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"摘要#

!

目的
!

评价流式细胞仪检测胞浆内抗原髓过氧化物酶"

V&+

#的方法!探讨实验中各因素对检测结果

的影响$方法
!

以
aS)!#

细胞为模型!多参数流式细胞仪分析!比较
$

种不同破膜剂处理及不同处理时间!标本不

同放置时间!不同荧光染料对实验结果的影响$结果
!

比较
c*WT

&

cELh&<A.

&

cEL>?E;Ch&<A.<>GE,EQ>?E;C$

种破

膜剂!得出
c*WT

破膜剂对细胞的前向散射角(侧向散射角"

cTW

(

TTW

#影响最小!相对荧光强度"

fcZ

#明显高于其

他两者!效果最佳$

$

种破膜剂均在破膜时间
6".EC

时可达到最佳效果$标本放置在室温条件下!

6%@

内应对其

进行处理!至
%5@

细胞已出现部分死亡!将影响实验结果的正确性$

&'

荧光的
V&+

在荧光强度上明显优于
cZ:W

荧光!因此推荐在条件允许的情况下!尽可能地选用
&'

荧光的
V&+

抗体$结论
!

流式细胞仪检测
V&+

的推荐方

法%调整样本细胞数!应用
c*WT

破膜剂
6".EC

!标本必须当天完成检测!尽量采用
&'

标记的
V&+

抗体$

"关键词#
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髓过氧化物酶'
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V&+

%为中性粒细胞

内嗜苯胺蓝颗粒的主要成分*

%#

世纪
(#

年代初#开始出现流

式细胞仪检测
V&+

的临床研究.

6)$

/

*在应用中#大家发现

V&+

的表达在同一白血病细胞多次重复检测时经常出现阳性

表达不稳定.

5)!

/现象*为使检测对象齐同#本实验采用
aS)!#

细胞作为细胞模型#对流式细胞仪检测的各影响因素#如破膜

剂的差异#标本放置时间和不同荧光标记的抗体等进行了系统

的再评估#为更好地规范目前流式细胞仪检测提供实验资料*

$

!

材料与方法

$8$

!

材料
!

$

6

%单克隆抗体
V&+)cZ:W

#

V&+)&'

#

&Z

染料购

于
b*g+

公司#由联科公司代理)破膜剂
c*WT

(

cELh

/

<A.

(

cEL>?E;Ch &<A.<>GE,EQ>?E;C

分别由
Rb

公司(

b*g+

公司和

W*:*S+N

公司提供)缓冲液
&RT

加
#86[

叠氮钠)

aS)!#

细

胞株*$

%

%主要仪器!流式细胞仪#型号
c*WTD>C

#美国
R<D)

?;C)bEDKEC1;C

公司产品*

$8/

!

实验方法

$8/8$

!

基本步骤
!

取
aS)!#

细胞#

&RT

洗涤#离心两遍后#细

胞计数*调整细胞数约为
6#^6#

(

"

S

)取
6##

$

S

细胞置于

c>,D;C

管中#加入破膜剂#振荡混匀#避光反应一定时间)加入

&RT%.S

#离心
".EC

#弃上清液#加入
&RT#8".S

重悬浮#

上机*

$8/8/

!

cWV

检测
!

在流式细胞仪的
cTW

$前向散射%

)TTW

$侧

向散射%点图上框取
aS)!#

细胞群*

V&+)cZ:W

(

V&+)&'

的

检测!分别以空白管$未加抗体%调整电压#阴性对照管$小鼠

Z

H

N

%划定阴性细胞区域#然后检测标本阳性细胞比例(平均荧

光强度算术均值$

VcZ

%和平均荧光强度几何均值$

VcZ

H

<;

%*

$8'

!

统计学方法
!

流式细胞仪参数用
W<,,e0<1?

软件获取*

所有数据分析应用
T&TT6#8#

统计软件包进行#结果以
; J̀

来表示*正态分布数据采用
F

检验(配对
F

检验和方差分析#非

正态分布数据采用非参数检验*

/

!

结
!!

果

/8$

!

不同破膜剂对实验结果的影响
!

本实验采用了临床上常

用的
$

种破膜剂#分别由
Rb

公司(

b*g+

公司和
W*:*S+N

公司提供*经比较#在检测
V&+

中
Rb

公司生产的破膜剂

c*WT

对细胞
TTW

和
cTW

影响最小#荧光强度和阳性百分比

皆比较高#效果比较理想*见表
6

*

/8/

!

不同破膜时间对实验结果的影响
!

表明随着破膜时间的

延长#阳性细胞百分比以及荧光强度都逐渐增强#说明细胞的

+

9"!

+

检验医学与临床
%#66

年
$

月第
U

卷第
!

期
!

S>GV<FW,EC

!

V>AD@%#66

!

X;,8U

!

Y;8!



破膜效果在逐渐增加)破膜时间在
6".EC

以上#其破膜效果已

无明显差异#见图
6

*

表
6

!

不同破膜剂对
cTW

'

TTW

影响

项目
TTW cTW

破膜前
$"#̀ %#

!

!"#̀ $#

!

c*WT $U#̀ %#

"

9%"̀ 5#

"

cEL>CF

/

<A. 5##̀ $#

!

99"̀ "#

!

cEL>?E;C>CF&<A.<>GE,EQ>?E;C 5##̀ $#

!

99"̀ 5#

!

!!

注!分别与
cEL h

/

<A.

(

cEL>?E;Ch&<A.<>GE,EQ>?E;C

比较#

"

K

&

#8#"

*

图
6

!

不同破膜时间对细胞影响

/8'

!

标本不同放置时间对实验的影响
!

结果显示标本放置在

室温下
6%@

内#检测的阳性细胞百分比和相对荧光强度
fcZ

无明显差异#而超过
%5@

后与前有明显差异*而
&Z

染色的阳

性细胞比例在
%5@

后明显增加#表明细胞凋亡的比例明显

增多*

/81

!

不同荧光标记的
V&+

抗体对实验结果的影响
!

结果显

示
&'

荧光染料标记的
V&+

抗体与
cZ:W

标记的
V&+

抗体

比较#在阳性细胞百分比上无明显差异#但在荧光强度上
&'

标记的明显要高于
cZ:W

标记#因此两者在
fcZ

上具有明显差

异*见表
%

*

表
%

!

不同荧光标记的
V&+

抗体对实验结果的影响

项目
V&+)cZ:W V&+)&'

阳性率$

[

%

(U8(9̀ #8%5 (U8$#̀ #86%

VcZ 66#8%#̀ %#8"$ 6""8(5̀ %$86#

"

VcZ

H

<; 9#85"̀ 6$8%! 6#!8$$̀ 6$8$$

"

fcZ 6#(#!8%#̀ 58($ 6"%UU8##̀ %98##

"

fcZ

H

<; !(9%855̀ $86U 6#%!U8##̀ 6!8##

"

!!

注!

&'

与
cZ:W

相比较#

"

K

&

#8#"

*

/82

!

实验的可重复性
!

cWV

法的观察者内偏倚!在相同的实

验条件下#同一份样本由一名操作者重复
%

次#结果各项指标

的变异度$

+M

%均小于
"[

*

cWV

法的观察者间偏倚!在相同

的实验条件下#同一份样本由两名操作者分别进行#结果无明

显差异*

'

!

讨
!!

论

流式细胞仪检测胞浆内抗原
V&+

#虽然已开展多年#但其

检测结果在各大实验室差异较大#波动幅度大#究其原因除了

临床资料本身复杂性外#可能主要是与破膜剂的选择或标本保

存时间及不同荧光标记的抗体有关*本实验利用髓系细胞株

aS)!#

来研究不同破膜剂对检测胞质内抗原
V&+

的影响#由

于检测对象比较一致可以比较客观地反映各种破膜剂存在的

差异*好的破膜剂要保持细胞完整和颗粒不变的同时#使细胞

膜通透#使抗体进入胞浆与胞浆抗原充分结合.

9)U

/

*流式细胞

仪检测参数#

cTW

反映的是细胞的大小#

TTW

反映的是细胞颗

粒的多少*

c*WT

破膜剂#较其余两种破膜剂对
cTW

(

TTW

影

响最小#即在保持细胞完整和颗粒不变方面最好)阳性细胞百

分比和荧光强度明显高于其他两家公司产品#其破膜效果亦最

佳#且
c*WT

破膜剂破膜过程较为简单#一步完成)另两家产品

均需先进行
*

液固定#固定完全后
R

液进行细胞的破膜#耗

时(费力*近来国内文献报道亦支持在检测
V&+

过程中#

c*WT

破膜剂为最好选择.

(

/

*虽然在检测
V&+

时
c*WT

破膜

剂明显占优势#但在检测其他胞质内抗原指标如胞质
Wb$

(胞

质免疫球蛋白时#国外文献报道
BEL>CF

/

<A.

破膜剂为最佳选

择#国内尚未见相应报道.

6#)66

/

*是否因为国外的检测对象疾

病基础不同所致#和不同抗原需要不同的破膜剂#尚需进一步

选择多种细胞株#以评价在不同破膜剂条件下多种胞浆内抗原

的测定效果*本实验测定了
$

种破膜剂在不同时间下的破膜

效果#当破膜过程在
6".EC

左右时#破膜效果已达到
("[

以

上#而破膜时间再长至
%".EC

#在统计学上已无明显差异*

$

种破膜剂在破膜时间方面均在
6".EC

左右达到临床检测要

求)小于
6".EC

#其破膜效果都有明显的不足#对检测结果的影

响相当明显*故检测胞浆内抗原必须破膜充分#要有充分的破

膜时间#且时间一般需在
6".EC

以上#但如果破膜时间过长#

可引起细胞过分通透#从而导致细胞肿胀#细胞死亡*在流式

细胞仪点图中死亡细胞堆积于点图下方#影响细胞内真实的抗

原表达*本研究的统计结果显示#在破膜时间
6".EC

已可达

到最佳效果#这样可尽量缩短整个实验流程的时间*

同时#本实验还就标本在体外放置的时间对实验结果的影

响作了比较*结果发现室温下标本放置
6%@

内#结果无明显

差异)随着标本放置时间超过
6%@

#标本检测的荧光强度逐渐

减少#且随着放置时间的延长#阳性细胞百分比和荧光强度逐

渐减弱*随着放置时间的延长#

aS)!#

细胞可能逐渐死亡*

&Z

测定证实在流式细胞仪上逐渐分成两群#有一群细胞高表达#

证实部分细胞已经死亡*随着放置时间的延长#

&Z

标记的细

胞百分比逐渐增多*因此本研究的结果提示#样本放置在室温

下时#至多
6%@

内应对其进行处理#至
%5@

以后白血病细胞已

出现相对部分死亡#势必将影响实验结果的正确性*本实验还

评价了
cZ:W

和
&'

荧光标记的
V&+

抗体在实验结果的影

响*发现
&'

荧光的
V&+

在荧光强度上明显优于
cZ:W

荧

光#可能是由于激发光的频率不同#不容易受到
aS)!#

细胞的

自发荧光或一些非特异性荧光的干扰#因此在检测中效果明显

好于
cZ:W

荧光标记的
V&+

检测结果*因此推荐在条件允许

的情况下#尽可能地选用
&'

荧光的
V&+

抗体*

从本实验的结果中#得出了流式细胞仪检测
V&+

的推荐

方法*$

6

%调整标本细胞数为
6# 6̂#

(

"

S

)取
6##

$

S

置于
c>,)

D;C

管中#加入
c*WT

破膜剂
6^"##

$

S

#振荡混匀#避光反应

6".EC

)加入
&RT%.S

#

(U#A

"

.EC

离心
".EC

#弃上清液)加入

V&+%#

$

S

#振荡#混匀后避光反应
$#.EC

左右)加入
&RT%

.S

#

(U#A

"

.EC

离心
".EC

#弃上清液)加入
&RT% .S

#

U##

A

"

.EC

离心
".EC

#弃上清液)加入
&RT#8".S

重悬浮#准备上

机*$

%

%标本必须当天完成检测*$

$

%可能的情况下尽量采用

&'

标记的
V&+

抗体*
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平均值%"

"

平均值
^6##[

/#显示两种方法对同一份血清
WA

的测定均值差值较小#分布较合理#图
5

是
%

单个值与
"

平均

值相对偏差的偏置曲线图.相对偏差
7

$

%

单个观测值
\"

平

均值%"

"

平均值
6̂##[

/#显示
%

方法测定单个值与
"

均值

相比偏差较小#分布较合理*

/8/8)

!

系统误差的估计值及其置信区间计算
!

两检测法之间

的系统误差的估计值$

)

*

+

%和置信区间$

%

)

*

+,-.

#

)

*

+/$

0

/

%

%计算得

到!

2D6

(

2D%

水平下的系统误差的
("[

的可信区间
%

)

*

+,-.

#

)

*

+/$

0

/

%

67

.

#8$(

#

98$%

/(

%

)

*

+,-.

#

)

*

+/$

0

/

%

%7

.

#85!

#

98%"

/*根据

允许误差
7`RZ*T[^2D

#两个
2D

下的允许误差分别为!允

许误差
67

$

\%!8"%

#

%!8"%

%(允许误差
%7

$

\$(89U

#

$(89U

%*

可见
%

)

*

+,-.

#

)

*

+/$

0

/

%&

允许误差#因此系统误差符合临床要求*

'

!

讨
!!

论

WA

是肌酸代谢的最终产物#它是由磷酸肌酸通过脱磷酸

基并闭合成环而形成的内脱水物*

WA

是肌肉组织代谢产物的

废物#它仅仅由肾小球排泄#不被肾小管重吸收*血清
WA

浓度

和尿中
WA

排泄量#正常时主要与体内肌肉总量关系密切.

!

/

*

测定血清
WA

浓度及根据血清
WA

与
WA

浓度计算所得的
WA

清

除率#可作为肾小球滤过率受损的指标.

9

/

#深受临床重视*因

此#血
WA

测定是肾功能检测的重要常规生化指标.

U

/

*

'&()*

文件是美国临床实验室标准化委员会在
6(("

年出

台的标准化系列文件之一#用患者血清标本#按
'&()*

特定的

测试顺序#不同浓度间相互交错#浓度选择覆盖检测线性范围#

更接近临床标本的真实情况#适用同一标本于不同仪器(方法(

试剂的检测结果对比分析和偏差评估#评价结果真实可靠*本

研究根据
'&()*

文件#结合临床工作实际情况选择不同
WA

浓

度的患者新鲜血清标本
6##

例#将自主研发生化诊断试剂与进

口生化诊断试剂进行比对#在
+,

-

.

/

01*4"5%6B

生化分析仪

上#以方法学比对评估的系统误差小于
6

"

%WSZ*]UU

的允许误

差范围属临床可接受水平#评价了国产与进口生化诊断试剂临

床测定值的相符性#验证了自主研发
WA

生化诊断试剂的产品

质量和综合性能#安全性和有效性均符合临床应用要求#说明

自主研发生化诊断试剂可取代进口生化诊断试剂应用于临床*

在实际的临床应用中#由于目标人群和地域的不同#将可

能影响到检测试剂的有效性#如国内人群血脂正常参考值低于

欧洲人群#所以进口产品中的参考范围可能不适用于临床的实

际应用#而国内自主研发的生化诊断试剂#将能为国内的临床

使用提供更科学(客观和实际的检验诊断*
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