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摘要：目的　 利用临床血常规标本分离、富集血细胞，制备高浓度血细胞样品，用于血液分析仪线性范围的验证评价。方法　
从多份临床新鲜血常规抗凝全血标本中分离、富集血细胞，制备高浓度血细胞样品，按照国家卫生行业标准 ＷＳ ／ Ｔ ４０６—２０１２
及ＷＳ ／ Ｔ ４０８—２０１２文件的要求，对 Ｓｙｓｍｅｘ ＸＮ３５０血液分析仪的线性范围进行验证。结果　 混合多份临床血常规标本，通过
分离富集血细胞可获得高浓度血细胞样品；对 Ｓｙｓｍｅｘ ＸＮ３５０血液分析仪线性验证数据进行多项回归分析显示，Ｈｂ与 ＰＬＴ为
一阶线性，而 ＲＢＣ、ＨＣＴ和 ＷＢＣ为临床可接受的二阶线性。ＲＢＣ、Ｈｂ、ＨＣＴ、ＷＢＣ 和 ＰＬＴ 线性验证数据的不精密度计算值分
别为 ０．７３％、０．５８％、０．８４％、１．１１％和 １．３９％，均小于判定界值 ９．７６％，数据的精密度较好，可满足线性评价的要求；实际验证的
线性范围分别为（０～８．３５）×１０１２ ／ Ｌ、０～２６０ ｇ ／ Ｌ、０％～７６．２％、（０～ ２９１．３８）×１０９ ／ Ｌ 和（０～ ２ ４０４）×１０９ ／ Ｌ，可基本满足临床需求。
结论　 混合多份临床血常规标本通过分离、富集可获得高浓度血细胞样品，可用于血液分析仪线性范围的验证。
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　 　 随着 ＩＳＯ １５１８９医学实验室认可工作的不断推
进以及实验室管理的逐步规范，验证血液分析仪的

检测性能已基本成为临床实验室的常规工作之一。

按照卫生行业标准 ＷＳ ／ Ｔ ４０６—２０１２《临床血液学
检验常规项目分析质量要求》的相关规定，需验证

的项目应包括：本底计数、携带污染、精密度、正确

度、线性、可比性等［１］。但是目前商品化的线性质

控物较少且缺乏有效的购买渠道，大部分医院在短

期内遇到涵盖所有项目的临床极端高值样品的可

能性很小，所以如何及时有效地进行线性评价是目
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前血液分析仪性能验证工作中的一个难点［２］。为

解决这一难题，现介绍一种可简单获得血液分析仪

高浓度线性验证样品的方法供大家参考。

１　 材料与方法

１．１　 主要仪器与试剂　 ＸＮ３５０血液分析仪及其配
套试剂、校准品和质控品（日本 Ｓｙｓｍｅｘ 公司）。
Ｈｅｒａｅｕｓ Ｌａｂｏｆｕｇｅ ４００ 及 Ｈｅｒａｅｕｓ Ｍｕｌｔｉｆｕｇｅ ４ ＫＲ 离
心机（德国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司）。
１．２　 标本采集与处理　 按照标准操作流程［３］采集

新鲜全血标本，ＥＤＴＡＫ２ 抗凝，用于血常规检测，完
成检测并留取备份后的剩余标本用于本实验研究。

１．３　 方法
１．３．１　 高浓度红细胞（ＲＢＣ）、血红蛋白（Ｈｂ）和血
细胞比容（ＨＣＴ）样品的制备 　 选取当天同血型全
血标本 ４份（ＲＢＣ尽量＞５．００×１０１２ ／ Ｌ），混合成 ２ 份
后用 Ｈｅｒａｅｕｓ Ｍｕｌｔｉｆｕｇｅ ４ ＫＲ离心机 ２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ离
心 ３ ｍｉｎ；用一次性塑料吸管去除大部分血浆后将
剩余血细胞混合于 １ 支试管中，获得约 ３ ｍＬ 高浓
度 ＲＢＣ、Ｈｂ和 ＨＣＴ样品。
１．３．２　 高浓度白细胞（ＷＢＣ）和血小板（ＰＬＴ）样品
的制备　 （１）选取当天全血标本（ＡＢＯ 血型可能不
同，尽量选取ＷＢＣ和 ＰＬＴ测定结果较高的标本，如
ＷＢＣ＞１５．００×１０９ ／ Ｌ、ＰＬＴ＞２５０×１０９ ／ Ｌ）４０ 份，混合
后倒入 ８支 １０ ｍＬ离心管中。（２）用 Ｈｅｒａｅｕｓ Ｌａｂｏ
ｆｕｇｅ ４００离心机 ３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ离心 １０ ｍｉｎ，用一次性
塑料吸管尽量提取中间富含ＷＢＣ和 ＰＬＴ的白膜层
（提取时会混有一定量的血浆、红细胞）混合备用

（约 １２ ｍＬ分装至 ４ 支 ＥＤＴＡＫ２ 抗凝真空采血管
内）。（３）摇匀后放入 Ｈｅｒａｅｕｓ Ｍｕｌｔｉｆｕｇｅ ４ ＫＲ 离心
机中，再次 ３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ离心 ５～１０ ｍｉｎ，用一次性塑
料吸管再次尽量提取中间白膜层混合备用（约６ ｍＬ
分装至 ２支 ＥＤＴＡＫ２ 抗凝真空采血管内）。（４）重
复步骤 ３，进一步富集ＷＢＣ和 ＰＬＴ，提高其浓度，得

到约 ３ ｍＬ高浓度 ＷＢＣ和 ＰＬＴ样品。
１．３．３　 线性验证样品的制备与检测　 用 ＸＮ３５０血
液分析仪配套稀释液［４］将上述高浓度血细胞样品

分别按 １００％、８０％、６０％、４０％、２０％、１０％、２％、０％
的比例进行稀释，稀释好的样品放置滚轴混匀器上

进行混匀备用。每个稀释度的样品重复测定 ３次。
１．４　 统计分析 　 依据行业标准 ＷＳ ／ Ｔ ４０６—２０１２
《临床血液学检验常规项目分析质量要求》，按照行

业标准 ＷＳ ／ Ｔ ４０８—２０１２《临床化学设备线性评价
指南》的相关计算指标以及公式等采用 Ｒ 语言统
计分析线性数据［５］。首先，采用格拉布斯（Ｇｒｕｂｂｓ）
法进行离群值检验，剔除离群值。然后，对线性验

证数据进行多项回归分析，确定最优拟合方程；如

数据拟合结果为统计学标准的非线性，则需按照指

南中的公式计算最优拟合曲线与直线的平均差异

值（ａｖｅｒａｇｅ ｄｅｖｉａｔｉｏｎ ｆｒｏｍ ｌｉｎｅａｒｉｔｙ，ＡＤＬ），并与临界
值进行比较以判断是否为临床可接受的非线性。

最后，按照指南中的公式计算数据的不精密度，与

界值进行比较从而检验线性验证数据的精密度，以

保证多项回归分析统计学的准确性。具体计算公

式参照指南中相应内容以及相关文献资料［６］。

２　 结果

２．１　 高浓度血细胞样品的制备　 将富集的高浓度
血细胞样品用 Ｓｙｓｍｅｘ ＸＮ３５０ 血液分析仪进行初
步检测，ＲＢＣ、Ｈｂ、ＨＣＴ、ＷＢＣ以及 ＰＬＴ 的测定结果
分别为 ８．３４×１０１２ ／ Ｌ、２６２ ｇ ／ Ｌ、７６．０％、２９３．００×１０９ ／ Ｌ
和 ２ ３８７×１０９ ／ Ｌ，达到预期要求。
２．２　 线性验证数据及多项回归分析结果　 剔除离
群值后对验证数据进行多项回归分析，各项目线性

验证不同比例浓度样品的测定值与最优拟合值见

表 １。各项目线性验证数据的多项回归分析结果如
图 １所示，Ｈｂ 与 ＰＬＴ 为一阶线性，而 ＲＢＣ、ＨＣＴ 和
ＷＢＣ为二阶线性，Ｒ２ 均在 ０．９５以上。

表 １　 各项目线性验证不同浓度样品的测定结果及最优拟合值

项目 １００％ ８０％ ６０％ ４０％ ２０％ １０％ ２％ ０％
ＲＢＣ（×１０１２ ／ Ｌ） 平均值 ８．３５ ６．６４ ４．９１ ３．２４ １．６１ ０．８２ ０．１７ ０．００

拟合值 ８．３５ ６．６２ ４．９２ ３．２５ １．６１ ０．８１ ０．１７ ０．０１
Ｈｂ（ｇ ／ Ｌ） 平均值 ２６０．３３ ２０８．００ １５６．３３ １０４．００ ５２．００ ２６．００ ５．００ ０．００

拟合值 ２６０．２７ ２０８．２０ １５６．１３ １０４．０６ ５１．９９ ２５．９６ ５．１３ －０．０８
ＨＣＴ（％） 平均值 ７６．１７ ６１．４７ ４６．４３ ３１．２７ １５．９７ ８．３７ １．８０ ０．００

拟合值 ７６．１４ ６１．４５ ４６．５２ ３１．３４ １５．９０ ８．０９ １．８０ ０．２２
ＷＢＣ（×１０９ ／ Ｌ） 平均值 ２９１．３８ ２３９．０１ １８１．５９ １２１．２６ ６１．９１ ３１．１５ ５．６４ ０．００

拟合值 ２９２．２０ ２３７．６６ １８１．１２ １２２．５８ ６２．０３ ３１．０１ ５．８４ －０．５１
ＰＬＴ（×１０９ ／ Ｌ） 平均值 ２ ４０４．００ １ ９３１．６７ １ ４２７．３３ ９５０．３３ ４９１．３３ ２３８．６７ ４４．６７ ０．００

拟合值 ２ ４０２．４１ １ ９２１．６２ １ ４４０．８３ ９６０．０４ ４７９．２５ ２３８．８５ ４６．５４ －１．５４
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注：Ａ～Ｅ分别为 ＲＢＣ、Ｈｂ、ＨＣＴ、ＷＢＣ和 ＰＬＴ线性多项回归分析结果。

图 １　 线性多项回归分析结果

２．３　 非线性程度判断及精密度评价　 从图 １ 中可
看出 ＲＢＣ、ＨＣＴ 和 ＷＢＣ 为统计学标准的非线性，
需计算 ＡＤＬ 值以判定是否为临床可接受的非线
性。ＲＢＣ、ＨＣＴ 和 ＷＢＣ 的 ＡＤＬ 计算值分别为
１．１９％、０． ９５％和 １． ９９％，均小于临界值 ５． ２５％、
５．２８％和 ５． ３７％，为临床可接受的非线性。ＲＢＣ、
Ｈｂ、ＨＣＴ、ＷＢＣ以及 ＰＬＴ线性验证数据的不精密度
评估值分别为 ０．７３％、０．５８％、０．８４％、１．１１％和１．３９％，
均小于判定界值 ９．７６％，说明数据的精密度良好，满
足线性验证数据多项回归分析的统计学要求。

２．４　 线性范围　 各项目的实际验证线性范围与厂
家声明的线性范围见表 ２。由于 ＷＢＣ 和 ＰＬＴ 样品
制备浓度未达到厂家声明的线性上限，导致实际验

证线性范围低于厂家声明的线性范围，但实际验证

线性范围也基本可满足绝大部分临床标本的检测

需求。

表 ２　 各项目的实际验证线性范围与厂家声明线性范围

项目 实际验证线性范围 厂家声明线性范围

ＲＢＣ（×１０１２ ／ Ｌ） ０～８．３５ ０～８．６０
Ｈｂ（ｇ ／ Ｌ） ０～２６０ ０～２６０
ＨＣＴ（％） ０～７６．２ ０～７５．０
ＷＢＣ（×１０９ ／ Ｌ） ０～２９１．３８ ０～４４０
ＰＬＴ（×１０９ ／ Ｌ） ０～２ ４０４ ０～５ ０００

３　 讨论

　 　 利用临床标本分离 ＰＬＴ和ＷＢＣ在血液分析仪
线性评价中的应用虽已有报道［７９］，但本研究的创

新点在于：（１）富集方法简便、可操作性强，富集制
备的样品项目齐全、浓度值较高，可满足大部分临

床检测线性验证需求，并且一次富集可获得多个项

目同时呈现高浓度值的样品，可在满足线性验证浓

度要求的同时节约检测成本；（２）线性验证统计分
析方法科学严谨，保证了线性验证结果的准确性。

高浓度 ＲＢＣ 样品的制备相对简单，需要注意
的是：因所需临床标本数量较少，推荐采用血型相

同的临床标本；离心转速不需要过高、时间不宜过

长，以免因离心力过大造成 ＲＢＣ 的破损或因过度
挤压不易混匀，从而影响 ＲＢＣ和 ＨＣＴ的检测结果。

制备高浓度ＷＢＣ和 ＰＬＴ样品成功的关键点在
于：（１）离心转速不易过低，以免离心后 ＰＬＴ 处于
血浆层而非中间白膜层，造成 ＰＬＴ 的丢失；（２）提
取中间白膜层时需操作熟练，减少 ＷＢＣ 和 ＰＬＴ 的
丢失，从而提高富集的效率。虽然在选取临床标本

时因所需标本量较多而未采用同型血相混且富集

后的样品中仍含有一定量的 ＲＢＣ，但制备的样品并
未看到 ＲＢＣ有明显的凝集或溶血现象。分析原因
可能为：当多份不同血型血液混合时，血浆中存在
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的血型物质中和了部分血型抗体，从而抑制了血型

抗体与红细胞之间的凝集反应［１０］。

美国临床和实验室标准协会（ＣＬＳＩ）Ｈ２６Ａ２ 及
ＥＰ６Ａ文件推荐可采用自身无细胞血浆、磷酸缓冲
盐溶液（ＰＢＳ）或仪器厂商推荐的稀释液对高浓度
样品进行稀释，来配制不同浓度水平的线性验证样

品［１１１２］。本研究采用厂商推荐的可用于仪器预稀

释模式检测的配套稀释液对高浓度样品进行稀释，

是否会造成高浓度样品与低浓度样品以及稀释后

的线性验证样品与临床常规标本间基质的不同，产

生基质效应从而对实验结果产生影响，还有待进一

步的研究探讨。

本研究采用多项回归分析对线性验证数据进

行统计分析，发现 Ｈｂ 与 ＰＬＴ为一阶线性，而 ＲＢＣ、
ＨＣＴ和 ＷＢＣ 为临床可接受的非线性；线性评价数
据的精密度均较好，可满足线性评价的要求。
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