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要"目的
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建立流式细胞仪性能评价方法&方法
!

基于)
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流式细胞仪*行业标准!利用
\A6*

I

<;)$

流式

细胞仪!建立适用于流式细胞仪性能评价的测试方案!包括荧光灵敏度(荧光线性(前向角散射光检测灵敏度(仪器分辨率(前向角

散射光和侧向角散射光分辨率(倍体分析线性(携带污染率(表面标志物检测准确性(表面标志物检测重复性(仪器稳定性等&结

果
!

该流式细胞仪各项性能指标均满足行业标准规定的技术要求&结论
!

上述性能指标测试方法可靠!能够对流式细胞仪性能

进行全面评价&该方法对于流式细胞仪性能验证有一定的指导意义&

关键词"流式细胞仪$
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流式细胞仪主要用于细胞生物学,免疫学等科学研究领

域#以及临床医学领域#特别是在获得性免疫缺陷综合征

$

.OR(

&和肿瘤患者淋巴细胞免疫功能评价,白血病免疫分型

及微量残留病诊断方面#具有不可替代的作用'
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)本研究以

*
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流式细胞仪+为依据#建立了流式细胞仪性

能评价方案#旨在为流式细胞仪整体性能评价提供详细,完整

的测试方案)
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材料与方法
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仪器与试剂
!

迈瑞公司
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流式细胞仪及配套
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*R,-X)
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*R/-.X*

四色试剂和溶血
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S*X-%&-3.

&标准微

球%

\R

公司
R'. b*X=A<6C?;7

标准微球%

SpR

公司
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,

Z?:J*
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质控品)

B#C

!

方法

B#C#B

!

荧光灵敏度
!

取适量
S*X-%&-3.

标准微球#用
!2+

鞘液稀释混匀后上机检测#获取各个峰的平均荧光强度)根据

标准微球说明书提供的各个峰的等量可溶性荧光分子数

$

M)(Z

&#按照随试剂附带的标准软件进行统计计算)技术要

求!

ZO9*

不大于
"&&M)(Z

#

X)

不大于
!&&M)(Z

)

B#C#C

!

荧光线性
!

取适量
S*X-%&-3.

标准微球#用
!2+

鞘

液稀释混匀后上机检测#得到各个峰的平均荧光强度)根据标

准微球说明书提供的各个峰的
M)(Z

#以
M)(Z

$

%

&和平均荧

光强度$

0

&的线性回归方程#计算线性相关系数$

5

&)技术要

求!

5

(

&#4,

)

B#C#D

!

前向角散射光$

Z(*

&检测灵敏度
!

取
!

"

2%c!&&&

标

准微球#加入装有
!2+

鞘液的试管中#充分混匀后上机检测#

检查直方图上显示的峰值信号及显示峰值信号的标准微球直

径)技术要求!

Z(*

检测灵敏度应不大于
!

"

2

)

B#C#E

!

仪器分辨率
!

将
S*X-%&-"

标准微球稀释于
!2+

磷

酸盐缓冲液$

X\(

&中#混匀后上机测试#获取
Z(*

和
Z+!

!

$

各荧光通道的变异系数$

"V

&)技术要求!

Z(*

通道
"V

)

"#&Q

%

ZO9*

,

X)

通道
"V

)

"#&Q

%

X;A*X

,

X)-*

I
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,

.X*

,

.X*-

*

I
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通道
"V

)

/#&Q

)

B#C#F

!

Z(*

和侧向角散射光$

((*

&分辨率
!

$

!

&取
3

"

+

枸橼

酸钠抗凝外周血#加入装有
!2+

鞘液的试管中#混匀后上机

检测)技术要求!

Z(*

"

((*

图应能将外周血中的血小板和红

细胞分开)$

"

&取
!&&

"

+

乙二胺四乙酸抗凝外周血#溶血处理

后上机检测)技术要求!

Z(*

"

((*

图应能将外周血的白细胞

三群$淋巴细胞,单核细胞,粒细胞&分开)

B#C#G

!

倍体分析线性
!

R'.b*X=A<6C?;7

中的小鸡红细胞核

$

*)'

&或小牛胸腺细胞核$

*9'

&经过碘化丙啶$

XO

&染色后上

机检测#获取
]

"

"

M

期$四倍体细胞峰&与
]

&

"

]

!

期$二倍体细

胞峰&平均荧光强度#计算二者比值)技术要求!比值范围

!#43

!

"#&3

)

B#C#R

!

携带污染率
!

取适量
/c-&%

标准微球#用
!2+

鞘液

稀释混匀后连续上机测试
%

次#计算标定区域的颗粒数#分别

记为
V

!

!

!

,

V

!

!

"

,

V

!

!

%

)进行一次标本管返冲循环后#再进行

空白数量测试#连续测试
%

次#计算标定区域的颗粒数#分别为

-

$$%!
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)按照此程序循环
%

次#再计算携带污染率值

$
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&#取最大值)

"
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n

$
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!

!
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!
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!
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式中!

"

)

为第
6

次循环的携带污染率#

)n!

!

%

)技术要

求!携带污染率不大于
!Q

)

B#C#S

!

表面标志物检测的准确性
!

使用
*R%-ZO9*

"

*R,-X)

"

*R/3-X;A*X

"

*R/-.X*

四色试剂对
(<=<E7Z?:J

,

Z?:J*

I
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I
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质控品进行
*R%

,

*R/

,

*R,

标记#重复
3

次#测定

*R%

,

*R/

,

*R,

阳性百分比#分别计算平均值)技术要求!结

果应在质控品说明书给定的参考范围内)

B#C#Z

!

表面标志物检测的重复性
!

使用
*R%-ZO9*

"

*R,-X)

"

*R/3-X;A*X

"

*R/-.X*

四色试剂对
(<=<E7Z?:J

,
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I
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I

*:0<A:?

质控品进行
*R%

,

*R/

,

*R,

标记#重复测定
"&

次#分别计算
*R%

,

*R/

和
*R,

阳性百分比结果的
"V

)技术

要求!

"V

)

!&Q

)

B#C#B[

!

仪器稳定性
!

环境温度变化不超过设定温度的
3Q

时#取适量
S*X-%&-"

加入装有
!2+X\(

的试管中#充分混匀

后上机检测#得到标准微球平均荧光强度$

Z+

!

&)连续开机
,

@

后#在流式细胞仪的相同设置条件下重复前述步骤#得到标

准微球的平均荧光强度$

Z+

"

&)按公式计算
Z+

!

,

Z+

"

偏差

值$

\

&)

\n

$

Z+

!

KZ+

"

&

Z+

"

d!&&Q

!!

技术要求!在
,@

内检测
Z(*

及所有荧光通道峰值平均荧

光强度偏差值不超过
a!&Q

)

C

!

结
!!

果

C#B

!

荧光灵敏度和荧光线性
!

ZO9*

通道荧光灵敏度为
/,

M)(Z

#

X)

通道荧光灵敏度为
3& M)(Z

#二者的
5

分别为

&#448,

,

&#448"

#满足规定的技术要求)

C#C

!

Z(*

检测灵敏度
!

Z(*

检测灵敏度检测结果见图
!

#直

方图上显示直径为
!

"

2

微球的信号峰#满足规定的技术

要求)

图
!

!!

Z(*

检测
!

"

2

标准微球结果

C#D

!

分辨率
!

Z(*

及各荧光通道$

Z+

!

!

$

&的
"V

分别为

!#"Q

,

!#&Q

,

!#3Q

,

"#&Q

,

"#$Q

,

%#"Q

,

"#/Q

#均满足规定

的技术要求)

C#E

!

Z(*

和
((*

分辨率
!

Z(*

和
((*

散点图可将淋巴细胞,

单核细胞,粒细胞分开#也能将血小板和红细胞分开#满足规定

的技术要求#见图
"

)

C#F

!

倍体分析线性
!

]

"

"

M

期和
]

&

"

]

!

期平均荧光强度分别

为
3"8%,%#!

,

"$$"/$#8

#比值为
!#4,

#满足规定的技术要求)

C#G

!

携带污染率
!

%

次检测的携带污染率分别为
&#&"Q

,

&#&/Q

,

&#&%Q

#满足规定的技术要求)

C#R

!

表面标志物检测准确性
!

质控品
*R%

,

*R/

,

*R,

阳性百

分比的平均值均在说明书给定的参考范围内#满足规定的技术

要求#见表
!

)

!!

';E

,

M:0:

,

+

I

2

F

@

,

S\*

,

X+9

分别表示中性粒细胞,单核细胞,

淋巴细胞,红细胞,血小板)

图
"

!!

Z(*

和
((*

分辨率检测结果

表
!

!!

表面标志物
*R%

#

*R/

#

*R,

阳性百分比

!!!

及参考范围$

Q

%

表面标志物 平均值 参考范围

*R% 8%#&! $/#%

!

,/#%

*R/ /8#83 /"#/

!

33#/

*R, ""#"$ !8#!

!

%!#!

C#S

!

表面标志物检测的重复性
!

质控品
*R%

,

*R/

,

*R,

阳性

百分比结果的
"V

分别为
&#,%Q

,

!#%!Q

,

"#/&Q

#满足规定的

技术要求)

C#Z

!

仪器稳定性
!

&@

和
,@

检测了
Z(*

及
Z+!

!

$

荧光通

道平均荧光强度#偏差值均满足规定的技术要求#见表
"

)

表
"

!!

Z(*

和各荧光通道
&

#

,@

荧光峰值及偏差值

通道
Z+

!

Z+

"

\

$

Q

&

Z(* /433"/#3 /4"8&&#, K&#38

Z+

!

3&!/%&#3 /4$4//#" K&#,4

Z+

"

/44$8,#8 /,$%8$#4 K"#$$

Z+

%

3&&/3"#, /8%833#/ K3#%%

Z+

/

3&$,3/#8 /,$88%#4 K%#4$

Z+

3

/,!&34#& /$,&$!#% K"#8&

Z+

$

/4$%3%#8 /,8/&,#/ K!#,&

D
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讨
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论
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关于流式细胞仪性能的评价#国际上还没有公认的方法和

要求)对于科研领域而言#一般通过考察重复性和荧光灵敏度

等指标#即可对仪器性能做出初步评价'

!

#

%-3

(

#但对于医学领域

来说#仅仅考察重复性和荧光灵敏度是不够的)流式细胞仪输

出的检测结果会被用于疾病诊治,预后判断等)因此#除了重

复性和荧光灵敏度外#更关注于可能影响检测结果准确性的性

能指标)为此#国家食品药品监督管理局在
"&&3

年发布了医

药行业标准*

`̀

"

9&3,,-"&&3

流式细胞仪+#对流式细胞仪的

评价项目不仅涵盖了重复性,荧光灵敏度等基本性能#而且增

加了表面标志物准确性,表面标志物重复性,携带污染率等临

床医生更为关注的性能指标#并对各项性能指标的技术要求等

做了明确的定义'

%

(

)

尽管*

`̀

"

9&3,,-"&&3

流式细胞仪+已经发布多年#但该

标准对于仪器分辨率的具体计算方法,对各$下转第
!%$4
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表
!

!!

患者
)X(

中白细胞与精液主要参数的关系$

Fa<

%

组别
&

密度$

d!&

$

"

2+

& 活率$

Q

& $

=o>

&级活力$

Q

& 液化时间$

260

&

F

V

值

.

组
!,4 %,#4a4#8 %4#"a!4#! %4#"a!4#! /,#%a!&#4 $#3a&#8

\

组
4/ 3/#3a!%#! 3"#!a"/#$ /!#3a!%#3 "4#,a8#, 8#&a&#3

! K

%

&#&3

%

&#&!

%

&#&3

%

&#&3

#

&#&3

!!

K

!无数据)

D

!

讨
!!

论
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)X(

是前列腺分泌的一种乳白色液体#含有多种蛋白和非

蛋白成分#蛋白成分主要包括前列腺特异度抗原,前列腺酸性

磷酸酶,乳酸脱氢酶#蛋白水解酶和纤维蛋白酶等#其中蛋白水

解酶和纤维蛋白酶作为液化因子有促进精液液化的作用)非

蛋白成分主要包括锌,柠檬酸和脂类#而脂类中大部分为卵磷

脂)临床上与
)X(

检查密切相关的成分是卵磷脂小体和白细

胞'

%

(

)正常的
)X(

涂片镜检可见大量的黄白色折光的卵磷脂

小体均匀布满视野#而白细胞很少#一般都低于每高倍视野下

!&

个#且呈散在分布)当前列腺受到病原体感染或一些非感

染性因素刺激时#可以引起血液中的大量白细胞渗出并在前列

腺内堆积#从而造成
)X(

检查的异常#临床以慢性前列腺炎较

为多见'

/

(

)

研究表明慢性前列腺炎与男性不育呈密切相关#能够导致

不育#但具体机制还不完全明确'

!

#

3

(

)随着临床及实验技术的

不断结合#慢性前列腺炎与精子质量之间的关系也将逐步得到

阐述'

$

(

)由于生殖道其附属性腺出现感染#特别是精囊炎及前

列腺炎等#系精液中白细胞最重要的来源#而大量的白细胞于

附睾及前列腺的上皮浸润#从而导致附属性腺的功能障碍#使

患者精液中
)X(

活化酶活性下降#与精囊分泌液体中一种叫

做凝固因子的物质失衡#导致液化时间延迟)精液液化异常又

会影响精液的黏度#精液黏度一旦增高#会直接影响精子活

力'

%

(

)

)X(

作为精液的重要组成部分#占精浆的
"&Q

!

%&Q

#

其作用主要是供给精子营养成分)一旦发生炎症#

)X(

中就会

出现大量细菌#可消耗精浆中的营养成分并产生细菌毒素#从

而影响精子的存活率)

本研究结果显示#白细胞数量与卵磷脂小体数量及红细胞

数量均无相关性#而陈国宏等'

8

(的研究结果表明#白细胞数量

与卵磷脂小体数量呈负相关#与本研究结果之所以不一致#主

要原因可能是样本选取具有一定的差异性#有待进一步验证)

更具重要意义的是#

.

组
)X(

中白细胞数量高于
!&

个"
VX

#

\

组白细胞数量低于
!&

个"
VX

#两组相比#

.

组患者精液中精子

密度,活动率与$

=o>

&级活力均明显低于
\

组$

!

%

&#&3

或

!

%

&#&!

&#提示
)X(

中白细胞数量越高#精液主要参数越低#

此结果与贾胜荣'

,

(的报道一致)另外#本研究还对两组患者的

抗精子抗体,白细胞酯酶等其他检测指标也进行了分析#结果

更加明确了白细胞数量与精液质量的负相关性)

综上所述#不育患者
)X(

显微镜检查项目中的白细胞数

量能够明显影响精液的质量#同时慢性前列腺炎也可能引发男

性不育)临床检查发现
)X(

中白细胞数量增多#以及明确出

现生殖道感染时#须给予患者积极的抗感染治疗#以提高其精

液质量)
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荧光通道分辨率的技术要求#以及各项评价指标的具体操作步

骤描述得不够详尽#使得该标准在医学领域中未能得到广泛应

用)为此#本次评价对分辨率的具体计算方法和对各通道分辨

率的技术要求做了细化#对评价的具体操作过程也做了说明#

为医学实验室评价流式细胞仪的性能提供了一套详尽的参考

方法)
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