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要!目的
!

采用流式细胞术直接检测小鼠脾细胞中
H

细胞与
HE;

=

细胞存活率#探讨流式细胞术测定混合细胞中细胞亚

群存活率的可行性+方法
!

荧光抗体及碘化丙锭联合使用#测定小鼠脾细胞中
H

细胞与调节性
H

细胞的存活率+结果
!

使用流

式细胞术测定脾细胞中
H

细胞存活率时#

!

/

U#&''/<

#斜率为
%&#%/

0测定调节性
H

细胞存活率时#

!

/

U#&'$"%

#斜率为
#&'$/"

+

结论
!

流式细胞术可以应用于测定混合细胞中细胞亚群的存活率#为药物筛选提供新的选择+
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流式细胞术测定细胞时!细胞流速越快!单位体积所含细

胞数量越多!且细胞流速与细胞数量呈正比"因此!流式细胞

术)

RHH

比色法及台盼蓝染色排除法在药物筛选)细胞增殖

测定及药物毒性测定时!均可测定细胞存活率*

%-<

+

"但
RHH

比色法及台盼蓝染色排除法无法直接测定混合细胞中细胞亚

群存活率*

!

+

!比如在脾细胞中测定
H

细胞)

X

细胞以及调节性

H

细胞%

HE;

=

&等的存活率"需从混合细胞中纯化出细胞亚群

再进行检测!这无疑给药物筛选增加了操作步骤与实验成本"

检测细胞亚群的荧光抗体以及区分死活细胞的荧光染料联合

使用*

,

+

!流式细胞术能实现直接测定混合细胞中细胞亚群存活

率"本文以检测小鼠脾细胞中
H

细胞与
HE;

=

细胞存活率为

例!探讨流式细胞术测定混合细胞中目的细胞亚群存活率的应

用!为相关实验中选择合适的检测方法提供参考"
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材料与方法

?&?

!

主要试剂
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培养基购自
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公司!
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购自
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=
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公司!

012

标记小鼠
2Y"

抗体与
012

标记小鼠
2Y.

抗

体购自
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主要仪器
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流式细胞仪!
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细胞培养箱"
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!

方法
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!

流式细胞术测定小鼠脾细胞中
H

细胞的存活率
!

取

XC@D

$

8

小鼠脾脏!按照常规方法制备单个脾细胞悬液"然后置

于
",\

!

2P

/

浓度为
<]

的条件下培养"

/.4

后取出细胞!将

每管
H

细胞数调整至
!#^%#

"

"将此细胞数下的活
H

细胞设

定为理论活
H

细胞含量
%##]

!并以此为基础进行稀释得到

'#]

)

$#]

)

,#]

)

!#]

)

<#]

)
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)
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/#]
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的样

品"然后!每管样品均染色
012

标记的小鼠
2Y"

抗体
"#

?)+

!再染色
<

"

=

$

?G

的
1M%#?)+

!使用流式细胞仪测定
1M

阴

性)

2Y"

阳性的细胞流速"

?&A&@
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流式细胞术测定小鼠脾细胞中
HE;

=

细胞存活率
!

取

V>A

6

"-Z[V1

转基因小鼠脾脏!按照常规方法制备单个脾细胞

悬液"然后置于
",\

!

2P

/

浓度为
<]

的条件下培养"

/.4

后取出细胞!将
HE;

=

细胞数调整至
!̂ %#

"

"将此细胞数下的

活
HE;

=

细胞设定为理论活
HE;

=

细胞含量
%##]

!并以此为基

础进行稀释得到
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的样品"然后!每管样品均染色
012

标记的小

鼠
2Y.

抗体
"#?)+

!再染色
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!使用流式细胞

仪测定
1M

阴性)

2Y.

阳性
Z[V1

阳性细胞流速"

?&A&A
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统计学处理
!

数据统计采用
J1JJ%.&#

统计软件"计

量资料以%

,_8

&表示"使用线性相关系数%

!

/

&与斜率%

J@>

6

;

&

评价理论细胞含量与测定细胞存活率之间的线性相关关系"

@
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结
!!

果

@&?

!

流式细胞术测定小鼠脾细胞中
H

细胞与
HE;

=

细胞的存

活率!见图
%

"首先在
VJ2-F

与
JJ2-F

的二维图中圈出脾细

'

#"%

'

国际检验医学杂志
/#%/

年
%

月第
""

卷第
/

期
!

M+5QGCDR;:

!

QC+KCE

B

/#%/

!

S>@&""

!

T>&/

"

基金项目#教育部科学技术研究重点资助项目%

/#'%#.

&(四川省青年科技基金资助项目%

/#%#0#$-.."

&(教育部新世纪优秀人才支持计划

资助项目%

T2ZH-#'-#$$$

&(成都医学院科研基金资助项目%

2̀ a#'-#%'

&"

!

#

!

通讯作者#

Z-?C)@

#

b

)C+

=

W>K''

#=

?C)@&8>?

"



胞!在脾细胞中以
012-2Y"

荧光强度为横坐标!

1M

荧光强度

为纵坐标!圈出活
H

细胞%

2Y"

c

1M

d

&!如图
%0

中
3%

!测定各

种细胞数下
3%

内细胞流速!

!

/

U#&''/<

%图
%X

&!斜率为
%&#%/

%图
%2
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!!

0&3%

%

2Y"

c

1M
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&为活
H

细胞!

3/

%

2Y"

c

1M

c

&为死
H

细胞!

3"

%

2Y"

d

1M

c

&与
3.

%

2Y"

d

1M

d

&为脾细胞中除
H

细胞外的其他细胞!其

中
3"

为死细胞!

3.

为活细胞"

图
%

!!

流式细胞术测定小鼠脾细胞中
H

细胞的存活率

@&@

!

流式细胞术测定小鼠脾细胞中
HE;

=

细胞的存活率!见图

/

"首先圈出
1M

阴性的脾细胞%图
/0

&!在此基础上!以
V>A

6

"-

Z[V1

荧光强度为横坐标!

012-2Y.

荧光强度为纵坐标!圈出

HE;

=

细胞%

1M

d

Z[V1

c

2Y.

c

&!如图
/X

中
3"

!测定各种细胞

数下
3"

内细胞流速!

!

/

U#&'$"%

%图
/2

&!斜率为
#&'$/"

%图

/Y

&"

!!

0&3%

%

1M

d

&代表活脾细胞!

3/

%

1M

c

&代表死脾细胞(

X&3"

%

2Y.

c

Z[V1

c

&代表
HE;

=

细胞!

3.

%

2Y.

c

Z[V1

d

&代表
2Y.

c细胞中除
HE;

=

外的其他细胞!

3.

%

2Y.

d

Z[V1

d

&代表
2Y.

d细胞"

图
/

!!

流式细胞术测定小鼠脾细胞中
HE;

=

细胞的存活率

A

!

讨
!!

论

流式细胞术测定脾细胞中
H

细胞与
HE;

=

细胞存活率时!

测定数据稳定!线性关系较好"因此!流式细胞术不仅可以用

于单一细胞株存活率测定!应用于检测混合细胞中细胞亚群存

活率时!更能体现出其优越性"

流式细胞术测定脾细胞中
HE;

=

细胞存活率时!线性关系

%

!

/

U#&''/<

&不如测定
H

细胞%

!

/

U#&'$"%

&好"其原因推测

为
HE;

=

细胞含量较低!仅占
H

细胞的
%]

!

/]

"因此!进样

时!

HE;

=

细胞的浓度较低"而低浓度的细胞进样时!流速的

:A

值高于高浓度的细胞"所以!测定脾细胞中
HE;

=

细胞存

活率的线性关系比不上测定
H

细胞"

使用绝对计数管!流式细胞术可以进行细胞亚群的绝对计

数!比如对骨髓中的干细胞进行绝对计数*

$

+

"但绝对计数管的

高成本!限制其广泛应用于各种科研领域"而且!药物筛选时

不需要进行活细胞的绝对计数!只需以不给药的细胞为对照!

检测给药后细胞的相对存活率即可*

'

+

"

RHH

比色法以及台盼蓝染色排除法常应用于细胞存活

率测定!但均无法直接测定混合细胞中细胞亚群存活率*

%#

+

"

流式细胞术测定细胞时!流速与细胞数量呈正比!搭配不同的

荧光抗体与区分活细胞与死细胞的荧光染料!可应用于测定混

合细胞中细胞亚群存活率"但测定时有几点需要注意#抗体染

色时!直接将抗体加入细胞培养基中!染色完成后直接检测!不

能离心洗涤!这样会增加阴性细胞群信号!影响弱阳性样本的

检测准确性(上样检测的初始
<*

!样品流速较快!不稳定!需要

等待样品运行至少
<*

后才能采集数据(检测速度比不上

22e-$

比色法!但通过加配自动进样器直接检测
'!

孔板!提高

检测速度"希望以上经验对科研工作者在药物筛选时测定原

代细胞存活率!选择合适的方法提供参考"
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