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引言 

《细胞计数仪校准规范》依据 JJF 1071-2010 《国家计量校准规范编写规则》、

JJF 1059.1-2012 《测量不确定度评定与表示》等完成规范的制定。在本规范制

定过程中，也参考了现行有效的 ISO/DIS 20391-1:2018Biotechnology - Cell 

counting - Part 1: General guidance on cell counting methods 和 JJG 714-2012 《血

细胞分析仪检定规程》。 

 本规范为首次发布。 
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细胞计数仪校准规范 

 

1 范围 

本规范适用于基于显微图象原理、电阻抗原理进行细胞浓度、细胞活率和颗

粒直径分析测量的细胞计数仪的校准，其他类型的细胞计数仪可参照本规范进行

校准。 

2 引用文件 

 本规范引用了下列文件： 

JJF 1001-1998  通用计量术语及定义 

GZJLYZ00-002   校准操作规范编写规定 

凡是注日期的引用文件，仅注日期的版本适用于本规范；凡是不注日期的引

用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本规范。 

3 术语 

3.1 细胞计数 cell counting 

确定细胞数量的测量过程。 

[ ISO/DIS 20391-1:2018，定义 3.8 ]  

注：包括任何状态（死/活）、类型（基因型或表型）和功能（例如活性）的细胞。 

3.2细胞浓度 cell concentration 
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   单位体积的细胞悬浮液中某种类型或总体细胞的数量值，一般表示为 /μL、 

/mL或 /L。 

3.3 细胞活率 cell viability 

总细胞群体中活细胞所占的百分比。 

3.4 台盼蓝 trypan Blue 

细胞活性染料，常用于检测细胞膜的完整性，检测细胞是否存活。活细胞不

会被染成蓝色，而死细胞会被染成淡蓝色。 

3.5 吖啶橙 acridine orange 

可以通过完整的细胞膜，嵌入所有细胞（活细胞和死细胞）的细胞核与双链DNA结合

发出绿色荧光的染料。 

3.6 碘化丙啶 propidium iodide 

只能通过破损的细胞膜，即死细胞的细胞膜，嵌入死细胞的细胞核与双链DNA结合发

出红色荧光的染料。 

4 概述 

细胞计数仪是一种快速简便的自动化细胞数量和活率测量装置，目前主要通过基于显微

图像的图像识别法和基于阻抗的电阻抗计数法。 

基于显微图像的图像识别法，通常通过台盼蓝染色或AO/PI等荧光染料染色，整合先进

的光学成像技术和智能图像识别技术，进行自动细胞计数检测。台盼蓝是细胞活性染料，常

用于检测细胞膜的完整性，以检测细胞是否存活。活细胞的细胞膜完整，能排斥台盼蓝，不

会被染成蓝色；而死细胞由于细胞膜破损或不完整，会被台盼蓝染成蓝色，因此可借助台盼

蓝染色进行细胞计数，区分死活细胞。吖啶橙（AO）和碘化丙啶（PI）是可以与细胞核内

双链DNA结合的荧光染料。AO可以自由穿透细胞膜，嵌入所有细胞（活细胞和死细胞）的

细胞核中发出绿色荧光；PI只能通过破损的细胞膜，即死细胞的细胞膜，嵌入死细胞的细胞

核中发出红色荧光。当两种染料同时存在于死细胞核中时，会发生荧光共振能量转移，从而

导致死细胞发出红色荧光。因此可通过AO/PI准确区分死活细胞，进行准确细胞计数。 
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电阻抗计数法采用电阻抗原理，即库尔特原理。悬浮在导电溶液中的细胞是不良的导电

体，当细胞一个一个通过两侧有导电电极的小孔时，会导致小孔两端电阻改变，仪器产生并

记录电阻信号，并将其转化成电脉冲信号，通过检测脉冲的数量与大小，即可得到细胞数量

与体积。活细胞由于其完整的细胞膜结构可产生高阻抗信号，即得到整个细胞的大小信号；

而死细胞由于细胞膜破损或膜的通透性增加会产生较低的阻抗信号，即得到细胞核的大小信

号。因此可通过不同大小范围来区分死活细胞，得到细胞活率。 

5 计量特性 

计量特性见表 1 

表 1 细胞计数仪的校准项目 

6 校准条件 

6.1 环境条件 

6.1.1实验室环境应当满足仪器安装的要求，不得存在强烈的机械振动和电磁

干扰。 

6.1.2环境温度：按照细胞计数仪说明书规定的温度条件进行； 

6.1.3相对湿度：按照细胞计数仪说明书规定的湿度条件进行； 

特性量值 

校准项目 

空白值 示值误差 重复性 

总细胞浓度 + + + 

活细胞浓度 + + + 

死细胞浓度 + + + 

细胞活率 - + + 

颗粒直径 - + + 

注：+为校准项目，-为非校准项目，。 
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6.1.4 光照：避免阳光直射； 

6.1.5 电源电压：AC220 V±22 V，50 Hz/60 Hz 或相应的直流电源； 

6.1.6 大气压力：76 kPa～106 kPa。 

6.2 标准物质和校准设备 

应采用国内外有证标准物质进行仪器校准，标准物质的技术指标见表 2。 

表 2 校准用标准物质技术指标 

标准物质特性量 量值范围 相对不确定度（k=2） 

总细胞浓度 5×10
5～5×10

6
/mL ≤10% 

活细胞浓度 5×10
5～5×10

6
/mL ≤10% 

死细胞浓度 5×10
5～5×10

6
/mL ≤10% 

细胞活率 0%～100% ≤10% 

颗粒直径 5～50μm ≤10% 

7 校准项目和校准方法 

以下校准项目应在细胞计数仪经过开机预热、仪器达到正常工作条件后进行，

校准前应当确保仪器工作状态正常，参照附录 A进行校准原始数据记录。 

7.1外观要求 

用目视并配合手动操作进行检查。仪器外表应光滑平整，不应有影响工作性

能的机械损伤；显示屏表面应平整洁净无划痕，读数清晰；开关及按键功能良好。

仪器应有以下标识：名称、型号、编号、生产厂家、出厂日期。 

7.2 测试前准备 

开启仪器，参照仪器使用说明书，使仪器达到最佳工作条件。根据客户使用

要求、被校准仪器的日常工作模式和选取的标准物质类型选取合适的细胞测量模

式。 

7.3 空白值 
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取空白稀释液、纯水或蒸馏水进行上样计数，测量 4次，记录测量值并取其

中的最高值作为空白值。 

7.4 示值误差 

仪器的示值误差以细胞浓度（总细胞浓度、活细胞浓度和死细胞浓度）标准

物质、细胞活率标准物质、颗粒直径标准物质测量值与标准值的误差表示。根据

被校准仪器的日常工作模式选取合适浓度、比例和颗粒直径的标准物质，使用标

准物质前上下颠倒 30-50次左右从而保证充分混匀（瓶底无沉积物）。用移液器

从充分混匀的标准物质样本液体中间层吸取液体进行上样计数，测量 5次，记录

测量值，并按照公式（1）进行示值误差计算。 

si CC 
   （1） 

式中： —细胞计数器示值误差，/mL、%或 μm； 

       iC —5次测量值的平均值，/mL、%或 μm； 

       sC —标准值，/mL、%或 μm。 

 

7.5 测量重复性 

仪器重复性以细胞浓度（总细胞浓度、活细胞浓度和死细胞浓度）标准物质、

细胞活率标准物质、颗粒直径标准物质 10 次测量值的实验标准偏差表示。根据

被校准仪器的日常工作模式选取合适浓度、比例和颗粒直径的标准物质，使用标

准物质前上下颠倒 30-50次左右从而保证充分混匀（瓶底无沉积物）。用移液器

从充分混匀的标准物质样本液体中间层吸取液体进行上样计数，测量 10 次，记

录测量值，并按照公式（1）进行示值误差计算。 

 

1

)( 2

1










n

CC

STD

n

i

ii

  （2） 

 

式中：STD-测量值的标准偏差，/mL、%或 μm； 

      n—测量次数； 
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iC —第 i 次测量值，/mL、%或 μm； 

      iC  —测量平均值，/mL、%或 μm。 

8 校准结果表达 

经校准后的细胞计数仪应填发校准证书，校准证书应符合 JJF1071-2010 中

5.12的要求，参照附录 C给出校准项目名称、测量值以及扩展不确定度。 

9 复校时间间隔 

送校单位可根据实际情况自主决定细胞计数仪的复校时间间隔，建议不超过

1年。 
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附录 A 

校准记录格式 

仪器名称  型号  

制造厂商  出厂编号  

委托单位 
名称  联系人  

地址  电话  

检测地点  环境温度  

环境湿度  校准日期  

记录编号  证书编号  

校准员  核验员  

 

B.1 外观检查： 

仪器配件齐全   外观完好。 

 

B.2 空白值测试： 

项  目 示 值 最高值 

总细胞 

(/ mL) 
     

活细胞 

(/ mL) 
     

死细胞 

（/ mL） 
     

 

 

B.3 示值误差： 

项   目 示 值 平均值 标称值 示值误差 

总细胞浓度 

(10
6
/ mL) 

        

活细胞浓度 

(10
6
/mL) 

        

死细胞浓度 

(10
6
/ mL) 

        

细胞活率

（%） 
        

颗粒直径

（μm） 
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B.4 重复性 

测量

次数 

总细胞浓度 

(10
6
/ mL) 

活细胞浓度 

(10
6
/ mL) 

死细胞浓度 

(10
6
/ mL) 

细胞活率

（%） 

颗粒直径

（μm） 

1      

2      

3      

4      

5      

6      

7      

8      

9      

10      

重复

性      
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附录 C 

校准证书内页格式 

 

表 C 校准证书内页格式 

证书编号： 

校准环

境条件 

温度：                C 

相对湿度：             % 

地点： 

其它： 

参照国家计量校准规范《细胞计数仪》JJF XXXX-XXXX 对该仪器进行校准，结果如下： 

序号 校准项目 校准结果 

1 空白值 

总细胞浓度测量值：_______________ 

活细胞浓度测量值：_______________ 

死细胞浓度测量值：_______________ 

2 示值误差 

总细胞浓度测量值：_____不确定度：______（k=2） 

活细胞浓度测量值：_____不确定度：______（k=2） 

死细胞浓度测量值：_____不确定度：______（k=2） 

细胞活率测量值：_____不确定度：______（k=2） 

颗粒直径测量值：_____不确定度：______（k=2） 

3 重复性 

总细胞数量测量值：____________________ 

活细胞数量测量值：____________________ 

死细胞数量测量值：____________________ 

细胞活率测量值：____________________ 

颗粒直径测量值：____________________ 

校准员：                                                 核验员：
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附录 C 

细胞计数仪示值误差的不确定度评定示例 

 

C.1 测量方法 

采用可溯源至显微镜检方法的细胞浓度标准物质进行测试，测量结果并与标

准物质定值结果进行比较。 

C.2 测量模型 

校准结果相对示值误差计算公式可由公式（C.1）给出： 

%100
s

s 



C

CC
Cr                      （C.1） 

式中： 

rC ——细胞计数相对示值误差； 

C ——5次测量值的平均值； 

sC
——标准物质的标准值。 

C.3 不确定度来源 

不确定度来源包括： 

a）细胞计数仪仪测量重复性引入的标准不确定度 )( iCu ； 

b）标准物质引入的标准不确定度 )( sCu 。 

C.4 标准不确定度分量评定 

C.4.1测量重复性引入的标准不确定度分量 )( iCu  
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在校准中总细胞浓度 5 次测定值分别为 1.01×10
6
/mL、1.10×10

6
/mL、

1.00×10
6
/mL、0.988×10

6
/mL、1.03×10

6
/mL、，可由公式（C.2）评估此次测量的

实验标准差 ( )is x ： 

)1(

)(

)( 1

2











nn

xx

xs

n

i

ii

i =0.04×10
6
/mL                （C.2） 

则测量结果平均值的标准不确定度为： 

nxsCu ii /)()(  =0.02×10
6
/mL 

C.4.2标准物质引入的标准不确定度分量 )( sCu  

由标准物质引入的不确定度 )( sCu 可以根据标准物质证书提供的扩展不确定

度 rU 和包含因子 k根据公式（C.3）计算： 

k

U
Cu )( s

                 （C.3） 

式中： 

)( sCu ——标准物质引入的标准不确定度； 

U ——标准物质证书提供的扩展不确定度； 

k——标准物质证书提供的包含因子，通常为 2。 

在校准过程中标准物质总细胞浓度特性量值的标准值为 1.00×10
6/

mL

（U=0.054×10
6
/mL，k=2），则由标准物质引入的标准不确定度分量： 

027.0)( s 
k

U
Cu r ×10

6
/mL 
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C.5 标准不确定度一览表 

标准不确定度一览表见表 C.1。 

表 C.1 细胞计数仪相对示值误差测量的标准不确定度一览表 

不确定度来源 标准不确定度分量 ui 标准不确定度值 

测量重复性 )( iCu  0.02×10
6
/mL 

细胞浓度标准物质 )( sCu  0.027×10
6
/mL 

 

C.6 合成标准不确定度 )( Cu   

由于没有任何输入量具有值得考虑的相关性，示值误差的相对不确定度为： 

626262

s

2 10×03.0)10×027.0()10×02.0()()()(  CuCuCu ic /mL 

C.7 扩展不确定度U  

取 k=2，则 

610×06.0)(  kCuU c /mL
 

 


