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微创采血结合多色流式细胞术分析小鼠外周血记忆犜细胞亚群
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　　［摘要］　目的　为实现序贯多时间连续采血监测小鼠外周血记忆Ｔ细胞亚群的变化情况，建立并优化微创采血结合多

色流式细胞术分析的方法体系。方法　经隐静脉进行微创采血，使用荧光补偿微球进行多色荧光补偿矩阵的建立，在ＢＤ

Ｃａｌｉｂｕｒ双激光流式细胞仪上分析小鼠外周血记忆Ｔ细胞亚群（初始Ｔ细胞、中心记忆Ｔ细胞、效应记忆Ｔ细胞），评估采血体

积、全血是否离心、抗体孵育浓度、红细胞裂解后是否洗涤等参数对多色流式分析结果的影响。随后采用优化的流式细胞分析

方法动态评估Ｃ５７和动脉粥样硬化（ＡＳ）易发载脂蛋白Ｅ基因敲除（ａｐｏＥ
－／－）小鼠在从常规饮食切换至高脂饮食过程中记忆

Ｔ细胞的演变过程。结果　（１）经小鼠隐静脉可实现１０～５０μＬ采血，该采血可无需对实验动物进行麻醉，能够实现多次重

复采血，且１０μＬ全血即可满足多色流式细胞术分析的需要，并减少抗体用量。（２）联合高速离心分离血细胞进一步缩小抗体

孵育体积，则可进一步节省抗体的用量。（３）对抗体浓度的优化能在保证检测结果准确性和可重复性好的基础上进一步降低

抗体用量和背景荧光的干扰。（４）红细胞裂解后加用洗涤可进一步降低背景荧光，但延长操作时间；也可裂解后直接上机检

测。（５）使用上述流式细胞学分析方法揭示：ａｐｏＥ
－／－小鼠在常规饮食基线水平其体内的效应记忆Ｔ细胞水平即高于对照Ｃ５７

小鼠（犘＜０．０５），给予高脂饮食３周后基本达到平台，而Ｃ５７小鼠在高脂饮食２周即达到平台，表明ａｐｏＥ
－／－小鼠在ＡＳ斑块进

展早期即出现免疫调节紊乱。结论　采用隐静脉采血结合优化流式细胞术抗体孵育流程可实现序贯连续采血，完成对小鼠

体内记忆Ｔ细胞亚群的动态观察。
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　　记忆Ｔ细胞是一类广泛参与免疫应答调控的免

疫细胞，主要包括初始Ｔ细胞（ｎａｉｖｅＴｃｅｌｌｓ，Ｔｎａ

ｉｖｅ）、中心记忆 Ｔ 细胞（ｃｅｎｔｒａｌｍｅｍｏｒｙＴｃｅｌｌｓ，

Ｔｃｍ）和效应记忆Ｔ细胞（ｅｆｆｅｃｔｏｒｍｅｍｏｒｙＴｃｅｌｌｓ，

Ｔｅｍ）三个亚群
［１］，其中 Ｔｎａｉｖｅ细胞在受到树突状

细胞提呈的抗原刺激后分化为Ｔｃｍ，后者被认为与

干细胞拥有一些相似的性质，具有一定的自我更新

的能力，能长期记忆抗原，在受到相同或类似抗原刺

激后大量增殖并分化为Ｔｅｍ，通过分泌各种因子等

途径发挥其免疫调节作用［２］。既往的研究大多集中

于肿瘤和感染性疾病［３５］，近年来研究发现记忆Ｔ细

胞也参与了动脉粥样硬化（ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，ＡＳ）的

病理过程［６］，其主要表现为循环中Ｔｎａｉｖｅ含量的降

低和Ｔｅｍ比例的升高
［６７］。

小鼠是ＡＳ最常用的实验动物，通过监测小鼠

体内记忆Ｔ细胞的动态变化来评估机体的免疫状态

能够极大地满足各种药物和干预研究的需要，但小

鼠个体小，传统的采血方法（心脏穿刺或眼眶采血）

不能满足单只小鼠重复采血的动态观察研究。小鼠

隐静脉采血法的出现解决了连续序贯采血［８］及后续

的流式细胞分析这一关键问题。微流式的概念最早

由美国学者 ＭｃＦａｒｌｉｎ提出
［９］，是集合微量采血和微

量标本分析于一体的流式细胞学分析方法，并在

Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司推出的微流控流式细胞仪 Ｇｕａｖａ中

得到应用。目前国内实验室大多仍以传统流式细胞

分析仪为主，微流式细胞分析方法能否在此类平台

上开展国内外鲜有研究涉及。本研究拟进行相关的

尝试和技术要点的优化，着重解决如何收集和孵育

微量血样、优化抗体的使用量等实际问题，提供确实

且可操作的技术方案，以实现序贯连续采血及小鼠体

内记忆Ｔ细胞亚群的动态观察，最后对Ｃ５７和ＡＳ易

发的载脂蛋白Ｅ基因敲除（ａｐｏＥ
－／－）小鼠，在切换高

脂饮食后体内Ｔｅｍ 的动态演变情况进行分析。

１　材料和方法

１．１　动物及材料　雄性Ｃ５７小鼠（狀＝３０），ＳＰＦ级，

６～８周龄，体质量（１８±２）ｇ；雄性ａｐｏＥ
－／－ 小鼠

（狀＝１０），ＳＰＦ级，６～８周龄，体质量（１８±２）ｇ，均由

中国科学院上海药物所实验动物中心提供，生产许

可证号：ＳＣＸＫ（沪）２００８００１７ ，使用许可证号：

ＳＣＸＫ（沪）２００８００４９；流式细胞缓冲液（美国ＢＤ公

司），红细胞裂解液（Ｓｉｇｍａ公司），枸橼酸钠（国药集

团），ＰＣＲ管（ＡＸＹＧＥＮ公司）；ＯｎｅＣｏｍｐｅＢｅａｄｓ荧

光 补 偿 微 球 （美 国 ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ 公 司），Ａｌｅｘａ

Ｆｌｏｕｒ４８８标记的抗小鼠 ＣＤ３ 单克隆抗体（ＣＤ３

ＡＦ４８８），藻红蛋白（ｐｈｙｃｏｅｒｙｔｈｒｉｎ，ＰＥ）标记的抗小

鼠ＣＤ６２Ｌ（ＣＤ６２ＬＰＥ）、ＡｌｅｘａＦｌｏｕｒ６４７标记的抗小

鼠ＣＤ４４单克隆抗体（ＣＤ４４ＡＦ６４）、ＰｅｒＣＰ／Ｃｙ５．５

标记的抗小鼠 ＣＤ４单克隆抗体（ＣＤ４ＰＥＣＰ，美国

ＢｉｏＬｅｇｅｎｄ公司）；高脂饲料（美国ＲｅｓｅａｒｃｈＤｉｅｔ公

司）；Ｃａｌｉｂｕｒ流式细胞仪（美国ＢｅｃｔｏｎＤｉｃｋｉｎｓｏｎ公

司）；微量动物采血针，针头（４ｍｍ，美国Ｇｏｌｄｅｎｒｏｄ

公司）；微量移液器（Ｂｉｏｈｉｔ公司）。

１．２　隐静脉采血　小鼠自鼠笼中取出后置入５０ｍＬ

离心管（顶端留取通气孔），保留待采血的下肢在管

外，采血部位预先使用脱毛膏脱毛备用，乙醇棉球消

毒采血位置，按压隐静脉回流端充盈血管，刺入微量

采血针，留取全血至枸橼酸钠抗凝的ＰＣＲ管中，上

下混合后置于冰板上备用。隐静脉采集小鼠外周血

进行记忆Ｔ细胞亚群的分析（狀＝１０），每只采集血量

为１０μＬ，随后处死小鼠经心脏穿刺采血，进行常规

标记，作为对照。
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１．３　流式细胞仪的质量控制和荧光补偿矩阵的建

立　每天采用ＦａｃｓＣｏｍｐＣａｌｉｂｒａｔｅ质控校正微球配

合ＢＤＦＡＣＳＣｏｍｐ软件对流式细胞仪进行质量控

制，保证仪器的稳定；荧光补偿矩阵则采用以下方

法：取４根流式管，加入含ＯｎｅＣｏｍｐｅＢｅａｄｓ荧光补

偿微球的流式缓冲液，震荡混匀后避光孵育３０ｍｉｎ，

洗涤１次，３００μＬ流式细胞缓冲液重悬上机，使用

ＣｅｌｌＱｕｅｓｔ软件收集荧光信号，调整各通道电压和荧

光补偿矩阵，保存设置备用。

１．４　记忆Ｔ细胞亚群的流式细胞分析　从以下４

个方面进行优化评估。

１．４．１　采血量　通过隐静脉采血法和心脏穿刺采

血法，分别采集血量为微量血样（１０μＬ）和常规血样

（５０μＬ）进行后续分析。５０μＬ常规血样加入１μＬ

的流式细胞抗体在室温下进行避光孵育标记，

３０ｍｉｎ后加入２ｍＬ红细胞裂解液进行裂解，流式细

胞缓冲液洗涤１次后上机检测。对同一批小鼠在每

天的同一时间点采血进行流式细胞分析，计算日间

变异系数（ＣＶ），以反映其重复性。

１．４．２　微量血样离心与否　抗体孵育的效果与血样体

积密切相关，若直接使用全血进行抗体孵育，不仅会导

致血浆或血清标本的丢失，影响相关血液指标的检测，

而且会增加标记抗体的用量，故我们观察分析微量血样

离心与否对抗体标记有无影响。根据是否离心，可分为

离心后标记组和直接标记组，离心后标记组经５０００×

ｒｐｍ离心８ｍｉｎ后吸弃上清再标记抗体，直接标记组则

在ＰＣＲ管中直接加入抗体进行标记。

１．４．３　微量血样抗体孵育浓度　１０μＬ微量血样因

孵育体积的减少，能缩小抗体用量，同时可避免过高

背景荧光影响结果。为方便操作，抗体孵育前可事

先预混，每种抗体分别取０．５、０．２５、０．１２５、０．０６２５

μＬ做倍比稀释，每种抗体所对应的浓度梯度为：（１）

ＣＤ３ＡＦ４８８：１２５、６２．５、３１．２５、１５．６２５ｇ／Ｌ；（２）ＣＤ４

ＰＥＣＰ：５０、２５、１２．５、６．２５ｇ／Ｌ；（３）ＣＤ４４ＡＦ６４７：

１２５、６２．５、３１．２５、１５．６２５ｇ／Ｌ；（４）ＣＤ６２ＬＰＥ：５０、

２５、１２．５、６．２５ｇ／Ｌ。４种抗体预混后总体积为２μＬ，

体积不足者用流式细胞缓冲液补足。将抗体预混液

加入微量血样中，震荡混匀后室温避光标记３０ｍｉｎ，转

入流式管中，加入１ｍＬ的红细胞裂解液裂解３ｍｉｎ。

１．４．４　微量血样红细胞裂解后是否洗涤　在红细

胞裂解后进行洗涤可以降低非特异性染色，但洗涤

这一步骤本身会导致分析细胞的潜在丢失，因此我

们评估红细胞裂解后是否洗涤标本对结果的影响。

红细胞裂解后分为洗涤组和非洗涤组，洗涤组加入

２ｍＬ流式缓冲液洗涤，离心弃上清后用３００μＬ流式

缓冲液重悬上机，非洗涤组则直接上机检测。调用

之前经荧光补偿微球建立的荧光补偿矩阵，采用

ＣｅｌｌＱｕｅｓｔ软件采集数据，ＣＤ４４和ＣＤ６２Ｌ设门采

用荧光扣除（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｍｉｎｕｓｏｎｅ，ＦＭＯ）对照，

数据离线使用Ｆｌｏｗｊｏ软件进行分析。

１．５　Ｃ５７和ａｐｏＥ
－／－ 小鼠切换高脂饮食后体内

Ｔｅｍ 的动态演变情况 　 随机选取 Ｃ５７ 小鼠和

ａｐｏＥ
－／－小鼠各１０只，给予常规饮食，再切换高脂饮

食喂养４周，采用优化方法，每周定时通过隐静脉采

血对小鼠体内Ｔｅｍ比例的变化进行动态检测。

１．６　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１１．５软件进行统计

学分析，数据以珚狓±狊表示，组间差异采用两独立样

本狋检验进行比较。检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　微量血量对抗体标记的影响　通过隐静脉采

血和心脏穿刺采血，发现ＣＤ４＋Ｔｎａｉｖｅ、ＣＤ４＋Ｔｃｍ、

ＣＤ４＋Ｔｅｍ 亚群比例分别为：（７８．５±６．５）％ ｖｓ

（１８．３±６．８％）、（３．３±２．０）％ｖｓ（３．９±１．５）％、

（１２．４±３．６）％ｖｓ（１３．１±３．４）％，差异无统计学意

义（犘＞０．０５），见图１。且微量采血重复性好（日间

ＣＶ＜３．２％），提示１０μＬ血量即能满足流式细胞分

析的需要。

２．２　不同抗体浓度对标记的影响　实验发现随着

抗体使用的减少，记忆Ｔ细胞亚群的分界更为明显，

每种抗体量为０．１２５μＬ（图２中第３图）时最为清楚，

当抗体量降低至０．０６２５μＬ（图２中第４图）时，分界

反而不清楚，故后续实验使用每种抗体０．１２５μＬ进行

孵育标记，即 ＣＤ３ＡＦ４８８浓度为３１．２５ｇ／Ｌ、ＣＤ４

ＰＥＣＰ 浓 度 为 １２．５ ｇ／Ｌ、ＣＤ４４ＡＦ６４７ 浓 度 为

３１．２５ｇ／Ｌ、ＣＤ６２ＬＰＥ浓度为１２．５ｇ／Ｌ。

２．３　是否离心对抗体标记的影响　结果提示离心

与否对于抗体标记区分记忆Ｔ细胞亚群影响无统计

学意义（犘＞０．０５）。

２．４　红细胞裂解后是否洗涤对标记的影响　发现洗涤

可降低背景荧光，改善４种亚群的分界，但洗涤与否对标

记的各亚群比例影响无统计学意义（犘＞０．０５，图３）。
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图１　常规血样与微量血样标记抗体分析犆５７小鼠记忆犜细胞亚群

犉犻犵１　犃狀犪犾狔狊犻狊狅犳犿犲犿狅狉狔犜犮犲犾犾狊狌犫狊犲狋狊犻狀犆５７犿狅狌狊犲狌狊犻狀犵狉狅狌狋犻狀犲犫犾狅狅犱狊犪犿狆犾犲狊犪狀犱犿犻狀犻犿犪犾狏狅犾狌犿犲犫犾狅狅犱狊犪犿狆犾犲狊

Ａ：Ｒｏｕｔｉｎｅｂｌｏｏｄｓａｍｐｌｅｓ；Ｂ：Ｍｉｎｉｍａｌｖｏｌｕｍｅｂｌｏｏｄｓａｍｐｌｅｓ．Ｆｒｏｍｔｈｅｌｅｆｔｔｏｒｉｇｈｔ，ｔｈｅｆｏｌｌｏｗｉｎｇｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙａｎａｌｙｓｉｓ

ｓｔｒａｔｅｇｉｅｓｗｅｒｅｕｓｅｄ：ｆｉｒｓｔｌｙｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓｗｅｒｅｓｅｌｅｃｔｅｄｂｙＦＳＣ／ＳＳＣｇａｔｉｎｇ，ｔｈｅｎｔｈｅｄｏｕｂｌｅｐｏｓｉｔｉｖｅＴｃｅｌｌｓｕｂｓｅｔｓｗｅｒｅｃｈｏｓｅｎ

ｆｒｏｍｔｈｅＣＤ３／ＣＤ４ｐｌｏｔ，ｗｉｔｈｉｎｗｈｉｃｈＴｍｅｍｏｒｙｓｕｂｓｅｔｃｅｌｌｓｗｅｒｅａｎａｌｙｚｅｄｗｉｔｈＣＤ６２２Ｌ／ＣＤ４４ｐｌｏｔ．Ｄａｔａａｒｅｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｏｆ

ｓｉｘｓｅｐａｒａｔｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ．

图２　不同抗体浓度对标记犆５７小鼠犆犇４
＋记忆犜细胞比例的影响

犉犻犵２　犐狀犳犾狌犲狀犮犲狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀狊狅犳犪狀狋犻犫狅犱犻犲狊狅狀犱犲狋犲犮狋犻狀犵犆犇４狆狅狊犻狋犻狏犲犿犲犿狅狉狔犜犮犲犾犾狊狌犫狊犲狋狊

２．５　Ｃ５７和ａｐｏＥ
－／－ 小鼠切换高脂饮食后体内

Ｔｅｍ的动态演变情况　采用１０μＬ全血加入０．１２５

μＬ抗体孵育、红细胞裂解后不洗涤的优化方法，对

切换高脂饮食的Ｃ５７小鼠和ａｐｏＥ
－／－小鼠的 Ｔｅｍ

的比例进行动态观察，结果如图４所示。结果发现：

（１）在常 规 饮 食 阶 段，因 为 基 因 背 景 的 不 同，

ａｐｏＥ
－／－小鼠的Ｔｅｍ比例高于Ｃ５７小鼠，差异有统

计学意义（犘＞０．０５）；（２）从常规饮食切换至高脂饮

食，Ｃ５７小鼠和ａｐｏＥ
－／－小鼠Ｔｅｍ的比例均出现不

同程度的增高，其中ａｐｏＥ
－／－小鼠在高脂饮食３周

后基本达到平台，而Ｃ５７小鼠在高脂饮食２周即达

到平台；（３）ａｐｏＥ
－／－小鼠高脂饮食１周后Ｔｅｍ水

平高于常规饮食基线水平，差异具有统计学意义

（犘＜０．０５）。结果提示，ａｐｏＥ
－／－小鼠在 ＡＳ斑块进

展早期即出现免疫调节紊乱。
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图３　微量血样红细胞裂解后洗涤与否对犆５７小鼠记忆犜细胞亚群分析的影响
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图４　犆５７和犪狆狅犈
－／－小鼠在切换高脂

饮食后体内犜犲犿比例的动态演变

犉犻犵４　犇狔狀犪犿犻犮犮犺犪狀犵犲狅犳犜犲犿狆狉狅狆狅狉狋犻狅狀狊犻狀犆５７犪狀犱

犪狆狅犈
－／－ 犿犻犮犲犪犳狋犲狉狊狑犻狋犮犺犻狀犵狋狅犺犻犵犺犳犪狋犱犻犲狋犳狉狅犿犮犺狅狑犱犻犲狋

犘＜０．０５ｖｓＣ５７ｍｉｃｅ；△犘＜０．０５ｖｓｃｈｏｗｄｉｅｔ．狀＝１０，珔狓±狊

Ｔｅｍ：ＥｆｆｅｃｔｏｒｍｅｍｏｒｙＴｃｅｌｌｓ

３　讨　论

微流式序贯采血能够实现单一个体动物体内免

疫功能的动态监测，符合动物实验伦理的３Ｒ［替代

（ｒｅｐｌａｃｅｍｅｎｔ）、减少 （ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ）和优化 （ｒｅｆｉｎｅ

ｍｅｎｔ）］原则
［１０１１］。该整体方案的应用一方面可节省

实验动物的用量，节约人力和流式细胞抗体的消耗，

另一方面也能提供既往单一动物和单一时间点分析

模式所无法获得的数据，如在不同给药组ａｐｏＥ
－／－

小鼠记忆Ｔ细胞的动态观察，血样离心后获得的血

清还能进行细胞因子检测（ｌｕｍｉｎｅｘ和ＣＢＡ微球分

析方法），提供机体的免疫、炎症等诸多信息。

本研究对隐静脉采血和相关后续流式分析流程

进行了优化，经过大量实验动物的验证基本能达到

常规采血分析的敏感度，在稳定性方面，除了仪器的

质控，还对同一批小鼠血样抗体标记，４％多聚甲醛

固定后在不同时间点上机检测及同一批小鼠每天的

同一时间点采血标记检测，对上述数据的分析比对

证实上述方法的结果重复性好且稳定可靠。结论如

下：（１）经隐静脉采血可根据需要留取１０～５０μＬ的

血量（极量为１００μＬ），该采血法可无需对实验动物

进行腹腔或者气体吸入麻醉，能够满足多次重复采

血及后续分析的需要。研究人员在熟悉相关操作要

点后可在５ｍｉｎ内完成小鼠的采血操作，同时该采

血方法可在小鼠的左右下肢轮流进行，最多可满足

间隔２４ｈ的连续采血，由于使用的是特制采血针，

能在满足采血量的同时最大程度减少对实验动物的

损伤，且小鼠的凝血系统极为发达，采血部位短时间

按压即可止血。此外，这种采血方法原则上也可被
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用于其他小型动物及新生儿采血等相关的基础或临

床研究。（２）采血后高速离心分离血细胞可缩小抗

体孵育体积，进一步节省抗体的用量，同时离心可降

低荧光背景，有利于亚群界限的划分，但离心会导致

操作时间的延长，因此是否离心操作可根据实验的

实际需要进行。（３）优化抗体浓度能在保证检测结

果准确且重复性好的前提下，进一步降低抗体用量

以及背景荧光的干扰。（４）红细胞裂解后洗涤血样

标本可降低背景荧光，但可能会导致分析细胞的丢

失。考虑到红细胞裂解后如不洗涤样本，细胞长时

间在红细胞裂解液中会带来细胞活力降低和非特异

性荧光染色增加等潜在风险，影响结果的准确性，是

否洗涤需要根据实际样本的数量和上机等待时间确

定，样本数量少、等待时间短则无需洗涤，反之则需

要洗涤后低温保存待测。（５）Ｃ５７小鼠和ａｐｏＥ
－／－

小鼠由于基因背景的不同，其体内Ｔｅｍ比例的基线

水平也不相同。常规饮食切换高脂饮食后，Ｃ５７小

鼠和ａｐｏＥ
－／－小鼠的Ｔｅｍ比例均出现不同程度的

增高，而ａｐｏＥ
－／－小鼠在 ＡＳ病变早期即出现免疫

调节紊乱，通过对不同时间点的Ｔｅｍ等免疫系统的

动态检测，可加快筛选有效干预药物的进程。

在研究中需要注意和考虑以下问题：（１）本研究

所使用的１０μＬ全血仅对记忆Ｔ细胞这类比例较高

的细胞适用，对于低比例的细胞分析则需要增加血

量，而如果分析内皮祖细胞、干细胞等稀有细胞则需

要经心脏穿刺法采集的血量才能满足流式细胞学分

析的需要；（２）ＰＣＲ管具有低吸附特性，可使操作更

加便利并节省抗体用量，为此本研究采用ＰＣＲ管进

行标本抗体的孵育。直接使用流式管进行小体积标

本的孵育，微量血样会黏附于管壁上，从而导致样本

的干涸丢失及抗体孵育不充分，最终影响结果的准

确性；（３）对于所采用的抗体可根据实际需要和实验

目的的不同进行更换，比如加入考察细胞活力的染

料或者改用其他抗体以满足诸如Ｂ细胞、ＮＫ细胞

和单核细胞亚群分析的需要，扩展微量采血和流式

细胞学分析的应用领域。
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