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精品文章解读

等克识别D二聚体和高分子量纤维蛋白降解产物的单
克隆抗体

1.简介

在凝血过程中，经酶促作用纤维蛋白原会转换为纤维

蛋白，随后纤维蛋白凝块又会降解为不同分子量的多种可溶

性纤维蛋白碎片，也就是所谓的纤维蛋白降解产物（FD-

Ps）。D二聚体（D-dimer, DD）是最小的纤维蛋白降解产

物，分子量为180KDa。D二聚体相对稳定，被认为是纤维

蛋白降解的最终产物。

在临床实践中，DD检测主要用于排除深静脉血栓和肺

栓塞，以及评估终止抗凝治疗带来的静脉血栓风险。此外，

也有许多研究指出，DD的升高在肿瘤和心血管方面也具有

病理学价值。

尽管DD检测已经应用于临床多年，但是血浆DD的定

量检测依然存在很多问题。其中，最主要的问题莫过于不同

厂家试剂之间检测结果的差异。据统计，不同试剂检测结果

之间的差异可达到20倍甚至更高。这提示不同试剂可能仅

识别“某种特定的目标分析物”，并且强调了理解纤维蛋白降

解产物在不同疾病患者中的存在情况及试剂特异性的重要

性。

纤维蛋白降解是多层级的，在最终产物DD形成之前，

整个过程会形成很宽分子量范围的FDPs。最初，研究认为

血液中仅存在DD和碎片E及二者复合物DDE。然后，20年

前有研究者发现DIC患者中存在高分子纤维蛋白降解产物并

且可以被DD抗体识别。如今，研究普遍认为在外周循环中

存在多种不同分子量的FDPs。因此对于试剂所检测的

DD，可以更广义地理解为不同分子量的FDPs的总量。

由此可见，由于不同个体中FPDs与DD存在的比例均

不同，不同厂家试剂之间检测结果的差异可主要归结于不同

试剂所使用的抗体的特异性差异。例如，A试剂所使用的抗

体更倾向于识别高分子FDPs，从而导致D二聚体量被高

估；而B试剂所使用的抗体更倾向于识别D二聚体，从而导

致了高分子FDPs的量被高估。这也是目前DD检测难以实

现标准化的主要原因。

有研究建议使用DD升高的患者混合血浆作为参考物

质。也有研究建议对不同试剂之间的结果使用转换系数，但

是该方法也需要参考物质。ISTH Scientific和标准化委员会

建议使用不同分子量的FDPs混合物作为参考物质。

而本研究认为，由于检测差异的根本原因在于抗体特

异性，因此解决DD检测标准化的唯一方法是使用等克识别

FDPs和DD的抗体。这也是本研究的主要目的，旨在开发

可以等克识别FDPs和DD的单克隆抗体以推进DD检测标准

化。

2.实验材料与方法：

2.1试剂*。

2.2单克隆抗体的开发：标准杂交瘤细胞抗体生产技术

（Sp2/0骨髓瘤细胞和经DD免疫的鼠Balb/c脾细胞），筛

选方法为直接ELISA，确保与纤维蛋白原无交叉反应。

2.3荧光夹心免疫分析系统*：采用时间分辨免疫荧光分析方

法。

2.4等量交联物的FDP和DD的制备*：通过蛋白酶水解纤维

蛋白原进行制备。

2.5凝胶层析*：DD、FDP、纤维蛋白原和病人样本的凝胶

层析分析采用AKTA纯化系统（GE）。

2.6SDS-PAGE：DD和FDP采用3-10%梯度非还原性

SDS-PAGE进行分析。

2.7患者：7例深静脉血栓患者、1例肠膜血栓患者、15例败

血症患者、9例腹部外科手术患者和7例肺栓塞患者。其

中，外科手术患者的采血时间为手术前一天和手术后一天。

2.8样本：样本为静脉血，EDTA抗凝血浆，保存条件为-70

度。

*详细信息请参见原文

3.结果分析：

通过纤维蛋白凝块制备具有等量交联物的FDP和DD并

进行凝胶电泳分析发现[Fig.1]，在FDP制备物中，主要为高

分子量FDP和小部分DD；而在DD制备物中，主要为DD和

小部分高分子量FDP。随着蛋白水解作用的延长，FDP的

量逐步减少，而DD的量逐步加大，但总纤维蛋白交联物的

量仍保持不变。

本研究制备并筛选了22株与纤维蛋白原没有交叉反应

或者存在微弱反应的单克隆抗体。所有抗体均使用双抗体夹

心免疫分析系统对FDP和DD的等量纤维蛋白交联物进行了
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测试。其中大部分抗体组合（DD162—DD186，捕获抗

体—检测抗体）更倾向识别FDP[Fig.2a]，同时也有一部分

组合则更倾向识别DD，如DD143—DD195[Fig.2b]。在所

有抗体组合中，仅有DD189—DD255可以对FDP和DD等

克识别[Fig.2c]。
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心免疫分析系统对FDP和DD的等量纤维蛋白交联物进行了

通过使用抗体对DD189—DD255分别对FDP和DD的

凝胶层析产物分析后发现：（a）与FDP制备的SDS-PAGE

结果类似，除FDP主峰外还存在若干小分子洗脱峰，其中便

包括少量的DD洗脱峰；同时FDP和DD的OD280的洗脱峰

与DD189—DD255免疫测定的峰值一致[Fig.3a]，这证明 

DD189—DD255可等克识别FDP与DD。（b）在DD产物

的凝胶分析中没有高分子量FDP的存在，而是由低分子量的

纤维蛋白降解产物组成，其中主峰为DD，其余的小分子峰

值并不具有DD免疫活性[Fig.3b]。同时，DD产物中的DD

主洗脱峰与FDP产物中的DD洗脱峰不一致，提示FDP制备

产物中的DD可能是DDE复合物。因此可以得出结论——

FDP和DD制备物的凝胶层析分析与SDS-PAGE结果[Fig.1]

高度一致。
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通过测试DD189—DD255及其他抗体组合与纤维蛋白

原的反应性发现，交叉反应率约为0.5-5%。为了阐明

DD189—DD255与纤维蛋白原的反应性，研究者对纤维蛋

白原（纯度大于90%）进行了凝胶层析分析，同时用

DD189—DD255对其进行免疫活性测定[Fig.4]。结果显

示，凝胶层析产物存在两个洗脱峰，其中340KDa的主峰为

纤维蛋白原，不具有DD免疫活性，而另一个较高分子量的

洗脱峰具有DD活性，可被DD189—DD255识别。通过将

Fig.4与Fig.3a对比发现，纤维蛋白原凝胶分析物中具有DD

免疫活性的洗脱峰与FDP凝胶分析物中一致。说明纤维蛋白

原中含有少量高分子量纤维蛋白降解产物，同时也证明

DD189—DD255与纤维蛋白原无交叉反应。
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关于DD与FDP比例的分析，本研究一共选取了18例样

本（5例血栓患者、6例手术随访患者及7例败血症患者）分

别进行了凝胶层析分析，并用DD189—DD255进行了免疫

活性分析。结果显示，所有样本均存在FDP和DD两个洗脱

峰。由于DD189—DD255可以等克识别FDP和DD，洗脱

峰面积比可视作FDP和DD的比例。结果发现，在不同疾病

患者中，FDP和DD的比例存在显著差异。如Fig.5所示，在

血栓患者中，FPD的浓度远远高于DD（最高可达3.5倍）；

在败血症患者中，FDP浓度略高于DD；而在手术后1天的患

者中，DD的浓度则略高于FDP。更多关于不同疾病患者中

FDP与DD的比例请参见Fig 6。

研究者进一步使用DD189—DD255对不同患者中的

DD浓度进行了测定[Table 1]，结果显示，DD浓度在所有

患者中均有显著升高。同时，研究者将每组患者中具有最高

DD浓度水平的样本进行了进一步的DD与FDP比例分析。
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进一步，研究者又对不同特异性的其他抗体对组合测

试FDP与DD的结果进行了分析。该研究中使用的抗体组合

为更倾向识别FDP的DD162-DD186和更倾向识别DD的

DD143-DD195。通过对一例败血症患者血浆凝胶层析产物

的分析测定后发现，DD162-DD186仅能识别FDP洗脱峰，

而DD143-DD195则更倾向识别DD洗脱峰[Fig 7]。该结果

提示，由于不同患者中纤维蛋白交联物存在情况不同，当使

用不同特异性抗体时很有可能会导致结果的高估或者低估。

为了评估不同特异性抗体对检测结果影响的程度，研究者使

用DD189-DD255和DD162-DD186进行了样本测试比对

[Table 2]。两组测试均使用了商业化DD校准品进行校准。

FDP在深静脉血栓患者中普遍存在，当使用对FDP极为敏

感而对DD不敏感的 DD162-DD186进行测试时，会得出极

限高值的“DD”结果。而使用DD162-DD186对DD普遍存在

的外科手术和败血症患者血浆时，所测得的“DD”浓度则远

低于血栓患者。而使用DD189-DD255所测试结果则显著低

于DD162-DD186的测试结果。

5

精品文章解读| D-二聚体和高分子量纤维蛋白降解产物

4.启示与讨论：

尽管D-dimer检测已经应用于临床多年，然而我们传

统认知的“DD”检测其实并非仅单纯的D二聚体，而是不同

分子量的纤维蛋白降解产物的总和。由于不同厂家使用的抗

体的特异性不同，另一方面不同患者体内存在纤维蛋白降解

产物也有所不同，因此造成了不同试剂厂家之间检测结果的

差异。这也是目前DD检测标准化难以实现的主要原因。

根据本篇研究的成果，在未来最可能实现DD标准化的

方法只有使用等克识别DD和FDP的单克隆抗体。在本研究

中，研究者使用传统的单克隆抗体生产技术生产出识别DD

和FDP的抗体，然后采用了一种新颖的抗体筛选方法成功获

得了一对等克识别DD和FDP的单克隆抗体。该方法可简述

为：通过制备含有等量纤维蛋白交联物的FDP和DD，然后

用不同抗体组合对FDP和DD制备物进行测定并筛选，测试

FDP和DD信号值一致的即为目标抗体。

因为血液中存在大量纤维蛋白原，为了保证DD检测结

果的准确性，抗体不能与纤维蛋白原存在交叉反应。先前的

研究表明，本研究中大部分抗体均与纤维蛋白原存在一定的

交叉反应。但经后续分析验证得出，实验中所使用的纤维蛋

白原含有一定量的高分子FDP，从而导致了反应信号的产

生。因此，可得出结论，本研究所制备的等克识别FDP和

DD的单克隆抗体DD189-DD255与纤维蛋白原无交叉反

应。

由于DD189-DD255可以等克识别FDP和DD，因此本

研究提出了使用该抗体组合可以对不同患者样本中不同形式

的“DD”的比例进行分析的假设。通过对不同患者血浆进行

凝胶层析分析并用DD189-DD255进行免疫活性测定后发

现，纤维蛋白降解产物的存在情况在不同疾病患者有显著差

异，甚至在相同疾病的不同患者中也存在一定差异。尽管该

研究所使用的样本量并不足以做出常规性结论，但我们依然

能从中看到一些趋势。首先，FDP在深静脉血栓患者血液中

大含量远高于DD（最高可达3.5倍）。其次，在败血症和经

历外科手术的患者中，FDP和DD的量相当。此外，在一些

外科患者中，DD的量要远高于FDP。

因此，以上研究充分说明抗体特异性对DD检测结果的

影响至关重要。研究者进一步使用了不同特异性的抗体配对

进行了样本测试比对。结果显示，不同特异性抗体配对的测

试结果存在显著差异。同时，在本实验中研究者使用了统一

的商业化DD标准品进行校准，结果显示使用统一的校准品

对于改善测试差异并无显著效果。这也进一步说明，在未来

唯一可能实现DD检测标准化的方法只有使用等克识别DD和

FDP的抗体配对。
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4.启示与讨论：

尽管D-dimer检测已经应用于临床多年，然而我们传

统认知的“DD”检测其实并非仅单纯的D二聚体，而是不同

分子量的纤维蛋白降解产物的总和。由于不同厂家使用的抗

体的特异性不同，另一方面不同患者体内存在纤维蛋白降解

产物也有所不同，因此造成了不同试剂厂家之间检测结果的

差异。这也是目前DD检测标准化难以实现的主要原因。

根据本篇研究的成果，在未来最可能实现DD标准化的

方法只有使用等克识别DD和FDP的单克隆抗体。在本研究

中，研究者使用传统的单克隆抗体生产技术生产出识别DD

和FDP的抗体，然后采用了一种新颖的抗体筛选方法成功获

得了一对等克识别DD和FDP的单克隆抗体。该方法可简述

为：通过制备含有等量纤维蛋白交联物的FDP和DD，然后

用不同抗体组合对FDP和DD制备物进行测定并筛选，测试

FDP和DD信号值一致的即为目标抗体。

因为血液中存在大量纤维蛋白原，为了保证DD检测结

果的准确性，抗体不能与纤维蛋白原存在交叉反应。先前的

研究表明，本研究中大部分抗体均与纤维蛋白原存在一定的

交叉反应。但经后续分析验证得出，实验中所使用的纤维蛋

白原含有一定量的高分子FDP，从而导致了反应信号的产

生。因此，可得出结论，本研究所制备的等克识别FDP和

DD的单克隆抗体DD189-DD255与纤维蛋白原无交叉反

应。

由于DD189-DD255可以等克识别FDP和DD，因此本

研究提出了使用该抗体组合可以对不同患者样本中不同形式

的“DD”的比例进行分析的假设。通过对不同患者血浆进行

凝胶层析分析并用DD189-DD255进行免疫活性测定后发

现，纤维蛋白降解产物的存在情况在不同疾病患者有显著差

异，甚至在相同疾病的不同患者中也存在一定差异。尽管该

研究所使用的样本量并不足以做出常规性结论，但我们依然

能从中看到一些趋势。首先，FDP在深静脉血栓患者血液中

大含量远高于DD（最高可达3.5倍）。其次，在败血症和经

历外科手术的患者中，FDP和DD的量相当。此外，在一些

外科患者中，DD的量要远高于FDP。

因此，以上研究充分说明抗体特异性对DD检测结果的

影响至关重要。研究者进一步使用了不同特异性的抗体配对

进行了样本测试比对。结果显示，不同特异性抗体配对的测

试结果存在显著差异。同时，在本实验中研究者使用了统一

的商业化DD标准品进行校准，结果显示使用统一的校准品

对于改善测试差异并无显著效果。这也进一步说明，在未来

唯一可能实现DD检测标准化的方法只有使用等克识别DD和

FDP的抗体配对。


