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　 　 摘要:目的　 研究新型抗-CD38 迈泽妥单抗对输血前检测试验的具体干扰情况,并构建一种有效的免疫磁珠处

理方法以消除该干扰,同时评估其对其他血型系统的影响及处理的时效性,为临床安全输血提供实验依据和解决方

案。 方法　 合成装载 MOLP8 细胞蛋白的免疫磁珠。 检测不同浓度迈泽妥单抗模拟标本的抗筛结果,并验证该免疫

磁珠对迈泽妥单抗干扰的消除效果;评估免疫磁珠吸附迈泽妥单抗后对其他血型系统抗原抗体反应的影响;并对免

疫磁珠消除干扰的时效性进行研究。 结果　 成功合成装载 MOLP8 细胞蛋白的免疫磁珠;免疫磁珠能有效消除不同

浓度迈泽妥单抗对输血前检测的干扰,且该消除干扰同时对其他血型系统检出无影响,时效性可稳定维持 2 周。 结

论　 合成的免疫磁珠可有效、特异地消除迈泽妥单抗对输血前血清学检测的干扰,且不影响其他血型系统的检测,
有望为接受迈泽妥单抗治疗患者的安全输血提供一定的理论依据。
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Abstract:Objective　 To

 

investigate
 

the
 

specific
 

interference
 

of
 

the
 

novel
 

anti-CD38
 

antibody
 

mezagitamab
 

in
 

pre-
transfusion

 

testing,
 

establish
 

an
 

immunomagnetic
 

bead
 

pre-treatment
 

method
 

to
 

eliminate
 

it,
 

and
 

evaluate
 

its
 

impact
 

on
 

other
 

blood
 

group
 

systems
 

and
 

clinical
 

timeliness,
 

thereby
 

providing
 

experimental
 

evidence
 

and
 

a
 

solution
 

for
 

safe
 

transfusion.
 

Methods　 MOLP8
 

cellular
 

protein
 

coated
 

immunomagnetic
 

beads
 

were
 

prepared.
 

Unexpected
 

antibody
 

screening
 

was
 

per-
formed

 

on
 

simulated
 

samples
 

with
 

different
 

mezagitamab
 

concentrations
 

to
 

verify
 

the
 

interference
 

elimination
 

effect.
 

The
 

im-
pact

 

of
 

immunomagnetic
 

bead
 

adsorption
 

of
 

mezagitamab
 

on
 

antigenantibody
 

reactions
 

in
 

other
 

blood
 

group
 

systems
 

was
 

as-
sessed,

 

and
 

the
 

duration
 

of
 

the
 

interferenceeliminating
 

effect
 

was
 

studied.
 

Results　 MOLP8-coated
 

immunomagnetic
 

beads
 

were
 

successfully
 

prepared,
 

which
 

effectively
 

eliminated
 

mezagitamab
 

interference
 

at
 

different
 

concentrations
 

without
 

affect-
ing

 

other
 

blood
 

group
 

detection,
 

with
 

a
 

stable
 

effect
 

for
 

2
 

weeks.
 

Conclusion　 MOLP8
 

cellular
 

protein-coated
 

immunomag-
netic

 

beads
 

efficiently
 

and
 

specifically
 

eliminate
 

mezagitamab-induced
 

pre-transfusion
 

testing
 

interference
 

without
 

affecting
 

other
 

blood
 

groups,
 

providing
 

a
 

theoretical
 

basis
 

for
 

safe
 

transfusion
 

in
 

patients
 

receiving
 

mezagitamab
 

therapy.
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words:mezagitamab;
 

CD38;
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迈泽妥单抗( mezagitamab,
 

Mezagi) 是一种新

型抗-CD38,目前已成功完成治疗全身性重症肌无

力的Ⅱ期临床试验,正在开展对其他疾病适应症的

临床研究[1-2] 。 例如持续性或慢性原发性免疫性血

小板减少症、原发性 IgA 肾病、复发 / 难治性及新诊

断的多发性骨髓瘤和中度至重度系统性红斑

狼疮[3] 。
与 Mezagi 类似的其他治疗性抗-CD38 还有达

雷妥尤单抗(daratumumab,
 

Dara)和伊莎妥昔单抗,
分别于 2016 和 2020 年获批用于治疗多发性骨髓

瘤,以及仍在临床开发中的菲泽妥单抗[4-5] 。 这些

单抗对输血前实验中间接抗球蛋白试验( indirect
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antiglobulin
 

test,
 

IAT)干扰已得到验证[6-7] 。 CD38
是一种跨膜糖蛋白,在癌细胞上过表达,但也可在

红细胞(red
 

blood
 

cell,
 

RBC)上表达。 因此针对该

靶点的治疗性抗体引起的血清学检测假阳性结果

可能导致输血前诊断延迟,从而影响输血安全与及

时性[8] 。 为了克服该干扰问题,目前已有成熟的应

对策略,其中包括通过二硫苏糖醇( dithiothreitol,
 

DTT)使 RBC 上的 CD38 抗原变性、用重组抗原抑

制患 者 标 本 中 的 抗-CD38, 以 及 掩 蔽 CD38 抗

体等[9] 。
但 Mezagi 对输血前试验的影响尚未得到彻底

验证。 因此本文对 Mezagi 在输血前检测中的影响

进行验证,并与 Dara 进行对比,并尝试建立新型策

略以减轻这种干扰。

1　 材料与方法

1. 1　 试剂与仪器

Mezagitamab 单抗( MCE 公司,批号:283771),
Daratumumab 单 抗 ( 杨 森 兆 珂 速 公 司, 批 号:
QFS2L00),MOLP8 细胞(普诺赛生物公司,批号:
251107034401),RIPA 裂解液(新赛美公司,批号:
20231103),BCA 蛋白定量试剂盒(聚合美公司,批
号:24HB1308),血型抗筛检测卡( Grifols 公司,批
号:25529. 01),血型抗筛红细胞( Grifols 公司,批

号:26014. 01),DTT( MCE 公司,批号:264332),磁
珠(佰迈格公司,批号:D0216),1-乙基-3-(3-二甲

氨基丙基) 碳化二亚胺( EDC) ( CSN 公司,批号:
62751-041 ), CO2 培 养 箱 ( Thermo

 

Fisher 公 司

BB150),高速微量离心机 ( Eppendorf 公司, 5430
 

R),血型卡孵育器及离心机(源博生科公司,LB-
C02-1),恒温摇床(太仓华大仪器公司,THZ-D),酶
标仪(BIO-TEK 公司,Synergy

 

LX)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 免疫磁珠的合成

收集实验室培养的 MOLP8 细胞,使用 RIPA
裂解液提取蛋白,MOLP8 细胞的筛选基于课题组

之前工作[6] 。 然后使用 BCA 定量试剂盒及酶标仪

进行定量。 合成过程简要如下,使用 EDC 活化磁

珠 40
 

min 后,将提取的细胞蛋白偶联至羧基磁珠

上,即 10
 

mg 羧基磁珠加入 100
 

μg 蛋白,摇床 15
 

g /
min,25

 

℃ 过夜。 免疫磁珠由北京世研公司进行电

镜及粒径检测。
1. 2. 2　 梯度浓度抗-CD38 单抗标本抗体筛查检测

使用抗筛阴性的标本,对一组标本添加不同浓

度的 Dara,另一组标本添加 Mezagi。 添加浓度依次

为 1
 

000、500、250、125、62. 5、31. 25、15. 625、7. 8、
3. 9、1. 95、0. 98

 

μg / mL。 对两组血液标本使用 DG
凝胶 Coombs 卡进行间接抗人球蛋白试验,将 50

 

μL
 

Sera
 

scan
 

Diana 细胞和 25
 

μL 标本加入凝胶检

测卡中,然后在 37
 

℃ 下于血型卡孵育箱中孵育 30
 

min,然后用血型卡离心机以 900
 

g / min
 

离心 2
 

min,
再以 2

 

500
 

g / min
 

离心 3
 

min,观察凝集强度。
1. 2. 3　 免疫磁珠消除迈泽妥单抗干扰试验

首先确认消除干扰所需的免疫磁珠,取 5
 

mg
免疫磁珠分别与 30

 

μL 浓度依次为 2
 

000、1
 

000、
500、250、125、62. 5μg / mL 的标本混匀,孵育 30

 

s,
随后在室温下进行磁性分离,并通过 IAT 检测吸附

后血浆的凝集强度,以判断干扰是否消除。 同时,
使用 0. 01

 

mol / L 的 DTT 作为对照对标本干扰进行

消除,验证细胞吸附法对干扰消除的有效性。
1. 2. 4　 免疫磁珠吸附单抗对其他血型系统的影响

检测

探究免疫磁珠吸附对其他抗体检测的影响。
由于该单抗仍处于临床试验阶段,我们采用抗-B、
抗-D、抗-Fyb、抗-Jka 四种抗体分别构建模拟 1+

 

凝

集强度的其他血型抗体标本,然后分别添加 Mezagi
浓度为 2

 

mg / L,构建同时含其他血型抗体及 Mezagi
的模拟标本。 将免疫磁珠加入 4 例模拟标本中,孵
育 30

 

s 后,磁性分离,收集消除干扰后的标本,并通

过 IAT 检测吸附后标本中其他血型抗体的凝集强

度变化。 同时采用 0. 01
 

mol / L 的 DTT 作为对照对

标本干扰进行消除,以保证消除有效性。
1. 2. 5　 免疫磁珠消除干扰的时效性检测

将免疫磁珠保存于 4
 

℃ 冰箱,分别在 7
 

d、10
 

d、14
 

d 取免疫磁珠分别加入 30
 

μL
 

5 例 Mezagi 浓
度为 2

 

mg / L 的标本中进行吸附(每组设置 5 个平

行标本),磁分后,并通过 IAT 检测吸附后血浆标本

凝集强度,以判断储存时间对免疫磁珠消除干扰时

效性的影响。

2　 结果

2. 1　 合成装载 MOLP8 细胞蛋白的免疫磁珠表征

结果

通过 EDC 化学法将 MOLP8 细胞蛋白连接至

羧基磁珠,成功合成免疫磁珠。 免疫磁珠电镜图如

图 1,可见磁珠分散性良好,未发生团聚,经粒径检
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测显示,粒径均匀分布在 100
 

nm 左右。 进一步对

合成的免疫磁珠进行了蛋白负载量测定,结果显示

每毫克磁珠表面成功负载约 20
 

μg 的 MOLP8 细胞

蛋白,表明 MOLP8 细胞蛋白与羧基磁珠通过 EDC
化学法实现了有效结合。 同时,对免疫磁珠的磁响

应性进行了测试,发现其在外加磁场作用下能迅速

聚集,撤去磁场后又可均匀分散,具有良好的磁分

离性。

图 1　 免疫磁珠电镜及粒径表征

Figure
 

1　 Characterization
 

of
 

immunomagnetic
 

beads

2. 2　 不同抗-CD38 单抗药物浓度的标本抗筛结果

对 2 组血液标本进行抗体筛查实验检测,1 组

标本添加不同浓度的 Dara,另 1 组添加 Mezagi,如
图 2 显示凝集强度结果。 由于临床试验正在进行,
因此目前尚不清楚 Mezagi 的最终给药方案,但根

据临床试验阶段数据,最大血浆浓度 ( maximum
 

concentration,
 

Cmax) 为 150
 

μg / mL[2] 。 实验中设

置 Mezagi 的梯度浓度,起始剂量为 1
 

000
 

μg / mL,
浓度由高至低的范围包含 Cmax。 Mezagi 与同浓度

Dara 在 IAT 中的凝集强度对比如图 2 可见,Mezagi
引起的干扰强度较弱,Mezagi 在浓度为 0. 98

 

μg /
mL 时诱导的凝集几乎为阴性,而 Dara 在 0. 98

 

μg /
mL 时诱导的凝集为 1+。

图 2　 不同浓度 CD38 单抗造成的干扰差别

Figure
 

2 　 Interference
 

caused
 

by
 

different
 

concentrations
 

of
 

the
 

CD38
 

monoclonal
 

antibody

2. 3　 免疫磁珠消除迈泽妥单抗干扰结果

本研究合成免疫磁珠能够有效消除 Mezagi 干

扰,具体原理及过程如图 3 所示。 实验中经免疫磁

珠处理后,原本在 2
 

mg / L
 

Mezagi 浓度下出现的抗

体筛查阳性凝集反应完全消失,检测结果恢复为阴

性。 进一步的梯度浓度稀释实验显示,对于浓度低

于 2
 

mg / L 的 Mezagi,该免疫磁珠同样能发挥消除

干扰作用,如图 4 所示。 同时,我们使用浓度为

0. 01
 

mol / L 的 DTT 处理作为对照,也能完全消除

该干扰,如图 4 所示。

图 3　 磁珠法去除干扰原理示意图

Figure
 

3　 Schematic
 

diagram
 

of
 

the
 

interference
 

elimina-
tion

 

effect
 

of
 

immunomagnetic
 

beads

图 4　 免疫磁珠消除干扰效果

Figure
 

4 　 Interference
 

elimination
 

effect
 

of
 

immunomag-
netic

 

beads

2. 4　 免疫磁珠吸附迈泽妥单抗对其他血型系统抗

体检出无影响

对免疫磁珠消除干扰时是否影响其他血型系

统单抗也进行了验证,我们选取了包括 ABO 血型

系统(抗-B)、Rh 血型系统(抗-D)、Duffy 血型系统

(抗-Fyb)及 Kidd 血型系统(抗-Jka )在内的常见临

床重要血型系统抗体进行检测。 如表 1 所示,处理

前首先添加凝集强度为 1+的其他血型单抗,依次

包括抗-B、抗-D、抗-Fyb、抗-Jka,再添加 2
 

mg / mL 的

Mezagi,使血浆标本的凝集强度升至 2+。 在经过免
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疫磁珠处理后,再次检测标本的凝集强度,结果为

1+。 表明该免疫磁珠在特异性吸附并消除 Mezagi
干扰的同时,不会对其他血型系统抗体的检测造成

非特异性干扰,保证了输血前血型鉴定及抗体筛查

等试验的准确性。
表 1　 免疫磁珠处理后对其他血型抗体检测的影响

Table
 

1　 Effect
 

of
 

immunomagnetic
 

beads
 

on
 

the
 

detection
 

of
 

other
 

blood
 

group
 

antibodies
处理前 免疫磁珠处理 DTT 处理

标本 凝集强度 标本 凝集强度 标本 凝集强度 标本 凝集强度

抗-B 1+ 抗-B+
Mezagi 2+ 抗-B+

Mezagi 1+ 抗-B+
Mezagi 1+

抗-D 1+ 抗-D+
Mezagi 2+ 抗-D+

Mezagi 1+ 抗-D+
Mezagi 1+

抗-Jka 1+ 抗-Jka +
Mezagi

2+ 抗-Jka +
Mezagi

1+ 抗-Jka +
Mezagi

1+

抗-Fyb 1+ 抗-Fyb +
Mezagi

2+ 抗-Fyb +
Mezagi

1+ 抗-Fyb +
Mezagi

1+

2. 5　 免疫磁珠消除干扰的时效性结果

为确保免疫磁珠时效性,我们将免疫磁珠保存

在 4
 

℃冰箱中,分别在 7
 

d、10
 

d、14
 

d,使用免疫磁

珠消除单抗干扰,并通过抗人球蛋白试验检测处理

后标本的凝集强度。 如表 2 结果显示,在保存 7
 

d、
10

 

d 及 14
 

d 时,经免疫磁珠处理的含 2
 

mg / mL
 

Mezagi 的模拟标本,其凝集强度均由处理前的 2 +
降至阴性,与新鲜制备的免疫磁珠处理效果一致。
这表明,在 4

 

℃ 冰箱保存条件下,该免疫磁珠在至

少 14
 

d 内能稳定发挥特异性吸附并消除 Mezagi 干
扰的作用,为临床输血前检测中及时、有效地处理

单抗干扰提供了时间保障。
表 2　 免疫磁珠消除干扰的时效性

Table
 

2　 Timeliness
 

of
 

immunomagnetic
 

bead
 

treatment
 

未处理
储存 7

 

d
磁珠处理

储存 10
 

d
磁珠处理

储存 14
 

d
磁珠处理

标本 凝集强度 标本 凝集强度 标本 凝集强度 标本 凝集强度

Mezagi 2+ Mezagi - Mezagi - Mezagi -

3　 讨论

综上所述,表明所合成的免疫磁珠对 Mezagi
具有吸附清除能力,能够有效解决其在输血前抗体

筛查试验中带来的干扰,为临床准确进行输血前检

测提供了一定理论依据。 目前,消除 Dara 在输血

前检验中干扰的方法主要分为四类:筛选低表达

CD38 抗原红细胞;阻断红细胞上的 CD38 抗原;中
和 CD38 单抗;基因分型[6] 。 其中 DTT 对 RBC 进

行前处理可能会破坏 Kell、Lutheran 等血型系统的

抗原,导致漏检,本方法优势在于不会造成其他血

型抗体漏检,且试剂生物安全性高,操作步骤简

单[9] 。 国内输血实验室目前常用的凝聚胺法会造

成抗-K 的漏检,而国内乃至东南亚地区人群 K 抗

原频率极低,因此凝聚胺法在国内实验室便利性优

于本研究磁珠法, 但本方法更适用于凝胶卡检

测[7] 。 抗体中和游离 CD38 单抗的策略价格昂贵,
本方法在合成成本方面具有一定优势。 本方法合

成免疫磁珠进行吸附,易于合成且成本较低,操作

简单快捷,吸附时间仅 5
 

min,且对不规则抗体或其

他血型抗体如抗-B、抗-D、抗-Jka、抗-Fyb 检测无影

响,保存 14
 

d 仍保持良好的消除干扰效果,具有发

展为一种短期使用消除 CD38 单抗干扰试剂的

潜力。
对于免疫磁珠上 MOLP8 细胞蛋白与 CD38 单

抗的具体结合位点及片段,我们还没有进行精准的

定位。 目前,对于达雷妥尤单抗和伊莎妥昔单抗,
CD38 上的结合位点已得到充分描述,且两者表位

有部分重叠。 目前也有一些市售试剂如 DaraEx 及

DTT 等,能够有效缓解当前临床相关抗-CD38 的干

扰[10] 。 而新研发的 Mezagi 的确切表位尚不清楚,
但已证实该单抗能够与人和猴种属 CD38 抗原结

合[2] 。 相比之下,雷妥尤单抗和伊莎妥昔单抗仅与

人 CD38 反应,这一定程度上反映出该单抗与之前

的表位有所差异[11] 。 然而,在我们的实验中,Mez-
agi 干扰的成功缓解表明,免疫磁珠可以掩盖这种

新型抗-CD38 的表位或至少能够在空间上阻碍

Mezagi 与 CD38 抗原表位结合,同时,基于之前课

题组工作,我们免疫磁珠上标记蛋白也能够覆盖之

前 Dara 与 CD38 结合的抗原表位,反映出我们的免

疫磁珠覆盖的干扰范围可能不仅限于一种 CD38
单抗。

随着获批单克隆抗体及其应用数量的增加,对
输血科实验室的要求逐渐提高,可能需要调整实验

室工作流程[12] 。 抗人球蛋白试验中可能会出现由

针对高频血型抗原的不规则抗体或干扰药物引起

的泛凝集或接近泛凝集[13] 。 由于临床上随附的记

录有时不够全面或不能及时显示患者的病史和治

疗信息,对输血安全提出了挑战,输血实验室应随

着单抗药物的发展更新标准操作程序,以解决这些

不明确的情况。 本文研究 Mezagi 对血清学输血前

检测的干扰,以及建立克服该干扰的策略,希望能

够为今后实验中不断出现的新型干扰消除提供一

些新的思路。
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