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临床流式细胞学检验技术%

2V2

&是检验医学领域继基因

诊断技术平台之后诞生的又一个新型检验技术平台!通过对来

自临床的血液)组织)脱落细胞等标本中细胞表面及其内部的

核酸)蛋白质)多肽成分的定性$定量分析!广泛用于临床疾病

的诊断与鉴别)病情监测)疗效评估和预后判断等*
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"外周血

淋巴细胞亚群含量分析是
2V2

临床应用的主要项目之一!目

前常见
VJ2

$

JJ2

分群和
2Y.<

$

VJ2

分群两种设门方法!本研

究旨在建立和标准化上述两种淋巴细胞亚群百分含量的测定

方法!比较两者的优劣!供同行参考"
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资料与方法
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一般资料
!

来自
%'.

例健康体检者中被证实的健康个

体!男
'!

例!女
'$

例!年龄
%'

!

!/

岁!平均年龄
",&.

岁"清

晨采集静脉血
/?G

!

ZYH0-e

/

抗凝%紫色真空采血管&"变异

系数实验用血
%"

!

%.?G

来自
%

名
//

岁的女性健康捐献者!

仍然选择
ZYH0-e

/

抗凝!标本保持在室温
%$

!

/# \

环境"

成功分群率为随机选取某三甲医院
/##$

年
.

!
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月送检的门

诊及住院患者标本!共计
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仪器与试剂
!
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分群三色流式检测用同型对照
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分群四色流式检测用同型对

照抗体
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试剂!如标本预处理试剂%包括溶液
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等均为美国
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流式细胞仪进行测定"

?&A

!

健康人群外周血
H

淋巴细胞亚群测定
!

VJ2

$

JJ2

分群

法)

2Y.<

$

JJ2

分群法详细流式检验方法参见文献*

.

+执行"

?&C

!

精密度调查实验

?&C&?

!

批内变异系数测定
!

取健康捐献者静脉血分别用
VJ2

$

JJ2

分群法和
2Y.<

$

JJ2

分群法在同一天的同一时间段内重复

加样
/#

次!按照
%&"

的方法处理后上机测定各
H

淋巴细胞亚群

含量!共测定
/#

次"

?&C&@

!

批间变异系数测定
!

取健康捐献者静脉血!连续
":

!

每一天按照
$

#

##

)

%#

#
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)

%/

#
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)

%.

#
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)

%!

#

##

)

%$

#
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和
/#

#

##

各加样
%

次!按照
%&"

的方法处理后上机测定各
H

淋巴细胞亚

群的含量!共测定
/#

次%第
"

天取消晚上
/#

#

##

测定&"

?&E

!

临床应用成功分群率调查
!

'.<

份临床血液标本同时按

照
%&"

的方法!用
VJ2

$

JJ2

分群法和
2Y.<

$

JJ2

分群法进行

H

淋巴细胞亚群测定"流式检测时!以
VJ2

$

JJ2

图或
2Y.<

$

JJ2

图中出现界限清晰的粒细胞群)单核细胞群和淋巴细胞群

为分群良好!针对淋巴细胞设门!成功获得各
H

细胞亚群含量

值为成功分群(反之!以
VJ2

$

JJ2

图或
2Y.<

$

JJ2

图中不能出

现界限清晰的粒细胞群)单核细胞群和淋巴细胞群!不能对淋

巴细胞群进行设门!不能获得各
H

细胞亚群含量值为分群失

败"分别统计
VJ2

$

JJ2

分群法和
2Y.<

$

JJ2

分群法的成功分

群例数!记录分群失败标本来源患者的临床诊断结论"成功分

群率
U

%成功分群例数
k

总例数&

%̂##]

"

?&P

!

统计学处理
!

应用
R)8E>*>L5PLL)8;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!分群率的比较采用卡方检验!以
H

$

#&#<

为差异有统计

学意义"

@

!

结
!!

果

@&?

!

健康人外周血两种不同设门法流式淋巴细胞亚群测定!

结果见表
%

"方差分析显示!

VJ2

$

JJ2

分群法和
2Y.<

$

JJ2

分

群法获得的健康人外周血
H

淋巴细胞亚群的各项检测结果之

间差异无统计学意义%

H

%

#&#<

&!成功分群率均达到
%##]

"

@&@

!

两种不同分群法流式
H

淋巴细胞亚群测定的精密度检

测!结果见表
/

"统计学处理证实!两种方法获得的各项检验

结果!其批内变异系数和批间变异系数之间差异无统计学意义

%

H

%

#&#<

&"

表
%

!!

健康人外周血
H

淋巴细胞亚群检测结果

内容 总
H

细胞%

]

&

H

.

细胞%

]

&

H

$

细胞%

]

&

H

.

$

H

$

比值
YT-H

细胞%

]

&

Y1-H

细胞%

]

&

2Y

标志
2Y"

c

2Y"

c

2Y.

c

2Y"

c

2Y$

c

2Y.

c

$

2Y$

c

2Y"

c

2Y.

d

2Y$

d

2Y"

c

2Y.

c

2Y$

c

VJ2

$

JJ2

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

2Y.<

$

JJ2

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

表
/

!!

两种不同分群法
H

淋巴细胞亚群检测的变异系数结果#

]

$

方法
:A '

总
H

细胞
H

.

细胞
H

$

细胞
H

.

$

H

$

YT-H

细胞
Y1-H

细胞

VJ2

$

JJ2

分群法 批内
/# /&%! /&<. /&#% %&#< /&", /&!#

批间
/# "&<, "&./ /&'< /&"% "&!. /&<.

2Y.<

$

JJ2

分群法 批内
/# /&#$ %&'< /&!, %&#! /&## %&'$

批间
/# "&". /&$! "&#/ /&#. "&<< "&#.

@&A

!

两种不同设门法流式淋巴细胞亚群测定的分群成功率!

'.<

份临床标本的检测应用显示!

VJ2

$

JJ2

分群设门的成功分

群率
',&,$]

!

2Y.<

$

JJ2

分群的成功分群率
''&$"]

"经卡

方检验!两者之间差异无统计学意义%

H

%

#&#<

&"

A

!

讨
!!

论

淋巴细胞是机体最主要的免疫细胞!按照淋巴细胞表面含

有的重要
2Y

分子标志进行分类!可将淋巴细胞
H

分为
H

细

胞%即
2Y"

c

&)

X

细胞%即
2Y"

d

2Y%'

c

&和
Te

细胞%即
2Y"

d

2Y%!

$

<!

c

&"其中
H

细胞占绝大多数!又可进一步分成
H

.

细

胞%即
2Y"

c

2Y.

c

2Y$

d

!简略地记录为
2Y"

c

2Y.

c

&)

H

$

细胞

%即
2Y"

c

2Y.

d

2Y$

c

!

2Y"

c

2Y$

c

&)双阴性
H

细胞%

YT-H

细

胞!即
2Y"

c

2Y.

d

2Y$

d

&和双阳性
H

细胞%

Y1-H

细胞!即

2Y"

c

2Y.

c

2Y$

c

&等亚群*

<-!

+

"正常情况下!

H

.

细胞和
H

$

细

胞在体内保持着一种动态平衡状态!习惯用
H

.

$

H

$

比值%即

2Y"

c

2Y.

c

$

2Y"

c

2Y$

c

!简略地记录为
2Y.

c

$

2Y$

c

&来描

述"

H

.

细胞按照功能来分类!主要包括促进免疫应答的辅助

性
H

细胞%

H4

细胞&和诱导免疫应答的诱导性
H

细胞%

H)

细

胞&(

H

$

细胞按照功能来分类!主要包括细胞毒性
H

细胞%

H8

细胞&和抑制性
H

细胞%

H*

细胞&!其中
H8

细胞的作用在于杀

伤带靶抗原的细胞!引起后者的凋亡!达到清除被感染了的细

胞或异常细胞的目的!维持内环境稳定(

H*

细胞的功能主要在

于抑制体内的免疫应答"上述淋巴细胞亚群的功能是通过其

表面的重要
2Y

分子来实现的!如
2Y"

)

2Y.

和
2Y$

参与了
H

细胞活化信号的跨膜传递过程和
FG0

限制性"机体面临各

种异常情况时!上述免疫细胞的比例和绝对数量均会出现一定

的消长!或者免疫细胞的上述重要
2Y

分子表达异常%主要指

表达降低&!均提示机体免疫功能紊乱的存在"临床疾病无不

与免疫功能相关!如感染性疾病)肿瘤)血液系统疾病)代谢性

疾病)心脑血管意外等!从外周血淋巴细胞亚群含量的变化!可

以推测体内实际的免疫功能状态!辅助疾病的诊断)疗效监测)

预后判断!甚至指导临床选择治疗用药物类型以及使用剂量

等"因此!外周血淋巴细胞亚群测定具有重要的临床应用意

义!是临床流式细胞学检验技术%

2V2

&中被应用最为广泛的项

目之一"

流式淋巴细胞亚群检测最常见的方案有两种!即
VJ2

$

JJ2

分群法和
2Y.<

$

JJ2

分群法"

VJ2

即前向散射光!反映流

式检测时细胞的体积%大小&(

JJ2

即侧向散射光!反映流式检

测时细胞的均质性!如细胞内的颗粒性物质的多少)核质比等"

因此!

VJ2

$

JJ2

分群即根据细胞的大小和细胞内颗粒物质以

及核质比例的信息作为依据!对流经流式细胞仪流动室小孔的

细胞进行分群的一种方法"

2Y.<

是有核细胞表面均具有的一

种
2Y

分子!但在各种白细胞中
2Y.<

的表达量存在差别!其中

以粒细胞表达量较低!淋巴细胞和单核细胞表达量较高"因

此!

2Y.<

$

JJ2

分群就是利用白细胞表面
2Y.<

表达量和细胞

内颗粒物质以及核质比例的信息作为依据!对流经流式细胞仪

流动室小孔的细胞进行分群的一种方法"理论上!

VJ2

$

JJ2

'

'.%

'
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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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