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Ｔｈ１、Ｔｈ２及Ｔｈ１７细胞因子谱在２６９例健康儿童中的表达分析

刘　怡，梁　静，刘曙光，张瑞东

（首都医科大学附属北京儿童医院血液肿瘤中心，北京１０００４５）

　　摘　要：目的　通过检测健康儿童不同年龄段血清中７种细胞因子水平，从而获得研究不同疾病状态下７种细胞因子变化的

参照。方法　采用流式细胞仪微球芯片（ｃｙｔｏｍｅｔｒｉｃｂｅａｄａｒｒａｙ，ＣＢＡ）技术和Ｔｈ１、Ｔｈ２及Ｔｈ１７细胞因子ＣＢＡ分析试剂盒检测

２６９例健康儿童血清中的７种细胞因子（ＩＬ２、ＩＬ４、ＩＬ６、ＩＬ１０、ＴＮＦ、ＩＦＮγ以及ＩＬ１７Ａ）水平。结果　Ｔｈ１细胞分泌的ＩＬ２及

ＴＮＦ在婴儿期及学龄期呈高表达趋势，在学龄前期和青春期呈低表达趋势，且ＩＬ２表达水平均高于ＴＮＦ；Ｔｈ２细胞所分泌的ＩＬ

４、ＩＬ６、ＩＬ１０、ＴＮＦ、ＩＦＮγ及Ｔｈ１７细胞ＩＬ１７Ａ在不同年龄段表达水平未见明显变化趋势。只有ＩＬ１０、ＩＦＮγ的表达在青春期

不同性别存在统计学差异，其他年龄段不同性别的细胞因子分泌均未见统计学差异。结论　采用ＣＢＡ技术同时检测７种细胞因

子具有所需样本量少、快速、简便的优点。建立健康儿童不同年龄段血清细胞因子谱表达水平，对于检测儿童疾病状态下细胞因

子水平变化的具有重要意义。

关键词：细胞因子；　流式细胞术；　儿童
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　　细胞因子是由活化的免疫细胞合成分泌的，具有广泛调节

细胞功能作用的多肽分子，它们与免疫细胞表面受体结合，参

与细胞及体液免疫。主要包括淋巴因子、干扰素（ＩＦＮ）、白细

胞介素（ＩＬ）、肿瘤坏死因子（ＴＮＦ）、趋势化因子和集落刺激因

子等。辅助Ｔ淋巴细胞中的Ｔｈ１细胞主要分泌ＩＬ２、ＴＮＦβ、

ＩＦＮγ，参与细胞免疫；Ｔｈ２细胞主要分泌ＩＬ４、ＩＬ５、ＩＬ６、ＩＬ

１０及ＩＬ１３等因子，参与体液免疫。Ｔｈ１７细胞是由初始Ｔ细

胞前体分化而来，分泌ＩＬ１７细胞因子，参与介导炎性反应、自

身免疫性疾病的发生和发展。细胞因子在疾病中发挥重要调

节作用，它们不仅作用于免疫系统和造血系统，还广泛作用于

神经、内分泌系统，对细胞间相互作用、细胞的增殖分化和效应

功能有重要的调节作用。本研究以２６９例３０ｄ至１６岁健康

儿童为研究对象，进行年龄段细化分组，应用流式细胞仪微球

芯片（ＣＢＡ）技术，对其静脉血清中细胞因子水平进行测定，以期

应用快捷简便的方法对儿童细胞因子进行检测，并为制定适用

于不同年龄段儿童细胞因子检测的正常参考值提供科学依据。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选取２０１１年４月１日至２０１１年８月３１日

在北京儿童医院儿童保健门诊无感染征象的行健康体检的

２６９例儿童，男２１８例（８１．０％），女５１例（１９．０％），年龄３０ｄ

至１６岁。所有体检儿童外周血常规检查、胸部 Ｘ线、肝肾功

能均正常。根据年龄分为５组：婴儿组（３０ｄ至１岁）、幼儿组

（～３岁）、学龄前组（～７岁）、学龄组（～１２岁）、青春期组（＞

１２岁）。

１．２　仪器、试剂　双激光四色多参数流式细胞仪（ＢＤＦＡＣＳ

Ｃａｌｉｂｕｒ）。Ｔｈ１／Ｔｈ２／Ｔｈ１７细胞因子 ＣＢＡ分析试剂盒（美国

ＢＤ公司）。

１．３　方法　流式细胞仪微球芯片技术检测健康儿童血清中７

种细胞因子水平：不抗凝血液２ｍＬ，待血液凝固后，３０００ｒ／

ｍｉｎ，离心５～１０ｍｉｎ，得到血清。制备人Ｔｈ１／Ｔｈ２／Ｔｈ１７细胞

因子标准品：将标准品小球放入流式管中，加入２ｍＬ分析稀

释液制备成原液，轻轻混均，静置１５ｍｉｎ。取９支流式管作为

标准曲线，每管加入３００μＬ分析稀释液，取原液３００μＬ加入１

号管中，依次进行倍比稀释。混合人 Ｔｈ１／Ｔｈ２／Ｔｈ１７细胞因

子捕获微球：确定实验管数，为保证每个实验管都含有７种微

球，每种捕获微球需各取１０μＬ，将７种微球混在一起。标本

染色孵育：所有实验管每管各加入５０μＬ混合好的捕获微球，

加入５０μＬ人Ｔｈ１／Ｔｈ２／Ｔｈ１７ＰＥ检测试剂；标准曲线管中每

管加入５０μＬ梯度稀释好的标准品；样本管中每管加入５０μＬ

待测样本。所有实验管室温避光孵育３ｈ后，每管加入１ｍＬ

洗液（Ｆ液），１５００ｒ／ｍｉｎ，离心５ｍｉｎ。弃去上清液，每管加３００

μＬ洗液（Ｆ液）准备上机。用流式细胞仪调整微球做仪器条件

设置：取３个试管（Ａ、Ｂ、Ｃ），分别向管中各加入５０μＬ仪器调

整微球；Ｂ管中加入ＦＩＴＣ阳性对照５０μＬ，Ｃ管中加入ＰＥ阳

性对照５０μＬ。将上述３管避光３０ｍｉｎ，Ａ管加入洗液４５０

μＬ，Ｂ、Ｃ管加入洗液４００μＬ。应用ＢＤＣｅｌｌＱｕｅｓｔ软件和ＣＢＡ
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获取模板，分别应用Ａ、Ｂ、Ｃ管调节获取状态。获取标准品、样

本及数据分析：在调节好的获取状态下获取标准品曲线，将标

准品浓度和对应的荧光强度做定量标准曲线，进而根据样本检

测的荧光强度得到检测浓度。满足标准曲线相关系数狉２≥

０．９９９，这样最大限度的保证了定量分析结果的准确性。在同

等获取条件下检测样本并进行数据分析。

１．４　统计学处理　两组间均数比较采用独立样本狋检验。多

组间均数比较采用单因素方差分析，两两比较采用ＬＳＤ法。

犘＜０．０５为差异有统计学意义。采用ＳＰＳＳ１６．０软件进行统

计学分析。

２　结　　果

２．１　２６９例不同年龄组不同性别健康儿童分组情况见表１。

表１　　２６９例正常儿童分组情况

年龄分组 狀

性别

男 女

婴儿组 １８ １１ ７

幼儿组 ６４ ５６ ８

学龄前组 １１５ ９３ ２２

学龄组 ４１ ３５ ６

青春期组 ３１ ２３ ８

２．２　各年龄组不同性别细胞因子表达水平比较见表２（见《国

际检验医学杂志》网站主页“论文附件”）。青春期组男女儿童

ＩＬ１０和ＩＦＮγ表达水平犘值分别为０．０４９和０．０３３，差异有

统计学意义，其他年龄组不同性别所表达细胞因子差异均无统

计学意义。

２．３　不同性别各年龄组细胞因子表达进行组租比较见表３、４

（见《国际检验医学杂志》网站主页“论文附件”）。除女童组ＩＬ

４、ＩＬ６、ＴＮＦ、ＩＬ１７Ａ未见统计学差异外，男童和女童多个细

胞因子在多个年龄组间差异有统计学意义，但未见明显规律性

变化。

２．４　各年龄组 Ｔｈ１、Ｔｈ２细胞以及 Ｔｈ１７细胞相关细胞因子

谱表达水平变化趋　势见图１。经分析显示：ＩＬ２表达水平在

４～１６ｐｇ／ｍＬ之间，各年龄段的表达普遍高于其他阶段细胞因

子，且在婴儿期及学龄期表达分别在１６～１８ｐｇ／ｍＬ及１４～１６

ｐｇ／ｍＬ。从幼儿期到学龄前期及青春期均呈下降至４～６ｐｇ／

ｍＬ。ＩＦＮ表达范围在２～４ｐｇ／ｍＬ之间，也存在婴儿期及学龄

期表达水平增高，学龄前期及青春期呈下降的特点，这２种细

胞因子均有Ｔｈ１细胞所分泌。其他细胞因子变化趋势：ＩＬ４、

ＩＬ１０及ＩＬ１７Ａ均在０．８～４．０ｐｇ／ｍＬ范围内；ＩＬ６、ＩＦＮγ在

０．７～２．０ｐｇ／ｍＬ范围内。

图１　　各年龄组健康儿童Ｔｈ１、Ｔｈ２细胞以及Ｔｈ１７细胞

相关细胞因子谱表达水平趋势图

２．５　鉴于细胞因子表达在各年龄组间显著差异，在不同性别

间差异未见明显规律性，故整理正常儿童不同年龄段细胞因子

表达参考值见表５（见《国际检验医学杂志》网站主页“论文附

件”）。

３　讨　　论

本研究采用的是流式细胞仪微球芯片（ｃｙｔｏｍｅｔｒｉｃｂｅａｄ

ａｒｒａｙ，ＣＢＡ）技术。其原理是利用流式细胞仪通过已知大小和

荧光强度的微球捕获单个或多个可溶性分析物，达到样本中多

种可溶性蛋白同时定量检测的目的。此种技术相的优势是有：

７种分析物同时检测，样品用量少，操作简便，节省时间；微球

捕获分析物的方法，检测误差小，精密度高；标准曲线自动检

测，软件自动计算，检测范围宽；使用灵敏的荧光强度检测方

法，没有酶底物背景干扰。

近年来细胞因子的研究成为医学领域的热点。机体内各

种免疫细胞维持正常免疫功能，尤其是Ｔ淋巴细胞亚群间依

靠相互制约以维持动态平衡。根据辅助Ｔ淋巴细胞所分泌的

不同种类的细胞因子，可分为Ｔｈ１和Ｔｈ２。Ｔｈ１细胞主要分

泌的因子有：白介素２（ＩＬ２）、干扰素（ＩＦＮ）和肿瘤坏死因子β
（ＴＮＦβ），主要功能是促进调控细胞的活化、分化和增殖，参与

细胞免疫调节功能，并对机体内抗肿瘤免疫反应发挥着重要的

作用［１３］。同时Ｔｈ１细胞还能有效地刺激和介导巨噬细胞活

化以及迟发性超敏反应，可清除细胞内寄生菌的感染。Ｔｈ２细

胞主要分泌：ＩＬ４、ＩＬ５、ＩＬ６、ＩＬ１０及ＩＬ１３等因子，参与体液

免疫应答，其中ＩＬ４促进Ｂ细胞分化成熟和增殖，ＩｇＥ的分泌

参与变态反应。Ｔｈ１７细胞是由初始Ｔ细胞前体分化，具有独

立的分化和发育调节机制，分泌ＩＬ１７细胞因子，介导炎性反

应，在自身免疫性疾病、肿瘤和移植排斥等疾病的发生、发展中

发挥重要调节作用。正常情况下Ｔｈ１和Ｔｈ２细胞因子之间有

互相制约和协调的作用，在两者之间只有保持动态平衡的状态

下才能完成正常的免疫应答。若发生Ｔｈ１、Ｔｈ２的平衡失控，

Ｔｈ１向Ｔｈ２偏移时，机体免疫状态发生改变，从而造成免疫状

态异常，从而导致包括肿瘤细胞的发生及生长［４５］，以及其他多

种疾病的产生。近年来众多研究显示，Ｔｈ１、Ｔｈ２的失衡与多

种疾病，如白血病［６］、多种肿瘤［７］、感染相关性疾病［８］、自身免

疫性疾病［９］、变态反应性疾病［１０］的发病机制相关。

儿童从婴幼儿到青春期处于生长发育阶段，其免疫状态亦

不同。目前国内尚无有关健康儿童不同年龄段细胞因子表达

的研究。本研究显示：ＴＨ１细胞所分泌的ＩＬ２表达水平具有

明显的年龄变化趋势，在婴儿期及学龄期呈现高峰趋势。从幼

儿期到学龄前期及青春期均呈下降趋势。ＩＦＮ亦有此特点，但

其总体表达水平低于ＩＬ２。其他各细胞因子变化趋势略有不

同，总体表达未见明显趋势变化。本研究通过应用流式细胞仪

微球芯片技术，分析不同年龄段健康儿童 Ｔｈ１、Ｔｈ２和 Ｔｈ１７

细胞因子的表达水平，以求将此技术应用于临床来探讨细胞因

子在各种儿童疾病中所发生的改变，更有效地为临床提供实验

依据。
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·经验交流·

ＥＤＴＡＫ２抗凝剂依赖性血小板减少的分析与解决方案

刘爱华

（泰州市姜堰区城中社区卫生服务中心检验科，江苏泰州２２５５００）

　　摘　要：目的　对临床ＥＤＴＡ依赖性血小板假性减少症（ＥＤＴＡＰＴＣＰ）样本采用不同的方法进行检测，为ＥＤＴＡＰＴＣＰ寻找

一种可靠的检测血小板的方法，从而寻找一种ＥＤＴＡＰＴＣＰ的有效的处理方法和手段，为实验室工作提供依据。方法　针对检

验工作中遇到的ＥＤＴＡＰＴＣＰ样本，分别采用手工法、ＥＤＴＡＫ２、枸橼酸钠、ＥＤＴＡＫ２＋氟化钠（ＮａＦ）方法对ＥＤＴＡＰＴＣＰ进行

检测，分析比较３种方法的检测效果。结果　临床检验工作中，部分血小板减少是由于ＥＤＴＡＫ２ 导致血小板聚集引起的。针对

临床血小板减少的样本需进行复查，复查方法可采用手工法、枸橼酸钠、ＥＤＴＡＫ２＋氟化钠（ＮａＦ）方法均可，如果采用枸橼酸钠抗

凝复检时，需在１０ｍｉｎ内完成检测。结论　各实验室可针对具体情况选择适合的复查方法。

关键词：乙二胺四乙酸二钾；　抗凝剂；　血小板减少

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１４．２３．０６０ 文献标识码：Ｂ 文章编号：１６７３４１３０（２０１４）２３３２７７０３

　　血小板计数是临床常规检测项目，其对临床疾病的诊断、

疗效观察有着非常重要的指导价值。在临床检验中，血小板假

性降低常造成临床的误诊、误治，给患者及其家庭造成极大的

精神和经济的负担。

目前，临床检验工作中，最常用的血小板计数为仪器法，国

际血液学标准委员会（ＩＣＳＨ）推荐使用的抗凝剂是乙二胺四乙

酸二钾（ＥＤＴＡＫ２）。在一些特殊情况下，ＥＤＴＡＫ２ 可以引起

血小板的聚集，从而导致血小板检测结果的偏低，即ＥＤＴＡ 依

赖性血小板假性减少症（ＥＤＴＡｄｅｐｅｎｄｅｎｔｐｓｅｕｄｏｔｈｒｏｍｂｏｃｙ

ｔｏｐｅｎｉａ，ＥＤＴＡＰＴＣＰ）。ＥＤＴＡＰＴＣＰ的出现，如果检验科不

能很好的处理，会给临床造成很大的困扰［１２］。

ＥＤＴＡＰＴＣＰ的发生原因极其复杂，据报道肿瘤、自身免

疫疾病、败血症、抗血小板治疗的患者以及样本在低温环境下，

均可能发生ＥＤＴＡＰＴＣＰ
［３］。ＥＤＴＡＰＴＣＰ发生率极低，临床

报道发生率大约为０．０９％～０．２０％
［４］，ＥＤＴＡＰＴＣＰ发生本

身并无任何病理学意义，但一旦发生极易造成误诊、误治，给临

床诊治带来很大的麻烦，甚至有的严重患者会出现不必要的

ＰＬＴ输注。因此，及时发现ＥＤＴＡＰＴＣＰ，与其他原因引起的

血小板减少进行鉴别，并及时处理，为临床提供准确的检测结

果，非常重要。

在我国使用ＥＤＴＡＫ２ 抗凝血分析血常规时间还不长，对

ＥＤＴＡ依赖性血小板假性减少的原因分析和解决办法的相关

报道约５０多篇，多为个案报道。而选择的处理方法也较多，有

采用枸橼酸钠抗凝重新检测，有的在ＥＤＴＡＫ２ 抗凝剂中加入

ＮａＦ的方法重新检测，得到结论也不一致。有报道认为ＥＤ

ＴＡＰＴＣＰ用枸橼酸钠抗凝后，有７２％的病例还存在血小板聚

集［５］。也有部分报道认为枸橼酸钠抗凝对血小板检测结果无

影响［６７］。徐志明等［８］认为，对ＥＤＴＡＰＴＣＰ可采用在ＥＤＴＡ

Ｋ２ 抗凝剂中加入ＮａＦ的方法加以处理，可达到较好的效果。

１　资料与方法

１．１　一般资料　２０１３年血常规检测工作中发现的血小板减

少样本共计２６例，通过血涂片分析，有血小板聚集的样本６

例，将定为ＥＤＴＡＰＴＣＰ，其中４例为健康体检人员，男女各２

例，查其病史，均无血小板减少症病史，皮肤黏膜均无出血症

状。另２例为住院患者，１例为女性，６５岁，病案号２０１３０１６９，

诊断为慢支肺气肿。１例为男性，７４岁，病案号２０１３０４９５，诊

断为糖尿病。２例均无临床出血倾向。涂片中未出现聚集的

样本２０例，定为非ＥＤＴＡＰＴＣＰ样本。２０例血小板减少患者

中有８例为门诊患者，１２例为住院患者，２０例患者均有引起血

小板减少的各种病史。

１．２　仪器与试剂　迪瑞ＢＦ６８００全自动血细胞分析仪，ＥＤ

ＴＡＫ２ 抗凝真空管和枸橼酸钠抗凝真空管均由湖南省浏阳市

医用仪具厂生产。迪瑞ＢＦ６８００血细胞分析仪配套试剂，全血

质控品由长春迪瑞公司生产，各批次检测的室内质控结果均

在控。

　　氟化钠配制：将氟化钠０．５ｇ溶于１０ｍＬ双蒸馏水，过滤

后取１００μＬ置于ＥＤＴＡＫ２ 真空管中，使其在血中的终浓度

为５ｇ／Ｌ。草酸胺稀释液配制：按照第３版《全国临床检验操

作规程》配制［９］。

１．３　方法　由于病例血小板值已达危急值，立即联系临床医

生沟通病情，并将抗凝血进行瑞氏染色镜检，排除分析前多种

因素影响，重新规范采集标本进行复检。复检方法如下：

仪器全血法：采静脉血２ｍＬ分别置于含ＥＤＴＡＫ２ 抗凝

管、枸橼酸钠抗凝、ＥＤＴＡＫ２＋ＮａＦ管中振荡、混匀，上机

检测。

手工法：同时取静脉血２０μＬ，加到装有０．３８ｍＬ的草酸

胺稀释液试管中振荡、混匀，待５ｍｉｎ完全溶血后，再次混匀，

冲池、计数。
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