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·技术与方法·

脑脊液白细胞显微镜计数法的改良

黄丽春，岑雨贞＃，郑　磊，熊　铁，陈雅妮，孙德华△

（南方医科大学南方医院检验科，广州５１０５１５）

　　摘　要：目的　对现用脑脊液白细胞显微镜计数法进行改良，寻求最佳冰醋酸浓度及与脑脊液混合的最适比例，提高脑脊液

白细胞计数的准确度、精密度。方法　将不同浓度冰醋酸与脑脊液标本进行不同比例混合，形成２８种组合方法。标本稀释后５

ｍｉｎ内对２８种组合方法进行显微镜白细胞计数，同时以现用方法进行计数，每种方法均计数２次取均值。计数２０例脑脊液标本

后比较每种方法所得的白细胞计数均值与变异系数。结果　脑脊液与５％冰醋酸的混合比例为６０∶４０时，脑脊液白细胞计数结

果最高（１８９个／μＬ），明显高于现用方法（１６１个／μＬ）；变异系数也最小（７％），明显低于现用方法（１８％）。结论　使用５％的冰醋

酸、且脑脊液与其混合比例为６０∶４０时，白细胞计数结果的准确性、精密度达到最佳。
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　　脑脊液常规是医院开展的常规项目，脑脊液中的白细胞计

数是脑脊液常规中最重要的组成部分，对脑膜炎的诊断、治疗

以及预后有重要的意义。现用显微镜计数法严格按照《全国临

床检验操作规程》（第３版）中的体液细胞计数操作指南
［１］，该

方法具有不精密度较大、受人为主观因素影响较多等多种不稳

定因素［２３］。随着全自动分析仪对于血细胞及尿液分析技术的

不断发展和完善，其细胞计数功能亦延伸到了其他体液如浆膜

腔积液、脑脊液的细胞计数等领域［４６］。全自动分析仪计数白

细胞虽然精密度高，在一定条件下其准确度也高，与常规显微

镜计数有较好的相关性，但仪器法计数白细胞也存在一定的局

限性，受其检测细胞线性范围的限制，脑脊液中的白细胞浓度

过低时会影响分析仪对白细胞的计数及分类［７９］。故仪器法尚

不能完全替代脑脊液白细胞的显微镜计数［１０］。本文通过对临

床现用的脑脊液白细胞显微镜计数方法进行改良，寻求最佳的

冰醋酸浓度及与脑脊液混合的最适比例，使脑脊液白细胞计数

的方法更加规范化、标准化，现将结果报道如下。

１　材料与方法

１．１　材料　连续收集本院门诊和住院患者送检脑脊液标本

２１例，要求脑脊液为非肉眼血性的，其体积必须大于５ｍＬ。１

例脑脊液标本用于稳定性试验，２０例脑脊液标本用于稀释试

验，分２１ｄ完成，每天完成１例标本。

１．２　器材与仪器　采用ＯｌｙｍｐｕｓＫＸ３１光学显微镜、Ｓｙｓｍｅｘ

ＵＦ１０００ｉ尿沉渣分析仪及配套试剂、冰醋酸、改良牛鲍氏计数

板、洁净小试管、微量吸管、加样器、枪头、计时器

１．３　方法

１．３．１　现用显微镜计数法　按照《全国临床检验操作规程》

（第３版）中的体液细胞计数操作指南，于洁净小试管内放入冰

醋酸１～２滴，转动试管，使内壁沾有冰醋酸后倾去之，然后滴

加混匀的脑脊液３～４滴，数分钟后，混匀充入计数池，按细胞

总数操作中的红、白细胞计数法计数。

１．３．２　稳定性试验　将１００μＬ新鲜脑脊液标本与１００μＬ纯

冰醋酸混匀，分别放置５、１０、２０、３０ｍｉｎ后充池计数，所得结果

乘以稀释倍数。同时，将脑脊液按现用方法分别放置５、１０、

２０、３０ｍｉｎ后充池计数，所有实验结果均为充池计数两次取平

均值所得。比较两种方法的结果，证明浓度过高的冰醋酸会破

坏白细胞，使计数结果偏低。

１．３．３　稀释试验（改良显微镜计数法）　按照全自动尿沉渣分

析仪ＵＦ１０００ｉ的操作指南进行脑脊液标本分析，当然，在标本

检测前确定了仪器质控在控。将脑脊液标本在 ＵＦ１０００ｉ尿沉

渣分析仪上进行白细胞计数，当白细胞结果为２００个／μＬ时，

为稀释试验入选标本。将不同浓度的冰醋酸与选取的脑脊液

按不同比例混合，每种方法均充池计数两次，取其平均值，乘以

稀释倍数后将所得结果填入表内，同时，每个标本还需用现用

方法及ＳｙｓｍｅｘＵＦ１０００ｉ尿沉渣分析仪分别计数白细胞。总

３０５２重庆医学２０１３年７月第４２卷第２１期



计数２０例标本。

１．４　统计学处理　运用ＥＸＣＥＬ计算每种方法的均值与变异

系数，通过曲线图和柱形图进行比较。以稀释冰醋酸浓度为横

坐标，每种方法的变异系数为纵坐标，每种比例作出一条曲线，

作出ＣＶ值的趋势图。寻找白细胞计数的最高点与ＣＶ的最

低点。

２　结　　果

２．１　稳定性实验结果　结果见表１。

表１　　稳定性实验结果（×１０６／μＬ）

时间（ｍｉｎ） ５ １０ ２０ ３０

原液 １８３ １７４ １６５ １５８

纯冰醋酸与脑脊液混合 １３５ ９７ ９１ ７１

２．２　２０例脑脊液标本不同方法计数结果的平均值　结果见

表２～４，图１、２。

表２　　２８种显微镜改良方法的计数结果

　　平均值（×１０６／μＬ）

脑脊液与稀释冰

乙酸的比例

冰醋酸浓度

１％ ５％ １０％ ２０％ ４０％ ６０％ ８０％ 平均值

８０∶２０
红细胞

溶解不全
１７７ １５９ １５４ １３８ １４５ １３３ １５１

６０∶４０ １７１ １８９ １６３ １４３ １４５ １２８ １２５ １５２

４０∶６０ １６２ １５７ １３６ １２８ １３２ １０３ ８４ １２９

２０∶８０ １４３ １４０ １２２ １０１ １０３ ８３ ６１ １０８

平均值 １５９ １６６ １４５ １３２ １２９ １１５ １０１

表３　　显微镜计数方法与仪器计数结果

　　平均值（×１０６／μＬ）

方法 平均值

现用显微镜计数法 １６１

ＵＦ１０００ｉ尿沉渣分析仪法 ２００

表４　　２８种改良显微镜计数方法充池前的

　　　　最终冰醋酸的浓度

脑脊液与稀释冰

乙酸的比例

冰醋酸浓度

１％ ５％ １０％ ２０％ ４０％ ６０％ ８０％

８０∶２０ ０．２％ １％ ２％ ４％ ８％ １２％ １６％

６０∶４０ ０．４％ ２％ ４％ ８％ １６％ ２４％ ３２％

４０∶６０ ０．６％ ３％ ６％ １２％ ２４％ ３６％ ４８％

２０∶８０ ０．８％ ４％ ８％ １６％ ３２％ ４８％ ６４％

图１　　冰醋酸各种浓度组的均值与现用常规显微镜法

及ＵＦ１０００ｉ尿沉渣仪器法均值直方图

２．３　２０例脑脊液标本不同方法计数结果的ＣＶ值　结果见

表５。

图２　　脑脊液与稀释冰醋酸各种比例组的平均值直方图

表５　　２８种改良显微镜方法计数结果的ＣＶ值

脑脊液与稀释冰

醋酸的比例

冰醋酸浓度

１％ ５％ １０％ ２０％ ４０％ ６０％ ８０％

８０∶２０
红细胞

溶解不全
１６％ ２１％ ３５％ ２７％ ２９％ ３１％

６０∶４０ １６％ ７％ ３３％ ３５％ ３０％ ３６％ ３５％

４０∶６０ ２３％ ２１％ ２５％ １９％ ２０％ ２４％ ３５％

２０∶８０ ２２％ １８％ ２４％ ２８％ ３４％ ５３％ ５１％

３　讨　　论

从表１可以看出对于同一例脑脊液标本，脑脊液原液分别

放置５、１０、２０、３０ｍｉｎ后再按现用显微镜计数方法计数，所得

到的结果未出现明显减低；而用纯冰醋酸与脑脊液以１∶１的

比例混合后放置，其所计数得到的结果与放置脑脊液原液按现

用显微镜法计数的结果比较明显减低。而且随着放置时间的

延长，其所计数得到的白细胞结果呈逐渐减低的趋势。计数时

发现用纯冰醋酸与脑脊液以１∶１的比例混合后的脑脊液中出

现大量白细胞裸核，说明浓度过高的冰醋酸对脑脊液中部分白

细胞有破坏作用。而如果将脑脊液原液放置时间过久也会导

致一些不稳定的白细胞溶解，使得结果偏低。在稳定性试验中

放置原液结果基本不减低的原因可能是因为放置的时间还不

够长，脑脊液标本还比较新鲜，没有出现计数逐渐降低的情况。

从图１中作者观察到随着冰醋酸浓度的升高，白细胞的计

数结果呈下降趋势，且显微镜计数法的计数结果与仪器法计数

结果高度相关。当冰醋酸浓度为５％，脑脊液与稀释冰醋酸浓

度是６０∶４０时显微镜计数结果与仪器计数结果最接近，说明

在此情况下脑脊液中的白细胞破坏最小，偶然误差最低。图中

现用显微镜法计数的结果比某些浓度组的结果高，可能是由于

现用显微镜计数方法中冰醋酸的最终浓度小于其浓度组的最

终浓度，对脑脊液中的白细胞破坏没有那么严重，所以出现现

用显微镜计数方法的计数结果不是２８种方法最低的情况。建

议使用浓度为５％的冰醋酸、且脑脊液与５％冰醋酸的混合比

例为６０∶４０。

表２的直方图中，脑脊液与不同浓度冰醋酸（１％、５％、

１０％、２０％、４０％、６０％、８０％）按不同比例混合计数所得均值分

别为：１５９、１６６、１４５、１３２、１２９、１１５、１０１×１０６／Ｌ，基本呈现出随

着冰醋酸浓度升高，计数结果逐渐下降的情况，符合冰醋酸最

终的浓度越高，脑脊液中的白细胞计数越低的理论。

２９种方法中，不精密度最小的是冰醋酸浓度为５％，脑脊

液与５％冰醋酸的混合比例为６０∶４０的这种方法。但是考虑

到显微镜计数的偶然误差与设计的冰醋酸浓度的组数不足，估

计ＣＶ值最小，平均值最高是稀释冰醋酸浓度为５％，脑脊液与

稀释冰醋酸的浓度比例为６０∶４０时最佳。（下转第２５０７页）
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膜容受性方面起重要作用［９］。

有研究认为，子宫内 膜 的 厚 度 与 妊 娠 结 局 相 关［１０］。

８８．２％成功妊娠者的子宫内膜厚度在９～１２ｍｍ，超声类型呈

Ａ型
［２］，但随后较多研究证实子宫内膜厚度与妊娠结局无关，

本研究中治疗后两组子宫内膜厚度比治疗前均明显增厚，但对

照组差异无统计学意义（犘＞０．０５），而观察组差异有统计学意

义（犘＜０．０５），与后者的观点一致。本研究认为，采用经阴道

超声监测子宫内膜厚度，虽不能对妊娠结局做出可靠的预测，

但对薄型子宫内膜不孕症患者进行干预性治疗。

另有研究认为，子宫内膜的血流分布与妊娠相关。有研究

结果显示，在 ＨＣＧ注射日监测子宫内膜血流的敏感性和特异

性最好。活胎妊娠者的子宫内膜内及内膜下的血流较流产者

的丰富。有研究提示，子宫内膜血流与胚胎种植及继续发育有

密切关系。本研究中观察组较对照组治疗后Ⅱ型、Ⅲ型子宫内

膜血流分布明显高于治疗前，但Ⅰ型治疗前后子宫内膜血流分

布没有明显变化；观察组生化妊娠率及临床妊娠率均高于对照

组。意味着可能薄型子宫内膜的血流分布较内膜厚度对子宫

内膜容受性的影响更大，当子宫内膜内及内膜下血流均可探测

到者，子宫内膜厚度和形态变得不再重要，其临床妊娠率可能

提高，流产率可能降低；对于宫腔粘连分离术后内膜厚度小于

６ｍｍ的患者，子宫内膜下或内膜内血流分布检出率均明显减

低，即使药物或者仿生物电刺激治疗使子宫内膜厚度有所增

加，临床妊娠率也没有明显改善。

本研究通过 Ｕ８仿生物电流刺激子宫血管平滑肌收缩和

松弛，降低血管阻力；增加盆腔、子宫内膜和子宫肌肉的血液循

环，增加组织营养；刺激子宫内膜，加速组织修复和生理功能恢

复，促进子宫内膜生长，增加子宫内膜厚度，刺激改善盆腔微环

境，增加子宫内膜血供，从而改善子宫环境，改善子宫内膜容受

性，有提高临床妊娠率的趋势，值得进一步研究推广。
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理论上应该采用１％浓度的稀释冰醋酸，降低酸的浓度，减少

白细胞的破坏，但是当冰醋酸浓度为１％，脑脊液与冰醋酸比

例为８０∶２０时，其冰醋酸的最终浓度仅有０．２％，过低的冰醋

酸酸浓度不能使红细胞充分溶解，达不到破坏红细胞以计数白

细胞的目的，所以在计数时无法完全排除红细胞的干扰，故不

推荐使用浓度为１％的冰醋酸。

本实验使用５％的冰醋酸与脑脊液按６０∶４０的比例充分

混匀后充池计数，得出ＣＶ值最小，平均值最高，找出了最佳的

冰醋酸浓度及与脑脊液混合的最适比例，达到了改良现用显微

镜法计数脑脊液白细胞的目的。
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