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　　[摘要]　目的:调查微柱凝胶卡式法 ABO 正反定型不符的原因,并探讨相应对策。方法:结合盐水介质试

管法对微柱凝胶卡式法正反定型不符的患者,进行不同血型血清学试验:吸收放散试验、唾液中血型物质测定、直
接抗球蛋白试验、不规则抗体筛选及鉴定以及临床资料进行综合分析。结果:4578例血型资料中有20例正反定

型不符。其中婴幼儿4例,抗原抗体减弱4例,亚型3例,不规则抗体2例,M 蛋白2例,冷自身抗体2例,自身免

疫性溶血性贫血2例,ABO不相合造血干细胞移植后1例。盐水试管法能纠正7例,其中婴幼儿3例,M 蛋白

2例,冷自身抗体2例。结论:卡式法结合试管法有利于纠正部分婴幼儿、冷自身抗体、M 蛋白所致的正反定型不

符;对试管法无法纠正的正反定型不符,结合多种血型血清学方法及患者临床资料等综合分析,有利于血型的最

终判定。
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Abstract　Objective:ToinvestigatethereasonsfortheinconsistencyofABOpositiveandnegativestereotypes
bymicro-columngelcardmethod,andexplorethecorrespondingcountermeasures.Methods:Serologicaltestsof
differentbloodtypeswerecarriedoutinthecaseswithinconsistentpositiveandnegativetypingbysalinemedium
testtubemethod:Absorption-elutiontest,determinationofbloodgroupsubstancesinsaliva,directantiglobulin
test,screeningandidentificationofirregularantibodiesandclinicaldatawereanalyzedcomprehensively.Results:

In4578casesofbloodtypedata,20casesofpositiveandnegativestereotypeswereinconsistent.Amongthem,

therewere4casesofinfantsandchildren,4casesofantigenantibodyweakening,3casesofsubtype,2casesof
irregularantibody,2casesofMprotein,2casesofcoldautoantibodies,2casesofautoimmunehemolyticanemia,

and1caseafterABOincompatiblehematopoieticstemcelltransplantation.Salinetesttubemethodcouldcorrect7
cases,including3casesofinfants,2casesofMprotein;and2casesofcoldautoantibodies.Conclusion:Thecard
methodcombinedwiththetubemethodmightbehelpfultocorrecttheinconsistencyofpositiveandnegativestere-
otypescausedbysomeinfants,coldautoantibodiesandMprotein.Forthepositiveandnegativestereotypesthat
couldnotbecorrectedbythetesttubemethod,comprehensiveanalysiscombinedwithmanyserologicalmethods
ofbloodgroupandclinicaldataofpatients,etc.mightbeconducivetothefinaldeterminationofbloodgroup.

Keywords　positiveandnegativestereotypesinconsistent;micro-columngelcardmethod;salinetesttube
method;bloodgroupserology

　　ABO 血型系统是人类发现的第一个血型系

统,其在临床输血、法医学鉴定、新生儿溶血病的诊

断、器官移植等领域有重要的临床意义[1]。常规血

型检测方法有盐水试管法、微柱凝胶卡式法等,其

中微柱凝胶卡式法因其灵敏度高,能检出弱的血型

抗原抗体,操作简单、快速、结果客观,适用批量操

作,实现了血型鉴定的自动化、标准化、信息化[2]。
与其他检测方法一样,因生理、病理等因素影响,卡
式法也会出现正反定型不符[3-4]。如何及时查找其

正反定型不符的原因,将有助于正确鉴定患者血

型,及时提供安全适合的血液,满足临床紧急用血
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的需要,是基层医院输血科所期盼的。现将4578
例微柱凝胶卡式法的血型鉴定结果进行分析并报

告如下。
1　资料与方法

1.1　资料

2021年10月至2023年4月我院4578例应

用微柱凝胶卡式法全自动血型分析仪检测的血型

结果,排除由于标本质量原因、血型卡质量问题、
ABO反定型细胞所致的假性正反定型不符,检出

ABO正反定型不符20例。
1.2　仪器与试剂

单克隆抗-A/B、人源性抗-A/B、0.8%A1/B/O
标准红细胞、5%抗体筛选细胞、ABO、RhD微柱凝

胶血型定型检测卡、抗人球蛋白微柱凝胶检测卡

(长春博讯);抗-A1/H/AB、A2 细胞、谱细胞(上海

血液生物医药);MLSTAR全自动血型分析仪(瑞
士 HAMILTON);Baso血液学专用离心机(台湾

贝索);显微镜(日本 Olympus)等。
1.3　试验方法

1.3.1　ABO血型鉴定　所有标本均使用微柱凝

胶血型定型检测卡在全自动血型分析仪中进行

ABO血型鉴定,正反定型的凝集强度和(或)反应

格局不符者,正定型的凝集强度≤2+,反定型的凝

集强度≤1+,或出现额外的抗原、抗体反应,均用

盐水介质试管法复查,按《全国临床检验操作规程》
第4版[5]进行操作。正定型:抗-A、抗-B;反定型

A1c、Bc、Oc、自身细胞。必要时加做抗-H、抗-A1、
抗-AB、A2c。抗球蛋白试验、吸收放散试验、抗体

筛选及鉴定、分泌型唾液血型物质 HAB测定。怀

疑冷自身抗体干扰在37℃孵育30min再判定结

果;怀疑 M 蛋白干扰引起的缗钱状聚集,试管法凝

集管加盐水或盐水置换在显微镜下观察判断;怀疑

抗体减弱或缺失,盐水法反定型增加血清的量,混

匀,4℃放置30min,1000×g 离心15s,辅助鉴定

血型。
1.3.2　吸收放散试验　利用抗-A/B(人源性)进
行吸收放散试验,检测患者红细胞上弱的 A/B抗

原,取1mL洗涤后的压积红细胞加入等量的抗-A
(抗-B)血清,充分混合后4℃孵育1h,测量离心后

上清的效价,充分洗涤吸收后红细胞3次后,56℃
水浴10min,1000×g 离心3min,取放散液并测

量其抗-A(抗-B)效价。同理对抗体减弱或缺失样

本以其血浆和相应献血者标准红细胞(A/B 型

RBC)进 行 吸 收 放 散 试 验。具 体 操 作 方 法 参 照

文献[5]。
1.3.3　唾液中血型物质测定　对约80%分泌型

患者,可进行唾液血型物质测定,辅助确定其 ABO
血型。受检者唾液经煮沸20min,冷却离心,取上

清液分 别 与 抗-A/B/H 血 清 等 量 混 合,置 室 温

15min中和后,加2%相应的 A、B、O型红细胞,混
匀,室温30min后离心观察结果。
1.3.4　病史调查　包括:疾病诊断、妊娠史、输血

史、移植史、生化指标等。
2　结果

2.1　微柱凝胶卡式法

全自动分析仪血型鉴定中有20例正反定型不

符,盐水介质试管法复查后,13例正反定型不符,7
例血型结果可被纠正。见表1。
2.2　正反定型不符鉴定结果

13例卡式法联合试管法未能纠正,其正反定

型不符的主要原因有:抗原减弱、亚型、抗体减弱或

缺失、自身免疫性溶血性贫血、因输血或妊娠产生

不规则抗体、ABO 不相合异基因造血干细胞移植

后。经过一系列血型血清学检测,综合分析,最终

判定血型。见表2。

表1　7例可被试管法纠正的血型正反定型及原因分析

原因 例数
卡式法

抗-A 抗-B A1c Bc Oc 自身细胞

试管法

抗-A 抗-B A1c Bc Oc 自身细胞

婴幼儿弱抗体 2 3+ 0 0 0 0 0 3+ 0 0 1+s 0 0
1 0 3+ 0 0 0 0 0 3+ 1+s 0 0 0

冷自身抗体 1 2+ 4+ 4+ 2+ 1+ 1+ 0 3+ 3+ 0 0 0
1 4+ 1+ 2+ 4+ 2+ 1+ 3+ 0 0 3+ 0 0

M 蛋白 1 3+ 0 1+ 3+ 1+ 1+ 3+ 0 0 3+ 0 0
1 4+ 4+ 1+ + 1+ 1+ 4+ 4+ 0 0 0 0

　　注:1+~4+:凝集强度顺增;0:阴性;S 强。

3　讨论

在日常输血工作中,出现 ABO 正反定型不符

的表现形式和原因较多[6]。红细胞抗原减弱、红细

胞抗原额外反应、血清抗体减弱、血清抗体额外反

应、混合凝集等。本文分析4578例微柱凝胶卡式

法检测标本中,发现正反定型不符20例,盐水试管

法纠正7例。其中婴幼儿弱抗体3例,冷自身抗体

2例,M 蛋白干扰2例。盐水试管法通过加大反定
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型试验的血清量,4℃下放置30min再试验,能提

高微柱凝胶卡式法漏检的部分弱血型抗体的检出

率,本文通过此方法,4 例婴幼儿血型不符纠正

3例。冷凝集素是一种大分子针对红细胞膜抗原

的免疫球蛋白-IgM 抗体,其具有可塑性,在4℃活

性最强,温度升高,活性减弱,凝集消失。文献报道

若患者血清中仅存在37℃无活性的室温反应性冷

自身抗体,可用37℃生理盐水洗涤红细胞数次后

将实验管置37℃水浴箱中,经此步骤处理后,由冷

自身抗体引起的凝集可消散,因此盐水试管法对冷

自身抗体更具有优势,可以改变反应的温度,而卡

式法在18~25℃室温下离心,无法消除冷自身抗

体的干扰[7-9]。M 蛋白干扰引起的缗钱状聚集,为
异常免疫球蛋白包裹红细胞表面,使红细胞表面负

电荷之间排斥力下降而相互凝集的结果,试管法凝

集管加盐水或盐水置换,肉眼观察凝集减弱,显微

镜下观察,缗钱状凝集渐散开,2例患者临床诊断

为多发性骨髓瘤,血清蛋白电泳出现 M 蛋白峰,可
确定患者血型。

表2　13例卡式法联合试管法未能纠正正反定型不符鉴定结果分析

序号 原因

正定型

抗-A 抗-B

反定型

A1c Bc Oc 自身细胞
鉴定方法

鉴定

结果

1 抗原减弱 0 1+ 3+ 0 0 0
2 抗原减弱 DP 0 0 3+ 0 0

4℃放置30min、收放散试验、唾液

中血型物质测定

B
A

3 亚型 3+ 0 + 3+ 0 0
4 亚型 3+ 4+ 2+ 0 0 0
5 亚型 0 1+ 3+ 0 0 0

正定型增加抗-A1/AB/H、反定型

增加 A2c、吸收放散试验、唾液中

血型物质测定

A2

A2B
B3

6 抗体减弱或缺失 3+ 0 0 ± 0 0
7 抗体减弱或缺失 0 3+ 0 0 0 0
8 新生儿抗体未产生 3+ 0 0 0 0 0

增加血浆量、4℃放置30min、用抗

人球蛋白卡检测IgG 抗-A/B、吸

收放散试验

A
B
A

9 自身免疫性溶血性贫血 ± 4+ 4+ 1+ 0 2+

10 自身免疫性溶血性贫血 4+ 1+ 1+ 3+ 0 2+

直接抗人球蛋白试验、45℃生理盐

水温和洗脱去大部分自身抗体或

2-Me处理红细胞正定型、反定型

异体冷吸收3次后鉴定

B

A

11 不规则抗体IgM 抗-P1 0 4+ 4+ 1+ ± 0
12 IgM 抗-M 0 4+ 4+ 2+ 2+ 0

临床诊断资料、谱细胞抗体筛选及

鉴定

B
B

13 异基因干细胞移植后 DP 0 0 3+ 0 0
临床诊 断 资 料、受 者/供 者 为 O/

A、吸收放散试验
A

　　注:0:阴性;1+~4+:凝集强度顺增;DP:双群。

　　ABO亚型和血型抗原减弱是造成正反定型不

符的主要原因。亚型在基因上多因1个或多个碱

基突变导致其转移酶活性及专一性改变产生抗原

减弱或额外抗原[10-11],是遗传基因决定的弱表现

型。在常规输血试验中,A1、A2、A1B、A2B亚型不

需加以区别,当 A2、A2B亚型血清中有抗-A1 可引

起血型正反定型不符,进而引起临床输血反应。金

新莉等[12]认为,微柱凝胶血型卡利用排阻层析原

理,分子筛效应使直径大小不同的红细胞颗粒在离

心力作用下,形成梯度明显的分层,相对于试管法

易于检出弱抗原、弱抗体,更易于 ABO 亚型的发

现。本研究发现A2、A2B、B33例亚型,卡式法和试

管法均正反定型不符。其鉴定的方法主要有:①正

定型加做抗-AB、抗-A1、抗-H,观察红细胞与其凝

集的强度;②反定型加做 A2c,观察血清中是否含

有抗-A1;③吸收放散试验,亚型细胞一般具有吸收

能力弱而放散能力强的特点;④唾液血型物质检

测。研究发现,根据血清学反应格局,本文确定的

A2、A2B亚型血清中含有IgM 抗-A1,B3 亚型血型

血清学比正常B抗原凝集稍弱,H 抗原增强,出现

B3 亚型特异性的混合外观表现,吸收能力<Bc,放
散能力>Bc,唾液中有 B、H 物质,最终确定为 B3

亚型。因亚型血不易获得,因此此类患者输血可以

输注 O型洗涤红细胞。
在某些病理条件下,如急性白血病和恶性肿瘤

等,可因内含子、甲基水平升高、致癌基因的影响导

致 A/B转移酶活性降低,造成红细胞膜上血型抗

原合 成 不 足,表 现 为 A/B 血 型 抗 原 减 弱 或 消

失[13-14]。红 细 胞 抗 原 减 弱 可 以 通 过 4℃ 放 置

30min后再试验,吸收放散试验,唾液中血型物质

测定来辅助确定血型。目前吸收放散试验是检测红

细胞上存在弱的A/B抗原的主要方法。本研究1例

急性髓细胞性白血病患者,A抗原表达减弱,而之前

其A抗原表达正常,此次入院卡式法抗-A孔正定型
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出现双群现象,是因为疾病急性期患者血浆中幼稚

红细胞释放过多、成熟红细胞减少;还是因疾病部分

红细胞 A抗原暂时性缺乏;亦或是部分红细胞形

态改变;其原因有待进一步研究。另1例消化道肿

瘤患者,化疗过程中,A 抗原减弱,疾病缓解,减弱

的血型抗原又恢复正常。吸收放散试验能放散出

抗-A,唾液中有 A、H 物质,最终血型为 A型。
ABO血型抗体减弱或缺失的机制尚未确定,

可能属于免疫耐受现象。婴幼儿、老年人、白血病、
骨髓瘤、长期接收免疫抑制剂治疗及丙种球蛋白缺

失等均可使患者血型抗体效价减弱或消失,引起正

反定型不符,血型抗体缺乏免疫球蛋白类型以单纯

IgM 抗体缺乏多见,IgM 和IgG 抗体同时缺乏相

对较少。进一步处理反定型可以通过增加血浆与

红细胞比例,重复进行试验,将血浆从2体积增加

到4体积、8体积,在4℃下放置30min后再试验,
以适宜的温度和时间增强弱抗体与抗原的结合观

察结果。盐水法无法纠正的用抗人球卡检测有无

弱的IgG抗-A/B,对有疑问标本进一步进行吸收

放散试验结合临床诊断资料综合判断。本研究中

2例抗体减弱,1例为多发性骨髓瘤,可能是由于浆

细胞异常增生,血浆出现单克隆免疫球蛋白,正常

的多克隆免疫球蛋白全成受抑,此例患者用抗人球

蛋白卡检测有弱的IgG抗-B,结合吸收放散试验放

散出抗-A,确定血型为 A 型。1例肝癌出血患者,
可能是由于肿瘤放化疗免疫抑制、低免疫球蛋白血

症,盐水法和抗人球蛋白法均未检出弱抗体,吸收

放散试验放散出抗-B抗体,确定为B型。
不规则抗体和自身抗体也可引起 ABO正反定

型不符,其中不规则抗体是最复杂的影响因素之

一[15]。本研究发现2例不规则抗体和2例 AIHA
导致的正反定型不符,卡式法和试管法结果一致。
当反定型发现 Oc凝集而自身对照细胞阴性时,应
考虑同种抗体的可能性;自身对照凝集考虑自身抗

体的可能性。应用筛选细胞和谱细胞加做抗体筛

选和鉴定,检出1例同种抗体为IgM 抗-P1,1例

IgM 抗-M ,输血时选择 P1 抗原或 M 抗原阴性的

血液,保证输血安全。AIHA 患者血型鉴定困难,
首先要通过各种方法去除自身抗体的干扰,再进行

血型鉴定[16],本研究2例 AIHA 患者正定型45℃
水浴微热放散,45℃生理盐水温和洗脱去除大部分

自身抗体再定型或2-Me处理红细胞;反定型异体

冷吸收3次后鉴定。AIHA 输血前需进行抗体筛

选及鉴定,抗体鉴定的关键在于明确是否具有临床

意义的同种抗体,当检测到同种抗体或特异性自身

抗体时,选择与患者 ABO 同型/RhD 同型或相容

且避开针对特异性同种抗体/自身抗体抗原的红细

胞输注[17]。本研究2例 AIHA患者自身抗体均无

特异性,均检出同种IgG抗-E,选择 E抗原阴性的

少白红细胞输注。紧急抢救时,可先输注 O 型洗

涤红细胞,待病情缓解后再重新鉴定血型。
另外,ABO血型不合异基因造血干细胞移植

后会引起 ABO 正反定型不符[18]。其原因可能是

干细胞移植后,植活的淋巴细胞对受者的血型抗原

产生了持续性的免疫耐受,因而检测不到相应的抗-
A/B抗体;也可能是其免疫系统受到抑制,使受者产

生免疫球蛋白包括抗体的能力降低,应以正定型结

果确定血型。值得注意的是,本研究的1例 ABO血

型不合异基因造血干细胞移植后,其正定型微柱凝

胶法抗-A孔出现双群,试管法显示混合外观,需镜

下观察,原因可能是移植后体内自身以及来源于供

者的两群红细胞比例随时间发生动态变化[19],逐渐

转变成供者红细胞,双群现象消失,据此可以分析双

群的原因。ABO 基因分型有助于区分血清学检测

难以解决的 ABO差异,如存在亚型,近期输注过异

体红细胞的,疾病致抗原减弱等,基因分型结果相对

客观,逐渐成为判断疑难血型的重要辅助技术[20-21]。
但其成本高,不利于基层医院广泛开展。

综上所述,正确鉴定患者的 ABO血型,在临床

输血工作中极其重要。微柱凝胶卡式法对于婴幼

儿弱抗体、冷自身抗体、M 蛋白等所致的正反定型

不符,结合盐水试管法有助于血型结果的判定。卡

式法相对于试管法结果判定更直观,更易发现弱抗

原抗体及 ABO亚型。对盐水法无法纠正的正反定

型不符,结合其他血型学方法如吸收放散试验、直
接抗球蛋白试验、唾液中血型物质测定、抗体筛选

及鉴定、患者临床诊断资料等综合分析,可能有助

于对血型的最终判定,以保障临床输血的及时、安
全和有效。
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