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直接抗人球蛋白试验阳性患者的血清学特性和抗体鉴定

别立莉１，陈　赞２，耿一心２，耿明璐２

（１．河南省红十字血液中心成分室，河南　郑州　４５００１２；２．河南省红十字血液中心血型研究室，河南　郑州　４５００１２）

摘要：　目的　分析直接抗人球蛋白试验（ＤＡＴ）阳性患者的血型血清学特征，为临床输血安全提供保障。方法
　对５１例ＤＡＴ阳性患者的ＤＡＴ阳性强度、ＤＡＴ分型及自身抗体和同种抗体的鉴定结果进行回顾性分析。结果　５１
例中，Ｗ＋（弱凝集）者１６例（３１．４％），１＋者１５例（２９．４％），２＋者１９例（３７．３％），３＋者１例（１．９％）。单ＩｇＧ者１５
例（２９．４％），单Ｃ３ｄ者１０例（１９．６％），ＩｇＧ＋Ｃ３ｄ者２６例（５１．０％）。不规则抗体筛查试验阳性４２例，阴性９例。经
１６系谱细胞进行抗体鉴定，在盐水介质下检测抗体阳性２２例，其中无特异性１８例，有特异性４例；用间接抗人球蛋白
试验检测抗体阳性３１例，其中无特异性１６例，有特异性１５例。结论　ＤＡＴ阳性患者应进行ＤＡＴ分型试验和同种抗
体鉴定试验，根据试验结果选择适合的血液，以保障临床输血的及时性、安全性和有效性。

关键词：　直接抗人球蛋白试验；输血前检查；抗体鉴定；自身抗体；同种抗体
中图分类号：Ｒ４４６．６２；Ｒ４５７　文献标志码：Ａ　文章编号：１００４７２３９（２０１７）０３０２０６０３

Ｓｅｒｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎａｎｄａｎｔｉｂｏｄｙｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｐｏｓｉｔｉｖｅｄｉｒｅｃｔａｎｔｉｇｌｏｂｕｌｉｎｔｅｓｔ
ＢＩＥＬｉｌｉ１，ＣＨＥＮＺａｎ２，ＧＥＮＧＹｉｘｉｎ２，ＧＥＮＧＭｉｎｇｌｕ２

（１．ＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＢｌｏｏｄＣｏｍｐｏｎｅｎｔ，ＨｅｎａｎＲｅｄＣｒｏｓｓＢｌｏｏｄＣｅｎｔｅｒ，Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ４５００１２，ＨｅｎａｎＰｒｏｖｉｎｃｅ，Ｃｈｉｎａ；２．ＲｅｆｅｒｅｎｃｅＬａ
ｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＢｌｏｏｄｔｙｐｅ，ＨｅｎａｎＲｅｄＣｒｏｓｓＢｌｏｏｄＣｅｎｔｅｒ，Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ４５００１２，ＨｅｎａｎＰｒｏｖｉｎｃｅ，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｐｒｏｖｉｄｅａｇｕａｒａｎｔｅｅｆｏｒｃｌｉｎｉｃａｌｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎｓａｆｅｔｙｂｙａｎａｌｙｚｉｎｇｔｈｅｓｅｒｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ
ｏｆｂｌｏｏｄｔｙｐｅｏｆｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｐｏｓｉｔｉｖｅｄｉｒｅｃｔａｎｔｉｇｌｏｂｕｌｉｎｔｅｓｔ（ＤＡＴ）．Ｍｅｔｈｏｄｓ　ＴｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆＤＡＴｐｏｓｉｔｉｖｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙ，ＤＡＴ
ｔｙｐｉｎｇ，ｔｈｅｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆａｕｔｏａｎｔｉｂｏｄｙａｎｄｉｓｏａｎｔｉｂｏｄｙｉｎ５１ｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｐｏｓｉｔｉｖｅＤＡＴｗｅｒｅａｎａｌｙｚｅｄｒｅｔｒｏｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｒｅ
ｓｕｌｔｓ　ＴｈｅＤＡＴｐｏｓｉｔｉｖｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙｏｆｔｈｅ５１ｃａｓｅｓｉｎｃｌｕｄｅｄＷ＋（ｗｅａｋａｇｇｌｕｔｉｎａｔｉｏｎ）ｉｎ１６ｃａｓｅｓ（３１．４％），１＋ｉｎ１５ｃａｓｅｓ
（２９．４％），２＋ｉｎ１９ｃａｓｅｓ（３７．３％）ａｎｄ３＋ｉｎ１ｃａｓｅ．ＴｈｅＤＡＴｔｙｐｅｓｏｆｔｈｅ５１ｃａｓｅｓｉｎｃｌｕｄｅｄＩｇＧｉｎ１５ｃａｓｅｓ（２９．４％），
Ｃ３ｄｉｎ１０ｃａｓｅｓ（１９．６％）ａｎｄＩｇＧ＋Ｃ３ｄｉｎ２６ｃａｓｅｓ（５１．０％）．Ａｍｏｎｇｔｈｅ５１ｃａｓｅｓ，ｔｈｅｉｒｒｅｇｕｌａｒａｎｔｉｂｏｄｙｓｃｒｅｅｎｉｎｇｔｅｓｔｗａｓ
ｐｏｓｉｔｉｖｅｉｎ４２ｃａｓｅｓ，ａｎｄｉｔｗａｓｎｅｇａｔｉｖｅｉｎ９ｃａｓｅｓ．Ｔｈｅ１６ｐｅｄｉｇｒｅｅｃｅｌｌａｎｔｉｂｏｄｙｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅａｎｔｉｂｏｄｙ
ｗａｓｐｏｓｉｔｉｖｅｉｎ２２ｃａｓｅｓ，ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ１８ｃａｓｅｓｗｉｔｈｏｕｔｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙａｎｄ４ｃａｓｅｓｗｉｔｈｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙｉｎｓａｌｉｎｅｍｅｄｉｕｍ．Ｔｈｅｉｎｄｉｒｅｃｔａｎｔｉ
ｇｌｏｂｕｌｉｎｔｅｓｔｗａｓｐｏｓｉｔｉｖｅｉｎ３１ｃａｓｅｓ，ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ１６ｃａｓｅｓｗｉｔｈｏｕｔｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙａｎｄ１５ｃａｓｅｓｗｉｔｈｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　ＤＡＴ
ｔｙｐｉｎｇｔｅｓｔａｎｄｉｓｏａｎｔｉｂｏｄｙｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｉｎｔｈｅｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｐｏｓｉｔｉｖｅＤＡＴａｒｅｎｅｃｅｓｓａｒｙ．Ｔｈｅｍａｔｃｈｉｎｇｂｌｏｏｄｃａｎｂｅｃｈｏｓｅｎａｃ
ｃｏｒｄｉｎｇｔｏｔｈｅｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓ，ｗｈｉｃｈｃａｎｅｎｓｕｒｅｔｈｅｔｉｍｅｌｉｎｅｓｓ，ｓａｆｅｔｙａｎｄｅｆｆｅｃｔｉｖｅｎｅｓｓｏｆｃｌｉｎｉｃａｌｂｌｏｏｄｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　ｄｉｒｅｃｔａｎｔｉｇｌｏｂｕｌｉｎｔｅｓｔ；ｐｒｅｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎ；ａｎｔｉｂｏｄｙｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ；ａｕｔｏａｎｔｉｂｏｄｙ；ａｌｌｏａｎｔｉｂｏｄｙ

　　直接抗人球蛋白试验（ｄｉｒｅｃｔａｎｔｉｇｌｏｂｕｌｉｎｔｅｓｔ，
ＤＡＴ）又称 Ｃｏｏｍｂｓ试验，通常应用于检测红细胞膜
上包被的不完全抗体和补体，也应用于红细胞血型

血清学试验［１］。ＤＡＴ阳性造成输血前血型鉴定和
交叉配血结果的不确定性，一直困扰着输血工作者。

因此，建立有效的ＤＡＴ检测和抗体鉴定方法十分必
要。本研究旨在通过分析 ＤＡＴ阳性患者的血型血
清学特征，以期为临床输血安全提供保障。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选择２０１４年１月至２０１５年１２月
郑州地区各级医院因 ＤＡＴ阳性引起输血前血型鉴
定或交叉配血困难的血液样本５１例，男 ２２例，女
２９例；年龄９０ｄ至９３岁，中位年龄５８岁；有输血史
者 ２８例（５４．９％）；女性中有妊娠史者 １７例
（５８６％），既 有 输 血 史 又 有 妊 娠 史 者 ９例
（３００％）。
１．２　仪器与试剂　ＫＡ２２００小型台式血型血清学
离心机（日本株式会社久保田制作所）；抗ＩｇＧ＋
Ｃ３ｄ、抗ＩｇＧ、抗Ｃ３ｄ、抗Ｍ、抗Ｐ（上海血液生物医药
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有限责任公司）；抗Ｅ、抗ｅ、抗Ｃ、抗ｃ（美国 Ｉｍｍｕ
ｃｏｒ公司）；抗体鉴定１６系谱细胞（荷兰 Ｓａｎｑｕｉｎ公
司）；６０ｇ·Ｌ－１白蛋白、ＩｇＧ致敏红细胞（长春博德
生物技术有限责任公司）。

１．３　ＤＡＴ　将乙二胺四乙酸抗凝的血液样本用生
理盐水洗涤３次，配置成体积分数为３％的红细胞
生理盐水悬液，取２支干净试管，分别标记为测定管
和对照管，向２支试管中分别加入１滴红细胞悬液，
再向测定管中加入抗人球蛋白（ａｎｔｉｈｕｍａｎｇｌｏｂｕｌｉｎ，
ＡＨＧ）试剂１滴，向对照管中加入６０ｇ·Ｌ－１白蛋白
１滴，混匀，１０００×ｇ离心１５ｓ，观察凝集情况，评分
并记录结果。若测定管中未观察到凝集，向含有抗

人球蛋白试剂的试管中加入 ＩｇＧ致敏红细胞，
１０００×ｇ离心１５ｓ，观察并记录结果，确认结果的有
效性。

１．４　抗体鉴定　取 １７支干净试管，分别标记为
１～１６号和自身对照，每管中先各加入２滴受检者
血清，１～１６号试管分别加入抗体鉴定谱细胞１滴，
自身对照管加入受检者体积分数３％红细胞生理盐
水悬液１滴，充分混匀，１０００×ｇ离心１５ｓ，观察凝
集情况，评分并记录结果，根据谱细胞格局表判断抗

体特异性；３７℃孵育３０ｍｉｎ，１０００×ｇ离心１５ｓ，观
察溶血和凝集情况，评分并记录结果；生理盐水洗涤

红细胞３次，最后１次洗涤尽量移除上清，向红细胞
中加入 ＡＨＧ试剂 １滴，充分混匀，１０００×ｇ离心
１５ｓ，观察溶血和凝集情况，评分并记录结果，加入
ＩｇＧ致敏红细胞确认阴性结果的有效性，根据谱细
胞格局表判断抗体特异性。

２　结果

２．１　ＤＡＴ阳性凝集强度　结果见表１。Ｗ＋（弱凝
集）者１６例（３１．４％），１＋者１５例（２９．４％），２＋者
１９例（３７．３％），３＋者１例（１．９％）。
表１　５１例ＤＡＴ阳性患者的ＤＡＴ阳性凝集强度
Ｔａｂ．１　ＤＡＴｐｏｓｉｔｉｖｅａｇｇｌｕｔｉｎａｔｉｏｎｉｎｔｅｎｓｉｔｙｉｎ５１ｐａｔｉｅｎｔｓ
ｗｉｔｈｐｏｓｉｔｉｖｅＤＡＴ

既往史 ｎ
ＤＡＴ阳性凝集强度

Ｗ＋／例（％） １＋／例（％） ２＋／例（％） ３＋／例（％）
有输血史 １９ ４（２１．０） ８（４２．１） ６（３１．６） １（５．３）
有妊娠史 ８ ２（２５．０） ２（２５．０） ４（５０．０） ０（０．０）
有输血史和妊娠史 ９ ５（５５．６） １（１１．１） ３（３３．３） ０（０．０）
无输血史和妊娠史 １５ ５（３３．３） ４（２６．７） ６（４０．０） ０（０．０）
合计 ５１ １６（３１．４） １５（２９．４） １９（３７．３） １（１．９）

　　注：Ｗ＋为弱凝集。

２．２　ＤＡＴ分型　结果见表 ２。单 ＩｇＧ者 １５例
（２９４％），单 Ｃ３ｄ者１０例（１９．６％），ＩｇＧ＋Ｃ３ｄ者
２６例（５１．０％）。

表２　５１例ＤＡＴ阳性患者ＤＡＴ分型与抗体产生情况
Ｔａｂ．２　ＤＡＴｔｙｐｉｎｇａｎｄａｎｔｉｂｏｄｙｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｉｎ５１ｐａ
ｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｐｏｓｉｔｉｖｅＤＡＴ

抗体产生情况 ｎ
ＤＡＴ分型

ＩｇＧ＋Ｃ３ｄ／例（％） 单ＩｇＧ／例（％） 单Ｃ３ｄ／例（％）
同种抗体 １８ ９（５０．０） ６（３３．３） ３（１６．７）
全凝集 ２４ １２（５０．０） ５（２０．８） ７（２９．２）
全阴性 ９ ５（５５．６） ４（４４．４） ０（０．０）
合计 ５１ ２６（５１．０） １５（２９．４） １０（１９．６）

２．３　抗体鉴定结果　５１例 ＤＡＴ阳性患者，不规则
抗体筛查试验阳性４２例，阴性９例。经１６系谱细
胞进行抗体鉴定，在盐水介质下检测抗体阳性 ２２
例，其中无特异性１８例，有特异性４例（抗Ｍ２例，
抗Ｐ１例，抗Ｅ１例）；用间接抗人球蛋白试验检测
抗体阳性３１例，其中无特异性１６例，有特异性１５
例（抗Ｅ６例，抗Ｅｃ７例，抗Ｃｅ２例）。其中１例在
盐水介质下和间接抗人球蛋白介质均检测到抗Ｅ。
盐水介质和间接抗人球蛋白介质下共检出同种抗体

者１８例，２４例抗体类型不明确。１８例同种抗体特
异性鉴定结果见表３。
表３　同种抗体特异性鉴定结果
Ｔａｂ．３　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｉｓｏａｎｔｉｂｏｄｙｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ

序号 样本编号 输血史 妊娠史
同种抗体特异性

盐水介质 间接抗人球蛋白介质

１ Ｐ９ 有 无 阴性 抗Ｅ
２ Ｐ１０ 有 无 阴性 抗Ｅｃ
３ Ｐ１１ 有 有 阴性 抗Ｃｅ
４ Ｐ１６ 无 有 阴性 抗Ｅｃ
５ Ｐ１８ 有 无 抗Ｐ 阴性

６ Ｐ２１ 有 无 全凝集 抗Ｅｃ
７ Ｐ２６ 有 无 阴性 抗Ｅｃ
８ Ｐ２８ 无 有 阴性 抗Ｅ
９ Ｐ３１ 有 无 阴性 抗Ｅｃ
１０ Ｐ３２ 无 无 抗Ｍ 阴性

１１ Ｐ３３ 有 有 阴性 抗Ｃｅ
１２ Ｐ３６ 有 有 抗Ｅ 抗Ｅ
１３ Ｐ３９ 有 有 全凝集 抗Ｅ
１４ Ｐ４１ 无 有 阴性 抗Ｅ
１５ Ｐ４３ 有 无 全凝集 抗Ｅｃ
１６ Ｐ４４ 有 无 全凝集 抗Ｅｃ
１７ Ｐ４５ 无 无 抗Ｍ 阴性

１８ Ｐ４６ 有 有 全凝集 抗Ｅ

　　注：Ｒｈ系统１５例，ＭＮＳ系统２例，Ｐ系统１例。

３　讨论

ＤＡＴ阳性表明被检者红细胞表面包被了不完
全抗体或补体，其原因可能为［２］：（１）红细胞抗原上
吸附有自身抗体；（２）受血者的血液中有同种抗体，
与献血者红细胞上的抗原发生反应；（３）献血者的
血浆、血浆衍生物以及红细胞制品有同种抗体，与受

血者的抗原发生反应；（４）母亲血液中同种抗体通
过胎盘，包被在胎儿红细胞膜上；（５）包被在红细胞
膜上的一些药物抗体；（６）非特异性吸附蛋白，包括
免疫球蛋白、高球蛋白血症、静脉输注了高剂量的
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γ球蛋白的联合物以及一些使红细胞膜变型的药物
如头孢菌素类，这些蛋白吸附在红细胞表面；（７）补
体激活了同种抗体、自身抗体和药物抗体，吸附在红

细胞表面；（８）器官移植和骨髓移植所产生的抗体。
本研究对 ＤＡＴ阳性凝集强度进行了分析，结果显
示，凝集等级为 Ｗ＋至 ２＋者 ５０例，仅有 １例为
３＋，有输血史或妊娠史以及二者兼有者共 ３６例
（７０６％），无输血史、妊娠史者 １５例（２９．４％）。
ＮＡＴＨＡＬＡＮＧ等［３］对ＤＡＴ阳性、放散液发现有抗体
的２１例患者进行 ＤＡＴ凝集强度统计，发现凝集强
度均在 Ｗ＋至２＋；戴小波等［４］报道的５７例 ＤＡＴ
阳性的非自身免疫性溶血性贫血患者的 ＤＡＴ凝集
强度也在Ｗ＋至２＋，与本研究结果基本一致。

本研究对ＤＡＴ分型结果显示，单 Ｃ３ｄ者１０例
（１９．６％），均有冷凝集；单 ＩｇＧ者１５例（２９．４％），
间接抗人球蛋白试验均为阳性；ＩｇＧ＋Ｃ３ｄ者２６例
（５１％）。周雪丽等［５］和于洋等［６］的研究结果中

ＤＡＴ分型与本研究结果差异较大，可能与研究对象
和样本量不够大有关。本研究检出同种抗体的１８
例患者中 １５例（８３．３％）为 ＩｇＧ和 ＩｇＧ＋Ｃ３ｄ；Ｃ３ｄ
只有３例，均为盐水介质下的冷抗体。通过 ＤＡＴ分
型研究，发现型别与抗体产生和疾病的严重程度有

关，ＩｇＧ＋Ｃ３型对红细胞破坏最强，ＩｇＧ居中，单纯
Ｃ３型危害最小。理论上讲，单纯Ｃ３型活化补体、破
坏红细胞的能力比 ＩｇＧ抗体更强，更容易引发血管
内溶血，但是，由于人体内３７℃条件下，冷自身抗体
的活性并没有理论预期那么高，免疫分型有助于临

床对病情的判断，并采取更合理的治疗方案。

本研究通过１６系谱细胞对所有样本进行抗体
鉴定，不规则抗体筛查阳性４２例，其中２４例抗体类
型不明确，检出有特异性的同种抗体１８例，包括Ｒｈ
系统１５例、ＭＮＳ系统 ２例、Ｐ系统 １例；其中 １例
抗Ｅ既有冷抗体又有温抗体，Ｒｈ系统１５例同种抗
体的患者均有输血史或妊娠史。国内报到的 ＤＡＴ
阳性患者同种抗体的特异性主要有Ｒｈ血型系统抗
Ｄ、抗Ｅ、抗Ｅｃ、抗Ｃｅ、抗ｅ，ＭＮ血型系统抗Ｍ、抗
Ｓ，Ｋｉｄｄ血型系统抗Ｆｙａ、抗Ｆｙｂ［７１０］。ＮＡＴＨＡＬＡＮＧ
等［３］研究显示，２１例同种抗体特异性除了 Ｒｈ、ＭＮ、
Ｋｉｄｄ血型系统抗体外，抗Ｍｉａ就有１４例，如此高的
频率可能与人种之间的差异有关。

ＤＡＴ阳性患者血清学上还有一个重要的特征，
即除自身抗体外同时存在同种抗体，这就使此类患

者的输血风险进一步加大，自身抗体会遮蔽同种抗

体，导致同种抗体漏检，从而输血时发生溶血反应。

运用有效的检测方法进行抗体特异性鉴定，及时发

现同种抗体对于此类患者尤为重要。只有自身抗体

的患者，应选择ＡＢＯ与ＲｈＤ血型相同，交叉配血凝
集强度最弱的献血者红细胞输注；自身抗体与同种

抗体均含有、同种抗体特异性确定的患者，应选择不

携带同种抗体对应抗原的献血者红细胞，且交叉配

血凝集强度最弱的献血者红细胞输注；对于自身抗

体与同种抗体均含有、同种抗体特异性不确定的患

者，ＳＨＩＲＥＹ等［１１］提出对此类患者作预防性抗原配

型血液输注，需匹配的抗原包括 Ｃ、ｃ、Ｄ、Ｅ、ｅ、Ｋ、
Ｊｋａ、Ｊｋｂ、Ｆｙａ、Ｆｙｂ、Ｓ和ｓ，并对２０例此类患者输注了
１４９Ｕ经预防性抗原配型的红细胞，未发生严重输
血反应。向东等［８］认为，使用 ＤＣｃＥｅ抗原以及 Ｍ、
Ｓ、Ｊｋａ、Ｊｋｂ抗原匹配的红细胞输注即可基本避免同
种抗体引起的严重输血反应。

综上所述，ＤＡＴ阳性患者输血前的各项实验室
检查不容忽视。目前，ＤＡＴ和抗体鉴定试验未列入
常规输血前实验室检查，对输血患者均进行这２项
试验，可能并无必要；但是，对于有输血史、妊娠史以

及输血前交叉配血试验阳性的患者，通过ＤＡＴ分型
和抗体鉴定试验，有助于工作人员选择适合的血液。
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