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　　摘　要：目的　该研究通过探讨不同的刺激培养条件和检测方法对Ｔｈ１７细胞频率的影响，建立和优化流式细胞术检测人外

周血Ｔｈ１７细胞频率实验方案。方法　采用不同浓度的佛波酯（ＰＭＡ，终浓度５０、１００、１５０、２００、２５０、３００ｎｇ／ｍＬ）与离子霉素（Ｉｏｎ

ｏｍｙｃｉｎ）１μｇ／ｍＬ对健康人外周血进行刺激培养，分别于刺激后４、６、８、１０和１２ｈ用流式细胞术分析 Ｔｈ１７细胞频率，并检测

ＰＭＡ刺激前后细胞表面与胞膜内ＣＤ４平均荧光强度（ＭＦＩ）和ＣＤ４阳性Ｔ细胞比例。结果　ＰＭＡ１５０ｎｇ／ｍ＋Ｉｏｎｏｍｙｃｉｎ１μｇ／

ｍＬ刺激全血６ｈ后，Ｔｈ１７细胞频率高，刺激的效果较好（犘＜０．０５）。刺激后检测细胞膜内ＣＤ４ＭＦＩ低于先标记膜表面ＣＤ４后

刺激组（犘＜０．０５），Ｔｈ１７细胞频率和ＣＤ４阳性Ｔ细胞比例均高于后者，差异无统计学意义（犘＞０．０５）。结论　采用终浓度为

ＰＭＡ１５０ｎｇ／ｍＬ＋Ｉｏｎｏｍｙｃｉｎ１μｇ／ｍＬ刺激培养全血６ｈ后，测定胞浆内ＣＤ４和ＩＬ１７水平是检测人Ｔｈ１７细胞频率简便有效的

方法。
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　　Ｔｈ１７细胞是近年来发现的一类ＣＤ４阳性Ｔｈ细胞，以分

泌ＩＬ１７为特征，在防御胞外病原微生物感染、介导慢性炎性

反应、自身免疫病以及肿瘤等方面发挥重要作用，但在人体内

含量很少［１５］。目前检测Ｔｈ１７细胞的方法主要是体外刺激活

化细胞后，利用流式细胞术检测分泌细胞因子ＩＬ１７的ＣＤ４阳

性细胞，即Ｔｈ１７细胞，由于实验步骤比较复杂，影响检测结果

的因素较多，至今未有标准化的实验方案。国内外研究大都采

用检测其他细胞因子如ＩＬ４、ＩＦＮγ的实验方法，导致检测效

率低，实验结果差异很大［１７］。本研究在参考现有实验方法的

基础上，对刺激剂ＰＭＡ的浓度、刺激时间、ＣＤ４抗原的检测等

方面进行优化，提高Ｔｈ１７细胞检测效率，为建立Ｔｈ１７标准化

检测方案的提供依据。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选取佛山市第一人民医院健康体检者３０例，

年龄２１～３８岁，男１８例，女１２例，无感染性疾病、自身免疫性

疾病、过敏性疾病，无肿瘤等疾病，肝肾功能正常。近３个月无

使用免疫抑制剂或免疫调节剂治疗史。受试者均签署知情同

意书后，各采集肝素钠抗凝外周静脉血１０ｍＬ。

１．２　仪器与试剂　ＦＩＴＣ标记的鼠抗人ＩＬ１７Ａ单克隆抗体

（ＦＩＴＣａｎｔｉｈｕｍａｎＩＬ１７ＡｍＡｂ）及匹配的同型对照ｍＡｂ抗体

购自美国ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司，ＰＣ５标记的鼠抗人ＣＤ４单克隆抗

体（ＰＣ５ａｎｔｉｈｕｍａｎＣＤ４ｍＡｂ）购自美国ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ公

司，溶血素（ＢＤＦＡＣＳＬｙｓｉｎｇＳｏｌｕｔｉｏｎ）购自美国ＢｅｃｔｏｎＤｉｃｋ

ｉｎｓｏｎ公司，固定剂、破膜剂购自美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，佛波酯

（ＰＭＡ）、离子霉素（ｉｏｎｏｍｙｃｉｎ）布雷杆氏菌素 Ａ（ＢＦＡ）、莫能

菌素（ｍｏｎｅｎｓｉｎ）购自美国Ｓｉｇｍａ公司。ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ型流式

细胞仪为美国ＢｅｃｔｏｎＤｉｃｋｉｎｓｏｎ公司产品。

１．３　方法

１．３．１　不同浓度ＰＭＡ对外周血的刺激培养　取１１例外周

血标本各３ｍＬ，分为６管，每管５００μＬ，加入ＰＭＡ的终浓度

分别为５０、１００、１５０、２００、２５０、３００ｎｇ／ｍＬ，以及离子霉素１μｇ／

ｍＬ进行刺激，同时加入终浓度为１０μｇ／ｍＬ的ＢＦＡ和１μｇ／

ｍＬＭｏｎｅｎｓｉｎ阻断，置于３７℃５％ＣＯ２ 细胞箱培养６ｈ。

１．３．２　不同刺激时间对外周血的刺激培养　取外周血标本１

ｍＬ，用ＰＭＡ１５０ｎｇ／ｍＬ＋离子霉素１μｇ／ｍＬ刺激培养１２ｈ，

其余方法同上。分别在刺激后４、６、８、１０和１２ｈ检测Ｔｈ１７细

·９６０２·国际检验医学杂志２０１４年８月第３５卷第１５期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ａｕｇｕｓｔ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．１５
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胞比值。

１．３．３　刺激后胞浆内ＣＤ４和ＩＬ１７的检测　刺激培养后的细

胞，加入溶血素２ｍＬ裂解红细胞，１０ｍｉｎ后离心去上清，加固

定液１００μＬ，放置室温中１０ｍｉｎ，加入２ｍＬＰＢＳ，混匀后，离

心去上清，加入１００μＬ破膜液，分为两份，分别加入ＣＤ４ＰＣ５、

ＩＬ１７ＦＩＴＣ或相应同型对照抗体，轻轻振荡混匀后，室温避光

反应３０ｍｉｎ后，加入２ｍＬＰＢＳ离心去上清，每管加入０．５ｍＬ

１％ 多聚甲醛固定，４℃保存待上机检测。

１．３．４　刺激后细胞膜表面ＣＤ４和胞浆内ＩＬ１７的检测　取

２００μＬ刺激培养后的细胞，加入２ｍＬＰＢＳ离心去上清，洗涤

两次后分为两管，分别加入ＣＤ４ＰＣ５及其同型对照抗体，室温

避光反应２０ｍｉｎ，加入溶血素２ｍＬ裂解红细胞，室温避光放

置１０ｍｉｎ后离心去上清，固定和破膜后，检测胞浆内ＩＬ１７，方

法同前。

１．３．５　刺激前细胞膜表面ＣＤ４和刺激后胞浆内ＩＬ１７的检测

　取未经刺激的５００μＬ全血，加入 ＣＤ４ＰＣ５抗体，室温避光

反应２０ｍｉｎ后，加入ＰＭＡ１５０ｎｇ／ｍＬ＋离子霉素１μｇ／ｍＬ，

刺激培养６ｈ。胞浆内ＩＬ１７的检测方法同前。

１．３．６　流式细胞仪数据采集与分析　用标准微球校正仪器

后，打开ＣｅｌｌＱｕｅｓｔ软件，采集ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞５０００个，计算

ＣＤ４抗原表达的平均荧光强度（ＭＦＩ），利用ＣＤ４／侧向角散射

光（ＳＳＣ）设门，以ＣＤ４＋ＩＬ１７＋为Ｔｈ１７细胞，计算ＣＤ４＋细胞

中表达细胞因子ＩＬ１７的百分率。用 ＣｅｌｌＱｕｅｓｔ软件分析

结果。

１．４　统计学处理　所有资料均以狓±狊表示，应用ＳＰＳＳ１２．０

软件进行数据分析，作方差齐性检验，两组间均数比较采用狋

检验，多组间的比较采用方差分析。以犘＜０．０５为差异有统

计学意义。

２　结　　果

２．１　ＰＭＡ浓度对Ｔｈ１７细胞检出频率的影响　随着ＰＭＡ浓

度的增大，Ｔｈ１７细胞的频率逐渐升高，在１５０ｎｇ／ｍＬ时达到

最高，随后逐渐降低 （犘＜０．０５）。见图１。

图１　　ＰＭＡ浓度对Ｔｈ１７细胞检出频率的影响

２．２　刺激时间对Ｔｈ１７频率的影响　由图２可见，Ｔｈ１７频率

在刺激４ｈ后逐渐升高，至８ｈ达最高，然后逐渐下降。刺激

６、８和１０ｈ后均显著高于４ｈ（犘＜０．０５）；刺激６ｈ和１０ｈ比

８ｈ略低，差异无统计学意义（犘＞０．０５）。１２ｈ时Ｔｈ１７频率进

一步减低，但仍高于４ｈ（犘＜０．０５）。刺激时间对Ｔｈ１７频率

的影响，刺激４、６和８ｈ后Ｔｈ１７频率代表性流式图见图３（见

《国际检验医学杂志》网站主页“论文附件”）。

２．３　不同ＣＤ４抗原的检测方案对Ｔｈ１７细胞频率的影响　设

定先标记膜表面 ＣＤ４后刺激组为第１组，刺激后标记膜内

ＣＤ４为第２组，刺激后标记膜表面ＣＤ４组为第３组。第２组

Ｔｈ１７检出率略高于第１组，差异无统计学意义（犘＞０．０５），这

两组均显著高于第３组（犘＜０．０５）；ＣＤ４平均荧光强度（ＭＦＩ）

在第１组最高，次之为第２组，最低为第３组，差异有统计学意

义（犘＜０．０５）；而ＣＤ４＋细胞占淋巴细胞的比值在第２组显著

高于第３组（犘＜０．０５），略高于第１组，差异无统计学意义

（犘＞０．０５）。

图２　　不同刺激时间对Ｔｈ１７频率的影响

表１　　不同检测方案对ＣＤ４
＋Ｔ细胞比率、ＭＦＩ及Ｔｈ１７

　　　　　细胞频率的影响（狓±狊）

组别
ＣＤ４＋Ｔ

细胞／有核细胞（％）

ＣＤ４＋Ｔ

细胞 ＭＦＩ

Ｔｈ１７／ＣＤ４＋Ｔ

细胞（％）

第１组 １１．３６±４．８７ ５４０．５７±１８８．２１ １．１９±０．７８

第２组 １３．９５±１４．９１△ ２３５．３７±１１４．８９ １．２２±０．７７

第３组 ８．９１±２．２８ １９．０２±１１．３２ ０．１４±０．０８

　　：犘＜０．０５，与另外两组比较；△：犘＜０．０５，与第３组比较。

３　讨　　论

Ｔｈ１７细胞在体内数量少，难以检测，需要利用刺激剂对其

进行活化培养。ＰＭＡ是最常用的刺激剂。文献［６１０］报道绝

大部分刺激浓度为２５～５０ｎｇ／ｍＬ，与检测其他细胞因子如ＩＬ

４、ＩＦＮγ时相同，ＰＭＡ浓度影响Ｔｈ１７频率的报道目前很少，

黄昂等［１１］通过分析ＰＭＡ浓度与Ｔｈ１７细胞检出频数的关系，

认为３００ｎｇ／ｍＬ是最佳浓度，本研究结果显示ＰＭＡ１５０ｎｇ／

ｍＬ时刺激效果最好，由于采用的ＰＭＡ生产厂家均为Ｓｉｇｍａ

公司，因此试剂因素对实验结果的影响很小，那么这种差异更

可能由于培养基质的组分不同导致，黄等采用全血加３倍体积

ＲＰＭＩ１６４０，且证实此方案优于外周血单个核细胞（ＰＢＭＣ）加

ＲＰＭＩ１６４０培养，认为全血中非淋巴细胞可能有助于Ｔｈ１７表

达ＩＬ１７，而本文仅用全血，未加ＲＰＭＩ１６４０稀释，可能更有利

于Ｔｈ１７细胞对刺激剂的反应，较低的ＰＭＡ浓度即可诱导高

水平的活化。

由于细胞因子的分泌有时效性，不同的刺激时间对Ｔｈ１７

细胞频率的也产生影响，以往研究所选刺激时间也在４～４８ｈ

不等［２９］。本研究检测了５个时间点，显示 Ｔｈ１７频率在刺激

至８ｈ达最高［（１．８８±０．７９）％］，刺激６ｈ［（１．８５±０．７８）％］

和１０ｈ［（１．８４±０．５７）％］比８ｈ略低，但差异无统计学意义

（犘＞０．０５）。考虑到实际应用的可行性，选择培养时间６ｈ较

合适。

ＣＤ４阳性 Ｔ淋巴细胞是测定 Ｔｈ１７的关键因子，研究显

示［７］ＰＭＡ刺激后能使人细胞膜表面ＣＤ４分子大量内翻，密度

下降，ＭＦＩ降低，与本研究结果一致，为解决这一问题，文献报

道中有的采用先标记膜表面ＣＤ４后再进行刺激诱导
［１２］，也有

采用刺激后的细胞经破膜后标记膜内ＣＤ４
［５］。本研究结果显

示，采用刺激后的细胞标记膜内ＣＤ４，Ｔｈ１７检出率、ＣＤ４＋Ｔ细

胞占有核细胞的比率均高于先标记膜表面ＣＤ４后刺激组，且

ＣＤ４阳性细胞群仍然能很清晰地与阴性群区分，因此直接检

测胞浆内ＣＤ４抗原，阳性细胞比例和荧光强度都很好，而且可

同时检测胞浆内细胞因子，简化了操作步骤，（下转第２０７２页）

·０７０２· 国际检验医学杂志２０１４年８月第３５卷第１５期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ａｕｇｕｓｔ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．１５
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近年来随着血栓性疾病及相关疾病研究的不断深入，临床

与实验室紧密配合相互促进，全自动血凝仪在血栓性疾病及相

关疾病的诊治中发挥越来越重要的作用。我国在这些方面研

究的学术水平亦提高到新阶段，血栓与止血的研究已远远超出

以往出血性疾病的范畴，涉及到临床各个科室［４］，性能优异的

全自动血凝仪的使用成为必然。目前我国全自动血凝仪的应

用已相当普遍，其检测 ＡＰＴＴ、ＰＴ、Ｆｇ的原理是模仿手工法，

各厂家采用不同的方法自动判读纤维蛋白形成的时间点，比手

工法的准确度有了很大提高，这就把操作者的工作重点从繁复

的操作转移到仪器的质量控制上来。

美国临床实验室修正法规（ＣＬＩＡ′８８）对常用检验项目的

室间质量评估规定了质量指标，现已成为包括我国在内的许多

地区和国家临床检验最低质量指标。检验科发出的报告没有

特殊情况下都是一次测定的结果，这样就要有严格的室内质量

控制和多实验室间的质量评价，以确保报告结果的准确无误。

为了对法国ＳｔａｇｏＲＥｖｏｌｕｔｉｏｎ全自动血凝分析仪的性能进行

更进一步的评估，在ＣＬＩＡ′８８的基础上引进６西格玛（σ）概念，

每个测定值的总误差大于允许误差的概率通过σ值可进行估

算［５７］，即达到２σ时为百分之４．５的测量值大于允许误差，３σ

时为百分之０．２７，４σ时为百万分之６３，５σ时为百万分之０．５７，

６σ时为百万分之０．００２。同时应用方法性能决定图，将偏倚和

不精密度以图像形式表达出来，方法性能决定图与σ值的统计

表相比更加直观清晰，从左至右依次将结果分为优秀性能区、

良好性能区、临界性能区及不符要求区４个区。偏倚和不精密

度的具体数据参考去年全年的室间质评及室内的质控结果，通

过对血凝分析仪检测系统的３个项目６个指标的统计分析，可

以直接观察到各质控总误差的情况，６个质控指标有两个处于

临界性能，处于图的右下方，误差主要由于不精密度造成［８］。

对于具有相同ＴＥａ的指标（ＰＴ和 ＡＰＴＴ）可以将统计结果绘

制在同一方法性能决定图上，使得结果查询更加便捷。所收集

的数据与近年来关于全自动血凝仪评估报道的数据相近［９１３］。

可以根据σ值选择适当的质控规则。

全自动血凝仪的分析过程是比较复杂的，受温度、试剂、质

控品浓度、酶活性、纤维蛋白形成的判断终点等多种因素的影

响，在实际工作中，远没达到６σ水平，经常会失控，这就需要检

验工作者根据质控图和质控规则，认真仔细查找发现失控原

因，不能简单地重做或更换质控品，这样不但造成浪费，还不能

及时发现真正的问题所在。总之，应用方法性能决定图不仅质

控结果清晰直观，同时在质控规则的选择上亦有很大的帮助。
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节约了时间，减轻对细胞的损伤，提高了检测效果。

综上所述，通过分析不同的刺激培养条件和检测方案对

Ｔｈ１７细胞频率的影响，筛选优化实验条件，建立了一套简便有

效的检测人外周血Ｔｈ１７细胞频率的实验方案，为标准化以后

研究Ｔｈ１７细胞在不同疾病状态时的功能和作用打下基础。
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