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抗P1抗体检测的血清学分析和方法探讨
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　　[摘要]　目的:分析P1(-)表型个体产生抗P1抗体的血型、抗体鉴定的血清学检测结果、分子机制以及交

叉配血策略,并回顾对比分析既往2例血清学检测方法和结果,对优化检测方法提高抗P1抗体检出率进行探讨。
方法:采用盐水法、聚凝胺和微柱凝胶法进行血型鉴定、抗体筛选和交叉配血,采用 PCR扩增α-1,4-半乳糖基转

移酶基因(α-1,4-galactosyltransferase,A4GALT)和β-1,3-N-乙酰半乳糖氨基转移酶基因(β-13-N-acetylgalac-
tosaminyltransferase,B3GALNT1)外显子编码区,分析 DNA序列。结果:患者1经过盐水法、微柱凝胶法、抗人

球蛋白法血清学分析鉴定为IgM 抗P1抗体,经过PCR核酸检测确定为患者表型为P1(-);P型,验证与血清学

的检测结果一致。患者2仅通过血清学检测鉴定为抗P1抗体。结论:抗 P1抗体多为IgM 型抗体,在进行抗体

检测时需考虑到检测方法的适用范围和局限性,选择合适的方法,并进行多种方法联合检测相互验证的方式,以
提高抗体的检出率。核酸检测基因分型技术的应用可以从分子生物学角度提供重要佐证,有助于提高抗体鉴定

的准确率。
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Serologicalanalysisandmethoddiscussionofanti-P1antibodydetection
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Abstract　Objective:Toreviewthebloodtypeofanti-P1antibodyproducedbyindividualswithP1(-)phe-
notype,theserologicaltestresultsofantibodyidentification,molecularmechanismandcross-matchingstrategy,

comparetheprevioustwoserologicaltestmethodsandresults,anddiscusstheoptimizationoftestmethodstoim-
provethedetectionrateofanti-P1antibody.Methods:Bloodgroupidentification,antibodyscreeningandcross
matchingwereperformedbynormalsalinemethod,polybreneandmicrocolumngelmethod,andPCRamplifica-
tionwasusedα-1,4-galactosyltransferasegene(A4GALT)andβ-1,3-N-acetylgalactosamineaminotransferase
gene(B3GALNT1)exoncodingregion,andDNAsequencewasanalyzed.Results:Patient1wasidentifiedasIgM
anti-P1antibodybynormalsalinemethod,microcolumngelmethodandantiglobulinmethod,andthephenotype
ofpatient1wasP1(-)byPCRnucleicaciddetection.Ptype,wasverifiedtobeconsistentwiththeresultsofse-
rologicaldetection.Patient2wasidentifiedwithanti-P1antibodiesonlybyserologictesting.Conclusion:Mostof
theanti-P1antibodieswereIgM.Whenperformingantibodydetection,itisnecessarytoconsiderthescopeand
limitationsofthedetectionmethods,selecttheappropriatemethod,andconductavarietyofcombineddetection
methodstoverifyeachother,soastoimprovethedetectionrateofantibody.Theapplicationofnucleicaciddetec-
tiongenotypingtechnologycanprovideimportantcorroborationfromamolecularbiologyperspectiveandhelpto
improvetheaccuracyrateofantibodyidentification.

Keywords　anti-P1antibody;antibodyidentification;genotyping;comparisonofmethodology

　　P1抗原频率在人群中差异较大,欧洲人中约

80%,亚洲人群中有30%。人群中抗-P1比较常

见,通常是天然产生的IgM 冷抗体,凝集反应很

弱,如果温度超过25℃,一般不出现凝集反应,也

不会发生溶血反应,因此,常规认为临床意义不

大[1]。笔者近期在工作中遇到高效价IgM 抗-P1
抗体且37℃有活性并影响交叉配血1例,结合既往

1例相同抗体检测的方法和过程,对比检测结果,
进行检测方法学的探讨。
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1　资料与方法

1.1　资料

2016年8月—2022年10月到我院就诊患者

因血型鉴定或手术备血而发现抗筛阳性被鉴定为

抗P1,患者1,男,35岁,诊断:肝损害,克罗恩病

史。患者2,女,29岁,诊断:妊娠。两者均无既往

输血史。
1.2　试剂与仪器

ABO及RHD血型检测卡和抗人球微柱凝胶

卡;单克隆抗P1;不规则抗体筛检细胞;抗体筛查

检测卡;抗体鉴定谱细胞;凝聚胺试剂;2-巯基乙醇

(2-Me);伯乐全自动血型分析仪IH-1000;PCR核

酸测序试剂盒。
1.3　方法

1.3.1　ABO 及 RHD血型鉴定　微柱凝胶法、经
典盐水试管法。采用PCR扩增α-1,4-半乳糖基转

移酶基因(α-1,4-galactosyltransferase,A4GALT)和

β-1,3-N-乙 酰 半 乳 糖 氨 基 转 移 酶 基 因 (β-13-N-
acetylgalactosaminyltransferase,B3GALNT1)外
显子编码区,分析DNA序列。
1.3.2　不规则抗体的筛选和鉴定、抗体类型的鉴

定　用抗人球微柱凝胶法、盐水法、间接抗人球蛋

白试验进行不规则抗体的初筛和鉴定。用2-Me处

理血浆破坏IgM 型抗体后再次用抗人球微柱凝胶

法确定抗体的类型。
1.3.3　效价的测定　筛选 P1抗原阳性的 ABO
与RH 同型细胞作为效价测定的指示细胞;用盐水

法进行效价的测定。
1.4　交叉配血

用盐水法、凝聚胺法和抗人球微柱凝胶法进行

交叉配血。
2　结果

2.1　ABO及RHD血型鉴定结果

患者1血型在微柱凝胶法和盐水法中结果一

致,正定型为 A+,反定型与 Ac有1+强度的凝集

反应。患者2血型在微柱凝胶法和盐水法中结果

一致,正定型为 B+,反定型与 Bc有弱凝集反应。
2例均出现了正反定型不一致,导致了血型鉴定困

难。用单克隆抗P1试剂分别对反定型细胞和患者

红细胞进行P1抗原的鉴定,反定型细胞均为P1抗

原阳性,患者红细胞均为P1抗原阴性。见表1。
患者1根据A4GALT 外显子测序结果,基因

型为 A4GALT-new,对应位点为 A4GALT-new:
c.100G>A,发生错义杂合突变(图1);c.903C>
G,产生同义杂合突变(图2);根据B3GALNT1 外

显子测序结果,未发现变异,基因型为 GLOB∗
01/GLOB∗01;进一步从分子生物学角度确定表

现型为P1(-);P。

表1　2例ABO、RHD血型鉴定结果

编号
伯乐全自动血型分析仪IH-1000

抗-A 抗-B 抗-D Ac Bc ctrl

盐水试管法

抗-A 抗-B 抗-D Ac Bc Oc

盐水试管法P1抗原鉴定

Ac Bc Oc 患者

最终

结果

患者14+ 0 4+ 1+ 4+ 0 4+ 0 4+ 1+ 4+ 1+ P1 / / 0 A+
患者2 0 4+ 4+ 4+ ± 0 0 4+ 4+ 4+ 1+ 1+ / P1 / 0 B+

图1　患者1A4GALT外显子测序错义杂合突变位点

图2　患者1A4GALT外显子测序同义杂合突变位点

2.2　不规则抗体筛查和鉴定结果

2例患者直接抗人球蛋白试验均阴性,自身对

照阴性。患者1抗体初筛结果在盐水法、微柱凝胶

法两种检测方法中一致,盐水法检测反应强度明显

增强。且用2-Me处理后抗体筛选结果为阴性,说
明抗体类型仅为IgM 型;患者2,仅在盐水方法中检

出抗体,微柱凝胶法抗体初筛结果为阴性。见表2。
用谱细胞对抗筛结果进行进一步鉴定患者1

在微柱凝胶方法中无法确定特异性,而在盐水法和

抗人球蛋白法中鉴定为抗 P1。且凝集强度:盐水

介质>抗人球蛋白介质>微柱凝胶介质。患者2
在微柱凝胶法中未检出抗体,盐水法中鉴定为抗

P1。见表3。
2.3　效价的测定

患者1用盐水试管法测抗P1效价,室温下效

价为64,放置4℃下效价为512,放置37℃下效价

为2。患者2用盐水试管法测抗P1效价:室温下效

价为8,放置4℃下效价为32,放置37℃下无活性。
2.4　交叉配血

患者1血清与 P1(+)的 ABO 与 RH 同型细

胞进行 交 叉 配 血 在 盐 水 方 法 室 温 下 结 果 均 为

(3+~4+),在凝聚胺法中强度为1+,抗人球微
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柱凝胶介质中强度为±~1+,与 P1(-)的 ABO
与RH 同型细胞在盐水法、凝聚胺和微柱凝胶法中

均阴性。患者2因无临床输血申请故而未进行交

叉配血。

表2　患者血清与抗体筛选细胞反应结果

编号/试剂批号 检测方法
与筛选细胞反应格局

Ⅰ Ⅱ Ⅲ
Sc 鉴定结果

患者1/

20220802

微柱凝胶 ± 3+ 0 0 抗 M、S、P1
盐水法 3+ 4+ 0 0 抗 M、S、P1

2-Me处理后 0 0 0 0
患者2/

20200702

微柱凝胶 0 0 0 0 未检出

盐水法 0 0 + 0 抗Fyb、Leb、P1

表3　患者血清与谱细胞反应鉴定结果

编 号/试

剂批号
检测方法

与谱细胞反应格局

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
Sc

鉴定

结果

患者1/

20220905

微柱凝胶 0 0 0 0 0 2+ 2+ 0 2+ 0 2+ 3+ 2+ 0 0 0 0 未确定

盐水法 2+ 2+ 0 2+ 2+ 2+ 2+ 0 2+ 0 2+ 2+ 2+ 2+ 0 2+ 0 抗P1
抗人球蛋白法 1+ 1+ 0 1+ 1+ 2+ 2+ 0 1+ 0 1+ 3+ 2+ 1+ 0 2+ 0 抗P1

患者2/

20200611

微柱凝胶 / / / / / / / / / / 0 未检出

盐水法 ± 0 ± 0 2+ + ± + 0 ± 0 抗P1

3　讨论

P血型系统是 Landsteiner和 Levine发现的,
也是第3个被发现的人类红细胞血型系统,经历过

一段时间的命名混乱期,2011 年国际输血协会

(ISBT)确认了 P1PK 血型系统的抗原,统一命名

为P1PK,编号003,包括P、P(k)、P1三种抗原,P
抗原的基因位于3号染色体,P1P(K)血型系统基

因位于22号染色体,P1表型完全表达所有3种抗

原,P2表型红细胞不表达 P1抗原[1]。婴儿时期

P1抗原尚未发育成熟,7岁以后逐步发育完全,P1
抗原除了在红细胞,还有粒细胞、淋巴细胞、单核细

胞上表达[1]。P2献血员中,有1/4~2/3的人存在

抗P1,包虫囊肿或肝吸虫病患者以及鸟类饲养员

中抗-P1效价常升高。鸟类粪便中的P1样物质可

刺激肌体抗-P1水平增高[2]。近年来对 P表型的

报道 不 多[3-5],且 大 多 为 抗-Tja 抗 体 的 报 道[6],
抗-P1抗体的报道较少,也有较少合并其他抗体的

报道[7-8]。
本文2例患者,均无既往输血史,天然存在的

抗P1抗体均干扰了血型的鉴定,造成 ABO 正反

定型的不一致,这在之前也有过类似的报道[9-10]。
患者1在37℃下仍然能够检测出明显的凝集反应,
但通过2-Me巯基试剂处理后再次进行抗体筛检结

果为阴性,确定该抗体仅为IgM 抗体,无IgG抗体

的存在,效价测定显示该IgM 抗P1抗体4℃下高

达到512,室温下达64,37℃下仍可达到2,可能是

高效价导致的高活性,以至于在37℃下依然有活

性,通过抗体鉴定排除抗体干扰后确定血清学血

型。 通 过 基 因 测 序 检 测 到,A4GALT-new:
c.100G>A,发生错义杂合突变;c.903C>G,产
生同 义 杂 合 突 变,该 突 变 也 曾 经 分 别 被 报 道

过[5,11],进一步确定表现型为 P1(-);P。患者2
干扰了血型的鉴定,但反应凝集强度明显比患者1
弱,经测定效价较低,室温下仅为8,37℃下无活

性,故而仅在盐水法中检出抗体,微柱凝胶法中未

检出。因为回顾性研究,无法对患者2标本进行基

因测序从分子生物学的角度确定其表型。
近年来由于微柱凝胶技术的标准化操作、结果

清晰、易于判读、准确度、灵敏度高等优势,已经广

泛应用于抗体鉴定和交叉配血中。且因为在日常

工作中引起免疫性输血性不良反应的抗体以IgG
型抗体居多,而针对IgG型抗体普遍认为灵敏度方

面微柱凝胶法>抗人球蛋白法>盐水法,也有过类

似的研究报道[12]。但没有任何一种方法可以检出

所有类型的不规则抗体[13]。故而日常工作中常常

会仅仅使用微柱凝胶法进行常规的抗体筛选和鉴

定以及交叉配血,这就导致了很多抗体的漏检和抗

体特异性鉴定的不清晰。本研究中,患者1在首次

微柱凝胶法抗体筛选结果指向抗体有特异性,而在

微柱凝胶法的抗体鉴定中又都没有明确鉴定出抗

体的特异性,加做盐水法和抗人球蛋白法后最终确

定了抗体特异性为抗P1。并且凝集反应强度为盐

水介质>抗人球蛋白介质>微柱凝胶介质,可见在

对于类似抗P1这种IgM 型抗体时,这三种检测方

法的敏感度是相反的。而患者2则在微柱凝胶法

中则未检出,只在盐水法中检出并最终鉴定为抗
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P1抗体,这可能是由于该抗P1抗体为IgM 抗体,
且效价较低室温下仅为8,37℃下无活性,低效价、
低亲和力导致了微柱凝胶法的漏检,此前也有过类

似的报道[14]。因此在日常工作中,我们需根据抗

体的种类和试验方法的特点选择更具针对性的适

当的方法进行抗体的鉴定和交叉配血,以提高抗体

特异性的检出率和较少抗体的漏检,提高输血安

全性。
AABB指南上提出因为抗 P1抗体多为冷抗

体,温度超过25℃,一般不出现凝集反应,也不会

发生溶血反应,临床意义不大,所以常规不用挑选

P1抗原阴性的红细胞用于临床[2]。国外也有报道

称,对于存在抗P1的患者需要输血时,只需要交叉

配血结果相合即可发放输注,不需要特别筛选 P1
阴性的红细胞,发生溶血性输血反应的比例也极

少[15]。但是近年也有37℃有活性的抗 P1引起急

性和迟发性溶血性输血反应以及在妊娠期间检出

抗P1抗体而导致溶血性输血反应的报道[16-18]。加

上抗P1血清价格高且稀有,无法做到普及,因此用

抗P1血清进行筛选也不容易实现。因此交叉配血

结果的准确性尤为重要。本文患者1在进行交叉

配血时,患者血清与P1抗原阳性的 A型 RH 同型

的献血员红细胞在盐水介质中均强阳性(3+~
4+),而在抗人球微柱凝胶介质中强度为±~1+,
如果仅仅用抗人球微柱凝胶法进行交叉配血存在

漏检的风险。因此从现实角度出发,结合患者1和

患者2的血清学结果,在日常工作中对怀疑有抗

P1抗体的标本,可以将盐水法交叉配血代替抗P1
血清进行初筛,盐水配血相合后再进行微柱凝胶或

者凝聚胺法交叉配血,选择2种方法均相合的血液

发放,即节约了成本,也增加了可操作性,从而提高

抗体的检出率和特异性的准确率。
随着输血学科的发展,从业人员需努力同步提

升专业知识水平,增加专业技能,开展专业技术,如
核酸检测基因分型技术在患者1血型鉴定、抗体鉴

定方面发挥了决定性的作用,才能更好地为临床提

供更高效、直接、有意义的指导意见。
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