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서  론

HLA 교차시험(HLA-crossmatch, HLA-XM)은 장기이식 시 수혜

자의 혈액 내에 공여자의 HLA 항원에 반응하는 항체가 존재하는

지 여부를 검사하는 것이며, 이는 장기이식 후 초급성거부반응을 

방지하고 면역학적 위험인자로 작용하는 항체를 검출하는 목적으

로 수행한다[1].

과거 수십 년 동안 HLA-XM에서 보체의존성 세포독성 교차시

험(complement-dependent cytotoxicity crossmatch, CDC-XM)이 

사용되어 왔으며 기본적인 CDC 방법(NIH 법)에 비해 검사의 민감

도를 높이기 위하여 항온시간 연장 방법(long incubation 법), 세척

과정 추가 방법(Amos 법), 항인글로불린 추가 방법(anti-human 

immunoglobulin, AHG 법) 등의 변형법들이 도입되었다[2]. 특히 

유세포분석법(�ow cytometry, FC)을 이용한 유세포 교차시험(�ow 

cytometry crossmatch, FCXM)은 CDC-XM에 비하여 유의하게 높

은 민감도로 인하여 도입 초기에는 그 임상적 의의 및 해석에 다양

한 이견들이 있었으나[3-5], 현재는 많은 검사실에서 CDC-XM과 
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Background: We carried out a questionnaire survey for laboratories performing human leukocyte antigen-crossmatch (HLA-XM) to provide a 
basis for laboratory standardization of HLA-XM tests in Korea.
Methods: The questionnaires were distributed to 51 HLA laboratories participating in the HLA-XM part of the HLA proficiency survey program or-
ganized by the Korean Society for Laboratory Medicine and replies from 50 laboratories were analyzed. The questionnaires included following 
items: 1) HLA-XM methods performed and annual number of tests, 2) types of the specimen and lymphocyte separation methods, 3) test proce-
dures and reagents for complement-dependent cytotoxicity crossmatch (CDC-XM) and flow cytometry crossmatch (FCXM).
Results: The number of laboratories performing anti-human globulin (AHG) CDC-XM (47/49, 96%) and FCXM (30/50, 60%) was considerably in-
creased compared to the 2005 survey (AHG CDC-XM, 35/43, 81%; FCXM, 7/44, 16%). As for the annual number of XM tests, more than 50% of 
the laboratories were low volume laboratories performing ≤50 tests, and only 10% of the laboratories were performing >500 tests. For cell 
isolation methods, negative selection was used by 43% (21/49) of laboratories performing CDC-XM. Number of cells reacted per 1 μL of serum 
varied among different laboratories in both CDC-XM (1,000–8,000) and FCXM tests (1,300-20,000). For the interpretation of FCXM, log fluores-
cence ratio (26/30, 87%) was more commonly used than channel shift values (5/30, 17%). 
Conclusions: Considerable variation is noted in both CDC-XM and FCXM methods performed by different laboratories. A continuous effort for 
laboratory standardization is needed to reduce inter-laboratory variation in the HLA-XM test results. 
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함께 사용되거나 혹은 단독으로 사용되고 있다. American Society 

for Histocompatibility and Immunogenetics (ASHI)의 공인 검사

실 기준에 만족하기 위해서도 CDC-XM 기본법 외에 민감도가 높

은 AHG-CDC 혹은 FCXM과 같은 방법 중 하나를 추가하여 HLA 

교차시험을 시행하여야 한다[6]. 이는 국내에서도 마찬가지로 질병

관리본부 뇌사판정대상자 관리전문기관 운영규정(질병관리본부 

예규 제208호)에 명시되어 있다. 또한 국내 또는 국외의 신빙도조

사 프로그램에 참여하여 외부정도관리를 받아야 하며, 일정기준 

이상의 성적을 유지하여 2년마다 국립장기이식관리센터장에게 제

출하여 적격여부를 평가 받아야 한다.

국내 HLA 신빙도조사 프로그램은 1996년에 처음 시작되어[7], 

2000년부터는 대한진단검사의학회 정도관리위원회에서 주관하여 

연 2회 시행 중이며[8], 현재 HLA 형별검사, HLA-XM, 항HLA 항체

검사(panel reactive antibody, PRA), 그리고 HLA-B27 항원검사 종

목에 대하여 시행하고 있다. 이 항목들 중 HLA-XM에 참여하고 있

는 기관은 2015년 현재 51기관으로 CDC-XM 정도관리 회신 분석 

결과 양성 검체의 경우 기관마다 역가가 1:1-1:32로 다양하게 분포

되어 있었다(자료 미제시). 그리하여 HLA-XM 결과의 검사실 간 변

이를 줄여야 하는 필요성이 대두되었다. 이에 본 연구에서는 HLA 

검사에 대한 설문조사의 자료를 분석하여 제시함으로써 국내 기

관의 현황을 파악하고, 나아가 HLA-XM의 표준화를 이루기 위한 

기초자료로 사용하고자 하였다.

대상 및 방법

1. 대상

2015년 8월을 기준으로 국내 HLA 검사 신빙도조사 중 HLA-XM

에 참여하고 있는 51개의 의료기관을 대상으로 설문조사를 시행

하였다. 

2. 방법

이메일을 통하여 설문조사지를 각 기관의 HLA-XM 담당 검사자 

및 전문의에게 전송하여 기입하도록 하였으며, 결과지는 이메일 또

는 팩스로 회수하였다. 2015년 8월 31부터 9월 14일까지 15일간 1차 

설문조사를 시행하였으며, 그 중 한 기관을 제외한 50개의 기관

(98%)이 조사에 응답하였다. 1차 설문조사 회신 내용 중 누락되었

거나 명확하지 않았던 항목에 대하여 2016년 1월 5일부터 18일까

지 10일간 추가 조사하였다. 설문항목은 다음과 같았다.

1) 시행 중인 HLA-XM 종류와 검사 건수

2) HLA-XM에 사용하는 검체의 종류와 림프구 분리방법

3) 보체의존성 세포독성 교차시험(CDC-XM)의 검사방법 및 시약

4) 유세포 교차시험(FCXM)의 검사방법 및 시약

결  과

1. 시행 중인 HLA-XM 종류와 검사 건수

50개의 설문 회신 의료기관에서 시행 중인 HLA-XM의 종류와 

시행 기관 수는 Table 1과 같다. T-CDC, B-CDC, T-FC와 B-FC를 모

두 시행 중인 기관이 17기관(34%)으로 가장 많았다. 각 검사별로

는 총 49개 기관(98%)에서 CDC-XM을 시행하고 있었는데 이 중 

35개 기관에서는 T-CDC와 B-CDC를 모두 시행하고 있었고, 14개 

기관에서는 T-CDC만 시행하고 있었다. FCXM을 시행하고 있는 기

관은 30기관(60%)이었는데, 23개 기관에서는 T-FC와 B-FC 모두 

시행하고 있었고, 7개 기관에서는 T-FC만 시행하고 있었다.

CDC-XM에 사용하는 검사방법을 Table 2에 제시하였다. 방법별

로는 T-CDC를 시행하는 49개 기관 중 NIH법과 AHG법을 함께 검

Table 1. HLA crossmatch methods used by the participant laboratories 
(N=50)

T-CDC* B-CDC* T-FC† B-FC† No. (%)

+ – – – 8 (16)

+ + – – 12 (24)

+ + + –  6 (12)

+ + + + 17 (34)

+ – + – 1 (2)

+ – + +  5 (10)

– – + + 1 (2)

*The number of laboratories performing CDC method among 50 participants: CDC, 
49 (98%); T-CDC and B-CDC, 35 (70%); T-CDC only, 14 (28%); †The number of lab-
oratories performing FC method among 50 participants: FC, 30 (60%): T-FC and 
B-FC, 23 (46%); T-FC only, 7 (14%).
Abbreviations: CDC, complement-dependent cytotoxicity; FC, flow cytometry.

Table 2. Phases of CDC crossmatches used by the participant labora-
tories (N=50)

Crossmatch NIH
Amos  
wash

Long  
incubation

AHG No. (%)

T-CDC* + – – + 39 (68)

+ – + + 4 (8)

+ – + – 2 (4)

– – + + 2 (4)

– + + + 1 (2)

– – – + 1 (2)

– – – – 1 (2)

B-CDC† + – – – 32 (64)

+ + – – 1 (2)

+ – – + 2 (4)

– – – – 15 (30)

*T-CDC, 49/50 (98%): NIH and AHG, 43 (86%); †B-CDC, 35/50 (70%): NIH only, 32 
(64%).
Abbreviations: CDC, complement-dependent cytotoxicity; NIH, National Institutes 
of Health; AHG, anti-human globulin.
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사하고 있는 기관(43기관)이 가장 많았고, B-CDC를 시행하는 35

개 기관 중에서는 NIH법만으로 검사 중인 기관(32기관)이 가장 

많았다(Table 2).

각 기관당 최근 2년간 시행한 연간 교차시험 건수(2013, 2014년)

를 조사하여 Table 3에 정리하였다. T-CDC, B-CDC, T-FC, B-FC 검

사에서 모두 각 기관당 검사 건수는 매우 광범위하게 분포하였다. 

각 검사 종목에서 연간 50건 이하를 실시하는 소규모 검사기관이 

50% 이상으로 많았고, 연간 500건을 넘는 검사를 실시하는 기관

은 2014년의 경우 T-CDC 5기관(10%), B-CDC 1기관(3%), T-FC 3기

관(10%), B-FC 2기관(9%)에 불과했다.

2. HLA-XM에 사용하는 검체 및 세포의 종류와 분리방법

HLA-XM을 시행하기 위해 공여자 혈액 채취에 사용하는 항응고

제의 종류를 조사한 결과, Heparin을 사용하는 기관이 33기관

(66%), ACD를 사용하는 기관이 16기관(32%), Heparin 혹은 ACD

를 사용한다고 답한 기관이 1기관(2%)이었다. HLA-XM 각 검사법

에 사용하는 세포의 종류와 세포 분리방법을 Table 4에 정리하였

다. 최근에 도입된 세포분리 방법인 negative selection 방법을 상당 

수 기관에서 도입하여 CDC-XM 중 T-CDC 검사에서 43% (21/49), 

B-CDC 검사에서 43% (15/35)의 기관에서 사용하고 있었다. FCXM

의 경우 T-FC와 B-FC 검사에서 모두 단핵세포나 총 림프구를 이용

하여 검사하는 것이 일반적인데 소수의 기관에서는 분리한 T 세포

나 B 세포를 사용하는 것으로 조사되었다(T-FC, 3/30, 10%; B-FC, 

2/23, 9%). 

3. �보체의존성 세포독성 교차시험(CDC-XM)의 검사방법 및 

시약

1) 세포와 혈청

CDC-XM을 시행하는 49기관에서 well당 분주하는 세포 수는 

2,000개에서부터 8,000개까지 범위가 다양하였다. 그 중 well당 

2,000-3,000개의 세포를 사용하는 기관이 가장 많았으며, 반응을 

위하여 사용하는 혈청 양은 1-2 μL였다. Well 당 반응시키는 혈청 1 

μL 당 세포 수는 1,000-8,000개로 다양하였다(Table 5). 

CDC-XM 시행 시 혈청 최대 연속 희석 배수는 1:32가 44기관

(90%)으로 가장 많았으며, 1:16이 4기관(8%)이었고, 한 기관(2%)은 

1:8까지의 역가만을 측정하고 있었다. 혈청 희석배지로는 RPMI 

Table 3. Annual number of HLA crossmatch tests performed by the participant laboratories in 2013 and 2014 

No. of tests
2013, No. (%) 2014, No. (%)

T-CDC (N=46) B-CDC (N=34) T-FC (N=27) B-FC (N=18) T-CDC (N=48) B-CDC (N=35) T-FC (N=30) B-FC (N=23)

≤10  7 (15)  7 (21)  5 (19)  2 (11)  9 (19) 11 (31)  8 (27)  7 (30)

11-50 19 (41) 18 (53) 14 (52) 12 (67) 16 (33) 12 (34) 10 (33) 10 (43)

51-100 3 (7) 1 (3) 1 (4) 0 (0)  6 (13)  5 (14)  4 (13) 1 (4)

101-300 10 (22) 3 (9) 2 (7) 1 (6) 10 (21) 3 (9) 2 (7) 2 (9)

301-500 3 (7) 3 (9)  3 (11) 1 (6) 2 (4) 3 (9)  3 (10) 1 (4)

>500 4 (9) 2 (6) 2 (7)  2 (11)  5 (10) 1 (3)  3 (10) 2 (9)

Median (range) 39 (2-1,903) 26 (1-599) 26 (2-1,607) 33 (2-769) 42 (2-3,089) 25 (0-513) 33 (0-3,065) 29 (0-734)

Abbreviations: CDC, complement-dependent cytotoxicity; FC, flow cytometry.

Table 4. Types of the cells and cell separation methods used for HLA crossmatch by the participant laboratories (N=50)

Crossmatch methods (N)
Types of the cells 

(N, %)
Nylon wool 

No. (%)
Negative selection 

No. (%)
Positive selection 

No. (%)
Nylon wool or negative selection  

No. (%)

T-CDC (49)  MNC* (8, 16)

 T cell (34, 69) 15 (31) 11 (22)  5 (10) 3 (6)

Total lymphocyte (7, 14) 0 (0)  7 (14) 0 (0) 0 (0)

B-CDC (35)  MNC* (1, 3)

 B cell (34, 97) 14 (49) 12 (34)  5 (14) 3 (9)

T-FC (30)  MNC* (20, 67)

 T cell (3, 10) 0 (0) 2 (7) 0 (0) 1 (3)

Total lymphocyte (7, 23) 0 (0)  7 (23) 0 (0) 0 (0)

B-FC (23)  MNC* (15, 65)

 B cell (2, 9) 0 (0) 1 (4) 0 (0) 1 (4)

Total lymphocyte (6, 26) 0 (0)  6 (26) 0 (0) 0 (0)

*Separated by ficoll density gradient.
Abbreviations: CDC, complement-dependent cytotoxicity; FC, flow cytometry; MNC, mononuclear cell.
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Table 5. Number of cells and volume of sera used for CDC crossmatch 
by the participant laboratories (N=49)

No. of cells per well
Volume of sera per well 

(uL)
No. (%)

2,000-3,000 1 35 (71)

2,000-3,000 1.4 1 (2)

2,000-3,000 2 3 (6)

2,000-3,000 1 or 2* 1 (2)

2,000-5,000 1 1 (2)

2,000-5,000 2 1 (2)

3,000-4,000 1 2 (4)

3,000-5,000 1 2 (4)

5,000 2 1 (2)

7,000 2 1 (2)

8,000 1 1 (2)

*1 μL used for NIH and 2 μL used for AHG.
Abbreviation: CDC, complement-dependent cytotoxicity.

Table 6. Type of media and percentage of FCS used for serum dilution 
of CDC crossmatch by the participant laboratories (N=49)

Media
Percentage of FCS used, No. (%) Total 

No. (%)0% 2% 3% 5% 10% 15% 20%

RPMI 1640 6 (12) 3 (6) 1 (2) 16 (33) 8 (16) 2 (4) 1 (2) 37 (76)

IMDM 3 (6)  6 (12)  9 (18)

McCoy 2 (4) 2 (4)

PBS 1 (2) 1 (2)

Abbreviations: FCS, fetal calf serum; CDC, complement-dependent cytotoxicity; 
RPMI, Roswell Park Memorial Institute; IMDM, Iscove’s modified Dulbecco’s media; 
PBS, phosphate buffered saline.

Table 7. Incubation conditions of CDC crossmatch used by the partici-
pant laboratories (N=49)

CDC methods (N)

Cell and serum  
incubation

Complement  
incubation

No. (%)
Temper

ature
Time, 

minutes
Temper-

ature
Time, 

minutes

T-CDC NIH (45) RT 30 RT 60 29 (64)

37°C 30 RT 60 12 (27)

RT 60 RT 60 2 (4)

RT 60 RT 90 1 (2)

4°C and 37°C 30 RT 60 1 (2)

T-CDC Amos-wash (1) RT 30 RT 60  1 (100)

T-CDC long incuba-
tion (10)

RT 60 RT 120  9 (90)

RT 30 RT 120  1 (10)

T-CDC AHG (47) RT 60 RT 120 29 (62)

RT 30 RT 60  6 (13)

RT 60 RT 90 4 (9)

RT 30 RT 120 2 (4)

37°C 60 RT 120 2 (4)

RT 45 RT 60 1 (2)

RT 60 RT 60 1 (2)

RT 90 RT 90 1 (2)

37°C 30 RT 120 1 (2)

B-CDC NIH (35) 37°C 60 RT 120 22 (63)

37°C 60 RT 60  4 (11)

37°C 30 RT 60 2 (6)

RT 60 RT 120 2 (6)

4°C and 37°C 60 RT 120 2 (6)

RT 30 RT 60 1 (3)

4°C 60 RT 120 1 (3)

4°C 60 4°C 120 1 (3)

B-CDC Amos-wash (1) 37°C 60 RT 120  1 (100)

B-CDC AHG (2) RT 60 RT 120  2 (100)

Abbreviations: CDC, complement-dependent cytotoxicity; NIH, National Institutes 
of Health; AHG, anti-human globulin; RT, room temperature.

1640을 가장 많이 사용하고 있었다(Table 6). 건조 방지를 위해 

well에 oil을 도포하는 기관은 37기관(76%), 도포하지 않는 기관은 

12기관(24%)이었다. 

CDC-XM 검사에서 공여자 자가대조를 시행하는 기관은 45기관

(92%)이었고, 수여자 자가대조와 양성대조 및 음성대조를 시행하

는 기관은 47기관(96%)이었다. T 세포와 B 세포의 순도를 측정하

는 기관은 각각 4기관(8%), 9기관(18%)으로, 다수의 기관에서 T 세

포와 B 세포의 순도를 측정하지 않고 있었다.

2) 배양 조건

T-CDC와 B-CDC를 함께 시행하고 있는 35기관 중 20기관(57%)

에서는 두 가지 검사에 같은 보체를 사용하고 있었으며, 15기관

(43%)에서는 다른 보체를 사용하고 있었다. 검사에 사용 전 보체

의 역가 측정을 시행하고 있는 기관은 35기관(71%), 시행하지 않고 

있는 기관은 14기관(29%)이었다. CDC-XM 검사방법 별 세포와 혈

청 배양 조건과 보체 배양 조건을 Table 7에 정리하였다. T-CDC-

NIH의 경우 실온 또는 37°C에서 30분 동안 세포와 혈청 배양 후 

실온에서 60분 동안 보체 배양하는 기관이 41기관(91%)이었다. T-

CDC-AHG의 경우 실온에서 60분 동안 세포와 혈청 배양 후 실온

에서 120분 동안 보체 배양하는 기관이 29기관(62%)이었다. B-

CDC-NIH의 경우 37°C에서 60분 동안 세포와 혈청 배양 후 실온

에서 120분 동안 보체 배양하는 기관이 22기관(63%)이었다. T-CDC-

AHG를 시행하고 있는 47기관 중 anti-kappa 첨가 후 보체를 첨가

하는 시간 간격이 최대 2분 이내인 기관이 43기관(91%)이었고, 3

분 이내인 기관이 1기관(2%)이었다. 3기관(6%)에서는 anti-kappa

와 보체의 혼합액을 사용하고 있었다.

CDC-XM 시행 시 추가로 dithiotheritol (DTT)을 처리한 혈청으

로 검사하는 기관이 37기관(76%)이었다. 그 중 DTT 처리 혈청을 

모든 환자에 대해서 검사하는 기관이 16기관(43%), 수여자 자가대

조 양성 시에만 검사하는 기관이 13기관(35%), 수여자 또는 공여

자 자가대조 양성 시 검사하는 기관이 4기관(11%)이었다. 그 외 B-

CDC-XM상 양성인 경우 시행하는 기관이 2기관(5%), 공여자 자가
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대조 양성 시와 FCXM 음성이면서 CDC-XM 양성인 경우 시행하

는 기관이 각각 1기관(3%)이었다.

3) 결과의 판독

CDC-XM에서 염색법은 34기관(69%)에서 Eosin Y 염색을, 12기

관(25%)에서 형광염색을, 3기관(6%)에서 Trypan blue 염색을 사

용하고 있었다. CDC-XM 결과 판독 시 죽은 세포를 퍼센트로 기록

하는 기관이 27기관(55%), score로 기록하는 기관이 18기관(37%)

이었고, 퍼센트와 score를 함께 기록하는 기관이 4기관(8%)이었

다. 양성 판정은 퍼센트만 사용하여 판정하는 경우가 37기관(76%)

이었는데, 이는 10기관에서 기록은 score로 하지만 판독은 퍼센트

로 하기 때문이었다. 퍼센트로만 양성 판정을 하는 기관에서는 죽

은 세포가 20% 이상일 경우 양성으로 판정하는 기관이 20기관

(54%)으로 가장 많았고, 10%가 12기관(32%), 15%가 5기관(14%) 

순이었다. Score로만 판정하는 기관은 score가 4점 이상인 경우 양

성으로 판정하는 기관이 5기관(63%), 2점 이상인 경우가 3기관

(38%)이었다. 퍼센트와 score를 함께 기록하는 4기관의 경우 3기

관에서는 죽은 세포 20%와 socre가 4점 이상인 경우, 1기관에서는 

죽은 세포 20%와 score가 2점 이상인 경우 양성으로 판정한다고 

답하였다.

4. 유세포 교차시험(FCXM)의 검사방법 및 시약

1) 세포와 혈청

FCXM을 시행하고 있는 30기관의 답변을 분석하였다. FCXM 시

행 시 CDC-XM과 세포 부유액을 동일하게 사용하는 기관이 20기

관(67%), 다르게 사용하는 기관이 9기관(30%)이었으며, CDC-XM

을 시행하지 않는 1기관(3%)은 5% FCS-RPMI를 세포부유액으로 

사용하고 있었다. 

T-FCXM에 사용하는 세포 수와 혈청 양을 Table 8에 정리하였

다. 튜브당 세포 수는 50,000개에서 500,000개로 범위가 다양하였

으나, 200,000-300,000개의 세포를 사용하는 기관이 17기관으로 

57%를 차지하였다. 사용하는 혈청 양은 5-100 μL였고, 튜브당 반

응시키는 혈청 1 μL당 세포 수는 1,300-20,000개의 분포를 보였다. 

B-FCXM 시행 시 세포 수와 혈청 양을 T-FCXM과 동일하게 사용

한다고 답한 기관은 15기관(65%), 다르게 사용한다고 답한 기관은 

8기관(35%)이었다. 세포에 pronase 처리를 하는 기관은 14기관

(61%), 하지 않는 기관이 9기관(39%)이었다. Pronase 처리를 하는 

14기관에서 사용하는 pronase의 최종농도는 0.5 mg/mL (6기관), 1 

mg/mL (6기관), 2 mg/mL (2기관) 순이었으며, 37°C에서 15-30분 

동안 처리한다고 답하였다.

2) 배양 조건

FCXM의 형광염색 배양 조건을 Table 9에 정리하였다. 세포와 

혈청 배양 조건과 형광 접합체 배양 조건은 다양하였으나, 세포와 

혈청 배양의 경우에는 실온에서 30분이 17기관(57%)으로 가장 많

았고 형광 접합체 배양의 경우에는 실온에서 20분이 12기관(40%)

으로 가장 많았다. 세포와 혈청 배양 후 세척은 2-4회, 접합체 배양 

후 세척은 1-3회로 시행하고 있었다. 세척 시 상층액을 제거하는 

방법으로는 튜브를 뒤집어 제거하는 기관이 18기관(60%)으로 가

장 많았고, vacuum aspirator나 파이펫을 이용하여 제거하는 기관

이 11기관(37%), microplate를 털어서(�ick off) 제거하는 기관이 1

Table 8. Number of cells and volume of sera used for flow cytometry 
crossmatch by the participant laboratories (N=30)

No. of cells per tube
 Volume of sera 

per tube (μL)
No. of cells/1 μL 

serum
No. (%)

50,000 5 10,000 1 (3)

100,000 20   5,000 2 (7)

100,000-150,000 50 2,000-3,000  3 (10)

130,000 100   1,300 1 (3)

200,000 50   4,000  3 (10)

200,000-300,000 20 10,000-15,000  4 (13)

200,000-300,000 25 8,000-12,000  3 (10)

200,000-300,000 30 6,667-10,000 1 (3)

200,000-300,000 50 4,000-6,000  3 (10)

200,000-300,000 70 2,857-4,286 1 (3)

200,000-300,000 100 2,000-3,000 1 (3)

300,000 25 12,000 1 (3)

300,000-500,000 50 6,000-10,000 1 (3)

500,000 25 20,000 1 (3)

500,000 50 10,000  3 (10)

500,000 100   5,000 1 (3)

Table 9. Incubation conditions of flow cytometry crossmatch used by 
the participant laboratories (N=30)

Cell and serum incubation Conjugate incubation
No. (%)

Temperature Time, minutes Temperature Time, minutes

RT 15 RT 20 1 (3)

RT 20 RT 20  4 (13)

RT 20 4°C 30 2 (7)

RT 30 RT 15 1 (3)

RT 30 RT 20  5 (17)

RT 30 RT 30  3 (10)

RT 30 4°C 20 2 (7)

RT 30 4°C 30  5 (17)

RT 60 RT 45 1 (3)

RT 30*/60† RT 30*/60† 1 (3)

37°C 20 RT 20 2 (7)

37°C 20 RT 30 1 (3)

37°C 30 4°C 30 2 (7)

*T cell incubation time; †B cell incubation time.
Abbreviation: RT, room temperature. 



유신애 외: Questionnaire Survey of HLA-XM Tests (2015)

https://doi.org/10.3343/lmo.2017.7.3.147152   www.labmedonline.org

기관(3%)이었다. 세포와 세척액을 섞을 때에는 vortexing을 사용

하는 기관이 22기관(73%)으로 가장 많았고, 파이펫을 사용해 섞

는 기관이 6기관(20%), vortexing과 파이펫을 같이 사용하는 기관

이 2기관(7%)이었다. 

3) 결과의 해석

FCXM 결과 분석시 사용하는 유세포 분석기로는 Beckman Coul-

ter사의 Cytomix FC500이 13기관(43%)으로 가장 많았으며, Bec-

ton Dickinson사의 FACS Canto II 7기관(23%), Beckman Coulter사

의 Navios 6기관(20%), Becton Dickinson사의 FACSCalibur 4기관

(13%) 순이었다. FCXM 결과 분석 시 획득(acquisition) 하는 세포 

수(T-FCXM의 경우 총 세포 수, B-FCXM의 경우 B 세포 수)에 대해 

조사한 결과, T-FCXM의 경우 총 10,000개의 세포를, B-FCXM의 경

우 5,000개의 B 세포를 획득한다고 답한 기관이 각각 10기관(34%)

과 7기관(30%)으로 가장 많았다. 그러나 획득하는 세포 수의 분포

(T-FCXM, 1,000–1,500,000개; B-FCXM, 300–20,000개)로 볼 때 T-

FCXM에서 T 세포 수를, B-FCXM에서 총 세포 수를 답한 기관이 

소수 포함되어 있을 가능성이 있는 것으로 판단된다. 또한 T-FCXM

에서 획득하는 세포 수를 따로 설정하지 않고, 상대적으로 적은 B 

세포 수를 기준으로 하고 있다고 답한 기관도 1기관 있었다. 

FCXM의 결과 판정을 위해 사용하는 형광값 판독 방법을 Table 

10에 제시하였다. Log 형광값을 이용해 계산한 median �uorescence 

intensity (MFI) ratio와 channel 형광값을 이용해 계산한 median 

channel shift (MCS) 또는 channel ratio 중 어느 것을 사용하는지 설

문조사 하였는데, T-FCXM의 경우 30기관 전부에서, B-FCXM의 경

우 23기관 중 21기관(91%)에서 위 세가지 방법 중 하나 또는 그 이

상을 사용한다고 답하였다. B-FCXM 결과 판정에서 2기관(9%)에

서는 7-aminoactinomycin D (7-AAD)를 이용하여 죽은 세포의 퍼

센트를 결과 판정에 사용한다고 답하였다. 결과 판정을 위하여 log 

MFI ratio를 사용하는 기관수는 T-FCXM 경우 26기관(87%), B-

FCXM 경우 20기관(87%)이었고, 양성 판정 기준은 Table 11과 같다. 

양성 판정에 이용되는 MFI ratio 값은 기관에 따라 차이를 보였는데 

T-FCXM의 경우 1.1-2, B-FCXM의 경우 1.1-3 사이에 분포하였다. 

고  찰

국내 HLA 검사 신빙도조사 중 HLA-XM에 참여하고 있는 기관 

수는 2015년 설문 조사 시 51기관으로, 이는 1993년 18기관, 1995

년 29기관, 1997년 34기관, 2005년 44기관에 비교하여 보았을 때 

꾸준히 증가하고 있음을 알 수 있다[9-12]. HLA-XM에서 예민한 검

사법을 시행하고 있는 기관 수도 증가하였는데 T-CDC-XM에서 

AHG를 시행하는 기관(47/49, 96%)과 FCXM을 시행하는 기관(30/50, 

60%)이 모두 2005년 조사(AHG CDC-XM, 35/43, 81%; FCXM, 7/44, 

16%)에 비하여 현저히 증가하였다[12]. FCXM의 경우 CDC-XM으

로 검출하기 어려운 아주 적은 양의 공여자 특이 항HLA 항체를 검

출할 뿐 아니라, 비교적 빠른 시간 내에 검사가 이루어지므로 사용

하는 기관 수가 점차 늘고 있는 추세이다[13, 14]. 외국, 특히 북미 

지역에서는 CDC-XM을 실시하지 않고 FCXM만을 실시하는 기관

이 증가하고 있으나 국내에서는 FCXM을 실시하는 30개 기관 중 

한 기관을 제외한 29기관이 CDC-XM을 병용해 사용하는 것으로 

나타났다. 최근 낮은 역가의 공여자 특이 항체도 이식 후 합병증의 

Table 10. Analysis of flow cytometry crossmatch results by the partici-
pant laboratories (N=30)

FC methods  
   (N)

MFI ratio 
(log)

MCS  
(channel)

Channel ratio 
(channel)

% Dead cell 
(7-AAD)

No. (%)

T-FC (30) + – – – 23 (77)

+ + – – 2 (7)

– – + – 2 (7)

– + – – 1 (3)

– + + – 1 (3)

+ + + – 1 (3)

B-FC (23) + – – – 17 (74)

+ + – – 2 (9)

– – – + 2 (9)

+ + + – 1 (4)

– – + – 1 (4)

Abbreviations: FC, flow cytometry; MFI, median fluorescence intensity; MCS, medi-
an channel shift; 7-AAD, 7-aminoactinomycin D.

Table 11. Cut-off values of log MFI ratio for positive flow cytometry 
crossmatch by the participant laboratories (N=26)

FC methods (N) Cut-off No. (%)

T-FC (26) 1.1 1 (4)

1.2  4 (15)

1.3 2 (8)

1.44 1 (4)

1.5 2 (8)

1.6 1 (4)

1.8 1 (4)

2 13 (50)

1.5-2 1 (4)

B-FC (20) 1.1 1 (5)

1.4  2 (10)

1.5 1 (5)

1.7 1 (5)

1.8 1 (5)

2 10 (50)

2.35 1 (5)

2.7 1 (5)

3 1 (5)

1.5-2 1 (5)

Abbreviations: MFI, median fluorescence intensity; FC, flow cytometry.
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원인으로 그 중요성이 높아지고 있으며 급성 거부반응뿐 아니라 

장기간의 이식생존율과도 연관성이 보고되고 있다[15-17]. 또한 다

양한 이식전 유도면역억제요법 및 탈감작 치료법[18-20]이 시도되

면서 FCXM과 같이 충분히 민감도가 높은 교차시험만을 시행하

여 그 임상적 의의를 부여하는 이식 의료기관이 증가 추세에 있는 

것으로 판단된다. 

CDC-XM 검사에서 T 및 B 림프구를 분리하는 방법으로 2005년 

이전까지는 nylon wool column법을 보편적으로 사용하였다. 현재

도 nylon wool column법이 많이 이용되고는 있으나 최근에 개발된 

negative selection을 사용하는 기관이 43% (T-CDC, 21/49, 43%; 

B-CDC 15/35, 43%)에 달하는 것으로 조사되었다(Table 4). T-CDC-

XM에서 T 림프구를 분리하지 않고, 총 림프구나 �coll을 이용하여 

분리한 단핵세포를 사용하는 기관이 2005년에는 43기관 중 8기관

(19%)이었는데, 이번 조사에서는 49기관 중 15기관(31%)으로 약간 

증가하였지만 이 중에는 negative selection을 이용하는 7기관(14%)

이 포함되어 있다. T 림프구와 B 림프구를 분리하지 않은 상태에서 

검사를 실시하여 T-CDC-XM 또는 B-CDC-XM 결과를 보고하게 되

면 어떤 class의 항HLA 항체인지를 정확하게 판별하기가 어려울 

수 있다. CDC-XM에서 class I과 class II 항HLA 항체에 의한 반응

을 구분지어 해석하기 위해서는 T 림프구와 B 림프구를 분리하여 

교차시험을 시행하는 것이 필요하다. 

CDC-XM에서 세포와 혈청 배양 온도는 T-CDC의 경우 실온, 37°C, 

4°C를, B-CDC의 경우 실온, 37°C를 사용할 수 있다[21]. 본 조사에

서 T-CDC-XM (NIH)의 경우 실온을 이용하는 검사실이 더 많았지

만 일부 기관(13/45, 29%)에서는 37°C 배양을 하는 것으로 조사되

었다(Table 7). 이번 설문 조사에서 B-CDC-XM의 경우 대부분의 

기관에서 37°C 배양을 하는 것으로 조사되었지만 4°C에서만 배양

하는 기관이 소수(2/35, 6%) 있었다. 그러나 4°C B-CDC-XM에만 

양성 반응을 보이는 항체는 이식 성적과 무관한 비특이적 자가항

체의 가능성이 있으므로[22], 해당 검사실에서는 그 해석에 주의가 

필요하겠다. 

ASHI의 CDC-XM 양성 판정 기준은 score 2 (음성대조 대비 죽

은 세포가 11% 이상인 경우)로 제시하고 있다[21]. 이번 조사에서

는 퍼센트로 판정하는 기관의 54% (20/37)가 죽은 세포 20% 이상

을, score로 판정하는 기관의 63% (5/8)가 score 4 (죽은 세포 21-

50% 해당) 이상을 양성 판정 기준으로 답하였다. 이러한 기준이 

음성대조의 죽은 세포 %를 빼고 판독한 결과라면 양성 판정 기준

이 위의 ASHI 기준보다 약간 높은 것이다. 따라서 약한 양성을 음

성으로 판정할 소지가 있으므로 각 기관에서 사용하는 양성 판정 

기준에 대한 재검토가 필요하다고 판단된다.

그 외에 본 조사를 통하여 일부 기관에서 CDC-XM 검사를 실시

하는데 있어서 일부 문제점이 파악되었고, 이를 개선할 필요가 있

는 것으로 나타났다. 첫째, 양성대조와 음성대조를 반드시 포함하

여 검사해야 하는데 소수 기관(2/49, 4%)에서는 두 가지 대조를 검

사에 포함하지 않는 것으로 조사되었다. 양성대조에서는 모든 검

사에서 세포 독성 반응이 나타나야 하고, 음성대조에서는 세포가 

90% 이상의 생존율을 보여야 검사의 정확성을 확인할 수 있으므

로[2], 이들 기관에서는 두 가지 대조를 반드시 포함해 검사하도록 

개선이 필요하겠다. 둘째, CDC-XM 검사 과정 중 반응시키는 세포

와 혈청의 건조 방지를 위해 well에 oil을 도포해야 하는데[2], 상당 

수 기관(12/49, 24%)에서 oil을 도포하지 않고 검사를 실시하는 것

으로 나타났다. 이들 기관에서는 건조방지를 위한 대책으로 젖은 

거즈로 습도를 유지하거나 �lm을 부착하는 방법을 사용하고 있었

는데 oil을 사용하도록 개선할 필요가 있겠다.

FCXM 검사에서도 사용하는 세포 수와 혈청의 비율이 중요한

데, 이는 세포 수를 정확하게 세지 못하여 혈청 양에 비해 지나치

게 많은 세포를 반응시킬 경우에는 위음성 결과를 초래할 수 있기 

때문이다[23]. ASHI 매뉴얼에서는 튜브당 500,000개의 세포(30 μL 

부유액)에 혈청 30 μL를 반응시켜 혈청 1 μL당 약 17,000개의 세포

를 반응시키는 검사방법을 제시하고 있다[23]. 이번 조사에서 FCXM

을 시행하고 있는 30개 기관 중 세포 수를 300,000개 이하로 사용

하는 기관이 대부분이었으며(24기관, 80%), 100,000개 이하로 사

용하는 기관도 3기관(10%)이 있었다(Table 8). 혈청 1 μL당 반응시

키는 세포 수는 21기관(70%)에서 5,000개에서 20,000개 사이를, 9

기관(30%)에서 5,000개 미만을 사용하는 것으로 나타나 혈청 양

에 비해 너무 많은 세포 수(혈청 1 μL당 세포 수 20,000개 초과)를 

사용하는 문제는 없는 것으로 판단된다. 다만 한 기관 내에서 동일

한 민감도를 유지하기 위해서는 매번 검사 시에 세포 수를 정확히 

산정하여 사용하는 세포 수와 혈청의 비율을 일정하게 유지할 필

요가 있겠다. 또한 세포부유액의 양과 혈청 양에 따라 혈청이 희석

되는 정도가 달라 예민도에 영향을 미칠 수가 있는데, ASHI 매뉴

얼에서는 두 가지를 동량을 사용하는 방법을 제시하고 있다[23]. 

B-FCXM은 B 세포의 표면에 존재하는 Fc 수용체와 반응하는 비

특이적 면역글로불린으로 인하여 T-FCXM보다 형광 반응 정도가 

강하고, 세포표면마커에 대한 항체 치료(예. Anti-CD20, rituximab)

를 받을 경우 위양성 결과를 초래할 수 있다[24]. B-FCXM의 예민

도와 특이도를 높이기 위해 많은 검사실에서는 세포 표면의 Fc 수

용체를 제거하는 단백질 분해효소인 pronase를 사용한다[25-28]. 

그 외에도 검사 전 혈청을 가열하여 혈청 내의 면역복합체를 제거

해 B 세포의 Fc 수용체와의 비특이적 결합을 방지하는 열불활성

화 방법을 이용하기도 한다[28-30]. 이번 조사에서는 B-FCXM을 

실시하는 23기관 중 14기관(61%)에서 pronase 처리를 한다고 답하

였고, pronase 최종농도는 검사실에 따라 0.5 mg/mL (6기관), 1 

mg/mL (6기관), 2 mg/mL (2기관)을 사용하는 것으로 나타났다. 
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적정 pronase 농도에 대해서 정해진 지침은 없으나 pronase 처리

를 한 혈청으로 T-FCXM을 시행하게 되면 간혹 위양성을 초래할 

수도 있으므로 pronase 적정 농도의 결정이나 결과 해석 시에 주

의하여야 하겠다[31, 32]. 

FCXM의 결과 해석은 log 형광값을 이용하는 경우와 channel 형

광값을 이용하는 경우가 서로 다르다. FCXM의 양성 및 음성 판정

에서 log 형광값을 이용하는 경우 검사한 검체의 형광값을 음성대

조(AB형 혈청)의 형광값으로 나눈 비율인 MFI ratio를 사용하고, 

channel 형광값을 이용하는 경우 검사한 검체의 형광값에서 음성

대조의 형광값을 뺀 MCS로 판정하게 된다. 본 조사에서 특이한 점

은 channel 형광값을 사용하면서 결과를 ratio (channel ratio)로 잘

못 판정하는 기관(T-FCXM 4기관, B-FCXM 2기관)과 B-FCXM에

서 보체를 이용한 CDC 검사를 진행하고 7-AAD 염색을 이용하여 

죽은 세포 %로 판정하는 기관(2기관)이 소수 있었다는 점이다(Ta-

ble 10). FCXM의 양성 판정 기준은 각 검사실에 따라 다르겠으나 

ASHI에서는 1024 channel을 이용한 대략적인 양성 판정 MCS 값

으로 T-FCXM의 경우 40-60을, B-FCXM의 경우 100-120을 제시하

고 있다[23]. 이러한 양성 판정 기준은 log 형광값을 이용한 MFI 

ratio로는 T-FCXM의 경우 1.4-1.7에, B-FCXM의 경우 2.5-2.9에 해

당하는 값이다. 이번 조사에서는 국내 각 검사실의 MFI ratio 양성 

판정 기준이 상당히 다양하여 T-FCXM의 경우 1.1-2.0 사이에 분포

하고 대부분(19/26, 73%)에서 1.4 이상을, B-FCXM의 경우 1.1-3.0 

사이에 분포하고 대부분(15/20, 75%)에서 1.8 이상을 사용하는 것

으로 나타났다(Table 11). 양성 판정 기준이 너무 낮으면 양성과 음

성의 판정이 부정확하게 될 수도 있는데 소수의 기관에서 사용하

는 양성 판정 기준(예. T-FCXM, ratio 1.3 이하; B-FCXM, ratio 1.5 

이하)은 너무 낮은 것으로 생각된다. FCXM은 CDC-XM에 비하여 

결과값을 객관적으로 정량화 할 수 있는 장점이 있지만[4], 기관별 

검사 조건이나 판정 기준이 상당히 다르고 검사자간 변이에 의한 

영향도 적지않다. 각 기관에서는 검사 시약 특히 음성대조가 변경

될 때 적절히 양성 판정 기준을 재설정하고, FCXM 결과와 HLA 항

체 검사에서 항체가(형광값)의 연관성이나 이식 환자에서 임상적 

연관성 등에 대한 검토가 필요하겠다.

이번 설문조사를 통하여 기관 간 HLA-XM 시 사용하는 세포의 

종류와 수, 세포와 혈청의 배양 온도 및 시간, 세척 횟수 및 방법, 

양성 판정 기준 등에 상당한 차이가 있음을 확인하였다. 이러한 요

소들이 검사의 민감도에 영향을 주어 외부 정도관리 결과에서 같

은 양성으로 보고한 경우라도 다양한 역가를 보이거나, 잘못된 위

음성 결과를 내는데 작용하였을 것으로 판단된다. HLA-XM의 결

과에 따라 장기이식 여부가 결정됨은 물론 치료방침의 결정 및 예

후에 영향을 미치므로 최적의 민감도와 특이도를 유지하는 것은 

매우 중요하며, 장기이식, 특히 뇌사자 이식에서는 여러 의료기관

의 검사실과 임상과가 연계되어 이식 절차가 진행되므로 검사실 

간의 결과 차이를 줄이는 것이 필수적이다. 이미 ASHI와 College 

of American Pathologists (CAP)에서도 HLA-XM을 시행하는 검사

실 간의 결과의 차이에 대한 문제점을 지적하였고, 표준화에 대한 

중요성과 필요성을 강조해왔다[33]. 그러므로 국내에서도 HLA-XM

의 표준화 작업을 통하여 검사 결과의 정확성과 신뢰도를 높이기 

위한 노력을 지속적으로 하여야 할 것이다.

요  약

배경: HLA 교차시험(HLA crossmatch, HLA-XM) 표준화를 위한 

설문조사의 자료를 분석하여 HLA-XM을 시행하는 국내 기관의 

현황을 파악하고, 나아가 HLA-XM의 표준화를 이루기 위한 기초

자료로 사용하고자 하였다.

방법: 2015년 8월을 기준으로 국내 HLA 검사 신빙도조사 중 HLA-

XM에 참여하고 있는 51개의 의료기관을 대상으로 설문조사를 시

행하여, 응답한 50개 기관을 대상으로 결과를 분석하였다. 설문 

항목은 1) 시행 중인 HLA-XM 종류와 연간 검사 건수, 2) HLA-XM

에 사용하는 검체의 종류와 림프구 분리방법, 3) 보체의존성 세포

독성 교차시험(complement-dependent cytotoxicity crossmatch, 

CDC-XM) 및 유세포분석 교차시험(�ow cytometry crossmatch, 

FCXM)의 검사방법 및 시약에 대해 조사하였다.

결과: Anti-human globulin (AHG) CDC-XM (47/49, 96%)과 FCXM 

(30/50, 60%)을 시행하고 있는 기관은 2005년 설문조사(AHG CDC-

XM, 35/43, 81%; FCXM, 7/44, 16%)에 비해 현저히 증가하였다. 연

간 검사건수에서 50% 이상의 기관이 50건 이하를 실시하는 소규

모 검사실에 속했고, 연간 500건을 넘는 검사를 실시하는 곳은 

10%에 불과했다. 세포 분리방법에 있어서는 CDC-XM을 실시하는 

기관의 43% (21/49)에서 negative selection 방법을 사용하고 있었

다. 혈청 1 μL당 반응시키는 세포 수는 CDC-XM (1,000-8,000)과 

FCXM (1,300-20,000) 모두에서 넓은 범위의 분포를 보였다. FCXM

의 결과 판정에서 log 형광값 비율(log �uorescence ratio)을 사용

하는 기관(26/30, 87%)이 channel shift 값을 사용하는 기관(5/30, 

17%)에 비해 더 많았다. 

결론: CDC-XM과 FCXM 모두에서 서로 다른 기관에서 사용하는 

검사방법이나 판정 기준에 상당한 차이가 있는 것이 확인되었다. 

기관별 검사결과의 차이를 줄이기 위하여 HLA-XM의 표준화 작업

을 지속적으로 시행하여야 할 것이다.
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