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动物血涂片制备操作规程 

1 范围 

本标准规定了血涂片制备、染色和质量评估的方法。 

本标准适用于全国各级动物诊疗机构的医务人员进行血涂片的制备和染色。 

2 术语和定义、缩略词 

下列术语和定义、缩略词适用于本文件。 

2.1  

血涂片 

将一滴血液样本制成薄层血膜，染色后在显微镜下观察有无细胞数量、形态异常，有无异常病原微

生物等结构，以提供诊断信息。 

2.2  

抗凝剂 

利用物理或化学方法，去除或抑制血液中的凝血因子，防止血液凝固的化学试剂或物质。 

2.3  

新鲜全血 

新鲜采集、未加入抗凝剂且尚未凝固的血液。 

2.4  

淡黄层 

血液样本经密度梯度离心后，形成的位于血浆和红细胞之间的分层称为淡黄层，是白细胞和血小板

集中的区域。 

2.5  

EDTA 

ethylenediaminetetraacetic acid，乙二胺四乙酸 

3 血涂片的制备 

3.1 推片法制备血涂片 

3.1.1 准备材料 

新鲜全血或EDTA抗凝血、带磨砂边的载玻片、盖玻片、手套和铅笔。 
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3.1.2 操作步骤 

以下涂片制备过程以右利手人员操作为例，其他人员可根据个人习惯进行操作： 

a) 操作人员佩戴手套，取一张干燥、洁净、表面无油脂或杂质的载玻片，左手持该载玻片的两端；

或将载玻片置于水平台面上，并以左手固定其位置。 

b) 在距载玻片磨砂边约 1cm 处，滴加一滴新鲜全血或 EDTA 抗凝血。 

c) 右手取一盖玻片，拇指和中指持盖玻片两侧，食指轻触盖玻片；或领取一张载玻片代替盖玻片。 

d) 盖玻片一侧轻触载玻片表面，二者保持 30~45°夹角，回拉盖玻片，直至其接触血滴，此时，

血液会沿盖玻片向两侧延伸至盖玻片宽度。 

e) 向远离血滴的方向迅速而平稳地推盖玻片，血液即可在载玻片表面形成一层由厚至薄均匀过渡

的血膜。 

f) 将制备好的血涂片自然风干，或在空气中挥动加速风干。 

g) 在载玻片的磨砂边用铅笔对血涂片进行标记。 

3.1.3 注意事项 

推片法制备血涂片时需注意： 

a) 载玻片表面须洁净、干燥、无杂质，且不可重复使用。 

b) 盖玻片边缘应平滑、无毛糙。 

c) 推片时，勿在垂直方向上对盖玻片施力，也不可过早离开载玻片表面。 

d) 应根据血液浓稠程度调整盖玻片与载玻片的角度及推片速度，若血液稀薄，则应加大二者的角

度并快速推片；若血液浓稠，则应减小二者的角度并缓慢推片。 

e) 血膜的长度宜为载玻片的 1/2 至 2/3，不可超出载玻片，宽度宜略窄于载玻片。 

f) 自然风干血涂片，避免用吸水纸吸干或擦干。 

g) 血涂片不可接触福尔马林蒸汽，不可冷藏保存。 

3.2 盖玻片法制备血涂片 

3.2.1 准备材料 

新鲜全血或EDTA抗凝血、盖玻片、手套和铅笔。 

3.2.2 操作步骤 

盖玻片封制备血涂片的操作步骤如下： 

a) 操作人员佩戴手套，取一张干燥、洁净、表面无油脂或杂质的盖玻片，在其中央滴加一滴新鲜

全血或 EDTA 抗凝血。 

b) 另取一张盖玻片，十字交叉置于前一盖玻片及血滴上方。 

c) 在血液完全散开前，迅速地平行拉开两张盖玻片，血液即在盖玻片上形成均匀分布的血膜。 

d) 将制备好的血涂片自然风干，或在空气中挥动加速风干。 

3.2.3 注意事项 

盖玻片法制备血涂片时需注意： 

a) 盖玻片表面应干燥、洁净、无油脂或杂质，且不可重复使用。 

b) 应在血液完全散开前将两张盖玻片拉开。 

c) 应平行拉开盖玻片，不可在垂直方向上挤压或分开两张盖玻片。 

d) 自然风干血涂片，避免用吸水纸吸干或擦干。 
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e) 血涂片不可接触福尔马林蒸汽，不可冷藏保存。 

3.3 淡黄层涂片的制备 

3.3.1 准备材料 

EDTA抗凝血、毛细管、黏土密封剂、医用砂轮、载玻片、纸巾、毛细管离心机、手套和铅笔。 

3.3.2 操作步骤 

制备淡黄层涂片的操作步骤如下： 

a) 用毛细管吸取 EDTA 抗凝血，使血液充满管腔的 2/3~3/4，用纸巾将毛细管外部多余的血液擦

净。 

b) 将毛细管垂直插入黏土密封剂内，轻轻旋转毛细管并将其取出。插入毛细管中的密封剂长度不

少于 4mm。 

c) 将毛细管放入毛细管离心机内，封口端朝向离心机转子的边缘，10000g 离心 5分钟。 

d) 取出离心后的毛细管，在红细胞与淡黄层交接处约 1~2mm 的红细胞层，用医用砂轮切割毛细管，

取含淡黄层的一段毛细管备用。 

e) 取一张干燥、洁净、表面无油脂或杂质的载玻片，将淡黄层细胞和少量血浆滴于载玻片靠近磨

砂边约 1cm 处。 

f) 另取一张洁净的载玻片，十字交叉置于淡黄层样本上，在样本完全散开前，平稳地推拉第二张

载玻片，制成一层细胞膜。 

g) 将制备好的淡黄层涂片自然风干，或在空气中挥动加速风干。 

h) 用铅笔在载玻片磨砂边上进行标记。 

3.3.3 注意事项 

制备淡黄层涂片时须注意： 

a) 载玻片应洁净、干燥、表面无油脂或杂质，且不可重复使用。 

b) 切割毛细管时避免断端碎片掉落于淡黄层样本中。 

c) 推片时，避免挤压样本，不可在垂直方向上向载玻片施力或过早地将两张载玻片分开。 

d) 自然风干淡黄层涂片，避免用吸水纸吸干或擦干。 

e) 血涂片不可接触福尔马林蒸汽，不可冷藏保存。 

4 染色 

血涂片或淡黄层涂片可选用瑞氏-姬姆萨、迪夫或Diff-Quik等罗曼诺夫斯基染色法进行染色，具体

操作见附录A、B和C。血涂片或EDTA抗凝血还可进行新亚甲蓝染色，具体操作见附录D。 

5 质量评估 

5.1 大体评估 

制备好的血涂片应满足以下条件，否则应舍弃并重新制备： 

a) 血液样本应全部位于血涂片上。 

b) 血膜均匀过渡，无空泡、间断或划痕。 

c) 推片法血涂片应有火焰状的羽状尾。 
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d) 染色后的涂片无明显颜色差异或分界。 

e) 罗曼诺夫斯基染色的涂片呈蓝色至紫红色，新亚甲蓝染色后的涂片呈淡蓝色。 

5.2 显微镜评估 

血涂片的质量评估可在显微镜目镜10倍×物镜10倍放大下进行： 

a) 推片法制备的血涂片血细胞由厚至薄均匀分布，有足够大的单细胞层，白细胞分布均匀而非聚

集于尾部。 

b) 盖玻片法制备的血涂片血细胞呈单层均匀分布。 

c) 淡黄层涂片中央厚、四周薄，有足够大的单细胞层。 

d) 细胞完整，无显著的细胞破裂现象。 

e) 罗曼诺夫斯基染色中，红细胞呈橘红色至粉红色，白细胞细胞核呈不同程度的蓝色。 

f) 新亚甲蓝染色中，红细胞呈淡绿色，白细胞细胞核及颗粒、血小板颗粒呈蓝色。 

 

中
国
兽
医
协
会

CVMA



T/CVMA XXXXX—XXXX 

5 

附 录 A 

（规范性附录） 

瑞氏-姬姆萨染色 

A.1 准备材料 

涂片样本、瑞氏-姬姆萨染液、磷酸盐缓冲液、洗耳球、染色架、计时器、吸水纸、去离子水或蒸

馏水。 

A.2 操作步骤 

瑞氏-姬姆萨染色的操作步骤如下： 

a) 将风干涂片水平置于染色架上，有样本的一面朝上。 

b) 滴加瑞氏-姬姆萨染液，使其完全覆盖涂片，染色 1min。 

c) 滴加磷酸盐缓冲液，其体积约为瑞氏-姬姆萨染液的 2~3 倍，用洗耳球将二者充分混匀，染色

3~10min。 

d) 用去离子水或蒸馏水冲洗涂片，直至冲净染液。 

e) 将涂片倾斜放置于吸水纸上，自然晾干；或用吹风机冷风吹干。 

A.3 注意事项 

染色时须注意： 

a) 涂片样本应完全风干。 

b) 根据涂片厚薄、有核细胞数量多少及环境温度调整染色时间，涂片厚、有核细胞数量多及环境

温度低时，可适当延长染色时间。 

c) 滴加的染液量应充足，避免染液蒸发导致染料沉淀物附着于涂片上。 

d) 染液应新鲜或定期过滤，避免形成染料沉淀物妨碍涂片观察。 

e) 不可用吸水纸覆盖在涂片上吸取水分。 

f) 不同厂家生产的染色时间稍有不同，以产品说明为准。 
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A  A  

附 录 B 

（规范性附录） 

迪夫快速染色 

B.1 滴染法 

B.1.1 准备材料 

涂片样本、迪夫A液、迪夫B液、磷酸盐缓冲液、洗耳球、染色架、计时器、吸水纸、去离子水或蒸

馏水。 

B.1.2 操作步骤 

迪夫染色滴染法操作步骤如下： 

a) 将将风干涂片水平置于染色架上，有样本的一面朝上。 

b) 滴加迪夫 A液，使其完全覆盖涂片，染色 20~30s。 

c) 用磷酸盐缓冲液将涂片上的 A液冲净，并将涂片上多余的液体倾倒掉。 

d) 滴加迪夫 B液，使其完全覆盖涂片，染色 20~30s。 

e) 用去离子水或蒸馏水冲洗涂片，直至冲净染液。 

f) 将涂片倾斜放置于吸水纸上，自然晾干；或用吹风机冷风吹干。 

B.1.3 注意事项 

采用滴染法进行迪夫染色时的注意事项同附录A.3。 

B.2 浸染法 

B.2.1 准备材料 

涂片样本、迪夫A液、迪夫B液、磷酸盐缓冲液、洗耳球、染色缸、计时器、吸水纸、去离子水或蒸

馏水。 

B.2.2 操作步骤 

迪夫染色浸染法操作步骤如下： 

a) 将迪夫 A液、B液和磷酸盐缓冲液分别置于染色缸内。 

b) 将风干涂片的样本部分完全浸入迪夫 A液中，小幅度上下移动玻片，浸染 20~30s。 

c) 将涂片从 A液中取出，在染缸边缘拭去多余染液。 

d) 将涂片样本部分完全浸入磷酸盐缓冲液中，小幅度上下移动玻片 8~10 次。 

e) 将涂片从磷酸盐缓冲液中取出，在染缸边缘拭去多余液体。 

f) 将涂片样本部分完全浸入迪夫 B液中，小幅度上下移动玻片，浸染 20~30s。 

g) 将涂片从 B液中取出，在染缸边缘拭去多余染液，并用流动的去离子水或蒸馏水冲洗干净。 

h) 将涂片倾斜放置于吸水纸上，自然晾干；或用吹风机冷风吹干。 

B.2.3 注意事项 
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采用浸染法进行迪夫染色时，应注意： 

a) 涂片内有易脱落的成分时，应避免采用浸染法染色。 

b) 染缸内的染液可重复利用，但易造成涂片样本污染，应定期更换。 

c) 同附录 A.3 的 a）、b）、e）和 f）。 
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B  B  

附 录 C 

（规范性附录） 

Diff-Quik 染色 

C.1 准备材料 

涂片样本、Diff-Quik染液套组、洗耳球、染色缸、计时器、吸水纸、去离子水或蒸馏水。 

C.2 操作步骤 

Diff-Quik染色的操作步骤如下： 

a) 将 Diff-Quik 染液套组中的 A、B、C液分别置于染色缸内。 

b) 将风干涂片的样本部分浸入 A液，小幅度上下移动玻片，固定 10~20s。 

c) 将固定后的涂片依次浸入 B液和 C液，各染色 5~10s，染色时可小幅度上下移动玻片。 

d) 用流动的去离子水或蒸馏水将染液冲洗干净；或将玻片置于含去离子水或蒸馏水的容器中，轻

柔晃动玻片，以洗去染液。 

e) 将涂片倾斜放置于吸水纸上，自然晾干；或用吹风机冷风吹干。 

C.3 注意事项 

采用Diff-Quik染色时的注意事项同附录B.2.3。 
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C  C  

附 录 D 

（规范性附录） 

新亚甲蓝染色 

D.1 准备材料 

EDTA抗凝血、新亚甲蓝染液、塑料试管、计时器、载玻片、盖玻片。 

D.2 操作步骤 

新亚甲蓝染色的操作步骤如下： 

a) 取一滴 EDTA 抗凝血于塑料试管中，另滴加 1~2 滴新亚甲蓝染液于同一试管中，并将血样和染

液混匀。 

b) 将塑料试管在室温下静置 20min 或更长时间。 

c) 取一滴血样-染液混合物，采用推片法制备血涂片，操作见 3.1.2。 

D.3 注意事项 

新亚甲蓝染色时应注意： 

a) 染色时间应充足，环境温度较低时，可适当延长染色时间。 

b) 其他注意事项同 3.1.3。 

_________________________________ 
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