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比较在
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流式细胞仪上采用不同设门方法计数
$8&3

R造血干细胞结果的差异'方法
!

采

集经骨髓动员的患者外周静脉血标本
&"

例#在分别采用同型对照设门法和国际血液治疗与移植工程协会!

%#F4:C

"推荐设门法

设置流式细胞仪后进行标本测定'结果
!

两种设门法标本计数结果具有相关性!

3f"+,,"

"#但
%#F4:C

设门法的计数结果低于

同型对照设门法!
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"'回收试验显示#

%#F4:C

设门法计数不同细胞浓度标本的预期值与回收值的相关系数为
"+,,',

*

对
&

种细胞浓度重复检测的变异系数为
)+)W

!

&+'W

'结论
!

两种设门法计数
$8&3

R细胞的相关性较好#但
%#F4:C

设门法

更能反映造血干细胞的特点#具有良好的准确度和精密度#且无需同型对照抗体#节约试剂#更适合临床常规使用'

关键词#流式细胞术*
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外周血
$8&3

R造血干细胞移植!能够快速重建造血!提供

组织再生的干细胞!已被广泛用于急"慢性白血病"某些实体肿

瘤"免疫性疾病和遗传性疾病等的治疗#用流式细胞术进行精

确"快速的
$8&3

R细胞绝对计数!已成为临床评估骨髓动员和

外周血造血干细胞采集"判断最佳采集时机的重要指标#
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流式细胞仪通过定量进样体积!计数该体积内的细

胞数!实现细胞绝对计数#本研究旨在比较两种不同设门方

案!以探讨
$8&3

R细胞计数的影响因素!提高计数准确性#
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材料与方法

$+$

!

标本来源
!

)"",

年
'

月至
)"("

年
("

月于本院行外周血

造血干细胞移植的动员外周血标本
&"

例!分别于不同时间段

采集自
(!

例患者(自体干细胞移植
("

例!异基因干细胞移植

!

例)#

$+%

!

仪器与试剂
!
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)仪器*
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(

5=B?A>

!德国)#(

)

)试剂*

$8&325C

"

$83*25$*

"同型对照

%

L

:(25C

抗体(

%99]7d;C$F

!美国)!溶血素(

<A>ZP=0

!

美国)#

$+&

!

方法
!

(

(

)仪器校准*对
(PD

标准微球进行检测!确定

仪器线性和峰值的变异系数(

6M

)在规定水平#(

)

)标本处理*

取
)

支试管标记为测定管和对照管!测定管加入
$83*25$*

和

$8&325C

抗体!对照管加入
$83*25$*

和同型对照
%

L

:(25C

荧

光抗体!每管加入抗体各
)"

#

D

!检测标本
*"

#

D

!充分混匀!室

温避光孵育
)"P.0

后加入溶血素
3("

#

D

充分混匀!室温避光

孵育
("P.0

后进行流式细胞仪分析#细胞浓度大于
(_

("

!

+

PD

的标本稀释后进行检测#按公式(

$8&3

R细胞浓度
f

仪器测定值
_("_

稀释倍数)计算结果#(

&

)准确度与精密度

分析*将
$8&3

R质控细胞(白血病患者骨髓
$8&3

R细胞)定量

加入
$

O

?M2;BM@

质控细胞(健康人外周血质控物)中!范围为

"

!

3'"""

+

PD

!进行检测!评价绝对计数的准确度#在
$8&3

R

细胞
&

个浓度点!即
'"""

"

(!"""

和
)3"""

+

PD

!分别测定
'

次!获得绝对计数的精密度.
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)设门方案*同型对照设门法

见图
(
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设门法!即采用多参数!包括前向角散射

(

UMBV=BJ/>=??AB

!

[#$

)"侧向角散射(

/.JA/>=??AB

!
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$83*

和
$8&3

!分析靶细胞群!获得目标细胞群的计数.
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!见图
)

#

$+'

!

统计学处理
!

采用
Cc$CD)""1

软件!以配对秩和检验

(

Y.@>MTM0

)对采用两种设门法获得的绝对计数结果进行比较!

>

(

"+"*

时比较差异有统计学意义!并对结果进行相关分析.
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!

结
!!

果

%+$

!

检测结果比较
!

以两种方法分别检测
&"

例标本!绝对计

数结果的相关系数为
"+,,

(

>

(

"+"*

)!方程为
Df"+,"'%g

(,',

#配对秩和检验(

Y.@>MTM0

)显示!两种方法检测结果的

差异具有统计学意义(

>
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%#F4:C

设门法计数结果低

于同型对照设门法#

!!

注*左图为同型对照!右图为
$8&3

标记!以同型对照为参照!设定

十字门!确定阳性区域
e4)

!得到测定标本的
$8&3

R细胞数!

$8&3

R细

胞数
f$8&3

标记阳性细胞数
g

同型对照细胞数#

图
(

!!

同型对照设门法

!!

上左图*

$83*

+

##$

双参数图!确定
$83*

R 的细胞
e)

!排除

$83*

g细胞和颗粒(红细胞"血小板和碎片)-上右图*

$8&3

+

##$

双参

数图!以
e)

细胞群设门!将所有
$8&3

R或弱阳性以及
##$

信号弱及

中等的细胞设为
6(

区域-中左图*

$83*

+

##$

双参数图!以满足
e)

和

6(

设门!

##$

低到中等"

$83*

低到中等荧光强度的细胞群为
6)

-中右

图*将
6)

区域的细胞显示在
[#$

+

##$

双参数图中分析!并建立
63

区

以准确包含
[#$

较大的细胞为造血祖细胞!得到
$8&3

R细胞计数-下

左图*

$8&3

+

$83*

双坐标图!用于确保第
(

张图的设门
e)

包含
$83*

弱阳性造血祖细胞-下右图*

[#$

+

##$

双参数图!用于确定
[#$

阈值的

设定没有丢失淋巴细胞(

6&

)!但可将血小板等排除在外#

图
)

!!
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设门法

%+%

!

准确度分析
!

在
(""

#

D$

O

?M2;BM@

质控细胞中!分别加

入
'"""

"

(!"""

"

)3"""

"

&)"""

"

3""""

和
3'"""

个
$8&3

R质

控细胞!经
$8&325C

+

$83*25$*

抗体标记后以
%#F4:C

设门

方法进行检测!测得回收值分别为
'!""

"

(!3'*

"

)311"

"

&)"1*

"

3(!&*

"

31,("

!分别以期望值与回收值为
%

"

D

轴作

图!得到回归曲线!回收值与期望值的相关系数为
"+,,',

!方

程为
Df"+,1,%R(&(*

#

%+&

!

精密度分析
!

取
$8&3

R细胞浓度分别为
'"""

"

(!"""

"

)3"""

+

PD

的标本分别检测
'

次!计算结果均值和
6M

(表
(

)#

表
(

!!

精密度分析

期望值

(+

PD

)

实测值

最小值

(+

PD

)

最大值

(+

PD

)

均值

(+

PD

)

标准差

(+

PD

)

6M

(

W

)

'""" 1&)* '&*" 1'*,+3 ),'+1 &+'

(!""" (!&&" (1*3" (1"1(+, &1!+) )+)

)3""" )&33* )!"&" )3*33+3 '("+" &+&

&

!

讨
!!

论

流式细胞仪通常采用双平台技术或单平台标准微球技术

进行绝对细胞计数.

*

/

#双平台技术需要同时应用流式细胞仪

检测标本中阳性细胞百分比和血球计数仪检测标本的绝对细

胞数!通过计算检测结果的乘积得到样本中阳性细胞的绝对细

胞数#单平台标准微球技术只需要流式细胞仪进行标本检测!

但标本中需加入外源性的参照标准微球作为检测的内对照!因

此在操作中必须使用含定量标准微球的特殊测试管.

!

/

#两种

技术都需要在流式细胞仪之外!附加其他的检测条件才能进行

绝对计数!操作复杂且成本较高#

$

O

[@MV/

Q

=>A

流式细胞仪采

用定量进样体积的新技术!使流式细胞仪同时具有血细胞计数

仪的功能!可以进行绝对计数.

12'

/

#该项技术已在艾滋病的检

测中得到广泛应用!通过对艾滋病患者外周血中
$83

R细胞绝

对计数的动态观察!可以协助判断疾病进程"观测疗效和判断

预后.

,2("

/

#

外周血
$8&3

R造血干细胞移植!能够快速重建造血!为组

织再生提供干细胞.

((

/

#本研究显示!

$

O

[@MV/

Q

=>A

流式细胞

仪计数
$8&3

R细胞的准确度与精密度均较好!可为临床提供

准确的
$8&3

R细胞计数结果!有助于为临床骨髓动员和外周

血造血干细胞移植提供重要的参考依据!协助临床评估造血干

细胞的采集效果和判断最佳采集时机#

本研究对传统的同型对照设门法和
%#F4:C

设门法检测

结果进行了比较!证实两种方法检测结果虽然具有一致性!但

前者的检测结果高于后者!可能与部分
$83*

强阳性的干扰细

胞进入
$8&3

R区域有关#这些干扰细胞主要是聚集的细胞

团!其
[#$

和
##$

较高!由于其体积大"背景高!形成
$83*

强

阳性和
$8&3

R干扰-而造血祖细胞为不成熟细胞!其
$83*

表

达为弱到中等强度!其
[#$

和
##$

均不会超过淋巴细胞和粒

细胞#

%#F4:C

设门法通过
$8&3

+

##$

双参数图!以
$8&3

R

及
##$

为弱及中等强度的细胞为目标细胞进行设门!排除了

聚集的细胞团由于背景高而造成的假阳性!因此获得的结果更

为准确#

%#F4:C

设门法通过
3

个参数(

[#$

"

##$

"

$8&3

"

$83*

)"

!

张双坐标直方图"三层叠加设门的方法!将
$8&3

R造血细胞
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从细胞群体中分离出来#笔者发现以
%#F4:C

设门法检测同

型对照管的
$8&3

计数结果为
"

+

PD

(结果未示)!证实可以不

设同型对照测试管#因此
%#F4:C

设门法可节省试剂成本!

减少检测耗时!具有较高的工作效率!适合在临床推广.

()

/

#

综上所述!

$
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[@MV/

Q

=>A

流式细胞仪应用
%#F4:C

设门

法可作为检测外周血
$8&3

R细胞绝对计数的可靠方法#
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以
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检测作为初筛试验!尤其是对于需要对大量标本进

行检测的综合医院"疾控中心等医疗卫生机构#对于
;5/4I

阳性患者再行非螺旋体特异抗体试验检测!依据血清滴度作为

诊断依据并用于指导治疗和评价疗效!有利于进一步避免漏诊

和误诊"提高疗效和监测病情#对于存有疑问的标本!建议同

时采用两种不同的方法进行平行测定!并结合患者的临床表

现"社会关系"生活情况等综合考虑#

综上所述!全自动化学发光免疫分析仪是自动化程度高"

数据保存方便"有利于实现质量控制的检测系统!具有重复性

好"高灵敏度"高特异性"抗干扰能力强等优点!值得在临床推

广应用#
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