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文章编号:1000-5404(2000)10-1003-05　 综述

CTL活性检测与监测

Methods for detecting and monitoring the activity of cytotoxic T lymphocyte

石统东 ,吴玉章　　(第三军医大学基础医学部全军免疫学研究所 ,重庆 400038)

　　在肿瘤及病毒性疾病的研究 、治疗中 , 体液免疫并不能彻

底消除肿瘤细胞及细胞内感染病毒 , 只有细胞介导的免疫反

应 ,特别是细胞毒性 T淋巴细胞(Cytotoxic T lymphocyte , CTL)介

导的细胞免疫反应才能发挥最根本的作用。发展上述疾病的

特异性疗法和诱发针对病毒感染细胞与肿瘤细胞表面特异性

抗原的细胞免疫应答 ,特别是 CTL 介导的细胞毒作用 , 是克服

目前病毒性疾病的常规治疗方法不能消除宿主细胞内病毒感

染 ,以至使感染迁延 、慢性化甚至向肿瘤恶性分化发展 , 以及肿

瘤治疗缺乏特异性 、损伤大 、毒副作用大 、疗效不够满意等问题

的关键。而检测和监测病毒性疾病和肿瘤的抗原特异性 CTL

的活性及其介导的免疫应答的发展与转归 , 是评价特异性免疫

疗法的基础。

　　目前我们已能直接定量某些特异性 CD8+ T细胞应答 , 同
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时 ,某些特异性 CD4+T 细胞应答的成熟的直接定量方法亦已

面世。可以预计:在不久的将来我们对细胞介导的免疫反应的

认识将会加深 ,有些理念可能要有所改变。目前国内外测定

CTL活性的方法 ,大致可分为两类:一类是应用同位素的方法 ,

一类是单个细胞水平的方法。各方法的原理 、材料要求 、具体

操作 、灵敏度 、适用范围等也不尽相同。

1　应用同位素的 CTL活性测定方法

1.1　51Cr释放法
　　自 Brunnner等介绍以51Cr标记靶细胞的同位素释放法测定

CTL的细胞毒活性以来 , 51Cr释放法已成为测定 CTL杀伤活性

的常规方法。因其易操作 、重复性好 ,国外多采用此方法。 51Cr

能透入细胞质 ,为细胞质内标记 , 在细胞破损之后即被释放出

来。所需标记时间较短 ,一般 1 ～ 2 h。 研究发现一个效应 CTL

细胞(Effector CTL , eCTL)可在 4 h 内连续杀伤 5 个靶细胞 ,所以

效应细胞和靶细胞的共孵育时间亦较短 ,一般只需 4 h。

　　典型操作如下:选择一种对 CTL介导的细胞毒作用高度敏

感的靶细胞 ,以 104/孔的数量转移至 U型或 V型底的微孔细胞

培养板中 ,每组做 3 个复孔。效应 CTL细胞以至少 1∶5、最多
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100∶1 的比例加入同一孔中 , 混合后离心(300 ～ 500 r/min , 5

min)沉淀 , 置 37 ℃、5%CO2 孵箱中共孵育 4 h。效应 CTL细胞

中所含特异性 eCTL 至少应为 1/ 1 000;对人外周血淋巴细胞

(PBMC)而言 ,如果 PBMC 直接来自病人 , 由于 CD8+PBMC 约占

总 PBMC 的 10%～ 20%,所以抗原特异性 eCTL至少应为 CD8+

PBMC 的 1/100 ～ 1/200。但是 , 由于此方法检测人 PBMC 中

MHC-Ⅰ类分子限制性 CTL肽段的特异性 CTL 的敏感性较低 ,

所以人 PBMC取出后 , 可在体外继续培养 , 并以特异性抗原刺

激 2～ 3次 , 以扩大特异性 eCTL的数量。共孵育 4 h后 ,将细胞

培养板离心 ,取上清 , 用γ-计数仪测定每孔 cpm 值 , 取均值为每

组的γ-计数值。

　　其主要缺点:(1)51Cr 标记细胞的自发释放率较高 , 每小时

1%～ 2%,不适用于较长时间的细胞毒试验 。且用51Cr 标记时 ,

要求细胞浓度应较大(由于标记时间短 , 不会导致细胞因营养

耗竭或废物堆积而加速死亡)。(2)对某一 CTL 肽段的特异性

eCTL的评价仅在定性 、至多半定量的层面 。

　　由于国产51Cr比活性低 , 自发释放率高 , 不能采用 , 现已经

未见生产;而国外产品价格昂贵 , 所以国内少见应用此方法的

报道。国外产品如 Amersham 公司 、NEN 公司等的 Na51 Cr、

Na2
51CrO3等质量很好 , 均可用于标记。

　　51Cr释放试验的计算公式为:

特异性细胞溶破率(%)= 样本 cpm值-自发释放 cpm 值
最大释放 cpm值-自发释放 cpm 值
×100%

1.2　125 Ⅰ-UdR释放试验
　　最早125Ⅰ-UdR标记靶细胞的同位素释放试验 ,是被用于测

定人类的抗肿瘤细胞免疫应答 ,所用靶细胞多为贴壁培养的细

胞。后来逐渐用于标记悬浮培养的细胞。只是贴壁细胞和悬

浮细胞的标记条件差别较大 ,细胞毒活性测定的具体方法也有

所不同 ,对贴壁细胞来说 , 可用细胞培养板培养细胞 , 待细胞贴

壁后 ,再进行同位素标记;对悬浮细胞而言 , 用一般细胞培养管

即可 ,不必等细胞贴壁再行标记。具体操作是:将(1～ 5)×104

细胞加入细胞培养板中 ,待其贴壁后(悬浮细胞不必), 加入 0.5

～ 1 μCi125 I-UdR和 10～ 6 mol/ L FUdR ,标记 18 h;充分洗涤后 , 根

据效靶比与效应细胞一起加入培养板中 , 晃动培养 48 h , 加入

胰酶培养 30 min 后 ,分别取原上清 、加胰酶后的上清和细胞 , 共

3 组 ,计数 cpm 值。计算公式为:

总 cpm值=原上清 cpm 值+加胰酶后的上清 cpm 值+细胞 cpm值

特异性杀伤率(%)=
细胞 cpm值
总 cpm值
×100%

胰酶溶破率(%)=
加胰酶后的上清 cpm 值

加胰酶后的上清 cpm值 +细胞 cpm值
×100%

　　此方法的优点在于:125Ⅰ-UdR掺入靶细胞的核内 DNA , 标

记细胞无明显的自发释放 ,同位素的释放率直接反映靶细胞的

破损情况。由于是核内标记 ,所以在短时间内(4 ～ 6 h)不能释

放 ,故不适用于做短时间培育的细胞毒试验 , 而适用于较长时

间(24～ 48 h)的细胞毒试验 , 以测定杀伤作用较弱的效应细胞

的细胞毒作用 ,如 NK 细胞及巨噬细胞的杀伤活性及抗肿瘤作

用的细胞免疫。

　　对于 NK细胞活性 、抗肿瘤细胞免疫应答等较弱的细胞毒

效应 , 效靶细胞共孵育结束后 , 靶细胞应用胰酶及 DNA 酶进行

处理 ,才可测得效应细胞的杀伤作用。而在测定 CTL的细胞毒

作用时 , 胰酶和 DNA酶处理与否并不能改变试验结果 , 也不会

使无杀伤活性的试验转为有杀伤效应 ,这可能与 CTL细胞对靶

细胞的杀伤力大于 NK 细胞等的杀伤力有关。尽管国产125 Ⅰ-

UdR仍存在一些问题 ,各批质量不同会直接影响标记效果 , 但

如果靶细胞生长良好 ,处于对数生长期 , 存活率达到 98%左右 ,

则各批产品仍可使用。

1.3　3H-TdR释放法
　　现用51Cr法标记细胞自发释放率较高 ,半衰期短(27.7 d),

价格昂贵 ,为实际应用带来许多困难。 125Ⅰ-UdR释放试验方法

虽优 ,但价格贵 , 国产每批质量也不同。 3H 半衰期长 , 国产质量

稳定 ,价格不贵 , 亦无外照射损伤 ,应是较为理想的细胞毒释放

试验的同位素。但是3H 标记样品的制备 、中间操作过程和结果

测量较为麻烦 ,效靶细胞共孵育时间相对51Cr释放法要长一些 ,

由于3H-TdR的标记是细胞核内标记 , 所以靶细胞被杀伤死亡

后 , 3H并不能立刻被释放出并游离于上清中 , 故需再用适当浓

度的胰酶和 DNA 酶进行消化处理 , 结果的测定要用液闪测量

仪进行。由于
3
H-TdR为核内标记 , 所以人们担心的问题主要有

两个:自发释放率和释放出的同位素能否再为靶细胞所利用。

但研究发现:由于靶细胞死亡时不仅释放出3H-TdR , 同时也释

放出更多的非活性 TdR。 故3H-TdR 的再吸收利用因素可忽略

不计[ 1] 。目前国内已较多地应用3H-TdR释放法测定特异性/非

特异性 CTL作用。更有改良的研究方案
[ 1]
将测上清液放射量

改为测细胞残留放射量 ,使方法更快 、更简单。具体操作是:(1

～ 2)×106/ ml靶细胞加入 10μCi 3H-TdR ,置 37 ℃水浴孵育 2 h ,

经充分洗涤后 ,在 96-孔细胞培养板中每孔加入 104细胞。根据

适当效靶比加入效应细胞 , 混合培养 4 ～ 18 h 后 ,去上清 , 加胰

酶和 DNA 酶溶液 ,继续温育 30 min。用多头样品收集器将细胞

收集在玻璃纤维滤纸上 , 放入液闪杯中测量 cpm 值。计算公

式:

对照组 cpm 自然释放率(%)=(1-
对照组 cpm
总 cpm
)×100%

特异性细胞杀伤率(%)=(1-
样品组 cpm
对照组 cpm
)×100%

2　单个细胞水平测定 CTL活性的方法

　　目前 , 在单个细胞水平测定 CTL反应活性 , 一般常用下列

几种方法:产生细胞因子的细胞记数法 、基于 PCR的特异性

TcR追踪法 、有限稀释分析法(LDA)、MHC-Ⅰ 类分子-抗原肽

(MHC-Ⅰ pep)四聚体法。

2.1　细胞因子分泌细胞的计数法
　　活化的 T淋巴细胞可分泌一些功能性的细胞因子 ,如 IL-

2 、IFN-γ、TNF-α等。所以可通过下列方法检测单细胞水平上的

细胞因子产生 、分泌情况:(1)原位杂交技术检测编码细胞因子

的mRNA;(2)免疫组化法和免疫荧光法检测细胞因子;(3)细胞

因子分泌细胞的胞内染色 ,然后再用流式细胞仪进行检测;(4)

改良的酶联免疫吸附试验 ,以确定单个细胞因子的分泌细胞。

2.1.1　染色细胞内的细胞因子　　体外培养 、刺激 、活化细
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胞 ,用 Brefeldin A 封闭细胞因子分泌途径 ,使细胞因子在细胞内

累积。然后 ,用荧光或生物素标记的 CD4 或 CD8 的单克隆抗体

对细胞进行CD4 或 CD8 表面标志物染色 ,再经去污剂固定并增

高细胞通透性 ,使抗细胞因子荧光抗体结合到细胞内[ 2 , 3] 。 最

近已经建立了 CD4+T细胞和 CD8+ T细胞的抗原特异性细胞

因子分泌细胞的细胞内染色方法。此方法应用细胞内累积细

胞因子的染色和多种颜色参数的 FACS 法 , 是检测人循环淋巴

细胞中抗原特异性 T淋巴细胞的可行方法。

2.1.2　ELISpot法　　该方法原理是:活化的 T 淋巴细胞周围

分泌有高浓度的细胞因子 ,可进行酶联免疫检测和记数单个细

胞因子分泌细胞。具体操作是:将硝酸纤维素膜用细胞因子特

异性单克隆抗体预包被 , 经洗脱去掉过量的抗体后 , 再用牛血

清白蛋白封闭游离位点 , 然后衬底于细胞培养板的微孔底部 ,

将T 细胞和抗原提呈细胞(APC)加入此孔内 ,用特异性抗原刺

激 ,以活化细胞并分泌细胞因子。然后加入碱性磷酸酶(ALP)

或辣根过氧化物酶(HRP)标记的抗细胞因子抗体 , 以检测细胞

因子的分泌状况 ,经再次洗脱 , 去掉多余抗体后 , 用立体显微镜

观察分泌斑的情况。一般来说 ,每个小斑都反映了一个细胞因

子分泌细胞的情况 ,见图 1。

图1　检测单个细胞因子分泌性 T细胞在外周血淋巴

细胞中的存在频率　(ELISpot法)

　　该方法比51Cr释放法更加有效 、快速 , 敏感度要高 30 ～ 100

倍 ,且不需体外的细胞增殖过程。现在国外已有该系统的商业

化试剂盒 ,国内也有销售。基于 IFN-γ或 TNF-γ分泌性 CD8+ T

细胞的 ELISpot法已用于检测几种 MHC-Ⅰ 类分子限制性黑色

素瘤抗原 ,如 MAGE、gp100 、Mart-1、酪氨酸酶等的检测[ 4 , 5] 。 缺

点是大数量的斑点 ,或者斑点的形状变异较大均会使人工分析

变得很困难。但是应用计算机辅助立体成像检测技术已可解

决此问题 ,并且能够确定分泌斑的面积 , 分析 T 淋巴细胞对特

异性抗原的反应能力。

2.2　基于 PCR的特异 TcR跟踪法

　　同一MHC-抗原肽复合物存在多个不同的 CTL 识别克隆。

不论是对 TcR基因的分子克隆研究 , 还是对 TcR高变区的第三

补体结合位点(CDR3)的研究 , 都证实同一个体中 , TcR文库存

在多种特异性。对某一抗原而言 , TcR库是有限制性的 , 即一

些密切相关的 TcR被那些相应的抗原特异性 T 细胞所利用。

因此 ,应用 RT-PCR技术和克隆型 TcR特异性引物 , 能够检测淋

巴细胞群体中抗原特异性 T淋巴细胞克隆的存在。

　　分析 TcR文库的其它方法还有 Cβ 、Vβ 两个区域的引物之

间的 cDNA顺序的扩增 、Vβ 、Jβ 两区域的引物间基因组 DNA 的

扩增 ,然后再用 SSCP凝胶来分析标记的 PCR产物;还有一种更

加灵活并可定量的方法 , 即最初的 PCR反应用未标记的 Vβ 和

Cβ 或 Jβ 特异性引物 , 然后加入荧光标记探针 ,使产物再经过一

“ run-off”反应 ,终产物得以延长过 CDR3 区 , 然后可用测序凝胶

分离[ 6] , 见图 2。此方法最大的限制在于不能确定单克隆扩增

的TcR的抗原配体 ,而且到目前为止 , 尚无法确定某一特定抗

原的TcR文库是多样性的还是限制性的 , 因此也还不能将此方

法用于实践。

图 2　基于 PCR 的特异性 TcR-CD3追踪法示意图

2.3　有限稀释分析法(Limiting dilution analysis ,LDA)
　　长期以来 ,无法直接 、定量分析特异 CD8+ T淋巴细胞 , 是

一直限制人们对 CD8+T细胞介导的免疫反应进行深入研究的

关键。常规的51Cr释放法测定的是一个细胞群体的特性 , 至多

是一种半定量分析方法。亲和力结合实验亦不能提供更深入

全面的信息 ,因为此类方法依赖于细胞间相互作用 , 而任何依

赖独特型αβTcR与其同源 MHC-Ⅰ 类分子-肽(MHC-Ⅰ pep)的亲

和性的细胞间相互作用可被在所有活化 T 细胞上表达上调的

粘附分子谱所掩盖 ,目前尚不能应用某一特定 TcRαβ 识别某一

特异性MHC-Ⅰ pep , 且大多数 CTL反应是多克隆应答。所以它

们至多为半定量检测法 , 而且检测的是一个细胞亚群的活性 ,
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不能定量检测某一特定类型细胞(如 CD8+、CD4+T 细胞)的活

性[ 7] 。一种迄今应用较广泛的定量分析系统是有限稀释分析

法。这是一种使用细胞培养板进行细胞的体外培养的微克隆

法 ,在测定细胞培养板某一孔的淋巴细胞的 CTL活性之前 , 需

要将 CTL前体细胞(CTL precursor , pCTL)在体外培养 6 ～ 7 d , 在

这段时间内 , pCTL要进行 10 ～ 11 次循环的增殖。 LDA 法使我

们能够详细了解免疫反应动力学和记忆 CTL(Memory CTL ,

mCTL)细胞亚群的细胞周期[ 8 ,9] 。同时 , 此方法还可用来研究

pCTL和 mCTL亚群中各种活化标志物的分布情况。但此方法

也存在缺点 , 主要是:(1)在 LDA 条件下 , 深入刺激会使效应

CTL(eCTL)细胞加快凋亡[ 10] , 使 CTL活性测定值变动较大 , 对

eCTL细胞数量不能测定或测定值偏低。(2)是实验较繁琐 , 因

为在实验之前 , 首先需要将淋巴细胞表面表达的 CD 分子 , 如

CD44或 CD62L进行染色 , 再用 FACS 法分类筛选 , 然后在 LDA

条件下培养 6 d;这样就会造成 T细胞数量损失 , 特别是在活化

状态进行筛选和分离时。即使如此 , LDA 法仍是能够使我们定

义宿主免疫反应的动力学 ,研究 mCTL细胞亚群的持续时间 , 并

且可对 pCTL和 mCTL亚群细胞表面的激活标志物进行研究的

良好方法。

2.4　MHC-Ⅰ类分子-抗原肽(MHC-Ⅰ
pep
)四聚体/八聚

体法

　　对T 细胞介导的细胞免疫应答研究的不懈努力 , 使人们在

MHC-Ⅰ类分子与小分子多肽的共价结合复合物(MHC-Ⅰ
pep
)的

制备 、及其与 TcRαβ 的识别与结合的研究中取得了长足的进

步 ,从而出现了一种崭新的技术:MHC-Ⅰ 类分子-抗原肽(MHC-

Ⅰ pep)四聚体法。

　　该方法的基本原理是基于抗原提呈细胞(APC)所提呈的小

分子肽与 T细胞上抗原表位特异性 TcR的精细识别。其基本

操作是:将可溶性的小分子抗原肽与 MHC-Ⅰ类分子的连接复

合物以荧光标记 ,MHC-Ⅰ类分子重链(HLA-A2 或 HLA-B8)基因

或β2 微球蛋白基因经基因重组技术处理后 ,可以表达一种可溶

性分子 ,该分子的 C-末端将含一特异的生物素化位点。将此种

可溶性配体(HLA-A2 或 HLA-B8 复合物)纯化 ,然后在含重链蛋

白 、β2微球蛋白和小分子多肽的环境中进行体外折叠。经层析

纯化后 ,MHC-Ⅰ-抗原肽复合物再进行位点特异性生物素标记 ,

最后 ,生物素化的MHC-Ⅰ —抗原肽复合物与荧光标记的亲合

素(中间连接体)混合 , 可生成四聚体;如果表位特异性生物素

化的球蛋白先形成二聚体 , 然后再与荧光标记的亲合素混合 ,

则可形成八聚体。抗原—配体寡聚物形成能提高与 TcR结合

的亲合力 , 因而可直接染色抗原特异性 T 细胞 , 而抗原肽与

MHC分子的共价结合可显著提高 TcR的稳定性 ,所以这些四聚

体 、八聚体均具有高度亲和力 , 可稳定地结合到同源 TcRαβ 的

不同区域。细胞经上述生物素 、荧光素染色后 , 其染色信号比

背景染色高 10倍以上 , 可在流式细胞仪下直接 、定量检测抗原

特异性 CTL细胞的状况[ 11 ～ 14] 。由于每个四/八聚体连接的都

是特异的MHC-Ⅰ 类分子和表位多肽 ,所以具有高度特异性;同

时 ,它又具高度敏感性 , 即使体内 mCTL水平低于 1%, 用常规

方法几乎检测不到 ,用 MHC-Ⅰ pep四聚体法仍可得到直接 、准确

的测定值 ,比 LDA法敏感度要高 5 ～ 10 倍[ 7 ,15] , 见图 3。

图3　抗原肽-MHC-Ⅰ类分子(MHC-Ⅰ pep)四聚体法

原理示意图

a:生物素化的 MHC-Ⅰ-抗原肽复合物与荧光标记的

亲合素混合 ,形成四聚体;b:表位特异性生物素化抗

体先形成二聚体 , 再与荧光标记的亲合素混合 , 形成

八聚体

　　在此之前 ,有学者用二聚体免疫球蛋白做连接体 , 与荧光

标记的亲合素混合 ,则可形成八聚体 。但后来这方面的研究工

作较少报道;尽管如此 , 仍不失为一个具创新性的好方法 ,目前

已有应用MHC-Ⅱ类分子(I-Ek)的成熟方法。

　　由于该方法能够直接 、定量检测抗原特异性 CD8+T 细胞 ,

因而极大地简化了对细胞免疫反应的研究。例如确定 TcR 表

型 ,以前应用 FACS 对小鼠流感模型和一系列杂交瘤细胞系的

研究结果 ,现在可轻松地通过 H-2Db+NP366 ～ 374 的四聚体方

法直接染色NP366 ～ 374 表位肽特异性 CD8+ T 细胞而得以确

证。这说明现在完全能够通过 FACS 法分析 、测定 CD8+NPP+

Vβ8.3+T 细胞亚群从原发免疫应答到发展为长期的记忆性

CD8+ T细胞的过程中各种参数的变化情况。应用该技术结合

TcR谱测定 , 完全可以确定某种抗原特异性 T 细胞克隆的生命

周期。

　　MHC-Ⅰ
pep
四聚体法的优势即在于快速 、直接 、灵敏 、特异。

而且对以前的研究结果可进行确证 ,使细胞免疫应答和免疫记
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忆中许多令人困惑的问题得以解决。如以往认为 , 如果缺乏抗

原持续刺激 , CD8
+
T细胞记忆的寿命将较为短暂 ,而新近四聚

体法研究结果却发现并非如此 , 在无抗原刺激的情况下 , 有一

定数量的mCTL可长期存在。但同时也揭示了 CD8+T 细胞记

忆的固有限制性 ,认为淋巴组织中的抗原特异性 CD8+ T细胞

对特异抗原的刺激再反应需要时间 ,然后还要将它们从淋巴组

织向非淋巴组织集中。

　　在急性感染的小鼠脾脏中 ,已发现超过 50%的淋巴细胞溶

解性绒毛膜脑膜炎病毒(LCMV)特异性 pCTL 和 eCTL 存在 , 而

同时有超过 10%的 mCTL细胞亚群长期存在。最近应用四聚

体法对 LCMV 特异性 CD8+ T 细胞的数量的研究结果与以前

IFN-γ-ELISpot法所得到结果相吻合 ,并且可在有蛋白分泌抑制

剂存在的情况下被同源肽经短期刺激而重现。 另有研究应用

高剂量的 LCMV 病毒模型 , 发现效应 CTL 针对病毒而长期存

在 ,说明许多四聚体阳性细胞是无功能的 ,不能产生 IFN-γ。这

一现象可用于对那些存在于肿瘤实体中却不能控制肿瘤恶性

分化的 CD8+T细胞的研究。

　　在研究宿主体内细胞免疫应答的过程中 ,如何确定抗原特

异性 pCTL和 mCTL细胞的增殖程度 , 一直是困扰我们的难题。

以前常用的方法是 , 以对周期细胞有细胞毒性的药物免疫小

鼠 ,然后再检测其残存效应 CTL的功能 , 有时效应 CTL 还要进

行体外再刺激。如果用 BrdU直接注射小鼠 , 然后用 LDA 法进

行检测 , 对于急性相的 CMI 可得到较好的结果 , 但 BrdU 有毒

性 ,且很难知道在试验中是否达到了较好的动态平衡。现在这

一难题已迎刃而解 , 应用抗原肽-MHC-Ⅰ类分子四聚体分析系

统可准确 、直接 、快速地了解在原发和继发免疫应答过程中抗

原特异性 pCTL和 mCTL细胞的复制情况。

　　应用MHC-Ⅰ pep四聚体分析系统检测 HIV病者血中病毒特

异性 CD8+T细胞的数量变化 , 可监测 HIV 病人病情发展状况 ,

研究病毒 RNA 水平和 eCTL细胞在患者免疫应答中的作用[ 15] 。

此方法还可用于筛选病毒抗原特异性 CTL免疫优势表位[ 12]

等。应用免疫球蛋白连接的MHC-Ⅰ pep四聚体法已经阐明人类

HTL病毒特异性 CD8+T细胞的数量。

　　迄今为止 ,MHC-Ⅰ pep四聚体法已被用于研究病毒性感染及

肿瘤等疾病 , 如 HIV、EBV、HTLV、白血病等的研究。 此方法的

出现可以说是对细胞免疫研究的里程碑 , 存在的问题主要是:

每个四聚体均需针对特定的MHC-Ⅰ类分子而设计 , 而且以免

疫球蛋白为连接物的方法亦有极大应用潜力 ,但目前研究中应

用并不广泛。目前 ,在美国 NIH 已经有专门的研究开发小组对

此方法的各方面进行进一步发展 ,以期方法和试剂能够适用于

该领域的各种情况。

　　随着知识和技术的飞速进步 , 用于检测宿主体内 、外细胞

介导的抗原特异性免疫应答的方法也得到了迅速的发展。

MHC-Ⅰ pep四聚体法的出现解决了长期困扰免疫学界的许多难

题 ,使抗原特异性 CTL活性的检测达到了特异 、高效和直接定

量的程度 ,同时也可能促使我们对 CTL的定义有更新的认识。

　　关键词:CTL;活性;检测;监测

　　中图法分类号:R446.6　　　文献标识码:A
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