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自制红细胞裂解液对流式细胞术测定外周血 
T 淋巴细胞亚群的影响研究
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100176；2. 中山大学药学院，广州 510006）

摘　要：目的　比较实验室配制的红细胞裂解液的裂解时间对流式测定 SD 大鼠和食蟹猴外周血 T 淋巴细胞亚群的影响。

方法　①取 15 只食蟹猴的肝素钠抗凝血各 50μl，血样与荧光检测抗体 PerCP-CD3/FITC-CD8/PE-CD4 孵育后分别经自

制和市售红细胞裂解液裂解一段时间，比较样本经自制与市售裂解液处理不同时间后其 CD3+CD4+，CD3+CD8+ 和 CD3+

淋巴细胞的平均荧光强度（median fluorescence intensity，MFI）等数值的差异；②取 15 只 SD 大鼠的 EDTA-K2 抗凝血

各 50μl，血样与荧光检测抗体 APC-CD3/FITC-CD4/PE-CD8a 孵育后，分别经自制红细胞裂解液和市售裂解液裂解一段

时间，比较样本经自制与市售裂解液处理不同时间后 CD3+CD4+ 和 CD3+CD8+ 淋巴细胞的 MFI 等数值的差异；③取 15 只

大鼠 EDTA-K2 抗凝血各 50 μl，血样与荧光检测抗体 APC-CD3/PE-CD4 孵育后，分别经自制红细胞裂解液和市售裂解

液裂解一段时间，比较样本经自制与市售裂解液处理不同时间后 PE-CD4+ 的 MFI 差异。结果　①食蟹猴外周血经自制红

细胞裂解液，裂解时间约 15min 和 5min 的 FITC-CD8+ 的 MFI 分别为 1 745±173 和 2 439±253，淋巴细胞百分比分别为

47.9%±7.2% 和 42.1%±7.6%；裂解时间约 15min 和 5min 的 PE-CD4+ 的 MFI 分别为 12 924±892 和 13 695±984，淋巴

细胞百分比分别为 38.7%±7.2% 和 33.1%±7.2%。裂解时间约 15min 比裂解 5min 的 FITC-CD8+（t=8.779，P<0.000 1）
和 PE-CD4+（t=2.250，P<0.05）的 MFI 降低；淋巴细胞百分比占比（t=2.139，2.162，均 P<0.05）增高，差异具有统计学

意义。食蟹猴外周血经市售红细胞裂解液裂解 15min，FITC-CD8+，PE-CD4+，PerCP-CD3+ 的 MFI 分别为 2 413±240，12 
428±1 208 和 1 015±123。与自制裂解液裂解 5min 比较，市售裂解液裂解 15min 的 PE-CD4+ 和 PerCP-CD3+ 的 MFI 降低，

差异具有统计学意义（t=3.150，4.862，均 P ＜ 0.01）。② SD 大鼠外周血经自制红细胞裂解液，裂解时间 5min 和 2min
的 FITC-CD4+ 的 MFI 分别为 55.72±14.10 和 225.08±12.44；裂解 5min 与裂解 2min 的 FITC-CD4+ 的 MFI 比较差异有统

计学意义（t=34.89，P ＜ 0.001）；SD 大鼠外周血经市售红细胞裂解液，裂解 5min 和 15min 的 FITC-CD4+ 的 MFI 分别

为 277.02±30.36 和 310.04±43.56，PE-CD8a+ 的 MFI 分别为 3 453.43±443.19 和 3 211.28±357.85；裂解时间 5min 与裂

解 15min 的 FITC-CD4+ 和 PE-CD8a+ 的 MFI 比较差异有统计学意义（t=2.409，P ＜ 0.01）。③ SD 大鼠经自制红细胞裂解液，

裂解 5min 和 2min 的 PE-CD4+ 的 MFI 分别为 1 766±67, 1 765±51，差异无统计学意义（t=0.045，P ＞ 0.05）。结论　与

市售裂解液比较，自制红细胞裂解液可缩短裂解时间。将 FITC 荧光抗体更换为 PE 荧光抗体后，在一定的裂解时间内可

消除对大鼠测定淋巴细胞 MFI 的影响；但随着裂解时间延长会造成 FITC 和 PE 荧光抗体 MFI 值的下降。
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of peripheral blood T lymphocyte subsets in SD rats and cynomolgus monkeys. Methods　① About 50 μl of heparin sodium 
anticoagulated blood from 15 cynomolgus monkeys was taken, the blood sample was incubated with the fluorescent antibodies 
PerCP-CD3/FITC-CD8/PE-CD4 and lysed by erythrocyte lysate for a period of time, the effect of lysis time on the mean 
fluorescence intensities (MIF) of CD3+CD4+ and CD3+CD8+ lymphocytes determined by flow cytometry was compared. ② About 
50 μl of EDTA-K2 anticoagulant blood from 15 SD rats, the blood sample was incubated with the fluorescent antibodies APC-
CD3/FITC-CD4/PE-CD8a and lysed by erythrocyte lysate for a period of time, the effect of lysis time on the MIF of CD3+CD4+ 
and CD3+CD8+ lymphocytes determined by flow cytometry was compared. ③ About 50 μl of EDTA-K2 anticoagulant blood 
from 15 SD rats, the blood sample was incubated with the fluorescent antibodies APC-CD3/PE-CD4 and lysed by erythrocyte 
lysate for a period of time, the effects of lysis time on the MFI of PE-CD4+ lymphocytes determined by flow cytometry was 
compared. Results　① The peripheral blood of cynomolgus monkeys was lysed by self-made erythrocyte lysate and the MFIs of 
FITC-CD8+ with lysis time of about 15 min and 5 min were 1 745±173 and 2 439±253 respectively, and the percentage of 
lymphocytes was 47.9%±7.2% and 42.1%±7.6%. The MFIs of PE-CD4+ with lysis time of about 15 min and 5 min were  
12 924±892 and 13 695±984, and the percentage of lymphocytes was 38.7%± 7.2% and 33.1%±7.2%.The MFI of in FITC-
CD8+ (t=8.779, P<0.000 1), PE-CD4+ (t=2.250, P<0.05) and percentage of lymphocytes(t=2.139, 2.162; all P<0.05) lysed for 
15min were significantly lower than those lysed for 5min, and the differences were statistically significant. There was also a 
difference in the percentage of FITC-CD8+ and PE-CD+ lymphocytes(t=2.131, P<0.05). The peripheral blood of cynomolgus 
monkeys was lysed by commercially available erythrocyte lysate, and the MFIs of FITC-CD8+, PE-CD4+ and PerCP-CD3+ with 
lysis time of about 15 min were 2 413±240,12 428±1 208 and 1 015±123, respectively. The MFI of PE-CD4+ and PerCP-CD3+ 
lysed for 15min by homemade lysate were different from the commercial lysate (t=3.150, 4.862, all P < 0.01). ② The peripheral 
blood of SD rats was lysed with self-made erythrocyte lysate, the MFIs of FITC-CD4+ with lysis time of 5 min and 2 min were 
55.72± 14.10 and 225.08±12.44, and the lysis time of 5 min was significantly different from that of FITC-CD4+ with 2 min 
lysis（t=34.89, P ＜ 0.001）.The peripheral blood of SD rats was lysed with commercially available lysate, the MFIs of FITC-
CD4+ for 5 min and 15min lysis were 277.02± 30.36 and 310.04±43.56, and the MFIs for 5 min and 15 min PE-CD8a+ were 3 
453.43± 443.19 and 3 211.28 ± 357.85, and the MFIs of FITC-CD4+ and PE-CD8a+ lysed for 5 min were significantly different 
from those lysed for 15 minutes(t=2.409, P ＜ 0.01). ③ The MFIs of PE-CD4+ lysed by homemade erythrocyte lysate in SD rats 
were 1 766±67, 1 765±51, and there was no significant change between the two(t=0.045, P> 0.05). Conclusion　Compared 
with commercially available lysates, homemade lysates could shorten the lysate time. When the FITC fluorescent antibody was 
replaced with PE fluorescent antibody, the influence on the determination of lymphocyte MFI in rats could be eliminated within 
the same lysis time. However, when the lysis time was extended to 3 times, the MFIs of FITC and PE fluorescent antibody were 
affected to some extent.
Keywords: erythrocyte lysate；flow cytometry；T lymphocyte subsets in peripheral blood；cynomolgus monkey；SD rats；

fluorescent labeling

流式细胞术（flow cytometry, FCM）是使用流

式细胞仪开展的试验技术，可在细胞、分子水平上

通过识别荧光标记的单克隆抗体，对单个细胞或其

他生物因子进行定量分析和分选 [1]。使用流式细胞

术对动物淋巴细胞免疫表型进行检测，已成为药物

非临床安全性评价中常规的药物免疫毒性评价手 
段 [2]。其中，CD4+T 细胞和 CD8+T 细胞的表达量

是最常见的检测对象。体内 CD4+T 淋巴细胞作为

辅助 / 诱导细胞亚群，通过分泌的淋巴因子增强免

疫应答；而 CD8+T 淋巴细胞为抑制 / 细胞毒细胞

亚群，具有特异性杀伤病毒和肿瘤等作用 [3]。检测

时通常以一定量细胞（多通常为 5 000 个至 20 000
个）的平均荧光强度（mean fluorescence intensity，

MFI）、细胞计数值、CD4+/CD8+ 比值等指标是药

物临床前免疫毒性主要评价的常用考察指标 [4-5]。

淋巴细胞分类计数样本制备的操作流程，如红细胞

的去除效果、红细胞的裂解时间及红细胞裂解液的

制备方法对检测数值存在重要影响。故本研究以

药物非临床安全性评价常用动物食蟹猴和 SD 大鼠

的外周血样本作为研究对象，比较其经市售和自制

的红细胞裂解液分别处理不同时间后，对外周血淋

巴细胞表型检测结果的影响，为相关流式检测提供 
参考。

1　材料与方法

1.1　研究对象　食蟹猴，普通级，约 3 ～ 4 岁，共

15 只，均为雌性，由昆明亚灵生物科技有限公司提

供，动物生产许可证号为 SCXK（滇）2020-007。

饲养于国家药物安全评价监测中心的普通级动物房

内，单笼饲养，自由饮水，每天定量给饲料和水果

（各 150 g），自由摄取。饲养环境中温度和相对湿
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度分别控制在 16 ℃ ~ 26℃和 40% ~ 70%，每小时

换气次数不少于 8 次，每天照明 12 h，饲养 3 周，

适应环境后采血测定。

SD 大鼠，SPF 级，9 ～ 10 周龄，共 15 只，均

为雌性，繁育单位为北京维通利华实验动物技术有

限公司，动物生产许可证号为 SCXK（京）2021-
0011。饲养于国家药物安全评价监测中心屏障系统

内的大鼠笼具中（460mm×315mm×210mm），饲

养密度为 2 ～ 3 只 / 笼。自由饮水与摄取饲料。饲

养环境中温度和相对湿度分别控制在 20℃～ 26℃

（日温差≤ 3℃）和 40% ～ 70 %，每小时最低换

气次数为 15 次 /h，照明时间为 12h/ 天。动物检疫

适应 5 天后进行测定。

试验方案经国家药物安全评价监测中心实验

动物福利伦理委员会审阅并批准（编号：IACUC- 
2022-054 和 IACUC- 2022-061）。

1.2　仪器与试剂　FACSCalibur 流式细胞仪、分析

软件 Cell QuestTM，FACSAriaIII 流式细胞仪、分析

软件 Diva（美国 BD 公司）；H-60R 高速离心机（日

本 Kokusan 公司）；流式仪校准微球：BD CalibriteTM 
3-color（批号 1190654），APC bead（批号 98738），

CS&T 荧 光 校 准 微 球（ 批 号 1088460） 均 购 自

美国 BD 公司；流式检测抗体：异硫氰酸荧光素 
标记的抗 CD8 抗体 FITC-CD8（批号 0104976），PE-
CD4（批号 9172628），PerCP-CD3（批号 0205481）， 
异硫氰酸荧光素标记的抗 CD4 抗体 FITC-CD4（批

号 8274677），PE-CD8a（ 批 号 7271748），APC-
CD3（批号 1308882），市售红细胞裂解液用前十

倍 稀 释（ 批 号 1029757） 均 购 自 美 国 BD 公 司。

配制用的红细胞裂解液主要成分：氯化氨（批号

20161208）、碳酸氢钾（批号 20150924）、乙二胺

四乙酸二钠（批号 20140328）和多聚甲醛（批号

20150120）购自国药集团；按照裂红液 1L 体积配制，

氯化铵 8.29 g，碳酸氢钾 1.0 g，乙二胺四乙酸二钠

0.372 g。磷酸盐缓冲液（美国 Hyclone 公司，批号

AH29787896）；肝素钠抗凝管（江苏康健医疗用

品有限公司，批号 22020301），EDTA-K2 抗凝管（比

克曼生物公司，批号 20220408）。

1.3　方法

1.3.1　食蟹猴血样制备与分析：采集食蟹猴前臂静

脉血，每只约 0.3~0.5 ml，共 15 只。将样品添加至

肝素钠抗凝管中混匀；取荧光检测抗体 PerCP-CD3/
FITC-CD8/PE-CD4 各 5μl，与肝素抗凝血 50 μl 混

合。样本在室温下避光孵育 20 ~ 30 min 后，加入

配制的红细胞裂解液约 1ml 后混匀，裂解以肉眼可

见澄清为准，同样操作分别制备 3 套样本，采用不

同裂解时间，自制裂解液裂解时间约为 5 min 或 15 

min，市售裂解液裂解时间约为 15 min。以 200 × 
g 离心 5 min，弃上清，加入适量 PBS 清洗一次，

再次加入含 1g/100ml 多聚甲醛的 PBS 重悬细胞上

机测定。所有血样均在采集后 4h 内完成制备与测

定分析。上机检测前通过 CS&T 荧光校准微球质控。

在散点图上圈选淋巴细胞群去粘连，并使用空白对

照管和单荧光标记管调节电压和荧光补偿，每个样

本收集 5 000 个淋巴细胞，分析猴 T 淋巴细胞亚群

的 MFI 和淋巴细胞百分比。

1.3.2　SD 大鼠血样采集与制备：采集 SD 大鼠腹

主静脉血约 0.5 ml，将样品添加至 EDTA-K2 的抗

凝管中混匀，共 30 只，分别制备样本。①取 2μl 
APC-CD3，1μl FITC-CD4 和 2μl PE-CD8a，分 别 
与 EDTA-K2 抗凝大鼠血 50 μl 混合。样本在室温

下避光孵育 20~30 min 后，加入配制的红细胞裂

解液约 1ml。同样操作共制备 4 套，自制裂解液用

15 只大鼠血样，市售裂解液用 15 只大鼠血样，分

别制备各自比较。采用自制裂解液裂解时间约为 2 
min 或 5 min，市售裂解液裂解时间约为 5 min 或

15min。加入适量 PBS 清洗一次，加入适量含 1g/dl
多聚甲醛的 PBS 重悬细胞，分别上机测定。②取其

中 15 只大鼠血样分别制备 2 套样本，与 APC-CD3/
PE-CD4 各 2 μl， 与 EDTA-K2 抗 凝 大 鼠 血 50 μl
混合。孵育结束后加入配制的红细胞裂解液。采用

自制裂解液裂解时间约为 2 min 或 5 min，以 200 
× g 离心 5 min，弃上清，加入适量 PBS 清洗一次，

再次加入含 1g/100ml 多聚甲醛的 PBS 重悬细胞上

机测定。所有血样均在采集后 4h 内完成制备与测

定分析。上机检测前通过四色荧光校准微球质控。

在散点图上圈选淋巴细胞群去粘连，并使用空白对

照管和单荧光标记管调节电压和荧光补偿，每样收

集 5 000 个淋巴细胞，分析大鼠 T 淋巴细胞亚群的

MFI 和淋巴细胞百分比。

1.4　统计学分析　采用 IBM SPSS Statistics 26.0 分

析数据，计数资料以例（n）表示，行 F 检验；符

合正态分布的计量数据以均数 ± 标准差（x±s）

表示。如果为等方差，两组间行独立样本 t 检验。

如果为异方差，在 n1 = n2 时，进行 Aspin-Welch 检验。

P< 0.05 为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　自制红细胞裂解液及市售裂解液不同裂解时间

对食蟹猴淋巴细胞亚群检测结果的影响　不同红细

胞裂解液对食蟹猴 T 淋巴细胞 MFI 和百分比的影响

见表 1 和表 2。检测结果提示，FITC 标记的 CD8+

细胞经自制红细胞裂解液裂解 15 min 时的 MFI 与

裂解 5 min 时相比，下降约 28.5%，差异具有统计学

意义 (t=8.779，P ＜ 0.001)；其百分比升高 16.9%，
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差异具有统计学意义（t=2.139，P ＜ 0.05）。PE 标

记的 CD4+T 细胞经自制红细胞裂解液中裂解 15 min
时的 MFI 与裂解 5 min 时相比，下降约 5.6%，其百

分比升高 13.8%，差异具有统计学意义（t=2.162，P
＜ 0.05）。自制红细胞裂解液在不同裂解时间条件

下对 CD3+ 荧光抗体 MFI（t=0.945，P ＞ 0.05）和

淋巴细胞百分比（t=0.348，P ＞ 0.05），以及 CD4/
CD8 比值均未见明显影响（t=0.321，P ＞ 0.05）。

参考市售样品使用说明，食蟹猴样本需裂解 15 
min，裂解时间较长。与自制裂解液裂解 5min 后检测

值比较，食蟹猴样本经市售裂解液裂解 15 min 后，

FITC 标记的 CD8+ 细胞 MFI 和百分比均未见差异。

但 PE 标记的 CD4+ 细胞和 PerCP 标记的 CD3+ 细胞

的 MFI 则分别降低至 9.25% 和 20.3%，差异具有统

计学意义（t=3.150，4.862，均 P ＜ 0.01）。此外，PE
标 记 的 CD4+ 细 胞（t=0.478，P ＞ 0.05） 和 PerCP
标记的 CD3+ 细胞的百分比（t=0.945，P ＞ 0.05），

以及 CD4/CD8 比值（t=1.828，P ＞ 0.05）均未见明

显影响。
表 1　裂解时间对食蟹猴 T 淋巴细胞 MFI 的影响（n=15）

裂解液种类 裂解时间（min） FITC-CD8+ PE-CD4+ PerCP-CD3+

自制裂解液
5 2 439±253 13 695±984 1 273±164

15 1 745±173 12 924±892 1 218±154

市售裂解液 15 2 413±240 12 428±1208 1 015±123

表 2　　　　　　　不同裂解时间对食蟹猴外周血 T 淋巴细胞百分比（%）结果（n=15）

裂解液种类 裂解时间（min） FITC-CD8+(%) PE-CD4+(%) CD4/CD8(%) PerCP-CD3+(%)

自制裂解液
5 42.1±7.6 33.1±7.2 0.8±0.2 78.9±7.7

15 47.9±7.2 38.7±7.2 0.8±0.3 79.8±8.6

市售裂解液 15 43.6±8.5 34.3±7.2 0.8±0.3 81.7±8.4

2.2　自制红细胞裂解液及市售裂解液不同裂解时

间对 SD 大鼠淋巴细胞亚群检测结果的影响　不同

红细胞裂解液对 SD 大鼠 T 淋巴细胞 MFI 的影响见

表 3。在 SD 大鼠外周血 T 淋巴细胞中，FITC 标记

的 CD4+ 细胞在自制红细胞裂解液中裂解 5 min 比

2 min 的 MFI 下降约 75.2%，差异具有统计学意义

(t=34.890，P ＜ 0.001)。裂解 5 min 的样本中 PE 标

记的 CD8a+ 杀伤性 T 细胞的 MFI 虽降低约 7.8%，

但 与 裂 解 2 min 的 样 本 比 较 差 异 无 统 计 学 意 义

（t=1.574，P ＞ 0.05）。市售的裂解液裂解 5 min
与 15 min 后比较，样本经市售裂解液裂解 15 min 后，

FITC 标记的 CD4+ 细胞 MFI 升高 10.7%，而 PE 标

记的 CD8a+ 细胞 MFI 降低 7.5%，差异具有统计学

意义（t=2.409，P ＜ 0.05）。自制和市售的红细胞

裂解液不同裂解时间对 CD3+CD4+，CD3+CD8+ 和

CD4+/CD8+ 的百分比无影响，见表 4。
表 3　裂解时间对 SD 大鼠 T 淋巴细胞 MFI 的影响（n=15）

裂解液种类 裂解时间（min） PE-CD8a+ FITC-CD4+

自制裂解液
2 3881.86±471.69 225.08±12.44

5 3578.26±579.25 55.72±14.10

市售裂解液
15 3211.28±357.85 310.04±43.56

5 3453.43±443.19 277.02±30.36

表 4   不同裂解时间对 SD 大鼠外周血 T 淋巴细胞 
                      百分比（%）的影响（n=15）

裂解液种类 裂解时间（min） CD3+CD4+ CD3+CD8+ CD4+/CD8+

自制裂解液
2 58.32±3.38 37.42±3.80 1.58±0.27

5 57.91±4.05 37.14±3.94 1.59±0.28

市售裂解液
15 62.42±10.45 34.57±10.59 2.30±2.00

5 63.27±8.18 32.60±8.62 2.26±1.45

3　讨论

使用流式细胞术对淋巴细胞亚群进行分类计数

是非临床安全性评价中常规的免疫毒性评价手段之

一，用以评价药物的免疫毒性风险。常见的淋巴细

胞亚群分类指标包括 CD3+CD4+，CD3+CD8+ 等。

细化试验条件和积累经验有助于控制和减少检测中

的干扰因素，从而保证检测结果的可靠性和准确

性。多种因素可对流式法细胞表型测定结果产生影

响，包括样本本身的因素和样本制备因素等。其中

样本自身的因素包括：①来源：动物的种属、性别、

年龄和免疫状态 [6]；②制备条件：放置时间、是否

存在凝血或溶血 [7]、抗凝剂的选择；③仪器的性能

及日常维护与操作；④荧光抗体的选择等 [8-11]。本

研究中大鼠样本检测结果提示，自制红细胞裂解液

对 FITC 标记的 CD4+ 淋巴细胞的 MFI 有明显降低

的作用，更换强荧光抗体标记后，在一定红细胞裂

解时间内（大鼠常规裂解时间的两倍）可消除其对

MFI 的影响。在食蟹猴样本检测时发现裂解时间超

过时间的三倍以上时，FITC-CD8+ 的 MFI 值明显降

低，而 PE-CD4+ 的 MFI 值和淋巴细胞百分比也有

所影响。上述结果提示，随裂解时间延长，裂解液

对荧光抗体的影响有所增加。

出 现 上 述 现 象 的 原 因 首 先 可 能 与 荧 光 染 料

（FITC 和 PE）自身特性，如荧光强度、稳定性及

荧光淬灭衰减速率等有关 [12]，首先荧光染料 PE 的

荧光强度明显高于荧光染料 FITC；其次 FITC 染料

比 PE 染料易受干扰，FITC 和 PE 均由 488 nm 的

蓝色激光器激发，FITC 最大发射光波长为 520 nm 
~530 nm，接受蓝色激光器激发后呈现绿色荧光；

而 PE 的发射光波长为 595 nm，接受蓝色激光器激

发后呈现红色荧光，与绿色荧光比相比，激发光对
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于红色荧光的发射光和本底荧光的影响较小。同时

试验中发现，FITC 与 PE 染料相比更易于淬灭，也

许是样本中淋巴细胞的细胞膜随着裂解时间延长发

生一定裂解作用相关 [13]。第三，可能与 FITC 相结

合的淋巴细胞膜的荧光信号易破坏程度高于 PE 荧

光染料，导致 FITC 荧光抗体与淋巴细胞膜表面的

CD 分子结合力下降，影响了 MFI 数值。这一现象

也可能说明FITC荧光抗体与细胞结合力较差有关。

食蟹猴实验中辅助性 T 淋巴细胞和杀伤性 T 淋巴细

胞的百分比均增高，推测原因可能是细胞膜破裂后，

结合在细胞膜上的微弱信号被流式细胞仪识别，导

致其淋巴细胞的占比有所增加。因此，流式试验中

对于全血样本的制备时应严格控制红细胞的裂解时

间，以避免影响目的细胞的平均荧光强度的表达。

实验室常规使用的红细胞裂解液的主要成分包

括 NH4Cl，KHCO3 和 EDTA 等。 其 中 NH4Cl 的 主

要作用是改变细胞膜的渗透压，并在 EDTA 的共同

作用下导致红细胞的破裂。但随红细胞裂解液作用

时间延长，对粒细胞、单核细胞和淋巴细胞的抗原

表达量均存在影响，其中对粒细胞的影响最大，其

次是单核细胞和淋巴细胞。本研究发现裂解时间延

长对淋巴细胞的 MFI 产生了一定的影响，提示制备

髓系细胞样本时，需严格控制红细胞裂解的时间 [14]。

现有市售红细胞裂解液可在稀释后直接用于红细胞

裂解，但费用高且裂解时间较久（说明书建议时间

通常为 15 min）。本研究比较了自制裂解液和市售

裂解液对各检测指标的影响，结果提示食蟹猴样本

使用自制裂解液的裂解约 5 min 的检测结果与市售

裂解液裂解 15 min 相比更佳；大鼠样本使用自制

裂解液的裂解约 2 min 的检测结果与市售裂解液裂

解 5 min 相比基本相当。因此，使用自制的红细胞

裂解液可在节省成本的同时缩短检测时间。当前用

于流式检测的新型荧光抗体不断涌现，检测表达量

较低的细胞时应根据强弱搭配的原则，选择灵敏度

高且特异度强的抗体 [15-16]。

本研究仅以市售红细胞裂解液作为自制裂解液

的参照比对，未对不同裂解时间作进一步比较分析。

今后应继续总结经验，以确定更为合适的裂解时间。

综上所述，使用自制的红细胞裂解液时，延长

裂解时间可影响 FITC 荧光标记的检测结果以及淋

巴细胞 MFI 和细胞百分占比，从而影响检测结果

的准确性。将 FITC 荧光抗体更换为 PE 荧光抗体

后，在相同的裂解时间内可消除对大鼠测定淋巴细

胞 MFI 的影响；但裂解时间延长至三倍时长后对其

FITC 和 PE 荧光抗体的 MFI 有一定影响。本研究

比较了不同裂解时间对流式测定外周血 T 淋巴细胞

亚群的影响，为非临床药物安全性评价的流式检测

方法提供数据支持。
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