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【摘要】　抗原特异性T细胞是抗病毒免疫应答的重要组成部分，了解其数量、相对频数与功能状

态对评估个体或群体抗原特异性免疫具有重要意义，然而抗原特异性 T细胞相关的检测技术和操作

流程目前尚缺乏一致性的指南或共识。在新型冠状病毒感染疫情期间和疫情后评估群体的新型冠状

病毒特异性 T细胞均有必要性。为规范新型冠状病毒特异性 T细胞的检测方法和操作，中国免疫学

会在新型冠状病毒特异性T细胞的检测方法、生物标志物组合方案、操作技术要点和注意事项、质量

控制、数据分析和结果解读、人员培训等方面形成相关共识。本共识对建立新型冠状病毒特异性T细

胞标准检测方法和操作流程具有指导意义，有利于提高不同中心检测结果的一致性和可比性，也为制

订其他病原（如流感病毒）感染的抗原特异性T细胞检测规范提供参考。
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【Abstract】 T‑cell immune response is an important component of antiviral immunity, it is 
of great significance to determine their absolute counts, relative frequencies and functionalities for 
evaluating protective immunity in individuals and population. However, there is a lack of guidelines 
or a consensus on assays for antigen‑specific T cells. It is necessary to evaluate the 
SARS‑CoV‑2‑specific T cells in population during and after COVID‑19 epidemic. To standardize the 
detection method for SARS‑CoV‑2‑specific T cells, the Chinese Society for Immunology organized 
experts and reached a consensus on the detection method, biomarker combination scheme, 
technical points of SOP, quality control, data analysis and interpretation of results, personnel 
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training, etc. The consensus is of guiding significance to establish standard detection methods and 
operating procedures for SARS‑CoV‑2‑specific T cells, which is beneficial for the consistency and 
comparability of results from different laboratories, and also provides reference for antigen‑specific 
T cell standard detection methods for other pathogens (such as influenza) infection.

【Key words】 Coronavirus; SARS‑CoV‑2; Immune responses; Antigen‑specific T cell; 
Flow cytometry
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新型冠状病毒（简称新冠病毒）特异性 T 细胞

检测，主要用于评估新冠病毒疫苗诱导的T细胞免

疫应答和群体感染后的细胞免疫状态，对新冠病毒

疫情的监测和流行趋势的研判等均具有重要意义。

抗原特异性 T 细胞识别抗原受主要组织相容性复

合体（major histocompatibility complex，MHC）编码

分 子 的 限 制［1］，由 于 人 类 白 细 胞 抗 原（human 
leukocyte antigen，HLA）具有高度多态性，导致检测

人群中抗原特异性T细胞的变异度较大。此外，抗

原特异性 T细胞在总 T细胞中的频率较低，一般在

外周血单个核细胞中的检出率低于 1%，增加了检

测结果可靠性的难度；对抗原特异性T细胞的现有

检测技术均基于活细胞，对细胞活性和样本前处理

的要求较高。以上原因导致难以控制抗原特异性

T细胞检测的质量，也难以建立适用于群体评估的

通用型标准物。

目前，新冠病毒特异性T细胞检测方法主要是

酶 联 免 疫 斑 点 检 测（enzyme‑linked immunospot 
assay，ELISPOT）和 流 式 细 胞 术（fluorescence 
cytometry，FC）两种方法［2‑5］。ELISPOT 技术虽然是

目前检测抗原特异性T细胞的常用方法，但是该方

法检测指标通常只有一个，无法获得更多信息，并

且无法排除样品中其他类型免疫细胞的贡献，也无

法获得CD4+T和CD8+T细胞的各自水平。因此，中

国免疫学会对新冠病毒抗原特异性 T 细胞的检测

方法和标准操作规程形成相关共识，以期为将来建

立新冠病毒特异性 T 细胞的标准检测方法提供指

导原则，也为其他抗原特异性T细胞检测方法标准

化规范提供参考。

一、共识制订方法

本共识的发起和撰写人由承担广州实验室应

急攻关项目《新冠疫苗免疫后细胞免疫评价》的课

题组人员组成，包含免疫、呼吸病、检验、病毒、生物

制品技术标准制订和生物医药研发的 6 个领域的

专业团队。2021年8月至2024年5月，撰写组从研究

经验、文献和多实验室平行检测实践相结合，对新

冠病毒特异性T细胞检测方法、技术要点和注意事

项等方面进行了多轮次反复论证，形成《流式细胞

术检测新型冠状病毒特异性 T 细胞及其标准操作

流程》共识草案。在此期间，课题组以“SARS‑CoV‑2”
“severe acute respiratory syndrome corona‑virus 2”
“ COVID‑19 ”“ coronavirus disease 2019 ”“ antigen‑

specific T cell”“T cell response”“flow cytometry”“新

型冠状病毒抗原”“peripheral blood mononuclear cell 
& storage / processing/isolation/preservation/ shipping/
temperature”“抗原特异性 T细胞”和“流式细胞术”

为关键词，检索自建库至 2024 年 5 月 PubMed、
Embase、Web of Science 检索平台，Springer Link 检

索平台、IEEE Xplore 检索平台、MedRxiv、中国知

网、万方数据知识服务平台和维普数据库中的中、

英文文献，经去重和同类文献优选等处理，最终纳

入符合本共识主题的文献 50篇。

共识草案形成后，提交中国免疫学会，由免疫

学会推荐的 22 位专家组成共识专家组，通过线下

会议和线上函审对共识草案中的关键技术要点和

科学问题进行逐一讨论，并提出修改意见。全部意

见经撰写组成员逐条讨论后，对共识草案再进行了

两次修订，每次都提交给专家组每位成员审核，最

终形成该共识。

本共识采用德尔菲方法结合 GRADE 分级，请

每位专家针对每一条推荐意见进行投票（分级包括

完全同意、修改后同意（给出修改意见、部分同意、

和不同意）［6］。本共识设定：针对单条推荐意见，完

全同意、修改后同意和部分同意的专家超过 80%，

则对该条推荐意见达成共识。本共识共凝练出

9 条共识意见，最终根据投票的结果，对每条共识

意见分为二级，包括：强烈建议和推荐。强烈建议

是所有专家都同意和修改后同意（100%）；推荐是

针对部分同意的共识，即第二条共识‑生物标志物

组合方案，专家有不同意见，但都有科学意义，分歧

在于研究目的需求和实验条件等因素各异，不适合

形成一致性的共识，因此在这条共识下推荐了多样
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性的方案。最终形成的共识终稿，包括 9条共识核

心意见和标准操作流程（扫描本文首页二维码可浏

览附件：《流式细胞技术检测新型冠状病毒特异性

T细胞的标准操作流程》）。

二、新冠病毒抗原特异性T细胞的检测方法

目前抗原特异性 T 细胞检测技术的立足点有

三个方面：抗原刺激T细胞活化后诱导表达的膜表

型分子，即活化诱导的标志物（activation‑induced 
marker，AIM）和分泌的功能性细胞因子，以及抗原

表位和 MHC 复合物与相应 T 细胞受体（T Cell 
receptor，TCR）的结合。目前常用的技术方案包括：

单纯检测抗原刺激诱导特异性 T 细胞活化后分泌

的细胞因子的固相或液相酶联免疫吸附实验

（enzyme linked immunosorbent assay，ELISA）和

ELISPOT，以 及 FC 检 测 AIM、胞 内 细 胞 因 子

（intracellular cytokine staining，ICS）［7］ 和 抗 原

肽‑MHC多聚体。

（一）ELISPOT技术

ELISPOT技术，能够在单细胞水平检测细胞因

子的分泌情况，具有较高的灵敏度和通量，已被广

泛用于评估特异性 T细胞应答［8‑9］。但是，ELISA和

ELISPOT 都不能精准地反映抗原特异性 T 细胞的

情况，复杂群体中的其他类型细胞会造成干扰，如

自 然 杀 伤（NK）细 胞 、黏 膜 相 关 恒 定 T 细 胞

（mucosal‑associated invariant， MAIT）和 γδT 细胞在

抗 原 刺 激 后 也 可 分 泌 γ 干 扰 素（interferon γ， 
IFN‑γ）［10‑11］，此外也不能区分 CD4+T 和 CD8+T 细胞

分泌 IFN‑γ的情况。

（二）FC
1. ICS 方案：不同 T 细胞亚群在抗原活化后被

诱导分泌不同的细胞因子（cytokines，CK），检测不

同功能亚群的代表性CK是目前鉴定特定抗原特异

性 T细胞亚群较为可靠的方法，如辅助性 T细胞亚

群 1（T helper cells 1，Th1）和 CD8+ 杀伤性 T 细胞

（cytotoxic T lymphocyte，CTL）分泌的 IFN‑γ，Th2 分

泌 的 白 细 胞 介 素 4（interleukin，IL‑4）和 IL‑13，
Th17 分 泌 的 IL‑17 ，滤 泡 辅 助 性 T 细 胞 亚 群

（T follicular helper cells，Tfh）分泌的 IL‑21［12‑15］。不

同功能亚群的 Th 细胞活化后表达 CK 的时相存在

差异，因此要根据研究目的选择 CK以及检测时间

点。但是，ICS方案无法检测活化后不分泌细胞的

亚群；此外，ICS方案需要进行细胞的固定、破膜和

胞内染色等步骤，增加了质控的难度。

2. AIM 方案：AIM 技术是一种相对简便、快速

和较为全面的分析抗原特异性T细胞亚群的方法。

AIM 包 括 但 不 限 于 CD40L（CD154）、CD69、
OX40（CD134）、4‑1BB（CD137）、CD107a、CD25、程
序 性 细 胞 死 亡 配 体 1（programmed cell death 
ligand‑1，PD‑L1）（CD274）、CD38、HLA‑DR 等［16‑21］，

它们在表达时相、持续时间、不同亚群 T 细胞上的

分布等方面各有特点，其中有些AIM还预示了抗原

特异性T细胞的功能状态，有的AIM因受体介导的

内化而难以检测，如 CD154［22］。许多 AIM 分子，尤

其CD69和CD25，有相当比例的 T细胞在未受到抗

原致敏的时候也会表达，因此一般选择表达时相相

近的 2 个及以上 AIM 分子组合，获得抗原特异性

T 细胞亚群的精准信息。目前，常用于新冠病毒特

异性T细胞检测的AIM包括活化早期（刺激 24 h以

内）表达的CD69、CD154和CD137以及活化中晚期

（48 h 最佳）表达的 CD25 和 OX40［23］。AIM 组合反

映的特定抗原特异性 T 细胞包含多种功能不同的

T 细胞亚群。如抗原致敏活化的 CD134+CD25+CD
4+Th包含了目前已知的 Th1、Th2、Th17、Tfh以及调

节性T细胞（regulatory T cell， Treg）等亚群。因此采

用标记AIM的同时，联合鉴定特定Th亚群的表面标

志可以了解该Th亚群中抗原特异性T细胞的含量。

3. 抗原肽‑MHC（pMHC）多聚体方案：在明确特

定的抗原表位及其相应 MHC 限制性的情况下，用

合成的 pMHC 多聚体，结合流式细胞技术，可以检

测识别该 pMHC的T细胞群体［24‑25］。该方法最大的

局限性在于需要预先明确抗原表位和 MHC 分型，

且只反映识别特定 pMHC的 T细胞应答的水平，并

不能反映该抗原特异性T细胞总克隆的水平。

总之，FC 检测 AIM 或（和）ICS，能够在亚群水

平精准检测抗原特异性T细胞，但是由于操作过程

复杂，质控难度高，目前缺乏标准的操作流程。需

要注意的是，不同 AIM 组合之间并不完全重合，目

前也没有明确哪个 AIM 组合能够包含所有该抗原

特异性 T 细胞亚群的总和；同样，表达某一代表特

定 T 细胞功能亚群 CK 的细胞也并不全部表达

AIM。在检测条件允许的情况下，AIM 联合 CK 不

仅可以从较宽（多个T细胞亚群）的维度上，还可以

从特定功能亚群两方面了解某一抗原特异性 T 细

胞的水平。对于 COVID‑19 来说，分泌 IFN‑γ 的

Th1 细胞和 CD8+CTL 细胞，辅助抗体产生的 Tfh 是

发挥抗病毒效应的主要T细胞亚群［26］，最能体现机

体对该病毒的细胞免疫保护，因此 Th1和CD8+CTL
分泌的 IFN‑γ和标识Tfh亚群活化的生物标志物是
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评价机体产生新冠病毒特异性 T 细胞免疫应答的

关键标志物。

推荐意见 1：为了精准获得抗原特异性 CD4+T
和 CD8+T 细胞的水平，采用 FC 检测 AIM 或（和）代

表不同功能亚群的CK评估新冠病毒特异性T细胞

的数量、相对频数和功能状态更加具有优势。（推荐

分级：强烈建议）

三、FC检测新冠病毒特异性T细胞的生物标志

物组合方案

选择流式细胞技术检测的生物标志物分子的

种类和数量，要综合考虑研究目的、样品性质、仪器

配置、通道之间的荧光溢漏，成本和质量控制等因

素，检测方案的设计也要与 AIM 和 CK 的表达特点

相适应。专家组推荐的组合方案中至少含有 5 个

参数，其中要有区分细胞死活的染料和 CD3、
CD4和CD8的 3个基础标志物，再根据研究目的等

因素明确其他标志物的种类和数量。包括 3 种基

础方案：（1）AIM 方案，只检测 AIM 组合；（2）CK 方

案，只检测胞内 CK；（3）AIM+CK 方案，同时检测

AIM 和胞内 CK，可更全面地了解新冠病毒特异性

T 细胞的宽度和特定 Th 亚群的情况。但是，AIM
和 CK检测的技术方法有所不同，CK分泌检测需要

阻断高尔基体转运以提高灵敏度，而高尔基体转运

的抑制剂同样会影响有些AIM分子的膜表达，这种

情况需要考虑阻断剂的添加时机和作用时间，确保

AIM有充分的时间表达在膜上再添加抑制剂；抑制

剂作用时长要保证能够较好地检测到CK且不能过

长影响AIM的表达和细胞进入到增殖期，一般选择

在终止抗原刺激培养前 4~6 h添加。选择与 CK检

测一起胞内染色 AIM 要甄别是诱导性表达还是组

成性表达，抗原刺激诱导从头合成AIM或激活胞内

组成性 AIM 膜转运被认为与抗原特异性 T 细胞活

化有关。在以上 3个基础方案上，还可以联合其他

标志物，如鉴定T细胞亚群的标志物［如Tfh的CXC
基序趋化因子受体 5（C‑X‑C chemokine receptor‑5，
CXCR5）和程序性细胞死亡受体 1（programmed cell 
death receptor‑1，PD‑1），Th1 倾向表达的 CXCR3、
Th17 倾向表达的 CC 基序趋化因子受体 6（C‑C 
chemokine receptor‑6，CCR6）］，分 化 阶 段 标 志

（CD45RA和CCR7，区分不同记忆T亚群）和细胞功

能状态的分析（PD‑1，Tim3）等［15，27‑32］，以获得更多的

T细胞亚群和功能状态的精准信息。表 1列出了不

同 AIM、CK 及其组合适用检测的 T 细胞亚群和时

相。需要注意的是，不同性质的样品中抗原特异性

T细胞的状态存在差异，对相同AIM的检出率有较

大的影响，如CD137（4‑1BB），我们发现在疫苗接种

人群样品CD4+T和CD8+T中的检出率都较低，而相

关文献表明感染后刚进入恢复期不久的患者中却

有较高的阳性率［32‑33］。抗原刺激时间是选择生物

标志物的另一个重要因素，需要考虑“旁观者”活化

效应和活化诱导增殖带来的影响。综上，建议研究

者根据研究目的、样品性质和实验条件通过预实验

明确较优的标志物组合方案。

推荐意见 2：对以了解免疫保护为目的检测新

冠 病 毒 特 异 性 T 细 胞 水 平 ，推 荐 重 点 关 注

CD4+Th1、CD8+T 和 CD4+Tfh 细胞的数量和功能；FC
检测的生物标志物种类和数量要综合考虑研究目

的、样品性质、仪器配置、通道之间的荧光溢漏，成

本和质控等因素，在包含区分活细胞和死细胞的染

料、CD3、CD4和 CD8四个参数的基础上，根据研究

目的、利用部分待检样本进行预实验筛选和明确其

他标志物及最佳检测时相。表 1 列出不同组合推

荐方案，研究者可在此基础上根据各自需求和实验

条件再进行增减组合。（推荐分级：推荐）

四、标准操作流程中的关键技术要点和注意事项

检测抗原特异性 T 细胞表达 AIM 和 CK，需要

预先用抗原刺激T细胞活化，最常用的样品来源是

全 血 中 的 外 周 血 单 个 核 细 胞（peripheral blood 
mononuclear cell， PBMC）。因抗原特异性 T细胞的

检测是基于对细胞功能活化的检测，所以对样品中

活细胞数量和活性有较高的要求，专家组对操作流

程中的关键技术要点和注意事项形成以下共识，并

附以新冠病毒 S1肽库刺激PBMC，流式细胞术检测

CK（包括 IFN‑γ、TNF‑α 和 IL‑2）、CD3、CD4、CD8 和

死活染料共 7个参数的标准操作流程（扫描本文首

页二维码可浏览附件：《流式细胞技术检测新型冠

状病毒特异性T细胞的标准操作流程》）。

（一）全血样品的处理、PBMC 的分离、冻存和

复苏

样本从采集、运输、后续保存、处理到结果检出

全程中每一操作都需标注和审核志愿者的唯一识

别信息。

PBMC 是最常用的检测 T 细胞应答的样品。

PBMC 中各种细胞成分的完整性和功能活性决定

了检测结果的准确性，因此抗凝全血从采集、富集

分离到冻存复苏等各个环节均需严格要求：包括采

集中选用的收集管和抗凝剂，采集后放置和运送途

中的时间和温度；从全血中分离PBMC的分离液介
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质、耗材、洗涤和离心条件，以及冻存液和冻存复苏

的条件（表2）。

全血样品采集方面，建议采用肝素钠或肝素锂

作为抗凝剂，对比其他抗凝剂如乙二胺四乙酸

（ethylenediamine tetraacetic acid，EDTA）和 柠 檬

酸‑葡萄糖溶液（acidcitratedextrose，ACD），使用以

上抗凝剂在影响 PBMC 得率和 T 细胞功能方面没

有显著差异［34］。但 EDTA 影响延时处理全血样本

中（如 24 h）的中性粒细胞的性质和功能，导致

PBMC中中性粒细胞的污染并对后续T细胞应答的

检测造成间接影响［35］。

采集后的抗凝全血从离体到分离出 PBMC 进

入程序降温的时间应越短越好；时间越长，后续分

离的PBMC中出现中性粒细胞污染、各成分细胞的

死亡、活性和功能的改变越多，这些因素会影响后

续检测结果的一致性和稳定性［34，36‑38］；虽然多数实

验室均要求 4~6 h内完成以上工序，然而考虑到大

多数实际场景难以实现，建议在 8~12 h 内完

成［36，39］；对于从采集到送达实验室进入样品处理的

时间超过 24 h的情况，建议最长在 32 h内进入样本

处理，并且在采集时（或后），用RPMI1640培养基按

照体积比 1∶3进行稀释抗凝全血，后续用淋巴细胞

分离液分离时延长离心时间至 30 min，以减少中性

粒细胞污染对检测结果的影响［34，38，40］；样品采集到

PBMC 冻存前的时间因素需纳入到结果对比分析

中，建议相同时段样品进行比较，尤其延时处理的

样本（超过 24 h），不适合与常规样品进行对比分

析。抗凝全血运送时的温度建议在 25~30 ℃之间，

表1 新型冠状病毒特异性T细胞的生物标志物组合方案

方案

胞内细胞因子标记

活化诱导的标志物

活化诱导的标志物+胞内细胞
因子标记

其他辅助标志物

包含4个基础参数的组合

数量

5
7
6

7
7

9

其他标志物

IFN‑γ
IFN‑γ， TNF‑α， IL‑2
CD154， CD69
CD154，CD200
CD137， CD69
CD134， CD25

CD274， CD25
CD274， CD134
CD137， CD69，CD154
IFN‑γ， CD69，CD154
IFN‑γ， CD69，CD137
IFN‑γ， CD134， CD25， 

CXCR5， PD‑1
CXCR5，PD‑1
CD45RA， CCR7
CD127， CD25

T细胞亚群

CD4+Th1，CD8+T
CD4+Th1，CD8+T
CD4+Th（Th1占比较大，Treg占比最少的组合）

CD4+Th
CD4+Th和CD8+T
CD4+Th（应答宽度最大的组合，含多种CD4+Th亚群，

包括 cTfh和抗原反应性Treg）
CD4+Th（含 cTfh）
CD4+Th（Treg较少）

CD4+Th， CD8+T
CD4+Th， CD8+T
CD4+Th， CD8+T
CD4+Th1， CD4+Tfh， CD8+T

CD4+Tfh
排除CD45RA+CCR7+naïve T，增加阳性率

排除CD25+CD127-Treg

抗原刺激时间（h）
16~48
24~48

6~24
24

12~24
18~50
18~24
18~50
18~50

24
6~24

16~24
18~50

注：IFN‑γ为干扰素γ；CD为分化群；Th为辅助性T细胞；TNF‑α为肿瘤坏死因子α；IL‑2为白细胞介素 2；Treg为调节性T细胞；cTfh为循环

滤泡辅助性T细胞；CXCR5为CXC基序趋化因子受体 5；PD‑1为程序性死亡受体 1；Tfh为滤泡辅助性T细胞；CCR7为CC基序趋化因子受体 7；
naïve T为初始T细胞

表2 抗凝全血样品采集到PBMC检测前的技术要素和注意事项

技术要素环节

血样采集

血样运送

PBMC分离制备

PBMC冻存

冻存PBMC的运送

PBMC复苏

注意事项

采样技术、采样管、抗凝剂、加工前的保存条件和时间

时间、温度、运动状态

分离液介质、全血和分离液体积配比、洗涤、离心条件

冻存液配方、冻存细胞的浓度、程序降温速度、长期冻存温度

运送温度

复苏温度、复苏时间、复苏体积和离心、DNA降解酶处理、复苏PBMC检测前静息时间

注：PBMC为外周血单个核细胞
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接近 30 ℃最佳，避免较长时间暴露在低于 15 ℃和

高于 40 ℃温度［41］；运输途中避免暴晒；对于较长时

间运输的血样，途中温和振荡可以减少后续分离

PBMC中中性粒细胞的污染［34］。

建议采用密度为（1.077±0.001） g/ml 的聚蔗糖

（Ficoll）进行密度梯度离心法去除全血中的红细

胞、血小板以及中性粒细胞等含量丰富的细胞成

分，减少对T细胞活化和检测的干扰。注意事项包

括：密度梯度离心前，用无菌的生理盐水（或 PBS）
进行稀释；Ficoll 密度梯度离心时需要注意测试离

心机的加减速度档位；离心温度为 15~25 ℃；冻存

PBMC的细胞浓度在（3~30）×106/ml［42］，冻存体积符

合规定容量；冻存剂配方为 7.5% 二甲基亚砜

（dimethyl‑sulfoxide，DMSO）+92.5% 胎牛血清；程序

降温（1 ℃/min）至-80 ℃后，尽快将冻存细胞转入液

氮中长期保存；不同地点转移样本，强烈建议采用液

氮或干冰中进行运输，确保冻存管外表面≤-80 ℃。

复苏冻存PBMC需要注意的事项有：从液氮到

完全复融到 37 ℃要快速；复融所需的水浴或同等

设备，需要恒温保持在 37~40 ℃；复融后的细胞要

用 37 ℃预温的 5~7倍冻存液体积的完全培养基重

悬、离心去除冻存剂；计数复苏后的细胞，活细胞比

例建议在 80% 以上，低于 70% 的活细胞率将明显

降低T细胞应答的功能活性［43］，严重影响不同批次

检测结果的稳定性和一致性。

推荐意见3：样品采集、运输、PBMC分离、PBMC
冻存和复苏应建立标准操作规程。样品从采集、分

离PBMC到冻存应尽可能在 8~12 h内完成；全血运

输过程应保持阴暗干燥，温度控制在25~30 ℃；采用

Ficoll密度梯度法分离全血中的 PBMC；冻存 PBMC
应在液氮中存储和转移；冻存和复苏严格遵循缓冻

速融原则。（推荐强度：强烈建议）

（二）刺激新冠病毒特异性T细胞活化的抗原

新冠病毒基因组包含多达 29 个开放阅读框，

虽然编码蛋白的确切数目尚待确定，但 4种结构蛋

白（S、N、M 和 E 蛋白）、至少有 16 种非结构蛋白

（nonstructural proteins，NSP）和 6~7 种辅助蛋白被

确认，理论上都含T细胞表位。虽然目前研究表明

S 蛋白、N 蛋白和 M 蛋白以及一些非结构蛋白如

NSP3能够诱导较强T细胞应答［44‑45］，但伴随研究的

深入、流行趋势的变化以及研究目的需求（如疫苗

改造升级），其他蛋白或者几个蛋白的组合都可以

作为抗原。对于灭活疫苗评价，4种结构蛋白都可

以选择，推荐含表位较多的 S蛋白和N蛋白作为抗

原；其他技术方案的疫苗评价，要根据疫苗靶向的

蛋白来确定。对于感染人群评估，推荐含表位较多

的 S蛋白、N 蛋白、M 蛋白和 NSP3等作为抗原。抗

原有蛋白和肽库两种形式，推荐选择肽库。在选择

S肽库作为抗原刺激物时，如果考虑肽库容量对刺

激效果的影响，推荐将 S蛋白分为 S1（1‑681AA）肽

库和 S2 肽库（682‑1273AA）。总之根据研究目的、

样品和研究条件，选择肽库种类和容量。对于兼顾

CD4+T 和 CD8+T 细胞的研究目的，因 MHC‑Ⅰ 和

MHC‑Ⅱ沟槽结合的表位长度不同，可以采用 15~
20 个氨基酸长度，4~10 个氨基酸步移范围内合成

单肽，推荐 15 个氨基酸长度，4 个氨基酸步移合成

单肽［44，46］；目前缺乏肽库容量是否影响抗原特异性

T细胞应答的明确研究数据，肽库的含量由所检测

蛋白的大小决定，新冠病毒不同蛋白对应的肽库含

量为 6~388条不等，因此可根据研究目的决定肽库

的组合［44］。肽库的配制一般选用DMSO配制，可以

按照质量浓度和摩尔浓度（每条单肽分子数一致）

配制，储存浓度肽库推荐是终浓度肽库的 1万倍以

上，以减少溶剂 DMSO 对细胞的影响；推荐每条单

肽终浓度为 250~350 nmol/L；肽库干粉和储存浓度

的肽库推荐储存于-80 ℃；因肽库的配制和储存等

因素均影响后续检测的灵敏度，推荐每条单肽由同

一个机构合成，纯度>80%，溶剂选择和用量、单肽

的溶解、肽库的配制以及保存、运输应建立标准操

作规程。

推荐意见 4：检测新冠病毒特异性 T 细胞应答

要根据研究目的和新冠病毒蛋白的性质选择特定

的抗原，推荐使用肽库刺激活化的方式；对于同时

兼顾 CD4+T和 CD8+T细胞表位的肽库，单肽的合成

可在 15~20 个氨基酸长度，4~10 个氨基酸步移范

围，推荐 15个氨基酸长度，4个氨基酸步移（即相邻

两肽有 11个氨基酸重叠）；推荐抗原肽库按照摩尔

浓度配制，保证每条肽的分子数量一致；肽库的终

浓度推荐每肽为 250~350 nmol/L；肽库的配制和储

存应建立标准操作规程。（推荐强度：强烈建议）

（三）新冠病毒抗原刺激T细胞活化

加入一定浓度的 DNA 降解酶可以减少复苏

PBMC中较多死亡细胞释放的核酸，减少细胞成团

影响后续计数细胞的准确性和抗原刺激培养的效

果。复苏后的PBMC静息 4~8 h后再接受抗原刺激

的活化效果较好。细胞的浓度［（2~3）×106/ml］、培

养体积、培养板的规格型号、胎牛血清和培养基的

批次、抗原肽库的终浓度和抗原刺激时间、高尔基
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体阻断剂的种类和添加的时机等因素都将影响最

后的检出率。抗原刺激时间需要根据选定的生物

标志物的表达特点和少量待检样品的预实验来确定。

对于检测胞内 IFN‑γ为主要目的方案，建议选择刺

激24 h；在终止培养前 4~6 h加入高尔基体阻断剂。

（四）PBMC样本的膜表面标记和胞内染色

新冠病毒抗原刺激PBMC终止培养后，建议在

培养板中进行细胞的标记（扫描本文首页二维码可

浏览附件：《流式细胞技术检测新型冠状病毒特异

性T细胞的标准操作流程》）；按照先区分死活细胞

的染料和膜表型分子的标记（避光标记时间

20 min，室温 15~25 ℃）再进行固定、破膜的胞内分

子标记（标记时间为室温60 min或者4 ℃过夜）的顺

序进行；每一步的标记和清洗过程均需充分混匀试剂

和细胞；选择抗生物标志物的荧光偶联抗体的原则

是：用参考品预先测试筛选抗体的克隆号；抗体偶

联的荧光素要根据仪器的配置尽量避开溢漏较大

的通道，无法避免的情况下将最小溢漏荧光通道分

配给最核心的指标，以减少假阳性结果；不同批号

的荧光偶联抗体在每次启用前需要重新滴定用量。

推荐意见 5：新冠病毒抗原肽库刺激复苏后的

PBMC 中特异性 T 细胞应答和检测，从复苏 PBMC
的静息时间、新冠病毒抗原刺激 PBMC 到终止培

养、到细胞的免疫标记需建立标准操作规程。（推荐

强度：强烈建议）

（五）样品上机和数据获取

流式细胞仪需要按规程定期保养维护和校准，

每批次样品检测前需要运行 CST 质控微球保证样

品在仪器处于正常运行状态下检测［36］；上机前做好

机器准备，包括检查鞘液，开机预热，管道清洗；根

据选用的检测通道对电脑获取桌面进行设置，方便

调节补偿和数据的存储，保留 BV510通道，以排除

自发荧光细胞。

根据要检测的荧光通道建立上机模板；首先用

参考品制备空白管、多色管和单标对照管，设置各

荧光参数的电压和补偿值，保留调节好的模板，方

便后续不同批次样品检测前进行微调；对上机的样

品进行规律编号以便后续整理和溯源；上机获取的

细胞越多越好，因为新冠病毒抗原特异性T细胞在

PBMC 中的理论值一般低于 1%，需要满足一定的

T 细胞数量后其结果才反映真实的频率，建议活

CD3+T细胞总数不少于5万个。

推荐意见 6：流式细胞仪的使用应注意每次检

测过程中的仪器质量控制，定期进行维护保养和校

准评估。建议合理选择和搭配所需荧光抗体，并合

理选择和设置对照。检测新冠病毒抗原特异性T细

胞，建议活 CD3+T细胞总数不少于 5万个。（推荐强

度：强烈建议）

五、标准操作流程中的质量控制

检测抗原特异 T 细胞从采集到培养终止需全

程无菌操作，避免因污染产生假阳性或假阴性结

果；不同于其他免疫学指标，抗原特异性 T 细胞检

测目前尚无通常意义的标准物质，建议预先筛选对

新冠病毒抗原或感染人群较大的其他常见病原体

高应答的志愿者的PBMC作为质控参考品，如巨细

胞病毒（cytomegalovirus，CMV）高应答者。常用多

种 病 原 体 混 合 肽 库 ，包 括 CMV、EB 病 毒

（Epstein‑Barr virus， EBV）、流 感 病 毒（influenza 
virus，Flu）混合的 CEF（CD8+T）和 CEFTA（CD4+T）、

拓展的CEFSX（兼顾CD4+T和CD8+T）肽库［47］（扫描本

文首页二维码可浏览附件中质量控制参考品的制备）。

对照设置原则上包括 3 种：仪器对照、灵敏

度/特异性对照和生物学对照；仪器对照包括阴性

对照（空白对照）和补偿对照（单荧光标记），用于流

式细胞仪检测通道电压和荧光参数之间补偿的调

整；灵敏度/特异性对照用于设定阴性群和阳性群

的 边 界 ，包 括 同 型 抗 体 对 照 和 FMO 对 照

（fluorescenceminusone， FMO）［48‑49］；生物学对照包

括阴性对照，推荐无抗原刺激的溶剂组，样品条件

允许的情况下可以再加一组明确的不相关肽刺激

组（如植物蛋白来源的短肽）对照，通过新冠病毒抗

原刺激组和阴性对照组的差异反映是否存在新冠

病毒抗原特异性T细胞，需3个重复，用于本底均值

计算；阳性对照组可采用 CMV 结构蛋白步移全肽

库、覆盖更多病原体的 CEFX 或 CEFSX 肽库刺激。

实际检测场景下，因待检样品的细胞数量、成本、时

间等限制，每批次检测建议用参考品细胞设置上述

完整的 3种对照，即仪器、灵敏度和生物学对照；待

检样品只设置生物学对照。

死细胞数量和比例过高是导致假阴性结果的

主要因素。死细胞数量过多可以很容易地通过流

式物理参数点图判断，表现为大部分细胞集中在低

FCS和 SSC位置。此外，CMV肽库阳性对照组如果

在同一批次多个样品中没有阳性结果（即远低于人

群感染百分比）也可以用于辅助判断本批次实验的

质量。样品的潜在污染是导致假阳性结果的主要

因素，结果表现常为明显的拖尾现象，较高的阳性

率，一般在阴性对照组中也出现这种情况。如果是
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较多样品都产生类似现象，需要考虑有试剂污染的

可能性。

推荐意见 7：建议筛选对新冠病毒待检抗原肽

库或其他病原体（混合）肽库的高应答志愿者来源

的PBMC作为每批次实验质量控制的参考品，样品

内部的质量控制可通过设置复孔、阴性对照和阳性

对照。（推荐强度：强烈建议）

六、数据分析和结果判读

采用第三方软件 FlowJo（美国 BD Biosciences 
公司）分析；因抗原特异性T细胞是稀有群体，需要

更加严谨的设门路径（扫描本文首页二维码可浏览

附件：《流式细胞技术检测新型冠状病毒特异性T细

胞 的 标 准 操 作 流 程》），尤 其 对 物 理 参 数

FSC‑A/SSC‑A 的设门，因抗原特异性 T 细胞活化后

的细胞大小和粒度都会增加，门设定的过小，会导致

一部分活化的抗原特异性T细胞丢失，降低灵敏度。

如果样本有污染或者死细胞含量过高，则舍

弃。质控合格的同批次样品，可以采用FlowJo批量

处理分析，但因群体存在个体差异，需要对所有检

测样品的各级门控进行审核；利用软件的表格导出

功能导出结果，采用阳性率作为原始值，再进行统

计分析。原始数据包括：活CD3+T细胞、CD3+CD4+T
和CD3+CD8+T的数量和在上一级门中的百分率，抗

原特异性 T细胞的数量和阳性率（AIM+或 CK+细胞

在 CD3+CD4+T 和 CD3+CD8+T 的阳性率）；以新冠病

毒抗原刺激组各复孔减去阴性对照组的复孔均值

作为真实阳性率，如果结果为负值判定为 0。
七、数据保存和归档

每个样品通过唯一标识码或与唯一标识码的

关联编码溯源；样品完成上机后，应该及时导出原

始数据，以 fcs格式保存；每个样品数据的完整文件

应包括：全程实验记录，数据的 fcs 文件，分析后的

ACS（FlowJo）文件，2D 点图（门控路径分级和初始

数据图）以及导出的相应 excel或 csv格式的原始数

据（包括细胞数量，CD3+T 细胞、CD4+T 和 CD8+T 的

活细胞数和百分率，新冠病毒抗原特异性 AIM+或

CK+CD4+T 和 CD8+T 细胞数量和阳性率）和计算后

的真实阳性率。

推荐意见 8：流式细胞术数据的分析和结果判

读需要建立标准操作规程，实现样品追溯管理，做

好全程实验记录、原始数据和分析数据的归档和储

存。（推荐强度：强烈建议）

八、规范管理及人员培训

抗原特异性 T 细胞的检测来自于人类资源样

品，需要获得伦理批准且所有操作要遵守《生物安

全法规》。因FC检测的操作步骤复杂，注意事项和

细则都将影响结果的灵敏度、可靠性和重复性，质

控难度高，对操作人员的培训极其重要，除了建立

标准操作规程并进行实验操作流程的定期培训，还需

要建立实验记录和实验结果的整理和归档体系［50］。

推荐意见 9：流式细胞术检测操作人员的培

训、数据监督审查应进行规范管理。（推荐强度：强

烈建议）

虽然目前流式细胞技术检测抗原特异性 T 细

胞在实际应用中依然存在局限性，但该技术的诊断

价值高于现有其他技术。本共识在流式细胞技术

检测新冠病毒特异性 T 细胞的重要相关问题上形

成推荐意见，希望为将来建立相关技术标准提供指

导原则和参考，也希望为临床、科研、疾控和疫苗制

备企业等机构科学评估其他抗原特异性 T 细胞提

供参考。
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