
泡间气体交换障碍，组织缺氧，反射性兴奋呼吸中枢，呼吸加深

加快，ＣＯ２ 排出增加，不同程度改变了碳酸氢根／碳酸缓冲系统

平衡，氢离子减少，ｐＨ值升高
［１］。ＰＨＤ常常是由肺部基础疾

病加重，气管狭窄或阻塞，肺泡内压增高，压迫肺毛细血管，肺

通气和换气功能障碍，动脉血ＰＯ２ 降低，ＰＣＯ２ 增高，产生过多

的氢离子，ｐＨ值降低。本研究发现，呼吸困难时ＣＨＦ有轻微

碱血症，部分患者呈缺氧状态，随着呼吸加深加快，易形成低碳

酸血症。而ＰＨＤ组呈酸血症，缺氧要甚于ＣＨＦ组，ＰＣＯ２ 明

显增高，造成ＣＯ２ 潴留。当然，还是否存在代谢性酸碱紊乱，

需结合血气分析其他参数综合分析。

ＮＴｐｒｏＢＮＰ主要来源于心室肌细胞。当心室容积扩张，

心室压力负荷过重，心源性激素前体ｐｒｏＢＮＰ被释放出来，后

被分解为等量有活性的 ＢＮＰ和无活性的 ＮＴｐｒｏＢＮＰ。与

ＢＮＰ相比，ＮＴｐｒｏＢＮＰ半衰期长，稳定性好，心衰时血浆浓度

升高幅度大，与ＢＮＰ有良好的相关性
［２］。本研究发现，发生呼

吸困难时，ＣＨＦ患者血浆 ＮＴｐｒｏＢＮＰ水平显著升高，并且波

动幅度大，进一步证明了血浆 ＮＴｐｒｏＢＮＰ水平与心衰严重程

度密切相关，有利于心功能分级，治疗监测与预后评估。ＰＨＤ

患者急性期血浆ＮＴｐｒｏＢＮＰ也有一定程度升高。缺氧、高碳

酸血症和呼吸性酸中毒是形成肺动脉高压的重要因素［３］。由

于肺动脉动高压时，肺血管阻力增加，右心室后负荷增加，右心

室舒张功能不全，这些都可能是肺心病患者血浆 ＮＴｐｒｏＢＮＰ

升高的原因，参与了ＰＨＤ的病理和生理变化。

大量研究证实，血小板在血栓形成和心脑血管疾病的发病

机制中发挥重要作用。血小板参与血栓形成的基础是血小板

活化［４］。活化血小板形态结构也会发生改变，血小板被激活后

消耗大量血小板，刺激骨髓巨核细胞增生，新生大血小板释放

入血，导致血小板异质性增大。ＭＰＶ增高可反映血小板活化

功能，是发生心脑血管疾病的危险因素［５６］。体积大的血小板

含有较多的ａ颗粒，使颗粒中的５羟色胺和β血栓蛋白等物质

释放增多，血小板黏附功能增强，易发生聚集，加速血栓形

成［７］。本研究结果显示，急性发作时，２组患者 ＭＰＶ，ＰＤＷ、Ｐ

ＬＣＲ均有不同程度升高，尤其ＣＨＦ患者升高明显。提示血小

板参数升高幅度越大患者血小板代谢更加活跃，活性增强，血

栓栓塞事件和猝死风险明显升高。因此，观察 ＭＰＶ，ＰＤＷ、Ｐ

ＬＣＲ参数，可反映血小板活化程度，有助于鉴别高危患者，预

防血栓栓塞事件，具有重要临床意义。

综上所述，本研究表明血气，ＮＴｐｒｏＢＮＰ及血小板参数能

反映ＣＨＦ、ＰＨＤ患者的呼吸功能和心功能状态，有效评估血

栓栓塞事件的风险。发生呼吸困难时，联合检测这些指标，对

充血性心力衰竭和肺源性心脏病的鉴别诊断具有重要价值。
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·经验交流·

实验室自制试剂红细胞用于血液检测的探索

徐志华１，韦　翔
２，张汉东２，黄宏亮１，陶　慧

２

（１．盐城市中心血站，江苏盐城２２４００５；２．盐城市第三人民医院检验科，江苏盐城２２４０００）

　　摘　要：目的　研究试剂红细胞保养液的配制、保存红细胞的效果以及用于血液检测的可行性。方法　采用微量板法、试管

法等血清学方法作反定型试验，观察保养液配制的红细胞在保存期间的变化和试验中的应用效果。结果　自制试剂红细胞在４

℃下可保存１５～１６周，室温下可保存１８ｄ。目前微量板法ＡＢＯ反定型试验例数已经累计为５９８８７例，检出不规则抗体和异常

血型５例，其中发现不规则抗体抗Ｍ３例和Ａ３、ＣｉＳＡＢ血型各１例，未发现血型定型错误。结论　自制试剂红细胞保养液能够

满足细胞保养的要求并在实际血型检测工作中得到应用。

关键词：红细胞；　保养液；　试管法；　微量板法

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１３．２２．０６５ 文献标识码：Ｂ 文章编号：１６７３４１３０（２０１３）２２３０７４０２

　　试剂红细胞保养液的研究一直是比较热的话题，笔者从事

血型血清学工作多年，摸索出了行之有效的试剂红细胞保养液

的配制方法并将其应用于实际工作，现报道如下。

１　材料与方法

１．１　材料　献血者无溶血的血浆标本（每毫升全血中加入２．５

ｍｇＥＤＴＡ钠盐抗凝），运输符合冷链要求，置于４℃冰箱保

存。抗Ａ、Ｂ、Ｄ、Ｃ、ｃ、Ｅ、ｅ抗血清及抗人球蛋白试剂由上

海市血液中心提供。

１．２　主要试剂

１．２．１　保养液的配制　葡萄糖、枸橼酸、枸橼酸三钠、ＥＤＴＡ

钠盐、肌苷、腺嘌呤、缓冲盐等适量加蒸馏水溶解后用 ＮａＯＨ

调整ｐＨ至６．８，抑菌剂为氯霉素和硫酸新霉素
［１］。

１．２．２　对照液的配制　生理盐水（ＮＳ）、ＡＳ３营养保存液自

配［２］，商品化试剂红细胞保养液为 ＲＳＳ（批号 ２０１２０３２１、

２０１２０７１４），均在有效期内。

１．２．３　试剂红细胞悬液　３人以上Ａ、Ｂ、Ｏ健康（各项传染病

指标合格）献血者新鲜的同型红细胞混合，用 ＮＳ洗涤２遍，以

相应的红细胞保养液洗涤１遍，制成压积红细胞（３０００ｒ／ｍｉｎ

·４７０３· 国际检验医学杂志２０１３年１１月第３４卷第２２期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｎｏｖｅｍｂｅｒ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．２２



离心３０ｍｉｎ），再配成所需浓度，储存于４℃冰箱备用。

１．３　方法　采用微量板法进行检测。３％～５％浓度试剂红细

胞悬液３０μＬ与血浆５０μＬ置于９６孔 Ｕ型微量板中混匀，加

样采用全自动加样仪（ＭｉｃｒｏｌａｂＳｔａｒ全自动样本处理系统），

Ｈｅｔｔｉｃｈ平板式离心机（１５００ｒ／ｍｉｎ）离心，再置于 ＴＳ温控孵

育振荡仪４ｍｉｎ，结果用肉眼观察或酶标仪计算机系统（Ａｎ

ｔｈｏｓＨＴⅢ自动扫描酶标仪，波长６２０ｎｍ，支持软件 ＡＵＳＬＡＢ

为北京澳斯邦公司产品）判读并打印结果，依据ＡＵＳＬＡＢ软件

结构，微量板经扫描后每孔都可获得一最小透光率（Ｔｎ）和最

大透光率（Ｔｍ）。非凝集孔Ｔｍ与Ｔｎ的差值Ｔｃ较小，凝集孔

Ｔｃ值较大，当Ｔｃ值超过一特定值时，提示细胞凝集，反之，Ｔｃ

值较小时表明细胞不凝集。

２　结　　果

２．１　４℃下红细胞保存效果　分别取保养液及对照液配制的

献血者红细胞悬液４份于４℃储存且定期肉眼观察，红细胞出

现溶血或发黑时间：自制保养液中为：１５～１６周，ＮＳ中为３～６

ｄ，其余保养液中为６～１４周，按照临检操作规程
［３］，每隔１个

月测定保养液中红细胞游离血红蛋白含量，发现在保存期间血

红蛋白含量低于６０ｍｇ／Ｌ，红细胞在１６周内肉眼观察未出现

溶血或发黑现象，在显微镜下观察，红细胞未发生自聚。

２．２　室温红细胞保存效果　分别取保养液及对照液配制的献

血者红细胞悬液２份于室温储存且每天肉眼观察：自制保养液

中红细胞１９～２４ｄ出现溶血，ＮＳ中的１～２ｄ溶血，其他对照

液１２～１６ｄ出现溶血。

２．３　保养液保存的红细胞抗原在储存期间的变化　取献血者

新鲜红细胞，用保养液配成悬液，４℃保存，采用盐水法、抗人

球蛋白法定期检测抗Ａ、Ｂ、Ｄ、Ｃ、ｃ、Ｅ、ｅ抗血清效价，未发

现显著差异。

２．４　实际应用　自２０１１年２月至２０１３年３月，将保养液配

制的Ａ、Ｂ、Ｏ型试剂红细胞，常规供应本站和市内其他医院检

验科，检出不规则抗体和异常血型５例，不规则抗体抗Ｍ３

例，Ａ３、ＣｉＳＡＢ血型各１例。目前微量板法 ＡＢＯ反定型试验

例数已经累计为５９８８７例，未发现血型定型错误。

２．５　微量板法最佳试验条件的确定　根据参考文献［４］，选择

５％红细胞浓度为最适工作浓度。孵育条件由时间、振频、振幅

三方面决定，在反定型试验中，根据温控孵育振荡仪的性能设

计了三因素三水平的正交试验进行孵育［５］，最终得出每个试验

的Ｔｃ差值，见表１（见《国际检验医学杂志》网站“论文附件”），

可见最佳孵育条件为孵育时间４ｍｉｎ，振频４００ｒ／ｍｉｎ，振幅３

级。悬浮条件主要考虑两方面因素，即非凝集红细胞的充分悬

浮和弱凝集反应不至于振频过大时消失，经三因素三水平的正

交试验对悬浮条件进行优化（见表２）（见《国际检验医学杂志》

网站“论文附件”），同时满足完全悬浮和透光率Ｔｃ较低的有５

种条件，本研究选取振频最小的条件，即悬浮时间３ｍｉｎ，振频

９００ｒ／ｍｉｎ，振幅３级为最佳条件。最佳静置时间的选择：取一

块微量板，加入人源抗Ａ血浆５０μＬ和５％ Ａ红细胞３０μＬ或

人源抗Ｂ血浆５０μＬ和５％Ｂ红细胞３０μＬ，将形成强凝集的

试验完成的微板，悬浮后于０、１、１．５、２、２．５、３、３．５、４、４．５ｍｉｎ

分别判读结果，显示３ｍｉｎ静置时间所产生的试验效果阴阳性

结果差异最大，所以３ｍｉｎ的静置效果最佳。判读条件和ｃｕｔ

ｏｆｆ值的确定：结果判读关键在于扫描点数的确定，Ｔｃ差值越

大，判读效果越佳，对具有强凝集的试验结果，进行不同扫描点

数判读，采用优选法中黄金分割点法确定扫描点数，２０点扫描

效果最好。该方法建立后，对５０００份献血员样品进行了反定

型，然后分别对阴、阳性Ｔｃ值的分布情况进行数理统计，见表

３。最终将ｃｕｔｏｆｆ值确定为：Ｔｃ＜０．５００为阴性，可疑区域为

０．５００≤Ｔｃ≤０．６００；Ｔｃ＞０．６００为阳性，可疑区域和误判孔数

为４／１００００，该ｃｕｔｏｆｆ值具有９９．９６％的可靠性。

表３　　１００００个阴、阳性Ｔｃ的分布情况（狀）

Ｔｃ值范围 阴性的分布情况 阳性的分布情况

０．０００～０．３００ ３６７５ ０

＞０．３００～０．４００ １４５７ ０

＞０．４００～０．５００ ４２ ０

＞０．５００～０．６００ ３ ５

＞０．６００～０．７００ ０ ４８

＞０．７００～０．８００ ０ １６７９

＞０．８００ ０ ３０９１

３　讨　　论

试剂红细胞保养液的研究国内外一直很热门［６８］，也曾有

多篇报道，但是将研制成功的保养液运用到血液检测实际工作

中的相关报道甚少。按照补体活化途径，红细胞抗原与抗体结

合后吸附并激活补体，引起溶血，补体的激活需要钙、镁离子参

加［９］，笔者采用ＥＤＴＡ钠盐来络合钙、镁离子，防止补体被激

活，并加入抗凝剂、抑菌剂、营养物质等，有效地延长了红细胞

保存时间，增强了试验敏感性，同时将其与实际工作结合起来，

运用到血液的 检测中。

脂血、溶血、弱的血型抗体会影响反定型结果的判读，保养

液配制的红细胞在反定型试验中敏感性高、特异性强，所有试

验未出现假阳性，对于严重脂血、溶血、血型抗体较弱标本亦能

检出。

实验室反定型试验条件的摸索，也同样适用于正定型试

验，目前很多血站采用先进的全自动加样设备，可以逐步摸索

出适合自己实验室的正、反定型的试验条件。

如果碰到ＡＢＯ正反定型不符时，可以运用多种血清学方

法和血型试剂，如吸收放散、唾液试验、抗人球蛋白法等来进一

步确认是否有亚型、弱抗体和假凝集等存在。
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