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　　摘　要：目的　了解新生儿ＡＢＯ正反定型符合率，研究提高新生儿血型测定准确性的方法。方法　用传统试管法检测当地

新生儿ＡＢＯ血型，以微柱凝胶卡和改良试管法、增强剂法及常规试管法、纸片法、微板法、聚凝胺法等７种方法检测抗Ａ、抗Ｂ、

抗Ｄ抗体的效价，并进行新生儿血型检测比较。结果　新生儿ＡＢＯ正反定型符合率为８３％（９１３／１１００）；检测１５份抗Ａ、抗Ｂ、

抗Ｄ抗体的效价，敏感性最高是改良试管法和增强剂法，最差的是纸片法，新生儿标本检测结果类似。结论　ＡＢＯ正反定型应

增加血浆（血清）量并延长孵育时间或选用增强剂，从而提高新生儿血型检测的准确性。
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　　人类 ＡＢＯ和Ｒｈ血型的正确检测，是保证输血安全的首

要和必要条件。输血或换血技术是新生儿抢救与治疗的重要

措施，临床上新生儿患者输血后产生溶血性输血不良反应的发

生率相对较高，提示新生儿血型的正确鉴定的重要性。血型血

清学试验检测方法有多种，常见有盐水试管法、纸片法、微板法

以及近些年正在推广的新技术———微柱凝胶卡法，国内曾有文

献对新生儿 ＡＢＯ血型检测结果做过简单分析
［１］。本课题组

研制出一种国内尚未报道的抗原抗体反应增强剂，可提高新生

儿血型检测试验的敏感性和准确性，现将相关研究报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　２０１３年１～１２月来源于中山火炬开发区医

院及其他医院的新生儿脐带血或静脉ＥＤＴＡＫ２ 抗凝血标本。

１．２　试剂　抗Ａ、抗Ｂ及抗Ｄ抗体（均为单克隆抗体）由北京

金豪制药股份有限公司和上海血液生物医药有限责任公司生

产，ＡＢＯ正定型、Ｒｈ（Ｄ）血型检测及中性和抗球蛋白凝胶卡

（戴安娜）来自西班牙Ｇｒｉｆｏｌｓ公司；ＡＢＯ试剂红细胞来自上海

血液生物医药有限责任公司和长春博德生物技术有限责任公

司；聚凝胺试剂盒由珠海贝索生物技术有限公司提供，试剂均

有国家批准文号并在有效期内。抗原抗体反应增强剂，由本课

题组自主研制，它是一种新的改良聚凝胺介质，其主要成分是

聚凝胺和鱼精蛋白、氯化钠，专用于新生儿标本血型检测，旨在

提高试验敏感性［２］。

１．３　主要器材　标本和试剂加样，使用瑞士 Ｈａｍｉｌｔｏｎ公司

ＳＴＡＲ全自动加样仪及芬兰Ｌａｂｓｙｓｔｅｍｓ公司Ｆｉｎｎｐｉｐｅｔｔｅ牌加

样器；离心机，试管法为日本久保田 ＫＡ２２００型，微量板采用

德国贺氏（Ｒｏｔｉｎａ３５），凝胶卡使用戴安娜专用离心机；微量板

混匀使用德国 Ｈｅｉｄｏｌｐｈ振荡仪（Ｔｉｔｒａｍａｘ１０１）；９６孔 Ｕ型底

微量塑料板由深圳市金灿华实业有限公司生产，微孔最大容量

为３５０μＬ，１２ｍｍ×７５ｍｍ普通玻璃试管为国产，血型卡纸由

长春博德生物技术有限责任公司生产。

１．４　方法

１．４．１　试管和纸片法、聚凝胺、凝胶卡操作 ＡＢＯ正定型和Ｒｈ

定型参照试剂说明书进行，ＡＢＯ反定型为５０μＬ试剂红细胞

与新生儿５０μＬ血浆等量混匀，离心，肉眼或低倍镜观察结果。

改良试管法：将传统试管法血清（血浆）用量４倍，同时红细胞

与血清（血浆）孵育时间延长到６～１０ｍｉｎ。

１．４．２　微量板法　３０μＬ试剂（标本）红细胞与３０μＬ血浆

（试剂）混合，振荡仪上混匀后１０００ｒ／ｍｉｎ离心１ｍｉｎ，观察

结果。

１．４．３　增强剂法　在常规试管法上改进，红细胞与血清及增

强剂等量混匀，其他操作同上。

１．４．４　各种方法所需的红细胞浓度　纸片法为１０．０％，凝胶

卡用０．８％～１．０％，试管和微量板等其他方法用４．０％。

１．５　抗体效价测定　将 ＡＢＯ和Ｒｈ抗体用生理盐水倍比稀
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释，与对应抗原为阳性的试剂红细胞反应，测其效价，以最高稀

释度且凝集为１＋及以上者为效价终点。同时用该试剂红细

胞与ＡＢ型献血者血清反应，作为阴性对照试验。

１．６　红细胞凝集强度计分标准　采用 Ｗａｒｓｈ方法：４＋（８

分）、３＋（６分）、２＋（４分）、１＋（２分）、Ｗ＋（１分）、０（０分）。

１．７　统计学处理　利用ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行分析，采取狋

检验进行组间比较，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　中山地区新生儿ＡＢＯ正反定型结果比较　采用传统试

管法，对１１００例新生儿血液标本进行ＡＢＯ血型检测，结果有

９１３例正反定型一致，正反定型符合率８３％。

２．２　凝胶卡、改良法等与传统方法的敏感性比较　随机选择

一批献血者血浆和市售ＩｇＭ抗Ｄ抗体，合计１５份作为待检标

本，其中，抗Ａ、抗Ｂ抗体各６份，抗Ｄ抗体３份，分别用凝胶

卡和改良试管、增强剂及常规试管、纸片、微板、聚凝胺，检测这

些标本中抗Ａ、抗Ｂ、抗Ｄ抗体的效价并进行统计，结果显示

敏感性（凝集强度积分）最高的是增强剂法和改良试管法（均为

３７），凝胶卡法略低（３３），其次是聚凝胺法（３０）、试管法（２９）、微

板法（２８），最差的是纸片法（２３），阴性对照试验均符合；改良试

管法与增强剂和凝胶卡法比较，差异无统计学意义（犘＞

０．０５），与聚凝胺法、试管法、微板法、纸片法比较，差异均有统

计学意义（犘＜０．０５）。

２．３　新生儿红细胞抗原检测比较　随机选择１００份新生儿标

本，采用凝胶卡和改良试管法、增强剂法及常规试管法、纸片

法、微板法、聚凝胺法，平行检测其红细胞ＡＢＯ、Ｒｈ（Ｄ）上的血

型抗原，若以改良试管法作为标准，则 ＡＢＯ血型正确率由高

到低分别是增强剂１００％（１００／１００）、凝胶卡９４％（９４／１００）、试

管８６％（８６／１００）、微板８５％（８５／１００）、纸片３８％（３８／１００），聚

凝胺正定型出现较多假阳性反应而失去统计意义，Ｒｈ（Ｄ）血型

所有方法正确率均为１００％（１００／１００）。

２．４　新生儿血浆抗体检测比较　仍选择上述１００份新生儿标

本，采用凝胶卡和改良试管法、增强剂法及常规试管法、纸片

法、微板法、聚凝胺法，平行检测其血浆中 ＡＢＯ抗体（ＡＢＯ反

定型），结果，若以改良试管法作为标准，ＡＢＯ血型正确率分别

是增强剂１００％（１００／１００）、凝胶卡９２％（９２／１００）、试管８２％

（８２／１００）、微板８１％（８１／１００）、聚凝胺８１％（８１／１００）、纸片

３７％（３７／１００）。

２．５　新生儿出生半个月内ＡＢＯ血型检测结果　选择４０例新

生儿，分别于出生后第１～１６天，每隔３ｄ采集微量血液标本，

共采集６次，用凝胶卡进行正反定型（标本和试剂均取半量），

结果，新生儿 ＡＢＯ 血型正反定型符合率分别为４７．５％、

５２．５％、５７．５％、６２．５％、６５．０％、７２．５％；新生儿标本中 ＡＢＯ

抗体效价分别为４２．５％、５０．０％、５２．５％、５７．５％、６０．０％、

７５．０％，与ＡＢＯ正反定型符合率呈正相关。

２．６　脐带血检测　取２２０份脐带血，同时采集对应新生儿血

标本，分别以凝胶卡和改良试管法及常规试管法进行ＡＢＯ、Ｒｈ

（Ｄ）血型检测，结果表明，无论是红细胞上ＡＢＯ、Ｒｈ（Ｄ）抗原检

测，还是血浆中 ＡＢＯ抗体检测，三种方法的脐带血和新生儿

血标本检测结果均一致。用抗球蛋白凝胶卡进行直接抗球蛋

白试验（ＤＡＴ），结果上述２２０份脐带血和对应新生儿血标本

结果均一致，凡诊断为新生儿溶血病的患儿，其标本ＤＡＴ结

果均为阳性。

３　讨　　论

新生儿血型检测的准确性一直是实验室工作难点和重点，

所以有研究人员利用分子生物学技术聚合酶链反应（ＰＣＲ）进

行红细胞抗原（正定型）ＤＮＡ基因分型
［１］，极大地提高了试验

敏感性。鉴于血型ＰＣＲ技术成本高操作麻烦，尚未普及，所以

本文研究仍以血型血清学试验为主。当新生儿血液中含有来

自通过胎盘的母亲ＩｇＧ抗Ａ（Ｂ），其 ＡＢＯ反定型也会受到干

扰———假阳性反应。但有学者认为导致新生儿血型鉴定正反

定型一致的抗体主要为ＩｇＧ类
［３］，似乎与常规理论相反，原因

待研究。

此次研究显示，ＡＢＯ正反定型符合率，中山地区新生儿为

８３％，与天津刘兰婷等
［１］报道的５６．９２％和北京吴涛等

［４］报道

的４６．９１％差距较大，但与南宁钟月华
［５］报道的７０．９％～

７３．３％和深圳雷厉等
［６］报道的８４．２％接近，这些数据差异较

大可能与试验方法和新生儿出生日期不同有关。本研究表明，

近一半新生儿出生时血液中已含有 ＡＢＯ抗体，其 ＡＢＯ血型

正反定型符合率和新生儿标本中 ＡＢＯ抗体随着出生日期增

加呈逐渐递增趋势，这与赵媛等［７］的研究结果类似。研究中还

发现，新生儿出生时Ｒｈ（Ｄ）抗原已成熟，任何常规方法均可检

出，但由于一些标本ＡＢＯ抗原或抗体弱在常规试管法和纸片

法中有漏检。李萌等［８］的研究表明，婴幼儿６个月以后仍有部

分弱抗体不易检出。吴涛等［９］发现，ＡＢＯ抗原抗体的产生与

胎龄有关。这次血型抗体效价检测表明敏感性最高的是增强

剂法和改良试管法，正定型抗Ａ、抗Ｂ抗体商品试剂中含有添

加剂（维持稳定提高活性）干扰聚凝胺试验，所以这种传统聚凝

胺法不可用于ＡＢＯ正定型。本文脐带血的应用研究显示，脐

带血可替代外周血用于新生儿ＡＢＯ、Ｒｈ（Ｄ）血型检测和ＤＡＴ，

这与黎海澜等［１０］的研究结果一致。由于脐带血容易采集，且

避免了对新生儿的伤害，避免了不必要的医患矛盾，值得推广。

综上所述，提高新生儿 ＡＢＯ血型检测准确性的关键是提

高试验敏感性，纸片法敏感性太低完全不能用于新生儿血型

检测。
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