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全自动血细胞分析流水线网织红细胞参数参考区间是否适合于儿科实

验室$方法
!

根据
'5V-#-XB

(

3%-3

)医学实验室质量和能力的要求*和美国病理家协会对实验室质量管理的要求和

实验室认可的要求!参照美国临床和实验室标准化协会
Q3X!6"

文件推荐方法!对引用厂家试剂说明书的
A

项网织

红细胞参数的参考区间进行实验验证$结果
!

超过
B%T

参考个体的网织红细胞绝对值'低荧光强度网织红细胞百

分率'中荧光强度网织红细胞百分率'高荧光强度网织红细胞百分率和未成熟网织红细胞比率检测值落在厂家提供

的参考区间以内!超过
-%T

参考个体的网织红细胞百分数和网织红细胞血红蛋白水平检测值落在厂家提供的参考

区间以外$结论
!

厂家提供的网织红细胞参考区间不适合于儿科实验室!应自建儿童参考区间$

"关键词#

!

网织红细胞计数%
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健康儿童%
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参考区间是目前实验室最常用的解释检验报告的一个.决

策支持工具/

+

-

,

)正确的参考区间可以避免不必要的重复检测

或临床干预#建立可靠的检验项目参考区间是实验室的重要任

务+

3

,

)根据
'5V-#-XB

!

3%-3

2医学实验室质量和能力的要求3

和美国病理家协会对实验室质量管理的要求和实验室认可的

要求#参照美国临床和实验室标准化协会$

Q(5'

%

Q3X!6"

文件

推荐方法#本研究对厂家试剂说明书提供
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全

自动血细胞分析流水线
A

项网织红细胞参数+网织红细胞绝对

值$

R4C

0

%*网织红细胞百分数$

R4CT

%*低荧光强度网织红

细 胞 百 分 率 $

(bRT

%*中 荧 光 强 度 网 织 红 细 胞 百 分 率

$

UbRT

%*高荧光强度网织红细胞百分率$

)bRT

%*未成熟网

织红细胞比率$

'RbT

%*网织红细胞血红蛋白水平$

R4C!)1

%,

的参考区间进行实验验证#探讨厂家提供的参考区间是否适合

于儿科实验室#现报道如下)

$

!

资料与方法

$.$

!

一般资料
!

选取
3%-$

年
&

月在本院儿童保健科健康体

检的
-

个月至
-X

岁健康儿童及青少年
$%

例作为研究对象)

按照
Q(5'

关于健康者的原则要求#制订纳入标准!$

-

%体格检

查*生长发育正常#主要脏器基本无症状及体征($

3

%检查前
-

个月无各种急慢性感染($

"

%检查前
-

个月未接受过铁剂和输

血治疗($

$

%个人无血红蛋白疾病史和贫血史#无血红蛋白疾病

家族史($

#

%血常规检查各项参数+其中小于
&

岁婴幼儿血红蛋

白$

)N

%

%

--%

8

"

(

#

&

!

-A

岁儿童
)N

%

-3%

8

"

(

(平均红细胞体

积$

UQ+

%

%

X%G(

(平均红细胞血红蛋白含量$

UQ)

%

%

3X

,8

(

平均红细胞血红蛋白浓度$

UQ)Q

%

%

"3%

8

"

(

,及细胞直方图*

散点图正常+

"

,

($

&

%血浆铁
-3.X

!

"-."

"

;>E

"

(

)为验证涵盖
-

-

$X-

-

检验医学与临床
3%-&

年
-

月第
-"

卷第
3

期
!

(INU1KQE<=

!

ZI=/I@

M

3%-&

!

+>E.-"

!

:>.3

"

基金项目$广东省深圳市科创委资助项目$

ZQ\Z3%-$%$-&-$-""-#%$

%)

!!

作者简介!曹科#男#本科#主管技师#主要从事临床检验工作)

!

#

!

通讯作者#

4!;I<E

!

;IKE-3"$

#

-3&.0>;

)



个月至
-X

岁健康儿童及青少年
A

项网织红细胞参数的参考区

间的适用性#本实验选取的
$%

例参考个体基本均匀分布于男*

女性别的各年龄段)

$./

!

仪器与试剂
!

日本
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全自动血细胞分析

流水线#仪器配套校准品*质控品和试剂#检测血常规和
A

项网

织红细胞参数(美国贝克曼
6̂ #X%%

全自动生化分析仪配套试

剂检测血浆铁)汕头金丰医疗器械科技有限公司生产的
-;(

49C6!c

"

抗凝管$

49C6!c

"

-.#

!

3.%;

8

"

;(

%和广州阳普医

疗科技股份有限公司生产的
3;(

微量元素专用肝素钠抗凝

管$肝素钠
3%^

"

;(

%)

$.'

!

质量控制
!

实验前配套校准品校准血常规及网织红细胞

参数#每天用配套
"

种水平室内质控品监测血常规及网织红细

胞各参数的稳定性#所有项目均在控#并参加卫生部临床检验

中心的室间质量评价#结果合乎要求)血浆铁每天使用伯乐双

水平质控血清检测#结果在控#参加广东省临床检验中心的室

间质量评价#结果合乎要求)

$.1

!

方法

$.1.$

!

验证方法
!

参照
Q3X!6"

文件推荐方法+

$

,要求进行验

证!收集
-

组$

3%

例%健康未成年参考个体样本#男*女各
-%

例#在
5

M
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全自动血细胞分析流水线上检测样本#

网织红细胞参数检测结果
B%T

$

-X

例%落在现用参考区间以

内#不超过
-%T

$

3

例%结果落在现用参考区间以外#说明该参

考区间有效)若第
-

组实验数据
"

例或以上检测结果落在参

考区间以外#则收集第
3

组数据重新检测#第
3

组检测数据不

超过
3

例结果落在参考区间以外#可以认为验证有效)若第
3

组检测数据超过
3

例结果落在参考区间以外#则需进一步做自

建参考区间的实验)

$.1./

!

标本采集与检测
!

所有受试者于清晨仰卧位或坐姿由

技术熟练的护士空腹抽取
-;(

静脉血于
49C6!c

"

抗凝管和

3;(

静脉血于肝素钠抗凝管中#轻轻颠倒抗凝管
#

!

X

次#剔

除肉眼可见脂血*黄疸$肝素钠抗凝标本%或血凝$

49C6!c

"

抗

凝标本%不合格标本#剩余标本于
&F

内完成血常规和
A

项网

织红细胞参数的检测#

3$F

内完成血浆铁的检测)需要说明

的是所有检测标本均为常规体检剩余标本)

/

!

结
!!

果

/.$

!

健康参考个体情况
!

收集两组$共
$%

例%健康未成年参

考个体样本#每组男*女各
-%

例#

$%

例参考个体均匀分布于
-

个月至
-X

岁男*女各年龄段#每
-

岁男女至少
-

例标本#其中

男童平均$

X.$Y#.3

%岁#女童平均$

X.#Y#.%

%岁)

/./

!

A

项网织红细胞参数参考区间验证结果
!

见表
-

)按照

Q3X!6"

文件推荐方法#先取
3%

例健康参考个体进行验证#

R4CT

和
R4C!)1

验证不通过#再取
3%

例参考个体进行验

证#同样
R4CT

和
R4C!)1

验证不通过)其余
#

项参数均通

过验证)

表
-

!

A

项网织红细胞参数参考区间验证结果

项目 验证例数$

'

%超区间例数$

'

% 超区间比例$

T

% 厂家参考区间 健康参考个体范围 验证结论

R4C

0

$% " A.#

$

-A.%%

!

A%.-%

%

]-%

B

"

(

$

3&.3%

!

B3.B%

%

]-%

B

"

(

通过

R4CT $% A -A.# %.$"T

!

-."&T %.&%T

!

-.A$T

不通过

(bRT $% - 3.# XB.B%T

!

BB.$%T X$.3%T

!

BB.3%T

通过

UbRT $% 3 #.% -.&%T

!

B.#%T %.X%T

!

-".%%T

通过

)bRT $% - 3.# %.%%T

!

-.A%T %.%%T

!

3.3%T

通过

'RbT $% 3 #.% -.&%T

!

-%.#%T %.X%T

!

-#.3%T

通过

R4C!)1 $% "- AA.# "3.-%T

!

"X.X%T 3X.B%T

!

"$.&%T

不通过

'

!

讨
!!

论

网织红细胞计数是判断骨髓红系造血情况和疗效观察的

重要指标+

$

,

)检测方法有人工镜检法*血细胞分析仪法等方

法#血细胞分析仪法具有结果准确#检测快速#影响因素少#便

于掌握等优点#是目前应用的主流方法+

#

,

)日本
5

M

7;1D

公司

最新推出的
5

M

7;1D!̀ :

系列全自动血细胞分析流水线#其网

织红细胞计数原理是分析仪吸入一定体积的全血标本#先将一

部分标本用
Q4((P6Qc9b(

按
-i3%%

自动稀释#然后加入

bE/>@>01EER4C

$含聚甲烯次甲基荧光染料%#对网织红细胞进

行染色#最后将染色后标本导入鞘流式检测系统#测定前向散

射光和侧向荧光强度#根据荧光强度将网织红细胞分成
)bR

*

UbR

*

(bR"

个区域#荧光强度越高表示网织红细胞越幼稚#

通过计算得出
R4C

0

等
A

种参数)

检验项目的参考区间受种族*年龄*性别*生长发育*检测

仪器等众多因素的影响而有差异+

&!A

,

)因此每个实验室应建立

自己的生物参考区间#引用文献或厂家的说明书必须非常慎

重+

X

,

)目前国内外较少见
5

M
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系列全自动血细胞分析

流水线
A

项网织红细胞参数的儿童参考区间的报道#所以作者

优先引用厂家提供的参考区间#并按要求进行了验证)

本验证结果显示#虽然超过
B%T

参考个体的
R4C

0

*

(bRT

*

UbRT

*

)bRT

和
'RbT

检测值落在厂家提供的参考

区间以内#通过验证#但超过
-%T

参考个体的
R4CT

和
R4C!

)1

的检测值落在厂家提供的参考区间以外#未通过验证)

A

项参数同时由仪器测定得出#因此#厂家提供的网织红细胞参

考区间不适用于本儿科实验室#应建立本实验室的参考区间)

本研究将在最近一段时间#筛选足够数量的健康未成年标

本#建立起儿科实验室网织红细胞参数的参考区间#更好地为

本地区儿童医疗保健工作提供优质服务)
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为阴性对照(
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图
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各靶点对
6:̀ 63

表达的干扰效率

'

!

讨
!!

论

R:6<

是由双链
R:6

介导的*转录后水平特异沉默同源

靶基因的现象#是一种新兴的基因阻断技术#在细胞与组织模

型的研究中均取得了满意的效果+

&

,

)早期
R:6<

片段大多为

化学合成#其效应短暂#现多将
R:6<

序列设计成小发卡结构#

克隆入质粒或病毒载体#转染靶细胞#达到长期*稳定表达
7<R!

:6

的目的)慢病毒表达载体携带信息量大#可整合到宿主基

因组内稳定表达#是介导
R:6<

的理想载体)本实验设计采用

慢病毒载体携带不同
R:6<

的靶点质粒$

6:̀ 63!7<R:6-

!

"

%#取得了较好的干扰效率)

R:6<

现象是
-BB#

年人们在线虫体内首先发现的#其作

用机制可概括为外源性或内源性
K7R:6

在
9<01@

酶切割下形

成
7<R:6

#后者与特异性酶结合生成
R:6

诱导的沉默复合体

$

R'5Q

%#介导同源
;R:6

的降解)

9<01@

酶在
R:6<

的调控中

起着非常重要的作用#它属于
R:6

酶家族#进化上非常保守#

能识别
K7R:6

并将其降解为
7<R:6

+

A!X

,

)外源
K7R:6

进入

细胞与
9<01@

结合形成
9<01@!K7R:6

复合物#

9<01@

酶发挥

R:I71

活性作用将
K7R:6

切割为
7<R:6

#后者与
R:6<

特异

性酶如
6

8

>!3

等结合#形成
R:6

诱导沉默复合物$

R'5Q

%#

R'5Q

经
6CP

酶激活后#解开与之结合的
7<R:6

双链#并通过

碱基配对#在
7<R:6

指导下序列特异性降解同源
;R:6

#达到

阻止靶基因表达#使基因沉默的目的+
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,

)不同靶位点的
R:6

作用效果差别很大#故需要根据同一条
;R:6

的不同靶位点

设计多个
7<R:6

)

)>E1=

等+

-%

,研究发现一般转录起始位点*

编码区
"f

末端干扰效率较差)

本实验根据上述原理#在
6:̀ 63;R:6

序列中筛选出

的
"

个靶位点并把此编码
9:6

接入慢病毒载体
,

2Q5'(!

2bP

)重组后的载体
6:̀ 63!7<R:6

与
6:̀ 63

过表达载体

,

42bP!:-!6:̀ 63

共转染
3B"C

细胞以检测干扰效率)经

a17?1@=NE>??<=

8

检测#三者对
6:̀ 63

的表达均有一定的干

扰作用#当加入干扰质粒浓度提高到
%.#%

"

8

时#三者均能有

效干扰
6:̀ 63

蛋白表达#其中
6:̀ 63!7<R:6"

在加入的干

扰质粒浓度为
%.3#

"

8

及
%.#%

"

8

时均能高效干扰外源性

6:̀ 63

的表达#完全满足后续实验的要求)

6:̀ 63!7<R:6"

干扰效率高*干扰效果稳定#故选择
6:̀ 63!7<R:6"

进行后

续试验)

实验发现细胞密度和细胞状态对转染效率也有影响#如果

转染时细胞密度过低或细胞处于非最佳生长状态#细胞转染效

率也会降低#转染前
3$F

更换新鲜培养基可提高转染率)
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