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ＶｉｔＣ、ＫＣｌ及止血敏对３种交叉配血方法的影响探讨
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　　摘　要：目的　了解药物维生素Ｃ（ＶｉｔＣ）、氯化钾（ＫＣｌ）及止血敏对盐水介质、微柱凝胶配血法的影响，并与凝聚胺配血法对

比。方法　分别在含与不含有特异性抗体两种条件下，加入ＫＣＩ注射液、酚磺乙胺（止血敏）注射液、ＶｉｔＣ注射液、生理盐水，与相

应红细胞进行免疫学反应。观察３种药物对不同介质配血方法的影响。结果　低浓度的ＶｉｔＣ、ＫＣｌ不影响凝聚胺介质配血，止血

敏令试验产生假凝集；高浓度的３种药物可导致试验失败。盐水介质法检测敏感性略低，ＶｉｔＣ、ＫＣｌ对试验的影响不明显，而ＫＣｌ

组随着抗体被稀释，凝集强度减弱甚至于消失。结论　３种药物对微柱凝胶配血法均有影响，尤其受ＫＣｌ影响较大。
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　　交叉配血试验（ＣＭＴ）是临床安全输血的重要保证，盐水

介质法、凝聚胺介质法及微柱凝胶法是当前常用的３种配血方

法。有文献［１］报道药物维生素Ｃ（ＶｉｔＣ）、氯化钾（ＫＣｌ）及止血

敏可干扰凝聚胺交叉配血试验，这些药物对盐水法及微柱凝胶

配血法的影响尚未见报导，为了解这３种临床常见药物对盐水

介质、微柱凝胶配血法的影响，并与凝聚胺配血法对比，本文在

此进行探讨。

１　材料与方法

１．１　材料　ＶｉｔＣ注射液０．５ｇ／２ｍＬ；ＫＣＩ注射液１ｇ／１０ｍＬ；

酚磺乙胺（止血敏）注射液０．５ｇ／２ｍＬ；新鲜受血者及供血者

血标本；生理盐水、珠海贝索凝聚胺试剂盒、长春博迅微柱凝胶

卡、微柱凝胶专用离心机、Ｘ５血库离心机。

１．２　方法

１．２．１　不含特异性抗体　以ＫＣｌ注射液、酚磺乙胺（止血敏）

注射液、ＶｉｔＣ注射液、生理盐水（以下简称４种溶液）分别代替

血清，与红细胞进行免疫学反应。一共４组，每组试管５支，每

支试管内先加入１００μＬＡ（＋）或Ｂ（＋）１％红细胞，再分别加

入１００、２００、３００、４００、５００μＬ相应的溶液，１、２、３、４组依次为

ＫＣｌ、酚磺乙胺（止血敏）、ＶｉｔＣ、生理盐水。混匀后，各取１００

ｕＬ加入微柱凝胶卡（空白介质），专用离心机离心５ｍｉｎ，观察

结果；另取４组试管，将红细胞浓度改为３％，再分别加入１００、

２００、３００、４００、５００μＬ相应的溶液，混匀，离心１０００ｒ／ｍｉｎ，先

肉眼观察，再混匀后取少量通过显微镜观察，记录为盐水介质

法结果；试管内余下液体，先加低离子液０．６ｍＬ，２滴凝聚胺，

混匀后３４００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｓ，去上清液，先肉眼观察有无凝

集，无凝块的直接记录结果，有凝块的再加２滴解聚液，摇匀

６０ｓ内显微镜观察，记为凝聚胺结果。实验重复３次。

１．２．２　含特异性抗体　以４种溶液分别倍比稀释含相应抗体

的血清，与相应抗原的红细胞进行免疫学反应。一共４组，每

组试管８支，依次为ＫＣｌ、酚磺乙胺（止血敏）、ＶｉｔＣ、生理盐水。

本次试验选用含抗Ａ血清与Ａ抗原红细胞为例，将抗Ａ血清

分别以相应的４种稀释液进行１∶１、１∶２、１∶３、１∶４、１∶５、１

∶６、１∶７、１∶８倍稀释，各取稀释后的液体５０μＬ加入微柱凝

胶卡（空白介质），再加入Ａ（＋）１％红细胞５０μＬ，专用离心机

离心５ｍｉｎ，观察结果；另取８支试管，编号后分别加入稀释好

的血清１００μＬ，每管另分别加入 Ａ（＋）３％红细胞１００μＬ，直

接１０００ｒ／ｍｉｎ离心１ｍｉｎ，先肉眼观察，再混匀后取少量通过

显微镜观察，记录结果；试管内余下液体，先加低离子液０．６

ｍＬ，２滴凝聚胺，混匀后３４００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｓ，去上清液，先肉

眼观察有无凝集，无凝块的直接记录结果，有凝块的再加２滴

解聚液，摇匀６０ｓ内显微镜观察结果。实验重复３次。

２　结　　果

２．１　不含特异性抗体　微柱凝胶法：生理盐水组全部为阴性，

ＫＣｌ、酚磺乙胺（止血敏）、ＶｉｔＣ组全部为阳性凝集强度为±～１

＋。盐水介质法：４组镜下均无凝集，酚磺乙胺（止血敏）组红

细胞形态为小圆球，其他组均为典型两面凹的红细胞形态。凝
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聚胺介质法：ＫＣｌ、酚磺乙胺（止血敏）、ＶｉｔＣ组的前１～３管加

入低离子溶液及凝聚胺后可见红细胞非特异性凝集，第４～５

管均无凝集，取前１～３管加入解聚液后，ＫＣＬ与 ＶｉｔＣ组非特

异性凝集消失，酚磺乙胺（止血敏）组凝集不能消失，镜下可见

小块凝集，为少量红细胞周围包裹有类似结晶样物质。生理盐

水组加入低离子液及凝聚胺有非特异性凝集，加入解聚液后凝

集消失。

２．２　含特异性抗体　微柱凝胶法：全部为阳性，其中 ＫＣＬ组

凝集强度为１＋，酚磺乙胺（止血敏）、ＶｉｔＣ、生理盐水组为４＋。

盐水介质法：酚磺乙胺（止血敏）、生理盐水组１～８管肉眼均可

见小凝块，ＶｉｔＣ组显微镜下均有凝集，ＫＣｌ组第１～５管显微

镜下有凝集，６～８管均无凝集，酚磺乙胺（止血敏）组红细胞形

态为小圆球，其他均为典型两面凹的红细胞形态。凝聚胺介质

法：４组液体加入低离子液及凝聚胺均有非特异性凝集，加入

解聚液后凝集不能消失，相对直接离心镜检法，各组凝集强度

均增强。

３　讨　　论

交叉配血试验是确定能否输血的重要依据，阴性表明患者

与供者血液之间没有检出不相配合的抗原抗体成分［２］。常用

检测方法有盐水介质法，凝聚胺介质法及微柱凝胶法。药物

ＶｉｔＣ、ＫＣｌ及止血敏是临床常用药物，使用过药物的患者血样

本也可能送检实验室，在检验工作人员无法预知药物存在的情

况下，了解３种药物对抗原抗体反应的影响是非常有必要的。

本次实验中，模拟了两种可能存在的情况，第一种情况，当

患者体内不含有相应红细胞特异性抗体时，理论上３种方法交

叉配血试验结果均应为无溶血、无凝集，简称为阴性。但在实

验中发现，除了盐水介质法为阴性外，３种药物对凝聚胺介质

法与微柱凝胶法均有不同程底的影响。对凝聚胺介质法的影

响，药物含量较少时，ＫＣｌ与 ＶｉｔＣ对凝聚胺法检测无影响，止

血敏有假凝集；当药物过多时，加入低离子溶液与凝聚胺后不

能产生非特异性凝集，使聚凝胺法实验失败。对微柱凝胶法影

响较大，虽然不含相应特异性抗体，全部会产生微弱或１＋的

凝集。

另一种可能情况下，如果患者体内存在相应红细胞特异性

抗体，本研究发现凝聚胺介质交叉配血法不受药物影响。但是

对盐水法与微柱凝胶法有影响，在盐水介质法中，生理盐水组、

止血敏组、ＶｉｔＣ组均有凝集，区别在于凝集强度略有差异；生

理盐水组与止血敏组有肉眼可见凝集，ＶｉｔＣ组只可见镜下凝

集；而ＫＣｌ组随着抗体被稀释，凝集强度减弱甚至于消失。微

柱凝胶法中生理盐水组、止血敏组、ＶｉｔＣ组均有４＋凝集，ＫＣｌ

组凝集强度为１＋。

探讨出现这些反应差异的原因，首先需要了解３种交叉配

血方法的实质。交叉配血本质是凝集反应，其中盐水介质主要

检测ＩｇＭ类抗体，多见于 ＡＢＯ血型不合。操作简单、不需要

特殊试剂，但是不能有效地防止免疫性溶血和非溶血性输血反

应的发生［３］。本研究亦发现有特异性抗体存的条件下，盐水法

的凝集强度较凝聚胺方法低。

凝聚胺介质配血法利用低离子介质与凝聚胺试剂，可以同

时检出ＩｇＭ 与ＩｇＧ两种性质的抗体，包括可引起溶血性输血

反应的绝大多数抗体。缺点在于检测Ｋｅｌｌ抗体缺乏足够的敏

感性［４］，偶有漏检可能无重要临床意义时ＩｇＭ抗体
［５］，结果观

察带有一定主观性［６］，肝素降低反应敏感度［７］，止血敏、高浓

度ＫＣｌ和ＶｉｔＣ可阻止红细胞与特异性抗体结合等。本次试

验亦发现加入过多量的药物会使凝聚胺试验失败，与田建

良［８］，林庆芳等［１］报道相同。分析原因应是 ＫＣＬ、ＶｉｔＣ、止血

敏药物在水溶液中带有负电荷，能使红细胞的Ｚｅｔｅ电位上升，

增加红细胞之间的排斥力［９］，但林庆芳等［１］报道使用过量的凝

聚胺可以消除药物的影响。本实验室也曾遇１例凝聚胺配血

与微柱凝胶配血法明显不符的标本，后经临床用药分析并结合

加入过量凝聚胺试验证实，为使用大量止血药物所致。同时，

本研究发现无特异性抗体存在条件下，止血敏组加解聚液后非

特异性凝集不能消失，通过显微镜高倍镜下观察，为少量红细

胞周围包裹有类似结晶样物质，且红细胞形态变为圆球形，推

测与止血敏致血小板聚集作用相关，而红细胞形态的变化未见

其他类似报导，尚不能确定止血敏在人体是否会导致同样的红

细胞变化。另一方面，当含特异性抗体时，如果药液量浓度不

高，实验有效的情况下，凝聚胺介质法凝集强度较盐水法明显，

说明凝聚胺介质方法敏感性是优于盐水介质配血法的。

微柱凝胶是在凝胶介质中让红细胞抗原与相应抗体结合，

通过调节凝胶的浓度来控制凝胶间隙的大小，只允许游离的红

细胞通过，再通过离心作用，从而区分凝集与未凝集红细胞
［１０］。交叉配血的凝胶卡通常含有抗球蛋白试剂，能同时检测

ＩｇＭ 与ＩｇＧ两种性质的抗体。在交叉配血试验中，对不规则

抗体的检测有很大的优势［１１］。微柱凝胶法要优于凝聚胺

法［１２］。但是试验受红细胞悬液浓度、纤维蛋白、细菌污染、红

细胞膜因素等影响［１０］。本研究中，在不含特异性抗体时，除生

理盐水外，含其他药物的凝胶卡中均出现弱凝集，可以得出结

论：（１）弱凝集的出现与３种药物导致溶液渗透压改变相关；

（２）微柱凝胶卡对红细胞的要求比较高，不新鲜、保存不当或其

他原因导致红细胞膜破坏的血样均会影响微柱凝胶法的结果。

本研究的另一个发现是，ＫＣｌ溶液可以减弱抗原抗体在凝胶中

的结合，推测与ＫＣｌ改变了溶液的离子强度有关。

综上所述，低浓度的 ＶｉｔＣ、ＫＣｌ不影响凝聚胺介质配血，

止血敏令试验产生假凝集；高浓度的３种药物可导致试验失

败。盐水介质法检测敏感性较其他两种方法略低，ＶｉｔＣ、ＫＣｌ

对结果的影响不明显，而ＫＣｌ组随着抗体被稀释，凝集强度减

弱甚至于消失。３种药物对微柱凝胶配血法均有影响，尤其受

ＫＣｌ影响较大。

本研究设计只是模拟两种可能的药物存在方式，而人体是

一个复杂的大环境，药物在体内的代谢也是一个复杂的过程，

通过此设计只能简单了解药物对交叉配血试验的某些影响，特

定情况还得结合临床具体分析。
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中，加入１００μＬ乙腈，混匀３０ｓ，然后置于－４℃１０ｍｉｎ，在高

速冷冻离心机上以１３０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，离心结束取出静

置２０ｍｉｎ，移取１０μＬ样品上清液，按照标准品标准操作步骤

进行衍生化处理。

２　结　　果

２．１　标准品分离图谱　１７种氨基酸标准品完全分离，峰型比

较对称，基本上没有杂峰干扰，说明在此条件下能够得到良好

的分离，色谱图见图３（见《国际检验医学杂志》网站主页“论文

附件”）。

２．２　血清样品分离图谱　血清样品中氨基酸完全分离，有部

分峰有干扰，但对于目标峰来说没有影响，血清中１７种氨基酸

对应的色谱图见图４（见《国际检验医学杂志》网站主页“论文

附件”）。

２．３　精密度试验　取健康人血清样品从衍生反应开始重复

１０次，以外标法定量测定各氨基酸浓度，批内精密度范围为

２．８１％～７．３５％；一日内分６批测定，计算批间精密度，范围为

７．４４％～１５．４０％。结果见表２。

表２　　精密度试验结果

氨基酸
批内

ｘ ｓ 犆犞％

批间

ｘ ｓ 犆犞％

Ｈｉｓ ３．２１ ０．１１ ３．４０ １．６９ ０．１３ ７．９１

Ｓｅｒ ９．４６ ０．２７ ２．８１ ８．４４ ０．９７ １１．４８

Ａｒｇ ７．５０ ０．３４ ４．５５ ７．４９ ０．８６ １１．５０

Ｇｌｙ １７．５３ １．０７ ６．１１ １２．４４ １．３８ １１．１２

Ａｓｐ １．８１ ０．１０ ５．４０ １．４８ ０．２３ １５．４０

Ｇｌｕ ９．１１ ０．５２ ５．７６ ８．１２ １．０７ １３．２１

Ｔｈｒ ７．６７ ０．３２ ４．１３ ７．２３ ０．８２ １１．３３

Ａｌａ ３２．３３ １．８２ ５．６４ ２８．９５ ３．５６ １２．２８

Ｐｒｏ １３．００ ０．６３ ４．８４ １２．６７ １．４４ １１．３６

Ｃｙｓ ２．８６ ０．２１ ７．３５ １．４０ ０．１７ １２．４５

Ｌｙｓ １１．１５ ０．６３ ５．６７ １１．２７ ０．９９ ８．７７

Ｔｙｒ ４．７４ ０．２０ ４．１７ ４．２３ ０．５４ １２．７７

Ｍｅｔ １．３７ ０．０６ ４．３５ １．６４ ０．２０ １２．２７

Ｖａｌ １７．２２ ０．７１ ４．１０ １６．８９ １．５４ ９．１２

Ｉｌｅ ４．４７ ０．１７ ３．７９ ４．４６ ０．３４ ７．５１

Ｌｅｕ ９．１２ ０．３４ ３．７１ ８．７７ ０．６５ ７．４４

Ｐｈｅ ５．８２ ０．１８ ３．１１ ５．７０ ０．４４ ７．６５

２．４　线性范围试验　按照１．２．３配制好不同浓度的标准品溶

液，以浓度为横坐标（犡），对应的峰面积为纵坐标（犢），绘制标

准曲线，１７种氨基酸的线性回归方程及相关系数见表３（见《国

际检验医学杂志》网站主页“论文附件”），在２．５～２５０μｍｏｌ／Ｌ

范围内线性良好，相关系数为０．９９６０～１．００００。平行测定６

次相对标准偏差小于３％。

３　讨　　论

血清中常见游离氨基酸有２０种，本方法所购置的标准品

是１７种混合标准液，标准品溶解在盐酸溶液中，而色氨酸在酸

性环境下易被破坏，可将色氨酸在碱性溶液中进行稀释，然后

进行衍生化处理，单独建立校正曲线。

批间精密度试验中有些氨基酸变异较大，可能与样品的保

存、衍生的温度、酸碱度等条件的变化相关，因此控制实验条件

的一致性对结果的重现性具有重要作用。针对样品本身基质

的复杂性一定要控制好其保存条件，在条件允许下，可以进行

几个不同温度下保存，对照处理，验证其结果的稳定性，以确定

最优保存条件。

目前国内外采用高效液相色谱仪分析氨基酸的方法有很

多，但大多操作繁琐，分析条件要求苛刻，且耗时较长，导致结

果报告时间很长。本文应用 ＡＱＣ柱前衍生反相超高效液相

色谱法仅用１０ｍｉｎ即可成功分离血清中１７种游离氨基酸，建

立了１７种氨基酸的定量方法。衍生化处理步骤比较简单，试

剂用量少、灵敏度高、分析时间短、基线波动小、稳定性好，是准

确、快速、稳定、可靠的氨基酸分析方法。

参考文献

［１］ ＣａｂｏｏｔｅｒＤ，ＷｕｙｔｓＢ，ＤｅｓｍｅｔＧ，ｅｔａｌ．Ｖａｒｉａｂｌｅｃｏｌｕｍｎｌｅｎｇｔｈ

ｍｅｔｈｏｄｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｓｔｒａｔｅｇｙｆｏｒａｍｉｎｏａｃｉｄａｎａｌｙｓｉｓｉｎｓｅｒｕｍ

ｓａｍｐｌｅｓｏｆｎｅｏｎａｔｅｓｗｉｔｈｍｅｔａｂｏｌｉｃｄｉｓｏｒｄｅｒｓ［Ｊ］．ＪＣｈｒｏｍａｔｏｇｒ

Ａ，２０１３，１２９２（１）：２２９２３８．

［２］ 周政华，杨元，洪君蓉，等．固相萃取离子色谱积分脉冲安培法测定

人血清中游离氨基酸［Ｊ］．分析化学研究简报，２００７，３５（７）：１０６３１０６６．

［３］ 张露蓉，江国荣．ＤＡＢＳＣｌ柱前衍生 ＲＰＨＰＬＣ法定量测定血清

中游离氨基酸［Ｊ］．苏州大学学报，２００４，２０（３）：６５７１．

［４］ 赵剑虹，杨柳桦，李永新，等．柱前衍生高效液相色谱法测定大熊

猫血清中１８种游离氨基酸［Ｊ］．分析试验室，２００７，２６（１１）：１５１９．

［５］ 边春香，孙志红，李莉，等．反相高效液相色谱法测定血清中的游

离氨基酸［Ｊ］．色谱，２００５，２３（３）：３１７．

［６］ ＴｃｈｅｒｋａｓＹＶ，ＫａｒｔｓｏｖａＬＡ，ＫｒａｓｎｏｖａＩＮ．Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆａｍｉｎｏａｃｉｄｓ

ｉｎｈｕｍａｎｓｅｒｕｍｂｙｉｓｏｃｒａｔｉｃｒｅｖｅｒｓｅｄｐｈａｓｅｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑ

ｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｗｉｔｈｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｃａｌｄｅｔｅｃｔｉｏｎ［Ｊ］．ＪＣｈｒｏｍａ

ｔｏｇｒＡ，２００１，９１３（１／２）：３０３３０８．

［７］ ＡｒｍｓｔｒｏｎｇＭ，ＪｏｎｓｃｈｅｒＫ，ＲｅｉｓｄｏｒｐｈＮＡ．Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆ２５ｕｎｄｅｒｉ

ｖａｔｉｚｅｄａｍｉｎｏａｃｉｄｓｉｎｈｕｍａｎｐｌａｓｍａｕｓｉｎｇｉｏｎｐａｉｒｉｎｇｒｅｖｅｒｓｅｄ

ｐｈａｓｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ／ｔｉｍｅｏｆｆｌｉｇｈｔ ｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ

［Ｊ］．ＲａｐｉｄＣｏｍｍｕｎＭａｓｓＳｐｅｃｔｒｏｍ，２００７，２１（１６）：２７１７２７２６．

［８］ＢｕｎｋＤＭ，ＬｏｗｅｎｔｈａｌＭＳ．Ｉｓｏｔｏｐｅｄｉｌｕｔｉｏｎｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ

ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙｆｏｒｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｍｉｎｏａｃｉｄａｎａｌｙｓｉｓ

［Ｊ］．ＭｅｔｈｏｄＭｏｌＢｉｏｌ，２０１２，８２８（１）：２９３８．

（收稿日期：２０１３１１０８）

（上接第５９５页）

　　 试验的干扰２例［Ｊ］．中国输血杂志，２００３，１６（４）：２８４．

［８］ 田建良．ＫＣＬ和 ＶｉｔＣ对凝聚胺法交叉配血试验的干扰［Ｊ］．中国

输血杂志，２００３，１６（２）：９８．

［９］ 武建．凝聚胺法交叉配血的干扰及影响［Ｊ］．临床血液学杂志，

２００８，２１（２）：９８９９．

［１０］杨世明，田榆，张勇萍，等．微柱凝胶法交叉配血试验及其影响因

素的探讨［Ｊ］．细胞与分子免疫学杂志，２００７，２３（８）：７８０７８１．

［１１］赵领军．用ＲＯＣ曲线评价纸板法凝聚胺法与微柱凝胶法在血型

抗体测定中的作用［Ｊ］．山西医药杂志，２０１０，３９（１１）：１１３７．

［１２］危艳顺，姚明．凝聚胺法、微柱凝胶法两种配血方法学评价［Ｊ］．

临床和实验医学杂志，２０１３，１２（８）：６２３６２４．

（收稿日期：２０１３１１１４）

·７９５·国际检验医学杂志２０１４年３月第３５卷第５期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｍａｒｃｈ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．５




