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两种不同溶血免洗方法对流式
H

淋巴细胞亚群检测的影响
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摘
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要!目的
!

探讨甲酸溶血免洗法和
TF
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溶血免洗法对流式
H

淋巴细胞亚群检测的影响程度及优劣#为流式
H

淋巴细

胞亚群检测的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#调查甲酸溶血免洗法和氯化铵溶血免洗法及其溶血处理后上机间隔时间!

MH

$对检验结果的影响+结果
!

甲酸溶血免洗法检

测结果较稳定#室温避光放置
/:

或冰箱冷藏室放置
":

检测结果无明显改变0

TF

.
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溶血免洗法溶血后需尽快测定#室温避光

放置或冰箱冷藏室放置
!4

检测结果明显降低+结论
!

甲酸溶血免洗法更适合流式
H

淋巴细胞亚群的检测#其检测结果较

TF

.
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溶血免洗法稳定性好+

关键词!流式细胞术0

!

H

淋巴细胞亚群0

!

甲酸类0

!

氯化铵0

!

标本预处理
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临床流式细胞学检验技术%

2V2

&是一门技术难度高)方法

灵活)影响因素众多的新兴单细胞定量分析技术*

%-/

+

!流式检验

项目程序的标准化是其质量控制的重要措施之一!是提高

2V2

检验质量的必经之路"在流式临床应用领域!任何一项

涉及全血白细胞检测的流式分析项目!均离不开标本预处理环

节的全血溶血处理步骤"目前临床上常见两种标本预处理的

全血溶血方法!包括甲酸溶血法和
TF

.

2@

溶血法!本文对上述

两种溶血免洗法的方法学比较研究!旨在明确两种溶血免洗处

理的流式检测结果之间是否存在差异!以及两种溶血免洗方法

处理后标本上机测定的间隔时间%

MH

&对检测结果的影响!为标

准化全血白细胞检测程序提供科学依据!并供同行交流与

借鉴"

?

!

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
"?G

!

ZYH0-e

/

抗凝%紫色采血管&!立即送检验科

检验"

?&@

!

仪器与试剂
!

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<

)甲酸%

F2PPF

&溶血试剂盒%英文
M??K+>1E;

6

@

B

*)+

=

3;C-

=

;+5

!即标本预处理溶血试剂!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"

TF

.
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为国产分析

纯试剂!将其配制成使用浓度为
#&']

的水溶液"使用美国

X;89?C+-2>K@5;E

公司
hG.-R2G

流式细胞仪"

?&A

!

方法
!

实验设甲酸溶血免洗组和
TF

.

2@

溶血免洗组两

个实验组!每组设溶血后室温%

%$

!

/#\

&放置管)冰箱冷藏室

%

.

!

!\

&放置管两个测定管!同时设相应同型对照管"按照

文献*

"

+的方法进行
H

淋巴细胞亚群测定!在标本预处理的溶

血环节!两组测定管及其同型对照管分别用甲酸溶血试剂盒和

TF

.

2@

溶液溶血!并将室温放置管和冰箱冷藏室放置管分别

置于
%$

!

/#\

室温暗盒和
.

!

!\

冰箱冷藏室中!按照溶血后

%<?)+

)

%4

)

!4

)

%/4

)

/.4

和
,/4

上机测定"流式检测时!以

'

%<%

'

国际检验医学杂志
/#%/

年
%

月第
""

卷第
/

期
!
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QC+KCE

B
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!

S>@&""
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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"

当检测结果统计学处理后发现!与溶血后
%<?)+

的检测结果

相比已经出现明显不同!自动放弃之后的实验观察"

?&C

!

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!

H

$

#&#<

为差异有统计学意义"

@

!

结
!!

果

@&?

!

室温放置两种不同溶血免洗法的
H

淋巴细胞检测结果

!

见表
%

"与组内溶血
%<?)+

测定结果比较!甲酸溶血免洗法

随着室温放置
MH

增加!检测结果不同程度降低!直到放置
,/4

总
H

细胞百分含量的降低差异有统计学意义%

H

$

#&#<

&!其余

各项指标的降低差异无统计学意义%

H

%

#&#<

&(
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溶血免

洗法室温放置
!4

!

H

.

细胞)

H

$

细胞)

YT-H

细胞和
Y1-H

细胞

即开始降低%

H

$

#&#<

或
H

$

#&#%

&!放置
%/4

时各项指标均

明显降低%

H

$

#&#%

&"将
TF

.
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溶血免洗法与甲酸溶血免洗

法进行测定点对点结果的比较!室温放置
!4

时!

TF

.

2@

溶血

免洗法除总
H

细胞百分含量降低差异无统计学意义%

H

%

#&#<

&外!其余各项指标均较甲酸溶血免洗法的低%

H

$

#&#<

或

H

$

#&#%

&(室温放置
!4

时!

TF

.
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溶血免洗法各项指标均较

甲酸溶血免洗法的低%

H

$

#&#%

&"上述结果提示!甲酸溶血免

洗法检测结果较稳定!室温避光放置
/:

检测结果无明显变

化"氯化铵溶血免洗法需在溶血后尽快测定!

!4

后检测结果

将偏低"

表
%

!!

室温放置两种不同溶血免洗法
H

淋巴细胞亚群检测结果#

]

'

,_8

$

方法
MH

总
H

细胞
H

.

细胞
H

$

细胞
YT-H

细胞
Y1-H

细胞

甲酸溶血免洗法
%<?)+ ,/&#/_!&## ",&""_.&<$ /<&'._<&%/ !&<"_"&$, #&!!_#&.#

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

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

%/4 ,%&%"_<&#/ ",&%/_<&.< /<&.!_<&%% <&<#_"&., #&!#_#&..

/.4 ,#&$'_!&"< ",&/#_.&#. /.&.%_<&#/ <&"'_<&%/ #&!#_#&<%

,/4 !%&,<_.&#,

C

"/&.<_.&., //&#!_"&'$ .&#<_.&,# #&."_#&."
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溶血免洗法
%<?)+ ,/&<!_!&%$ "!&.#_<&// /<&,"_.&#< !&%._.&.. #&!"_#&",

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

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

C8

/#&#$_"&.!

C8

/&'/_"&#'

C:

#&/!_#&<#

D:

%/4 .!&%$_.&"#

D:

/%&.<_/&%<

D:

%!&!'_.&.!

D:

#&$,_%&%#

D:

#&#<_#&#'

D:

!!

C

#

H

$

#&#<

!

D

#

H

$

#&#%

!各组溶血法不同
MH

测定点与组内溶血后
%<?)+

结果比较(

8

#

H

$

#&#<

!

:

#

H

$

#&#%

!

TF

.
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溶血法与甲酸溶血法

对应
MH

测定点比较"

表
/

!!

冰箱冷藏室两种不同溶血免洗法
H

淋巴细胞亚群检测结果#

]

'

,_8

$

方法
MH

总
H

细胞
H

.

细胞
H

$

细胞
YT-H

细胞
Y1-H

细胞

甲酸溶血免洗法
%<?)+ ,/&/,_<&"/ ",&#'_.&., /!&%!_.&$< !&."_.&#< #&!<_#&.#

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

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

%/4 ,/&"%_.&<! ",&#<_.&,$ /<&,"_.&$/ !&!/_"&'. #&!,_#&.#

/.4 ,%&<!_!&#" ",&.<_"&'! /!&##_.&'$ !&.!_.&%/ #&,#_#&"<

,/4 ,#&'<_<&., "!&.!_<&#/ /.&$'_<&%% !&#"_"&", #&<,_#&.%
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溶血免洗法
%<?)+ ,/&,#_!&## "!&,$_.&'$ /!&#%_<&#. !&/%_"&'# #&!"_#&"<

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

!4 !%&"/_.&<%

C8

/'&.!_<&.#

C:

/%&#!_.&//

D:

"&#._#&$!

C:

#&/'_#&%%

C:

%/4 .<&%/_.&"<

D:

/%&#,_"&#.

D:

%<&$._/&!$

D:

%&/,_#&<$

D:

#&%/_#&%/

D:

!!

C

#

H

$

#&#<

!

D

#

H

$

#&#%

!各组溶血法不同
MH

测定点与组内溶血后
%<?)+

结果比较(

8

#

H

$

#&#<

!

:

#

H

$

#&#%

!氯化铵溶血法与甲酸溶血法

对应
MH

测定点比较"

@&@

!

冰箱冷藏两种不同溶血免洗法的
H

淋巴细胞检测结果

!

见表
/

"与组内溶血
%<?)+

测定结果比较!甲酸溶血免洗法

溶血后冰箱冷藏室保存
,/4

内检测结果无明显改变%

H

%

#&#<

&!

TF

.
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溶血免洗法溶血后冰箱冷藏室保存
%4

内检测

结果无明显改变%

H

%

#&#<

&"将
TF

.
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溶血免洗法与甲酸溶

血免洗法进行测定点对点结果的比较!冰箱冷藏室放置
%4

内

各项检测结果之间差异无统计学意义%

H

%

#&#<

&!放置
!4

TF

.

2@

溶血免洗法检测结果均较甲酸溶血免洗法降低%

H

$

'

/<%

'
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#&#<

或
H

$

#&#%

&!放置
%/4TF

.

2@

溶血免洗法各项检测结果

严重降低%

H

$

#&#%

&"上述结果提示!冰箱冷藏室保存
MH

时

间可适当延长!甲酸溶血免洗法冰箱冷藏室保存
":

各项指标

均无改变!

TF

.
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溶血免洗法冰箱冷藏室保存不能超过
!4

"

A

!

讨
!!

论

流式细胞术%

V2R

&诞生于二十世纪七八十年代!是生物

医学领域定量分析单个细胞功能状态不可缺少的关键技术!深

受生物医学科研人员的青睐"九十年代后!

V2R

快速进入临

床应用领域!进而发展成为
2V2

!不仅是因为单克隆抗体技术

的迅猛发展解决了
V2R

需要的针对各种各样临床感兴趣蛋

白分子的单抗!也因为人们研发了标本细胞免疫荧光染色后溶

血$免洗制备技术*

.

+

!极大解决了流式细胞仪测定前的标本制

备程序!使
2V2

大批量处理临床标本成为可能"

V2R

检测包括,标本细胞的免疫荧光染色)溶血处理)细

胞洗涤)上机测定和数据分析-五大基本操作步骤!流程上可以

是,免疫荧光染色
&

溶血处理
&

细胞洗涤
&

上机测定
&

数据分

析-!也可以是,溶血处理
&

细胞洗涤
&

免疫荧光染色
&

上机测

定
&

数据分析-"上述流程中的细胞洗涤步骤!一般是采用

,

$##

!

%###E

$

?)+

离心
<?)+

弃去上清液-收集细胞!再向收

集的细胞沉淀中,加入磷酸盐缓冲液%

1XJ

&或生理盐水
%#?G

重悬细胞!

$##

!

%###E

$

?)+

离心
<?)+

去上清-来清洗细胞

的!并且需要清洗
"

!

.

次才能达要求"因此!单份标本完成细

胞洗涤步骤需时
%$

!

/<?)+

!需要试管
.

!

<

支"临床检验处

理的是成批量的标本!无论在时间)耗材和占用人力上都是难

以接受的"因此!溶血$免洗制备技术的诞生将
V2R

标本预

处理步骤简化成为四步!不仅简便!更主要的是节约了时间和

人力!降低了检验成本"

本文介绍的
TF

.

2@

溶血免洗法和甲酸溶血免洗法是当今

主流的两大溶血$免洗制备技术*

.

+

"

TF

.

2@

溶血免洗法操作

简便!只需一次加样!但是溶血后不能及时上机测定将有部分

细胞丢失!使检测结果降低*

<

+

(甲酸溶血免洗法是一种复合技

术!将,溶血
-

溶血终止
-

细胞固定-结合起来!方法首先采用稀

甲酸破坏红细胞%

0

液&!然后加入中和液终止甲酸的细胞裂解

反应%

X

液&!最后加入多聚甲醛固定红细胞破坏后剩余的白细

胞%

2

液&!试剂自配方法见文献*

"

+&"甲酸溶血效果较
TF

.

2@

强!加入
0

液后漩涡器上震荡混匀只需
%#

!

!#*

!样品中的红

细胞即全部裂解"多聚甲醛英文名
1CECL>E?C@:;4

B

:;

或

1>@

B

>A

B

?;54

B

@;+;

!多聚甲醛稳定性好!不易挥发!固定细胞只

需极低的浓度!且被固定的细胞抗原丢失少!细胞结构稳定!抗

体与细胞上的靶抗原结合牢固!因此成为分子生物学和细胞生

物学中最常采用的一种细胞固定剂"本研究结果表明!

TF

.

2@

溶血免洗法流式检测结果的稳定性远不及甲酸溶血免洗法!溶

血后需在
%4

内尽快测定!室温或冷藏放置均可造成检测结果

降低!不适合于
2V2

大批临床标本的检测"甲酸溶血免洗法

操作相对繁琐!但是样品极为稳定!室温避光保存
/:

或冷藏

保存
":

!流式检测结果均无明显改变!对于大批标本测定十分

有利"另外!每日测定完成后可将样品冷藏存放
":

!随时备用

复查上机之需"美国
X;89?C+-2>K@5;E

公司研发了甲酸溶血$

免洗制备技术!并向市场推出了配套标本预处理溶血感应加样

小型仪器!解决了甲酸溶血免洗法操作繁琐的问题"

总之!流式全血白细胞分析的标本预处理溶血步骤对于检

验结果十分重要!采取合适的溶血方法更能确保检验结果的准

确性"建议尽量采取甲酸溶血免洗法!并严格按照
<#

"

G

血液

标本需,加入
0

液
!/<

"

G

漩涡器混匀
%#*

!加入
X

液
/!<

"

G

漩涡器混匀
%#*

!加入
2

液
%##

"

G

漩涡器混匀
%#*

-的标准化

程序执行"

参考文献

*

%

+

J)L5CEa

!

1CE>RR

!

J>9>@)M

!

;5C@&ZA5;E+C@

b

KC@)5

B

C**;**?;+5)+

8@)+)8C@8;@@C+C@

B

*)*D

B

L@>78

B

5>?;5E

B

&f4

B

)*)5*>)?

6

>E5C+5

*

Q

+

&

2>@@0+5E>

6

>@

!

/#%#

!

".

%

%

&#

/#,-/%,&

*

/

+ 吴丽娟!许东升
&

流式细胞术表型分析的质量控制*

Q

+

&

中华检验

医学杂志!

/#%%

!

".

%

<

&#

"$'-"'.&

*

"

+ 吴丽娟
&

临床流式细胞学检验技术*

R

+

&

北京#人民军医出版社!

/#%#

#

,'-$%

!

"#$-"#'&

*

.

+

J)L5CEa

!

1CE>RR

!

J>9>@)M

!

;5C@&ZA5;E+C@

b

KC@)5

B

C**;**?;+5)+

8@)+)8C@8;@@C+C@

B

*)*D

B

L@>78

B

5>?;5E

B

&f4

B

)*)5*>)?

6

>E5C+5

*

Q

+

&

2>@@0+5E>

6

>@

!

/#%#

!

".

%

%

&#

/#,-/%,&

*

<

+

0?DC840

!

X>++;9>4X

!

[>@@+)89F&3>K5)+;L@>78

B

5>?;5E)8)?-

?K+>-*5C)+)+

=

>LH-8;@@

6

;EL>E)+)*

6

E;*;EN;:K*)+

=

:);54

B

@;+;

=

@

B

-

8>@L>E;E

B

54E>8

B

5;-@

B

*)*DK5@>*5D

B

54;K*;>LC??>+)K?84@>E):;

*

Q

+

&ZA

6

Y;E?C5>@

!

/##"

!

%/

%

!

&#

$/<-$"%&

%收稿日期#

/#%%-#$-%%

'''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''

'
'

'
'

'
'

'
'

'

''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''
'

'
'

'
'

'
'

'

(

((

(

&

总体与样本

根据研究目的确定的同质研究对象的全体%集合&称为总体!包括有限总体和无限总体"从总体中随机抽取的部分观察

单位称为样本!样本包含的观察单位数量称为样本含量或样本大小"如为了解某地区
%#

!

%<

岁儿童血钙水平!随机选取该

地区
"###

名
%#

!

%<

岁儿童并进行血钙检测!则总体为该地区所有
%#

!

%<

岁儿童的血钙检测值!样本为所选取
"###

名儿

童的血钙检测值!样本含量为
"###

例"类似的研究需满足随机抽样原则!即需要采用随机的抽样方法!保证总体中每个个

体被选取的机会相同"

'

"<%

'

国际检验医学杂志
/#%/

年
%

月第
""

卷第
/

期
!

M+5QGCDR;:

!

QC+KCE

B

/#%/

!

S>@&""

!

T>&/




