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"摘要#
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目的
!

评价样本保存时间及温度对流式细胞仪检测非健康人外周血淋巴细胞亚群的影响'方法
!

第

&

组!随机选取患者
'2

例!分别在采血后
*?

内"

7

组%&在
6Z

保存
2'?

"

.

组%和
&')?

"

"

组%后进行检测'第
'

组!

随机选取患者
&3

例!分别在采血后
*?

内检测"

Q

组%$在采血后
*?

内预处理!

6Z

保存
'6?

后检测"

,

组%$在室温

'+Z

保存
1*?

后预处理!随后检测"

d

组%'结果
!

第
&

组!与
7

组相比!

.

组和
"

组的
"Q1

b细胞&

"Q1

b

"Q6

b细

胞明显降低!而
"Q&4

b细胞及
"Q&*

b

"Q+*

b细胞明显升高!差异均有统计学意义"

I

&

)()+

%$

.

组的
"Q1

b

"Q3

b细

胞明显升高"

I

&

)()+

%'第
'

组!

Q

组&
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组和
d

组之间结果比较!差异无统计学意义"
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%'结论
!

在标本采

集后
1*?

内对非健康人的样本进行淋巴细胞亚群检测!结果稳定'
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流式细胞术$

d"%

&计数血液
#

淋巴细胞,

.

淋巴细胞和

自然杀伤细胞$

R̂

&亚群已成为临床医学中最常用的检查项目

之一#对于评价机体的免疫功能,诊断与监测免疫性疾病,判断

预后具有重要意义)

&!+

*

+

d"%

一般使用新鲜样品进行检测以

保证检测结果的准确性#但是#对于检测量小的医院#这会增加

仪器维护$如消耗关机液,清洗液等&成本#提高试剂$如鞘液,

质控品&消耗#且耗费人力+因此#如何在满足临床随时采样,

及时回报检测结果要求的同时#又能减少人力消耗,降低试剂

和仪器维护成本#成为一个亟待解决的问题+以往研究多专注

于健康人或艾滋病患者样本的保存时间及温度对流式细胞仪

检测
#

淋巴细胞亚群的影响)

*!2

*

#而对其他非健康人群样本,

.

淋巴细胞亚群研究较少#对
R̂

亚群的研究未见报道+因此#

本研究针对非健康人的标本进行了样本保存时间及温度对流

式细胞仪检测淋巴细胞亚群影响的研究+

$

!

资料与方法

$($

!

一般资料
!

第
&

组#随机选取
')&6

年
*

月至
')&+

年
'

月门诊和住院患者样本
'2

例#包括男
&)

例#女
&2

例%年龄
'

%

36

岁#平均$

66(4*h'1('4

&岁%所患疾病包括传染性单核细胞

增多症
&

例#慢性白血病
'

例#非霍奇金淋巴瘤
&

例#淋巴细胞

增生性疾病
&

例#白细胞减少
&

例#慢性硬膜下血肿
&

例#人脑

胶质瘤
1

例#病毒性脑膜炎
'

例#脱髓鞘性疾病
6

例#乳房肿物

&

例#重症肌无力
'

例#发热
'

例#寻常性银屑病
&

例#皮炎
'

例#白癜风
&

例#肺部感染
'

例+第
'

组#随机收取
')&+

年
'

月某日门诊和住院患者样本
&3

例#包括男
4

例#女
4

例%年龄

'+

%

41

岁#平均$

6)()*h')()'

&岁%所患疾病包括人脑胶质瘤

'

例#脱髓鞘性疾病
'

例#糖尿病周围神经病变
&

例#脑卒中
6

例#脂肪瘤
&

例#继发性癫痫
&

例#听神经瘤
&

例#脑膜瘤
&

例#

妊娠
'

例#瘢痕子宫
&

例#肺癌
&

例#营养不良
&

例+

-

6*&&

-

检验医学与临床
')&*

年
+

月第
&1

卷第
4

期
!

/9D%=G";@:

!

%9

<

')&*

!

V8;(&1

!

R8(4

"

基金项目!北京市卫生系统高层次卫生技术人才培养计划项目$

')&1!1!)+'

&+

!!

作者简介$方芳#女#主治医师#硕士#主要从事临床免疫检验和临床分子生物学检验研究+
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仪器与试剂
!

采血管为奥地利
V9BH=>>=

采血管#内含

,Q#7!̂

'

+淋巴细胞亚群!采用美国
.Q

公司的
6

色淋巴细胞

亚群检测试剂.

.Q %H;>@>=0>

#%

[%^ @̂>

/以及鞘液进行检测#

抗体标记的荧光素分别为!

"Q6+!O=C"O

,

"Q1!d[#"

,

"Q3!O,

,

"Q6!7O"

,

"Q&*!O,

,

"Q+*!O,

以及
"Q&4!7O"

%溶血素为试剂

盒内配套试剂%仪器为
.Qd7"-"9:>8

&

流式细胞仪%使用
.Q

d7"-"9:>8

临床软件进行分析+血常规!采用日本
-

<

0A=J

的

$,!'&))Q

血细胞计数仪及其配套试剂进行检测+

$('

!

方法

$('($

!

采集方法
!

采集患者清晨空腹抗凝全血
1A/

#立即送

至实验室#

'?

内进行血常规检测+流式细胞仪检测样本的预

处理!根据5淋巴细胞亚群检测试剂盒使用说明6进行+第
&

组

'2

例样本#进行
1

组试验!

7

组#在采集
*?

内进行淋巴细胞亚

群检测%

.

组#

'2

例样本于
6Z

保存
2'?

后处理检测%

"

组#

'2

例样本中有
'&

例于
6Z

保存
&')?

后处理检测+第
'

组
&3

例

样本#每例样本被平均分为
1

份#分别参与以下试验!

Q

组#在

采集样本后
*?

内进行检测%

,

组#在采集后
*?

内进行样本预

处理#于
6 Z

保存
'6?

后检测%

d

组#样本在室温条件下

$

'+Z

&保存
1*?

后进行预处理#随后检测+

$('(/

!

流式细胞仪检测
!

每日用
.Q

公司的配套
"-j#

微球

进行仪器性能状态自动监控%用
.Qd7"-2!"8;8C

微球调整仪

器的电压,荧光补偿等参数%用
.=BKA9:"8H;>=C

的全血质控样

品
[%%_R]!#C8;"=;;0

进行日常检测全过程的质量监控+检

测结果由
'

名经过
d"%

培训且检测经验
'

年以上的工作人员

共同确认+血常规检测!使用日本
-

<

0A=J

公司的
=!"?=BK

全

血质控品进行监控+

$(1

!

统计学处理
!

采用
-O--&4())

软件进行统计学处理和分

析#用
]:=!-9A

E

;= 8̂;A8

I

8C8M!-A@C:8M#=0>

进行正态性检验+对

正态性数据以
>hG

表示%计量资料多组间比较采用单因素方

差分析#

'

组间比较采用配对
A

检验%以
I

&

)()+

表示差异有

统计学意义+对非正态性数据以中位数$四分位间距&表示+

/

!

结
!!

果

/($

!

外周血常规
!

第
&

组
'6

例患者$

1

例未测&!白细胞计数

$

&&()1h*(**

&

&̀)

4

"

/

%淋巴细胞计数)

'(&'

$

&(1)

#

1(+4

&*

&̀)

4

"

/

#

其中分别有
65

$

'

"

'6

&低于,

&25

$

6

"

'6

&高于参考范围+第
'

组

&3

例患者!白细胞计数$

2(+'h1(++

&

`&)

4

"

/

%淋巴细胞计数

$

&(*&h)(34

&

&̀)

4

"

/

#其中
115

$

*

"

&3

&低于参考范围+

表
&

!

患者淋巴细胞亚群情况

类型 项目 第
&

组$

.e'2

& 第
'

组$

.e&3

&

"Q1

b细胞 均值$

5

#

>hG

&

2)(+4h&2(32 2+(33h4(*)

降低)

5

$

.

"

.

&*

2

$

'

"

'2

&

)

$

)

"

&3

&

升高)

5

$

.

"

.

&*

&4

$

+

"

'2

&

''

$

6

"

&3

&

"Q1

b

"Q6

b细胞 均值$

5

#

>hG

&

12(&+h&6(16 6'(3+h4(*4

降低)

5

$

.

"

.

&*

''

$

*

"

'2

&

&&

$

'

"

&3

&

升高)

5

$

.

"

.

&*

)

$

)

"

'2

&

*

$

&

"

&3

&

"Q1

b

"Q3

b细胞 均值$

5

#

>hG

&

1)(6&h&1(4* 1)(66h2(3+

降低)

5

$

.

"

.

&*

2

$

'

"

'2

&

)

$

)

"

&3

&

升高)

5

$

.

"

.

&*

&+

$

6

"

'2

&

&&

$

'

"

&3

&

"Q&4

b细胞 均值$

5

#

>hG

&

&6(34h&4('1 &)(&2h+(*)

降低)

5

$

.

"

.

&*

''

$

*

"

'2

&

&2

$

1

"

&3

&

升高)

5

$

.

"

.

&*

&&

$

1

"

'2

&

)

$

)

"

&3

&

"Q&*

b

+*

b细胞 均值$

5

#

>hG

&

&1(6'h3(3& &'()4h4('&

降低)

5

$

.

"

.

&*

&4

$

+

"

'2

&

'3

$

+

"

&3

&

升高)

5

$

.

"

.

&*

2

$

'

"

'2

&

&&

$

'

"

&3

&

表
'

!

7

组和
.

组外周血淋巴细胞亚群结果&

.e'2

)

5

)

>hG

'

类型
7

组
.

组

"Q1

b细胞
2&(&&h&2(21 *4(1'h&3(&3

*

"Q1

b

"Q6

b细胞
12(+*h&6(66 16(43h&1(2*

*

"Q1

b

"Q3

b细胞
1)(6'h&6()& 1&(4*h&6(43

*

"Q&4

b细胞
&6(+1h&3(42 &+(21h&4(+4

*

"Q&*

b

"Q+*

b细胞
&1(1)h3(3' &6()'h3(33

"

!!

注!与
7

组比较#

"*

I

&

)()+

+

表
1

!

7

组和
"

组外周血淋巴细胞亚群结果&

.e'&

)

5

)

>hG

'

类型
7

组
"

组

"Q1

b细胞
2)(6)h&4(&& *2(2&h&4(+1

*

"Q1

b

"Q6

b细胞
1*(32h&1(6+ 16(1'h&'(3)

*

"Q1

b

"Q3

b细胞
1)(+3h&1('' 1&('4h&1(*6

*

"Q&4

b细胞
&*(*4h')(*) &3(1'h'&(*4

*

"Q&*

b

"Q+*

b细胞
&&(4)h*('& &'(34h*(2*

"

!!

注!与
7

组比较#

"*

I

&

)()+

+

表
6

!

Q

组%

,

组和
d

组外周血淋巴细胞亚群

!!!!

结果&

.e&3

)

5

)

>hG

'

类型
Q

组
,

组
d

组

"Q1

b细胞
2+(33h4(*) 2+(+2h4(13 2*(++h4(6)

"Q1

b

"Q6

b细胞
6'(3+h4(*4 6'(2*h4('* 61(&)h4(11

"Q1

b

"Q3

b细胞
1)(66h2(3+ 1)(16h2()3 1&(13h3()+

"Q&4

b细胞
&)(&2h+(*) &)(*'h+(&' &)(63h+(16

"Q&*

b

"Q+*

b细胞
&'()4h4('& &'(4'h4(64 &'(&6h3(43

!!

注!

&9

,

'9

,

19

分别为采血
*?

内及
2'

,

&')?

总淋巴细胞检测结

果%

&D

,

'D

,

1D

分别为采血
*?

内及
2'

,

&')?"Q1

b和
"Q1

Y淋巴细胞

亚群检测结果+

图
&

!

细胞亚群结果

/(/

!

淋巴细胞亚群
!

第
&

组和第
'

组的淋巴细胞亚群结果#

见表
&

+

7

%

d

组的
"Q1

b

,

"Q1

b

"Q6

b

,

"Q1

b

"Q3

b

,

"Q&4

b

,

"Q&*

b

"Q+*

b细胞数据均呈正态分布+第
&

组样本采血后
*?

内及
2'

,

&')?

总淋巴细胞#

"Q1

b和
"Q1

Y细胞亚群结果#见图

&

+

.

组,

"

组与
7

组比较#

"Q1

b细胞,

"Q1

b

"Q6

b细胞明显降

低$

I

&

)()+

&#而
"Q&4

b 细胞,

"Q&*

b

"Q+*

b 细胞明显升高

$

I

&

)()+

&%

.

组
"Q1

b

"Q3

b 细胞较
7

组明显升高$

I

&

-

+*&&

-
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)()+

&#而
"

组无显著变化#见表
'

,

1

+第
'

组中
Q

组,

,

组和
d

组间比较#

"Q1

b 细胞,

"Q1

b

"Q6

b 细胞,

"Q1

b

"Q3

b 细胞,

"Q&4

b细胞,

"Q&*

b

"Q+*

b 细胞结果差异均无统计学意义

$

I

(

)()+

&#见表
6

+

'

!

讨
!!

论

陈潇等)

*

*研究表明#保存
1G

$

6Z

&的样本#

"Q1

b

"Q6

b和

"Q1

b

"Q3

b淋巴细胞亚群检测结果与采集后
&?

内检测结果

无显著差异+因此#本研究首先选取
'2

例患者为第
&

组#在样

本采集后
*?

内,

2'?

$

6Z

&及
&')?

$

6Z

&后进行检测#发现

2'?

$

6Z

&,

&')?

$

6Z

&的检测结果与样本采集后
*?

内检测

结果有显著差异+5淋巴细胞亚群检测试剂盒使用说明6推荐

进行淋巴细胞亚群检测应于采集标本后
63?

内染色#而根据

本院的工作流程#临床常于清晨
+

!

))

%

*

!

))

时采集患者空腹

静脉血#于
3

!

))

以后送至实验室#因此#本研究又收集
&3

例样

本作为第
'

组#对采集后
*?

内样本与不同保存条件下
1*?

内

样本进行了淋巴细胞亚群结果的比较+在
'

组患者中均有一

定比例的患者#其外周血白细胞计数及淋巴细胞计数,淋巴细

胞各亚群比例表现异常+

流式细胞仪检测外周血淋巴细胞亚群#通过白细胞上的特

异性抗原与荧光素标记的特异性抗体结合后#同时检测细胞的

物理参数$细胞大小,颗粒度等&和化学参数$细胞表面抗原&来

进行+长时间存储样本可能会影响细胞的大小和形态#也可能

影响细胞表面抗原的活性+而患者与健康人相比#在机体状态

异常的条件下#长时间存储样本对其细胞物理参数和化学参数

的影响可能更为明显)

2

*

+图
&9

,

'9

,

19

中可见#在
"Q6+

b区域#

随着保存时间的延长#淋巴细胞,单核细胞和中性粒细胞之间

的距离在侧向散射角$

--"

&方向上逐渐缩小#提示随着样本保

存时间的延长#

1

种细胞亚群的细胞颗粒度差别逐渐减小%图

&D

,

'D

,

1D

中可见#随着保存时间的延长#

"Q1

Y淋巴细胞亚群

和
"Q1

b淋巴细胞亚群之间的间距在逐渐缩小#提示随着样本

保存时间的延长#

#

淋巴细胞表面
"Q1

抗原的抗原性在逐渐

下降#间接反映了淋巴细胞表面抗原的抗原性可能随储存时间

的延长而下降#导致检测图形和定量结果的变化+

本研究第
&

组中评价了采血后在
6Z

保存#采血后
2'?

$

.

组&与采血
*?

内$

7

组&相比#淋巴细胞亚群各项都有显著性

差异#与
,K8:

I

等)

2

*的检测结果相似+而采血
&')?

$

"

组&检

测结果与
7

组相比#除了
"Q1

b

"Q3

b细胞无明显变化外#各项

均有显著性差异+陈潇等)

*

*将健康人全血样本在
6Z

保存#第

1

天
"Q1

b淋巴细胞显著减低#与本研究结果相符%而
"Q1

b

"Q6

b细胞和
"Q1

b

"Q3

b 细胞无明显变化#与本研究结果不

符%第
+

天#

"Q1

b淋巴细胞,

"Q1

b

"Q6

b细胞均较第
&

天明显

降低#与本研究相符#而
"Q1

b

"Q3

b细胞也明显降低#与本研

究结果不符+肖瑶等)

3

*研究结果显示#全血样本在
6Z

保存

2'?

#

"Q1

b

"Q6

b淋巴细胞绝对计数无明显变化#与本研究不

符+考虑出现差异的原因!$

&

&在陈潇等)

*

*的研究中#使用样本

数量$

2

例&较少#肖瑶等)

3

*使用样本较多$

16

例&且计数方法是

绝对计数#而本研究使用的是相对计数+$

'

&陈潇等)

*

*将样本

分装保存在不同温度后进行多组检测#采用统计学方法为方差

分析#而本研究在第
&

组中#由于
"

组和
.

组的样本例数不

同#使用的是配对样本
A

检验+$

1

&陈潇等)

*

*使用健康人的全

血样本#肖瑶等)

3

*使用艾滋病感染患者样本#而本研究随机选

取来自临床的患者#其疾病所涉及的范围广泛#部分患者淋巴

细胞计数异常#并且这些疾病中大部分如!病毒感染性疾病$如

传染性单核细胞增多症,病毒性脑炎&#血液病$淋巴瘤,慢性白

血病&#良性神经系统肿瘤$脑膜瘤,听神经瘤&#恶性神经系统

肿瘤$胶质瘤&#免疫功能异常相关的神经系统疾病$脱髓鞘病,

重症肌无力&#自身免疫性疾病$银屑病,白癜风&#妊娠#蛛网膜

下腔出血均会伴有淋巴细胞亚群的异常改变#这些改变既涉及

淋巴细胞总数及各个亚群数量的改变#又涉及淋巴细胞功能的

变化+

在第
'

组中#对进行过预处理后保存
'6?

$

6Z

&的样本及

保存
1*?

$

'+Z

&后处理检测的样本结果与采集后
*?

内的检

测结果进行了评价#与
f9;;9

等)

4

*结果相似+

在样本采集后
1*?

内进行淋巴细胞亚群的检测结果稳

定+因此#对于检测量少的实验室#隔天开机检测在可保证检

测质量的基础上#节约人力,物力成本+
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