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  [摘 要] 2024年2-11月该中心对3例细胞因子初检异常升高患者采用二步法进行了复测,3例患者

初检时细胞因子均异常升高,复测后细胞因子水平显著降低。分析患者各项检测结果,发现3例患者体内D-二

聚体水平均升高,疑似D-二聚体导致细胞因子检测假阳性,提示二者存在关联。
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[Abstract] From

 

February
 

to
 

November
 

2024,our
 

center
 

retested
 

three
 

patients
 

with
 

abnormally
 

elevated
 

cytokines
 

by
 

two-step
 

method.Three
 

patients
 

had
 

abnormally
 

elevated
 

cytokines
 

at
 

the
 

initial
 

exami-
nation,and

 

the
 

levels
 

of
 

cytokines
 

decreased
 

significantly
 

after
 

retest.By
 

analyzing
 

the
 

test
 

results
 

of
 

the
 

pa-
tients,it

 

was
 

found
 

that
 

the
 

level
 

of
 

D-dimer
 

in
 

three
 

patients
 

increased,and
 

the
 

suspected
 

D-dimer
 

led
 

to
 

the
 

false
 

positive
 

of
 

cytokine
 

detection,suggesting
 

that
 

there
 

was
 

a
 

correlation
 

between
 

the
 

two.
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  细胞因子是细胞间信息传递的关键信使,由多种

免疫细胞(单核细胞、巨噬细胞、自然杀伤细胞及T、B
淋巴细胞等)和非免疫细胞(内皮细胞、表皮细胞、成
纤维细胞等)在受到刺激后合成并分泌[1]。细胞因子

依据主要功能分为白细胞介素(IL)、集落刺激因子

(CSF)、干扰素(IFN)、肿瘤坏死因子(TNF)、生长因

子(GF)、趋化因子等。这些因子通过与相应受体结

合,在免疫系统调节、血细胞生成、细胞生长中起核心

作用,并广泛参与炎症反应、创伤愈合、肿瘤发展等多

个生物过程[2-6]。
细胞因子检测在临床诊疗中具有重要意义,不仅

可帮助医生早期识别感染并预警细胞因子风暴,还能

精准划分机体炎症/免疫状态,包括全身炎症反应综

合征、代偿性抗炎反应综合征和混合性拮抗反应综合

征,为重症患者提供全面的免疫功能监控,并指导激

素与抗炎药物的临床应用。此外,细胞因子检测还能

有效追踪自身免疫性疾病患者病程进展及疗效,并能

准确评估肿瘤患者病情变化、预后、疗效等[2,7-10]。
目前,细胞因子检测方法多样,包括酶联免疫吸

附分析、化学发光免疫分析、电化学发光免疫分析、流
式微球分析、全自动微流控免疫分析、单分子免疫分

析及邻位延伸分析等[11]。基于多重微球流式免疫荧

光发光法的流式细胞术因其高通量、样本用量少、实
验时间短、兼容多种样本类型、可变检测指标组合等

优势,受到了临床医生的广泛认可,为临床决策提供

了可靠的数据支持。
本中心采用多重微球流式免疫荧光发光法,利用

12项细胞因子检测试剂盒(包括IL-1β、IL-2、IL-4、
IL-5、IL-6、IL-8、IL-10、IL-12P70、IL-17、TNF-α、
IFN-α、IFN-γ)进 行 检 测。其 中IL-1β、IL-2、IL-5、
IL-6、IL-8、IL-12P70、IL-17、TNF-α、IFN-α、IFN-γ为

促炎因子,IL-4、IL-10为抗炎因子。2024年2-11月

本中心3例患者首次检测结果显示细胞因子水平异

常升高,但中性粒细胞比例正常,提示可能存在干扰

因素导致假阳性结果。经二步法复测后,3例患者细

胞因子检测结果均显著下降,进一步分析发现3例患

者D-二聚体水平明显升高,推测高D-二聚体水平可

能是导致细胞因子检测假阳性的原因,现报道如下。
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1 临床资料
   

3例患者中男2例,女1例;年龄33~71岁;临床

诊断为肝癌、上消化道出血和鞍鼻。检测试剂为12
项细胞因子检测试剂盒(多重微球流式免疫荧光发光

法,青 岛 瑞 斯 凯 尔 生 物 科 技 有 限 公 司,批 号:
20231202、20240702)。检测仪器为 RAISECARE流

式细胞仪。检测方法:(1)校准程序,①基质B的准

备。将5.0
 

mL实验缓冲液加入冻干粉基质B中,静
置至少15

 

min,待冻干粉溶解,涡旋使其充分混匀。
②校准品的制备。缓慢将校准品冻干粉玻璃瓶旋至

半开,将250
 

μL实验缓冲液加入玻璃瓶中,缓慢转动

瓶子,使瓶壁附着的冻于粉完全溶解;室温下静置10
 

min,待冻干粉溶解充分,涡旋再使其充分混匀,此时

复溶后溶液浓度其标记为C7;准备6只空EP管,分
别标记为C6~C1;每只EP管中加入75

 

μL实验缓冲

液,并进行4倍稀释,即取25
 

μL
 

C7溶液至C6中,充
分混匀;用同样的方法按4倍稀释比例进行稀释,分
别得到C5~C1校准品。C0中只加入实验缓冲液。
C7~C0校准品稀释配置见表1。③加样步骤。标记

流式管,并向管中加入25
 

μL基质B、25
 

μL校准品

(C7~C0)、25
 

μL捕获微球抗体(充分混合均匀)、25
 

μL检测抗体,室温避光震荡孵育2.0
 

h(400~500
 

r/
min),然后加入25

 

μL藻红蛋白标记链霉亲和素

(SA-PE),室温避光震荡孵育0.5
 

h(400~500
 

r/
min),加入1

 

mL洗涤缓冲液,涡旋5~10
 

s,300~
500

 

g离心5
 

min,缓慢倾倒出液体,将管倒扣于吸水

纸上,每管加入150
 

μL洗涤缓冲液,涡旋10
 

s将微球

重悬,立即使用流式细胞仪进行检测。④校准曲线。
根据流式细胞仪对校准品C7~C0的8个浓度点的

PE荧光信号和相应浓度点的赋值浓度进行标曲拟合

得到校准曲线,要求拟合相关性r≥0.990,即可进行

样本检测。(2)样本检测,标记流式管,分 别 加 入

25
 

μL实验缓冲液、25
 

μL样品、25
 

μL捕获微球抗体

(充分混合均匀)、25
 

μL检测抗体,室温避光震荡孵育

2.0
 

h(400~500
 

r/min),然后加入25
 

μL
 

SA-PE,室
温避光震荡孵育0.5

 

h(400~500
 

r/min),加入1
 

mL
洗涤缓冲液,涡旋5~10

 

s,300~500
 

g离心
 

5min,缓
慢倾倒出液体,将管倒扣于吸水纸上,每管加入150

 

μL洗涤缓冲液,涡旋10
 

s将微球重悬,立即使用流式

细胞仪进行检测。(3)样本复测(两步法),标记流式

管,分别加入25
 

μL实验缓冲液、25
 

μL样品、25
 

μL
捕获微球抗体(充分混合均匀),室温避光震荡孵育

1.0
 

h(400~500
 

r/min),加入1
 

mL洗涤缓冲液,涡
旋5~10

 

s,500
 

g离心5
 

min,弃上清液后补加50
 

μL
实验缓冲液,加入25

 

μL检测抗体,室温避光震荡孵

育1.0
 

h(400~500
 

r/min),加入1
 

mL洗涤缓冲液,
涡旋5~10

 

s,500
 

g离心5
 

min,弃上清液后加入25
 

μL
 

SA-PE,室温避光震荡孵育0.5
 

h(400~500
 

r/
min),加入1

 

mL洗涤缓冲液,涡旋5~10
 

s,500
 

g离

心5
 

min,缓慢倾倒出液体,将管倒扣于吸水纸上,每
管加入150

 

μL洗涤缓冲液,涡旋10
 

s将微球重悬,立
即使用流式细胞仪进行检测。利用FSC-A和APC-A

 

2个参数的散点图圈门,去除杂质,接着通过FSC-A、
SSC-A

 

2个参数筛选出2个粒径的微球群,最终使用

APC-H、PE-H
 

2个参数检测样本中12种微球的平均

荧光强度。通过RAISECARE软件计算12种细胞因

子的具体浓度,并导出结果。病例1首次检查12种

细胞因子皆阳性,二步法复测后均为阴性;病例2首

次检查12种细胞因子均阳性,复测后IL-6为5.81
 

pg/mL,略高于参考值,其余11项检测值均在参考范

围内;病例3首次检查IL-6为541.42
 

pg/mL,复测后

正常为2.10
 

pg/mL。见表2。与首次检查结果比较,
复测时病例1、2的12个微球均向左偏移,病例3的

IL-6微球向左偏移。见图1~3。病例1、2、3中性粒

细胞百分比分别为46.00%、61.20%、64.90%,均在

参考值范围(40%~75%)内。病例1、2、3
 

D-二聚体

分别为7
 

540、5
 

560、2
 

490
 

ng/mL,均高于参考值范

围(0~1
 

000
 

ng/mL)。
表1  C7~0校准品稀释配置

校准品编号 稀释倍数 所加实验缓冲液体积 所加校准品体积

C7 - - -

C6 4 75
 

μL 25
 

μL(C7)

C5 16 75
 

μL 25
 

μL(C6)

C4 64 75
 

μL 25
 

μL(C5)

C3 256 75
 

μL 25
 

μL(C4)

C2 1
 

024 75
 

μL 25
 

μL(C3)

C1 4
 

096 75
 

μL 25
 

μL(C2)

C0 - 75
 

μL -

  注:-表示无此项。

表2  3例患者12项细胞因子检测结果(pg/mL)

项目
病例1

首次检测 复查

病例2

首次检测 复查

病例3

首次检测 复查
参考范围

IL-5 368.62 <2.19 270.68 <2.19 <1.34 <1.37 0~5.2

INF-α 44.49 <0.93 74.77 <0.93 <1.23 <1.21 0~8.5

IL-2 167.38 <0.92 96.59 <0.92 1.71 1.80 0~7.5
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续表2  3例患者12项细胞因子检测结果(pg/mL)

项目
病例1

首次检测 复查

病例2

首次检测 复查

病例3

首次检测 复查
参考范围

IL-6 154.96 <0.86 219.50 5.81 541.42 2.10 0~5.4

IL-1β 429.66 <2.10 231.85 <2.10 <0.63 <0.41 0~12.4

IL-10 88.20 <0.91 46.28 <0.91 1.45 1.55 0~12.9

IFN-γ 76.00 <2.40 282.58 <2.40 <1.90 <2.09 0~23.1

IL-8 566.20 <1.57 1305.75 <1.57 <0.82 <0.95 0~20.6

IL-17 196.59 2.89 417.86 1.81 <2.12 <2.08 0~21.4

IL-4 52.36 <0.71 29.61 <0.71 <0.91 <0.91 0~8.6

IL-12P70 7.02 <0.69 157.56 <0.69 0.85 0.77 0~3.4

TNF-α 279.65 <2.07 200.69 <2.07 <1.50 <1.51 0~16.5

图1  病例1流式上机图

图2  病例2流式上机图

图3  病例3流式上机图

2 讨  论

随着临床需求的增长,精确测量与监测细胞因子

水平变得日益重要。本研究采用多重微球流式免疫

荧光法检测患者血浆12项细胞因子水平,该方法通
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过捕获微球偶联的细胞因子抗体与血浆中的细胞因

子结合,再加入生物素标记抗体构建“三明治”复合

物,接着与SA-PE反应,并利用生物素亲和素放大系

统将微量细胞因子转化为可检测的荧光信号,最终通

过流式细胞仪检测荧光信号,计算细胞因子水平。

IL-6是细胞因子风暴的核心驱动因子,扮演着促

进炎症并桥接机体免疫系统的角色[12-13]。作为由184
个氨基酸组成的25-kDa分泌型糖肽,IL-6由多种细

胞,如成纤维细胞、单核/巨噬细胞、淋巴细胞、上皮细

胞、角质细胞、肿瘤细胞产生[14]。在细胞因子风暴中,

IL-6升高早于C反应蛋白、PCT等其他指标,且持续

时间长,为急性感染的早期诊断提供了重要线索[15]。
此外,IL-6还能激活中性粒细胞,加剧炎症反应[16]。
因此,IL-6检测结果的准确性至关重要。本研究3例

患者血浆IL-6等细胞因子水平异常升高,但血常规检

查显示中性粒细胞百分比正常,这一矛盾提示可能存

在干扰因素,进一步检查发现,3例患者D-二聚体水

平均明显升高,推测D-二聚体可能引起细胞因子检测

假阳性。
细胞因子检测中样本复杂性可能导致非特异性

结合,影响结果准确性。因此,本研究采用两步法复

测疑似样本,捕获微球抗体与样本孵育结合目标细胞

因子,洗涤去除未结合的抗体和杂质后再加入检测抗

体进行孵育,然后通过流式法检测样本中细胞因子水

平。两步法通过分阶段孵育和洗涤,优化反应条件,
降低背景噪声,提高检测信号的信噪比。复测结果显

示,3例患者细胞因子水平显著下降,推测两步法有效

去除了D-二聚体引起的非特异性结合,排除了假阳性

结果。
综上所述,在审核细胞因子检测报告时,需结合

患者实验室数据,考虑潜在干扰因素,进行综合分析,
排除假阳性,以确保检测结果的准确性和可靠性。尽

管本研究样本量较少,但作为个案报道,仍具有独特

性和参考价值。今后,作者将通过更大规模的临床试

验深入探讨D-二聚体与细胞因子检测假阳性的关联

机制,为细胞因子的检测提供更可靠的参考标准。
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