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摘要：目的　总结直接抗人球蛋白试验（直接Ｃｏｏｍｂｓ试验）阳性病人的ＡＢＯ、Ｒｈ疑难血型鉴定和交叉配血试验的经验。方法
选择７４例确诊为原发性和继发性自身免疫性溶血性贫血（ＡＩＨＡ）且红细胞直接Ｃｏｏｍｂｓ试验阳性病人，进行聚凝胺法交叉配
血、抗冷体的吸收试验、磷酸氯喹放散试验以及自身抗体吸收试验，用吸收后的血清进行抗体特异性的鉴定。结果　５９例病
人出现ＡＢＯ血型正反定型不一致，经磷酸氯喹放散试验和自身抗体吸收试验后正确定型；６１例病人出现交叉配血不合，经磷
酸氯喹放散试验和自身抗体吸收试验后，５０例病人配血相合。结论　运用磷酸氯喹放散试验、冷抗体吸收试验、自身抗体吸
收试验，可明显提高病人血型鉴定准确率以及配血的相合率，确保病人安全输血。
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　　抗球蛋白试验（Ｃｏｏｍｂｓ）主要应用于一些溶血
性疾病，如自身免疫性溶血性贫血（ＡＩＨＡ）、新生儿
溶血病、药物诱导以及淋巴瘤等的检测中，帮助确

定贫血病人是否有免疫基础［１］。Ｃｏｏｍｂｓ阳性病人
的血清可检测到含有自身抗体，在病人需要进行输

血时，由于自身红细胞具有致敏特性或被吸附，从

而导致血型鉴定发生错误，出现正反定型不一致，

出现交叉配血主侧或次侧凝集［２］。由于目前在二

甲以下的基层医院较少采用 Ｃｏｏｍｂｓ试验进行溶血
性疾病病人自身免疫的检测，故容易导致 ＡＩＨＩ以
及新生儿溶血病出现漏诊和误诊，使病人错过最佳

治疗期［３４］。本研究为探讨直接 Ｃｏｏｍｂｓ试验阳性
病人的ＡＢＯ、Ｒｈ疑难血型鉴定和交叉配血出现正
反不一致时的应对措施，回顾性分析原发性和继发

性ＡＩＨＡ的病人输血资料，对直接Ｃｏｏｍｂｓ阳性病人
的血型及配血试验结果及应对措施进行总结和分

析，现报道如下。

１　资料与方法
１．１　一般资料　选择２０１０年３月—２０１４年７月
南京鼓楼医院输血科７４例确诊为 ＡＩＨＡ且红细胞
直接Ｃｏｏｍｂｓ试验呈阳性病人，其中男性２８例，女
性４６例，发病年龄 １３～７９岁，中位年龄（４８．２±
８．３）岁。７４例ＡＩＨＡ病人中，包括原发性 ＡＩＨＡ病
人３２例，继发性 ＡＩＨＡ病人 ４２例，其中继发性
ＡＩＨＡ病人中，新生儿溶血４例、淋巴瘤６例、骨髓
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纤维化８例、慢性淋巴细胞白血病７例、系统性红斑
狼疮（ＳＬＥ）８例、恶性肿瘤９例。
１．２　检测方法
１．２．１　Ｃｏｏｍｂｓ试验　含 ＤＡＴ（直接 Ｃｏｏｍｂｓ）以及
ＩＡＴ（间接Ｃｏｏｍｂｓ）试验。ＤＡＴ（直接 Ｃｏｏｍｂｓ）是检
查红细胞上是否致敏有 ＩｇＧ抗体或补体；ＩＡＴ（间接
Ｃｏｏｍｂｓ）是检测血清中是否存在免疫球蛋白 Ｇ
（ＩｇＧ）抗体。本试验中采用的是 ＤＡＴ：取研究对象
红细胞１滴进行３次洗涤，配制成浓度为６％的红
细胞悬液滴入试管，将１滴浓度为４％的 Ｏ型红细
胞以及２滴该研究对象的血清滴入试管，充分摇匀
后进行离心操作，观察试管液体是否出现溶血以及

凝集现象，在恒温３７℃下进行３０ｍｉｎ的孵育，再次
进行离心操作，以生理盐水进行３次洗涤，滴加 ＩｇＧ
和抗人球蛋白试剂（抗 Ｃ３ｄ）各２滴，充分摇匀后观
察试管液体的变化（上述试剂均由上海血液生物医

药有限公司生产，孵育箱、离心机等由长春博讯生

物技术有限公司生产）。

１．２．２　聚凝胺法交叉配血　加入１滴受血者血浆
进主侧管，滴加１滴４％供血者红细胞悬液；加入１
滴供血者红细胞悬液，滴加１滴受血者血浆。所有
试管均滴入低离子溶液（ＬＩＭ）０．６５ｍＬ，主要成分及
含量为５％葡萄糖，０．２％ＥＤＴＡ（２Ｎａ），充分摇匀后
在常温下放置３０ｓ，再滴加２滴凝聚胺（珠海贝索生
物技术有限公司生产）试剂，取２２００ｇ进行１５ｓ离
心操作，轻摇试管出现明显凝集现象，给所有试管

加入１滴假凝集稀释液使试管发生非特异性凝集
现象，若凝集在１ｍｉｎ后仍存在，则为阳性，若１ｍｉｎ
后消失则为阴性。

１．２．３　抗冷体的吸收试验　将被检者的红细胞进
行１０ｍｉｎ的育温操作，以温度为３７℃、剂量为３．５
ｍＬ的生理盐水进行３次洗涤，然后以每管１ｍＬ的
量分装于３个试管中，取其中１管滴加１ｍＬ血清，
置于４℃下使其吸收约１ｈ，取１０００ｇ进行２ｍｉｎ
离心操作；另取１试管滴入剂量为１００μＬ的吸收后

的血清以及剂量为５０μＬ的４％自身红细胞悬液，
取１０００ｇ进行１５ｓ的离心操作，观察试管是否发
生凝集现象并做好记录。若发生凝集现象，则可采

用另外两支分装试管重复进行吸收试验至最后无

凝集现象发生为止，此时自身抗体已被完全吸收。

１．２．４　磷酸氯喹放散试验　取被检者红细胞进行３
次生理盐水洗涤，取０．３ｍＬ压积红细胞与０．７ｍＬ的
２０％磷酸氯喹溶液加入试管中进行充分混淆摇匀，在
正常室温下进行３０ｍｉｎ的孵育，取５０μＬ上述处理
后的红细胞再次使用生理盐水洗涤４次，配制为４％
的红细胞悬液进行 ＤＡＴ试验。若显示阳性，则表明
未完全解离红细胞上的自身抗体；若显示阴性，则表

明已完全解离红细胞上的自身抗体，需进行再次洗涤

经磷酸氯喹溶液处理后的红细胞。

１．２．５　自身抗体吸收试验　滴入等量的病人血清
至磷酸氯喹处理后的红细胞中，在恒温３７℃下进
行２ｈ的吸收，然后进行离心操作，取上清液进行反
定型或ＩＡＴ试验。
２　结果
２．１　血型血清学试验结果　７４例直接 Ｃｏｏｍｂｓ试
验阳性的ＡＩＨＡ病人中，有４９例病人为 ＩＡＴ阳性，
２５例病人为 ＩＡＴ阴性。全部研究对象的红细胞和
血清血型鉴定结果中，有５９例研究对象出现 ＡＢＯ
血型正反定型不一致，４６例研究对象发生自身红细
胞、血清凝集现象，表明病人血液红细胞中存在自

身抗体，需进行进一步的血型鉴定。先进行抗冷体

的吸收试验确定是否受冷凝集影响，再进行磷酸氯

喹放散试验，结果如表１所示；７４例直接Ｃｏｏｍｂｓ试
验阳性的ＡＩＨＡ病人中有３４例血清中可检测到同
种抗体，不规则抗体阳性检出率为４５．９５％，符合相
关研究的结论。

２．２　疑难交叉配血处理　７４例直接 Ｃｏｏｍｂｓ试验
阳性病人的交叉配血实验结果中显示，６１例病人出
现配血不合情况。根据病人的不同情况给予有针

对性的处理措施：（１）３１例病人交叉配血结果显示

表１　５９例病人ＡＢＯ正反定型及Ｒｈ（Ｄ）血型鉴定

氯喹放散前正定

抗Ａ 抗Ｂ 抗Ｄ
未吸收血清反定型

Ａｃ Ｂｃ Ｏｃ 对照

氯喹放散后正定

抗Ａ 抗Ｂ 抗Ｄ
吸收后血清反定型

Ａｃ Ｂｃ Ｏｃ 对照
确定血型 例数

４＋ ４＋ ３＋ ２＋ １＋ － － ３＋ ３＋ ３＋ － － － － ＡＢＲｈ阳性 ４
４＋ ２＋ ４＋ － ４＋ － － ３＋ － ３＋ － ３＋ － － ＡＲｈ阳性 １０
２＋ ４＋ ４＋ ４＋ ２＋ １＋ ３＋ － ３＋ ４＋ ３＋ － － － ＢＲｈ阳性 １１
２＋ ２＋ ３＋ ３＋ ３＋ １＋ ２＋ － － ３＋ ２＋ ２＋ － － ＯＲｈ阳性 １３
３＋ ４＋ ４＋ １＋ １＋ １＋ １＋ ３＋ ３＋ ３＋ － － － － ＡＢＲｈ阳性 ８
３＋ － ３＋ ３＋ ２＋ ２＋ １＋ ３＋ － ３＋ － － － － ＡＲｈ阳性 ８
２＋ ４＋ ３＋ ４＋ ２＋ １＋ ２＋ － ３＋ － ３＋ ３＋ － － ＢＲｈ阳性 ５
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主、次侧均呈阳性反应，处理措施为将病人自身的

红细胞以温度为３７℃、剂量为３．５ｍＬ的生理盐水
进行３次洗涤后，进行抗冷体的吸收试验以解离病
人自身的抗体，然后进行不规则抗体筛查以及主侧

配血操作，将经磷酸氯喹放散试验处理过的红细胞

与供血者的血浆进行次侧交叉配血。（２）１９例病人
交叉配血结果显示主侧、次侧分别呈阳性、阴性反

应，表明病人血清中存在相同的自身抗体，处理措

施为用经磷酸氯喹放散试验处理过的红细胞对病

人血清中的自身抗体进行吸收，将经吸收抗体处理

后的血清用于交叉配血试验中。（３）１１例病人交叉
配血结果显示主侧、次侧分别呈阴性、阳性反应，表

明病人红细胞中存在自身抗体从而被吸附或发生

致敏反应，处理措施为用经热放散或磷酸氯喹放散

处理后的红细胞进行次侧配血试验。（４）６１例配血
不合的病人中，受冷抗体影响导致不合的病人有２３
例，有１２例病人的冷凝集素效价超过１∶１０２４，有
２６例病人的冷凝集素效价为１∶２４７，用温盐水将病
人红细胞进行洗涤后，用相同剂量的病人自身血清

在恒温４℃下进行约５０ｍｉｎ的吸收试验后，测得病
人冷凝集素效价低于１∶４０，将病人血清进行吸收冷
抗体试验，然后在正常室温下进行抗冷体的吸收、

磷酸氯喹放散试验，未发生凝集情况。６１例配血不
合的病人经抗冷体的吸收、磷酸氯喹放散试验以及

同种自身抗体的检测试验后，结果显示有５０例病
人交叉配血相合，配血相合率高达８１．９７％，１１例病
人出现交叉配血不合情况，配血不合率为１８．０３％。
３　讨论

Ｃｏｏｍｂｓ试验中呈现阳性反应病人的体内会存
在自身抗体，从而导致自身红细胞发生致敏反应，

可吸附红细胞形成抗红细胞抗体［５］。由于自身抗

体具有凝集病人自身及他人的红细胞，从而会影响

ＡＢＯ以及Ｒｈ疑难血型的鉴定结果。多次进行输血
的病人会同种抗体，而病人血清中的自身抗体、冷

凝集素以及血浆蛋白紊乱等因素也会导致反定型

困难［６８］。本研究中７４例 Ｃｏｏｍｂｓ试验中呈阳性反
应的病人中，５９例的红细胞经磷酸氯喹处理后，其
致敏ＩｇＧ抗体完全解离，且红细胞的完整性及抗原
的活性得到比较良好的保持。

病人自身抗体包括冷抗体和温抗体。冷抗体是

较为常见的、效价较低的自身抗体，多存在于人体血

清中，冷抗体多表现为免疫球蛋白Ｍ（ＩｇＭ）型［９］。但

当病人发生支原体感染、浆细胞性白血病或冷凝集综

合征，其血清中的自身冷抗体的效价就会表现的异常

高，而常温下病人的自身冷抗体也可通过与自身红细

胞发生反应，从而干扰血型鉴定的结果，加大了交叉

配血的难度［１０１２］。临床病例和血型血清分析结果中

若发生病人正反定型和自身对照均见凝集现象的情

况时，需首先检验该结果是否受冷凝集素的影响。以

温度为３７℃的生理盐水对病人红细胞洗涤３次，冷
凝集效价表现较高可加入２巯基乙醇，使红细胞胞膜
上的ＩｇＭ抗体得到充分解离，再加入自身血清进行充
分摇匀，在恒温４℃下进行冷抗体的反复吸收，至无
出现凝集现象为止。

受ＩｇＧ作用，ＡＩＨＡ病人红细胞中的温抗体会
出现强致敏反应［１３］。当病人自身温抗体呈现 Ｒｈ
等相关特异性，则可掩盖同种抗体的存在，所以病

人在进行输血前必须先进行交叉配血试验，可用磷

酸氯喹对病人的红细胞进行放散试验，待病人红细

胞直接Ｃｏｏｍｂｓ试验显示阴性时，用该红细胞反复
吸收病人血清中的自身抗体，再用经完全吸收自身

抗体后的血清与谱细胞进行反应，结果有３４例病
人为 Ｒｈ血型抗体。Ｒｈ血型抗体是一种最常见的
可导致出现免疫性溶血性输血反应的不规则血型

免疫性抗体，可吸附于红细胞表面或使其发生致敏

反应［１４］。本研究７４例直接 Ｃｏｏｍｂｓ试验阳性病人
中，有２５例病人为 ＩＡＴ阴性，由于病人血清中的抗
体滴度十分低，无法进行自身抗体特异性的血清鉴

定，故取病人红细胞进行乙醚放散试验处理后再进

行正定型，用经磷酸氯喹放散试验处理后的红细胞

进行相关抗体特异性的鉴定。有研究显示［１５］，乙醚

放散液则可用于鉴定抗体的特异性，帮助判断是否

出现自身抗体掩盖同种抗体以及是否有血型特异

性的情况，大大提高了血型鉴定的准确性。４０例病
人进行Ｒｈ表现检测中，有３２例病人的 Ｒｈ表型检
测结果显示在磷酸氯喹放散试验出现前后不一致

的情况，是因为 Ｃｏｏｍｂｓ阳性病人的红细胞已被自
身抗体致敏，在进行Ｒｈ抗Ｄ血清反应后，会与抗球
蛋白抗体发生凝集反应，故所有类型的 Ｒｈ表型均
会被误判为ＣｃＤＥｅ，只有经磷酸氯喹放散试验处理
掉自身抗体后的红细胞，才能用于进行准确 Ｒｈ表
型的鉴定试验中。

综上所述，运用磷酸氯喹放散试验、冷抗体吸

收试验、自身抗体吸收试验等方法，可有效提高

ＤＡＴ阳性病人疑难血型的鉴定准确率和交叉配血
的相合率，确保病人输血安全。
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和控制组差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论　ＴＳＨ水平提高可能会导致胆管结石的复发率上升。
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ｄｏｓｅｉｎｔｒａｖｅｎｏｕｓｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎａｎｄｃｙｃｌｏｓｐｏｒｉｎｅ［Ｊ］．ＡｃｔａＰａｅｄ
ｉａｔｒｉｃａ，２０１２，１０２（３）：ｅ１３７ｅ１３９．

［１２］李建刚，赵家宁，徐华，等．直接抗人球蛋白试验阳性患者交叉
配血方法探讨［Ｊ］．现代检验医学杂志，２０１５，３０（４）：１３０１３２．

［１３］张磊，张烨，郭楠，等．自身免疫性溶血性贫血输血前检查的研
究［Ｊ］．北京医学，２０１３，３５（８）：７１７７２０．

［１４］ＢＡＳＳＧＦ，ＴＵＳＣＡＮＯＥＴ，ＴＵＳＣＡＮＯＪＭ．Ｄｉａｇｎｏｓｉｓａｎｄｃｌａｓｓｉｆｉｃａ
ｔｉｏｎｏｆａｕｔｏｉｍｍｕｎｅｈｅｍｏｌｙｔｉｃａｎｅｍｉａ［Ｊ］．ＡｕｔｏｉｍｍｕｎＲｅｖ，２０１４，
１３（４／５）：５６０５６４．

［１５］ＡＳＨＲＡＦＴ，ＪＩＡＮＧＷ，ＨＯＱＵＥＭＴ，ｅｔａｌ．Ｒｏｌｅｏｆａｎｔｉｉｎｆｌａｍｍａ
ｔｏｒｙｃｏｍｐｏｕｎｄｓｉｎｈｕｍａｎｉｍｍｕｎｏｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙｖｉｒｕｓ１ｇｌｙｃｏｐｒｏ
ｔｅｉｎ１２０ｍｅｄｉａｔｅｄｂｒａｉｎｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＪＮｅｕｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ，
２０１４，１１：９１．

（收稿日期：２０１６０１２８，修回日期：２０１６０３２８）

·０８２· 安 徽 医 药　ＡｎｈｕｉＭｅｄｉｃａｌａｎｄＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＪｏｕｒｎａｌ　２０１７Ｆｅｂ，２１（２）


