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小鼠肠道固有层单细胞悬液制备的酶消化法
比较研究

曾　 勤，梁　 莹，王新慧，闫　 蕾，王湘鹏，杨嘉仪，余仁欢∗

（中国中医科学院西苑医院肾病科，北京　 １０００９１）

　 　 【摘要】 　 目的　 探究小鼠小肠固有层单细胞悬液制备的最佳酶消化法。 方法　 采集 １０ 根长度一致的小鼠

小肠，随机分为两组，每组分别采用以胶原酶 Ａ 或胶原酶 ＶＩＩＩ 为主的酶消化法制备固有层单细胞悬液，比较这两种

酶消化法对单细胞悬液细胞获得率、细胞活性和细胞表面抗原的影响，然后对较优酶消化法制备的单细胞悬液进

行流式检测。 结果　 与以胶原酶 ＶＩＩＩ 为主的酶消化法相比，以胶原酶 Ａ 为主的酶消化法可以获得更高的细胞产量

（９􀆰 ４８±１􀆰 １０）×１０９ ｖｓ（４􀆰 １８±１􀆰 ０２）×１０９、活细胞比例（８６􀆰 ３６±３􀆰 ３２）％ ｖｓ（６１􀆰 ６２±１０􀆰 ９３）％以及活性 ＣＤ４５＋细胞比例

（５７􀆰 １９±５􀆰 １１）％ ｖｓ（２６􀆰 ０１±１１􀆰 ４４）％、活性 ＣＤ３＋细胞比例（８􀆰 ７３±２􀆰 ８９）％ ｖｓ（４􀆰 ５２±２􀆰 ４９）％、活性 ＣＤ４＋细胞比例

（６􀆰 １９±２􀆰 ０９）％ ｖｓ（３􀆰 ２２±１􀆰 ９１）％和活性 Ｂ２２０＋细胞比例（１５􀆰 ０６±４􀆰 ２７）％ ｖｓ（５􀆰 ０７±２􀆰 ２０）％，为后续流式检测提供

了高质量细胞。 结论　 以胶原酶 Ａ 为主的酶消化法更适合于小鼠小肠固有层单细胞悬液的制备。
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　 　 肠道黏膜是当前研究热点之一，肠道黏膜屏障

包括机械屏障、免疫屏障、化学屏障和生物屏障四

部分，肠相关淋巴组织和免疫细胞构成免疫屏障。
肠道黏膜异常被认为与多种疾病密切相关，如炎症

性肠病、ＩｇＡ 肾病等［１－２］。 近年来关于肠肾轴、脑肠

轴、肝肠轴等的研究众多，这些研究都不约而同地

聚焦了对肠道黏膜免疫屏障的探索［３－５］。 肠道固有

层分布有丰富的免疫细胞，他们在维持肠道免疫稳

态方面十分重要，对他们的深入研究有助于探索疾

病的发病机制、疾病治疗的作用靶点以及药物起效

的作用机制等。
众所周知，肠道固有层免疫细胞的分离比较困

难，制备肠道固有层单细胞悬液的流程繁琐，且存

在诸多影响细胞状态的不稳定因素。 通过文献检

索，我们发现胶原酶 Ａ 和胶原酶 ＶＩＩＩ 是当前较被推

荐的消化酶。 张苗苗等［６］ 研究认为以胶原酶 ＶＩＩＩ
和脱氧核糖核酸酶 Ｉ 为主的消化方法比以胶原酶 Ｄ
和脱氧核糖核酸酶 Ｉ 为主的消化方法更适合用于制

备小鼠结肠固有层单细胞悬液。 Ｆｅｒｒｅｒ⁃Ｆｏｎｔ 等［７］ 研

究认为采用胶原酶 Ａ 制备的蠕虫感染小鼠小肠固

有层单细胞悬液的细胞产量明显高于采用胶原酶

ＶＩＩＩ、胶原酶 Ｄ、分散酶或 Ｌｉｂｅｒａｓｅ ＴＭ 酶的制备方

法，并成功采用 ２３ 色光谱流式细胞术组合表征了分

离的各类免疫细胞。 蠕虫感染小鼠的肠道黏膜会

发生强烈的免疫反应如分泌大量粘液，这种情况下

采用胶原酶 Ａ 获得了更高的细胞产量，那么该方法

是否适用于肠道黏膜正常的小鼠肠道固有层单细

胞悬液制备，采用胶原酶 Ａ 消化是否会影响细胞活

性？ 因此，本研究通过比较胶原酶 Ａ 和胶原酶 ＶＩＩＩ
这两种酶消化法对肠道黏膜正常小鼠小肠固有层

单细胞悬液的影响，为肠道固有层单细胞悬液的制

备提供一种最佳的方法。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

　 　 ＳＰＦ 级 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠，６ ～ ８ 周，体重 １８ ～ ２２ ｇ，
１０ 只，来源于中国北京维通利华实验动物中心

［ＳＣＸＫ（京）２０２１－０００６］，饲养于中国中医科学院西

苑医院动物中心［ＳＹＸＫ（京）２０２３－００５３］。 实验方

案通过中国中医科学院西苑医院伦理委员会审批

（２０２３ＸＬＡ０３５－２），所有动物实验操作均遵守中国

中医科学院西苑医院实验动物伦理规范并按实验

动物使用的 ３Ｒ 原则给予人道的关怀。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

　 　 胶原酶 Ａ（批号：１０１０３５７８００１，Ｒｏｃｈｅ）；胶原酶

ＶＩＩＩ（批号：Ｃ２１３９，ｓｉｇｍａ）；ＥＤＴＡ（批号：Ｅ１１７０，索莱

宝）；脱氧核糖核酸酶 Ｉ（ＤＮＡｓｅ Ｉ） （批号：Ｄ８０７１，索
莱宝）；Ｄ⁃ＰＢＳ 缓冲液（不含钙、镁和酚红） （批号：
Ｄ１０４０，索莱宝）；ＰＢＳ 缓冲液 （批号：Ｃ０１６２ － ３１１，
ＣｅｌｌＷｏｒｌｄ）； ＲＰＭＩ １６４０ 培养基 （批号： １１８３５０３０，
Ｇｉｂｃｏ）；Ｈａｎｋｓ 缓冲液（不含酚红，不含钙、镁离子）
（批号：ＫＧＭ２４０２１ＣＳ，凯基）；胎牛血清（ ＦＢＳ） （批

号：０４ － ００１ － １ａ，Ｂｉｏｌｎｄ）；ＰＥ⁃ＣＦ５９４ 抗小鼠 ＲＯＲγｔ
（批号：５６２６８４，克隆号：Ｑ３１－３７８，ＢＤ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）；
ＡＰＣ 抗小鼠 ＩｇＡ（批号：１７－４２０４－８０，克隆号：ｍＡ⁃
６Ｅ１，Ｔｈｅｒｍｏｆｉｓｈｅｒ）。 以下试剂均来自 Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ：细
胞染色缓冲液（批号：４２０２０１）；ＴｒｕＳｔａｉｎ ＦｃＸＴＭ ＰＬＵＳ
（ ａｎｔｉ⁃ｍｏｕｓｅ ＣＤ１６ ／ ３２ ） （ 批 号： １５６６０３ ）； Ｚｏｍｂｉｅ
ＡｑｕａＴＭ Ｆｉｘａｂｌｅ Ｖｉａｂｉｌｉｔｙ Ｋｉｔ （批号： ４２３１０１）； Ｃｙｔｏ⁃
ＦａｓｔＴＭ Ｆｉｘ ／ Ｐｅｒｍ Ｂｕｆｆｅｒ Ｓｅｔ（批号：４２６８０３）；ＦＩＴＣ 抗

小鼠 ＣＤ３ 抗体 （批号： １００２０３， 克隆号： １７Ａ２）；
ＰｅｒＣＰ ／ Ｃｙａｎｉｎｅ５􀆰 ５ 抗小鼠 ＣＤ４ 抗体（批号：１１６０１１，
克隆号：ＲＭ４－４）；ＡＰＣ ／ Ｃｙａｎｉｎｅ７ 抗小鼠 ＣＤ４５ 抗体

（批号：１０３１１５，克隆号：３０⁃Ｆ１１）；ＰＥ ／ Ｃｙａｎｉｎｅ７ 抗小

鼠 ＣＤ２５ 抗 体 （ 批 号： １０２０１６， 克 隆 号： ＰＣ６１ ）；
Ｂｒｉｌｌｉａｎｔ Ｖｉｏｌｅｔ ４２１ＴＭ 抗小鼠 ＦＯＸＰ３ 抗体 （批号：
１２６４１９，克隆号：ＭＦ⁃１４）；ＰＥ 抗小鼠 Ｔ⁃ｂｅｔ 抗体（批
号：６４４８１０，克隆号：４Ｂ１０）；Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ 􀅺 ６４７ 抗小

鼠 ＧＡＴＡ３ （ 批 号： ６５３８１０， 克 隆 号： １６Ｅ１０Ａ２３ ）；
ＰｅｒＣＰ ／ Ｃｙａｎｉｎｅ５􀆰 ５ 抗 小 鼠 ＣＤ４５ 抗 体 （ 批 号：
１０３１３１，克隆号： ３０⁃Ｆ１１ ）； ＡＰＣ ／ Ｃｙａｎｉｎｅ７ 抗小鼠

Ｂ２２０ 抗体（批号：１０３２２３，克隆号：ＲＡ３⁃６Ｂ２）。 　
离心机（湖南赫西仪器装备有限公司，型号：

ＴＤＺ４⁃ＷＳ）；恒温水浴箱（腾川仪器设备有限公司，
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型号：ＳＹＸ⁃１５０ Ｌ）；涡旋混匀器（Ｓｃｉｌｏｇｅｘ，型号：ＭＸ⁃
Ｓ ／ ＭＸ⁃Ｆ）；ＮＡＶＩＯＳ 流式细胞仪（Ｂｅｃｋｍａｎ Ｃｏｕｌｔｅｒ 公
司，型号：１０ ＣＯＬＯＲＳ ／ ３ ＬＡＳＥＲ）；细胞计数器（日本

Ｎｉｈｏｎ Ｋｏｈｄｅｎ，型号：ＭＥＫ６３１８Ｋ）。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 小肠样品制备

　 　 采用颈椎脱位法处理小鼠后固定于手术台，于
腹部喷洒 ７５％乙醇消毒，对皮肤和肌肉层进行中线

切口，暴露肠道，并从盲肠端开始截取 １０ ｃｍ 小肠，
隔医用纱布放置于冰上，小心地用眼科手术剪和镊

子去除小肠肠系膜和脂肪组织，并去除派氏结。 纵

向剖开小肠，ＰＢＳ 缓冲液冲洗肠道内容物直至干净，
最后放于装有 ５ ｍＬ ＰＢＳ 缓冲液的 １５ ｍＬ 离心管。

图 １　 小肠固有层单细胞悬液制备流程

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｉｎｇｌｅ ｃｅｌｌ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｌａｍｉｎａ ｐｒｏｐｒｉａ ｏｆ ｔｈｅ ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ

１􀆰 ３􀆰 ２　 试剂配制

　 　 根据后续实验需要进行试剂配制，胶原酶 Ａ 消

化液（ＲＰＭＩ １６４０ 培养基，２０％ ＦＢＳ，１ ｍｇ ／ ｍＬ 胶原

酶 Ａ 和 ５０ μｇ ／ ｍＬ ＤＮＡｓｅ Ｉ）和胶原酶 ＶＩＩＩ 消化液

（ＲＰＭＩ １６４０ 培养基，１５０ μｇ ／ ｍＬ ＤＮＡｓｅ Ｉ 和 １００ Ｕ ／
ｍＬ 胶原酶 ＶＩＩＩ）、缓冲收集液（Ｈａｎｋｓ 缓冲液，２％
ＦＢＳ）、 ＥＤＴＡ 洗 液 （ Ｈａｎｋｓ 缓 冲 液， ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
ＥＤＴＡ）、ＦＡＣＳ 缓冲液 （ ＰＢＳ 缓冲液，２％ ＦＢＳ 和 ２
ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＥＤＴＡ）等的具体配制根据需要消化的小肠

数量决定，参考文献［７－８］。
１􀆰 ３􀆰 ３　 小肠固有层单细胞悬液制备

　 　 每个样品准备 ４０ ｍＬ Ｈａｎｋｓ 缓冲液和 ３０ ｍＬ

ＥＤＴＡ 洗液， 分别置于 ５０ ｍＬ 离心管并加热至

３７ ℃。 为每个样品准备含 １０ ｍＬ 缓冲收集液的 ５０
ｍＬ 离心管，置于冰上。 如图 １ 所示，在平皿中用

ＰＢＳ 缓冲液清洗肠段并用眼科手术剪剪成小块（约
５ ｍｍ 长）。 将小肠小块收集在含有 １０ ｍＬ 缓冲收

集液的 ５０ ｍＬ 离心管（该离心管后续可重复使用），
充分摇匀并置于冰上。 为每个样品制备新鲜酶消

化液，并升温至 ３７ ℃。 利用医用纱布过滤每个样

品，丢弃流出物（同一纱布可以在每个洗涤步骤中

重复使用）。 用眼科镊收集样品于 ５０ ｍＬ 离心管，
用温热的 Ｈａｎｋｓ 缓冲液清洗样品 ２ 次，每次 １０ ｍＬ，
丢弃流出物。 将每个样品收集在含有 １０ ｍＬ ＥＤＴＡ
洗液的 ５０ ｍＬ 离心管中。 在 ３７ ℃水浴箱中孵育样

品 １０ ｍｉｎ。 每次孵育后，以 ２５００ ｒ ／ ｍｉｎ 脉冲涡旋样

品 ３ 次，持续 ３ ｓ。 重复 ＥＤＴＡ 洗液洗涤步骤两次，
总共 ３ 个 １０ ｍｉｎ 的洗涤步骤。 ＥＤＴＡ 洗液悬浮液应

该随着每个洗涤步骤变得不那么混浊（如果在最后

一次洗涤后仍观察到大量碎屑，可添加第 ４ 次洗涤

步骤）。 在最后的 ＥＤＴＡ 洗液洗涤步骤后，通过医

用纱布过滤每个样品，并用 １０ ｍＬ 温热的 Ｈａｎｋｓ 缓

冲液洗涤 ２ 次。 将医用纱布上的每个样品收集在含

有酶消化液的 ５０ ｍＬ 离心管中。 在 ３７ ℃水浴箱孵

育样品 ３０ ｍｉｎ，每 ５ ｍｉｎ 剧烈摇动样品 １ 次。 向每

个样品中加入 １０ ｍＬ ＦＡＣＳ 缓冲液并保持在冰上以

停止消化。 将每个样品通过 １００ μｍ 和 ４０ μｍ 细胞
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过滤器过滤到新的 ５０ ｍＬ 离心管中。 ４ ℃下以 ２５００
ｒ ／ ｍｉｎ 离心单细胞悬液 ６ ｍｉｎ。 弃去上清液并重悬

于 １ ｍＬ 的 ＦＡＣＳ 缓冲液中，至此完成小肠固有层单

细胞悬液的制备。 该流程可以在 ６ ｈ 左右完成（大
致流程见图 １）。
１􀆰 ３􀆰 ４　 细胞计数

　 　 采用自动细胞计数器计白细胞个数以粗略评

估单细胞悬液中的细胞数量。
１􀆰 ３􀆰 ５　 流式细胞术检测单细胞悬液的细胞存活率

　 　 采用 Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ Ｚｏｍｂｉｅ ＡｑｕＴＭ 检测细胞存活情

况， 具 体 检 测 原 理 参 照 Ｚｏｍｂｉｅ ＡｑｕａＴＭ Ｆｉｘａｂｌｅ
Ｖｉａｂｉｌｉｔｙ Ｋｉｔ 说明书。 将 Ｚｏｍｂｉｅ ＡｑｕａＴＭ 用 ＰＢＳ 缓冲

液以 １ ∶ １０００ 溶解，再将单细胞悬液离心后重悬于

１００ μＬ 稀释后的 Ｚｏｍｂｉｅ ＡｑｕａＴＭ，室温下避光孵育

３０ ｍｉｎ，结束后使用 ２ ｍＬ 细胞染色缓冲液洗涤 ２
次。 最后将细胞重悬于 ２００ μＬ 细胞染色缓冲液中，
并平均分配到两个 １２ ｍｍ×７５ ｍｍ 流式管中以备后

续免疫细胞抗原染色。
１􀆰 ３􀆰 ６　 流式细胞术检测小肠固有层免疫细胞

　 　 在步骤 １􀆰 ３􀆰 ３ 获得的两管流式管中加入 ０􀆰 ５
μＬ ＴｒｕＳｔａｉｎ ＦｃＸＴＭ ＰＬＵＳ（Ｆｃ 受体阻断剂），涡旋混

匀，在冰上预孵化 １０ ｍｉｎ。 按抗体说明书加入适量

表面抗体，涡旋混匀，并在冰上避光孵育 ２０ ｍｉｎ。 孵

育结束后加入 ２ ｍＬ 的细胞染色缓冲液洗涤，涡旋并

在 ２０００ ｒ ／ ｍｉｎ 下离心 ５ ｍｉｎ，弃上清液。 重复上一步

洗涤步骤。 在 ５００ μＬ 的细胞染色缓冲液中重悬细

胞，上机检测。
１􀆰 ４　 统计学方法

　 　 采用 ＦｌｏｗＪｏ Ｖ１０、 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ７ 和 ＳＰＳＳ
２５􀆰 ０ 进行数据分析和绘图，所有数据采用平均数±
标准差（􀭰ｘ±ｓ）表示。 数据均进行正态性和方差齐性

检验，两组独立数据比较采用独立 ｔ 检验或 Ｍａｎｎ⁃
Ｗｈｉｔｎｅｙ Ｕ 检验。 检验以 Ｐ＜０􀆰 ０５ 为差异具有统计

学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 两种酶消化法对细胞获得率的影响

　 　 分离位于小肠固有层中的免疫细胞的标准程

序主要包括 ３ 个步骤：第一，样品制备。 收集小肠，
去除派氏结，纵向打开以去除管腔内容物，洗涤并

切成小块；第二，预消化。 用含有 ＥＤＴＡ 的洗涤缓冲

液对这些小块进行几次洗涤，以达到去除上皮层的

目的；第三，消化。 用胶原酶消化组织，过滤后即获

得单细胞悬液。 以上这 ３ 个步骤都至关重要，缺一

不可，其中消化步骤又是影响细胞获得率、细胞活

性和流式检测结果的重中之重。 因此，我们在保持

前两个标准步骤一致的情况下，比较了胶原酶 Ａ 和

胶原酶 ＶＩＩＩ 这两种胶原酶消化液的单细胞悬液制

备效果。 按照制备流程获得单细胞悬液后，采用自

动细胞计数器计数白细胞个数以粗略评估单细胞

悬液中的细胞数量，遗憾的是该方法不能准确检测

淋巴细胞的数量，因此只能粗略地比较这两种胶原

酶消化液对细胞获得率的影响。 通过统计两种酶

消化法获得的白细胞数量，结果发现，采用胶原酶 Ａ
消化液制备可获得的白细胞数量为（９􀆰 ４８±１􀆰 １０） ×
１０９，采用胶原酶 ＶＩＩＩ 消化液制备可获得的白细胞

数量为（４􀆰 １８±１􀆰 ０２） ×１０９，两种酶消化法具有显著

差异（Ｐ＜０． ０００１，图 ２）。

注：与胶原酶 Ａ 组相比， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１。

图 ２　 两种酶消化法对单细胞悬液白细胞数量的影响

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｏｌｌａｇｅｎａｓｅ Ａ ｇｒｏｕｐ， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｗｏ ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ ｏｎ ｔｈｅ
ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｌｅｕｃｏｃｙｔｅｓ ｉｎ ｓｉｎｇｌｅ ｃｅｌｌ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎｓ

２􀆰 ２　 两种酶消化法对细胞活性的影响

　 　 细胞活性会影响流式检测的结果，通常在细胞

表面抗体染色之前，加入死活染料以评估细胞活性

状态。 通过统计两种酶消化法获得的活细胞比例，
发现两种消化液均会影响细胞活性，采用胶原酶 Ａ
消化液制备的活细胞比例为（８６􀆰 ３６±３􀆰 ３２）％，采用

胶原酶 ＶＩＩＩ 消化液制备的活细胞比例为（６１􀆰 ６２±
１０􀆰 ９３）％，两种酶消化法具有显著差异（图 ３），且采

用胶原酶 Ａ 消化液制备的单细胞悬液的活细胞比

例更加稳定，均在 ８０％以上。
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注：Ａ 流式细胞术检测两种酶消化法下的细胞活性状态；Ｂ 细胞存活率。 与胶原酶 Ａ 组相比， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ３　 两种酶消化法对细胞活性状态的影响

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ａｓｓａｙ ｆｏｒ ｃｅｌｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｓｔａｔｕｓ ｕｎｄｅｒ ｂｏｔｈ ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ． Ｂ， Ｃｅｌｌ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｏｌｌａｇｅｎａｓｅ Ａ

ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｗｏ ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ ｏｎ ｃｅｌｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｓｔａｔｕｓ

２􀆰 ３　 两种酶消化法对细胞表面抗原的影响

　 　 流式细胞术的工作原理是带有荧光标记的抗

体与细胞表面抗原或胞内 ／核内抗原进行特异性结

合。 酶消化步骤可能会影响细胞表面抗原和抗体

特异性结合，从而影响流式检测结果。 因此，我们

对几种常检测的细胞表面抗原包括 ＣＤ３、ＣＤ４、ＣＤ４５
和 Ｂ２２０ 进行检测，结果发现两种消化液对 ＣＤ４５＋细

胞占活细胞比例、活性 ＣＤ４５＋细胞比例有明显影响，
而 ＣＤ３ 和 Ｂ２２０ 在 ＣＤ４５＋ 细胞中的比例、 ＣＤ４ 在

ＣＤ３＋细胞中的比例没有影响，即两种消化液对淋巴

细胞表面抗原影响不大，但因为 ＣＤ４５＋细胞占活细

胞的比例和活性，ＣＤ４５＋细胞比例存在显著差异，加
之细胞获得率的显著差异，导致胶原酶 ＶＩＩＩ 获得的

有活性的各类细胞数量显著少于胶原酶 Ａ 所获得

的（图 ４）。 综上说明，采用胶原酶 Ａ 制备单细胞悬

液更有利于获得更多数量的活性淋巴细胞，这对分

离淋巴细胞进行后期细胞实验有重要意义。
２􀆰 ４　 小鼠小肠固有层 ＩｇＡ＋浆细胞和辅助 Ｔ 细胞的

流式检测

　 　 通过比较这两种酶消化法制备的单细胞悬液

细胞获得率、细胞活性状态以及细胞表面抗原的情

况，发现胶原酶 Ａ 比胶原酶 ＶＩＩＩ 更适合用于制备小

肠固有层单细胞悬液。 为了验证胶原酶 Ａ 消化液

制备获得的细胞能够准确表示肠道免疫反应，我们

对该方法制备的单细胞悬液进行了胞内 ／核内抗原

染色。 ＩｇＡ＋浆细胞和辅助 Ｔ 细胞在肠道免疫中发挥

重要作用，其数量异常或比例失衡参与了多种自身

免疫性疾病的发病机制，例如 ＩｇＡ 肾病。 目前认为

来源于肠道黏膜的 Ｇｄ⁃ＩｇＡ１ 是诱发 ＩｇＡ 肾病的关键

始动环节，而 Ｇｄ⁃ＩｇＡ１ 的形成与 ＴＢ 淋巴细胞亚群又

密切相关［９⁃１０］。 因此，对 ＴＢ 淋巴细胞亚群数量或比

例的检测、对探究 ＩｇＡ 肾病的发病机制和药物治疗

ＩｇＡ 肾病的起效机制等方面十分重要。
圈门策略如图 ５，首先在活细胞里圈出 ＣＤ４５ 阳

性细胞群，ＣＤ４５ 是免疫细胞均表达的表面抗原。
ＩｇＡ 有血清型和分泌型，由 ＩｇＡ＋浆细胞（Ｂ２２０－ ＩｇＡ＋）
产生（胞内 ＩｇＡ 分子染色流程参考 Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ Ｃｙｔｏ⁃
ＦａｓｔＴＭ Ｆｉｘ ／ Ｐｅｒｍ Ｂｕｆｆｅｒ Ｓｅｔ 说明书）。 分泌型 ＩｇＡ
（ＳＩｇＡ）是机体黏膜防御系统的主要成分，它可覆盖

在肠黏膜表面，对某些病毒、细菌和一般抗原具有

抗体活性，是防止病原体入侵机体的重要屏障。 当

肠道病原体入侵时，肠道局部免疫系统激活，ＩｇＡ＋浆

细胞会分泌更多 ＳＩｇＡ 来抵御病原体，若肠道黏膜免

疫持续激活，会造成因免疫过度而引起自身免疫性

疾病。 ＣＤ４＋ 辅助性 Ｔ 细胞包括 Ｔｈ１、Ｔｈ２、Ｔｈ１７ 和

Ｔｒｅｇ 等细胞亚群，各细胞亚群均产生或表达一组特

定的细胞因子、转录因子、表面趋化因子等，这些因

子对各细胞亚群的分化、增殖、迁移和功能等至关

重要［１１］。 我们以表面抗原结合相应核内转录因子

来标记各细胞亚群，同样在活细胞里圈出 ＣＤ４５＋细

胞，然后圈出 ＣＤ３＋Ｔ 淋巴细胞、ＣＤ４＋Ｔ 淋巴细胞，最
后结 合 不 同 转 录 因 子 圈 定 Ｔｈ１ （ Ｔ⁃ｂｅｔ＋ ）、 Ｔｈ２
（ＧＡＴＡ３＋）、Ｔｈ１７（ＲｏＲγｔ＋ ）和 Ｔｒｅｇ（ＣＤ２５＋ ＦｏｘＰ３＋ ）
细胞亚群（核内转录因子染色流程参考 Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ
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Ｔｒｕｅ⁃ＮｕｃｌｅａｒＴＭ Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ Ｆａｃｔｏｒ Ｂｕｆｆｅｒ Ｓｅｔ 说明

书）。 在自身免疫性疾病中，ＣＤ４＋辅助性 Ｔ 细胞亚

群的比例可能比其绝对数量更重要。 如 ＩｇＡ 肾病，
研究认为 Ｔｈ１ ／ Ｔｈ２ 和 Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ 细胞失衡与疾病严

注：ＡＤＧＪ 流式细胞术检测两种酶消化法下获得的细胞表面抗原。 Ａ：在活细胞上圈门；Ｂ：ＣＤ４５＋细胞占活细胞的比例图；Ｃ：活性 ＣＤ４５＋细胞

的比例图；Ｄ：在 ＣＤ４５＋细胞上再圈门；Ｅ：ＣＤ３＋细胞占 ＣＤ４５＋细胞的比例图；Ｆ：活性 ＣＤ３＋细胞的比例图；Ｇ：在 ＣＤ３＋细胞上再圈门；Ｈ：ＣＤ４＋

细胞占 ＣＤ３＋细胞的比例图；Ｉ：活性 ＣＤ４＋细胞的比例；Ｊ：在 ＣＤ４５＋细胞上再圈门；Ｋ：Ｂ 细胞占 ＣＤ４５＋细胞的比例图；Ｌ：活性 Ｂ 细胞的比例图。

与胶原酶 Ａ 组相比， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ４　 两种酶消化法对细胞表面抗原的影响

Ｎｏｔｅ． ＡＤＧＪ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌ ｓｕｒｆａｃｅ ａｎｔｉｇｅｎｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｕｎｄｅｒ ｔｗｏ ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ． Ａ， ｃｉｒｃｌｅｄ ｇａｔｅ ｏｎ ｌｉｖｅ ｃｅｌｌｓ， Ｄ ｉｓ ａ ｒｅ⁃

ｃｉｒｃｌｅｄ ｇａｔｅ ｏｎ ＣＤ４５＋ ｃｅｌｌｓ， Ｇ ｉｓ ａ ｒｅ⁃ｃｉｒｃｌｅｄ ｇａｔｅ ｏｎ ＣＤ３＋ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ Ｊ ｉｓ ａｌｓｏ ａ ｒｅ⁃ｃｉｒｃｌｅｄ ｇａｔｅ ｏｎ ＣＤ４５＋ ｃｅｌｌｓ． Ｂ， Ｇｒａｐｈ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ＣＤ４５＋

ｃｅｌｌｓ ｔｏ ｌｉｖｅ ｃｅｌｌｓ． Ｃ， Ｇｒａｐｈ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ａｃｔｉｖｅ ＣＤ４５＋ ｃｅｌｌｓ． Ｅ， Ｇｒａｐｈ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ＣＤ３＋ ｃｅｌｌｓ ｔｏ ＣＤ４５＋ ｃｅｌｌｓ． Ｆ， Ｇｒａｐｈ ｏｆ ｔｈｅ

ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ａｃｔｉｖｅ ＣＤ３＋ ｃｅｌｌｓ． Ｈ， Ｇｒａｐｈ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ＣＤ４＋ ｃｅｌｌｓ ｔｏ ＣＤ３＋ ｃｅｌｌｓ ｐｌｏｔ． Ｉ， Ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ａｃｔｉｖｅ ＣＤ４＋ ｃｅｌｌｓ． Ｋ， Ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ Ｂ

ｃｅｌｌｓ ｔｏ ＣＤ４５＋ ｃｅｌｌｓ ｐｌｏｔ． Ｌ， Ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ａｃｔｉｖｅ Ｂ ｃｅｌｌｓ ｐｌｏｔ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｏｌｌａｇｅｎａｓｅ Ａ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｗｏ ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ ｏｎ ｃｅｌｌ ｓｕｒｆａｃｅ ａｎｔｉｇｅｎｓ
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注：空白对照为没有加能够特异性结合胞内 ／ 核内抗原的抗体。

图 ５　 小肠固有层 ＩｇＡ＋浆细胞和辅助 Ｔ 细胞的圈门策略

Ｎｏｔｅ． Ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌｓ ａｒｅ ｔｈｏｓｅ ｗｉｔｈｏｕｔ ｔｈｅ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｏｆ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ｃａｐａｂｌｅ ｏｆ ｓｐｅｃｉｆｉｃａｌｌｙ ｂｉｎｄｉｎｇ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ／ ｉｎｕｃｌｅａｒ ａｎｔｉｇｅｎｓ．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｃｉｒｃｌｅ ｇａｔｉｎｇ ｓｔｒａｔｅｇｙ ｆｏｒ ＩｇＡ＋ ｐｌａｓｍａ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｈｅｌｐｅｒ Ｔ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｌａｍｉｎａ ｐｒｏｐｒｉａ ｏｆ ｔｈｅ ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ

重程度密切相关［１２］。

３　 讨论

　 　 肠道黏膜免疫系统是人体最大的免疫系统，它
与外界直接接触，与肠道菌群存在错综复杂的关

系。 制备肠道单细胞悬液是我们了解肠道黏膜免

疫系统的一个必要手段，对单细胞悬液进行流式检

测或单细胞测序等，可以评估肠道黏膜免疫反应状

态；也可对单细胞悬液进行目标细胞的分选，从而

进一步开展细胞实验。 因此，制备高质量的肠道单

细胞悬液对以探究肠道微生态和肠道黏膜状态为

目标的基础实验十分重要。
本研究主要采用胶原酶消化肠道固有层，在这

之前首先需要暴露固有层。 本研究参考 Ｆｅｒｒｅｒ⁃Ｆｏｎｔ
等［７］的实验方案，经过多次的 Ｈａｎｋｓ 洗液和 ＥＤＴＡ
洗液洗涤和剧烈涡旋振荡，可以顺利将肠道上皮层

去除，暴露固有层，这一步可以明显缩短胶原酶消

化时长，从而减少胶原酶对细胞活性的影响。 本研

究还参考了 Ｚｈａｎｇ 等［８］ 的实验方案，按其流程制备

了胶原酶 ＶＩＩＩ 消化液，然后在样品制备和预消化流

程一致的情况下，比较了胶原酶 Ａ 和胶原酶 ＶＩＩＩ 这
两种酶消化液对单细胞悬液细胞获得率、细胞活性

和细胞表面抗原的影响，最终确定了以胶原酶 Ａ 为

主的消化方法为最佳消化方案。 该方案能得到更

高的细胞产量，且不影响细胞表面抗原的表达，细

胞活性约为 ８６％，显著高于胶原酶 ＶＩＩＩ 消化方案

（细胞活性约为 ６１％），与 Ｆｅｒｒｅｒ⁃Ｆｏｎｔ 等［７］研究结果

一致。 张苗苗等的研究完全参照 Ｚｈａｎｇ 等［８］的实验

方案，即以胶原酶 ＶＩＩＩ 为主的消化方案，其细胞活

性约为 ７０％，也明显低于本研究胶原酶 Ａ 消化方

案，但高于本研究的胶原酶 ＶＩＩＩ 消化方案，可能是

本研究采用了剧烈涡旋振荡去除肠道上皮层；其
次，与张苗苗等研究结果一致的是，胶原酶 ＶＩＩＩ 和

胶原酶 Ａ 均不会导致淋巴细胞表面抗原丢失；再
次，在张苗苗等［６］ 的研究结果里，胶原酶 ＶＩＩＩ 消化

方案获得的结肠单细胞悬液中 ＣＤ４５＋细胞比例不超

过 ２５％，本研究胶原酶 ＶＩＩＩ 消化方案获得的小肠单

细胞悬液中 ＣＤ４５＋细胞比例约为 ５０％，胶原酶 Ａ 消

化方案的 ＣＤ４５＋细胞比例约为 ７０％，可见胶原酶 Ａ
能够获得更高的 ＣＤ４５＋细胞比例；最后，本研究两种

消化方案的消化时长均为 ３０ ｍｉｎ，明显少于 Ｚｈａｎｇ
等［８］的研究方案消化时长（９０ ｍｉｎ），也短于 Ｎａｔｕｒｅ
Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ 中胶原酶 Ｄ 和分散酶的消化时长 （ ４５
ｍｉｎ） ［１３］，这可能是胶原酶 Ａ 消化方案细胞活性更

高的主要原因。
本研究最后采用流式细胞术检测了多种自身

免疫性疾病尤其 ＩｇＡ 肾病会密切关注的肠道免疫细

胞，验证了以胶原酶 Ａ 为主的消化方法制备的单细

胞悬液可以准确反应肠道免疫情况，如我们发现相

比于其他辅助性 Ｔ 细胞亚群，Ｔｈ１７ 细胞在肠道分布
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广泛，与肠道黏膜免疫密切相关，这和之前诸多研

究结果一致［１４－１５］。
综上所述，在样品制备和预消化这两个步骤一

致的情况下，采用胶原酶 Ａ 消化液获得的小鼠小肠

固有层单细胞悬液在细胞获得率、细胞活性状态和

活性 ＴＢ 淋巴细胞数量方面都明显优于胶原酶 ＶＩＩＩ
消化液。 因此，本研究认为当细胞产量、细胞活力

和细胞功能很重要时，优先推荐使用胶原酶 Ａ 制备

小肠固有层单细胞悬液。 但本研究也存在一定局

限性，通过自动细胞计数器检测白细胞数量来粗略

的评估细胞获得率存在一定误差，没有采用更精确

的检测方法以实现淋巴细胞的绝对计数，导致不能

很准确的比较两种酶消化法的淋巴细胞获得率。
另外，流式检测 ＩｇＡ＋浆细胞和辅助 Ｔ 细胞采用空白

对照来辅助圈门设置，没有同型对照准确。 未来应

在本研究基础上，设计更完整精确的实验方案来比

较各种胶原酶制备肠道固有层单细胞悬液的优劣，
从而探索出一种更优的肠道固有层消化方法。
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