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　　【摘要】　目的　探索使用ＰＫ７３００全自动血型分析仪测定ＡＢＯ血型抗体效价的方法，探讨献血者血型检测中

与ＡＢＯ血型抗体效价相关的影响因素及注意事项。方法　仪器微板法测定抽样标本的ＡＢＯ血型抗体效价；仪器

微板法及手工试管法测定各血型混合血浆的ＡＢＯ血型抗体效价；统计分析该中心２０１３年５～７月检测出的 ＡＢＯ

血型抗体效价降低的情况。结果　Ａ型献血者与Ｂ型献血者的ＡＢＯ血型抗体效价比较，差异无统计学意义（犘＞

０．０５），Ｏ型献血者的ＡＢＯ血型抗体效价明显高于Ａ型或Ｂ型献血者（犘＜０．０５）；手工试管法的灵敏度明显优于仪

器微板法，而手工试管法二的灵敏度又明显优于手工试管法一（犘＜０．０５）；ＡＢＯ血型抗体效价降低的 Ａ型献血者

明显多于Ｂ型或Ｏ型（均犘＜０．０１），ＡＢＯ血型抗体效价降低的男性献血者明显多于女性（犘＜０．０１）。结论　仪器

微板法测定ＡＢＯ血型抗体效价操作简便、结果判读客观、重复性好，１∶１～１∶８０的稀释比例范围能满足绝大多数

标本的测定需要，采用梯度稀释有助于减小测定误差；血型、性别、年龄、亚型等因素可能与献血者ＡＢＯ血型抗体效

价降低相关。
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　　血型检测是无偿献血筛检的重要检测项目，长期以来，血

站的血型检测主要采用手工操作的纸片法。但随着检测技术

的迅猛发展，纸片法已不能满足实验室快速、准确、标准化、自

动化的要求，其检测的各个环节逐步被相应的自动化设备所替

代［１２］。ＯｌｙｍｐｕｓＰＫ７３００全自动血型分析仪集自动加样、孵

育、判读、数据保存及全过程监控为一体，近年来我国的一些血

液中心和中心血站陆续引进了该设备。本中心检验科自２０１１

年将ＰＫ７３００血型分析仪用于 ＡＢＯ和 Ｒｈ（Ｄ）血型的常规检

测，在使用过程中，作者发现该仪器除具有全自动、高通量等优

点外，其在不规则抗体和亚型筛选、测定ＡＢＯ血型抗体效价等

方面也体现出较为卓越的性能，但将其用于测定 ＡＢＯ血型抗

体效价的报道较少。为此，本文对应用ＰＫ７３００全自动血型分

析仪测定ＡＢＯ血型抗体效价进行了初步研究。

１　材料与方法

１．１　标本来源　选择本中心检验科２０１３年５～７月无偿献血

者的血液检测标本。随机抽取日常检测后的标本 Ａ型、Ｂ型、

Ｏ型各１０例，进行 ＡＢＯ血型抗体效价测定，并对检测出的

ＡＢＯ血型抗体效价降低的情况进行统计分析。
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１．２　仪器　白洋６００Ａ型离心机、ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ１００～１０００μＬ

可调移液器、ＯｌｙｍｐｕｓＰＫ７３００全自动血型分析仪。

１．３　试剂　抗ＲｈＤＩｇＭ（德国Ｂｉｏｔｅｓｔ公司），单克隆抗 Ａ、抗

Ｂ标准血清（上海血液生物医药有限责任公司）；反定型用红细

胞试剂（上海血液生物医药有限责任公司）；生理盐水（四川南

格尔生物医学股份有限公司）。以上试剂均鉴定合格，在有效

期内使用。

１．４　方法

１．４．１　仪器微板法测定抽样样本的 ＡＢＯ血型抗体效价　随

机抽取日常检测后的标本Ａ型、Ｂ型、Ｏ型各１０例，分别对每

例标本的血浆用生理盐水进行１∶５、１∶１０、１∶２０、１∶３０、１∶

４０、１∶６０、１∶８０稀释；启动ＰＫ７３００，按要求放入工作试剂，将

上述每例稀释的血浆标本依次装入专用样本架的第２～８位，

样本架的第１位装入未稀释的原标本（２５００ｒ／ｍｉｎ离心１０

ｍｉｎ，下层为红细胞），然后将样本架安装至血型分析仪的进样

单元，血型分析仪自动进样并检测各个试验微孔的凝集情况，

自动判读各标本的ＲｈＤ血型及 ＡＢＯ血型。根据仪器检测的

各个测试孔的凝集情况，以与试剂红细胞发生阳性凝集的血浆

标本中最大稀释倍数者的稀释倍数作为该抽样标本的相应血

型抗体的效价。

１．４．２　仪器微板法及手工试管法测定各血型混合血浆的

ＡＢＯ血型抗体效价　按血型不同在上述各例抽样标本中分别

取１００μＬ血浆标本混合配制成Ａ型、Ｂ型、Ｏ型混合血浆。仪

器微板法测定Ａ型、Ｂ型、Ｏ型混合血浆的 ＡＢＯ血型抗体效

价（但各样本架的第１位装入的未稀释标本下层无红细胞）。

将仪器微板法中使用的未稀释及稀释的混合血浆标本用手工

试管法测定各型混合血浆的 ＡＢＯ血型抗体效价：准备两个试

管架及适量透明洁净的小试管并标记，在试管架一中以１００

μＬ血浆加２滴试剂红细胞的比例向各试验试管底部加入待测

血浆及试剂红细胞（简称试管法一，此方法为本中心现行标准

操作规程的操作方法），在试管架二中以１００μＬ血浆加１滴试

剂红细胞的比例向各试验试管底部加入待测血浆及试剂红细

胞（简称试管法二，此方法为本研究中的一种对比方法），其中

Ａ型混合血浆加ＢＣ，Ｂ型混合血浆加Ａ１Ｃ，Ｏ型混合血浆分别

加Ａ１Ｃ和ＢＣ，混匀各管，以１０００ｒ／ｍｉｎ离心１ｍｉｎ，按照临床

检验操作规程的凝集强度判断标准判读各试验管的凝集情

况［３］，将１＋以上凝集视为阳性凝集，以与试剂红细胞发生阳

性凝集的混合血浆标本中最大稀释倍数者的稀释倍数作为该

型混合血浆相应血型抗体的效价。

１．４．３　分析本中心２０１３年５～７月检测出的 ＡＢＯ血型抗体

效价降低的情况　在本中心检验科的日常血型检测中，如遇到

因为ＡＢＯ血型抗体效价降低而导致仪器不能正确判读标本

血型时，则取该标本用试管法检测其正反定型，如正反定型相

符则以试管法检测的结果报告，如正反定型不符或凝集强度仍

降低，则送检到输血研究室进一步做 ＡＢＯ血型确认试验；试

管法或送检到输血研究室的确认检测均予以登记记录。依据

试管法或送检的确认检测登记表及微板图像查找本中心２０１３

年５～７月检测出的 ＡＢＯ血型抗体效价降低的情况，对 ＡＢＯ

血型抗体效价降低的献血者信息进行统计分析。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１９．０统计软件进行分析处理，

以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　仪器微板法测定抽样标本的 ＡＢＯ血型抗体效价的结果

见表１。作者分别用两种统计方法对该效价结果进行了统计

分析。将效价值取对数后进行狋检验的结果：Ａ型与Ｂ型比较

的犘值为０．６１９，Ａ型与Ｏ型比较的犘值为０．０５９，Ｂ型与Ｏ

型比较的犘值为０．０１４。ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙ秩和检验结果：Ａ型

与Ｂ型比较的 犘 值为０．４２５，Ａ 型与 Ｏ 型比较的 犘 值为

０．０１７，Ｂ型与Ｏ型比较的犘值为０．００５。

２．２　仪器微板法及手工试管法测定各血型混合血浆的 ＡＢＯ

血型抗体效价的凝集反应情况见表２。其中，仪器微板法的凝

集反应情况结果类型有＋、－、？３种；手工试管法的凝集反应

情况结果类型有４＋、３＋、２＋、１＋、±、ＭＦ（ｍｉｘｅｄｆｉｅｌｄ，混合

凝集外观）、－等７种。对３种方法测定的抗体效价结果进行

Ｆｒｉｅｄｍａｎ秩和检验，犘值为０．０１８。

２．３　本中心２０１３年５～７月共检出 ＡＢＯ血型抗体效价降低

的献血者４３例，按血型分 Ａ型（抗Ｂ降低）３３例、Ｂ型（抗Ａ

降低）５例、Ｏ型（抗Ａ降低２例及抗Ｂ降低３例）５例，按性别

分男３５例、女８例，按年龄分１８～＜２５岁６例、２５～＜３５岁

１０例、３５～＜４５岁１３例、４５～＜５５岁１４例。本中心２０１３年

５～７月的献血者共计２２６３９人次，按血型分Ａ型７１７２人次、

Ｂ型５６２９人次、Ｏ型７９４０人次、ＡＢ型１８９８人次；按性别分

男１２８４７人次、女９７９２人次。ＡＢＯ血型抗体降低的献血者

χ
２ 检验结果：Ａ型与Ｂ型比较的犘值为０．０００，Ａ型与Ｏ型比

较的犘值为０．０００，Ｂ型与Ｏ型比较的犘值为０．８２１；男性与

女性比较的犘值为０．００１。

表１　ＰＫ７３００仪器微板法测定抽样样本的ＡＢＯ血型抗体效价的频数分布及均数

血型（抗体）
各抗体效价的频数分布

１∶１ １∶５ １∶１０ １∶２０ １∶３０ １∶４０ １∶６０ １∶８０

频数

合计

几何

均数

算术

均数

Ａ型（抗Ｂ） ２ １ ４ ２ １ － － － １０ １∶７．５ １∶１１．７

Ｂ型（抗Ａ） ２ ２ ５ １ － － － － １０ １∶５．９ １∶８．２

Ｏ型（抗Ａ） １ － ２ － ２ ４ － １ １０ １∶２１．２ １∶３２．１

Ｏ型（抗Ｂ） １ １ １ ２ ２ ２ １ － １０ １∶１６．７ １∶２５．６

　　注：－表示无数据。

表２　仪器微板法及手工试管法测定各血型混合血浆的ＡＢＯ血型抗体效价的凝集反应情况

测定方法
各（稀释）混合血浆与试剂红细胞的凝集反应情况

１∶１ １∶５ １∶１０ １∶２０ １∶３０ １∶４０ １∶６０ １∶８０

抗体效价判定

Ａ型（与ＢＣ反应） 仪器微板法 ＋ ＋ ＋ ＋ － － － － １∶２０（抗Ｂ）

试管法一 ４＋ ３＋ ２＋ １＋ １＋ ± ＭＦ － １∶３０（抗Ｂ）
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续表２　仪器微板法及手工试管法测定各血型混合血浆的ＡＢＯ血型抗体效价的凝集反应情况

测定方法
各（稀释）混合血浆与试剂红细胞的凝集反应情况

１∶１ １∶５ １∶１０ １∶２０ １∶３０ １∶４０ １∶６０ １∶８０

抗体效价判定

试管法二 ４＋ ３＋ ３＋ ２＋ ２＋ １＋ １＋ ± １∶６０（抗Ｂ）

Ｂ型（与Ａ１Ｃ反应） 仪器微板法 ＋ ＋ ＋ － － － － － １∶１０（抗Ａ）

试管法一 ４＋ ３＋ ２＋ ２＋ １＋ ± ± － １∶３０（抗Ａ）

试管法二 ４＋ ３＋ ３＋ ２＋ ２＋ １＋ １＋ ± １∶６０（抗Ａ）

Ｏ型（与Ａ１Ｃ反应）仪器微板法 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － － １∶４０（抗Ａ）

试管法一 ４＋ ３＋ ３＋ ２＋ ２＋ １＋ １＋ ± １∶６０（抗Ａ）

试管法二 ４＋ ４＋ ３＋ ３＋ ３＋ ２＋ ２＋ ２＋ ≥１∶８０（抗Ａ）　

Ｏ型（与ＢＣ反应） 仪器微板法 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ？ － － １∶３０（抗Ｂ）

试管法一 ４＋ ３＋ ３＋ ２＋ １＋ １＋ ± ＭＦ １∶４０（抗Ｂ）

试管法二 ４＋ ４＋ ３＋ ３＋ ２＋ ２＋ １＋ １＋ ≥１∶８０（抗Ｂ）　

３　讨　　论

在疑难血型鉴定和输血安全评估中通常会测定ＩｇＭ类血

型抗体的效价，但传统的试管法操作繁琐、结果判读易受操作

者主观因素的影响；用ＰＫ７３００仪器微板法测定 ＡＢＯ血型抗

体（ＩｇＭ类）效价操作简便、结果判读客观、重复性好。测定

ＡＢＯ和Ｒｈ（Ｄ）血型时，ＰＫ７３００吸样后均在稀释杯中对血球和

血浆样本进行自动稀释后再加样到微孔板与相应的稀释工作

试剂进行抗原抗体反应，在厂家建议的参数设置中，血球样本

经仪器自动稀释后的浓度为１．７％，血浆样本经仪器自动稀释

后的稀释倍数为１∶２０。本研究显示，尽管ＰＫ７３００吸样后在

稀释杯中对血浆样本进行１∶２０自动稀释后再加样到微孔板

进行抗原抗体反应，但多数（２４／３０）抽样标本血浆在事先预稀

释５～８０倍的条件下（总稀释倍数则为１００～１６００倍）其凝集

反应仍能被仪器正确判读，可见微板法具有较高的灵敏度；张

悦等［４］研究亦表明，微板法的判读正确率高于血站检验科常用

的手工纸片法。用ＰＫ７３００测定抽样样本及混合血浆的 ＡＢＯ

血型抗体效价时，将血浆标本的稀释比例范围确定为１∶１～

１∶８０，该范围能满足绝大多数标本的测定需要；采用梯度稀释

而非对倍稀释，这样有助于减小测定误差，测得较为准确的效

价结果。

对比本研究中仪器微板法与两种手工试管法测定各血型

混合血浆的ＡＢＯ血型抗体效价的凝集反应情况可以看出，手

工试管法的灵敏度明显优于仪器微板法，而手工试管法二的灵

敏度又明显优于手工试管法一。目前，试管法、玻片法、瓷板

法、纸片法、微板法、凝胶卡法、聚合酶链反应法等多种方法可

用于ＡＢＯ血型定型，但经典的试管离心法仍被认为是最可信

赖的ＡＢＯ定型方法
［５７］。临床检验操作规程有关试管法ＡＢＯ

血型鉴定中要求正定型标本红细胞或反定型试剂红细胞的浓

度为５％
［３］；本研究中所用的试剂红细胞（购自上海血液生物

医药有限责任公司），厂家说明书中未标明其具体浓度，据推算

其浓度约为２．５％；在本研究有关手工试管法测定各血型混合

血浆的ＡＢＯ血型抗体效价的部分，作者在临床检验操作规程

的基础上对试剂红细胞的浓度以及血浆与试剂红细胞的比例

进行了调整，试验结果表明，试管法二（约２滴标本血浆加１滴

２．５％试剂红细胞的比例）具有更高的灵敏度，也更便于观察判

定凝集反应情况，从而有助于减少因 ＡＢＯ血型抗体效价降低

而导致的抗体漏检。在使用ＰＫ７３００对献血者标本进行血型

筛查检测时，如遇到正反定型不符等可疑结果时，用试管法进

行复核检测有助于及时确定标本血型、及时发布检测报告。

本文表１中计算的效价几何均数及算术均数与表２中仪

器微板法测定的混合血浆的效价进了比较，结果发现３个值呈

递增关系，而算术均数与混合血浆的效价更接近。说明抗体效

价的几何均数主要是针对人群的集中趋势而言，而不是人群或

个体的平均水平。作者分别用两种统计方法（将效价值取对数

后进行狋检验及直接将效价值进行秩和检验）对仪器微板法测

定Ａ、Ｂ、Ｏ３种血型抽样标本的 ＡＢＯ血型抗体效价进行了比

较，结果显示，所抽样的Ｏ型献血者的 ＡＢＯ血型抗体效价高

于Ａ型或Ｂ型；但两种统计方法的结果存在一定差异，作者认

为抽样标本量较少可能是导致这种差异最主要的原因。

标本血浆的 ＡＢＯ 血型抗体（ＩｇＭ 类）效价降低是导致

ＰＫ７３００不能正确判读标本血型（因正反定型不符）的最常见

原因之一。本中心２０１３年５～７月因标本血浆的ＡＢＯ血型抗

体效价降低所导致的ＰＫ７３００不能正确判读标本血型，则是Ａ

型明显多于Ｂ型或Ｏ型，男性明显多于女性；因未获得不同年

龄组献血人群的整体数据，本研究未对不同年龄组间血型抗体

效价降低的差异进行统计分析，但结合本研究中抗体效价降低

的例数及文献［８９］有关献血人群年龄分布特征的调查结果，

可以推断随着献血者年龄的增大，血型抗体效价降低者所占的

比例体现出一定的增高趋势，与文献［５］中年龄因素对ＡＢＯ血

型抗体水平的影响相符。需要提醒的是，对于 ＡＢＯ血型抗体

减弱的样本，除生理因素外，有部分是 Ａ／Ｂ亚型；如 Ａ（？）Ｂ含

抗Ａ１抗体，其反定型与Ａ１Ｃ反应较弱，正定型也可能只检出

Ｂ抗原，定型结果为Ｂ型，正反定型相符；此处检出较弱的抗Ａ

抗体，另外却漏检了Ａ（？）抗原，导致正反定型伪相符，这种情

况则需要进一步做有关亚型检测的相关试验予以确认［１０１１］。

参考文献
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建立［Ｊ］．中国输血杂志，１９９８，１１（２）：６３６５．

［２］ 刘健娣，邓雪莲．全自动血型仪在血站的应用［Ｊ］．临床和

实验医学杂志，２０１０，９（４）：２９４２９５．

［３］ 叶应妩，王毓三，申子瑜，等．全国临床检验操作规程

［Ｍ］．３版．南京：东南大学出版社，２００６：２４６２４９．
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（ＴＮＦ）以及γ干扰素（ＩＦＮγ）等因子，从而促使其发挥重要作

用。临床研究显示，类风湿关节炎患者外周血中明显存在Ｔｈ１

细胞极化的情况，且这种研究与临床以往的研究结果一致［１１］。

主要是由于异常增加的Ｔｈ１细胞能够通过血液循环而达到关

节局部，并且活化其增值。另外大量分泌的炎性细胞因子也可

与其他的效应Ｔ细胞发生相互作用，从而促进类风湿关节炎

的病情发展。通过本次的临床研究还显示，活动组中的髓源性

抑制细胞和Ｔｈ１细胞的百分比明显高于稳定组，而Ｔｈ２细胞

百分比明显低于稳定组，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。进一

步说明，Ｔｈ１细胞的增殖与免疫学功能均有明显的抑制作用，

亦说明在类风湿关节炎患者的病情缓解中，其发挥着重要的调

控作用。

本研究结果显示，类风湿关节炎患者体内的 Ｔｈ１细胞与

髓源性抑制细胞呈现负相关性，而与Ｔｈ２细胞百分比无相关

性，差异无统计学意义（犘＞０．０５）。临床相关报道显示，髓源

性抑制细胞与Ｔｈ１７细胞呈现负相关性。主要是由于Ｔｈ１和

Ｔｈ１７细胞均在类风湿关节炎的发病中起到关键性作用。类风

湿关节炎主要是由 Ｔｈ１细胞介导而产生的一种慢性炎性反

应，一般Ｔｈ１细胞的数量增加，其活性也明显增加，很容易导

致Ｔｈ１／Ｔｈ２平衡失调。同时，Ｔｈ１的高表达会抑制ＣＤ４＋Ｔ细

胞逐渐向Ｔｈ２细胞分化，会阻碍Ｔｈ２细胞分泌其他炎性因子，

最终抑制Ｔｈ２细胞发挥免疫作用。临床中类风湿关节炎的慢

性炎性过程中，关节局部的炎性细胞发生浸润，很容易促使保

护性细胞因子降低，使得外周血中Ｔｈ２细胞分泌的ＩＬ４和ＩＬ

１０明显增加。文献［１２］报道，活动组Ｔｈ２细胞百分比明显低

于稳定组。进一步说明为类风湿关节炎不同阶段其Ｔｈ１／Ｔｈ２

平衡也会发生改变，类风湿关节炎炎性发展的过程中，其 Ｔｈ

细胞的比例也会随炎性的发生而改变，尤其在活动期，患者外

周血中主要是以Ｔｈ１细胞为主。稳定期主要是以Ｔｈ２为主。

进一步体现，类风湿关节炎患者的炎性发生变化时，其Ｔｈ细

胞的数量也会发生改变，且髓源性抑制细胞也会随之改变。

综上所述，类风湿关节炎患者外周血中的髓源性抑制细胞

呈现高表达，且与Ｔｈ１细胞百分比呈现负相关性，而与Ｔｈ２细

胞百分比无相关性。临床中可以将其作为判断类风湿关节炎

活动的标志物。同时，外周血中的髓源性抑制细胞和 Ｔｈ１细

胞可能呈相互拮抗作用，并且共同参与类风湿关节炎的发生、

发展。
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ｐｈｉｍｕｒｉｕｍｉｎｆｅｃｔｉｏｎ［Ｊ］．ＥｕｒＪＩｍｍｕｎｏｌ，２０１１，４１（６）：

１６０６１６１８．

［７］ 李景怡，方勇飞，邹丽云，等．Ｔｈ１／Ｔｈ２细胞因子谱在类风

湿关节炎患者外周血和关节积液中的表达及意义［Ｊ］．第

三军医大学学报，２０１０，３２（１８）：１９２１１９２４．

［８］ ＴｏｓｏｌｉｎｉＭ，ＫｉｒｉｌｏｖｓｋｙＡ，ＭｌｅｃｎｉｋＢ，ｅｔａｌ．Ｃｌｉｎｉｃａｌｉｍｐａｃｔ

ｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｌａｓｓｅｓｏｆｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｎｇＴｃｙｔｏｔｏｘｉｃａｎｄｈｅｌｐｅｒ
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ｅｒ［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＲｅｓ，２０１１，７１（４）：１２６３１２７１．

［９］ 董兴高．Ｔｈ１／Ｔｈ２、Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ细胞的平衡与临床［Ｊ］．湖

北民族学院学报：医学版，２０１２，２９（１）：６７６９．

［１０］ＫｏｃｈＬ，ＦｒｉｔｚｓｃｈｉｎｇＢ，ＦｒｏｍｍｈｏｌｄＤ，ｅｔａｌ．Ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃ

ｃｈａｒｉｄｅｉｎｄｕｃｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｔｈ１／Ｔｈ２ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓｉｎ

ｗｈｏｌｅｎｅｏｎａｔａｌｃｏｒｄａｎｄａｄｕｌｔｂｌｏｏｄ：ｒｏｌｅｏｆｎｕｃｌｅａｒｆａｃ
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［５］ 高峰．输血与输血技术［Ｍ］．北京：人民卫生出版社，

２００３：８９９８．

［６］ 李敏芳，刘峰．采用全自动血型仪正反定型不一致的原因

分析及对策［Ｊ］．临床输血与检验，２０１３，１５（１）：５４５６．
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民卫生出版社，２０１０：２５３２．
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输血与检验，２００３，５（１）：４１４２．
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