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摘　要：目的　对Ｓｙｓｍｅｘ五分类血细胞分析仪白细胞分类计数进行校准，并通过仪器之间比对验证，使检测结果准确可

靠。方法　采用手工显微镜计数法作为白细胞分类计数参考方法对５份新鲜全血白细胞分类计数百分比进行定值，用定

值新鲜全血对ＳｙｓｍｅｘＸＥ２１００，ＸＳ８００ｉ和 ＸＮ２０（Ａ１）血细胞分析仪的分类系数进行校准，之后用２０份新鲜全血进行仪

器间比对实验。结果　各仪器白细胞分类计数结果均在手工显微镜白细胞分类计数结果９５％可信区间内。与参比仪器

ＸＥ２１００相比，ＸＳ８００ｉＮＥＵＴ％，ＬＹＭ％，ＭＯＮ％，ＥＯＳ％和ＢＡＳＯ％相关系数狉分别为０．９９，０．９９，０．９８，０．９８和０．５９；

ＸＮ２０（Ａ１）ＮＥＵＴ％，ＬＹＭ％，ＭＯＮ％，ＥＯＳ％和ＢＡＳＯ％相关系数狉分别为０．９９，０．９９，０．９７，０．９８和０．５５；ＸＳ８００ｉ和

ＸＮ２０（Ａ１）白细胞分类计数 ＮＥＵＴ％，ＬＹＭ％，ＭＯＮ％和 ＥＯＳ％均１００％在可信区间之内，ＸＳ８００ｉ白细胞分类计数

ＢＡＳＯ％结果９５％在可信区间之内，ＸＮ２０（Ａ１）白细胞分类计数ＢＡＳＯ％结果９０％在可信区间之内。结论　该校准验证

方案及比对结果满足 ＷＳ／Ｔ２４６２００５《白细胞分类计数参考方法》各项指标要求。为了保证血细胞分析仪白细胞分类计数

结果的准确性以及不同实验室间白细胞分类计数的结果互认，要定期对仪器白细胞分类计数结果与手工显微镜分类计数

结果进行比对分析。
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　　外周血白细胞分类计数是疾病诊断和治疗以

及疗效观察的可靠指标，但是血细胞分析仪白细胞

分类计数缺乏具有溯源性的校准物，如何保证实验

室内和实验室间不同仪器间白细胞分类计数的准

确性和一致性，以及不同血细胞分析系统间测定结

果的溯源性和可比性是目前实验室面临的重要问

题［１］。因此，应及时、准确地对血细胞分析仪白细

胞分类计数进行校准和验证，以保证仪器对各类细

胞的正确识别。

　　我国２００５年颁布的中华人民共和国卫生行业
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标准 ＷＳ／Ｔ２４６２００５《白细胞分类计数参考方法》

为白细胞分类计数的溯源提供了依据，此参考方法

还提出了血细胞分析仪白细胞分类计数的性能评

价。依据 ＷＳ／Ｔ２４６２００５，本研究采用白细胞计

数分类参考方法（手工目视显微镜计数法）定值的

新鲜全血对血细胞分析仪ＤＩＦＦ系数进行校准，以

实现日常检测的量值溯源，保证分类结果的准确

性。自参加ＩＳＯ１５１８９医学实验室认可以来，科室

完善了血细胞分析仪校准操作程序，补充了人工分

类与仪器分类的比对、仪器间结果比对以及人员之

间手工分类能力比对的标准操作程序（ｓｔａｎｄａｒｄ

ｏｐｅｒａｔｉｎｇｐｒｏｃｅｄｕｒｅ，ＳＯＰ），保证了血细胞分析仪

白细胞分类计数结果的准确性和一致性。现将白

细胞分类计数校准和仪器间的比对方法报告如下：

１　材料与方法

１．１　仪器和试剂　日本Ｓｙｓｍｅｘ株式会社 ＸＥ

２１００血细胞分析仪，ＸＳ８００ｉ血细胞分析仪，ＸＮ

２０（Ａ１）全自动血细胞体液一体机，ＳＰ１０００ｉ全自动

推片机，奥林巴斯ＣＸ２１光学显微镜。日本Ｓｙｓ

ｍｅｘ原装进口配套试剂、校准物、质控物。ＢＡＳＯ

瑞氏吉姆萨染液，山东威高集团生产的ＥＤＴＡＫ２

抗凝试管。

１．２　比对标本　无已知影响白细胞形态的临床疾

病；无溶血、黄疸、脂血；白细胞散点图无异常报警，

取ＥＤＴＡＫ２ 抗凝全血２ｍｌ，４ｈ内完成。

１．３　方法

１．３．１　仪器状态确认：检测仪器工作环境、压力单

元、内部温度，光路调节，用配套质控物／校准物进

性灵敏度调节，将 ＤＩＦＦＸ，ＤＩＦＦＹ，ＢＡＳＯＸ，

ＢＡＳＯＹ调整在要求范围内。上述确认完成后，进

行仪器空白计数、精密度、携带污染等试验及全血

细胞计数（ｃｏｍｐｌｅｔｅｂｌｏｏｄｃｏｕｎｔ，ＣＢＣ）的校准及验

证等，此验证通过后进行白细胞分类计数结果的校

准。

１．３．２　白细胞分类计数（手工法）靶值确定：取５

位患者新鲜抗凝全血，在ＳＰ１０００ｉ全自动推片机上

按标准程序，每份全血分别制作三张血涂片并瑞氏

染色。由三名形态学经验丰富的人员（从事血细胞

形态学检验三年以上）通过双盲法进行白细胞分类

计数，每人每张血涂片计数２００个白细胞，三人之

间的白细胞分类结果须在可接受的可信限范围内。

取三人结果的均值作为该份全血白细胞分类人工

计数的靶值。

１．３．３　仪器法白细胞分类计数：将上述５份新鲜

全血标本分别在每台血细胞分析仪上进行白细胞

分类计数，手工模式连续检测２次，计算每份全血

各项目的均值。

１．３．４　计算白细胞分类计数的９５％可信区间：依

据标准误ＳＥｐ＝
狆×狇

槡狀 ，狆＝均值（三位形态学人

员计数百分率结果）；狇＝１００－狆；９５％可信区间的

ｔ分布因子（Ｓｔ）＝１．９６，计算白细胞分类计数的

Ｒüｍｋｅ表
［２］，根据人工镜检所得出的９５％可信区

间作为判断标准，判断比对是否通过。如果白细胞

分类仪器检测结果均落在９５％可信区间，则比对

通过，说明仪器法的白细胞分类计数结果在允许误

差范围内，仪器不需要校准。反之则需要再次调整

仪器光路、确认灵敏度和（或）调整仪器校准系数。

直至仪器法白细胞分类计数结果均落在人工法的

９５％可信区间内。

１．３．５　校准系数的计算：当白细胞分类计数仪器

结果未能全部落入人工结果９５％可信区间内和

（或）出现系统偏倚时，首先检查仪器光路、确认灵

敏度，保证激光光路在正常范围内调整仪器校准系

数。新校准系数＝（人工均值／测定均值）×旧校准

系数。人工均值即上述５份新鲜全血白细胞分类

手工计数总体均值；测定均值即上述５份新鲜全血

白细胞分类计数仪器测定总体均值。调整校准系

数后，应重新进行比对验证。

１．３．６　白细胞分类计数仪器间比对试验：当一个

实验室有多台血细胞分析仪时，在进行人工显微镜

分类法和仪器分类法白细胞分类计数比对验证通

过后还要进行仪器间比对试验。

１．３．６．１　确定参比仪器：以参加室间质评成绩优

秀、白细胞分类计数校准后验证合格的仪器 ＸＥ

２１００作为实验室参比仪器。ＸＳ８００ｉ和 ＸＮ２０

（Ａ１）血细胞分析仪为比对仪器。

１．３．６．２　选取２０份新鲜全血，中性粒细胞百分

比、淋巴细胞百分比、单核细胞百分比均含高、中、

低值，严格按照作业指导书要求，在参比仪器和比

对仪器上分别检测２次（正反序列各１次），计算其

均值。以参比仪器测定结果均值计算９５％可信区

间，其它仪器测定均值的结果≥８０％落在此可信区

间，则比对通过。反之对待比对仪器应重新进行校

准后再进行比对试验，直至结果≥８０％落在参比仪

器的９５％可信区间内。

１．４　统计学分析　采用ＳＰＳＳ１６．０软件进行统计

分析。比对仪器与参比仪器相关性分析采用Ｐｅａｒ

ｓｏｎ相关分析法，线性回归分析，以犘＜０．０５为差

异具有统计学意义，即建立的回归方程有效。

２　结果

２．１　三台仪器白细胞分类计数结果均值和手工显

微镜白细胞分类计数均值９５％可信区间结果　见

表１。
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　表１　手工法和仪器法白细胞分类计数比对结果（％）

分类

参数

标本

编号

仪器

ＸＥ２１００ ＸＳ８００ｉ ＸＮ２０（Ａ１）
手工法

９５％

可信区间

ＮＥＵＴ
　
　
　
　
ＬＹＭ
　
　
　
　
ＭＯＮ
　
　
　
　
ＥＯＳ
　
　
　
　

ＢＡＳＯ
　
　
　
　

１
２
３
４
５
１
２
３
４
５
１
２
３
４
５
１
２
３
４
５
１
２
３
４
５

６３．９５
５９．６０
８２．３９
２３．６４
５３．８０
２９．５５
３２．３０
１１．５７
６５．３９
３１．２０
５．２５
５．７０
５．３０
５．９９
１４．０５
０．７５
２．０５
０．５４
４．６０
０．６５
０．５０
０．３５
０．３４
０．５０
０．３０

６１．２０
６１．００
８３．１０
２３．９０
５３．３０
３１．７５
３１．３５
１０．００
６５．２０
３０．８０
５．９５
５．４０
５．９０
５．５５
１４．６０
０．８０
２．０５
０．５０
５．１５
１．００
０．３０
０．２０
０．５０
０．２０
０．３０

６３．２５
６０．２５
８１．４５
２３．２５
５１．０５
３０．３０
３２．４５
１２．８５
６６．６０
３６．２０
５．３０
５．４０
５．０５
５．１０
１１．６５
０．５０
１．６０
０．４５
４．６０
０．８０
０．６５
０．３０
０．２０
０．４５
０．３０

６２．５３
６１．９０
８０．９３
２４．６０
５４．２３
２９．８７
３０．４３
１３．２０
６４．８６
３０．８０
５．８７
５．８３
４．７０
５．００
１４．１０
１．２０
１．３４
１．００
４．８７
０．３３
０．５３
０．５０
０．１７
０．６７
０．５３

５５．８２～６９．２４
５５．１７～６８．６３
７５．４９～８６．３７
１８．６３～３０．５７
４７．３３～６１．１３
２３．５３～３６．２１
２４．０５～３６．８１
８．５１～１７．８９
５８．２４～７１．４８
２４．４０～３７．２０
２．６１～９．１２
２．５８～９．０８
１．７７～７．６３
１．９８～８．０２
９．２８～１８．９２
０～２．７１
０～２．９３
０～２．３８
１．８９～７．８５
０～１．１２
０～１．５４
０～１．４８
０～０．７４
０～１．８０
０～１．５４

２．２　不同仪器间比对结果　以参比仪器ＸＥ２１００

分类结果计算９５％可信区间，比对仪器ＸＳ８００ｉ和

ＸＮ２０（Ａ１）白 细 胞 分 类 计 数 中 性 粒 细 胞

（ＮＥＵＴ％）、淋 巴 细 胞 （ＬＹＭ％）、单 核 细 胞

（ＭＯＮ％）、嗜酸性粒细胞（ＥＯＳ％）均１００％在可

信区间之内，血细胞分析仪ＸＳ８００ｉ嗜碱性粒细胞

（ＢＡＳＯ％）９５％在可信区间之内，血细胞分析仪

ＸＮ２０（Ａ１）嗜碱性粒细胞（ＢＡＳＯ％）９０％在可信

区间之内。

２．３　参比仪器 ＸＥ２１００与比对仪器 ＸＳ８００ｉ和

ＸＮ２０（Ａ１）白细胞分类计数相关性　见表２。

　表２ 　仪器间白细胞分类计数相关性

分类

参数

ＸＳ８００ｉ

狉 回归方程 犘
　

ＸＮ２０（Ａ１）

狉 回归方程 犘

ＮＥＵＴ

ＬＹＭ

ＭＯＮ

ＥＯＳ

ＢＡＳＯ

０．９９８

０．９９７

０．９７７

０．９８１

０．５５２

犢＝０．９９０犡＋０．７６７

犢＝１．０３１犡＋０．２５３

犢＝０．８８８犡－０．４８０

犢＝１．０３１犡＋０．１２８

犢＝０．６１４犡＋０．１７０

０．０００

０．０００

０．０００

０．０００

０．０１２

　

０．９９６

０．９９７

０．９８６

０．９８９

０．５９４

犢＝０．９８３犡＋１．９１６

犢＝０．９９５犡－０．１９２

犢＝０．８６８犡＋０．４１３

犢＝１．０４１犡＋０．０２０

犢＝０．４４５犡＋０．１１０

０．０００

０．０００

０．０００

０．０００

０．００６

３　讨论　白细胞计数和白细胞分类计数在临床诊

断和疗效观察上有着同等重要的地位，以前仅关注

白细胞计数是否准确，白细胞分类计数的质量未引

起检验工作者和实验室的足够重视，对其评价标准

和验证方法了解的甚少［３］。Ｓｙｓｍｅｘ五分类血细胞

分析仪在白细胞分类上采用半导体激光流式细胞

技术结合核酸荧光染色技术进行白细胞计数和分

类。激光光路准确与否严重影响仪器白细胞分类

结果的准确度和精密度。日常工作中应在以下情

况时对血细胞分析仪白细胞分类计数进行校准和

验证：①血细胞分析仪投入使用前（新安装或旧仪

器重新启用）；②更换部件进行维修后，可能对白细

胞分类检测结果的准确性有影响时；③仪器搬动

后，需要确认检测结果的可靠性时；④室内质量控

制显示检测系统结果有漂移时（排除仪器故障和试

剂的影响因素）；⑤比对结果超出允许范围；⑥实验

室认为需进行仪器光路检测的其他情况［４］。

　　目前临床只有白细胞计数商品校准物，尚无白

细胞分类计数商品校准物，采用手工显微镜计数法

测定结果对血细胞分析仪白细胞分类计数进行校

准和验证，是保证检验结果准确可靠的前提［５，６］。

手工显微镜分类计数测定的结果直接影响仪器白

细胞分类计数的校准和验证，根据 ＷＳ／Ｔ２４６

２００５对镜检的操作人员进行培训并定期进行人员

血细胞形态学比对及考核，保证人工法结果的可靠

性和一致性。三台仪器白细胞分类结果均在人工

分类结果９５％可信区间内，满足 ＷＳ／Ｔ２４６２００５

和ＩＳＯ１５１８９《医学实验室质量和能力的专用要

求》的规定。各仪器间白细胞分类结果与参比仪器

结果的一致性均＞８０％，说明各检测系统之间的白

细胞分类计数结果有较好的一致性，仪器之间结果

的误差符合 ＷＳ／Ｔ２４６２００５及ＩＳＯ１５１８９《医学实

验室质量和能力的专用要求》的规定，完全满足临

床诊断的要求。血细胞分析仪 ＸＳ８００ｉ，ＸＮ２０

（Ａ１）白细胞分类计数与参考系统相关性结果

ＮＥＵＴ％，ＬＹＭ％，ＭＯＮ％，ＥＯＳ％相关系数狉＞

０．９５，各仪器间相关性良好；而ＢＡＳＯ％相关系数狉

分别为０．５９，０．５５，仪器间相关性差，因此当白细

胞分类计数≤１％时，采用９５％可信区间作为仪器

比对通过判定标准不适用。

　　由于仪器白细胞分类的手动模式和自动进样

模式共用同一激光检测单元和校准系数，且白细胞

分类百分比与标本吸取量差异无关，因此只需选择

一种模式的校准和比对分析，无需进行手动进样模

式和自动进样模式之间的校准和比对。

　　通过建立与验证血细胞分析仪白细胞分类计

数校准和比对方法，确保了检验质量，完善了血细

胞分析仪比对程序，满足了临床诊疗的需求。
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