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　　摘　要：目的　对微柱凝胶技术和流式细胞术两种检测ＩｇＧ型抗ＡＢＯ抗体的方法进行比较。方法　以Ｏ型孕妇为实验组，

Ａ／Ｂ型孕妇作为对照组，分别用微柱凝胶技术和流式细胞术检测ＩｇＧ型抗ＡＢＯ抗体，分析实验组和对照间阳性率的差别以及两

种方法间相关性。选取不同滴度样品在不同日期进行检测以比较两种方法的重复性。结果　共收集实验组３００例，对照组３００

例。微柱凝胶技术和流式细胞的检测结果表明，实验组阳性率高于对照组，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。微柱凝胶检测和流式

细胞术检测相关系数狉狊＝０．６９４。微柱凝胶技术检测的变异系数小于流式细胞检测变异系数（犘＜０．０５）。结论　ＡＢＯ血型不合

多见于Ｏ型孕妇，流式细胞检测与微柱凝胶技术具有很好的相关性，流式细胞术重复性好于微柱凝胶技术。
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　　ＩｇＧ型ＡＢＯ血型抗体在孕期母子血型不合的情况下可以

通过胎盘进入胎儿体内，导致流产、新生儿溶血等不良妊娠结

局，测定孕妇血液中ＩｇＧ型ＡＢＯ血型抗体可以对此类结局进

行预测。抗人球蛋白实验（又称为Ｃｏｏｍｂｓ实验）是检测血清

中ＩｇＧ型抗ＡＢＯ抗体的主要方法，检测过程手工操作多，易

受到ＩｇＭ型抗体的影响，结果依赖肉眼判断，导致实验结果准

确性不高，不同实验室的检测滴度能相差４个滴度
［１２］，容易对

病情造成误判。流式细胞仪［３４］作为新兴方法，受主观因素影

响小，不受ＩｇＭ型抗体影响，在检测ＩｇＧ型抗 ＡＢＯ抗体方面

具有明显的优势，因此本研究以孕妇为研究对象，建立了流式

细胞术检测ＩｇＧ型抗ＡＢＯ抗体的方法，并与微柱凝胶技术的

检测结果进行了比较。

１　资料与方法

１．１　一般资料　以２０１１年６月至２０１３年４月间来本院就诊

的产科患者为研究对象。实验组为Ｏ型孕妇，同时采集孕妇

和丈夫血液样品，孕妇为不抗凝血液，丈夫血液为肝素抗凝标

本。对照组为Ａ／Ｂ型的孕妇，只采集孕妇标本。

１．２　检测方法　所有实验组和对照组标本均用微柱凝胶技术

和流式细胞术进行检测。

１．２．１　微柱凝胶技术检测　ＥＤＴＡ抗凝的静脉血，经过正反

血型鉴定后，然后用０．９％生理盐水洗涤３次，制成１％的红细

胞悬液。取２００μＬ孕妇血清与２００μＬ０．２ｍｏｌ／Ｌβ巯基乙醇

（华美生物工程公司）混合后，３７℃水浴孵育３０ｍｉｎ进行血清

灭活，然后向 ＤｉａｎａＣｏｏｍｂｓ卡（ＧＲＩＦＯＬＳ）微孔中加入５０μＬ

１％的红细胞悬液（实验组加入红细胞与丈夫血型一致，对照组

向Ａ型血清中加入Ｂ型红细胞，Ｂ型血清中加入Ａ型红细胞）

以及２５μＬ灭活血浆，置卡在３７℃孵育器内孵育１５ｍｉｎ后，

１１００ｒ／ｍｉｎ离心９ｍｉｎ。对于阳性结果（２＋以上），将灭活的

血清进行倍比稀释后，按照出现２＋判读滴度结果。

１．２．２　流式细胞仪测定　参照Ｐｉｎｓ等
［５］的方法进行，生理盐
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水洗涤后的红细胞（ＨＣＴ为８０％左右）混悬液用 Ｋａｒｎｏｖｓｋｙｓ

固定液（０．０４％福尔马林，０．０００５％ＣａＣｌ２，０．０５％戊二醛，

０．００２％０．１ｍｏｌ／Ｌ二甲砷酸钠缓冲液，ｐＨ＝７．４）进行４０倍

稀释后，固定２０ｍｉｎ。然后依次用含６％牛血清清蛋白（Ｓｉｇ

ｍａＡｌｄｒｉｃｈ）的ＰＢＳ洗一次、含０．６％牛血清清蛋白的ＰＢＳ洗３

次，最后制成红细胞浓度为１％的生理盐水混悬液。该混悬液

在４℃条件下保存，可使用６周。３５μＬ未稀释的血清与２５

μＬ１％的固定红细胞（实验组加入红细胞与丈夫血型一致，对

照组向Ａ型血清中加入Ｂ型红细胞，Ｂ型血清中加入 Ａ型红

细胞）４℃孵育３０ｍｉｎ，然后用３ｍＬＦＡＣＳ缓冲液（０．１％

ＢＳＡＨａｎｋｓ缓冲盐溶液）洗涤３次。然后加入１∶８００稀释的

ＦＩＴＣ标记的兔抗人ＩｇＧ抗体（ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ）１００μＬ，４℃避

光孵育１ｈ。然后在流式细胞仪上（ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ，Ｅｐｉｃｓ

ＸＬ）进行检测。根据前向角散射（ＦＳＣ）与侧向角散射（ＳＳＣ），

设定“门”使红细胞与血小板、细胞碎片区别开来。收集１００００

个细胞，进行流式细胞分析。以 ＡＢ型血清为阴性对照血清。

样品浓度计算以平均荧光强度比值（ＭＦＩＲ）表示血清中抗 Ａ／

ＢＩｇＧ型抗体的浓度，其计算方法为用样品的荧光强度几何均

值除以阴性对照的荧光强度几何均值，其比值即为 ＭＦＩＲ。

１．２．３　两种方法重复性比较　取５份标本，滴度分别为１∶

３２、１∶１２８、１∶２５６、１∶５１２和１∶１０２４。连续１０ｄ同时进行

流式细胞仪和微柱凝胶技术检测，计算其均值和标准差以及变

异系数（犆犞值），用犆犞值评价两种方法重复性。

１．３　统计学处理　实验中所得数据输入ＳＰＳＳ１５．０进行统计

分析，实验组和对照组间检测结果的比较用χ
２ 检验，微柱凝胶

技术和流式细胞检测结果间的相关性分析用Ｓｐｅａｒｍａｎ等级相

关，两种方法重复性比较用配对狋检验。

２　结　　果

２．１　研究对象一般情况　实验组共收集Ｏ型血孕妇３００份

样品，其丈夫血型Ａ型１０７份，Ｂ型１４２份，ＡＢ型４９份，孕妇

年龄为（３１．８２±４．２６）岁。对照组收集 Ａ型血样１５０份样品，

Ｂ型血样１５０份样品，孕妇年龄为（３２．８２±４．６６）岁。

２．２　微柱凝胶技术检测结果　微柱凝胶技术结果见表１，一

般认为大于１∶６４具有临床意义，因此将滴度小于１∶３２的病

例作为阴性进行χ
２ 检验。滴度大于１∶６４时，实验组阳性数

高于对照组。

２．３　流式细胞检测结果　流式细胞仪检测结果见表２。经χ
２

检验实验组和对照组不同 ＭＦＩＲ值组的发生数差异具有统计

学意义（χ
２＝６１．６２，犘＜０．０５）。将 ＭＦＩＲ值小于３作为阴性

进行χ
２ 检验，ＭＦＩＲ值大于３的组别，实验组的数量均大于对

照组（犘＜０．０１）。

表１　　ＩｇＧ型抗ＡＢＯ抗体凝集实验检测结果

组别 狀 ＜１∶３２ １∶６４ １∶１２８ １∶２５６ １∶５１２ ＞１∶１０２４

实验组［狀（％）］ ３００ ２１０（７０．００） ２９（９．６７） ２８（９．３３） １５（５．００） ９（３．００） ９（３．００）

对照组［狀（％）］ ３００ ２６７（８９．００） １４（４．６７） １０（３．３３） ６（２．００） １（０．３３） ２（０．６７）

　　：犘＜０．０１，与对照组比较。

表２　　ＩｇＧ型抗ＡＢＯ抗体流式细胞仪检测结果［狀（％）］

组别 狀 ＜３ ３～５ ５～１０ １０～２０ ２０～４０ ４０～８０ ８０～１６０ ＞１６０

实验组 ３００ １２６（４２．００） ５２（１７．３３） ３７（１２．３３） ２２（７．３３） ２５（８．３３） １９（６．３３） １５（５．００） ４（１．３３）

对照组 ３００ ２１９（７３．００） ２８（９．３３） １６（５．３３） １３（４．３３） １３（４．３３） ６（２．００） ４（１．３３） １（０．３３）

　　：犘＜０．０１，与对照组比较。

２．４　微柱凝胶技术与流式细胞检测结果的相关性分析　对流

式细胞的 ＭＦＩＲ值取ｌｏｇ值与凝集实验的的滴度进行等级相

关分析，结果如图１。Ｓｐｅａｒｍａｎ相关系数狉狊＝０．６９４，犘＜

０．０５。

图１　　微柱凝胶技术与流式细胞实验相关性分析

２．５　两种方法重复性比较　两种方法重复性比较的结果如表

３，流式细胞检测的犆犞值小于微柱凝胶技术检测，狋＝２０．０６４，

犘＜０．０５。

表３　　两种方法重复性比较

样品

编号

微柱凝胶技术

滴度（狓±狊，ｍＩＵ／ｍＬ） 犆犞值（％）

流式细胞检测

ＭＦＩＲ（狓±狊） 犆犞值（％）

１ ４１．６０±２０．２４ ４８．６５ ４．２７±０．５２ １２．２９

２ １５３．６０±７５．１２ ４８．９１ ２１．５１±１．３２ ６．１３

３ ３０７．２０±１５０．２４ ４８．９１ ６０．８４±２．３４ ３．８４

４ ６１４．４０±３００．４９ ４８．９１ ８０．１７±３．０８ ３．８５

５ ５６３．４６±５６３．４６ ５２．４０ １５８．４１±５．７１ ３．６１

３　讨　　论

抗人球蛋白实验中，微柱凝胶技术相对于试管法手工操作

少，重复性好并且敏感性高，不同实验室对相同标本检测结果

的差值要小于试管法［１，６］，被越来越多的血库和移植中心所采

用［７］。研究中用微柱凝胶技术对 Ｏ型孕妇组成的实验组和

Ａ／Ｂ型孕妇组成的对照组进行了ＩｇＧ型抗 ＡＢＯ抗体的检测，

一般认为滴度大于１∶６４具有临床意义
［８］，容易产生新生儿溶
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血，因此，将滴度小于１∶３２作为阴性，进行χ
２ 检验，结果表

明，实验组的阳性率与国内孕妇检测的结果基本一致［９］，实验

组的阳性率要高于对照组。许多研究认为，新生儿溶血容易发

生在Ｏ型血孕妇，在研究中表现为实验组阳性检出率高。

由于流式细胞技术检测ＩｇＧ型抗 ＡＢＯ抗体没有参考值

范围，在对结果进行分析时，我们先对实验组和对照组的构成

进行了统计分析，两组的检测值构成差异具有统计学意义

（犘＜０．０５）。然后，我们参照Ｓｔｕｓｓｉ等
［１０］的研究将 ＭＦＩＲ＜３

作为阴性结果，对不同检测值组别进行了分析，实验数据表明

ＭＦＩＲ＞３以上时，实验组的阳性数要明显高于对照组，差异具

有统计学意义（犘＜０．０５）。需要指明的是将 ＭＦＩＲ＜３定为参

考范围，缺少临床数据支持，在流式细胞术应用于临床时，需要

建立合适的参考值范围。

将流式细胞术和微柱凝胶技术的检测结果进行Ｓｐｅａｒｍａｎ

相关分析，两者相关系数狉ｓ＝０．６９４，犘＜０．０５，流式细胞术和

微柱凝胶技术检测间存在很好的相关性。通过图１发现，一些

样品微柱凝胶技术检测表现为高滴度，而流式细胞检测值并不

高，其原因可能是受ＩｇＭ型抗体的影响，未灭活的ＩｇＭ抗体会

导致红细胞凝集，使结果出现假阳性或检测的滴度升高［１１１２］。

而流式细胞的检测不受标本中ＩｇＭ 型抗体的影响，因此ＩｇＭ

型抗体导致的微柱凝胶检测结果阳性的标本在流式细胞检测

为阴性。在β巯基乙醇对ＩｇＭ 型抗体灭活不充分时，该情况

将更加明显。因此，在用微柱凝胶技术进行检测时，血清灭活

是影响实验准确与否的重要步骤。

在两种方法进行重复性评价的实验中，所用的试剂为同一

批次试剂，微柱凝胶检测不同日期间滴度可以相差２个滴度，

这也佐证了Ｃｏｏｍｂｓ实验结果准确性不高，不同实验室的检测

滴度能相差４个滴度
［１２］，容易对病情造成误判。在对两种方

法的犆犞值进行统计分析时，研究中采用了两种方法：一种是

用原始值求均值和标准差然后计算犆犞值的方法，结果见表３；

另一种是对检测结果取Ｌｏｇ值后求均值和标准差然后计算

犆犞值的方法，结果未给出。两种统计方法得出的结论一致，

微柱凝胶技术检测的结果的犆犞值显著高于流式细胞检测，表

明流式细胞的重复性要高于微柱凝胶检测。

综上所述，ＩｇＧ型抗体在Ｏ型血孕妇检出率高于非 Ｏ型

血孕妇，流式细胞的检测结果与微柱凝胶技术检测结果具有很

好的相关性，流式细胞术的重复性要高于微柱凝胶技术。
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