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摘要：灵长类动物的ABO血型抗原都表达在组织器官内，而不是在红细胞上，这给灵长类动物血型的鉴定

带来很大的困难。为找到更加简捷、准确鉴定灵长类动物类人ABO血型的方法，采用近年来临床上广泛应用的卡

式微柱凝胶正、反定型法对34只猕猴和16只食蟹猴的血型进行了鉴定，并与肾组织免疫组化法的检测结果进行比

较。结果显示：卡式微柱凝胶正定型法的检测结果中无一例为阳性结果；血浆中的纤维蛋白原和人－猴种属间非

特异性抗体都会对卡式微柱凝胶反定型法的部分检测结果产生干扰；采用经正常人O型红细胞吸附处理后的清亮

血清，卡式微柱凝胶反定型法的检测结果明确，与免疫组化法判定结果一致。由此得出：卡式微柱凝胶反定型法

可以用于灵长类动物血型的鉴定，其主要干扰因素为血浆内的纤维蛋白原和人－猴种属间非特异性抗体，在采用

清亮血清及经正常人O型红细胞吸附处理后能消除其干扰。 

关键词：卡式微柱凝胶法；ABO 血型；猴 
中图分类号：Q461；Q592.1    文献标识码：A    文章编号：0254-5853-(2008)03-0318-07 

Evaluation of the Gel System for ABO Typing of Monkeys 
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Abstract: Monkeys do not express ABO antigens on red blood cells (RBCs), but on tissues, which is an obstacle in 
ABO typing. In this study we describe a simple and efficient method to type monkeys blood. Rhesus monkeys (n=34) and 
cynomolgus monkeys (n=16) were typed by the direct and reverse gel system, which has been widely used in clinics in 
recent years. Based on the results of immunohistochemical staining, we evaluated the feasibility and the interference 
factors of the gel system to type monkeys. The results revealed that the direct gel system didn’t have a positive report, the 
fibrinogen and non-specific anti-human antibodies in monkey blood interfered with the reverse gel system in some 
samples. In accordance with the results of immunohistochemical staining, using clear sera, which were pre-absorbed on 
normal human type O RBCs, the reverse gel system gave an accurate blood type determination for monkeys. We 
concluded that the reverse gel system could be used for ABO typing of monkeys, and the fibrinogen and non-specific 
anti-human antibodies were the major interference factors, which could be eliminated by using clear and pre-absorbed 
sera. 
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近似于人类，灵长类动物也有 ABO 血型系统。

但和人类及少部分灵长类动物（如类人猿）不同，

绝大部分灵长类动物（如猕猴、食蟹猴、狒狒等）

的外周血红细胞上并不表达 AB 抗原，或是非常弱

（Doxiadis et al, 1998），而在腺体、上皮、血管内

皮系统和其他组织内均有广泛的 A 或/和 B 抗原表

达（Oriol et al,1984; Socha et al,1987; Oriol et al,1993; 
Rydberg et al, 2001），循环系统中也有抗 A 或/和抗
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B 抗体的存在。这些血型抗体与移植器官上表达的

AB抗原结合同样可以造成类似于人类ABO血型不

合的同种异体器官移植排斥反应（Oriol et al, 1984; 
Socha et al,1987; Cooper et al,1989）。故准确的检测

灵长类动物类人 ABO 血型，对于某些相关科研领

域极为重要，对更加全面的了解灵长类动物的血型

系统特点也有重要的意义。 
由于灵长类动物的 ABO 血型抗原并不表达在

外周血红细胞上，所以其血型鉴定一直较难。鉴定

灵长类动物血型的常用方法一般是传统试管法抗

球蛋白试验(tube anti-globulin technique , TAT)和毛

果云香碱用药后唾液的 AB 抗原鉴定（Cooper et 
al,1989; Moor et al,1964）。这两种方法均为手工操

作，存在不易标准化、人为因素大、影响因素多的

缺点，容易出现假阳性或者假阴性，造成血型不能

明确判定或判定错误。而检测灵长类动物血型最可

靠的方法是组织切片免疫组织化学染色法，但是由

于其有创性，标本不易获得，故一般只用于回顾验

证性研究。 
卡式微柱凝胶法(以下称卡式法)是法国 Yves 

Lapierre 在 1986 年首先发明的一项免疫学检测新

技术，是微柱凝胶技术与以往所有血型鉴定技术相

结合的产物。其敏感性高，可用于临床困难血型的

鉴定。1994 年此项技术获得了美国 FDA 的认可。

经过不断改进和临床大量应用，在许多发达国家此

项技术已作为常规的红细胞血型血清学检测技术

应用于临床（Li et al,1999; Titlestd et al, 1997; 
Langston et al,1999; Cate et al,1999），但目前尚未见

将其应用于灵长类动物血型鉴定的报道。本研究以

灵长类肾组织血型免疫组化检测结果为可靠的参

照标准，探讨卡式法用于猕猴和食蟹猴血型鉴定的

效果，并研究其干扰因素和消除方法。 

1  材料与方法 

1.1  实验动物及样本采集 
健康猕猴 34 只和食蟹猴 16 只均来自中国科学

院昆明动物研究所实验动物中心和广州蓝岛生物

技术有限公司华南灵长类研究开发中心，猕猴体重

约 5－10 kg，食蟹猴体重约 3－5 kg，均为雄性。 
血浆及血清标本采集：用肝素钠抗凝管采血 3 

mL，用 3800 r/min 离心（德国 Eppendorf 离心机，

型号：5810）10 min 后，获得新鲜血浆；用促凝管

采血 3 mL，室温静置 60 min 后，4℃冰箱内静置过

夜；待清亮血清析出后，3800 r/min 离心 10 min，获

得新鲜血清。 
血清吸附处理：为去除猴血清中存在的抗人非

特异性抗体，取 200 µL 新鲜血清，与 200 µL 浓缩

正常人 O 型红细胞（上海血液生物医药有限责任公

司）混匀后，37℃孵育 30 min，1372 r/min 离心（德

国 Eppendorf 离心机，型号：5417R）10 min 后取上

清，得吸附后血清。 
1.2  玻片凝集法鉴定猴血型 

玻片凝集法是测定人 ABO 血型的常规方法。

其原理是检测外周血红细胞上表达的 AB 抗原类

型。为了验证猴红细胞上是否表达 AB 血型抗原，

本研究采用经免疫组化法已经明确血型的 3 只猴

（07R09 AB 型，07cy02 A 型，07R03 B 型）作为

待测猴，并用已知血型的正常人作为阳性对照。 
玻片凝集法步骤：在玻片上分别滴上一滴抗 A

和一滴抗 B 血清（长春生物制品研究所），在每一

滴血清上再加一滴待测猴或人全血，轻轻摇动，使

血清和红细胞混匀，在 10－30 min 内观察有无凝集

现象。 
1.3  卡式法鉴定猴血型 

DiaMed 卡式微柱凝胶系统由 6 根微管组成，

微管内装经缓冲调节的由 Sephadex 组成的中性凝

胶，凝胶内预混有一定浓度的抗人球蛋白(AHG)溶
液。该微柱凝胶系统利用微柱中填充物(即凝胶)的
空间位阻，在一定离心力的作用下，只允许单个红

细胞通过，所以有抗体结合的凝集红细胞由于体积

增大而无法通过微柱，而留在微柱上端（判为阳

性）；没有抗体结合的单个红细胞则可以通过微柱

沉至柱底（判为阴性）（图 1）。 
卡式正定型法：在 ABO /D 血型凝胶卡（瑞士

DiaMed 公司）正定型侧的 A、B 及 D 管侧（已有

抗 A、抗 B 及抗 Rh 标准液）分别加入 10 µL 5%的

待测猴红细胞悬液，DiaMed 卡式专用离心机（瑞

士，型号：DiaMed-ID 12 SⅡ）1030 r/min 离心 10 min
后, 判定结果（图 1a）。A 管内含有抗 A 抗体标准

液，若出现凝集红细胞，显示阳性结果，则证实待

测猴红细胞上存在 A 抗原，血型判为 A 型；同理，

若 B 管出现阳性结果，则证实待测猴红细胞上存在

B 抗原，血型判为 B 型；若 A、B 管均为阳性或均

为阴性，则证实待测猴红细胞上同时存在或不存在

A、B 抗原，血型分别判为 AB 型或 O 型。 
卡式反定型法：在 ABO/D 血型凝胶卡反定型
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侧的 ctl、A1及 B 管分别加入 50 µL O、A1、B 型标

准反定型细胞（上海血液生物医药有限公司）和 50 
µL 待测猴血浆或血清，DiaMed 卡式专用离心机

1030 r/min 离心 10 min 后，判定结果（图 1b）。A1

管内含有 A1 型标准红细胞，若待测猴血清内存在

抗 A 抗体，则会出现凝集红细胞，显示阳性结果，

则判为 B 型；同理，若 B 管出现阳性结果，则证实

待测猴血清内存在抗 B 抗体，血型判为 A 型；A、

B 管均为阳性或均为阴性，则证实待测猴血清内同

时存在或不存在抗 A 和抗 B 抗体，血型分别判为 O
型或 AB 型。由于卡式法的高灵敏性，容易出现假

阳性，故设置了 ctl 对照管。ctl 管内含有 O 型标准

红细胞，因 O 型标准红细胞上没有 AB 抗原的表达，

故无论待测猴为何种血型，均不应该产生凝集红细

胞，若出现了阳性结果，则说明有干扰因素存在，

判为假阳性。因血浆与血清相比含较多纤维蛋白

原，为研究标本中纤维蛋白原及抗人非特异性抗体

对卡式反定型法的干扰作用，检测分以下 3 组：1）
新鲜血浆；2）新鲜血清；3）吸附后血清。 
1.4  猴肾脏组织的免疫组织化学染色 

猴肾脏标本经 10%中性福尔马林固定 48 h 后，

经常规脱水、浸蜡、制成 3－4 µm 的切片（用经 APES
处理过的载玻片粘片）、烤片 30 min 后，室温放置

备用。 
常规免疫酶法组织化学染色步骤：石蜡切片经

常规步骤透明，水洗 4 min，3%H2O2处理 10 min，  

10%正常羊血清 37℃封闭 60 min，鼠抗 A 或抗

B 单克隆 IgM（长春生物制品研究所）4℃孵育过夜，

生物素化羊抗鼠 IgM 二抗室温孵育 20 min，辣根酶

标记链酶卵白素工作液（北京中杉 SP 试剂盒）室

温孵育 20 min，DAB 显色（北京中杉 DAB 试剂盒），

出现黄褐色着色则判为阳性。 
以上步骤中，除了 10％正常羊血清封闭后直接

滴加一抗，其他步骤间均需 PBS 洗 3 min×3 次。DAB
显色后常规苏木素染色 1 min，盐酸酒精分化 10 s，
逐级酒精脱水、二甲苯透明后，中性树胶封片。 

2  结  果 

2.1  常规玻片凝集法的检测结果 
用常规玻片凝集法对已知为 A、B、AB 血型的

猴进行血型检测，无一例出现红细胞凝集反应，而

人阳性对照组均出现相应的典型红细胞凝集反应

（图 2）。 

 
图 1  卡式微柱凝胶法图解 

Fig. 1  The micro-column gel system 
a：正定型侧(The direct site); b: 反定型侧(The reverse site)。 

 

 
图 2  玻片凝集法检测结果 

Fig. 2  The results of slide agglutination 
猴的 3 种血型类别均未出现阳性凝集；人阳性对照均出现典型的阳性凝集。 
These is no positive agglutination in 3 monkeys with different blood types，but typical agglutination in the human positive control. 
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2.2  卡式正定型法的检测结果 
用卡式正定型法对 34 例猕猴和 16 例食蟹猴的

血型进行鉴定，无一例出现阳性结果，图 3 显示 3
只代表性猴的血型用免疫组化法检测分别为 AB、
A、B，但卡式正定型法结果均为阴性。 
2.3  卡式反定型法的检测结果 

采用血浆标本对卡式反定型法的结果干扰较

大，如图 4a 所示，绝大多数检测仅出现部分红细

胞通过微柱沉至柱底，血型判定结果不明确。 
采用清亮的血清标本（不含或仅含少量纤维蛋

白原），则在很大程度上消除了这种干扰（图 4b），
但仍存在少许拖尾现象。因干扰明显减少，34 例猕

猴采用血清标本检测后能准确判定血型（与组化结

果对比），但 16 例食蟹猴采用血清标本检测后仍出

现不同程度的干扰现象（图 5a）。采用正常人 O 型

红细胞吸附后的血清标本较好地消除了干扰（图

5b）。 
2.4  猴类人 ABO 血型分布情况 

经消除干扰的卡式反定型法和肾组织免疫组

化检测结果对比，猴血型判定的符合率达 100％（图

6，表 1）。所检测 34 例猕猴中绝大多数为 B 型（26
例），AB 型其次（5 例），A 型及 O 型少见（分别

为 1 例及 2 例）；16 例食蟹猴中也是以 B 型居多（8
例），其次为 A 型和 AB 型（各 4 例），O 型未见（表

1）。 

3  讨  论 

传统的玻片凝集法和卡式正定型法的检测原

理都是建立在红细胞表达 A 或/和 B 抗原的基础上。

虽然在临床应用上，玻片凝集法已基本被淘汰，但

是本实验利用其比较直观的特点，并与卡式正定型

法进一步检测相结合，证实猕猴或食蟹猴红细胞上

不表达 A 或/和 B 抗原，故玻片凝集法和卡式正定

型法均不适用于猕猴或食蟹猴血型的检测。 
在本研究中，用新鲜血浆进行卡式反定型试

验，均出现了明显的假阳性和干扰，可能主要为血 

 
图 3  卡式正定型法对猴血型的判定 

Fig. 3  The results of the direct gel typing system 
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图 4  采用猴血浆和血清行卡式反定型法的结果比较 

Fig. 4  The comparison of results using plasma and serum in the reverse gel typing system 
a：新鲜血浆(Fresh plasma); b：新鲜血清(Fresh serum)。1: 猴 07cy09(Monkey 07cy09); 2: 猴 07R05(Monkey 07R05); 3: 猴
07cy10(Monkey 07cy10)。 

 
图 5  采用猴血清和吸附后血清行卡式反定型法的结果比较（猴 07cy04） 

Fig. 5  The comparison of results using serum and pre-absorbed serum in the reverse gel typing system (monkey 07cy04) 
a：新鲜血清（Serum）；b：吸附后血清（Pre-absorbed serum）。 
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图 6  卡式反定型法对猴血型的判定 

Fig. 6 The results of the reverse gel typing system 

表 1  猴血型判定结果 
Tab.1  The final results of ABO typing of monkeys 

卡式反定型法 Reverse gel system 免疫组织化学染色法 Immunohistochemistry
猴种类 Species 

A    B   AB   O A    B   AB   O 

猕猴 Rhesus monkeys (n=34) 1    26    5    2 1    26    5    2 

食蟹猴 Cynomolgus monkeys (n=16) 4     8    4    0 4     8    4    0 

浆中的纤维蛋白原所致，因新鲜血浆中含有较丰富

的纤维蛋白原，在检测过程中析出的纤维蛋白可以

形成网状结构影响部分红细胞通过凝胶柱。这种现

象以往在临床标本的检测中也有类似报道（Zhou et 

al, 2005; American Association of Blood Banks, 2002; 
Wu et al, 2006）。采用新鲜血清在很大程度上避免了

纤维蛋白原的干扰，对猕猴已经能准确的判定血型

结果，但在食蟹猴血型的检测中仍存在不同程度的
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干扰现象，可能为血清中存在的抗人非特异性抗体

所致，采用正常人 O 型红细胞吸附处理后能有效消

除干扰，证实了以上假设。 
采用经正常人 O 型红细胞吸附后的清亮血清，

用卡式反定型法对 34 例猕猴和 16 例食蟹猴进行血

型检测，判定结果均很明确，且与免疫组织化学染

色法的判定结果完全一致。与传统试管法抗球蛋白

试验、毛果云香碱用药后唾液的 AB 抗原检测法比

较，卡式法具有以下优势：（1）采用标准化定量操

作，最大限度减少操作人员的随意性，重复性好；

（2）采用凝胶分子筛技术，将凝集红细胞与游离

红细胞分离开，使结果一目了然，避免了镜下的主

观影响；（3）操作简便，省去繁琐的洗涤过程，不

再担心抗人球蛋白抗体被中和而产生假阴性；（4）
结果便于保存，一般置室温可保存数月至 1 年，还

可进行拍照摄像提供永久记录，以备发生血型鉴定

差错时查找原始资料；（5）塑料卡易于销毁。Busch 
et al（2006）报道，可以用棉签蘸拭法获取猴口腔

粘膜上皮，涂片后，经 AB 抗原的免疫荧光染色也

可以比较方便、准确的获知猴的类人 ABO 血型。

但与卡式法相比，该法仍然存在人为因素大、操作

步骤多、不易标准化等缺点。 
另外，本实验还发现猕猴的血型绝大多数为 B

型，其他血型较少见，食蟹猴也是以 B 型为主，但

A 及 AB 型也较常见，O 型罕见，这种血型分布趋

势与国外报道相似（Socha et al, 1987）。 
综上所述，采用经人正常 O 型红细胞吸附处理

后的清亮血清作为样本，卡式微柱凝胶反定型法可

以准确的判定猕猴或食蟹猴的血型，是个更为简

单、快捷的方法，推荐为灵长类动物血型检测的常

规方法。 
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