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不同染色过程对提升流式细胞仪检测外周血自然杀伤细胞
的效果评价
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摘  要：目的 分析两种染色过程对人外周血中的自然杀伤（NK）细胞检测效果的影响。方法 选取2024年6月在北京

大学国际医院体检中心诊疗的66例不同免疫水平患者作为研究对象，其中男性33例，女性33例，分别使用两个厂商的

试剂，每种试剂共涉及两种染色过程（直接染色和先洗涤后染色），通过流式细胞术检测淋巴细胞免疫表型CD3+ 百分比和

CD3-(CD56+CD16)+ 百分比，比较两种染色过程淋巴细胞免疫表型的差异性；同时分析NK细胞分离度来考察两种染色过

程对NK细胞分离效果的影响。结果 两种试剂结果均显示CD3+ 百分比和CD3-(CD56+CD16)+ 百分比在两种染色过程

差异无统计学意义（Z=-1.793～-0.379, 均P>0.05）。国产试剂在两种染色过程检测CD3+ 百分比的组内相关系数（ICC）为

0.977，CD3-(CD56+CD16)+ 百分比的 ICC为0.990；进口试剂在两种染色过程检测CD3+ 百分比的 ICC为0.977，CD3-(C-
D56+CD16)+ 百分比的 ICC为0.991，两种试剂均具有较好一致性。两种试剂结果均显示NK细胞分离度在两种染色过程

差异具有统计学意义（Z=-6.624、-6.736，均P<0.000 1），与直接染色相比，先洗涤后染色NK细胞分离度更大。结论 两

种染色过程测试得到的CD3+ 百分比和CD3-(CD56+CD16)+ 百分比一致性较好，针对NK细胞分群较差或无法分群的标本

可以尝试先洗涤后染色，改善CD3-(CD56+CD16)+ 细胞群与CD3-(CD56+CD16)-细胞群的分离效果，从而提升NK细胞检

测准确度，为临床提供辅助诊断价值。
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Evaluation of the Effectiveness of Different Staining Processes on Enhancing 
Flow Cytometry Detection of Peripheral Blood Natural Killer  Cells
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Abstract: Objective To analyze the effects of two staining processes on the detection of natural killer (NK) cells in human pe-
ripheral blood. Methods A total of 66 patients with different immune levels who were diagnosed and treated at the Physical Ex-
amination Center of Peking University International Hospital in June 2024 were enrolled as the research subjects, including 33 
males and 33 females. Reagents from two manufacturers were used, each involving two staining processes (direct staining and 
washing followed by staining). The lymphocyte immunophenotype percentage of CD3+and CD3-(CD56+CD16)+ were detected 
by flow cytometry, and the differences in lymphocyte immunophenotypes between the two staining processes were compared. 
Simultaneously, NK cells isolation efficienty was analyzed to examine the impact of the two staining processes on NK cells 
separation. Results Both reagents showed no statistically significant differences in CD3+ percentage and CD3-(CD56+CD16)+ 
percentage between the two staining processes (Z= -1.793～-0.379, all P>0.05). The intraclass correlation coefficients (ICC) for 
CD3+ percentage and CD3-(CD56+CD16)+ percentage detected by the domestic reagents across two staining processes were 0.977 
and 0.990, respectively. The ICCs for detecting percentages of CD3+and CD3-(CD56+CD16)+ using the imported reagents in 
both staining processes were 0.977 and 0.991, respectively, indicating good consistency for both reagents. The results from both 
reagents showed statistically significant differences in NK cell separation rates between the two staining processes (Z= -6.624, 
-6.736, all P<0.000 1). Compared with the direct staining, NK cell separation rates were higher after washing followed bystain-
ing. Conclusions The CD3+ percentage and CD3-(CD56+CD16)+ percentage obtained from both staining processes showed good 
consistency. For specimens with poor NK cell separation or those that can’t be separated, attempting washing followed by-stain-
ing may improve the separation of CD3-(CD56+CD16)+ and CD3-(CD56+CD16)- cell populations. This approach enhances 
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accuracy of NK cell detection and provides auxiliary diagnostic value for clinical practice.    

Keywords：flow cytometry; staining; NK cells; cell clustering
淋巴细胞亚群检测已成为实验室的常规检测项

目，其中自然杀伤（natural killer，NK）细胞的检测对

机体免疫功能的评估、肿瘤患者疾病的诊断与监测、

感染性疾病的管理、免疫缺陷和自身免疫病、造血干

细胞移植和嵌合抗原受体 T 细胞免疫治疗 (chimeric 
antigen receptor T cell immuno-therapy, CAR-T) 等均

有重要的参考意义 [1-8]，通过 NK 细胞的检测可以帮

助医生更好地了解患者的免疫状态，制定个性化的

治疗方案并监测治疗效果和预后。人体中的 NK 细

胞为 CD3-CD56+ 细胞，其在发育过程中主要可分

为 CD56dim 和 CD56bright 两种细胞亚型，前者在功能

上比后者成熟 [9]；CD56dimNK 细胞表现出更强的细

胞毒性，通过表达大量的 CD16，分泌穿孔素和颗粒

酶等细胞毒性分子杀伤靶细胞，CD56brightNK 细胞的

主要作用是释放细胞因子和通过免疫调节杀伤肿瘤

细胞。NK 细胞上机前的制备方式目前都是通过直

接染色的方式进行，将单标抗体和全血直接混合染

色，单标抗体与 NK 细胞表面的抗原 CD16 和 CD56
结合，通过已结合的单标抗体上的荧光分子来识别

NK 细胞阳性群，由于 NK 细胞表面的 CD16 和 CD56
正常表达丰度并不高，针对 NK 细胞含量较低的标

本 会 导 致 CD3-(CD56+CD16)+ 细 胞 群 与 CD3-(C-
D56+CD16)- 细胞群之间难以区分，从而无法得到

CD3-(CD56+CD16)+ 百分比结果，因此需要寻找一

种提升 NK 细胞检测效果的实验方法，以更好发挥

流式细胞仪检测 NK 细胞的辅助诊断价值。

目前，国内外文献尚无针对有效提升 NK 细胞

检测效果的报道，本研究旨在研究不同的染色过程

对 NK 细胞检测效果提升的影响。

1 材料与方法

1.1 研究对象 本研究收集 2024 年 6 月 15 日～ 6
月 30 日在北京大学国际医院体检中心诊疗的 66 例

不同免疫水平患者作为研究对象，其中男性 33 例，

女性 33 例，所有研究对象均满足以下纳入标准：①

年龄 18~60 岁；②血细胞检测、尿沉渣检测及肝、肾

功能检查均正常；③内科、外科、心电图、X 线透视、

B 超检查均无异常；④无恶性肿瘤、自身免疫病、

血液病、感染性及代谢性疾病；⑤ 3 个月内未使用

激素类或免疫抑制类药物。本研究已通过国家卫

生健康委科学技术研究所伦理委员会的审核批准

[NRIFP2024012]，且获得所有研究对象的知情同意。

1.2 仪器与试剂 CytoFocus 流式细胞仪（北京指

真 生 物 科 技 有 限 公 司）；CD45-PerCP、CD3-FITC、

CD16-PE、CD56-PE 单标抗体（北京指真生物科技有

限公司）；CD45-PerCP-Cy5.5、CD3-FITC、CD16-PE、

CD56-PE、红细胞裂解液（美国碧迪医疗器械公司），

所有试剂均在效期内使用。

1.3 方法

1.3.1 标本采集：采用EDTA-K2 抗凝剂采血管收集外

周血，每份标本不少于1ml，并在采样48h内完成检测。

1.3.2 实验步骤：①流式管中加入四种单标抗体，其中

CD45抗体用于圈出淋巴细胞，CD3抗体用于圈出CD3+ 
淋巴细胞亚群和CD3- 淋巴细胞亚群，CD16和CD56抗

体用于圈出NK细胞亚群即CD3-(CD56+CD16)+ 细胞；

②继续加入临床标本，其中直接染色是加入100μl已
混匀好的外周全血，先洗涤后染色是加入100μl细胞

悬液（100μl已混匀好的外周全血，加入0.01mol/L  PBS 
500μl洗涤，500×g离心去上清后保留总体积100μl）；

③红细胞裂解；④流式细胞仪检测分析。

1.3.3 结果分析：通过 CD45/ 侧向角（side scatter, SSC）

建 立 散 点 图，圈 出 淋 巴 细 胞，通 过 CD3/CD16+56
散 点 图 获 得 CD3+ 百 分 比，CD3-(CD56+CD16)+ 百

分 比，CD3-(CD56+CD16)+ 细 胞 群 PE 荧 光 强 度 和

CD3-(CD56+CD16)- 细胞群藻红蛋白 (P-phycoeryth-
rin, PE) 荧光强度，按照以下公式计算两个厂商的试

剂分别在两种染色过程的 NK 细胞分离度，即 NK
细 胞 [CD3-(CD56+CD16)+] 与 非 NK 细 胞 [CD3-(C-
D56+CD16)-] 在流式散点图中的区分能力。
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1.4 统计学分析 计 量 数 据 首 先 以 Shapiro-Wilk 
(S-W)正态性检验法检验证实不符合正态分布，以M

（Q1，Q3）表示，应用SPSS24.0统计学软件对组内相关

系数（intraclass correlation coefficients, ICC）进行评价，

如 ICC值>0.75，则认为两组数据一致性良好，采用

GraphPad Prism10.0软件进行Bland-Altman偏差分析，

以x±1.96s作为一致性界限，>95%偏差值在一致性

界限内认为一致性良好；通过Wilcoxon秩和检验分析

两种染色过程淋巴细胞免疫表型百分比差异和NK细

胞分离度差异，P<0.05为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 两种染色过程淋巴细胞免疫表型百分比结果

比较 见表 1。所有研究对象均可实现 CD3+ 细胞

分群，故参与 CD3+ 百分比统计分析的有 66 例；国

产试剂有 8 例通过直接染色 NK 细胞无法分群，进

口试剂有 6 例通过直接染色 NK 细胞无法分群，故

参 与 CD3-(CD56+CD16)+ 百 分 比 统 计 分 析 的 分 别

有 58 和 60 例。两种试剂结果均显示 CD3+ 百分比和

CD3-(CD56+CD16)+ 百分比在两种染色过程差异无

统计学意义（均 P>0.05）。
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表 1 两种染色过程淋巴细胞免疫表型百分比结果比较  [M (Q1，Q3)，%]

试剂 项  目 n 直接染色 先洗涤后染色 Z 值 P 值

国产试剂 CD3+ 66 72.1(65.4, 77.2) 72.5(66.2, 78.3) -0.862 ＞ 0.05

CD3-(CD56+CD16)+ 58 15.4(10.2, 21.4) 16.2(9.9, 20.9) -1.115 ＞ 0.05

进口试剂 CD3+ 66 72.5(64.9, 77.1) 72.6(64.4, 77.5) -0.379 ＞ 0.05

CD3-(CD56+CD16)+ 60 15.8(10.1, 20.6) 15.7(10.2, 22.4) -1.793 ＞ 0.05

2.2 两种染色过程淋巴细胞免疫表型百分比结果

ICC分析 见表 2。国产试剂检测和进口试剂检测

结果显示，两种染色过程测试结果的 CD3+ 百分比

ICC 和 CD3-(CD56+CD16)+ 百 分 比 ICC 均 >0.90，说

明两种染色过程得到的检测结果一致性较好。

2.3 两种染色过程淋巴细胞免疫表型百分比结果

Bland-Altman偏差分析 两种染色过程测值结果表

现出较好的一致性，国产试剂测试结果显示 CD3+

百分比和 CD3-(CD56+CD16)+ 百分比的偏差均值分

别 为 0.25 和 0.15，分 别 有 1.5%（1/66）和 3.4%（2/58）
的点在 95% 一致性界限（x±1.96s）之外，见图 1A 和

1B；进口试剂测试结果显示 CD3+ 百分比和 CD3-(C-
D56+CD16)+ 百分比的偏差均值分别为 0.13 和 0.27，

分别有 1.5%（1/66）和 1.7%（1/60）的点在 95% 一致性

界限（x±1.96s）之外，见图 1C 和 1D。
表 2 两种染色过程淋巴细胞免疫表型百分比 

ICC 分析（%）

试剂 项  目 n ICC 95%CI

国产试剂 CD3+ 66 0.977 0.963, 0.986

CD3-(CD56+CD16)+ 58 0.990 0.983. 0.994

进口试剂 CD3+ 66 0.977 0.962, 0.986

CD3-(CD56+CD16)+ 60 0.991 0.984, 0.995

A：国产试剂 CD3+ 百分比；B：国产试剂 CD3-(CD56+CD16)+ 百分比；C：进口试剂 CD3+ 百分比；D：进口试剂 CD3-(CD56+CD16)+ 百分比。

图1 两种染色过程淋巴细胞免疫表型百分比结果Bland-Altman偏差分析

2.4 两种染色过程NK细胞分离度比较 见表 3。

与直接染色相比，先洗涤后染色得到的 NK 细胞分

离度更大，差异具有统计学意义（均 P ＜ 0.000 1）。

 表 3 两种染色过程 NK 细胞分离度结果比较［M(Q1，Q3)］

试剂 n 直接染色 先洗涤后染色 Z 值 P 值

国产试剂 58 17.2(13.9, 24.5) 131.3(85.3, 188.5) -6.624 <0.000 1

进口试剂 60 44.5(30.5, 54.5) 170.1(121.3, 216.2) -6.736 <0.000 1

3 讨论

NK 细胞是机体固有免疫系统中具有直接杀伤

功能的细胞毒性淋巴细胞，不受主要组织相容性复

合体 (MHC) 限制，无需抗原致敏，直接杀伤肿瘤细

胞和病毒感染细胞，并且具有调节其他免疫细胞和

促进组织生长的作用 [9-10]。NK 细胞也可以影响适应
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性免疫反应的结果，故 NK 细胞检测有较为重要的临

床应用价值，通过 NK 细胞可以了解病人的免疫状

态，判断是否患有免疫功能类相关疾病。除此以外，

NK 细胞还和其他疾病有关，研究发现外周血 NK 细

胞百分比与流产次数相关 [11]，生殖医学认为母胎界

面免疫失衡状态也成为流产不可忽视的原因之一 [12-13]；

NK细胞在负责识别 /杀死异常分化、形态学发生异常

改变及受到感染的细胞的过程中发挥重要作用 [14]，NK
细胞具有抗EB病毒的功能 [15], 流感患儿的NK细胞水

平明显低于对照组儿童 [16]，NK细胞在结直肠癌患者

中功能受损，介导的抗肿瘤免疫应答下降 [17]，NK细胞

的变化可能受到帕金森病临床严重程度和持续时间的

影响 [18]。目前，临床上NK细胞主要通过流式细胞术

进行检测，采用单标抗体和全血直接混合的染色过程，

由于CD56和CD16抗原表达丰度较低，通常会搭配高

亮度的荧光染料来提高染色后细胞的荧光强度，但对

于某些CD56和CD16表达量较低的临床标本仍无法实

现NK细胞的清晰分群，针对该问题的解决方法目前

国内外文献尚无报道，故寻找一种新的染色过程来改

善NK细胞的分群效果对临床诊疗至关重要。

本研究通过比较两种染色过程淋巴细胞免疫表

型百分比和NK细胞分离度结果显示：两种染色过程

CD3+ 百分比和CD3-(CD56+CD16)+ 百分比差异均无

统计学意义。CD3+ 百分比ICC和CD3-(CD56+CD16)+

百分比ICC均>0.90，呈现出较好的一致性；CD3+ 百分

比Bland-Altman偏 差 和CD3-(CD56+CD16)+Bland-Alt-
man偏差分析显示95%以上的数据点落在一致性界限

内，平均偏差接近于零，说明系统性差异较小。与直

接染色相比，先洗涤后染色得到的NK细胞分离度更

大，差异具有统计学意义。对于NK细胞已分群的标

本，通过先洗涤后染色可以将NK细胞群与非NK细

胞群的分离效果提升，其中66例标本中国产试剂有8
例NK细胞无法分群，进口试剂有6例NK细胞无法分

群，通过先洗涤后染色，针对上述NK细胞无法分群的

标本，国产试剂和进口试剂均可以实现NK细胞的清

晰分群，与直接染色相比，先洗涤后染色的染色效果

更好，推断洗涤过程中洗涤液的理化环境促进了检测

抗体与细胞表面抗原的结合，导致抗原抗体的反应性

增加，呈现CD3-(CD56+CD16)+ 细胞群的荧光强度增

加，故可以将CD3-(CD56+CD16)+ 细胞群与CD3-(C-
D56+CD16)-细胞群分开，从而改善NK细胞的分群效

果。抗原抗体的结合是基于它们之间的互补结构，除

了结构匹配，反应的环境条件同样重要，洗涤过程改

变了抗原所处的pH值和离子强度，使得抗原抗体的

反应环境发生改变。由于大多数抗体是蛋白质，所以

结构容易受pH值影响，偏离最适pH值可能会导致蛋

白质变性影响结合能力，最适pH值则会让抗体的结

合能力最佳；溶液中的离子强度也会影响抗原抗体的

结合，适当的离子强度可以中和电荷排斥，促进抗原

抗体的结合，但具体的机制研究需要进一步求证。

综上所述，先洗涤后染色可用于提升NK细胞的

分群效果，基于此针对一些NK细胞分群不好的标本

可以尝试先洗涤后染色来改善NK细胞分群，以解决

临床工作中针对该类标本给出的NK细胞百分比结果

不准确问题；针对NK细胞无法分群的标本可以尝试

先洗涤后染色来实现NK细胞分群，以解决临床工作

中针对该类标本无法给出NK细胞百分比结果的问

题。因此本研究结果对于提升NK细胞检测准确度具

有重要意义，但本研究仍有不足之处：由于是单中心、

小样本量的研究，由此可能带来系统性的偏倚，未来

需要更大样本量、多中心大规模实验做进一步验证。
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