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疾病有较大意义&
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HEA:4 À::A?8<:AG8?8>9+?(/'&2/

!

Nb(

e

AK9<GH?>$<H:?8:

@

A:4Nb1

e

"

Nb(

e

EA?8<BA4:<98

@

:8F8$A:?48FF>E>:$>K>?M>>:^

@L

HE
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淋巴细胞是人体免疫防御系统中最重要的组成部分#机

体内多种免疫反应都是由细胞免疫主导#临床及时了解
;

淋

巴细胞亚群数值和
Nb1

e

"

Nb(

e比值可判断机体细胞免疫水

平#对肿瘤(感染性疾病(自身免疫性疾病#特别是对患者免疫

功能和艾滋病疗效判断有重要价值'本研究采用细胞芯片

$

Nb*

e

(

Nb1

e

(

Nb(

e细胞&定量检测技术#应用
!.)---

型全

自动可视化细胞检测仪#对维吾尔族与汉族健康成人
Nb*

e

(

Nb1

e

(

Nb(

e绝对值和
Nb1

e

"

Nb(

e比值的参考范围和差别原

因进行了初步探索'现报道如下'
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资料与方法
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一般资料
!

选择
)-'1

年
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%

')

月来本院体检的健康人

'('

例#其中汉族
3'

例#维吾尔族
3-

例'年龄
)-

%

6-

岁#平均

$

*0+1Q(+-

&岁'排除标准!$

'

&

%̀V

感染患者%$

)

&近期使用

过对免疫系统有影响的药物患者'纳入标准!$

'

&近期无甲型

肝炎病毒(乙型肝炎病毒(丙型肝炎病毒(流感病毒等病毒与细

菌感染%$

)

&无慢性器质性疾病%$

*

&血压正常%$

1

&无免疫性疾

病%$

,

&无血液系统疾病(肝肾疾病及肿瘤史%$

6

&无接触化学毒

物史者%$

0

&无心理疾病'
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试验方法
!

$

'

&标本采集#分别将
*

支试管编号#抗凝全

血
)J#

$乙二胺四乙酸钠抗凝&#第一管立即进行白细胞计数

与分类'第二管
6B

内取血
)-

"

#

加于
*(-

"

#

磷酸盐缓冲液

中#即刻混匀#制成待检测的稀释血#避光保存待用#第三管做

质控'$

)

&标本处理#将孵育盒置于水平工作台#加入常温水至

湿盒底部被完全覆盖#取出芯片#将包被面朝上#做好标记后将

芯片置于湿盒支架上$勿使玻片接触到水&'吸取
,

"

#

稀释

血#滴入芯片方框区域中央'确认没有血样流出#且框内无气

泡#盖紧盒盖#室温$

)-

%

*-Z

&孵育
1-J8:

'之后将芯片浸入

磷酸盐缓冲液中#旋转提拉直至无色透明#洗去多余的血细胞'

洗净后将芯片即刻浸入过氧化酶染色液中#静置
'J8:

'

'J8:

内将
'J#)+,[

%

*+,[

过氧化氢溶液加入预先盛有水的专

用缸中#搅拌均匀后制成新鲜工作溶液'将沥干的芯片转入新

鲜过氧化氢工作溶液中#静置
1J8:

'将芯片转入
0,[

乙醇

$

1--J#

&专用缸中#旋转提拉至干净#提出后振去多余乙醇#

进行干燥'放入复染液中#静置
'J8:

'转入纯水$

,--J#

&专

用缸中#静置
*-9

#其后根据玻片数量不等提拉相应次数#提出

后振去多余水分#干燥'对最终目的细胞进行染色#有利于肉

眼或系统软件进行观察和计数'$

*

&标本检测#将芯片放入自

动计数系统中#完成进样
&

自动识别检测芯片类型
&

对芯片全自
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动聚焦
&

精准分析焦面
&

高速线型扫描
&

细胞图形分析
&

数据分析

等一系列自动识别后#输入最终的图文报告'
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质量控制
!
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&所用仪器均经校准合格'阴性对照!
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抗体阴性(阳性对照%上述抗凝全血标本#平行操

作'同时#随机选取健康人汉族$

'(

例&(维吾尔族$

',

例&共

**

例#与流式细胞法检测结果进行相关性的分析#相关性均在

-+3,

以上#以验证
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型全自动可视化细胞检测仪检测

结果的准确性'$

)

&取样代表性验证)

'

*

'随机选取上述的抗凝

全血标本#将同一抗凝全血标本先后两次测定相关数据'同时

进行配对资料
!

检验#差异无统计学意义$
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&#表示本试

验重复性良好'
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统计学处理
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数据采用
O/OO'3+-

软件进行数据处理及

统计学分析#计量资料以
;Q=

表示#组间比较采用
!

检验#

"

$
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为差异有统计学意义'
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果
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维吾尔族
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淋巴细胞检测结果
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维吾尔族外周血
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淋巴细胞检测结果
!

克拉玛依地区汉族外周血
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维吾尔族与汉族
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淋巴细胞检测结果比较分析
!

Nb(

e

计数平均值(

Nb1

e

"

Nb(

e比值平均值汉族与维吾尔族间比较#

差异无统计学意义$

"

&

-+-,

&%

Nb*

e

(

Nb1

e计数均值维吾尔

族均比汉族高#且差异有统计学意义$

"

$

-+-,

&'两组人群经

方差分析#白细胞计数差异无统计学意义$

"

&
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&'见表
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维吾尔族健康人
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e
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e
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e
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e比值&白细胞&淋巴细胞计数结果

细胞亚群 均数 标准差 中位数 最小值 最大值
3,[

范围

白细胞绝对值$个"微升&
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&
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汉族健康成人
Nb*

e

&

Nb1

e

&

Nb(

e

&

Nb1

e

"

Nb(

e比值结果

细胞亚群 均数 标准差 中位数 最小值 最大值
3,[

范围

白细胞绝对值$个"微升&
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e绝对值$个"微升&
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%
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维吾尔族&汉族各项指标比较$

;Q=

%

民族
.

Nb1

e

$个"微升&

Nb(

e

$个"微升&

Nb*

e

$个"微升&

Nb1

e

"

Nb(

e

维吾尔族
3' 601Q)16 ,*,Q))' ')03Q116 '+*,Q-+16

汉族
3- ,3)Q'3* 1(6Q'3* ''1)Q*(- '+)3Q-+*0

! ] )+,-- '+,(3 )+)'1 '+-*'

" ] -+-'* -+''1 -+-)( -+*-1
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!无数据'
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讨
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论
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美国疾病控制中心规定!成人
Nb1

e计数正常值为$

(11Q

)10

&个"微升'如果
Nb1

e绝对计数小于或等于
,--

个"微升#

可开始进行抗病毒治疗)

)

*

'-中国国家免费艾滋病抗病毒药物

治疗手册$第
*

版&.规定!世界卫生组织任何
%̀V

分期
Nb1

e

;

淋巴细胞计数小于
*,-

个"微升即可进行抗病毒治疗)

*

*

'相

关研究显示#上海健康成人
Nb1

e 计数为$

0)6+33Q),,+)'

&

个"微升%湖北地区成年健康人群
Nb1

e计数平均值为$

6('Q

)'

&个"微升)

1

*

'本研究结果表明#克拉玛依地区成年汉族健康

人群
Nb1

e计数为$

,3)Q'3*

&个"微升'

Nb1

e计数与上海(湖

北等地区健康成人
Nb1

e计数相比约低
'--

个"微升#因此#在

%̀V

抗病毒治疗时参照的
Nb1

e计数值是否也相应下降值得

磋商'

本研究中#克拉玛依地区健康成人汉族
Nb*

e

(

Nb1

e

(

Nb(

e计数及
Nb1

e

"

Nb(

e比值参考范围值#与徐晓琴等)

,

*调

查江苏成人比较#除了
Nb1

e

"

Nb(

e 比值差异无统计学意义

$

"

&

-+-,

&外#

Nb*

e

(

Nb1

e

(

Nb(

e差异均有统计学意义$

"

$

-+-,

&'可能是地域不同的差异'本研究中克拉玛依地区维吾

尔族
Nb*

e

(

Nb1

e

(

Nb(

e计数及
Nb1

e

"

Nb(

e比值参考范围值

与张琰等)

6

*调查的新疆地区维吾尔族参考值范围相比较#

Nb1

e

"

Nb(

e比值差异无统计学意义$

"

&

-+-,

&'

本研究结果显示#维吾尔族
Nb*

e

(

Nb1

e计数平均值均高

于汉族#差异有统计学意义$

"

$

-+-,

&%

Nb(

e 计数均值和

Nb1

e

e

"

Nb(

e差异无统计学意义$

"

&

-+-,

&'与梁君等)

0

*的

调查结果一致'

Nb*

e

(

Nb1

e均具有抵抗病$下转第
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表明
_"/b̀

质粒扩增产物的
;J

值为$

(1+,e-+)

&

Z

#所有

产物溶解曲线均为单一峰型#表明无论哪一种浓度的模板都能

够得到单一的
/Nc

扩增产物#见图
1

'

E

!

讨
!!

论

c;&/Nc

的设想是由
8̀

@

H$B8

等)

(

*于
'33)

年最早提出'

所谓
c;&/Nc

技术#是指在
/Nc

反应体系中加入荧光基团#利

用荧光积累实时监测整个
/Nc

进程#最后通过标准曲线对未

知模板进行定量分析的方法'该技术结合了
c;&/Nc

仪(实

时荧光定量试剂(通用电脑和自动分析软件#构成
/Nc&bU"

"

cU"

实时荧光定量检测系统'

与普通
/Nc

相比#

c;&/Nc

优势在于可以对目的基因表

达水平进行准确的绝对定量或者相对定量分析#因此被广泛用

于病毒学研究中#如病毒的快速诊断(定量检测(毒力鉴别(致

病机理等研究)

3&')

*

'

本研究采用
Of!c_E>>:

+

染料进行检测#不需合成荧光

探针'相比探针法#具有较高的灵敏性和试验稳定性'由于非

特异性扩增和引物二聚体同样会产生荧光信号#因此在
/Nc

结束后立即进行溶解曲线分析#非特异性扩增与特异性扩增产

物吸收峰
;J

值存在差异#可以进行区分'而本研究的溶解曲

线显示每一条扩增曲线均为特异性单峰#无非特异性扩增#

;J

值符合要求'

本研究检测人
_"/b̀

基因的灵敏度从
'-

' 拷贝数量级

延伸到
'-

0 数量级#灵敏度高#范围宽'每个稀释度三个复孔

重复性良好#

/N

值均低于
'[

#且多次试验基本无差别#体现

了良好的稳定性'

本研究成功设计了能特异扩增人
_"/b̀

基因保守区片

断的引物#从来自人体
/!.N

细胞的总
cU"

样品中能扩增到

'-,K

D

大小的特异性片段#并成功构建
D

.b'(&;&_"/b̀

重

组质粒#建立了基于
Of!c_E>>:

染料技术的人
_"/b̀

基因

荧光定量
c;&/Nc

方法'所建立的方法快速#检测线性范围

广#灵敏度高等特点#为
_"/b̀

作为内参基因对人相关基因

JcU"

水平的
c;&/Nc

分析及病原基因表达的定量分析提供

了方法学借鉴'
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毒和调节免疫系统的作用#说明维吾尔族抵抗病毒和调节免疫

系统的能力比汉族强#这可能与维吾尔族长期大量食用羊肉(

洋葱和胡萝卜以及维吾尔族人好动性格有关'

本研究对
'('

例克拉玛依地区健康成人维吾尔族和汉族

人群
Nb*

e

(

Nb1

e

(

Nb(

e计数及
Nb1

e

"

Nb(

e比值正常值参考

范围进行分析#为本地区的实验室提供了参考依据#将有助于

诊疗各类细胞免疫功能紊乱导致的疾病#以及指导
%̀V

的诊

断(治疗及预后'
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