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前　言

免疫血液学检验是医学检验学的一个重要分支，包含红细胞血型系统，白

细胞血型系统（HLA 血型系统）、血小板血型系统的检测及输血前免疫血液学

检查和产前及新生儿相关免疫血液学检测技术。经过漫长的发展，免疫血液学

检测技术已经是可以利用现代分析技术，对人体各种血液成分及体液进行显微

镜学、物理学、化学、免疫学及分子生物学的检验，以帮助临床得到输血及血

液免疫学相关的诊断、疗效、病程监测及预后判断的重要资料，同时还能将健

康状况予以评价，是临床和实验室紧密结合的综合性应用学科。

面对纷繁复杂的检验项目，临床检验师迫切需要一本内容与时俱进，又兼

顾经典试验方法、言简意赅的免疫血液学检测项目书籍，为此，我们结合多年

为临床检测的工作经验，在此基础上，查阅了大量国内外文献，终于编纂了此书。

此书分为十八章，系统介绍了免疫血液学研究的新方法和新进展，而且兼

顾了经典的实验技术，立足于服务临床输血和诊断，紧跟医学理论和技术的飞

速发展，既有作者丰富的临床检验经验，也反映了当前临床免疫血液学最新研

究动态和成果，适用于各级医院检验科或输血科医师、检验人员及科研工作人

员阅读参考。

参加此书编写的人员均是有着丰富经验的临床工作者，但由于工作繁忙和

能力有限，在编写过程中难免有片面和疏漏之处，书中不尽如人意或者错误的

地方在所难免，敬请读者提出宝贵的意见。

编　者
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001

第一章   常规方法

各实验室进行常规的 ABO 和 Rh 分型及抗体检测采用的原理和方法，不尽

相同。本章介绍的方法并不是首选或唯一的技术方法。实际上，有的实验室在

ABO 分型时用抗 - AB。有的实验室抗体的检测时采用白蛋白或聚乙二醇（PEG），

或采用与低离子聚阳离子（low ionic polymer）技术相似的方法作为增强介质代

替低离子强度盐（LISS）溶液法。还有的实验室采用 3 种试剂红细胞（而不是 2

种 ）和（或）包括自体红细胞进行检测。具体技术的选择，包括是否采用多特

异性抗人球蛋白血清代替抗 -IgG ，是否采用立即离心法交叉配血，由输血机构

实验室主任决定。

在本章中讲述的技术方法的结果可以提示后续许多实验方法的操作。本章

还包括了血清学反应的分级和评分，这是一个良好血清学操作的基础，还介绍

了可以确保分级一致性的方法，以及如何分辨抗人球蛋白实验中的红细胞洗涤

是否充分。

　第一节　ABO 和 Rh 分型

◎原理

本实验适用于对输血前或产前检查所采标本进行人类 ABO 血型和 Rh（D）

血型检测。 ABO 血型是由红细胞表面 A 和 B 抗原的存在与否及血清中抗 -A 和

（或）抗 -B 的存在与否所决定的。 在成人体内红细胞表面抗原和血清中的抗

体之间存在互反关系：①当红细胞表面上缺失 A 抗原时 , 血清中存在抗 -A；②

同样 , 当红细胞表面上缺失 B 抗原时，血清中存在抗 -B；③当红细胞表面两种

抗原均缺失，血清中存在相应的抗 -A 或抗 -B。 A 和 B 红细胞表面抗原采用抗 -A、

抗 -B 血型试剂直接检测；血清 / 血浆中的抗 -A 和抗 -B 用已知的 A1 细胞和 B
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细胞直接检测。Rh（D）血型是由红细胞表面 D 抗原的存在与否决定；红细胞

上的 D 抗原采用抗 -D 试剂直接检测。

◎标本

自凝或抗凝全血，离心分离出血清 / 血浆。如果是输血前检查，并且患者

近 3 个月内有输血史或妊娠史，或者病史不明确，必须在输血前 3 天内采集标本。

◎试剂和材料

（1）抗 -A 和抗 -B：多克隆或单克隆。

（2）抗 -D：单克隆（mAb） IgM 型抗 -D 或多克隆 IgG 抗 -D 混合试剂。

（3）试剂红细胞：3%~5% Rh 阴性 A1 型、B 型试剂红细胞悬液。

◎质量控制

（1）每天用的每批试剂要达到如下反应性：

a）抗 -A 试剂血清与 A1 型试剂红细胞凝集强度达 4+（12 分），不与 B 型

试剂红细胞凝集。

b）抗 -B 试剂血清与 B 型试剂红细胞凝集强度达 4+（12 分），不与 A1 型

试剂红细胞凝集。

c）抗 -D 试剂血清与 Rh 阳性红细胞（见《常规方法》抗体筛查实验制备

的 O 型 R1  红细胞悬液）凝集强度为 3+~4+（10~12 分），不与 Rh 阴性红细胞（A1

型试剂红细胞或 B 型试剂红细胞）凝集。

（2）所有已检标本的血型再检结果与记录相符。

（3）实验前预计凝集反应应该≥ 2+，而实际观察结果为弱反应，则需要

进一步研究才能得到有效的结论。遇到弱凝集或正反定型不相符情况时参考

《ABO 定型常见问题及处理》和《常规方法》弱 D 检测方法。

（4）当使用低蛋白抗 -D 试剂血清时，只有血清不与 Rh 阴性红细胞（A1

型试剂红细胞或 B 型试剂红细胞）凝集，对 Rh 血型的检测才能有效。当血清

与 Rh 阴性红细胞凝集时 , 使用《常规方法》弱 D 检测方法重新检测 Rh 血型。

◎实验步骤

（1）取 12×75 mm 的试管，做好标记，分别加入 1 滴抗 -A、抗 -B、抗 -D

试剂血清。
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（2）用玻璃吸管从待测样品中吸取大约 0.4 mL 的血清 / 血浆，分别加入 2

个标记好的 12 mm×75 mm 试管内，每管大约 3 滴。

（3）配制 3%~5% 红细胞悬液 （用患者血清或血浆或盐水悬浮），加 1 滴

到标记好含有试剂抗血清的玻璃管里，轻轻地混匀。

（4）在标记好含有患者血清的玻璃管里分别加入 A1 试剂红细胞、B 试剂

红细胞 1 滴，轻轻混匀。

（5）立即 1 000×g 离心。

（6）肉眼观察每管凝集和溶血情况 ; 进行分级并记录实验结果。

◎结果

（1）8 种 ABO 和 Rh 血型定型的反应格局排列如表 1-1 所示：

表 1-1　ABO 和 Rh 血型反应格局

正定 反定

被检红细胞与血型抗体 被检血清与标准红细胞 *

血型                       抗 -A 抗 -B 抗 -D A1 型红细胞 B 型红细胞

ORh-       0 0 0 ≥ 8 ≥ 8

ORh+     0 0 ≥ 8 ≥ 8 ≥ 8

ARh-       ≥ 8 0 0 0 ≥ 8

ARh+                  ≥ 8 0 ≥ 8 0 ≥ 8

B Rh-       0 ≥ 8 0 ≥ 8 0

BRh+    0 ≥ 8 ≥ 8 ≥ 8 0

AB Rh-     ≥ 8 ≥ 8 0 0 0

AB Rh+† ≥ 8 ≥ 8 ≥ 8 0 0

* 溶血也是 ABO 血型血清检测（反定型）的阳性反应。

† 对于 AB Rh 阳性的标本，如果 Rh 血型检测中没有做红细胞自凝的质控，

要采用《常规方法》弱 D 检测方法重新检测 Rh 血。

（2）检测结果解释：

a） 红细胞与抗 -A 试剂血清凝集，红细胞上有 A 抗原；与抗 -B 试剂血清

凝集，红细胞上有 B 抗原，没有凝集意味着红细胞上无抗原或抗原弱表达。

b）血清与 A1 型试剂红细胞凝集或发生溶血，血清内有抗 A 抗体；与 B 型

试剂红细胞凝集或发生溶血，血清内有抗 B 抗体；无凝集或未溶血意味着血清

内无抗体或抗体减弱。
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c）红细胞与抗 -D 试剂血清凝集，红细胞上有 D 抗原为 Rh 阳性；没有凝

集表示红细胞无 D 抗原或抗原弱表达；红细胞与抗 -D 不发生直接凝集，被认

定为 Rh 阴性，除非用一种更敏感的方法检测出 D 抗原。检测弱 D 可以采用常

规方法中 Du 型的检测方法。

（3）当红细胞上存在 A 抗原，血清 / 血浆中就不会存在抗 -A 抗体，当红

细胞上存在 B 抗原，血清 / 血浆中就不会存在抗 -B 抗体。

（4）除了婴幼儿，只要红细胞缺失 A 抗原，血清 / 血浆中就应该存在抗 -A

抗体；同样，只要红细胞缺失 B 抗原，血清 / 血浆中就应该存在抗 -B 抗体。

◎注意事项

（1）常规输血前检查或产前检查可选择抗 -AB 试剂。使用多克隆试剂来

检测 A 亚型献血者（特别是 Ax）的血样时，也会使用抗 -AB。大多数单克隆抗

体抗 -A 可以检测到 Ax 亚型。

（2）以下情况可能导致 ABO 定型结果正反定型不符：试剂储存不当；技

术操作有误，使用错误的试剂，漏加抗血清或患者血清 ; 使用沾染了细菌、异物，

混入其他试剂的抗血清；离心不当；血清中存在干扰反应的自身抗体或红细胞

已被自身抗体致敏；弱抗原的表达 ; 抗 -A 和抗 -B 减弱或缺失；获得性 B 现象；

B（A）型；试剂抗血清中存在额外抗体，特别是针对低频抗原的抗体；多凝集

红细胞 ; 待测样品中存在异常的血清蛋白，导致红细胞出现串钱状凝集；待检

血清中存在针对试剂成分的抗体；血清中存在同种抗体。必须解决正反定型结

果不符，才能得到血型的确切结果（《ABO 定型常见问题及处理》中进一步分

析和解决这些问题）。

 

第二节　抗体筛查试验

◎原理

针对红细胞抗原的抗体可能导致红细胞直接凝集或溶血，或者红细胞被抗

体球蛋白（例如 IgG 抗体，C3）包被。红细胞血清混合后离心可以观察到直接
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凝集和（或）溶血。应用低离子强度盐（LISS）溶液技术低离子浓度环境可以

加速抗体包被。在 LISS 液的存在下红细胞与血清 / 血浆于 37℃孵育，洗去未结

合的球蛋白，加入抗人球蛋白试剂（AHG）出现凝集表明红细胞已包被球蛋白。

本方法适用于输血前或产前检测具有临床意义的不规则抗体。

◎标本

血清或血浆：如果是输血前检查，患者近 3 个月内有输血史或妊娠史，或

者病史不明确的，必须在输血前 3 天内采集标本。

◎试剂和材料

（1）抗人球蛋白试剂（AHG）：多为特异性或单克隆抗 -IgG 抗体。

（2）6% 牛血清白蛋白（BSA）：22% 的 BSA 2.7 mL，生理盐水 7.3 mL；

或 30% 的 BSA 2 mL，生理盐水 8 mL。添加吐温 -20 配成 0.1% 的终浓度。

（3）稀释的抗 -C 和抗 -E：商品化的抗 -C 和抗 -E 用 6% 的牛血清白蛋

白（BSA）稀释。稀释后的抗 -C 和抗 -E 应该与 O 型 R1R1 和 R2R2 红细胞反

应分别达 2+ 凝集强度。

（4）IgG 包被的红细胞：使用商品化试剂。

（5）低离子强度盐（LISS）溶液：使用商品化试剂。

（6）红细胞悬液：同源表型 O 型 R1R1 和 R2R2 红细胞标本，用 LISS 液

洗一遍并稀释配成 2% 的悬液，6 h 内使用。

◎质量控制

（1）每天在用的每批试剂要有如下反应性：

a）稀释的抗 -C 试剂血清与 R1R1 红细胞反应，而不与 R2R2 红细胞反应。

b）稀释的抗 -E 试剂血清与 R2R2 红细胞反应，而不与 R1R1 红细胞反应。

（2）阴性反应用 IgG 包被的红细胞验证。

◎实验步骤

（1）取 2 滴待检血清 / 血浆分别加入 2 个标记好的 12 mm×75 mm 试管中。

（2）取 1 管加入 2 滴 R1R1 红细胞悬液；同样，另一管加入 R2R2 红细胞

悬液。

（3）混匀，37℃孵育 10 min。
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（4）1 000×g 离心。

（5）肉眼观察红细胞凝集和溶血情况，判断并记录结果。

（6）红细胞用生理盐水洗 4 遍，最后一次洗涤倒尽上清。

（7）获得干的红细胞扣，根据试剂说明加入 AHG。

（8）1 000×g 离心。

（9）肉眼观察红细胞凝集情况，判断并记录结果。

（10）在无凝集反应的试管内加入 IgG 包被的红细胞，重新离心并肉眼观

察混合视野凝集情况，当与 IgG 包被的红细胞无反应时重复上述实验。

◎结果

（1）上述步骤（5）发生红细胞凝集或溶血，或步骤（9）发生红细胞凝集

说明待检标本中可能存在不规则抗体。

（2）在上述任一步骤均未发生凝集或溶血，且步骤（10）加入 IgG 包被的

红细胞出现凝集，说明无不规则抗体的存在。

◎注意事项

（1）输血前检测不规则抗体的红细胞必须携带以下抗原：D，C，c，E，e，

K，k，Fya, Fyb, Jka, Jkb, Lea, Leb, M, N, S, s, P1。

（2）采用统一口径的玻璃吸液管，吸取血清和红细胞悬液，确保血清 / 血

浆和试剂红细胞等体积加入。

（3）分析所有阳性结果（参阅《抗体鉴定方法》）。

（4）如果使用抗 -IgG，要有一种试剂红细胞为 Jk（a+b-）。

（5）结果错误的原因可能是：试剂储存不当；技术操作有误，包括没有加

入等体积的血清和 LISS 液悬浮红细胞，使用错误的试剂；漏加试剂或患者血清；

使用污染了细菌，异物，混入其他试剂或人血清的抗 IgG；离心不当；红细胞

洗涤不充分，残有未结合的球蛋白；未加入有效的 AHG。

 

此为试读,需要完整PDF请访问: www.ertongbook.com


