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(57)摘要

本发明公开了一种基于AIE荧光染料的白细

胞分类试剂及其制备方法和应用；本发明的白细

胞分类试剂包括以下组分：AIE荧光染料、表面活

性剂、芳香族有机酸和水；其中，所述表面活性剂

包括质量比为0 .5～5：1的非离子表面活性剂和

阳离子表面活性剂，或质量比为0.5～20：1的非

离子表面活性剂和阴离子表面活性剂。本发明的

白细胞分类试剂兼具红细胞裂解功能和白细胞

荧光染色功能，并具有良好的储存稳定性，仅采

用单一试剂即可实现对血液样本的预处理，极大

地简化了白细胞分类与计数分析的血液试样预

处理操作流程，有效减少了测试误差，提高检测

结果的可靠性。
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1.一种基于AIE荧光染料的白细胞分类试剂，其特征在于，包括以下组分：AIE荧光染

料、表面活性剂、芳香族有机酸和水；

其中，所述表面活性剂包括质量比为0.5～5：1的非离子表面活性剂和阳离子表面活性

剂，或质量比为0.5～20：1的非离子表面活性剂和阴离子表面活性剂；

所述AIE荧光染料选自式(1)～式(4)中的任意一种：
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其中，所述R1选自 *表示取代位置；

R2、R3、R5、R13、R14、R15、R16各自独立选自‑H、‑CH3、‑COOH、‑OH、‑NH2、‑CHO、‑CN中的任意一

种；

R6选自‑H、‑CN、‑CH3中的任意一种；

R7、R8、R9、R10、R11各自独立选自具有1～20个碳原子的直链烷基或支链烷基中的任意一

种；

R4
‑、R12

‑、R17
‑、R18

‑
为阴离子；

n1、n2各自独立为1～20的正整数。

2.根据权利要求1所述的基于AIE荧光染料的白细胞分类试剂，其特征在于，所述的白

细胞分类试剂中，AIE荧光染料的质量含量为0.4mg/L～50mg/L。

3.根据权利要求1所述的基于AIE荧光染料的白细胞分类试剂，其特征在于，所述AIE荧

光染料选自式Ⅰ‑式Ⅴ中的一种；
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4.根据权利要求1所述的基于AIE荧光染料的白细胞分类试剂，其特征在于，所述的白

细胞分类试剂中，表面活性剂的总质量含量为0.5g/L～10g/L；

所述的非离子表面活性剂选自鲸蜡硬脂醇聚醚‑25、聚氧乙烯十二烷醚Brij35、脂肪醇

聚氧乙烯醚‑5、聚氧乙烯(20)油醚中的任意一种或多种；

所述的阳离子表面活性剂选自十二烷基三甲基氯化铵、十四烷基三甲基氯化铵、十六

烷基三甲基溴化铵中的任意一种或多种；

所述的阴离子表面活性剂选自十二烷基硫酸钠、N‑月桂酰肌氨酸钠盐中的任意一种或
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多种。

5.根据权利要求1所述的基于AIE荧光染料的白细胞分类试剂，其特征在于，所述的白

细胞分类试剂中，芳香族有机酸的质量含量为0.5g/L～15g/L；

所述芳香族有机酸选自水杨酸、邻苯二甲酸、咖啡酸中的任意一种。

6.根据权利要求1所述的基于AIE荧光染料的白细胞分类试剂，其特征在于，所述的白

细胞分类试剂中，还包括缓冲盐；

所述缓冲盐选自磷酸盐、Tris、HEPES中的任意一种或多种；

所述缓冲盐的质量含量为0.05g/L～15g/L；

所述白细胞分类试剂的pH为6.0～8.0。

7.权利要求1‑6任一项所述的基于AIE荧光染料的白细胞分类试剂的制备方法，其特征

在于，包括以下步骤：

将AIE荧光染料、表面活性剂和芳香族有机酸溶解在水中，调节pH值，过滤，得到基于

AIE荧光染料的白细胞分类试剂。

8.权利要求1‑6任一项所述的基于AIE荧光染料的白细胞分类试剂在血液中白细胞分

类检测中的应用。

9.一种白细胞分类检测方法，其特征在于，包括以下步骤：

将血液样本与权利要求1‑6任一项所述的基于AIE荧光染料的白细胞分类试剂混合，孵

育1‑2min，制得试样，将试样导入流式细胞仪测定散射光和荧光信号，根据其散射光和荧光

信号对白细胞进行分类和/或计数。

10.根据权利要求9所述的白细胞分类检测方法，其特征在于，所述血液样本为外周血

全血、静脉血或末梢血；

所述血液样本与白细胞分类试剂按体积比1：25～1：50混合。
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一种基于AIE荧光染料的白细胞分类试剂及其制备方法和

应用

技术领域

[0001] 本发明属于细胞生物学技术领域，尤其涉及一种基于AIE荧光染料的白细胞分类

试剂及其制备方法和应用。

背景技术

[0002] 人体血液中的白细胞是免疫系统的重要组成部分，根据其形态和功能的不同，可

以分为单核细胞、淋巴细胞和粒细胞(包括嗜酸性粒细胞、中性粒细胞和嗜碱性粒细胞)五

个亚类。这些白细胞在人体健康状态下保持着相对恒定的比例，但在疾病状态下，其数量和

比例会发生变化，为疾病的诊断提供重要依据。因此，通过对白细胞分类计数分析，对评估

人体免疫功能和多种疾病的诊断及治疗具有十分重要的临床意义。

[0003] 利用血液细胞分析仪对血液样本中白细胞的分类和计数通常需要使用溶血剂和

核酸染料对样本进行预处理。溶血剂用于溶解血液中大量存在的红细胞，暴露出白细胞，便

于后续的计数和分类；核酸染料可通过白细胞的细胞膜进入细胞内部，与胞内的核酸物质

结合后可发出荧光。由于白细胞中各亚群细胞的细胞大小、胞内结构有所差异，胞内核酸与

荧光染料结合后发出的荧光强度也有所不同，因而能够通过检测各个细胞的散射光和荧光

信号，将不同亚群的白细胞通过利用例如二维检测信息的散点图区分开，从而能够进行分

类计数。

[0004] 目前，溶血剂和核酸染料是作为独立试剂使用的，通常是先采用溶血剂与血液样

本混合处理，随后加入核酸染料进行染色，再将试样导入血液分析仪进行分类和计数分析；

也可以溶血剂和核酸染料先混合，再加入血液样本混合，但是需要现配现用。这主要是源于

现有的核酸染料与溶血剂混合后体系不稳定，会使试剂的溶血性能和核酸染色性能下降，

影响检测结果的准确性。然而，针对单一的白细胞分类计数项目，需要涉及两种独立试剂的

配制和使用，不仅增加了试剂的生产、运输、包装成本，而且由于血液分析对于精密度和准

确度要求高，对试样进行多步处理操作更容易导致测试结果出现偏差，这就对检验人员的

专业性有更高要求。

[0005] 因此，探索一体化设计的白细胞分类试剂解决方案，将溶血与染色功能结合于单

一试剂之中，以简化操作流程、降低成本，并显著提升检测的稳定性和准确性，这对于白细

胞分析技术领域会是一项重要的技术突破。

发明内容

[0006] 针对上述问题，本发明提供一种基于AIE荧光染料的白细胞分类试剂及其制备方

法和应用；本发明的白细胞分类试剂同时具有红细胞裂解功能和白细胞荧光染色功能，并

具有良好的储存稳定性，该试剂可直接应用于血液样本，实现了白细胞的一步法标记，极大

地简化了试样处理操作流程，有效减少了测试误差，提高检测结果的可靠性。通过流式细胞

仪的精准检测，利用散射光信号与荧光信号的双重分析，能够对白细胞进行高效、准确的分
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类和/或计数，同时可以对异常白细胞进行识别，如原始细胞和未成熟粒细胞。

[0007] 本发明的技术方案如下：

[0008] 一种基于AIE荧光染料的白细胞分类试剂，包括以下组分：AIE荧光染料、表面活性

剂、芳香族有机酸和水；

[0009] 其中，所述表面活性剂包括质量比为0.5～5：1的非离子表面活性剂和阳离子表面

活性剂，或质量比为0.5～20：1的非离子表面活性剂和阴离子表面活性剂；

[0010] 所述AIE荧光染料选自式(1)～式(4)中的任意一种：

[0011]

[0012]
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[0013] 其中，所述R1选自 *表示取代位置；

[0014] R2、R3、R5、R13、R14、R15、R16各自独立选自‑H、‑CH3、‑COOH、‑OH、‑NH2、‑CHO、‑CN中的任

意一种；

[0015] R6选自‑H、‑CN、‑CH3中的任意一种；

[0016] R7、R8、R9、R10、R11各自独立选自具有1～20个碳原子的直链烷基或支链烷基中的任

意一种；

[0017] R4
‑、R12

‑、R17
‑、R18

‑
为阴离子；

[0018] n1、n2各自独立为1～20的正整数。

[0019] 优选地，R7、R8、R9、R10、R11各自独立选自具有1～6个碳原子的直链烷基或支链烷基

中的任意一种。

[0020] 优选地，阴离子为一价阴离子；

[0021] 进一步优选地，一价阴离子选自F‑、Cl‑、Br‑、I‑、NO2
‑、NO3

‑、BF4
‑、PF6

‑、SbF6
‑、ClO4

‑
中

的一种或多种。

[0022] 优选地，n1、n2各自独立为1～6的正整数。

[0023] 优选地，所述的白细胞分类试剂中，AIE荧光染料的质量含量为0.4mg/L～50mg/L。

[0024] 进一步优选地，所述的白细胞分类试剂中，AIE荧光染料的质量含量为2mg/L～

30mg/L。

[0025] 优选地，所述AIE荧光染料选自式Ⅰ‑式Ⅴ中的一种；
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[0026]

[0027] 优选地，所述表面活性剂包括质量比为1.5～3：1的非离子表面活性剂和阳离子表

面活性剂，或质量比为0.6～12：1的非离子表面活性剂和阴离子表面活性剂；
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[0028] 优选地，所述的白细胞分类试剂中，表面活性剂的总质量含量为0.5g/L～10g/L；

[0029] 优选地，所述的非离子表面活性剂选自鲸蜡硬脂醇聚醚‑25、聚氧乙烯十二烷醚

Brij35、脂肪醇聚氧乙烯醚‑5、聚氧乙烯(20)油醚中的任意一种或多种；

[0030] 优选地，所述的阳离子表面活性剂选自十二烷基三甲基氯化铵、十四烷基三甲基

氯化铵、十六烷基三甲基溴化铵中的任意一种或多种；

[0031] 优选地，所述的阴离子表面活性剂选自十二烷基硫酸钠、N‑月桂酰肌氨酸钠盐中

的任意一种或多种。

[0032] 优选地，所述的白细胞分类试剂中，芳香族有机酸的质量含量为0.5g/L～15g/L；

[0033] 优选地，所述芳香族有机酸选自水杨酸、邻苯二甲酸、咖啡酸中的任意一种。

[0034] 进一步优选地，所述芳香族有机酸为邻苯二甲酸。

[0035] 优选地，所述的白细胞分类试剂中，还包括缓冲盐；

[0036] 进一步优选地，所述缓冲盐选自磷酸盐、Tris、HEPES中的任意一种或多种；

[0037] 进一步优选地，所述缓冲盐的质量含量为0.05g/L～15g/L；

[0038] 优选地，所述白细胞分类试剂的pH为6.0～8.0。

[0039] 进一步优选地，所述白细胞分类试剂的pH为6.5～7.5。

[0040] 上述的基于AIE荧光染料的白细胞分类试剂的制备方法，包括以下步骤：

[0041] 将AIE荧光染料、表面活性剂和芳香族有机酸溶解在水中，调节pH值，过滤，得到基

于AIE荧光染料的白细胞分类试剂。

[0042] 上述的基于AIE荧光染料的白细胞分类试剂在血液中白细胞分类检测中的应用。

具体用于白细胞的分类或计数。

[0043] 一种白细胞分类检测方法，包括以下步骤：

[0044] 将血液样本与上述的基于AIE荧光染料的白细胞分类试剂混合，孵育1‑2min，制得

试样，将试样导入流式细胞仪测定散射光和荧光信号，根据其散射光和荧光信号对白细胞

进行分类和/或计数。

[0045] 优选地，所述血液样本为外周血全血、静脉血或末梢血；

[0046] 优选地，所述血液样本与白细胞分类试剂按体积比1：25～1：50混合。

[0047] 相对于现有技术，本发明具有如下的优点及有益效果：

[0048] 本发明在研究中意外发现，采用特定的AIE荧光染料与表面活性剂和芳香族有机

酸混合能够配制得到体系稳定的白细胞分类试剂，兼具红细胞裂解功能和白细胞荧光染色

功能，仅采用单一试剂即可实现对血液样本的预处理，极大地简化了白细胞分类与计数分

析的血液试样预处理操作流程，有效减少了测试误差，提高检测结果的可靠性。

[0049] 本发明实现了溶血与染色功能结合于单一试剂的一体化白细胞分类试剂，既简化

了操作流程，且能够保证储存稳定性(37℃放置14天荧光强度变化小于等于15％，pH变化小

于等于0.5)、检测稳定性和准确性，同时大大降低了试剂的生产、运输、包装成本，这对于白

细胞分析技术领域会是一项重要的技术突破。

[0050] 本发明直接将白细胞分类试剂与血液样本混合处理后，即通过流式细胞仪的精准

检测，利用散射光信号与荧光信号的双重分析，能够对白细胞进行高效、准确的分类和/或

计数。
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附图说明

[0051] 图1是实施例1‑1AIE白细胞分类试剂效果图及结果统计；

[0052] 图2是实施例2‑1AIE白细胞分类试剂效果图及结果统计；

[0053] 图3是实施例3AIE白细胞分类试剂效果图及结果统计；

[0054] 图4是实施例4AIE白细胞分类试剂效果图及结果统计；

[0055] 图5是对比例1‑1AIE白细胞分类试剂效果图及结果统计；

[0056] 图6是对比例2AIE白细胞分类试剂效果图及结果统计；

[0057] 图7是对比例3AIE白细胞分类试剂效果图及结果统计。

具体实施方式

[0058] 下面结合实施例对本发明进行具体地描述，但本发明的实施方式和保护范围不限

于以下实施例。

[0059] 实施例1：

[0060] AIE白细胞分类试剂：分别按照表1组分配制。

[0061] 将AIE荧光染料、表面活性剂和芳香族有机酸完全溶解在水中，用氢氧化钠溶液和

盐酸溶液调节溶液pH值，用水定容至100mL，最后用0.2μm的滤膜将配置好的溶液过滤一遍，

即得到AIE白细胞分类试剂。

[0062] 表1

[0063]

[0064]

[0065] 检测步骤：临床上取20μL新鲜正常血液样本与800μL  AIE白细胞分类试剂混匀，孵

育60‑120s，形成待测试样。用流式细胞仪测定其侧向散射光和荧光信号。

[0066] 将AIE白细胞分类试剂在37℃摇床里放置14天后(根据阿伦尼乌斯公式作为试剂

稳定性研究的理论基础，对于2～8℃存放的试剂，在37℃下放置14天约等于4℃放置13个

月，后面同理，不赘述。)，先观察AIE白细胞分类试剂是否有晶体析出或颜色变化，用pH计测

定其pH值，再应用上述检测步骤进行侧向散射光和荧光信号检测，评估其对白细胞分类效

果，测定结果如图1和表2所示。

[0067] 表2
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[0068]

[0069] 实施例2：

[0070] AIE白细胞分类试剂：分别按照表3组分配制。

[0071] 将AIE荧光染料、表面活性剂、缓冲盐(磷酸二氢钠)和芳香族有机酸完全溶解在水

中，用氢氧化钠溶液和盐酸溶液调节溶液pH值，用水定容至100mL，最后用0.2μm的滤膜将配

置好的溶液过滤一遍，即得到AIE白细胞分类试剂。

[0072] 表3

[0073]

[0074]

[0075] 检测步骤：临床上取20μL新鲜正常血液样本与800μL  AIE白细胞分类试剂混匀，孵

育60‑120s，形成待测试样。用流式细胞仪测定其侧向散射光和荧光信号。

[0076] 将AIE白细胞分类试剂在37℃摇床里放置14天后，先观察AIE白细胞分类试剂是否

有晶体析出或颜色变化，用pH计测定其pH值，再应用上述检测步骤进行侧向散射光和荧光

信号检测，评估其对白细胞分类效果，测定结果如图2和表4所示。

[0077] 表4

[0078]
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[0079] 实施例3：

[0080] AIE白细胞分类试剂配制：将十二烷基三甲基氯化铵LTAC  53mg，聚氧乙烯十二烷

醚Brij35  120mg，邻苯二甲酸664.53mg，荧光染料式Ⅳ1550μg完全溶解在水中，用氢氧化钠

溶液和盐酸溶液调节溶液pH值为7.5，用水定容至100mL，最后用0.2μm的滤膜将配置好的溶

液过滤一遍，即得到AIE白细胞分类试剂。

[0081] 检测步骤：临床上取20μL新鲜正常血液样本与800μL  AIE白细胞分类试剂混匀，孵

育60‑120s，形成待测试样。用流式细胞仪测定其侧向散射光和荧光信号。

[0082] 将AIE白细胞分类试剂在37℃摇床里放置14天后，先观察AIE白细胞分类试剂是否

有晶体析出或颜色变化，用pH计测定其pH值，再应用上述检测步骤进行侧向散射光和荧光

信号检测，评估其对白细胞分类效果，测定结果如图3和表5所示。

[0083] 表5

[0084]

[0085] 实施例4：

[0086] AIE白细胞分类试剂配制：将脂肪醇聚氧乙烯醚‑5  200mg，N‑月桂酰肌氨酸钠盐

300mg，邻苯二甲酸83mg，荧光染料式Ⅴ734μg完全溶解在水中，用氢氧化钠溶液和盐酸溶液

调节溶液pH值为8.0，用水定容至100mL，最后用0.2μm的滤膜将配置好的溶液过滤一遍，即

得到白细胞分类试剂。

[0087] 检测步骤：临床上取20μL新鲜正常血液样本与800μL  AIE白细胞分类试剂混匀，孵

育60‑120s，形成待测试样。用流式细胞仪测定其侧向散射光和荧光信号。

[0088] 将AIE白细胞分类试剂在37℃摇床里放置14天后，先观察AIE白细胞分类试剂是否

有晶体析出或颜色变化，用pH计测定其pH值，再应用上述检测步骤进行侧向散射光和荧光

信号检测，评估其对白细胞分类效果，测定结果如图4和表6所示。

[0089] 表6

[0090]

[0091] 对比例1：

[0092] AIE白细胞分类试剂：分别按照表7‑1和表7‑2组分配制。

[0093] 将AIE荧光染料、表面活性剂和有机酸完全溶解在水中，用氢氧化钠溶液和盐酸溶

液调节溶液pH值，用水定容至100mL，最后用0.2μm的滤膜将配置好的溶液过滤一遍，即得到

AIE白细胞分类试剂。

[0094] 表7‑1

[0095] 组分 对比例1‑1 对比例1‑2 对比例1‑3 对比例1‑4

乙酸 0.2mL 0 0 0
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邻苯二甲酸 0 0 664.53mg 664.53mg

十二烷基三甲基氯化铵LTAC 53mg 53mg 20mg 133mg

聚氧乙烯十二烷醚Brij35 120mg 120mg 153mg 40mg

荧光染料式Ⅲ 485μg 485μg 485μg 485μg
pH 7.5 7.5 7.5 7.5

水溶解定容至 100mL 100mL 100mL 100mL

[0096] 表7‑2

[0097]

[0098]

[0099] 检测步骤：将20μL新鲜正常血液样本与800μL  AIE白细胞分类试剂混匀，孵育60‑

120s，形成待测试样。用流式细胞仪测定其侧向散射光和荧光信号。

[0100] 将AIE白细胞分类试剂在37℃摇床里放置14天后，先观察AIE白细胞分类试剂是否

有晶体析出或颜色变化，用pH计测定其pH值，再应用上述检测步骤进行侧向散射光和荧光

信号检测，评估其对白细胞分类效果，测定结果如图5和表8所示。

[0101] 表8
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[0102]

[0103] 对比例2：

[0104] AIE白细胞分类试剂配制：

[0105] 将十二烷基三甲基氯化铵LTAC  53mg，聚氧乙烯十二烷醚Brij35  120mg，邻苯二甲

酸664.53mg，荧光染料式Ⅵ 400μg完全溶解在水中，用氢氧化钠溶

液和盐酸溶液调节溶液pH值为7.5，用水定容至100mL，最后用0.2μm的滤膜将配置好的溶液

过滤一遍，即得到AIE白细胞分类试剂。

[0106] 检测步骤：临床上取20μL新鲜正常血液样本与800μL  AIE白细胞分类试剂混匀，孵

育60‑120s，形成待测试样。用流式细胞仪测定其侧向散射光和荧光信号。测定结果如图6所

示。

[0107] 对比例3：

[0108] 白细胞分类试剂配制：

[0109] 将十二烷基三甲基氯化铵LTAC  53mg，聚氧乙烯十二烷醚Brij35  120mg，邻苯二甲

酸664.53mg，Cy5  656μg完全溶解在水中，用氢氧化钠溶液和盐酸溶液调节溶液pH值为7.5，

用水定容至100mL，最后用0.2μm的滤膜将配置好的溶液过滤一遍，即得到白细胞分类试剂。

[0110] 检测步骤：临床上取20μL新鲜正常血液样本与800μL白细胞分类试剂混匀，孵育

60‑120s，形成待测试样。用流式细胞仪测定其侧向散射光和荧光信号。

[0111] 将白细胞分类试剂在37℃摇床里放置14天后，先观察白细胞分类试剂是否有晶体

析出或颜色变化，用pH计测定其pH值，再应用上述检测步骤进行侧向散射光和荧光信号检

测，评估其对白细胞分类效果，测定结果如图7和表9所示。

[0112] 表9
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[0113]

[0114] 数据分析：

[0115] 由上述实施例测试结果表明，本发明的AIE白细胞分类试剂可以实现白细胞亚群

的分类，将其分成淋巴细胞、单核细胞、中性粒细胞和嗜酸性粒细胞，并且试剂储存稳定性

好，经加速稳定性试验后试剂体系稳定，仍能够实现对白细胞亚群的分类。由实施例1‑1、实

施例1‑2、实施例1‑3比较可以看出，芳香族有机酸选择邻苯二甲酸，保证检测准确性的同

时，储存稳定性最优。对比例1‑1的有机酸采用乙酸、对比例1‑2不添加有机酸，制得试剂不

能将白细胞的单核细胞与淋巴细胞群分开，并且储存稳定性较差；对比例1‑3至对比例1‑8

的结果表明，表面活性剂只有合适的质量比才能实现白细胞四分群和良好的储存稳定性，

过高过低性能都较差；对比例2采用AIE荧光染料 不能实现白细

胞亚群的分类；对比例3采用Cy5荧光染料，试剂体系不稳定，经加速稳定性试验后，荧光强

度显著下降，无法对白细胞亚群分类。

[0116] 以上实施例为本发明较佳的实施方式，但本发明的实施方式并不受上述实施例的

限制，其他的任何未背离本发明的精神实质与原理下所作的改变、修饰、替代、组合、简化，

均应为等效的置换方式，都包含在本发明的保护范围之内。
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图1

图2
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图3

图4

说　明　书　附　图 2/5 页

18

CN 119198450 A

18



图5
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图6
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图7
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