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中性粒细胞吞噬功能试验预染色法的探讨

王地英，刘玲霞（苏州大学附属常州肿瘤医院检验科，江苏常州　２１３００１）

　　【摘要】　目的　建立预染色法中性粒细胞吞噬功能试验，探讨血细胞计数仪进行测定的可行性。方法　通过

对吞噬前细菌进行预染色，使细菌容易辨认而提高试验准确性。观察不同时间中性粒细胞吞噬试验的形态学变化、

细胞数量变化及不同的时间血细胞计数仪测定中性粒细胞的结果，并进行比较分析，确定测定时间。结果　不同孵

育时间中性粒细胞吞噬细菌的形态不同，细菌清晰、易认；１ｈ后显微镜法的中性粒细胞吞噬率健康对照组（５８．４±

２０．５）％，２型糖尿病组（４８．５±１９．８）％，肿瘤组（５１．１±２１．４）％；仪器法的中性粒细胞吞噬率，健康对照组（５５．６±

１７．０）％，２型糖尿病组（４６．４±１５．６）％，肿瘤组（４７．５±１６．１）％。结论　显微镜计数法和血细胞分析仪法的结果

密切相关，可以为临床应用。
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　　中性粒细胞吞噬功能是机体免疫功能的重要组成部分，在

多种疾病的发生、发展中起着重要的作用［１］。中性粒细胞吞噬

功能试验是一经典的免疫学功能试验，除用于常规免疫功能检

测外，还用于２型糖尿病（Ｔ２ＤＭ）、肿瘤、肾脏、感染等疾病的

研究［２３］。中性粒细胞吞噬功能试验方法以显微镜计数法最为

经典，但因细胞内吞噬的细菌难以辨认造成工作效率低下、结

果准确性差。四氮唑兰法的影响因素也较多，不利于建立规范

化操作规程。后续的改良方法有氧消耗法、流式细胞仪计数

法、化学发光法、１４Ｃ葡萄糖标记法等，但因细胞分离复杂、测

定时间长、仪器要求高而不易推广应用［４５］。作者在工作中建

立了中性粒细胞吞噬试验预染色法，方便、简单、准确。既可以

进行传统显微镜计数，也可以进行仪器测量，有利于规范化

操作。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选择本院２０１１年７月份２０名健康体检者为

对照组，男１２名，女８名。选择本院同期糖尿病患者（符合

Ｔ２ＤＭ 防治指南诊断标准）２０例为 Ｔ２ＤＭ 组，男１３例，女７

例。选择本院２０１１年７～９月住院肿瘤患者２０例为肿瘤组，

其中胃癌１４例，直肠癌３例，肝癌２例，白血病１例。

１．２　材料　（１）染色金黄色葡萄球菌。普通肉汤培养金黄色

葡萄球菌２４ｈ，取对数生长期菌液１００ｍＬ，高压灭菌。细纱布

滤除大菌块，滤液离心沉淀，沉淀物用与适量的结晶紫（革兰染

色用）预染５ｍｉｎ。染色的沉淀物加生理盐水稀释，再离心沉

淀，重复３次。取最终的沉淀物用生理盐水配制成合适浓度菌

液（显微镜下，细菌密集均匀分布即可），用肝素抗凝管分装，每

管５０μＬ，冷藏备用。（２）Ｏｌｙｍｐｕｓｃｘ３１显微镜。（３）ＤＩＡＮＡ５

血细胞分析仪。（４）瑞氏染液。

１．３　原理　参照《全国临床检验操作规程》
［６］，但对吞噬前的

金黄色葡萄球菌，用结晶紫进行预染色，使中性粒细胞内吞噬

该细菌易于观察，用显微镜准确计数１００个中性粒细胞，记录

吞噬细菌的细胞数和吞噬的细菌数。吞噬率＝１００个中性粒

细胞中吞噬有细菌的细胞数，吞噬指数＝每个中性粒细胞所吞

噬细菌的平均数。同时中性粒细胞吞噬细菌后，细胞溶酶体释

放溶菌酶，杀灭细菌的同时也造成细胞自溶，其数量下降，以中

性粒细胞自溶比例代表中性粒细胞的吞噬功能。用血细胞计

数仪准确计数吞噬前后中性粒细胞数，计算出中性粒细胞的吞

噬率。

１．４　显微镜计数法　取含菌小试管放３７℃ 温浴１０ｍｉｎ。每

管加新鲜血液２００μＬ，混匀，３７℃ 温浴。５ｍｉｎ后制片，瑞氏

染色。随机计数１００个中性粒细胞，记录吞噬细菌的细胞数和
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吞噬的细菌数。

１．５　血细胞仪计数法　采用ＤＩＡＮＡ５血细胞分析仪。取含

菌小试管放３７℃ 温浴１０ｍｉｎ。每管加新鲜血液２００μＬ，混

匀，细胞计数仪计数中性粒细胞数。３７℃，１ｈ后重复计数。

中性粒细胞吞噬率＝［１－（１ｈ后中性粒细胞数／吞噬前中性

粒细胞数）］×１００％。

１．６　吞噬细胞形态观察和细胞计数　血液和细菌混合样本，

３７℃ 孵浴。每隔５ｍｉｎ制片观察中性粒细胞的吞噬效果及其

形态变化。对血液和细菌混合样本，３７℃ 温浴。在不同时间

进行细胞计数，观察中性粒细胞的变化规律。

１．７　统计学处理　全部数据均采用狓±狊表示，采用狋检验进

行对比分析，犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　中性粒细胞吞噬细菌形态学观察　不同时间中性粒细胞

吞噬细菌的形态不同。５ｍｉｎ，中性粒细胞吞噬细菌紫红色菌

体明显易认，细胞核肿胀，细胞内细菌多少不一，中性粒细胞形

态基本正常。１０ｍｉｎ，中性粒细胞吞噬大量细菌，核形态模糊，

胞浆渗出，部分中性粒细胞破裂，形态改变并肿胀。１５ｍｉｎ，细

胞核模糊，细胞内充满细菌，细胞出现破裂。２０ｍｉｎ，细胞明显

破碎。３０ｍｉｎ，细胞明显减少，中性粒细胞完全破碎，已无典型

形态。

２．２　中性粒细胞吞噬试验过程中白细胞计数观察　血液和预

染色细菌混匀后，３７℃ 孵浴，在不同时间进行血细胞计数，结

果显示中性粒细胞数和白细胞总数随时间延长而不断下降。

２．３　不同病例组中性粒细胞吞噬功能　Ｔ２ＤＭ 组、肿瘤组的

中性粒细胞吞噬功能显著低于健康对照组，差异有统计学意义

（犘＜０．０５），显微镜计数法和血细胞仪法密切相关（狉＝

０．９８９）。见表１。

表１　各组不同方法中性粒细胞吞噬试验结果（狓±狊）

组别 狀 年龄（岁） 显微镜法吞噬率（％） 吞噬指数 仪器法吞噬率（％）

健康对照组 ２０ ５０．２±６．９ ５８．４±２０．５ ２３．２±２２．６ ５５．６±１７．０

Ｔ２ＤＭ组 ２０ ５７．０±１２．０ ４８．５±１９．８ １７．５±１６．４ ４６．４±１５．６

肿瘤组 ２０ ６３．９±１０．５ ５１．１±２１．４ １８．２±１４．４ ４７．５±１６．１

３　讨　　论

Ｒｉｇｂｙ和Ｄｅｌｅｏ
［７］研究表明，金黄色葡萄球菌对中性粒细

胞具有特殊的诱导能力，金黄色葡萄球菌是中性粒细胞吞噬功

能试验的合适菌种。金黄色葡萄球菌经１００℃ 加热３０ｍｉｎ

灭活并进行预染色，细菌着色明显，能较好地激发中性粒细胞

的吞噬功能，菌体大而明显，容易辨认，提高了显微镜法的准确

性。细菌经高压灭菌预染色后分装，不仅具有生物安全作用还

可以明显提高结果重复性。

通过不同时间段的细胞吞噬效果和形态观察，发现随时间

的变化，中性粒细胞形态也发生变化并造成自溶，吞噬细菌数

变化明显。选择３７℃ 孵浴５ｍｉｎ，能较好控制中性粒细胞形

态和吞噬细菌的数量，结果重复性好。通过形态学的动态观

察，发现吞噬细菌后３０ｍｉｎ，中性粒细胞开始出现自溶、破坏

等。仪器动态计数发现，中性粒细胞吞噬细菌后发生自溶，随

时间而增加白细胞数与中性粒细胞数计数不断下降。经过１ｈ

孵浴后，中性粒细胞数下降不再明显，比较孵浴前后血细胞仪

的中性粒计数结果，以中性粒细胞的下降数表示中性粒细胞因

吞噬细菌被破坏的数量，并计算吞噬率。显微镜计数法和血细

胞分析仪法的结果密切相关（狉＝０．９８９），可以为临床应用。

中性粒细胞吞噬率健康对照组大于 Ｔ２ＤＭ 组及肿瘤组。

Ｓｈｕｒｔｚｗｉｒｓｋｉ等
［１］的研究表明，Ｔ２ＤＭ患者中性粒细胞吞噬功

能下降，但体外实验时经乙酸肉豆蔻佛波醇（ＰＭＡ）刺激后，释

放 Ｈ２Ｏ２ 快速、明显，当中性粒细胞和自身血浆孵浴后，Ｔ２ＤＭ

组的成活率低于健康对照组。葛才保等［８］通过对细胞外三磷

酸腺苷（ｅＡＴＰ）研究发现，Ｔ２ＤＭ 因ｅＡＴＰ不足导致细胞膜转

运障碍，进而导致中性粒细胞等多细胞功能障碍。肿瘤患者中

性粒细胞吞噬功能下降，可能与机体逆境生理相关，缺氧逆境

可以明显抑制中性粒细胞的吞噬功能［９］。最新研究揭示地塞

米松类糖皮质激素也可以导致中性粒细胞吞噬功能下降，老年

自身免疫性疾病患者也会造成中性粒细胞吞噬功能的下

降［１０１１］。中性粒细胞吞噬功能试验为一经典免疫学试验，在

多种疾病的研究中具有重要的作用，建立预染色中性粒细胞吞

噬功能试验，吞噬用金黄色葡萄球菌经高压灭菌、结晶紫预染

色、多次洗涤，基本消除了细菌中含有的ｅＡＴＰ影响，为上述

ｅＡＴＰ不足理论建立了ｅＡＴＰ纠正试验的方法学。
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续表２　不同血清标记物模式的 ＨＢＶＤＮＡ含量测定结果［狀（％）］

组别 狀
ＨＢＶＤＮＡ（ｃｏｐｙ／ｍＬ）

＜５×１０２ ５×（１０２～１０３） ＞５×（１０３～１０４）＞５×（１０４～１０５）＞５×（１０５～１０６）＞５×（１０６～１０７） ＞５×（１０７）
阳性

Ｂ组 ９１ １０（１１．０） ８（８．８） ２１（２３．１） １１（１２．１） ２（２．１） ３８（４１．８） １（１．１） ７３（８０．２）

Ｃ组 １３ － － － － － １３（１００．０） － １３（１００．０）

Ｄ组１６７ ７０（４２．０） ４２（２５．１） １６（９．５） ２９（１７．３） ７（４．２） ３（１．８） － ５５（３２．９）

　　注：－表示无数据。

３　讨　　论

ＨＢＶ是目前我国病毒性肝炎的主要病原。一般认为，在

ＨＢＶ感染过程中，宿主的免疫应答决定其病程的进展及转归。

当机体免疫功能低下时病毒持续复制并分泌 ＨＢｅＡｇ，而随病

情的好转病毒复制停止，出现 ＨＢｅＡｇ阳性、抗ＨＢｅ阳性
［２］。

多年来，临床对乙肝的诊断多依靠 ＨＢＶＭ 的检测结果，将

ＨＢｅＡｇ阳性向抗ＨＢｅ阴性转变视为病情好转的标准。近年

来，随着ＰＣＲ技术的发展，运用ＦＱＰＣＲ直接检测乙肝患者血

清的 ＨＢＶＤＮＡ载体量，是反映 ＨＢＶ感染、复制最直接可靠

的依据。

本研究显示，在 ＨＢＶＭ 几种常见模式中，大三阳和 ＨＢ

ｓＡｇ（＋）、ＨＢｅＡｇ（＋）组 ＨＢＶＤＮＡ检测阳性率最高，分别为

９０．７％、１００．０％，且 含 量 较 高 ＨＢＶＤＮＡ 大 于 ５×１０６

ｃｏｐｙ／ｍＬ为５１．８％、１００．０％，明显高于其他模式组，说明

ＨＢｅＡｇ与 ＨＢＶＤＮＡ定量确实具有良好的一致性，这从基因

水平上证实了 ＨＢｅＡｇ确实是反映 ＨＢＶ复制活跃及具有强传

染性的可靠指标。但这并不意味 ＨＢｅＡｇ转阴病毒复制就停

止［３４］。本实验显示，小三阳 ＨＢＶＤＮＡ定量仍有８０．２％阳性

率，ＨＢＶＤＮＡ大于５×１０６ｃｏｐｙ／ｍＬ为４２．９％。１９８９年Ｃａｒ

ｍａｎ发现 ＨＢＶ前Ｃ区变异株，从而开始了人类对 ＨＢＶ变异

株的探讨［５］。造成 ＨＢｅＡｇ（＋）的原因，一般认为 ＨＢＶ从前Ｃ

区起始密码开始编码合成 ＨＢｅＡｇ，变异后导致前Ｃ区基因翻

译中断，前Ｃ区基因和Ｃ区基因则不能编码 ＨＢｅＡｇ
［３７］，故血

清学检测表现为 ＨＢｅＡｇ（－），而病毒复制仍可持续进行。有

研究表明，血清 ＨＢＶＤＮＡ大于５×１０５ｃｏｐｙ／ｍＬ提示 ＨＢＶ

活动性复制小于５×１０５ｃｏｐｙ／ｍＬ为低度感染，ＨＢＶ持续复制

是慢性乙肝迁延难愈的主要原因［６］。对于“小三阳”临床应引

起足够重视，要了解病毒复制情况需进行 ＨＢＶＤＮＡ定量检

测。

长期以来，临床习惯依赖血清标记物检测诊断乙肝患者的

病情。实际上血清学方法检测的是 ＨＢＶ的表达产物，反映机

体对 ＨＢＶ的免疫反应状态，是免疫学指标，但是这种单一的

诊断方法，并不能全面反映乙肝患者体内 ＨＢＶ的感染状况。

而ＦＱＰＣＲ检测的是 ＨＢＶ本身，直接反映 ＨＢＶ本身的状况，

包括感染、复制、传染性和恢复等情况，为乙肝病情的诊断提供

了直接的依据。二者联合检测对临床 ＨＢＶ感染的诊断、治

疗、疗效观察、传染性和复制情况的判断及预后具有非常重要

的意义。
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