
表１　　９０份血浆ＥＶ７１ＩｇＭ检测结果（狀）

ＥＬＩＳＡ法结果
ＧＩＣＡ法结果

阳性 阴性
合计

＜０．１００ １３ ３９ ５２

０．１００～＜０．１５０ ７ ７ １４

≥０．１５０ ２３ １ ２４

合计 ４３ ４７ ９０

２．２　ＧＩＣＡ与ＥＬＩＳＡ法检测结果比较　９０份血浆抗ＥＶ７１

ＩｇＭ抗体结果进行配对列表，见表２。临床诊断一致性Ｋａｐｐａ

检测，Ｋａｐｐａ值为０．５２３，犘＜０．０５。说明用 ＧＩＣＡ法检测抗

ＥＶ７１ＩｇＭ抗体结果与ＥＬＩＳＡ法结果一致性一般。两法的符

合率为７６．７％（６９／９０）。两配对样本的 ＭｃＮｅｍａｒχ
２ 检验，ＧＩ

ＣＡ法检测抗 ＥＶ７１ＩｇＭ 抗体结果与 ＥＬＩＳＡ 法结果，犘＝

０．０００，犘＜０．０５认为两法检验结果不一样，ＧＩＣＡ法阳性结果

高于ＥＬＩＳＡ法。

表２　　ＧＩＣＡ与ＥＬＩＳＡ法检测９０份血浆抗ＥＶ７１ＩｇＭ

　　　抗体结果比较（狀）

ＥＬＩＳＡ
ＧＩＣＡ

阳性 阴性
合计

阳性 ２３ １ ２４

阴性 ２０ ４６ ６６

合计 ４３ ４７ ９０

３　讨　　论

ＨＦＭＤ由超过多种肠道病毒可引起。胶体金免疫层析法

（ＧＩＣＡ）测定具有简便、快速、特异性高、试剂稳定等优点
［３］，为

传染病的早诊断、早分类隔离治疗提供了依据。

目前ＧＩＣＡ法检和ＥＬＩＳＡ法检测抗ＥＶ７１ＩｇＭ抗体已在

临床检测中使用。特别在基层医疗单位得以开展。从本实验

两种方法检测９０份标本对比的结果看，一致性一般，Ｋａｐｐａ值

为０．５２３，犘＜０．０５；两法的符合率为７６．７％（６９／９０）。差异有

统计学意义（犘＜０．０５），ＧＩＣＡ法的阳性率４７．８％（４３／９０）明显

高于ＥＬＩＳＡ法的阳性率２６．７％（２４／９０）。本研究的结果与

ＧＩＣＡ法试剂说明书“产品性能指标”中给出的两法符合率

９６．５０％，Ｋａｐｐａ值为０．９２不一致。这可能是由于本实验研究

对象特殊，都是临床症状上已经诊断为 ＨＦＭＤ，７１．１％（６４／

９０）患者的标本是在发病２４ｈ内采集，２８．９％（２６／９０）是在发

病４８ｈ内的标本。而抗ＥＶ７１ＩｇＭ抗体在手足口病发病的第

１天即可出现，至第５天阳性率达到峰值
［４］，虽有抗ＥＶ７１ＩｇＭ

抗体产生，但未达到ＥＬＩＳＡ法的ｃｕｔｏｆｆＡ值（０．１５０），但目测

ＧＩＣＡ试条，测试区已经可以分辨出色带。对于两种方法阴性

性标本，应对患者随后再次复查以免漏检。

综上所述，ＧＩＣＡ法检测抗ＥＶ７１ＩｇＭ 抗体对手足口病患

儿及时诊断、分类收治提供了一种简便、快速的检测方法。对

于发病初期的患儿ＧＩＣＡ法检出阳性率要高于ＥＬＩＳＡ 法，两

法一致性一般。应相对标准化对ＧＩＣＡ试条结果的目测方法，

减少人为因素，同时希望试剂生产厂家对试剂做出相应优化，

使结果更易判读。

参考文献

［１］ 胡亚美，江载芳．诸福棠使用儿科学［Ｍ］．７版．北京：人民卫生出

版社，２００２：８０８．

［２］ 蒋晓清，邢学森，官旭华，等．湖北省２０１１年手足口病流行特征分

析［Ｊ］．中国预防医学杂志，２０１２，１３（５）：５．

［３］ 曾章新，刘文星，朱忠勇，等．胶体金免疫层析法检测乙型肝炎表

面抗原的评价［Ｊ］．中华医学检验杂志，１９９９，２２（６）：３２７．

［４］ 赵静，徐军，陈威巍，等．肠道病毒７１型ＩｇＭ抗体检测在手足口病

早期诊断中的价值［Ｊ］．中华实验和临床病毒学杂志，２０１１，２５

（２）：１４０．

（收稿日期：２０１３０４１８）

·检验技术与方法·

纠正ＥＤＴＡＫ２抗凝剂致假性血小板减少方法的探讨

梁培松，王结珍，杨山虹，孙各琴，陈　颖，韩登科

（广东省中山市人民医院检验医学中心，广东中山５２８４００）

　　摘　要：目的　探讨纠正ＥＤＴＡＫ２ 抗凝剂致假性血小板减少的方法。方法　用ＳｙｓｍｅｘＸＥ２１００型全自动血液分析仪检测

２０例健康体检者不同时间３种抗凝血血小板数值及１１例ＥＤＴＡ依赖性假性血小板减少症（ＥＤＴＡＰＴＣＰ）患者不同抗凝血在１５

ｍｉｎ血小板数值，同时作手工血小板计数。结果　１５～３０ｍｉｎ内健康体检者ＥＤＴＡＫ２ 抗凝血血小板数值与手工血小板计数值

相比差异无统计学意义（犘＞０．０５），不同时间的枸橼酸钠和肝素锂抗凝血血小板数值与手工血小板计数值相比差异有统计学意

义（犘＜０．０５）。ＥＤＴＡＰＴＣＰ患者枸橼酸钠和肝素锂抗凝血在１５ｍｉｎ内测定的血小板数值与手工血小板计数值相比差异有统计

学意义（犘＜０．０５）。结论　枸橼酸钠和肝素锂抗凝剂不可替代ＥＤＴＡＫ２ 抗凝剂用于全自动血液分析仪血小板的检测，手工血小

板计数是目前最为理想的纠正ＥＤＴＡＫ２ 抗凝剂致假性血小板减少的方法。

关键词：枸橼酸钠；　肝素；　血小板假性减少
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　　血小板（ＰＬＴ）在体内具有止血、凝血等重要生理功能，使

得ＰＬＴ计数在临床诊疗中有重要的作用。因不同的抗凝剂对

血小板及其参数的影响不一样，所以抗凝剂的选择非常重要。

虽ＥＤＴＡ作为国际血液学标准化委员会认定对血细胞影响较

小的血液抗凝剂，被广泛推广和应用，但其抗凝的静脉血在全

自动血液分析仪检测时，由于仪器自身检测原理的局限性偶会

引起血小板的假性减少，如不能及时诊断和鉴别可导致增加其

他不必要的检查，甚至误诊误治。因此本实验旨在研究用不同

抗凝剂，不同时间检测对血小板的影响及探讨纠正ＥＤＴＡ盐

抗凝剂致假性血小板减少的方法。本实验报道如下。
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１　资料与方法

１．１　一般资料　随机选择２０例健康体检者，男、女比例为

１∶１；１１例ＥＤＴＡ依赖性假性血小板减少症（ＥＤＴＡＰＴＣＰ）

患者，其中男４例，女７例。

１．２　仪器与试剂　ＳｙｓｍｅｘＸＥ２１００型全自动血液分析仪及

配套试剂和质控品。ＥＤＴＡＫ２ 真空抗凝管、枸橼酸钠真空抗

凝管、肝素锂真空抗凝管均由广州阳普医疗用品有限公司生

产；按照《全国临床检验操作规程》配制草酸铵稀释液。

１．３　方法　按要求采集规定量静脉血，分别置于ＥＤＴＡＫ２

抗凝管、枸橼酸钠抗凝管、肝素锂抗凝管内．健康体检者不同抗

凝血分别于５、１５、３０、６０ｍｉｎ用ＳｙｓｍｅｘＸＥ２１００型全自动血

液分析仪检测ＰＬＴ板数值。ＥＤＴＡＰＴＣＰ患者不同抗凝血于

抽血后１５ｍｉｎ内 用ＳｙｓｍｅｘＸＥ２１００型全自动血液分析仪检

测ＰＬＴ数值；按照《全国临床检验操作规程》要求完成手工

ＰＬＴ计数。每个测量进行两次，取均值。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０进行统计分析，采用作配

对资料比较狋检验，检验水准α＝０．０５。以犘＜０．０５为差异有

统计学意义。

２　结　　果

２．１　不同时间３种抗凝血的ＰＬＴ计数结果比较　健康体检

者手工ＰＬＴ计数的均值为（２２７．２５±４４．８１）×１０９／Ｌ。ＥＤＴＡ

Ｋ２ 抗凝血ＰＬＴ在１５ｍｉｎ测得值最高，枸橼酸钠抗凝血和肝

素锂抗凝血ＰＬＴ以５ｍｉｎ测得值最高。ＥＤＴＡＫ２ 抗凝血在

６０ｍｉｎ内ＰＬＴ测得值变化小，而枸橼酸钠抗凝血和肝素锂抗

凝血变化大，且随着时间的延长而显著降低。１５～３０ｍｉｎ内

ＥＤＴＡＫ２ 抗凝血ＰＬＴ计数值与手工ＰＬＴ计数值相比差异无

统计学意义（犘＞０．０５）。５、１５、３０、６０ｍｉｎ肝素锂和枸橼酸钠

抗凝血ＰＬＴ计数值与手工ＰＬＴ计数值相比差异有统计学意

义（犘＜０．０５）．５、１５、３０、６０ｍｉｎ肝素锂和枸橼酸钠抗凝血ＰＬＴ

计数值与ＥＤＴＡＫ２ 抗凝血ＰＬＴ计数值相比差异有统计学意

义（犘＜０．０５），见表１。

表１　　不同时间３种抗凝血的血小板结果比较（狓±狊，×１０９／Ｌ）

项目 ５ｍｉｎ １５ｍｉｎ ３０ｍｉｎ ６０ｍｉｎ

ＥＤＴＡＫ２抗凝管 ２２３．２５±４４．０８ ２２９．７０±４４．１９ ２２５．４５±４４．３３ ２２０．７０±４３．５０

枸橼酸钠抗凝管 ２１８．００±４４．５７ ２１０．９５±４６．６８ １７８．１５±４８．６８ １４８．１０±５０．５６

肝素锂抗凝管 １８４．１０±４７．２３ １７１．５５±４５．５１ １４９．９５±４１．７６ １４１．０５±４５．３４

２．２　１５ｍｉｎ内１１例ＥＤＴＡＰＴＣＰ患者不同抗凝血血小板检

测结果　２例为健康体检者；４例癌症患者；１例系统性红斑狼

疮患者；１例肺部感染患者；１例妊娠妇女；１例肾功能衰竭患

者；１例慢性肝炎患者。ＥＤＴＡＰＴＣＰ患者血小板严重减少，

其ＥＤＴＡＫ２ 抗凝血血涂片在显微镜下可见大片血小板聚集；

其肝素锂和枸橼酸钠抗凝血ＰＬＴ计数值均在正常范围之内，

但与手工血小板计数相比差异有统计学意义（犘＜０．０５）。各

患者检测结果见表２。

表２　　１１例病例不同抗凝血的血小板检测结果（×１０９／Ｌ）

病例 ＥＤＴＡ 肝素 枸橼酸钠 手工法

１ １９ １２１ １７２ １７９

２ ７ １５０ １８５ １９９

３ １６ １０６ １３８ １４６

４ １７ １１８ １４６ １８５

５ １０ １４３ １８０ １９４

６ ２５ １３０ １６８ １７７

７ ２１ １２４ １６９ １８６

８ １６ １１２ １５４ １６７

９ ３７ １００ １３７ １５８

１０ １２ １４７ １７９ ２０４

１１ ９ １６５ １９１ ２１５

３　讨　　论

枸橼酸钠是一种钙的鳌合物，呈碱性，可与钙离子形成可

溶性鳌合物。其抗凝性弱，易使ＰＬＴ聚集而致总数减少。肝

素锂抗凝主要作用是抑制凝血活酶与凝血酶形成，并激活纤溶

酶。由于肝素能引起ＰＬＴ聚集及肿胀，过量的肝素导致ＰＬＴ

破坏，对ＰＬＴ计数影响大。枸橼酸钠和肝素锂抗凝导致聚集

的ＰＬＴ通过微孔，由于体积较大，不易识别
［１］。ＥＤＴＡＫ２ 能

与血液中钙离子结合成螯合物，使Ｃａ２＋失去凝血作用，阻止血

液凝固。其抗凝性强，可抑制血小板凝聚，使离体后的血小板

离散成为单个颗粒，对血小板计数的影响较小。因此抗凝剂的

选择，对血小板的准确计数非常重要。在本研究中可以看到，

枸橼酸钠抗凝血和肝素锂抗凝血血小板数值与手工法计数值

有显著的差异。此两种抗凝剂并非应用于血小板计数的首选

抗凝剂。而 ＥＤＴＡＫ２ 抗凝血与手工计数值相比较差异小。

ＥＤＴＡ作为血常规检测的抗凝剂已得到了广泛应用，但ＥＤ

ＴＡＫ２ 偶尔可导致血小板发生聚集，引起ＥＤＴＡＰＴＣＰ，发生

率为０．０９％～０．２０％
［２］。引起ＥＤＴＡＰＴＣＰ的原因尚未完全

明确，目前有研究认为由于在ＥＤＴＡＫ２ 作为抗凝剂的前提下

出现的免疫介导血液中冷抗血小板自身抗体，使血小板互相发

生凝集现象。ＥＤＴＡ可导致血小板活化，因而改变血小板膜表

面某种隐匿性抗原构象，与存在于血浆中的自身抗体结合，激

活ＰＬＡ、ＰＬＣ、ＡＡ、ＡＤＰ、５ＨＴ等活性物质。这些活性物质又

能活化血小板纤维蛋白原受体，促使血小板与纤维蛋白原聚集

成团，出现使血小板互相凝集现象。这种ＥＤＴＡ依赖的冷抗

血小板自身抗体直接作用于血小板膜糖蛋白Ⅱｂ／Ⅲａ上，同时

这种与血小板结合的自身抗体Ｆｃ端可与单核细胞或淋巴细胞

膜上Ｆｃ受体结合，出现卫星现象。其可能与血浆中的抗血小

板抗体和抗心磷脂抗体等自身抗体有关［３６］。从本院发现的病

例可见，ＥＤＴＡ抗凝剂致假性ＰＬＴ减少可发生在肿瘤患者、自

身免疫病患者、肝病患者及肾病患者等身上，也可发生在健康

体检者当中，并未发现任何病理及生理意义。本研究选取１５

ｍｉｎ内计数血小板，是因为一般医院从抽血到运送至检验医学

中心完成检测要１０多分钟。从ＥＤＴＡＰＴＣＰ患者血小板的计

数可知，肝素锂抗凝剂与枸橼酸钠抗凝剂都对血小板的计数有

一定的影响，其结果只能作为发现血小板假（下转第２４８３页）
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ＬＩＳ已被越来越多的医院认可，广泛应用于检验科科室工作、

管理的方方面面，成为检验科必不可少的组成部分［３５］。目前，

泰安市三级医院检验科已全部使用ＬＩＳ进行科室管理，二级医

院也已部分应用。ＴＡＴ已经被作为反映检验科服务质量的重

要指标，各医院的重视程度越来越高，在保证检验质量的基础

上缩短ＴＡＴ已成为检验科提高工作质量的目标
［６８］。统计结

果显示，利用ＬＩＳ系统的自动审核功能与人工审核相比在血常

规结果异常提示上无显著差异，而且自动审核的提示的数量较

人工审核还高。不仅如此，自动审核的引入将血常规的ＴＡＴ

提高了近１０ｍｉｎ，减少了患者检验报告的等待时间，极大地方

便了患者就诊。危急值是指可能危及患者生命的检验结果，如

果不给予及时、有效的干预，患者将处于危险的状态。缩短危

急值标本的回报时间对保证患者的安全显得尤为重要［９］。检

验危急值的报告已经在等级医院评审中被列为一项评价临床

实验室重要条款，对临床实验室工作的要求进一步提高。在繁

忙的日常工作中，检验人员每天要通过人工审核上万项检验项

目，要做到既保证危急值的报告，又保证结果的及时发放，实在

勉为其难。缩短危急值回报时间是一项复杂的工作，涉及教育

培训、仪器设备、工作流程等，从申请到报告每一个步骤都可能

影响回报时间，要缩短回报时间，可以通过实验室自动化系统，

加快标本的处理速度，加强实验室信息化系统的管理，还可以

通过完善的质量保证体系来改进限速的步骤或流程［１０］。通过

ＬＩＳ自动审核危急值的功能，大大减轻了检验人员的工作量，

检验人员仅需从已自动审核出的危急值中进行判断，是否真实

危急值然后报告即可。因此，ＬＩＳ自动审核的功能，减少了异

常结果的漏报，缩短了 ＴＡＴ时间，同时对还能对危急值报告

进行自动审核。但是，在实际工作中，要根据工作需要不断对

自动审核公式进行修改和完善，在通过自动审核减轻工作量的

同时，也要保证避免检验结果漏报、错报的发生。
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性减少的参考，不能用作为临床报告值，特别是肝素类抗凝剂。

作多次手工血小板计数取均值，是目前较为理想的发现和纠正

血小板减少的有效方法。

随着全自动血液分析仪的广泛应用，ＰＴＣＰ的报道也日渐

增多［７９］。血小板的检测是临床最为常用的检验项目之一，

ＥＤＴＡＫ２ 所致的血小板假性减少如未及时发现会给临床疾病

诊断带来误诊，因此及时发现尤为重要。当发现患者血小板计

数值偏低，但其凝血酶原时间（ＰＴ）、活化部分凝血活酶时间

（ＡＰＴＴ）、凝血酶时间（ＴＴ）等凝血系列指标均正常，并且患者

没有任何出血倾向；此外，可引起血小板减少的疾病的相关检

查指标在正常范围之内，应高度怀疑为ＥＤＴＡＰＴＣＰ。通过本

研究可知，如果怀疑ＥＤＴＡＰＴＣＰ发生时，可以采用以下方法

进行复检：（１）用肝素锂及枸橼酸钠等非ＥＤＴＡＫ２ 抗凝剂进

行血小板计数复检，虽然计数结果与手工计数结果仍存在一些

差异，不能作为最后结果报告临床，但其对于排除ＥＤＴＡＫ２

引起的血小板聚集是一种非常可取的快捷方法。（２）直接用

ＥＤＴＡＫ２ 抗凝血标本进行血涂片，经瑞氏染色剂染色，镜下直

接观察血小板分布情况，如见大量血小板聚集可再作进一步复

查。（３）手工血小板计数法是血小板测定的参考方法，虽精密

度较差，但可经多次计数取均值减少误差，对异常血小板结果

的复检是一种方便有效的方法。
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