成都市第五人民医院科研项目流式细胞术检测服务项目
具体内容
1、服务需求项目
1.1 T淋巴细胞亚群绝对计数：CD3+,CD3+CD4+,CD3+CD8+的相对计数（%）和绝对计数（#）；CD3+CD4+/CD3+CD8+比值；
[bookmark: _GoBack]1.2 Treg (CD25+ Foxp3+)细胞相对计数：Treg(CD25+foxp3+)占CD4+细胞比例；
1.3 髓源性抑制细胞检测：单核样髓源性抑制细胞（HLA-DR-CD33+CD11b+CD14+）/单个核细胞；粒细胞样髓源性抑制细胞（HLA-DR-CD33+CD11b+CD15+）/单个核细胞。
2、检测流程：
2.1标本采集与运输保存：全血2-3ml；紫色EDTA抗凝管；室温（18-22℃）保存，若温度超出范围，则冷藏（2-8℃）运输保存。检测后样本冷藏保存10天。拒收严重溶血、有凝块样本。
2.2样本流式检测：
2.2.1质量控制：
2.2.1.1仪器每次检测前进行仪器配套质控微球进行质量控质。
2.2.1.2抗体均验证通过后，方可用于实验检测。
2.2.2各项目具体检测流程：
2.2.2.1 T淋巴细胞亚群绝对计数：加样本（100ul）→加入抗体CD3、CD4、CD8各20ul，避光孵育15min→加溶血素10min→加绝对计数微球（Flow count）100ul，混匀→上机检测→分析数据。
2.2.2.2 Treg (CD25+Foxp3+)细胞相对计数：加样本（100ul）→加入抗体CD25，20ul，避光孵育15min→加溶血素避光静置10min→PBS洗涤，离心去上清→加500ul破膜剂避光静置10mim→PBS洗涤，离心去上清→加胞浆抗体Foxp3，20ul，孵育30min→PBS洗涤、离心去上清→加PBS，500ul，混匀→上机检测→分析数据。
2.2.2.3髓源性抑制细胞检测：加样本（100ul）→加入抗体HLA-DR、CD33、CD11b、CD14、CD15各20ul，避光孵育15min→加溶血素10min→PBS洗涤，离心去上清→PBS，500ul，混匀→上机检测→分析数据。

