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微孔板法自动检测技术筛查Ｒｈ血型

李　慧（天津市血液中心　３００１１０）

　　【摘要】　目的　建立微孔板法快速筛查献血者Ｒｈ阴性血型的方法。方法　（１）用ＡＴＰＬＵＳ２全自动加样系

统，在９６孔微孔板上按编制好的程序进行加样；（２）通过离心、孵育、悬浮、静止等过程，完成微孔板凝集试验，利用

自动扫描技术判读结果，凝集孔犃值超过阳性下限判定为Ｒｈ血型Ｄ抗原阳性，非凝集孔犃值未超过阴性上限判

定为Ｒｈ血型Ｄ抗原阴性；（３）通过优化选择最适抗Ｄ血清浓度、受检红细胞浓度及孵育、悬浮、判读等最佳条件。

结果　抗Ｄ血清１∶４稀释为最适工作浓度；受检红细胞最适浓度为４％；孵育条件为８ｍｉｎ，４００ｒ／ｍｉｎ，３ａｃｃｅｌ；悬

浮最适条件：２ｍｉｎ，１０００ｒ／ｍｉｎ，２ａｃｃｅｌ；阳性下限犃值为０．７５，阴性上限犃值为０．３５。结论　实现了大批量筛选

Ｒｈ血型的自动化及标准化。
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　　Ｒｈ血型是最复杂的遗传多态性血型系统之一，临床常见

的Ｒｈ抗原有５种，其中Ｄ抗原抗原性最强，并以Ｄ抗原存在

表示为Ｒｈ阴性
［１２］。Ｄ抗原在临床上可引起新生儿溶血、溶

血性输血反应等［３］。汉族人群中 Ｒｈ阴性者只有０．２％～

０．５％，属稀有血型
［４５］，因此建立对献血员 Ｒｈ阴性血的常规

筛查方法显得非常必要。传统的Ｒｈ血型筛查采用玻片、试管

等实验载体，利用酶、盐水、抗人球蛋白作为媒介进行。这些方

法由于手工操作，人为判断误差大，操作周期长，效率低，难以

实现批量化标本的标准化处理［６］。本文将样品全自动处理系

统与微孔板凝集法有机结合起来，用于Ｒｈ血型Ｄ抗原的筛查

之中，取得良好的结果。并建立了标准操作程序，从而实现了

大批量筛选Ｒｈ血型的自动化、标准化。

１　材料与方法

１．１　仪器与试剂　ＡＴＰＬＵＳ２全自动加样系统（ＨＡＭＩＬ

ＴＯＮ公司，瑞士），ＨＴⅡ自动扫描酶标仪和 Ｔ．Ｓ温控孵育振

荡仪（Ａｎｔｈｏｓ公司，奥地利），ＭｏｄｅｌＴＪ６平板式离心机（Ｂｅｃｋ

ｍａｎ公司，美国），９６孔 Ｕ型板（上海血液中心参比实验室），

（ＩｇＭ＋ＩｇＧ）单克隆混合抗Ｄ血清（Ｄｏｍｉｎｏｎ生物有限公司，加

拿大），奥斯雷勃实验判读软件（奥斯邦公司）。

１．２　微孔板凝集法自动筛查Ｒｈ血型试验原理　其原理是将

自动加样系统与微量凝集试验结合起来，利用自动扫描技术判

读结果，９６孔微板经过扫描每孔都获得一个犃值，凝集孔的犃

值超过ｃｕｔｏｆｆ值判定为 Ｒｈ血型Ｄ抗原阳性，非凝集孔的犃

值未超过ｃｕｔｏｆｆ值判定为Ｒｈ血型Ｄ抗原阴性。

１．３　试验方法

１．３．１　抗Ｄ血清最适工作浓度选择　在其他试验条件未经

选定之前，首先要确定抗Ｄ血清的最适工作浓度，将抗Ｄ血清

倍比稀释为不同浓度，分别为原液、１∶２、１∶４、１∶８、１∶１６、

１∶３２，选择具有Ｄ抗原性较弱的标本与不同浓度的抗Ｄ血清

进行凝集反应试验，以出现弱凝集效果的最低稀释度作为工作

浓度。

１．３．２　受检红细胞悬液最适浓度确定　取上述弱Ｄ抗原的

标本压积红细胞配制成２％、３％、４％、５％４种浓度与抗Ｄ血

清进行平行试验，以凝集效果最好的浓度为受检红细胞悬液最

适浓度。

１．３．３　孵育、悬浮条件选择　由于孵育和悬浮过程均在温控

振荡器上进行，温控振荡器设置参数有３个，即时间、振幅、振

频。采用Ｌ９（３３）３种因素３种水平正交试验确定孵育、悬浮条

件中参数的最佳组合，见表１。

表１　孵育、悬浮条件的因素水平

因素 振幅（ｌｅｖｅｌ） 振频（ｒ／ｍｉｎ） 时间（ｍｉｎ）

１ １ ２００ ２

２ ２ ４００ ４

３ ３ ６００ ６

１．３．４　离心条件　依照试剂说明书设定：４００ｇ，３０ｓ。

１．３．５　静置条件　１～２ｍｉｎ。

１．３．６　判读结果　以奥斯雷勃实验判读软件，驱动 ＨＴⅢ 酶

标仪在６２０ｎｍ波长下扫描微板，并以透光度（犃）传输数值，犃

值越高凝集越强。

２　结　　果

２．１　抗Ｄ血清工作浓度确定结果　见图１。把抗Ｄ血清原

液稀释成１∶２、１∶４、１∶８、１∶１６、１∶３２分别进行检测，图１

显示抗Ｄ血清浓度影响检测的犃值，可以看出随着抗Ｄ血清

浓度增加犃值增加。当抗Ｄ血清浓度为１∶４、１∶２时，与原

液凝集效果基本相同。而低于１∶４时得到的犃值均比原液

低，１∶４为最低稀释浓度，因此选择１∶４作为抗Ｄ血清工作

浓度。

图１　抗Ｄ稀释浓度

２．２　受检红细胞的最适浓度的确定结果　浓度２％其犃值为
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０．８９９，浓度３％其犃值为４．２３５，浓度４％其犃值为９．７９６，浓

度５％其犃值为１．６７８。由以上结果可以看出，随受检红细胞

浓度的升高，犃值先是升高，随后犃值又下降。表明受检红细

胞浓度为４％时，犃值最高，凝集效果最佳，因此选择４％为受

检红细胞的最适浓度。

２．３　孵育、悬浮条件的确定　温控振荡器内设参数，经过Ｌ９

（３３）正交表设计的１８个实验数据积累，分别将各因素各水平

犃值合计，对比选择最佳水平，综合得出孵育最适条件：８ｍｉｎ，

４００ｒ／ｍｉｎ，３ａｃｃｅｌ；悬浮最适条件：２ｍｉｎ，１０００ｒ／ｍｉｎ，２ａｃｃｅｌ。

２．４　扫描点数和临界值确定　扫描点数是影响判读准确性的

关键，阴性犃值与阳性犃 值之差越大判读结果越好，分别将凝

集＋＋＋＋的阳性结果和不凝集的阴性结果进行不同扫描点

数扫描所得结果显示，扫描点数为１５时，阴、阳犃 值之差最

大，因此最佳扫描点数选择１５点。根据对２０００份阳性标本

的犃值分析，犃值大于０．７５，因此阳性下限界定为０．７５；另对

２０份阴性标本犃值分析，犃值小于０．３５，因此阴性上限界定

为０．３５，可疑区间为０．３５１～０．７４９。

２．５　微板法与试管法比较　上述条件确定后，对２２２２０份样

本进行了Ｒｈ血型Ｄ阴性细胞的筛选工作，获得７７份阴性样

本，经过试管法确证后均为阴性，微板法与试管法相符率达到

１００％。但发现１例采用新微板检测为阳性的标本，经试管法

验证为阴性；再次使用经冲洗晾干的旧微板检验时，其结果为

阴性。分析可能是由于使用的新微板对红细胞和蛋白产生了

非特异凝集结果，提示应使用经过预处理的微板。

２．６　新微孔板的预处理　实验中发现有假阳性结果，这种现

象是由于新微孔板所带静电对红细胞产生了非特异性吸附，因

此对新微孔板预处理可减少细胞吸附，以保证特异性凝集反

应，新微孔板预处理过程如下。（１）每孔滴加２０％～３０％的小

牛血清（ＢＳＡ）；（２）使用微板振荡器轻轻混匀以保证每孔被彻

底覆盖；（３）室温１５～２０ｍｉｎ；（４）弃去ＢＳＡ；（５）自来水冲洗

５ｍｉｎ；（６）蒸馏水冲洗２遍；（７）晾干备用。

３　讨　　论

微孔板凝集很好地将自动加样自动判读结合起来，克服了

传统手工操作所带来的加样不均一，判读结果存在人为误差，

操作周期过长等缺陷。（ＩｇＭ ＋ＩｇＧ）完全抗体性质的抗Ｄ血

清问世，不仅缩短了操作周期，而且使抗原抗体的凝集结果得

以在盐水介质中进行，运用微板技术，可实现Ｒｈ血型Ｄ阴性

筛查试验过程标准化判读结果自动化，以及结果传输网络化。

抗Ｄ血清浓度的优化，既节省试剂用量，又保证了凝集效果，

降低了试验成本。微板法自动筛查Ｒｈ血型技术关键在于使

用高效敏感的自动化设备，采用（ＩｇＧ＋ＩｇＭ）完全抗体性质的

抗Ｄ血清试剂来保证弱Ｄ抗原有效检出
［７８］。本试验所用抗

Ｄ血清，其成分含有单克隆ＩｇＧ和单克隆ＩｇＭ对正常Ｄ抗原、

弱Ｄ抗原（不包括不完全Ｄ抗原），采用本试验优化的抗Ｄ血

清浓度和红细胞浓度均可产生较好的凝集反应。这是由凝集

反应的特点所决定的，当抗原抗体相遇时如果是颗粒抗原，则

出现凝集。红细胞为颗粒抗原，如果红细胞表面存在Ｄ抗原，

会与抗Ｄ血清中的ＩｇＭ抗体立即发生特异性结合，这时不论

彼此量多少，并且该反应需要的时间很短，但此时没有完全凝

集。出现凝集是红细胞表面的Ｄ抗原与ＩｇＭ进一步交联形成

大的网络状凝集物，这一过程需要一定的时间和温度调节才能

完成。更重要的是需要抗体和抗原的分子比例，本试验采用的

１∶４抗Ｄ血清浓度和４％的受检红细胞浓度，满足了这一比

例要求。由图１可以看出，当抗Ｄ血清浓度低于１∶４时，犃

值较低，易表现为假阴性；对于红细胞浓度，当受检红细胞浓度

在２％时，犃值仅为０．８９９，５％时犃值为１．６７８，４％时犃值最

高达到９．７９６。充分显示了抗原抗体比例的重要性。

弱Ｄ抗原的筛查同样是Ｒｈ血型检测的重要内容。尽管

弱Ｄ的抗原性较弱，但当将弱Ｄ抗原血输给 Ｒｈ阴性受血者

时，仍有产生抗Ｄ的可能性，产生严重的溶血性输血反应或发

生新生儿溶血病。因此应将Ｄ型供血者做Ｒｈ阳性处理，传统

的弱Ｄ抗原检测一般采用抗人球蛋白试验、木瓜酶、吸收放散

试验、流式细胞术检测，使用较多比较可靠的是吸收放散试

验［９１０］，这是由于ＩｇＧ抗体为不完全抗体，无法架接２个临近

的红细胞，只能与一个红细胞抗原结合。尤其当红细胞的弱Ｄ

抗原，它不能与所有抗Ｄ血清起反应，部分凝集不明显，易引

起判读失误，因此不适于在大规模筛查中应用。新型的单克隆

抗体识别的抗原表位单一、纯度高、特异性强，由于其结构均

一，与抗原易结合凝集明显，易于实现判读自动化。文献［１１］

对比了３种ＩｇＧ、ＩｇＭ混合抗Ｄ血清和人源性抗Ｄ血清，检测

弱Ｄ抗原的效果，发现混合抗Ｄ血清可与Ｄ抗原发生肉眼可

见的凝集反应，并且反应迅速，操作简单，可替代人源性抗Ｄ

血清。

Ｒｈ血型筛选与ＡＢＯ血型检测同是盐水介质中的微孔凝

集反应，盐水介质可以使红细胞致敏，致敏的红细胞更易与抗

体发生反应。

在抗原抗体结合的二级阶段，抗原抗体结合形成网络结

构，由于这一阶段的速度明显下降，需要一定的温度和时间条

件。本试验中采用３７℃孵育，该温度是大部分抗原抗体反应

的理想温度，温度较低会出现冷凝集影响判读结果，温度越高

分子热运动速度加快，增加了抗原抗体接触的概率，提高了反

应速度，但温度过高则会使抗原或抗体变性失活，影响试验

结果。

振荡和悬浮条件同样影响抗体抗原的结合，适当的振荡和

悬浮参数有利于抗体抗原的均匀分布，促进抗原抗体结合，本

试验采用的参数是通过正交试验总结出来的，适合于大批量筛

查应用。

值得注意的是采用微板法筛查 Ｒｈ血型，虽然其灵敏性、

准确性高于传统手工方法，但有假凝集现象，其原因是新微孔

板带有静电，对红细胞和蛋白质产生了非特异性吸附，使抗原

抗体不能均匀分布，影响了判读结果。因此对于新微孔板应进

行前期的预处理。

实验参数经过优化确定及新微孔板预处理程序确定后本

试验室制订了 Ｒｈ血型抗原筛选的标准操作规程，既保证了

Ｒｈ阴性结果初筛的准确性，又杜绝了假阴性的错报，减少了

Ｒｈ阴性血液资源浪费。本试验确定的参数已经过大量试验所

证实，采用本试验内容已筛查出大量的Ｒｈ阴性血，有效缓解

了Ｒｈ血型的短缺。
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截骨术属于一种无需延长前柱的纠正手术，主要用于出现有显

著矢状位和冠状位失衡的患者，能够有效避免血管与伸展而引

起的相关并发症。同时，这种手术闭合骨面接触比较大，能够

有效承受一定压力，稳定性更高。但是这种手术很容易造成硬

膜外静脉丛与松质骨面大量出血，在实施过程中应引起足够重

视。多节段截骨术主要用于多腰椎后方多个对称关节面进行

截骨治疗，并且压缩后柱而制造前凸，该手术不需要破坏椎间

盘的结构和前纵韧带。这种手术创伤比较小，并且术中出血量

也比较少，重点在于其纠正的度数也比较容易满足患者的临床

需要。临床资料显示，临床对于老年脊柱后凸畸形实施多节段

截骨术的临床治疗效果达到８０．０％以上，并且术后疼痛也比

较小。临床对于该手术治疗的分析，３种手术临床治疗效果差

异无统计学意义。因此，在实施治疗过程中，应有效掌握各种

手术适应证，从而提高临床治疗效果［１１］。

综上所述，临床中老年脊柱矢状位失衡临床表现多样，影

响因素也比较多。临床中可以采取Ｘ线片与 ＭＲＩ进行诊断，

且充分考虑其临床表现，从而提高诊断效果。对于老年脊柱矢

状位失衡临床中首选保守治疗，对于治疗无效者可采取手术治

疗，并且充分了解各种手术适应证，从而提高临床治疗效果。
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刊误更正

本刊２０１４年６月２８日出版的第１１卷１２期１７４１页，由黑龙江佳木斯大学附属第一医院检验科张晓丽、张吉生、王勇、

辛华、王凤荣、卞德强、杨军撰写的论文，“医学检验硕士研究生培养模式探讨”一文，由于排印错误将通讯作者和基金项目未

作标注。现补充标注如下。１．基金项目：黑龙江省学位与研究生教育教学改革研究项目（ＪＧＸＭＨＬＪ２０１２１１５），佳木斯大学

教学科学研究专项课题（ＪＫＡ２０１２０７６）。２．通讯作者，杨军，Ｅｍａｉｌ：ｊｍｓｚｘｌ＠１６３．ｃｏｍ。

特此更正，并谨向作者致歉！
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