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以流式细胞术建立幼儿Ｔ淋巴细胞亚群参考范围
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　　摘　要：目的　建立健康幼儿外周静脉血Ｔ淋巴细胞亚群的参考范围。方法　收集６０例不同性别健康幼儿（１～３岁）静脉

全血标本，用三色流式细胞术检测ＣＤ３＋、ＣＤ４＋、ＣＤ８＋淋巴细胞绝对数值、百分率和ＣＤ４＋／ＣＤ８＋比值。结果　ＣＤ３＋、ＣＤ４＋、

ＣＤ８＋淋巴细胞的绝对计数的中位数分别为２６６４、１４８６和９６１个／μＬ，ＣＤ４
＋、ＣＤ８＋淋巴细胞的百分率的中位数为５５．９％和

３８．４％，ＣＤ４＋／ＣＤ８＋比值的中位数为１．４６。各参数值在不同年龄、性别间的分布差异无统计学意义。结论　本研究成功建立了

１～３岁健康幼儿Ｔ淋巴细胞亚群正常参考范围，为本地区儿科医生提供了有价值的参考依据。
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　　在人体生长、发育、成熟和衰老的过程中，免疫系统的功能

和特性不断发生变化。淋巴细胞免疫表型与机体免疫功能相

关，淋巴细胞亚群的检测对评估身体的免疫状态，监控疾病的

发生，了解疾病的机制，指导免疫治疗有着重要的意义。为满

足器官移植的监测、艾滋病等的临床诊断需要，国际上逐渐开

始采用绝对值报告来反映患者的免疫功能状态。国内外已有

不少不同疾病状态下淋巴细胞亚群状态改变的研究报道，但关

于健康幼儿淋巴细胞亚群的正常参考值的调查报道并不多。

本研究以流式细胞术检测郴州地区１～３岁健康幼儿外周血淋

巴细胞亚群的分布情况，建立了健康幼儿Ｔ淋巴细胞亚群正

常参考值范围，现总结报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　６０例幼儿静脉血液标本取自２０１０～２０１２年

郴州市第一人民医院体检者，年龄１～３岁，体格检查健康，心、

肝、肾功能正常，血细胞计数正常，无血液系统疾病，无过敏症，

艾滋病（ＨＩＶ）、乙型肝炎、丙型肝炎和梅毒血清学指标阴性。

其中男性３５例，女性２５例。

１．２　标本采集　采集研究对象外周静脉血１～２ｍＬ，用ＥＤ

ＴＡＫ２ 抗凝，２ｈ内检测。

１．３　主要仪器与试剂　ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ流式细胞仪（美国ＢＤ

公司），Ｍｕｌｔｉｓｅｔ三色试剂：ＣＤ３ＰｅｒＣＰ／ＣＤ４ＦＩＴＣ／ＣＤ８ＰＥ，标

准数量微球的ＴｒｕＣＯＵＮＴ绝对计数管，四色荧光标准微球、

ＦＡＣＳ溶血素（１０×），以上试剂均为美国ＢＤ公司产品。

１．４　样品检测

１．４．１　仪器校正　使用美国ＢＤ公司四色荧光标准微球校准

仪器，使流式细胞仪处于最佳工作态。

１．４．２　检测过程　严格按照试剂盒的说明书操作：在 Ｔｒｕ

ＣＯＵＮＴ绝对计数管中准确加入２０μＬＭｕｌｔｉｓｅｔ三色试剂和

５０μＬ全血，充分混匀后避光放置１５ｍｉｎ。再加入４５０μＬ

ＦＡＣＳ溶血素（１０×），充分混匀后避光放置１５ｍｉｎ。标本制备

后立即上机运行 Ｍｕｌｔｉｓｅｔ程序检测，分析总 Ｔ 淋巴细胞

（ＣＤ３＋），辅助性Ｔ淋巴细胞（ＣＤ３＋ ＣＤ４＋ ＣＤ８－），细胞毒性Ｔ

淋巴细胞（ＣＤ３＋ ＣＤ４－ ＣＤ８＋）的绝对含量和百分率，并计算

ＣＤ４＋／ＣＤ８＋比值。

１．５　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１９．０软件对结果进行统计分

析，计量资料用狓±狊表示，采用百分位数法获得９５％可信区

间建立各检测项目的参考范围，进行狋检验和方差分析。犘＜

０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　不同性别健康幼儿Ｔ淋巴细胞亚群检测结果　将受试

·２４１· 国际检验医学杂志２０１４年１月第３５卷第２期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｊａｎｕａｒｙ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．２
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对象按性别分组，比较不同性别之间的差异，结果显示不同性

别健康幼儿间Ｔ淋巴细胞亚群各项指标的差异无统计学意义

（犘＞０．０５）。

２．２　不同年龄健康幼儿Ｔ淋巴细胞亚群检测结果　将受试

对象按年龄分为两组：１～２岁组，＞２～３岁组比较两年龄组之

间健康幼儿外周血Ｔ淋巴细胞亚群分析结果，差异无统计学

意义（犘＞０．０５）。用百分位数法获得的６０例受试对象外周血

Ｔ淋巴细胞亚群绝对计数的９５％置信区间作为本实验室的参

考范围。用ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ测定郴州市健康幼儿外周血ＣＤ３＋、

ＣＤ４＋、ＣＤ８＋淋巴细胞绝对数值和ＣＤ４＋／ＣＤ８＋比值的中位数

分别为２６６４、１４８６、９６１个／μＬ和１．４６，ＣＤ４
＋、ＣＤ８＋淋巴细

胞的百分率中位数分别为５５．９％和３８．４％。ＣＤ３＋、ＣＤ４＋、

ＣＤ８＋淋巴细胞绝对数值和ＣＤ４＋／ＣＤ８＋比值正常参考范围分

别为２５８８～３０８３、１４５４～１７９１、９２１～１１１０个／μＬ和１．４６～

１．６８。

表１　　健康幼儿外周血Ｔ淋巴细胞亚群分析结果及参考范围

淋巴细胞亚群 平均值 标准差 中位数 最小值 最大值 ９５％可信区间

绝对数（个／μＬ）

ＣＤ３＋ ２８１３．３６ ９５５．９６ ２６６１．５０ １１０３．００ ５４８８．００ ２５８８．８７～３０８３．８０

ＣＤ３＋ＣＤ４＋ＣＤ８－ １６０６．５７ ６６１．２３ １４８６．００ ６０７．００ ３４８０．００ １４５４．８６～１７９１．８１

ＣＤ３＋ＣＤ４－ＣＤ８＋ １００９．０４ ３６４．０１ ９６１．００ ３９６．００ １７４７．００ ９２１．００～１１１０．８６

相对数

ＣＤ３＋ＣＤ４＋ＣＤ８－ ５６．１９ ６．２６ ５５．９１ ４３．７８ ６９．３３ ５４．８０～５８．０４

ＣＤ３＋ＣＤ４－ＣＤ８＋ ３７．４４ ５．６３ ３８．４２ ２７．２２ ４５．５７ ３５．８０～３８．７０

ＣＤ４＋／ＣＤ８＋ １．５６ ０．４２ １．４６ ０．９３ ２．５５ １．４６～１．６８

３　讨　　论

Ｔ淋巴细胞亚群的测定对细菌感染、病毒感染、移植排斥

反应、风湿性关节炎、系统性红斑狼疮、恶性肿瘤、再生障碍性

贫血等疾病的诊断具有重要价值。３岁以内的小孩自身免疫

功能尚未完善，免疫功能差，容易被细菌或病毒感染，发病率

高。由于不同地域、种族间的差异，以及使用流式细胞术调查

外周血中淋巴细胞亚群正常参考值的成本较高等因素，目前对

于外周血淋巴细胞亚群国内尚未有建立统一的参考值，只有为

数不多的实验室建立了自己的参考值。大多数实验室使用的

都是国外的参考值，这显然不能完全适合中国人的疾病诊断和

治疗。报道成年人淋巴细胞亚群计数的文献较多［１２］，关于婴

幼儿及儿童的淋巴细胞亚群计数的研究报道较少［３４］。

本研究按美国临床实验室标准化协会（ＣＬＳＩ）Ｃ２８Ａ３文

件收集年龄为１～３岁的健康幼儿外周血标本６０例，用ＦＡＣＳ

Ｃａｌｉｂｕｒ流式细胞仪（美国ＢＤ公司）及配套试剂进行Ｔ淋巴细

胞亚群的检测，获得郴州地区健康幼儿ＣＤ３＋、ＣＤ４＋、ＣＤ８＋淋

巴细胞绝对数值和ＣＤ４＋／ＣＤ８＋ 比值中位数和参考值范围。

与国外发表的健康幼儿的Ｔ淋巴细胞亚群参考值范围比较发

现：各参数值与冈比亚［５］、尼日利亚［６］的调查结果比较接近，与

荷兰［７］、沙特阿拉伯［８］等国家的调查结果存在差异。本研究

ＣＤ３＋、ＣＤ８＋淋巴细胞绝对计数的结果比杨碧峰等
［９］的研究

高，但ＣＤ４＋／ＣＤ８＋比值比其低，ＣＤ４＋淋巴细胞绝对计数值与

其接近。肖婧等［１０］的研究表明，在婴儿组、幼儿组不同性别间

的差异有统计学意义（犘＜０．０５）。李蓓等
［１１］的研究表明儿童

ＣＤ３＋、ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞的百分率和绝对值比较差异均有统计

学意义（犘＜０．０５）。

不同的研究结果有差异，有研究认为不同性别间淋巴细胞

亚群值有差异，而有些研究认为淋巴细胞亚群值在不同性别间

分布差异无统计学意义［１２］。导致这些研究结果差异的原因可

能是因为不同研究人群在种族、年龄、地理环境、生活习惯等方

面存在差异。此外，不同的实验条件和方法也可能导致结果存

在差异。本研究按不同年龄、性别分组进行比较，结果表明，在

１～３岁的健康幼儿外周血Ｔ淋巴细胞亚群的绝对值与百分率

差异无统计学意义（犘＞０．０５）。与国内儿童外周血淋巴细胞亚

群分析的相关报道比较，本研究的年龄段范围小，样本更具代

表性。

本研究采用流式细胞术建立了郴州地区健康１～３岁幼儿

外周血Ｔ淋巴细胞亚群正常值参考范围，对临床幼儿群体疾

病诊断及治疗疗效评价有一定的参考价值。
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１．３　统计学处理　所有数据记录在ＥＸＣＥＬ表中。计算各指

标的各时间段的敏感度，采用ＳＰＳＳ１６．０统计软件进行统计分

析，计数资料以率表示，率的比较采用χ
２ 检验，犘＜０．０５为差

异有统计学意义。

２　结　　果

本实验在发病２～＜６ｈ采血检测肌钙蛋白Ｉ、ＣＫＭＢ、肌

红蛋白的有４２例；在发病６～１２ｈ采血检测的有４７例。两时

间段的肌钙蛋白Ｉ、ＣＫＭＢ、肌红蛋白的灵敏度分别为３５．７％、

６４．３％、５２．４％和４８．９％、８５．１％、７６．６％，在发病早期的１２ｈ

内，ＣＫＭＢ和肌红蛋白的灵敏度较肌钙蛋白Ｉ高（犘＜０．０５），

见表１。

表１　　３种心肌标志物单独及联合检测在ＡＭＩ早期

　　　不同时间段的灵敏度［％（狀／狀）］

组别 狀 肌钙蛋白Ｉ ＣＫＭＢ 肌红蛋白 三者联合

发病２～＜６ｈ４２３５．７（１５／４２）６４．３（２７／４２） ５２．４（２２／４２） ６９．０（２９／４２）

发病６～１２ｈ ４７４８．９（２３／４７）８５．１（４０／４７） ７６．６（３６／４７） ８９．４（４２／４７）

对照组 ７０ ４．３（３／７０） １０．０（７／７０） １７．１（１２／７０） １７．１（１２／７０）

３　讨　　论

ＡＭＩ是冠状动脉急性、持续性缺血缺氧所引起的心肌坏

死，可导致全身病理性反应，若处理不及时，病死率较高。一般

认为，在发病３～６ｈ进行溶栓或介入治疗效果好，最迟不应超

过１２ｈ。因此，在ＡＭＩ早期处理的黄金窗口期，对早期心肌标

志物诊断效能认识对疾病的预后非常重要。

本文根据心肌标志物释放时间曲线和治疗时间窗，设计两

个时间段发病２～＜６ｈ和６～１２ｈ，对心肌标志物肌钙蛋白Ｉ、

ＣＫＭＢ、肌红蛋白进行研究，探讨三者对 ＡＭＩ的临床价值。

实验发现，在发病２～＜６ｈ测定的肌钙蛋白Ｉ、ＣＫＭＢ、肌红蛋

白三者的阳性率与刘希宏等［３］的报道基本一致。阳性率较低

可能与它们的释放时间和半衰期不同有关。肌钙蛋白Ｉ、ＣＫ

ＭＢ、肌红蛋白三者单独检测的阳性率与对照组比较，均高于对

照组（犘＜０．０５）。发病６～１２ｈ三者单独及联合检测的阳性率

均比２～＜６ｈ的高，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。在发病

１２ｈ内，ＣＫＭＢ的阳性率始终比肌钙蛋白Ｉ、肌红蛋白的高，

与其他报道有差别，可能与肌钙蛋白Ｉ开始升高时间、肌红蛋

白的降解速度、胶体金检测技术有关［４］。考虑到三者自身存在

的缺点，如在一些疾病如骨骼肌损伤、非心脏手术、电伤和心肌

炎时常有血清ＣＫＭＢ、肌红蛋白增高，会造成假阳性
［５］，而肌

钙蛋白Ｉ开始升高的时间较晚，并且持续时间较长，虽然对后

期诊断较有价值，但不利于早期再梗的判断［６］。因此，综合以

上因素，使用胶体金免疫层析诊断试剂盒技术将三者（肌钙蛋

白Ｉ、ＣＫＭＢ、肌红蛋白）组合在一起进行同时测定可以起到互

补的效果，并且在发病过程中可以根据三者结果判定患者病情

发展情况［７９］。实验结果显示，三者联合测定时ＡＭＩ的诊断阳

性率较单独测定时高。在诊断明确后，对于早期患者，因肌红

蛋白是一种低分子量蛋白，发生心肌梗死时最早升高，虽然特

异性差，但是因为其半衰竭短、检测方便，肌红蛋白阴性时有助

于排除心肌梗死或在ＡＭＩ发病早期通过再次检测有助于了解

有无再梗死或梗死扩大，以及了解溶栓治疗中判断有无再灌

注［１０１２］。因此，在早期（１２ｈ内）溶栓治疗中检测ＣＫＭＢ、肌钙

蛋白Ｉ临床价值较大。

综上所述，胶体金免疫层析技术心肌标志物三合一检测试

剂盒，将肌钙蛋白Ｉ、ＣＫＭＢ、肌红蛋白三者的检测组合在一

起，实现了指标的统一测定，简化了检测步骤，并提高了诊断的

灵敏度，适用于临床急诊对 ＡＭＩ的辅助诊断，在 ＡＭＩ早期能

及时的给临床诊断提供依据，以便临床做出及时、正确的治疗，

降低患者的病死率以及改善患者预后。
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