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目的
!

对
,

种常用溶液配制
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反定型红细胞悬液进行比较&方法
!

利用生理盐水%低离子溶液%
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血液分析仪用稀释液
,

种溶液制备
*T

的红细胞悬液!"

6X*

$

i

冰箱保存!每天对红细胞的凝集强度%红细

胞数量和质量%上清液游离血红蛋白进行观察!每
,

天监测一次细菌生长情况等&观察用
,

种溶液制备的反定型红

细胞的有效期限&结果
!

用
1
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血液分析仪专用稀释液配制的反定型红细胞有效期仅
-C

!用生理盐水配制的

反定型红细胞有效期不到
*6D

!低离子溶液配制的反定型红细胞当天溶血&结论
!

用
1
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血液分析仪专用稀

释液可制备简便的
0:2

反定型红细胞!有效期
-C

#低离子溶液不适用于配制的反定型红细胞#生理盐水配备的反

定型红细胞应每天配制&
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本院日常使用的
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反定型红细胞悬液为商品化试剂#

由于运输时间*保存温度*使用期限的原因#偶尔会有溶血*过

期*断货的情况#考虑到成本及工作需要#作者尝试自行配制反

定型红细胞)查看相关文献#目前常用的配制
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反定型红

细胞溶液主要有生理盐水,

)

-

*低离子溶液,

*

-

*血细胞分析仪专

用稀释液,

,

-

*

!#(

细胞保存液,

6

-等#由于
!#(

细胞保存液在

一般检验科不常有#所以作者用前
,

种溶液配制
0:2

反定型

红细胞悬液#报道如下)

$

!

材料与方法

$+$

!

仪器与试剂
!

标准抗
0

*抗
:

单克隆抗体购自长春博德

生物技术有限责任公司$批号!

*.)../.=

&%

"D(

$

7

Q

4

&

;

血型定

型试剂$单抗隆抗体&购自上海血液生物医药有限责任公司

$批号!

*.)..*)U

&%
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血 液 分 析 仪 用 稀 释 液 $批 号!

Y.6=.

&%

.+<T

氯化钠注射液 $四川科伦药业#批号!

:)..,.6

a

&%低聚子溶液$珠海贝索#批号!

)..=*

&%
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全

自动血细胞分析仪%重庆天海
!471

型细胞医学图像分析系

统%

\/

型血库专用离心机%白洋离心机%

aH

&

A?">;-...

酶标

分析仪%底物
0

*显色剂
:

*终止液均为新创公司产品$批号!

*.)../--.U

&%血培养平板$环凯#批号!

)..<*..*3

&)

$+/

!

观察指标
!

在反定型红细胞悬液制备的当天$

6D

内&和

前
6

天每天取样检查下列
6

个项目!$

)

&溶血情况和上清液游

离血红蛋白$

$K

&%$

*

&红细胞$

":!

&凝集强度检测%$

,

&

":!

数

量及变异系数检测%$

6

&

":!

形态显微镜检查)每
,

天做
)

次

细菌培养#菌落计数)从第
6

天开始只观察用
1

&
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血细胞

分析仪专用稀释液配制的
":!

悬液)

$+'

!

方法

$+'+$

!

试剂
":!

制备,

)

-

!

$

)

&取
,

人份同型新鲜
0

*

:

*

2

型

":!

等量混合%$

*

&用生理盐水洗涤#

,6..F

"

NIJ

离心
,NIJ

#

共
,

次#并尽量去除
":!

层上的白膜层,白细胞$

V:!

&和血小

板$

#'>

&-

,

/

-

%$

,

&取压积
":!

#分别以生理盐水*
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血液

分析仪专用稀释液*低离子溶液配成
*T

的
0

*

:

和
2

型
":!

悬液%$

6

&将
,

种血型
":!

悬液混匀分装注入
.+/N'

的塑料

子弹头中#其中生理盐水法配制溶液分装
/

管#共
)/

管#低聚

离子分装
/

管#共
)/

管#血细胞稀释液分装
*/

管#共
=/

管#置

$

6X*

&

i

冰箱保存#前
6C

每天取一支样品检测并记录结果#

第
/

天开始只取血细胞稀释液配制的
":!

悬液观察并记录

+
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+

检验医学与临床
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年
).

月第
U

卷第
*.

期
!
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结果)
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!

溶血情况观察和上清液游离
$K

测定
!

采用0

0

*

:

液

法1

,

-

-测定血浆游离
$K

#为了便于统一测试#每天取
,

种溶液

配制的
":!

悬液#于室温平衡#做完细菌培养*细胞计数*凝集

强度测定后#离心取上清液置于
_*.i

冰箱冷冻保存#每一种

溶液每天只留取
)

份标本用于测量游离
$K

浓度#筛选方法

为#离心后先肉眼观察并记录颜色#如在某一天肉眼可见明显

溶血#留取此上清液冰冻保存后#继续观察
)C

#再留取上清液

冰冻保存#随后停止再观察此类溶液)

$+'+'

!

细菌污染情况观测
!

在生物安全柜中#将
,

种稀释液

配制的
":!

悬液取出摇匀#用定量加样枪取
).

#

'

涂布在血

培养基上#置
,/i

温箱培养
*6D

后#观察有无细菌生长#计数

菌落数量)

$+'+1

!

":!

凝集强度及特异性测定
!

采用试管法,

)

-

#首先取

标准抗血清#测试抗体效价,

)

-

#结果为抗
0)f/)*

*抗
:)f

*/-

#用生理盐水进行倍比稀释#将血清抗体效价稀释为
)f

)-

#用稀释好的抗
0

*抗
:

抗体测定反定型
":!

的抗原#观察

凝集强度的变化)

(

抗原阳性的
2

型血试剂
":!

暂用抗
(

抗体检测#从凝集强度的变化反映其抗原的强弱变化)从制备

日起#每天做一次抗原凝集强度测定#并记录实验结果)

$+'+2

!

细胞计数
!

用
1

&

@AENU..

全自动血细胞分析仪测定

不同观察时间
*T

浓度
":!

中的
":!

数量及变异系数情况)

$+'+)

!

":!

形态观察
!

用天海
!471

型细胞医学图像分析

系统观察
":!

形态上的变化)

/

!

结
!!

果

,

种溶液配制
0:2

反定型
":!

观测结果比较见表
)

)

/+$

!

溶血情况和上清液游离
$K

测定结果
!

用低离子溶液配

制的
":!

悬液#在制备当天及第
*

天均产生肉眼可见轻度溶

血#测定上清液游离
$K

浓度分别为
)6)+*N

Q

"

'

和
)=,+/

N

Q

"

'

)用生理盐水配制的
":!

悬液观察当天游离
$K

为

)6+)N

Q

"

'

#从第
*

天开始#虽然无肉眼可见溶血#但实际测定

游离
$K

依次为
--+-

*

)U.+U

*

*//+*

*

*<6+*N

Q

"

'

#均大于
6.

N

Q

"

'

%用血细胞稀释液配制的
":!

比较稳定#配制前
-C

每天

测定游离
":!

均很低#小于
6.N

Q

"

'

#到第
=

天溶血明显增

加#肉眼可见
":!

与上清液界面有轻度溶血#混匀后离心#测

定游离
$K*-.+<N

Q

"

'

#此后游离
$K

浓度迅速增高)

/+/

!

细菌污染情况观察结果
!

以溶血时间为限#只做过两次

细菌培养#分装的
":!

悬液在溶血前后均无细菌生长)

/+'

!

":!

抗原凝集强度及特异性测定结果
!

用低离子溶液

配制的
":!

悬液#因为溶血的缘故#只测定
*C

#用当天稀释的

效价为
)f)-

抗血清测定#凝集强度为
dddd

#上清液溶血

肉眼观察不明显%用生理盐水配制的
":!

悬液连续测定
/C

#

每天凝集强度为
dddd

#上清液肉眼观无溶血)用血细胞稀

释液配制的
":!

悬液前
-C

凝集强度为
dddd

#上清液肉

眼观无溶血#第
-

天在
":!

层与上清液交界层之间有明显溶

血#凝集程度却没有下降)

/+1

!

配制的试剂
":!

数量变化
!

,

种稀释液配制的试剂

":!

数量变化波动较小#到了第
=

天#仅有稍微的减少#变化

不明显#但是变异系数在溶血前后有较大变化)

/+2

!

":!

形态学观察结果
!

保存过程中#用低离子溶液配制

的
":!

形态最为完整#体积较大#无皱缩或变形现象%用
1

&

@;

AEN

血液分析仪用稀释液配制的
":!

在配制当天#形态完整#

第
*

天开始有约
*.T

皱缩变形#第
6

天有约
/.T

"

-.T

皱缩#

连续观察#皱缩逐渐增多%用生理盐水配制的
":!

第
)

天有

*.T

少量皱缩#第
,

天皱缩明显增加)

表
)

!

,

种溶液配制
0:2

反定型
":!

观测结果比较

时间

生理盐水

":!

计

数$

c).

<

&

"(V

?R

上清液

颜色

凝集

强度
细菌

游离

$K

低聚离子溶液

":!

计

数$

c).

<

&

"(V

?R

上清液

颜色

凝集

强度
细菌

游离

$K

血细胞稀释液

":!

计数

$

c).

<

&

"(V

?R

上清液

颜色

凝集

强度
细菌

游离

$K

当天
.+)/ ))+6

无色
6d _ )6+) .+)6 *.+=

淡红
6d )6)+* .+)/ ))+/

无色
6d _ )/+,

每
)

天
.+)/ ).+<

无色
6d _ --+- )+)/ )/+,

淡红
6d _ )=,+- .+)- ))+,

无色
6d _ )/+,

每
*

天
.+)/ )*+.

淡黄
6d _ )U.+U _ _ _ _ _ _ .+)/ ))+-

无色
6d _ )-+U

每
,

天
.+)/ ))+-

淡黄
6d

无
*//+* _ _ _ _ _

无
.+)- )*+*

无色
6d

无
)/+-

每
6

天
.+)/ )*+.

淡黄
6d _ *<6+* _ _ _ _ _ _ .+)- ),+.

无色
6d _ )/+-

每
/

天
_ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ .+)- )6+<

淡黄
6d _ *6+-

每
-

天
.+)/ )-+)

淡红
6d _ _ _ _ _ _ _ _ .+)6 )/+U

淡黄
6d _ ,U+-

第
=

天
_ _ _ _

无
_ _ _ _ _ _ _ _ )/+U

淡红
6d

无
*-.+<

!!

注!

"(V?R

表示红细胞分布宽度变异系数)

_

表示无数据)

'

!

讨
!!

论

0:2

反定型
":!

研制的重点有三个方面,

=

-

!一是维持

":!

活性#尽量减慢细胞新陈代谢%二是保护好
":!

膜上抗

原物质%三是建立有效期观察指标#监测试剂
":!

有效期)

商品化的
0:2

反定型
":!

有效期为
,

个月#与自制反定

型
":!

试剂相比具有使用方便*有效期长*质量稳定的优点#

所以在医院*血站等广泛使用)但是#商品化的
0:2

反定型

":!

通过厂家转试剂商再送至检验科时#实际使用有效期多

为一个多月左右#并且由于运输保存等原因#到达时
":!

悬液

会有轻微溶血现象#所以每次购买数量少#如果某一段时间标

本量过多或过少#可能出现断货或过期浪费现象)

生理盐水是医院最常用的溶剂#用生理盐水配制反定型

":!

#经济好用#缺点是保存有效期短#最好能每天配制)本试

验中也发现#配制的
":!

第
*

天#肉眼观察不溶血#凝集强度

+

,=6*

+

检验医学与临床
*.))

年
).

月第
U

卷第
*.

期
!

'HK4EC!GIJ

!

2%A?KEF*.))

!

W?G+U

!
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合格#但游离
$K

已超过
6.N

Q

"

'

%低离子溶液是聚凝胺试剂

成分的一种#有降低介质的离子强度#减少
":!

周围的阳离子

云#促进
":!

和血清$血浆&中的抗体结合的作用#在婴儿

0:2

血型鉴定,

U

-

*新生儿溶血病,

<

-

*

0:2

反定型检测,

*

-等方

面应用效果较好)但作者在配制当天#马上离心#观察到肉眼

可见溶血#怀疑配制方法有误#重复操作后依旧有溶血现象)

低离子溶液主要成分为
/T

葡萄糖*

.+*T

乙二胺四乙酸等#从

理论上无法解释溶血原因#在用凝聚胺法做交叉配血时很少出

现溶血现象#推测原因可能为#交叉配血时#用
*

滴血清加
)

滴

,T

"

/T":!

悬液#混匀后加
.+-/

"

.+U.N'

低离子溶液#再

加其他试剂#如果有轻度溶血#也会被稀释#肉眼很难观察到)

作者在配制
*T

反定型
":!

悬液时加入的
":!

数量较交叉配

血时多#肉眼容易观察#所以使用低离子溶液配制反定型
":!

悬液并不合适)本人对低离子溶液在交叉配血中的应用也有

些疑问和不解#还有待进一步学习#同时查.全国临床检验操作

规程/第
,

版有低离子强度盐溶液配制
":!

悬液检测不规则

抗体的方法#所以可能是理解错误#同时规程也提出最好当天

配用#所以没有继续试验)用血细胞分析仪稀释液配制反定型

":!

已有报道#周华友等,

,

-分别用
!?BGAEF1>a1

稀释液*

:H;

&

EF*)*.

稀释液和雅培
!()=..

稀释液配制反定型
":!

试剂#

从保存期*溶血性*抗原性*细菌等几个方面探讨#得出了用血

细胞分析仪稀释液配制试剂
":!

简单且经济#有效期可达
*

周#适于基层医院血库使用#值得推广的结论)因为本科室在

用的血细胞分析仪
\1;U..I

和
\8;*)..

全部是希森美康公司

的产品#配套试剂均为希森美康原装试剂#稀释液的成分与其

他厂家血细胞分析仪稀释液不同#所以不能简单套用#在实际

检测过程中发现作者的推测是正确的#

1

&

@NEZ

血细胞分析仪

稀释液用于反定型
":!

只能保存
-C

#保存期内
":!

有轻中

度皱缩#但不影响抗原性)为了正确反映
":!

的检测灵敏度#

作者在试验中采用
)f)-

效价的
0

*

:

抗体#理由是邓永福

等,

).

-的研究表明#

<.T

人群血清"血浆抗体效价均分布于
)f

)-

以上#购买的抗
0

*抗
:

抗体效价高达
)f/)*

与
)f*/-

#不

足以反映出
":!

检测灵敏度#所以在试验中采用预稀释
)f

)-

抗血清#试验中还发现使用溶血后的
":!

悬液#凝集强度

仍然有
ddd

以上)

在实验设计方面如果是无菌操作且用子弹头分装每天用

量的情况下#可以取消细菌培养这一项#为了减少用血细胞分

析仪稀释液中添加成分对
":!

形态的影响#曾尝试加入少量

经过抗体筛选后再经
/-i

灭活处理的
0:

型血清#比例
)f)

#

效果较好#尤其在前
*C

#

":!

形态完整性是远远优于生理盐

水配制的悬液#与相应抗血清结合#凝集强度不受影响#但由于

人的血型系统复杂#也考虑到血型测定的重要性#所以取消这

种做法#同时也提示出#选用牛血清或许其他不干扰测定的蛋

白质可以有利于改善
":!

的保存期)游离
$K

的检测方法#

根据不同的色原#主要有邻
;

甲联苯胺法,

)

-

*氰化高铁
$K

法,

)

-

*

0

*

:

液法,

-

-

*过氧化氢醋酸重铬酸钾法,

))

-

*氯丙嗪两点

法,

)*

-等#由于联苯胺致癌*氰化钾有剧毒#过氧化氢醋酸重铬

酸钾法与氯丙嗪两点法需要配制试剂*手工操作*步骤较繁琐#

而 0

0

*

:

液法1操作简单#仪器与试剂来源方便#但要求做标准

曲线#所以每天离心后将上清液冷冻保存#统一时间测定#有利

于保证测定结果的一致性)

当前#所有自配反定型
":!

悬液的难题都集中在如何保

存
":!

形态完整性#延长细胞保存期#因为血细胞稀释液中加

有少量防腐剂#在保存期限方面优于生理盐水#所以在商品化

反定型
":!

试剂不足*标本量少或其他影响因素时可考虑用

血细胞稀释液配制的反定型
":!

悬液#但每个实验室应根据

实际情况做相关的对比试验#而不能简单套用)本试验得出结

论#用
1

&

@NEZ

血液分析仪专用稀释液可制备简便的
0:2

反

定型
":!

#有效期
-C

%凝聚胺试剂中的低离子溶液不适用于

配制反定型
":!

%用生理盐水制备反定型红细胞应每天配制)
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