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摘   要：细胞免疫应答是机体维持稳态的重要组成部分。天然免疫选择性激活适应性免疫后，细

胞免疫发挥杀伤清除功能。因此，对细胞免疫应答水平的评估在癌症诊断与治疗、组织器官移植

后免疫状态监测、病毒性疾病诊断与预防以及疫苗免疫效果评价等方面意义重大。从最初仅能对

体内免疫效果的总体评估，到如今对多种免疫细胞数量和功能的精准检测，细胞免疫应答的评价

方法得到了极大发展。然而，细胞免疫应答在机体中涉及多个水平，并且检测方法繁多，难以选

择。本文将细胞免疫应答评价方法按照机体、组织器官、免疫细胞和免疫分子 4 个水平进行系统

地整理和比较分析，以期为相关技术的应用提供参考。 
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Abstract: Cell-mediated immune response is an important part of machinery in maintaining the 
body’s homeostasis. After the innate immune system selectively activates the adaptive immune 
system, the cell-mediated immunity exerts its killing and clearance functions. Therefore, 
evaluating the level of cell-mediated immune response is crucial in the diagnosis and treatment 
of cancer, monitoring the immune status after organ transplantation, diagnosing and preventing 
viral diseases, and evaluating the effectiveness of vaccines and other areas. From the initial 
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overall assessment of the immune effects in vivo to the precise detection of the number and 
function of multiple immune cells, the evaluation methods of cell-mediated immune response 
have greatly advanced. However, cell-mediated immune response involves multiple levels in the 
body, and it’s difficult to choose the numerous detection methods available. The article 
systematically compares the evaluation methods of cell-mediated immune response at four 
different levels: the organism, the tissue and organ, the immune cells and the immune molecules, 
with the aim to facilitate the applications of related technologies. 
Keywords: cell-mediated immune response; detection level; evaluation methods 

 
 

细胞免疫(cell-mediated immunity)是指 T 细

胞被活化后，增殖分化为抗原特异性效应 T 细

胞发挥免疫功能。细胞免疫应答过程主要依赖

于 CD4+ T 细胞辅助 CD8+ T 细胞激活为细胞毒

性 T 淋巴细胞(cytotoxic T lymphocyte, CTL)，
以及 CTL 直接杀伤靶细胞和分泌细胞因子发挥

作用。其中，对于某些特定抗原的 T 细胞可分

化为少量记忆 T 细胞在体内长期存在或终生维

持[1]。目前，商品化疫苗大多集中于诱导体液

免疫，产生的抗体能够结合病原体并阻断其侵

入。然而，当病原体进入细胞或抗原来源于细

胞内突变时，其难以被特异性抗体识别和清除，

需要通过 CD8+ T 细胞介导的细胞免疫清除。基

于细胞免疫在防御和监测细胞内病原体或抗原

方面的重要作用，利用细胞免疫治疗癌症、抵

抗病毒感染和调控组织器官移植排斥反应已成

为热点研究领域[2-4]。 
为了探究在癌症治疗、疫苗接种和组织器

官移植调控过程中细胞免疫是否发挥相应作

用，需要在不同应用领域中针对不同试验选择

最适的细胞免疫应答检测方法。免疫组织化学

切片分析和单细胞测序技术在癌症中病变组织

和免疫细胞检测方面的应用不断增加；酶联免

疫 斑 点 法 (enzyme-linked immunospot assay, 
ELISpot)和细胞因子流式细胞术(cytokine flow 
cytometry, CFC)对于疫苗接种后免疫细胞功能

的检测应用广泛；ImmuKnow 和 AlloMap 检测

法在组织器官移植时通过对免疫细胞功能和关

键信号分子的检测对细胞免疫程度进行判定。

细胞免疫的应用领域众多，多种检测方法也随

之发展。因此，需对繁杂的细胞免疫应答检测

方法进行整理分类。本文将细胞免疫应答评价

方法按照机体、组织器官、免疫细胞和免疫分

子 4 个水平进行系统的整理和比较分析，以期

为相关技术的应用提供参考。 

1  细胞免疫应答的检测技术 
细胞免疫水平的检测，对于机体免疫功能

的全面了解、病原体的变异性监测和病原微生

物致病机制的理解等具有重要意义[5]。在刘新

生等[6]的总结中，2011 年以前的细胞免疫检测

技术主要分为体内功能检测、体外表型检测和

体外功能检测 3 个方面。随着科学技术的不断发

展，一些新技术方法被应用。本文将细胞免疫应

答评价方法按照机体、组织器官、免疫细胞和免

疫分子 4 个水平进行系统性的比较分析，并对之

前综述未涉及、介绍不全面以及近年来新发展的

检测技术进行系统归纳(图 1)。 

1.1  机体整体水平 
迟发型超敏反应(delayed type hypersensitivity, 

DTH)是机体抵御病原体的主要免疫应答模式，

反应结果可指示机体整体的免疫状况[8]，因此，

DTH 成为细胞免疫功能检测的常用指标。通过

皮内注射病原体抗原后 48−72 h，观察是否出现 
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图 1  细胞免疫应答评价方法(改自 Thommen 等[7])   根据检测水平，细胞免疫应答评价方法可分为机

体、组织器官、免疫细胞和免疫分子 4 个水平. 并且，免疫细胞水平是评价细胞免疫应答的主要水平. 机
体水平依据迟发型过敏反应的临床观察. 组织器官水平常见于免疫组化切片分析. 免疫细胞水平主要为

“量”的提升、“功能”的拓展和单细胞测序的应用. 免疫分子水平包括基因水平检测和蛋白水平检测 
Figure 1  The methodologies for evaluation of cell-mediated immune responses (adapted from Thommen et 
al.[7]). The methodologies for evaluation of cell-mediated immune responses can be divided into four levels: 
Organism, tissue and organ, immune cells and immune molecules according to the detection level. 
Furthermore, the level of immune cells has been the main level to evaluate cell-mediated immune response. 
Clinical observation of body level based on delayed allergic reaction. Immunohistochemical section analysis 
is common at the tissue and organ level. The level of immune cells is mainly the improvement of quantity, the 
expansion of function and the application of single-cell sequencing. The immune molecular level includes 
gene level detection and protein level detection. 
 
红斑、硬块和局部炎症反应来判定机体是否曾

被 感 染 ， 该 方 法 现 常 用 于 检 测 结 核 菌

(Mycobacterium tuberculosis) 和 布 鲁 氏 杆 菌

(Brucella abortus)感染[9]。在 DTH 小鼠模型的

足垫处用钥孔血蓝蛋白、旧结核菌素或卵白蛋

白等抗原诱导 DTH[10]，一直是药效评价和细胞

免疫功能检测的常规方法[11]。目前，T 细胞的

功能主要通过体外试验进行评价。但是，这些
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技术的评价结果并不能代表机体整体状态下的

细胞免疫状况，因此，人们需要一种更为简便

和直观的检测方法。以迟发型变态反应为代表

的体内试验被用来估计机体整体的细胞免疫功

能时，具有操作性强、检测结果真实的特点[12]。

然而，在 DTH 临床观察中可能由于现象不明

显、人为评价误差等原因造成检测结果假阴性

和假阳性，并且该方法也无法对细胞免疫功能进

行定量分析，因此，需要研发更为特异和客观的

检测技术。 

1.2  组织器官水平 
免疫组织化学技术(immunohistochemistry, 

IHC)是一种通过组织病理学角度观察组织形态

和原位蛋白表达的诊断技术。在非小细胞肺癌

的检测中，通过 IHC 检测 PD-1 在 CD8+ T 细胞表

面的表达对 PD-1 阻断治疗进行诊断和预测[7]。肿

瘤组织中的标记物可以单独预测，也可以联合

预测。然而，传统的 IHC 方法使用单一标记物

无法满足反映复杂免疫微环境全部情况的要

求。为了满足对技术改进的需求，许多高度多

元化的组织成像技术不断发展，能够对细胞组

成、功能状态和细胞与细胞之间相互作用进行

全面研究，极大地提高了组织样品的利用率。

其中，基于酪胺信号放大技术的多重免疫组织

化学(multiple immunohistochemistry, mIHC)能
够提供多个标记物的分布情况和组织组成的整

体视图，很好地解决了 IHC 样品利用率低的问

题，有望更清晰地解析疾病的发病机制，从而

更深刻地理解癌症的发展[13]。相较于 DTH 临床

观察的整体性评估，IHC 的优势在于能够在组

织切片上原位定位和定性某种物质的存在及分

布状态，甚至可以相对定量地显示其含量。尽

管 IHC 能够分析组织内细胞免疫，具有敏感性

强、特异性高和定位准确等优点，但在实际应

用中，其操作过程复杂，且多个步骤易出现问

题，如组织固定时间短、脱水浸蜡不充分、切

片过厚或有褶皱、封闭和洗涤过强等，这些问

题都会导致结果无法判断。因此，人们需要寻

求一种同时具有免疫组化技术优点且操作过程

更加简便的检测技术。 

1.3  免疫细胞水平 
正常生理情况下，机体中免疫细胞保持动

态稳定。但是，当机体受到刺激后，各类免疫

细胞的数量、比例和功能等发生变化。因此，

通过对 T 淋巴细胞及其亚群和自然杀伤细胞

(natural killer cell, NK cell)等数量、比例和功能

的检测，可以对机体的细胞免疫状态进行评估。 
1.3.1  “量”的提升 

从相对定量到绝对定量，从单个分子到多

个参数，从常规检测到高通量检测，T 细胞的“定
量”检测技术在不断发展(表 1)。 

(1) E 玫瑰花环(erythrocyte rosettes, E-R)。
通过观察 T 细胞表面 E 受体与其他种类红细胞

结合形成的玫瑰花环，评估机体细胞免疫水平

和变化。该试验以玫瑰花环形成率表示 T 细胞

百分比，根据不同成熟程度 T 细胞的比例反映

机体免疫状态[14]。 
(2) 四聚体技术(MHC tetramer technology)。

将 4 个 MHC 分子形成四聚体，与抗原特异性 T
细胞表面多个 T 细胞受体(T cell receptor, TCR)
结合来定量分析 T 细胞数量。该技术在组织器

官移植、癌症免疫治疗和疫苗免疫效果监测等

方面应用广泛[15,39-40]。虽然 MHC 四聚体技术检

测速度快、灵敏度高、特异性强，但它也存在

着一定的缺陷，通过该方法检测的特异性 T 细

胞包含不具有效应功能的 CD8+ T 细胞，这意味

着并不是所有检测出阳性的 T 细胞都能直接执

行杀伤靶细胞的功能[5]。 
(3) 流式细胞术(flow cytometry, FCM)。

FCM 发展迅速，现如今可以在不损伤细胞的情 
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表 1  免疫细胞水平检测技术分析比较 
Table 1  Comparison of various techniques for detection of immune cells 
Purpose Techniques Advantages Limitations References 
Cell numbers E-R Relatively quantitative Strong subjectivity, low 

accuracy 
[14] 

MHC tetramer technology Rapid sensitivity, strong specificity, 
absolute quantification 

Low accuracy [5,15] 

FCM Multi-parameter analysis, absolute 
quantification, high accuracy, rapid 
specificity 

High cost, strict 
operation 

[16] 

Cim-Chip High throughput, simple operation, low 
cost, wide range of use, high sample 
utilization. 

Low automation [17-18] 

Proliferating 
function 

Morphological observation Simple operation, low cost Strong subjectivity [19] 
3H-TdR Stable, sensitive, specific Radioactive [20] 
MTT Accurate and rapid, simple operation, 

good repeatability. 
Difficult dissolution of 
dyes 

[21-23] 

Fluorescent labeling method Live labeling, safe and stable  [24] 
ImmuKnow Simple operation, short detection time, 

accurate result, standardized evaluation 
High cost  [25-26] 

Killing 
function 

Limiting dilution assay Stable result Poor accuracy [27-28] 
51 Cr release assay Good accuracy and high repeatability Radioactive [29] 
LDH release assay Rapid and high repeatability Minor error [30] 

Cytokines 
production 

ELISpot Qualitative and quantitative, accurate 
and sensitive, high detection efficiency 

Contingency [31-33] 

CFC Accurate quantification and accurate 
typing 

Low sample utilization 
rate 

[34-36] 
 

All of the 
above 

Single-cell sequencing Real single-cell level, comprehensive 
information, simple and rapid 

Cell activity is required [37-38] 
 

 
况下，同时检测 30 种参数并分选出高纯度的目

标细胞，主要用于淋巴细胞及其亚群的检测[41]。

北京协和医院于 1999年建立了国内首个 T淋巴

细胞亚群的 FCM 检测平台后，将其应用于获得

性免疫缺陷综合征、严重急性呼吸综合征和病

毒性肝炎等病毒性疾病的诊断和预防[42]。在慢

性淋巴细胞白血病的研究中，FCM 可同时对

CD3-BV510、CD4-PE、CD8-ECD 等多种抗体

标记的不同种类 T 细胞进行多参数分选以测定

记忆 T 细胞的分化状态[16]。随着 FCM 技术的

不断发展，其在对 T 淋巴细胞胞内细胞因子和

结合荧光染料标记测定淋巴细胞杀伤和增殖功

能等方面的应用不断增加。 

(4) 细 胞 免 疫 芯 片 (cell immune-chip, 
CIM-Chip)。利用细胞表面抗原与抗体特异性反

应的免疫学原理和微型化操作方法，在载体上

偶联高密度抗原或抗体来捕获细胞。该技术能

够高通量地检测多种细胞的多种表面抗原，获

取大量样品信息。不同类型白血病中白细胞的

抗原表达情况差异较大，利用高密度的抗体微

阵列对 48 种分化抗原进行验证，检测结果的准

确性和稳定性与流式细胞仪基本一致，而同一

时期的流式细胞术仅能同时测定 3 种抗原[17]。

在微阵列上微孔组成材料和特异性抗体或细胞

黏附因子不断优化的同时，还利用激光捕获显

微切割技术对捕获细胞内的基因和蛋白质组进
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行分析，从而完成细胞分选[18]。除了在细胞分

选、新药物开发等实验室应用外，CIM-Chip 在

检测时对样品处理要求低，适用范围广，可根

据检测目的灵活地增加或减少检测内容，检测

结果使用普通显微镜即可读取，有着极大的临

床应用潜力。然而，细胞的非特异性结合、特

异性标志物的选择、对细胞内信息的读取和操

作的自动化等是该技术亟待解决的问题，也是

CIM-Chip 技术未来发展的趋势。 
1.3.2  “功能”的拓展 

免疫细胞是机体发挥免疫功能的重要执行

者。因此，与数量检测相比，免疫细胞功能的

检测与机体细胞免疫应答状态具有更高的相关

性。目前，对细胞免疫功能的检测主要以细胞

增殖、细胞杀伤作用和细胞因子释放能力为主。 
淋巴细胞受到特定抗原或非特定分裂原刺

激后，营养代谢和细胞形态发生变化，核酸、

蛋白质及聚合酶等相关酶类合成增加，细胞开

始增殖。现有的淋巴细胞增殖反应的检测方法

如下。 
(1) 形态学观察(morphological observation)。

T 淋巴细胞转化为淋巴母细胞的过程中，细胞

体积、胞质内容物和核染色质等方面发生巨大

变化。形态学观察操作简单、成本低，但受到

个人主观性的影响，并且不同种类淋巴细胞的

变化不尽相同，即使是同一种细胞，在不同刺

激条件下的变化也会有所差异[19]。 
(2) 放射性同位素法。经典的 3H 胸腺嘧啶

核苷(3H-thymidine, 3H-TdR)掺入法是在淋巴细

胞与有丝分裂原共同孵育后，检测细胞增殖合

成 DNA 时摄取的 3H-TdR 放射性核素量，判断

淋巴细胞增殖功能[20]。该方法是检测抗原特异

性细胞增殖最敏感的方法，但由于放射性同位

素具有一定的危险性，实际应用较为有限。 
(3) 四甲基偶氮噻唑蓝 (methyl thiazolyl 

tetrazolium, MTT)比色法。利用活细胞线粒体中

的琥珀酸脱氢酶能还原噻唑蓝为蓝紫色结晶甲

臜的特性对增殖的淋巴细胞进行检测。与放射性

核苷酸掺入法相比，该方法能较为准确地反映淋

巴细胞体外状态[21]。基于 MTT 法，使用噻唑蓝衍

生物 2,3-二-(2-甲氧基-4-硝基-5-磺苯基)-2H-四
氮唑 -5-甲酰苯胺 [2,3-bis-(2-methoxy-4-nitro-5- 
sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-carboxanilide, XTT]
优化的 XTT 法不但具有 MTT 法检测迅速、操

作简单、灵敏度高的优点，还克服了 MTT 法中

甲臜结晶不易溶解的缺点[22]。进一步优化开发

的 WST-8 法相比于前面两种方法，对细胞的毒

性更小，试验的重复性更好[23]。 
(4) 荧光标记法(fluorescent labeling method, 

FLM)。羧基荧光素二乙酸盐琥珀酰亚胺酯

(carboxylfluorescein diacetate succinimide ester, 
CFDA-SE)与细胞内蛋白质共价结合，被水解后

发出绿色荧光。当淋巴细胞发生增殖时，胞内

的荧光强度在 2 个子代细胞中平均分配。根据

这一特征，将其结合 FCM 检测淋巴细胞增殖。

这种方法最大的优势是可以进行活体标记，对

细胞生理活动基本没有影响，安全性高，并且

荧光在体内能够持续数周，稳定性强[24]。 
(5) ImmuKnow 法。传统的淋巴细胞体外功

能检测在标准化和有效性方面存在不足。三磷

酸腺苷生物发光法基于淋巴细胞发生增殖时，

ATP 合成酶的增加优先于大多数细胞因子的原

理，以 ATP 为标记物，结合免疫磁珠和生物荧

光等技术，荧光素酶利用 ATP 催化荧光素氧化

发光，且在该过程中 ATP 浓度与光的强度成正

比。因此，可依据光的强度来快速测定 CD4+ T
淋巴细胞活化早期的增殖反应[25]。利用 ATP 的

这种反应特性，Cylex 公司开发了细胞免疫标准

化检测技术 ImmuKnow，临床上用于组织器官

移植后排斥反应的监测[26]。相较于前几种方法，
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该方法操作更加便捷，在标准化和有效性方面更

进一步，但高昂的检测费用限制了其广泛应用。 
CTL 经特定抗原刺激后，可通过诱导细胞凋

亡和细胞裂解两种途径杀伤靶细胞。基于这种机

制，开发了一些对 CTL 有杀伤作用的检测方法。 
(1) 有限稀释法。提取外周血单个核细胞

(peripheral blood mononuclear cells, PBMCs)并
进行稀释，体外增殖 7−18 d 后加入对应靶细胞，

通过 CTL 极限稀释倍数来评估组织器官移植时

的组织相容性。在培养过程中添加白细胞介素-2 
(interleukin-2, IL-2)还可以对 CD4+ T 细胞的功

能进行检测[27]。然而，由于体外扩增潜力、溶

解靶细胞能力和其在外周血中的比例等影响

CTL 体外检测的因素较多，有限稀释法不能检

测出所有特异性细胞，其得出的试验结果与体

内实际情况差距较大[28]。 
(2) 51Cr 释放法(51Cr release assay)。使用

51Cr 标记靶细胞，CTL 的杀伤作用破坏靶细胞

的膜的完整性，根据样品中的放射性强度判定

CTL 的杀伤功能。该方法结果准确性好、重复

性高，是检测抗原特异性 CTL 功能的金标准。

并且，该方法也可以应用在 NK 细胞的细胞毒

反应评价[29]。但通过这种方法仅是对 CTL 的杀

伤作用进行了定性分析，而且，由于提取的 CTL
数量较少，检测前需要对效应细胞进行多次体

外刺激，这可能会导致 T 细胞的组成和状态与

体内相比有差异。 
(3) 乳酸脱氢酶释放法(lactate dehydrogenase 

release method, LDH release assay)。LDH 是活

细胞浆内的一种酶，无法穿过细胞膜。当效应

细胞攻击靶细胞后，LDH 释放到上清中。LDH
活性与靶细胞的死亡数目呈正相关。因此，通

过对 LDH 活性检测来判断效应细胞的细胞毒

作用。与前者相比，这种方法不需要对靶细胞

进行标记，避免了放射性影响，还能满足大量

样本的快速检测[30]。然而，尽管试验中对照组

可以排除非细胞毒性的影响，但效应细胞杀伤

靶细胞后自身损伤所释放的 LDH 仍可能对试

验结果造成影响。 
淋巴细胞在活化后通过产生特定的细胞因

子来发挥功能。为了检测淋巴细胞产生细胞因

子的能力，通常需要对待检细胞进行体外培养，

并给予特定的刺激使细胞活化。然后，在给予

阻断剂的情况下检测细胞因子的分泌。目前常

用的检测方法主要有以下两种。 
(1) ELISpot 检测法。ELISpot 是一种高度

敏感的检测方法，能够在单细胞水平检测多种

细胞因子或细胞毒性物质。其中，干扰素 γ 
(interferon γ, IFN-γ)在细胞中产量较大，很容易

被检测出来，也因此成为分析 T 淋巴细胞和 NK
细胞功能最常用的细胞因子[43]。ELISpot 具有

两个明显的优势：除了对功能的定性检测外，

还能作为一种定量方法，准确监测治疗效果[31]；

在灵敏度方面，ELISpot 高于酶联免疫吸附试验

(enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA) 
10−200 倍，所以能够对低水平的细胞因子进行

检测[32]。然而，检测时淋巴细胞必须产生和分

泌特定的细胞因子才能被检测到[44]，此外，淋

巴细胞中一些细胞亚群会产生同种细胞因子。

因此，该方法还需要与细胞表型测定相结合进

行分析。目前，为了解决检测时 PBMC 提取量

少的问题而开发出的 RecycleSpot，能够最大限

度地利用靶细胞进行检测，使用少于 10 mL 的

血液样本，即可重复评估针对 5 种不同病毒上

400 多种不同 CTL 表位的抗病毒免疫[45]。经过

一系列处理和试验后，每次试验材料仅能检测

一种细胞因子，使实验重复性和检测效率低下，

这极大地刺激了多色 ELISpot 检测技术的发展[33]。

近几年开发的四色 T 细胞 FluoroSpot 技术通过

对 IFN-γ、IL-10、IL-17A 和 IL-22 这 4 种细胞因
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子同时检测，表明带状疱疹病毒感染在儿童时

期会引发记忆 T 细胞分泌 IL-10 的强烈反应[46]。 
(2) CFC 检测法。CFC 利用特定荧光抗体对

目标细胞因子染色并进行 FCM 分析。相比于其

他检测方法，CFC 能够避免无法区分不同细胞

分泌同种细胞因子的问题，并且可以对淋巴细

胞群中不同种细胞进行功能和表型的定量分

析，以及对同种细胞中多种细胞因子分泌情况的

综合分析[34-35]。CFC 是研究 T 细胞应答的一种独

特方法，可以同时对机体的CD4+ T细胞和CD8+ 
T 细胞应答进行检测[36]。但是，由于淋巴细胞群

中不同种细胞所需的活化时间不同，CFC 不能

准确测定抗原特异性细胞产生细胞因子的功能。 
1.3.3  新技术的应用 

在免疫细胞数量检测中，尽管可以对细胞

亚群进行绝对定量，但亚群中每个细胞是否都

发挥相应功能还未知；在免疫细胞功能检测中，

大多数技术检测结果反映出的只是细胞亚群中

发挥相应功能的整体水平，很多低丰度的信息

不能被表征。因此，在细胞水平检测时，免疫

细胞间的异质性是一个值得思考的问题。 
近年来，迅速发展的单细胞测序技术开始

了从宏观表征到微观个体的跨越，将样品中每

个免疫细胞的功能更清晰、更全面地展示出来。

通过对肿瘤组织及周围组织中 T 细胞进行单细

胞转录组测序，发现了由功能衰竭的 CD4+和

CD8+ T 细胞发育而来的多种潜在的肿瘤反应

性 T 细胞，并揭示了在癌症中两条普遍存在的

T 细胞衰竭途径，对于未来癌症免疫疗法的开

发有重大意义[37]。这种在癌症中通过单细胞转

录组测序生成的大量免疫图谱，能够准确分辨

T 细胞、树突状细胞和巨噬细胞等免疫细胞的

细胞亚型，以及这些免疫细胞在疾病发生发展

过程中的相互作用，有利于在基础研究中发现

新的治疗靶点及作用网络，发掘新的诊断和预

后标志物；在临床应用上，有利于结合其他分

子标志物建立综合预测模型，对患者进行更加

精准的个体化治疗。现如今，单细胞测序技术

已经建立了多个高通量检测平台，其中以

10×Genomics 应用最为广泛，并且能够进行基

因组、转录组和免疫组库等多组学分析。目前，

将单细胞转录组测序和时空组学整合，分析免

疫细胞在肿瘤组织中的组成和功能是该技术的

发展方向之一[38]。 

1.4  免疫分子水平 
免疫分子是淋巴细胞发挥功能的重要执行

者，反映着淋巴细胞的活化程度。因此，监测

细胞因子的谱系变化是判断机体免疫状态的常

用方法之一[47]。 
1.4.1  基因水平检测 

通过 PCR、RT-PCR 和实时荧光定量 RT-PCR
等方法，能够对细胞因子的 DNA 或 RNA 进行

检测，这种基于基因水平上的检测结果具有较

高的准确度。 
(1) mRNA 定量法。早期有研究人员通过实

时荧光定量 RT-PCR 方法对冻存血液中细胞因

子的 mRNA 进行分析[48]。在动物实验中，不需

要体外刺激和处死动物，mRNA 定量法也可以

通过少量样品快速准确地检测出 PBMC 中细胞

因子变化[49]。 
(2) AlloMap 检测法。通过 20 种特异性免疫

分子的基因表达情况，即可判定组织器官移植时

排斥反应的严重程度。检测结果在 0−40 内得分

越高，表明排斥反应的风险越高。这种相关性

与心内膜心肌活检结果及临床应用结果相吻

合，该方法因此成为了监测心脏排斥反应的重

要商业化方法[50]。AlloMap 避免了心脏移植时

昂贵、具创伤性且结果不稳定的活体检测法，

仅通过 PBMC 中相关免疫分子基因表达的差

异，即可对中度、重度排斥反应的缺失及心脏
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移植排斥反应的发生做出有效诊断[51]。 
1.4.2  蛋白水平检测 

尽管细胞因子基因水平的检测方法具有灵

敏和迅速等优点，但是体外检测到的 mRNA 水

平与实际的蛋白质水平并不总是稳定吻合[52]。

因此，细胞因子蛋白水平的直接检测逐渐受到

人们的重视。 
(1) ELISA 检测法。ELISA 可以对细胞因子

直接定量检测，操作简单、检测迅速。但是，

ELISA 每次仅能检测一种细胞因子，并且检测

的结果是样品中全部数量细胞因子的情况，而

不是单个细胞产生细胞因子的情况。因此，利用

ELISA 无法通过对细胞因子的检测判定淋巴细

胞的数量或单个细胞产生细胞因子的能力[53]。 
(2) 液相芯片技术。液相芯片技术是基于多

分析物分析(multi-analyte profiling, xMAP)技术

的新型生物芯片技术平台。不同于 ELISA 中抗

原抗体在固液界面的二维反应模式，液相芯片

技术采用的液相环境能使生物分子在三维空间

中自由运动并发生结合，克服了固相芯片高通

量检测技术的缺陷。液相环境中的主要基质是

以红色和橙色各 10 种不同的荧光染料共同标

记的、大小约为 5.6 µm 的微球，种类最多可达

100 种，并且每个微球能够共价交联 100 000 个

捕获抗体。这些特点使该技术具有能够最大程

度捕获样本中待检分子的高灵敏度、兼具同时

检测 100 种分子的高通量和经济性以及自主编

辑微球交联抗体的高灵活性。目标分子与捕获

抗体结合后被荧光报告分子所标记，经流式技

术对单个微球上的信息进行分析，微球上的分

类荧光对不同反应进行定性，报告分子的报告

荧光对目的分子进行定量。这一技术在细胞因

子的检测和定量方面具有广泛应用前景，每种

微球取 100 个进行检测，最后以荧光强度中值

为检测结果。相较于双复孔或三复孔、依靠酶

放大作用间接检测的 ELISA，相当于 100 次重

复、对检测结果直接读取的液相芯片具有更好

的重复性和更高的准确性。García-Torre 等使用

Luminex xMap 技术测量 9 种促炎细胞因子和抗

炎细胞因子的血清浓度，发现巨细胞病毒感染

与慢性心力衰竭患者的高水平炎症状态直接相

关[54]。Focke-Tejkl 等通过检测 PBMC 中 10 种 T
细胞增殖和促炎细胞因子释放量对草花粉过敏

疫苗的效力进行评估[55]。目前，国外有多家公

司已经推出商品化细胞因子液相芯片检测试剂

盒，如 BioSource 公司的 Antibody Bead Kit 和
Bio-Red 公司的 Bio-Plex 系列试剂盒等。它们的

检测准确性、稳定性、灵敏性和 Luminex 公司的

xMap 没有较大差异，但并未获得美国食品药品

监督管理局(Food and Drug Administration, FDA)
批准，仅用于试验研究。若未找到特定细胞因

子的液相芯片检测试剂，可以考虑如 de Jager
等自行制备抗体交联微球进行检测[56]。液相芯

片技术以其快速、特异、灵敏、准确、高通量、

多重检测和实时定性定量等显著优势，几乎可

用于任何分子之间的相互作用。除了细胞因子

检测外，该技术还在病原体检测分型、疫苗效

力评价和基因表达的分析等众多领域展现出广

泛的应用前景[57]。然而，在免疫检测中，液相

芯片技术的加样自动化是研究人员一直期待解

决的问题。 

2  总结与展望 
对于细胞免疫应答的评价，在不同水平上

有着各自的优缺点(表 2)。机体整体反应水平结

果明显，但在特异性和定量分析等方面有待进

一步提高；组织器官水平虽然弥补了整体检测

水平上的部分不足，但其操作复杂且结果易受

多种因素影响，因此应用范围小；免疫分子水

平能够反映机体的免疫状态，但易受细胞因子 
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表 2  不同检测水平比较分析 
Table 2  Comparative analysis of different detection levels 
Detection level Advantages Limitations References 
Organism In vivo reaction, real, obvious Unable to quantitatively analyze [12] 
Tissue and organ Specific sensitivity, accurate positioning, 

quantitative analysis 
The detection process has many affecting 
factors 

[7] 

Immune cells Qualitative and quantitative, specific 
sensitive, detection of multiple functions, 
reduction in heterogeneity 

Lack of accuracy [14,16,26,28] 
[32,35,37-38] 

Immune molecules Simple operation, quantitative detection The result judgment cannot be standardized 
and the correlation is not strong 

[49-50,53] 

 
调控网络的影响而波动较大，同时也没有固定

的标准可以确定细胞因子水平与某些疾病的相

关性。目前，对免疫细胞的免疫启动因子和转

录因子的研究可能更具意义。免疫细胞水平的

检测方法继承其他检测方法的优点，能够对免

疫细胞数量、增殖功能、杀伤功能和产生细胞

因子潜力等进行评价。其中，淋巴细胞增殖功

能检测技术在不断发展，从观察法的主观性到

核酸掺入的放射性，到胞内染料的优化，体内

蛋白荧光和细胞活化前的 ATP 检测，最后发展

到真正的单细胞测序技术。淋巴细胞产生细胞因

子功能的检测方法不断完善，为解决提取 PBMC
少和检测效率低的问题而开发出了 RecycleSpot
和四色 T 细胞 FluoroSpot 等技术。因此，免疫

细胞水平成为评价细胞免疫应答的主要水平。 
现在，细胞免疫评价方法越来越注重特异

性和重复性。传统的试验方法正逐渐被细胞水

平的方法如 FCM、ELISpot 和 CFC 等取代。新

的细胞免疫应答评价方法将会提供更多的免疫

反应信息，同时增加敏感性和可重复性。尽管

许多方法在实验室的效果良好，但由于其本身

存在一些局限，能够广泛应用于临床的却很少。

因此，临床上通常会结合不同水平或同一水平

不同功能的多种检测方法进行细胞免疫应答评

价[58-60]。联合使用多种细胞免疫评价方法可以

克服单个方法的不足，同时使多个试验结果相

互印证，准确性更高，说服力更强。随着检测

技术的不断发展和进步，相信具有多功能的细

胞免疫评价方法将在临床上得到广泛应用。  
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