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要"目的
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探讨微柱凝胶免疫技术在新生儿溶血病"

RTQ

#筛查中的应用价值$方法
!

采用微柱凝胶技术对本院临床疑

似
RTQ"1"

例患儿血液标本做直接抗人球蛋白试验&游离试验&放散试验$结果
!

疑似
RTQ

患儿血液样本
"1"

例!确诊为

RTQ#%

例"

"325Y

#!其中
,VO/RTQ$#

例"

"12"Y

#&

)A/RTQ#

例"

"2$Y

#$

$#

例
,VO/RTQ

的患儿中!

,

型
"3

例!阳性率为

352#Y

"

"3

'
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#%

V

型
""

例!阳性率为
"02"Y

"

""

'

:0

#$

3

项试验的检出敏感性(

#%

例
RTQ

确诊患儿中放散试验阳性率为
1%%Y

!

T(,

阳性率为
"0Y

!游离试验阳性率为
4"Y

$结论
!

微柱凝胶法能快速准确检测出
RTQ

!具有操作简便&标本用量少&方法学

敏感性高&特异性强!可为
RTQ

提供可靠诊断依据!适用于临床推广应用$
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新生儿溶血病$

RTQ

%是指母婴血型不合引起的新生儿同

种免疫性溶血#是新生儿黄疸的主要原因'

RTQ

主要包括

,VO

*

)A

及
WQ

血型系统不合#以
,VO

血型不合最常见'微

柱凝胶技术$

W*(

%具有标本用量少*操作简单迅速*敏感性高

且易判断结果等优点#对
RTQ

早期诊断和治疗具有重要的

意义'本文对
"%1%

年
1

月至
"%1$

年
$

月本院送检的
"1"

例疑

似新生儿溶血病患儿血液标本进行直接抗人球蛋白试验

$

T(,

%*游离试验及放散试验$简称
3

项试验%#现将结果报道

如下'

C

!

材料与方法

C2C

!

标本来源
!

本院
"%1%

年
1

月至
"%1$

年
$

月新生儿病房

中疑为
RTQ

的患儿
"1"

例#其中男
1"1

例#女
41

例#患儿出生

时间为
3%M79

至
"3J

'每位患儿采集
NT(,/.

"

抗凝全血

12#

(

"2%M[

#不抗凝静脉血
"2%

(

32%M[

'

C2D

!

仪器与试剂
!

新生儿
,VO

*

)AT

血型检测卡$六孔分别

为抗
,

*抗
V

*抗
,V

*抗
T

*阴性对照*

\

?

*

即直接抗人球蛋白检

测孔%#抗人球蛋白检测卡#由长春博迅生物技术有限责任公司

提供'

%2#Y

(

%20Y

标准
,

*

V

*

O

型红细胞悬液自行配制#分

别取
3

份
,

型*

3

份
V

型*

3

份
O

型红细胞混匀后用生理盐水

洗涤
3

次#吸取末次洗涤后的压积红细胞用生理盐水配制成

%2#Y

(

%20Y

的标准
,

*

V

*

O

型红细胞悬液'

3:]

微柱孵育

器#

#5]

水浴箱#

Vc[

型血型血清学多用离心机'

C2E

!

方法

C2E2C

!

新生儿
,VO

*

)AT

血型及直接抗人球蛋白试验的检

测
!

在准备好的血型检测卡上做好标记#将待检者抗凝血标本

配制的
%2#Y

(

%20Y

红细胞悬液混匀后加入第一至第六微孔

中#每孔各
#%

&

[

&用血型血清学多用离心机离心
#M79

$

4%%D

"

M79"M79

#

1#%%D

"

M793M79

%#取出肉眼判定结果#同时可以

得出直接抗人球蛋白试验结果'

C2E2D

!

游离试验及放散试验
!

血清的制备!不抗凝静脉血

"2%

(

32%M[

#离心#取上清液$该上清液不得有絮状物或沉

淀%'放散液的制备!采用热放散法制备'取待检红细胞#用生

理盐水洗涤
$

次$以除去未结合的抗体%#取压积红细胞加入等

量的生理盐水#

#5]

水浴轻摇
1%M79

#立即离心
3%%%D

"

M79

"

(

3M79

#取上清液即为放散液'

C2E2E

!

取抗人球蛋白检测卡做好标记后#

1

(

3

孔分别加入
#%

&

[

的新生儿血清#

$

(

5

孔加入
#%

&

[

的放散液'将配制好的

%2#Y

(

%20Y

的标准
,

型红细胞悬液分别加入
1
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型红细胞悬液加入
"

号*

#

号孔&

O

型红细胞悬液加入
3

号*

5

号孔#置
3:]

微柱孵育器中孵育
1#M79

#取出用血型血清学多

用离心机离心
#M79

#肉眼判定结果'

C2E2F

!

结果判定方法
!

红细胞抗原与相应抗体在微柱凝胶中

形成的特异性抗原抗体复合物浮在凝胶表面或胶中为阳性&微

柱凝胶介质中未出现特异性抗原抗体复合物#红细胞沉于凝胶

管尖底部为阴性'

C2E2G

!

RTQ

的诊断标准
!

游离放散试验中#所检测的有临床

意义的抗体即阳性结果必须是针对新生儿
)V-

血型抗原的

\

?

*

抗体#如
,

型检测出抗
,

#

V

型检测出抗
V

#

,V

型检测出

抗
,

*抗
V

或抗
,V

#

)AT

阳性检测出抗
T

'

3

项试验均阳性可

确诊为
RTQ

#不同时为阳性者以放散试验阳性为诊断标准&

T(,

和游离试验同时阳性时#也可确诊为
RTQ

&

T(,

或游离

试验单项阳性时可疑为
RTQ

#结合临床症状综合分析'

C2F

!

统计学处理
!

采用
!+!!"%2%

软件进行数据处理及统计

分析#计数资料以例数或百分率表示#组间比较采用
'

" 检验#

G

$

%2%#

为差异有统计学意义'

D

!

结
!!

果

D2C

!

"1"

例疑似
RTQ

患儿血样中#确诊为
RTQ#%

例#总阳

性率为
"325Y

'其中
,VO/RTQ$#

例#阳性率为
"12"Y

&

)A/

RTQ#

例#阳性率为
"2$Y

'

D2D

!

$#

例
,VO/RTQRTQ

患儿中#母亲血型均为
O

型
)AT

阳性#患儿血型为
,

型
"3

例#在患儿血型为
,

型标本中的阳

性率为
352#Y

$

"3

"

53

%&患儿血型为
V

型
""

例#在患儿血型为

V

型标本中的阳性率为
"02"Y

$

""

"

:0

%#见表
1

'

#

例
)A/RTQ

RTQ

患儿中#母亲为
)AT

阴性#患儿
)AT

阳性的
RTQ$

例&

母亲为
)AN

阴性#患儿为
)AN

阳性的
RTQ1

例'

表
1

!!

"%:

例疑似
,VO/RTQ

患儿血型血清学检测结果

患儿血型

,VO/RTQ

检测

例数

T(,

阳性

游离试

验阳性

放散试

验阳性

确诊

例数

, 53 0 "# "3 "3

V :0 1 "5 "" ""

"

O #5 % % % %

,V 1% % % % %

合计
"%: 4 #3 $# $#

!!

"

!与
,

型患儿比较其阳性率差异无统计学意义$

G

%

%2%#

%#

Gg

%2"43

'

D2E

!

"1"

例疑似
RTQ

的血型血清学试验中
3

项试验均为阳

性者
13

例#游离与放散试验同为阳性者
33

例#

T(,

与放散试

验同为阳性者
1

例#放散试验单项阳性者
3

例&

RTQ

可疑结果

4

例'

#%

例
RTQ

确诊标本中放散试验阳性率为
1%%Y

#

T(,

阳性率为
"0Y

#游离试验阳性率为
4"Y

#见表
"

'

表
"

!!

"1"

例疑似
RTQ

患儿标本
3

项试验检测

!!!

结果的分布及结果判断

组别
T(,

游离试验 放散试验
#

结论

1 X X X 13

确诊

" f X X 33

确诊

续表
"

!!

"1"

例疑似
RTQ

患儿标本
3

项试验检测

!!!

结果的分布及结果判断

组别
T(,

游离试验 放散试验
#

结论

3 X f X 1

确诊

$ f f X 3

确诊

# X X f %

确诊

5 f X f 4

可疑

: X f f %

可疑

0 f f f 1#3

排除

E

!

讨
!!

论

RTQ

是当胎儿血型与母亲不合或是继承了父亲方面的一

些母亲没有的红细胞抗原时#胎儿红细胞进入母体循环#刺激

母体产生相应的抗体#这种抗体的性质为
\

?

*

类免疫性抗体#

能够通过胎盘作用于胎儿红细胞#使之出现不同程度的黄疸*

贫血*水肿*肝脾肿大#甚至死胎*新生儿死亡等溶血病的症状

和合并症'因此#

RTQ

血型血清学检测对准确的诊断
RTQ

及防治均有重要的临床意义(

1

)

'传统试管法抗人球蛋白试验

操作过程中需反复洗涤红细胞#步骤繁琐#受人为因素影响大&

而微柱凝胶免疫技术可发现传统试验方法无法检测到的较弱

抗原抗体结合反应#减少人为因素的误差#操作简单快速#标本

用量少#特异性强(

1/#

)

'目前微柱凝胶免疫技术作为常规血型

血清学检测技术已在本院广泛应用#其原理是若红细胞与相应

的抗体结合后#在微柱凝胶管里形成凝集#在一定的离心力作

用下#凝集团位于凝胶表面或胶中&若红细胞与相应的抗体未

结合则红细胞沉至凝胶底部'

在已发现的人类
"5

个血型系统中#以
,VO

血型不合最常

见#主要发生于母亲为
O

型#而患儿为
,

型或
V

型&

$%Y

(

#%Y

的
,VO/RTQ

发生在第一胎#患儿出生后
"$

(

35A

内出

现黄疸#临床表现较轻&其次为
)A

血型不合#

)A

血型系统在

红细胞膜上有
#

种抗原!

-

*

T

*

N

*

C

*

=

#抗原强弱依次为
T

%

N

%

-

%

C

%

=

#故以
)AT

溶血病最常见#一般发生在第二胎#患儿出

生后
"$A

内即出现黄疸#临床表现较重#且随胎次增加而加

重(

5

)

'本研究采用微柱凝胶法对
"1"

例疑似
RTQ

的患儿血

液标本进行检测#确诊为母婴
,VO

血型不合引起的
RTQ

为

$#

例#占总送检标本的
"12"Y

&其中母亲血型
O

型#患儿为
,

型#

RTQ

的检出率为
352#Y

$

"3

"

53

%&母亲血型为
O

型#患儿

为
V

型#

RTQ

的检出率为
"02"Y

$

""

"

:0

%'两组结果比较显

示#

,

型患儿与
V

型患儿其
,VO/RTQ

的检出率差异无统计

学意义$

!%

%2%#

%

(

1

#

:

)

'

"1"

例疑似
RTQ

患儿血样中#确诊为
,VO/RTQ$#

例#

在
,VO/RTQ

患儿中#

T(,

阳性
4

例$

"%2%Y

%#游离试验阳性

$"

例$

4323Y

%#放散试验阳性
$#

例$

1%%Y

%&确诊
)A/RTQ#

例#在
)A/RTQ

患儿中#

T(,

阳性
#

例$

1%%Y

%#游离试验阳

性
$

例$

0%2%Y

%#放散试验阳性
#

例$

1%%Y

%'检测结果显示#

直接抗人球蛋白试验在
,VO/RTQ

中的检出率较低#而在
)A/

RTQ

中的检出率为
1%%Y

#因
,VO

血型不合引起的
RTQ

患

儿体内
\

?

*

类抗体只与
,

*

V

红细胞抗原反应且密度较低#而

)A

血型不合引起的
RTQ

患儿体内
\

?

*

类抗体则可能与
,

*

V

*

O3

种红细胞抗原均反应#故
,VO

系统引起的
RTQ

直接

抗人球蛋白试验阳性强度较弱#

)A

系统引起的
RTQ

直接抗

+

3:0

+
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人球蛋白试验阳性强度较强#直接抗人球蛋白试验对区别

,VO/RTQ

和
)A/RTQ

有重要作用(

0/4

)

'游离试验是检测新

生儿血清中是否存在与自身红细胞不匹配的
\

?

*

抗
,

*

V

或是

,VO

系统以外的抗体#该试验阳性提示继续溶血的可能&因为

产妇在分娩前后#患儿致敏红细胞破坏加速#而患儿的游离抗

体也只在出生后几天内存在'因此#有新生儿黄疸症状的患儿

标本应尽早送检#以提高阳性检出率(

1%/11

)

'本院送检的
RTQ

标本其患儿出生时间为
3%M79

至
"3J

#出生后
$

天内阳性检

出率最高#随着时间的延长阳性检出率逐渐下降'放散试验是

先将新生儿红细胞表面可能结合的抗体释放出来#再进行间接

抗人球蛋白试验&因有大量压积红细胞释放使抗体浓缩提高检

出率#所以放散试验是
3

项试验中敏感性最高的#此试验一旦

出现阳性结果就表明患儿红细胞上覆有
\

?

*

类血型抗体#即可

明确诊断为
RTQ

(

1"/13

)

'

本研究中有一例母婴血型均为
O

型*

)AT

阳性且临床症

状较重的病例#其
RTQ3

项试验均为阳性#为研究患儿是何种

原因引起的
RTQ

#故用
)A

血型抗原检测卡分别检测母婴的

)A

血型抗原#其中母亲
)AT

$

X

%*

)A-

$

X

%*

)AC

$

X

%*

)AN

$

f

%*

)A=

$

X

%&患儿
)AT

$

X

%*

)A-

$

X

%*

)AC

$

X

%*

)AN

$

X

%*

)A=

$

X

%&由此可见是患儿与母亲
)AN

血型不合引起的
RTQ

'

由于
RTQ

患儿通常病情危急#需要尽快明确诊断#故标

本采集后要尽早送检#红细胞标本一定不能被细菌污染#否则

易出现微柱法检测假阳性结果&血清标本必须充分去除纤维蛋

白#以免阻碍阴性红细胞沉淀#呈假阳性反应&应严格按试验的

质量控制程序进行操作#避免干扰因素*交叉反应及潜在误差

来源对结果造成影响'

综上所述#将微柱凝胶免疫技术应用到
RTQ

的检测中#

能对
RTQ

进行准确而快速地诊断#有利于给予患儿及时有效

的治疗#具有良好的临床应用价值'
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%2%#

%#白细胞计数

呈正相关$

G
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%2%1

%#即在一定范围内男性供者优于女性供

者#年龄越小*体质量越轻#白细胞计数越高#经
*/-!P

动员的

外周血造血干细胞
-T3$

X细胞百分比越高'

综上所述#在采用
*/-!P

动员外周血造血干细胞的过程

中#外周血
(

淋巴细胞亚群*血常规与动员前相比差别明显#

而在动员后采集过程中则无明显差别'同时在一定范围内男

性供者优于女性供者#年龄越小*体质量越轻#白细胞计数越

高#经
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动员的外周血造血干细胞
-T3$
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