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目的
!

比较牛鲍氏计数板的传统计数方法和新计数方法对细胞计数结果的影响%方法
!

用传统计数方法和新计数

方法计数
,,&

份抗凝血标本中的红细胞!然后将结果与标准值对照%结果
!

在
,$#

份有效样本中!有
*"

份"

*(%(#3

$用新方法计

数结果更准确!

!$

份"

)+%"$3

$用传统方法计数结果更准确!

,(

份"

,,%$,3

$用两种方法计数引出的误差相同%新方法计数误差

的平均值为"

$%$",E$%$$*

$

c,$

,(

(

=

!明显低于传统方法计数误差的平均值"

$%$"#E$%$$+

$

c,$

,(

(

=

!差异有统计学意义"

#

"

$%$,

$%结论
!

采用新方法在减小牛鲍氏计数板对细胞计数的误差方面可能有一定的作用%
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牛鲍氏计数板被广泛地运用于计数体液细胞和微生物$且

其测定结果通常被视为+金标准,"然而操作中$测试者会发现

在某些计数方格的
!

条外边线上各自分布的压线细胞数目有

差异$但传统方法只要求对其按照+数上不数下$数左不数右,

的原则来处理&

,

'

$这样计数可能会由于较大分布误差的存在而

引起结果偏移"本研究将对比传统计数方法和新计数方法

%对分布于
!

条外边上的压线细胞计数后$将计数值除以
(

!对

牛鲍氏计数板中细胞计数结果的差异$来揭示运用新计数方法

的意义"

!

!

资料与方法

!%!

!

一般资料
!

选用
($,*

年
+

月重庆医科大学附属大学城

医院健康体检者的新鲜抗凝血标本
,,&

份$全部入选标本均征

得体检者的许可并签署知情同意书"红细胞计数平均值为

%

!%+,E$%*$

!

c,$

,(

*

=

$最高
+%$*c,$

,(

*

=

$最低
)%)*c

,$

,(

*

=

"

!%"

!

方法

!%"%!

!

仪器#耗材及试剂
!

每份全血样本的红细胞计数标准

值由
:

P

L<KV

公司生产的
À4(,

全自动三分类血细胞分析仪

和该公司原装配套的
0KJJ

U

GIO

稀释液和溶血剂进行测定"采

用上海求精生化试剂仪器有限公司生产的改良牛鲍氏计数板

%内置盖玻片!和山东奥赛特医疗器械有限公司生产的血红蛋

白吸管进行红细胞计数的手工法操作$红细胞稀释液选用质量

体积比为
)%,)3

的枸橼酸钠蒸馏水溶液"

!%"%"

!

检测方法
!

实验全过程由
)

名经验丰富的专职实验老

师负责$并严格参照-全国临床检验操作规程.%第
)

版!

&

,

'中手

工法红细胞计数的操作流程来测定每一份样本(先取规格为

,(c,$$

的塑料试管
,

支$加入红细胞稀释液
(<=

)拿
,

支血

红蛋白吸管吸取抗凝血标本
,$

#

=

$用医用脱脂棉球擦去管外

余血后加至装有红细胞稀释液的试管底部$再轻轻地吸上清液

反复吹洗吸管
)

次$立即混匀)随后用血红蛋白吸管将红细胞

悬液充入计数池$并静置
)<TB

)高倍镜下依次计数中央大方格

内
!

角和正中
*

个中方格内的红细胞$对每个中方格
!

条外边

线上分布的压线细胞分别计数$然后再按照传统方法和新方法

把结果换算成(红细胞数*
=C*

个中方格内红细胞数
c*c

,$c($,c,$

+

*

=

"当两种方法计数出的结果与标准值的误差

均小于
*3

时$该例样本视作有效"再将两种方法计算结果与
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标准值的误差均小于
(3

的样本划归为+低误差样本组,$其余

的有效样本划归为+高误差样本组,"

!%"%#

!

质控
!

为了减小
À4(,

血细胞分析仪的定标误差$测

试中每间隔
,$

份样本就用
:

P

L<KV

公司生产的原装血液学质

控物对测量结果进行监控"参考的定标点选用红细胞值分别

为
*%!#c,$

,(

*

=

和
!%,(c,$

,(

*

=

的两个质控品轮流监测$结

果
,(

个监控点的测试值依次为%

*%*$

#

!%,(

#

*%*,

#

!%,,

#

*%!&

#

!%,(

#

*%*$

#

!%,$

#

*%!#

#

!%,)

#

*%*,

#

!%,,

!$其中的最大误差小

于
$%*$3

$符合测试要求"盖玻片的厚度用精密度为
,$

#

=

的游标卡尺丈量$各测量点读数无差异)血红蛋白吸管容积的

精密度用重铬酸钾比色法校准$组间的吸光度值无明显差异$

符合实验要求"为了避免红细胞随放置时间延长被逐步破坏$

每一份样本的仪器法定标和手工法计数过程均控制在
!$<TB

内完成"

!%#

!

统计学处理
!

采用
:>::,"%$

进行统计学处理"两种计

数方法对误差大小的影响是否具有独立性用
"

( 检验分析$红

细胞计数误差的组间差异采用配对样本
4

检验比较$其相关性

用
>KGQLNB

检验分析"以
#

"

$%$*

为差异有统计学意义"

"

!

结
!!

果

"%!

!

基本情况
!

在
,,&

份样本中$有
#

份因为误差偏大%当任

一种方法的计数结果与标准值的误差大于
*3

!而淘汰$

,$#

份

标本计数结果有效"其中两种方法计数值均偏大
!+

份$均偏

小
!)

份$一大一小
($

份"分布于左上边和右下边的压线红细

胞平均值分别为%

&&%$+E,$%#&

!*份和%

&&%,&E,$%!"

!*份$

#C$%&")

"用传统方法和新方法计算出的全血红细胞水平分

别为%

!%+($E$%*$*

!

c,$

,(

*

=

和%

!%+(,E$%!#*

!

c,$

,(

*

=

$然

后再对比标准参考值的红细胞水平%

!%+($E$%!#(

!

c,$

,(

*

=

$

两种方法比较差异无统计学意义%

#C$%#+#

#

$%#,*

!$表明两

种方法测得的数据具有可比性"

"%"

!

压线红细胞分布的特殊性
!

虽然压线红细胞在左上边和

右下边分布数目的平均值相当$但在个例中$分布的均匀性仍

不一致"典型标本中央中方格压线红细胞分布$压线细胞在左

上线和右下线各分布
,(

个#

,)

个$见图
,

)典型标本右下角中

方格压线红细胞分布$压线细胞在左上线和右下线各分布
,)

个#

((

个$见图
(

"

图
,

!!

典型标本中央中方格压线红细胞分布

"%#

!

两种方法下对红细胞计数结果误差频数比较
!

与传统方

法相比$新计数方法在控制误差方面$不具备明显优势"两种

方法下对红细胞计数结果进行误差分析的频数比较$差异无统

计学意义%

#

$

$%$*

!$见表
,

"

"%$

!

两种方法下红细胞计数结果与标准值差异的平均值和配

对样本
4

检验比较
!

在总有效样本组和低误差样本组中$新方

法计数值与标准值的误差明显小于传统方法计数值与标准值

的误差$二者比较差异有统计学意义%

#

"

$%$*

!$见表
(

"

图
(

!!

典型标本右下角中方格压线红细胞分布

表
,

!!

各组样本在两种方法下对红细胞计数结果误差较小

!!!

的频数比较%

)

!

3

"&

组别
)

传统方法 新方法 误差相等
"

(

#

总有效样本组
,$#!$

%

)+%"$

!

*"

%

*(%(#

!

,(

%

,,%$,

!

,%)!$ $%(!"

低误差样本组
*+($

%

)*%",

!

(#

%

*,%"&

!

"

%

,(%*$

!

$%"$# $%!$$

高误差样本组
*)($

%

)"%"!

!

(&

%

*(%&)

!

*

%

#%!)

!

$%*#+ $%!!$

表
(

!!

两种方法下对红细胞计数结果与标准值差异的

!!!

平均值比较!

!E"

(

c,$

,(

)

=

"

组别
)

传统方法 新方法
4 #

总有效样本组
,$# $%$"#E$%$$+ $%$",E$%$$* (%"+& $%$$"

低误差样本组
*+ $%$)*E$%$$) $%$(#E$%$$) (%(!( $%$(#

高误差样本组
*) $%,(*E$%$$+ $%,,*E$%$$+ ,%&&, $%$++

"%B

!

两种方法下红细胞计数结果与标准值的
>KGQLNB

相关性

检验
!

在
)

组样本中$两种方法的计数结果与标准值都具有极

高的正相关性%

%

$

$%#*

$

#

"

$%$,

!"

)

组新方法计数结果与标

准值的相关性均高于传统方法计数结果与标准值的相关性%表

)

!$表明新方法计数的结果更具可靠性"

表
)

!!

各组样本在两种方法下红细胞计数结果与

!!!

标准值的相关性分析

组别
)

传统方法
%

新方法
% #

总有效样本组
,$# $%#&, $%#&! $%$$$

低误差样本组
*+ $%##+ $%##" $%$$$

高误差样本组
*) $%#+) $%#+" $%$$$

#

!

讨
!!

论

随着医学科技水平的不断提高$各类全自动细胞计数仪相

继投入到临床检验的应用中"以尿沉渣检查为例$传统的显微

镜检查已经逐步被高效#快捷的尿沉渣分析仪取代&

(

'

"然而$

近年来已有较多来自临床的报道证实尿沉渣分析仪对某些成

分不能做出正确的判断$以致医师做出错误的结论&

)

'

"运用仪

器对脑脊液成分分析也是如此"

($$#

年张庆芳&

!

'报道$直接

用
:

P

L<KVA:4*$$T

对脑脊液细胞进行计数$结果把很多有形

成分直接视为白细胞$最终使有核细胞计数出现较大误差"其

原因是该仪器对非血体液样本中的特殊成分识别能力不足&

*

'

"

#*+

重庆医学
($,+

年
(

月第
!*

卷第
*

期



临床上$精准的定量报告有助于动态观察疾病的发展和治

疗&

+

'

"目前$利用手工法在显微镜下对细胞和特殊成分来计数

依然是最可靠的检查手段$也是最重要的参考方法&

"

'

"

牛鲍氏计数板是一种用玻璃制成的特殊测定工具$主要用

于对体液细胞和微生物进行计数$需与显微镜配合使用$操作

技术要求较高&

&

'

"与各种全自动细胞计数仪相比$牛鲍氏计数

板的测量原理更为科学$所以临床上用其计数结果来为仪器的

校准提供参考依据"牛鲍氏计数板的计数误差主要来自于操

作误差和固有误差(当中由于取样不合理#器材使用不当#稀释

倍数不准确#细胞识别错误等因素所形成的误差属于操作误

差)而由于计数板#盖玻片#血红蛋白吸管不够精准引起的误差

称仪器误差$由于细胞在计数板内分布不均而带来的误差称分

布误差$仪器误差和分布误差统称为固有误差&

#

'

"操作误差和

仪器误差一般可以由提高实验者的技术熟练程度和规范操作

流程来避免$但细胞分布误差却难以消除&

#

'

"

($$!

年
7N/

R

JGL

等&

,$4,,

'报道(由于受流体动力学的作用$较大分布误差明显存

在于低深度的计数池中$而这种现象不存在于计数池深度为

,$$

#

=

的计数池中)由于受毛细现象的牵制$低深度的计数池

还可能会给出偏低的细胞计数结果&

,(

'

"目前国际上通用计数

池深度为
,$$

#

=

的牛鲍氏计数板$压线细胞的处理是计数过

程中的重要环节$传统方法要求对其按照+数上不数下$数左不

数右,的原则来计算$但实践操作中$测试者会发现在许多计数

方格的
!

条边线上各自分布的压线细胞数目有显著差异$因此

这样计数可能会引入较大分布误差"

本研究发现在总有效样本中$新方法计数误差的平均值明

显低于传统方法计数误差的平均值$且相似的情况也存在于低

误差样本组中"另外$在
)

组样本中$两种方法的计数结果与

标准值都具有显著且极高的正相关性)而且所有用新方法计数

的结果与标准值的相关性均高于同组中用传统方法计数的结

果与标准值的相关性"以上数据均说明新方法计算出的结果

更具可靠性"本研究还发现$

*(%(#3

的样本用新方法计数结

果更准确$

)+%"$3

的样本用传统方法计数结果更准确$

,,%$,3

的样本用两种方法计数引出的误差相同$但经过
'

( 检

验后确认该百分比的差异无统计学意义%

#

$

$%*

!"

本研究选用自动化分析仪对全血样本中红细胞水平进行

定标的操作在理论上存在一定争议$毕竟仪器的计数结果不是

+金标准,"采用这种定标方法也源于本实验目的的特殊性是

比较牛鲍氏计数板的两种计数方法$故参考值需要通过非手工

计数方法来获取"本研究选用红细胞作为计数对象是基于两

点考虑(%

,

!在血液成分中$红细胞寿命较长)%

(

!自动化分析仪

对红细胞计数的准确性相对较高"尽管如此$红细胞特殊的延

展性决定了它的平均体积会随着存放时间的延长而逐渐增大$

细胞稳定性随之降低&

,)

'

"所以本实验中的测试者在较短时间

内完成了每份样本的仪器法定标和手工法计数$还多次用原装

血液学质控品来监测仪器的计数过程$以确保其结果的可

信度"

综上所述$新方法的引入在减小牛鲍氏计数板对细胞计数

的误差方面可能有一定的作用"从计数池的显微结构上看$计

数方格的
!

条外边是划分方格内#外区域的界线$故分布于
!

边上的压线细胞约
,

*

(

的概率是属于计数方格内的细胞$所以

采用新方法来计数在理论上也更具合理性"但从另一方面来

看$对
!

条边都进行计数势必会增加测试者的工作量$并相继

延长计数时间$且参照本研究的统计数据$虽然用两种方法计

数出的结果对比标准值的偏差有显著的不同$但是两种方法计

数出的结果值并无明显差异"因而作为测试者$需要根据实验

的要求来灵活选择计数方法$或者在时间相对充裕的条件下联

合运用两种方法来判断细胞分布的均匀性"目前$国内外鲜有

针对压线细胞的分布不均引起计数误差的报道和研究$而本实

验又受时间#条件等因素的限制难以对两种计数方法的优劣性

作出全面的评价$故阐明其中的奥秘仍有待时机"将来$还需

要开展更多关于控制牛鲍氏计数板中细胞分布误差的方法研

究$并从实验对象和参考标准的选择开始就周密布控#逐步斟

酌$相信最终能探索出更有效#更快捷的控制分布误差的计数

方法"
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