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五色流式细胞术分类计数检测接尘工人外周血白细胞结果分析
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要"目的
!

探讨五色流式细胞术分类计数在接尘工人外周血白细胞中的检测价值!为粉尘导致肺损伤的机制研究提供新

思路&方法
!

采用五色流式细胞术检测
%4

例井下健康接尘矿工"接尘组$及
%'

例井上健康人员"对照组$外周血白细胞亚群水

平&结果
!

与对照组比较!接尘组总单核细胞%
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]单核细胞%
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i单核细胞%细胞毒性的
)

#

T̂

细胞水平均增高!差异有统

计学意义"

!

$

':'4

$'其他指标间比较!差异无统计学意义"

!
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$&结论
!

煤矿接尘工人外周血总单核细胞%
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]单核细

胞%
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i单核细胞%细胞毒性的
)
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细胞表达增加!可能与肺损伤早期炎症有关&

关键词"五色流式细胞术'
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接尘工人'
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白细胞'
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粉尘颗粒进入机体导致巨噬细胞活化或损伤#释放细胞毒

性氧化剂*蛋白酶*细胞因子#促使炎性细胞到达肺泡上皮细胞

表面引起肺泡炎症和损伤#而炎性细胞所释放的毒性氧衍生物

和蛋白水解酶可进一步引起细胞
*T3

损伤*细胞凋亡和相关

的细胞外基质沉积(

"

)

'以往对粉尘致肺损伤的机制研究主要

涉及
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等淋巴

细胞亚型(

$

)

#单核细胞及其亚型*细胞毒性的
)

"

T̂

细胞*嗜

酸性粒细胞*嗜碱性粒细胞等细胞群体是否参与粉尘致肺损伤

的发生发展#国内外鲜有报道'五色流式细胞术是
!

.

EB*DOO

组

合试剂结合流式细胞术对外周血白细胞进行分类计数的一项

新型检测技术#可使用
@

种荧光标记抗体对外周血白细胞进行

分类达
"@

种'本试验采用五色流式细胞术检测煤矿接尘工人

外周血包括
!*"@

i 单核细胞*

!*"@

] 单核细胞*细胞毒性的

)
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T̂

等在内的
"'

余种细胞#探讨其水平变化在粉尘至肺损

伤中的价值#为粉尘至肺损伤的机制研究提供新思路'

$
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资料与方法
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!

一般资料
!

选择
$'"@

年
&]4

月在开滦职业病防治所进

行体格检查的同一矿区在职和退休井下健康煤矿接尘工人
%4

例为接尘组&年龄
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岁#平均$
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%岁&接尘工龄
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年#平均$

&':'Z@:?

%年&所暴露的粉尘性质*浓度一

致'对照组为开滦非接尘井上健康人员
%'

例#年龄
4"

"

(%

岁#平均$

4>:'Z@:4

%岁'所选对象均为男性#无心脑血管疾

病*肾脏疾病*肝脏疾病*糖尿病#无肺部并发症*近期肺部感染

史及免疫系统疾病'经统计学分析#两组年龄差异无统计学意

义$
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%#具有可比性'

$:/

!

仪器与试剂
!

美国贝克曼库尔特公司生产的
Q!4''

流

式细胞仪和配套稀释液及清洗液*

!
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组合试剂包含
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种单抗*溶血素*校准微球和质控微球'

$:'

!

标本采集
!

所有研究对象均采集清晨空腹静脉血
$/A

#

保存于乙二胺四乙酸二钾抗凝管中#采集后
%5

内处理分析'

$:1

!

方法
!

Q!4''

流式细胞仪检测!开机后先使用荧光微球

完成仪器校准和补偿设定#如符合要求可检测标本'试管内加

入
"'

%

A!

.
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组合试剂与
"''

%

A

标本混匀#室温避光孵

育
"4/DK

#加入溶血素
"/A

混匀#室温避光孵育
"'/DK

后将

标本按顺序置于进样架#打开
!f8

自动分析软件进行标本检

测#每管收集
$''''

个细胞后软件计算出各细胞百分比'流

式细胞术设门策略!利用外周血中各种白细胞表面抗原表达类

型不同或者荧光强度的差异#结合不同细胞光散射特点采用多

重逻辑设门的方法将其分开'具体为!$
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%首先用
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和侧
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%参数作图#选出所有白细胞&$
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%用
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和
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弱阳性%&$

&
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检验医学与临床
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作图#选出嗜酸粒细胞和不成熟

粒细胞$
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%用
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和
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作图#选出
)

淋巴细胞和
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细胞$
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%用
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作图#选出

髓系原始细胞$
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%用
!*%4

和
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作图#分开

嗜碱粒细胞和原始
)

淋巴细胞&$
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%用
!*%4

和
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作图#分开

成熟
R

淋巴细胞和原始
R

淋巴细胞&$
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作图#选出嗜酸粒细胞$
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统计学处理
!

使用
9899"(:'

软件进行统计学分析#对

于偏态分布的计量资料以中位数和四分位数间距(

5

$

!

$4

#
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%)表示#两组间比较采用非参数检验#以
!
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为差异

有统计学意义'
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结
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果
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与对照组比较#接尘组总单核细胞*

!*"@

] 单核细胞*

!*"@

i单核细胞*细胞毒性的
)

"

T̂

细胞水平均升高#差异有

统计学意义$

!

$

':'4

%&未成熟粒细胞*总原始细胞*原始
)

细

胞*原始非
)

非
R

细胞水平均降低#差异有统计学意义$

!
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':'4

%&其他指标间比较#差异无统计学意义$
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两组研究对象外周血白细胞水平比较&
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为一种包含
4

色
@

种单克隆抗体的组合试剂#通

过加样*孵育*溶血*上机后运用
!f8

软件系统自动分析#多重

逻辑设门将全血中白细胞分为成熟中性粒细胞*淋巴细胞*单

核细胞*嗜酸性粒细胞*嗜碱性粒细胞*

!*"@

i 单核细胞*

!*"@

]单核细胞*细胞毒性
)

"自然杀伤$

T̂

%细胞*

R

淋巴细

胞*未成熟细胞等
"@

种#具有高通量*高精密度特点#已在多种

疾病研究中广泛应用(

&

)

'

粉尘暴露是导致接尘工人肺部疾病的直接原因#其诱导肺

损伤的主要机制为!$

"

%直接细胞毒性作用&$

$

%活性组分的产

生&$

&

%细胞因子和趋化因子的产生&$

%

%纤维化&$

4

%细胞死亡

及凋亡(

%

)

'单核细胞是应对微生物炎性反应的天然效应器#通

过吞噬作用#产生活性氧$

7,9

%*一氧化氮$

T,

%*髓过氧化物

酶*炎性细胞因子杀死病原体(

4

)

'循环中单核细胞亚群的划分

主要基于流式细胞术
!*"%

和
!*"@

的分析'

!*"@

]单核细胞

具有很强的吞噬功能#

!*"@

i单核细胞具有更强的分泌促炎性

因子的能力#与某些感染和炎症性疾病密切相关(

@

)

'细胞毒
)

细胞$

!)A

%是执行细胞免疫*排斥同种异体移植物*杀伤病毒

感染细胞和肿瘤细胞的效应细胞'研究证实#

!)A

主要通过
&

种途径发挥其独特功能!$

"

%穿孔素*颗粒酶介导的细胞毒途

径&$

$

%

QJ2

*

QJ2A

诱导的细胞凋亡途径&$

&

%细胞因子介导途

径(

(

)

'

T̂

细胞是自然杀伤细胞的高效生产者#也是对抗肿瘤

和病毒的固有免疫反应的重要组成部分'研究表明#

T̂

细胞

不仅可调节早期天然免疫应答#而且参与调节获得性免疫应

答#是连接天然免疫和获得性免疫的桥梁(

?

)

'

不同病理生理阶段#博莱霉素诱导小鼠外周血
A

.

@!5D

*

A

.

@!-B

单核细胞亚群比例改变#与肺组织炎性细胞渗出*浸润

等病理进程相关#

A

.

@!5D

单核细胞亚群应对肺组织损伤*炎性

反应迅速#早期
A

.

@!5D

单核细胞亚群比例的升高可能与肺组

织炎性反应及后期纤维化程度密切相关(

>

)

'在对煤矿接尘工

人外周血白细胞进行分类计数时发现#接尘组总单核细胞*

!*"@

i单核细胞*

!*"@

]单核细胞及细胞毒性的
)

"

T̂

细胞

均显著高于对照组#可能因粉尘颗粒刺激
'

型肺泡上皮细胞产

生磷脂#这些磷脂刺激机体后引起循环单核细胞增殖&也可因

巨噬细胞吞噬粉尘颗粒后以一种抗原特异性方式刺激机体#导

致细胞毒性的
)

"

T̂

细胞增殖#并释放穿孔素和颗粒酶至细

胞间隙诱导靶细胞凋亡(

"'

)

'最近研究表明#小鼠体内#

A

.

@!5D

单核细胞可直接活化为纤维化巨噬细胞参与肺部炎症及纤维

化调节过程(

""

)

'研究证实#人体内
!*"@

i

*

!*"@

]单核细胞可

依据所暴露的环境状况不同而分化为巨噬细胞或者树突状细

胞(

"$

)

'应对粉尘刺激#

!*"@

]单核细胞诱导分化的巨噬细胞

可能作为抗原提呈细胞参与适应性的免疫反应#它们诱导更多

细胞增殖并刺激同种异体
!*%

i

)

细胞活化产生
<QT6

0

&

!*"@

i单核细胞在边缘池蓄积#可快速释放至炎症部位#在粉

尘刺激下#

!*"@

i单核细胞诱导分化的巨噬细胞分泌
)TQ6

&

*

<A6"

等细胞因子#可能参与速发的固有免疫反应(

"&

)

'粉尘刺

激引发的单核细胞类别改变可能与炎症及损伤的发生发展有

关#可能是接尘工人外周血白细胞亚群失衡的主要原因'本研

究结果还显示#接尘工人外周血未成熟粒细胞*总原始细胞*原

始
)

细胞*原始非
)

非
R

细胞数量均下降#可能因机体受粉尘

刺激后大量炎性细胞招募至肺组织*骨髓造血功能促进未成熟

细胞向成熟细胞转换所致'也可能因数量少出现的统计学误

差所致'由于未成熟细胞在外周血中含量甚微#需达到或超过

一定量后才具有实际临床意义#其临床价值有待进一步探

讨(

"%

)

'

综上所述#煤矿接尘工人外周血细胞毒性的
)

"

T̂

细胞*

+
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!*"@

]单核细胞*

!*"@

i单核细胞*总单核细胞比例的升高可

能与肺损伤早期炎症有关'由于本次试验例数相对较少且未

能涵盖煤工尘肺患者#今后会继续扩大样本量#作进一步研究'
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