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　　近年来,RhD 变异体的免疫问题越来越引起

国人的关注[1-2],但目前国内一些医疗单位未对

RhD初筛阴性患者常规开展RhD阴性血型确认工

作,而将RhD变异体鉴定为 RhD阴性。究其原因

是传 统 RhD 阴 性 血 型 确 认 方 法 使 用 人 源 性

IgG抗D血清做间接抗人球蛋白法[4],然而目前实

验室普遍使用单克隆IgM 或IgM/IgG抗 D血清,
同时间接抗人球蛋白试验操作繁琐、耗时,需熟悉

免疫血液学的专业人员进行,从而妨碍了 RhD 阴

性血型确认工作的开展。本文使用人源性IgG 抗

D间接抗人球蛋白法、单克隆抗 D吸收试验、单克

隆IgM/IgG抗 D低离子抗人球蛋白法对 RhD初

筛阴性标本进行检测,并比较这3种方法用于RhD
阴性血型确认中的应用价值,现将结果报告如下。
1　资料与方法

1.1　标本来源

2017年12月—2019年12月我院 RhD 初筛

阴性,近期未输血患者101例,其中男38例,女63
例,平均年龄(26.70±11.25)岁。
1.2　试剂和仪器

单克隆IgM/IgG混合抗 D(英国 Millipore公

司),单克隆IgM 抗D(上海血液生物医药有限责任

公司),人源性IgG抗D(珠海贝索生物技术有限公

司),O型RhD阳性和阴性红细胞悬液(本室自制,
分别取3人份 O型RhD阳性和 O型 RhD阴性献

血者红细胞洗涤4次而成),广谱抗球蛋白(上海血

液生物医药有限责任公司),低离子抗人球蛋白卡

(美国伯乐公司),SSW 型电热恒温水槽(上海博迅

实业有限公司),DiMed37℃孵育器和 DiMed卡式

离心机(美国伯乐公司),LC-10C型低速离心机(安
徽中科中佳科学仪器有限公司),医用冷藏箱(青岛

海尔特种电器有限公司),Olympus普通光学显微

镜(日本欧林巴斯公司)。
1.3　方法

1.3.1　RhD 初筛阴性复核试验　采用常规盐水

试管法,定型试剂分别采用3个批号单克隆IgM

和3个批号单克隆IgM/IgG 抗 D血清,操作严格

按照各自试剂盒说明书。
1.3.2　45℃热放散法　按《全国临床检验操作规

程》操作[3]。
1.3.3　传统 RhD 阴性血型确认法 　 用人源性

IgG抗D间接抗人球蛋白法,具体操作按《全国临

床检验操作规程》操作[3]。
1.3.4　吸收试验 RhD阴性血型确认法　 待检标

本分别与 3 个批号IgM 抗 D 血清和 3 个批号

IgM/IgG抗D血清1︰1混合,分别置4℃冰箱、
室温和37℃孵育1h做吸收试验。
1.3.5　单克隆低离子抗人球蛋白 RhD 阴性血型

确认法　①待检样本:标记低离子抗人球蛋白卡自

身对照、试剂1、试剂2、试剂3,分别加入1%患者

红细 胞 悬 液 50μL,依 次 加 入 9g/L NaCl溶

液、3种不同厂家或不同批号的单克隆抗 D 血清

各25μL;②阳性对照:于低离子抗人球蛋白卡中

加入1% O 型 RhD 红细胞悬液50μL,然后加入

单克隆抗D血清25μL;③阴性对照:于低离子抗

人球蛋白卡中加入1% O型RhD阴性红细胞悬液

50μL,然后加入单克隆抗D血清25μL。于37℃
孵育器中温育15min,将卡转入专用离心机1024
r/min离心10min,肉眼观察凝集情况。
1.3.6　RhD 血型判定标准　①盐水试管法阳性

判断为RhD阳性。②盐水试管法阴性做间接抗人

球蛋白试验:阴性和自身对照为阴性,阳性对照为

阳性的前提下,3个批号抗 D血清检测均阳性判定

为弱D型;3个批号抗 D血清结果不一(即1种或

2种阳性)判定为部分 D型;3个批号抗 D血清检

测均阴性判为RhD阴性[3-4]。
2　结果

RhD阴性检测所有待检标本用3个批号单克

隆IgM 抗D血清和3个批号单克隆IgM/IgG抗D
血清常规盐水试管检测,结果均为阴性。

传统RhD阴性血型确认法将所有待检标本分

别和3个同批号的人源性IgG抗 D血清做间接抗

人球蛋白试验。结果101例 RhD初筛阴性标本中

检出RhD阴性81例,弱D型15例,5例标本自身

对照阳性RhD血型不能确认,见表1。
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表1　101例Rh初筛阴性标本2种方法检测结果

例数

传统 RhD阴性

血型确认法

IgG1 IgG2 IgG3

单克隆IgM/IgG抗 D
低离子抗人球蛋白法

IgM/

IgG1

IgM/

IgG2

IgM/

IgG3

自身

对照

1 ± ± ± 1+ 1+ 1+ -
1 ± ± ± 1+ 1+ 1+ -
1 1+ 1+ 1+ 1+ 1+ 1+ -
1 1+ 1+ 1+ 2+ 2+ 2+ -
2 1+ 1+ 1+ 2+ 2+ 2+ -
1 1+ 1+ 1+ 3+ 3+ 3+ -
1 2+ 2+ 2+ 3+ 3+ 3+ -
5 2+ 2+ 2+ 3+ 3+ 3+ -
2 2+ 2+ 2+ 3+ 3+ 3+ -

81 - - - - - - -
2 2+ 2+ 2+ 2+ 2+ 2+ 2+
3 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+

　　注:IgG1、IgG2、IgG3 表示3种不同批号人源性IgG
抗 D 血清,IgM/IgG1、IgM/IgG2、IgM/IgG3 表示3种不

同批号单克隆IgM/IgG抗 D血清。

吸收试验RhD阴性血型确认法对101例RhD
初筛阴性标本使用IgM 抗D血清检测,98例阴性,
3例室温吸收试验阳性,在其他温度下吸收试验均

为阴性;使用IgM/IgG抗 D血清检测,96例阴性,
5例标本4℃吸收后阳性,在其他温度下均为阴性。
提示单克隆IgM 和IgM/IgG 抗 D 血清吸收法检

测不能用于RhD阴性血型的确认。
单克隆IgM/IgG抗D低离子抗人球蛋白RhD

阴性血型确认法将所有待检标本分别和3个批号

的单克隆IgM/IgG抗D加入低离子抗球蛋白卡反

应腔中做间接抗人球蛋白试验。结果同传统 RhD
阴性血型确认法一致,101例RhD初筛阴性标本中

检出RhD阴性81例,弱D型15例,5例标本自身

对照阳性RhD血型不能确认,见表1。
自身对照阳性标本RhD血型检测对5例用单

克隆IgM/IgG抗D低离子抗人球蛋白法检测自身

对照阳性的标本红细胞做45℃放散试验,放散后

取红细胞低离子抗人球蛋白法检测,阴性者再用人

源性IgG抗D间接抗人球蛋白法和IgM/IgG抗D
低离子抗人球蛋白法检测。结果3例标本2种方

法检 测 均 为 阴 性,确 认 此 3 例 标 本 为 RhD 阴

性;2例标本用2种方法检测均为阳性,确认为 Rh
弱D型。
3　讨论

1995年 Rouiliac等人用单克隆抗 D 检测,表
明正常D抗原是一个嵌合体结构,至少有9个抗原

表位。D抗原存在变异,主要表现为 RHD基因编

码区发生碱基变异,造成编码的 RHD蛋白氨基酸

替换所致D抗原表位数目减少的弱D,也可表现为

D抗原表位部分缺失的部分 D。目前 GenBank已

记录百余种弱D变异体[5],多存在于白人中,我国

近些年也陆续有发现新的弱 D变异体[5]。本文用

单克隆抗D血清常规盐水试管法对临床标本进行

检测,检出 RhD初筛阴性标本101例。对上述标

本用人源性IgG 抗 D 间接抗人球蛋白法进行检

测,发现15例标本为弱 D型,5例标本不能确认。
可见,对RhD初筛阴性标本必须进行 RhD阴性血

型确认试验。
由于人源性IgG 抗 D 来源困难,抗人球蛋白

法操作繁琐、耗时,以至于传统 RhD阴性血型确认

法不便于开展,本文采用来源广泛的单克隆IgM
和IgM/IgG抗D血清在各种条件和介质中对RhD
初筛阴性的标本进行检测比较。结果101例 RhD
初筛阴性标本用单克隆IgM 和IgM/IgG 抗 D 血

清做吸收试验(4℃、室温、37℃),2种单克隆抗 D
血清仅检出小部分弱 D型(单克隆IgM 抗 D检出

3例、单克隆IgM/IgG 抗 D 检出5例),而将大部

分弱D型鉴定为RhD阴性,因此不能用于 RhD阴

性血型确认试验;用单克隆IgM/IgG 抗 D低离子

抗人球蛋白法检测,检出弱 D型15例,5例标本自

身对照阳性不能确认,同人源性IgG 抗 D间接抗

人球蛋白法结果一致。另外,直接抗人球蛋白试验

阳性可致 RhD阴性血型确认试验自身对照阳性,
直接影响检测结果,须去除红细胞上的致敏IgG抗

体或C3d,才能做RhD阴性血型确认试验。本文5
例自身对照阳性不能确认 RhD 血型的标本,经

45℃热放散后,用人源性IgG 抗 D 抗人球蛋白法

和IgM/IgG抗 D 低离子抗人球蛋白法检测,3例

标本为RhD阴性,2例标本为弱D型。
综上所述,3种确认 RhD阴性血型方法中,单

克隆IgM/IgG抗D低离子抗人球蛋白法试剂来源

广泛、操作简便,可代替传统 RhD阴性血型确认法

用于RhD阴性血型的确认。同时注意,直接抗人

球蛋白试验阳性会影响 RhD 阴性血型的检测结

果,须去除红细胞上的致敏IgG抗体和C3d使其直

接抗球蛋白试验阴性后再检测。
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