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淋巴细胞功能流式细胞术检测专家共识*

中国中西医结合学会检验医学专业委员会

  摘 要:目前淋巴细胞亚群的流式细胞术检测已广泛应用于临床,但多聚焦于对各淋巴细胞亚群比例与绝

对计数的分析,淋巴细胞各亚群的功能检测技术规范缺乏统一。淋巴细胞功能的流式细胞术检测是评估细胞

免疫效应与调控能力的重要技术手段,也是深入探究免疫病理机制并指导个体化诊疗的重要方法。本共识归

纳了自然杀伤(NK)细胞杀伤功能、淋巴细胞胞内γ-干扰素(IFN-γ)、体外刺激的辅助性T细胞(Th)1、Th2和

Th17水平检测等常见淋巴细胞功能的流式细胞术检测的技术操作方案,并对其标准检测流程、质量控制要求

及结果分析方法予以规范。本共识旨在通过统一操作方案与技术标准,提高上述淋巴细胞功能检测的准确性

与可重复性,为规范开展上述淋巴细胞功能流式细胞术检测提供技术参考。
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Abstract:Flow

 

cytometric
 

analysis
 

of
 

lymphocyte
 

subsets
 

has
 

been
 

widely
 

applied
 

in
 

clinical
 

practice,but
 

current
 

applications
 

primarily
 

focus
 

on
 

the
 

assessment
 

of
 

subset
 

proportions
 

and
 

absolute
 

cell
 

counts
 

with
 

no
 

unified
 

technical
 

protocols
 

established
 

for
 

the
 

functional
 

evaluation
 

of
 

lymphocyte
 

subsets.Flow
 

cytometric
 

as-
sessment

 

of
 

lymphocyte
 

function
 

represents
 

an
 

important
 

methodological
 

approach
 

for
 

evaluating
 

cellular
 

im-
mune

 

effector
 

and
 

regulatory
 

capacities
 

and
 

serves
 

as
 

a
 

valuable
 

tool
 

for
 

investigating
 

immunopathological
 

mechanisms
 

and
 

guiding
 

individualized
 

clinical
 

management.This
 

consensus
 

summarizes
 

commonly
 

used
 

flow
 

cytometric
 

techniques
 

for
 

lymphocyte
 

functional
 

assessment,including
 

natural
 

killer
 

(NK)
 

cell
 

cytotoxicity
 

as-
says,intracellular

 

interferon-γ
 

(IFN-γ)
 

detection
 

in
 

lymphocytes,and
 

in
 

vitro-stimulated
 

helper
 

T
 

cells
 

(Th)
1,Th2,and

 

Th17
 

differentiation
 

analysis.Standardized
 

detection
 

procedures,quality
 

control
 

requirements
 

and
 

result
 

analysis
 

methods
 

are
 

also
 

specified
 

in
 

this
 

consensus.The
 

aim
 

of
 

this
 

consensus
 

is
 

to
 

harmonize
 

techni-
cal

 

protocols
 

and
 

operational
 

standards,thereby
 

improving
 

the
 

accuracy
 

and
 

reproducibility
 

of
 

lymphocyte
 

functional
 

testing
 

and
 

providing
 

technical
 

guidance
 

for
 

the
 

standardized
 

implementation
 

of
 

flow
 

cytometric
 

lymphocyte
 

function
 

assays.
Key

 

words:flow
 

cytometry; lymphocyte
 

function; detection
 

standardization; consensus

  流式细胞术(FCM)检测淋巴细胞亚群的比例与

数量是当前临床进行免疫功能评估的主要方法之一,
在疾病诊断、预后评估及治疗监测中发挥重要作用。
目前,国内多篇指南与专家共识阐述了淋巴细胞及其

他免疫细胞的FCM 检测在血液肿瘤、实体瘤等多种

疾病诊疗及健康管理中的检测流程、临床应用价值与

质量控制相关内容[1-10]。然而,单纯依赖淋巴细胞亚

群数量和比例的变化,难以全面揭示淋巴细胞的功能

状态,也无法准确反映免疫系统的动态调控能力及其

在疾病发生发展中的关键作用[11]。淋巴细胞功能检

测则主要是指通过评估淋巴细胞不同亚群的功能(如
杀伤、分泌、分化等)来反映其免疫活性[12]。近年来,
随着FCM技术的不断发展,淋巴细胞的功能检测正

逐步应用于肿瘤、感染及自身免疫性疾病等疾病的免

疫功能评价及科研探索[11,13-15]。本共识涉及的淋巴

细胞功能FCM检测技术主要包括自然杀伤(NK)细
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胞杀伤功能检测、淋巴细胞胞内γ-干扰素(IFN-γ)检
测、体外刺激的辅助性T细胞(Th)1、Th2和Th17水

平检测。然而,这些检测技术在实际应用中仍存在以

下问题。(1)检测流程复杂且缺乏标准化:淋巴细胞

功能FCM检测通常需要对样本进行体外诱导、破膜

处理、复杂的抗体染色方案或与靶细胞共培养,由于

不同实验室间技术操作不统一,导致检测结果的可比

性和重复性较差;(2)质量控制体系不完善:淋巴细胞

功能FCM检测是高度依赖实验操作细节的技术,从
样本采集到数据分析的每个环节均可能影响结果,目
前国内尚缺乏统一的质量控制和室间质评标准;(3)
临床应用受限:尽管淋巴细胞功能FCM 检测在科研

领域逐步普及,但因检测流程复杂,难以在临床应用

中常规开展。此外,在临床应用过程中缺乏统一参考

范围及规范化的报告解读体系,也限制了其推广

应用。
为适应淋巴细胞功能FCM检测技术的发展趋势

及临床与科研应用中的实际需求,中国中西医结合学

会检验医学专业委员会联合国内多领域专家,共同制

定了本专家共识。本共识系统总结了淋巴细胞功能

FCM检测的标准检测流程、关键质量控制措施,旨在

提升淋巴细胞功能FCM 检测的准确性和可重复性,
为其在相关疾病临床诊疗及科学研究中的规范化应

用提供技术指导。
1 NK细胞杀伤功能FCM检测

 

  NK细胞是机体先天免疫系统中重要的淋巴细胞

亚群之一,其主要功能是识别并清除被病毒感染或发

生癌变的细胞[16]。本共识中所述的NK细胞杀伤功

能检测,实质为评估 NK 细胞介导的细胞毒活性。
NK细胞杀伤功能的检测方法包括51Cr释放法、FCM
检测法、乳酸脱氢酶(LDH)释放法及实时细胞分析法

等。其中,51Cr释放法为经典方法,而FCM 检测法因

其安全性高、可多参数分析及操作便捷,已逐渐成为

目前科研、临床应用的主流方法。NK细胞杀伤功能

FCM 检测法是利用荧光染料或抗体标记技术,通过

标记靶细胞,在流式细胞仪上检测靶细胞凋亡或死亡

比例,从而间接评价 NK细胞的杀伤功能的实验方

法。在外周血单个核细胞(PBMCs)与 K562细胞短

时(4
 

h)共培养的检测体系中,由于K562细胞缺乏组

织相容性复合物(MHC)-Ⅰ分子表达,且不提供特异

性抗原肽-MHC复合物及共刺激信号,而CD8+T细

胞的细胞毒作用依赖于T细胞受体对特异性抗原肽-
MHC-Ⅰ的识别及相应的激活信号传导,在缺乏抗原

特异性刺激的条件下难以在短时间内被有效激活并

介导杀伤反应。由于K562细胞为人NK细胞的经典

敏感靶细胞,且NK细胞能够通过“missing-self”机制

在无需抗原预致敏的情况下迅速发挥细胞毒活性,因
此在该实验体系中检测到的靶细胞凋亡或死亡主要

由NK细胞介导,故通过PBMCs与 K562细胞短时

共培养(4
 

h)并采用流式细胞术检测靶细胞凋亡和死

亡情况,可间接评价机体 NK细胞的杀伤功能。NK
细胞杀伤功能检测在多种疾病如噬血细胞性淋巴组

织细胞增多症(HLH)、肿瘤、病毒感染、免疫缺陷等

疾病的诊断与治疗中有一定的价值[11,17-20]。本共识

基于以往文献报道及临床实践推荐,制订了基于全血

标本的检测方案[13,21-22]。
1.1 检测抗体组合 推荐使用 Annexin

 

V/7-AAD
作为细胞凋亡/死亡染色抗体/试剂。同时,建议采用

慢病毒转染技术构建的增强型绿色荧光蛋白(EG-
FP)-K562稳定细胞株作为靶细胞,以提高检测灵敏

度和特异度。
1.2 实验操作 (1)提取新鲜、抗凝全血(乙二胺四

乙酸、肝素抗凝剂均可)中的PBMCs:用等体积的磷

酸盐缓冲液(PBS)或生理盐水稀释全血(总体积一般

控制在6~8
 

mL);在15
 

mL离心管中加入淋巴细胞

分离液(3~4
 

mL),将稀释后的血液缓慢平铺到分离

液液面上方;室温、(500~800)×g离心20
 

min;离心

后将出现明显的分层,小心地吸取中间白膜层细胞到

15
 

mL洁净的离心管中,
 

10
 

mL
 

PBS或生理盐水洗

涤白膜层细胞。室温、250×g离心10
 

min;弃上清,
用含10%胎牛血清的RPMI

 

1640培养液将细胞浓度

调至5×106/mL备用。(2)靶细胞准备:用PBS洗涤

稳定表达EGFP绿色荧光蛋白的K562细胞,使用台

盼蓝染色检测细胞活力,要求成活率在95%以上,用
RPMI

 

1640培养液将细胞调节至5×105/mL备用。
(3)共培养:取上述备用PBMCs悬液和靶细胞(EG-
FP-K562细胞)悬液各100

 

μL于EP管中吹打混匀,
同时,对照管中加入100

 

μL
 

靶细胞(EGFP-K562细

胞)悬液和100
 

μL
 

RPMI
 

1640培养基,吹打混匀,共
同置于37

 

℃、5%
 

CO2 培养箱中共培养4
 

h。(4)
FCM 上机检测:将培养后的细胞混悬液收集于流式

检测管中,室温、250×g离心10
 

min,弃培养液,按照

细胞凋亡试剂盒操作步骤进行Annexin
 

V/7AAD染

色标记后进行FCM检测。同时,设单纯EGFP-K562
细胞Annexin

 

V/7AAD标记孔作为靶细胞自然凋亡

背景对照。有条件的单位建议对PBMCs进行NK细

胞分选后进行后续的实验。靶细胞来源的差异及效

靶比的不同均会导致最终结果出现差异,有条件的单

位建议根据样品中 NK细胞数量计算加入效应细胞

悬液和靶细胞悬液的量。本共识实验操作仅以效靶

比(10∶1)及共培养4
 

h作为示例,实验室可根据不同

检测需求自行确定效靶比及共培养时间。
1.3 设门 分别以EGFP和侧向散射光(SSC)为坐

标横轴和纵轴作二维散点图,并对EGFP-K562细胞

进行设门EGFP+,在EGFP+ 内获取10
 

000个细胞

进行数据分析;分别以Annexin
 

V和7AAD为坐标横
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轴和纵轴作二维散点图,分析活细胞、早期凋亡细胞、 晚期凋亡细胞及死细胞比例,见图1。

  注:Dead
 

cells为死亡细胞,Live
 

cells为存活细胞,Early
 

apoptosis为早期凋亡,Late
 

apoptosis为晚期凋亡。

图1  NK细胞杀伤功能FCM检测设门逻辑图

1.4 报告分析方法 共培养后,靶细胞(EGFP-K562
细胞)凋亡和死亡(早期凋亡+晚期凋亡+死亡)比例

即反映了NK细胞杀伤功能。NK细胞体外杀伤活性

(%)=样本孔EGFP-K562细胞的阳性比例-单纯

EGFP-K562细胞的背景比例。
1.5 应用 NK细胞杀伤功能检测是评估NK细胞

功能及其在某些疾病发生、发展中作用的手段[23-24],
已被纳入 HLH 的诊断标准之一[11]。NK细胞杀伤

功能活性增加,见于某些病毒感染早期、长期使用干

扰素及其诱导物者、习惯性流产患者及宿主抗移植物

反应增强者[21,25-26]。NK细胞杀伤功能活性降低:常
见于恶性肿瘤、HLH、免疫缺陷病、长期使用免疫抑

制剂及部分病毒、细菌和真菌感染等患者[11,27-28]。
共识1:建议采用 Annexin

 

V/7-AAD双染法检

测靶细胞凋亡及死亡比例,以评价NK杀伤功能。建

议使用增强型绿色荧光蛋白(EGFP)-K562稳定细胞

株作为靶细胞。推荐强度:强推荐。
共识2:NK细胞杀伤功能FCM 检测需要提取

PBMCs。靶细胞的台盼蓝检测细胞成活率在95%以

上。PBMCs和靶细胞需要在37
 

℃、5%
 

CO2 培养箱

中共培养4
 

h后,进行 Annexin
 

V/7AAD双染法及

FCM上机检测,至少获取10
 

000个细胞。NK细胞

杀伤功能活性检测结果报告方法为样本管与对照管

的靶细胞(EGFP-K562细胞)凋亡比例的差值。推荐

强度:强推荐。
共识3:NK细胞杀伤功能活性增高常见于病毒

感染早期、长期使用干扰素、习惯性流产及宿主抗移

植物反应等患者;NK 细胞活性降低或缺如已作为

HLH的诊断标准之一,此外,NK细胞杀伤功能活性

降低还常见于恶性肿瘤、免疫缺陷病、长期使用免疫

抑制剂及部分病毒、细菌和真菌感染等患者。推荐强

度:强推荐。
2 淋巴细胞胞内IFN-γ

 

FCM检测

  IFN-γ是一种具有抗感染、抗肿瘤和免疫调节功

能的多效性细胞因子,主要由 T细胞和 NK细胞产

生[29-31]。淋巴细胞胞内IFN-γ的FCM 检测是通过

FCM分析淋巴细胞在特定抗原或刺激剂作用后胞内

IFN-γ的表达水平,用于评估其Th1型细胞免疫应答

功能及抗原特异性细胞免疫效应能力。本共识所述

淋巴细胞胞内IFN-γ的FCM 检测方法,本质上属于

体外刺激条件下淋巴细胞功能反应性的评估,主要反

映的是T细胞在抗原刺激下的IFN-γ产生能力及

Th1型分化潜能,而不等同于体内即时IFN-γ水平。
由于淋巴细胞在体内已受到抗原暴露、炎症微环境及

免疫调控因素的持续影响,其在体外统一刺激条件下

所表现出的IFN-γ表达的强弱,虽不能直接代表体内
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实时免疫状态,但可间接反映机体细胞免疫系统的功

能状态与应答能力,在肿瘤、感染等疾病的评估中具

有重要价值[32]。本共识基于以往文献报道及临床实

践,推荐如下基于全血标本的检测方案[14,33-34]。
2.1 检测抗体组合 推荐使用6色及以上的方案,
检测 的 抗 体 组 合 应 包 含 CD3、CD4、CD8、CD16、
CD56、CD45、IFN-γ。其中,CD16与CD56可共用同

一检测通道,IFN-γ推荐使用荧光强度高、信噪比佳

的荧光素如藻红蛋白(PE)、别藻蓝蛋白(APC)。
2.2 实验操作 (1)样本:提取新鲜、抗凝全血(乙二

胺四乙酸、肝素抗凝剂均可)PBMCs或经裂解红细胞

处理后的全血标本均可用于淋巴细胞胞内的IFN-γ
的检测。(2)T/NK细胞激活:由于静息状态下的T/
NK细胞IFN-γ分泌水平极低,需体外刺激诱导细胞

因子的表达[35]。因此,推荐在检测管加入淋巴细胞刺

激剂[佛波醇-12-十四酸酯-13-乙酸酯(PMA)、离子霉

素]和蛋白分泌抑制剂布雷非德菌素 A(BFA),并于

37
 

℃、5%CO2 的细胞培养箱中孵育4
 

h,以激活T细

胞和NK细胞。(3)细胞内IFN-γ染色:先进行细胞

膜抗原染色(CD45、CD3、CD4、CD8、CD16、CD56),再
使用固定破膜剂进行细胞固定及破膜,破膜后加入

IFN-γ荧光抗体进行胞内染色。
2.3 设门 推荐采用SSClowCD45+ 设淋巴细胞门,
在淋巴细胞门内,根据CD3的表达情况,分为CD3+T
细胞和CD3-T细胞群,CD3+T细胞再进一步分为

CD4+T和CD8+T细胞,在CD3- 细胞群进一步分

CD(16+56)+
 

NK细胞。

图2  细胞内IFN-γ的FCM检测设门逻辑图

2.4 报告方法 报告细胞性 T 淋巴细胞(CTL)

CD8+T细胞中表达IFN-γ的细胞比例,NK细胞中

表达IFN-γ的细胞比例,即对应的CTL和 NK细胞

中IFN-γ阳性表达率。也可根据临床实际需求报告

CD4+T细胞中IFN-γ阳性表达率。

2.5 应用 IFN-γ是T细胞和NK细胞分泌的关键

细胞因子,在抗感染、抗肿瘤和调节免疫中发挥重要

作用[36-37]。与直接检测血清中的IFN-γ水平不同,细
胞内IFN-γ的FCM 检测可以区分不同T细胞亚群

(如CD4+T
 

细胞、CD8+T细胞)及NK细胞的IFN-γ
的分泌能力,评估T细胞和NK细胞的功能状态,有
助于揭示特定免疫亚群在疾病中的作用。细胞内

IFN-γ表达水平在肿瘤免疫监测、感染免疫反应、免
疫缺陷、自身免疫性疾病及器官移植等领域具有重要

意义[33,38-39]。CD4+T细胞IFN-γ表达增高提示可能

存在Th1型免疫应答增强,反映辅助性T细胞介导

的细胞免疫活化;表达降低则提示可能存在Th1分化

能力或辅助性细胞免疫功能受损。CD8+T细胞IFN-
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γ表达增高提示可能存在细胞毒性T细胞效应功能

增强,反映抗病毒或抗肿瘤细胞免疫活性提高;表达

降低则提示可能存在 CTL功能低下或功能耗竭。
NK细胞IFN-γ表达增高提示可能存在先天免疫激

活状态增强;表达降低则提示可能存在NK细胞功能

受抑或免疫抑制状态。
共识4:建议使用6色及6色以上的方案,检测的

抗体组合应包含CD3、CD4、CD8、CD16、CD56、CD45、
IFN-γ,其中,CD16与 CD56可共用同一检测通道,
IFN-γ推荐使用荧光强度高、信噪比佳的荧光素如

PE、APC。推荐强度:强推荐。
共识5:细胞内的IFN-γ是T和NK细胞激活后

产生和分泌的,推荐采用PMA和离子霉素等作为淋

巴细胞刺激剂,并于37
 

℃、5%
 

CO2 培养箱孵育4
 

h,
然后按照细胞内染色标准步骤进行操作。结果报告

方法为报告CTL细胞中表达IFN-γ的细胞比例,NK
细胞中表达IFN-γ的细胞比例。推荐强度:强推荐。

共识6:淋巴细胞胞内IFN-γ流式细胞术检测可

用于评估不同淋巴细胞亚群(如CD4+T细胞、CD8+

T细胞及NK细胞)在体外刺激条件下的反应能力。
CD4+T细胞IFN-γ表达主要反映Th1细胞免疫应答

状态;CD8+T细胞IFN-γ表达反映CTL的效应功

能;NK细胞IFN-γ表达反映先天免疫活化水平。其

表达水平变化提示相关淋巴细胞亚群功能状态的增

强或减弱,在肿瘤免疫监测、感染性疾病、免疫缺陷、
自身免疫疾病及移植免疫评估中具有参考价值。推

荐强度:强推荐。
3 体外刺激的Th1/Th2/Th17的FCM检测

  Th细胞是CD4+T细胞的主要亚群,在调节免疫

反应、维持免疫监视,以及辅助CTL活化和增殖方面

发挥至关重要的作用[40-42]。根据表型的差异,可将

Th细胞分为不同的Th亚群[43]。体外刺激的Th1、
Th2和Th17检测实验是通过FCM 检测CD4+T细

胞在受到特定抗原刺激后,细胞内IFN-γ、白细胞介素

(IL)-4、IL-17 细 胞 因 子 的 表 达 水 平,从 而 评 估

CD4+T细胞向Th1、Th2和Th17亚群分化的分化能

力。本共识所述的体外刺激的Th1、Th2和Th17的

FCM 检测方法,本质上属于在体外统一刺激条件下

CD4+T细胞分化反应能力的评估,主要反映T细胞

向不同辅助性T细胞亚群分化的潜能及免疫偏向调

控能力,而不等同于体内即时 Th亚群比例及体内

IFN-γ、IL-4、IL-17表达水平。由于外周血T细胞已

受到体内抗原暴露和免疫微环境的长期影响,其在体

外对刺激的分化表现反映的是既有分化潜能和功能

可塑性,因此该检测结果可间接反映机体CD4+T细

胞的分化倾向、免疫偏向状态及功能储备,而非体内

即时状态。虽然目前也有通过检测CD4+T淋巴细胞

上趋化因子受体CD183(CXCR3)/CD196(CCR6)表

达进行Th细胞分型的方法,通常将CXCR3+CCR6-

细胞 界 定 为 Th1样 细 胞,CXCR3-CCR6+ 界 定 为

Th17样细胞,CXCR3-CCR6- 界定为 Th2样细胞。
该方法属于表型分型,可直接反映外周血中不同Th
亚群的分布状态,但不能完全等同于功能性Th亚群

定义,也不直接代表细胞的功能活性。体外诱导的

Th1、Th2和Th17胞内细胞因子检测主要评估CD4+

T细胞在统一刺激条件下的功能反应能力和分化潜

能,反映的是其免疫功能储备与可动员性,但其也不

等同于体内即时Th亚群比例。两种方法是分别从即

时分布和功能状态两个维度评价免疫状态。
 

本共识基

于全血标本的检测方案,在以往文献报道及临床实践

的基础上推荐如下[15,44-45]。
3.1 检测抗体组合 推荐使用6色及6色以上的方

案,检测的抗体组合应包含CD3、CD4、CD45、IFN-γ、
IL-4、IL-17。其中IFN-γ、IL-4、IL-17推荐使用荧光

强度高、信噪比佳的荧光素如PE、APC、异硫氰酸荧

光素(FITC)的抗体,并注意荧光素的强弱搭配。
3.2 实验操作 外周血中的Th1、Th2和Th17细胞

在静息状态下几乎不分泌或储存IFN-γ、IL-4和IL-
17等功能性细胞因子,无法直接检测。为此,需采用

体外刺激剂对全血或PBMCs进行短时培养来重新激

活其细胞因子合成与细胞内蓄积。由于细胞因子在

细胞内合成后会随时被释放出细胞外,因此还需要加

入阻断剂,将细胞因子阻断在细胞内,具体实验操作

可参考上述对淋巴细胞胞内IFN-γ染色的标准步骤

进行。
3.3 设门 推荐采用的是通过侧向散射光SSC和

CD45设门,使用SSClowCD45+ 设淋巴细胞门。在淋

巴细胞门内,再根据CD3的表达情况,分为CD3+T
细胞和CD3-T细胞群,CD3+T细胞再进一步分为

CD4+T和CD4-T细胞。见图3。
3.4 报告方法 将 CD3+CD4+IFN-γ+ 作为代表

Th1型细胞功能的指标,CD3+CD4+IL-4+ 作为代表

Th2型细胞功能的指标,CD3+CD4+IL-17+作为代表

Th17型细胞功能的指标,并报告Th1、Th2、Th17占

CD4+T细胞的比例及Th1/Th2比值。
3.5 应用 Th1细胞主要分泌IL-2、IFN-γ、肿瘤坏

死因子-α(TNF-α)等细胞因子,参与细胞免疫调节,通
过调理吞噬作用以及补体通路,在机体抗病毒或抗细

胞内 病 原 微 生 物 感 染 及 消 除 肿 瘤 细 胞 中 发 挥 作

用[42,46]。自身 免 疫 性 疾 病 的 发 病 机 制 涉 及 Th1、
Th17等多种 T辅助细胞亚群的动态失衡与相互作

用[47-48]。Th1细胞比例减低常见于免疫缺陷病[如人

类免疫缺陷病毒(HIV)感染后期,Th1型细胞因子表

达相对减少,Th2型细胞因子表达相对增加]、慢性细

菌感染(如结核病)[49-50]。Th2细胞主要分泌IL-4、
IL-5、IL-6、IL-10及IL-13等细胞因子,参与体液免疫
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调节,通过促进抗体的产生对抗胞外病原体(如寄生

虫感染),并在过敏反应的发生发展及异种移植和妊

娠过程中的免疫耐受方面发挥作用,在肿瘤微环境中

往往具有免疫抑制的作用,可促进肿瘤的生长和免疫

逃逸[51-52]。Th2细胞比例增高常见于过敏性疾病(如
哮喘、特应性皮炎)、寄生虫感染和某些自身免疫性疾

病(如系统性红斑狼疮)[43,53-56]。Th2细胞比例减低

常见于糖尿病、抑郁症和部分自身免疫性疾病(如原

发性干燥综合征)[57-59]。Th17细胞主要分泌IL-17、
IL-21和IL-22,诱导机体的炎症反应,并参与自身免

疫性疾病的发生和发展[60-61]。在肿瘤中,Th17细胞

的角色复杂,具有促进或抑制肿瘤生长的双重作

用[62-63]。Th17细胞比例增高常见于自身免疫性疾病

(如类风湿性关节炎、银屑病)、慢性炎症性疾病(如炎

症性肠病)和某些感染(如真菌感染)[64-67]。减低常见

于免疫缺陷病(如HIV感染后期)、慢性病毒(如丙型

肝炎病毒)感染[68-69]。Th1/Th2比值被认为是评估免

疫偏向及免疫平衡状态的参考指标之一[70]。部分自

身免疫性疾病中可能存在以Th1型免疫反应为相对

优势的炎症特征,表现为Th1/Th2比值升高;而在过

敏性疾病中,往往呈现Th2型免疫反应相对占主导的

倾向,表现为 Th1/Th2比值降低[47,54]。因此,针对

Th1/Th2比值免疫失衡的调节在某些疾病(如过敏性

疾病、肿瘤)中可能具有潜在的治疗意义[71-72],但其作

用机制通常涉及多种免疫细胞亚群及信号通路的综

合调控。
共识7:建议使用6色及6色以上的方案,检测的

抗体组合应包含 CD3、CD4、CD45、IFN-γ、IL-4、IL-
17,其中IFN-γ、IL-4、IL-17推荐使用荧光强度高、信
噪比佳的荧光素如PE、APC、FITC,并注意荧光素的

强弱搭配。推荐强度:强推荐。
共识8:体外刺激的 Th1、Th2、Th17检测时,淋

巴细胞刺激、细胞内染色标准步骤和细胞内IFN-γ检

测相同。报告时将体外刺激后检测CD3+CD4+IFN-
γ+、CD3+CD4+IL-4+ 及CD3+CD4+IL-17+ 细胞,分
别作为Th1型、Th2型及Th17型功能性Th细胞的

指标,并报告 Th1、Th2、Th17占 CD4+T细胞的比

例,及Th1/Th2比值。推荐强度:强推荐。
共识9:Th细胞免疫偏向的改变可能与多种疾病

相关。Th1型免疫反应增强常见于部分自身免疫性

疾病及慢性病毒感染,减弱可能提示细胞免疫功能受

损;Th2型反应增强多见于过敏及寄生虫感染;Th17
型反应增强与自身免疫及慢性炎症相关,在肿瘤中可

能具有双重作用。Th1/Th2比值可作为免疫偏向的

参考指标,其异常需结合临床及其他免疫学参数综合

解读。推荐强度:中推荐。

图3  辅助性T细胞亚群的FCM检测设门逻辑图

4 质量控制要点

4.1 操作过程中的注意事项 NK细胞杀伤功能

FCM检测时,血液样本的采集量和新鲜程度影响PB-
MCs的分离效果,建议采集外周血约10

 

mL,尽量在

采集2
 

h以内进行PBMCs分离以维持其较高的活

性,并尽快完成检测。稀释血液可以降低血液黏稠度

及红细胞的聚集,提高单个核细胞的收获量。分离液

使用前,需提前预热至室温(18~25
 

℃),温度过低会

导致淋巴细胞丢失过多,温度过高则影响淋巴细胞活

性。分离液应直接加至离心管底部,切忌浸润四周管
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壁,加入细胞悬液则不能扰乱二者界面以影响分离效

果。根据血液样本量多少,选择合适体积的离心管,
一般稀释血液与分离液的体积比为3∶1~2∶1。在

进行细胞内的细胞因子检测时,新鲜配制的PMA、离
子霉素和BFA,需分装后置于-20

 

℃避光保存,避免

反复冻融。三者的工作质量浓度分别为50
 

ng/mL、1
 

μg/mL和10
 

μg/mL。尽量使用新鲜培养的靶细胞

(EGFP-K562细胞),若采用冻存的细胞,则建议在流

式检测前于37
 

℃、5%
 

CO2 条件下培养48~72
 

h以

保证细胞活性。当淋巴细胞胞内IFN-γ
 

FCM 检测、
体外刺激的 Th1/Th2/Th17的FCM 检测的样本采

用全血直接裂解红细胞的样本进行检测时,实验室应

建立完善的质控体系,并针对PBMCs分离的样本与

全血直接裂解红细胞的样本分别建立相应的参考

区间。
4.2 生物参考区间的建立与验证 在使用本实验室

自行建立的检测项目结果的参考区间时,参考区间制

订过程应符合国家卫生行业标准 WS/T
 

402-2024《临
床实验室定量检验项目参考区间的制定》的要求,参
考范围应考虑年龄、性别等因素,并定期对参考区间

进行验证和更新。
4.3 检测流程标准化 由于检测的流程涉及多个环

节,每个环节均可能引入误差。实验室应制订详细的

标准操作规程(SOP),包括样本采集、处理、染色、刺
激、上机检测等步骤。并定期培训操作人员,确保操

作一致性。由于目前该类项目缺乏室间质评,实验室

应制订比对计划,应定期按要求对检验项目进行室间

比对,评估实验结果的稳定性和准确性。
4.4 报告解读 应结合患者的病史、其他实验室检

查、相关指南、诊疗标准等对患者检测结果进行综合

解读,对动态监测的患者应重点关注其结果的变化趋

势,并结合疾病背景综合分析。
共识10:由于

 

NK细胞杀伤功能的FCM 检测、
淋巴细胞胞内IFN-γ的FCM检测、体外刺激的Th1/
Th2/Th17的FCM 检测操作流程较为复杂,目前缺

乏统一的生物参考区间,实验室应熟悉操作过程中的

注意事项,加强生物参考区间的建立与验证、检测流

程标准化质量控制,应结合患者疾病背景、相关指南、
诊疗标准等对患者检测结果进行解读。推荐强度:强
推荐。
5 结  语

  随着免疫学研究的深入和临床诊疗需求的提升,
特定的淋巴细胞功能状态在疾病诊断、治疗及预后评

估中的重要性日益凸显。本专家共识聚焦于 NK细

胞杀伤功能、淋巴细胞胞内IFN-γ、体外刺激的Th1/
Th2/Th17水平的淋巴细胞功能FCM 检测技术,旨
在通过规范检测流程、明确质量控制要求和结果分析

方法,提升检测的准确性、可重复性和临床应用价值。

尽管当前的淋巴细胞功能FCM 检测技术在实际

应用中取得了重要进展,使其在标准化和临床与科研

应用方面仍面临一定的挑战。首先,检测过程复杂,
导致不同实验室之间的结果可比性差,靶细胞(EG-
FP-K562细胞)的培养与保存难度较大,限制了 NK
细胞杀伤功能开展。其次,淋巴细胞功能FCM 检测

的室间质评和质量控制体系不完善,应加强实验室间

的比对和协作。此外,淋巴细胞功能检测在一些疾病

的临床诊疗中的价值仍需更多循证医学证据支持。
未来应积极开展不同疾病类型的多中心临床研究,逐
步确立在疾病精准诊疗和预后评估中的价值。
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