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直接法#检验
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淋巴细胞亚群细

胞涂片细胞计数随机误差!并与
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直接法原方法比较$方法
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随机选取
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例样本!在涂片的
'

'

*

"

%

'

*

区域间至少
'

个

区计数
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`和
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`连续计数
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`连续计数
'

次$结果
!

实用
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直接法细胞计
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$结论
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实用
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直接法细胞计数随机误差小于
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直接

法原方法$
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实用单克隆抗体
UF3

红细胞花环直接法$简称实用

KC3E"3"\

直接法%因冻干抗体致敏红细胞花环试剂具有特异

性强*敏感*稳定性好*有效期长*使用方便的特点#不需使用特

殊仪器#仅需普通光学显微镜即可#且实验结果可保存两星期

等优越性'然而#实用
KC3E"3"\

直接法用于
4

淋巴细胞亚

群细胞检验#细胞涂片细胞计数的代表性和随机误差影响检验

结果的准确性#为此#进行实用
KC3E"3"\

直接法细胞计数随

机误差研究#并与
KC3E"3"\

直接法原方法进行比较#明确其

二者差异'

A

!

材料与方法

A-A

!

试剂

A-A-A

!

KC3E"3"\

试剂
!

KC3E

血球试剂#

X:4)$-+>S

&

KC3E

血球试剂#

X:4%$-+>S

&

KC3E

血球试剂#

X:4R$-+

>S

'按说明书配制'

A-A-B

!

改良吉姆萨氏染色液
!

瑞氏粉
$-+

B

#吉姆萨氏粉
'

B

#

碱性美兰粉
$-+

B

#将上述成分加
#$>S

甘油$丙三醇%#在玻

璃研钵中不断研磨并逐渐加入甲醇使之完全溶解#补加甲醇稀

释至
+$$>S

备用'

A-A-C

!

'$.

新生小牛血清无钙*镁
J82WeU

液
!

在无钙*镁

J82WeU

液
#$$>S

中加入新生小牛血清
'$>S

#混匀#在超净

台分装在无菌青霉素小瓶或小离心管中#每管
#

"

'>S

#置冰

箱冷冻箱中冷冻保存(

#

)

'

A-B

!

器材
!

水平式离心机$离心半径
''C>

%*

S!c+"'

低速自

动平衡离心机 北京医用离心机厂&显微镜
NSgKFLUIJ

型

日本'

A-C

!

方法

A-C-A

!

实用
KC3E"3"\

直接法
!

抗凝外周血并稀释#

R$$

"

#'$$A

"

>02

离心
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"

'$>02

#用淋巴细胞分离液分离单个核

细胞$

FGKI

%#配成$

%$$

"

*$$

%

h#$

%

"

>SFGKI

悬液备用'

取
FGKI

悬液与抗体致敏红细胞悬液等量混合#室温$

#R

"

'R

f

%反应
#$>02

#

)$$A

"

>02

离心
+>02

#在
%f

放置
)$>02

#取

混合悬液推制细胞涂片#自然干燥#改良吉姆萨染色法染色
%

"

*>02

#湿片在高倍镜下计数'

A-C-B

!

KC3E"3"\

直接法原方法
!

抗凝外周血并稀释#

'$$$

"

'+$$A

"

>02

离心
'$

"

)$>02

#用淋巴细胞分离液分离

单个核细胞$

FGKI

%#配成
+$$h#$

%

"

>SFGKI

悬液#

'$q

倾斜

放置
)(f%+>02

#吸出细胞悬液于另一离心管中#

#$$$

"

#+$$A

"

>02

离心
+

"

#$>02

#弃上清#恢复为原量备用'取

FGKI

悬液与抗体致敏红细胞悬液等量混合#室温$

#R

"

'R

f

%反应
#$>02

#

+$$A

"

>02

离心
#$>02

#在室温下继续放置
#

<

#在
%f

放置
'<

或过夜#轻轻悬浮后加入
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)

S

梅格氏染

液#

#$$$A

"

>02

离心
#$>02

#弃上清#加
+$

)

S

的吉姆萨液染

色
)$>02

#取
#

滴于玻片上加盖玻片#在高倍镜下计数'

A-C-C

!

细胞涂片制作
!

实用
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直接法检验人外周
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血中的淋巴细胞表面抗原
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`
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`
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`
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I!R

`

'

所得抗原
"

抗体细胞悬液用带吸头的移液器
'+

)

S

容积吹吸混

合悬液
#+

次&取
#$

)

S

混合悬液按血片法推制面积
R

"

#$C>

'

的细胞涂片#自然干燥后用改良吉姆萨染色法染色#湿片下高

倍镜计数'

A-C-E

!

细胞计数方法
!

在细胞涂片的
'

"

*

"

%

"

*

区域间至少

'

区计数
'$$

个细胞#计数区域不重复#

I!%

`和
I!R

`计数
%

次#

I!)

`连续计数
'

次#数据先后按计数次序排序#观察其计

数结果在各次计数时存在的误差'

A-C-F

!

计算标准差
!

'$

例样本
I!)

`
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`
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I!R

`
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I!%

`

"

I!R

`连续
%

次计数所得数据求其平均值#再进行统计学分析#

求其相应标准差并与原方法比较'

A-C-I

!

允许总误差计算
!

根据参考值与参考范围而定的允许

总误差标准计算公式!可允许误差限度$

.

%

,i

$

#

"

%

%($参考

值上界
"

参考值下界%"参考值均数)

h#$$.

#最大允许误差定

为
i#$.

'

A-E

!

统计学处理
!

计量资料采用
Si@

表示#用
UFUU#)-$

统

计软件进行描述性统计学分析#计算出细胞计数标准差和随机

误差#并与原方法比较'以国际上(美国联邦登记
'

#

'R

#

#&&'

&

+(

$

%$

%!

($$'"#R*

)生物学质量规范$血液学%要求标准#对新方

法作出客观科学评价'

B

!

结
!!

果

B-A

!

实用
KC3E"3"\

直接法与原方法误差比较
!

用
UFUU

#)-$

统计软件对实用
KC3E"3"\

直接法检验
I!)

`

*

I!%

`

*

I!R

`

*

I!%

`

"

I!R

`结果经描述性统计(

'

)

#分别计算出随机误

差'根据根据生物学变异制定的标准#白细胞分类的误差为靶

值
i)@

的要求#

I!)

`

*

I!%

`

*

I!R

`

*

I!%

`

"

I!R

`均在标准范

围'结果见表
#

$见,国际检验医学杂志-网站主页.论文附

件/%'

B-B

!

根据参考值与参考范围而定的允许总误差标准比较
!

例

如
I!)

`可允许误差限度$

.

%

,i

$

#

"

%

%($

()-R*"+R-#%

%"

**-$

)

h#$$.,i+-&R.

'实用
KC3E"3"\

直接法
I!)

`

*

I!%

`

*

I!R

`

*

I!%

`

"

I!R

`可允许误差限度分别为
i+-&R.

*

##-%$.

*

#)-*+.

&男!

##-(R

#女!

#$-$)

'

KC3E"3"\

直接法原

方法
I!)

`

*

I!%

`

*

I!R

`

*

I!%

`

"

I!R

`可允许误差限度分别

为
i(-%$.

*

#$-)$.

*

##-'$.

&男!

#(-#$

#女!

#)-+$

'

B-C

!

根据生物学变异制定的允许总误差标准比较
!

基于生物

学变异的血液学质量规范#可接受性能!白细胞分类!靶值
i)@

$基于不同类型白细胞的百分数%&细胞识别!在识别上
&$.

或

更高的一致性&白细胞计数!靶值
i#+.

'依据正常参考值#则

I!)

`

$

**i&-&

%

.

&

I!%

`

$

%)-Ri*-+)

%

.

&

I!R

`

$

)#-)i

%-($

%

.

&

I!%

`

"

I!R

` 男!$

#-%$i$-'#

%

.

#女!$

#-+&i

$-'%

%

.

'实用
KC3E"3"\

直接法和原方法标准差可知#均符

合和接近此误差要求'

C

!

讨
!!

论

!!

随机误差是测量结果与在重复性条件下#对同一被测量进

行无限多次测量所得结果的平均值之差'精密度是指在一定

条件下进行多次测量时#所得测定结果之间的符合程度'精密

度无法直接衡量#往往以不精密度表达#常用标准差表示'较

小的标准差表示有较高的精密度'可用一个样本的重复测定

结果#或由多个样本多项重复测定所得的信息合并在一起来估

计精密度'精密度由随机误差决定的'因此#要使一个方法得

到较高准确度测定结果#必须使随机误差较小#标准差较小#才

能有较高的精密度#才能提高该方法的准确度#也才能使测定

结果与真值接近一致(

)

)

'根据准确度与精密度之间的关系#要

使准确度高#精密度一定要高#精密度高是保证准确度高的

前提'

根据检验项目的分析质量规范#可表现为允许不精密度

$

;V.

%#允许偏倚和允许总误差等#其中#最重要的是允许总

误差要求#它是医学实用性所能耐受的分析误差的大小'医学

实验室所使用的方法要求在
;V.

*不准确度和总误差上应小

于这些分析质量规范技术要求'

允许总误差制定的常用方法如下'$

#

%根据参考值制定标

准!根据参考值与参考范围而定的标准#这是研究者在
#&*)

年

提出的#其公式为可允许误差限度$

.

%

,i

$

#

"

%

%($参考值上

界
_

参考值下界%"参考值均数)

h#$$.

#最大允许误差定为
i

#$.

#但对某些物质$如酶%则提高到
i'$.

'$

'

%根据临床观

察制定的标准'$

)

%根据生物学变异$生理变异%制定的标准'

美国和欧州分别提出了各项目的可接受的允许误差范围'基

于生物学变异的血液学质量规范#可接受性能为白细胞分类!

靶值
i)1

$基于不同类型白细胞的百分数%&细胞识别!在识别

上
&$.

或更高的一致性&白细胞计数!靶值
i#+.

(

%

)

'

根据参考值与参考范围的标准#实用
KC3E"3"\

直接法

I!)

`

*

I!%

`

*

I!R

`

*

I!%

`

"

I!R

` 的误差虽然超过最大允许

误差
#$.

的要求#但是都很接近#且优于原方法'细胞计数类

似于手工法白细胞分类#因此#细胞计数随机误差也应与此质

量规范要求相一致'以国际上(美国联邦登记
'

#

'R

#

#&&'

&

+(

$

%$

%!

($$'"#R*

)生物学质量规范$血液学%要求标准#实用

KC3E"3"\

直接法$新方法%测定结果误差评价!$

#

%实用

KC3E"3"\

直接法测定结果的标准差小于原方法参考范围的

标准差&$

'

%实用
KC3E"3"\

直接法靶值
i)@

小于原方法参考

范围的靶值
i)@

&$

)

%实用
KC3E"3"\

直接法测定结果小于或

接近最大允许误差定为
i#$.

标准&$

%

%实用
KC3E"3"\

直接

法满足或接近满足基于生物学变异的血液学质量规范#白细胞

计数!靶值
i#+.

要求&$

+

%结论!实用
KC3E"3"\

直接法用于

4

淋巴细胞亚群检验#细胞计数标准差和细胞计数随机误差小

于原方法'

综上所述#实用
KC3E"3"\

直接法经过实验新程序设计#

简化了步骤#减少了人为造成的操作误差#减少了设备仪器和

试剂造成的误差#因此降低了系统误差和随机误差#显著提高

了精密度#因此提高了准确度(

+

)

'
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