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　　[摘要]　目的:对多发骨髓瘤全凝集病例进行血清学及分子生物学定型,并探讨其输血实践。方法:初检血

型呈全凝集者,红细胞37℃生理盐水洗涤3遍,正定型检测仍有凝集时,56℃水浴箱热放散1min,再次洗涤后做

正定型;血浆用多人份 O型洗涤红细胞4℃进行吸收4h,离心取上清做反定型,结果不理想者复做一次;仍未能

判读者取上清置37℃水浴30min再次如上方式进行反定型检测。经上述处理结果仍然不理想时,进一步应用二

硫苏糖醇(DTT)处理检测红细胞或患者红细胞。同时采用中和抑制试验测定患者唾液中和血型物质及 PCR扩

增1~7外显子测序佐证血型。结果:血型全部得以确认;唾液中和试验与基因定型结果与血清学结果一致;配血

试验血红蛋白均有提升。结论:全凝集患者血型定型正确,输血效果良好。
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Abstract　Objective:Todotheserology-typingandgeno-typingtestinmultiplemyelomapatientswithagglu-
tination.Method:Forunidentifiedcases,redbloodcells(RBC)waswashedwith37℃saline,anddissipatedat56℃
for1min.Serumwasabsorbedwith4℃ multiple-people-O-typecompressedRBC,thenRBCandserumweretrea-
tedwithDTT.1to7exonswereamplified.ThesametypeofbloodorOwashedredcellswereselectedfortrans-
fusion.Result:AfterRBCswashedwithsalineandserumabsorptedwithO-typeRBC,bloodtypeofthepatient2
wasA.After56℃dissipating1min,bloodgroupsofthepatient3and4wereconfirmed.TreatedwithDTT,blood
typeofthepatient1wasAB.Amplificationsequencesof1to7exonswereconsistentwiththeserologicalresults.
Cross-matchingresultsshowedthatpatient2and4withprimaryandsecondarybloodsidewerenotagglutination,

butthepatient1was.Aftertransfusion,therewerenoadversereactions.Conclusion:Thebloodtypesofthepa-
tientswerecorrectandthetransfusionwasreasonable.

Keywords　multiplemyeloma;Dara-interference-blood-typing;coldautoantibody

　　多发性骨髓瘤(multiplemyeloma,MM)是一 种克隆性浆细胞恶性疾病,发病率为6/100000~
7/100000,约占全部恶性肿瘤的1%,占造血系统

恶性肿瘤的10%~15%〔1〕。MM 多发于中老年

人,发病率随年龄增长而增高,往往男性多于女性,
但是至今病因仍然知之甚少,电离辐射,农药和苯,
肥胖和慢性感染均被认为是倾向性因素〔2〕。MM
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患者多伴有贫血,常急需输血治疗,但单克隆浆细

胞恶性增殖并分泌的大量单克隆免疫球蛋白,包裹

红细胞表面产生的缗钱状蛋白凝集,常常干扰检

测,给患者血型鉴定及临床配血带来一定困难。本

文对我院 MM 血型呈现全凝集的患者的临床处理

及输血实践进行报道。

1　资料与方法

1.1　标本来源

2016-01—2017-03在我院收治,鉴定血型或申

请输血治疗时发现的4例正反定型呈现全凝集的

MM 患者,其中男女各2例;年龄43~68岁,平均

50.4岁。
1.2　仪器与试剂

强生全自动血型系统,离心机,37℃、56℃恒温

水浴箱,ProFlexPCR 仪。抗-A、抗-B、抗-AB 与

抗-H 试剂、ABO 标准反定型细胞、抗人球蛋白试

剂、抗体筛选红细胞、抗体鉴定细胞(上海血液生物

医药有限公司),血型鉴定卡(美国 ORTHO),抗人

球蛋白卡(西班牙戴安娜公司)。
1.3　方法

1.3.1　初步检测　患者红细胞配成2%~5%悬

液,用单克隆抗-A、抗-B、抗-AB与抗-H 试管法进

行抗原检测;患者血清标准反定型红细胞 Ac、Bc、
Oc试管法进行抗体鉴定;全凝集标本试管内加生

理盐水2滴,轻摇判读凝集能否消失,凝集未消失

的标本正定型试管连同反定型试管置37℃水浴箱

5~10min,再次轻摇后判读。
1.3.2　直接抗人球蛋白试验与不规则抗体检测　
多特异性抗人球蛋白卡(IgG 与 C3)检测红细胞是

否致敏;抗体筛检细胞检测血清中是否存在不规则

抗体,筛检细胞阳性者进一步用37℃洗涤5遍的自

身红细胞加等量自身血清,放置4℃冰箱吸收自身

冷抗体12h后再次检测,如仍有抗体检出且有特

异性,进一步用谱细胞确定抗体特异性。
1.3.3　样本处理　经初步检测,正定型或者反定

型仍有凝集的患者,依次进行以下处理,直至血型

结果得以确认。红细胞处理:①红细胞37℃生理

盐水洗涤,吸取患者红细胞用37℃预温生理盐水

洗涤3遍,再次进行正定型鉴定;②红细胞经以上

处理仍然有凝集时,采用37℃预热生理盐水洗涤3
遍后56℃水浴箱进行热放散1min,然后用37℃预

热生理盐水再次洗涤3遍后做正定型鉴定。血浆

处理:①血浆标本冷抗体吸收,用洗涤后的3人份

的 O型压积红细胞加等量患者血清在4℃进行吸

收4h,吸收后离心取上清试管法做反定型,如结果

不理想,复做1~2次;②血浆标本残留纤维蛋白去

除,取血浆置37℃水浴30min,再次离心后,用试

管法进行反定型检测。以上处理后结果不理想的

情况下用二硫苏糖醇(DTT)处理检测细胞:将配制

好的0.01mol/LDTT应用液按1：1比例加入红

细胞(50%悬液),37℃放置30min,红细胞用PBS
液洗涤3遍,然后按照1.3.1方法鉴定血型,如若

仍不理想,DTT处理患者红细胞。
1.3.4　唾液血型物质测定　取已标化抗-A、抗-B、
抗-H 血清(以出现4+凝集的最高稀释度为最适稀

释度),分别加人等量已处理好的唾液中和20min
后,再分别加入2%~5%相对应的红细胞,混匀,
室温孵育30min,离心观察结果。
1.3.5　分子生物学定型　血液基因组抽提试剂盒

抽提先证者外周血基因组DNA,对其1~7外显子

进行PCR 扩增,引物序列和扩增条件参考文献

〔3〕。PCR体系(25μl体系)中包含基因组 DNA,
引物,混合la酶,反应在 ProFlexPCR 仪上进行,
反应条件为95℃3min,95℃30s、57℃30s、72℃
60s、30个循环,最后72℃延伸7min。其中第1
外显子高 GC,需要 GCbuffer,各成分加入量及反

应条件略有变动。取PCR反应产物2μl用于琼脂

糖凝胶电泳,EB染色,获取相应条带后,取10μl送

江苏中济生物科技公司检测。Chromos比对和分

析测序结果。
1.3.6　交叉配血试验　血液输注原则上同型输

注,特殊情况下配合性输血(O型洗涤红细胞)。交

叉配血试验患者红细胞采用洗涤红细胞,患者血清

采用经自身洗涤红细胞4℃吸收4h后的血清,通
过凝聚胺法结合卡氏法与相应献血员血液进行配

血试验。

2　结果

2.1　初步检测结果

试管法检测4例患者正反定型均呈现凝集(即
正定型 AB型,反定型 O 型)。正定型加生理盐水

2滴处理凝集均未完全消失,正定型与反定型试管

放37℃水浴箱5~10min后,轻晃正反定型的凝集

均未完全散开。
2.2　直接抗人球蛋白试验与不规则抗体检测结果

处理前多特异性抗人球蛋白(IgG 与 C3)检测

4例患者结果均为阳性(3+~4+),抗筛细胞检测

均阳性(±~4+);处理后红细胞(37℃洗涤)多特

异性抗人球蛋白(IgG与C3)卡检测显示阳性,阴性

各2例,而血清(4℃吸收与37℃水浴)抗体筛检细

胞结果4℃吸收后2例阳性,进一步37℃水浴1例

阳性,谱细胞检测无特异性。
2.3　血型检测结果

患者红细胞经过37℃洗涤和56℃放散,血清

经过4℃3人份 O型洗涤红细胞吸收或者37℃水

浴等处理,见表1~2。仍未明确血型的患者1进一

步 DTT 处理,正定型:抗 A13+,抗 B3+,抗 D
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4+,抗 H0,抗 AB3+;自身对照±;反定型:Ac
0,Bc0,Oc0;直抗 ±。
2.4　唾液血型物质测定

受检者唾液经煮沸、离心,上清液与抗 A、抗B
及抗 H 血清室温20min中和后,与相应的 ABO
试剂红细胞悬液反应30min后检测结果,见表3。

2.5　患者基因检测结果

4例患者外显子1~7的PCR产物基因测序结

果与 GENE库进行Blast比对,以 A101为参照序

列,差异主要集中在外显子6与7,患者1判断为

A102B101型,2符合A102O101型,3结果为O101
型,4为B101O101型,未发现亚型情况。

表1　患者红细胞37℃洗涤与血清4℃吸收后血型检测结果

患者
正定型(37℃洗涤)

抗 A1 抗B 抗 D 抗 H 抗 AB 自身对照 直抗

反定型(4℃吸收)

Ac Bc Oc
患者1 4+ 4+ 4+ 2+ 4+ 2+ 2+ 2+ 2+ 2+
患者2 4+ 0 4+ 2+ 4+ 0 0 0 4+ 0
患者3 2+ 2+ 4+ 4+ 2+ ± ± 4+ 4+ ±
患者4 2+ 4+ 4+ 2+ 4+ 0 0 4+ 0 0

　　注:37℃洗涤指37℃预温生理盐水洗涤3遍;4℃吸收指3人份 O型压积红细胞加等量患者血清4℃吸收4h;Ac、Bc与

Oc指反定型检测细胞 A细胞,B细胞与 O细胞;抗 H 正常 A、B、O、AB型对照分别为3+、3+、4+与2+。

表2　患者红细胞56℃放散与血清37℃水浴后血型检测结果

患者
正定型(56℃放散)

抗 A1 抗B 抗 D 抗 H 抗 AB 自身对照 直抗

反定型(37℃水浴)

Ac Bc Oc
患者1 4+ 4+ 4+ ± 4+ ± ± ± ± ±
患者3 0 0 4+ 4+ 0 0 0 4+ 4+ 0

　　注:56℃放散指37℃预温生理盐水洗涤3遍后的红细胞56℃水浴箱热放散1min,然后再次37℃预温生理盐水洗涤3
遍后检测正定型与直抗;37℃水浴指反定型试管置于37℃水浴箱水浴30min。

表3　唾液血型物质测定

患者 Ac Bc Oc 阳性对照 阴性对照 盐水对照

患者1 ± 1+ 4+ 0 4+ 4+
患者2 ± 4+ 3+ 0 4+ 4+
患者3 4+ 4+ 0 0 4+ 4+
患者4 4+ 0 4+ 0 4+ 4+

　　注:标化的抗-A、抗-B、抗-H 血清(以4+凝集的最高稀

释度为最适稀释度,待检者疑 A 型用抗 A,B型用抗 B,O
型用抗 H,AB型用抗 A、抗B);Ac、Bc与 Oc指反定型检测

A、B、O细胞。

2.6　交叉配血试验

血液输注原则上同型输注,患者2与4配血主

次侧均不凝集不溶血,患者3主侧配血相合,次侧

有凝集,患者1凝聚胺配血主次侧均仍有凝集。患

者1经与大夫沟通后,试探性的输注 O 型洗涤红

细胞2单位,输注后4例患者均无不良反应发生,
复查血红蛋白,均有提升。

3　讨论

MM 是恶性浆细胞病中最常见的一种类型,常
以单克隆浆细胞恶性增殖并分泌大量单克隆免疫

球蛋白为特征〔4〕。MM 患者血清中单克隆免疫球

蛋白异常增多包裹红细胞(RBC),降低 RBC表面

负电荷之间的排斥力,导致 RBC发生缗钱状蛋白

凝集〔5〕。对于此类现象的策略是在定型试管中加

入等量生理盐水后置显微镜下观察,或者重离心,
倒掉上清液,再加2~3滴生理盐水,通常凝集消

失。但笔者遇到的4例 MM 血型鉴定呈现全凝集

患者,上述处理后凝集均不能完全消失,将4例患

者正定型与反定型试管置于37℃水浴箱10min
后,凝集也均未能完全散开。患者2经过37℃盐水

洗涤6遍排除了正定型干扰,患者3与4红细胞

56℃放散1min得以鉴定,而患者1则需要经过

DTT处理后的试剂细胞鉴定才可以确定。唾液血

型物质测定以及基因定型均进一步佐证了血清学

检测结果。
人类血型系统中,体内产生的天然血型抗体相

对稳定,RBC表面的非活性血型抗原同样相对稳

定,但在病理情况下,这两种物质会发生改变〔6〕。
全凝集最常见的情况是冷凝集素引起,这类抗体通

常在22℃以下反应,4℃反应强烈,且在90%的冷

凝集素病例中,冷凝集素本身就是IgM,部分冷凝

集素强烈或者合并IgG温抗体或者其他抗体的情

况下,常规处理不能做出正确的血型。通常37℃
洗涤能够解决由于温自身抗体引起的自发凝集(微
观至2+),但是由于常规血清学数据并不总是提

供足够的信息,因此很难诊断IgM 温 MM(例如常

规使用的抗球蛋白血清不含抗IgM)。吸收放散试

验的方法可以用于检测抗原也可以用于检测抗体,
而本试验采用的56℃放散1min,对于强致敏的
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RBC有助于血型确认,且未发现 RBC有明显的损

坏。用DTT处理试剂红细胞可以有效且可获得以

抵消抗CD38药物在输血前测试中的干扰及难处

理的冷抗体,但是基于DTT对二硫键有还原作用,
其潜在缺点是血型抗原的破坏,然而,对于大多数

抗原来说变化均很小,并且在测量变化范围内〔7-8〕。
在常规临床实践中〔9〕,抗 K 是 DTT 敏感的 RBC
抗原中唯一常见的临床意义上的抗体,但是献血员

中90%以上是 K 是阴性的,但 DTT 破坏 Kell,
Yta,LW 等几种抗原特性,决定了 DTT 处理后的

标本通常是不用来做交叉配血的,但在 DARA 药

物导致的全凝集输血时,用 DTT处理后配血也还

是相对安全的,尽管可能会漏检抗 k,抗 Yta,抗

LW 等抗体〔10〕。另外 DTT 还有很多可以利用的

作用,比如能够保护 RBC免受有机金属诱导的溶

血作用,有试验表明这些有机金属化合物的溶血效

率以浓度依赖性方式被DTT阻断〔11〕。
MM 血型变异给临床工作带来一些问题,增加

了交叉配血的难度。同型悬浮红细胞交叉配血试

验显示患者2、4主次侧均相合,患者3次侧弱凝集

无溶血,考虑到37℃洗涤后的直抗仍呈阳性,予以

临床发血,患者输注后均未发现不良反应,血红蛋

白提升明显;患者1与大夫沟通后,考虑可能为药

物影响,试探性的输注了 O 型洗涤红细胞,未出现

输血反应,输注后血红蛋白有所提升,与 Chari
等〔12〕报道结果一致。在实际工作中,如遇到血型

变异或无法确定正确血型,甚至能确定正确血型但

换多袋血进行交叉配血都不合,患者贫血严重又必

须输注RBC悬液时,可采用试探性的输注 O 型洗

涤RBC。如果患者还需要输注血浆,可以选择输

注 AB型血浆。当然对于需要经常输血的严重贫

血的 MM 患者,应该怀疑自身免疫性溶血性贫血

(AIHA)〔13〕,然后按照 AIHA 方案来输注相关血

液成分。
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