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胎儿新生儿溶血病（hemolytic disease of the fe⁃
tus and newborn，HDN）是一组由于母婴血型不合引

起的胎儿或新生儿同种免疫性溶血性疾病[1,2]，是由

于母亲体内具有针对婴儿体内遗传自父亲红细胞

抗原的抗体，从而导致胎儿和新生儿红细胞的破坏

而引起的。母亲体内的 IgG类抗体可以通过胎盘进

入胎儿的血液循环，结合到相应的红细胞抗原上，

使得包被了抗体的红细胞在胎儿脾脏内被巨噬细

胞破坏。ABO 血型不合导致的HDN已经成为新生

儿所有溶血性疾病中最常见最重要的一种[3]。在新

生儿红细胞膜上或血清中检测出对抗其自身红细

胞的抗体，是诊断 ABO 溶血病的重要实验依据，一

般需进行 3项试验：直接抗人球蛋白试验、游离试验

和释放试验，其中释放试验在 3项中最为敏感，是确

诊 HDN 的实验[4]。有相关文献报道，出生后 3 d 内

确诊的新生儿溶血病，采取光疗辅以碱化尿液和服

用肝酶诱导剂等措施，能有效地控制病情进展，减

少静脉丙种球蛋白输注或换血，且改善预后[5]。本

次研究对本院不同采血时间对新生儿ABO溶血病

诊断的影响进行分析，现报道如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料 选择 2018年 8月至 2019年 12月间

在浙江大学医学院附属邵逸夫医院下沙院区检测

新生儿溶血的 235份血样本为研究对象，根据采血

的时间对其进行分组，分为出生后 1～3 d、出生后 4
～5 d、出生后6～7 d和出生后7 d以上。

1.2 方法

1.2.1 仪器与试剂 血型血清学专用离心机（由台

湾贝索企业有限公司生产），HITACHI MC450细胞

洗涤专用离心机（由Hitachi Koki公司生产），FYQ型

免疫微柱孵育器（由长春博研科学仪器有限责任公

司生产）和TD-A血型血清学用离心机（由长春博研

科学仪器有限责任公司生产）。抗人球蛋白试剂

（由上海血液生物医药有限责任公司生产）1支，酶A
细胞，酶B细胞（木瓜酶处理[6]），低离子溶液 Liss液
1瓶（由BASO公司生产）和抗人球蛋白检测卡（由长

春博讯生物技术有限责任公司生产）。

1.2.2 操作方法 ①直接抗球蛋白试验：将患儿红

细胞洗涤 3～5次后配制成 5％悬液，取 1滴红细胞

悬液加 2滴抗球蛋白试剂，血型血清学专用离心机

1 000 g离心 15 s，肉眼及显微镜观察结果。②游离

抗体测定：取小试管 2支，标明游离A、游离B，每管

加入患儿血清3滴，再分别加入5%经木瓜酶处理的

A、B红细胞悬液1滴，然后每管加入低离子溶液Liss
液 3 滴；混匀后置 37 ℃水浴 15 min。用 HITACHI
MC450 细胞洗涤专用离心机 3～5次，留压积红细

胞，用纸吸干，加入抗球蛋白试剂 2滴，血型血清学

专用离心机 1 000 g离心 15 s，肉眼及显微镜观察结

果。③释放抗体测定：取患儿红细胞 15～20 滴，用

0.9% 氯化钠注射液洗涤，血型血清学专用离心机

1 000 g 离心 1 min，吸掉上清，不要吸干，共洗涤

3次。转动试管，使红细胞平铺在管壁周围，平放

入-20 ℃低温冰箱，冰冻 10～15 min。在 37 ℃水浴

中融化红细胞，用血型血清学专用离心机1 000 g离
心 1 min，吸上层含有红色的液体（即释放液）备用。

在标有A、B的 2个试管中各加入释放液 3 滴，按标

记加入 5% 经木瓜酶处理的 A、B 红细胞悬液 1滴，
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然后每管加入低离子溶液Liss液3滴；混匀后置37 ℃
水浴15 min。同时在抗人球蛋白卡上标记A、B孔，用

移液枪各加50 μ l放散液，分别加入0.8%～1%的经

木瓜酶处理的A、B红细胞悬液，放入FYQ型免疫微

柱孵育器中孵育 15 min。采用两种检测方法（微柱

卡与试管法），比较二者在检测新生儿溶血试验中

释放试验的效果。试管法：用HITACHI MC450细胞

洗涤专用离心机洗涤 3～5次，留压积红细胞，用纸

吸干，加抗球蛋白抗体 2滴，血型血清学专用离心机

1 000 g 离心 15 s，肉眼及显微镜观察结果。微柱

卡：将抗人球蛋白卡直接放入 TD-A血型血清学用

离心机离心，观察结果。

1.3 新生儿 ABO 溶血病诊断标准 母体血型 IgG
抗体阳性，母婴ABO血型不合，新生儿血清胆红素

增高，新生儿溶血病3项试验阳性。判定见表１[7]。

表1 新生儿溶血病3 项试验判定标准

（直抗、游离试验、释放试验）

直抗试验

阴性

阳性

阴性

阴性

阳性

阳性

阴性

阳性

游离试验

阴性

阴性

阳性

阴性

阴性

阳性

阳性

阳性

释放试验

阴性

阴性

阴性

阳性

阳性

阴性

阳性

阳性

结论

未能证实HDN

可疑为HDN

可疑为HDN

ABO HDN

ABO HDN

ABO HDN

ABO HDN

ABO HDN

1.4 统计学方法 采用 SPSS 22.0软件进行统计学

分析。计数资料采用 χ2检验，设 P＜0.05为差异有

统计学意义。

2 结果

2.1 不同采血时间的新生儿ABO溶血病检出率的

比较 检测新生儿溶血的 235 份样本中，确诊为

ABO 血型不合导致胎儿新生儿溶血病有 87例。不

同采血时间的新生儿ABO溶血病检出率比较见表2。
表2 不同采血时间的新生儿ABO溶血病检出率的比较

采血时间

出生后1～3 d

出生后4～5 d

出生后6～7 d

出生后7 d以上

n

113

80

29

13

ABO溶血

64

18

4

1

检出率/%

56.64

22.50

13.80

7.70

由表 2可见，采血时间在出生后 1～3 d的ABO

溶血病检出率与其他三组的比较，差异均有统计学

意义（χ2分别=22.34、16.97、11.18，P均＜0.05），而出

生后 6～7 d及出生后 7 d以上进行采血，其ABO溶

血病检出率与出生后 4～5 d 进行采血的检出率比

较，差异均无统计学意义（χ2分别=1.00、1.51，P均

＞0.05），出生后 6～7 d与出生后 7 d以上进行采血

的 ABO 溶血病检出率比较，差异亦无统计学意义

（χ2=0.32，P＞0.05）。
2.2 微柱法与试管法检测释放抗体的比较见表3

表3 235 例新生儿溶血放散试验结果

检测方法

微柱法

试管法

n

235

235

释放试验（阳性）

87

55

阳性率/%

37.02*

23.40

注：*：与试管法比较，P＜0.05。
由表 3可见，微柱法检测释放抗体阳性率明显

高于试管法检测释放抗体阳性率，差异有统计学意

义（χ2=7.43，P＜0.05）。
3 讨论

HDN是由于ABO 血型或/和其他血型系统的胎

母血型不相合，从而可能发生胎母输血综合征，胎

儿血型抗原刺激母体产生抗体，IgG 性质抗体通过

胎盘进入胎儿体内结合胎儿红细胞抗原，使得包被

了抗体的红细胞在胎儿脾脏内被巨噬细胞破坏，同

时可能会出现孕产妇早期流产、胎儿贫血、水肿、肝

脾肿大、新生儿溶血、胆红素脑病等并发症，严重时

遗留智力运动发育障碍等神经系统后遗症，甚至导

致胎儿及新生儿死亡等情况[8,9]。

HDN的早期临床表现为黄疸，患儿通常皮肤染

黄迅速，血清胆红素水平短时间内也会上升很快，

并随即出现不同程度的贫血，病情严重者甚至能诱

发心力衰竭、呼吸窘迫，威胁生命。为确保新生儿

生命健康，临床需尽早发现新生儿溶血风险并及时

对确诊者进行针对性救治[10]。新生儿溶血三项试

验[11]包括检测新生儿红细胞直接抗人球蛋白试验、

检测新生儿血浆（血清）游离抗体试验、检测新生儿

红细胞致敏抗体释放试验，其准确的检测结果是作

为临床诊断和临床治疗的最重要证据之一，其检测

方法均采用抗人球蛋白法，但是传统的试管法和微

柱卡各有其特点。

游离抗体阳性意味着病程将持续一段时间，游

离试验是在新生儿血清中发现有不配合的抗体，由

于抗体不足而导致检测结果阴性，故阳性率较低[12]；
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抗体释放试验是判断新生儿红细胞被 IgG抗-A（B）
致敏的有效方法，其阳性即可确诊 ABO-HDN[13,14]；

直接抗人球蛋白试验由于 Ig抗体通过胎盘进入胎

儿体后，部分抗体被中和，阳性说明婴儿红细胞已

被血型抗体致敏，故只有单项直接抗人球蛋白试

验呈阳性时临床免疫反应较轻[15]。本研究发现，出

生后 1～3 d 的 ABO 溶血检出率为 56.64%，出生后

4～5 d的ABO溶血检出率为22.50%，出生后6～7 d
的ABO溶血检出率为 13.80%，出生后＞7 d的ABO
溶血检出率为 7.70%。出生后 1～3 d 的 ABO 溶血

检出率明显高于其他分组（P均＜0.05），随着采血

天数的增加，ABO溶血检出率明显降低。因此尽早

采集患儿的血液标本行血清学检测能提高新生儿

ABO溶血病的检出率。通常情况下，ABO HDN的诊

断是在患儿出现黄疸后查母婴血型，血型不合再查

溶血 3项，往往可能已经在出生 2～3 d，若确诊后再

进行治疗，其治疗效果明显低于出生后 48 h内进行

干预者[16]。因为黄疸的迟发，这也是导致很多患儿采

血时间在4 d后的原因。再者HDN的临床表现轻重

不一，轻症仅出现轻度黄疸，临床上对没有明显溶血

征象的新生儿并不采取特殊干预，易被视为生理黄

疸而漏诊，可能造成新生儿神经系统不可逆损伤。

因此，为了避免HDN的漏诊和误诊，应该在孕妇围产

期体检时就检查夫妻血型，当孕妇为O型，其丈夫非

O型时，用微柱凝胶法进行 IgG抗A（B）的抗体效价

测定，更加有利于新生儿ABO溶血病的诊断与治疗。

本次研究结果还显示，微柱卡与试管法在ABO
新生儿溶血放散试验的应用效果比较，差异有统计

学意义（P＜0.05）。微柱凝胶技术是建立在传统血

型血清学基础上的一项免疫检测技术[17]。该方法可

避免抗人球蛋白被洗涤后残留的盐分稀释而产生

的假阴性[18]。其敏感度高于试管法[19]，微柱凝胶法

对抗体效价的检出水平比试管法平均高出 1～3个
滴度[20]。微柱卡试验结果与临床表现符合率高，提

高了临床诊断和治疗的精准性，可发挥重要作

用[21,22]，避免漏检、耽误早期治疗。在ABO-HDN中

采用传统试管酶试验法，由于该操作步骤繁多，时

间较长，重复性相对较差，抗体性质和亲和力低，易

出现假阴性，容易发生漏诊[23]。

综上所述，随着采血时间的推移，新生儿的溶

血病阳性检出率逐渐下降。在进行溶血 3项测定

时，一定要重视标本的采集因素，确保检验结果的

准确性。对于有临床表现而溶血 3项试验阴性者，

就要考虑是否因为疾病的发展而导致溶血性抗体

消耗以致检测结果假阴性还是其他疾病导致的溶

血病。因此，及时有效尽早地采集标本，对新生儿

溶血病的检出具有重要的意义，也为尽早有效的治

疗提供更有效的依据。并且采用微柱卡结合抗人

球蛋白法做溶血释放试验结果更加可靠。
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多篇小样本临床研究认为年龄与颅内出血转化无

明显相关，均以 80岁作为年龄分界进行分组比

较[8，9]。

综上所述，老龄（＞74岁）可能是急性缺血性脑

卒中静脉溶栓后出血性转化的危险因素。本次研

究为单中心回顾性研究，故具有一定的局限性，仍

需大样本量的临床研究验证。
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