
目前"

Ê:

检测方法众多"且多以进口试剂为主"如罗氏(

西门子(生物梅里埃等"但这些试剂与所用仪器采用封闭式系

统"即仪器与试剂必须配套使用方可保证检验结果的准确性"

因此检验试剂价格昂贵"故而如果在基层医院采用进口仪器设

备进行该项目的检测"无疑增加了医疗成本#与之相对的是"

成本较低的国产仪器及试剂盒"但国产试剂盒的检测效能需要

进行验证#本次试验采用国产仪器及配套试剂进行
Ê:

的检

测"试验结果显示!采用品牌为新产业的化学发光检测系统进

行
Ê:

的检测"其精密度良好"低值样本的不精密度为

2V

批内
]'/-)3

"

2V

批间
]+/2(3

&中值样本为
2V

批内
]+/+23

"

2V

批间
]2/(-3

"均小于厂家提供的
2V

批内
%

-3

"

2V

批间
%

'(3

"完全符合有关规定要求#在
(/-

"

5,/(8

B

$

#V

浓度范

围内线性良好"

/](/55*++)c(/'*2**

"

<

+

](/55,'+

"该浓

度范围为临床患者检测的常见范围"可以满足临床诊断要求#

检测系统携带污染率为
(/,53

"低于
23

的要求"样本间交叉

污染小"不会因为上一个较高浓度的
Ê:

样本"引起下一个低

浓度样本升高"因此可以满足检测要求&通过与靶标仪器梅里

埃
#%8%QIX9H

荧光免疫分析仪进行比较"结果呈明显相关"

/]'/((4)c(/((--5

"

<

+

](/555-,

#

综上所述"在新产业
P9OVSPI4(((

化学发光仪上检测

Ê:

的性能良好"不会出现不正确或错误的检验结果"且成本

较进口试剂低廉"操作简便"可以单个或批量检测"每小时可完

成上百个测试"完全可满足临床使用"对于提高临床细菌感染

的诊断水平"降低医疗成本都具有十分重要的意义#
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S+))

多发性骨髓瘤细胞株中
EX'2,

阴性细胞的分离和培养

张
!

霞!胡大春

"云南省昆明市第一人民医院检验科
!

)-((''

$

!!

摘
!

要"目的
!

从
S+))

多发性骨髓瘤细胞株中分离
EX'2,

阴性细胞!对其进行培养!观察分离到的
EX'2,

阴性细胞的生长

特性%方法
!

用免疫磁珠法分离
S+))

多发性骨髓瘤细胞株中的
EX'2,

阴性细胞!用干细胞培养基进行培养%结果
!

从
S+))

多发性骨髓瘤细胞株中分离
EX'2,

阴性细胞在干细胞培养基内呈球体生长%结论
!

EX'2,

阴性细胞具有干细胞生长的相关

特征%

关键词"多发性骨髓瘤#

!

EX'2,

#

!

肿瘤干细胞

!"#

!

'(/25)5

$

6

/%778/')*2"4'2(/+(')/'4/(4'

文献标识码"

9

文章编号"

')*2"4'2(

"

+(')

$

'4"'555"(2

!!

多发性骨髓瘤%

PP

'是一种主要发生于中老年人群的恶

性浆细胞肿瘤"在欧美国家血液肿瘤中的占比达
'(3

#近年

来"随着我国进入老龄化社会"

PP

的发病率已呈明显上升趋

势)

'

*

#目前
PP

治疗措施已有大的进步#可同时针对
PP

细

胞本身和其所处微环境进行大剂量化疗治疗"这些大剂量化疗

联合应用自体造血干细胞移植和%或'异体造血干细胞移植"使

得部分患者可获得完全缓解%

EF

'"但这些患者多数会出现复

发#其复发的主要原因之一是存在于微量残留病灶%

PFX

'"

即在患者的体内可能存在极少量能够诱导肿瘤复发的.种子细

胞/或者说.肿瘤干细胞/

)

+

*

#

+('+

年
W$M$81

等)

2

*发现"复发(

进展中的
PP

患者与未治疗的
PP

患者比较"

EX'2,

阴性
G

细胞比例有着显著增加#通过实验研究也发现
EX'2,

阴性
G

细胞增多和
PP

患者的不良预后(细胞表型的更幼稚"以及对

雷利度胺和治疗表现为低敏感"这些特征都证明
EX'2,

阴性

G

细胞可能是
PP

肿瘤干细胞#

?

!

材料与方法

?/?

!

材料
!

人
PP

细胞
S+))

购自中国科学院昆明动物研

究所#

?/@

!

仪器与试剂
!

改良型
F̂ PI"')4(

培养基购自
O%A01

公

司&

FY9%71 &̂;7

购自
:$W$F$

公司&

EXY9

逆转录试剂盒购

自广州复能基因有限公司&

V\Ye9h"QIQ\

无血清培养基购

自
V\Ye9

公司&

>@IV"2

(

HEg

和
VIg

购自
=̂

D

>1:=0@

公司&

!̂"EX'2,

抗体购自贝克曼公司&

P%0>1G=$<EX'2,

抗体购自

德国美天旎公司#

?/A

!

方法
!

S+))PP

细胞株中
EX'2,

阴性细胞的分选和培

养#首先对
S+))

细胞进行预处理"使用
P%0>1G=$<EX'2,

抗

-

555'

-

国际检验医学杂志
+(')

年
*

月第
2*

卷第
'4

期
!

I8?KV$AP=<

!

K;&

L

+(')

!

Q1&/2*

!

Y1/'4



体和
S+))

细胞进行孵育"然后用分离系统分离获取
EX'2,

阴

性细胞"最后用干细胞培养基和干细胞培养
)

孔板进行培养#

-<

进行
'

次传代"

+

次传代后在进行
'

次免疫磁珠分离"培养

-<

后观察细胞生长的特征(流式细胞
EX'2,

阴性细胞纯度的

鉴定及传代培养#干细胞培养基配制!由无血清
V\Ye9h"

QIQ\

培养基按比例加入
+(8

B

$

#V

人类重组白细胞介素
2

%

>@IV"2

'(

-(8

B

$

#V

白血病抑制因子%

VIg

'(

+(8

B

$

#V

干细胞

因子%

HEg

'#

@

!

结
!!

果

@/?

!

S+))PP

细胞株中
EX'2,

阴性细胞分选与纯度分析
!

第
'

次磁珠法分选收集到
EX'2,

阴性细胞悬液"用
!̂"EX'2,

荧光抗体染色"进行流式细胞技术纯度分析"其中
EX'2,

阴性

细胞数仅占
4'/43

#由于第
'

次分选到的细胞中
EX'2,

阴性

细胞占比较低"不能满足分析需求"因此对第
'

次分选收集到

细胞进行培养后在进行第
+

次磁珠分选和第
+

次流式细胞技

术纯度分析#第
+

次磁珠分选后得到的
EX'2,

阴性细胞纯度

为
*'/)3

"见图
'

#

图
'

!!

第
+

次磁珠分选
EX'2,

阴性细胞结果

@/@

!

EX'2,

阴性细胞在干细胞培养液中的生长情况
!

EX'2,

阴性细胞在干细胞培养液中呈漂浮立体球状生长"球体巨大"

细胞之间结合紧密"其生长情况见图
+

%低倍镜'#

图
+

!!

EX'2,

阴性细胞在干细胞培养液中的

生长情况$

'(d

%

A

!

讨
!!

论

!!

+((4

年
P$?7;%

证实
PP

肿瘤样本和细胞系中存在克隆

性极强的
EX'5

c

EX'2,

b肿瘤干细胞)

4

*

"而源自
PP

细胞系和

临床患者骨髓标本中的
EX'2,

b

EX24

b细胞也被认为是
PP

干细胞)

-

*

#而肿瘤干细胞是肿瘤细胞增殖(化疗耐药(转移及

复发的重要因素"更是治疗的一个关键靶点)

)

*

#

目前肿瘤干细胞研究的首要问题就是分离与鉴定#目前"

肿瘤干细胞常用的分离方法有无血清悬浮细胞培养法)

*

*

(侧群

细胞法)

,

*

(流式细胞分选法)

5

*和免疫磁珠分选法)

'(

*

#无血清

悬浮培养法是人为地制造一富集肿瘤干细胞的培养环境"与肿

瘤干细胞实际生长的体内微环境不尽相同"目前有争议&侧群

细胞法荧光染料本身具有细胞毒性"被标记分选出的细胞活性

有可能受到影响"从而影响实验效果和准确性&流式细胞分选

法应用广泛"但耗时较长"分选的细胞活性可能受损影响功能&

免疫磁珠法免疫磁珠特异性高"适合分选单个阳性表达的细

胞"且分选的细胞纯度及细胞活力均较高"并且可以短时间内

反复大量获取所需要的干细胞#本试验经过
+

次磁珠分选后

EX'2,

阴性细胞地纯度才达到
*'/)3

#因为分选的
EX'2,

阴

性细胞属非阳性细胞"在分选过程中"附着在
VX

柱上的

EX'2,

阳性细胞可因多种因素进入到
EX'2,

阴性细胞中"导

致
EX'2,

阴性细胞的纯度下降!%

'

'细胞因素"离心的细胞未

用胰酶消化"细胞成团"细胞团中心的细胞与免疫磁珠上的

EX'2,

抗体未充分接触&细胞计数误差大远低于实际细胞数"

导致免疫磁珠
EX'2,

抗体用量不足&%

+

'免疫磁珠
EX'2,

因

素"主要见于免疫磁珠的抗体效价下降"导致免疫磁珠
EX'2,

用量不足&%

2

'操作者因素"一次性在柱上加入大于说明书规定

的
A;CC=>

用量"将
EX'2,

阳性细胞带入
EX'2,

阴性细胞中&

%

4

'细胞自身因素"细胞活性下降"

EX'2,

阴性细胞含量很少等

原因#因此欲获取纯度较高的
EX'2,

阴性细胞"一般都要经

过
+

次或多次分选才可能获得较高纯度#

在对
EX'2,

阴性细胞培养中"选择
+

种刺激造血干细胞

的细胞因子"

>@IV"2

和
HEg

刺激其生长#同时添加
VIg

抑制

EX'2,

阴性细胞向下分化"维持其多能性#另外选择含有
IP"

XP

(胰岛素(转铁蛋白和人血清清蛋白无血清淋巴细胞培养基

作为基础培养液添加生长因子联合配成干细胞培养基#

用干细胞培养液对
EX'2,

阴性细胞培养
-

"

*<

培养形成

漂浮状的球体细胞"通常干细胞生长的球体形状可作为干细胞

鉴定的一个依据"但是该方法仍有其自身的不足)

''

*

!肿瘤球仍

然是个混合细胞群体"它仅代表一小部分的肿瘤起源细胞"其

潜在的异质性通过肿瘤球筛选可能被丢失#另外"这些肿瘤球

传代要进行大量扩增"而在扩增的过程中可能诱导细胞生物学

和基因表达的改变"需要强有力的证据来鉴定细胞表面抗原#

因此可选择少量干细胞胚胎标记物来对肿瘤球进行鉴定"同时

也可用
:HE

基于
Ĥ

细胞特性(肿瘤细胞体外形成克隆能力(

动物致瘤性试验等来对肿瘤球进行鉴定#目前已有资料表明

PP

中
EX'2,

阴性细胞表达胚胎干细胞标志
H\h+

)

'+

*

#本试

验由于经费非常紧张"未进行相关的试验进行
EX'2,

阴性球

体细胞的验证"为本试验的一个缺陷#
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抗突变型瓜氨酸波形蛋白抗体在类风湿关节炎诊断中的应用价值

夏秋风!张
!

慧!邹晓月!张龙峰

"江苏大学附属医院检验科!江苏镇江
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摘
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要"目的
!

了解抗突变型瓜氨酸波形蛋白"

PEQ

$抗体在类风湿关节炎"

F9

$诊断中的意义!并比较抗
PEQ

抗体与类风

湿因子"

Fg

$&红细胞沉降率"

!HF

$&抗环瓜氨酸多肽"

EÊ

$抗体的相关性%方法
!

对
5(

例
F9

患者"

F9

组$&

-)

例非
F9

患者

"非
F9

组$和
,-

例健康体检人员"对照组$!应用酶联免疫吸附试验"

!VIH9

$检测血清中的抗
PEQ

抗体!同时检测
,*

例
F9

患

者类风湿因子"

Fg

$&

!HF

&

EÊ

抗体指标!用统计学方法分析抗
PEQ

抗体的诊断价值%结果
!

抗
PEQ

抗体对
F9

诊断的敏感

性为
*,3

!特异性为
)53

!阳性预测值为
*23

!阴性预测值为
*)3

%抗
PEQ

抗体的平均浓度依次为"
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"非
F9

组$&"

4)T'-+
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#V

"对照组$!

F9

组的平均抗体浓度较高%

F9

组活动期,"

)((T4+(

$

S

(

#V

-比慢性

期,"

*(T+(+

$

S

(

#V

-抗
PEQ

抗体的平均浓度显著增高%抗
PEQ

抗体与抗
EÊ

抗体"

<](/)(+

!

B](/(((

$的相关性较与
Fg

"

<](/+2*
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$

(/(-

$的相关性强!与
!HF

无相关性"
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$%结论
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抗
PEQ

抗体在
F9

中具有较高的敏感性和特异性!与抗

EÊ

抗体&

Fg

有正相关性!联合抗
EÊ

抗体&

Fg

检测可提高
F9

的诊断效率%动态监测抗
PEQ

抗体的浓度可用于判断
F9

的

病情活动程度%

关键词"类风湿关节炎#
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突变型瓜氨酸波形蛋白#
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类风湿因子#
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类风湿关节炎%

F9

'是一种高发的致畸性自身免疫性疾

病#早期诊断并及时治疗可以减少骨关节破坏并改善预后#

近年来有多种针对
F9

的自身抗体已用于临床检测#类风湿

因子%

Fg

'和抗环瓜氨酸肽%

EÊ

'抗体等是辅助诊断
F9

的常

用检测指标#有报道显示抗
EÊ

抗体较
Fg

的敏感性差"但

特异性高"单独检测某个指标"容易引起
F9

的漏诊)

'"+
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#目前

多个血清学检测指标联合检测更能提高
F9

的诊断效率"寻找

F9

免疫学诊断的新检测指标已成为研究热点#抗突变型瓜

氨酸波形蛋白%

PEQ

'是新兴的辅助诊断
F9

的免疫学检测指

标之一#抗
PEQ

抗体因抗原
PEQ

系天然蛋白来源和具多个

潜在抗原决定簇结构特点比抗
EÊ

抗体具有更高的特异性和

敏感性)
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本研究应用酶联免疫吸附试验%

!VIH9

'检测抗
PEQ

抗

体"分析其在
F9

诊断中是否比抗
EÊ

抗体或
Fg

具有更高的

敏感性和特异性"并比较它与
Fg

(抗
EÊ

抗体(红细胞沉降率

%

!HF

'的相关关系"为
F9

的早期诊断及判断疾病活动程度提

供有价值的帮助#
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资料与方法
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选取
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年
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+('-

年
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月到本院就

诊的
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患者
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例作为测试组"年龄
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岁"平均%
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'岁"其中
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活动期
))

例"慢性期
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例"均符合
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年美

国风湿病协会%

9F9

'的诊断标准#
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例非
F9

组%其他自身

免疫性疾病"主要为强直性脊柱炎(结缔组织病(系统性红斑狼

疮(干燥综合征和皮肌炎'作为自身免疫性疾病比较组"年龄
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岁"平均%
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例健康体检人员%排除自身免

疫性疾病'的血清作为对照组"年龄
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方法
!

%

'

'抗
EÊ

抗体测定采用
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法"试剂由德国

欧蒙公司提供"严格按试剂盒说明书进行操作#本实验中抗
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抗体浓度超过
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计算#阳性判
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抗体
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定量测定采用美国
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特种蛋白分析仪"试剂为专用试
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