
生。由于手术后腹膜创面小 ,术后粘连发生机会相对减少。 减

少了术后因粘连而致的腹痛 、性交痛及残留卵巢综合征
(Residual ovary syndrome , ROS)等并发症。全子宫或次全子宫切

除患者 ,文献报道 ROS 的发生率为 0.88%～ 8.00%,子宫切除
术同时切除输卵管 , 或切除一侧卵巢者发生率更高[ 5 , 6] 。由于

该术式基本保留了子宫及盆底结构的完整性 ,盆底松驰或子宫
切除术后的阴道脱垂的发生率可以降到最低 ,本组三角形子宫

切除患者无 1例发生上述并发症。
　　三角形子宫切除手术前用压脉带套扎子宫峡部应套扎紧 ,

否则术中出血较多。肌瘤大或子宫侧壁肌壁间肌瘤不宜采用
该术式。本组研究中 12例子宫腺肌症三角形子宫切除术后症

状消失 、未见复发。子宫腺肌症是否完全适于该术式还有待于
进一步临床观察研究。

　　关键词:三角形子宫切除;子宫次全切除;残留卵巢综合征
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影响细胞 ELISA结果的主要因素

The major factors influencing the result of cell ELISA

李蓉芬 ,陈　敏 ,康运生 ,钟小林 ,何凤田　　(第三军医大学基础医学部生物化学与分子生物学教研室 ,重庆 400038)

　　细胞 ELISA(酶联免疫吸附试验)是用细胞代替可溶性抗原
包被于 96孔酶联板(或细胞培养板)进行免疫学检测的一种有
效方法 ,该方法特别适用于抗原位于细胞膜上而相应抗原的特
性又不十分清楚或抗原难于纯化等情况[ 1 ～ 3] 。我们在实际操
作过程中体会到细胞 ELISA的结果理想与否与多种因素有关 ,
概括起来包括以下几方面。

1　细胞状态

　　应使用对数生长期的细胞。此期细胞的活力最好 , 抗原表
达水平最高。对贴壁细胞来讲 ,此期细胞贴壁最牢。

2　细胞固定

2.1　悬浮生长细胞的固定
　　将细胞用PBS 洗涤后 ,重悬于 PBS 计数。按(4 ～ 5)×105/
孔加于 96孔酶标板中 , 1 200 r/min离心 12 ～ 15 min ,弃上清 , 充
分干燥后 ,每孔加入 50 μl PBS 配制的 0.25%戊二醛作用 10 ～
12 min ,弃固定液 , PBS 洗3 次。此处应注意的问题有:①细胞洗
涤:目的是去除培养基中的血清 , 利于后续固定。 ②最初每孔
悬浮细胞用的液体量:至少应在 200 μl/孔左右 , 否则会因液体

量少而在后续离心中使细胞不均匀分布 , 进而影响酶联检测结
果。③离心:速度不能过高(为 1 200 ～ 1 800 r/min), 离心时间
不能过长(为 10 ～ 18 min),否则可能破坏细胞。 ④镜检:离心后
的细胞置显微镜下观察 , 对细胞分布明显不均的孔进行标记 ,
在后续实验中弃用。 ⑤固定前细胞应充分干燥:否则残液可使
细胞固定不牢。 ⑥固定液的选择:通过比较 , 在相同时间内(室
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温), 0.25%的戊二醛较 4%的多聚甲醛的固定效果好。

2.2　贴壁细胞的固定
　　将细胞接种于 96孔新细胞培养板中 , 培养 36 h左右 ,使细
胞达80%～ 90%满孔密度 , 弃培养基 , 温 PBS 洗 2 次 , 充分干燥

后 ,同上固定 8 min , PBS 洗 3 次。此处应注意的问题有:①细胞
接种前应计数:旨在尽量使每孔中的细胞数一致。 ②细胞洗

涤:应用温 PBS 洗涤 , 否则会因骤冷而使细胞脱落。这一点在

冬天操作时尤为重要。 ③其它注意事项:同悬浮细胞固定中应
注意的问题“ ④～ ⑥” 。

3　封闭液的选择

　　我们使用 PBS 配制的 10%小牛血清 、2%牛血清白蛋白 、

5%绵羊血清 、5%市售脱脂奶粉等几种不同试剂进行封闭 , 结
果以 5%脱脂奶粉的封闭效果最好。

4　细胞内源性过氧化物酶的检测和去除

　　对固定过的细胞 ,直接加入邻苯二胺(OPD)底物显色 ,观察

内源性过氧化物酶的情况。对内源性过氧化物酶水平很低的
细胞无需进行内源性过氧化物酶的处理 , 而对内源性过氧化物

酶水平较高的细胞则需用甲醇配制的 0.3%双氧水于室温下作
用 30 min 予以去除。

5　反应后洗涤

　　为了避免细胞非特异性吸附抗体 , 每步反应后应进行充分
洗涤。洗涤次数和时间均应较常规 ELISA(常规 ELISA 指包被

物为可溶性物质)增加。 ①洗涤次数和时间:每步反应后至少
应洗 5次 , 每次洗涤时间不少于 5 min。 ②振荡洗涤:在洗涤过
程中 ,使酶联板处于温和振荡状态 , 以保证洗涤充分。 ③在洗
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涤液中加入终浓度为 1.0%～ 1.5%的吐温-20 , 以降低反应的
非特异性。

6　应设多孔重复

　　尽管采取了上述措施 ,但有时无法确保每孔的细胞数完全
一致 ,也不能保证细胞 100%均匀铺于孔底 , 故无论是对照孔 ,
还是实验孔 ,都应设 4 ～ 5 个复孔 , 取其结果平均值 , 从而最大
限度消除系统误差。

　　综上所述 ,细胞 ELISA 与常规 ELISA相比 , 影响因素较多 ,
操作过程中应多加注意。
　　关键词:细胞;酶联免疫吸附试验;影响因素
　　中图法分类号:R446.61　　　文献标识码:B
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输注去白细胞红细胞悬液预防非溶血性发热性输血反应的临床应用分析

Clinical assessment of preventing febrile nonhemolytic transfusion reaction by RBC

concentrates with leucocyte filtration

向国春1 ,张佳思1 ,成晓玲2 ,黎儒清2 ,赵树铭2　　(第三军医大学附属西南医院:1 消化内科;2输血科;重庆 400038)

　　临床上常见的输血不良反应为非溶血性发热性输血反应
(Febrile nonhemolytic transfusion reaction , FNHTR), 多是由白细胞
及其产生的抗体 、炎症性细胞因子以及其它生物活性物质所引

起的[ 1 ～ 3] 。目前国内外普遍采用过滤除去血液制剂中白细胞
的方法来预防这类不良反应的发生[ 1～ 5] 。我们观察了 100 例
病人输注去白细胞红细胞悬液的临床应用情况 , 现报告如下。

1　材料与方法

1.1　材料
　　去白细胞红细胞悬液由我院输血科提供 ,常规制各的红细
胞悬液输注前经白细胞专用滤器(南京赛尔金生物研究所;批
号 000412)过滤。

1.2　临床资料
　　100 例患者(试验组)接受去白细胞红细胞悬液(200 ～

800 ml),男 68 例 , 女 32 例 , 年龄 24 ～ 56 岁。诊断分别为肝硬
化 、胃溃疡 、胃癌等;其中首次输血 26 例 , 第二次输血 38 例 , 反
复多次输血(3次以上)36 例。 50 例患者(对照组)接受普通红

细胞悬液(200～ 800 m1), 男 32例 , 女 18 例 ,年龄 22～ 60 岁。诊
断分别为肝硬化 、胃溃疡 、胃癌等;其中首次输血 35 例 , 第二次
或多次输血 15 例 , 输血前不做任何预防处理。 FNHTR 的判

定[ 2] ,对输血的患者在输血前均不使用激素类及其它抗过敏类
药物 ,输血期间或输血后 14 h内如体温升高超过1 ℃(>38 ℃)
以上 ,或者有寒颤伴无原因的发热[ 1] 。

2　结果与讨论

　　在 100例接受去白细胞红细胞悬液的受血者中 , 未发生
FNHTR;而 50 例接受未去除白细胞的普通红细胞悬液的受血
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者 ,有 8 例发生FNHTR ,发生率为 16%。据报道 , 临床上FNHTR
的发生率约为 20%～ 30%, 多次受血者为 30%～ 40%。在我们
常规的输血过程中 ,普遍采用输血前使用激素或其它抗过敏类
药物预防输出血反应的发生 ,但这些预防性治疗手段会掩盖输
血所带来的副反应 , 特别是白细胞抗体等所造成的长期危害。
通过去除血液制剂中的白细胞 ,则可从根本上消除输血所引起

的白细胞活性物质的危害。目前 ,应用国产白细胞滤器可滤除
血液制剂(如红细胞悬液 、浓缩血小板等)中的白细胞达 99%,
从而达到防止输血反应的要求 ,符合 AABB 质控标准(防止 FN-
HTR需要白细胞数<5×108/袋 , 防止 HLA同种免疫或 CV感染
需<5×106/袋[ 2] 。我们的观察表明 ,使用去白细胞红细胞悬液
可有效防止输血反应的发生。 白细胞作为血液制剂中的一种

“污染物” , 可引起多种不良反应[ 1 ～ 3] ,最常见的是 FNHTR ,主要
原因为供受者之间的HLA 不相合而引起同种免疫反应 , 造成白
细胞破坏后释放内源性致热源。输血 、妊娠 、器官移植等均可
产生白细胞抗体 ,抗体的产生与抗原强度 、输注次数和数量 、间
隔时间 、以及受血者的免疫反应敏感性有关。目前临床输血一
般不做 HLA 配型 , 因此绝大多数供受者之间 HLA 不合 , 产生

HLA 抗体的机率较大。输注去白细胞血液成分可以有效地防
止HLA-1类抗原的同种免疫。值得注意的是 ,去除白细胞可在
采血后立即进行 ,或在血液输注前进行 , 目前国内多采用在血
液输注前去除白细胞的方式[ 4, 5] ,虽然也可预防白细胞抗体引
起的反应 ,但无法预防血液制剂在保存期间所产生的细胞因子
和其它活性物质所引起的反应 , 因此 , 预防血液保存期间细胞

因子和其它活性物质的产生或在输注前去除这引起成分是防

止输出血反应的有效途径。
　　关键词:去白细胞红细胞悬液;输血反应
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