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(57)摘要

本发明涉及一种基于固相凝集技术的新生

儿溶血病实验检测试剂盒及其制备方法，属于试

剂盒制备技术领域，试剂盒包括：（1）固相凝集反

应微板；（2）低离子强度溶液；（3）指示系统；（4）

阴性对照血清；（5）阳性对照血清；制备方法包

括：（1）固相凝集反应微板的制备；（2）低离子强

度溶液的制备；（3）指示系统的制备；（4）阴性对

照血清制备；（5）阳性对照血清制备；通过创新性

的利用单克隆抗体对红细胞的高特异性吸附、利

用冷冻干燥保存技术、利用高灵敏度的二步法指

示系统，切实解决目前新生儿溶血病检测方法中

灵敏度低、红细胞难保存、易漏检抗体等难题，为

临床一线检测工作提供一种高性价比的新生儿

溶血病实验检测试剂盒。
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1.一种基于固相凝集技术的新生儿溶血病实验检测试剂盒，其特征在于：该新生儿溶

血病实验检测试剂盒，包括：

(1)固相凝集反应微板，所述的固相凝集反应微板由96孔U型底可拆卸式微板条组成，

微板条的U型孔底内表面包被有高特异性的抗红细胞单克隆抗体，已筛选的合格A、B、O型红

细胞通过单克隆抗体对红细胞的高特异性免疫反应，被均匀地包被在孔底内表面，经裂解

后形成固定于U型孔底内表面的红细胞膜，在此基础上加入细胞膜冷冻保护液，经过冷冻干

燥后制备的微板；

(2)低离子强度溶液，所述的低离子强度溶液包含甘氨酸和0.1％叠氮化钠；

(3)指示系统，所述的指示系统包括指示红细胞和抗人球蛋白试剂；

(4)阴性对照血清，是未含有不规则抗体且加入0.10％叠氮化钠的健康人血清；

(5)阳性对照血清，是包含有IgG抗-D且加入0.10％叠氮化钠的健康人血清。

2.根据权利要求1所述的一种基于固相凝集技术的新生儿溶血病实验检测试剂盒，所

述的微板条U型孔底内表面已经包被抗红细胞单克隆抗体，其对A、B、O型红细胞的吸附作用

具有高度特异性。

3.根据权利要求1所述的一种基于固相凝集技术的新生儿溶血病实验检测试剂盒，其

特征在于：所述的红细胞膜是将包被于96孔U型底微板条的A、B、O型红细胞裂解后所得，其

血型系统抗原包括：ABO血型抗原、Rh血型抗原、Kidd血型抗原、MNSs血型抗原、Duffy血型抗

原、Luthran血型抗原、Lewis血型抗原、P血型抗原，用于包被的A、B、O型红细胞涵盖下列抗

原：D、C、E、c、e、JKa、JKb、M、N、S、s、Fya、Fyb、Lub、P1、Mur抗原。

4.根据权利要求1所述的一种基于固相凝集技术的新生儿溶血病实验检测试剂盒，其

特征在于：所述的细胞膜冷冻保护液为8％的蔗糖溶液。

5.根据权利要求1所述的一种基于固相凝集技术的新生儿溶血病实验检测试剂盒，其

特征在于：所述指示系统中的指示红细胞是指IgG抗-D致敏的O型RhD(+)红细胞悬液，浓度

为0.2～0.6％。

6.根据权利要求1所述的一种基于固相凝集技术的新生儿溶血病实验检测试剂盒，其

特征在于：所述指示系统中的抗人球蛋白试剂是指1:1～1:128倍稀释的羊抗人或者兔抗人

IgG抗体。

7.一种基于固相凝集技术的新生儿溶血病实验检测试剂盒的制备方法，其特征在于：

该方法包括以下步骤：

(1)固相凝集反应微板的制备；

(2)低离子强度溶液的制备；

(3)指示系统的制备；

(4)阴性对照血清的制备；

(5)阳性对照血清的制备；

具体步骤如下：

(1)筛选铺板用A、B、O型红细胞采用单克隆抗-A、抗-B、抗-D筛选出符合国家血液质量

标准的A  RhD(+)、B  RhD(+)红细胞各3人份，各型别的3人份等量混合后洗涤6次，备用；O 

RhD(+)红细胞进行初筛后，要根据抗原互补原则进一步筛选特殊抗原，具体抗原谱见表1；

筛选成功后，将3人份的O细胞等量混合洗涤6次，与前述筛选出A、B型红细胞共同组成铺板
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用红细胞；

表1  铺板用O型红细胞抗原谱

(2)固相凝集反应微板的制备空白微板材质为聚苯乙烯，作用是包被抗红细胞单克隆

抗体、固定A、B、O型红细胞膜、容纳受检血浆、低离子液和指示系统，本身不参与化学反应，

微板的条与条可拆卸；抗红细胞单克隆抗体用碳酸盐缓冲液稀释后，每孔中加入100μL，室

温包被16小时，在此基础上，将上述(1)中的A、B、O型红细胞制备为0.1％浓度的悬液，每个

微孔中加入100μL，离心5分钟后，洗涤5次，加入红细胞裂解液进行裂解；洗涤板条后，加入

含8％蔗糖的冷冻保护液，50μL/孔，然后去掉孔中液体，并用吸水纸吸干残液，放入冷冻干

燥机中冻干2小时，取出后装入铝箔袋中，加热密封即可；

(3)低离子强度溶液的制备

称取18克甘氨酸和1克叠氮钠用纯化水溶解后，定容至1L，再加入适量的溴甲酚紫溶

液，直至溶液颜色由透明无色变为深紫色，调节溶液pH至6.8；

(4)指示系统的制备指示系统包括指示红细胞和兔或羊抗人球蛋白试剂，指示红细胞

的制备过程如下：洗涤后制成压积的O型红细胞，加入等体积的IgG抗-D，37℃孵育50分钟，

制得IgG抗-D致敏的红细胞，生理盐水洗涤5次后，用红细胞保存液保存，抗人球蛋白试剂的

制备过程如下：将兔或羊抗人球蛋白试剂用抗体稀释液进行稀释，与致敏红细胞反应，以离

心后显微镜下观察至不凝集管作为抗人球蛋白试剂的稀释倍数，该稀释倍数的抗人球试剂

与已致敏的O型红细胞悬液构成本发明的指示系统；

(5)阴性对照血清的制备：筛选出与本发明所述的抗筛细胞均无凝集反应的人血清，加

入叠氮化钠，终浓度为为0.10％；

(6)阳性对照血清制备：是指包含有IgG抗-D且加入0.10％叠氮化钠的人血清。

8.根据权利要求7所述的一种基于固相凝集技术的新生儿溶血病实验检测试剂盒的制

备方法，其特征在于：所述的微板的材质为聚苯乙烯。

9.根据权利要求7所述的一种基于固相凝集技术的新生儿溶血病实验检测试剂盒的制

备方法，其特征在于：所述的微板的条与条可拆卸。
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一种基于固相凝集技术的新生儿溶血病实验检测试剂盒及其

制备方法

技术领域

[0001] 本发明涉及一种基于固相凝集技术的新生儿溶血病实验检测试剂盒及其制备方

法，属试剂盒制备技术领域。

背景技术

[0002] 新生儿溶血病(hemolytic  disease  of  newborn,HDN)是指由于母胎或母婴血型

不合引起的同族免疫性溶血。该病发生的机理主要在于：胎儿的血型抗原一半由父亲遗传,

另一半由母亲遗传。当胎儿所遗传的父源性血型抗原恰为母体所缺乏时，一旦该父源性红

细胞血型抗原在妊娠的中晚期通过胎盘进入母体时,则可以刺激母体产生相应的免疫性血

型抗体。这种IgG  性质的免疫性抗体又通过胎盘进入胎儿血液循环后，与含有相应抗原的

胎儿红细胞相结合，导致后者被致敏。这种致敏的红细胞在胎儿肝、脾的单核-吞噬细胞系

统内被破坏，从而引起胎儿或新生儿溶血病的发生，进一步导致死胎、流产或早产。胎儿出

生后(即新生儿)容易出现贫血、高胆红素血症，严重者可导致核黄疸甚至危及生命安全。因

此，准确的新生儿溶血病实验检测能够为临床提供足够的证据支持，并为临床及时采取对

症治疗措施具有重要的参考价值。

[0003] 在现今的36个人类红细胞血型系统中，中国人群以ABO血型不合的溶血病最为常

见，约占新生儿溶血病的85.3％；其次为RhD和RhE溶血病，两者约占14.6％[薛辛东,杜立中

主编,  儿科学,人民卫生出版社,2005年,第一版,139.]，其他的诸如抗-Dia等也有报道[邵

华，马署轩.抗-Dia引起的新生儿溶血病1例报告，北京医学，2018，40(2)：170.颜永强，斯景

萍，崔毅军.抗-Dia引起新生儿溶血病1例，临床检验与输血，2007，9(1)：78—79.]。因此，无

论采用何种实验检测方法，应当针对中国新生儿人群溶血性抗体的实际分布情况进行设计

和检测。

[0004] 胎儿或新生儿溶血病的检测实验包括:直接抗人球蛋白实验、游离抗体检测实验、

抗体释放检测实验。直接抗人球蛋白实验是利用抗人球蛋白检测患儿红细胞是否被IgG抗

体致敏的一项实验。游离抗体检测实验是用特定的试剂红细胞与患儿血浆混合后孵育、洗

涤，最后用抗人球蛋白进行检测。如果试剂红细胞出现凝集，则为阳性反应，表明患儿血浆

中有游离的溶血性抗体；如果试剂红细胞未出现凝集，则为阴性反应，表明患儿血浆中未检

出游离的溶血性抗体。抗体释放检测实验是通过热放散或酸放散将患儿红细胞上结合的抗

体释放于放散液中，再用特定的试剂红细胞与放散液混合后孵育、洗涤，最后用抗人球蛋白

进行检测。如果试剂红细胞出现凝集，则为阳性反应，表明放散液中有从患儿红细胞上释放

的溶血性抗体；如果试剂红细胞未出现凝集，则为阴性反应，表明放散液中未检出溶血性抗

体，该项实验是新生儿溶血病的确诊性实验。

[0005] 目前国内各级医疗机构主要采用保存制备的ABO红细胞试剂配以抗人球蛋白微柱

凝胶卡法进行新生儿溶血病的实验检测。其原理主要是利用凝胶介质的分子筛作用，将凝

胶颗粒悬浮在缓冲液中，灌入微柱卡中制得。实验时，在反应腔中分别加入ABO细胞和待检
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血清或放散液，孵育一定时间后，再离心观察结果。如果受检标本含有溶血性抗体，则相应

的试剂红细胞就会与之发生反应而不能通过凝胶柱的分子筛，最终滞留在凝胶柱的上层或

分散于柱中；若受检血清或放散液中不含有溶血性抗体，则游离的试剂红细胞离心后可以

通过分子筛而沉积在微柱的底部。该方法受试剂红细胞浓度、离心力和离心时间、凝胶粒径

大小、悬浮介质中抗凝剂浓度等因素影响，造成检测的灵敏度容易受到干扰。另一方面，微

柱凝胶卡价格相对较高，需要专用配套的孵育和离心设备，限制了其在多数医疗机构的应

用。

[0006] 现有的常规检测方法均需要以悬浮于红细胞保存液中的抗体筛选细胞来完成实

验。一方面，受制于红细胞本身的寿命和保存液的质量，试剂红细胞的保存期一般小于3个

月，如果不及时使用，容易造成浪费；另一方面，试剂红细胞在保存过程中，随着红细胞的衰

老，不断的会发生抗原丢失和溶血，可能导致假阴性实验结果出现。

[0007] 因此，有必要对新生儿溶血病的检测实验技术进行研究开拓。固相法是80年代初

期由  Plapp  FV等发明的一种技术[Plapp  FV,Sinor  LT ,Rachel  JM，等.A  solid  phase 

antibody  screen.Am  J  Clin  Pathol,1984,82:179.]。将特定的有机吸附剂包被于96孔微

板，利用电荷吸附作用将需要吸附的抗原物质包被于微板孔中，最后用其检测相关的抗体

物质。一方面，由于传统的吸附剂包被时间较长，且细胞铺板后还需要进行固定、保湿等步

骤，相对耗时耗力；另一方面，包被的红细胞没有经过冻干步骤，使用期限只有24小时。因

此，上述的缺陷影响了其在临床中的实际应用。但该法灵敏度高，通过对包被基质、包被后

细胞的长期保存技术、指示系统等进行一系列的创新后，其效果将会得到极大改善。目前为

止，国内外暂未见有对固相吸附原理经过创新改进后用于新生儿溶血病实验检测方面的试

剂盒。

[0008] 综上所述，为克服目前新生儿溶血病实验检测的不足，临床实际检测工作中迫切

需要一种操作简便、能够长期保存抗原物质、针对中国新生儿人群高频溶血性抗体且成本

适当的新生儿溶血病实验检测试剂盒。

[0009] 红细胞作为一种特殊的细胞，其表面分布有大量的血型抗原分子，这些抗原分子

通常具有特异性，即能够与相应的抗体发生免疫反应。当一种固相载体的表面包被了特异

性的抗体分子时，红细胞表面所携带的特异性抗原分子就会被结合，这种抗原抗体之间的

结合可以将红细胞强有力的固定在固相载体表面。在红细胞冷冻保护液的作用下，这种固

定在固相载体表面的红细胞可以突破常规液体保存液的三个月期限，进行长期保存，且膜

抗原能够长期保持稳定。

发明内容

[0010] 本发明拟将针对红细胞抗原的单克隆抗体包被于96孔微板的内表面，利用其高度

的特异性将A、B、O型红细胞分别吸附至微板孔底，经过裂解、加入细胞保护液冷冻干燥后实

现长期保存；在冻干后的微板孔中加入待检测的血浆、放散液和促进反应的低离子液，就可

以快速实现红细胞抗原与待检测血浆抗体之间的免疫性结合，最后通过高灵敏度的指示系

统进行指示，阳性反应将在微板孔底面呈现出均匀一致的指示红细胞单层；阴性反应则将

在微板孔中央底面呈现出一个圆形的指示红细胞扣。本发明创新性的利用单克隆抗体对红

细胞抗原的特异性反应将红细胞固定在固相载体内表面、利用冷冻干燥技术替代常规红细
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胞的保养液保存、利用高灵敏度的二步法指示系统，可以切实解决目前临床不规则抗体检

测方法中灵敏度低、红细胞难以保存、常规方法漏检抗体等难题，为临床一线检测工作提供

一种高性价比的新生儿溶血病实验检测试剂盒。

[0011] 本发明的一个目的是提供一种基于固相凝集技术的新生儿溶血病实验检测试剂

盒，该试剂盒能够解决现有检测方法中灵敏度低、检测用试剂红细胞保存期短、抗体漏检、

操作繁琐、成本较高等问题。

[0012] 本发明的另一个目的是提供一种基于固相凝集技术的新生儿溶血病实验检测试

剂盒的制备方法。

[0013] 本发明提供了一种基于固相凝集技术的新生儿溶血病实验检测试剂盒，该试剂盒

包括：固相凝集反应微板、低离子溶液、阴性对照血清、阳性对照血清、指示系统；

[0014] 本发明所述的固相凝集反应微板由96孔U型底可拆卸式微板条组成，微板条材质

优选聚苯乙烯，其作用是包被抗红细胞单克隆抗体、固定红细胞抗原膜、容纳受检血浆或放

散液、低离子液和指示系统等，本身不参与化学反应；在包被了单克隆抗体的基础上，将A、

B、O  型红细胞固定在微板条U型孔底，经过裂解、洗涤后加入细胞膜冷冻保护液，经过冷冻

干燥，即为已包被A、B、O型红细胞膜的96孔U型底固相反应微板，可用于固相反应实验；与传

统固相法不同的是，本发明采用对红细胞具有高度特异性的单克隆抗体作为包被基质，非

传统固相所用的有机包被介质(如美兰)，对铺板的A、B、O型红细胞具有高度的吸附作用，从

而将红细胞固定在U型微板孔底，形成均匀的红细胞分子单层，经过冷冻干燥后保存，不需

要保湿过夜等，节省了包被时间，提高了红细胞的铺板效率；

[0015] 本发明所述的红细胞膜是将包被于96孔U型底微板条的A、B、O型红细胞裂解后所

得，其血型系统抗原包括：ABO血型抗原、Rh血型抗原、Kidd血型抗原、MNSs血型抗原、Duffy 

血型抗原、Luthran血型抗原、Lewis血型抗原、P血型抗原等；具体的，用于包被的A、B、  O型

红细胞至少应涵盖下列抗原：D、C、E、c、e、JKa、JKb、M、N、S、s、Fya、Fyb、Lub、P1、  Dia抗原；

[0016] 本发明所述的低离子强度溶液是包含了可降低离子强度的化学物质和防腐剂的

一种缓冲液，主要含有甘氨酸和0.10％叠氮化钠的缓冲液；

[0017] 本发明所述的指示系统包括指示红细胞和抗人球蛋白试剂；具体的，指示红细胞

是指IgG  抗-D致敏的O型RhD(+)红细胞悬液，浓度为0.2～1.0％；抗人球蛋白试剂是指1:1

～1:128 倍稀释的羊抗人或者兔抗人IgG抗体；

[0018] 本发明所述的阴性对照血清是指与上述A、B、O型红细胞无凝集反应的健康人血清

加入  0.10％叠氮化钠而制备；

[0019] 本发明所述的阳性对照血清是指包含有IgG抗-D且加入0.10％叠氮化钠的健康人

血清。

[0020] 本发明提供了一种基于固相凝集技术的新生儿溶血病实验检测试剂盒制备方法，

包括以下步骤：

[0021] 1.筛选铺板用A、B、O型红细胞采用单克隆抗-A、抗-B、抗-D筛选出符合国家血液质

量标准的A  RhD(+)、B  RhD(+)红细胞各3人份，各型别的3人份等量混合后洗涤6次，备用；O 

RhD(+)红细胞进行初筛后，要根据抗原互补原则进一步筛选特殊抗原，具体抗原谱见表1；

筛选成功后，将3人份的O细胞等量混合洗涤6次，与前述筛选出A、B型红细胞共同组成铺板

用红细胞；
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[0022] 表1铺板用O型红细胞抗原谱

[0023]

[0024] 2.固相凝集反应微板的制备未包被的空白微板材质聚苯乙烯，作用是包被抗红细

胞单克隆抗体、固定红细胞膜、容纳受检血浆、低离子强度溶液和指示系统等，本身不参与

化学反应；更具体的，微板的条与条可拆卸；抗红细胞单克隆抗体用碳酸盐缓冲液稀释后，

每孔中加入100μL，室温包被16小时；固相反应微板孔从上至下(即第1-8孔)依次标记为：

Ac、Bc、Oc、Ac、Bc、Oc、Neg、Pos，在此基础上，将上述(1)中的A、B、O型红细胞制备为  0.1％浓

度的悬液，每个微孔中加入对应的红细胞悬液100μL，离心5分钟后，洗涤5次，加入红细胞裂

解液进行裂解。洗涤板条后，加入含8％蔗糖的冷冻保护液，50μL/孔，然后去掉孔中液体，并

用吸水纸吸干残液，放入冷冻干燥机中冻干2小时，取出后装入铝箔袋中，加热密封即可；

[0025] 3.低离子强度溶液的制备称取18克甘氨酸和1克叠氮钠用纯化水溶解后，定容至

1L，再加入适量的溴甲酚紫溶液，直至溶液颜色由透明无色变为深紫色，调节溶液pH至6.8；

[0026] 4.指示系统的制备指示系统包括指示红细胞和兔或羊抗人球蛋白试剂，指示红细

胞的制备过程如下：洗涤后制成压积的O型红细胞，加入等体积的IgG抗-D，37℃孵育50分

钟，制得IgG抗-D致敏的红细胞，生理盐水洗涤5次后，用红细胞保存液保存；抗人球蛋白试

剂的制备过程如下：将兔或羊抗人球蛋白试剂用抗体稀释液进行稀释，与致敏红细胞反应，

以离心后显微镜下观察至不凝集管作为抗人球蛋白试剂的稀释倍数；该稀释倍数的抗人球

试剂与已致敏的O型红细胞悬液构成本发明的指示系统；

[0027] 5.阴性对照血清的制备筛选出与本发明所述的抗筛细胞均无凝集反应的健康人

血清，加入叠氮化钠，终浓度为为0.10％；

[0028] 6.阳性对照血清制备是指包含有IgG抗-D且加入0.10％叠氮化钠的健康人血清。

[0029] 本发明所述基于固相凝集技术的新生儿溶血病实验检测试剂盒提供了一种新型

的检测理念和技术，其优势如下：

[0030] 1.本发明将抗红细胞单克隆抗体包被于96孔微板孔底作为包被基质，创新性的利

用其对  A、B、O型红细胞抗原发生的免疫结合反应，从而将红细胞固定在U型微板孔底，形成

均匀的红细胞分子单层，基质包被时间缩短，且固定的红细胞经过裂解、冷冻干燥后，不需

要过夜保湿固定等繁琐步骤，大大提高了红细胞的包被效率，传统的低性能包被基质(如美

兰等)  容易造成铺板的红细胞的缺边和趋中现象，导致红细胞分子单层厚薄不均，干扰后

续的实验结果(图1)；

[0031] 2.发明中所述的包被了红细胞膜的微板条保存周期长达6个月，是常规红细胞保

存时间的2倍，储存方便，避免了因红细胞保存时间短而造成的试剂浪费；制备特殊的两步

法指示系统进行终点指示，提高了检测灵敏度，对低效价抗体的检出优于目前常用的抗人
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球微柱凝胶卡法，避免了漏检低效价抗体而导致的漏诊；

[0032] 3.针对中国新生儿溶血病中ABO溶血病为主的实际情况，铺板用的A、B细胞均采用

3人份等量混合，以提高抗-A、-B的检出能力；针对中国新生儿溶血病高频的特殊抗体抗-

D、-E、-Dia抗体，特别加筛了D(+)、E(+)的O型红细胞(O2号细胞)和Dia(+)的O型红细胞(O1 

号细胞)作为入选细胞之一，避免了目前市面上随机混合的红细胞因缺乏上述抗原导致对

应的抗体漏检而引发的漏诊问题(图7)；

[0033] 4.本发明所述的检测方法，操作过程简单且不需要专用设备，微板条可以灵活拆

卸，既可实现单人份检测，也可实现规模检测，从而降低检测成本，具有较好的临床应用价

值。

附图说明

[0034] 图1固相凝集法不同基质材料制备红细胞单层的效果对比图，微板条①和②分别

为单克隆抗体基质与美兰基质包被，板条①制备的细胞单层均匀一致，无裂隙或缺边；板条

②制备的细胞单层厚薄不均，有缺边和细胞趋中现象；

[0035] 图2固相凝集法和微柱凝胶卡法凝集强度判断标准图示；

[0036] 图3冻干前后固相反应微板红细胞膜的抗原性测试，图中①、②板条分别为冷冻干

燥前、后的微板条；微板条从上至下第1-3孔分别标记为Ac、Bc、Oc，分别加入IgG抗-A、-B、-D 

检测红细胞膜单层的A、B、D抗原，第4-6孔作为第1-3孔的复检孔、第7孔为Neg(阴性对照)、

第8孔为Pos(阳性对照)，冻干前、后A、B、D抗原检测均呈现4+凝集，说明冷冻干燥后红细胞

膜抗原保持稳定；

[0037] 图4保存期内试剂盒膜抗原的稳定性稳定性测试，采用人源IgG抗-A(效价为1)、

IgG  抗-B(效价为1)、IgG抗-D(效价为1)测试冻干后保存期内的细胞膜抗原稳定性。①、②、

③号条分别为冻干保存2个月、4个月、6个月的微板条，各微板条的第1-3孔依次标记为  Ac、

Bc、Oc，分别加入效价为1的IgG抗-A、IgG抗-B、IgG抗-D用以测试对应的细胞膜A  抗原、B抗

原、D抗原；第4-6孔作为第1-3孔的复检孔；Neg(阴性对照孔)、Pos(阳性对照孔)。2个月、4个

月、6个月的微板条对低效价的抗体均能有效检出,且各抽检时间段对应的检测孔凝集强度

没有差别，表明各抗体检测的对应细胞膜抗原稳定；

[0038] 图5保存期内试剂盒检测灵敏度测试(与微柱凝胶卡法对比)，①图：采用倍比稀释

的人源抗-D测试冻干后保存2个月的试剂盒灵敏度。图中试剂盒微板条从上至下依次测试

稀释度为4、8、16、32、64、128倍的人源抗-D，凝集强度均达到4+，可测及的末管抗-D稀释度

为128。微柱凝胶卡从左至右依次采用新鲜O型RhD(+)红细胞测试稀释度为4、8、16、32、  64、

128倍的人源抗-D，凝集强度介于3+s～1+s之间，可测及的末管抗-D稀释度为64；②图：采用

倍比稀释的人源抗-D测试冻干后保存4个月的试剂盒灵敏度。图中试剂盒微板条从上至下

依次测试稀释度为4、8、16、32、64、128倍的人源抗-D，凝集强度均达到4+，可测及的末管抗-

D稀释度为128。微柱凝胶卡从左至右依次采用新鲜O型RhD(+)红细胞测试稀释度为4、8、16、

32、64、128倍的人源抗-D，凝集强度介于3+s～1+之间，可测及的末管抗-D稀释度为64；③

图：采用倍比稀释的人源抗-D测试冻干后保存6个月的试剂盒灵敏度。图中试剂盒微板条从

上至下依次测试稀释度为4、8、16、32、64、128倍的人源抗-D，凝集强度均达到4+，可测及的

末管抗-D稀释度为128。微柱凝胶卡从左至右依次采用新鲜O型RhD(+)红细胞测试稀释度为
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4、8、16、32、64、128倍的人源抗-D，凝集强度介于2+s～1+之间，可测及的末管抗-D稀释度为

32；

[0039] 图6试剂盒与微柱凝胶卡在新生儿溶血病实验检测中的检测结果比较，试剂盒中

微板条自上而下第1-8孔分别标记为Ac、Bc、Oc、Ac、Bc、Oc、Neg(阴性对照)、Pos(阳性对照)。

标记的前3孔Ac、Bc、Oc分别用于检测新生儿血浆中的游离抗体，后3孔Ac、Bc、Oc用于检测放

散液中的抗体；微柱凝胶卡从左至右依次标记为Ac、Bc、Oc、Ac、Bc、Oc，前3孔Ac、  Bc、Oc分别

用于检测新生儿血浆中的游离抗体，后3孔Ac、Bc、Oc用于检测放散液中的抗体。①图为母婴

ABO血型不合新生儿溶血病,固相法检出血浆和放散液中游离IgG抗-B，凝集强度4+，微柱凝

胶卡的凝集强度则为3+；②图为母婴RhD血型不合新生儿溶血病，固相法检出血浆和放散液

中游离IgG抗-D，凝集强度4+，微柱凝胶卡的凝集强度则介于2+～4+；

[0040] 图7试剂盒与市售ABO细胞检测抗-Dia新生儿溶血病的结果比较，试剂盒中微板条

自上而下第1-8孔分别标记为Ac、Bc、Oc、Ac、Bc、Oc、Neg(阴性对照)、Pos(阳性对照)。标记的

前3孔Ac、Bc、Oc分别用于检测新生儿血浆中的游离抗体，后3孔Ac、Bc、Oc用于检测放散液中

的抗体；微柱凝胶卡从左至右依次标记为Ac、Bc、Oc、Ac、Bc、Oc，前3孔Ac、  Bc、Oc分别加入对

应的市售红细胞后用于检测新生儿血浆中的游离抗体，后3孔Ac、Bc、Oc  分别加入对应的市

售红细胞后用于检测放散液中的抗体。试剂盒微板条的第3孔和第6孔(即含有Dia抗原的Oc

细胞孔)均呈现3+的阳性反应，而微柱凝卡的市售Oc细胞孔均呈阴性。

具体实施方式

[0041] 下面结合实施的实例对本发明做进一步的解释。应当理解：所举的实施例仅用于

解释本发明，而不是限于本发明的保护范围。

[0042] 实施例1新生儿溶血病实验检测试剂盒的制备

[0043] 1.筛选铺板用A、B、O型红细胞采用单克隆抗-A、抗-B、抗-D筛选出符合国家血液质

量标准的A  RhD(+)、B  RhD(+)红细胞各3人份，各型别的3人份分别等量混合后洗涤6次，备

用。O  RhD(+)红细胞进行初筛后，要根据抗原互补原则进一步用单克隆抗体筛选特殊抗原，

具体抗原谱见表1；筛选成功后，将3人份的O细胞等量混合洗涤6次，与前述筛选出A、B  型红

细胞共同组成铺板用红细胞组；

[0044] 2.固相凝集反应微板的制备

[0045] (1)将抗红细胞单克隆抗体用碳酸盐包被液稀释至100ug/mL，取出空白的96孔反

应微板，每孔中加入100μL，室温包被16小时，甩干微孔中的液体后，用纯化水洗涤3次，最后

一次用吸水纸吸干微孔中的残液；

[0046] (2)将洗涤后备用的A、B、O型红细胞用生理盐水制备成0.1％的悬液；已包被抗红

细胞单克隆抗体的微板条第1-8孔依次标记为：Ac、Bc、Oc、Ac、Bc、Oc、Neg(阴性对照)、Pos 

(阳性对照)，按标记加入对应的红细胞悬液，其中个Neg和Pos孔加入O型红细胞悬液，每个

微孔中加入100μL，平板离心机离心5分钟后，用生理盐水洗涤5次，甩干板条中的液体，最后

一次用吸水纸吸干微孔中的残液；

[0047] (3)于上述包被红细胞单层的微板条加入0.45％的低渗盐水，50μL/孔，进行红细

胞单层的裂解；甩干微孔中的液体，用生理盐水洗涤板条5次，甩干板条中的液体，最后一次

用吸水纸吸干微孔中的残液；
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[0048] (4)于上述微板条中加入红细胞抗原膜保护液(8％的蔗糖溶液)，50μL/孔，甩干，

并用吸水纸吸干微孔中的残液，放入冷冻干燥机冻干2小时，取出后，装入铝箔袋中，加热密

袋口后，放在4℃冰箱备用；

[0049] 3.低离子溶液的制备

[0050] 称取18克甘氨酸和1克叠氮钠用纯化水溶解后，定容至1L，再加入适量的溴甲酚紫

溶液，直至溶液颜色由透明无色变为深紫色，调节溶液pH至6.8；

[0051] 4.指示系统的制备

[0052] (1)致敏红细胞的制备：在洗涤后的O型压积红细胞中加入等体积的IgG抗-D，37℃

孵育50分钟，制得IgG抗-D致敏的红细胞。生理盐水洗涤5次后，用红细胞保存液配制成0.4 

％的悬浮液，即为致敏红细；

[0053] (2)抗人球蛋白试剂：兔或羊抗人球蛋白试剂用抗体稀释液进行梯度倍比稀释

(如：1:1、  1:16、1:32、1:64、1:128等)，与上述的致敏红细胞反应，以离心后显微镜下观察

至不凝集管作为抗人球蛋白试剂的稀释倍数。该稀释倍数的抗人球试剂与已致敏的O型红

细胞构成本发明的指示系统；

[0054] 5.阴性对照血清的制备：筛选出与本发明所述的抗筛细胞均无凝集反应的健康人

血清，加入叠氮化钠，终浓度为0.10％；

[0055] 6.阳性对照血清制备：筛选出包含有IgG抗-D的健康人血清，加入0.10％叠氮化钠

即可。

[0056] 实施例2冻干前后固相凝集反应微板红细胞膜的抗原性测试

[0057] 选取人源IgG抗-A、IgG抗-B、IgG抗-D对本发明试剂盒中的A细胞膜抗原、B细胞膜

抗原、O细胞膜的D抗原进行检测，以评估冷冻干燥后红细胞膜的抗原性是否发生变化。实验

结果表明，冻干前后的微板条对上述抗体的检出结果一致，均为4+，表明红细胞膜的抗原性

在冻干前后没有发生任何变化，结果见图3；具体操作方法如下：

[0058] 1.将实施例1中制备的试剂盒取出1条微板条后，平衡至室温，将第1-8孔分别标记

为  Ac、Bc、Oc、Ac、Bc、Oc、Neg(阴性对照)、Pos(阳性对照)，此冻干条为实验条；实验条标记

的前3孔Ac、Bc、Oc分别用于IgG抗-A、抗-B、抗-D检测，后3孔Ac、Bc、Oc作为前  3孔的复孔测

试；另外制备1条微板，按实施例1的步骤(2)进行，去除第4步，即不进行冻干步骤，其余标记

和操作同实验条；

[0059] 2.在上述各孔中分别加入2滴(100μL)低离子溶液，并按照对应标记分别加入1滴 

(50μL)IgG抗-A、抗-B、抗-D，Neg孔加入阴性对照血清，Pos孔加入阳性对照血清，低离子强

度溶液由紫色变为青绿色或浅绿色，如仍为紫色则可能漏加了待检标本；

[0060] 3.将微板条用封口胶封好，轻轻混匀后，置于37℃水浴箱中孵育15分钟；

[0061] 4.取出孵育完毕的微板条，撕去封口胶，甩干孔中液体，用生理盐水洗涤5次；最后

一次洗涤后，将微板条倒置于吸水纸上吸干残余液体；

[0062] 5.加入1滴(50μL)羊/兔抗人IgG后，即刻加入1滴(50μL)指示红细胞，轻轻振荡混；

[0063] 6.将微板条放入平板离心机中，200g离心5分钟，判定结果。

[0064] 实施例3保存期内试剂盒膜抗原的稳定性和检测灵敏度与抗人球微柱凝胶卡对比

测试

[0065] 1 .红细胞膜抗原稳定性测试实施例1中制备的试剂盒放置于2～8℃冰箱保存，分
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别于保存期内的2个月、4个月、6个月取样进行试剂盒的抗原稳定性测试测试。抗原稳定性

测试选择中国新生儿人群常见的溶血性抗体IgG抗-A、IgG抗-B，IgG抗-D对相应的红细胞A、

B、  D膜抗原进行测试；结果显示：本发明制备的试剂盒在保存6个月内，包被于U型孔底的红

细胞A、B、D膜抗原能够被相应的人源IgG抗-A、IgG抗-B，IgG抗-D检测出，且各抽检时间段检

测的凝集强度没有差异，充分显示了试剂盒红细胞膜抗原良好的稳定性。具体结果见图4；

[0066] 固相凝集法：

[0067] (1)将保存期内的试剂盒取出微板条后，平衡至室温，自上而下将第1-8孔分别标

记为  Ac、Bc、Oc、Ac、Bc、Oc、Neg(阴性对照)、Pos(阳性对照)；标记的前3孔Ac、Bc、Oc分别用

于检测IgG抗-A、IgG抗-B，IgG抗-D，后3孔Ac、Bc、Oc作为前3孔的平行重复测试；

[0068] (2)在上述各孔中分别加入2滴(100μL)低离子溶液，并在相应标记的微板孔中分

别加入1滴(50μL)待检的IgG抗-A、IgG抗-B、IgG抗-D、阴、阳性对照血清；低离子强度溶液由

紫色变为青绿色或浅绿色，如仍为紫色则可能漏加了待检标本；

[0069] (3)将微板条用封口胶封好，轻轻混匀后，置于37℃水浴箱中孵育15分钟；

[0070] (4)取出孵育完毕的微板条，撕去封口胶，甩干孔中液体，用生理盐水洗涤5次；最

后一次洗涤后，将微板条倒置于吸水纸上吸干残余液体；

[0071] (5)加入1滴(50μL)羊/兔抗人IgG后，即刻加入1滴(50μL)指示红细胞，轻轻振荡混

匀；

[0072] (6)将微板条放入平板离心机中，200g离心5分钟，判定结果。

[0073] 2.灵敏度测试实施例1中制备的试剂盒放置于2～8℃冰箱保存，分别于保存期内

的2  个月、4个月、6个月取样进行试剂盒的灵敏度对比测试；采用人源抗-D进行梯度倍比稀

释后检测；结果发现，本发明制备的试剂盒在保存6个月内，各测试时间段的灵敏度无差异，

且优于常规的微柱凝胶卡法2个梯度，对比检测结果见图5；具体操作方法如下表述：

[0074] 固相凝集法：

[0075] (1)取试管6支，分别标记为2、4、8、16、32、64、128，每支试管中加入200μL抗体稀释

液。将离心好的人源抗-D吸取200μL加入标记为2的试管中，轻轻吹打混匀，然后转移200μL

该试管中的稀释液至标记为4的试管中，重复上述操作，依次转移直至最后一管(即标记为

64的试管)；上述操作完成后所制备的液体即为梯度倍比稀释的人源抗-D，稀释倍数分别为

2、4、8、16、32、64、128倍；

[0076] (2)将保存期内的试剂盒取出1条微板条后，平衡至室温，自上而下将第1-8孔分别

标记为4、8、16、32、64、128、Neg(阴性对照)、Pos(阳性对照)；

[0077] (3)在上述各孔中分别加入2滴(100μL)低离子溶液，并分别加入1滴(50μL)对应的

待检标本和阴、阳性对照血清至相应的孔中；低离子强度溶液有紫色变为青绿色或浅绿色，

如仍为紫色则可能漏加了待检标本；

[0078] (4)将微板条用封口胶封好，轻轻混匀后，置于37℃水浴箱中孵育15分钟；

[0079] (5)取出孵育完毕的微板条，撕去封口胶，甩干孔中液体，用生理盐水洗涤5次；最

后一次洗涤后，将微板条倒置于吸水纸上吸干残余液体；

[0080] (6)加入1滴(50μL)羊/兔抗人IgG后，即刻加入1滴(50μL)指示红细胞，轻轻振荡混

匀；

[0081] (7)将微板条放入平板离心机中，200g离心5分钟，判定结果。
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[0082] 微柱凝胶卡法具体操作如下：

[0083] (1)取出微柱凝胶卡，使用前应肉眼观察卡内凝胶有无干裂、气泡或异物现象，如

有，则视为无效卡；若反应腔部分或封口处有气泡或液滴时，必须在使用前离心2分钟；

[0084] (2)在卡微柱下方依次标记为4、8、16、32、64、128，向上述标记好的微柱管中分别

加入0.8％的O型RhD(+)红细胞50uL；

[0085] (3)上述各管中分别加入与标记相对应试管中的稀释液25uL；

[0086] (4)置于专用孵育器中37℃孵育15分钟后取出，置于专用离心机中，1030rpm离心

10 分钟；

[0087] (5)离心结束后，取出微柱凝胶卡观察，判定结果并记录。

[0088] 实施例4试剂盒与微柱凝胶卡在新生儿溶血病实验检测中的检测结果比较

[0089] 选取中国新生儿人群中有代表性的溶血病病例，ABO血型不合溶血病1例、RhD血型

不合溶血病1例；用本项目发明的固相凝集法试剂盒与微柱凝胶卡法进行平行对比检测，以

测试两者之间的检测效能是否有差异；结果表明，两者均能正确诊断ABO和RhD溶血病，但本

发明的试剂盒灵敏度更高，显示更加明确，见图6；具体操作方法如下：

[0090] 固相凝集法：

[0091] (1)从实施例1中制备的试剂盒中取出微板条后，平衡至室温，自上而下将第1-8孔

分别标记为Ac、Bc、Oc、Ac、Bc、Oc、Neg(阴性对照)、Pos(阳性对照)。标记的前3孔Ac、  Bc、Oc

分别用于检测新生儿血浆中的游离抗体，后3孔Ac、Bc、Oc用于检测放散液中的抗体；

[0092] (2)在上述各孔中分别加入2滴(100μL)低离子溶液，并在相应标记的微板孔中分

别加入1滴(50μL)待检的血浆或放散液、阴、阳性对照血清；低离子强度溶液由紫色变为青

绿色或浅绿色，如仍为紫色则可能漏加了待检标本；

[0093] (3)将微板条用封口胶封好，轻轻混匀后，置于37℃水浴箱中孵育15分钟；

[0094] (4)取出孵育完毕的微板条，撕去封口胶，甩干孔中液体，用生理盐水洗涤5次；最

后一次洗涤后，将微板条倒置于吸水纸上吸干残余液体；

[0095] (5)加入1滴(50μL)羊/兔抗人IgG后，即刻加入1滴(50μL)指示红细胞，轻轻振荡混

匀；

[0096] (6)将微板条放入平板离心机中，200g离心5分钟，判定结果。

[0097] 微柱凝胶卡法操作如下：

[0098] (1)取出微柱凝胶卡，使用前应肉眼观察卡内凝胶有无干裂、气泡或异物现象，如

有，则视为无效卡；若反应腔部分或封口处有气泡或液滴时，必须在使用前离心2分钟；

[0099] (2)在微柱卡下方从左至右依次标记为Ac，Bc，Oc，向上述标记好的微柱管中分别

加入  0.8％的A型、B型、O型红细胞50uL；

[0100] (3)上述各管中分别加入待检的血浆或放散液25uL；

[0101] (4)置于专用孵育器中37℃孵育15分钟后取出，置于专用离心机中，1030rpm离心

10 分钟；

[0102] (5)离心结束后，取出微柱凝胶卡观察，判定结果并记录。

[0103] 实施例5试剂盒与常规市售ABO细胞在抗-Dia新生儿溶血病实验检测中的检测结

果比较

[0104] 选取母婴Dia血型不合溶血病1例，用本项目发明的固相凝集法试剂盒与常规的市
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售ABO 红细胞进行平行对比检测，以测试两者之间的检测效能是否有差异；结果表明，本试

剂盒能够检出抗-Dia抗体，而常规市售的ABO细胞未能检测出抗-Dia抗体，见图7；具体操作

方法如下：

[0105] 固相凝集法：

[0106] (1)从实施例1中制备的试剂盒中取出微板条后，平衡至室温，自上而下将第1-8孔

分别标记为Ac、Bc、Oc、Ac、Bc、Oc、Neg(阴性对照)、Pos(阳性对照)；标记的前3孔Ac、  Bc、Oc

分别用于检测新生儿血浆中的游离抗体，后3孔Ac、Bc、Oc用于检测放散液中的抗体；

[0107] (2)在上述各孔中分别加入2滴(100μL)低离子溶液，并在相应标记的微板孔中分

别加入1滴(50μL)待检的血浆或放散液、阴、阳性对照血清；低离子强度溶液由紫色变为青

绿色或浅绿色，如仍为紫色则可能漏加了待检标本；

[0108] (3)将微板条用封口胶封好，轻轻混匀后，置于37℃水浴箱中孵育15分钟；

[0109] (4)取出孵育完毕的微板条，撕去封口胶，甩干孔中液体，用生理盐水洗涤5次。最

后一次洗涤后，将微板条倒置于吸水纸上吸干残余液体；

[0110] (5)加入1滴(50μL)羊/兔抗人IgG后，即刻加入1滴(50μL)指示红细胞，轻轻振荡混

匀；

[0111] (6)将微板条放入平板离心机中，200g离心5分钟，判定结果。

[0112] 微柱凝胶卡法操作如下：

[0113] (1)取出微柱凝胶卡，使用前应肉眼观察卡内凝胶有无干裂、气泡或异物现象，如

有，则视为无效卡；若反应腔部分或封口处有气泡或液滴时，必须在使用前离心2分钟；

[0114] (2)在微柱卡下方从左至右依次标记为Ac，Bc，Oc，向上述标记好的微柱管中分别

加入  0.8％的A型、B型、O型红细胞50uL；

[0115] (3)上述各管中分别加入待检的血浆或放散液25uL；

[0116] (4)置于专用孵育器中37℃孵育15分钟后取出，置于专用离心机中，1030rpm离心

10 分钟；

[0117] (5)离心结束后，取出微柱凝胶卡观察，判定结果并记录。
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图6
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