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血清标本放置时间对细胞因子检测结果的影响

周盈盈，王珍妮，沈　南，黄新芳△（上海交通大学医学院附属仁济医院风湿科，上海　２００００１）

　　【摘要】　目的　探讨风湿病患者血清细胞因子检测的重要性，了解静脉血血清标本不同的放置时间对风湿性

自身免疫疾病相关的细胞因子检测结果的影响。方法　采集２６例风湿病患者静脉血血清，分别于室温下放置０、

１、４ｈ后，通过液相悬浮芯片技术对其进行一系列细胞因子测定，并进行统计学分析。结果　风湿病患者血清中白

细胞介素（ＩＬ）１０、ＩＬ１３、干扰素诱导蛋白１０（ＩＰ１０）和干扰素ｇ（ＩＦＮｇ）等细胞因子水平与患者年龄相关（犘＜

０．０５）；血清中ＩＬ１０、ＩＬ１２ｐ７０、正常Ｔ细胞激活上调性表达因子（ＲＡＮＴＥＳ）、ＩＰ１０和巨噬细胞炎症蛋白１β（ＭＩＰ

１β）等细胞因子水平与患者疾病类型相关（犘＜０．０５）；血清室温放置４ｈ内各标本中细胞因子水平差异无统计学意

义（犘＞０．０５）。结论　液相悬浮芯片技术可高效分析风湿病患者血清细胞因子谱，有助于疾病诊断和评估。风湿

病患者血清细胞因子检测时限可延长至室温下４ｈ，可以满足临床和基础研究的检测要求。
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　　细胞因子是一类小分子可溶性蛋白质，在机体固有免疫和

适应性免疫中起着重要作用，可以和细胞表面的细胞因子受体

作用，介导体内信号转导［１］。随着对风湿性自身免疫疾病研究

的深入，细胞因子逐渐成为该类疾病诊断或严重度评估的重要

指标。近年来，随着对疾病生物标志物关注的增加，推动了多

因子检测工具的发展，进而也推动了对疾病细胞因子谱的研

究。液相悬浮芯片技术是依赖于磁珠的多细胞因子检测技术，

可以同时检测上百种细胞因子，并且大大减少了检测所需样本

量［２］。至今为止，风湿性自身免疫疾病的发病机制未明，缺乏

特异的实验室诊断方法，本试验采用液相悬浮芯片技术对风湿

性患者进行细胞因子谱分析，并探讨其与患者临床病理特征的

关系，将有助于该类疾病的诊断。此外，细胞因子测量的精确

度因为缺乏适当的样本处理和储存标准而成为一个难题。众

所周知，细胞因子作为一种胞内介质，具有体内半衰期短，体外

易降解的特点［１］。因此，血清样本体外放置时间对于其检测的

准确度而言至关重要。而在一些临床或基础研究中，特别是在

一些大型样本库研究中，往往需要同时处理一大批血液样本，

无法达到快速冻存的目标。本文拟通过研究血清样本室温放

置时间对风湿性自身免疫疾病相关细胞因子浓度的影响，探讨

风湿性疾病血清处理的标准化流程，现报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　血液标本来源于２０１３年６月至７月本院门

诊２６例风湿性自身免疫疾病患者［系统性红斑狼疮（ＳＬＥ）患

者１５例，多肌炎患者５例，其余风湿病患者６例］，其中男２

例，女２４例，平均年龄４３岁。

１．２　仪器与试剂　Ｂｉｏｒａｄ细胞因子检测仪，Ｂｉｏｐｌｅｘ?多细胞

因子检测试剂盒（Ｂｉｏｒａｄ公司）。

１．３　方法

１．３．１　血清分离　采集患者外周静脉血３ｍＬ于５ｍＬ促凝

管中，静止摇晃以免溶血。采集的促凝血在室温２５℃放置３０

ｍｉｎ致其凝血。然后３０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，将上部血清以每

管２００μＬ转移至可立冻存管。将上述血清样本每份各取３

管，分别在室温放置０、１、４ｈ后－８０℃冻存。

１．３．２　液相悬浮芯片检测血清细胞因子水平　待冻融的血清
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恢复至室温后，准备好标准品，将含有针对多种细胞因子的微

珠与血清混合，反应３０ｍｉｎ。真空抽去液体，用洗涤液 Ｗａｓｈ

ｂｕｆｆｅｒ洗３次后加入检测抗体，混合反应３０ｍｉｎ。再用 Ｗａｓｈ

ｂｕｆｆｅｒ洗３次，加入亲和素偶联的ＰＥ荧光（ＳｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎＰＥ）色

素，混合反应１０ｍｉｎ，用 ｗａｓｈｂｕｆｆｅｒ洗３次。最后用１２５μＬ

试剂稀释液（Ａｓｓａｙｂｕｆｆｅｒ）重悬微珠，混匀３０ｓ，上Ｂｉｏｒａｄ仪

器检测细胞因子浓度。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１９软件进行统计学分析，计量

资料以狓±狊表示，组间比较采用狋检验，两变量间相关性分析

采用Ｓｐｅａｒｍａｎ法。以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　血清细胞因子水平与患者年龄、疾病类型的关系　患者

血清中白细胞介素（ＩＬ）１０、ＩＬ１３、干扰素诱导蛋白１０（ＩＰ１０）

以及由ＴＨ１细胞分泌的干扰素ｇ（ＩＦＮｇ）水平与患者年龄成

正相关（犘＜０．０５），血清中正常 Ｔ细胞激活上调性表达因子

（ＲＡＮＴＥＳ）、ＩＬ１０、ＩＬ１２ｐ７０、ＩＰ１０、巨噬细胞炎症蛋白１β

（ＭＩＰ１β）水平与患者风湿性疾病的类型相关，差异有统计学

意义（犘＜０．０５）。见表１。

表１　血清细胞因子水平与患者年龄／疾病类型的关系

细胞因子
年龄

狉 犘

疾病类型

狉 犘

ＲＡＮＴＥＳ －０．０５９ ０．７７４ ０．４２５ ０．０３０

ＩＰ１０ ０．４８１ ０．０１３ ０．５５２ ０．００３

ＭＩＰ１β ０．２７４ ０．１７５ ０．４０５ ０．０４０

ＩＬ１７ －０．２９７ ０．１４１ －０．０２０ ０．９２２

ＩＬ１３ ０．４４２ ０．０２４ ０．１５１ ０．４６２

ＩＬ１２ｐ７０ ０．１８１ ０．３７６ ０．４４６ ０．０２２

ＩＬ１０ ０．４８１ ０．０１３ ０．５５２ ０．００３

ＩＬ４ ０．１０２ ０．６２１ ０．２４７ ０．２２４

ＩＬ２ －０．０８５ ０．６８０ ０．２０５ ０．３１５

ＴＮＦα －０．０６０ ０．７７１ ０．３０９ ０．１２５

Ｅｔｏｘｉｎ －０．０８９ ０．６６７ ０．１２７ ０．５２７

ＩＦＮｇ ０．４５３ ０．０２０ ０．２４１ ０．２３６

２．２　血清标本放置时间对细胞因子检测结果的影响　综合分

析室温放置不同时间后风湿性自身免疫疾病患者血清中各类

细胞因子水平，证明室温状态下放置４ｈ内，对风湿性自身免

疫疾病相关的各类细胞因子的检测结果无明显影响（犘＞

０．０５）。其中，随着放置时间的延长，ＩＬ１７、Ｅｏｔａｘｉｎ、ＩＦＮｇ水

平下降，但差异无统计学意义（犘＞０．０５）。而 ＲＡＮＴＥＳ、ＩＰ

１０、ＭＩＰ１β、ＩＬ１３、ＩＬ１２ｐ７０、ＩＬ１０、ＴＮＦα等细胞因子水平变

化不规律，不同时间测定结果间差异无统计学意义（犘＞

０．０５）。见表２。

表２　血清标本放置不同时间细胞因子检测结果（狓±狊）

细胞因子
细胞因子浓度（ｐｇ／ｍＬ）

０ｈ １ｈ ４ｈ

ＲＡＮＴＥＳ １９４６０．０±４０２６．０１８９９１．０±４０２６．０１９２３１．０±４１１１．０

ＩＰ１０ １０９２．０±１３４０．０ １１３２．０±１１８１．０ １０９８．０±１２３０．０

ＭＩＰ１β ４９８．９±３８２．４ ４９９．１±３８４．２ ４６７．８±３６４．５

续表２　血清标本放置不同时间细胞因子检测结果（狓±狊）

细胞因子
细胞因子浓度（ｐｇ／ｍＬ）

０ｈ １ｈ ４ｈ

ＩＬ１７ １７４．８±６４．６ １６９．４±５８．９ １６３．６±６１．７

ＩＬ１３ ２２．９±６．７ ２４．７±９．４ ２２．０±７．３

ＩＬ１２ｐ７０ ３５．９±１４．８ ３６．０±１６．８ ３４．３±１４．２

ＩＬ１０ ３１．７±７．２ ３３．８±１３．０ ３３．０±１５．９

ＩＬ４ ５５．９±２９．７ ５０．２±１７．０ ５０．２±１６．８

ＩＬ２ ７８．５±１９．１ ７８．７±２３．９ ７７．９±２３．９

ＴＮＦα ３５．５±７．３ ３３．６±５．２ ３４．１±６．７

Ｅｏｔａｘｉｎ ６０．０±１９．３ ５９．３±２１．３ ５９．１±１９．５

ＩＦＮｇ ２８．８±１１．４ ２７．４±９．２ ２５．６±６．９

３　讨　　论

风湿性自身免疫性疾病的诊断和治疗随着免疫学尤其是

细胞免疫、分子免疫的发展而发展。以ＳＬＥ为例，１９世纪６０

年代前，ＳＬＥ被称为血癌，究其原因是当时ＳＬＥ的确诊主要依

靠找到外周血涂片或骨髓涂片中的狼疮细胞。而往往只有活

动度很高且是晚期的ＳＬＥ才能被确诊，因此当时患者的生存

率很低。随后，科学家们发现ＳＬＥ患者的血清中存在一种针

对自身细胞核成分的抗体，并逐步鉴定为抗核抗体（ａｎｔｉＡＮＡ

抗体）、抗可提取的核抗原抗体（ａｎｔｉＥＮＡ抗体）、抗双链ＤＮＡ

抗体（ａｎｔｉｄｓＤＮＡ抗体）
［３］，极大地提高了ＳＬＥ的确诊率。

近年来，随着对疾病生物标志物研究的深入，疾病细胞因

子谱的分析日渐受到重视。该方法通过非侵入性的方式监测

疾病状态，已证实对一些慢性疾病早期诊断（心脏疾病、糖尿

病、癌症）具有重要作用，并且可以提供疾病预示性的信息［２］。

目前，少有关于风湿性疾病细胞因子谱的研究，虽然类风湿性

关节炎患者的血清中也发现一系列细胞因子如ＩＬ１７、干扰素

γ（ＩＦＮγ）、ＲＡＮＴＥＳ水平上调，且上升程度与疾病的活动度成

正比，在白塞氏病中炎症因子ＩＬ１５水平明显升高
［４５］，但因为

单因子检测的酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）的限制，不同实验室

研究结果之间存在较大误差，且无法对风湿病患者细胞因子水

平进行全面的分析。本研究采用液相悬浮芯片技术，在同一条

件下对风湿病患者血清中多种风湿性相关的细胞因子水平进

行了检测，结果显示风湿性自身免疫疾病患者血清中含有高水

平的ＲＡＮＴＥＳ、ＭＩＰ１β、ＩＰ１０。ＭＩＰ１β可以趋化 Ｂ淋巴细

胞、Ｔ淋巴细胞、巨噬细胞及树突状细胞，显示了患者体内免疫

细胞具有高迁移能力［６］，与该类患者异常活跃的自身免疫系统

密切相关。ＩＰ１０，作为ＩＦＮα的应答蛋白之一，和唾液酸结合

免疫球蛋白样凝集素（ＳＩＧＬＥＣ１）一起被证实与ＳＬＥ的疾病

活动度有关，可以作为该疾病的生物标志物之一［７］。此外发现

患者血清中ＩＬ１０、ＩＰ１０浓度与患者年龄与风湿性疾病的类型

均相关。其中ＩＬ１０是一类多效性抗炎性细胞因子，被认为与

ＴＨ１型细胞因子如ＩＬ１、ＴＮＦα、ＩＦＮγ的下调有关。其编码

基因位于人类１号染色体长臂３２．２位点，且其单基因多态性

被认为是多种自身免疫性疾病、炎症性疾病如ＳＬＥ、１型糖尿

病、类风湿性关节炎、溃疡性结肠炎等的危险因素［８］。而明确

细胞因子水平与风湿性疾病类型的特定关系，还有待进一步试

验证明。

此外，已有研究显示，静脉血标本室温放置３ｈ即可明显
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影响血葡萄糖（Ｇｌｕ）、氯离子（Ｃｌ－）等常规生化检验结果
［９］。

而静脉血标本放置３ｈ内对ＡＣＴ．５ｄｉｌｌＡＬ全自动血细胞分析

仪检测血常规结果则无影响［１０］。从标本采集到检测，检验前

阶段的质量控制是整个检验质量控制中一个非常重要而又容

易忽视的环节。而标本的放置时间又是检验前的一个重要环

节。血液标本放置时间过长或者采血时选择的样本采集管不

当均可以导致溶血。研究表明，溶血会影响血标本中糖酵解关

键酶神经元特异性烯醇化酶（ＮＳＥ）浓度，使其检测结果较未

溶血标本偏高［１１］。此外，抗凝剂的使用会影响体外细胞因子

的检测。一般抗凝管所含的抗凝物质肝素锂中含有内毒素，而

内毒素可以诱导细胞因子的合成，并且这种诱导合成的过程呈

时间依赖性［１］。由于血清样本在收集的过程中会遇到溶血、放

置时间过久等问题而可能导致细胞因子的降解，因此临床和基

础研究均需要对血清样本的收集、分装、保存、取出及使用提出

较高的要求。本试验采用不包含肝素锂的普通促凝管，排除了

内毒素对细胞因子检测结果的影响，并且在保存过程中较少有

溶血情况发生。另外，相较于传统的 ＥＬＩＳＡ、放射免疫分析

（ＲＩＡ）、电化学发光等细胞因子检查方法，本试验采用的悬浮

液相芯片技术利用针对多种待测细胞因子的微珠和配套的

Ｂｉｏｒａｄ检测系统，打破了传统的检测方法在单因子检测和手

工操作时间长方面的限制，可以同时对大批量的样本进行多种

细胞因子水平的检测，不但节约了检测时间，同时缩小了检测

误差，因而在一些大型样本库的研究中被广泛采用。

近年来，随着基础和临床研究的规范化、系统化，越来越多

人认识到样本库的建立，特别是血液样本库的建立，为疾病实

验室诊断的发展，发现新的诊断性生物标记物，常见的复杂疾

病的病因学探索，以及基因变异与生活方式之间的关系研究提

供了强有力的工具。而标准的多样化，缺乏特定的样本采集和

处理的指南是目前大部分样本库的通病，限制了生物样本库功

能的发挥。目前国外已有的较具前景的大型样本数据库，例如

英国的Ｂｉｏｂａｎｋ样本库，挪威的 ＨＵＮＴ样本库等，都具有标准

的操作流程及计算机监控系统，从采血针的选择、使用到样本

冻存、处理，都有严格的要求。

目前，尚无相关研究证实血标本放置时间对风湿性自身免

疫性疾病相关细胞因子检测结果的影响，本研究通过观察风湿

性自身免疫性疾病患者静脉血标本在室温下放置不同时间后

血清中细胞因子变化趋势，探索了风湿性自身免疫性疾病血清

处理及入库的标准化流程。研究显示，ＩＬ１７、Ｅｏｔａｘｉｎ的检测

结果呈下降趋势，可能是由于室温放置导致少部分细胞因子降

解、蛋白沉淀，或者部分细胞因子聚集形成复合物所致。而对

于ＲＡＮＴＥＳ、ＩＬ１２ｐ７０、ＩＬ１３、ＴＮＦα等细胞因子，随着样本放

置时间的延长，其浓度变化不规律，统计结果显示在室温放置

４ｈ内，上述差异无统计学意义（犘＞０．０５）。

当然，本试验也有不足之处。血标本室温放置时间是否会

导致细胞因子的生物学结构产生改变尚待进一步试验证实。

另外，因为本试验中门诊患者的血样本采集时间不同，血清样

本在室温放置不同时间后先冻存于－７０℃冰箱，然后进行统

一的检测。因此，在对血清样本进行一系列细胞因子测定前，

血清样本已经被置于－７０℃冰箱进行了不同时间的冻存，需

进一步试验排除冻存时间对细胞因子检测的影响。

综上所述，血清细胞因子检测是一个复杂的过程，其结果

的准确性受多种因素的影响。本研究结果表明，风湿病患者血

清中多种细胞因子水平与患者年龄、疾病类型相关。对采集的

风湿性自身免疫性疾病患者血清在室温下放置４ｈ内进行检

测，结果可靠，可以满足临床和基础研究需要。
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