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1 背景

流式细胞仪检测淋巴细胞亚群已较为广泛的应

用于儿科临床。许多疾病涉及儿童相应免疫功能异

常，但如何在临床工作中更有效的理解和应用流式细

胞术以评估儿童的免疫状况，指导疾病的诊断、治疗

还缺乏系统的学习材料，尤其是临床一线的儿科医务

工作者对流式细胞术的临床应用更有待进一步加强

认识和学习。

2 概述

流式细胞术（flow cytometry，FCM）是一种对单

细胞或其他生物粒子进行定量分析和分选的手段，具

有速度快、精度高、准确性好等优点，成为当代最先进

的细胞定量分析技术。FCM已广泛应用于医学的基础

与临床学科。

流式细胞仪主要由流动室及液流驱动系统，激

光光源及光束形成系统，信号检测、存贮、光电转换

系统，数据处理系统和细胞分选系统（选配）4、5部
分组成。流式细胞术可以借助各种荧光染料测定

各类淋巴细胞独特的细胞表面分化抗原（cluster of 
differentiation，CD）或细胞胞膜内的细胞因子，或细胞

核的转录因子等，并可以对细胞进行分类收集和定量

分析，流式细胞术能够快速测定单个细胞或细胞器的

生物学性质，并把特定的细胞或细胞器从群体中加以

分类收集，从而正确判断细胞的属性并对疾病作出鉴

别诊断。

3 常规项目及报告形式和内容

FCM 的常规项目包括：T 细胞（CD3+）、B 细胞

（CD3－CD19+）、NK细胞（CD3－CD16+CD56+）的绝对

计数和百分比；T细胞又分为2个亚群，CD3+CD4+细

胞和CD3+CD8+细胞。实验室应该给出各个淋巴细胞

亚群的百分比，多数也会给出绝对计数。目前我国少

数实验室不给绝对计数值，在这种情况下，临床医师

可以根据同期（最好是相同样本）的血常规淋巴细胞

绝对计数进行估算。

4 留取检测血液样本要求

FCM检测淋巴细胞亚群采用外周血标本。首选

乙二胺四乙酸盐（EDTA-K2/EDTA-K3）抗凝管采集淋

巴细胞亚群标本，肝素钠或柠檬酸钠抗凝血也可用于

检测，但如标本同时进行白细胞计数分类，则应选择

EDTA作为抗凝剂。连续检测的同一患者应固定标本

采集时间，标本采集后可立即检测，不能立即检测的

标本应置室温保存 [1]，并在24 h内检测。

5 检测对象选择

5.1 免疫防御功能受损者

原则：免疫功能受损者均应常规评估淋巴细胞

亚群。免疫防御功能受损者易发生感染，这种感染的

特点是反复、严重、多种病原或特殊病原的感染，以及

常规治疗效果不佳的感染。

5.1.1 反复感染 感染次数和频率过高，超出正常人

群，因感染的部位不同，具体反复的次数或频率难以

给出参考标准 [2]。

5.1.2 严重感染 严重感染包括必须进行住院静脉

使用抗感染药物的患者，以及需进行重症监护和抢救

的感染患者 [3]。

5.1.3 多种病原与特殊病原感染 包括细菌、真菌和

（或）病毒等多种病原感染者；低毒病原如卡介菌、脊

髓灰质炎疫苗株等的感染，对于新发现的病原种类或

病原不清楚的感染病例尤其应该进行淋巴细胞亚群

的检测 [4]，有助于对疾病状况的评估。

5.1.4 常规治疗效果不佳的感染 病原种类明确，但

按照常规或指南治疗效果不佳，除了考虑耐药等原因
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之外还应考虑可能存在宿主免疫防御的受损，应及时

进行淋巴细胞亚群的检测。

除了宿主免疫防御受损容易造成上述少见感染

状况之外，感染本身也可造成继发性免疫防御受损，

因此免疫评估应注意原发和继发两方面的问题。

5.2 免疫自稳和耐受功能受损者

免疫自稳和耐受功能受损者易发生自身免疫或

自身免疫性疾病，及过敏或过敏性疾病。

5.2.1 过敏性疾病 过敏性疾病是常见多发疾病，

并非所有这类患者都需要进行淋巴细胞亚群的检

测。对于一些严重的过敏患儿应考虑淋巴细胞亚群的

检测，包括：①婴幼儿时期全身严重湿疹样表现 [5]； 
②嗜酸性粒细胞显著增多 [6]；③血清 IgE水平明显增

高（IgE > 1 000 IU/L）[7]；④伴有反复、严重感染的患儿。

5.2.2 自身免疫和自身炎症性疾病 自身免疫性疾

病患儿检测淋巴细胞亚群有助于对疾病的免疫状况

及药物治疗影响的评估。通过淋巴细胞亚群的检测，

可以初步评估淋巴细胞各个亚群可能存在的原发性

或继发性异常。有以下情况者都可酌情考虑进行淋巴

细胞亚群检测：①存在难以控制的自身免疫反应情况

及出现明显的自身免疫性淋巴增殖情况 [8,9]；②合并

反复感染的患儿；③存在自身炎症反应；④长期免疫

抑制药物、生物制剂使用前后 [10]。

5.3 免疫监视功能受损者

免疫监视功能受损，主要引起机体发生肿瘤性改变。

5.3.1 血液系统肿瘤 儿童时期最为多见的是血液系

统肿瘤 [11]，这种情况应常规进行淋巴细胞亚群的评估。

5.3.2 其他肿瘤及实体瘤 其他系统肿瘤患儿也应

酌情进行淋巴细胞亚群的检测。这些患儿既可能存

在原发性淋巴细胞亚群的异常，也可能出现继发性改

变，尤其是进行各种化疗时，淋巴细胞亚群大多会受

到影响 [12]。

5.4 其他特殊情况

其他特殊情况时，也应考虑进行淋巴细胞亚群检

测：①血常规中淋巴细胞明显异常 [13]；②家族成员中

有免疫缺陷病史；③长期使用免疫抑制剂者。

6 基本数据判断

应进行绝对计数和相对计数的判别。

6.1 相对计数的三个基本公式

流式细胞术检测淋巴细胞亚群结果应首先根据

下述3个公式进行评估 [14]。

公式 a：CD3+%+CD19+%+CD16/56+%= 100% 
±5%；

公式b：CD4+%+CD8+%= CD3%（+/－5%）；

公式 c：CD4+/CD8+比值 > 1（1.5 ~ 2，新生儿期可

达4）。
6.2 基本公式意义

CD3+%+CD19+%+CD16/56+%明显>或< 100% 
±5%，提示检测系统异常或存在明显淋巴细胞亚群异

常。CD4+%+CD8+%明显 > 或 < CD3+%，提示存在双阳

性（CD4+CD8+）或双阴性（CD4－CD8－）T淋巴细胞。

一般情况CD4+/CD8+比值 > 1，年龄越小CD4+/CD8+比

值越大。CD4+/CD8+比值 < 1，提示T淋巴细胞亚群存

在异常。

6.3 绝对计数的判断

绝对数标准在不同仪器以及检测对象年龄和人

群中存在差别，个体间的变化也比较大。各个实验室

所采用的标准有所不同。应根据实验室的参考范围进

行评估。

7 淋巴细胞亚群检测结果判断

7.1 基本知识

在淋巴细胞亚群结果判别中既要注意绝对计数

的判别，也要判别相对数也就是百分比的变化。

淋巴细胞亚群发生变化可以是一种也可以是几

种同时发生变化。这些变化可以是绝对计数的变化，

也可以是相对数的变化，可以增多也可以减少。

根据基本公式a和b，一种淋巴细胞亚群绝对数的

变化在检测结果中不会影响到其他亚群绝对数变化，

但可能引起自身相对数和其他淋巴细胞亚群相对数

的变化，应注意判别。

7.2 一种淋巴细胞亚群变化

7.2.1 根据绝对计数判断 依据绝对计数参考值范

围进行判断，若一种淋巴细胞亚群明显高于或低于参

考值下限，其他亚群绝对计数基本正常，则可明确此

群细胞存在异常。

7.2.2 根据相对数（百分比）进行判断 若没有绝对

计数报告，可根据相对百分比进行判断：①二一判别

法 [14]，用于判别T、B、NK三群淋巴细胞亚群中哪一

种是引起相对数改变的原因。根据百分比，在三种淋

巴细胞中，找出二种变化趋势一致的，另一种则是异

常的根源。②一二判别法 [14]，用于判别T细胞两个亚

群中哪一种是引起相对数变化的原因。以CD3+T细胞

百分比变化为基准，二种T细胞亚群CD4+和CD8+哪

种百分比变化趋势与CD3+T一致，这种T细胞亚群则

是异常的根源。可通过相同样本血常规淋巴细胞计数

换算出淋巴细胞亚群的绝对计数进行验证。
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7.3 二种或以上淋巴细胞亚群变化

此类情况不适合使用上述“二一判别法”和“一二

判别法”。

二种或以上的淋巴细胞亚群发生变化，需要仔细

甄别，这种情况也比较多见。一种情况是二种淋巴细

胞亚群同时发生变化，如联合免疫缺陷病，T、B细胞

都缺如；还有些是原发于一种淋巴细胞亚群的变化，

其他淋巴细胞亚群因感染等因素，发生继发性改变。

7.4 数据判别流程（图1）

7.5 数据判断测试

7.5.1 初步能力

题目1：B细胞缺如 CD3+ 91.86%（3 500）；CD4+ 
52.49%（2 000）；CD8+ 39.37%（1 500）；CD19+ 0.26%
（10）；CD16/56+ 7.87%（300）；CD4+/CD8+ 1.33。

题目 2 ：T 细胞缺如  CD3+ 0.61%（8）；CD4+ 
0.38%（5）；CD8+ 0.23%（3）；CD19+ 76.45%（1 000）；
CD16/56+ 22.94%（300）；CD4+/CD8+ 1.67。

题目 3 ：CD4+/CD8+ 比例倒置  CD3+ 43.48%
（1 000）；CD4+ 8.70%（200）；CD8+ 34.78%（800）；

CD19+ 43.48%（1 000）；CD16/56+ 13.04%（300）；
CD4+/CD8+ 0.25。

题目 4 ：血样本异常或实验室操作异常 CD3+ 
35%；CD4+ 25%；CD8+ 10%；CD19+ 10%；CD16/56+ 8%；

CD4+/CD8+ 2.5。
题目 5 ：T、B 细胞均缺如  CD3+ 2.58%（8）；

CD4+ 1.61%（5）；CD8+ 0.97%（3）；CD19+ 0.65%（2）；
CD16/56+ 96.77%（300）；CD4+/CD8+ 1.67。

7.5.2 进阶能力

题目1：T细胞减少 CD3+ 32%（600）；CD4+ 21% 
（400）；CD8+ 11%（200）；CD19+ 53%（1 000）；CD16/56+  

16%（300）；CD4+/CD8+ 2.00。
题目2：T、B细胞减少，NK细胞增多 CD3+ 23% 

（600）；CD4+ 15%（400）；CD8+ 7.6%（200）；CD19+ 
1.89%（50）；CD16/56+ 76%（2 000）；CD4+/CD8+ 2.00。

题目 3：T细胞减少，B细胞增多 CD3+ 10.42%
（500）；CD4+ 6.25%（300）；CD8+ 4.17%（200）；CD19+ 

83.33%（4 000）；CD16/56+ 6.25%（300）；CD4+/CD8+ 1.50。
题目4：CD8+T细胞增多 CD3+ 82.19%（6 000）；

CD4+ 13.70%（1 000）；CD8+ 68.49%（5 000）；CD19+ 
13.70%（1 000）；CD16/56+ 4.11%（300）；CD4+/CD8+ 0.20。

题目5：存在双阴性T细胞 CD3+ 77.59%（4 500）；
CD4+ 30.72%（1 500）；CD8+ 20.86%（1 000）；CD19+ 
17.24%（1 000）；CD16/56+ 5.17%（300）；CD4+/CD8+ 1.5。

8 淋巴细胞亚群变化的特点和临床价值

在本部分内容中，很多情况使用“可能”、“也可

能”等不确定词汇，说明外周血T、B、NK细胞绝对计

数和相对百分比变化程度较大。这种变化一方面来

自于儿童随年龄变化的特征，另一方面还受到许多环

境、发育和疾病因素的综合影响。因此评估淋巴细胞

亚群的变化不应是孤立的，应同时结合临床与其他辅

助检查结果，对临床价值作出判断。淋巴细胞亚群的

变化也很少与临床疾病有一一对应的情况，这些变化

与临床疾病往往是一对多或多对一的。在本部分内容

中，“典型案例”是属于相对比较确定或常见的情况，

其他可能出现的变化，临床实际中也可能并不出现。

使用本手册时应将其作为重要的临床辅助手段对待。

熟练的应用还需要结合临床疾病不断的训练和总结。

8.1 单一淋巴细胞亚群变化

8.1.1 仅 CD3+T 细胞增多  CD3+T% 增高；根据

基本公式 a，CD19+%和CD16/56+%相对降低。例：

CD3+T 5 000；其他淋巴细胞无变化；CD3+T 90%；

CD19+ 8%；CD16/56+ 1%。CD3+T细胞增多又可分为：

①CD4+细胞增多为主，CD4+%增高；根据基本公式b，
CD8+%相对降低；CD4+/CD8+比值增高。如生理现象，

生命早期CD4+T细胞相对较多，比例较高；一些细菌

感染可使CD4+T增多，比例增高；CD4+/CD8+比值也

增高。锌制剂可能使CD4+增多 [15]。②CD8+细胞增

多为主，CD8+%增高；根据基本公式 b，CD4+%相对

降低；CD4+/CD8+比值降低。如EBV感染引起的传

染性单核细胞增多症 [16]；其他许多病毒感染、真菌感

淋巴细胞亚群检测报告单

CD3+（%）+CD19+（%）+CD16+/
CD56+（%）≠100%

原因：样本出现问题；患者存

在淋巴细胞亚群明显异常；

实验操作

处理：与实验室沟通，复查

第1步

CD4+（%）+CD8+（%）＞或＜ 
CD3+（%）

原因：T细胞亚群异常，存在

双阳性或双阴性T细胞

处理：随访，并根据严重程度

决定是否进一步评估

第2步

严重低下判定：CD3+、CD4+、 
CD8+、CD19+、CD16+/CD56+

结合绝对计数和相对数百分

比，明确哪种淋巴细胞亚群明

显低下。

第4步

判断哪群细胞或几群细胞发

生变化
第5步

CD4+/CD8+＜1 原因：多由于感染，尤其是病

毒感染所致
第3步

图 1 淋巴细胞亚群结果判别流程
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染及肿瘤等也可出现此类变化。③CD4+和CD8+T细

胞均增多，CD4+%，CD8+%无改变；CD4+/CD8+比值

正常。

8.1.2 仅CD3+T细胞减少 CD3+T%降低；根据基本

公式 a，CD19+%和CD16/56+%相对增高。例：CD3+T 
500 ；其他淋巴细胞无变化；CD3+T 10% ；CD19+ 
80%；CD16/56+ 10%。可分为：①CD4+细胞减少为

主，CD4+%降低；根据基本公式b，CD8+%相对增高；

CD4+/CD8+比值降低。如HIV感染 [17]；先天性CD4+T
细胞缺陷 [18]，特发性CD4+T细胞减少症 [19]；因原发性

或继发性淋巴管扩张腹泻可丢失CD4+，CD4+减少 [20]。

②CD8+细胞减少为主，CD8+%降低；根据基本公式

b，CD4+%相对增高；CD4+/CD8+比值增高。如先天性

CD8+T缺陷。③CD4+和CD8+ T细胞均减少，CD4+%，

CD8+%无改变；CD4+/CD8+比值正常，也可因感染等

因素改变。如先天性胸腺发育不良CD4+ T、CD8+ T均

减少 [21]；细菌感染或一些病毒感染也可以造成暂时性

CD4+和CD8+ T细胞均减少；皮肌炎时CD4+和CD8+ 
T细胞均减少 [22]。

8.1.3 仅CD19+ B细胞增多 CD19+ B%增高；根据

基本公式 a，CD3+%和CD16/56+%相对降低；CD4+/
CD8+比值正常。例：CD19+ B 5 000；CD3+ T 45%；

CD19+ 50%；CD16/56+ 5%。如一些淋巴瘤患者CD19+ 
B细胞增高明显；一些细菌、病毒感染等可以使CD19+ 
B暂时性增多，比例增高，程度相对较轻。

8.1.4 仅CD19+ B细胞减少 CD19+ B%降低；根据

基本公式 a，CD3+%和CD16/56+%相对增高；CD4+/
CD8+比值正常。例：CD19+ B 50；CD3+T 85%；CD19+ 
1%；CD16/56+ 14%。如原发性B细胞缺陷者 [23]；部分

EBV感染者，使用利妥昔单抗治疗及部分白血病患者

也可出现CD19+B显著减少 [24]。

8.1.5 仅CD16/56+ NK细胞增多 CD16/56+ NK%增

高；根据基本公式 a，CD3+%和CD19+%相对降低；

CD4+/CD8+比值正常。例：CD16/56+ NK 5 000；CD3+ 
T 40%；CD19+ 10%；CD16/56+ 50%。如NK细胞淋巴

瘤或白血病，病毒感染，化学毒物或药物中毒也可能

引起。

8.1.6 仅CD16/56+ NK细胞减少 CD16/56+ NK%
降低；根据基本公式 a，CD19+%和CD16/56+%相对

增高；CD4+/CD8+比值正常。例：CD16/56+ NK 10；
CD3+ T 80%；CD19+ 19%；CD16/56+ 1%。应注意，

由于CD16/56+ NK细胞正常绝对计数较少，因此其减

少对其他淋巴细胞亚群的相对数影响常常并不明显。

可见于先天性NK细胞缺陷，但十分罕见。

8.2 两种淋巴细胞亚群变化

8.2.1 CD3+ T 和 CD19+ B 细胞增多  CD3+ T 和

CD19+ B%增高；根据基本公式 a，CD16/56+%相对降

低。例：CD3+ T 5 000；CD19+ B3 000；CD3+ T 70%；

CD19+ 29%；CD16/56+ 1%。注意：CD3+ T增多也要参

照上述“仅CD3+ T细胞增多”时判断CD4+和 /或CD8+

增多的情况进行进一步判断。如部分EBV感染病例

CD8+反应性增高，CD19+可因感染增高；化脓性细菌

感染可使CD19+ B， CD4+ T增多，因此CD3+ T也增多；

CD4+/CD8+比值增高。其他化学品（如苯）也可能引起

类似改变 [25]。

8.2.2 CD3+ T和CD19+ B细胞减少 CD3+ T和CD19+ 
B%降低；根据基本公式a，CD16/56+%相对增高。例：

CD3+ T 100；CD19+ B 10；CD3+ T 10%；CD19+ 1%；

CD16/56+ 89%。注意：CD3+ T减少也要参照上述“仅

CD3+ T细胞减少”时判断CD4+和 /或CD8+减少的情况

进行进一步判断。如许多重症联合免疫缺陷病时CD3+ 
T和CD19+ B明显减少甚至可为0[26]；一些严重感染或

炎症可能使T、B细胞减少。身体耗竭时（如重症感染等）

也会出现类似现象，但一般不会完全缺如 [27, 28]。

8.2.3 CD3+ T和CD16/56+ NK细胞增多 CD3+ T和

CD16/56+ NK增高；根据基本公式 a，CD19+%相对降

低。注意：CD3+ T增多也要参照上述“仅CD3+ T细胞

增多”时判断CD4+和 /或CD8+增多的情况进行进一

步判断。如部分病毒感染可致CD8+ T和CD16/56+增

多；一些肿瘤性疾病，自身免疫性疾病、其他病原感染

也可能出现类似情况。

8.2.4 CD3+ T和CD16/56+ NK细胞减少 CD3+ T%
和CD16/56+%降低；根据基本公式 a，CD19+ B %相

对增高。注意：CD3+ T减少也要参照上述“仅CD3+ T
细胞减少”时判断CD4+和 /或CD8+减少的情况进行

进一步判断。如部分重症联合免疫缺陷病CD3+ T和

CD16/56+可明显低下 [28]。

8.2.5 CD19+ B和CD16/56+ NK细胞增多 CD19+ B%
和CD16/56+%增高；根据基本公式 a，CD3+ T%相对

降低少见，长期暴露于甲醛的工作者可能出现 [29]；一

些病毒感染，如人乳头瘤病毒感染可能引起这种改变。

8.2.6 CD19+ B和CD16/56+ NK细胞减少 CD19+ T
和CD16/56+ NK%降低；根据基本公式a，CD3+ T%相

对增高。临床这种情况罕见。

8.3 三种淋巴细胞亚群变化

8.3.1 CD3+ T、CD19+ B 和 CD16/56+ NK 细胞增

多 CD3+ T、CD19+ B%和CD16/56+ NK%可能都正常，

CD4+/CD8+比值可增高、正常或降低。注意：这种情
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况若无绝对计数会造成误判。如仅有相对计数时，可

根据流式细胞术检测时的血常规中淋巴细胞绝对计

数判断淋巴细胞是否增多。一些感染性疾病可能引起

一过性类似的改变。

8.3.2 CD3+ T、CD19+ B 和 CD16/56+ NK 细胞减

少 CD3+ T、CD19+ B%和CD16/56+ NK%可能都正常，

CD4+/CD8+比值可增高、正常或降低。注意：这种情

况若无绝对计数会造成误判。如仅有相对计数时，可

根据流式细胞术检测时的血常规中淋巴细胞绝对计

数判断淋巴细胞是否减少。如噬血细胞综合征三系下

降，各个淋巴细胞亚群也可能都减少；一些化学品如

三氯乙烯可使T、B、NK细胞均减少 [30]。

临床上除上述较为常见的淋巴细胞亚群变化特

点外，还有其他更为复杂的变化情况，如也可存在一

种细胞亚群绝对计数增多或减少，同时另两种减少或

增多的情况。
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第二届中国新生儿保健论坛征文及会议通知

中国妇幼保健协会新生儿保健专业委员会定于2016年7月8-10日在广州市珠江宾馆召开“第二届中国新生儿保健

论坛”，本次会议主题为：新生儿安全管理。届时将邀请国内外知名专家就新生儿学保健各领域研究热点和前沿问题作

专题报告，并授予国家级继续教育 I类学分。现在全国范围内征集会议论文，选取优秀论文进行大会发言。

征文要求：①内容包括新生儿安全管理的相关基础、临床、护理研究等；②未公开发表过的学术性论文，要具有科

学性、创新性和实用性；③来稿附800字以内的摘要，请务必在word文档内注明作者、联系人及电话；④以邮件形式投稿。

联系人及邮箱：李恺 35670369@qq.com；许芳 975463496@163.com。务必注明“新生儿会议投稿”。

截稿日期：2016年6月22日。

会议报名请用手机扫二维码，登录后按步骤进行，或发邮件至上述邮箱进行报名。

中国妇幼保健协会
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