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［摘　要］目的：探讨ＥＤＴＡ－Ｋ２抗凝外周血作为中性粒细胞碱性磷酸酶（ＮＡＰ）染色阳性对照的可能性。方
法：选取ＥＤＴＡ抗凝的ＮＡＰ积分正常外周静脉血及ＮＡＰ积分明显升高外周血，各制成２００张血片，分为积分正
常组和积分升高组，这两组又再分为不固定组和固定组（用１０％甲醛—甲醇固定）；每隔５ｄ每组取１０张血片进
行ＮＡＰ染色，共计５０ｄ染色１０次，比较各组ＮＡＰ阳性率及积分。结果：每组血片中ＮＡＰ活性随着时间推移而
减弱，积分明显升高的外周血ＮＡＰ活性能维持到４０ｄ，１０％甲醛－甲醇固定的血片酶活性下降相对缓慢。结论：
选用ＮＡＰ积分明显升高的外周血，经１０％甲醛－甲醇固定后可作为ＮＡＰ染色的阳性对照，其有效期约为４０ｄ。
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　　中性粒细胞碱性磷酸酶（ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌａｌｋａｌｉｎｅ
ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅｓｔａｉｎｉｎｇ，ＮＡＰ）染色积分及阳性率的变
化，对慢粒与类白、再障与阵发性血红蛋白尿、细菌

与病毒感染的鉴别诊断、淋巴瘤病理分型及预后具

有重要的意义［１－２］。由于ＮＡＰ染色实验过程受到
试剂有效期、环境温度、细胞数量及孵育时间等各
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种因素的影响，染色质量控制尤为重要。有学者提

出ＮＡＰ染色时可以选择前１～２ｄ骨髓检查无明
显改变和无临床可疑血液病的标本作为质控对照，

或选择骨髓网状细胞、网状纤维及骨髓小粒内支架

成分作为监控对象［３］。但这些质控对照标本一般

难以获得，且随机性较大，不利于实验室的标准化

操作。本研究利用自制的两种抗凝外周血片作为

ＮＡＰ染色的阳性对照，通过不同方式处理，摸索该
阳性对照标本的保存时间及保存条件，探讨其作为

ＮＡＰ染色阳性对照的可行性。

１　材料与方法

１．１　材料
所有标本均来源于门诊病例中 ＮＡＰ积分正常

及细菌感染导致 ＮＡＰ积分明显升高的 ＥＤＴＡＫ２
抗凝外周血，采用中性粒细胞碱性磷酸酶染色液

（ＮＡＰ）套组（试剂Ｋａｐｌｏｗ偶氮偶联法，珠海贝索生
物技术有限公司）。

１．２　方法
１．２．１　血片制备　选取 ＮＡＰ积分正常及细菌感
染导致ＮＡＰ积分明显升高的 ＥＤＴＡＫ２抗凝血各
３ｍＬ。ＮＡＰ积分正常组白细胞计数（ＷＢＣ）为
（９２±０３）×１０９／Ｌ，中性杆状粒细胞 ＋中性分叶
粒细胞占７０％，ＮＡＰ阳性率４２％，积分５８分；ＮＡＰ
积分明显升高组ＷＢＣ为（２５３±１２）×１０９／Ｌ，中
性杆状粒细胞 ＋中性分叶粒细胞占８６％，ＮＡＰ阳
性率８０％，积分１２０分。所有血液标本分别制成
２００张血片，分为 ＮＡＰ积分正常组和 ＮＡＰ积分升
高组，ＮＡＰ积分正常组和 ＮＡＰ积分升高组又再分
为不固定组和固定组（用１０％甲醛—甲醇固定），
每隔５ｄ每组取１０张血涂片进行 ＮＡＰ染色，共计
５０ｄ染色１０次。比较４组涂片的 ＮＡＰ阳性率和
积分的变化。

１２２　ＮＡＰ染色　染色步骤严格按照试剂说明，
血片干燥后，滴加固定液０５ｍｉｎ，蒸馏水冲洗，甩
干；滴加（偶氮、亚硝酸钠、磷酸萘酚ＡＳＢＩ）工作液
处理１５ｍｉｎ，蒸馏水冲洗，甩干，核固红复染 １～
２ｍｉｎ，干燥后镜检。结果判断标准：（－）为０分，
细胞浆中无阳性染色颗粒；（＋）为１分，细胞浆中
含少量颗粒或呈弥漫浅蓝色；（＋＋）为２分，细胞
浆中含中等量颗粒或弥漫蓝色；（＋＋＋）为３分，
细胞浆中含较多颗粒或呈弥漫较深蓝色；（＋＋＋
＋）为４分，细胞浆中充满粗大颗粒或呈弥漫深蓝

色。每张血片计数１００个中性杆状及分叶粒细胞，
记录其阳性率及积分。

１２３　验证ＥＤＴＡＫ２抗凝剂对 ＮＡＰ活性的影响
　选取血常规检测正常的血标本１０例，利用穿刺
针软管内残留的血液制作 ＥＤＴＡ抗凝血片和不抗
凝血片，干燥后立即ＮＡＰ染色，观察并比较ＥＤＴＡ
Ｋ２抗凝剂对血片ＮＡＰ阳性率及积分的影响。
１３　统计学方法

ＮＡＰ阳性率及积分采用例数或百分比（％）表
示，组间比较采用 Ｗｉｌｃｏｘｏｎ符号秩和检验，多组间
多重比较采用ＬＳＤｔ检验，Ｐ＜００５为差异有统计
学意义。统计及图表制作使用 Ｅｘｃｅｌ２００７软件完
成。

２　结果

２１　ＥＤＴＡＫ２抗凝剂对ＮＡＰ活性的影响
通过比较１０例抗凝及不抗凝静脉血 ＮＡＰ染

色发现，不抗凝血片的积分明显高于抗凝血片差异

有统计学意义（Ｐ＜００５）；但 ＮＡＰ阳性率比较，差
异无统计学意义（Ｐ＞００５），提示抗凝剂ＥＤＴＡＫ２
影响ＮＡＰ积分，但不影响阳性率，见表１。

表１　ＥＤＴＡＫ２抗凝剂对ＮＡＰ染色
阳性率及积分的影响

Ｔａｂ．１　ＥｆｆｅｃｔｏｆＥＤＴＡＫ２ｏｎｐｏｓｉｔｉｖｅ
ｒａｔｅａｎｄｓｃｏｒｅｓｏｆＮＡＰｓｔａｉｎｉｎｇ

病例
ＮＡＰ阳性率（％）
不抗凝 抗凝

ＮＡＰ积分（分）
不抗凝 抗凝

１ ４８ ４６ １１０ ８０
２ １７ １４ ５０ ３６
３ ４４ ４３ ８６ ４４
４ ５８ ５５ １２０ ９０
５ ４０ ３８ ８８ ６０
６ ５９ ５７ １１０ ８０
７ ３０ ３１ ６８ ４０
８ ７１ ７２ １８０ １５９
９ ３８ ４０ ６８ ５０
１０ ２０ ２１ ３９ ２０

２２　ＮＡＰ酶活性与染色时间的关系
ＮＡＰ染色结果显示，ＮＡＰ积分正常组ＮＡＰ酶的

活性快速丧失，第２０天时固定组无强阳性细胞、未固
定组偶见阳性细胞；ＮＡＰ积分升高组中，ＮＡＰ酶活性
下降相对较慢，在４０ｄ内其阳性率无明显变化，积分
略有下降，固定组明显优于未固定组，差异有统计学

意义（Ｐ＜００５）。见图１。
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注：Ａ、Ｂ分别为积分正常组阳性率和积分；Ｃ、Ｄ分别为积分升高组阳性率和积分

图１　不同处理方式的外周血片ＮＡＰ染色阳性率和积分
Ｆｉｇ．１　Ｐｏｓｉｔｉｖｅｒａｔｅａｎｄｓｃｏｒｅｓｏｆｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄｐｉｅｃｅｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｅａｔｍｅｎｔ

３　讨论

ＮＡＰ作为一种重要的细胞化学染色，染色积分及
阳性率的变化对慢粒与类白、再障与阵发性血红蛋白

尿、细菌与病毒感染的鉴别诊断的鉴别诊断、淋巴瘤

病理分型及预后具有重要的意义［１－２］。曹宇［４］、周建

中［５］探讨了ＮＡＰ染色的实验条件，但目前对于该实
验的质量控制则少有报道。《临床检验标准操作规

程》第４版与第３版关于ＮＡＰ染色的标准操作改动较
大，第３版及相关试剂说明书指出，ＮＡＰ染色只能用
不抗凝的静脉血或皮肤穿刺血测定，每次染色应有阳

性对照［６］，而第４版对于标本是否抗凝没有明确要
求，并且新提出了使用骨髓细胞作为质控对照。鉴于

骨髓细胞难以获得，不利于ＮＡＰ染色操作的实验室
标准化，本研究采用两种自制的外周ＥＤＴＡＫ２抗凝
外周血制成血片ＮＡＰ染色作为阳性对照，摸索其保
存条件及有效期，初步建立ＮＡＰ染色的阳性对照质
控体系的可能性。由于不抗凝血取材、推片存在诸多

不便，部分文献报道可以采用抗凝血代替新鲜血进行

ＮＡＰ染色［７－８］。由于在是否采用新鲜血问题上存在

分歧，本研究首先验证ＥＤＴＡＫ２抗凝剂对于ＮＡＰ活

性的影响。实验结果表明，ＥＤＴＡＫ２能轻度抑制ＮＡＰ
的活性，但其阳性率无明显变化。因此，可采用ＥＤ
ＴＡＫ２抗凝外周血大批量制作ＮＡＰ染色的阳性对照
血片。

曾小菁等［９］指出ＮＡＰ酶的活性会随时间延长而
降低，如不能及时染色的标本，经固定后，一般在１周
内进行染色。但如果ＮＡＰ染色的阳性对照血片没有
较长的有效期，将导致每次都需临时制作阳性血片，

操作繁琐，不利于在临床应用。因此，摸索阳性对照

血片最佳保存条件，尽可能延长其效期，是建立ＮＡＰ
染色质控体系的重要环节。本研究结果表明，因细菌

感染导致ＮＡＰ积分明显升高的外周血比较正常ＮＡＰ
积分的外周血，其酶活性衰减时间相对延长，如果用

１０％甲醛—甲醇固定上述外周血片，其酶活性将持续
更长时间达到４０ｄ左右。４０ｄ的时间对于成熟的质
控品而言，效期不算长，达不到商品化及临床应用的

要求。但陈敬文等［１０］研究发现采用醇性固定剂可对

ＮＡＰ的固定效果及显示有所改善，下一步将会关注固
定液的选择。同时，本研究中阳性对照血片保存条

件为２０℃左右的室内环境，低温环境（－２０℃、－
７０℃）是否能延长效期有待进一步研究。
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区中等量（２０～４０ｍＬ）脑出血患者，立体定向微创
治疗术后不推荐给与生理盐水血肿腔冲洗。但本

研究存在的以下缺陷难以对两组的一般资料及治

疗情况进行严格限制和观察例数相对较少，可能对

统计分析产生影响。
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　　综上所述，选用 ＮＡＰ积分明显升高的外周血
经１０％甲醛－甲醇固定后作为ＮＡＰ染色的阳性对
照，其有效期约为４０ｄ，如何延长其效期有待进一
步研究。
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