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影响ＫｌｅｉｈａｕｅｒＢｅｔｋｅ实验结果的实验因素分析
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　　摘　要：目的　分析ＫｌｅｉｈａｕｅｒＢｅｔｋｅ（ＫＢ）实验的影响因素，以更好地诊断胎母输血综合征。方法　分析不同因素对ＫＢ实

验的影响，确定最佳实验条件。以脐带血和静脉血的混合血为检测样本，计算ＫＢ实验的回收率；以优化的ＫＢ实验检测２００例

未孕妇女以及１００例疑似胎母输血综合征妇女，建立待产妇胎儿红细胞含量的参考值范围。结果　在３７℃脱色８ｍｉｎ、伊红染色

６０ｓ时，胎儿红细胞和成人红细胞积分光密度的比值最大为１０．１３±１．１７，镜下胎儿红细胞染色呈强粉红色，折光性强，脐带血含

量与ＫＢ实验结果的相关系数狉＝０．９９９，回收率为８４．７５％～９６．５５％。待产妇胎儿红细胞含量参考值范围为小于０．６８％。结论

　通过设立阳性对照、阴性对照以及回收率实验建立稳定的ＫＢ实验，能够对胎母输血综合征作出正确诊断。
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　　胎母输血综合征（ＦＭＨ）以胎儿血液通过受损的胎盘进入

母体为特征，症状多为非特异性［１］；实验室准确检测母血中胎

儿红细胞成为临床早期诊断和治疗的基础。ＫｌｅｉｈａｕｅｒＢｅｔｋｅ

（ＫＢ）实验是最常用的实验室诊断方法
［２］；但目前国内开展该

实验的医院少，相关报道也不多。鉴于此，本研究以新生儿血

涂片作为阳性对照，分析不同实验条件对 ＫＢ实验结果的影

响；并通过回收率实验验证ＫＢ实验的准确性，以期更好地应

用于临床，避免发生ＦＭＨ。

１　资料与方法

１．１　一般资料　以２０１１年４～１０月本院妇产科患者作为研

究对象；对照组入选标准：（１）尿液 ＨＣＧ阴性；（２）血红蛋白浓

度高于１００ｇ／Ｌ；（３）红细胞形态正常；（４）年龄２５～３５岁；实验

组入选标准［３］：（１）胎心监护出现正弦样曲线；（２）超声检查发

现胎儿水肿，除外胎儿宫内感染、珠蛋白生成障碍性贫血及染

色体异常；（３）红细胞形态正常；（４）年龄２５～３５岁。入选２００

例未孕患者作为对照组，１００例疑似ＦＭＨ患者为实验组。取

同血型的脐带血和对照组未孕女性静脉血各１份，用ＳＹＳ

ＭＥＸＸＴ１８００ｉ血液分析仪计数其红细胞，然后用生理盐水调

节至两者红细胞浓度一致。将脐带血与未孕女性静脉血混合，

配制成脐带血百分比含量分别为１０％、８％、６％、４％、２％、

１％、０．５％的混合血样品。

１．２　仪器与试剂　８０％乙醇（分析纯，北京化工厂），１ｍｏｌ／Ｌ

枸橼酸（分析纯，北京化工厂），０．２ｍｏｌ／Ｌ磷酸氢二钠（分析

纯，北京化工厂），１％伊红染液（北京化工厂）。酸性洗脱缓冲

液［ｐＨ（３．３±０．２）］配制：将１２．３ｍＬ０．２ｍｏｌ／Ｌ磷酸氢二钠

与３７．７ｍＬ０．１ｍｏｌ／Ｌ枸橼酸混匀。ＯｌｙｍｐｕｓＤＰ２６数码显

微镜。

１．３　方法

１．３．１　血涂片的制备　实验组和对照组的血液均以抗凝静脉

血（１．５～２．２ｍｇ／ｍＬＥＤＴＡＫ２ 抗凝）或末梢血作为血液来

源，按照常规方法推制血涂片。

１．３．２　ＫＢ实验　传统实验方法参见《全国临床检验操作规

程》中血红蛋白Ｆ酸洗脱实验
［４］。在分析其影响因素后对其

进行改进：（１）将制备好的血涂片自然干燥１０ｍｉｎ以上；（２）

·８３１· 国际检验医学杂志２０１３年１月第３４卷第２期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｊａｎｕａｒｙ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．２
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８０％乙醇固定５ｍｉｎ，水洗待干；（３）将固定后的血膜在３７℃的

酸性缓冲液（０．０４９ｍｏｌ／Ｌ磷酸氢二钠，０．０７５ｍｏｌ／Ｌ枸橼酸，

ｐＨ３．３）中洗脱８ｍｉｎ，冲洗干燥；（４）在伊红染液中染色６０ｓ。

水洗待干后，计数１０００个红细胞中胎儿红细胞的百分含量，

作为胎儿红细胞染色结果。

１．３．３　ＫＢ实验影响因素分析　以脐带血含量为５％的混合

血液为检测样本，每种条件染色２０张血涂片，洗脱温度为３７、

２０、１０℃，洗脱时间为１０、８、５、３ｍｉｎ，伊红染色时间为３０、６０、

９０、１２０、１５０、１８０ｓ条件下进行ＫＢ实验染色。染色结束后，在

相同的曝光条件下，采集图像。用ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ６．０软件对

获取的图像进行积分光密度（ＩＯＤ）分析，计算胎儿红细胞和成

人红细胞的ＩＯＤ值；用胎儿红细胞ＩＯＤ除以成人红细胞ＩＯＤ

计算ＩＯＤ比值。然后计算每种条件下２０张血涂片的ＩＯＤ比

值均值。以该比值的均值来评价染色效果：比值越大，表明更

能有效区分胎儿红细胞和成人红细胞；在分析实验影响因素的

基础上分析获得最佳实验条件。

１．３．４　回收率实验　在１．３．３确定的最佳实验条件下，以含

不同浓度脐带血的静脉血（１０％、８％、６％、４％、２％、１％、

０．５％、０％）为检测样本，每份混合血以及不含脐带血的静脉血

制备５张血涂片，计算胎儿红细胞百分含量；以静脉血（脐带血

含量为０％）的胎儿红细胞的百分含量作为基础百分率，计算

回收率：回收率（％）＝（测定百分率－基础百分率）／加样百分

率×１００。

１．３．５　实验组和对照组样品处理　在１．３．３确定的最佳实验

条件下检测对照组和实验组患者样品，计算胎儿红细胞百分

含量。

１．４　统计学处理　实验结果用ＳＰＳＳ１５．０统计学软件进行统

计学处理。ＫＢ实验影响因素的分析采用方差分析以及狋检

验，回收率实验的分析采用直线相关分析，以狓±２．５６狊计算

９５％参考值范围。

２　结　　果

２．１　ＫＢ实验中洗脱温度、时间对染色结果的影响　染色后

胎儿红细胞和成人红细胞ＩＯＤ比值见表１。在３７℃８ｍｉｎ条

件下胎儿红细胞和成人红细胞ＩＯＤ比值最大（犘＜０．０１）。

表１　　洗脱条件对ＫＢ实验的影响

编号
洗脱温度

（℃）

洗脱时间

（ｍｉｎ）

样本数

（狀）

ＩＯＤ比值

（狓±狊）

１ ３７ １０ ２０ ８．１５±１．０７

２ ３７ ８ ２０ １０．１３±１．１７

３ ３７ ５ ２０ ７．１８±０．６８

４ ３７ ３ ２０ ４．０６±０．３９

５ ２０ １０ ２０ ９．２５±０．９２

６ ２０ ８ ２０ ５．４６±０．４７

７ ２０ ５ ２０ ４．２６±０．３３

８ ２０ ３ ２０ ３．７５±０．２６

９ １０ １０ ２０ ６．６４±０．８９

１０ １０ ８ ２０ ４．２１±０．２４

１１ １０ ５ ２０ ３．１３±０．６６

１２ １０ ３ ２０ ２．１６±０．３６

２．２　ＫＢ实验中伊红染色时间对染色结果的影响　将洗脱条

件定为３７℃８ｍｉｎ，染色３０、６０、９０、１２０、１５０ｓＩＯＤ比值分别

为４．１２±０．３７、１０．１５±０．８７、１１．２１±０．８６、８．２３±０．７２、６．２１

±１．１０、７．１５±０．５０，在染色６０、９０ｓ时可获得最佳染色结果，

二者间ＩＯＤ比值差异不具有统计学意义（犘＞０．０５），但与其他

染色时间ＩＯＤ比值比较差异均有统计学意义（犘＜０．０１）。

２．３　回收率实验　洗脱条件为３７℃８ｍｉｎ，伊红染色６０ｓ，胎

儿红细胞被染成粉红色，折光性强，成人红细胞则呈无色空染

状态，折光性差。脐带血与成人静脉血的混合血标本检测结果

见表２，脐带血含量与 ＫＢ实验结果的相关系数狉＝０．９９９，

９５％置信区间为０．９９７～１．０００，回收率为８４．７５％～９６．５５％。

表２　　ＫＢ实验回收率实验结果

脐带血含量

（％）

胎儿红细胞百分

含量（％，狓±狊）

犆犞

（％）

回收率

（％）

０ ０ － －

０．５ ０．４５±０．０９ ２０．１２ ８９．３５

１ ０．８７±０．１４ １６．５３ ８７．４３

２ １．７３±０．３１ １７．６７ ８６．６８

４ ３．３９±０．５２ １５．３４ ８４．７５

６ ５．５６±０．８１ １４．５６ ９２．７３

８ ７．５８±０．９０ １１．８６ ９４．６９

１０ ９．６６±１．０２ １０．５４ ９６．５５

　－：无数据。

２．４　实验组和对照组ＫＢ实验检测结果　ＫＢ实验检测２００

例对照组患者中仅有６例患者偶见有深染的胎儿红细胞，故未

计算其胎儿红细胞比值以及９５％参考值范围。实验组１００例

患者中，胎儿红细胞占红细胞总数的比值的均值为０．３２％，标

准差为０．１４％，取单侧尾部面积，利用公式狓±２．５６狊计算得

到实验组参考值范围为小于０．６８％。最终临床确诊３例

ＦＭＨ患者，ＫＢ实验检测结果为３％、１１％、２．６％；低于参考

值范围的实验组孕妇无确诊ＦＭＨ患者。

３　讨　　论

ＦＭＨ以胎儿血液通过受损的胎盘进入母体为特征
［５６］，

症状多为非特异性，晚期表现为三联征：胎动减少或消失；胎心

监护提示典型的正弦曲线图形，胎心基线变异减少，晚期减速；

Ｂ超检查提示胎儿水肿，胎儿生长受限、死胎。新生儿出生后

表现为皮肤苍白［７］、肌张力减低、低 Ａｐｇａｒ评分、贫血，输血治

疗可矫正临床表现。实验室检测母血中胎儿红细胞的含量是

对该病确诊的直接证据。

ＫＢ实验具有需要仪器少、适合夜班以及休息日的优点，

成为目前主要的检测方法［１，８］。同时该实验具有手工操作多、

对操作者经验要求高、缺少质量控制系统等缺点［９１０］，因此如

何提高实验稳定性及结果准确性，成为实际工作中亟待解决的

问题。

ＫＢ实验的洗脱条件（洗脱时间和洗脱温度）和染色条件

是重要影响因素。随着洗脱温度升高，酸性洗脱液的洗脱力度

增强，获得最佳实验结果的洗脱时间缩短。在某一温度条件

下，随洗脱时间延长，ＩＯＤ比值表现为先增大后减小。以３７℃

洗脱条件为例，开始时 ＨｂＡ洗脱速度远高于 ＨｂＦ洗脱速度，

随着洗脱时间延长成人红细胞着色强度降低（下转第１４２页）
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葡萄球菌的耐药情况严重，青霉素Ｇ、红霉素、克林霉素、复方

新诺明、头孢类抗生素的耐药率均超过６０．００％，提示这些药

物已不适合经验性治疗表皮葡萄球菌败血症；表皮葡萄球对利

奈唑胺、替考拉宁、万古霉素较敏感，耐药率均在５．００％以下，

可作为治疗表皮葡萄球菌败血症的首选药物。近年来，肠球菌

的耐药性愈来愈严重，表现为耐青霉素、高水平耐氨基糖苷类

抗生素及耐万古霉素，各地报道的耐万古霉素肠球菌感染有增

加的趋势［５６］。本研究中虽然未发现耐万古霉素的革兰阳性

菌，但是检出２株对替考拉宁耐药的菌株。这应该引起临床医

生的注意，严格控制糖肽类抗生素的使用，避免万古霉素的滥

用，防止耐药菌株的出现。

本研究中检出真菌１８株，占致病菌的９．０５％。近年来真

菌感染的比例明显升高，这与广谱抗生素、免疫抑制剂、激素的

长期使用及患者自身的免疫状况有关。临床医生应该对真菌

感染引起足够重视，注意预防院内真菌感染，及时检测真菌感

染，严格控制抗生素的使用。本文中检出真菌以马尔尼菲青霉

菌和近平滑念珠菌为主，与国内其他文献报道的以白色念珠菌

感染为主不同［７８］，这可能与地域差异和标本送检量有关。７

株马尔尼菲青霉菌均来自艾滋病患者血标本，提示临床应重视

艾滋病患者真菌感染情况。

综上所述，通过对本院２０１０年１１月至２０１２年３月血培

养病原菌分布及耐药性的统计分析，可以看出血培养标本检出

病原菌种类多、分布广且耐药情况严重。这提示临床医生应重

视血培养，根据药敏试验结果合理使用抗菌药物，减少不合理

的经验性用药，防止抗菌药物滥用及耐药菌株的产生。另外，

医院应该对血培养病原菌的分布和耐药性做好统计工作，帮助

临床医生及时掌握病原菌的耐药状况，指导抗菌药物的合理使

用。
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值高于胎儿红细胞降低值，表现为ＩＯＤ比值增大，到８ｍｉｎ时

达到最大；此后，ＨｂＡ已经被完全洗脱而 ＨｂＦ继续被洗脱，成

人红细胞着色强度不再降低，而胎儿红细胞着色继续降低，表

现为ＩＯＤ比值减小。笔者在对室温（２０℃）以及低温（１０℃）

条件下其他洗脱时间的研究结果未在本文中讲述。伊红染色

时间过短导致胎儿红细胞着色浅，染色时间过长导致背景干扰

高，这些均会导致ＩＯＤ比值下降；在染色６０ｓ和９０ｓ时，可以

获得最佳染色效果。综合考虑后，笔者将洗脱条件定为３７℃

８ｍｉｎ，伊红染色时间定为６０ｓ。

在以混合血液为研究对象的回收率实验中，脐带血含量与

ＫＢ实验结果的相关系数狉＝０．９９９，９５％置信区间为０．９９７～

１．０００，回收率为８４．７５％～９６．５５％，表明本研究建立的 ＫＢ

实验方法获得了高稳定性和准确性，可以准确检出静脉血中的

胎儿红细胞。实验组和对照组ＫＢ实验检测结果对比以及临

床反馈确诊病例的相关情况也从临床实践的角度验证实验结

果的准确性。

综上所述，ＫＢ实验易出现操作不规范、结果不准确的情

况。在开展该实验过程中，应以脐带血为阳性对照，未孕女性

静脉血为阴性对照；在优化洗脱条件、染色条件后，可以通过回

收率实验验证实验结果的准确性。在对临床患者检测中，应结

合孕妇胎儿红细胞参考值范围及其他临床症状对患者作出正

确诊断，避免发生ＦＭＨ。
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