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钱晓雪* 张玉萍 张文俊

（信阳市中医院输血科，河南 信阳 464000） 

摘要 目的：探讨孕早期检测母体IgG抗体效价预测严重新生儿溶血病（Hemolytic disease of the newborn，HDN）的临床价值。方法：选取2022年1月至2024年12月期间于信阳市中医院门诊建档并分娩的孕妇75例，根据新生儿是否发生严重溶血病将其分为严重HDN组（n=18）和非严重HDN组（n=57）。所有孕妇均于孕早期6至12 w采集静脉血，采用免疫球蛋白G（Immunoglobulin G，IgG）抗人球蛋白试卡检测不规则抗体及产前母体效价，同时采用酶联免疫吸附试验定量检测血清中特异性IgG抗体浓度。分析比较两组孕早期IgG抗体效价、血清特异性IgG抗体浓度及新生儿血液学指标。采用受试者工作特征（Receiver operating characteristic，ROC）曲线分析IgG抗体效价预测严重HDN的效能。结果：75例孕妇中发生严重HDN的产妇18例，非严重HDN产妇57例。两组产妇年龄、孕次、产次、分娩孕周、新生儿出生体重等基线资料均无显著差异（P＞0.05）。严重HDN组孕早期IgG抗体效价显著高于非严重HDN组（P＜0.001）；抗体效价≥1:256和效价≥1:512的孕妇占比均显著高于非严重组（P＜0.001）；血清特异性抗-A IgG、抗-B IgG、抗-D IgG浓度均显著高于非严重HDN组（P＜0.001）。同时，严重HDN组新生儿血红蛋白水平显著低于非严重HDN组（P＜0.001），血清胆红素水平显著高于非严重HDN组（P＜0.001）。严重HDN组的光疗、换血治疗比例均显著高于非严重HDN组（P＜0.001），住院时间显著长于非严重组（P＜0.001）。IgG抗体效价预测严重HDN的ROC曲线下面积为0.892，敏感度为83.33%，特异度为87.72%，最佳截断值为1:256。结论：孕早期检测母体IgG抗体效价对预测严重新生儿溶血病具有较高的临床价值。
关键词 新生儿溶血病；IgG抗体效价；孕早期检测；预测价值；围产期管理

Clinical value of detection of maternal IgG antibody titers in early pregnancy for predicting severe HDN
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Abstract Objective: To explore the clinical value of detecting maternal IgG antibody titer in the early pregnancy for predicting severe hemolytic disease of the newborn (HDN). Methods: Seventy-five pregnant women who registered and gave birth at the outpatient department of Xinyang Traditional Chinese Medicine Hospital from January 2022 to December 2024 were selected. They were divided into severe HDN group (n=18) and non-severe HDN group (n=57) based on whether their newborns developed severe HDN. Venous blood samples were collected from all pregnant women at 6 to 12 weeks of early pregnancy for the detection of irregular antibodies and prenatal maternal titer using Immunoglobulin G (IgG) antiglobulin test cards. Meanwhile, the concentration of specific IgG antibodies in serum was quantitatively detected using enzyme-linked immunosorbent assay. The early pregnancy IgG antibody titer, serum specific IgG antibody concentration, and neonatal hematological indicators were analyzed and compared between the two groups. Receiver operating characteristic (ROC) curve analysis was used to evaluate the predictive performance of IgG antibody titer for severe HDN. Results: Among the 75 pregnant women, 18 developed severe HDN, while 57 had non-severe HDN. There were no significant differences in baseline characteristics such as maternal age, parity, gestational age at delivery, and neonatal birth weight between the two groups (P>>0.05). The early pregnancy IgG antibody titer in the severe HDN group was significantly higher than that in the non-severe HDN group (P<0.001); the proportions of pregnant women with antibody titer ≥1:256 and ≥1:512 were significantly higher in the severe group than in the non-severe group (P<0.001); the concentrations of serum specific anti-A IgG, anti-B IgG, and anti-D IgG were significantly higher in the severe HDN group than in the non-severe HDN group (P<0.001). Meanwhile, the hemoglobin level in newborns in the severe HDN group was significantly lower than that in the non-severe HDN group (P<0.001), and the serum bilirubin level was significantly higher (P<0.001). The proportions of phototherapy and exchange transfusion treatment in the severe HDN group were significantly higher than those in the non-severe HDN group (P<0.001), and the length of hospital stay was significantly longer (P<0.001). The area under the ROC curve for predicting severe hemolytic disease of the newborn (HDN) using IgG antibody titer is 0.892, with a sensitivity of 83.33%, specificity of 87.72%, and an optimal cutoff value of 1:256. Conclusion: Detecting maternal IgG antibody titer in early pregnancy has high clinical value in predicting severe HDN.
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新生儿溶血病（Hemolytic disease of the newborn，HDN）是由于母婴血型不合导致的严重围产期并发症，其中以ABO血型不合和Rh血型不合最为常见[1]。严重HDN可引起新生儿严重贫血、核黄疸、胆红素脑病等严重后果，甚至危及新生儿生命。据统计，HDN的发病率约为0.5%-2.0%，其中严重HDN约占10%-15%，病死率可达5%-10%[2]。

传统的HDN预测主要依赖于孕中晚期的血清学检测，包括间接抗球蛋白试验（Indirect antiglobulin test，IAT）和抗体效价测定[3,4]。然而，这种检测时机相对较晚，限制了早期干预的时间窗口。近年来研究表明，孕早期母体血清中已可检测到相关抗体，且抗体效价水平与后期HDN的严重程度存在一定关联性。IgG类抗体因其分子量小、能够通过胎盘屏障的特性，成为HDN发生的主要致病因子[5,6]。目前关于孕早期IgG抗体效价预测严重HDN的研究相对有限，且多数研究样本量较小，缺乏系统性的预测效果评价。建立有效的孕早期HDN预测模型，对于改善围产期管理、降低新生儿病死率具有重要临床价值。本研究通过分析孕早期检测母体IgG抗体效价对严重HDN的预测效果，旨在为临床早期识别高危妊娠提供科学依据，进而优化围产期管理策略，改善母婴预后。
1 临床资料与方法

1.1 一般资料

选取2022年1月至2024年12月期间于本院门诊建档并分娩的孕妇75例作为研究对象。纳入标准：单胎妊娠，孕早期（6-12 w）完成血清学检测，具有完整的围产期资料及新生儿随访资料。排除标准：多胎妊娠，合并严重内科疾病，免疫系统疾病，既往输血史，孕期失访或资料不完整者。

1.2 方法

1.2.1 血清样本采集与处理

所有孕妇于孕早期（6-12 w）空腹状态下采集肘静脉血5 mL，使用BD Vacutainer® 促凝管（美国BD公司），室温下静置30 min后，以3000 rpm离心15 min分离血清，分装后于-80 ℃超低温冰箱（海尔DW-86L388J型，青岛海尔生物医疗股份有限公司）保存备用。

1.2.2 不规则抗体筛查

采用微柱凝胶免疫检测技术进行不规则抗体筛查，使用抗人球蛋白检测卡（DiaMed-ID System，瑞士DiaMed公司）。具体步骤如下：筛查试验：将待测孕妇血清25 μL与0.8%O型筛选红细胞（由谱细胞或已知抗原表达的试剂红细胞组成）50 μL在微柱凝胶卡的反应腔中混合，置于37 ℃孵育15 min后，使用离心机（Eppendorf，Centrifuge 5425）按预设程序离心。阳性结果表现为红细胞凝集块滞留于凝胶表面或凝胶中，阴性结果则表现为红细胞完全沉降至柱底。抗体特异性鉴定：对于筛查阳性的样本，进一步使用谱细胞（通常为10-16人份，涵盖Rh、Kell、Duffy、Kidd、MNSs等常见血型系统的主要抗原）进行抗体鉴定。将孕妇血清与每一份谱细胞在抗人球蛋白卡中重复上述孵育和离心步骤。结果分析：通过分析血清与各谱细胞的反应格局，并与谱细胞提供的抗原谱进行比对，确定抗体的特异性（如抗-D、抗-E、抗-c等）。检测流程严格按照制造商说明书执行。

1.2.3 IgG抗体效价测定

对于不规则抗体筛查阳性的样本，采用IgG抗人球蛋白卡测定免疫球蛋白G(Immunoglobulin G, IgG)抗体效价。具体操作如下：首先使用2-巯基乙醇（2-Me，浓度0.01 mol·L-1，西格玛奥德里奇公司）处理血清样本，37 ℃孵育30 min以破坏IgM抗体。随后采用系列二倍稀释法，稀释倍数从1:1至1:512，每个稀释度设置双孔。使用微量移液器（Eppendorf Research® plus，德国艾本德公司）精确加入稀释血清50 μL至U型96孔板中，加入2%的标准红细胞悬液50 μL。反应体系在室温下孵育15 min后，使用IgG抗人球蛋白检测卡（DiaMed-ID-Card LISS/Coombs，瑞士DiaMed公司）在ID-Centrifuge离心机（瑞士DiaMed公司）中离心10 min。由两名经验丰富的技术人员独立判读结果，记录最后一个呈阳性反应的稀释倍数作为抗体效价值。

1.2.4 血清特异性IgG抗体浓度定量检测

采用酶联免疫吸附试验定量检测血清中特异性IgG抗体浓度。使用人抗红细胞抗体IgG检测试剂盒（上海酶联生物科技有限公司，货号：ml037316），严格按照试剂盒说明书操作。检测程序包括：标准品和样本稀释、孵育反应、洗涤、酶标记物孵育、显色反应等步骤。使用全自动酶标仪（Thermo Scientific Multiskan FC，美国赛默飞世尔科技公司）在450 nm波长下测定吸光度值，通过标准曲线计算样本中特异性IgG抗体浓度，结果以μg·mL-1表示。

1.2.5基线资料收集

收集孕妇年龄、孕次、产次、分娩孕周、新生儿出生体重、新生儿出生时血红蛋白水平、血清胆红素水平、是否需要光疗或换血治疗等基线资料。

1.2.6严重新生儿溶血病的判定方法及分组

    严重HDN的诊断标准：新生儿出生后24小时内血红蛋白＜100 g·L-1，或血清胆红素＞342 μmol·L-1（20 mg·dL-1），或需要换血治疗者。根据新生儿是否发生严重HDN将研究对象分为严重HDN组和非严重HDN组。 

1.3 统计学分析

SPSS 26.0分析。计量资料以均数±标准差（[image: image1.wmf]X

±SD）表示，采用t检验；计数资料以例或率（n（%））表示，采用χ²检验。采用ROC曲线分析IgG抗体效价预测严重HDN的效能，计算曲线下面积（AUC）、敏感度、特异度等指标。P＜0.05为差异有统计学意义。
2 结果

2.1 严重HDN的发生状况

    75例孕妇中，发生严重HDN的产妇有18例，发生率为24%。非严重HDN产妇有57例。

2.2 严重HDN组和非严重HDN组的基线资料比较

两组的年龄、孕次、产次、分娩孕周、新生儿出生体重等基线资料均无显著差异（P＞0.05），具有可比性。

表1 两组的基线资料比较（[image: image2.wmf]X

±SD）
	组别
	n
	年龄

（岁）
	孕次（次）
	产次（次）
	分娩孕周

（w）
	新生儿出生

体重（g）

	严重HDN组
	18
	29.56±4.23
	2.33±0.74
	1.67±0.54
	38.44±2.22
	3185.67±412.38

	非严重HDN组
	57
	28.94±3.87
	2.18±0.66
	1.53±0.49
	39.12±2.08
	3298.42±387.56


2.3 两组孕早期IgG抗体效价比较

严重HDN组孕早期IgG抗体效价显著高于非严重HDN组（P＜0.001）。严重HDN组的抗体效价≥1:256和效价≥1:512的孕妇占比均显著高于非严重组（P＜0.001）。

表2 两组孕早期IgG抗体效价比较（例（%））

	组别
	n
	IgG抗体效价(1:n)
	效价≥1:256
	效价≥1:512

	严重HDN组
	18
	426.51±188.39*
	14(77.78) *
	11(61.11) *

	非严重HDN组
	57
	32.18±8.45
	8(14.04)
	3(5.26)


注：与非严重HDN组相比，*P＜0.001。

2.4 两组的血清特异性IgG抗体浓度比较

严重HDN组的血清特异性抗-A IgG、抗-B IgG、抗-D IgG浓度均显著高于非严重HDN组（P＜0.001），反映了抗体产生的强度与HDN严重程度的关联性。

表3 两组血清特异性IgG抗体浓度比较（[image: image3.wmf]X

±SD）

	组别
	n
	抗-A IgG（μg·mL-1）
	抗-B IgG（μg·mL-1）
	抗-D IgG（μg·mL-1）

	严重HDN组
	18
	15.67±4.34*
	12.89±3.78*
	8.45±2.23*

	非严重HDN组
	57
	4.23±1.12
	3.87±1.26
	2.14±0.67


注：与非严重HDN组相比，*P＜0.001。

2.5 两组的新生儿血液学指标比较

严重HDN组新生儿血红蛋白水平显著低于非严重HDN组（P＜0.001），血清胆红素水平显著高于非严重HDN组（P＜0.001）。

表4 两组新生儿血液学指标比较（[image: image4.wmf]X

±SD）

	组别
	n
	血红蛋白（g·L-1）
	血清胆红素（μmol· L-1）
	网织红细胞计数（%）

	严重HDN组
	18
	86.72±12.45*
	418.56±76.23*
	8.94±2.14*

	非严重HDN组
	57
	142.38±18.67
	286.74±45.12
	3.67±1.21


注：与非严重HDN组相比，*P＜0.001。

2.6 两组的临床干预措施比较

严重HDN组的光疗、换血治疗比例均显著高于非严重HDN组（P＜0.001），严重组的住院时间显著长于非严重组（P＜0.001）。

表5 两组临床干预措施比较

	组别
	n
	光疗
	换血治疗
	住院时间（d）

	严重HDN组
	18
	18(100.00) *
	12(66.67) *
	12.44±3.67*

	非严重HDN组
	57
	23(40.35)
	0(0.00)
	4.23±1.38


注：与非严重HDN组相比，*P＜0.001。

2.7 ROC曲线分析

IgG抗体效价预测严重HDN的ROC曲线下面积为0.892，敏感度为83.33%，特异度为87.72%，最佳截断值为1:256。

表6 IgG抗体效价预测严重HDN的效能分析

	指标
	数值
	95%CI

	AUC
	0.892
	0.812-0.951

	敏感度(%)
	83.33
	69.2-91.8

	特异度(%)
	87.72
	76.4-94.2

	阳性预测值(%)
	68.18
	54.3-79.6

	阴性预测值(%)
	94.34
	85.1-98.1


3讨论

新生儿溶血病作为围产期重要的血液系统疾病，其发病机制涉及复杂的免疫反应过程。当前全球范围内HDN的发病率呈现地区差异性，亚洲地区以ABO血型不合为主要病因，而欧美地区Rh血型不合的比例相对较高[7]。近年来随着二胎政策的实施，经产妇比例增加，HDN的发病风险进一步上升。本研究通过建立孕早期IgG抗体效价检测模型，旨在为临床提供更为精准的HDN预测工具，从而优化围产期管理策略。

本研究结果显示，严重HDN组孕早期IgG抗体效价显著高于非严重HDN组。这一结果提示孕早期抗体效价水平与后期HDN严重程度存在密切关联。从免疫学机制分析，母体在孕早期即开始产生针对胎儿红细胞抗原的IgG抗体，这些抗体能够通过胎盘屏障进入胎儿循环，与胎儿红细胞结合引起溶血反应[8,9]。抗体效价的高低直接反映了母体免疫反应的强度，高效价抗体意味着更强的溶血可能。严重HDN组抗-A IgG浓度显著高于非严重HDN组。从分子生物学角度分析，IgG抗体的产生涉及B淋巴细胞的活化、分化和抗体分泌等复杂过程[10]。在HDN的发病机制中，母体免疫系统识别胎儿红细胞表面的异源抗原后，激活特异性B细胞克隆，产生大量针对性抗体[11]。抗体浓度的升高不仅反映了免疫反应的强度，还提示了抗体与抗原结合的饱和度，这直接影响溶血反应的严重程度。

严重HDN组新生儿血红蛋白水平明显降低，血清胆红素明显升高，反映了溶血过程的两个主要后果。首先，红细胞破坏导致血红蛋白下降，引起新生儿贫血，严重时可导致高输出量心力衰竭和组织缺氧[12]。其次，血红蛋白分解产生大量胆红素，超过新生儿肝脏处理能力，引起高胆红素血症[13,14]。网织红细胞计数的升高反映了骨髓代偿性造血功能的激活，这是机体对溶血性贫血的自然反应[15]。

ROC曲线分析结果显示，IgG抗体效价预测严重HDN的效能良好。这一结果表明孕早期IgG抗体效价检测具有较高的临床应用价值。高敏感度保证了对严重HDN的早期识别能力，减少漏诊风险；高特异度则避免了过度医疗干预，减少不必要的焦虑和医疗资源浪费。

本研究中严重HDN的发生率为24%，高于既往文献的报道[2]。这一现象可能与本研究对象的纳入标准有关。本研究所有入选孕妇均于孕早期接受了系统的血清学筛查，这意味着临床医生可能已基于夫妇血型不合等风险因素对该群体进行了初步筛选。因此，相较于未经筛查的普通孕妇人群，本研究队列可能富集了更高比例的Rh或ABO血型不合的高危孕妇，从而导致其中发展为严重HDN的绝对比例相对较高。

综上所述，孕早期检测母体IgG抗体效价对预测严重新生儿溶血病具有较高的临床价值。。本研究的创新之处在于将定性的抗体效价检测与定量的抗体浓度测定相结合，提高了预测的准确性和可靠性，为个体化的围产期管理提供了科学依据。通过早期识别高危孕妇，可以及时采取预防性措施，包括加强产前监护、优化分娩时机、提前准备新生儿救治方案等，从而显著改善母婴预后。
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