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·检验仪器与试剂评价·

低离子强度溶液在输血相关检验中的应用研究

周守容，邓安彦△，吴春磊，穆万洋，刘　敏，邓小倩

（四川省南充市中心医院／川北医学院第二临床医学院，四川南充６３７０００）

　　摘　要：目的　探索低离子强度溶液（ＬＩＳＳ）在输血相关检验中的最佳应用方式。方法　选择人源的抗Ｄ血清进行标化，与

Ｄ抗原阳性的筛选细胞分别进行聚凝胺试验、间接抗人球蛋白试验和微柱凝胶试验，根据最佳实验结果来确定ＬＩＳＳ液在不同的

实验环境下的最佳使用方式。结果　该人源抗Ｄ血清用ＡＢ型血浆进行１∶１６稀释后对后续的实验研究最佳；ＬＩＳＳ液在聚凝胺

实验中的加入量至少应为５滴，才能取得最佳效果；在间接抗人球蛋白试验中加入２滴ＬＩＳＳ后反应速度明显加快，加入２滴

ＬＩＳＳ液后温浴１０ｍｉｎ的致敏效果和未加ＬＩＳＳ液温浴６０ｍｉｎ的致敏效果相当；在微柱凝胶试验中，与用生理盐水配制的红细胞

悬液相比，用ＬＩＳＳ配制的红细胞悬液的实验结果稍强，但二者均弱于用生理盐水配制的红细胞悬液与抗Ｄ反应的基础上再追加

１滴ＬＩＳＳ的反应模式。结论　ＬＩＳＳ液可以加快红细胞抗原与抗体结合的速度，缩短了实验时间，提高输血相关实验的检测效率。
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　　低离子强度溶液（ＬＩＳＳ）于１９７６年首次被应用于红细胞抗

体筛检中［１］，由于ＬＩＳＳ可以加速抗原抗体结合速率，具有重要

的临床应用推广价值，但国内有关ＬＩＳＳ液在临床输血相关实

验中的具体应用实践性报道并不多见，为了让ＬＩＳＳ在临床输

血相关实验使用中取得最佳效果，本文对其技术细节做相应探

索性研究，现报道如下。

１　材料与方法

１．１　材料与仪器　上海血液中心国家参比实验室的人源抗Ｄ

抗体（ＩｇＧ型批号２０１２０８２３），上海血液生物医药有限公司生

产的多特异抗人球蛋白试剂（批号２０１２０２２８）、Ｄ抗原阳性的

筛选谱细胞（批号２０１３０３１５）、聚凝胺试剂（批号２０１２０５２４），微

柱凝胶卡购自瑞士达亚美公司（批号５０５３１．７４．１１），凝胶卡温

浴和专用离心机为瑞士达亚美公司产品，离心机为日本久保田

公司产品。

１．２　方法

１．２．１　人源抗Ｄ血清的标准化　取试管８支，分别标注２、４、

８、１６、３２、６４、１２８和２５６，首先在每支试管中加入新鲜的 ＡＢ血

清１００μＬ，再取１００μＬ人源抗Ｄ血清加入到第１个玻璃试管

中，充分混匀后吸取１００μＬ至下一试管中，至３２倍稀释管后

更换枪头以避免样本的携带污染，如此依次进行倍比稀释至最

后１管后吸取１００μＬ弃去。然后在上述每个试管中加入Ｄ抗

原阳性的Ⅱ号筛选细胞５０μＬ，混匀后加入２滴ＬＩＳＳ液放置

３７℃水浴箱温浴１０ｍｉｎ取出后３次洗涤扣干，加入１滴多特

异抗人球蛋白试剂摇匀后３４００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｓ观察并记录

凝集结果，选择最先出现“２＋”凝集强度的稀释比例作为后续

试验的工作液。

１．２．２　聚凝胺试验中ＬＩＳＳ液加入量的研究　取试管１０支，

分别标注编号１～１０，在每支试管中分别加入１００μＬ标化的

经献血员ＡＢ血清和Ⅱ号筛选Ｄ抗原阳性的谱细胞５０μＬ，１

～１０号试管中分别加入ＬＩＳＳ液量为０、１、２、３、５、８、１０、１２、１５、

２０滴（每滴约５０μＬ），室温放置１ｍｉｎ后加入２滴聚凝胺轻轻

摇匀后３４００ｒ／ｍｉｎ离心６０ｓ，然后倒掉上清但不扣干轻摇试

管确保每个试管中的细胞聚集成细胞扣且摇动不能完全散开

后再在每个试管中加入重悬液１滴，轻摇１ｍｉｎ观察并记录凝

集结果。

１．２．３　ＬＩＳＳ液在间接抗人球蛋白试验（ＩＡＴ）中的应用　取

试管１２支分成２排分别标注１２０、６０、３０、１０、５、０ｍｉｎ，最先在

１２０ｍｉｎ管中加入１００μＬ上述标化抗Ｄ血清和５０μＬⅡ号筛

选Ｄ抗原阳性的谱细胞，其中一管加入２滴ＬＩＳＳ液另一管不

加ＬＩＳＳ摇匀后分别放入３７℃水浴箱温浴１２０、６０、３０、１０、５、０

ｍｉｎ，使６组试管的在同一时刻到达各自的温浴时间，一同用生

理盐水进行３次洗涤扣干后加入多特异抗人球蛋白试剂１滴，

离心摇匀后观察并记录各个温浴时间点加 ＬＩＳＳ液和不加

ＬＩＳＳ液所对应的凝集强度。可以得出不同温浴时间对抗体致

敏细胞的影响，同时也可以比较相同的温浴时间ＬＩＳＳ加入后

对抗体致敏细胞效率的影响。

１．２．４　ＬＩＳＳ液在微柱凝胶卡检测中的应用　将人源ＩｇＧ抗

Ｄ血清从稀释度１２８稀释到稀释度４０９６，共６个稀释度备用，

再取一新鲜Ｏ型Ｄ抗原阳性的红细胞献血员标本３次洗涤后

取压积红细胞分别用生理盐水和ＬＩＳＳ液配制为３％的红悬液

备用。取３张凝胶卡每孔下面分别标注“１２８～４０９６”再编号

１、２、３。在１号凝胶卡的每孔加入２０μＬ３％盐水稀释的红细

胞悬液，再分别加入４０μＬ相应稀释度的抗Ｄ血清；在２号凝

胶卡的每孔分别加入２０μＬ３％ＬＩＳＳ液稀释的红细胞悬液，再

分别加入４０μＬ相应稀释度的抗 Ｄ血清；３号凝胶卡同１号

卡，但在每孔中在追加１滴５０μＬ的ＬＩＳＳ液。将３张凝胶卡

一同孵育１５ｍｉｎ后离心观察结果。

２　结　　果

２．１　筛选细胞分别与２、４、８、１６、３２、６４倍稀释的抗Ｄ血清反

应的凝集强度依次为：４＋、４＋、４＋、２＋、１＋、１＋ｗ（ｗ表示弱，

强度介于该强度等级和下一级凝集强度之间）。可见１∶１６的

抗体稀释度反应强度为“２＋”，在进行下一步的试验时可以获

得更大的凝集强度改变范围。因此ＩｇＧ类人源抗Ｄ抗体的浓

度选择１∶１６作为最佳的稀释比例来进行后续的相关试验。

２．２　选择标化的抗Ｄ血清与抗原进行聚凝胺介质中抗原抗

体反应，通过向反应体系中加入不同量的ＬＩＳＳ液观察试验的

凝集强度，本研究中聚凝胺试验中ＬＩＳＳ液的加入量至少应为

５滴，才能取得最佳的试验效果。

２．３　将２份６管１００μＬ标化血清加入５０μＬ的标准红细胞

悬液分别进行加入２滴ＬＩＳＳ和不加ＬＩＳＳ的抗人球蛋白试验，
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然后分别在３７℃水浴箱中孵育１２０、６０、３０、１０、５、０ｍｉｎ，使其

终点时间一致，一同取出后经３次洗涤，加入多特异抗人球蛋

白试剂，离心后观察结果，结果见表１。实验结果显示ＬＩＳＳ可

以明显加快抗体致敏到细胞表面的速度，加入ＬＩＳＳ１０ｍｉｎ的

致敏效果和不加ＬＩＳＳ状态下的６０ｍｉｎ的致敏效果相当；在６０

ｍｉｎ内抗体的致敏量随时间的推移而增加，但超过６０ｍｉｎ后

抗体的致敏量并不随时间的增加而增加，反而有减少的趋势。

表１　　ＩＡＴ在ＬＩＳＳ介质和盐水介质中不同孵育

　　　时间点的凝集强度

编号 温浴时间（ｍｉｎ） ＬＩＳＳ介质凝集强度 盐水介质凝集强度

１ １２０ ２＋ｓ ２＋

２ ６０ ４＋ ２＋ｓ

３ ３０ ３＋ ２＋

４ １０ ２＋ｓ １＋ｓ

５ ５ ２＋ １＋

６ ０ １＋ ＋

：ｓ表示强，强度介于该强度等级和上一级凝集强度之间。

２．４　将上述工作液再进一步稀释至１２８～４０９６比例，分别各

取４０μＬ与２０μＬ盐水配制的３％红细胞悬液（１号卡）、ＬＩＳＳ

配制的３％红细胞悬液（２号卡）以及同１号卡操作相同再追加

１滴ＬＩＳＳ（３号卡）在微柱凝胶介质反应，经孵育、离心后观察

结果，各个卡每孔的凝集强度结果见表２。用生理盐水配制的

红细胞悬液和用ＬＩＳＳ配制的红细胞悬液在与各个稀释度的抗

Ｄ血清反应强度相比敏感度略低，但两者均低于用生理盐水配

制的红细胞悬液与抗Ｄ反应的基础上再追加１滴ＬＩＳＳ的反

应模式，提示该模式可以有效提高抗Ｄ抗体的检测敏感性。

表２　　在盐水稀释红细胞、ＬＩＳＳ稀释红细胞、盐水稀释红细胞

再追加ＬＩＳＳ模式下的微柱凝胶试验结果比较

稀释度 １号卡凝集强度 ２号凝胶卡凝集强度３号凝胶卡凝集强度

１２８ ３＋ ３＋ ４＋

２５６ ２＋ｓ ２＋ｓ ４＋

５１２ ２＋ ２＋ｓ ３＋

１０２４ １＋ｓ ２＋ ２＋ｓ

２０４８ １＋ １＋ｓ ２＋

４０９６ － ± １＋

　　：ｓ表示强，强度介于该强度等级和上一级凝集强度之间。

３　讨　　论

目前认为当抗原抗体的凝集反应发生在等渗生理盐水介

质中时，红细胞混悬于等渗盐水中，由于细胞膜上有唾液酸中

的羧基离子而带负电，此负电荷形成的排斥力 （Ｚｅｔａ电位）使

单个红细胞之间保持一定距离，ＬＩＳＳ可以降低介质的离子强

度，从而可降低Ｚｅｔａ电位，使抗原抗体的结合速度加快
［２］。不

同的实验室所选用的试验方法有所不同，但主要的试验方法有

聚凝胺法、抗人球蛋白方法以及微柱凝胶法等。本次试验证实

在上述的３种试验方法中ＬＩＳＳ的引入都改变了原方法学在红

细胞抗体检测和交叉配血的效率。

聚凝胺法可检测ＩｇＧ和ＩｇＭ抗体，不需要特殊设备，操作

简便、快捷，成本低廉，在各级医院都有广泛应用［３］。在聚凝胺

试验中，通过加入不同量的ＬＩＳＳ可以引起不同的抗原抗体结

合速率，但加入量至少为５滴，ＬＩＳＳ的量过少可能会造成某些

低效价抗体的漏检，ＬＩＳＳ量过多则会造成浪费，本次试验结果

提示当血清抗体的效价较低时适当提高ＬＩＳＳ的加入量可以提

高低效价抗体的检出率，在常规进行聚凝胺试验中选择５～１０

滴的ＬＩＳＳ加入量基本可以取得较为满意的结果。在抗人球试

验中，每个试管加入２滴ＬＩＳＳ可以大大提高红细胞抗体的检

测效率，可以大大缩短红细胞抗体的检测时间，但是通过孵育

时间梯度试验证实，在进行抗人球蛋白试验时无论是传统的

ＩＡＴ还是加入２滴ＬＩＳＳ试剂的改良ＩＡＴ孵育时间都不要超

过６０ｍｉｎ，否则孵育时间过长反而会干扰抗体致敏到红细胞

上，导致已经结合到红细胞上的抗体又重新游离到反应溶液

中。由于微柱凝胶方法的敏感性较高，易于结果判断，越来越

多的临床输血实验室选择该方法进行临床输血相关检测［４５］。

在微柱凝胶试验中，在２～３＋的凝集强度下基本一致，弱凝集

如±和１＋ｗ，用盐水稀释的红悬液和ＬＩＳＳ液稀释的红悬液要

相差一个凝集强度，另外改变ＬＩＳＳ的加入方式即加入用盐水

稀释红细胞后再追加１滴ＬＩＳＳ液，最终凝集强度均强于用

ＬＩＳＳ液稀释红细胞的凝集强度，这样不仅可以节约ＬＩＳＳ液的

用量，同时还有利于检测出低效价的抗体。不仅如此，国内学

者还把ＬＩＳＳ液应用到ＡＢＯ血型反应型实验中均取得理想的

实验结果［６８］，目前国内外市场上ＬＩＳＳ液的生产厂家很多，国

外对比研究结果表明不同ＬＩＳＳ产品性能各异，其中电导率是

其重要的技术参数［９］，英国输血服务指南中规定低离子介质的

电导率可接受范围是（３．７±０．３）ｍＳｃｍ。

从上述实验结果可以看出ＬＩＳＳ液在临床输血实验的各个

方法学中都可以提升检测效率，不同的方法学ＬＩＳＳ的使用方

法又有不同，因此实验室在使用ＬＩＳＳ液时应根据不同方法学

选择最佳的ＬＩＳＳ的使用方式。
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