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　　[摘要]　目的:建立一种简单有效、可在一般实验室使用的放散试验质控方法。方法:采用供者直接抗人球

蛋白试验阴性、自身对照阴性、无免疫史的 O型 RhD阳性压积红细胞制备放散试验的阴性对照。采用不同稀释

倍数的单克隆IgG型抗-D致敏 O型 RhD阳性红细胞制备强阳性、弱阳性2个梯度的放散试验阳性对照。采用

正交试验原理摸索制备阳性对照的最佳制备条件。评价该质控方法对酸、热放散2种常用方法的适用性。结果:
筛选到未致敏的 O型 RhD阳性压积红细胞作为放散试验的阴性对照。强阳性对照的最佳制备条件:200μL未

致敏的 O型 RhD阳性压积红细胞与25μL的单克隆IgG型抗-D原液在37℃孵育1min。弱阳性对照的最佳制

备条件:200μL未致敏的 O 型 RhD 阳性压积红细胞与等体积的256倍稀释的单克隆IgG 型抗-D 在37℃孵

育1min。该质控方法只适用于酸放散,不适用于热放散。结论:成功建立了适用于酸放散的室内质控方法。
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Abstract　Objective:Toestablishasimpleandeffectiveinternalcontrolstrategyforelutiontestingeneralla-
boratories.Method:ThenegativecontrolofelutiontestwaspreparedbyO/RhD-positivepackedredcellswhich
weredirectantiglobulintestnegative,self-controlnegativeandfromdonorswithoutimmunehistory.Twolevelsof
positivecontrolswereprocessedbydifferentconcentrationsofIgGanti-Dreagent.Theoptimalconditionsforthe
preparationofpositivecontrolsweredeterminedthroughorthogonaltests.Andtheinternalcontrolstrategywase-
valuatedforbothacidelutionandthermalelutiontest.Result:Thenegativecontrolofelutiontestwassuccessfully
obtainedwithnon-sensitizedO/RhD-positivepackedredcells.Theoptimalconditionsofstrongpositivecontrol,

200μLnon-sensitizedO/RhD-positivepackedredcellswerewellincubatedwith25μLIgGanti-Dreagentat37℃
for1min.Theoptimalconditionsofweaklypositivecontrol,200μLnon-sensitizedO/RhD-positivepackedred
cellswerewellincubatedwith200μLdilutedIgGanti-Dreagent(dilutionataratioof1：256)at37℃for1min.
Ourqualitycontrolmethodwasapplicableonlytoacidelutiontest,butnotthermalelutiontest.Conclusion:Anin-
ternalqualitycontrolstrategyissuccessfullyestablishedforacidelutiontest.
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　　放散试验是输血检验工作中常用的实验方法,
广泛应用于疑难血型、疑难配血、新生儿溶血病检

测等临床工作中。输血相容性检测的室内质量控

制(IQC)已在临床工作中广泛开展,既可以购买成

品质控物,也可以实验室自制;而放散这一重要试

验的质量控制却少有人问津。放散试验较输血相

容性检测更精密,更容易受到测试环境、操作规范

性等因素的影响,更需要做好质量控制工作。室内

质量控制可及时发现试验各环节存在的误差,是确

保检测结果准确、可靠的重要措施;而合理的设置

阴、阳性对照则是简单、行之有效的室内质控实现

途径〔1-2〕。现利用我实验室现有资源和条件,探索

放散试验的室内质控方法。

1　材料与方法

1.1　仪器与试剂

红细胞放散液试剂盒(快速酸放散法,珠海贝

索生物技术有限公司);ABO、RhD血型检测卡、低
离子/抗人球蛋白卡(Bio-Rad公司);医用离心机

(长春博研科学仪器有限责任公司);孵育器、专用

离心机(DiaMedGmbH);水浴恒温振荡器、水浴箱

(西安英达医疗器械有限责任公司);单克隆抗-A、
抗-B试剂血清,单克隆IgM 型抗-D、IgG型抗-D试

剂、人 ABO血型反定型用红细胞试剂盒、抗体筛选

红细胞试剂、抗人球蛋白试剂均购自上海血液生物

医药有限责任公司。
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1.2　阴、阳性对照的制备

1.2.1　阴性对照的制备　收集我院健康体检者的

血液标本。体检者及其血样入选要求:①体检者无

输血史、妊娠史及自身免疫疾病;②进行了肝功、输
血前8项筛查,且其丙氨酸转氨酶(ALT)、HB-
sAg、抗-HCV、抗-HIV及梅毒抗体均符合《献血者

健康检查要求》(GB18467—2011)规定;③血液采

集时间≤5d的EDTA抗凝外周静脉血;④血型鉴

定 O型RhD阳性,直接抗人球蛋白试验以及自身

对照试验阴性。收集符合以上要求的血样10人份

混合,1000×g 离心5min,弃去血浆,将得到的红

细胞用生理盐水洗(1000×g 离心1min)4次,尽
可能吸尽末次上清,得到压积红细胞。取200μL
压积红细胞进行放散试验,若结果为阴性,则取

200μL压积红细胞作为阴性对照,剩余压积细胞

(基础细胞)用于阳性对照的制备。
1.2.2　强阳性对照的制备方法及条件优化　强阳

性对照由单克隆IgG型抗-D原液致敏上述基础细

胞得到。为了得到最佳致敏条件,采用正交试验原

理〔3〕对红细胞与抗体混合比例、孵育时间2个实验

条件进行摸索:将200μL基础细胞分别与10μL、
25μL、50μL、100μL的IgG 型抗-D 在37℃孵育

1min、15min,30min。再用生理盐水洗涤4次,
得到的致敏压积红细胞作为强阳性对照。留末次

洗涤液进行平行试验。
1.2.3　弱阳性对照的制备及条件优化　弱阳性对

照由稀释后的单克隆IgG型抗-D致敏上述基础细

胞得到。采用微柱凝胶卡式法检测单克隆IgG抗-
D效价,选择64、128、256稀释倍数的IgG抗-D致

敏基础细胞(以生理盐水进行稀释)。采用正交试

验原理对红细胞与抗体稀释度、孵育时间2个实验

条件进行摸索:200μL 基础细胞与等体积的64、
128、256稀释倍数的IgG 抗-D 分别在37℃孵育

1min、15min、30min,再用生理盐水洗涤4次,得
到的致敏压积红细胞作为弱阳性对照。留末次洗

涤液进行平行试验。
1.3　不同放散方法的质控条件优化

1.3.1　酸放散　酸放散试验按照操作按说明书进

行。一定体积的待检压积细胞与等体积的洗脱液

轻轻混合均匀,室温下反应约15s,立即以1000×
g 离心1min。离心完成后,迅速分离红细胞和上

清液,用吸管吸取上清液转移入另1试管。在分离

的上清液中滴入中和液,边滴边摇匀,液体颜色由

黄色变为蓝色即可。再以1000×g 离心1min,将
上清液转移入另一试管,上清液即为放散液。取低

离子/抗人球蛋白卡(用前离心),每孔加入50μL
1% O型RhD阳性红细胞悬液和25μL放散液(末
次洗 涤 液 亦 为 25μL),置 于 卡 式 孵 育 器 离 心

15min,立即放入卡式离心机85×g 离心10min,

观察记录结果。
1.3.2　热放散　热放散试验方法如下:取一定体

积的待检细胞与等体积0.9%生理盐水混合,56℃
放散一定时间(离心套管一同孵育),1000×g 离

心1min保温离心得到上清液(放散液),取低离

子/抗人球蛋白卡(用前离心),每孔加入50μL1%
O型RhD阳性红细胞悬液和25μL放散液(末次

洗涤液亦为25μL),置于卡式孵育器15min后,立
即放入卡式离心机85×g 离心10min,观察记录

结果。为了探讨阴、阳性对照最佳放散剂量和时

间,采用正交试验原理分别采用200μL、500μL、
1mL3种体积的压积细胞,56℃放散1min、3min、
5min、10min、15min5个时间梯度进行比较。
1.4　制备方法的稳定性评价

2位 实 验 员 按 照 以 上 最 佳 制 备 条 件,连 续

20d,每 天 分 别 制 备 强 阳 性、弱 阳 性、阴 性 对 照

各1份,与临床样本的放散试验同步检测,观察结

果是否在控。阴、阳性对照放散结果要求标准:强
阳性对照凝集强度为4+,弱阳性对照凝集强度为

2+,阴性对照凝集强度为阴性。质控规则如下:阴
性结果在阴性区域内,阳性结果在阳性区域内;凝
集强度相差不大于±1级差为在控。

2　结果

2.1　酸放散试验强阳性对照的最佳制备条件

10μL、25μL、50μL、100μL的单克隆IgG型

抗-D原液在3个孵育时间梯度下均可成功致敏 O
型RhD阳性红细胞,得到3+~4+的强阳性放散

结果;末次洗液凝集强度为阴性。以抗体用量最

少、孵育时间最短、凝集强度为4+的制备条件作

为强阳性对照的最佳制备条件:200μL基础细胞

与25μL 的单克隆IgG 型抗-D 原液在37℃孵育

1min。见表1。

表1　强阳性对照制备的抗体用量、孵育时间

IgG型抗-D
试剂体积/μL

孵育时间

/min

直接抗人球蛋白

试验凝集强度

放散试验

凝集强度

10μL 1 1+ 3+
15 1+ 3+
30 1+ 3+

25μL 1 3+ 4+
15 3+ 4+
30 3+ 4+

50μL 1 3+ 4+
15 3+ 4+
30 3+ 4+

100μL 1 4+ 4+
15 4+ 4+
30 4+ 4+

　　注:凝集强度检测采用微柱凝胶卡式法。
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2.2　酸放散试验弱阳性对照的最佳制备条件

64、128、256稀释倍数的IgG 抗-D 致敏 O 型

RhD阳性红细胞直接抗人球蛋白试验均阴性,但
放散试验阳性。以凝集强度为2+、孵育时间最短

的制备条件作为弱阳性对照的最佳制备条件:
200μL基础细胞与200μL的256倍稀释的单克隆

IgG型抗-D在37℃孵育1min。见表2。

表2　弱阳性对照制备的抗体用量、孵育时间

IgG型抗-D
试剂稀释倍数

孵育时间

/min

直接抗人球蛋白

试验凝集强度

放散试验

凝集强度

64 1 - 3+

15 - 3+

30 - 3+

128 1 - 3+

15 - 3+

30 - 3+

256 1 - 2+

15 - 2+

30 - 2+

　　注:凝集强度检测采用微柱凝胶卡式法。

2.3　阴、阳性对照制备方法的稳定性评价

2位操作员连续20d制备的阴、阳性对照,与
临床样本的放散试验同步检测。酸放散试验结果

均在控。阴性对照放散凝集强度均为0,强阳性对

照凝 集 强 度 均 为 4+,弱 阳 性 对 照 凝 集 强 度

在1+~2+之间。
2.4　热放散试验

IgG抗-D 致敏 O 型 RhD 阳性红细胞制备得

到的强阳性对照,在多种条件下(强阳性对照的体

积:200μL、500μL 和 1 mL,56℃ 放 散1min、
3min、5min、10min、15min5个放散时间梯度)
的热放散结果均为阴性。

3　讨论

IQC是确保实验室检测结果准确、决定常规报

告能否发出的重要措施,采用适当的质控物则是开

展IQC的物质基础。本研究利用基层医院的现有

资源和条件,制备出适用于酸放散的强阳性、弱阳

性、阴性3个水平的对照品。
制备方法的优势分析。本研究采用体检者的

新鲜 EDTA 抗凝血样作为阴、阳性对照的细胞来

源,制作成本低廉,来源广泛,可在各级别的医疗机

构广泛应用。此外,为了增强结果的稳定性,选择

可购买的、批量生产的、成分单一的单克隆IgG 型

抗-D试剂致敏 O 型 RhD阳性红细胞。通过摸索

IgG型抗-D 与红细胞的体积比例、IgG 型抗-D 的

稀释梯度、孵育时间,得到强阳性和弱阳性对照的

最佳制备条件。令我们没有想到的是,单克隆IgG
型抗-D 与 O 型 RhD 阳 性 红 细 胞 结 合 非 常 迅

速,1min即可与 O型RhD阳性红细胞结合,与孵

育15min、30min得到的致敏细胞直接抗人球蛋

白试验凝集强度无差异。单克隆IgG型抗-D这样

的高亲和力可以大大节约制备阳性对照的时间,提
高工作效率,有利于该方法在繁忙的临床工作中开

展。我实验室微柱凝胶法检测单克隆IgG 型抗-D
效价为256,说明上海血液生物医药公司的单克隆

IgG型抗-D很稳定,批间差异小,以该试剂制备阳

性对照有利于本制备方法在不同实验室的推广和

使用。
酸放散与热放散的适用性比较。酸放散试验

中,不同操作员连续20d的稳定性监测显示,阴性

对照和强阳性对照凝集强度(微柱凝胶法)完全没

有变化,稳定性非常好。而弱阳性对照凝集强度在

1+~2+之间,稳定性不如前两者,但也均在控制

范围,可满足实验室对弱阳性对照的质量要求。所

以,本研究制备的阴、阳性对照非常适合酸放散试

验。而热放散实验中,将强阳性对照样本量从200
μL 增 加 到 1 mL,放 散 时 间 进 行 了 1 min、3
min、5min、10min、15min5个梯度,放散液的凝

集强度均为0。由此可见,单克隆IgG型抗-D致敏

的红细胞并不适用于热放散,热放散不能将抗-D
从阳性对照上释放下来,这一结果超出了预期。虽

然酸放散法效率高于热放散法〔4-5〕,但根据日常实

践经验与刘玉敏报道〔6〕,多数来自患者致敏红细胞

的抗-D是可以通过热放散释放出来的。针对这一

矛盾现象,分析如下:①患者体内的致敏红细胞是

由外源性D抗原刺激机体产生的多克隆抗体,其与

红细胞的亲和力相对较弱,可以被效率较低的热放

散试验释放下来;而本研究制备的阳性对照是由经

过筛选的、亲和力很高的单克隆IgG 型抗-D 致敏

的,因而热放散难以释放下来。②56℃时抗-D 被

释放下来了,但在放散液的离心过程中又重新结合

到红细胞表面(如表1所示,我实验在致敏条件的

摸索中已经证实:单克隆IgG型抗-D与 O 型 RhD
阳性红细胞结合只需要1min)。综上所述,由单克

隆IgG型抗-D 制备的阳性对照适用于酸放散试

验,不适用于热放散试验。
本研究利用基层医院的现有条件,对放散试验

的室内质控模式进行了初步探讨,成功制备了强阳

性、弱阳性、阴性3个水平的对照物,有助于输血科

的精细化管理和室内质控的全面展开。本研究也

有一定局限性:①只是建立了阴、阳性对照,与真正

的质 控 品 还 有 一 定 差 距,需 要 进 一 步 优 化 条

件。②本研究的方法只适用于酸放散试验,需进一

步探索适合热放散试验的质控方法。

·635· 临床血液学杂志　 第33卷



2020年 临床血液学杂志

33卷8期 JClinHematol(China)

参考文献
[1]　郑妍,王文婷,穆士杰,等.输血相容性检测试验室内

质控品的制备与可行性分析[J].临床血液学杂志,

2017,30(4):577-581,586.
[2]　邱玉霞,李志平,孔莉娜,等.自制弱阳性质控品对无

偿献血者进行 ABO血型鉴定室内质控的可行性探讨

[J].中国当代医药,2014,21(21):120-123.
[3]　马印图,王更银,李玉秋,等.微柱凝胶技术检测血型

抗体IgG亚型试验方法的建立[J].临床血液学杂志,

2018,31(2):253-256.

[4]　郑凌,刘衍春,吴敏慧,等.Gly-HCl/EDTA 放散法与

56℃热 放 散 法 的 试 验 比 较 [J].临 床 血 液 学 杂 志,

2012,25(1):118-120.
[5]　李静,陈保民.4种放散方法解离免疫球蛋白 G 抗体

效果比较[J].检验医学与临床,2015,12(13):1947-
1949.

[6]　刘玉敏.RhD新生儿溶血病 D 抗原遮蔽的实验室诊

断及治疗效果的观察[J].临床血液学杂志,2019,32
(4):590-593.

(收稿日期:2020-01-08)

阿奇霉素联合维生素 A及甘草锌颗粒治疗肺炎
支原体肺炎患儿的疗效分析∗
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　　[摘要]　目的:观察阿奇霉素联合维生素 A(VitA)与甘草锌颗粒治疗肺炎支原体肺炎(MPP)患儿的临床疗

效,及其对患儿血清中丙二醛(MDA)及免疫球蛋白(Ig)水平的影响。方法:选取2017-08—2018-08治疗的 MPP
患儿102例,按照随机数字表法分为对照组和观察组,每组51例。对照组患儿给予口服阿奇霉素干混悬剂,观察

组在对照组基础上给予VitA及甘草锌颗粒。比较2组患儿的疗效、白介素-6(IL-6)、白介素-8(IL-8)及肿瘤坏死

因子-α(TNF-α)、VitA、锌(Zn)、MDA、IgA、IgG、IgM 及不良反应发生率。结果:观察组的有效率为96.08%,明
显高于对照组的84.31%(P<0.05)。治疗前,2组患儿 TNF-α、IL-8、IL-6、VitA、Zn、MDA、IgM、IgG、IgA 水平

差异无统计学意义(P>0.05)。治疗2周后,观察组的IgM、IgG、IgA、MDA、TNF-α、IL-8、IL-6水平均低于对照

组(P<0.05)。观察组的 VitA及Zn高于对照组(P<0.05)。2组患儿不良反应发生率差异无统计学意义(P>
0.05)。结论:采用阿奇霉素联合 VitA与甘草锌颗粒治疗 MPP患儿具有良好的临床疗效,可显著减轻患者体内

的氧化反应,降低患者的炎症反应,调节机体的免疫功能,且安全性高。
[关键词]　阿奇霉素;维生素 A;甘草锌颗粒;肺炎支原体肺炎
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TherapeuticeffectofazithromycincombinedwithvitaminAand
glycyrrhizazincgranulesonchildrenwithmycoplasma

pneumoniaepneumonia
MIAOLingling　LIUJinxiang

(DepartmentofPediatrics,RugaoPeople'sHospital,Rugao,226500,China)
Abstract　Objective:ToobservetheclinicaleffectofazithromycincombinedwithvitaminA(VitA)andgly-

cyrrhizazincgranuleinthetreatmentofchildrenwithmycoplasmapneumoniaepneumonia(MPP)anditseffecton
theserumlevelsofmalondialdehyde(MDA)andimmunoglobulin(Ig)ofchildrenwithMPP.Method:FromAugust
2017toAugust2018,102childrenwithMPPwererandomlydividedintocontrolgroup(n=51)andobservation
group(n=51).Inthecontrolgroup,theoralazithromycindrysuspensionwasgiven,whichwasonthebasisofVit
Aandzinclicoriceparticlesofthecontrolgroup.Theefficacy,interleukin-6(IL-6),interleukin-8(IL-8)andtumor
necrosisfactor-α(TNF-α),VitA,zinc(Zn),MDA,IgA,IgG,IgMandtheincidenceofadverseeventswereobserved
inthetwogroups.Result:Theeffectiverateoftheobservationgroupwas96.08%,whichwassignificantlyhigher
thanthatofthecontrolgroup(84.31%)(P<0.05).Beforetreatment,therewasnodifferenceinTNF-α,IL-8,IL-
6,VitA,Zn,MDA,IgM,IgGandIgAlevelsbetweenthetwogroups(P>0.05).After2weeksoftreatment,the
levelsofIgM,IgG,IgA,MDA,TNF-α,IL-8andIL-6intheobservationgroupwerelowerthanthosethecontrol
group(P<0.05).VitAandZnintheobservationgroupwerehigherthanthoseofthecontrolgroup(P<0.05).
Therewasnodifferenceintheincidenceofadverseeventsbetweenthetwogroups(P>0.05).Conclusion:Azithro-
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