
 لام نئوبار -شمارش گلبول سفید 

 

 
 

  شمارش گلبول سفيد در يك ميليمتر مكعب خون هدف :

 

 :وسايل مورد نياز

 )لام هموسيتومتر)بهتر است نئوبار باشد 

 لامل سنگين 

 پيپت ملانژورسفيد 

  سانتيمتر ۵۲لوله لاستيكي )مكنده(حدود 

 يا تورک  محلول رقيق کننده ي مارکانو(۵ml ۸۹+  اسيد استيكml  )آب مقطر 

 ۱%محلول کريستال ويوله يا بلودومتيلن 

 پنبه الكل و لانست ميكروسكوپ ، 

 

 

 



 :لام نئوبار يا توما

از دو مستطيل شفاف در وسط تشكيل شده است که داراي درجه بنددي بدراي شدمارش گلبدول سدفيد و      

 % مربد   ۸ ميليمتدري کده بده    ۳ در زيدر ميكروسدكوپ بده تدور  يدك مربد       قرمز است. هر مستطيل 

ميليمتري تقسيم شده است مشاهده مي شود. مرب  هايي که در چهارگوشه قرار دارند مسئول شدمارش  

گلبول سفيد مي با شند و مربعي که در وسط قرار دارد داراي تقسيم بندي ريزي است که براي شمارش 

 .گلبول قرمز مي باشد

 :white bead in the bulb پيپت ملانژورسفيد 

اين پيپت براي رقيق کردن خون بكار ميرود که درحباب آن يك مهدره سدفيد وجدود دارد، روي پيپدت     

 .قرار دارد %%و  % و ۲/۰ملانژور سفيد سه عدد 

 

 

 :روش کار

ضربه لانست نوک کنيم . بعد توسط يك  ابتدا نوک انگشت را توسط پنبه آغشته به الكل ضد عفوني مي

کند و يك ملانژور سفيد تميز وخشك انتخداب مدي کنديم     انگشت را سوراخ کرده، خون جريان پيدا مي

 بده  خدون  اگدر ) کشديم  ملانژورمدي  داخدل   %علامدت  تدا  را خدون  داريدم و  سپس ملانژور را افقي نگه مي
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وک ن گذاريم مي دردهان را لوله ديگر سر و کنيم مي وتل ملانژور ته رابه لاستيكي لوله نرفت بالا خوبي

 (.گذاريم و با دهان خون را بالا مي کشيم ملانژور را داخل خون مي

 بار رقيق خواهد شد . ۵۰کشيده شود خون تا  ۲/۰نكته : چنانچه خون تا عدد 

 بده  را ملاندژور  منظور اين به بياوريم عمل به جلوگيري ملانژور داخل به مهم است که از ورود حباب هوا

 .گذاريم مي خون داخل کامل طور

  کنيم خون نوک و اطراف ملانژور را با پنبه خوب پاک مي 

چند سي سي از محلول رقيق کننده )محلول مارکانو( را در يك شيشه ساعت ميريزيم. ندوک ملاندژور را   

  .کشديم  بده درون ملاندژور مدي    %% دهديم و مداده رقيدق کنندده را تدا      داخل محلدول مارکدانو قدرار مدي    

 کنيم. سر و ته ملانژور را بدين دو انگشدت شسدت و سدبابه نگده مدي       لاستيكي را از ملانژور جدا مي لوله

دقيقده روي   ۲ کنيم. سپس ملاندژور را بده مدد     داريم. به مد  ده دقيقه محتوي ملانژور را مخلوط مي

 .شيكر)ويبراتور( قرار ميدهيم

 مخلدوط  قرارنگيدرد  راي شمارش مورد اسدتفاده توجه ! اگر بعد از اين مد  محتوي ملانژو ر بلافاتله ب 

 .است ضروري استفاده قبل مجدد کردن

 دهديم، لامدل سدنگين تميدز را روي لام قدرار مدي       لام هموسيتومترتميز را روي ميز تاف و تراز قرار مي

دليل دور ريختن سه  ريزيم. قطره اول محتوي ملانژور را دور مي ۳گيريم،  دهيم، ملانژور را عمودي مي

بدا گذاشدتن    قطره اول اين است که قسمت ابتدايي پيپت )زير حبداب( حداوي سدلول خدوني نمدي باشدد.      

 محتوي از کوچك قطره يك. گيريم مي اختيار در را ملانژور انگشت سبابه در ته ملانژور ريختن محتوي

کنيم بطوريكه مخلوط خون و ماده  ميردادن نوک ملانژور در بين لام و لامل هدايت قرا توسط را ملانژور

رقيق کننده به منطقه شمارش نفوذ کند، اگر ماده به درون شيارها نفدوذ کندد بايدد لام را شسدته خشدك      

  .دهيمکرده مجدداً مورد استفاده قرار 



حرکدت شدوند. لام را زيدر ميكروسدكوپ قدرار ميددهيم        گذاريم تا سلولها بي چند دقيقه لام را ثابت مي

دهيم و چهار مربد  بدزر     مورد مطالعه قرار مي ۰x% با عدسيديافراگم ميكروسكوپ را کاملا بسته و 

 .کنيم واق  در چهار گوشه تفحه مدرج را شمارش مي

تعداد گلبول ها را در گلبول هاي سفيد به تور  سلول هايي گرد و کوچك در خانه ها پخش شده اند.  

 يي شمارش کرده ميانگين آنها را محاسبه مي نماييم.تا 1%هر چهار خانه يك ميلي متري 

 

 

 :محاسبه تعداد گلبولهاي سفيد

ميليمتر است .لام و لامل را چنان دقيق وماهرانه ساخته اند بطوريكه وقتدي لامدل    %هر ضل  مرب  بزر  

حجم واق  دريك ميلي متر مي شود بنابراين  ۰/% لام تا لامل )فاتله( گيرد دقيقا ارتفاع روي لام قرار مي

  .دهم ميلي مترمكعب شود يك مرب  بزر  مي

شدود   چون گلبولها را در چهار مكعدب مسدتطيل شدمارش کدرده ايدم حجدم چهارمكعدب مسدتطيل مدي         

است يعني خون به نسبت يدك   %/۵۰يا  %/۰%چهاردهم ميلي متر مكعب. ضريب رقت بوسيله ملانژور 

 ديگر ما گلبول هاي سفيد خون رادرحجمي برابر با يكبه عبار   .شود بيست رقيق مي ده يا يك به به



) اگر خون تدا  پنجاهم ميلي متر مكعب  بيست و پنجم ) اگر خون تا عدد يك کشيده شده باشد ( يا يك

 .کنيم حساب ميکشيده شود ( ۲/۰عدد 

 

 محاسبه کلي به تور  زير مي باشد:

× ۰% × ۰%  کشيده شود (  تعداد گلبول هاي سفيد در يك ميلي متر مكعب خون  %) اگر خون تا عدد 
 

 
 

× ۰% × ۵۰  کشيده شود (  تعداد گلبول هاي سفيد در يك ميلي متر مكعب خون  ۲/۰) اگر خون تا عدد 
 

 
 

  
 

 
  

بعددي   ۵۰و  ۰%ميلدي متدري بدين لام و لامدل بدوده و اعدداد        ۰/%اولي ضريب تصحيح فاتله  ۰%عدد 

 ضرايب رقت مي باشد.

 

   اگر خدون تدا عددد    در نتيجه واضح است بايد تعداد کل گلبولهاي شمارش شده در چهار مرب (

  .ضرب شود ۵۲ در عدديك کشيده شده باشد ( 

   در کشيده شده باشد (  ۲/۰) اگر خون تا عدد تعداد کل گلبولهاي شمارش شده در چهار مرب

  .ضرب شود ۲۰ عدد

 

 تايي 1%: ميانگين تعداد سلول ها در چهار خانه يك ميلي متري 



واقد  در  ) که خون تا نيم کشيده شدده اسدت (   مثال: تعداد گلبولهاي شمارش شده درچهار مرب  بزر  

عدد در ميلي مترمكعدب   ۸۵۲۰ عدد مي باشد بنابراين تعداد کل گلبولهاي سفيد خون ۹۲% چهارگوشه

 .شود مي

 

 مقادير طبيعي گلبول هاي سفيد

در ميلي متر مكعدب خدون مدي باشدد. حالدت کمتدر از       ۰۰۰۰%تا  0۰۰۰تعداد طبيعي گلبول هاي سفيد 

 مي نامند.لكوسيتوز  را ۰۰۰۰۰%و بيش از  لكوپنيرا  0۰۰۰

مالاريا و يدا در هنگدام درمدان بدا بعضدي از       ا،حالا  لكوپني در بعضي از بيماري ها مانند حصبه، آنفلوانز

 داروها مثل کلرامفنيكل که توليد آنها را از مغز استخوان تضعيف مي کنند ، ديده مي شود. 

لكوسيتوز در بچه هاي تازه متولد شده و تا سن يك سالگي امري طبيعي است . لوسمي حالدت افدزايش   

در ميلي متر مكعب خدون   ۳۰۰۰۰۰تا  ۰۰۰۰۰% بسيار زياد تعداد گلبول هاي سفيد که ممكن است به

ميلوئيدد  بالغ شود. در اين حالت تعداد گلبول هداي نابدالغ در خدون محيطدي زيداد اسدت و بده دو حالدت         

)افزايش لنفوسيت ها( ديده مي شدود. اشدعه هداي راديواکتيدو يدونيزه       لنفوئيد)افزايش نوتروفيل ها( و 

 ثي ممكن است علت آن باشد.  کننده مواد شيميايي سرطان زا و عوامل ار

 

 

 :منب 

 مجله اينترنتي آزمايشگاه آمثبت

 روش کار آزمايشگاه فيزيولوژي دانشگاه علوم پزشكي تهران



 لام نئوبار - قرمزشمارش گلبول 

 

 شمارش گلبول های قرمز هدف آزمایش  :

 مقدمه  :

هدف از شمارش گويچه هاي خون، شمردن و تعيين تعداد گلبولهاي قرمز در يك ميليمتدر مكعدب   

 خون است. 

نيدز ناميدده مدي شدوند.      Red Blood-Cell  (R.B.C)گلبولهاي قرمز )گويچه هاي سرخ( اريتروسديت و  

باشند. اندازه شكل تفحا  مقعر الطرفين )ديسك مانند( مي ه گلبولهاي قرمز سلولهائي بدون هسته و ب

( و محل ساخته شدن آنها در افراد بالغ مغز استخوان مي باشد. گلبولهاي %-۲ميكرون )شكل  ۵×7آنها 

تعدداد گلبدول   رنگ زرد نارنجي ديده مي شوند تعداد گلبولهاي قرمدز در  ه قرمز در زير ميكروسكوپ ب

۱ آنها را ۱۳ تا ۵مكعب مي رسد که ميليون در ميلي متر ۲/7تا  1هاي قرمز در نوزاد تازه متولد شده به 

 ماه به حد بالغين کاهش مي يابد . ۵-۳رتيكولوسيت ها تشكيل مي دهد که در مد  

ميليون در ميلي متر مكعدب خدون    ۲/%تا  ۲ميليون و در زنان جوان  ۲/۲تا  7/0در مردان جوان حدود 

ن در توليد گلبدول هداي قرمدز    مي باشد. شمارش بالاتر در مردان به علت اثر مثبت هورمون تستوسترو

 مي باشد.

 

 

 

 

 : گلبول قرمز%-۲شكل 



ها جهت متابوليسدم اسدت. همچندين انتقدال      کار اتلي گلبولهاي قرمز انتقال اکسيژن از ريه به بافت

هاي قرمز انجام مي شود . گلبولهاي قرمز يكدي   ها به ريه بوسيله گلبول بخشي از گازکربنيك بافت

 ويسكوزيته خون مي باشند .  از عوامل تعيين کننده

مدي گويندد کده دو    اريترمي يا  پلي سيتميتعداد گلبولهاي قرمز ممكن است افزايش يابد که به آن  

 نوع است: 

  که در اثر نياز بدن به اکسيژن ايجاد مي شدود مثدل زنددگي در    پلي سيتمي فيزيولوژيك

 ارتفاعا . 

  )که در اثر سرطاني شدن سلولهاي ايجاد کننده گلبولهداي قرمدز   پلي سيتمي ورا )حقيقي

 ايجاد مي شود. 

نام دارد. آنمي ممكن است بعلل گوناگون ايجاد شود که بطدور   آنمياگر تعداد گلبولهاي قرمز کم شود 

 خلاته بشرح زير است: 

  آنمي ناشي از خونريزي 

  از کار افتادن( مغز استخوان آنمي ناشي از آپلازي( 

  مي بعلت نارس بودن گويچه ها مثل آنمي پرنيسيوز کده در اثدر عددم جدذب ويتدامين      آنB12  و

 اسيد فوليك ايجاد مي شود. 

       عبارتنددد از: آنمددي  آنمددي هموليتيددك  آنمددي ناشددي از همددوليز گويچدده هددا، انددواع مختلددف

 -(Cooley a)تالاسددمي  – (sickle cell) آنمددي داسددي شددكل   –)اسفروسدديتوز( ميكروسيت

 بلاستوز جنينياريترو

 

 

 اساس آزمايش :  

 رقيق کردن خون با محلول رقيق کننده و شمارش گلبول هاي قرمز در حجم مشخص خون

 



 وسايل لازم براي انجام آزمايش   

 لام هموسيتومتر)بهتر است نئوبار باشد( -%

 لامل سنگين -۵

مي رود . بده  پيپت ملانژور مخصوص گلبول هاي قرمز : اين پيپت براي رقيق کردن خون به کار  -۳

 ۲/۰ساقه باريك پيپت اعداد  بار مي تواند رقيق نمايد. بر روي ۵۰۰و يا  ۰۰%طوري که خون را 

حك شده است . خون را مدي   %۰%و پس از رسيدن به يك حباب بر روي ساقه بالايي عدد  %و 

خدون تدا   کشيد. چنانچه  %۰%و به دنبال آن محلول رقيق کننده را تا عدد  %يا  ۲/۰توان تا عدد 

بدار رقيدق    ۰۰%کشديده شدود خدون تدا      %بار و اگر تا عدد  ۵۰۰کشيده شود خون تا  ۲/۰عدد 

 خواهد شد.

  سانتيمتر ۵۲حدود  لوله لاستيكي )مكنده( -0

 Aمحلول هايم  -۲

از اين محلول براي رقيق کردن خون استفاده مي شود که با گلبول هاي قرمز ايزوتونيك مي باشد. مواد 

 عبارتند از :تشكيل دهنده آن 

 گرم ۲/۰ –بي کلرور جيوه 

 گرم % –کلرور سديم 

 گرم ۲ –سولفا  سديم 

 گرم ۵۰۰ –آب مقطر 

 

 ميكروسكوپ ، پنبه الكل و لانست -1

 



 روش انجام  آزمايش :

کنيم . بعد توسط يك ضربه لانست نوک  ابتدا نوک انگشت را توسط پنبه آغشته به الكل ضد عفوني مي

تميز وخشك انتخداب مدي کنديم     قرمزکند و يك ملانژور  خون جريان پيدا ميانگشت را سوراخ کرده، 

 بده  خدون  اگدر ) کشديم  ملانژورمدي  داخدل  ۲/۰علامدت  تدا  را خون داريم و سپس ملانژور را افقي نگه مي

وک ن گذاريم مي دردهان را لوله ديگر سر و کنيم مي وتل ملانژور ته رابه لاستيكي لوله نرفت بالا خوبي

 (.گذاريم و با دهان خون را بالا مي کشيم داخل خون مي ملانژور را

 بار رقيق خواهد شد . ۰۰%کشيده شود خون تا  %نكته : چنانچه خون تا عدد 

 بده  را ملاندژور  منظور اين به بياوريم عمل به جلوگيري ملانژور داخل به مهم است که از ورود حباب هوا

 .گذاريم مي خون داخل کامل طور

  کنيم اطراف ملانژور را با پنبه خوب پاک ميخون نوک و  

ريدزيم. ندوک ملاندژور را     ( را در يك شيشه ساعت ميهايمل رقيق کننده )محلول چند سي سي از محلو

  .کشدديم بدده درون ملانددژور مددي %۰% دهدديم و مدداده رقيددق کننددده را تددا قددرار مددي هددايمداخددل محلددول 

 ته ملانژور را بدين دو انگشدت شسدت و سدبابه نگده مدي       کنيم. سر و لوله لاستيكي را از ملانژور جدا مي

دقيقده روي   ۲ کنيم. سپس ملانژور را بده مدد    دقيقه محتوي ملانژور را مخلوط مي پنج داريم. به مد 

 .شيكر)ويبراتور( قرار ميدهيم

 مخلدوط  قرارنگيدرد  توجه ! اگر بعد از اين مد  محتوي ملانژو ر بلافاتله براي شمارش مورد اسدتفاده  

 .است ضروري استفاده قبل مجدد کردن

 دهديم، لامدل سدنگين تميدز را روي لام قدرار مدي       لام هموسيتومترتميز را روي ميز تاف و تراز قرار مي

دليل دور ريختن سه  ريزيم. قطره اول محتوي ملانژور را دور مي ۳گيريم،  دهيم، ملانژور را عمودي مي



بدا گذاشدتن    )زير حبداب( حداوي سدلول خدوني نمدي باشدد.      قطره اول اين است که قسمت ابتدايي پيپت 

 محتوي از کوچك قطره يك. گيريم مي اختيار در را ملانژور انگشت سبابه در ته ملانژور ريختن محتوي

کنيم بطوريكه مخلوط خون و ماده  ردادن نوک ملانژور در بين لام و لامل هدايت ميقرا توسط را ملانژور

نفوذ کند، اگر ماده به درون شيارها نفدوذ کندد بايدد لام را شسدته خشدك       رقيق کننده به منطقه شمارش

نوک ملانژور را به شيار بدين لام و لامدل نزديدك مدي کنديم ،       .دهيم کرده مجدداً مورد استفاده قرار مي

خون رقيق شده  به زير لامل کشيده مي شود . بعد لامل را کمي از دو طرف فشار ميدهيم تدا  اگدر مداي     

 زير لامل باشد ،  به شيارهاي دو طرف بريزد . اضافي 

 نكته : بعد از اين مرحله  ،  لامل روي لام جابجا نشود .

 نكته : در موق  پرکردن ملانژور توجه شود حباب يا فاتله بوجود نيايد .

 نكته : در زمان استفاده ،  ملانژور و شيلنگ آن خشك باشند .

۱ حجم خون از سلولها تشكيل مي شود که قسمت اعظم آنها گلبولهاي قرمز هستند 0۲چون حدود 

اگر خون را بطور مستقيم زير ميكروسكوپ نگاه کنيم گلبولها بهم فشدرده هسدتند  و شدمارش آن    

بار رقيق کدرده   ۵۰۰غير ممكن است  . بدين جهت ابتدا خون را بوسيله ماي  رقيق کننده مخصوص 

شمارش گلبولهاي قرمدز را انجدام   ، بوسيله ميكروسكوپ  ،ي لام مخصوص شمارش گلبوليسپس رو

 .ميدهيم 

بار تقسيم شده اسدتفاده مدي    0۰۰براي شمارش گلبول هاي قرمز از مرب  يك ميلي متري وسط که 

در نماييم . از آنجا که تعداد گلبول هاي قرمز خيلي زياد است نمي توان در همه خانه هداي موجدود   

تايي واق  در گوشه ها و مرکز مربد    1%خانه  ۲رب  يك ميلي متري شمارش کرد و به جاي آن از م

 ضرب مي نماييم. ۲استفاده مي کنيم و مجموع آنها را در عدد 

هاي حرکت دهندده   ميزان مي کنيم و با استفاده از پيچ 0۰×لام را زير ميكرسكوپ گذاشته و با ابژکتيو 

تايي از مرب  هاي کوچك موجود در يكي از گوشه هاي مرب  اتلي را در  1%ميكروسكوپ يك مجموعه 



زير ميكروسكوپ تنظيم کرده و گلبولهاي قرمز آن را بترتيب از راست به چپ و از بالا به پدائين بطدور   

 ( و ياداشت مي کنيم  . %-1زيگزاگي مي شماريم ) شكل 

 

 : نشست گلبولها و روش شمارش آنها%-1شكل 

 

نكته  :  براي شمارش گويچه هاي موجود بر روي چهار ضل  اطدراف ايدن مجموعده ،  گويچده هداي      

سرخ موجود بر روي يك ضل  افقي و عمودي را مي شماريم و به عدد بدست آمده اضافه مي کنيم . 

راه دقيق تر آن است که گلبول هاي موجود بدر روي هدر چهدار ضدل  را شدمرده و حاتدل را بده دو        

نيم . دليل اين امر آن است که هر گلبول قرمزي که بر روي يك خط قرار گيرد نصدف آن  تقسيم ک

خانه اي کوچك موجود در سه  1%تعداد گويچه هاي سرخ مجموعه هاي متعلق به داخل مرب  است .

تائي از وسط مرب  بزر  را به طريق فوق مي شدماريم و   1%گوشه ديگر مرب  اتلي و يك مجموعه 

مرب  کوچك را شمرده  ۲×1%=۹۰نيم .  به اين ترتيب تعداد گويچه هاي موجود در يادداشت مي ک

 ايم . 

 

 

 



 روش  محاسبه:  

مدي کنديم تدا     ۲خانه متوسط را ضربدر عدد  ۲تعداد گلبول هاي قرمز موجود در مجموع  ،براي محاسبه

بدسدت آمدده را   تعداد کل گلبول ها را در يك مرب  بزر  )يك ميلي متري( بدست آوريم سپس عددد  

بدالا   %) اگدر خدون را تدا     ۰۰%فاتله بين لام نئوبار و لامل ( و سپس در عدد  ۰/%) تصحيح  ۰%در عدد 

 بالا کشيده باشيم ( ضرب مي کنيم . ۲/۰) اگر که خون را تا عدد  ۵۰۰کشيده باشيم ( و يا 

 R×۲×۰%×۰۰% =متر مكعب خون بالا بكشيم ( تعداد سلول ها در يك ميلي  %) در تورتي که خون را تا عدد 

 =بددالا بكشدديم ( تعددداد سددلول هددا در يددك ميلددي متددر مكعددب خددون     ۲/۰) در تددورتي کدده خددون را تددا عدددد  

۵۰۰×%۰×۲×R 
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Cell Counting with Neubauer Chamber 

Basic Hemocytometer Usage 

 

 Introduction 

 

 Despite the fact of the recent technical development of scientific laboratories, 

the Neubauer chamber remains the most common method used for cell 

counting around the world.  

This article has been written in order to help newbies and experimented 

researchers to perform a proper cell counting using a Neubauer chamber or 

Hemocytometer.  

The principles described in this article apply to any cell counting chamber, 

although the dimensions and volumes of each chamber may differ.  

First, the parts and basic principle of the Neubauer chamber are described  

Second, the article describes how to perform a cell count step by step, in order 

to achieve reliable and reproducible results. The article describes best practices 

and recommendations when performing a cell count. 

 

 Materials 

 

 The necessary elements to perform a cell count with Neubauer chamber are as 

follows:  

a) cellular dilution to measure  

b) hemocytometer, or Neubabuer chamber  

c) optical microscope  

d) cover glass  

e) pippette / micropippete with disposable tips.  

f) Dilution buffer / PBS (if needed)  

 

 



THE NEUBABUER CHAMBER, OR HEMOCYTOMETER  

 

The Neubauer chamber is a thick crystal slide with the size of a glass slide. (30 x 

70 mm and 4 mm thickness)  

In a simple counting chamber, the central area is where cell counts are 

performed. The chamber has three parts. 

The central part, where the counting grid has been set on the glass.  

Double chambers are most common than simple chamber. In this case, the 

chamber has two counting areas than can be loaded independently. 

 

Cell count, step by step 
 

STEP 1. Sample preparation. 

Depending on the type of sample, a preparation of a dilution with a suitable 

concentration should be prepared for cell counting.  

Typically, the concentration range for a cell count with Neubauer chamber is 

between 250.000 cells / ml and 2,5 million cells / ml.  

It is recommended for the dillution concentration to be around 106 cells / ml (1 

millón cells / ml) applying the required dilutions. 

With concentrations below 250.000 cells per ml, (2,5 * 105 cells / ml) the 

amount of cells counted will not be enough to obtain a fair estimation of the 

original concentration. 1  

Above 2,5 million cells / ml (2,5 * 106), the probability of counting errors 

increases as well as the time and effort required to achieve a reliable cell count.  

Above 2,5 million, it is preferable diluting the sample to obtain a final 

concentration closer to the optimum 1 million per ml. It is important to write 

down the dilution performed to the original sample. 

 

 



STEP 2. Introducing the sample into the Neubauer chamber  

Take 10 μl of dilution prepare in STEP 1 with the micropipette. 

1) Put the glass cover on the Neubauer chamber central area. Use a flat surface 

to place the chamber, like a table or a workbench.  

2) Put a disposable tip at the end of the micropipette.  

3) Adjust the micropipette to suck 10 μl. You can adjust it by turning the upper 

plunger roulette to select the required pipetting volume.  

4) Introduce the micropipette tip on the dilution previously prepared (STEP 1)  

5) Push the pipette plunger slowly until you feel it has arrived to the end of its 

travel.  

6) Remove the pipette tip from the dilution, and bring it to the Neubauer 

chamber. When the pipette is loaded, it must always be held in vertical position.  

7) Place pipette tip close to the glass cover edge, right at the centre of the 

Neubauer chamber.  

8) Release the plunger slowly watching how the liquid enters the chamber 

uniformly, being absorbed by capillarity. See Fig. 5  

9) In case of the appearance of bubbles, or that the glass cover has moved, 

repeat the operation  

Congratulations!. The Neubabuer chamber has been loaded, and it is ready to 

perform the cell count. 

 

STEP 3. Microscope set up and focus.  

1. Place the Neubauer chamber on the microscope stage. If the microscope has 

a fixing clamp, fix the Neubauer chamber.  

2. Turn on the microscope light.  

3. Focus the microscope until you can see a sharp image of the cells looking 

through the eyepiece and adjusting the stage.  

4. Look for the first counting grid square where the cell count will start. In this 

example, 5 big squares from a Neubauer-Improved chamber will be counted. 

See Fig. 6  

 



5. Start counting the cells in the first square.  

 

Different laboratories have different counting protocols, but there is a popular 

unwritten rule that states:  

“Cells touching the upper and left limits should be counted, unlike cells touching 

the lower and right limits which should not be taken into account” 

 

 

Fig. 6. Count in a Neubauer chamber big square. 

 

 

Fig. 7. High cell concentration cell count 

 

In case of high cell concentration, it will become very easy to get lost when 

counting cells. In this case, a counting technique in zig-zag is used.  

6. Write down the amount of cells counted in the first square.  

 

7. Repeat the process for the remaining squares, writing down the counting 

results from all of them. The higher the number of cells counted, the higher the 

accuracy of the measurement  



 

Fig. 6. Example of cell count in one of the 9 big squares of a Neubauer chamber 

 

 

STEP 4: Concentration calculation  

We apply the formula for the calculation of the concentration 

 

 

 

The number of cells will be the sum of all the counted cells in all squares 

counted.  

The volume will be the total volume of all the squares counted.  

Since the volume of 1 big square is:  



0,1 cm x 0,1 cm = 0,01 cm2 of area counted.  

Since the depth of the chamber is 0,1mm  

0,1 mm = 0,01 cm  

0,01 cm2*0,01 cm = 0,0001 cm2 = 0,0001ml = 0,1 μl  

So, for the Neubauer chamber, the formula used when counting in the big 

squares 

 

 

 

In case a dilution was applied, the concentration obtained should be converted 

to the original concentration before the dilution.  

In this case, the concentration should be divided by the dilution applied 

The formula will be: 

 

 

 

 

Example:  

For a 1 : 10 dilution. Dilution = 0,1  

For a 1 : 100. Dilution = 0,01  



 

 

 

Error  

Errors in the range of 20%-30% are common in this method due to pipetting 

errors, statistical errors, chamber volume errors, and errors from volume of 

simple introduced into the chamber.  

Even though, the Neubauer chamber remains the most widely used cell 

counting method in the world.  

 

To obtain a detailed analysis of the error introduced in a cell count, go to:  

 http://www.celeromics.com/cell-count-error.htm

 

 

http://www.celeromics.com/cell-count-error.htm

