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T、B 淋巴细胞亚类的方法学建立及性能评价 
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【摘要】目的 T、B 淋巴细胞亚类的方法学建立及性能评价。方法 通过查阅文献确立 T、B 淋巴细胞

亚类的抗体组合，沿用溶血洗涤的标本处理方法。基于中华人民共和国卫生部《流式细胞术检测外周血淋

巴细胞亚群指南》推荐的方法，建立适用于流式细胞仪性能评价的测试方案，包括精密度、试剂稳定性、

抗体量对结果的影响等。结果 T、B 淋巴细胞亚类的方法学初步建立，性能评价初步确立。结论 上述性能

指标测试方法可靠，能够对 T、B 淋巴细胞亚类检测性能进行全面评价。该方法对于 T、B 淋巴细胞亚类检

测性能验证有一定的指导意义。 
【关键词】流式细胞仪；方法学建立；性能评价 

 

Methodological establishment and performance evaluation of T and B Lymphocyte subclasses 

Lixia Zhang1, Chenxue Qu2 
1The First Hospital of Handan, Handan, Hebei, China 

2Peking University first hospital, Peking, China 

【Abstract】Objective To establish the methodology and evaluate the performance of T and B lymphocyte 
subsets. Methods: the antibody combination of T and B lymphocyte subclasses was established by consulting 
literature, and the method of hemolytic washing was used. Based on the method recommended by the State Food 
and drug administration, a test scheme suitable for the performance evaluation of FCM was established, including 
the precision, the stability of reagents ,the influence about the amount of antibody. Results: the methods of T and B 
lymphocyte subsets were established preliminarily, and the performance evaluation met the requirements. 
Conclusion: the above methods are reliable and can be used to evaluate the detection performance of T and B 
lymphocyte subsets. This method has certain guiding significance for the verification of the detection performance 
of T and B lymphocyte subsets. 
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淋巴细胞亚群检测对于了解机体免疫功能十分

重要。最新的研究显示，T、B 淋巴细胞中还有不同

亚类如初始细胞、记忆细胞、活化细胞和效应细胞

等等[1]。不同疾病时，这些亚类的变化并不相同，

因此检测 T、B 淋巴细胞亚类对于更准确地了解机

体免疫功能，评估疾病的预后和转归有重要意义[2]。

本实验通过查阅文献[3]-[8],确定 T、B 淋巴细胞亚类

抗体组合。 
1 材料与方法 
1.1 仪器与试剂 
BD 公司 FACSCantoⅡ流式细胞仪（仪器编号：

MZXY-LS-002）及配套淋巴细胞精细分型抗体，新

鲜 EDTA 抗凝全血。 
1.2 方法 
（1）精密度 
新鲜外周血标本，配置三组（T1、T2、B），

每组上机检测三次，计算各群亚类的百分比的变异

系数。 
（2）试剂稳定性 
预混试剂，分别在试剂配置的第二天（24h）和

第三天（48h）加入新鲜外周血，并设置对照组（现

配的抗体加同一新鲜外周血标本），标本每天取三
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个，以检测试剂稳定性。计算各群亚类的百分比的

偏倚。 
（3）抗体量对结果的影响 
取三个新鲜外周血标本，每个设置两组，一组

加抗体推荐量的半量，一组加抗体推荐量的全量，

计算各群亚类的百分比的偏倚。 
2 结果 
2.1 精密度 
各群亚类的百分比的变异系数均<10%。其中

CV 值为 0-5%的有：CD3+CD4+、Central Memory4、
Naive4 、 Effector Memory4 、 Effector4 、

CD4+/HLADR+ 、 CentralMemory8 、 Naive8 、

CD8+/HLADR+ 、 CD8+/CD28- 、 CD8+/CD28+ 、

Th17-like、Th1-like、Naïve、PlasmaBlast、Plasma、
Transitional；CV值为5%-10%的有EffectorMemory8、
Effector8、Treg、Th2-like、Th9-like、non-Switch、
Switch.（见表一 A，表一 B） 

2.2 试剂稳定性 
试剂：在试剂放置的 24h，亚类百分比偏倚均

<50%;在试剂放置的 48h，三组样本的 Central 
Memory4、Naive4、EffectorMemory4、Effector4 和

CentralMemory8 均变化较大。（见表二 A，二 B） 
2.3 抗体量对结果的影响（见表三 A，三 B） 
除 一 组 EffectorMemory4 偏 倚 为 45.8% ，

CentralMemory8 为 38.9%，CD8+/CD28-为 46.2%，

Transitional 为 50%外，其余均<30%。 

表一 A 

 
表一 B 

 
表二 A 
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表二 B 

 
表三 A 

 
表三 B 

 
 

3 讨论 
通过查阅文献确立了 T、B 淋巴细胞亚类的抗

体组合。关于淋巴细胞亚类性能的评价，国际上还

没有公认的方法和要求。本实验从精密度，试剂和

样品稳定性，抗体量对结果的影响及生物参考区间

等方面进行验证。流式细胞仪的检测结果会被用于

了解机体免疫功能，评估疾病的预后和转归。因此，

应该更关注可能影响检测结果准确性的性能指标。

为此，中华人民共和国卫生部在 2011 年发布了医药

行业标准《流式细胞术检测外周血淋巴细胞亚群指

南》，评价项目涵盖了流式细胞仪的质量控制，包

括光路，荧光分辨率，荧光补偿及性能评估（准确

度，特异度，灵敏度和精密度）[9]。本实验基于指

南里的性能评估内容，加上实际工作中检测结果的

影响因素，从精密度、试剂和样本稳定性、抗体量

对结果的影响以及生物参考区间四方面进行实验，
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为医学实验室评价流式细胞术检测外周血淋巴细胞

亚类的性能提供了一套详尽的参考方法[10]。 
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