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本等渗溶血素，包括硼酸-四硼酸钠、助溶

剂、丙二醇、无机盐和水质，缓冲剂包括，且硼酸

的含量为0 .2-2mol/L，四硼酸钠含量为0 .05-

0 .5mol/L；助溶剂为甘油或甲醛，且含量为10-

40g/L；丙二醇，且其含量为0.2-2mol/L；无机盐

包括氯化钠、氯化镁和氯化钙，且氯化钠的含量

为1-100mmol/L，氯化镁的含量为1-100mmol/L，

氯化钙的含量为1-100mmol/L。同时提出了该溶

血素的制备方法、溶血素处理生物样本方法和溶

血素通过流式细胞仪检测白细胞膜抗原的方法，

本溶血素，检测精确度高，干扰杂质少，且稳定性

高，易于保存。处理样本后白细胞各群体分区明

显，细胞碎片少，不损伤白细胞膜蛋白，既能保留

原有的生物学活性，又能完全裂解红细胞。能替

代进口原装产品的溶血素，达到进口试剂国产

化，降低科研和医疗成本。

权利要求书1页  说明书7页  附图3页

CN 110501490 A

2019.11.26

CN
 1
10
50
14
90
 A



1.一种等渗溶血素，其特征在于，包括缓冲剂、细胞助溶剂、细胞增溶剂、无机盐和水

质，所述缓冲剂包括硼酸和四硼酸钠，且硼酸的含量为0.2-2mol/L，四硼酸钠含量为0.05-

0.5mol/L；所述细胞助溶剂为甘油、甲醛的一种或两种，且细胞助溶剂含量为0.3-3mol/L，

甲醛含量为10-40g/L；所述细胞增溶剂为丙二醇，且其含量为0.2-2mol/L；所述无机盐包括

氯化钠、氯化镁和氯化钙，且氯化钠的含量为1-100mmol/L，氯化镁的含量为1-100mmol/L，

氯化钙的含量为1-100mmol/L。

2.根据权利要求1所述的一种等渗溶血素，其特征在于，所述溶血素还包括微量的细胞

防腐剂为Proclin  300、叠氮钠中的一种或两种；且其含量为0.1-0.5ml/L。

3.根据权利要求2所述的一种等渗溶血素，其特征在于，所述的缓冲剂为硼酸-四硼酸

钠、磷酸盐、Tris-HCL缓冲剂的一种或多种，且其含量为0.25-2.5mol/L。

4.根据权利要求3所述的一种等渗溶血素，其特征在于，所述细胞增溶剂为丙二醇、乙

醇、异丁醇、二甘醇的一种或多种，且其含量为0.2-2mol/L。

5.一种如权利要求1-4任一项所述的溶血素的制备方法，其特征在于，包括以下步骤：

1)按上述含量取硼酸、氯化钠、氯化钙、氯化镁加入水介质充分溶解，再加入甲醛、甘

油、丙二醇、Proclin  300得硼酸混合液(A液)；

2)按上述含量取四硼酸钠、氯化钠、氯化钙、氯化镁加入水介质充分溶解，再加入甲醛、

甘油、丙二醇、Proclin  300得四硼酸钠混合液(B液)；

3)将A液和B液按比例充分混匀，调PH值7.0-8.0，再经过滤，得溶血素。

6.一种如权利要求1-4任一项所述的溶血素处理生物样本的方法，其特征在于，在室温

向生物样本中加入所述的溶血素，混合处理10-15分钟；所述生物样本包括全血、末梢血、抗

凝剂静脉全血的一种或多种；所述溶血素与生物样本的体积比为0.5-1.5∶20。

7.一种如权利要求1-4任一项所述的溶血素溶血素通过流式细胞仪检测白细胞膜抗原

的方法，其特征在于，包括以下步骤：

1)在室温向待测样本中加入检测细胞表面分子的荧光标记抗体，混匀，避光孵育10-

15min；

2)加入权利要求所述的溶血素，混合处理，避光孵育10min；

3)将处理后的待测样本用离心机以300-500g的离心速度沉淀样本5-10min；

4)将离心处理后的样本去上清液后，加入PBS缓冲液，混匀样本，待测；

5)待测样本经流式细胞仪分析，按细胞体积大小和颗粒度依次分为淋巴细胞群、单核

细胞群、中性粒细胞群。
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一种等渗溶血素及其制备方法、处理生物样本方法和检测白

细胞膜抗原方法

技术领域

[0001] 本发明涉及免疫学细胞分析领域，具体涉及一种等渗溶血素及其制备方法、处理

生物样本方法和检测白细胞膜抗原方法。

背景技术

[0002] 众做周知，血细胞分析对于开展科学研究，疾病的预防、诊断和治疗有着重要的价

值，从最初研究细胞的形态、大小、数量到最近的细胞表面的抗原成分。传统的细胞免疫和

非特异性免疫功能检测技术不能从单细胞水平对靶细胞的大小、形态、质膜和细胞内部结

构进行多参数，高灵敏度的分析，流式细胞仪可以快速测量、分选、存贮、显示悬浮在液体中

的分散细胞的一系列重要的生物物理、生物化学方面的特征参量，并可以根据预选的参量

范围把指定的细胞亚群从中分选出来，目前应用于免疫学、血液学、肿瘤学、细胞遗传学、细

胞生物学、生物化学等临床医学和基础医学研究领域，如细胞表面分子的淋巴细胞及其亚

群分析、细胞内细胞因子分析、白血病免疫分型、肿瘤耐药相关蛋白分析、自身免疫性疾病

相关HLA抗原分析、移植免疫中的交叉配型、线粒体膜电位、细胞凋亡、细胞内钙离子浓度、

中性粒细胞功能分析等。

[0003] 由于体内发挥免疫功能的多数为白细胞，而人类血液中含量最多的是红细胞，为

了减少对靶细胞分析影响，需要剔除血液中红细胞的干扰作用，在进行红细胞溶血时要避

免破坏白细胞的结构和功能，保留白细胞表面的膜蛋白，因此，对溶血的要求非常着高，现

有的流式细胞溶血素多为低渗溶血素，即低于渗透压的溶液，等渗液溶血素是与渗透压相

等的溶液，以前认为红细胞在等渗溶液中，能保持其正常形态(不皱缩、不溶血)，但有的分

子还能够自由通过细胞膜，如1.9％的尿素溶液，将红细胞置入其中会立即溶血。

[0004] 溶血素的配方和仪器有一定的关系，不同的仪器使用不同的溶血素，同一溶血素

在不同仪器上显示的效果不一，主因是溶血素裂解后的白细胞形态有差异，这个差异结合

FSC/SSC的光路设计会导致淋巴、单核、粒细胞分群的差异。

[0005] 有鉴于此，本发明人针对现有技术中的上述缺陷深入研究，遂有本案产生。

发明内容

[0006] 为解决上述技术问题，我们提出了一种等渗溶血素溶血素及其制备方法，同时提

出了该溶血素处理生物样本方法和溶血素通过流式细胞仪检测白细胞膜抗原的方法，本发

明的溶血素，检测精确度高，干扰杂质少，能够替代进口同类产品的溶血素，减少医院医疗

成本，减轻病人医疗费用。

[0007] 为达到上述目的，本发明的技术方案如下：

[0008] 一种等渗溶血素，包括缓冲剂、细胞助溶剂、细胞增溶剂、无机盐和水质，所述缓冲

剂包括硼酸和四硼酸钠，且硼酸的含量为0.2-2mol/L，四硼酸钠含量为0.05-0.5mol/L；所

述细胞助溶剂为甘油、甲醛的一种或两种，且细胞助溶剂含量为0.3-3mol/L，甲醛含量为
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10-40g/L；所述细胞增溶剂为丙二醇，且其含量为0.2-2mol/L；所述无机盐包括氯化钠、氯

化镁和氯化钙，且氯化钠的含量为1-100mmol/L，氯化镁的含量为1-100mmol/L，氯化钙的含

量为1-100mmol/L，以用于调节溶血素的电导率和渗透压。

[0009] 其中的硼酸和四硼酸钠混合液，等渗条件下单纯的硼酸溶血效果差，四硼酸钠不

具备溶血作用，两者按比例混合后具有很好的溶血效果，且具有一定的缓冲作用。在硼酸盐

缓冲液的调节下，保证溶血素在温度的变化下，有一个稳定的PH值和一个较长的稳定期。甘

油等成分能快速溶解红细胞，对白细胞有保护作用，甘油还能降低水的活性，防止降解保护

可溶性的蛋白，增加稳定性，防挥发。甲醛还有固定细胞的作用，甲醛液对大多数抗原保存

较好，组织穿透性好，组织收缩较小，但甲醛易挥发性和具有一定的毒性。

[0010] 优选的，所述溶血素还包括微量的细胞防腐剂为Proclin300、叠氮钠中的一种或

两种；且其含量为0.1-0.5ml/L，其优点在于稳定，成本低，作用时间长。

[0011] 优选的，所述缓冲剂为硼酸-四硼酸钠、磷酸盐、Tris-HCL缓冲剂的一种或多种，且

其含量为0.25-2.5mol/L。

[0012] 优选的，所述细胞增溶剂为丙二醇、乙醇、异丁醇、二甘醇的一种或多种，且其含量

为0.2-2mol/L。

[0013] 一种等渗溶血素的制备方法，包括以下步骤：

[0014] 1)按上述含量取硼酸、氯化钠、氯化钙、氯化镁加入水介质充分溶解，再加入甲醛、

甘油、丙二醇、Proclin  300得硼酸混合液(A液)。

[0015] 2)按上述含量取四硼酸钠、氯化钠、氯化钙、氯化镁加入水介质充分溶解，再加入

甲醛、甘油、丙二醇、Proclin  300得四硼酸钠混合液(B液)。

[0016] 3)将A液和B液按比例充分混匀，调PH值7.0-8.0，再经过滤，得溶血素。

[0017] 一种等渗溶血素处理生物样本方法，包括以下步骤：在室温向生物样本中加入所

述的溶血素，混合处理10-15分钟；所述生物样本包括全血、末梢血、抗凝剂静脉全血的一种

或多种；所述溶血素与生物样本的体积比为0.5-1.5∶20。

[0018] 一种等渗溶血素通过流式细胞仪检测白细胞膜抗原的方法，包括以下步骤：

[0019] 1)在室温向待测样本中加入检测细胞表面分子的荧光标记抗体，混匀，避光孵育

10-15min；

[0020] 2)加入权利要求所述的溶血素，混合处理，避光孵育10min；

[0021] 3)将处理后的待测样本用离心机以300-500g的离心速度沉淀样本5-10min；

[0022] 4)将离心处理后的样本去上清液后，加入PBS缓冲液，混匀样本，待测；

[0023] 5)待测样本经流式细胞仪分析，按细胞体积大小和颗粒度依次分为淋巴细胞群、

单核细胞群、中性粒细胞群。

[0024] 本发明的溶血素可根据细胞大小和颗粒度通过流式细胞仪上的前向角(SSC)和侧

向角散射光(FSC)把白细胞群体分为淋巴细胞、单核细胞、中性粒细胞以及碎片。处理样本

后白细胞各群体分区明显，细胞碎片少，不损伤白细胞膜蛋白，既能保留原有的生物学活

性，又能完全裂解红细胞。处理结果准确、性能稳定，能替代进口原装产品的溶血素，达到进

口试剂国产化，降低科研和医疗成本。本发明的溶血素在BD系列等主流分析仪上都有良好

的分群图谱，且稳定性高，易于保存。
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附图说明

[0025] 为了更清楚地说明本发明实施例或现有技术中的技术方案，下面将对实施例或现

有技术描述中所需要使用的附图作简单地介绍，显而易见地，下面描述中的附图仅仅是本

发明的一些实施例，对于本领域普通技术人员来讲，在不付出创造性劳动的前提下，还可以

根据这些附图获得其他的附图。

[0026] 图1为本发明实施例所公开的一种等渗溶血素在BD公司FACS  Calibuar流式细胞

仪溶血效果图(一)；

[0027] 图2为本发明实施例所公开的一种等渗溶血素在BD公司FACS  Calibuar流式细胞

仪溶血效果图(二)；

[0028] 图3为本发明实施例所公开的一种等渗溶血素FACS  Calibuar流式细胞仪检测T淋

巴细胞免疫表型分析图(一)；

[0029] 图4为本发明实施例所公开的一种等渗溶血素FACSCalibuar流式细胞仪检测T淋

巴细胞免疫表型分析图(二)；

[0030] 图5为本发明实施例所公开的一种等渗溶血素FACS  Calibuar流式细胞仪检测T淋

巴细胞免疫表型分析图(三)；

[0031] 图6为本发明实施例所公开的一种等渗溶血素FACSCalibuar流式细胞仪检测T淋

巴细胞免疫表型分析图(四)。

具体实施方式

[0032] 下面将结合本发明实施例中的附图，对本发明实施例中的技术方案进行清楚、完

整地描述，优选了如下实施例中未注明具体条件的试验方法，通常按照常规条件，所举实施

例是为了更好地对本发明的内容进行说明，显然，所描述的实施例仅仅是本发明一部分实

施例，而不是全部的实施例。基于本发明中的实施例，本领域普通技术人员在没有作出创造

性劳动前提下所获得的所有其他实施例，都属于本发明保护的范围。

[0033] 下面结合实施例和具体实施方式对本发明作进一步详细的说明。

[0034] 如图1-6所示，一种等渗溶血素，包括缓冲剂、细胞助溶剂、细胞增溶剂、无机盐和

水质，所述缓冲剂包括硼酸和四硼酸钠，且硼酸的含量为0.2-2mol/L，四硼酸钠含量为

0.05-0 .5mol/L；所述细胞助溶剂为甘油、甲醛的一种或两种，且细胞助溶剂含量为0.3-

3mol/L，甲醛含量为10-40g/L，溶血素中细胞甘油可降低水的活性，防止降解保护可溶性的

蛋白和白细胞，增加稳定性，防挥发；所述细胞增溶剂为丙二醇，且其含量为0.2-2mol/L；所

述无机盐包括氯化钠、氯化镁和氯化钙，且氯化钠的含量为1-100mmol/L，氯化镁的含量为

1-100mmol/L，氯化钙的含量为1-100mmol/L，以用于调节溶血素的电导率和渗透压。

[0035] 其中的硼酸和四硼酸钠混合液，等渗条件下单纯的硼酸溶血效果差，四硼酸钠不

具备溶血作用，两者按比例混合后具有很好的溶血效果，且具有一定的缓冲作用。在硼酸盐

缓冲液的调节下，保证溶血素在温度的变化下，有一个稳定的PH值和一个较长的稳定期。甘

油等成分能快速溶解红细胞，对白细胞有保护作用，甘油还能降低水的活性，防止降解保护

可溶性的蛋白，增加稳定性，防挥发。甲醛还有固定细胞的作用，甲醛液对大多数抗原保存

较好，组织穿透性好，组织收缩较小，但甲醛易挥发性和具有一定的毒性。

[0036] 其中，所述溶血素还包括微量的细胞防腐剂为Proclin  300、叠氮钠中的一种或两
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种；且其含量为0.1-0.5ml/L，其优点在于稳定，成本低，作用时间长。所述缓冲剂为硼酸-四

硼酸钠、磷酸盐、Tris-HCL缓冲剂的一种或多种，且其含量0.25-2.5mol/L。所述细胞增溶剂

为丙二醇、乙醇、异丁醇、二甘醇的一种或多种，且其含量为0.2-2mol/L。

[0037] 本例中的等渗溶血素的制备方法，包括以下步骤：

[0038] S1、按上述含量取硼酸、氯化钠、氯化钙、氯化镁加入水介质充分溶解，再加入甲

醛、甘油、丙二醇、Proclin  300得硼酸混合液(A液)；

[0039] S2、按上述含量取四硼酸钠、氯化钠、氯化钙、氯化镁加入水介质充分溶解，再加入

甲醛、甘油、丙二醇、Proclin  300得四硼酸钠混合液(B液)；

[0040] S3、将A液和B液按比例充分混匀，调PH值7.0-8.0，再经过滤，得溶血素。

[0041] 本例中的等渗溶血素处理生物样本方法，包括以下步骤：在室温向生物样本中加

入所述的溶血素，混合处理10-15分钟；所述生物样本包括全血、末梢血、抗凝剂静脉全血的

一种或多种；所述溶血素与生物样本的体积比0.5-1.5∶20。

[0042] 本例中等渗溶血素通过流式细胞仪检测白细胞膜抗原的方法，包括以下步骤：

[0043] S1、在室温向待测样本中加入检测细胞表面分子的荧光标记抗体，混匀，避光孵育

10-15min；

[0044] S2、加入权利要求所述的溶血素，混合处理，避光孵育10min；

[0045] S3、将处理后的待测样本用离心机以300-500g的离心速度沉淀样本5-10min；

[0046] S4、将离心处理后的样本去上清液后，加入PBS缓冲液，混匀样本，待测；

[0047] S5、待测样本经流式细胞仪分析，按细胞体积大小和颗粒度依次分为淋巴细胞群、

单核细胞群、中性粒细胞群。

[0048] 实施例：

[0049]

_ A液 B液 单位

硼酸 0.2-2   mol/L

硼酸钠   0.05-0.5 mol/L

甘油 0.3-3 0.3-3 mol/L

甲醛 10-40 10-40 g/L

丙二醇 0.2-2 0.2-2 mol/L

氯化镁 1-100 1-100 mmol/L

氯化钙 1-100 1-100 mmol/L

氯化钠 1-100 1-100 mmol/L

Proclin300 0.1-0.5 0.1-0.5 ml/L

[0050] 实例一：量取A液900ml，B液100ml，混合均匀，调PH值7.1，用BD  FACS  Calibuar流

式细胞仪检测15份血样，每组血样检测2次，记录实验结果，并与BD公司的FACSTM 

LysinqSolution的实际检测结果进行相关性分析。

[0051] 实例二：量取A液800ml，B液200ml，混合均匀，调PH值7.6，用BD  FACS  Calibuar流

式细胞仪检测15份血样，每组血样检测2次，记录实验结果，并与BD公司的FACSTM 

LysinqSolution的实际检测结果进行相关性分析。

[0052] 实例三：量取A液700ml，B液300ml，混合均匀，调PH值7.9，用BD  FACS  Calibuar流
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式细胞仪检测15份血样，每组血样检测2次，记录实验结果，并与BD公司的FACSTM  Lysing 

Solution的实际检测结果进行相关性分析。

[0053] 实验对象和试剂：15份健康和亚健康人群的外周血样用EDTA、肝素、柠檬酸钠抗

凝，室温(18～25℃)保存，8h以内完成检测。准确度评价采用FACS  Calibuar流式细胞仪，其

配套试剂为T淋巴亚群检测四色试剂CD45-PerCP-Cy5.5/CD4-FITC/

[0054] CD8-APC/CD3-PE，配套溶血素为BD公司的FACSTM  LysingSolution。

[0055] 按照配方要求准确称取各组分，依次溶解后用纯水定容，用0.22um微孔滤膜过滤，

即得到本发明所述溶血素基液A和B，将A液和B液分别按照不同的比例混合，得到不同PH值

的三份溶血素。

[0056] 实验方法：取10μl  CD45-PerCP-Cy5.5/CD4-FITC/CD8-APC/CD3-PE抗体加入流式

上样管中，再用反向加样法加入100μl血样标本，混匀后室温避光孵育10-15min；分别加自

制溶血素和配套溶血素FACSTM  Lysing  Solution(1X)1000μl，震荡混匀后室温避光溶血

10min；将处理后的待测样本用离心机以300-500g的离心速度沉淀样本5-10min；将离心处

理后的样本去上清液后，加入PBS缓冲液，充分混匀后1h内完成上机检测。

[0057] 本发明的溶血素溶血后程度和效果如下：

[0058] 1，溶血管外观：上清液清澈透亮，红细胞裂解充分；

[0059] 2，离心后管底：溶血管经300g离心10分钟后，管底部无肉眼可见的红色沉淀物，红

细胞碎片少。

[0060] 3，FSC/SSC散点图：各系列细胞分群明显、界限清晰、细胞聚集度高、无交叉(见图

1-2所示的溶血效果图)。

[0061] 4，细胞表面标记：对各系细胞膜表面CD抗原无明显影响(见图3-6表型分析图)。

[0062] 本发明溶血素在BD公司FACS  Calibuar流式细胞仪溶血效果图如图1-2；发明溶血

素FACS  Calibuar流式细胞仪检测T淋巴细胞免疫表型分析图如图3-6。

[0063] 发明溶血素和BD公司的FACSTM  Lysing  Solution溶血素检测T淋巴细胞免疫表型

结果的相关性分析(％)如下：
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[0064]

[0065]

[0066] 本发明的溶血素可根据细胞大小和颗粒度通过流式细胞仪上的前向角(SSC)和侧

向角散射光(FSC)把白细胞群体分为淋巴细胞、单核细胞、中性粒细胞以及碎片。处理样本

后白细胞各群体分区明显，细胞碎片少，不损伤白细胞膜蛋白，既能保留原有的生物学活

性，又能完全裂解红细胞。处理结果准确、性能稳定，能替代进口原装产品的溶血素，达到进
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口试剂国产化，降低科研和医疗成本。

[0067] 溶血素的配方和仪器有一定的关系，不同的仪器使用不同的溶血素，同一溶血素

在不同仪器上显示的效果不一，主因是溶血素裂解后的白细胞形态有差异，这个差异结合

FSC/SSC的光路设计会导致淋巴、单核、粒细胞分群的差异。本发明的溶血素在BD系列等主

流分析仪上都有良好的分群图谱，且稳定性高，易于保存。

[0068] 本案中的溶血素是流式细胞分析检测白细胞抗原的常用辅助分析试剂之一，也是

细胞免疫功能等分析的关键试剂。本技术中硼酸和四硼酸钠混合液，等渗条件下单纯的硼

酸溶血效果差，四硼酸钠不具备溶血作用，两者按比例混合后具有很好的溶血效果，且具有

一定的缓冲作用。在硼酸盐缓冲液的调节下，保证溶血素在温度的变化下，有一个稳定的PH

值和一个较长的稳定期。溶血素中的甘油等成分能快速溶解红细胞，对白细胞有保护作用，

甘油还能降低水的活性，防止降解保护可溶性的蛋白，增加稳定性，防挥发。所述溶血素中

细胞增溶剂对生物膜有很高的吸附和渗透能力，导致生物膜增溶和渗透性改变。溶血素中

无机盐氯化钠、氯化镁、氯化钙用于调节溶血素中的电导率和渗透压。

[0069] 根据细胞大小和颗粒度通过流式细胞仪上的前向角(SSC)和侧向角散射光(FSC)

把白细胞群体分为淋巴细胞、单核细胞、中性粒细胞以及碎片。本发明的溶血素处理样本后

白细胞各群体分区明显，细胞碎片少，不损伤白细胞膜蛋白，既能保留原有的生物学活性，

又能完全裂解红细胞所述的溶血素，结果准确、性能稳定，能替代进口原装产品的溶血素，

达到进口试剂国产化，降低科研和医疗成本。从而达到了设计新颖、配方搭配合理、且应用

效果好的目的。

[0070] 本发明溶血素属于等渗性溶血，这两类溶血素溶血原理都是依据细胞内外渗透压

差异而导致细胞膜破裂，并利用红细胞和白细胞渗透脆性的差异，在保护白细胞形态的前

提下，最大限度的使红细胞裂解。在COULTER系列、BD系列等主流分析仪上都有良好的分群

图谱，且稳定性高，易于保存。

[0071] 以上所述的仅是本发明的优选实施方式，应当指出，对于本领域的普通技术人员

来说，在不脱离本发明创造构思的前提下，还可以做出若干变形和改进，这些都属于本发明

的保护范围。
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生物学活性，又能完全裂解红细胞。能替代进口原装产品的溶血素，达
到进口试剂国产化，降低科研和医疗成本。
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