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前言

本指南由中国合格评定国家认可委员会（CNAS）制定，是 CNAS 根据流式

细胞术检验项目的特性，对照 CNAS-CL02：2023《医学实验室质量和能力认可

准则》及 CNAS-CL02-A001：2023《医学实验室质量和能力认可准则的应用要

求》的条款给出了技术建议。

在结构编排上，本指南的章、节的条款号和条款名称均采用 CNAS-CL02：
2023 中章、节的条款号和条款名称，建议的内容在相应条款号后给出，故章节

号不连续。

本指南为首次发布。
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医学实验室 流式细胞术检验项目认可指南

1 范围

本指南适用于指导流式细胞术检验实验室（以下简称实验室）建立管理体系，

供拟申请认可及已获认可的实验室规范其质量和技术活动，也可供认可评审员在

评审过程中参考。

本指南适用于常用的流式细胞术检验项目，包括淋巴细胞亚群检测、人类白

细胞抗原 B27（Human leukocyte antigen-B27，HLA-B27）检测、血液肿瘤免

疫分型、微小残留病（Minimal residual disease，MRD）检测、CD34+干细胞

计数、阵发性睡眠性血红蛋白尿症（Paroxysmal nocturnal hemoglobinuria，PNH）

克隆检测等。

2 规范性引用文件

下列文件对于本文件的应用是必不可少的。凡是注日期的引用文件仅注日期

的版本适用于本文件。凡是不注日期的引用文件，其最新版本（包括修改单）适

用于本文件。

WS/T 360 流式细胞术检测外周血淋巴细胞亚群指南

WS/T 806 临床血液与体液检验基本技术标准

JJF 1665 流式细胞仪校准规范

全国艾滋病检测技术规范

6 资源要求

6.2 人员

6.2.2 能力要求

从事方法开发及性能确认的人员，宜具备中级及以上专业技术职称且从事流

式细胞术检验工作至少 3 年。

血液肿瘤免疫分型、MRD 检测、PNH 克隆检测等项目的报告签发人员，应

具备相关专业培训或实践经验，宜具备医师资格。

6.2.3 授权

应对从事关键活动的人员进行授权，包括但不限于：

——多色荧光检测方案的开发和修改，包括抗体和荧光素的选择、阈值和电

压的设置、补偿调节、设门策略、验证和确认等；

——设备的操作、校准与校准验证；

——结果审核、发布和报告；
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——结果的解释，包括与服务对象进行沟通等。

6.2.4 继续教育和专业发展

应为管理和技术人员提供继续教育活动，尤其当关键技术文件（如检测指南、

行业标准、结果解读共识等）更新时，确保相关人员及时掌握最新要求。

6.5 设备校准和计量溯源性

6.5.2 设备校准

流式细胞仪应定期校准，校准内容及频次应遵循制造商建议。进行外部校准

时宜参考国家/行业标准的要求，如 JJF 1665、WS/T 360，至少对光学系统进行

校准，包括灵敏度、分辨率、荧光通道线性、仪器稳定性，适用时，还包括重复

性、携带污染率等。

流式细胞仪在启用前、搬移后、重大维修后（如更换激光、光纤、光电倍增

管或流动室等）或仪器软件系统更新后，及其他影响仪器性能的情形，应进行校

准。

应对影响检测结果的加样设备（如前处理系统的加样系统、移液器等）进行

校准。

6.5.3 测量结果的计量溯源性

对无法进行计量学溯源的项目，如淋巴细胞亚群检测（含相对计数和绝对计

数）、CD34+干细胞计数、PNH 克隆检测、HLA-B27 检测、血液肿瘤免疫分型、

MRD 检测等，宜与已知物质或既往样品的检测结果进行比对，适用时，评估荧

光强度一致性，以验证其可靠性。

6.6 试剂和耗材

6.6.1 通用要求

适用时，实验室应有预混合抗体的管理程序，包括配制和验收等，并记录。

6.6.3 试剂和耗材—验收试验

新配制的预混合抗体均应按新批号试剂管理，在投入使用前或结果发布前

（适用时）进行性能验证。

7 过程要求

7.2 检验前过程

7.2.3 检验申请

7.2.3.1 通用要求

必要时，检验申请应注明样品的采集部位，如髂骨、胸骨等。

对送检时限有较高要求的样品，如干细胞采集物、穿刺样品、活检组织样品

等，检验申请应注明采集时间。

检验申请应提供充分信息，以确保可提供检验操作建议和结果解释，宜包括



CNAS-GL0XX：20XX

202X 年 XX 月 XX 日发布 20XX 年 XX 月 XX 日实施

第 5 页 共 15 页

临床诊断、病史、治疗史（如单克隆抗体治疗、细胞治疗）等。例如 MRD 检测

申请应说明疾病类型、治疗阶段（如诱导/巩固治疗后、维持治疗、造血干细胞

移植预处理及移植后等）及对检验结果有干扰的用药史。

7.2.4 原始样品采集和处理

7.2.4.4 采集活动的指导

实验室应为采集活动提供充分的信息和指导，以确保样品的完整性，如：

b）特殊采集时机，例如血液肿瘤免疫分型检测宜在免疫球蛋白输注至少 3
天后采集样品，如骨髓、外周血等；

c）抗凝剂的选择（可参照附录 A），特殊样品（如干细胞采集物）的保存

方式，样品采集顺序（相关时，例如 MRD 检测宜使用采集的第一管骨

髓样品），宜参考相关国家/行业标准的要求，如 WS/T 806、WS/T 360。
7.2.5 样品运送

应规定样品运送的温度、保存剂及送检的时限等，以保证细胞活性等满足检

验要求（可参照附录 A）。干细胞采集物、穿刺样品、活检组织样品等特殊样品

采集后宜立即送检，宜参考相关国家/行业标准的要求，如 WS/T 806、WS/T 360。
7.2.6 样品接收

7.2.6.1 样品接收程序

e）当检验结果受细胞活力影响时，应对样品的细胞活力进行检测并记录，

确保其符合与所申请检验相关的接受标准。

7.2.7 检验前的处理、准备和储存

7.2.7.1 样品保护

检验结果受细胞活性影响的特殊样品与项目，应制定保持细胞活性的程序，

例如脑脊液和组织等样品宜添加适当的保存液或培养基等。HLA-B27 检测不宜

使用预固定的细胞、冷冻的白细胞或全血样品。

7.2.7.3 样品稳定性

样品稳定性与样品类型及所适用的抗凝剂种类有关，应参考制造商建议、相

关指南和权威文献规定不同样品类型从采集到送检的保存要求及时限要求。必要

时，应对标本及处理后样品的保存条件和送检时限进行样品稳定性验证，以确保

样品的完整性，宜参照附录 A。
7.3 检验过程

7.3.2检验方法验证

应参考制造商建议确定抗原抗体结合及荧光染色反应的最佳条件（包括细胞

浓度与抗体比例、反应环境温湿度、孵育时间等），并设置适当的电压和荧光补

偿等，确保其性能与声明相符。

定量检验项目的性能验证参数应至少包括：正确度、精密度等，适用时，包
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括稳定性（样品稳定性、处理后的样品稳定性）。涉及细胞绝对计数的项目的性

能验证参数还应包括线性范围。低丰度或罕见细胞群的流式检验项目（如 CD34+

干细胞计数、MRD 检测等）或样品（如脑脊液等）宜同时验证携带污染率。宜

参考相关国家/行业标准的要求，如 WS/T 360。
定性检验项目的性能验证参数应至少包括：符合率（如方法比对符合率、人

员比对符合率等），适用时，还应包括重复性、稳定性（样品稳定性、处理后的

样品稳定性）等。

7.3.3检验方法确认

实验室若使用实验室自己设计或开发检验方法、超出预期使用范围或修改过

的确认方法，应完善实验方案（如抗体及荧光素的选择、阈值和电压的设置、补

偿、适用样品类型、预混合抗体稳定性等），并进行性能确认，以确定符合预期

用途。若更换抗体，宜对可能受影响的性能参数进行重新评估。

定量检验项目的性能确认参数应至少包括：正确度/准确度、精密度、检测

能力[如检测下限（LLoD，Lower Limit of Detection）、定量下限（LLoQ，Lower
Limit of Quantitation）]、稳定性（样品稳定性、处理后的样品稳定性），适用

时，宜包括线性范围/可报告范围、携带污染率、抗干扰能力、诊断特异性、诊

断灵敏度等。

定性检验项目的性能确认参数应至少包括：符合率（如诊断符合率、方法比

对符合率等）、精密度（重复性精密度、中间精密度）、特异性、稳定性（样品

稳定性、处理后的样品稳定性），MRD 检测时应包括检测能力（如 LLoD、LLoQ）、

携带污染率、可报告范围等性能特征。

已确认的血液肿瘤免疫分型项目检验程序发生改变时，应进行适宜的性能确

认：（1）新增一种或多种抗体时，至少包括诊断准确度/正确度、精密度、特异

性；（2）更换不同荧光素的同种或不同抗体（需解决潜在光谱补偿问题）时，

至少包括诊断准确度/正确度、精密度、特异性；（3）更换相同荧光素的不同抗

体（不会引起补偿变化）时，至少包括准确度/正确度、特异性；（4）抗体和荧

光素不变，仅变更抗体克隆号时，至少包括准确度/正确度、特异性；（5）减少

1 个或多个抗体时，无需额外评价。

预混合抗体的性能，应至少评估其与单独添加抗体时检验结果的一致性，以

及预混合抗体的稳定性，必要时，进行抗体浓度的验证。

7.3.6 检验程序文件化

除通用要求外，适用时检验程序文件的制定还应包括：

——抗体和荧光染料的选择与验证程序，以保证结果的有效性，如 MRD 检

测应结合初诊时的分型结果、疾病进展、治疗用药史等选择适宜的抗体检测

方案。淋巴细胞亚群检测、CD34+干细胞计数和 HLA-B27 检测等项目，宜
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参考相关国家/行业标准的要求，如 WS/T 806、WS/T 360；
——当检验项目使用冷冻复苏标本、长时间运输和/或保存条件不符合或不

确定的标本时，应有细胞活性检测的程序，如 CD34+干细胞计数、MRD 检

测等；

——抗体滴定程序，适用时；

——荧光补偿设置程序，适用时；

——细胞计数程序，当细胞浓度过高或过低时，应通过稀释或浓缩调整细胞

浓度，以确保检验结果的可靠性；

——染色操作程序，包括胞浆抗原染色及免疫球蛋白染色的特殊程序；

——目的细胞的设门程序，尤其是异常细胞群的识别。例如 CD34+干细胞

计数时，目的细胞为 CD34 阳性/CD45 弱阳性/SSC 低的细胞。HLA-B27
检测过程中，FSC/SSC 设门方法可用于筛选淋巴细胞群，宜增加 CD45
或 CD3 抗体辅助设门，以排除非淋巴细胞和细胞碎片的干扰。当使用

商品化多重检测试剂时，宜采用试剂盒说明书规定的设门分析方法；

——检验后样品储存程序，如时间、温度、保存液或固定剂等，必要时应考

虑附加检验需求。

7.3.7 检验结果有效性的保证

7.3.7.1 通用要求

流式细胞仪每次开机检测样品前，应使用荧光标准品对仪器状态（如光路/
液路稳定性、检测通道电压稳定性）进行验证。如验证失败，应查找原因，并采

取相应措施。当改变荧光标准品检测频次时，应进行风险评估，并记录。

7.3.7.2 室内质量控制（IQC）
c) 实验室宜优先选择商品化质控品。当商品化质控品不可获得时，应使用其

他的适宜方法进行室内质量控制，包括但不限于：

——患者样品留样再测，如 HLA-B27 检测、PNH 克隆检测等；

——使用样品中的正常细胞群的抗原表达模式作为内部对照，如血液肿瘤

免疫分型、MRD 检测时，CD20 检测可使用正常的成熟 B 淋巴细胞

作为阳性对照，使用正常的 T 淋巴细胞或 NK 细胞作为阴性对照；

——临床诊断符合率监测。

7.4 检验后过程

7.4.1 结果报告

7.4.1.2 结果审核和发布

对检验结果进行审核和发布时，应充分考虑以下内容：

——细胞/微球获取的数量，如淋巴细胞亚群检测时每一检测管宜至少获取

5000 个淋巴细胞，HLA-B27 检测宜至少获取 2000 个淋巴细胞，CD34+
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干细胞计数至少获取 75000 个 CD45+细胞和 100 个 CD34+干细胞，采

用单平台进行CD34+干细胞计数应至少收集1000个微球（宜>2000个）；

——与结果相关的所有设门的准确性，包括设门策略、门的位置等；

——适用时，目的细胞外的其他细胞群抗原表达，如血液肿瘤免疫分型应关

注内对照细胞群的抗原表达或其他血细胞分化发育模式是否存在异常；

——数据间的逻辑性，包括不同细胞群的百分比之和应符合生物学规律，同

一样本不同检测管间共有检测项目的结果应一致，如淋巴细胞亚群检测

中 T、B 和 NK 细胞相对计数百分比总和应在 100%±5%范围内，不同

检测管间 CD3+ T 细胞计数结果差异应≤5%；

——与相关检验检查结果间的符合性。例如血液肿瘤免疫分型结果与形态学

结果、病理活检结果及其他临床资料和检查结果之间的符合性，MRD
检测结果与初始表型的符合性及既往结果的变化趋势，HLA-B27 检测

与基因分型结果及影像学检查的符合性。

7.4.1.6 报告要求

除通用要求外，还应满足以下要求：

——CD34+干细胞计数时，含 7-AAD 检测应同时报告活的 CD34+干细胞百

分比及绝对值；

——PNH 克隆检测时，当粒细胞和红细胞的 PNH 克隆数>LLoQ 时，应按

照定量结果报告，即报告具体的PNH克隆比例；当红细胞或粒细胞PNH
克隆<LLoQ 时，应按照定性结果报告，适用时，可增加收集细胞数检

测再进行报告；

——对于血液肿瘤免疫分型和 MRD 检测等检验方案复杂的项目，宜进行方

法学描述，包括仪器及试剂信息、荧光素标记抗体组合方案、样品制备

方法和样品检验信息等；

——血液肿瘤免疫分型和 MRD 检测的报告应包含彩色流式图，图中包含诊

断所需的主要设门信息、主要免疫标志物和荧光参数信息，能够说明相

关结果的具有代表性的分析图；

——低丰度或罕见细胞的检验项目（如高灵敏度 PNH 克隆检测、MRD 检

测），宜在报告中备注 LLoD 和 LLoQ。

7.4.1.7 报告的附加信息

当样品存在的质量问题（如凝块、溶血、稀释、活力减低等）可能影响检验

结果（如出现非特异性结合增高、部分抗原表达下调、脆弱细胞群（如浆细胞）

丢失或标本凝块等）时，应在检验报告中注明性质，必要时，应说明样品质量问

题对结果的影响。
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8 管理体系要求

8.4 记录控制

8.4.3 记录保存

实验室应制定程序确保必要的检验数据得到保存（纸质或电子化），包括检

验原始数据、最终结论等。常规淋巴细胞亚群检测、CD34+干细胞计数等项目的

数据至少保留 2 年。血液肿瘤免疫分型、PNH 克隆检测和 MRD 检测等项目的

数据至少保留 10 年。
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附录 A

常见检验项目抗凝剂选择及样品保存条件

A.1 流式细胞术检验项目的抗凝剂选择和样品保存应优先遵照说明书要求。

A.2 实验室自建检测方法的抗凝剂选择和样品保存，宜参考国家或地区法规、国

际国内公认标准或指南、权威教科书，以及经同行审议或公开发表文献。

A.3 常见检验项目抗凝剂选择及样品保存条件见表 1。

表 1 常见检验项目的抗凝剂选择和样品保存条件要求

检测项目 样品类型 抗凝剂 储存温度
储存时间

（h）
注意事项

淋巴细胞

亚群
外周血

EDTA

室温

12～24 （1）使用双平台方

法计数时，应使用

EDTA 抗凝管，宜在

6 h 内获得白细胞计

数和分类结果。

（2）低温可选择性

影响 CD4+ T 淋巴细

胞等亚群数量，因此

不建议低温储存。

肝素钠

48～72

ACD

HLA-B27 外周血

EDTA

室温 48 —肝素

枸橼酸盐

CD34+干

细胞计数

干细胞采

集物

ACD

室温或

2℃～8℃

48 （1）如需使用血细

胞计数仪，宜使用

EDTA 抗凝，宜在 6 h
内获得白细胞计数

和分类结果。

（2）24 h 内无法送

达的标本宜低温

（4℃～8℃）保存和

运送

���¡ 
ý

AC

�7J ��

��

�� ��

枸橼

ED 12 ��

�� ��

�è  ¬

�è

 ¬
¼7

�'

肝素
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检测项目 样品类型 抗凝剂 储存温度
储存时间

（h）
注意事项

（3）冷冻保存的采

集物应液氮内运送，

实验室检测时复苏

并评价活性，禁止反

复冷冻和复苏。

PNH 外周血

EDTA

（首选）

2℃～8℃ 24～48
红细胞管染色处理

后应尽快上机检测。
肝素钠

ACD

血液肿瘤

免疫分型

全血

EDTA 钾盐

2℃～8℃

24～48 标本量宜 4 mL～5
mL（有核细胞总

数>2×106个）
肝素钠 72

骨髓

肝素钠

（首选）
24～48

（1）推荐使用采集

的第一管骨髓样品。

（ 2 ）标本量宜 4
mL～5 mL（有核细

胞总数>2×106个）。
EDTA 钾盐 72

胸/腹腔积

液

不适用

（非血性）
24 —

肝素（血性）

组织
不使用抗凝

剂

24
（0.9%
氯化钠溶

液）

（1）采集后应置于

生理盐水、

RPMI-1640 培养液

或其他等渗缓冲液

的密封清洁容器中。

（2）内镜下活检组

织块标本宜送直径

24～48
（组织培
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检测项目 样品类型 抗凝剂 储存温度
储存时间

（h）
注意事项

0.5 cm 以上的组织

至少 2 块；手术切除

标本宜送直径 1 cm
以上的组织至少 1
块；对于纵隔或腹膜

后等深部病变部位，

样品取材首选粗针

穿刺，宜送检 2 条组

织以上，细针穿刺宜

送检 3～4 条组织。

养基）

MRD

骨髓

肝素

室温 72
多发性骨髓瘤 MRD
检测的储存时间不

宜超过 36 h。EDTA 钾盐

脑脊液

无需抗凝，

宜加入带适

量血清

（0.2%小

牛血清或者

10%胎牛血

清）的培养

基或特殊的

细胞保存液

室温

（最佳）；

4℃～25℃

普通容器

＜8；
特殊保存

液 18～
72

禁止添加抗凝剂，采

集后30分钟内处理，

否则应添加保存液。

注：EDTA. 乙二胺四乙酸盐；ACD. 酸性枸橼酸盐-葡萄糖溶液
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