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　　[摘要]　目的:研究抗体筛查细胞在保存期内 M 抗原、Fya抗原和 P1抗原的稳定性变化。方法:应用2个

不同厂家的抗体筛查细胞通过倍比稀释法进行单克隆抗体标化(IgG-M/Fya/P1抗体)。收集抗-M/Fya/P1抗

体阳性标本,制备人源抗体血清。自配1%试剂红细胞(10例 O型且 M/Fya/P1抗原阳性志愿者)验证标化单克

隆抗体和人源抗体的稳定性。在有效期最后30d内,采用微柱凝集法,使用标化单克隆抗体和人源抗体对2厂

家抗体筛查细胞(试剂1和2)M/Fya/P1抗原的抗原性进行监测。结果:试剂1,M 和P1抗原在第21天及 Fya
抗原在第28天与第0天比较,凝聚强度结果差异有统计学意义(P<0.05);M 抗原于第28天及P1抗原于第21
天出现无法检出现象。试剂2,M 和P1抗原在第21天及 Fya抗原在第28天出现凝聚强度差异(P<0.05);M
和P1抗原第28天出现无法检出现象。结论:抗体筛查细胞血型抗原稳定性在有效期内逐渐降低,建议抗体筛查

细胞保存期间进行质量监测。
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Abstract　Objective:TostudythestabilitychangesofM,FyaandP1antigensinantibodyscreeningcells
duringthestorageperiod.Methods:Monoclonalantibodystandardization(IgG-M/Fya/P1antibody)wasper-
formedbydoublingdilutionusingantibodyscreeningcellsfromtwodifferentmanufacturers.Thepositivespeci-
mensofanti-M/Fya/P1antibodyinourdepartmentwerecollectedtopreparehumanantibodyserum.Self-pre-
pared1%reagentredbloodcells(10volunteerswithOtypeandpositiveforM/Fya/P1antigen)wereusedtoveri-
fythestabilityofstandardizedmonoclonalantibodiesandhumanantibodies.Duringthelast30daysofvalidity,

theM/Fya/P1antigenantigenicityofthetwomanufacturers'antibodyscreeningcells(Reagent1andReagent2)

wasmonitoredbymicrocolumnagglutinationandusingstandardizedmonoclonalantibodiesandhumanantibodies.
Results:Forreagent1,comparedwithday0,theresultsofaggregationstrengthofMandP1antigensonday21
andFyaantigenonday28weresignificantlydifferent(P<0.05).TheMantigenwasundetectableonthe28thday
andtheP1antigenonthe21stday.Forreagent2,theaggregationintensityofMandP1antigenswasdifferenton
the21stdayandtheFyaantigenonthe28thday(P<0.05).TheMandP1antigenswereundetectableonday28.
Conclusion:Thestabilityofantibodyscreeningcellsbloodgroupantigengraduallydecreasedduringthevalidity
period.Itisrecommendedtomonitorthequalityofantibodyscreeningcellsduringstorage.
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　　截至2021年6月,国际输血协会(ISBT)公布

的红细胞血型系统43个,共345种血型抗原[1]。
血型抗原研究在器官移植[2]、新生儿溶血性疾病[3]

和输血安全等方面具有重要意义。不规则抗体检

测是《临床输血技术规范》要求输血前必须检测的

项目,防止不规则抗体漏检是输血前检测的重要环

节,是确保输血安全和有效输血的关键[4-5]。红细

胞血型抗原物质是红细胞膜上的蛋白质及结合在

胞膜上脂质和蛋白质上的糖分子,包括糖链、单次

或多次穿膜的多肽[6]。抗体筛查细胞是离体游离

红细胞,细胞膜表面存在多种血型抗原、用于检测

供血者和受血者血浆中是否存在不规则抗体,其抗

原性的稳定是筛查出不规则抗体的关键,如抗原性

的结构改变或数量减少,可能导致不规则抗体漏

检,影响红细胞输注的效果,甚至引起严重的输血

不良反应[4-5]。不规则抗体漏检原因,大多数研究

在方法学缺陷、不规则抗体效价低、抗体筛查细胞

表面存缺少某种血型抗原或抗筛细胞某种血型抗

原是杂合子以及细胞存在剂量效应等[5-7]。目前,
国内大多数医院采用微柱凝集法作为输血前不规

则抗体检测方法,笔者在检测工作中发现,受血者

不规则抗体筛查的阳性检出率某一时段高,某一时

段低,出现阶段性变化。探究其原因,是否因为保

存期内抗筛细胞血型某种抗原的稳定性变化导致

某一时间阶段受血者不规则抗体漏检。本文选择

红细胞膜上的单次穿膜抗原(M 抗原)、多次穿膜抗

原(Fya抗原)和膜外糖链抗原(P1抗原)为研究对

象,采用微柱凝集法,用标化的单克隆抗体和人源

抗体分别与 M、Fya和P1抗原反应,分析保存期内

抗筛细胞的 M、Fya和P1抗原的稳定性随时间变

化情况,尝试为我实验室拟定监测保存期内抗体筛

查细胞血型抗原的稳定性的质量监控方案。
1　材料与方法

1.1　细胞

抗 筛 细 胞 1 (试 剂 1)(Bio-Rad,批 号:
45330751);抗筛细胞2(试剂2)(上海血液生物医

药有限责任公司,批号:20217064);自配1%的试

剂红细胞(10例 O型且表达 M 抗原、P1抗原、Fya
抗原的阳性的志愿者),用于标化单克隆抗体和人

源抗体保存期间稳定性验证。
1.2　试剂

单克隆抗体IgG-M(荷兰三昆试剂有限公司,
批号:8000452675);单克隆抗体IgG-P1(荷兰三昆

试剂有限公司,批号:8000455970);单克隆抗体

IgG-Fya(荷 兰 三 昆 试 剂 有 限 公 司,批 号:
8000260141); 微 柱 凝 胶 卡 (Bio-Rad, 批

号:505316817);样本稀释液ID-Diluent2(Bio-Rad,
批号:057610005)。
1.3　仪器

微柱凝胶卡专用离心机(Bio-Rad,ID-Cerntri-
fuge12SⅡ);恒温箱(Bio-Rad,ID-Incubator37S
Ⅰ);-40℃冰箱(青岛海尔,DW-40L420F);台式

离心机(日本久保田;KA-2200)。
1.4　单克隆抗体标化

应用2个不同厂家的抗体筛查细胞通过倍比

稀释法进行单克隆抗体标化(IgG-M 抗体、IgG-P1
抗体和IgG-Fya抗体),要求稀释后柱凝集法检测

结果的凝集强度分别5~9分(图1),3种用于监控

M 抗 原、Fya 抗 原 和 P1 抗 原 抗 标 化 稀 释 倍 数

见表1。

图1　凝胶微柱凝集强度评分标准

表1　3种单克抗体在标化稀释倍数表

抗体名称 试剂1 试剂2
单克隆抗体IgG-M 16 10
单克隆抗体IgG-P1 4 2
单克隆抗体IgG-Fya 10 5

1.5　人源抗体血清制备

收集2020年1至12月我科不规则抗体阳性

的标本,分别选择抗-M 抗体、抗-P1抗体、抗-Fya

抗体的阳性标本,纳入本试验的自备人源抗体血清

要求:抗-M 抗体阳性(微柱凝胶卡凝集强度分5~
11分)、抗-P1 抗 体 阳 性 (微 柱 凝 胶 卡 凝 集 强 度

分4~10分)、抗-Fya抗体阳性(微柱凝胶卡凝集强

度分4~10分),各收集血清后20mL,混匀后各置

EP管分装(0.06mL/管),-40℃保存。
1.6　抗体稳定性验证

自配1%的试剂红细胞,在规定时间(标化好

第0天、第30天、第60天)采集血样,每例2mL
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(EDTA 抗凝),3000r/min离心10 min,去血浆

(生理盐水洗涤3次),用样本稀释液ID-Diluent2
配制成1%红细胞。用微柱凝集法,在规定时间用

已标化单克隆抗体/已制备的人源抗体与上述1%
红细胞反应,记录试验结果(所有试验条件严格按

照本试验的标准操作规程进行)。
1.7　抗体筛查细胞 M 抗原、P1抗原和 Fya抗原

稳定性监测

选取试剂1和试剂2抗体筛查细胞(被选定2
厂家的试剂体筛查细胞抗原必须同时具备 M、Fya
和P1抗原阳性试剂细胞10瓶),在各自失效日期

前1个月即第0天、第7天、第14天、第21天、第
28天(失效日期前2d),使用已标化单克隆抗体和

自制人源抗体通过微柱凝胶卡检测相应红细胞抗

原反应(微柱凝法的所有试验条件严格按照本试验

的标准操作规程进行)。
1.8　统计学处理

应用SPSS19.0统计学软件对数据处理分析,
采用 GraphPadPrism5软件绘制图形。
2　结果

2.1　标化抗体稳定性验证

用志愿者红细胞在规定时间内对标化单克隆

抗体和人源抗体进行检测,分析发现第30天、第
60天抗原抗体反应凝集强度与第0天比较未发

生明显改变,差异均无统计学意义(P>0.05),见
表2。

2.2　试剂1的 M、Fya和P1抗原稳定性监测

使用已标化单克隆抗体和人源抗体对失效日

期前1个月试剂1红细胞 M、Fya和P1抗原进行

检测,发现抗原抗体反应的凝集强度结果随时间延

长有不同程度减弱,分别对第7天、第14天、第21
天、第28天的 M、Fya和P1抗原检测结果的凝聚

强度与第0天比较,第7天、第14天的 M、Fya和

P1,第21天的Fya抗原的检测结果的凝聚强度变

化,差异无统计学意义(P>0.05);第21天的 M 和

P1,第28天 M、Fya和P1抗原检测结果的凝聚强

度变化,差异有统计学意义(P<0.05),见表3;M
和P1抗原于第28天出现无法检出现象,见图2。
2.3　试剂2的 M、Fya和P1抗原稳定性监测

使用已标化单克隆抗体和人源抗体对失效日

期前1个月试剂2红细胞 M、Fya和P1抗原进行

检测,发现抗原抗体反应的凝集强度结果随时间延

长有不同程度减弱,分别对第7天、第14天、第21
天、第28天的 M、Fya和P1抗原检测结果的凝聚

强度与第0天比较,第7天、第14天的 M、Fya和

P1,第21天的Fya抗原检测结果的凝聚强度变化,
差异无统计学意义(P>0.05);第21天的 M 和

P1,第28天的 M、Fya和P1抗原检测结果的凝聚

强度变化,差异有统计学意义(P<0.05),见表4;
M 抗原于第28天出现无法检出现象,P1抗原于第

21天出现无法检出现象,而 P1抗原于在28全部

样本无法检出现象,见图3。

表2　标化单克隆抗体和人源抗体保存稳定性验证 n=10,■X±S

验证时间

标化单克隆抗体

试剂1
M 抗原 Fya抗原 P1抗原

试剂2
M 抗原 Fya抗原 P1抗原

人源抗体

M 抗原 Fya抗原 P1抗原

第0天
9.200±
0.789

8.200±
0.789

8.500±
0.707

8.700±
0.483

8.400±
0.699

8.900±
0.539

8.500±
0.527

8.600±
0.516

8.500±
0.527

第30天
9.100±
0.737

8.300±
0.823

8.600±
0.789

8.600±
0.516

8.400±
0.843

8.600±
0.490

8.600±
0.517

8.400±
0.516

8.700±
0.483

第60天
9.300±
0.675

8.100±
0.738

8.400±
0.699

8.800±
0.421

8.300±
0.823

8.700±
0.640

8.600±
0.700

8.500±
0.527

8.500±
0.527

F 0.3100 0.9800 0.5600 1.5900 0.1800 1.1900 0.1000 0.3100 0.5500
P 0.7370 0.3930 0.5822 0.2316 0.8337 0.3274 0.9043 0.7370 0.5889

表3　试剂1的 M、P1和Fya抗原稳定性监测表 n=10,■X±S

验证时间
单克隆抗体

M 抗原 Fya抗原 P1抗原

人源抗体

M 抗原 Fya抗原 P1抗原

第0天 9.700±0.483 8.200±0.632 7.500±0.527 6.700±0.483 6.600±0.516 8.100±0.568
第7天 9.600±0.516 8.100±0.568 7.400±0.516 6.600±0.516 6.500±0.527 7.900±0.568
第14天 9.600±0.516 8.000±0.667 7.400±0.516 6.600±0.516 6.500±0.527 7.800±0.632
第21天 6.700±0.675 7.700±0.483 2.900±0.738 4.100±0.738 6.100±0.738 2.700±0.675
第28天 1.100±0.738 6.300±0.823 0.400±0.516 0.900±0.567 4.700±0.949 0.100±0.316
F 368.090 22.340 356.600 331.310 18.470 960.610
P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
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a:已标化单克隆抗体检测结果;b:人源抗体检测结果。
图2　试剂1的 M、P1和Fya抗原稳定性监测结果

表4　试剂2的 M、P1和Fya抗原稳定性监测表 n=10,■X±S

时间
单克隆抗体

M 抗原 Fya抗原 P1抗原

人源抗体

M 抗原 Fya抗原 P1抗原

第0天 9.300±0.823 7.700±0.483 7.100±0.738 7.600±0.699 6.400±0.516 8.100±0.876
第7天 9.200±0.919 7.800±0.632 7.000±0.667 7.500±0.527 6.500±0.527 8.000±0.943
第14天 9.200±0.919 7.800±0.632 7.000±0.667 7.700±0.675 6.400±0.516 7.700±0.823
第21天 5.800±0.789 7.400±0.516 2.500±0.527 3.300±0.483 6.100±0.738 0.100±0.316
第28天 1.100±0.738 5.800±0.632 0.300±0.483 0.900±0.738 4.700±0.483 0
F 212.100 38.650 408.710 490.000 38.370 428.910
P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

a:已标化单克隆抗体检测结果;b:人源抗体检测结果。
图3　试剂2的 M、P1和Fya抗原稳定性监测结果

3　讨论

红细胞血型抗原的产生与红细胞膜的结构紧

密相关。红细胞膜是由磷脂双分子层构成的液态

镶嵌膜,镶嵌于双层磷脂骨架中的蛋白质被称为整

合蛋白,其本身是蛋白质,奠定了红细胞血型形成

的基础[6]。有些整合蛋白多次跨越细胞膜双层磷

脂骨架结构,与双层磷脂结合较紧密,如 RhD蛋白

可穿模12次,Duffy血型蛋白可穿模7次[8]。形成

红细胞血型的另一种物质是结合到膜上的由多个

单糖分子构成的糖链,属于这一类型的血型抗原有

ABO 抗原、P1抗原等。血型抗原还可以是糖蛋

白,如 MNS系统的 MN抗原决定簇位于糖蛋白A-
1种唾液酸糖蛋白结构上,是单 次 穿 膜 的 糖 蛋

白[9]。赵俸涌等[9]进行红细胞膜蛋白抗原性研究,
建议尽量使用新鲜谱细胞。本研究发现抗有效期

内体筛查红细胞在实验室存放过程中,所监测的3
种血型抗原的抗原性随时间延长减弱,第21天的

M 和P1,第28天的 M、Fya和P1抗原减弱变化的

差异性,差异有统计学意义(P<0.05);M 抗原于

第28天出现无法检出现象,P1抗原于第21天出
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现无法检出现象,而P1抗原于在28全部样本无法

检出现象,推断最早减弱的抗原是红细胞膜外糖链

P1抗原,其次是单次穿膜的 M 抗原,最慢的是多

次穿膜的Fya抗原,可能是血型抗原处在细胞膜位

置有关。试验结论某种试剂抗原在接近失效期漏

检对应抗体,与笔者工作中发现问题相似。有文献

报道,CD44分子是1种跨膜糖蛋白,作为红细胞表

面受体在细胞相互、细胞黏附和迁移的作用[9-11],
CD44分子与红细胞寿命方面有关,本试验研究在

保存期抗原减弱是否与 CD44分子的结构变化、数
量变化有紧密性相关尚未明确。

本试验选用标化的单克隆抗体和人源抗体监

测(试剂1和试剂2)抗体筛查细胞抗筛红细胞表面

M、Fya和P1抗原时,发现监测试剂2时,用人源

抗体早于单克隆抗体出现P1抗原未检出现象,推
测对于保存期内抗原性减弱明显的抗原,人源抗体

的检测能力优于标化单克隆抗体,这可能与单克隆

抗体效价高且特异性强有关,也可能是人源抗体针

对抗原表位较多,而单克隆抗体仅针对单一表位,
对于膜蛋白构象变化更为敏感[9-11]。因此相对于

标化单克隆抗体,人源抗体更能及时反映出抗筛细

胞部分血型抗原减弱现象。本研究选用标化的单

克隆抗体是用试剂单克隆抗体估计稀释到一定浓

度的自配抗体(半定量),而微柱凝集法作为一种半

定量的免疫检测技术,是国内大多数医院作为输血

前不规则抗体检测常规方法。我室验室通过ISO
15189认可,根据认可准则以及相关要求与近几年

精准输血概念的提出,对输血相容性检测提出了更

高要求,除了 ABO、RhD血型相容外,还提到对献

血者和患者多血型系统匹配配合型血液输注方案

的建议[12],目的是保证所输的红细胞不与患者检

出的不规则抗体反应(输血型抗原阴性红细胞),减
少无效输血以及发生输血不良反应。目前临床上

由不规则抗体引发输血不良反应和输血治疗无效

屡见不鲜,在美国食品药品管理局所报道的因输血

死亡的病例中,溶血性输血反应占55.5%,而其中

14.0%是由不规则抗体漏检所引起的[13],抗体抗

筛细胞的血型相关抗原的完整性和稳定性非常重

要,本研究提示输血检测工作人员在日常工作,要
警惕不规则抗体漏检,特别抗-P1抗体和抗-M 抗

体,在37℃,抗-P1抗体可引起急性和迟发性溶血

性输血反应的报道[14]。有报道抗-M 抗体通过胎

盘屏 障 的 IgG 型 抗 体 引 发 导 致 的 新 生 儿 溶 血

病[15]。红细胞血型系统较复杂,抗筛细胞血型抗

原较多,目前,进口抗筛细胞试剂价格昂贵,进口试

剂到达实验室有效期时间约1个月,国内尚无完善

的质量控制方法,血型抗体国际标准品的价格昂

贵,参考行业相关标准文献,探索适合本实验监测

保存期内抗筛细胞血型抗原稳定性的可行性方案。

根据本研究结果,同时结合日常工作和现有条件,
建议可使用已标化单克隆抗体或者人源抗体于抗

筛细胞保存期间进行质量监测,防止因不规则抗体

漏检导致血液输注无效及输血不良反应的发生。
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