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　　[摘要]　目的:研制一种新型EP管法输血前血型鉴定技术方法,在战时和自然灾害等突发情况下不需要电

力设备和额外试剂即可快速、准确完成血型鉴定,提高野战输血救治的时效性和安全性。方法:采用抗-A、抗-B、
抗-D血型单克隆抗体作为正定型试剂,A、B、O 型红细胞膜抗原与胶体金试剂按一定比例混合、标记,制备成浓

度为5%的免疫胶体金标记的膜抗原作为反定型试剂,将正反定型试剂分别制成试剂爆珠,预置在不同检测管

内,使用前捏破爆珠,试剂留在孔内,加入被检样本即可进行血型检测,同时与现有技术方法平行对比测试,评价

二者的检测效果。结果:成功建立了 EP管法血型鉴定技术平台,每粒爆珠内含有200μL反应试剂,手工震荡

2min或800~1000×g 离心15s即可完成检测,操作过程简单快速,克服了目前固相法缺少反定型的弊端,试
剂能够常温条件下长期保存,在反定型中增加了 O型红细胞膜抗原起到了不规则抗体筛选的作用,结果更加准

确可靠。结论:改良EP管法实现了“无试剂血型鉴定”,特别适合战时和突发情况下野外输血前血型检测,值得

推广应用。
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Abstract　Objective:Todevelopanew EPtubemethodbloodtypequickdetectiontechnologywithoutthe
powerequipmentandadditionalreagentsbeforebloodtransfusion,soastoimprovethetimelinessandsafetyof
bloodtransfusiontreatmentinthecaseofwarandnaturaldisasters.Methods:Themonoclonalantibodiescon-
tainedanti-A,anti-Bandanti-D wereusedasthebloodtypeactivetypingreagent,membraneantigenswereob-
tainedandmixedwithcolloidalgoldreagentincertainproportiontoprepare5%immunocolloidalgoldlabeledfor
ABOreversetypingreagents.Thereagentswererespectivelymadeintoreagentburstbeadsandpresettedindiffer-
entdetectiontubes.Theburstbeadsweresqueezedsothereagentswereleftinthewellbeforeused,thenthesam-
plesweredroppedinandthedetectioncouldbecarriedout.Theexperimentwascomparedwiththeexistingtech-
nicalmethodsandthedetectioneffectsofthetwomethodswereevaluated.Results:ItsuccessfullyestablishedEP
tubebloodtypeidentificationtechnologyplatformandeachbeadcontained200μLofreagent.Thedetectioncould
becompletedbymanualshakingfor2minutesor800-1000×gcentrifugingfor15seconds.Thetechnicalopera-
tionwassimpleandfast.Thereagentcouldbestoredforalongtimeundernormaltemperatureconditions.The
technologyovercamethelackofanti-typedrawbacksandthemisprovalofirregularantibodybecauseoftheOred
bloodcellmembraneantigenadded.Theresultwasmoresecureandreliable.Conclusion:TheEPtubeburstbeads
technicalmethodrealized"noadditionalreagentbloodtypeidentification".Itwasespeciallysuitableforbloodtype
detectionbeforetransfusionincaseofwartimeandemergencyandworthyofpopularizationandapplication.
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　　过往战争及重大自然灾害的战伤救治资料显

示,对于创伤失血性休克及时止血和快速输血输液

是降低死亡率、提高救治成功率的有效措施之

一[1-2],而输血救治的2个重要环节是血型鉴定和

交叉配血,血型检测是最基本也是最重要的技术,
直接关 系 到 伤 员 抢 救 的 时 效 性 和 输 血 的 安 全

性[3-4]。战时输血通常面临伤员伤情重、时间紧迫、
环境条件差、缺乏输血专业人员和相关设备等问

题。红细胞血型抗原复杂,影响血型鉴定的因素很

多[5-6]。有资料显示突发事件等非常规条件下会出

现3.7%~11.0%的血型定型错误,主要原因在于

实验要求的外部条件无法保证,以及专业技术人员

不足等因素,导致检测结果的准确性下降[7]。一方

面,检测试剂要求冰箱低温保存,实验用的孵育器、
离心机等设备均需要电力支持,而战时电力保障存

在不确定性,直接影响试剂质量和检测结果的可靠

性。另一方面,临床常规应用的试管法和微柱凝胶

技术均需要配套设备保障,后者检测时间较长,对
人员、试剂、反应条件要求高,不适合自然灾害等突

发情况下使用,以上特点和需求促使输血工作者研

发非实验室条件下的血型鉴定技术。
爆珠技术是应用于香烟行业的一项工艺,由包

裹着液体香料的具有半透膜或密封的胶囊组成[8]。
我们借鉴该技术,研制了一种改良EP管法快速血

型鉴定技术,采用血型单克隆抗体作为正定型试

剂,免疫胶体金标记的 A、B、O 型红细胞膜抗原作

为反定型试剂,将正反定型试剂包裹在爆珠中制成

试剂爆珠,预置在检测管内,通过离心或捏压的方

式致爆珠破裂,试剂留在孔内,加入被检样本反应

即可完成血型检测。经过与现有技术方法平行对

比试验,改良EP管法简单快速,结果准确可靠,更
适合战时和应急情况下使用。
1　设计与方法

1.1　设计思路

本技术由试剂爆珠、U 型或 V 型反应管组成,
使用时捏破爆珠,试剂留在管底,添加血液样本即

可完成 ABO正反定型及 Rh血型检测,在战时和

自然灾害等情况下不需要电力设备和额外试剂,普
通实验室、户外献血车和院前急救输血时均可快

速、准确完成血型鉴定,提高战时伤员输血的时效

性和安全性,血型鉴定原理如下图1所示。
1.2　方法

1.2.1　仪器与试剂　血液样本来自我院临床输血

标本,ABO、Rh(D)、P、MN血型单克隆抗体试剂以

及 ABO反定型用标准红细胞;血型卡、微柱凝胶卡

孵育器及离心机;2005-2型离心机;恒温混匀仪、
DK-420型电热恒温水浴箱;胶体金试剂、封闭液及

复溶液;PBS以及枸橼酸盐缓冲液、1.5mLEP反

应管为南通科美实验器材有限公司产品;ZW-A 型

微量振荡器。

图1　试剂爆珠血型鉴定原理示意图

1.2.2　红细胞膜抗原的制备　按照栾建凤等[9]制

备 ABO反定型免疫胶体金试剂的方法,采用单抗

血型试剂筛选出 A 型(MN 血型为 M、P 血型为

P1PK)、B型(MN为 N、P为P1PK)和 O型(MN 为

MN、P为P1)健康献血者的压积红细胞各3份,每
份取2mL于3支试管,分别标注 A 细胞、B细胞

和O细胞,混匀备用,先采用10mmol/LPBS缓冲

液洗涤3次,再依次用8mmol/LPBS、5mmol/L
PBS和2mmol/LPBS各洗涤1次制备成压积红

细胞,最 后 用 大 量 蒸 馏 水 反 复 洗 涤,离 心 半 径

8cm,5000r/min离心10min,直至上层洗涤液无

色透明,收集底部红细胞裂解碎片,得到 A 型、B
型、O 型红细胞膜抗原,于 2~8℃ 冰箱内储存

备用。
1.2.3　 免疫胶体金红细胞膜抗原的制备 　 取

100OD高浓度胶体金溶液5mL 与0.01mol/L
枸橼酸缓冲液 12.5 mL 混合,稀释至成浓度为

40OD的胶体金应用液,将上述制备好的红细胞膜

抗原与胶体金应用液按1：5~1：10的比例混合,
在恒温混匀仪上充分反应60min,加入封闭液反应

20min,离心半径8cm,4000r/min离心5min,弃
去上清,最后用复溶液配制成5%的膜抗原反应

液,即得到反定型胶体金红细胞膜抗原试剂,储存

于2~8℃冰箱内备用。
1.3　试验条件优化

1.3.1　确定最佳反应量效关系　采用正交实验

原理进行方阵滴定,评价不同用量全血(正定型)
和免疫胶体金标记红细胞膜抗原(反定型)与检测

血清/血浆不同加样量对试验结果的影响,筛选最

佳试剂用量。结果显示:正定型单抗血清与全血

比例为2∶1时凝集强度最好,反定型金标膜抗原

用量在150~200μL时与200μL检测血清/血浆

反应凝集强度比较满意,结合野外环境下使用的

特点及反应试剂的量效关系,为了达到最佳凝集

反应效果,提高野外环境的适用性和爆珠的均一

性,正反定型均采用200μL试剂参与反应,凝集

反应的判定标准见表1,最适工作浓度的筛选情

况见表2。
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表1　爆珠试剂凝集反应结果判定标准

反应图

凝集情况

凝 集 呈 一
大 块 沉 积
于管底,反
应液清亮

凝 集 呈 小
块 状 沉 积
于管底,反
应液清亮

凝 集 呈 碎
块 状 沉 积
于管底,反
应液微红

凝 集 呈 细
碎 的 小 凝
块, 上 清
发红

凝 集 呈 细
沙状,镜下
可 见 零 星
凝集

肉 眼 及 镜
下 均 无 凝
集,反应液
均匀红色

无凝集,反
应 液 呈 透
明红色,镜
下无细胞

凝集部分呈
小 块 状,多
数 细 胞 无
凝集

反应强度 4+ 3+ 2+ + w - 溶血 mf

　　w:弱凝集;-:阴性;mf:混合凝集。

表2　最适工作浓度的选择

抗血清用量/

μL

正定型全血用量/μL
25 50 75 100

反定型金标膜抗原用量/μL
50 100 150 200 250

50 4+ 3+ 3+ 2+ 2+ 1+ 1+ w w
100 3+ 4+ 4+ 2+ 2+ 3+ 2+ 1+ 1+
150 2+ 3+ 4+ 4+ 2+ 3+ 4+ 3+ 2+
200 2+ 3+ 4+ 4+ 2+ 3+ 4+ 4+ 3+

1.3.2　反应条件和时间　取最佳配比的抗血清和

待检样本滴入EP管中,盖好顶帽,持续手工震荡,
使待检样本与抗血清充分混合,观察反应出现4+

凝集结果的最佳反应条件和时间,结果显示:手工

震荡100~120次/min,2min,离心则选择800~
1000×g,15s为宜,见表3。

表3　反应条件和时间的选择

方式 时间/s
不同震荡频率(次/min)下凝集强度

60 80 100 120 140
结果

震荡

60 + 2+ 2+ 3+ 3+
120 2+ 3+ 4+ 4+ 4+
180 3+ 3+ 4+ 4+ 4+

振幅 2cm,频 率 100~120
次/min2min为宜

方式 时间/s
不同离心力(g)下凝集强度

500 800 1000 1200 1500
结果

离心

10 2+ 3+ 4+ 4+ 4+
15 3+ 4+ 4+ 4+ 4+
30 4+ 4+ 4+ 4+ 4+

800~1000×g 离 心 15s
为宜

1.4　试剂爆珠的制备

按照优化的试验条件制作爆珠,制备爆珠的试

剂包括正定型单克隆抗-A、抗-B、抗-D试剂以及反

定型胶体金标记的 A、B、O 型红细胞膜抗原,试剂

用量均为 200μL。首先取表 面 积 为 170cm×
293cm 厚度为6mm 的硅胶模具,见图2,内含多

个圆球小孔,取血型鉴定试剂各200μL滴入孔内,
预先冷冻制成圆球状的试剂冰球(正反定型各

3孔),取透明塑料薄膜,将试剂冰球包裹于其中,
采用热风枪(出风温度200℃,5s)热塑,使包裹爆

珠的塑料膜均匀化形成爆珠,再将其放入热风旋转

烘箱中,50℃1min使内部试剂冰球融化,完成直

径为5mm、内含约200μL 试剂的爆珠制备,见
图3。含有不同试剂的爆珠其颜色不同(抗-A 蓝

色、抗-B黄色、抗-D无色,反定型试剂爆珠为浅棕

色),如图4所示,将试剂爆珠置于 EP管内,盖好

顶帽,常温或置于试剂冰箱内保存备用,见图5。

硅胶模具厚度为 6 mm,每个圆球形小孔的直径为

5mm,可滴入200μL液体制备成试剂冰球。
图2　制备试剂冰球胶膜
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1:制备爆珠用热塑膜;2:热塑出大量球形凹槽的热塑膜;3:球形凹槽;4:试剂冰球;5:塑封后含试剂爆珠的塑料片;6:覆
膜;7:切割下来的试剂爆珠;8:热塑成型的试剂爆珠。

图3　试剂爆珠制备示意图

图4　不同颜色的试剂爆珠

图5　试剂爆珠反应管示意图

1.5　血型鉴定

取出检测管并做好标记,捏破凹爆珠,试剂留

在孔内,每份检测需要6孔,取被检血液样本,其中

正定型3孔分别加入被检全血各2滴(100μL)或

者红细胞1滴(50μL),反定型3孔分别加入被检

血浆各4滴(200μL),盖好顶帽,充分混匀,2min
内观察凝集情况,以孔中出现肉眼可见的凝集颗粒

为阳性反应,无凝集则结果为阴性。当被检红细胞

血型抗原发生变异或反定型中抗体减弱等正反定

型不符时,通过家系调查,增加反应血清量、延长反

应时间、吸收放散试验以及血型物质分析等补充试

验来综合判定,常规血型鉴定的判定标准见表4。
1.6　血型鉴定试剂爆珠的评估

1.6.1　试剂爆珠的可操作性　取制备好的试剂爆

珠30粒,对爆珠壁材的密封性、耐腐蚀性、整体均

一性以及是否易于捏破等情况进行测试,评价试剂

爆珠的可操作性和实用性。

表4　血型鉴定结果判定

正定型

单抗+全血

抗-A 抗-B

反定型

血浆+膜抗原

AC BC OC

Rh

抗-D
血型

出现正反

定型不符

4+ -
- 4+
- -

4+ 4+

- 4+ -
4+ - -
4+ 4+ -
- - -

凝集为4+
无凝集为-

A
B
O
AB

补充相关试验

　　Ac:A型红细胞。
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1.6.2　特异性和亲和力测定 　 以 2% ~5% 的

ABO标准试剂红细胞和免疫胶体金标记的膜抗原

作为血型抗原试剂,与标准抗血清反应,观察混匀

2min或离心15s时肉眼可见凝集反应强度和时

间,评价爆珠试剂的特异性和亲和力。
1.6.3　稳定性试验　将新制备的血型鉴定试剂爆

珠放置于37℃温箱内保存1周(相当于在2~8℃
保存1年)[9],每天抽取一部分进行特异性和亲和

力测定,同时将4℃和常温条件下保存的试剂每周

取样检测,评价爆珠试剂保存在不同条件下的稳

定性。
1.6.4　灵敏度测定　检测血型单抗与倍比稀释

(1：4、1：8、1：16、1：32……)的标准红细胞反应

以及免疫胶体金标记的膜抗原试剂与同样倍比稀

释的抗血清反应,对比2种试剂进行正反定型的凝

集强度,评价爆珠试剂的灵敏度。
1.6.5　准确率评价　随机收集185份临床常规标

本,采用临床常规试管法与改良EP管法爆珠技术

进行血型平行对比鉴定试验,比较二者结果的一致

性,计算爆珠技术检测血型的准确率。
2　结果

2.1　试剂爆珠的性能

壁材为可热塑性聚氨酯材料,经过塑封后密封

性良好,爆珠颗粒均匀,易于捏破且无试剂外溅的

情况,在10%的醋酸溶液中无腐蚀、变形和漏液情

况,操作简单,方便实用。
2.2　爆珠试剂的稳定性

将22℃常温条件下和37℃温箱内保存的爆珠

试剂与4℃冰箱内保存的试剂每天进行特异性和

亲和力的对比检测,结果显示爆珠试剂经过常温保

存半年后各项性能指标与常规试剂的检测结果一

致性良好,符合血型鉴定试剂的质量标准要求,说
明爆珠试剂在常温条件下稳定性良好,半年内可以

常规应用,检测结果见表5。
2.3　爆珠试剂的灵敏度

爆珠试剂与临床常规应用的血型鉴定试剂进

行灵敏度比较,二者正定型均为单抗试剂,分别与

倍比稀释的标准红细胞反应,反定型常用的是标准

红细胞悬液,爆珠试剂为免疫胶体金标记的红细胞

膜抗原溶液,二者分别与倍比稀释的抗-A、抗-B试

剂血清反应,结果显示采用标准红细胞检测,凝集

更加清晰明显,而胶体金标记的膜抗原反应稍慢,
但2min内呈现的凝集强度相当,说明2种检测技

术方法的灵敏度方面基本无差异,反应结果见

表6。

表5　爆珠试剂与常规试剂稳定性比较

试剂 保存温度 细胞

正定型

抗-A 抗-B 抗-D

反定型

特异性

抗-A血清 抗-B血清

亲和力

凝集时间 凝集强度

常规试剂

爆珠试剂

4℃

22℃

37℃

AC 4+ - 4+ 4+ -
BC - 4+ 4+ - 4+
OC - - 4+ - -
AC 4+ - 4+ 4+ -
BC - 4+ 4+ - 4+
OC - - 4+ - -
AC 4+ - 4+ 4+ -
BC - 4+ 4+ - 4+
OC - - 4+ - -

混 匀 2 min
或1000×g
离心15s

4+
4+
-

4+
4+
-

4+
4+
-

表6　爆珠试剂与临床常用试剂检测灵敏度比较

试剂

正定型

标准红细胞稀释倍数

4 8 16 32 64 128

试剂

反定型

抗血清稀释倍数

8 16 32 64 128 256
抗-A 4+ 3+ 2+ + + w AC 4+ 4+ 3+ 2+ + w

A胶体金试剂 4+ 4+ 3+ 2+ + w
抗-B 4+ 3+ 2+ + + w BC 4+ 3+ 2+ + w -

B胶体金试剂 4+ 3+ 2+ + w -
抗-D 4+ 4+ 3+ 2+ + + OC - - - - - -

O胶体金试剂 - - - - - -
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2.4　爆珠试剂的检测准确率

采用试管法和爆珠试剂 EP管法对185例临

床标本同时进行血型正反定型鉴定,二者检测结果

均有2例出现正反定型不符的情况,经微柱凝胶卡

式法进一步检测分析,其中1例应为 A2B型,血清

中产生了不规则的抗-A1 抗体;另一例为 O 型,反
定型出现了血清中抗-B抗体减弱的现象,2种方法

的检测结果一致性良好,爆珠试剂准确性方面与临

床应用的试管法鉴定结果符合率为100%。
3　讨论

目前临床上常用的血型鉴定方法主要有玻片

法、试管法和微柱凝胶卡式法[10-11],血站多采用玻

片法进行血型初筛结合微板法全自动血型分析系

统进行血型鉴定[12]。这些技术均需要配套试剂、
加样器、孵育器和离心机等配套设备支持,因此不

适合战时和野外环境下使用[13]。固相层析法检测

血型操作简单快速、携带方便,适合在血型初筛中

使用。国内已有多家单位研制了固相法 ABO 及

RhD快速血型鉴定技术[14-15],适合突发情况下使

用,但固相层析技术存在影响因素多[16],且只能做

血型正定型,按照国家输血安全性的要求,血型鉴

定需要同时进行正反定型,因此,该技术在这方面

存在缺陷。输血前患者血型鉴定正定型均采用单

克隆抗体试剂,反定型用3%~5%的标准试剂红

细胞悬液,且要求2~8℃冰箱内低温保存,有效期

仅3个月,试剂邮寄到用户手中往往有效期已经过

半,有些单位采用自制红细胞作为反定型试剂,存
在因抗原谱不全而导致不规则抗体漏检风险。此

外,红细胞容易发生溶血而影响血型鉴定结果的准

确性,一旦突发自然灾害等情况试剂保障将面临诸

多困难。本研究采用免疫胶体金标记的红细胞膜

抗原作为血型反定型试剂,同时将爆珠技术与血型

鉴定试剂有效结合,建立了一种改良微管法快速血

型鉴定技术。将试剂包裹在爆珠中一方面试剂密

封保存,减少了试剂挥发和细菌污染的发生,另一

方面采用膜抗原取代红细胞,克服了红细胞溶血和

保存期短的问题,既保证了血型抗原的稳定性和检

测结果的准确性,又便于标准化操作。使用前捏破

爆珠,加入被检样本即可进行检测,2min内观察

凝集结果即可判定血型。该技术具有以下优点:
①试剂稳定性好,封装后可以常温长期保存,而传

统的试剂需要保存在2~8℃冰箱内;②便于携带,
无污染,无需额外添加试剂,操作现场能够保持清

洁;③操作简单快速,结果准确可靠,无需借助仪

器,实验不需要电力及设备保障亦可完成,非专业

人员亦可实施;④微管上可以粘贴患者ID号或条

形码,避免出错;⑤检测结果肉眼即可判读。
通过与现有技术方法平行对比试验,验证了该

技术的可行性和时效性,解决了现有实验室技术方

法不适合野战环境下使用的问题[17],同时在反定

型中增加了 O 型红细胞,起到了抗体筛选的作用,
同时解决了固相法缺少反定型的弊端,检测结果更

加安全可靠。技术方法符合国家标准要求,不需要

添加额外试剂,实现了“无试剂血型鉴定”。作为一

种改良的新技术方法还有待进一步摸索和改进,一
方面尽量筛选抗原性强的红细胞制备免疫胶体金

试剂以提高灵敏度,防止弱抗体漏检;另一方面延

长常温条件下的保存时间以及制作爆珠颗粒的工

艺方面还有待提高。此外,尽管本研究可以实现不

需要额外设备完成血型鉴定工作,但战时输血通常

在野战医疗所和后方医院进行,配备有血液保存

箱、离心机等必要的检测设备和试验条件,野战储

运血装备配置有小型充电式多功能离心机可以解

决血液标本和反应管离心的问题。该技术产品可

以与野战输血加温加压装置以及我军野战机动医

疗机构已经列装的野战采血箱、野战储运血箱一起

构成完整的血液保障链[18-20],解决战时或突发情况

下前线失血性休克伤员快速输血的问题,对提高我

军战时卫勤保障能力具有重要意义。
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