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小鼠小肠上皮间淋巴细胞分离与分析研究
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［摘 要］　目的　建立小鼠小肠上皮间淋巴细胞（IELs）分离及分析方法。方法　小鼠麻醉后分离小肠组织，利用不同浓度的

Percoll分离液获得 IELs悬液；通过不同荧光抗体标记（CD45、CD3、TCRαβ、TCRγδ、CD8αβ、CD8αα）及流式细胞术检测各细胞亚群，

分析小肠 IELs数量及其不同亚群比例。结果　通过上述方法，成功分离了小鼠 IELs。流式细胞术检测结果显示，CD45+CD3+IELs占
总淋巴细胞的（16. 4±1. 4）%；在小肠 IELs 中，TCRαβ+IELs 占（32. 3±1. 7）%、TCRαβ+CD8αα+IELs 占（10. 8±2. 3）%、TCRγδ+IELs 占

（64. 0±2. 3）%、TCRαβ+CD8αβ+IELs占（13. 4±1. 9）%。结论　本研究成功建立了小鼠 IELs的分离和分析方法，为后续相关研究奠定

了技术基础。
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Isolation and analysis of small intestinal intraepithelial lymphocytes of mice
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Abstract: Objective　 To establish the isolation and analysis methods of intestinal intraepithelial lymphocytes （IELs） in mice.
Methods　After the mice were anesthetized， the small intestinal tissues were isolated， and IELs suspensions were prepared using Percoll 
separation solutions of different concentrations. The cell subsets were detected by labeling with different fluorescent antibodies （CD45， CD3， 
TCRαβ， TCRγδ， CD8αβ， CD8αα） combined with flow cytometry， so as to determine the number of small intestinal IELs and the 
proportions of their different subsets. Results　By the aforementioned method， IELs of mice were successfully isolated.  Flow cytometry 
analysis revealed that CD45⁺CD3⁺IELs accounted for （16. 4±1. 4）% of the total lymphocytes.  Among small intestinal IELs， the proportions 
of cell subsets were as follows：TCRαβ+IELs （32. 3±1. 7）% ，TCRγδ+IELs （64. 0±2. 3）% ，TCRαβ+CD8αα+ IELs （10. 8±2. 3）% ，and 
TCRαβ+CD8αβ+IELs （13. 4±1. 9）%. Conclusion　This study successfully establishes the isolation and analysis methods of mouse IELs， 
thereby laying a technical foundation for subsequent relevant research.
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肠道是人体重要的消化器官，不仅承担着营养物

质的消化与吸收功能，更是机体与外界环境进行信息

和物质交互的核心。肠道内定植着超过 100万亿的微

生物，包括细菌、真菌、病毒等，构成了复杂多样的肠

道微生态系统[1]。在漫长的进化过程中，肠道形成了

独特的区域免疫特性，肠黏膜层、固有层中具有多种

免疫细胞，能够分泌不同的细胞因子，可维持对共生

菌的免疫耐受和对病原体的快速清除之间的平衡，同

时调节肠黏膜屏障功能。肠上皮间淋巴细胞（intestinal 
intraepithelial lymphocytes，IELs）是位于肠黏膜的一类

独特 T细胞群，是肠黏膜区域免疫系统的重要组成[2]。

IELs与肠上皮细胞间紧密接触，且存在密切的相互作

用，在人体肠道中每 100 个肠上皮细胞中有 10~20 个

IELs定植，二者相互调节，共同维持肠黏膜稳态[3]。研

究发现，IELs与 2型糖尿病等慢性代谢性疾病的发生

密切相关[4]。本研究团队前期的研究发现，天然植物

化合物氢杨梅素可抑制 IELs 表达 CD26/DPP-IV，减少

肠道 L细胞分泌的胰高血糖素样肽-1降解，进而缓解

胰岛素抵抗[5]。肠道 IELs扮演着第一响应者的关键角

色，可根据TCRαβ、CD8αβ、CD8αα等细胞表面受体分

为不同细胞亚群，而不同亚群在 2型糖尿病等多种疾

病的发生中具有不同作用[6-7]。
鉴于 IELs在多种疾病中的重要性日益凸显，其分

离与分析方法对于 IELs 的研究十分重要。传统的肠

上皮剥离方法可用于肠上皮细胞的分离[8]，但在常规
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消化过程中易破坏肠道免疫细胞表面的特定抗原表

位；同时 IELs 与肠上皮细胞碎片、固有层淋巴细胞的

物理性质相近，常规密度梯度离心难以实现高纯度分

离。基于此，本课题组在既往研究方法的基础上对

IELs的分离方法进行了优化，建立了一套新的 IELs分
离方法，并采用多色流式及多种不同抗体组合实现了

IELs不同亚群细胞的准确分析，为进一步研究 IELs与
多种疾病的关系奠定了重要基础，现报道如下。

1　材料与方法

1. 1　主要仪器

流式细胞仪（美国BD FCSverse），高速低温离心机

（美国Beckman Coulter），台式低速水平离心机（湖南湘

仪离心机仪器有限公司），THZ-C恒温振荡器（江苏太

仓实验设备厂），电子天平（瑞士METTLER TOLEDO）。

1. 2　主要试剂

胎牛血清、RPMI-1640培养基购自美国Hyclone公
司；PBS购自北京中杉金桥生物公司；Percoll密度梯度

离心液购自美国 GE Healthcare 公司；D-Hanks 购自上

海碧云天生物技术有限公司；乙二胺四乙酸、硫苏糖

醇、羟乙基哌嗪乙硫磺酸均购自上海生工生物工程有

限公司。

1. 3　实验动物

7周龄 SPF级C57BL/6雄性小鼠 10只，体质量 18~
20 g，购自重庆莱彼特生物科技有限公司，饲养于陆军

军医大学实验动物中心（SPF 级），12 h/12 h 明暗周期

交替，自由饮水进食，普通饲料常规喂养，实验前 12 h
禁食。本研究所有操作经陆军军医大学学术研究伦

理审查委员会批准（批准号：AMUWEC20211008），且

符合其实验小鼠饲养与使用指导原则。

1. 4　溶液配制

小肠消化液：配制含有 5% 胎牛血清、1 mmol/L硫

苏糖醇、5 mmol/L 乙二胺四乙酸、10 mmol/L 羟乙基哌

嗪乙硫磺酸的 D-Hanks 溶液。按照每只小鼠 20 mL
计，置于37 ℃培养箱中备用。

密度梯度离心液：先配制 10×PBS，并与 Percoll 原
液按照 1∶9 的比例制成 100% Percoll 离心液。使用

100% Percoll 离心液与 RPMI-1640 培养基按照 2∶3 的

比例配制成 40% Percoll 离心液；配制 1×PBS，使用

100% Percoll 离心液与 1×PBS 按照 7∶3 的比例配制成

70% Percoll 离心液。每只小鼠需配制 40% Percoll 离
心液9 mL、70% Percoll离心液5 mL。
1. 5　小肠组织的分离和前处理

小鼠麻醉后，脱颈处死，并在手术板上固定。75%
酒精腹部消毒，眼科剪纵向剪开小鼠腹膜，暴露小鼠

腹腔。使用镊子小心提起小鼠肠道组织，用眼科剪切

断胃与十二指肠结合部，用镊子小心分离肠道组织上

附着的肠系膜，游离肠道脂肪组织，在回盲部完全分

离肠道组织，使用眼科剪切断结肠与小肠连接处。将

游离出的小肠组织置于 4 ℃预冷的 1×PBS 中清洗，去

除肠系膜、脂肪组织和小肠 Peyer's 淋巴结，并纵向切

开小肠，PBS清洗2次，充分去除肠内容物（图1）。

1. 6　小鼠 IELs分离方法

参照既往同类细胞分离方法[8]，本研究对分离过

程中相关实验参数进行改良，建立新的 IELs 分离方

法，并绘制分离的技术路线图（图1）。

肠道淋巴细胞分离：使用眼科剪将小肠组织剪成

4 mm×4 mm 的小块，并转入 50 mL 无菌 EP 管，每管加

入 20 mL小肠消化液，37 ℃下以 210 r/min震荡 20 min，

涡旋机涡旋 20 s 后使用 70 μm 滤网过滤收集至新的

50 mL 无菌 EP 管中，再次重复以上步骤，最终收集到

40 mL含有 IELs的滤液。将滤液转移至离心机，4 ℃下

图1　小鼠小肠和 IELs分离技术路线图
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以2 000 r/min离心5 min，弃去上清液保留细胞沉淀。

密度梯度离心：每个样品用 9 mL 40% Percoll离心

液重悬，并转移至 15 mL 无菌圆底 EP 管中，使用毛细

玻璃管将 5 mL 70% Percoll离心液小心加入到EP管底

部。移至离心机中并在 20 ℃下以 2 320 r/min 速度水

平密度梯度离心 20 min，离心机加减速度设为 0。离

心结束后，小心吸取 40% Percoll与 70% Percoll水平离

心液之间的白膜层 4 mL，并移至新的 15 mL无菌尖底

EP管中，用含有 5%胎牛血清的 1×PBS清洗，再使用离

心机以2 000 r/min的速度离心5 min，收集细胞沉淀。

1. 7　流式细胞术检测

流式细胞术检测 IELs的主要亚群。使用 1 mL的

1×PBS重悬细胞沉淀，将细胞悬液转移至 1. 5 mL无菌

EP管中，混匀后清洗 1次，4 ℃下以 2 360 r/min的速度

离心 5 min。弃去上清液，留下 100 μL液体涡旋细胞。

加入流式细胞术检测表面抗体 CD45 ACP-cy7、CD3 

percp-cy5. 5、CD4 PB、CD8αα FITC、CD8αβ APC、

TCRαβ PE-cy7、TCRγδ PE 各 1 μL，4 ℃下避光孵育

30 min。加入 1 mL 1×PBS 清洗 1 次，以 2 360 r/min 的

速度离心 5 min，弃去上清液。再用 300 μL 1×PBS 重

悬细胞，随后上机检测，并在FlowJo （version10. 0）软件

中分析 CD45+CD3+IELs 占总淋巴细胞的百分比，以及

TCRαβ+IELs、 TCRγδ+IELs、 TCRαβ+CD8αα+IELs、
TCRαβ+CD8αβ+IELs在 IELs中的占比。

2　结果

通过上述方法，本研究成功分离了小鼠 IELs。流

式细胞术检测结果显示，CD45+CD3+IELs 占总淋巴细

胞的（16. 4±1. 4）%；在 IELs 中，TCRαβ+IELs 占（32. 3±
1. 7）% 、TCRγδ+IELs 占（64. 0±2. 3）% 、TCRαβ+CD
8αβ+IELs 占（13. 4±1. 9）% 、TCRαβ+CD8αα+IELs 占

（10. 8±2. 3）%，见图2。

3　讨论

肠道内有大量微生物，其中以厚壁菌门、拟杆菌

门和放线菌门为主[9-10]。肠道菌群通过代谢膳食纤维

生成短链脂肪酸、次级胆汁酸等功能性分子，直接参

与宿主的能量代谢、免疫调节及炎症反应[11-13]。然而，

庞大的微生物群落中亦潜藏着条件致病菌和外来病

原体。肠道黏膜层中有大量区域免疫细胞，起到识

别、清除致病微生物及调节肠道黏膜通透性的作用[8]，

图2　IELs流式细胞术检测结果
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是人体重要的区域免疫器官[14]。从解剖结构来看，肠

黏膜屏障由内向外依次为黏膜层、黏膜下层、肌层和

浆膜层。其中黏膜层是免疫防御的核心战场，由单层

上皮细胞紧密排列构成物理屏障，其间还散布着各类

功能特化的细胞：杯状细胞分泌黏蛋白，潘氏细胞释

放抗菌肽，微褶皱细胞（M细胞）则负责抗原递呈。黏

膜层下方富含派尔集合淋巴结、孤立淋巴滤泡等肠道

相关淋巴组织，共同构成黏膜免疫应答的“传感器”和

“效应器”[14-15]。近年来，许多研究聚焦肠道区域免疫

特性与疾病发生，揭示了多种肠道区域免疫细胞在肠

道功能维护和疾病进展中的重要作用。研究发现，肠

道区域免疫特性与非酒精性脂肪肝[16]、2 型糖尿

病[17-18]、肥胖[1]等多种疾病的发生发展密切相关，组织

器官内定植的一些特殊的免疫细胞或免疫分子在代

谢调节、炎症反应、氧化应激过程中发挥关键作用。

IELs是肠黏膜免疫屏障的重要组成，根据免疫表

型和起源可将 IELs分为诱导型和天然型，诱导型包括

TCRαβ+CD8αβ+IELs，天然型包括 TCRαβ+CD8αα+IELs
和 TCRγδ+IELs，不同细胞亚型功能各异，在多种代谢

性疾病发生中具有重要作用[4,6]。本研究不同亚群细

胞分析结果显示，CD45+CD3+IELs 占总淋巴细胞的

（16. 4±1. 4）%；在 IELs中，TCRαβ+IELs占（32. 3±1. 7）%、

TCRγδ+IELs 占（64. 0±2. 3）%、TCRαβ+CD8αβ+IELs 占

（13. 4±1. 9）%、TCRαβ+CD8αα+IELs 占（10. 8±2. 3）%，

与国外研究[19-21]结果基本一致。有研究报道，整合素

β7+IELs参与胰岛素抵抗的发生，使β7-/-小鼠的肠L细

胞显著增加，胰高血糖素样肽-1 水平升高，糖耐量明

显改善，说明 β7-/-小鼠对肥胖、糖尿病等具有显著抗

性[4]。由于肠道区域免疫细胞种类繁多，建立 IELs 的
分离和分析方法对于研究 IELs 在多种疾病发生中的

作用具有重要意义。

本研究通过优化 Percoll 梯度离心参数（40% 与

70% 分层）结合机械震荡消化，建立了一种新的 IELs
分离和分析方法，应用消化液、分离液及细胞表面抗

体对 IELs进行分离染色，再利用流式细胞术检测 IELs
不同细胞亚型。相较于传统方法，本方案具有以下优

势：①采用两步乙二胺四乙酸-硫苏糖醇震荡消化，显

著提高了上皮层细胞解离效率；②通过优化离心速度

与梯度液密度配比，可有效去除 IELs悬液的上皮碎片

及死细胞；③ 多色流式抗体组合（CD45/CD3/CD4/
CD8αα/CD8αβ/TCRαβ/TCRγδ）的系统性标记策略，可

实现天然型与诱导型 IELs 亚群的精准分型。本研究

的分离方法应注意以下问题：①消化步骤中乙二胺四

乙酸浓度（5 mmol/L）及震荡时间（20 min）需严格把

控，过度消化可能导致固有层淋巴细胞混杂；②Percoll
梯度离心对操作者技术要求较高，离心参数偏差易造

成细胞层界面模糊。

综上，本研究建立了小肠 IELs分离和分析的新方

法，且具有良好的可重复性，方法安全可靠，为 IELs的
研究奠定了良好的基础。随着代谢组学、蛋白质芯片

等新技术的发展，未来可基于本研究建立的 IELs分离

和分析技术，结合单细胞转录组测序及空间转录组技

术，解析 IELs亚群在肠绒毛-隐窝轴线的功能异质性；

还可构建肠道类器官-IELs共培养系统，动态观察 IELs
与肠上皮细胞间的免疫代谢对话机制。
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