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冷凝集素干扰血细胞分析结果水浴前后结果均失真研究
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摘
!

要"目的
!

探讨冷凝集素对血细胞分析多项参数结果的干扰!对于标本直接检测和温水浴一段时间后

再进行检测结果均出现失真现象进行原因分析!并比较不同纠正方案的技术要点!确保实施后达到纠正效果%

方法
!

利用希森美康"

[

>

,0@U

$

d!%9444

血细胞分析仪进行检测!分析异常结果的细胞分布图和报警信息#配合

手工镜检计数&血涂片分类以及冷凝集素特异性抗体鉴定和效价分析!寻找失真的原因#同时比较纠正冷凝集

素干扰的多种方案的技术要点%结果
!

发现高效价冷凝集素干扰的血细胞分析标本!采用温水浴"若水浴过程

中温度失控超过了
5Cb

$储存
'90*+

后!立刻上机检测!则多种血细胞破裂受损&特别是血小板出现数值剧烈

升高的失真结果%结论
!

日常血细胞分析检测过程中!实验室人员应该具备及时发现冷凝集素干扰的能力!同

时掌握常规各种纠正方案的技术要点!进行快速&准确的纠正%

关键词"冷凝集素#

!

血细胞分析#

!

失真#

!

纠正#

!

技术要点
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全血细胞分析是临床血液领域基础常规的检验

项目之一#全自动血细胞分析仪的临床应用#使其检

验结果快速和准确地获得成为可能)在日常检验工

作中#由于冷凝集素具有低温时$

4

$

Ab

&可使自身

$或
?

型+同型&红细胞发生凝集#当温度回升到
5Cb

时凝集消失的特点#因此可使血细胞分析结果出现失

真现象#导致血细胞多项参数+直方图和散点图出现

显著的异常和报警)笔者工作中遇到的
'

例原发性

冷凝集素综合征$

$;[

&患者#门诊多次血细胞分析检

验#标本水浴前后结果均失真#查找原因发现为未严

格实施纠正方案技术要点#造成多种血细胞成分受

损)由此设计试验#分析+总结+纠正冷凝集素干扰的

多种方案的关键技术要点#比较纠正效果#以便获取

理想的检验结果)
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资料与方法

$3$

!

一般资料
!

男#

C8

岁)

(4'C

年
9

月
5'

日因乏

*

5'8

*

检验医学与临床
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年
5

月第
'8

卷第
9

期
!

Y1GS@P$H*+

!

S12I-(4'D

!

ZFH3'8

!

:F39



力+面部及肢端青紫+并伴有疼痛感体检首次就诊)

门诊检查血常规时#出现红细胞计数$

"̂ $

#

4355a

'4

'(

"

Y

&和血细胞比容$

X$E

#

534c

&显著减少#平均

红细胞血红蛋白量$

S$X

&+平均红细胞血红蛋白浓

度$

S$X$

#

A8C

M

"

Y

&结果显著升高%且
XG

"

"̂ $

为

A48j'

#比例严重失调$一般为
54j'

&)冷凝集素特

异性抗体鉴定为阳性#效价为
'j9'(

%直接抗人球蛋

白阳性%间接抗人球蛋白阴性%自身对照阳性%冷热溶

血试验$

)F+1=-%Y1+P,=@*+@2

抗体&阴性%总胆红素

$

Ê #Y

&

A439

#

0FH

"

Y

#直 接 胆 红 素 $

)̂ #Y

&

'934

#

0FH

"

Y

#总蛋白$

E&

&

8436

M

"

Y

#清蛋白$

;Ŷ

&

A'3C

M

"

Y

#球蛋白$

]Ŷ

&

'D3'

M

"

Y

#乳酸脱氢酶

$

Y)X

&

(A(B

"

Y

#

%

%

羟丁酸脱氢酶$

%

%X̂ )X

&

(C4B

"

Y

)排除了各种血液学疾病#结合患者其他临床病史#

最终诊断为原发性
$;[

)

$3/

!

仪器与试剂
!

日本希森美康$

[

>

,0@U

&公司的

d!%9444

全自动血细胞分析仪和配套原装试剂+质控

物#

'44

#

Y

赛默飞世尔$

E-@20F

&移液器#奥林巴斯

$

?H

>

0

O

/,

&

$d('

显微镜)血细胞分析仪每半年校准

'

次#且校准合格#每日测定高+中+低
5

个水平
[

>

,%

0@U

配套质控物#结果均在控)使用乙二胺四乙酸三

钾$

!)E;%.

5

&抗凝的非可替$

Z1I/@==@

&进口真空采

血管采血%

5Cb

恒温水浴箱%

43Dc

的生理盐水)

$3'

!

方法

$3'3$

!

仪器检测前的纠正方案

$3'3$3$

!

温水浴处理法
!

将含有冷凝集素的标本放

置于温控
5Cb

的水浴环境内
'90*+

#而后混匀立即

上机检测)

$3'3$3/

!

预稀释处理法
!

先将
'0Y

左右的血细胞

分析稀释液$

!&.

&进行
5Cb

水浴预温
'90*+

%标本

采集后#在一空试管中迅速加入
644

#

Y5Cb !&.

#

再加入
(44

#

Y

刚采集的混匀血标本$

[

>

,0@Ud!%

9444

仪器要求
'j9

稀释后启动仪器稀释模式检测&)

注意将枪头尖端外壁挂壁的血标本擦掉#加入稀释液

后轻轻反复吸打标本#将吸入标本均混入稀释液中#

混匀试管后立即上机检测)

$3'3$3'

!

多次血浆置换处理法
!

首先预温
5Cb

的

!&.'40Y

%标本采集后#以
54442

"

0*+

速度离心

'90*+

#使用定量移液器将上层血浆$远离白细胞和

血小板所在白膜层&缓慢定量取出#再加入等量
5Cb

!&.

#再次离心用同样的方法置换
5

次后#充分混匀

后上机检测)

$3'3/

!

仪器和手工镜检的具体方法
!

抽取
A

管各

'390Y

静脉血加入
!)E;%.

5

抗凝管中)第
'

管首

先用
5Cb

预温和未预温的
!&.

将标本进行
9

倍稀

释$

[

>

,0@Ud!%9444

需要的稀释倍数为
9

倍&#启用

仪器稀释模式分别检测该标本#然后选用静脉模式#

原管上机检测此标本#最后使用该标本
5Cb

水浴
54

0*+

后显微镜手工测定计数白细胞计数$

\̂ $

&+

"̂ $

+血小板计数$

&YE

&#以此作为患者的/真实值0)

第
(

管混匀后平均分成
(

份#分别放于
5Cb

水浴
'9

+

540*+

后直接上机检测)第
5

管混匀后平均分成
(

份#一份放于
A5b

水浴
'90*+

后直接上机检测%另一

份放于
98b

水浴
'90*+

后直接上机检测)第
A

管

54442

"

0*+

速度离心
90*+

#使用定量移液器将上层

血浆$远离白细胞和血小板所在白膜层&缓慢定量取

出#再加入等量
5Cb

生理盐水#再次离心用同样的方

法置换
5

次后#充分混匀后上机检测)

$3'3'

!

冷凝集素血清抗体特异性鉴定试验
!

将上述

第
'

管所剩标本的血浆与成人
?

型红细胞在
Ab

等

量混合后#

'40*+

后观测#结果为看到了明显的聚集%

将上述混合物又放在
5Cb

水浴
'40*+

后#结果镜检

观测到原聚集体解聚现象%其与
?

型脐血红细胞在
A

b

和
5Cb

等量混合后#

'40*+

后均未观测到有明显

的聚集)

$3'31

!

冷凝集素抗体滴度的测定方法
!

取患者促凝

静脉血
(0Y

#凝固后分离血清%取患者抗凝血
'

$

(0Y

#以温生理盐水洗涤红细胞
5

次#最后配成
(c

红细胞悬液%取
'4

支小试管#每管加生理盐水
43(

0Y

#第
'

管加血清
43(0Y

#倍比稀释至第
D

管#混匀

后弃去
43(0Y

#第
'4

管作对照%每管加
(c

红细胞悬

液
43(0Y

#摇匀#置于
A b

冰箱中
A-

后观察结果)

记录有明显凝集的最后一管的滴度'

'

(

)

$3'32

!

冷热溶血试验方法
!

取患者促凝静脉血

50Y

#加到
5

支已经预温至
5Cb

的小试管中#每管约

'0Y

#分别标记为
;

+

^

+

$

%

;

管血凝固后静置于
5C

b

中
'-

#

^

管凝固后静置于
Ab

中
'-

#

$

管先静置于

Ab

中
540*+

#再置于
5Cb

中
'-

#各管均不可搅动%

观察结果!如果
;

+

^

+

$

管都不溶血#结果为阴性'

'

(

)

/

!

结
!!

果

/3$

!

数据结果
!

对再次前来就诊的原发性
$;[

患

者#为比较不同纠正方案的质量效果#关注各方案的

技术要点#本文设计多种纠正方案来观察其血细胞分

析的数据结果+直方图#以及仪器相关报警分析等结

果$手工计数结果作为真实值对照组&)从表
'

中可

以明显看到室温原管检测的结果与传统的手工计数

的结果和其他纠正后的方式比较!

"̂ $

+

X$E

+平均红

细胞体积$

S$Z

&+

S$X

+

S$X$

的结果均呈现失真

表现%

5Cb

水浴
'90*+

+

540*+

后虽然大部分红细胞

均已解开凝聚状态#但镜下仍然有部分凝集的红细胞

和红细胞碎片)总体上看!各种检测模式中
XG

结果

变异最小#其次为
&YE

)预稀释两种方式的检验数据

比较接近#且与手工计数比较吻合)

/3/

!

直方图及仪器报警结果
!

图
'

!室温原管直接检

测的
"̂ $

直方图左侧多出
'

个明显的小峰#右侧多

出了
'

个低矮的大细胞扁峰#结合仪器的报警左侧的

小峰分析为红细胞的细胞碎片#右侧低矮扁峰为红细

胞凝集后形成的大小不均的凝集团)图
(

!对于预稀

*

A'8

*

检验医学与临床
(4'D

年
5

月第
'8

卷第
9

期
!
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释模式检测#仪器均未出现任何报警信息#且其检验

的
"̂ $

+

\ $̂

+

&YE5

项数值与手工计数的数值十分

接近)图
5

+

A

!

5Cb

水浴
'9

+

540*+

后#直方图和报

警仍然看到还有部分凝集的红细胞未解聚#红细胞出

现大小粒子分布的异常和血小板的聚集现象)此时

镜下仍然见部分红细胞凝集#见表
(

)由此可见#

5C

b

水浴加温的方式只能解决冷凝集素干扰的部分红

细胞的解聚问题#不能解除所有的红细胞聚集)图
9

!

A5b

水浴
'90*+

模式从直方图和报警上看出明显异

常趋势%白细胞分类$

)#WW

&通道上看出了高温对淋巴

细胞的破坏和干扰#

&YE%?

通道出现血小板凝集#且

A5b

的高温环境中镜检仍然存在部分红细胞凝集现

象#见表
(

)图
8

!水浴温度提升到
98b'90*+

后#从

直方图和报警上来看#各种血细胞出现相应破裂受损

表象)虽然在数值上仅表现为
&YE

的剧增#但实际

上各种血细胞结果均已失真)

表
'

!!

水浴前后血常规多项参数检测结果比较

标本
"̂ $

$

a'4

'(

"

Y

&

X$E

$

c

&

S$Z

$

KY

&

S$X

$

OM

&

S$X$

$

M

"

Y

&

XG

$

M

"

Y

&

\̂ $

$

a'4

D

"

Y

&

&YE

$

a'4

D

"

Y

&

第
'

管 预稀释$

'j9

&

5Cb!&. 5366 5C3C DC3( 5(3( 55( '(9 C39D (48

预稀释$

'j9

&常温
!&. 53D( 5634 D83D 5(3D 55D '(D C3'8 55'

室温原管$失真&

4388

"

C34

"

'483'

"

'C'3(

"

'8'A

"

''5 C359 ('5

手工计数法$对照&

53C' 7 7 7 7 7 C3D( '6A

第
(

管 标本
5Cb

水浴
'90*+ 53A( 5(36 D93D 593' 588 '(4 D355 'C(

标本
5Cb

水浴
540*+

(38'

"

(839

"

'4'39 A834 A95 '(4 D34' '8C

第
5

管
A5b

水浴
'90*+

$失真&

'3AA

"

'93C

"

'4D34

"

6A34

"

CC'

"

'(' 63C4

"

'89

98b

水浴
'90*+

$失真&

5366

"

5635

"

D63C

"

5(3C

"

55(

"

'(C

"

D39A

"

'4A4

"

第
A

管
5Cb!&.5

次血浆置换
53C6 5C38 DD39 5(35 5(A '(( C3C4 'CD

!!

注!

"代表该项目结果失真%

7

代表无结果%

!&.

成分$

:1$H

!

83A

M

"

Y

%硼酸!

'34

M

"

Y

%四硼酸钠
43(

M

"

Y

%

!)E;%.

5

!

43(

M

"

Y

%渗透压!

(A4

$

(84

0F,0

"

V

M

&

!!

注!仪器报警红细胞溶血不良+红细胞凝集+红细胞大小不均

图
'

!!

室温原管直接检测的
"̂ $

&

&YE

直方图

图
(

!!

预稀释模式检测的
"̂ $

&

&YE

直方图

图
5

!!

标本
5Cb

水浴
'90*+

检测的
"̂ $

&

&YE

直方图

表
(

!!

不同温度条件下冷凝集素标本肉眼和镜下细胞形态

温度 肉眼观察细胞形态 显微镜观察细胞形态

Ab

管壁可见片状凝集 镜下见大片红细胞凝集

室温$

(5f(

&

b

管壁可见颗粒状凝集 镜下见大片红细胞凝集

5Cb

管壁未见颗粒状凝集 镜下见部分红细胞凝集

续表
(

!!

不同温度条件下冷凝集素标本肉眼和镜下细胞形态

温度 肉眼观察细胞形态 显微镜观察细胞形态

A5b

管中见絮状脂蛋白沉淀物 镜下见少部分红细胞凝集

98b

见大量絮状脂蛋白沉淀物 镜下见红细胞碎片

室温稀释标本 管壁未见颗粒状凝集 管壁未见颗粒状凝集

5

次血浆置换 管壁未见颗粒状凝集 管壁未见颗粒状凝集

!!

注!仪器报警红细胞凝集+血小板凝集+红细胞粒子分布异常

图
A

!!

标本
5Cb

水浴
540*+

检测的
"̂ $

&

&YE

直方图

图
9

!!

标本
A5b

水浴
'90*+

检测的
"̂ $

&

&YE

直方图

图
8

!!

标本
98b

水浴
'90*+

检测的
"̂ $

&

&YE

直方图
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'

!

讨
!!

论

!!

冷凝集素的首次报道见于
'D'5

年#由
Y;:)

提

出'

(

(

)冷凝集素在
4

$

Ab

时最易和红细胞膜抗原结

合#冷凝集素多数为
#

M

S

型抗体#少数为
#

M

]

+

#

M

;

或

他们的混合型)其可存在于健康人血清中#是具有较

强红细胞凝集能力的一种抗体#其低效价一般没有临

床意义)在多数人血清中#其效价一般小于
'j'8

#因

此通常不会导致自身血细胞凝集)

$;[

是一种自身免疫性疾病#如果患者体内的冷

凝集素维持在较高效价$大于
'444

&

'

5%A

(

#多见于原发

性冷凝集素病#该抗体为自身免疫性抗体)血液离体

后由于温度降低#高效价的冷凝集素可与红细胞抗原

相结合#使红细胞自身发生凝集反应#有时也可见白

细胞和血小板出现凝集)然而这种凝集是可逆的#当

环境温度升高后#凝集的红细胞是可以自动解聚

的'

9

(

)杨世明等'

8

(认为冷凝集素的凝集能力随着温

度的升高而降低#低效价的冷凝集素在
5Cb

其凝集活

性可消失#但高效价的冷凝集素在
5Cb

#甚至
A5b

仍可有较强的凝集力)典型的
$;[

除了具有高效价

的冷凝集素外#还伴有血清触珠蛋白降低和血清

Y)X

水平升高)冷凝集素效价增高主要见于原发性

$;[

#而轻度增高常见于非特异性炎症!如间质性肺

炎+自身免疫性疾病+多发性骨髓瘤和非霍奇金淋巴

瘤等)

在常规血细胞分析检验工作中#尤其是冬天室温

较低的时候#经常会碰到冷凝集导致血细胞分析多参

数结果异常的情况)当冷凝集发生时#红细胞聚集成

团导致检测时
"̂ $

明显下降和体积增大%而
XG

由于

是红细胞经过溶解后#使用比色方法测定的#所以基

本不受影响)因此出现
XG

与
"̂ $

的比例明显失调#

并间接导致
S$X

+

S$X$

等参数异常升高的现象)

通常健康人
XG

与
"̂ $

的比值一般约为
54j'

#当仪

器检测结果出现
XG

与
"̂ $

的比例显著失调时#应考

虑到冷凝集素干扰的可能#需将标本作适当处理纠正

后重新检测#并注意所采用纠正方案的技术要点)

虽然冷凝集素对红细胞相关参数的干扰在不同

类型血细胞分析仪上基本一致%但是对
\̂ $

的影响

却与其检测原理有着密切的关系)本科
[

>

,0@Ud!%

9444

血细胞分析仪采用的是半导体激光器流式细胞

计数的方法#本文各种方案处理标本后的
\ $̂

均较

冷凝集标本直接检测有所升高)血涂片镜检发现冷

凝集标本除了红细胞大量凝集之外#有些标本白细胞

也存在轻度凝集#这可能是冷凝集标本
\̂ $

下降的

原因)有其他研究显示!采用电阻抗法仪器检测白细

胞#可能因为凝集的红细胞在仪器特定的时间内不能

被溶血剂完全溶解#检测时被误认为是白细胞而导致

\ $̂

假性升高'

C

(

)

因此为排除冷凝集素的干扰#实验室的工作人员

应尝试多种方法来纠正#目前临床实验室有效可行的

方案!$

'

&

5Cb

温水浴处理法%$

(

&预稀释处理法%$

5

&

多次血浆置换法)温水浴处理法一定要控制好水浴

温度#一旦如本文中温度过高#结果也会出现严重失

真现象)因为当标本经过热处理后#血浆沉淀会显著

增多#同时还会影响血清质量#造成脂蛋白变性#呈现

出絮状沉淀物)从直方图和报警上看到各种血细胞

出现相应破裂受损表象#血小板因其具有寿命短+易

激活等的特殊生物学特性#在数值上表现最为剧增)

总结温水浴处理法的技术要点!$

'

&水浴温度严格控

制在$

58f'

&

b

%$

(

&温预时间
'90*+

即可#不宜过

长%$

5

&轻轻混匀后#立即检测)

本文针对预稀释处理法此种纠正方式进行了试

验比对#发现预稀释两种模式$一种为
5Cb

温浴稀释

液
!&.

%另一种为直接使用常温稀释液
!&.

&的稀释

检测#仪器均未出现任何报警信息#且其检验的
"̂ $

+

\ $̂

+

&YE5

项数值与手工计数的数值十分接近吻

合)本文与盛大专'

6

(

+张丽霞等'

D

(的观点相近)多次

血浆置换法虽然操作步骤较多#但若掌握技术要点#

纠正效果与手工镜检结果则十分接近)同时#本文认

为无论采用哪种纠正方案#均应在检测后即刻涂片#

观察凝集红细胞是否完全解聚#综合分析提供给临床

可靠的检验结果#并就相关问题进行沟通交流)总结

预稀释处理法的技术要点!$

'

&按照仪器推荐比例稀

释标本%$

(

&注意将枪头尖端外挂壁的血标本擦掉#加

入稀释液
!&.

后反复轻吸打标本)

有些学者提出了血浆置换法对红细胞参数具有

良好的纠正作用'

'4

(

#但认为会导致白细胞和血小板不

同程度的丢失#尤其是血小板丢失更为明显#且认为

置换次数越多#丢失现象越严重)本文观点则与之不

同#认为这是因为其没有掌握该方法的技术要点造成

的)血浆置换法的技术要点!$

'

&

54442

"

0*+

离心
'9

0*+

定量移取上层血浆#远离白细胞和血小板所在白

膜层#保障白细胞和血小板被离心到白膜层#其在上

层血浆中含量极少%$

(

&缓慢定量取出#等量
5Cb

稀

释液多次置换#这保障血浆置换少量+多次#以免带来

血小板和白细胞的流失)本文需要强调的是#由于血

小板表面具有
%

%

颗粒#里面含有
":;

#可以被核酸染

色#故在半导体激光器流式细胞计数血细胞分析仪的

&YE%?

通道上可以帮助鉴别血小板的正确信息#也可

依靠人工镜检#区分血小板和破碎红细胞!镜检时需

要注意调节好显微镜的亮度$

&YE

在镜下有折光#破

碎红细胞则没有&)同时注意仪器的报警#结合直方

图和散点图共同评估)

因此#在进行血细胞分析时应仔细观察标本#在

审核报告单时#除了重点审核
\̂ $

+

"̂ $

+

XG

等主要

指标外#也不要放过
S$X

+

S$X$

等参数#因其往往

能帮助检验人员发现失真的各种线索)另外#怀疑有

冷凝集素干扰时#可以从散点图+直方图+仪器报警上

表现出来#故此时应
!

明原因#防止失真检验报告的

*
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发出#影响临床诊断与治疗)郜红琴等'

''

(建议低效价

冷凝集素标本可采用
5Cb

温水浴处理法%本文认为

高效价冷凝集素标本可采用预稀释处理法和多次血

浆置换方法)虽然后两种方法操作要求比较严格#步

骤相对较繁琐#但是这两种纠正方案不仅降低了标本

中冷凝集素的水平#也通过
5Cb

预温血细胞分析稀

释液提升了检测标本的温度#降低了细胞表面的电

荷#故认为其纠正效果更接近于真实)

另外需要鉴别检测的是另一种特殊的冷反应抗

体#即
)F+1=-%Y1+P,=@*+@2

#其存在于阵发性冷性血红

蛋白尿症患者血清中)其具有下面的试验特性!冷热

溶血试验阳性#在
(4b

以下$通常
4

$

Ab

&时与红细

胞结合#同时吸附补体#但不溶血)当温度升至
5Cb

时#补体激活#红细胞膜破坏而发生急性血管内溶

血'

'

(

)

)%Y

抗体效价可高于
'jA4

)某些病毒感染如

麻疹+流行性腮腺炎+水痘+传染性单核细胞增多症也

可有冷反应抗体阳性)

综上所述#本文认为临床实验室可以根据具体标

本冷凝集素滴度的不同#选用不同的纠正方案进行处

理#但是一定要掌握其关键技术要点#否则难以保障

纠正效果#防止再次出现失真现象#避免给临床造成

误诊)
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机构及家庭病情应及时+有效地处理#避免疫情扩散)

若儿童出现发热+出疹等症状要及时就医%居家治疗

患儿应隔离#减少交叉感染)需要注意的是#

!ZC'

型

是引起手足口病重症及死亡的主要病原体'

6

(

)

(4'8

年新上市的
!ZC'

灭活病毒疫苗的推广使用#可以有

效地减少重症和死亡病例#但对其他病原体造成的手

足口病没有预防作用#因此不要疏于防范#要注意个

人卫生#加强运动#谨防感染
!ZC'

之外的其他肠道

病毒)同时建议在手足口病高发期#要加强对其他肠

道病毒的检测#掌握病原体的流行规律#以分析手足

口病病原谱的变化)
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