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　　[摘要]　目的:探讨自动细胞洗涤离心机在直接抗人球蛋白试验(DAT)中的应用价值。方法:随机选取20
份血样,同时使用传统手工法(手工组)和自动细胞洗涤离心机(机械组)制备洗涤红细胞,比较2组的洗涤时间、
对DAT检测的干扰、上清液微量蛋白和红细胞浓度。结果:同时洗涤2个以上标本时,机械组所需时间短于手工

组,差异有统计学意义(P<0.05);2种洗涤方法均可避免血浆蛋白对 DAT检测的干扰;2组洗涤后上清液微量

蛋白含量均较低,差异无统计学意义;但机械组洗涤后红细胞浓度较手工组显著降低,差异有统计学意义(P<
0.05)。结论:应用自动细胞洗涤离心机制备洗涤红细胞,可提高实验操作效率、减少生物污染,值得在血清学实

验室中推广。
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Abstract　Objective:Toexploretheapplicationvalueofautomaticcellwashingcentrifugeindirectantiglobu-
lintest(DAT).Methods:Atotalof20bloodsampleswererandomlyselected.Washedredbloodcellswerepre-
paredbytraditionalmanualmethod(manualgroup)andautomaticcellwashingcentrifuge(mechanicalgroup).The
washingtime,interferencetoDATdetection,supernatantmicroproteinandredbloodcellconcentrationwerecom-
paredbetweenthetwogroups.Results:Whenwashingmorethan2specimensatthesametime,thetimerequired
inthe mechanicalgroup wasshorterthanthatinthe manualgroup.Thedifferencewasstatisticallysignifi-
cant(P<0.05).BothwashingmethodscouldavoidtheinterferenceofplasmaproteinsontheDAT.Themicro-
proteincontentinthesupernatantwaslower,andthedifferencewasnotstatisticallysignificant.However,the
concentrationofredbloodcellsinthemechanicalgroupafterwashingwaslowerthanthatinthemanualgroup,

andthedifferencewasstatisticallysignificant(P<0.05).Conclusion:Theuseofautomaticcellwashingcentrifuge
topreparewashederythrocytescouldimprovetheefficiencyofexperimentaloperationandreducebiologicalpollu-
tion.Thecentrifugemaybeworthyofpromotioninserologylaboratories.
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　　 直 接 抗 人 球 蛋 白 试 验 (directantiglobulin
test,DAT)被广泛用于免疫性或药物性溶血性贫

血、胎儿新生儿溶血病及输血反应的评估[1]。在经

典的试管法中,用于 DAT的红细胞需要用生理盐

水洗涤,以去除血浆中过量未结合的IgG或补体成

分[2]。红细胞的洗涤通常在血型血清学离心机中

手工完成,费时费力且易造成标本外溢污染,而自

动细胞洗涤离心机可将洗涤过程封闭在离心机中

完成,弥补手工操作的不足。本研究旨在比较手工

法和机械法的洗涤效果,评估自动细胞洗涤离心机

在血型血清学实验室的应用价值。
1　材料与方法

1.1　材料、仪器与试剂

本站献血者EDTA 抗凝标本在血型等相关检

测完成后,随机选取20份剩余血样用于本研究。
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将每份血样平均分成2份,分别纳入手工组和机械

组。ROTOLAVIT Ⅱ自动细胞洗涤离心机(德国

Hettich)、KA-2200血清学离心机(日本 Kubota)、
血型卡离心机(瑞士 DiaMed)、9300亚甲蓝萃取检

测系统(山东沃特世)、PK7300显像密度仪(美国

BeckmanCoulter)、微量总蛋白测定试剂盒(北京

瑞尔达,批号220407)、低离子抗人球蛋白卡(瑞士

Biorad,批号50531.66.14)、抗-D(IgG)(上海血液

生物,批号20210401)、抗人球蛋白试剂(上海血液

生物,批号20215001)、0.9%生理氯化钠溶液(山
东齐都,批号10C21122403)、AB型人源血浆(实验

室自制)。
1.2　方法

1.2.1　红细胞洗涤　手工组和机械组初始红细胞

浓度均为4mL生理盐水加100μL压积红细胞,手
工组操 作 参 照 《全 国 临 床 检 验 操 作 规 程 (第 4
版)》[3],每次离心后采用吸管移除上清液,机械组

离心力(1000×g)和离心时间(1min)均设定为与

手工组的血清学离心机一致,洗涤完成后2组均加

入生理盐水2mL配置成红细胞悬液。
1.2.2　洗涤时间　从第1次离心开始计时直至红

细胞悬液配置完成为一次洗涤所需时间。自动细

胞洗涤离心机自动显示洗涤时间;手工盐水法记录

3名操作人员分别同时洗涤1、2、3、4个标本的时

间,重复3次取平均值。
1.2.3　洗涤对DAT检测的影响　选取3个 RhD
阳性标本,洗涤后进行DAT检测,结果均为阴性则

取 200 μL 压 积 红 细 胞 与 200 μL 抗-D 试

剂(1︰16稀释)在37℃孵育30min,洗涤3次,随
后分别用生理盐水和 AB型人源血浆配置成1%和

3%的红细胞悬液,进行 DAT 检测。随后将100
μLDAT阳性红细胞与100μLAB型人源血浆混

合,分别使用手工法和机械法洗涤,进行 DAT 检

测。
1.2.4　上清液微量蛋白和红细胞浓度检测　2组

标本洗涤完成后离心取上清检测微量蛋白含量;经
过洗涤后的红细胞悬液在显像密度仪中检测浓度。
1.3　统计学处理

采用SPSS19.0软件对试验结果进行分析。

洗涤时间、上清液微量蛋白和红细胞浓度以 ■X±S
表示,洗涤时间采用独立样本t检验,后两者采用

配对t检验。以P<0.05为差异有统计学意义。
2　结果

2.1　洗涤时间

机械组每次的洗涤时间固定为390.000s,手
工组同时洗涤1、2、3、4个标本时的洗涤时间分别

为(284.667±11.728)s、(350.333±12.526)s、
(415.500±16.561)s、(472.333±19.345)s。

手工组同时洗涤1个或2个标本时所需时间

短于机械组,差异有统计学意义(P<0.05);当同

时洗涤3个或4个标本时机械组所需时间较短,差
异有统计学意义(P<0.05)。
2.2　洗涤对DAT检测的影响

RhD阳性红细胞在与抗-D 试剂孵育后致敏,
当用生理盐水和 AB型人源血浆分别配成1%的红

细胞悬液时,抗人球卡显示生理盐水组均为3+,
AB型人源血浆组均为1+(图1a);当用多抗试剂

检测3%的红细胞悬液时,生理盐水组均为±,AB
型人源血浆组均为0。手工法和机械法洗涤加入

AB型人源血浆的致敏红细胞后,抗人球卡均显示

3+(图1b)。

a:致敏红细胞分别与生理盐水和 AB型人源血浆混合

后的 DAT结果;b:致敏红细胞与 AB型人源血浆混合

后经手工法和机械法洗涤的 DAT结果。
图1　洗涤对DAT检测的影响

2.3　上清液微量蛋白和红细胞浓度

2种方法洗涤后上清液微量蛋白含量差异无

统计学意义,但机械组红细胞浓度显著低于手工

组,差异有统计学意义(P<0.05),见表1。

表1　2种方法洗涤后上清液微量蛋白和红细胞浓度比较

■X±S

组别 例数
上清液微量蛋白

含量/(g·L-1)
红细胞浓度/%

手工组 20 0.011±0.004 0.593±0.084
机械组 20 0.008±0.004 0.231±0.062
t 1.892 20.327
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3　讨论

试验前洗涤红细胞可减少血浆中过量的IgG
或补体对DAT结果的抑制作用[4]。目前实验室常

用的手工洗涤法操作耗时,且在洗涤过程中因多次

移液、混合和离心不可避免地造成液滴飞溅,导致

生物污染。自动细胞洗涤离心机可在离心机中自

动完成洗涤的全过程,且最多可同时洗涤24个标

本。本研究旨在通过比较2种方法的洗涤效果,评
估自动 细 胞 洗 涤 离 心 机 在 血 清 学 实 验 室 的 应

用价值。
本实验室为江苏省首家引进该自动细胞洗涤

离心机的血清学实验室。从洗涤过程所需时间看,
洗涤1个或2个标本时机械组不具备优势,但自动

细胞洗涤离心机的使用在一定程度上减少了手工

操作,缓解了工作人员的操作压力。当同时洗涤的

标本数超过2个时,机械组高效的优势得以体现。
随着医院输血科抗体筛查工作的广泛开展[5],本实

验室在同一时间接收到2个以上标本的情况也显

著增多。工作人员可在自动细胞洗涤离心机对多

个标本前处理的同时,完成盐水法抗体鉴定。因

此,机械组除了缩短洗涤时间,也使单个标本的检

测时间缩短了至少10min,这对需要紧急用血的患

者有重要意义。
经典试管法检测DAT要求对红细胞进行洗涤

操作,研究结果显示血浆存在的情况下有可能造成

DAT结果假阴性。吴伟鑫等[6]通过探讨洗涤因素

对抗人球蛋白卡检测 DAT的影响,指出使用抗人

球蛋白卡检测DAT前也有必要对红细胞进行3次

洗涤,与本研究中未洗涤红细胞可造成卡式法

DAT减弱的结果一致。同时,本研究结果表明手

工法和机械法洗涤红细胞均能有效避免血浆成分

对DAT结果的干扰。
为进一步验证2种方法的洗涤效果,此次研究

检测了洗涤后的上清液微量蛋白含量和红细胞浓

度,结果表明洗涤后2组的上清液微量蛋白均很

低,与上文洗涤能够避免干扰DAT检测结果相同。

然而,机械组洗涤后的红细胞浓度明显低于手工

组,推测是由于自动细胞洗涤离心机在洗涤后移除

上清液时采用倾倒的方式,从而丢失较多红细胞。
本实验室在多次研究后发现,当洗涤完成后加入约

0.6mL生理盐水重悬,即可得到浓度约3%的红

细胞悬液,基本足够完成一次血型血清学检测。
此外,由于自动细胞洗涤离心机在洗涤时同时

为24个标本孔注水,而通常参比实验室在同一时

间段内无法达到该标本量,因此不可避免地造成洗

液浪费。再者,由于洗涤过程中对红细胞的损耗较

大,该自动细胞洗涤离心机无法用于压积红细胞的

制备。因此,该仪器后续可在注水口数量的可调节

性、移除上清液由倾倒式改为感应吸取式等方面加

以改进。
综上所述,应用自动细胞洗涤离心机制备洗涤

红细胞,可提高实验操作效率、减少生物污染,值得

在血清学实验室中推广。
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