
·论　　著·

实用 ＭｃＡｂＡＥ直接法检验Ｔ淋巴细胞亚群

实验操作步骤量化控制研究

姚伯程１，庞　洁
２，王　芳

１，田彩平１，李永辉３，魏　敏
４，毛爱红１，包晓玲５

（１．甘肃省医学科学研究院分子生物学研究中心，甘肃兰州７３００５０；２．甘肃省肿瘤医院检验科，

甘肃兰州７３００５０；３．甘肃省医学科学研究院转化医学中心，甘肃兰州７３００５０；４．甘肃省肿瘤医院内镜中心，

甘肃兰州７３００５０；５．甘肃省肿瘤医院内科，甘肃兰州７３００５０）

　　摘　要：目的　对单克隆抗体ＳＰＡ红细胞花环法（ＭｃＡｂＡＥ）直接法试验操作步骤进行量化控制，从而对原方法进行改良。

方法　采用改良法与原方法对２３例患者外周血中的淋巴细胞表面抗原ＣＤ３
＋、ＣＤ４＋、ＣＤ８＋进行检测，并用配对ｔ检验对两种方

法的结果进行对比。改良法的量化控制主要是用一定容积的移液器混匀替代“轻轻摇匀”，以定量细胞悬液制作一定面积涂片，规

范涂片细胞计数区域。结果　改良法与原方法检测的ＣＤ３＋、ＣＤ４＋、ＣＤ８＋及ＣＤ４＋与ＣＤ８＋的比值（ＣＤ４＋／ＣＤ８＋）结果比较差异

均无统计学意义（犘＞０．０５）。结论　改良后的实用 ＭｃＡｂＡＥ直接法对细胞悬液混匀方法、细胞涂片制作和细胞计数区域进行

了量化控制，可将试验操作误差降到最低。
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　　单克隆抗体ＳＰＡ红细胞花环法（ＭｃＡｂＡＥ）直接法从二

十世界九十年代起逐步被应用于医学免疫学的科研和临床，在

细胞免疫学方面主要用于临床患者免疫功能的诊断。作者通

过系统研究改良了 ＭｃＡｂＡＥ直接法，现将改良后的量化控

制步骤作如下报道。

１　材料与方法

１．１　仪器与试剂　水平式离心机（离心半径２２ｃｍ）ＬＤＺ５２

低速自动平衡离心机购自北京医用离心机厂；显微镜购自日本

Ｏｌｙｍｐｕｓ公司，为 ＣＨ 型。冻干抗体致敏红细胞花环试剂

ＭｃＡｂ血球试剂，ＷｕＴ３０．５ｍＬ，ＷｕＴ４０．５ｍＬ，ＷｕＴ８０．５

ｍＬ，由卫生部武汉生物制品研究所生产，按说明书配制。无

钙、镁汉克氏平衡盐溶液，ｐＨ７．０～７．４，分析纯（ＡＲ）试剂，双

蒸水配制，本研究中没有加酚红指示剂。淋巴细胞分离液（生

化试剂）２５０ｍＬ，由中国医学科学院血液学研究所提供。

１．２　方法　采用改良后的 ＭｃＡｂＡＥ直接法与原方法对２３

例患者外周血中的淋巴细胞表面抗原ＣＤ３＋、ＣＤ４＋、ＣＤ８＋进

行检测［１３］，并对两种方法的结果进行对比［４］。改良 ＭｃＡｂＡ

Ｅ直接法主要步骤为：单抗红细胞悬液与被检淋巴细胞悬液混

合反应，离心，静置反应后，用带吸头的移液器以２０～２５μＬ容

积，约２次／秒的速度均匀吹吸细胞悬液１５次左右（具体的混

匀次数根据每个试验室条件也可自行确定）。取混匀后的细胞

悬液１０μＬ，按血片法推制面积８～１２ｃｍ
２ 的细胞涂片，按此操

作涂片薄厚适宜，细胞分散均匀，细胞之间的距离和疏密程度

都适合染色后高倍镜计数。选取细胞涂片的２／６～４／６（方向

从头至尾）范围内至少２个区域共计数２００个细胞，计算花环

形成细胞的百分率。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１９．０统计软件进行数据处理及

统计学分析。计量资料采用狓±狊表示，组间比较采用配对狋
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检验，犘＜０．０５为比较差异有统计学意义。

２　结　　果

　　改良法与原方法检测的ＣＤ３
＋、ＣＤ４＋、ＣＤ８＋ 及ＣＤ４＋ 与

ＣＤ８＋的比值（ＣＤ４＋／ＣＤ８＋）结果比较差异均无统计学意义

（犘＞０．０５）。见表１。

表１　　改良法与原方法结果对比（狓±狊）

方法 狀 ＣＤ３＋（％） ＣＤ４＋（％） ＣＤ８＋（％） ＣＤ４＋／ＣＤ８＋

改良法 ２３ ６７．４３±１４．３３ ４０．９１±１１．７９ ４１．２２±１０．０４ １．０８±０．４９

原方法 ２３ ６９．１７±１４．６９ ３９．２６±１３．８３ ４１．２６±９．８０ １．０３±０．５０

狋 － －１．４９８ ０．８６３ －０．０３９ １．０４０

犘 － ０．１４８ ０．３９８ ０．９６９ ０．３０９

　　－：无数据。

３　讨　　论

　　本研究中，改良方法主要采用了三个量化控制方法使操作

者能按试验量化客观控制标准进行操作，减少由试验操作者主

观因素造成的误差，从而减少系统误差和随机误差，增加试验

的稳定性、精密度、准确度。

３．１　对试验中重要操作步骤“轻轻摇匀”量化控制　ＭｃＡｂ

ＡＥ直接法原方法试验过程中抗原抗体结合，离心后形成淋

巴细胞致敏红细胞花环，放置一定时间后制作细胞涂片时要

“轻轻摇匀”。摇匀的效果对细胞涂片的制作和细胞计数百分

比影响很大。“轻轻摇匀”过程中用力过大，会使与淋巴细胞结

合、但未经过固定剂固定的花环红细胞散落，从而降低花环细

胞的阳性率，导致阳性花环细胞结果偏低，相对的阴性细胞值

升高；“轻轻摇匀”过程中用力不够，阳性花环细胞之间由于抗

体红细胞上标记抗体和淋巴细胞抗原间的相互吸引和结合，以

及离心静置后形成的花环细胞团块分散不均匀，出现阳性花环

细胞簇状聚集［５］，从而严重影响计数的重复性和准确度，使检

验结果不稳定并偏离真实值。

另外，每个实验室所用反应试管大小形状会有一定差异，

每一个操作者对“轻轻摇匀”的理解、用力强度、振幅和振摇时

间的长短都有所不同。尤其是尖底离心管，混匀更加困难。因

此，“轻轻摇匀”的操作会对试验结果造成一定的影响。为此对

此步操作进行量化控制的研究，以达到减少不同操作者造成的

人为误差。

本研究经过反复试验，用一定速度、容量和次数的加液枪

吹吸混匀花环细胞沉淀来代替原方法操作中的关键步骤“轻轻

摇匀”，减小或消除反应管差异和不同操作人员带来的操作误

差，使不同操作者或同一操作者在每一次试验中造成的人为误

差降低到最小［６］。具体方法是用带吸头的移液器以２０～２５

μＬ容积，约２次／秒的均匀速度吹吸细胞悬液１５次左右（具体

的混匀次数根据每个试验室条件也可自行确定）。该方法混匀

效果良好，又能使混匀和涂片在一次操作中完成（原方法要分

２步才能完成），不但操作简单，而且节省时间。

３．２　细胞涂片制作量化控制　细胞涂片的薄厚均匀直接影响

细胞识别和细胞计数。涂片厚，会增加花环阳性细胞数，降低

阴性细胞数。反之，会增加阴性细胞数，降低阳性花环细胞

数［７］。因此，用定量的细胞悬液和规定推制面积的方法，规范

细胞涂片的制作，可达到减少误差，稳定试验的目的。

具体方法为取混匀后的１０μＬ细胞悬液，按血片法推制面

积８～１２ｃｍ
２ 的细胞涂片。按此操作制作的细胞涂片薄厚适

宜，细胞分散均匀，细胞之间的距离和疏密程度都适合染色后

高倍镜计数。

操作者在制作细胞涂片时，对细胞花环结合物悬液的取样

量及制片面积的量化控制，保证了细胞涂片的薄厚、均匀以及

细胞分散效果。量化控制操作是避免操作人员主观因素导致

试验误差增加的重要步骤，也使操作人员不受反应管类型、操

作时间及操作地点的影响，从而减小系统误差和随机误差，增

加试验的稳定性和精密度。

目前，白细胞分类计数的参考方法仍然是手工分类法，即

将血涂片进行瑞氏染色后，在显微镜下对各种白细胞进行分

类。手工分类法的不足之处在于：（１）技术人员进行细胞分类

时，存在主观因素的影响；（２）由于单核细胞、嗜碱性粒细胞数

量较少，分类时不能保证其结果准确度和精密度；（３）血片细胞

分布不均。说明涂片时细胞的均匀分布对手工法细胞计数结

果有重要影响。

３．３　细胞计数的区域规范　用 ＭｃＡｂＡＥ直接法检验Ｔ淋

巴细胞亚群推片法制作的细胞涂片与血常规白细胞分类涂片

相同，但是效果又不完全一样，细胞涂片的不同区域对阴、阳性

细胞计数均匀性有一定影响。为使误差减少到最小，可通过规

范细胞涂片进行细胞计数的区域和方法，以保证计数结果的代

表性和稳定性。本研究参照血常规白细胞分类涂片和计数的

相关技术，对 ＭｃＡｂＡＥ直接法细胞涂片花环计数的区域做

了相应规范。经过实践应用，效果较好。

规范细胞计数的区域的具体方法是在计数时，选取细胞涂

片的２／６～４／６（方向从头至尾）范围内至少２个区域共计数

２００个细胞，算出花环形成细胞的百分率。通过上述规范，使

每个操作者都能把显微镜下细胞计数过程引起的误差降到最

低，保证和提高了检测的准确度。
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