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摘要 目的：探讨微柱凝胶法行不规则抗体筛查和交叉配血试验的应用价值。方法：选取2023年2月至2024年8月本院收治的1428例需临床输血患者作为研究对象。采集供血者和受血者血液样本，分离供血者与受血者红细胞，分别使用凝聚胺法、微柱凝胶法筛查输血者血液样本的不规则抗体，对于筛查结果呈阳性的样本，再用谱细胞鉴定抗体。对比两种检查方式检查时间、检验结果。以谱细胞鉴定结果作为“金标准”，分析两种检查方式对不规则抗体检出情况以及对ABO血型系统（ABO Blood Group System，ABO）、Rh(D)血型系统（Rhesus (D) Blood Group，Rh(D)）血型鉴定准确率。结果：微柱凝胶法检查时间明显长于凝聚胺法（P＜0.05）；微柱凝胶法检测次侧阳性率明显较凝聚胺法高（P＜0.05）；两种方法的主侧阳性率、总阳性率、假阳性率无明显差异（P＞0.05）；所有患者经谱细胞鉴定显示不规则抗体阳性率为20例（1.40%）。微柱凝胶法检测不规则抗体阳性率为1.40%（20/1428），灵敏度为100.00%（20/20）；凝聚胺法检测不规则抗体阳性率为9.80%（14/1428），灵敏度为70.00%（14/20），微柱凝胶法检测不规则抗体灵敏度明显高于凝聚胺法（P＜0.05）；微柱凝胶法Rh(D)、ABO血型鉴定准确率明显高于凝聚胺法（P＜0.05）。结论：与凝聚胺法相比，微柱凝胶法检查时间较长，但其灵敏度高，利于提高输血安全性，必要时可联合两种检查方式检测，为临床输血提供可靠参考。
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Application value of irregular antibody screening and cross matching test by microcolumn gel method
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Abstract Objective: To explore the application value of micro column gel method in irregular antibody screening and cross matching test. Methods：A total of 1428 patients who were admitted to our hospital from February 2023 to August 2024 and needed clinical blood transfusion were selected. Blood samples of blood donors and recipients were collected, and red blood cells of blood donors and recipients were obtained by centrifugation. Both of them received the polyamine method and the microcolumn gel method. The polyamine method and the microcolumn gel method were used respectively to screen irregular antibodies in blood samples of blood donors. If the screening results were positive, the antibodies were identified by spectrum cells. Compare the inspection time and results of two inspection methods. Using the results of spectral cell identification as the "gold standard", analyze the detection of irregular antibodies and the accuracy of ABO and Rh (D) blood type identification using two examination methods. Results： The test time of microcolumn gel method was longer than that of polyamine method, with statistical difference (P<0.05). The minor-side positive rate detected by the microcolumn gel method was significantly higher than that by the polybrene method (P < 0.05). No significant differences were observed between the two methods in major-side positive rate, total positive rate, or false positive rate (P > 0.05). Panel cell identification confirmed irregular antibody positivity in 20 patients (1.40%). The microcolumn gel method detected irregular antibodies with a positivity rate of 1.40% (20/1428) and a sensitivity of 100.00% (20/20), while the polybrene method showed a positivity rate of 9.80% (14/1428) and a sensitivity of 70.00% (14/20). The sensitivity of the microcolumn gel method for irregular antibody detection was significantly higher than that of the polybrene method (P < 0.05). Additionally, the microcolumn gel method demonstrated significantly higher accuracy than the polybrene method in Rh(D) and ABO blood group identification (P < 0.05). Conclusion： Compared with the polyamine method, the microcolumn gel method takes a longer time, but its sensitivity is high, which is conducive to improving the safety of blood transfusion. If necessary, the two methods can be combined to provide reliable reference for clinical blood transfusion.
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输血是临床重要治疗手段，具有补充丢失的血液、提高患者血容量、改善组织氧供、促进血液循环、增强心血管功能、改善凝血功能、防止血栓形成等作用，常被应用于急性出血、重症感染、贫血等疾病治疗[1,2]。输血前血型鉴定、不规则抗体筛查是输血安全的重要保障。若血液内存在不规则抗体可能会导致受血者出现免疫性溶血性输血反应，降低治疗安全性，甚至危及患者生命安全[3,4]。凝聚胺法、微柱凝胶法均是输血检验中常用的方法，前者通过特定的化学反应来检测红细胞表面的抗体，从而确保输血的安全性，简单易行，无需特殊设备；后者是过凝胶介质和离心力的作用，能够准确区分抗原抗体的结合情况，实验过程相对简单，适合大规模筛查和常规检测[5,6]。本研究对比了微柱凝胶法、凝聚胺法在行不规则抗体筛查和交叉配血试验的应用价值。
1 临床资料与方法
1.1一般资料
选取2023年2月至2024年8月本院收治的1428例需临床输血患者作为研究对象。本研究经医院医学伦理委员会审核批准，。所有患者中男600例，女828例；年龄18~88岁，平均48.48±9.54岁；疾病类型：骨折389例，消化道出血620例，血液病419例；有妊娠史283例，有输血史403例。纳入标准：符合输血治疗适应证者；患者或家属签署知情同意书；供血均源自无偿献血人员；病历资料完整。排除标准：存在精神障碍者；存在输血风险者；伴有血液性疾病者；肝肾等重要脏器功能衰竭者；合并传染性血液疾病者；存在影响免疫功能的原发性疾病者；长期使用抗凝药物，或伴有凝血功能障碍者。
1.2 方法 
分别采集供血者和受血者血液样本各5 mL，乙二胺四乙酸二钾抗凝，3400 rpm（离心半径11 cm）离心5 min后分离上层血浆，小心去除中间层的白细胞和血小板，再将底层压积红细胞加入生理盐水轻柔混匀后离心（2000 rpm，5 min），弃上清液，重复洗涤‌3次，‌以去除残留血浆、抗凝剂及细胞碎片。取适量分离出的红细胞，将洗涤后的压积红细胞按比例与生理盐水混合，制备‌3%~5%的红细胞悬液‌，以便后续使用。分别使用凝聚胺法和微柱凝胶法筛查输血者血液样本的不规则抗体。
1.2.1 凝聚胺法
试剂盒购自珠海贝索生物技术有限公司。实验开始时，取两支试管并分别标记为“主侧”和“次侧”。在主侧试管中加入2滴受血者血浆和1滴3%~5%浓度的供血者红细胞悬液，而在次侧试管中则加入2滴供血者血浆和1滴3%~5%浓度的受血者红细胞悬液，随后各加0.65 mL LIM缓冲液，充分混合均匀。接着，分别向两支试管中加入2滴Polybrene溶液，再次充分混合。将试管置于离心机中，3400 rpm离心10 s，离心后弃去上清液，管底保留约0.1 mL液体。随后，轻轻摇动试管，目测观察红细胞是否发生凝集；若未见凝集现象，则需重复操作，直至红细胞凝聚。完成后，向每支试管中加入2滴Resuspending溶液，轻轻摇动使其充分混合后，再次观察结果。若在60 s内主侧和次侧试管中的凝聚现象均能散开，表明凝聚胺所致的特异性凝聚反应为阴性，交叉配血结果为阴性，说明配血相符；若凝聚现象未能散开，则表明存在特异性抗体与抗原的结合反应，形成免疫凝聚，交叉配血结果为阳性，说明配血不合。
1.2.2 微柱凝胶法
微柱凝胶法采用的微柱凝胶卡购自长春博讯生物技术有限责任公司。实验过程中，首先在微柱凝胶卡上清晰标注“主侧”和“次侧”，然后在主侧反应孔中分别加入50 μL受血者血浆和50 μL供血者稀释浓度为1%的红细胞悬液，同时在次侧反应孔中加入50 μL供血者血浆和50 μL受血者稀释浓度为1%的红细胞悬液。随后，使用手指轻弹卡壁以确保血浆与红细胞悬液充分混合。完成混合后，将微柱凝胶卡置于方舟医疗恒温槽中，于37℃条件下孵育15分钟 min。孵育结束后，使用目测法或微柱凝胶卡分析仪对实验结果进行判定，当在主侧和次侧凝胶管底部观察到红细胞沉积，则说明配血结果相合；反之，则表明配血不合。
对于阳性的筛查结果，再用谱细胞鉴定抗体。对比两种检查方式检查时间、主侧阳性率、次侧阳性率、总阳性率及假阳性率。以谱细胞鉴定结果作为“金标准”，分别对两种检查方式筛查出的阳性结果进行鉴定，并比较两组检查方式对ABO血型系统（ABO Blood Group System，ABO）、Rh(D)血型系统（Rhesus (D) Blood Group，Rh(D)）血型鉴定准确率。
1.3 观察指标  
1.3.1 检查时间
记录凝聚胺法与微柱凝胶法这两种检查方式的检查时间，包括从检测开始到完成所有检测操作所用的时间总和。
1.3.2 两种检查方式检验结果的主侧阳性率
记录凝聚胺法与微柱凝胶法这两种检查方式的主侧阳性率，计算公式：主侧阳性例数/总检测例数×100%=主侧阳性率。
1.3.3 两种检查方式检验结果的次侧阳性率
	计算凝聚胺法与微柱凝胶法这两种检查方式的次侧阳性率，计算公式：次侧阳性例数/总检测例数× 100%=次侧阳性率。
1.3.4 两种检查方式检验结果的总阳性率
计算凝聚胺法与微柱凝胶法这两种检查方式的总阳性率，计算公式：主侧阳性例数+次侧阳性例数）/总检测例数× 100%=总阳性率。
1.3.5 两种检查方式检验结果的假阳性率
	计算凝聚胺法与微柱凝胶法这两种检查方式的假阳性率，计算公式：假阳性例数/总检测例数× 100%=假阳性率。
1.3.6 血型鉴定准确率
	将两种方法在相同血样中的检测结果与交叉配血试验的阳性反应率相结合来评估准确性,计算凝聚胺法与微柱凝胶法这两种检查方式的血型鉴定的准确率。
1.4 统计学方法
[bookmark: _Hlk197592409]数据用SPSS 26.0软件进行统计学分析。计量资料以均数标准差（XSD）表示，采用t检验；计数资料以例数（%）表示采用2检验。P＜0.05表示差异具有统计学意义。
2 结果
2.1 两种检查方式检查时间比较
与凝聚胺法相比，微柱凝胶法检查时间明显较长（P＜0.05），见表1。
表1 两组检查方式检查时间比较(XSD，n=1428)
	检查方式
	检查时间（min）

	凝聚胺法
	13.15±1.59

	微柱凝胶法
	34.68±1.14*


注：与凝聚胺法相比，*P＜0.05。
2.2 两组检查方式检验结果比较
微柱凝胶法检测次侧阳性率明显较凝聚胺法高（P＜0.05）；微柱凝胶法检测主侧阳性率、总阳性率、假阳性率与凝聚胺法无明显差异（P＞0.05）。见表2。凝聚胺法5例假阳性中1例为标本污染所致，2例为冷凝聚所致，2例为抗凝血不全所致；微柱凝胶法4例假阳性中1例为冷凝聚所致，其余3例为抗凝血不全所致。
表2 两组检查方式检验结果比较（例（%），n=1428）
	检查方式
	次侧阳性
	主侧阳性
	假阳性
	总阳性

	凝聚胺法
	2（0.14）
	5（0.35）
	5（0.35）
	7（0.498）

	微柱凝胶法
	9（0.63）*
	1（0.07）
	4（0.28）
	10（0.70）


注：与凝聚胺法相比，*P＜<0.05。
2.3 两种检查方式不规则抗体检测结果
微柱凝胶法检测不规则抗体灵敏度明显高于凝聚胺法（2=4.902，P=0.027），见表3。
表3 两组检查方式不规则抗体检测结果比较（例（%），n=1428）
	检查方式
	经谱细胞鉴定（n）
	凝聚胺法
	微柱凝胶法

	抗-C
	2
	2
	2

	抗-D
	3
	3
	3

	抗-E
	10
	5
	10

	抗-M
	2
	2
	2

	抗-Ec
	1
	1
	1

	自身抗体
	2
	1
	2

	合计
	20
	14
	20


2.4 两组检查方式对Rh(D)、ABO血型鉴定准确率比较
与凝聚胺法相比，微柱凝胶法ABO、Rh(D)血型鉴定准确率明显更高（P＜0.05），见表4。
表4 两组检查方式对Rh(D)、ABO血型鉴定准确率比较（例（%），n=1428）
	检查方式
	Rh(D)
	ABO

	凝聚胺法
	1400（98.04）
	1396（97.76）

	微柱凝胶法
	1426（99.86）*
	1423（99.65）*


注：与凝聚胺法相比，*P＜<0.05。
3 讨论 
输血能迅速补充丢失的血液成分，改善血液循环状态，还能增强凝血功能、增强机体携氧能力、提高血浆蛋白、增强机体免疫力等，是挽救患者生命的重要措施[7,8]。但在输血过程中，可能因患者体质的差异以及血液成分的复杂性、多样性及等因素，出现多种不良反应，如溶血反应、过敏反应、非溶血性发热反应、输血相关性急性肺损伤、循环超负荷等，影响输血安全性[9,10]。因此，输血前实施交叉配血、准确鉴定血型并对不规则抗体筛查至关重要。	不规则抗体是指除ABO血型系统外的抗体，通常是由于免疫刺激产生，如妊娠或输血，此类抗体在盐水介质中不能凝集红细胞，但能引起溶血性输血反应，会显著增加输血反应的风险，包括溶血性输血反应、发热、贫血等症状，影响患者的治疗效果，甚至危及生命[14,15]。本研究中，微柱凝胶法检测次侧阳性率较凝聚胺法高；微柱凝胶法检测主侧阳性率、总阳性率、假阳性率与凝聚胺法无明显差异，进一步分析显示，微柱凝胶法检测不规则抗体灵敏度和对Rh(D)、ABO血型鉴定准确率高于凝聚胺法，提示与凝聚胺法相比，微柱凝胶法灵敏度高，利于提高输血安全性。凝聚胺法利用低离子溶液降低反应介质的离子强度，减少红细胞周围的阳离子云，促进抗原和抗体结合，再加入凝聚胺溶液，中和红细胞表面的负电荷，使红细胞距离缩短，在离心力作用下发生可逆性、非特异性凝集，同时也便于（Immunoglobulin G，IgG）红细胞抗体搭桥凝集，通过加入带有负电荷的重悬液，使非特异性聚集散开，特异性凝集仍然存在，从而迅速检测红细胞IgG型抗体和相关抗原。凝聚胺法能够检测供血者和受血者之间的血型兼容性；识别患者体内可能存在的抗体，预防输血反应，还能确定患者体内抗体的具体类型，为临床输血提供参考[11,12]。凝聚胺法试剂十分稳定，且操作简单，能够重复检验，且无需额外设备，符合急诊配血各项要求。但凝聚胺法仅能鉴定有限的血型抗原，即ABO血型和Rh血型，无法鉴定（Kell Blood Group System，Kell）、（Duffy Blood Group System，Duffy）等其他重要的血型抗原；操作过程对维生素B12和尼克酰胺缺乏以及其他酸性物质的影响较大，可能导致误判[13]。另外，‌凝聚胺法检测效价较低的特异性Rh抗体时，易出现漏检，且检验结果还会受到红细胞抗体或免疫性抗体较弱、带电荷物质等影响，降低诊断准确性。微柱凝胶法属于新型血型学试验技术，且结合了凝胶分子筛过滤技术、离心技术和血型血清学的抗体特异性，能够准确鉴别凝集红细胞以及非凝集红细胞，对临床血型鉴定具有重要意义。微柱凝胶法结合了离心技术、生物化学凝胶过滤技术、免疫化学抗原抗体反应，结果受低浓度抗体、药物等因素影响较小，结果更加稳定可靠，利于提高检测的准确性和效率，同时其操作步骤标准化，减少了人为操作误差，提高了结果的可靠性；操作过程中样本与外界环境的接触减少，有效降低了样本被污染的风险[16]。微柱凝胶法能够同时检测IgM和IgG抗体，避免了不规则抗体引起的输血反应，同时保证了检测的灵敏度和特异性，同时微柱凝胶法的设计允许其与自动化设备兼容，提高了检测效率，同时也便于标准化操作，确保不同实验室之间的结果具有可比性。本研究中，微柱凝胶法检查时间长于凝聚胺法，提示微柱凝胶法检查时间较长。微柱凝胶法检查中需要使用血型血清学离心机离心分离血清和红细胞，确保反应的准确性，且用免疫微柱孵育器孵育样本，使IgG类不完全抗体与相应抗原结合，是微柱凝胶法中不可或缺的一步，确保了试验的有效性，上述设备使用会相应的延长配血时间，尤其是在紧急情况下可能影响医疗活动。
综上所述，微柱凝胶法和凝聚胺法各有优势和不足，微柱凝胶法灵敏度高、结果更准确，利于提高输血安全性，而凝聚胺法检查时间短，必要时可联合诊断，提高临床用血安全性。
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