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单抗原免疫微珠法在人组织相容性抗原反应抗体检测中的
局限性及影响因素分析
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【摘 要】人组织相容性抗原反应抗体（human leukocyte antigen-antibody，HLA-Ab）的检测已成为诊断及检测肾移植术后排斥

反应的重要指标。单抗原免疫微珠法（single antigen beads，SAB）是一种灵敏度高、特异性强的HLA-Ab检测方法。然而，SAB
检测结果的分析和解释较为复杂，需要综合考虑多方面的影响因素。本文将讨论使用此方法对HLA-Ab进行检测时的局限

性、影响因素及解决办法。希望可以通过对上述问题的探讨来进一步完善SAB检测结果的解读与应用。
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Analysis of the limitations and influencing factors of single antigen beads
in the detection of human leukocyte antigen-antibody
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【Abstract】The detection of human leukocyte antigen-antibody（HLA-Ab）has become an important indicator for the diagnosis and de⁃
tection of rejection after renal transplantation. Single antigen beads（SAB）is a highly sensitive and specific HLA-Ab detection method.
However，the analysis and interpretation of SAB results are complex，and multiple factors need to be comprehensively considered. In
this article，we will discuss the limitations，influencing factors and solutions for HLA-Ab detection using this method. It is hoped that
the interpretation and application of SAB results can be further improved by discussing the above problems.
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肾脏移植是治疗终末期肾病的主要方式，但是器官来源

的短缺极大地限制了移植手术的数量。即使进行了肾移植

手术，术后排斥反应的发生也影响着移植肾的远期存活。随

着人组织相容性抗原反应抗体（human leukocyte antigen-
antibody，HLA-Ab）检测技术的不断发展，很大程度上预防

了超急性排斥反应的发生，同时也为早期诊断抗体介导的排

斥反应（antibody mediated rejection，ABMR）提供了帮助[1-2]。

HLA-Ab检测多基于细胞学的检测方式，灵敏度欠佳且

影响因素较多，尤其是无法确定抗体产生的位点。单抗原免

疫微珠法（single antigen beads，SAB）是基于 Luminex检测平

台的新型 HLA-Ab检测方式，其本质是“液相悬浮芯片技

术”，也称 xMAP技术。xMAP技术将荧光编码微球技术、激

光分析技术、流式细胞技术、高速数字信号处理技术和计算

机运算法则等多项技术进行整合。单一抗原检测的优势在

于采用纯化抗原，可以确定捕获抗体的种类。当其与 xMAP
技术结合后，可解决HLA多样性的问题，实现多种类抗体的

高通量检测。SAB技术先将基因重组体外表达纯化的 HLA
抗原分别包被于不同标记的聚苯乙烯微珠上，然后对抗体进

行捕获并标记荧光素，接着采用双色激光进行微珠的识别与

荧光值的读取。对于检测到的荧光值，采用数据分析软件去

除背景值并进行计算，最终得到不同HLA位点的平均荧光

强度（mean fluorescence intensity，MFI）值[3-5]。该技术不仅可

以显示抗体的荧光强度，同时也可分辨出抗体产生的HLA
抗原位点。而且单一纯化抗原在微珠上的密度远高于自然

细胞，所以 SAB技术比细胞水平的抗体检测有更高的敏
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感性。

SAB技术具有高通量、快速、高特异性、可以半定量且可

分辨特异性抗原位点的特性，使器官移植诊治领域取得了突

破性的进展。不过，此技术也存在一定的不足，如因为包被

抗原谱有限而造成的漏检，以及因为抗原变性造成假阳性等

问题。本文将从 SAB与现有抗体检测技术的比较以及 SAB
技术的局限性、影响因素等方面进行讨论，希望此技术能够

更好地服务于临床工作。

1 与常用HLA-Ab检测技术的比较

1.1 临床常用的HLA-Ab检测技术

1.1.1 交叉淋巴细胞毒实验（complement-dependent cyto⁃
toxic，CDC） CDC检测技术是依赖补体的淋巴细胞毒试验，

操作简单，对仪器设备要求不高，对超急性及急性排斥反应

的发生有预测作用。但该方法无法检测不引起补体反应的

HLA-Ab，且结果受操作者影响较大，所以 CDC方法一直存

在争议[6-7]。
1.1.2 流式荧光交叉配型法（flow cytometric crossmatch，
FCXM） FCXM技术通过将供者淋巴细胞与受者血清进行

孵育，如果受者血清中存在相应抗体，则可与供者淋巴细胞

表面抗原相结合，通过流式细胞仪分析结合物荧光强度，间

接反应抗体的含量。虽然其灵敏度和特异性较 CDC更高，

但是设备要求高，且无法区分补体依赖性的抗体。与 CDC
技术相同的是，其结果也受到检测细胞活性的影响[8]。
1.1.3 群 体 反 应 性 抗 体 检 测（panel reactive antibodies，
PRA） PRA技术主要采用百分比的形式量化 HLA-Ab含
量，以判断致敏程度，预测移植结局。检测方式主要有酶联

免疫吸附试验、流式细胞检测技术和免疫微珠技术。PRA
的临床应用较广，与上述 2种检测一样，也存在无法确定阳

性抗体种类及程度的问题[9]。
1.2 SAB技术的发展及检测优势

就临床需求而言，对HLA-Ab的理想检测方法是实现快

速和定量的检测，且可明确致敏位点的种类。但由于人组织

相容性抗原的多样性，如若逐一进行检测，经济及时间消耗

巨大，不适宜临床开展。长期以来，单一抗体快速检测技术

的研究不断深入。2003年，Pei R等[10]首次构建了一个由 110
个单一抗原组成的反应体系，并进行了血清HLA-Ab检测，

发现此方式明显优于 PRA，并有助于准确分析HLA抗体的

特异性。

SAB不仅在操作时间及经济效益方面得到了提升，在检

测HLA-Ab时其灵敏度与特异性也优于其他抗体的检测方

式。一项由 Güleç D等[11]采用 CDC、FCXM和 SAB进行抗体

检测的对比性研究中提示，在阳性结果的预测方面 CDC最

高，阳性预测值可达 1.0；FCXM的阳性预测值，T细胞为主时

是0.87，B细胞为主时是0.86；SAB检测时，HLA-Ⅰ类和HLA-
Ⅱ类的阳性预测值分别为 0.93和 0.83。在灵敏度方面，CDC
为 0.52，灵敏度最低；FCXM中 T细胞为 0.82，B细胞为 0.75；

SAB检测时 HLA-Ⅰ类和 HLA-Ⅱ类抗体分别为 0.83和

0.76。综合比较而言，SAB在HLA-Ab的检测中具有较高的

灵敏度和特异度。在预测抗体介导的排斥反应上，暂未有研

究比较上述检测技术的特异度和灵敏度的差异。最近一项

由Burballa C等[12]采用 SAB预测肾移植术后抗体介导的排斥

反应研究提示，与有组织学改变的患者标本进行比较，SAB
在预测抗体介导的排斥反应的敏感度达 78.8%，特异度达

93.9%。

2 SAB的局限性

SAB是基于 xMAP技术和抗原-抗体结合的临床应用，

由于 xMAP技术和HLA-Ab自身的固有特性，使得 SAB的结

果可能存在一定偏差。

2.1 技术的局限性

首先，每种抗原（antigen，Ag）和抗体（antibody，Ab）结合

的亲和力及最适反应条件存在差异。SAB作为一种多通量

的反应体系，在相同反应条件下无法保证各种类抗原与抗体

反应均达到最大反应效能。其次，SAB检测只针对 HLA-
IgG，而事实上ABMR的发生由多种免疫球蛋白共同作用，除

HLA-IgG外还存在HLA-IgM和HLA-IgA。而且，如若检测

时存在较高含量的HLA-IgM和HLA-IgA，这些免疫球蛋白

可与微珠上包被的抗原表位发生竞争性结合，从而降低

MFI值[13]。
2.2 检测材料的局限

检测体系中所采用的微珠载体为聚苯乙烯材料，与细胞

胞膜表面的结构差异显著。已有研究发现结合在聚苯乙烯

微珠表面的HLA-Ag虽然分布均匀，但排列并不规律；而且

聚苯乙烯微珠表面包被的抗原浓度与生理状态不同，这种差

异的存在会造成怎样的影响？目前还没有确切的研究结

论[14]。另一方面，由于微珠数量是一定的，所以可包被的抗

原种类也是一定的。一项针对德国白人抗原分布的研究报

道称，HLA有超过 2万个等位基因，其中>1:10万频率的就有

约 600个[15]。目前的检测微珠上只能包被人群中产生频率

较高的HLA-Ag位点，无法完全覆盖所有位点，如果遇到罕

见的抗原表位，会对检测结果的分析造成困扰。还有研究发

现，约 30%的未致敏男性 SAB结果呈阳性。这可能是在检

测微珠的制作中，部分包被的抗原表位发生空间构象改变，

暴露出一些隐蔽的、通常不可接近的抗原表位。这些抗原表

位可与抗体结合，这种现象称为抗原的“变性”[16-17]。

3 影响因素

3.1 血清基质方面的影响

血清基质是 SAB检测的主要影响因素（表 1）。血清基

质中存在的多种内源性分子可与检测微珠上包被的抗原表

位发生反应，导致检测结果出现假阳性。其次，血清中存在

的无关蛋白质，包括白蛋白、免疫球蛋白和纤维蛋白原等，也
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可以特异性或者非特异性结合微珠上的抗原表位，抑或直接

吸附显色微珠，从而导致检测结果呈假阴性[18]。值得注意的

是血清中的补体成分也会对结果造成偏差。抗原和抗体的

大量结合诱导补体通路的活化，如果标本中存在补体，会大

量形成C1复合物并积聚在微珠上，从而影响检测结果。同

时，大量产生的补体C3会导致抗原-抗体复合物的空间构象

发生改变，也会导致MFI值降低[19]。

3.2 临床用药的影响

部分临床药物的使用也是造成结果异常的影响因素，如

一些多克隆抗胸腺细胞球蛋白和免疫球蛋白制剂（表 1）。

此类药物中的外源性Ab成分可部分被微珠包被的抗原检测

到，出现假阳性结果[20-21]。另一方面，这些非特异性抗体还

可与标本中的目标HLA-Ab竞争结合微珠上的抗原表位，从

而降低MFI值[20-21]。同时，在使用高浓度免疫球蛋白制剂

时，标本的荧光背景强度可显著增加，即使采用标本稀释的

方法也很难去除，从而导致MFI值不准确。

3.3 抗原-抗体反应的影响因素

由于抗体自身的固有特性，抗原表位交叉反应的发生会

导致标本检测时的荧光强度低于真实水平[22-23]，这会造成临

床对供体特异性抗体甄别的困难，是现在常规技术条件下很

难排除且急需解决的问题（表 1）。其次，由于抗原-抗体反

应存在“钩状”效应，此效应发生时会影响检测结果，从而误

导临床治疗[23]，所以SAB技术属于一个半定量检测。

4 解决办法

实验室可通过以下方式来消减上述因素的影响。首先，

做到用药前采集标本，杜绝外源性物质带来的检测结果偏

差。其次，规范标本的预处理流程，最大程度减少血清基质

的影响。包括充分离心、加热、加入二硫苏糖醇或乙二胺四

乙酸等[19]。再次，为防止抗体浓度过高而产生的“钩状”效

应，最好对标本进行浓度梯度稀释后再检测，根据浓度曲线

确定真实的MFI值[22]。最后，需通过对疑似含有变性抗原表

位的微珠进行酸处理后，再做 SAB平行试验来甄别此类影

响，保证结果的可信性[14]。即使如此，针对免疫微珠表面结

构对抗原-抗体结合的影响，抗原交叉反应的发生，以及待

检抗原的浓度或亲和力低于检测下限等问题，则需要通过后

期检测技术的不断改进来解决。

5 SAB亟待解决的问题及展望

总的来说，SAB用于HLA-Ab的检测已有近 20年历史。

此技术实现了高效、灵敏的检测。随着检测技术的日益进

步，既要看到这种高灵敏检测技术的优越性，也要克服它的

一些不足并做到更准确的结果解读。除了上述与 SAB技术

相关的影响因素以外，在报告解读方面也存在一些亟需解决

的问题[24]。首先，对于一个临床检测项目而言，阴/阳性阈值

的确定是结果判断的重要依据。而 SAB检测结果尚未有一

个统一的阈值判定标准，各实验室间存在差异。对于MFI值
与ABMR的发生和移植肾丢失之间的关系等问题，国内还没

有达成共识。其次，在临床工作中也发现HLA-Ab的产生与

临床表现及ABMR的产生存在不一致的现象。包括不同个

体间进行相同的治疗时也会出现不同的治疗反应和结局，现

在只发现与DR、DQ相关的HLA-Ab的致病性更强并与移植

物丢失及ABMR的产生相关性更大[25]。这意味着对于HLA-
Ab的评价还存在一个免疫风险分层的问题。一些研究提

示，可与补体 C1q或 C3d结合的 HLA-Ab具有更强的致病

性[26-29]。同时，通过分析免疫球蛋白G亚型的差异也可以进

一步区分免疫风险，强补体结合的 IgG亚型（即 IgG1和 IgG3）
比弱或非补体结合的 IgG亚型（IgG2和 IgG4）更有害，而 IgG3
亚类致病性更强[30]。不同亚型的存在或者组合对ABMR的

发生产生的影响各异，但机制仍有待研究。毫无疑问，SAB
检测结果在一定程度上可以佐证抗体的存在并指导临床

治疗。

综上所述，在器官移植中HLA-Ab的检测至关重要，应

该尽快建立采用 SAB检测HLA-Ab的指南、规范HLA-Ab筛
查流程、优化SAB技术、完善质控体系及标准化操作流程。
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