
"基础实验研究"

I

淋巴细胞亚群绝对值测定
=M&0

%

RR=

设门法和

=M)

%

RR=

设门法的比较研究

欧阳红梅"张
!

芹"蒋雅先"朱红艳"甸自金"宋建新

!昆明医学院附属昆华医院*云南省第一人民医院检验科"昆明
'0%%)$

#

!!

摘
!

要!目的
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比较流式细胞仪两种设门方法测定外周血中
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淋巴细胞亚群绝对值的差异'方法
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收集
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例患者的外周

全血"分别采用
=M&0

*

RR=
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=M)
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两种设门方法测定
I

淋巴细胞亚群的百分率和绝对值"将同一标本测得的两个结果进行配

对
9

检验"并对
I

淋巴细胞亚群绝对值做进一步分析"计算其线性方程'结果
!

两种方法测得的
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N

$

=M)
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N淋巴的绝对

值差异无统计学意义!

M
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N淋巴的绝对值差异有统计学意义!

M
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#'两种方法测定
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N
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N淋巴绝对值的相关性良好'结论
!

两种方法测定
=M)

N

$

=M)

N

=M&

N淋巴的绝对值结果一致"均可作为
=M)

$

=M&

细

胞绝对值的测定方法"并且可以相互补充'
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流式细胞术'

<=>

(是综合应用光学#机械学#流体力学#

电子计算机#细胞生物学#分子免疫学等学科技术!以高能量激

光照射高速流动状态下被荧光色素染色的单细胞或微粒!测量

其产生的散射光和发射荧光的强度!从而对细胞或亚细胞进行

快速定量测定和分析的方法"

<=>

计数血液
I

淋巴细胞亚

群已成为临床医学中最常用的检查项目之一!对于评价机体

的免疫功能#诊断与监测免疫性疾病如艾滋病#原发性免疫缺

陷病#严重急性呼吸综合征'

R1YR

(#自身免疫病#恶性肿瘤#器

官移植等具有重要意义/

!/&

0

"然而!血液淋巴细胞亚群计数的

方法较多!所涉及的多种因素均可直接或间接的影响分析结果

的准确度和精密度/

0

0

"利用多个荧光探针标记淋巴细胞表面

的不同表型!从而实现了对淋巴细胞同源亚型分析和绝对计

数/

'

0

!通常采用双平台法和单平台法!但是单平台法试剂成本

较高!而双平台法所用的仪器现在大多实验室都能满足且试剂

成本较低!故双平台法容易被很多实验室接受"目前常采用

<R=

$

RR=

#

=M&0

$

RR=

和
=M)

$

RR=)

种设门方法"为研究哪一

种双平台法更适合用于外周全血的分析!笔者采用
=M&0

$

RR=

和
=M)

$

RR=

两种不同设门方法!拟对外周全血淋巴细胞亚群

行比较"

B

!

资料与方法

B*B

!

一般资料
!

随机抽取云南省第一人民医院
$%

例门诊患

者的外周静脉血
$9Q

'

]MI1/L

$

抗凝(!无凝血或溶血现象"

B*C

!

仪器与试剂
!

采用美国
J:6X9A.=4G38:;

公司生产的

]SH=R/jQ

流式细胞仪!日本
R

7

:-9:d

公司的
R]/"%%%

全自动

血细胞计数仪.所用荧光标记抗体包括
=M)/<HI=

#

=M&/S]

#

=M#/S]

#

=M&0/S]/=

7

0

和溶血剂均为美国
J:6X9A.=4G38:;

公

司产品"

B*D

!

方法

B*D*B

!

外周血淋巴细胞亚群测定
!

全自动血细胞计数仪测定

患者外周血!记录白细胞绝对值及淋巴细胞绝对值!然后加入

磷酸盐缓冲液'

SJR

(调整白细胞浓度至'

!

!

'

(

c!%

"

$

Q

"加入

=M&0/S]/=

7

0

和
=M)/<HI=

单克隆抗体
!%

&

Q

!再分别加入

=M&/S]

#

=M#/S]

单克隆抗体
!%

&

Q

!在每管中加入细胞混悬

液
0%

&

Q

"摇匀后室温下避光孵育
$%9,.

!溶血后上机分析"

B*D*C

!

=M&0

$

RR=

设门法
!

以
=M&0

为横轴!侧向角'

RR=

(为

纵轴!从流式细胞仪上可显示外周血中性粒细胞群#单核细胞

群#淋巴细胞群!设白细胞群为
]

门!淋巴细胞群为
1

门"从

1

门可获取
=M)

N

#

=M)

N

=M&

N

#

=M)

N

=M#

N细胞的百分率"

B*D*D

!

=M)

$

RR=

设门法
!

以
=M)

为横轴!

RR=

为纵轴!设白

细胞群为
]

门!

=M)

淋巴细胞群为
<

门"

B*E

!

统计学处理
!

采用
RSRR!!*0

统计软件!数据变量以
L^

8

表示!组间数据比较采用
9

检验!相关分析采用相关性检验!

以
"

b%*%0

作为检验水准"

C

!

结
!!

果

C*B

!

两种方法测得的
$%

例患者的结果比较
!

两种设门方法

所测得的
=M)

和
=M&

细胞绝对值差异无统计学意义'

M

'

&

&"'!

&

国际检验医学杂志
$%!!

年
"

月第
)$

卷第
!0

期
!
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%*%0

(!而采用
=M&0

$

RR=

设门法测得的
=M#

细胞绝对值高于

=M)

$

RR=

设门法!差异有统计学意义'

Mb%*%!!

(!见表
!

"

表
!

!!

=M&0

%

RR=

与
=M)

%

RR=

设门法检测淋巴

!!

细胞亚群结果比较

指标
=M&0

$

RR= =M)

$

RR= M

=M)

N细胞'

O

(

'&*&̂ #*(0 P P

=M)

N

=M&

N细胞'

O

(

)&*$̂ #*'0 P P

=M)

N

=M#

N细胞'

O

(

$0*&̂ (*$" P P

=M)

N细胞绝对值'$

9Q

(

"%(*'̂ 0")*" "$'*0̂ 0#"*! %*'0%

=M)

N

=M&

N细胞绝对值'$

9Q

(

&(0*0̂ $((*( 0%!*&̂ $#0*( %*%(#

=M)

N

=M#

N细胞绝对值'$

9Q

(

)##*%̂ $")*) )'&*(̂ $#&*& %*%!!

!!

P

%无数据"

C*C

!

两种设门方法测定结果的线性方程及相关系数
!

对相关

系数'

0

(进行相关性分析!结果
M

均小于
%*%0

!表明采用两种

设门方法所测得的绝对值结果性关系良好"见表
$

"

表
$

!!

=M&0

%

RR=

与
=M)

%

RR=

设门检测淋巴细胞

!!

亚群绝对值的相关性分析

指标 线性方程 相关系数'

0

(

=M)

N细胞绝对值
Ob%*"&&0,N'"*$&! %*"'$

=M)

N

=M&

N细胞绝对值
Ob!*%%)",N$)*"() %*"""

=M)

N

=M#

N细胞绝对值
Ob%*"'&",P"*'"# %*""0

D

!

讨
!!

论

利用
<=>

分析血液标本中
I

淋巴细胞亚群的方法很多!

常用的有
<R=

$

RR=

#

=M&0

$

RR=

和
=M)

$

RR=

设门法等"

<R=

$

RR=

设门法是利用细胞的前向散射角和侧向散射角即光散射

物理特性来设门识别淋巴细胞"这种设门方法由于没有考虑

细胞的生物学特性!容易受到多种因素如有核红细胞#单核细

胞#小的粒细胞#嗜碱性粒细胞等的干扰!无法将具有相同光散

射特性的淋巴细胞和干扰杂质准确区别开来!使淋巴细胞百分

率计算不准确而常导致分析结果产生误差"

引入
=M&0

#

=M)

单克隆抗体测定
I

淋巴细胞亚群绝对值

是基于细胞的生物学特性!使用多参数
<=>

分析"许多学者

证实!

=M&0

是一种表达于白细胞的分化抗原!造血系统细胞

=M&0

的荧光强度'

<H

(与细胞分化程度有关!即分化程度高的

成熟白细胞!其
=M&0

的
<H

也高!分化程度低的细胞其
<H

也

低!而红系细胞的
<H

最低"在成熟白细胞中!各类细胞
=M&0

的
<H

亦不相同!其中淋巴细胞和单核细胞的
<H

高于中性粒细

胞"因此!根据各类细胞
=M&0

的
<H

和颗粒密度不同!采用

=M&0

$

RR=

设门法可以将原始细胞'低
<H

#低或高
RR=

(#淋巴

细胞'高
<H

#低
RR=

(#单核细胞'高
<H

#中等
RR=

(#中性粒细胞

'低
<H

#高
RR=

(#红系细胞'最低
<H

#低或高
RR=

(和细胞碎片

'最低
<H

#最低
RR=

(清楚地区分开"

=M&0

$

RR=

设门法是以

=M&0

在细胞膜表达强度及颗粒的多少来区分细胞群!设定的

细胞群为
=M&0

高表达#低
RR=

的淋巴细胞!排除了非淋巴细

胞的影响!从而保证了所分析的全是淋巴细胞"

=M)

是一种

表达于
I

淋巴细胞的分化抗原!具有更高的特异性!采用

=M)

$

RR=

设门法可以将
=M)

N细胞和
=M)

P细胞清楚地区分

开!因此该设门法具有更高的准确性"目前大多实验室都采用

=M&0

$

RR=

和
=M)

$

RR=

设门法对淋巴细胞亚群绝对值进行分

析!但对两种方法的结果比较尚未见报道"本实验结果显示!

=M&0

$

RR=

和
=M)

$

RR=

设门法测定
=M)

N

#

=M)

N

=M&

N细胞绝

对值差异无统计学意义'

M

'

%*%0

(!其结果相关性良好/

(

0

"

笔者发现!

=M)

$

RR=

设门法得到的数据比较有限!较

=M&0

$

RR=

设门法可提供的信息少"比如
=M)

N

#

=M&

N

#

=M#

N

细胞占淋巴细胞的比例在
=M)

$

RR=

设门中无法得知'见表

!

(!因此!笔者建议在一般情况下采用
=M&0

$

RR=

设门法"但

=M&0

$

RR=

设门法也有缺陷性/

#/!%

0

%当淋巴细胞群与其他细胞

群分离不佳时!很难将所有淋巴细胞都区分出来!这时只有采

用
=M)

$

RR=

设门法才能将
=M)

N细胞和
=M)

P细胞分离开来"

目前!实验室常常结合使用
=M&0

$

RR=

和
=M)

$

RR=

两种设门

方法进行分析"在本实验中也发现!用
=M)

$

RR=

设门法时!有

些细胞会出现
=M)

弱表达!在散点图中
=M)

N

#

=M)

P细胞群

会连在一起!很难将
=M)

N细胞准确地区分出来!但这种情况

出现的概率远低于
=M&0

$

RR=

设门法"可见!

=M&0

$

RR=

#

=M)

$

RR=

设门方法各有优缺点!在实际工作中可相互结合#互

为补充"
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