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流式细胞术检测血清细胞因子常见问题与对策

李向阳　华　慧　颜　超　于　倩　郑葵阳　汤仁仙△

（徐州医科大学基础医学院，徐州２２１００４）

　　摘　要　目的　分析流式ＣＢＡ法检测细胞因子常见问题及处理对策。方法　运用流式微球捕获芯片技术
（ｃｙｔｏｍｅｔｒｉｎｂｅａｄａｒｒａｙ，ＣＢＡ）法对华支睾吸虫感染小鼠血清中Ｔｈ１／Ｔｈ２／Ｔｈ１７相关细胞因子进行检测，分析常
见问题，探讨相关对策。结果　采用相关实验方法，上调ＦＳＣ／ＳＳＣ的阈值，可以有效减少细胞碎片的干扰，降低
噪音；在样本处理时，加强对微球的涡旋混匀，避免了微球聚集现象，同时有利于样本与微球更好的结合；通过增

加标准品的稀释点数，扩大了检测范围，保证了对低浓度样本的检测；通过对目标微球圈门设定，并导出相应数

据，ＦＣＡＰ软件能够对实验数据进行有效的分析，得到较好的实验结果，提高实验的准确性和可行性。结论　建
立了流式ＣＢＡ法检测血清细胞因子常见问题的处理方法及对策。
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Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ＦｌｏｗＣｙｔｏｍｅｔｒｙ；ＣＢＡ；Ｃｙｔｏｋｉｎｅ

　　流式细胞仪技术（ｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ，ＦＣＭ），是应
用流式细胞仪，结合单克隆抗体技术、免疫荧光染

色技术，对快速流动液体中的单细胞进行多种参数

测量和分析，检测速度快、精确性高，已经广泛应用

于细胞生物学、免疫学、肿瘤学等领域［１］。流式微

球捕获芯片技术（ｃｙｔｏｍｅｔｒｉｎｂｅａｄａｒｒａｙ，ＣＢＡ）微量

样本多重蛋白定量技术，是用流式细胞仪对多重蛋

白进行定量检测的方法，能够同时对样本中的多个

指标进行定性、定量检测。血清、细胞培养上清、积

液中的细胞因子，由于这些细胞因子含量低，不容

易检测，加上样本数量少，传统的方法无法满足多

因子检测［２］。

ＣＢＡ检测系统采用聚苯乙烯荧光微球连结特
定的捕获抗体，捕捉待测物，同时再加入待测物的

荧光抗体，三者形成夹心复合物，通过流式细胞仪
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进行检测［３４］。小鼠血清 Ｔｈ１／Ｔｈ２／Ｔｈ１７相关细胞
因子是实验中经常会用到的检测指标，由于血清量

少很难运用传统的方法如 ＥＬＩＳＡ法进行多因子检
测，而ＣＢＡ法正好能解决这一问题，它能够一次性
对血清中的 ＩＬ２、ＩＬ４、ＩＬ６、ＩＦＮΥ、ＴＮＦ、ＩＬ１０、ＩＬ
１７Ａ进行定量检测。但是由于 ＣＢＡ操作过程繁
琐，从样本处理、上机检测到数据处理都对实验者

要求较高，每一步操作出现失误都会影响到结果。

故此本文结合之前的实验案例，将实验操作中常出

现的问题及解决方法进行分析和总结。

１　材料与方法

１．１　材料
ＢＤＣｙｔｏｍｅｔｒｉｃＢｅａｄＡｒｒａｙ（ＣＢＡ）ＭｏｕｓｅＴｈ１／

Ｔｈ２／Ｔｈ１７ＣｙｔｏｋｉｎｅＫｉｔ（ＣａｔａｌｏｇＮｏ．５６０４８５）；ＢＤ
ＦＡＣＳＣａｎｔｏⅡ流式细胞仪；华支睾吸虫感染小鼠血
清；ＦＣＡＰ分析软件；流式上样管；１５ｍｌ离心管。
１．２　方法
１．２．１　检测样本制备主要步骤　制备小鼠 Ｔｈ１／
Ｔｈ２／Ｔｈ１７细胞因子标准品；混合人 Ｔｈ１／Ｔｈ２／Ｔｈ１７
细胞因子捕获微球；标准品管及样本管分别加入微

球及相应的样本，加 Ｔｈ１／Ｔｈ２／Ｔｈ１７ＰＥ检测试剂，
２ｈ后洗涤，上机检测。
１．２．２　流式细胞仪调整　从 ＢＤ官网下载 ＣＢＡ
仪器调整模板，将模板通过 Ｄｉｖａ软件导入到机器
中。打开模板，运用ＣｙｔｏｍｅｔｅｒＳｅｔｕｐＢｅａｄｓ（ＣＢＡ试
剂盒配备）调整机器参数包括调整 Ｐ１细胞群，调
节ＦＩＴＣ、ＰＥ、ＡＰＣ电压等，参照说明书进行，在此不
再赘述。

１．２．３　ＦＣＡＰ软件分析　从 Ｄｉｖａ软件中导出数
据，其格式为ＦＣＳ２．０文件。打开ＦＣＡＰ软件，导入
相应的 ＦＣＳ２．０文件进行分析，包括制作标准曲
线，计算样本浓度等。

２　　标准品上机检测流式图

正常的 ＣＢＡ标准品检测流式图，表现为在
ＦＳＣＡ／ＳＳＣＡ图上显示一群微球位于门Ｐ１之内，
见图１Ａ；在ＰＥＡ／ＡＰＣＡ散点图表现为７群，从上
到下依次为 ＩＬ２、ＩＬ４、ＩＬ６、ＩＦＮΥ、ＴＮＦ、ＩＬ１０、ＩＬ
１７Ａ，群之间清晰无连接，无聚集成团，无多群现
象，见图１Ｂ；ＡＰＣＡ通道上也显示为清晰的７群，
见图１Ｃ。

图１　正常ＣＢＡ流式检测图

３　常见问题分析及解决方法

３．１　微球聚集成团，分群不清晰
在检测小鼠血清样本的时候，正常流式散点图

上显示为７群，见图２Ａ；但是有时会显示多群，甚
至聚集成团，见图２Ｂ。微球由聚苯乙烯材料制作
而成，血清加入微球之后如果没有充分涡旋，容易

沉淀聚集，细胞因子不能充分跟微球结合，导致多

群甚至聚集现象发生，检测结果将是无效的。从制

备混合微球开始到加入实验管，直到上机检测前每

一步都必须充分涡旋，以避免微球发生聚集。

·４７·
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图２　微球聚集现象

３．２　散点图上显示８群或者多群
ＣＢＡ实验上机检测后需要用到 ＦＡＣＰ软件进

行分析，但是此软件严格要求在 ＡＰＣ通道上显示
为７群，多群，少群将无法检测。在检测血清时候，
由于血清成分比较复杂，血清中含有各种血浆蛋

白、多肽、脂肪、碳水化合物、生长因子、激素、无机

物等；同时在小鼠取血过程中都会有部分溶血，血

细胞中的成分如红细胞碎片，血红蛋白等释放到血

清中；这些物质会影响到微球与细胞因子的结合，

影响到整个体系中的组分，所以经常会出现多群现

象，这样的检测结果将无法分析，见图３。如何处
理这样的数据直接影响到实验结果。

图３　ＡＰＣ通道显示多群微球

我们在 ＰＥＡ／ＡＰＣＡ散点图上重新设一个门
Ｐ２，见图４Ａ；其逻辑关系如图４Ｃ所示，与模板自带
的门Ｐ１并行同属于“ＡｌｌＥｖｅｎｔｓ”。门Ｐ２将所需要
的目的微球群圈选在内，非目的微球群排除在外，

此时在ＡＰＣＡ通道上可清晰显示出７个微球群，
如图４Ｂ所示。门设置完成后，将数据导出时，一

定要选择导出目标数据为 “Ｐ２”，这样我们检测的
数据就够在ＦＡＣＰ软件进行分析，７种细胞因子的
数值也能依次计算出来。

图４　设门选中目标微球群

３．３　ＦＳＣ／ＳＳＣ的检测图中碎片过多
在检测血清样本时 ＦＳＣ／ＳＳＣ的检测图中经常

会出现碎片过多，见图５；影响到结果的准确性，此
时应调整机器的状态，上调 ＦＳＣ／ＳＳＣ的阈值，如果
问题仍然存在，重复样本洗涤步骤，或者稀释血清，

尽量减少血清中的杂质成分如红细胞碎片。

图５　ＦＳＣ／ＳＳＣ的检测图出现大量碎片

３．４　检测样本浓度低于标准品最低浓度
当样本中待测细胞因子浓度很低的时候经常

·５７·
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会出现样本值位于标准曲线之外，导致检测结果不

准确或者无结果，此时我们在制作标准曲线时候，

增加额外的稀释浓度点如１０、５、２．５、１．２５ｐｇ／ｍｌ。
此时样本值就能被检测出来，并且结果是可信的。

４　讨论

流式细胞仪以其检测速度快、检测手段灵活、

多指标、多参数、灵敏度（可达０．３ｐｇ／ｍｌ）等特点已
成为基础科研，临床检测等必不可少的技术手

段［５６］。ＣＢＡ是流式细胞术的一个新技术，整合了
免疫微球、激光检测、信号处理及计算机运算等功

能。ＣＢＡ将近似于细胞大小的微珠作为捕获载
体，使其携带已知荧光抗原或抗体，来捕获检测物

中的相关抗体或抗原。由于遮蔽效应可以使荧光

微球的发散光减弱，应用不同大小的荧光微球，可

同时检测同一标本的多种抗原或抗体。这种方法

能同时检测单一液相样本中多个目的蛋白（如同

时测定多种细胞因子、多种自身抗体等），检测需

用标本量少，灵敏度高，重复性好，直接荧光标记易

于使用，检测线性范围宽，避免酶联反应所致的人

工假象，可用于单细胞分子水平的多参数检验，也

可用于真菌、寄生虫、病毒或混合感染的检测。较

传统的ＥＬＩＳＡ有较大的优势，ＣＢＡ检测所需样本
体积为传统ＥＬＩＳＡ的１／６，对于稀有样本，ＣＢＡ是
目前最好的选择，少量样本即可检测细胞因子、抗

体、抗原等多个指标；同时 ＣＢＡ稳定性好，可重复
性高，能避免酶联免疫放大技术使信号失真导致的

假阳性［７８］。

ＣＢＡ法能够对样本包括血清、细胞培养上清、
渗出液等可溶性细胞因子进行定量检测，此方法已

经广泛应用于免疫学领域、干细胞领域、肿瘤研究

及疾病的治疗等。ＣＢＡ检测速度快，灵敏度高，样
本使用量少，５０μｌ体积即可对多种细胞因子进行
快速定量检测，但是由于操作过程繁琐，对实验人

员技术要求高，从一定程度上限制了其广泛使

用［９１０］。在检测血清时，由于血清成分复杂，细胞

因子含量差距大，实验中经常会出现分群不明显，

微球聚集，浓度太低等现象，对实验结果造成很大

影响；ＣＢＡ试剂盒说明书上虽然有相关步骤及问
题处理方法，但是过于笼统，没有具体的案例，操作

人员往往要经过多次摸索才能够做出较为满意的

结果，本文主要结合实验过程中常见到的问题，对

其进行分析，并找出解决问题的方法，为实验人员

提供参考，避免实验中一些技术问题的出现，及遇

到相似的问题能够尽快得到解决，从而提高实验的

有效性和准确性。
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