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  [摘要] 目的:利用南京红十字血液中心废弃抗 M抗体阳性血浆制备人源抗 M试剂血清,达到报废血液再

利用的目的。方法:将抗 M抗体阳性的血浆通过中和稀释,冻融浓缩,海藻糖-PEG浓缩等一系列方法,制备成人

源化的抗 M试剂血清。结果:制备的血清抗 M效价可提高4倍,与市售试剂血清相比凝集强度有提高,1~2个

月后制备的抗体效价基本不变。结论:利用废弃抗 M抗体阳性血浆制备的人源抗 M 试剂血清亲和力在一定程

度上高于市售血清,可适当用于日常标本检测,达到废血再利用的目的。
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Abstract Objective:Topreparehumananti-MantibodyreagentserumusingthediscardedantiMantibody
positiveplasmainthecenter,soastoachievethepurposeofdiscardingbloodforreuse.Method:Humananti-M
antibodyreagentserumwaspreparedbyneutralizationdilution,freezethawingconcentration,trehalose-PEGcon-
centrationandsoon.Result:Theserumtiterofanti-Mcouldbeincreasedby4times,andtheagglutinationintensi-
tywashigherthanthatofcommerciallyavailablereagentserum.Thetiterofantibodypreparedwasbasicallyun-
changedafter1-2months.Conclusion:Theserumaffinityofhumananti-MreagentpreparedbytheantiMantibody
positiveplasmawashighertosomeextentthanthatofthemarketedsera,anditcobeusedtotestthedailyspeci-
mensproperlytoachievethepurposeofreusingthewasteblood.
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  临床上除特别重要的 ABO,Rh血型之外,还
存在许多数量的红细胞同种抗原和血型系统。
MNS是第2个被发现的血型系统,抗原有40多

个。在人类血清中,抗 M抗体很常见,室温鉴定发

现盐水凝集。在临床上往往会造成血型鉴定困难

以及交叉配血不合,给临床输血造成困难与风

险〔1〕。这种抗 M 抗体的产生大多无红细胞刺激,
是天然产生的,抗M血清通常以IgM形式存在,也
有IgG的抗 M,IgG类的抗 M 抗体有时会造成新

生儿溶血病。
目前,市面上抗 M 标准血清大多来自于单克

隆抗体,据本中心检测,效价约为18,甚至14。
在日常工作中我们发现,有些献血员 M 抗原极弱,
用市售抗 M试剂检测献血员 M 抗原,凝集强度仅

为1+~2+,甚至低于1+,这为血型鉴定及配血

造成一定困难。人源化的抗 M试剂血清基本来自

于献血者或没有输过血的患者,抗体性质为IgM
天然抗体,经吸收抗A、抗B后制备而成。目前有

报道用中和稀释法及冻融浓缩法制备 M 抗体试剂

血清,其抗 M效价可达18,而且保存1~2个月

后依然可以使用〔2〕,多态性优于单克隆抗体。PEG
是一种多聚体,可增强红细胞抗原与抗体反应的敏

感性,低浓度PEG则可用于红细胞抗体提纯〔3-4〕。
有研究表明海藻糖可维持包括单克隆抗体在内的

多种生物活性物质的活性〔5〕。用海藻糖-PEG血型

抗体浓缩技术可使IgG型血性抗体效价升高2~4
倍,IgM型血型抗体效价升高2~6倍。

据统计,每年本中心献血者中检出抗 M 抗体

阳性者几十例,占不规则抗体阳性标本40%~
50%。根据本中心相关规定,这些抗 M 抗体阳性

的血液红细胞和血浆以及相关血液制品都必须全

部报废,这样不仅产生了大量医疗废弃物以及报废

所需的必须开支(运输、销毁等费用),而且在一定

程度上造成了资源的浪费。将这些报废的抗 M 抗

体阳性的血浆再利用,通过中和稀释,冻融浓缩等

一系列方法,制备成人源化的抗 M 试剂血清。不

仅可以废血再利用,减少浪费,节省够买试剂的成

本,带来效益,而且制备的试剂血清可应用在日常

工作中,提高与弱抗原反应的敏感性,在一定程度

上避免漏检弱抗原。现将结果报告如下。
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1 材料与方法

1.1 标本留取

用市售抗筛细胞及谱细胞筛选本中心报废血

浆中抗 M 抗体阳性者。选取A型、B型、抗 M 抗

体阳性血浆标本各2例,AB型抗 M抗体阳性血浆

标本2例(分别标记为A1,A2,B1,B2,AB1,AB2)。
1.2 试剂红细胞制备

用抗 M、抗N试剂血清筛选如下几种试剂红

细胞:①M、N型A、B、O、AB型红细胞各5人份,
制成2%红细胞悬液;②N型A、B型红细胞制成压

积红细胞。
1.3 抗体效价测定

A型血浆与B型血浆分别测抗B、抗A效价,
以及抗 M效价。AB型血浆直接测抗 M效价。
1.4 中和稀释A型、B型血浆

将A型、B型血浆效价相同者11比例混合,
室温中和,并测定抗A、抗B效价。
1.5 冻融法浓缩抗 M抗体

将已中和的血浆以及 AB型血浆在-30℃冰

箱冰冻48h后取出,在4℃解冻,当冰块变白时,停
止融化,测抗 M效价。
1.6 抗A、抗B抗体吸收

用N型A、B型混合压积红细胞吸收冻融后的

A型、B型混合血浆,分别在37℃30min和4℃
30min吸收不完全和完全的抗A、抗B。
1.7 抗体特异性鉴定

用N型A、B、AB、O型红细胞及谱细胞证明

抗A、抗B已吸收完全,且不含非特异性抗体。用

M型A、B、AB、O型红细胞各5例检测抗 M 抗体

效价,评价吸收效果。
1.8 海藻糖-PEG血型抗体浓缩技术提高抗 M 抗

体效价

将血清与海藻糖-PEG浓缩液(海藻糖浓度为

0.200mol/L、PEG400浓度为0.075mol/L)按
11混合,室温孵育30min的同时混匀,3000r/
min离心20min,弃上清液,加pH7.2磷酸盐缓冲

液至0.1ml即为浓缩后血清。
1.9 效果测定

①制备的人源抗 M抗体试剂血清与凝集强度

不同的 M抗原反应,与市售试剂对比反应敏感性;
②血清效果1~2个月后再测定。

2 结果

2.1 中和前标本抗A、抗B及抗 M效价测定

中和前标本抗 A、抗B及抗 M 效价测定,见
表1。
2.2 中和稀释A型、B型浆后效价测定

将抗 M抗体效价相同的A型、B型浆11混

合后(A1与B1混合,A2与B2混合),血浆中抗B

及抗A效价均降为12。

表1 中和前标本抗A、抗B及抗 M效价测定

效价 A1 A2 B1 B2 AB1 AB2
抗A效价 / / 164 164 / /

抗B效价 164 164 / / / /

抗 M效价 12 14 12 14 12 14

  注:A1为 A型1号标本,A2为 A型2号标本,以此

类推。

2.3 中和后的血浆及AB型浆冻融后抗 M效价

中和后的血浆及AB型浆冻融后检测抗 M 效

价,见表2。

表2 中和后的血浆及AB型浆冻融后抗 M效价

类型
抗 M效价

冻融前 冻融后

混合1 12 14
混合2 14 18
AB1 12 14
AB2 14 18

  注:混合1为抗 M 效价12的 A型、B型浆二者混

合;混合2为抗 M效价14的A型、B型浆二者混合。

2.4 混合血浆吸收抗A及抗B抗体后测其效价

经测定,2例混合样本经吸收后,抗 A及抗B
效价均为0,吸收完全。抗 M 效价与吸收前无差

异,且不含有其他非特异性抗体。
2.5 海藻糖-PEG浓缩抗 M抗体

海藻糖-PEG浓缩抗 M抗体,见表3。

表3 海藻糖-PEG浓缩抗 M抗体

类型
抗 M效价

浓缩前 浓缩后

混合1 14 18
混合2 18 116
AB1 14 18
AB2 18 116

2.6 效果测定

①用市售抗 M 试剂血清选取 M 抗原阳性的

红细胞,凝集强度4+、3+、2+、1+各5例,用制备

的抗 M 血清检 测 凝 集 强 度 结 果 为:4+、3+S、
2+S、2+(S为加强)。②1~2个月后再测定市售

血清凝集强度,基本保持不变。

3 讨论

在人类血清中,抗 M抗体很常见,室温鉴定发

现盐水凝集。在临床上往往会造成血型鉴定困难

以及交叉配血不合,给临床输血造成困难与风险。
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这种抗 M 抗体的产生大多无红细胞刺激,是天然

产生的,抗M血清通常以IgM形式存在。据统计,
每年我中心献血者中检出抗 M 抗体阳性者几十

例,占不规则抗体阳性标本40%~50%。根据本

中心相关规定,这些抗 M 抗体阳性的血液红细胞

和血浆以及相关血液制品都必须全部报废,这样不

仅产生了大量医疗废弃物以及报废所需的必须开

支(运输、销毁等费用),而且在一定程度上造成了

资源的浪费。
本实验是将这些报废的抗 M抗体阳性的血浆

再利用,通过中和稀释,冻融浓缩等一系列方法,制
备成人源化的抗 M 试剂血清。我们选取了抗 M
抗体阳性的 A型、B型血浆标本各2例,AB型血

浆标本2例。抗M抗体的A型B型的血浆中由于

有抗B、抗A抗体,所以用中和稀释法可显著降低

抗B、抗A效价。中和前后抗B、抗 A效价从1
64降至12,而抗 M效价基本未变。混合后的血

浆用AB型 M 阴性红细胞分别在4℃、37℃吸收,
以去除抗A、抗B抗体,吸收后的血浆基本不含抗

A抗B。然后用冻融法可以浓缩抗 M 抗体,效价

可提高2倍。有报道称用海藻糖-PEG浓缩抗体,
可将IgM类抗体提高2~6倍,IgG类抗体提高2~
4倍。本实验中混合血浆和AB型血浆经浓缩后可

将抗 M抗体效价提高2倍。效果测定显示自制抗

M血清与 M阳性红细胞凝集强度与市售试剂血清

相比效果有提高。可能人源的抗体亲和力较强缘

故。本实验将废弃的抗 M 抗体阳性的血清,制备

成抗 M试剂血清在一定程度上达到了废血再利用

的目的,开源节流避免浪费,可适当用于日常标本

的检测。但广泛应用于日常,还需要进一步的纯化

和实验。
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