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　　摘　要：目的　探讨微柱凝胶法和抗人球蛋白试管法检测Ｏ型孕妇血清免疫球蛋白Ｇ（ＩｇＧ）抗Ａ（Ｂ）效价的差异及相关性。

方法　采用微柱凝胶法和抗人球蛋白试管法同时检测１３３例Ｏ型孕妇血清ＩｇＧ抗Ａ（Ｂ）水平，并比较２种方法的检测结果。结

果　２种检测方法结果呈高度相关。若以凝集强度１＋为判定终点，微柱凝胶法比抗人球蛋白试管法检测结果高出２个稀释倍

数；微柱凝胶法以２５６作为临床参考值，试管法以６４作为临床参考值，２种方法阳性检出率差异无统计学意义（犘＞０．０５）。若微

柱凝胶法以凝集强度３＋为判定终点，试管法以１＋为判定终点，２种方法检测结果差异无统计学意义（犘＞０．０５）。结论　２种检

测方法的一致性较好，微柱凝胶法的灵敏度高于抗人球蛋白试管法。若以凝集强度１＋为判定终点，推荐微柱凝胶法正常参考值

为小于２５６；若以凝集强度３＋为判定终点正常参考值为小于６４。
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　　新生儿溶血病（ＨＤＮ）是指母胎血型不合所致的胎儿或新

生儿的一种免疫性溶血性疾病。我国 ＨＤＮ大部分是由 ＡＢＯ

血型不合引起，轻者导致新生儿出现贫血、水肿、肝脾肿大，严

重者造成新生儿发生核黄疸或病死［１］。由 ＡＢＯ血型不合引

起 ＨＤＮ发病程度与母体内免疫球蛋白Ｇ（ＩｇＧ）抗Ａ（Ｂ）效价

密切相关，发病率随母体抗Ａ（Ｂ）效价的升高而增加
［２］。因

此，用准确的方法定期检测孕妇血清ＩｇＧ抗Ａ（Ｂ）效价是预防

ＨＤＮ的重要环节。目前，孕妇血清ＩｇＧ抗Ａ（Ｂ）效价的临床

参考值是以试管法为基础而建立，该法操作繁琐，主观性强［３］。

近年来，微柱凝胶法因其快速、简便、稳定、结果直观等优点得

到广泛应用，但其检测的灵敏度和判断标准等方面与传统的试

管法差异尚有待评价。现采用微柱凝胶法和抗人球蛋白试管

法同时检测Ｏ型血孕妇血清ＩｇＧ抗Ａ（Ｂ）抗体效价，并进行对

比，探讨微柱凝胶法检测孕妇血清ＩｇＧ抗Ａ（Ｂ）抗体的适用临

床参考值。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选择２０１６年３－４月在重庆医科大学附属第

一医院产科门诊就诊的Ｏ型血孕妇，共１３３例，其配偶均非Ｏ

型血者。年龄２１～４３岁，其中配偶为 Ａ型血者６７例，Ｂ型血

者４７例，ＡＢ型血者１９例。

１．２　仪器与试剂　微柱凝胶抗人球蛋白卡，由西班牙Ｄｉａｇ

ｎｏｓｔｉｃＧｒｉｆｏｌｓ，Ｓ．Ａ公司提供；单特异性抗人球蛋白试剂由荷

兰Ｓａｎｑｕｉｎ公司提供；Ａ、Ｂ型红细胞悬液由江阴力博医药生

物技术有限公司提供；２巯基乙醇（２Ｍｅ）应用液由本实验室

自制。

１．３　方法

１．３．１　标本预处理　抽取受检孕妇静脉血３ｍＬ，离心（３０００

ｒ／ｍｉｎ，５ｍｉｎ），分离血清。取孕妇血清４００μＬ和４００μＬ２Ｍｅ

应用液混合，放入一次性塑料试管中，加塞密封，置３７℃水浴

１ｈ，以充分破坏血清ＩｇＭ 抗体。取小试管１０支，分别加入生

理盐水２００μＬ，然后取用２Ｍｅ处理过的血清２００μＬ加入第１

管，混匀后从第１管中取出２００μＬ加入到第２管中，依次倍量

稀释至第１０管（第１～１０管稀释度依次为１∶４、１∶８、１∶１６、

１∶３２、１∶６４、１∶１２８、１∶２５６、１∶５１２、１∶１０２４、１∶２０４８）。

１．３．２　微柱凝胶法检测标本　取抗人球蛋白微柱凝胶卡（一

卡８孔）１张，各孔中加入对应父亲血型的１％红细胞悬液５０

μＬ（丈夫血型为ＡＢ型的取２张卡，分别加入 Ａ、Ｂ型１％红细

胞悬液），从第３～１０管对应将稀释血清２５μＬ加入检测卡孔

·２９４· 检验医学与临床２０１７年２月第１４卷第４期　ＬａｂＭｅｄＣｌｉｎ，Ｆｅｂｒｕａｒｙ２０１７，Ｖｏｌ．１４，Ｎｏ．４



后，孵育器孵育１５ｍｉｎ后专用离心机离心１０ｍｉｎ。结果判断：

分别以红细胞凝集强度１＋、２＋、３＋为３种判断终点（按公司

提供的操作说明书进行结果判读），抗体效价为红细胞凝集强

度最高稀释倍数的倒数。

１．３．３　抗人球蛋白试管法检测标本　按照 《全国临床检验操

作规程》［４］ＩｇＧ抗Ａ（Ｂ）测定进行操作。取玻璃试管１０支，取

对应的倍量稀释的血清１００μＬ加入对应的小试管中，加入对

应父亲血型的５％Ａ或者Ｂ红细胞悬液１００μＬ，置３７℃水浴

１ｈ。红细胞未见凝集的试管，以生理盐水洗涤３次，除去洗涤

液，留取压积红细胞；每管各加生理盐水２滴，混合；再每管各

取１滴，分别移至另１排小试管中，再各加最适稀释度抗人球

蛋白血清，混合；１０００ｒ／ｍｉｎ离心１ｍｉｎ；轻轻摇动试管，观察

结果。结果判断：以红细胞凝集强度１＋作为判断终点，抗体

效价为红细胞凝集强度１＋的最高稀释倍数的倒数。

１．４　统计学处理　以某效价为界值的阳性检出率＝大于或者

等于该界值全部效价检出阳性例数之和／全部检测例数。采用

Ｅｘｃｅｌ进行数据处理分析。抗体效价先做对数转换，进行直线

相关性分析；微柱凝胶法与抗人球蛋白试管法效价比较采用配

对狋检验；阳性检出率比较使用四格表配对资料χ
２ 检验，犘＜

０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　２种方法检测结果比较　１３３例Ｏ型孕妇的血清标本进

行检测，其中ＩｇＧ抗Ａ８６例，ＩｇＧ抗Ｂ６６例。微柱凝胶法分

别以１＋、２＋、３＋为判定终点；试管法以１＋为判定终点。见

表１。

表１　　２种方法检测ＩｇＧ抗Ａ（Ｂ）效价分布（狀）

效价

ＩｇＧ抗Ａ

试管法

１＋

卡式法

１＋

卡式法

２＋

卡式法

３＋

ＩｇＧ抗Ｂ

试管法

１＋

卡式法

１＋

卡式法

２＋

卡式法

３＋

＜６４ ５３ １６ ３２ ５５ ４６ １８ ３５ ４６

６４ １４ １６ ２３ １４ １３ １７ １１ １４

１２８ １２ ２３ １４ ５ ４ １１ １４ ３

２５６ ４ １４ ５ １０ ２ １４ ３ ２

５１２ ２ ５ １０ １ １ ３ ２ １

≥１０２４ １ １２ ２ １ ０ ３ １ ０

合计 ８６ ８６ ８６ ８６ ６６ ６６ ６６ ６６

２．２　２种检测方法的相关性分析　２种方法均以１＋作为判

断终点，微柱凝胶法检测ＩｇＧ抗Ａ（Ｂ）效价均高于试管法。微

柱凝胶法ＩｇＧ 抗Ａ 效价的几何均数为１４３．２９，试管法为

３７．９０，前者比后者高３．７８倍；２种方法的检测结果具有相关

性（狉＝０．９４１，犘＜０．０１），回归方程式为犢＝０．９７１犡＋０．６２２。

微柱凝胶法ＩｇＧ抗Ｂ效价的几何均数为９０．５０，试管法为

２３．３５，前者比后者高３．８７倍；２种方法的检测结果具有相关

性（狉＝０．９６１，犘＜０．０１），回归方程式为犢＝１．０１５犡＋０．５６７，

见图１、２。

２．３　微柱凝胶法不同判定终点与试管法的比较

２．３．１　微柱凝胶法以１＋作为判断终点，检测标本ＩｇＧ抗Ａ

效价，２种方法的检测结果差异有统计学意义（狋＝３１．５７，犘＜

０．０５）；若微柱凝胶法以２＋作为判断终点，２种方法的检测结

果差异有统计学意义（狋＝１５．２０，犘＜０．０５）；微柱凝胶法以３＋

作为判断终点，差异无统计学意义（狋＝１．１８，犘＞０．０５）。见

表２。

２．３．２　微柱凝胶法以１＋作为判断终点，检测标本ＩｇＧ抗Ｂ

效价，２种方法的检测结果差异有统计学意义（狋＝３２．６９，犘＜

０．０５）；微柱凝胶法以２＋作为判断终点，差异有统计学意义（狋

＝１６．０９，犘＜０．０５）；微柱凝胶法以３＋作为判断终点，差异无

统计学意义（狋＝０．５０，犘＞０．０５）。见表２。

图１　　２种方法检测ＩｇＧ抗Ａ的相关性

图２　　２种方法检测ＩｇＧ抗Ｂ的相关性

表２　　微柱凝胶法不同判定终点与试管法的检测结果比较

项目

ＩｇＧ抗Ａ效价

试管法

１＋

卡式法

１＋

卡式法

２＋

卡式法

３＋

ＩｇＧ抗Ｂ效价

试管法

１＋

卡式法

１＋

卡式法

２＋

卡式法

３＋

几何均数 ３７．９０ １４３．２９ ７１．６４ ３６．１１ ２３．３５ ９０．５０ ４５．２５ ２２．８６

狋 ３１．５７ １５．２０ １．１８ ３２．６９ １６．０９ ０．５０

２．４　相同判定终点不同临床参考值的阳性率结果比较　２种

方法均以１＋作为判断终点，试管法以６４作为临床参考值，微

柱凝胶法分别以６４、１２８、２５６作为临床参考值。试管法ＩｇＧ

抗Ａ阳性检出率为３８．３７％，ＩｇＧ抗Ｂ阳性检出率为３０．３０％。

见表３。

２．４．１　ＩｇＧ抗Ａ效价测定，若微柱凝胶法以６４作为临床参

考值，２种方法的阳性检出率差异有统计学意义（χ
２＝３５．０４，

犘＜０．０５）；若微柱凝胶法以１２８作为临床参考值，２种方法阳

性检出率差异有统计学意义（χ
２＝１９．０５，犘＜０．０５）；若微柱凝

胶法以２５６作为临床参考值，２种方法阳性检出率差异无统计

学意义（χ
２＝１．５，犘＞０．０５）。见表３。

２．４．２　ＩｇＧ抗Ｂ效价测定，若微柱凝胶法以６４作为临床参考

值，２种方法的阳性检出率差异有统计学意义（χ
２＝２６．０４，犘＜

０．０５）；若微柱凝胶法以１２８作为临床参考值，２种方法的阳性

检出率差异有统计学意义（χ
２＝９．０９，犘＜０．０５）；若微柱凝胶

法以２５６作为临床参考值，２种方法阳性检出率差异无统计学

意义（χ
２＝０，犘＞０．０５）。见表３。
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表３　　２种方法检测ＩｇＧ抗Ａ（Ｂ）效价阳性检出率

项目

ＩｇＧ抗Ａ效价

试管法

６４

卡式法

６４

卡式法

１２８

卡式法

２５６

ＩｇＧ抗Ｂ效价

试管法

６４

卡式法

６４

卡式法

１２８

卡式法

２５６

阳性例数（狀） ３３ ７０ ５４ ３１ ２０ ４８ ３１ ２０

阳性率（％） ３８．３７ ８１．４０ ６２．７９ ３６．０４ ３０．３０ ７２．７２ ４６．９７ ３０．３０

χ
２ ３５．０４ １９．０５ ０．５ ２６．０４ ９．０９ ０

３　讨　　论

母婴血型不合可引起 ＨＤＮ，溶血结果可致胎儿及新生儿

贫血及高胆红素血症。早期严重的高胆红素血症可造成核黄

疸，导致新生儿听力丧失、脑性瘫痪、智力发育障碍等后遗症，

给社会及家庭带来沉重负担。与 ＨＤＮ 相关的血型抗原超过

５０种以上，其中以ＡＢＯ血型抗原最为常见。

产前测定孕妇血清免疫性抗体效价是预测母婴血型不合、

ＨＤＮ发生及程度的重要依据之一。有研究表明 Ａ或Ｂ型人

血清中的血型抗体主要为ＩｇＭ，ＩｇＧ抗体含量极少，然而Ｏ型

个体血清中不仅含有ＩｇＭ抗体，还有一定的ＩｇＧ抗体，ＩｇＧ抗

Ａ（Ｂ）抗体因相对分子质量较小而能通过胎盘破坏非 Ｏ型血

胎儿的红细胞，引起新生儿溶血［５］。所以，夫妻间血型不合的

Ｏ型孕妇应定期进行产前ＩｇＧ抗体效价检测，对抗体效价异常

增高者应定期进行妊娠期干预治疗以预防和减少新生儿溶血

病的发生。

检测孕妇血清ＩｇＧ抗Ａ（Ｂ）效价的方法有传统的间接抗

人球蛋白试管法、微柱亲和试验、微柱凝胶法、表面胞浆质共振

等。其中最常用的方法为传统的试管法和凝胶微柱分析。试

管法是在盐水介质中凝集，采用“轻轻摇动试管，观察结果”的

方式来判断结果，是检测孕妇血清ＩｇＧ抗Ａ（Ｂ）效价的经典方

法和推荐方法［３］。但该法由于主观判断性强，判定结果不好控

制，易产生假阴性，操作步骤多且复杂耗时较长，重复性差等原

因，不适合用于大批量标本检测。Ｌａｐｉｅｒｒｅ等
［６］报道检测红细

胞抗原抗体反应的一种新方法———微柱凝胶试验，该方法是在

微柱凝胶介质中通过凝胶分子筛作用，利用离心力将抗原抗体

反应后的凝集红细胞与未凝集红细胞通过凝胶间隙到达凝胶

柱底部所形成的不同分布判断结果。以微柱凝胶试验为基础

建立的微柱凝胶法具有操作简便、耗时较短、结果易判断和可

较长时间保存等优点。近年来，凝胶微柱法在国内外输血界已

逐渐作为常规应用。

鉴于凝胶微柱法在检测红细胞抗体效价时比试管法具有

更高的灵敏度［７］。研究者认为各实验室应在试验基础上确立

微柱凝胶法相应的参考值，以避免灵敏度过高对正确分析病情

造成干扰［８］。目前微柱凝胶法检测孕妇血清ＩｇＧ抗Ａ（Ｂ）效

价，其临床参考值无统一标准，已有的研究报道观点不尽相

同［９］。为确立微柱凝胶法检测ＩｇＧ抗Ａ（Ｂ）效价的临床参考

值，本研究使用传统试管法和微柱凝胶法平行测定１３３例孕妇

标本ＩｇＧ抗Ａ（Ｂ）效价，结果显示微柱凝胶法灵敏度高于试管

法，２种方法检测ＩｇＧ抗Ａ（Ｂ）具有高度的相关性。微柱凝胶

法参考值的确定，本研究采用２种模式，其一是以红细胞凝集

强度１＋为判定终点，微柱凝胶法分别以６４、１２８、２５６作为临

床参考值与试管法进行比较，结果显示微柱凝胶法以２５６作为

ＩｇＧ抗Ａ（Ｂ）效价的临床参考值，２种方法阳性检出率差异无

统计学意义（犘＞０．０５），与刘燕等
［１０］研究一致，与参考值设为

１２８存在差异，可能与使用不同厂家的产品和试验方法等原因

有关。其二固定临床参考值为６４，微柱凝胶法以不同凝集强

度（１＋、２＋、３＋）为判定终点与试管法进行比较，结果显示当

微柱凝胶法以红细胞凝集强度３＋为判断终点时，２种方法检

测ＩｇＧ抗Ａ（Ｂ）效价的结果差异无统计学意义（犘＞０．０５），即

２种方法检测结果相同。

综上所述，由于微柱凝胶法在检测红细胞抗体效价时比试

管法具有更高的灵敏度，且不同实验室使用的微柱凝胶产品不

同，因此各实验室需建立微柱凝胶法检测ＩｇＧ抗Ａ（Ｂ）的参考

值。通过本研究结果表明，微柱凝胶法检测孕妇ｌｇＧ抗Ａ（Ｂ）

效价临床参考值的设定有２种参考意见，第一，若以红细胞凝

集强度１＋作为判定终点，临床参考值应设为２５６；第二，若仍

以６４作为临床参考值，则应该将红细胞凝集强度３＋作为微

柱凝胶法的判断标准。
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