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!

调查抗凝剂%标本保存温度和保存时间对流式
H

淋巴细胞亚群检测结果的影响程度#为流式
H

淋巴细胞亚群

检测标准化提供科学依据+方法
!

采用三色流式细胞术
VJ2

"

JJ2

设门策略分析健康体检人群外周血
H

淋巴细胞亚群#调查
ZY-

H0-e

/

和肝素锂两种抗凝剂以及标本保存温度与标本保存时间对检验结果的影响+结果
!

常温!

%$\

$保存的标本检测结果最

为稳定#极端低温和极端高温都将引起检测结果的降低+

ZYH0-e

/

抗凝的标本
%$\

可至少保存
":

#肝素锂抗凝的标本
%$\

可

保存
/:

+

ZYH0-e

/

抗凝的标本检测结果较肝素锂抗凝的标本高+结论
!

流式
H

细胞亚群检测标本宜采用
ZYH0-e

/

抗凝#不

能及时检测时宜
%$\

保存#冬季和夏季需要采取措施将标本的保存温度调节至常温为宜+

关键词!流式细胞术0
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流式细胞术%

V2R

&作为检验医学领域又一个高新技术平

台!已经在临床许多疾病的诊断)疗效监测与预后判断中得到

很好的应用*

%-"

+

"值得注意的是!

V2R

技术难度大!影响因素

多!来自不同检验室的相同流式检验项目的检验结果之间往往

可比性不甚满意!这是
V2R

大规模临床应用首先需要克服的

问题"本文以临床开展最为常见的
H

淋巴细胞亚群检测为研

究对象!详细调查了常见抗凝剂)标本采集后的保存温度和保

存时间对检验结果的影响!为流式
H

淋巴细胞亚群检测的标

准化提供依据"

?

!

资料与方法

?&?

!

一般资料
!

全部标本来自
,

例健康捐献者!男
"

例!女
.

例(年龄
/%

!

/.

岁!平均年龄
/"&/

岁"清晨采集健康捐献者

静脉血
/

支!每支
"

!

.?G

!分别用
ZYH0-e

/

抗凝%紫色采血

管&和肝素抗凝%绿色采血管&!立即送检验科检验"

?&@

!

仪器与试剂
!

采血管为美国
XY

公司产品"

H

淋巴细胞

亚群测定用同型对照抗体
M

=

[%-VMH2

$

M

=

[%-1Z

$

M

=

[%-12<

!测

定抗体
2Y.-VMH2

$

2Y$-1Z

$

2Y"-12<

)标本预处理试剂%包括

溶液
0

)溶液
X

和溶液
2

&)鞘液等均为美国
X;89?C+-2>K@5;E

公司产品"仪器为美国
X;89?C+-2>K@5;E

公司
hG.-R2G

流式

细胞仪"

?&A

!

方法
!

检验科接收到标本后!立即将
ZYH0-e

/

和肝素

锂抗凝的
/

支血标本等分为
.

份!试管加盖后各取
%

支分别置

于冰箱冷藏室
. \

*%误差
_%

&

\

+)恒温箱
%$ \

*%误差
_

#&<

&

\

+)孵箱
"#?)+

)

"$\

*%误差
_#&<

&

\

+中!并于第
%

天

%当天采血后
!#?)+

内&)第
/

天)第
"

天)第
.

天)第
<

天上午

'

#

##

取出!按照文献*

.

+的方法进行
H

淋巴细胞亚群测定"流

式上机检测时!以
JJ2

$

VJ2

分群对淋巴细胞群设门!记录总
H

细胞%

2Y"

c

&)

H

.

细胞%

2Y"

c

2Y.

c

&)

H

$

细胞%

2Y"

c

2Y$

c

&)

YT-H

细胞%

2Y"

c

2Y.

d

2Y$

d

&和
Y1-H

细胞%

2Y"

c

2Y.

c

2Y$

c

&的百分含量"当天检测结果统计学处理后发现与第
%

天结果相比已经出现明显不同时!自动放弃之后的实验观察"

?&C

!

统计学处理
!

应用
ZA8;@/##"

软件进行统计学处理和分

析!数据以
,_8

表示"组间比较采用方差分析!以
H

$

#&#<

为

差异有统计学意义"

@

!

结
!!

果

@&?

!

ZYH0-e

/

抗凝的健康捐献者外周血
H

淋巴细胞亚群检

'

!.%

'

国际检验医学杂志
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年
%
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卷第
/

期
!
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测结果!见表
%

"

ZYH0-e

/

抗凝时!

.\

存放标本
/:

内检测

结果无明显改变%

H

%

#&#<

&(

%$\

存放标本
":

内检测结果无

明显改变%

H

%

#&#<

&(

"#\

存放标本第
/

天检测结果已经出现

明显下降%

H

$

#&#<

或
H

$

#&#%

&(

"$\

存放标本第
/

天检测结

果较第
%

天已经明显下降%

H

$

#&#%

&"提示随着标本保存时

间延长!

H

细胞亚群检测结果逐渐降低!且极端低温和极端高

温保存检测结果下降幅度更快!以常温%

%$\

&保存的标本检

测结果最为稳定"

@&@

!

肝素锂抗凝的健康捐献者外周血
H

淋巴细胞亚群检测

结果!见表
/

"肝素锂抗凝时!

.\

存放标本
/:

内检测结果无

明显改变%

H

%

#&#<

&(

%$\

存放标本
/:

内检测结果无明显改

变%

H

%

#&#<

&(

"#\

存放标本第
/

天检测结果已经出现明显下

降%

H

$

#&#<

或
H

$

#&#%

&(

"$\

存放标本第
/

天检测结果较第

%

天已经明显下降%

H

$

#&#%

&"提示随着标本保存时间延长!

H

细胞亚群检测结果逐渐降低!且极端高温保存检测结果下降

幅度更快!以低温%

.\

&和常温%

%$\

&保存的标本检测结果

较为稳定!

.\

保存的标本较
%$\

保存的标本虽然检测结果

之间差异无统计学意义!但数值上仍然较
%$\

保存的标本低!

提示标本常温保存更好"

表
%

!!

ZYH0-e

/

抗凝的健康捐献者外周血
H

淋巴细胞亚群检测结果#

]

'

,_8

$

时间 温度%

\

& 总
H

细胞
H

.

细胞
H

$

细胞
YT-H

细胞
Y1-H

细胞

第
%

天
%$ ,/&#/_!&## ",&""_.&<$ /<&'._<&%/ !&<"_"&$, #&!!_#&.#

第
/

天
. !.&<!_<&$, ""&.!_!&%" /"&#!_.&'# .&#%_<&/, #&"._#&./

%$ ,/&!/_<&'$ "<&%!_<&// /!&#._<&#% !&!%_.&#" #&<$_#&"'

"# !%&"%_!&##

"

"#&%%_.&#<

"

//&%/_!&%< /&#%_/&/,

(

#&%._#&#<

(

"$

..&"'_<&.#

(

/.&%$_,&#!

(

%,&'#_<&!,

(

/&%/_!&"/

(

#&//_#&<.

(

第
"

天
. !#&"$_!&#<

"

"/&%$_<&"/ //&$!_<&#. .&##_<&%, #&""_#&/.

"

%$ ,%&##_<&'% "<&!$_<&<. /<&,%_<&%/ <&<'_.&./ #&<#_#&./

"# <.&!$_,&#'

(

/,&%$_.&%,

"

%'&%/_!&%<

"

%&#$_"&#%

(

#&#._#&%#

(

第
.

天
.

<,&%%_!&/<

"

/'&#%_.&'$

"

//&%$_,&"%

"&#%_,&#%

"

#&/%_#&.<

(

%$ <'&%<_,&,$

"

"#&!,_,&#/

"

%'&!%_!&"!

"

/&<,_!&#%

(

#&%._#&%<

(

第
<

天
.

<"&%%_!&/<

(

/$&#%_.&'$

(

%'&#$_,&"%

(

/&/%_!&/.

(

#&/._#&".

(

!!

"

#

H

$

#&#<

(

(

#

H

$

#&#%

!与第
%

天检测结果比较"

表
/

!!

肝素锂抗凝的健康捐献者外周血
H

淋巴细胞亚群检测结果#

]

'

,_8

$

时间 温度%

\

& 总
H

细胞
H

.

细胞
H

$

细胞
YT-H

细胞
Y1-H

细胞

第
%

天
%$ ,#&"$_<&.' "<&#,_!&%% /.&$,_.&,$ <&<<_.&"' #&<!_#&.#

第
/

天
. !"&'._!&%. ""&$,_.&</ //&'$_<&#$ .&/<_.&"! #&"'_#&""

%$ !<&#._<&!! ""&<._<&$! /.&%#_!&#< .&."_<&%/ #&<%_#&%!

"# <.&#,_!&!,

(

/<&,,_!&#<

(

/#&""_.&##

"

/&%"_%&<,

(

#&%/_#&%%

(

"$ ./&'._"&$,

(

/#&%!_.&.$

(

%,&%/_!&%/

(

%&$!_/&"#

(

#&%%_#&#,

(

第
"

天
.

<,&#%_.&"$

"

/!&$'_!&#%

"

/#&<"_.&/#

/&%<_/&/#

(

#&/%_#&.%

(

%$ !#&!,_.&!#

"

"%&#._<&<% /%&#%_"&<$ /&"$_/&.#

"

#&/"_#&%/

"

"#

.'&#'_<&<%

(

/%&%#_.!&##

(

%'&$#_.&<!

(

%&#'_#&$,

(

#&#'_#&%%

(

第
.

天
. .'&#%_<&,"

"

//&!._<&#%

"

%!&.$_"&.!

"

%&%#_#&.<

(

#&#'_#&%#

(

%$

<%&"%_.&,/

(

/"&."_!&#%

(

/%&%%_.&$,

(

/&#%_#&'%

(

#&%%_#&/.

(

!!

"

#

H

$

#&#<

(

(

#

H

$

#&#%

!与第
%

天检测结果比较"

@&A

!

两种抗凝血流式
H

细胞亚群检测结果的比较显示!将表

%

)

/

的结果进行方差分析!发现
ZYH0-e

/

抗凝和肝素抗凝的

血标本第
%

天
.

)

%$\

保存的!第
/

天标本做流式
H

细胞亚群

检测的各项指标之间差异无统计学意义%

H

%

#&#<

&!但在数值

上
ZYH0-e

/

抗凝的标本结果均比肝素抗凝的标本高(

%$\

保

存的标本第
"

天的检测结果显示!则
ZYH0-e

/

抗凝的标本总

H

细胞)

YT-H

细胞和
Y1-H

细胞结果明显高于肝素抗凝的标

本%

H

$

#&#<

&"上述结果提示!

ZYH0-e

/

抗凝较肝素抗凝更

适合于流式
H

细胞亚群测定标本"

A

!

讨
!!

论

流式淋巴细胞亚群测定的标本该用哪一种抗凝剂抗凝目

前比较混乱!有的采用肝素锂抗凝!有的采用
ZYH0-e

/

抗凝!

两种抗凝方式标本的结果有无差异(标本保存一段时间后!两

种抗凝对标本检测结果有无影响(不能及时检测的标本该如何

保存(检验完毕后的标本!按照国际惯例需要至少保存
":

以

上随时备用各种目的复查*

<

+

!标本的保质期限等未知因素都是

影响流式淋巴细胞亚群检测结果的潜在因素!掌握相关信息是

标准化检验流程所必需的"

ZYH0-e

/

和肝素锂是临床最常见的两种血液抗凝剂!

ZYH0

能与血液中的
2C

/c 螯合!从而阻断凝血过程"

ZYH0

盐有钾)钠)锂盐!国际血液学标准化委员会推荐使用的是
ZY-

H0-e

/

!其溶解度最高!抗凝速度最快!通常是将
ZYH0

盐配

成
%<]

的水溶液!使用比例为
.#

"

G

的
%<]ZYH0-e

/

抗凝
<

?G

血液"

ZYH0-e

/

抗凝对细胞形态学保护最好!且可抑制

血小板聚集!适用于血常规检验)血液流变学检验等全血检验

项目"肝素是一种含硫酸基团的黏多糖!不仅%下转第
%<#

页&

'

,.%

'

国际检验医学杂志
/#%/

年
%

月第
""

卷第
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分群和
2Y.<

$

JJ2

分群各有优劣"

VJ2

$

JJ2

分群设门适合用

于细胞形态完好!粒细胞)单核细胞和淋巴细胞大小区分明确!

细胞内部颗粒性成分含量典型的病例"

2Y.<

$

JJ2

分群适合

于粒细胞)单核细胞和淋巴细胞大小差别不是很明显!但细胞

表面
2Y.<

表达量差别典型)细胞内部颗粒性成分含量典型的

病例"绝大多数新鲜外周血标本!

VJ2

$

JJ2

分群和
2Y.<

$

JJ2

分群都能清楚地将白细胞区分成三群!即粒细胞群)单核细胞

群和淋巴细胞群!然后将门设在淋巴细胞群即可对淋巴细胞亚

群进行测定"由于
VJ2

$

JJ2

分群设门无需增加
2Y.<

荧光标

记单抗!因此!试剂成本低!应用广泛"个别患者!其粒细胞体

积偏小!与单核细胞和淋巴细胞大小很难区分!或者其单核细

胞和淋巴细胞大小无法区分!此时
VJ2

$

JJ2

分群不能有效地

将粒细胞群)单核细胞群和淋巴细胞群分开!造成流式淋巴细

胞亚群设门困难!影响淋巴细胞亚群的检测"再有!标本采集

后各种原因造成细胞形态学改变!如抗凝剂使用不当)保存时

间过长或保存温度过高等引起细胞形态学退化!造成
VJ2

$

JJ2

分群困难"上述
VJ2

$

JJ2

分群困难的情况下!

2Y.<

$

JJ2

分群往往能很好地将细胞进行分群!完成检验任务"值得注意

的是!骨髓标本细胞大小及内部结构极其复杂!一般均借助

2Y.<

$

JJ2

分群才能有效群分细胞群"

鉴于淋巴细胞亚群测定在了解机体免疫功能状态中的重

要意义以及目前
2V2

中存在两种分群设门的方法!两者检测

结果之间有误差!两种方法检测结果的精密度以及分群成功率

之间有误差!目前均无文献报道"本文通过实验调查证实!在

健康人群中采用
VJ2

$

JJ2

分群和
2Y.<

$

JJ2

分群!流式
H

淋

巴细胞亚群检测结果之间差异无统计学意义%

H

%

#&#<

&!成功

分群率均达到
%##]

(精密度实验也证实两种方法的批内变异

系数和批间变异系数之间差异无统计学意义%

H

%

#&#<

&"

'.<

份临床标本的检测应用显示!

VJ2

$

JJ2

分群设门的成功分群

率
',&,$]

!而
2Y.<

$

JJ2

分群的成功分群率
''&$"]

!两者之

间差异无统计学意义!且
VJ2

$

JJ2

分群困难的
/%

份标本经调

查发现均为急性白血病患者的标本!其中急性淋巴细胞白血病

%"

份!急性髓系白血病
$

份"因此!在基于减少实验涉及的试

剂项有利于降低干扰)确保检验质量的通识指导下!从经济效

益的角度考虑!建议日常工作中外周血标本淋巴细胞亚群分析

采用
VJ2

$

JJ2

分群!极个别分群困难的病例可用
2Y.<

$

JJ2

分群的方法复查便是"骨髓标本白血病免疫分群也不一定非

要使用
2Y.<

$

JJ2

分群!两种分群方法均可!只要针对异常细

胞群设门分析达到辅助诊断的目标即可"

总之!

VJ2

$

JJ2

分群法和
2Y.<

$

JJ2

分群法均可用于外

周血淋巴细胞亚群含量的检测!

VJ2

$

JJ2

分群法成本相对低

廉!上机操作简便!适合大规模临床应用开展"

2Y.<

$

JJ2

分

群法适合用于骨髓标本分析!作为外周血标本分群困难时的一

种补充方案非常切实可行"
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可以通过与抗凝血酶
)

结合!引起抗凝血酶
)

构型发生改变!

从而加速凝血酶
-

凝血酶复合体形成产生抗凝作用!还可以借

助肝素辅助因子
'

抑制凝血酶的凝血功能!表现出很强的抗凝

作用"常用肝素抗凝剂可以是肝素的钠)钾)锂)铵盐!其中钠)

钾盐会影响血液中的钠)钾含量!铵盐会增加尿素氮的含量!所

以!常用肝素锂抗凝!即使肝素锂价格较贵"肝素锂对血液成

分干扰较少!是血液化学成分检测的首选抗凝剂!也可用于做

红细胞渗透性实验)血气分析等"值得注意的是!将影响白细

胞和血小板的各种相关检查"此外!肝素抗凝的血标本应于短

时间内使用!放置过久血液又可凝固"

调查证实!

ZYH0-e

/

抗凝的标本较肝素锂抗凝的标本具

有检测结果高)保存期长)结果稳定性好的特点!建议各实验室

应当以
ZYH0-e

/

抗凝为宜"另外!作者也发现标本保存的温

度环境对检验结果的影响也很大!其中以
%$\

的室温保存效

果最好!

":

内检验结果与采集后
%4

内检验的结果差异无统

计学意义%

H

%

#&#<

&"冬季和夏季需要分别采取升温和降温

措施来保障标本质量!并避免将标本储藏于冰箱冷藏室的

习惯"
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