
及主动脉并产生炎症［２］。康金锁等［３］对２５５例梅毒血清阳性

患者进行分析（研究的对象多为中老年人或自觉无任何梅毒相

关症状者），在ＴＰＰＡ阳性患者中，主动脉疾病及心力衰竭患

病率显著升高。梅毒性心血管病多数在梅毒感染１０～２５年后

发病，一旦出现症状多属晚期，并发症较多，故早期诊断尤为重

要。心血管梅毒的患病率与梅毒的早期及时治疗有密切的关

系，如果在早期能及时治疗，梅毒性心血管病的患病率仅为

０．４％，未经治疗或是治疗不充分的梅毒患者患病率高，尸检时

可有７５％～８５％的患者有心血管病变
［４］。因此笔者对隐性梅

毒患者的心功能、血脂、血糖常用生化指标进行了分析，以期能

初步了解隐性梅毒患者这些生化指标的特点，提高临床医生对

隐性梅毒的重视。已有大量实验数据表明，螺旋体对主动脉滋

养血管更具偏好，特别是近端主动脉。经梅毒螺旋体入侵后，

主动脉内膜出现弥漫性病变，粥样硬化性改变几乎波及受累主

动脉的整个内膜面。粥样硬化斑大量形成，即所谓“树皮剥脱

征”。胆固醇，特别是ＬＤＬＣ是形成动脉硬化的主要物质
［５］，

临床测定ＴＣ、ＴＧ、ＨＤＬＣ和ＬＤＬＣ对心脏事件的危险评估

是非常重要的。经过两组结果比对可以发现，试验组的 ＴＧ、

ＴＣ、ＬＤＬＣ的异常率及结果范围均高于对照组，这提示隐性梅

毒患者体内可能已经出现血脂代谢紊乱。

通过同时测定心肌酶谱发现，试验组的ＣＫ、ＡＳＴ、αＨＢ

ＤＨ异常率与对照组也存在显著的统计学意义。这与罗平

等［６］的报道非常相似，他们发现老年梅毒患者心肌标志物异常

以ＣＫ、ＡＳＴ较为常见，其发生率分别为３７．９％、２９．１％。而众

所周知，这三个指标是在心肌损伤时均会有不同程度的升高，

是心机损伤的标志物。此结果提示在隐性梅毒患者中可能有

一部分已出现心肌损伤，因心血管有较强的代偿机制，故不显

示症状，只有当病变严重，妨碍血液循环时才出现症状，引起患

者重视而就医。另外，值得注意的是，试验组的 ＧＬＵ异常率

较正常组显著增高（犘＝０．０００）。笔者推测隐性梅毒患者发生

心血管病变可能与梅毒螺旋体入侵导致机体糖脂代谢紊乱有

一定关系，其具体发生机制还有待于进一步考证。

从以上这些研究笔者发现尽管隐性梅毒患者的心功能、血

脂、血糖方面部分血清生化指标结果显示与对照组出现差异，

但其数值基本都是在正常参考范围波动，或是轻度增高或降

低。这可能是因为隐性期时，梅毒螺旋体隐藏在组织或淋巴系

统内，虽然临床上没有症状，但心血管系统还是会出现一些早

期不易被察觉的病变，当机体抵抗力降低时便会出现临床症

状。对隐性梅毒患者进行血生化指标检测不仅反映了这些组

织器官自身的健康与功能状态，而且往往还预示了隐性梅毒患

者相关并发症的发生、发展及预后，对辅助临床对该类病患的

诊疗及判断预后起到了积极作用。应该注意的是在临床上对

每一项血生化指标的分析都不应孤立地进行，而必须结合多个

指标及梅毒血清学试验甚至多种辅助检查结果进行综合评价，

只有这样才能正确把握该项指标所体现的实际临床意义，更科

学地反映隐性梅毒患者的病理生理状态，及时准确地制定出正

确合理的诊疗策略。
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·检验技术与方法·

相差显微镜计数血小板方法的建立和评价

彭玉莲，马　骥，吕国全，马　艳，郑智明，郑松柏△

（广东省中医院检验医学部，广东广州５１０１２０）

　　摘　要：目的　建立和评价相差显微镜血小板（ＰＬＴ）计数法。方法　用相差显微镜法（许汝和法：ＰＬＴ稀释液０．３８ｍＬ加２０

μＬ血液，混匀，充池，镜检计数）计数３次取平均值。同时，将其计数的８４例ＰＬＴ与电阻抗法、光散射法的检测结果进行比较。

结果　相差显微镜手工计数法计数ＰＬＴ高值（８９５×１０９／Ｌ）、中值（２３３×１０９／Ｌ）、低值（１０×１０９／Ｌ）标本的变异系数（犆犞）分别为

２．９％、２．７％、１４．８％。ＰＬＴ在４０×１０９／Ｌ～８２８×１０９／Ｌ范围内线性良好（狉＝０．９９９３）。ＰＬＴ计数在标本采集后４．５ｈ内稳定。

与电阻抗法、光散射法计数ＰＬＴ的比较：当１００×１０９／Ｌ＜ＰＬＴ≤３００×１０９／Ｌ时其他两种方法测定结果与相差显微镜计数法计数

的结果比较差异无统计学意义（犘＞０．０５）。而ＰＬＴ＜１００×１０９／Ｌ或ＰＬＴ＞３００×１０９／Ｌ时，其他两种方法测定结果与相差显微镜

计数法计数的结果比较差异有统计学意义（犘＜０．０５）。结论　相差显微镜手工计数法特异、准确、精密、线性和稳定性较好，是作

为ＰＬＴ异常时进行复核的可靠方法。

关键词：血小板计数；　相差显微镜；　自动分析；　方法建立和评价

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１３．１７．０４０ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７３４１３０（２０１３）１７２２９５０３

　　目前，大部分地区已经引进了全自动血液分析仪用来替代

手工操作方法，全自动血液分析仪具有效率高、重复性好、检测

结果准确性高等优点，可以避免手工操作时由于操作人员操作

水平和习惯不同对结果造成的误差。但大部分学者认为，在血

·５９２２·国际检验医学杂志２０１３年９月第３４卷第１７期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．１７

 基金项目：广东省医学科研基金课题（Ａ２０１０２１６）；广东省中医院朝阳人才专项（２０１３ＫＴ１０６５）。　△　通讯作者，Ｅｍａｉｌ：ｓｏｎｇｂａｉｚｈｅｎｇ＠

ｓｉｎａ．ｃｏｍ。



液分析中三分类的血液分析仪或者是更高档次的五分类血液

分析仪都不能取代一个熟练的检验科技术人员的手工操作［１］，

因为血小板（ＰＬＴ）容易黏附、聚集、破碎，而且计数时容易受到

小红细胞、红细胞碎片、非ＰＬＴ颗粒（简称ＮＰＰｓ）等的影响，血

细胞分析仪因不能识别这些异常颗粒而导致计数结果不准确，

出现ＰＬＴ计数结果假性减低或假性增高。相差显微镜计数能

清楚的将ＰＬＴ与其他非ＰＬＴ的各种干扰成份区分开来，保证

ＰＬＴ计数的准确性
［２］。因此研究者建立该计数法并对其进行

了评价，同时将该方法与其他两种ＰＬＴ计数方法———电阻抗

法、光散射法的结果进行比较。

１　资料与方法

１．１　一般资料　收集门诊、住院患者和健康体检者新鲜血标

本共８４例，该标本为真空采血管（购自广州阳普公司）采集的

静脉血，由ＥＤＴＡＫ２ 抗凝，室温下放置。根据Ｓｙｓｍｅｘ１０００ｉ

（简称 ＸＳ１０００ｉ）的检测结果，将 ＰＬＴ 分为：低值组（１×

１０９／Ｌ～９９×１０９／Ｌ）２０例，中值组（１００×１０９／Ｌ～３００×１０９／Ｌ）

３３例，高值组（＞３００×１０９／Ｌ）３１例共３组。每例标本均作涂

片染色，在显微镜下观察有没有巨大ＰＬＴ、细胞碎片、ＰＬＴ聚

集等异常情况。

１．２　血细胞计数仪计数ＰＬＴ　计数ＰＬＴ时，ＸＳ１０００ｉ血液

分析仪采用电阻抗法，以及其原装配套的试剂、校准品和质控

全血，温度１５～３０℃。ＡＤＶＩＡ２１２０血细胞分析仪采用的是

二维激光法，其原装配套的试剂、校准品和质控全血，运行环境

为温度１５～３０℃，相对湿度４５％～８５％，仪器法计数３次，取

其计数结果平均数。

１．３　相差显微镜计数法计数ＰＬＴ　按《全国临床检验操作规

程》第３版
［３］操作。用ＥＤＴＡＫ２抗凝，取２０μＬ全血，加入到

０．３８ｍＬ草酸铵稀释液（草酸铵１０ｇ／ＬＥＤＴＡＮａ２０．１２ｇ／Ｌ）

中，振荡混匀，静置１５ｍｉｎ，混匀再充入牛鲍式计数板，在湿盒

中静置２０ｍｉｎ后在相差显微镜下计数ＰＬＴ。所用加样器均经

过校准。所有标本在２ｈ内计数完毕。

１．４　统计学处理　利用ＳＰＳＳＳｔａｔｉｓｔｉｃｓ１７．０对结果进行统计

学分析。以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　稳定性　取一份新鲜血标本，在不同放置时间内分别用

相差显微镜计数ＰＬＴ，结果见表１。结果显示标本在４．５ｈ内

测定结果稳定，犆犞＝４．０７％。

表１　　不同放置时间内ＰＬＴ计数结果

放置时间（ｈ） ０ １．０ １．５ ２．０ ２．５ ３．０ ３．５ ４．０ ４．５

ＰＬＴ（×１０９／Ｌ） １６２ １５８ １６７ １６０ １４７ １７０ １６５ １５６ １６０

２．２　线性分析　以一高值标本（８２８×１０９／Ｌ）用草酸铵稀释

液作系列稀释：１００％、８０％、４０％、２０％、１０％、５％，相差显微镜

手工计数法计数ＰＬＴ各３次，取平均值。结果显示相差显微

镜手工计数结果在４０×１０９／Ｌ～８２８×１０９／Ｌ范围内线性良好，

与期望值具有较高的相关性（狉＝０．９９７５）。

２．３　不精密度　取高值（８９５×１０９／Ｌ）、中值（２３３×１０９／Ｌ）、低

值（１０×１０９／Ｌ）标本各一份，每份标本连续重复测定ｌ０次，结

果显示犆犞分别为２．９％、２．７％、１４．８％。

２．４　各种ＰＬＴ计数方法结果比较　当ＰＬＴ在１００×１０
９／Ｌ＜

ＰＬＴ≤３００×１０
９／Ｌ范围内时其他２种方法测定结果与相差显

微镜计数法计数的结果比较差异无统计学意义（犘＞０．０５）。

而ＰＬＴ＜１００×１０
９／Ｌ或ＰＬＴ＞３００×１０９／Ｌ时，其他２种方法

测定结果与相差显微镜计数法计数的结果比较差异有统计学

意义（犘＜０．０５）。见表２～４。

表２　　低值组３种方法对比计数结果的比较（×１０９／Ｌ）

方法 狀 测定范围 平均值 狋 犘

手工计数法 ２０ １２～９３ ４５．５０ － －

ＸＳ１０００ｉ ２０ ６～９５ ３７．７５ －４．９３９ ＜０．０１

ＡＤＶＩＡ２１２０ ２０ ９～９７ ４２．６５ －２．５４ ０．０２

　　－：无数据。

表３　　中值组３种方法对比计数结果的比较（×１０９／Ｌ）

方法 狀 测定范围 平均值 狋 犘

手工计数法 ３３ １００～２８９ ２０３．８５ － －

ＸＳ１０００ｉ ３３ １０１～２９０ ２０５．２４ １．７５ ０．０９

ＡＤＶＩＡ２１２０ ３３ １０９～３０７ ２０６．５５ １．５９２ ０．１２１

　　－：无数据。

表４　　高值组３种方法对比计数结果的比较（×１０９／Ｌ）

方法 狀 测定范围 平均值 狋 犘

手工计数法 ３１ ２１０～８４４ ３４２．０３ － －

ＸＳ１０００ｉ ３１ ３０３～８９５ ４１０．６１ ５．８９２ ＜０．０１

ＡＤＶＩＡ２１２０ ３１ ２２７～９６２ ４０１．４８ ５．４５８ ＜０．０１

　　－：无数据。

３　讨　　论

准确计数外周血的ＰＬＴ，是目前血液学和检验医学界的

热门话题，但要准确计数ＰＬＴ实非易事
［４５］。目前ＰＬＴ计数

方法主要有手工计数法、电阻抗法和光散射法，还有 ＰＬＴ／

ＲＢＣ比值法
［６］。尽管血细胞分析仪在原理和技术上已经有了

很大的进步，但在许多临床实验室，ＰＬＴ计数结果仍然难以令

人满意。这是因为ＰＬＴ计数的干扰因素较多，如ＥＤＴＡ依赖

性ＰＬＴ假性减少、细胞碎片、颗粒杂质、ＰＬＴ聚集和黏附等都

可对计数结果产生较大干扰。如何选择一种准确、快速和实用

的ＰＬＴ计数方法，是当今急需解决的问题。因此本文的目的

就是建立一种能够准确计数、经济实惠、易于普及的ＰＬＴ计数

方法并且可以作为评价其他ＰＬＴ计数方法的标准。

本文通过实验分析显示相差显微镜法在４．５ｈ内计数结

果稳定，线性良好，精密度较好。当血１００×１０９／Ｌ＜ＰＬＴ≤

３００×１０９／Ｌ时，３种方法计数结果比较差异无统计学意义

（犘＞０．０５），而ＰＬＴ＞３００×１０９／Ｌ时３种方法结果比较差异有

统计学意义（犘＜０．０１），仪器法计数结果明显高于相差显微镜

手工法，其原因主要是小红细胞和红细胞碎片的干扰导致仪器

法计数结果偏高［７８］。红细胞碎片的干扰常出现在体内有溶血

的患者中，比如地中海贫血，由于反复溶血刺激骨髓释放不成

熟红细胞，产生的红细胞碎片和有核红细胞干扰ＰＬＴ和白细

胞的检测，使ＰＬＴ和白细胞的检测结果假性增高，这种现象可

以采取手工计数ＰＬＴ加以矫正。而ＰＬＴ≤１００×１０９／Ｌ时仪

器法计数结果低于相差显微镜手工法，主要原因是ＥＤＴＡ依

赖性ＰＬＴ假性减少导致计数结果偏低
［９］，ＰＬＴ发生黏附聚

集，体积增大超过了仪器对ＰＬＴ计数阈值设定的范围，使血细
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胞计数仪无法识别而不被计数，导致ＰＬＴ假性减少。这种情

况需要人工计数ＰＬＴ来进行校正处理，或者使用枸橼酸盐、草

酸盐抗凝血液、ＥＤＴＡ抗凝血中加入丁胺卡那霉素
［４］的办法来

获得最准确的ＰＬＴ数值。另外大ＰＬＴ的干扰和小ＰＬＴ的干

扰也会导致仪器法计数结果偏低。相差显微镜是利用相差板

的光栅作用引起位相差异，并显示出光强度的明暗对比，使

ＰＬＴ在暗视野中易于识别，从而能清楚的将ＰＬＴ与其他非

ＰＬＴ的各种干扰成份明显地区分开来，保证ＰＬＴ计数的准确

性［１０］。

总之，相差显微镜计数法计数ＰＬＴ具有准确性、精密度、

线性和稳定性好，方法简单实用、经济实惠，适合各种大小医院

的普及等优点。同时，与其他ＰＬＴ自动分析法检测结果间有

良好的一致性，不失为一种可以在临床实验室建立的准确计数

ＰＬＴ的可靠方法并用于评价其他ＰＬＴ计数方法。
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·检验技术与方法·

呼吸道非典型病原体抗体实验室检测及病原分析

单咏梅，周　宏，杨　凡，万海英

（上海同济大学附属同济医院检验科，上海２０００６５）

　　摘　要：目的　了解９种非典型呼吸道病原体抗体的检测对呼吸道感染疾病的诊疗价值。方法　采用间接免疫荧光法

（ＩＦＡ），检测肺炎支原体（ＭＰ）、肺炎衣原体（ＣＰ）、嗜肺军团菌（ＬＰ）、Ｑ热立克次体（ＣＢ）、腺病毒（ＡＤＶ）、呼吸道合胞病毒（ＲＳＶ）、

甲型流感病毒（ｉｎｆｌｕｅｎｚａＡｖｉｒｕｓ）、乙型流感病毒（ｉｎｆｌｕｅｎｚａＢｖｉｒｕｓ）、副流感病毒（ＨＰＩＶｓ）等９种呼吸道病原体ＩｇＭ抗体，分析其

在呼吸道感染性疾病中的检出情况及临床意义。结果　２９９０例呼吸道感染患者，９种常见非典型病原体抗体（ＩｇＭ）均有阳性检

出，总阳性率为２９．６７％（８８７／２２９０）；其中以肺炎支原体、乙型流感病毒、嗜肺军团菌感染最为常见，ＩｇＭ 抗体阳性率分别为

１３．７％、４．６％和４．４％；嗜肺军团菌好发于夏秋季，第３、４季度ＩｇＭ抗体阳性率分别为６．３％、６．９％；肺炎支原体感染未见明显季

节性变化；呼吸道合胞病毒感染率最高为第１季度，ＩｇＭ抗体检出阳性率为４．２％；乙型流感病毒感染以第４季度高发，阳性率为

９．１％；成人与儿童患者均以肺炎支原体、乙型流感病毒、嗜肺军团菌检出率较高，儿童患者阳性率分别为１０．７％、１０．３％和

５．６％；成人患者阳性率分别为１５．０％、２．２％和４．０％；其中乙型流感病毒感染率较成人显著增高（χ
２＝９．５６，犘＜０．０１），其余非典

型病原体ＩｇＭ检出阳性率较低，且成人与儿童阳性率差别不大。结论　呼吸道感染的病原体复杂多样，应该使用不同的诊断方

法同时检测，以获得最佳的诊断结果。采用间接免疫荧光法（ＩＦＡ）同时检测９种非典型呼吸道病原体ＩｇＭ抗体，简便、快速、适合

于常规临床诊疗要求，具有重要临床意义。

关键词：呼吸道病原体；　ＩｇＭ；　肺炎支原体；　嗜肺军团菌

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１３．１７．０４１ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７３４１３０（２０１３）１７２２９７０３

　　呼吸道感染分为上呼吸道感染和下呼吸道感染，上呼吸道

感染常见病因为病毒，少数由细菌引起；下呼吸道感染是最常

见的感染性疾病，包括急性气管支气管炎、慢性支气管炎、肺

炎、支气管扩张等，由病毒、细菌、支原体、衣原体、军团菌等微

生物引起，其防治应遵循预防为主、准确诊断、及时治疗的原

则，治疗时必须明确引起感染的病原体以选择有效的抗生素。

非典型病原体的感染，主要是指肺炎链球菌等常见细菌以外的

病毒、衣原体、支原体等病原体引起的感染，明确病原体、早期

诊断、合理用药是治疗非典型病原体的感染的关键。已报道的

非典型呼吸道病原体有很多，最常见的有肺炎支原体（ＭＰ）、肺

炎衣原体（ＣＰｎ）、嗜肺军团菌（Ｌｐ）、及 Ｑ热立克次体等
［１］。这

些非典型呼吸道病原体因其临床的非特异性症状，大部分依靠

实验室检查方法，而检查方法多种多样。然而这些病原体的共

同特点是分离培养困难，因而缺乏所谓的诊断“金标准”。为了

解本院呼吸道感染患者中非典型病原体的感染状况，研究者对

２０１２年１～１２月全年２９９０例吸道感染患者进行非典型病原体

（ＭＰ、ＣＰｎ、Ｌｐ、Ｑ热立克次体、腺病毒、呼吸道合胞病毒、甲型流

感病毒、乙型流感病毒、副流感病毒）ＩｇＭ检测，现报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选自同济大学附属同济医院２０１２年１～１２
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