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要"目的
!

对
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例由冷球蛋白导致血细胞分析仪测定血小板假性增多的患者进行分析$方法
!

按照冷球蛋白检测要求

进行标本采集和处理$标本采集后于室温放置
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本血涂片细胞形态$对标本
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温浴血清&
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冰箱静置
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淀溶液#!进行总蛋白"
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#&清蛋白"
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#&补体&免疫球蛋白检测!并进行免疫蛋白电泳分析$结果
!

患者末梢血涂片中的血小

板计数明显低于血细胞分析仪检测结果!未见小红细胞及红细胞碎片等%血常规标本室温放置
$%N;2

后涂片!可见不定形物及不

规则形红细胞%标本
'J[

温浴
'%N;2

后涂片!不定形物消失!不规则形红细胞明显减少%

'J[

温浴血清进行免疫球蛋白定量检

测!免疫球蛋白
B

"

D

O

B

#水平增高!补体
-'

&

-K

水平减低%

K[

静置上清液中球蛋白及
D

O

B

水平均低于
'J[

温浴血清%

'J[

温浴

血清及
K[

冷沉淀溶液免疫固定电泳结果为
D

O

B

&

/

轻链阳性!

K[

静置上清液免疫固定电泳结果为
/

轻链阳性$结论
!

该患者

为冷球蛋白
D
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B

导致的血细胞分析仪测定血小板假性增多$

关键词"冷球蛋白%
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血小板检查是临床实验室血液学常规项目#是某些疾病诊

断'治疗和预后判断的重要指标(

&

)

*随着科学技术的发展#血

细胞分析仪在临床实验室得到广泛应用#大大提高了检测效

率#并提供了众多手工方法所不能提供的实验参数*但是#血

细胞分析仪也存在血细胞计数结果与实际值有一定差异的情

况#特别是影响因素诸多的血小板计数$

,C*

%

(

!

)

*本研究对近

期本院发现的
&

例血细胞分析仪测定
,C*

结果假性增多的患

者进行了分析#现报道如下*

$

!

资料与方法

$P$

!

一般资料
!

患者#男#

LL

岁#

!%&$

年
!

月
&K

日因双下肢

肿胀'瘀斑伴疼痛于本院就诊*自述
!

年
$

个月前出现双下肢

进行性红斑#双足底疼痛#

$

个月前外院确诊为小淋巴细胞淋

巴瘤伴骨髓侵犯*入院查体!双侧腹股沟及腋窝可触及多个肿

大淋巴结#胸背部'双侧前臂内侧及腹部可见散在红斑#双手背

可见散在出血点#双下肢小腿可见斑片状瘀斑#左小腿可见散

在水泡#左足可见散在出血点及足底肿胀*超声检查提示!胆

囊结石#脾稍大#少量腹腔积液#双侧腹股沟多发淋巴结肿大#

双下肢动脉壁上细小斑块形成*凝血检查!除
I+

二聚体$

I+

I

%略高外其余指标均正常*血浆鱼精蛋白副凝血试验$

',

%阴

性#网织红细胞百分率为
!P&Z

#直接'间接人球蛋白抗体试验

均阴性*

$P/

!

仪器与试剂
!

采用希森美康
c*+&S%%;

血细胞分析仪及

配套试剂#雅培
-DS!%%

全自动生化分析仪'日本积水试剂#贝

克曼
DBB9RUS%%

特定蛋白分析仪及配套试剂&乙二胺四乙

酸二钾$

UI*9+E

!

%抗凝'促凝真空采血管购于
6I

医疗器械

$上海%有限公司&血小板'白细胞和红细胞稀释液及瑞氏染色

液均为自配试剂&凝血酶试剂购于西门子医学诊断产品$上海%

有限公司&采用奥林帕斯
-c!&

显微镜'血细胞计数板'

'J[

水

浴箱'保温桶'湘仪
*Ib"+#"

台式低速离心机'

K[

冰箱'低温

冷冻离心机*

$P'

!

方法

$P'P$

!

标本采集
!

征得患者及家属同意后#参照相关文献中

对冷球蛋白的检测要求#相关器具置
'J[

预温#保温桶保温至

床旁采集静脉血#采集
UI*9+E!

抗凝管及促凝剂管标本各
!

管#并及时保温检测*同时采集末梢血#

!%

"

C

加入含
%P'S

NC

血小板稀释液和白细胞稀释液的试管中#

&%

"

C

加入含

&P((NC

红细胞稀释液的试管中#并制作
K

张血涂片#用于手

工计数白细胞计数$

#6-

%'红细胞计数$

)6-

%'

,C*

#并进行细

胞形态的观察*

$P'P/

!

测定方法
!

检测仪器状态正常#确认室内质控结果均

在控后进行检测#室内质控品均购于上海市临床检验中心*立

即用希森美康
c*+&S%%;

血细胞分析仪检测其中
&

支保温血常

+
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年
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期
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规标本#随后将标本室温放置
'%

'

$%

'

(%

'

&!%N;2

后检测#同时

手工计数
#6-

'

)6-

'

,C*

#并观察血涂片中各类血细胞形态

及分布情况*其余标本置
'J[

水浴箱温浴
!=

后#于
'J[

$离心机空转
'%N;2

#并在套管中加入温水%离心分离血清及血

浆*立即在雅培
-DS!%%

全自动生化分析仪检测血清总蛋白

$

*,

%'清蛋白$

9C6

%#球蛋白$

RC6

%为
*,

减去
9C6

的计算结

果&在贝克曼
DBB9RUS%%

特定蛋白分析仪上检测血清中补

体$

-'

和
-K

%'免疫球蛋白(免疫球蛋白
B

$

D

O

B

%'免疫球蛋白

9

$

D

O

9

%'免疫球蛋白
R

$

D

O

R

%)'类风湿因子$

)G

%'抗链球菌溶

血素
\

$

9"\

%的水平*剩余血清及血浆用
'J[

预温的毛细滴

管分别移至玻璃试管中#用于检测和鉴别冷沉淀物的水平及类

型*标本于
K[

冰箱静置
&

周#取出后于
K[

#

!L%%1

"

N;2

离

心
'%N;2

#定量检测上层血清
*,

'

9C6

'

RC6

'

-'

'

-K

'

D

O

B

'

D

O

9

'

D

O

R

'

)G

'

9"\

的水平*采用
K[

的
%P(Z

氯化钠溶液洗

涤离心沉淀物
'

次#弃去上层生理盐水#

'J[

溶解后立即检测

*,

'

9C6

'

RC6

的水平#在已溶解的冷沉淀中加入凝血酶试剂

定性检测血浆冷纤维蛋白原量*分别将
'J[

温浴血清'

K[

静置上清液及
K[

冷沉淀溶液送至第三方检验中心进行免疫

固定电泳$

DGU

%定性检测#标本检测前置于
'J[

水浴溶解变

清后立即检测*

/

!

结
!!

果

!!

血细胞分析仪检测采集后
'J[

保温标本及室温放置
'%

'

$%

'

(%

'

&!%N;2

标本所得结果#与手工计数比较#

#6-

'

)6-

值

差异不大*

,C*

计数方面#仪器检测结果随室温放置时间变

长而增多#且始终明显高于手工计数结果*末梢血涂片中血小

板明显减少#未发现小红细胞'红细胞碎片等#血常规标本室温

放置
$%N;2

后#涂片中可见不定形物及不规则形红细胞#标本

置于
'J[

预温
'%N;2

后涂片#不定形物消失#不规则形红细

胞明显减少*见表
&

*

!!

血清及血浆冷球蛋白定性检测结果均为阳性#标本置于
K

[

冷蛋白沉淀析出#置于
'J[

水浴中#析出的冷蛋白很快溶

解*血浆冷纤维蛋白原定性阴性#在已溶解的冷沉淀物中加入

凝血酶#未发生凝固现象*

!!

'J[

离心分离的血清标本与标本
K[

静置
&

周后离心所

得上清液中的
D

O

B

检测结果差异较大#前者
D

O

B

水平明显高

于参考区间#后者
D

O

B

水平在参考区间内#两者相差
$P&J

O

"

C

*

'J[

离心血清标本及冷沉淀溶液
DGU

定性结果为
D

O

B

'

/

轻链阳性#

K[

静置上清液
DGU

定性结果为
/

轻链阳性*见

表
!

*

表
&

!!

血细胞分析结果

检测项目
#6-

$

&̀%

(

"

C

%

仪器 手工

)6-

$

&̀%

&!

"

C

%

仪器 手工

,C*

$

&̀%

(

"

C

%

仪器 手工
,-*

$

Z

%

血红蛋白

$

O

"

C

%

V-*

$

Z

%

末梢血$室温% .

LP(

.

!PS(

.

!(

"

. . .

静脉血

!

'J[

保温
$P!S

.

!PS$

.

&'!

.

%P&' (K !(PK

!

放置
'%N;2 $PK& $P& !P(! 'P%J !SK '&

"

%P!S (J !(PJ

!

放置
$%N;2 $P'' $P% !PSJ !P(& $%& !J

"

%PLL (L !(P'

!

放置
(%N;2 $PKK

.

!P(%

.

SSS '&

"

%PJK ($ !(P'

!

放置
&!%N;2 $P'S

.

!PS(

.

&&$' ''

"

&P%K (' !(P%

!!

注!.表示为未检测&

"表示标本在
'J[

水浴
&LN;2

后立即充池计数&

#6-

参考区间为$

'P(J

#

(P&L

%

`&%

(

"

C

#

)6-

参考区间为$

KP%(

#

LPJK

%

&̀%

(

"

C

#

,C*

参考区间为$

SL

#

'%'

%

&̀%

(

"

C

#

,-*

参考区间为
%P&%SZ

#

%P!J!Z

#血红蛋白参考区间为
&'&

#

&J!

O

"

C

#

V-*

参考区间为

'SP%Z

#

L%PSZ

表
!

!!

不同温度血清及冷沉淀物检测结果

检测项目
*,

$

O

"

C

%

9C6

$

O

"

C

%

RC6

$

O

"

C

%

-'

$

O

"

C

%

-K

$

O

"

C

%

D

O

B

$

O

"

C

%

D

O

9

$

O

"

C

%

D

O

R

$

O

"

C

%

)G

$

DW

"

NC

%

9"\

$

DW

"

NC

%

'J[

血清
LSP% !(P' !SPJ %P'% %P%S JP($ %PSL &%P(% !% 'SPL

K[

上清液
L!P% !(P! !!PS %P!( %P%J &PJ( %PSK &%P$% !% 'SP!

K[

冷沉淀
$P% %P% $P%

. . . . . . .

!!

注!.表示为未检测&

*,

参考区间为
$%P%

#

S'P%

O

"

C

#

9C6

参考区间为
'JP%

#

L'P%

O

"

C

#

RC6

参考区间为
!%P%

#

'%P%

O

"

C

#

-'

参考区间为

%PJ(

#

&PL!

O

"

C

#

-K

参考区间为
%P&$

#

%P'S

O

"

C

#

D

O

B

参考区间为
%PK$

#

'P%K

O

"

C

#

D

O

9

参考区间为
%PS!

#

KPL'

O

"

C

#

D

O

R

参考区间为
JPL&

#

&LP$%

O

"

C

#

)G

参考区间为小于
!%P%DW

"

NC

#

9"\

参考区间为小于
&&$P%DW

"

NC

'

!

讨
!!

论
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冷球蛋白是含有类风湿因子和单克隆或多克隆免疫球蛋

白'由
6

淋巴细胞增殖产生'在血清中
'J [

以下$一般
%

#

K

[

%易发生沉淀而在
'J[

时可再溶解的病理性免疫球蛋白*

该蛋白质在血涂片中表现为细胞外的沉淀物#小'亮'薄'不定

形性是其特征#在室温下$

&S

#

!L[

%易快速生成*冷球蛋白

可分为
'

种型!

&

型为单克隆型冷球蛋白#大多为单克隆性

D

O

B

或
D

O

R

&

!

型为单克隆
+

多克隆混合型冷球蛋白#由
!

种
D

O

成分构成的免疫复合物#

&

种为单克隆型$多为
D

O

B

%#另
&

种

为多克隆型$多为
D

O

R

%&

'

型为多克隆混合型#由
!

种或
!

种以

+

K(''

+

检验医学与临床
!%&J

年
&&

月第
&K

卷第
!!

期
!

CH3B.8-4;2

!

Q5<.N3.1!%&J

!

X54P&K

!
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上多克隆免疫球蛋白构成(由多克隆型免疫球蛋白抗体$多为

D

O

B

%与其他免疫球蛋白$如
D

O

R

'

D

O

9

%结合形成免疫复合物)#

有时还可能含补体成分$如
-'

%*

&

型冷球蛋白和冷纤维蛋白

原在
K[

放置
'

#

&S=

即可沉淀#混合型冷球蛋白$

!

型或
'

型%常需
J!=

以上才会沉淀*沉淀物可呈絮状'结晶状或胶凝

块(

'+K

)

*冷球蛋白血症是指血清中出现冷球蛋白*该病可分为

原发性'继发性和家族性
'

种*原发性者原因不明#遗传与家

族发病相关*继发性者常见于患感染性疾病'自身免疫性疾

病'恶性肿瘤'某些皮肤病等疾病的患者*其临床症状主要是

皮肤紫癜'关节疼痛'肾功能损伤和雷诺现象等#诊断主要依据

是血清中检出冷球蛋白*血清中可能出现
!

种类型的冷蛋白#

即冷纤维蛋白原与冷球蛋白*冷纤维蛋白原是纤维蛋白原和

纤维蛋白的复合物#血清不出现冷沉淀#仅在血浆中出现沉淀*

冷球蛋白在血清和血浆均可出现冷沉淀*测定冷球蛋白目前

尚无国际统一的标准方法#且无公认的参考区间(

L

)

#报道分析

方法多样(

$+J

)

*笔者通过比较
'J[

温浴血清及标本
K[

静置

上清液
-'

'

-K

'

D

O

B

'

D

O

9

'

D

O

R

'

)G

'

9"\

的水平#结合
'J[

温

浴血清'

K[

静置上清液和冷沉淀溶液中
*,

'

9C6

'

RC6

水平#

以及
DGU

结果综合分析#认为本例患者血液中存在冷球蛋白*

!!

本例冷球蛋白血症的发现源于血细胞分析仪出现
,C*

异

常增多$

!K&K̀ &%

(

"

C

%#但血细胞分析仪显示血小板直方图曲

线正常'无干扰*为明确
,C*

的真实水平#采用手工进行血小

板的计数#并采用血涂片观察血细胞形态#得出
,C*

水平为

JJ̀ &%

(

"

C

#涂片中血小板及白细胞减少#形态大致正常#成熟

红细胞呈不规则形*与临床医师沟通得知本例患者
!

月
K

日

在当地医院检测
,C*

为
&'%$̀ &%

(

"

C

#与本次手工结果明显

不符*血常规标本室温放置
K=

后#观察发现血浆与血细胞间

有
&

层白色沉淀物#标本
'%%%1

"

N;2

离心
&%N;2

#该沉淀物能

有效地将血浆和血细胞分离#沉淀物在高倍镜下形同尿液中非

晶形盐类结晶*患者血标本在低于
'J[

的室温环境下即出现

冷沉淀#结合患者为小淋巴细胞淋巴瘤#既往检测抗核抗体阳

性#且出现双下肢肿胀'瘀斑'肾功能损伤及双下肢组织坏死等

临床表现#综合分析认为本例患者为冷球蛋白导致血细胞分析

仪测定红细胞假性增多*常温条件下希森美康
c*+!%%%;

"

&S%%;

血细胞分析仪电阻抗法主要将小于
'LFC

的颗粒认定为

血小板#患者血常规标本中形成的冷沉淀颗粒可能使血细胞分

析仪将小冷沉淀颗粒归类为血小板#导致了
,C*

假性增多*

!!

目前常规血小板的计数方法包括电阻抗法'光学法'荧光

法和显微镜法*国际血液学标准化委员会$

D-"V

%推荐的参考

方法是应用流式细胞术检测
,C*

水平*电阻抗法适用于常规

标本的筛检#对于大血小板有漏检的情况#而细胞碎片'小红细

胞等干扰会导致计数不准确*因此#对出现血小板报警提示的

标本#必须通过其他方法复检*光学法可以解决大血小板漏

检#以及细胞碎片和小血小板的干扰问题#但重复性稍差#且需

在网织红细胞通道测定*荧光法解决了大血小板和其他杂质

的干扰#且在低值血小板有更好的准确性和重复性*显微镜法

虽然重复性差#误差大#但为最直观的计数方法#可作为仪器法

的必要补充(

S

)

*

D-"V

推荐的流式细胞术检测对人员'技术等

要求较高#常规血小板检测工作中使用较少(

(

)

*本实验室采用

手工计数及血涂片镜检对电阻抗法血小板结果异常的标本进

行复查#可得出相对准确的
,C*

*

!!

冷球蛋白检测分析前的质量控制尤为重要#标本采集器

材'运送'接收后保存'分离血清及检测均需在
'J[

恒温条件

下进行#检测样品的提取和运输是关键*经过洗涤和分离后的

冷沉淀进行冷球蛋白的定量和分型对于患者的后续治疗和预

后有重要意义(

&%

)

*笔者采用
DGU

和毛细管区带电泳$

-bU

%

!

种方法对患者的冷蛋白进行免疫分型#结果略有不同*

DGU

分

析检测到多克隆
D

O

R

和单克隆
D

O

B

/

轻链#而在
-bU

分析中

除检测到多克隆
D

O

R

外#还检测到单克隆
D

O

B

/

轻链和多克隆

D

O

9

4

轻链(

&&

)

*根据试验结果#患者血液标本在低于
'J[

的

环境下即出现冷沉淀现象#通过对
'J[

温浴血清及
K[

静置

上清液
*,

'

9C6

'

RC6

'

-'

'

-K

'

D

O

B

'

D

O

9

'

D

O

R

'

)G

'

9"\

水平#

以及
'J[

温浴血清'

K[

静置上清液和冷沉淀溶液
*,

'

9C6

'

RC6

'

DGU

结果与患者临床表现进行综合分析#推断本例患者

为小淋巴细胞淋巴瘤继发性冷球蛋白血症#可能是
&

型单克隆

性
D

O

B

冷球蛋白*
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