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◇技术与方法◇

Cytomics FC500 与 ImageStreamX Mark Ⅱ检测大鼠
脾脏 T、B 细胞亚群 TDO2 表达的比较
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摘要 用常规方法制备大鼠脾脏细胞悬液，分别用 Cytomics
FC500 流式细胞仪( FC500) 和 ImageStreamX MarkⅡ成像流式

细胞仪 ( Mark Ⅱ ) 检 测 大 鼠 脾 脏 辅 助 性 T 细 胞 ( CD3 +

CD4 + ) 、细胞毒性 T 细胞( CD3 + CD8 + ) 、B 细胞( CD45Ｒ + )

色氨酸 2，3 双加氧酶( TDO2) 的表达水平，并观察 2 种检测

技术检测结果的相关性和一致性。结果显示，2 种流式细胞

仪测得的 CD3 + CD4 + T 细胞、CD3 + CD8 + T 细胞和 CD45Ｒ + B
细胞表达 TDO2 的相关性较好( Ｒ2 均 ＞ 0. 8) 。Bland-Altman

法分析 2 种检测技术测得 CD3 + CD4 + 细胞、CD3 + CD8 + 细胞

和 CD45Ｒ + 细胞表达 TDO2 的偏倚较小，分别为 － 1. 3%、－
8. 2%、7. 4%。TDO2 在 大 鼠 脾 脏 T、B 细 胞 中 均 有 表 达。
FC500 和 Mark Ⅱ检测结果的相关性和一致性较好。FC500
操作方便，速度快。Mark Ⅱ将传统流式细胞术的高通量分

析与细胞形态学分析相结合，精确度高，可获得细胞具体图

片。
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Cytomics FC500 型流式细胞仪作为经典的流式

细胞检测技术，可以从细胞分子水平上通过抗原 －
抗体特异性结合原理对单个细胞或其他生物粒子进

行精准、快速的高通量定量分析［1］。它可以在短时

间内分析上万个细胞，并能同时从一个细胞中测得

多个指标，具有速度快、精度高、准确性好的优点。

但它缺乏细胞形态学、细胞结构等直观观察细胞信

号分布的相关信息，获得细胞信息有限［2 － 3］。Im-
ageStreamX Mark Ⅱ成像流式细胞仪除了具有传统流

式特点，还可以获得单个细胞的图像，可以对细胞形

态、荧光探针的强度和定位进行检测，包括细胞间相

互作用、吞噬、凋亡、自噬、核易位和形态变化等［4］。
该文为比较 2 种流式检测技术，以色氨酸 2，3 双加

氧酶( tryptophan 2，3 － dioxygenase，TDO2 ) 在大鼠

脾脏 T、B 细胞中的表达水平作为检测指标，从结果

的相关性和一致性评价 2 种检测技术的差异。

1 材料与方法

1． 1 动物与试剂 SPF 级健康雄性 Wistar 大鼠 3
只，体质量 ( 200 ± 20 ) g，合格证号: ［SCXK ( 京)

2016-0006］，购于北京维通利华实验动物技术有限

公司。FITC-CD3 ( 批 号: 11-0030-81 ) 、PE-CD4 ( 批

号: 12-0040-80 ) 、PE-CD8a ( 批号: 25-0084-80 ) 、PE-
CD45Ｒ( 批号: 12-0460-82) 、Transcription Factor Stai-
ning Buffer Set 购于美国 eBioscience 公司; 抗 TDO2

一抗( 1 ∶ 100) ( 批号: 15880-1-AP) 、CL594-Conjuga-
ted Goat Anti-Ｒabbit IgG( H + L) ( 1 ∶ 100) ( 批号: SA
00013-4) 荧光二抗购于美国 Proteintech 公司; Lysing
Buffer( 10 × concentrate) 购于美国 BD 公司。
1． 2 仪器 FC 500 流式细胞仪购自美国贝克曼公

司; ImageStreamX Mark Ⅱ成像流式细胞仪购自美国

Amnis 公司; SIGMA 3-30 K 低温高速离心机购自上

海纳腾仪器有限公司。
1． 3 方法

1． 3． 1 大鼠脾脏 T 淋巴细胞的分离 麻醉后处死

大鼠，无菌剥离脾脏，研磨大鼠脾脏制备细胞悬液，

在细胞悬液中加入 5 ml 配制好的红细胞裂解液祛

除红细胞，用 PBS 调整细胞浓度至 3 × 106 个细胞 /
ml。
1． 3． 2 2 种流式细胞仪检测 T、B 细胞亚群 TDO2

表达 样本制备: 在 100 μl 细胞悬液( 3 × 106 个细

胞 /ml) 中，分别按所需表面标记加入 FITC 标记的
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CD3 抗体、PE 标记的 CD4 抗体、PE 标记的 CD8 抗

体和 PE 标记的 CD45Ｒ 抗体，同时设置空白对照管

和阴性对照管。4℃ 避光孵育 30 min。使用含 2%
胎牛血清的 PBS 洗涤 1 遍后加入 100 μl 固定液，混

匀 4℃避光固定 30 min。PBS 洗涤后加入 100 μl 破

膜液重悬，室温破膜 10 min。每管加入 2 μl 血清封

闭 20 min。加入 TDO2 一抗，孵育 1 h。加入二抗前

按照上述步骤加入 PBS 洗涤离心弃上清液。二抗

按照( 1 ∶ 100 ) μl 配制，直接每管加入 100 μl 混匀，

避光孵育 30 min。上机前用 PBS 洗涤后，再加入

PBS 重悬后上机检测。每个检测指标设 3 个复管，

重复 3 次。
1． 4 统计学处理 相关性分析采用线性回归和多

配对标本的非参数检验 ( Friedman 检验) ，以 P ＜
0. 05 为 差 异 有 统 计 学 意 义。一 致 性 评 价 采 用

Bland-Altman 法，绘 制 Bland-Altman 图 的 横 坐 标

( Average ) 为 ( FC500 + Mark Ⅱ ) / 2，纵 坐 标 为

( FC500-Mark Ⅱ) /［( FC500 + Mark Ⅱ) /2］。

2 结果

2． 1 Cytomics FC500 与 ImageStreamX Mark Ⅱ检

测的相关性和一致性 2 种检测技术测得大鼠脾脏

CD3 + CD4 + T 细胞、CD3 + CD8 + T 细胞和 CD45Ｒ + B
细胞表达 TDO2 结果的判定系数 Ｒ2 均 ＞ 0. 8，斜率

在 0. 32 ～ 1. 047，截距在 6. 409 ～ 33. 381 之间，P ＜
0. 05，相关性良好。Bland-Altman 分析显示，2 种检

测技术测得 CD3 + CD4 + T 细胞、CD3 + CD8 + T 细胞

和 CD45Ｒ + B 细 胞 表 达 TDO2 的 偏 倚 值 分 别 为

－ 1. 3%、－ 8. 2%、7. 4%，一致性界限范围较窄( 见

表 1、图 1) 。
2． 2 Cytomics FC500 与 ImageStreamX Mark Ⅱ检

测大鼠脾脏 T、B 细胞亚群表达 TDO2 的表达情况

2． 2． 1 CD3 + CD4 + T 细胞表达 TDO2 的情况 如

图 2A( FC500 ) 和 2B ( Mark Ⅱ) 结果显示，TDO2 在

CD3 + CD4 + T 细胞内有表达。
2． 2． 2 CD3 + CD8 + T 细胞表达 TDO2 的情况 如

图 3A( FC500 ) 和 3B ( Mark Ⅱ) 结果显示，TDO2 在

CD3 + CD8 + T 细胞内有表达。
2． 2． 3 CD45Ｒ + B 细胞表达 TDO2 的情况 如图

4A ( FC500 ) 和 4B ( Mark Ⅱ ) 结 果 显 示，TDO2 在

CD45Ｒ + B 细胞内有表达。
2． 2． 4 ImageStreamX Mark Ⅱ成像流式细胞仪检测

的荧光图片 如图 2C、3C、4C，01、09 表示明场，02
表示 CD3 － FITC 通 道，03 表 示 CD4-PE、CD8-PE、
CD45Ｒ-PE 通道，11 表示 APC-TDO2 通道，结果显示

TDO2 主要表达 CD3 + CD4 + T 细胞、CD3 + CD8 + T 细

胞和 CD45Ｒ + B 细胞的细胞质。

3 讨论

色 氨 酸 ( tryptophan，Trp ) 耗 竭 导 致 犬 尿 氨 酸

( kynurenine，Kyn) 及其下游产物增多，抑制 T 细胞

的增殖甚至凋亡，进而参与自身免疫病、癌症等疾病

的发生发展过程［5 － 8］。肿瘤细胞通过利用 TDO2 介

导 T细胞免疫调节作用抑制抗肿瘤免疫反应，促进

表 1 FC500 和 Mark Ⅱ流式细胞术检测技术的相关性分析( n = 3)

检测指标 样本量
中位数( P25，P75 )

FC500( % ) MarkⅡ( % )
P

线性回归

Ｒ2 斜率 截距
CD3 + CD4 + TDO2

+ 9 45． 4( 41． 2，51． 6) 48． 38( 45． 93，50． 2) ＜ 0． 05 0． 868 0． 320 33． 381
CD3 + CD8 + TDO2

+ 9 38． 7( 36，41． 6) 48． 25( 43． 79，49． 63) ＜ 0． 05 0． 943 1． 047 6． 409
CD45Ｒ + TDO2

+ 9 48． 3( 45． 9，49． 1) 40． 27( 38． 77，41． 77) ＜ 0． 05 0． 939 0． 679 7． 989

图 1 FC500 和 ImageStreamXMark Ⅱ流式细胞术检测脾脏 T 细胞亚群、B 细胞偏倚值图

A: CD3 + CD4 + T 细胞 TDO2 偏倚值; B: CD3 + CD8 + T 细胞 TDO2 的偏倚值; C: CD45Ｒ + B 细胞 TDO2 的偏倚值
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图 2 TDO2 在大鼠脾脏辅助型 T 细胞中的表达

A: Cytomics FC500 检测结果; B: ImageStreamXMarkⅡ检测结果; C． : ImageStreamX Mark Ⅱ得到的细胞图片。

肿瘤生长［9 － 10］。脾脏是机体成熟淋巴细胞分布的

主要部位，脾脏中 T、B 淋巴细胞介导的细胞、体液

免疫对 维 持 机 体 免 疫 调 节 的 稳 定 发 挥 着 重 要 作

用［11］。本实验利用 2 种不同流式细胞技术检测大

鼠脾脏辅助性 T 细胞( CD3 + CD4 + ) 、细胞毒性 T 细

胞( CD3 + CD8 + ) 、B 细胞( CD45Ｒ + ) 中 TDO2 表达情

况，同时获取细胞图像，为进一步研究 TDO2 参与机

体免疫调控以及更好地选择实验方法提供依据。
本实验为比较 2 种流式细胞术检测方法的差

异，由同一人在同样操作下上机检测，实验过程中，

注意细胞数量分配均匀、适合的样本抗体配比、正确

的圈门设计和适当的电压补偿调节等操作因素，两

台仪器测得结果的差异可以控制在较小范围内。
Cytomics FC500 型流式细胞仪因其具有: ① 速

度快，平均每管上机时间为 1 min; ② 操作简便; ③
适用多种标本的检测等优点，应用广泛。然而，这种

流式细胞术检测到的结果无法获得具体的细胞图

像，因此局限于不要求细胞结构的分析，并且细胞圈

门以及荧光强度的调节需要专业人员调试后方可使

用，其结果受到人员影响较大。成像流式细胞分析

仪因其操作简便，获取信息多，是近年来快速发展的

新型流式细胞技术，它将传统流式细胞术的高通量

分析与细胞形态学分析相结合，不仅可提供基于普

通流式的阳性百分比分析统计数据，还可获得细胞

形态、表达部位等多个直观图片［12］。虽然上样速度

相对较 FC500 慢，平均每管耗时 3 min，并且选用的

洗液为不含钙、镁离子的 PBS，成本较 FC500 高，但

成像流式细胞分析仪还具有以下几个优点:① 样本
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图 3 TDO2 在大鼠脾脏细胞毒性 T 细胞中的表达

A: Cytomics FC500 检测结果; B: ImageStreamXMark Ⅱ检测结果; C: ImageStreamX Mark Ⅱ得到的细胞图片

图 4 TDO2 在大鼠脾脏 B 细胞中的表达

A: Cytomics FC500 的检测结果; B: ImageStreamXMark Ⅱ的检测结果; C: ImageStreamX MarkⅡ得到的细胞图片

利用率高，上样体积在20 ～ 200 μl左右，适用于珍贵

样本的流式检测。② 细胞回收率高，上机过后的细

胞仍可以用于提蛋白或者提 ＲNA，继而开展其他实

验。③ 可用 1． 5 ml 离心管直接上机，不需耗费专用

流式管。④ 应用方便，仪器可自动调节荧光强度。
综上，ImageStreamX Mark Ⅱ成像流式细胞仪可在同
等操作下获得更多实验结果，但实验仪器的选择还

要根据具体的实验条件、实验目的、检测指标等要

求，综合权衡和选择。
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Comparison of TDO2 expression in T and B cell subsets of spleen
detected by Cytomics FC500 and ImageStreamX MarkⅡ in rats

Zhang Bingjie，Li Siyu，Zhao Yingjie，et al
( Institute of clinical pharmacology，Anhui Medical University，Key Lab of Anti inflammatory and

Immune Medicine，Ministry of Education，Anhui Collaborative Innovation Center of Anti-inflammatory
and Immune Medicine，Hefei 230032)

Abstract Ｒat spleen cell suspension was prepared by common method． The expression levels of helper T cells
( CD3 + CD4 + ) ，cytotoxic T cells ( CD3 + CD8 + ) ，and B cells ( CD45Ｒ + ) subsets tryptophan 2，3-dioxygenase
( TDO2 ) in rat spleen were detected by Cytomics FC500( FC500) and ImageStreamX Mark Ⅱ( Mark Ⅱ) flow cy-
tometry． The correlation and consistency of the results were observed respectively． The expression of TDO2 in CD3 +

CD4 + T cells，CD3 + CD8 + T cells and CD45Ｒ + B cells were measured by two kinds of flow cytometry，and the cor-
relation were well ( Ｒ2 ＞ 0. 8) ． Bland-Altman method was used to analyze TDO2 expression in CD3 + CD4 + T cells，
CD3 + CD8 + T cells and CD45Ｒ + B cells． The bias were － 1． 3%，－ 8． 2% and 7． 4%，respectively． TDO2 were
expressed in T and B cells of rat spleen． These two flow cytometries had good correlation and consistency in testing
resualts． FC500 is easy and fast to operate ． Mark-Ⅱ combines the high-throughput analysis of traditional flow cy-
tometry with cell mor-phology analysis，which is highly accurate and can obtain specific cell pictures．
Key words flow cytometry; T，B lymphocyte; TDO2 ; correlation; consistency
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