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!

要"目的
!

探讨疟原虫厚血膜制作和染色的最佳条件%方法
!

分别取
)&'

&

(&'

&

*&'

&

P

的外周血标本

制成
'&3

&

$&'

&

$&%?J

的厚血膜!参照厚血膜制片的标准评分系统进行评分!选出得分最高者为厚血膜的制作

方法#常规实验室条件下!将姬姆萨染液和配套缓冲液分别按
$g$4

&

$g4

&

)g+

&

%g3

的比例稀释配制!染色时

间分别为
$'

&

%'

&

)'

&

('J=E

!参照厚血膜染色的标准评分系统进行评分!以得分最高者为染色的最佳方法%

结果
!

直径
$&'?J

的厚血膜得分较高集中在用血量
(&'

&

P

和
*&'

&

P

!用血量为
(&.

&

P

得分最高的比例占最

多!被推荐为制作厚血膜的最佳方法#疟原虫厚血膜的最适染液浓度和最适染色时间分别为
)g+

稀释&染色

$'J=E

和
$g4

稀释&染色
)'J=E

得分最高级+

,

,的比例为最多!均能达到优良的染色效果%结论
!

制作诊断

疟原虫厚血膜的最佳用血量为
(&.

&

P

!相应的最佳直径为
$&'?J

!以
)g+

稀释&染色
$'J=E

和
$g4

稀释&染色

)'J=E

均能达到最佳染色效果!便于识别疟原虫虫体!提高了检出率!可以在常规试验条件下推广应用%
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依据世界卫生组织$
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年的标准#实验

室诊断是疟疾患者确诊和及时得到治疗的基础)目

前实验室开展的方法主要包括血涂片镜检方法'快速

免疫层析试纸条法和分子诊断法*

$

+

%而镜检疟原虫迄

今仍是确诊疟疾最迅速'最直观'最经济且实用器材

简便#结果最可靠的方法)疟原虫镜检是疟疾诊断的

.金标准/#需要经验丰富的技术人员#尽管目前可以

通过形态学分析图像自动检测识别疟原虫#但是制片

(
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检验医学与临床
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年
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月第
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卷第
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和染色仍然是关键*

%9)

+

)本课题组成员通过近几年的

不断摸索改进#制作出检测疟原虫的厚涂片#同时制

订出一套评分标准#系统判断结果的优劣#使判断标

准数字化#现将结果报道如下)

$

!

资料与方法

$&$

!

一般资料
!

选取
%'$*

年
$

月至
%'$+

年
$%

月深

圳市第三人民医院首次检出的
(.

例疟原虫阳性患者为

研究对象#收集其乙二胺四乙酸二钾$

#Y:,9Z

%

&抗凝

外周血标本#每份标本约
*JP

#用于厚血膜的制作)

$&/

!

仪器与试剂
!

姬姆萨染液由$台资&珠海贝索生

物技术有限公司生产#高品质显微镜载玻片世泰牌规

格为
%.JJi+.JJ

#厚度
$&'

!

$&%JJ

%数字显示

鼓风干燥箱$

/̂ W94$('QT#

&%莱卡显微镜$德国
YQ

)'''P#Y

&)

$&'

!

制片和染色方法*

(9*

+

$&'&$

!

厚血膜制作方法及分组情况
!

在白色硬纸上

制作好玻片模具$直径为
'&3

'

$&'

'

$&%?J

的圆圈#

$

张玻片上可同时划
%

个大小相同的圆圈&#将玻片置

于
$'2

的稀盐酸浸泡
%(B

后'蒸馏水冲洗干净后沥

干#装玻片盒里待用%试验时将处理过的玻片置于模

具上#准确吸取血标本
)&'

'

(&'

'

*&'

&

P

和
(&.

&

P

#分

别置于
'&3

'

$&'

'

$&%?J

的圆心上#用玻片一侧的钝

角自内向外涂成相应直径的圆形均匀的血膜#每张玻

片上可做
%

个厚血膜#每份标本根据应用血量和其相

应直径的各项条件制作
.

个厚血膜#相当于试验重复

.

次#保证了可重复性和稳定性检测达到相关标

准*

.9+

+

)且每项相同试验条件作出
)

张片子上有
.

个

厚血膜以
$

人份计#取其
.

个厚血膜评分的平均值纳

入统计数据中)分组情况!用血量分别为
)&'

'

(&'

'

*&'

&

P

'直径
'&3?J

厚血膜为直径
'&3?J

组%用血

量分别为
)&'

'

(&'

'

*&'

&

P

'直径
$&'?J

的厚血膜为

直径
$&'?J

组%用血量分别为
)&'

'

(&'

'

*&'

&

P

'直径

$&%?J

的厚血膜为直径
$&%?J

组)

$&'&/

!

染色方法
!

制作一个避光器皿装配好的应用

染液#按照实验的要求将染液和缓冲液配成相应的比

例混匀置于避光器皿中现稀释现用#将干透的厚血膜

置于染色架上#将应用染液滴于按照
$&)&$

方法制好

的血膜#本实验将染液和缓冲液按照
$g$4

'

$g4

'

)g+

'

%g3

比例稀释#每组染色时间为
$'

'

%'

'

)'

'

('

J=E

后#用镊子稳抓玻片#垂直轻轻浸于准备好的蒸

馏水#让厚血膜浸没水中后轻而迅速提上来#重复
%

!

)

次#沥干后待镜检)制作好自然干透的厚血膜在显

微镜下先后进行
$'i$''

倍选视野#

$''i$''

倍观察

形态#疟原虫的核呈紫红色'胞浆呈现浅蓝色#形状呈

现点状'逗号以及弧形'偶有配子体为阳性标本)可

重复性和稳定性检测参照文献*

.9+

+)

$&1

!

结果判读
!

将制作好的各直径的厚血膜自然干

燥
)B

#结果以总体评分最高者为优$评分标准参照表

$

&)不同用血量和不同直径对厚血膜制片效果影响

的评分标准#通过观察厚血膜的干燥程度'冲片时血

膜是否有脱落及脱落的程度'兼顾经染色后的血膜对

光观察它的透光度等进行评分%厚血膜的染色效果通

过镜检观察确定评分标准$评分标准参照表
%

&)参照

前期厚血膜得分最高为制作方法做出的血膜干透后

染色#首先进行预实验#姬姆萨染液和配套缓冲液分

别按
$g$4

'

$g$(

'

$g4

'

)g+

'

%g3

的比例稀释#染

色时间分别为
$'

'

$*

'

%'

'

%*

'

)'

'

)*

'

('J=E

)通过预

试验确定染色浓度为姬姆萨染液和配套缓冲液分别

按
$g$4

'

$g4

'

)g+

'

%g3

的比例稀释#染色时间分

别为
$'

'

%'

'

)'

'

('J=E

作为最终试验#厚血膜染色效

果评分分为
(

个等级#

,

级!

%

+

!

4

分%

T

级!

%

*

!

+

分%

5

级!

)

!

*

分%

Y

级!

)

分以下)评分标准根据广东

省疾病预防控制中心多位专家多次研讨会议拟定#且

参照许文荣等*

3

+判断标准#每份标本的判断均由
)

位

对厚血膜制作具有丰富经验的专业技术人员共同商

定共识的结果)

/

!

结
!!

果

/&$

!

不同用血量和不同直径对厚血膜制片效果影

响
!

直径
'&3?J

组和直径
$&%?J

组中得分均集中

在
)

!

*

分%直径
$&'?J

组得分集中在
(

!

.

分#其中

用血量
(&'

&

P

和用血量
*&'

&

P

的血膜得分在
*

!

.

分所占比例最大#直径
$&'?J

组中血量
*

&

P

中得分

最高者
.

分的占
(*&+2

#结合试验呈现此结果#笔者

将用血量细化到用血量
(&.

&

P

#发现得分在
*

!

.

分

所占比例相对于用血量
(&'

&

P

和
*&'

&

P

的比例有

增加#见表
)

)

表
$

!!

厚血膜制片评分标准

评分$分& 干燥情况 冲片情况 染色后透光度$对光看&

'

血膜明显裂痕 血膜脱落大于
$

"

%

血膜完全不透光或透光度略小于
$

"

%

$

血膜细微裂痕 血膜脱落小于
$

"

%

血膜透光度大于
$

"

%

且血膜透光度小于
$

%

血膜无裂痕#较完整 血膜均无脱落 血膜完全透光

表
%

!!

厚血膜的染色效果评分标准

评分$分& 红细胞的溶解情况 血膜背景 白细胞着色情况

'

溶解的红细胞小于或等于
$

"

(

杂乱'沉渣沉淀物较多#或疟原虫及其结构难以辨认 核染色质结构模糊#不可辨认#黏成深紫黑色一团

$

溶解的红细胞大于
$

"

(

且小于或等于
$

"

%

模糊#沉渣沉淀物易见#或疟原虫及其结构勉强可辨 核染色质结构模糊#紫黑色#胞质颗粒勉强可见

%

溶解的红细胞大于
$

"

%

且小于
)

"

(

较干净#沉渣沉淀物少#或疟原虫及其结构清晰可辨 核染色质结构清晰#紫色#胞质颗粒可见

)

溶解的红细胞大于
)

"

(

且小于或等于
$

干净#沉渣沉淀物未见#且疟原虫及其结构清晰可辨 核染色质结构清晰#紫色核质分明#颗粒易辨

(

'3)%

(

检验医学与临床
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年
3

月第
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卷第
$.

期
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表
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直径
'&3

%

$&'

%

$&%?J

组中厚血膜制片效果评分情况&

)

#

2

$'

总体

得分

)&'

&

P

直径
'&3?J

直径
$&'?J

直径
$&%?J

(&'

&

P

直径
'&3?J

直径
$&'?J

直径
$&%?J

*&'

&

P

直径
'&3?J

直径
$&'?J

直径
$&%?J

(&.

&

P

直径
'&3?J

直径
$&'?J

直径
$&%?J

% $'

$

%$&+

&

'

$

'&'

&

$

$

%&%

&

)

$

.&*
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'

$

'&'

&

%

$

(&)

&

(

$

3&+
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'

$

'&'

&
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$

(&)

&

7 '

$

'&'

&

7
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不同染液比例和染色时间对染色效果影响的评

分
!

)g+

染色
$'J=E

和
$g4

染色
)'J=E

评分中出

现
,

级比例最多#分别占
*%&%2

和
*3&+2

#达到良

好#令人满意的效果)见表
(

)

'

!

讨
!!

论

!!

显微镜镜检疟原虫诊断是临床确诊的依据#且显

微镜镜检疟原虫血涂片分为厚血膜和薄血膜#厚血膜

能使疟原虫浓集#易被发现#据不完全统计阳性率是

薄血膜的
%'

倍*

49$'

+

)

薄血膜制作操作简单#且固定后染色受影响因素

小#主要用于观察红细胞内疟原虫的结构#判断出疟

疾的分型及发育阶段#但发现疟原虫感染是诊断的前

提#因此成功制作厚血膜是诊断疟疾的关键)本研究

旨在在常规实验室条件下#通过科学的血涂片判断的

标准积分系统评价制片的优劣等级#通过大量的试验

去比较#寻找出厚血膜最佳的制片和染色方法以便推

广应用)

本实验室工作人员在
%'$(

年以前采用文献*

.9+

+

的制作方法#先使用蒸馏水溶解厚血膜中红细胞#再

进行染色#实际操作中却发现这种方法血膜容易脱

落'使得第
%

步骤应用染液被稀释不可控因素较多#

两个步骤很难标准化%再者#笔者在实验室曾经多次

使用文献*

.

+离心的方法#但使用抗凝血标本混匀后

直接加全血制成的血膜自然干透时间更短#缩短了报

告时间#且不离心制成的血膜相对于离心后取细胞层

制成的血膜稳固且红细胞易溶解#这可能与未离心的

血含有一定的血浆等有效成分黏附性较强容易贴于

玻片#且红细胞密度相对较少易于溶解完全)由此可

见#经过长期的不断探索和持续改进#本实验室现采

用本研究制片方法操作简单'成功率高#便于镜检观

察#迄今未有漏检)

试验经验总结疟原虫厚血膜涂片制作质量与其

直径和用血量关系密切)实践中发现#血膜太小或太

大均容易脱落#长期试验结果显示#直径为
'&3

!

$&%

?J

的厚血膜不易脱落#这可能跟血膜干透过程中的

表面张力有关)本研究结果表明#直径
'&3?J

组中

厚血膜直径越小#用血量最大$如
'&3?J

'

*&'

&

P

&#所

制作出的厚血膜冲片时越易掉落#且透光度越低)而

直径
$&%?J

组直径越大#用血量越少的厚血膜$如

$&%?J

'

)&'

&

P

&透光度越好#但是血膜干燥后受张力

等因素的影响#一方面会使其干燥后易出现裂痕#另

一方面用血量少所能观察到的疟原虫在数量上会相

应地减少%直径
$&%?J

组的厚血膜随着用血量的增

大其干燥情况越好#冲片情况也愈好#但其透光度就

相对减低)直径
$&'?J

组中各用血量的厚血膜稳定

性均能取得较好的效果#但是是
)&'

&

P

'

$&'?J

的厚

血膜血量较少#干燥情况欠佳#且镜下所能看到的疟

原虫数量会相应地减少#试验中用血量
(&.

&

P

做成

的直径
$&'?J

效果最好#虫体能均匀散开且密度也

可观)而
*&'

&

P

'

$&'?J

的用血量冲片时较
$&'?J

'

(&'

&

P

和
(&.

&

P

的厚血膜易掉#透光度也相应地降

低)试验中长期不断摸索发现#制好的血膜透光性越

好#表明血膜溶血越完全)

最佳的染色状态是疟原虫和白细胞的细胞质被

染成蓝色#疟原虫的核和白细胞核被染成紫红色*

$$

+

#

比较对不同染色时间和不同染液浓度制成的厚血膜

试验中发现#大部分染色效果都能达到
T

级和
5

级#

只有合适的染色时间和配制合适的染液比例能达到

,

级)从本研究结果可见#染液浓度高#其着色就快

而深#但颜色常偏碱#偏碱时白细胞的嗜伊红颗粒等

被染成紫蓝色#不易察觉)浓度偏低且染色时间长效

果才好#染色时间短反映出的效果颜色偏酸*

$%

+

)

$g4

染色
)'J=E

和
)g+

染色
$'J=E

均能达到

理想的染色效果#即总体评分能达到
*
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)g+

染色
$'J=E

在时间上更有优势#最佳染色条件

受其所在实验室条件所制约#因为染色效果会受染

液'缓冲液质量和染色用水等因素的影响#而该研究

中只需冲片时才用到水#为本实验室制备的普通去离

子水即可#此方法与唐琼华等*

$)

+的改良方法相似#均

将溶血与染色合为一步完成相同#不同之处为本研究

方法采用的染液是姬姆萨染液#易于购买#适合于类

似本实验室中的常规条件的其他血液寄生虫的检查#

易于标准化#重复性与稳定性的高#可操作性强)

综上所述#不同直径和用血量对厚血膜的制作效

果有一定的影响#研究结果显示#用血量为
(&.

&

P

'直

径为
$&'?J

制作的血膜效果为最佳%染液和缓冲液

按
$g4

稀释染色
)'J=E

'染液和稀释液按
)g+

稀释

染色
$'J=E

均能达到理想的染色效果#试验中染液

和缓冲液配制后避光
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