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血液标本处理方式对IL-6、IL-10、IFN-γ和IL-2检测结果的影响*
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  摘 要:目的 探讨血液标本不同处理方式对血浆细胞因子检测结果的影响。方法 收集于该院就诊的

30例志愿者血液标本,分析不同温度下保存、强力处理后导致轻度溶血及反复冻融对全血或血浆标本细胞因子

[白细胞介素(IL)-6、IL-10、干扰素(IFN)-γ和IL-2水平]检测结果的影响。结果 全血或血浆在室温(25
 

℃)
下保存12

 

h,IL-6、IL-10、IFN-γ和IL-2水平明显下降,差异均有统计学意义(P<0.05);然而,全血或血浆在

4
 

℃保存时细胞因子有较好的稳定性。强力处理后导致轻度溶血及3次冻融对细胞因子水平无明显影响。
结论 全血采集后应尽快离心成血浆,并在冷藏下保存,如果在室温下保存,血液标本应在抽取后6

 

h内进行处

理;如果在4
 

℃下储存,血液标本应在抽取后24
 

h内进行处理。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

effect
 

of
 

different
 

treatment
 

methods
 

on
 

plasma
 

cytokine
 

detec-
tion.Methods Blood

 

samples
 

were
 

collected
 

from
 

30
 

volunteers
 

in
 

our
 

hospital.The
 

effects
 

of
 

mild
 

hemolysis
 

and
 

repeated
 

freezing
 

and
 

thawing
 

on
 

the
 

levels
 

of
 

cytokines
 

interleukin
 

(IL)-6,IL-10,interferon
 

(IFN)
 

-γ
 

and
 

IL-2
 

in
 

whole
 

blood
 

or
 

plasma
 

samples
 

were
 

analyzed.Results The
 

levels
 

of
 

IL-6,IL-10,IFN-γ
 

and
 

IL-2
 

in
 

whole
 

blood
 

or
 

plasma
 

were
 

significantly
 

decreased
 

after
 

12
 

h
 

storage
 

at
 

room
 

temperature
 

(P<0.05).How-
ever,the

 

cytokine
 

stability
 

was
 

better
 

when
 

the
 

whole
 

blood
 

or
 

plasma
 

was
 

stored
 

at
 

4
 

℃.Strong
 

treatment
 

resulted
 

in
 

mild
 

hemolysis
 

and
 

three
 

times
 

of
 

freeze-thaw
 

treatments
 

had
 

no
 

significant
 

effect
 

on
 

cytokine
 

lev-
els.Conclusion Whole

 

blood
 

should
 

be
 

centrifuged
 

into
 

plasma
 

as
 

soon
 

as
 

possible
 

after
 

collection
 

and
 

stored
 

in
 

cold
 

storage.If
 

stored
 

at
 

room
 

temperature,blood
 

samples
 

should
 

be
 

processed
 

within
 

6
 

h
 

after
 

extraction.
If

 

stored
 

at
 

4
 

℃,blood
 

sample
 

should
 

be
 

processed
 

within
 

24
 

h
 

of
 

extraction.
Key
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  血液中细胞因子是诊断疾病、监测治疗反应和疾

病进展的重要生物标志物[1-4]。然而,血液中的细胞

因子往往呈低水平状态,标本处理对血浆细胞因子检

测结果会产生重大的影响[5]。有研究显示,在血浆从

全血分离之前,白细胞可以在体外继续分泌细胞因子

并改变其在血浆中的水平[6]。此外,血小板活化可能

伴有细胞因子的释放,可能导致血浆中细胞因子水平

明显升高[6];细胞因子的稳定性也可能对检测结果产

生重大的影响,如一些细胞因子的半衰期特别短,温

度不稳定,容易被蛋白降解[7]。因此,探讨合适的血

浆细胞因子检测的标本处理方法具有重要的意义。

1 资料与方法

1.1 血液标本的采集 本研究使用的血液标本来自

本院就诊的30例志愿者,本研究中的血液离心均为

室温下3
 

000
 

r/min离心20
 

min。每位志愿者的全血

标本被分装到1~7号乙二胺四乙酸(EDTA)抗凝管

中,其中1号试管全血标本被采集后立即3
 

000
 

r/min
离心20

 

min,取血浆0.5
 

mL,并检测血浆中白细胞介
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素(IL)-6、IL-10、γ干扰素(IFN-γ)和IL-2水平,作为

对照组,2~6号试管的血液标本根据实验要求给予不

同的处理。所有志愿者签署知情同意书,该研究得到

了九江学院附属医院伦理委员会的批准。

1.2 方法

1.2.1 全血在室温(25
  

℃)或4
 

℃保存下的处理方

法 为检测在室温或4
 

℃保存下全血中细胞因子的

稳定性,每位志愿者的2号试管全血于室温下保存,3
号试管全血于4

 

℃下保存,保存6、12、24
 

h后取出部

分全血,离心取血浆,检测血浆中的IL-6、IL-10、IFN-
γ和IL-2水平。

1.2.2 血浆在室温或4
 

℃保存下的处理方法 为检

测在室温或4
 

℃保存下血浆中细胞因子的稳定性,每
位志愿者的4、5号试管全血采集后立即离心收集血

浆,血浆分别于室温或4
 

℃保存,保存6、12、24
 

h后取

出血浆0.5
 

mL,并检测IL-6、IL-10、IFN-γ和IL-2
水平。

1.2.3 强力处理导致轻度溶血的处理方法 为检测

强力处理后全血细胞因子的稳定性,每位志愿者的6
号试管全血在50

 

cm的距离左右反复摇动,导致轻度

溶血,然后离心收集血浆,检测细胞因子的水平。

1.2.4 反复冻融的处理方法 为检测冻融对标本细

胞因子的影响,每位志愿者的7号试管全血采集后立

即离心收集血浆,然后于-80
 

℃冰冻,每8小时将血

浆在室温下解冻1
 

h后再次冷冻,该过程连续重复3
次,然后测定血浆中IL-6、IL-10、IFN-γ和IL-2的

水平。

1.2.5 血浆细胞因子的检测方法 人 Th1/Th2/

Th17亚群检测试剂盒购自江西赛基生物技术有限公

司,采用BD
 

FACSCanto
 

Ⅱ流式细胞仪按配套试剂盒

标准操作流程检测血浆中的细胞因子(IL-6、IL-10、

IFN-γ和IL-2)水平。

1.3 统计学处理 采用GraphPad
 

Prism
 

7.0软件对

数据进行统计分析,并绘制相应图表,呈非正态分布

的计量数据以 M(P25,P75)表示,采用非参数检验。
以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 全血在室温或4
 

℃保存下细胞因子的稳定

性 与保存前比较,全血在室温保存下4种细胞因子

水平均有所下降,特别是保存12
 

h时,差异有统计学

意义(P<0.05);全血在4
 

℃保存时,4种细胞因子有

较好的稳定性,当保存6、12
 

h时,4种细胞因子水平

均较稳定,与保存前比较,差异无统计学意义(P>
0.05);当保存24

 

h时,IL-6、IFN-γ与保存前比较,差
异有统计学意义(P<0.05)。见表1。

2.2 血浆在室温或4
 

℃保存下细胞因子的稳定

性 血浆在常温下保存12
 

h,4种细胞因子较保存前

明显下降,差异有统计学意义(P<0.05);血浆在4
 

℃
下保存有较好的稳定性,当保存24

 

h时,IFN-γ、IL-2
水平较保存前下降,差异有统计学意义(P<0.05)。
见表2。

表1  全血在室温(25
 

℃)或4
 

℃保存下细胞因子的稳定性[n=30,M(P25,P75),pg/mL]

指标 保存前
室温(25

 

℃)保存

6
 

h 12
 

h

4
 

℃保存

6
 

h 12
 

h 24
 

h

IL-6 8.6(5.0,22.6) 8.6(5.1,21.6)a 7.7(4.5,20.3)a 8.6(4.8,22.3) 8.5(4.7,21.2) 8.2(4.8,21.9)a

IL-10 2.8(2.3,4.5) 2.7(2.2,4.2)a 2.5(1.9,4.3)a 2.7(2.3,4.6) 2.6(2.2,4.7) 2.6(2.1,4.2)

IL-2 2.4(1.8,5.8) 2.2(1.8,5.9) 1.9(1.3,5.3)a 2.2(1.7,5.6) 2.4(1.8,5.5) 2.3(1.6,5.4)

IFN-γ 4.5(3.9,5.4) 4.5(3.7,5.4) 4.0(3.2,5.3)a 4.3(3.8,5.1) 4.5(3.9,5.4)a 4.3(3.5,5.4)a

  注:与保存前比较,aP<0.05。

表2  血浆在室温(25
 

℃)或4
 

℃保存下细胞因子的稳定性[n=30,M(P25,P75),pg/mL]

指标 保存前
室温(25

 

℃)保存

6
 

h 12
 

h

4
 

℃保存

6
 

h 12
 

h 24
 

h

IL-6 8.6(5.0,22.6) 8.2(4.8,21.7)a 7.7(4.5,20.3)a 8.3(4.8,21.7) 8.7(4.8,21.9) 8.4(4.8,22.3)

IL-10 2.8(2.3,4.5) 2.6(2.1,3.6) 2.4(1.8,3.0)a 2.7(2.2,4.4) 2.5(2.1,4.2) 2.7(2.1,4.2)

IL-2 2.4(1.8,5.8) 2.2(1.6,4.8) 1.8(1.5,4.5)a 2.4(1.8,5.6) 2.3(1.8,5.5) 2.4(1.8,5.2)a

IFN-γ 4.5(3.9,5.4) 4.5(3.9,5.4) 4.2(3.5,5.4)a 4.4(3.9,5.4) 4.5(3.8,5.4) 4.4(3.7,5.3)a

  注:与保存前比较,aP<0.05。

2.3 强力处理或反复冻融后全血细胞因子的稳定性  与保存前比较,强力处理或反复冰融后血浆4种细
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胞因子IL-6、IL-10、IFN-γ和IL-2水平差异均无统计

学意义(P>0.05)。见表3。
表3  强力处理或反复冻融后全血细胞因子的稳定性

  [n=30,M(P25,P75),pg/mL]

指标 保存前 强力处理 反复冻融

IL-6 8.6(5.0,22.6) 8.7(4.8,22.3) 8.7(4.8,22.3)

IL-10 2.8(2.3,4.5) 2.8(2.3,4.6) 2.8(2.2,4.9)

IL-2 2.4(1.8,5.4) 2.4(1.8,5.9) 2.4(1.8,5.6)

IFN-γ 4.5(3.9,5.4) 4.4(3.9,5.2) 4.3(3.6,5.4)

3 讨  论

细胞因子包括IL、IFN、生长因子、趋化因子家

族、肿瘤坏死因子、集落刺激因子、转化因子家族及其

他[8]。众多细胞因子在体内通过旁分泌、自分泌或内

分泌等方式发挥作用,具有高效性、协同性、拮抗性等

多种生理特性,形成了十分复杂的细胞因子调节网

络,参与人体多种重要的生理功能[9]。多项研究显

示,血液中细胞因子表达水平变化具有重要的生物学

意义,使其成为诊断疾病、监测治疗反应和疾病进展

的重要生物标志物[10-13]。
    

汪廉等[10]研究显示,Th2类细胞因子是毛细支气

管炎严重程度的影响因素,IL-35及Th2类细胞因子

可用于辅助判断毛细支气管炎的严重程度。SINGH
等[11]通过对PubMed、Medline和 Google

 

Scholar数

据库进行检索,对19篇符合纳入标准的文章进行系

统分析,结果显示患者血液中细胞因子水平可能是前

列腺癌急性放射治疗诱导毒性的预测生物标志物,以
及肿瘤组织中细胞因子的过度表达可能成为前列腺

癌患者 临 床 预 后 的 独 立 预 测 指 标。GUNAWAR-
DENE等[12]的一项 Meta分析也显示,多种细胞因子

综合评分有可能成为结直肠癌的预后指标。
一方面,全血含有可以分泌细胞因子的白细胞,

这可能导致细胞因子水平升高;另一方面,淋巴细胞

来源的可溶性受体结合可能导致细胞因子水平降

低[14]。全血中细胞因子的降解或不稳定也可能导致

细胞因子水平下降。在本研究中,全血在室温或4
 

℃
下储存6、12或24

 

h后,检测其IL-6、IL-10、IFN-γ和

IL-2水平,结果显示,与保存前比较,全血在室温下保

存12
 

h,4种细胞因子的水平均显著下降(P<0.05);
全血在4

 

℃下保存时,4种细胞因子水平相对稳定,当
保存24

 

h时,仅有IL-6、IFN-γ水平较保存前明显下

降(P<0.05)。这提示在室温下储存全血可能影响细

胞因子的测量结果。
本研究进一步评估了血浆在室温或4

 

℃下保存

下的细胞因子稳定性。结果显示,血浆4
 

℃下保存,
血浆中IL-6、IL-10、IFN-γ和IL-2的稳定性较好。因

此,为了防止由于标本处理方式而导致的细胞因子测

量的变化,全血采集后尽快离心成血浆,并在冷藏下

保存。
在临床实验室中,血液标本常常是通过人工或运

输系统送到临床实验室。在运输过程中,血液标本受

到不同的气压、加速、减速和振动的影响,细胞因子水

平可能发生变化。本研究通过左右反复摇摆模拟强

力处理导致轻度溶血,然后检测血浆IL-6、IL-10、IFN
和IL-2水平,结果显示,保存前和强力处理或反复冻

融后细胞因子水平变 化 差 异 无 统 计 学 意 义(P>
0.05)。在实际工作中,有些冰冻的标本可能需要再

次检测,研究结果显示,当血浆标本经过3次冻融后,

IL-6、IL-10、IFN-γ和IL-2水平是相对稳定的。
全血采集后应尽快离心成血浆,并在冷藏下保

存,如果在室温下保存,血液标本应在抽取后6
 

h内进

行处理;如果在4
 

℃下保存,血液标本应在抽取后

24
 

h内进行处理。
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有研究认为,JAK2/STAT3信号通路与肝纤维

化密切相关,HSC的活化是肝纤维进程关键的关键因

素[2,5-6],HSC膜上特异性受体亚单位与血小板源生长

因子、瘦素、转化生长因子β等促肝纤维化细胞因子

发生同源或异源寡聚化后,从而使与受体偶联的

JAKs被激活,继而使受体细胞质段的酪氨酸磷酸化

为含SH2的蛋白停泊位点,下游信号蛋白分子被激

活使靶基因发挥作用,STAT蛋白末端的酪氨酸残基

(Tyr705)、丝氨酸残基(Ser727)同时可被JAKs诱导

而发生磷酸化,进而激活STATs蛋白,形成同源或异

源STATs蛋白二聚体进入细胞核结合相应靶基因的

启动子,从而使靶基因转录活化 HSC,参与肝纤维化

发生、发展[5,10-11]。本研究结果显示,肝纤维化模型组

肝组织p-JAK2/JAK2、p-STAT3/STAT3蛋白较空

白对照组明显升高,提示DMN所诱导大鼠肝纤维化

过程中大鼠肝组织JAK2/STAT3
 

信号通路活化,参
与了肝纤维化的发生、发展过程;TFL组p-JAK2/
JAK2、p-STAT3/STAT3较空白对照组降低,提示

TFL可抑制JAK2/STAT3信号通路。因此,笔者认

为JAK2/STAT3至少部分参与了肝纤维化的形成,
TFL可能通过抑制转录因子JAK2/STAT3而发挥

抗肝纤维化作用。
TFL对DMN诱导的肝纤维化具有较好的治疗

作用,有 可 能 逆 转 肝 纤 维 化,其 机 制 可 能 与 抑 制

JAK2/STAT3蛋白的表达,阻断JAK2/STAT3信号

通路的信号传导有关,但肝纤维化的形成机制极其复

杂,TFL抗肝纤维化的作用机制仍需进一步深入

研究。
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