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摘要：在免疫学相关的基础科研工作中,流式细胞术是免疫表型及功能分析的重要手段。其

中, 高质量的单细胞悬液制备是流式检测的关键步骤, 直接影响流式检测的结果。该研究选

取一种较难制备的原代组织样本——小鼠肠道,从细胞得率、活性、免疫细胞标志物等多个

指标比较两种酶解方法的结果。 结果表明以胶原酶 VIII和 DNase I为主的消化方法更适用

于小鼠肠道固有层免疫细胞的获取, 同时结合多参数配色方案, 实现了对肠道免疫细胞各主

要类群的全面分析。该研究为揭示样品制备实验结果的影响提供了参考依据,为准确分析小

鼠肠道固有层免疫细胞类群提供了可靠的检测方法。
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Abstract: Flow cytometry is an important method for immunophenotypic and functional analysis.

Among them, the preparation of higher quality single cell suspension is the key step of flow

cytometry analysis, which directly affects the results. The intestinal lamina propria of immune

cells in mice is one kind of difficult to preparation of the original tissue sample. In this study, we

use two kinds of enzyme digestion conditions and compare the cell yield, cell viability and

immune cell markers, the results show that the collagenase VIII and DNase I enzyme solution

method is more suitable for intestinal lamina propria of immune cells in mice. The establishment

of this single cell preparation method can be used to more accurately analyze and quantify the

population of intestinal immune cells by flow cytometry. The study provided a reference basis for
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revealing the influence of the sample preparation for experimental results, and a reliable method

for the accurate analysis of immune cell populations in mouse intestinal lamina propria.
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小鼠肠黏膜免疫系统由三个重要部分组成: 肠道黏膜固有层(lamina propria, LP)、肠上

皮层以及肠系淋巴结和派氏结[1-4]。其中肠道固有层含有丰富的淋巴细胞、浆细胞、巨噬细

胞、单核细胞、嗜酸性粒细胞等, 它们在维持肠道稳态中发挥着重要的作用[3, 11-23]。相较于

一些易于制备的样品而言(例如细胞系、淋巴结、脾脏等),肠道黏膜固有层免疫细胞(lamina

propria lymphocytes, LPL)是一类消化制备复杂、易碎敏感的细胞[4]。因此找到合适的 LPL

的分离方法,获得足量的单细胞悬液,同时结合多色流式分析或分选技术,将有效促进肠道黏

膜免疫的研究。本研究通过对两种酶解反应体系进行比较,细胞得率、活性、免疫细胞标志

物等多个指标表明以胶原酶 VIII和 DNase I为主的酶解方法更适用于小鼠肠道固有层免疫

细胞的获取,为后续多色流式检测或分选提供高质量的单细胞悬液,同时我们以此为基础,设

计并实现了高参数肠道固有层免疫细胞流式分析,以期为肠道黏膜免疫细胞的研究提供参考

和指导。

1材料与方法

取 8周龄小鼠的结肠，采用两种方法消化结肠，实验流程见图 1：消化方法①参照

Nature Protocols上的处理方法[4], 消化方法②借鉴 Bio-protocol的消化方法[10], 其中消化液①

主要包括胶原酶 D、II型分散酶和 DNase I, 消化液②主要包括胶原酶 VIII和 DNase I。通

过对细胞得率、细胞活性以及细胞表面抗原标记情况的评估，确定适合参数检测的样品处

理方法，依托 SonyID7000光谱流式检测仪，设计多参数配色方案, 实现对肠道免疫细胞各

主要类群的全面分析。

2实验结果

2.1 消化条件对获得细胞得率的影响
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图 1 固有层免疫细胞制备以及染色流程

我们分别按照相应的步骤处理野生型 C57BL/6小鼠的结肠, 获得的单细胞悬液用 PBS

稀释 10倍后利用流式细胞仪 Thermo Attune进行细胞计数,最后统计两种方法获得的细胞数

量。结果发现, 采用方法①消化, 每厘米结肠可获得的细胞数量约为 3.7×105, 采用方法②消

化, 每厘米结肠可获得的细胞数约为 8.2×105, 约为方法①的 3倍,二者具有显著性的差异(图

2)。

图 2 两种消化方法的细胞得率

2.2 消化条件对细胞活性的影响

采用经典的 Annexin V/FITC和 PI 双指数染色的方法检测所得细胞悬液中细胞的凋亡

情况,两种方法的代表性流式检测结果如图 3C和 3D所示。统计结果发现, 虽然两种制备方

法都会对肠道固有层免疫细胞有损伤, 但是造成细胞死亡的方式不尽相同, 方法①倾向于早

期凋亡, 而方法②更倾向于晚期凋亡。其中，方法①平均细胞凋亡率为 28%(图 3F)、方法

②平均细胞凋亡率为 27%(图 3F); 然而,方法①获得细胞的晚期细胞凋亡率约为 4%(Annexin

V和 PI双阳性细胞群)、早期凋亡率约为 24%(Annexin V单阳性细胞群), 方法②的晚期凋亡
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率约为 17%、早期凋亡率约为 9%, 二者具有统计学意义上的差异(图 3E)。

图 3 消化条件对细胞活性状态的影响

2.3 消化条件对细胞表面抗原的影响

结果显示,两种方法获得 CD45+白细胞的比例(图 4A)和 CD11b+细胞的比例(图 4B)没有

显著的差异。虽然方法②获得的 CD45+白细胞(图 4C)和 CD11b+细胞(图 4D)的平均数量略

高于方法①, 但是二者没有显著性差异; 关于 CD11c+细胞比例的统计结果, 二者也没有显著

性差异(图 4E), 但是方法②获得的 CD11c+的细胞数量显著高于方法①(图 4G)。另外, 虽然

方法①获得 CD3+细胞的比例略高于方法②(图 4F),但是两种方法获得的 CD3+的 T细胞数量

没有明显的差异(图 4H)。这些结果说明, 两种消化方法基本不影响 CD45、CD11b、CD11c

和 CD3检测结果。

图 4 两种消化方法对非淋巴细胞表面抗原的影响
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有文献报道淋巴细胞相关的一些表面抗原对消化条件非常敏感,会影响检测结果的准确

性[4, 24]。因此,我们统计了两种方法获得细胞的 CD19、CD4和 CD8的流式检测结果。分析

发现, 方法①处理后, 检测到的 CD4+辅助性 T细胞、CD8+细胞毒性 T细胞以及 CD19+B淋

巴细胞的比例明显低于方法②, 具有明显的差异, 并且二者的绝对数量统计结果也具有明显

的差异(图 5)。

图 5 两种消化方法对淋巴细胞表面抗原的影响

2.4 多参数流式检测小鼠结肠固有层免疫细胞群体

表 1 小鼠结肠固有层免疫细胞类群 17 色染色方案

抗原 细胞类型 抗体克隆号 荧光 稀释倍数

CD45 白细胞系 30F11 AF700 1:200

CD64 单核细胞、巨噬细胞 X54-5/7.1 PE-Cy7 1:100

CD11b 骨髓来源细胞 M1/70 BV711 1:200

F4/80 巨噬细胞、嗜酸性细胞 BM8 FITC 1:100

CX3CR1 趋化因子受体 SA011F11 BV785 1:100

Ly6C 单核细胞、巨噬细胞、

中性粒细胞
HK1.4 BV605 1:200

CD11c 树突状细胞、巨噬细胞 N418 PE-Cy5 1:200

CD103 共同树突状细胞和前体

树突状细胞来源的
2E7 PerCP-eFluro710 1:100

MHCII 激活、抗原呈递相关 M5/114.15.2 PerCP 1:100
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Ly6G 中性粒细胞 1A8 PE-Dazzle 594 1:200

Siglec-F 嗜酸性粒细胞 S17007L PerCP-Cy5.5 1:100

CD3 T细胞以及 NKT细胞 17-A2 BV510 1:50

CD4 T辅助细胞 RM4-5 PacBlue 1:200

CD8a 细胞毒性 T细胞 53-6.7 BV421 1:400

NK1.1 NK、NKT细胞 PK136 APC-eFluro780 1:100

CD19 B细胞 6D5 BV570 1:100

细胞死活

染料
LIVE/DEAD-Blue 1:1000

通过比较方法①和方法②这两种酶解小鼠结肠获取固有层免疫细胞的方法,我们发现方

法②更加适合后期的多参数流式检测。因此,我们利用该方法,采用 17色荧光检测方案(表 1)

指征了野生型小鼠结肠固有层 8种主要免疫细胞类群及 18种免疫细胞亚群(图 5)。根据相

关文献报道[5-17],设定如图 6所示的圈门策略。

首先从活的单细胞里圈出 CD45+的白细胞群, 这是免疫细胞共有的分子标记。B细胞

是肠道分泌 IgA 抗体的重要细胞, 在肠道免疫中行使重要功能[18-19] , 我们利用 SSC 和

CD19从 CD45+的白细胞中圈出 CD19+SSClowB细胞群。

天然免疫淋巴细胞包括 NK细胞和 ILCs, 它们不仅为机体抵御病原体的侵袭和感染, 还

参与器官形成、组织修复和黏膜稳态[20]。我们从 CD19-的细胞群圈出 NK1.1+的 NK细胞,

再利用 CD3划分出 CD3+NK1.1+的 NKT细胞群和 CD3-NK1.1+的 NK细胞群,因为 CD3是 T

细胞受体的重要组成部分, NKT细胞表面同样表达 TCR[20-21];肠道免疫系统中存在多种 T细

胞, 包括辅助性 T细胞和细胞毒性 T细胞, 我们从 NK1.1-细胞群圈出 CD3+T细胞, 再利用

CD4和 CD8圈出 CD4+的辅助性 T细胞和 CD8+的细胞毒性 T细胞。

粒细胞的大量浸润肠道是 DSS诱导小鼠肠炎发生的重要特征, 因此粒细胞是表征肠道

炎症的重要免疫细胞群。从 CD3-的细胞利用 SSC和 Siglec-F可以获得 Siglec-F+的嗜酸性粒

细胞 [22], 中性粒细胞则为 CD11b 和 Ly6G 双阳性的细胞群 , 这里我们先排除 了

DCs(CD11chiMHCII+),从非 DC细胞群中圈出 CD11b+Ly6G+的中性粒细胞。

树突状细胞是肠道中重要的抗原呈递细胞 , 肠道树突状细胞包括单核来源的

CD11b+CD103-(DC1)、CD11b+CD103+(DC2)以及共同树突状细胞和前体树突状细胞来源的

CD11b-CD103+ (DC3)[12,16-17]。这里我们从 SiglecF-细胞群中利用 CD11c 和 MHCII 圈出
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CD11chiMHCII+的树突状细胞(DCs), 这群细胞进一步可利用 CD11b和 CD103划分出 DC1

(CD11b+CD103-)、DC2 (CD11b+CD103+)和 DC3 (CD11b-CD103+)。

肠道巨噬细胞在肠道稳态中起重要作用。它有两种来源:一种是来源于胚胎的巨噬细胞

(CD4+Tim4+), 另一种来源于单核细胞, 在成年小鼠中, 大部分的巨噬细胞是单核细胞来源的

[12]。这里检测了单核来源的巨噬细胞[14]。先从非中性粒的细胞群里圈出 CD11b+细胞,从中

利用 F4/80和 CX3CR1进一步圈出 F4/80+CX3CR1+ 以及 F4/80+CX3CR1-/int两种巨噬细胞群

[11-12]。F4/80+CX3CR1+的细胞可利用 Ly6C 和 MHCII 圈出 P1 (Ly6C+monocytes) 、P2

(Ly6Chigh to low MHCII+) 和 P3/P4 (Ly6C-MHCII+) 。同样, 从 F4/80+CX3CR1-/int也可利用 Ly6C

和MHCII圈出 P1 (Ly6C+monocytes)、P2 (Ly6Chigh to low MHCII+) 和 P3/P4 (Ly6C-MHCII+)。

CD11c和 CD64同样是巨噬细胞的标志物。研究表明, CD11c+巨噬细胞可能是血液单核细

胞和组织驻留的 CD11c−巨噬细胞之间的中间产物[12]。因此利用 CD64和 CD11c可以确定

Ly6C-MHCII+CD64+CD11c-(P4)的成熟巨噬细胞以及 Ly6C-MHCII+CD64+CD11c+(P3)的中间

态巨噬细胞。

图 6 多色检测圈门策略

综上所述, 针对结肠固有层样本单细胞悬液的制备 , 采用消化液中含有胶原酶 D、

Dispase II和 DNase I的方法①的优点在于消化时间较短, 缺点是细胞总量低, 有一些细胞表

面抗原会受到酶的影响较大, 但是如果只是粗略地检测大类的细胞分群, 如 CD45、CD3、
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CD11b、CD11c等, 结果影响不大且实验时间大大缩短; 采用消化液中含有胶原酶 VIII和

DNase I的方法②,消化时间较长,但是细胞总量高,对细胞表面抗原影响较小,更适用于对较

多细胞亚群及功能分析流式样本的制备方案。最后,本研究选用方法②作为前期样本的处理

方式, 结合光谱流式技术,采用 17色的高参数配色方案,实现 26类肠道固有层免疫细胞群分

析。本研究结论为流式前期样本处理提供了的指导作用, 优化后的配色方案也将为多参数的

流式分析及分选提供模板,为免疫细胞亚群分析及后续功能实验提供有力的技术支撑。
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