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小鼠肠道３型固有淋巴样细胞检测与分析方法研究
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［摘　要］　目的　建立小鼠肠道（包括小肠和结肠）黏膜固有层３型固有淋巴样细胞（ＩＬＣ３）检测与分析的方法。方法　小鼠
麻醉后分离小肠和结肠组织，利用不同的消化液分别获得小肠和结肠固有层淋巴细胞悬液，通过 ＣＤ４５＋ＣＤ３－ＣＤ９０．２＋ＲＯＲγｔ＋流
式分析策略检测ＩＬＣ３比例，通过ＩＬ２３刺激后用流式细胞术分析显示ＩＬＣ３的ＩＬ２２表达水平。结果　小肠和结肠固有层淋巴细胞
成功分离，流式细胞术检测显示ＩＬＣ３细胞分群显著并明显表达ＩＬ２２。在小肠和结肠中，ＩＬＣ３在淋巴细胞中的占比分别为（８．３０±
２．４２）％和（１．４３±０．３４）％，ＩＬ２２＋ＩＬＣ３在ＲＯＲγｔ＋ＩＬＣ３中的占比分别为（３８．９８±８．７６）％和（８５．８６±１．７２）％。结论　本研究成
功建立了小鼠小肠和结肠黏膜固有层ＩＬＣ３的检测和分析方法，为相关研究奠定了技术基础。
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　　肠黏膜免疫组织是机体免疫系统的重要组成部
分。肠腔中大量的食物抗原、代谢产物、微生物等给肠

黏膜中的各种免疫细胞提供了非常特殊的微环境，免

疫细胞与微生物相互共进化而达到平衡。当这种平衡

被破坏时，往往会发生炎症或感染。肠黏膜上皮及固

有层中有许多不同种类的免疫细胞，固有淋巴样细胞

（ｉｎｎａｔｅｌｙｍｐｈｏｉｄｃｅｌｌｓ，ＩＬＣｓ）是一类新近定义的细胞家
族，在快速启动早期免疫反应限制病原体入侵、促进组

织修复以及调节抗原特异性免疫反应中发挥重要作用。

ＩＬＣｓ是一类异质性免疫细胞群，属淋巴细胞家族成员，
由共同淋巴祖细胞（ｃｏｍｍｏｎｌｙｍｐｈｏｉｄｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒ，ＣＬＰ）
分化而成，其既不属于传统的Ｔ细胞、Ｂ细胞，也缺乏抗
原特异性受体ＴＣＲ和ＢＣＲ，但却能介导获得性免疫相
关功能，因此成为了固有免疫与获得性免疫之间的

“桥梁”。根据细胞表型、分泌细胞因子及其分化所依

赖的不同转录因子，ＩＬＣｓ可分为１型固有淋巴样细胞
（ｇｒｏｕｐ１ｉｎｎａｔｅｌｙｍｐｈｏｉｄｃｅｌｌｓ，ＩＬＣ１）、２型固有淋巴样
细胞（ｇｒｏｕｐ２ｉｎｎａｔｅｌｙｍｐｈｏｉｄｃｅｌｌｓ，ＩＬＣ２）、３型固有淋
巴样细胞（ｇｒｏｕｐ３ｉｎｎａｔｅｌｙｍｐｈｏｉｄｃｅｌｌｓ，ＩＬＣ３）和调节
型固有淋巴样细胞（ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｉｎｎａｔｅｌｙｍｐｈｏｉｄｃｅｌｌｓ，
ＩＬＣｒｅｇ）四类。其中，ＩＬＣ３主要分布在肠黏膜固有层
中，在维持肠道稳态、抵御外界病原体、维护肠道屏障

功能方面具有重要作用［１４］，与２型糖尿病、非酒精性
脂肪性肝病等慢性疾病及炎症性结肠炎等的发生密切

相关［５６］，因此其成为了近年来免疫学领域研究的新热

点。但是，肠黏膜固有层ＩＬＣ３的检测和分析存在较多
技术难点，本研究在借鉴国内外相关研究的基础上，针

对小鼠小肠和结肠组织消化、固有层淋巴细胞多标记物

共标和流式细胞术检测、ＩＬＣ３的ＩＬ２２表达分析等环节，
建立了一套成熟可行的检测和分析方法，现报告如下。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　实验动物　　雄性 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠１０只，体质
量２０～２５ｇ，购自陆军军医大学实验动物中心，普通饲
料常规喂养，实验前１２ｈ禁食。
１．１．２　主要试剂　　胎牛血清（ｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ，

ＦＢＳ）、ＲＰＭＩ１６４０培养基购自美国Ｈｙｃｌｏｎｅ公司；磷酸
盐缓冲液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）购自中杉金桥
公司；Ｈａｎｋｓ和 ＤＨａｎｋｓ平衡盐溶液购自碧云天生物
公司；小鼠重组 ＩＬ２３蛋白购自 Ｒ＆ＤＳｙｓｔｅｍｓ公司；
β巯基乙醇购自 ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司；布雷非德菌素 Ａ
和莫能霉素购自 ＢＤＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司；青霉素／链霉素
（ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｎｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｉｎ，Ｐ／Ｓ）混合溶液购自碧云天生
物公司；乙二胺四乙酸（ｅｔｈｙｌｅｎｅｄｉａｍｉｎｅｔｅｔｒａａｃｅｔｉｃ
ａｃｉｄ，ＥＤＴＡ）、二硫苏糖醇（ｄｉｔｈｉｏｔｈｒｅｉｔｏｌ，ＤＴＴ）、羟乙基
哌嗪乙硫磺酸（Ｎ２ｈｙｄｒｏｘｙｅｔｈｙｌｐｉｐｅｒａｚｉｎｅＮｅｔｈａｎｅ
ｓｕｌｐｈｏｎｉｃａｃｉｄ，ＨＥＰＥＳ）和ＤＮＡ聚合酶Ⅰ（ＤＮａｓｅⅠ）购
自上海生工生物公司；Ｐｅｒｃｏｌｌ密度梯度离心分离液购
自美国ＧＥＨｅａｌｔｈｃａｒｅ公司；胶原酶Ｄ和分散酶购自瑞
士 Ｒｏｃｈｅ公司；固定／破膜试剂盒购自美国 ＢＤ
Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司、ｆｏｘｐ３／转录因子染色试剂盒购自美国
ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司；大鼠抗小鼠 ＣＤ４５ＡＰＣＣＹ７、ＣＤ３
ＦＩＴＣ、ＣＤ９０．２ＰＥＣＹ７、ＲＯＲγｔＰＥ及 ＩＬ２２ＰｅｒＣＰ
ｅＦｌｕｏｒ７１０均购自美国ＢＤＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司，以上抗体工
作浓度均为１∶１００。
１．２　主要仪器

流式细胞仪（ＢＤＦＣＳｖｅｒｓｅ，ＢＤＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ公司，
美国）、高速低温离心机（ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ，德国）、台
式低速水平离心机（Ｌ５３０，Ｃｅｎｃｅ湘仪离心机仪器有限
公司，中国）、ＴＨＺＣ恒温振荡器（江苏太仓实验设备
厂，中国）、电子天平（ＭＥＴＴＬＥＲＴＯＬＥＤＯ，瑞士）。
１．３　实验方法
１．３．１　试剂配制　　小肠预消化液：ＤＨａｎｋｓ平衡盐溶
液中加入１ｍｍｏｌ／ＬＤＴＴ、５ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ、１０ｍｍｏｌ／Ｌ
ＨＥＰＥＳ、５％ＦＢＳ，充分混匀，以０．２２μｍ过滤器过滤后
置于３７℃孵箱中备用，每只小鼠需要约２０ｍＬ。小肠
消化液：Ｈａｎｋｓ平衡盐溶液中加入０．５ｍｇ／ｍＬⅡ型胶
原酶、１００μｇ／ｍＬＤＮａｓｅⅠ、１０％ ＦＢＳ，充分混匀，以
０．２２μｍ过滤器过滤后置于３７℃孵箱中备用，每只小
鼠需要约１０ｍＬ。小肠密度梯度离心液：首先配制含
２％ＦＢＳ的 ＲＰＭＩ１６４０培养基，用该溶液和 Ｐｅｒｃｏｌｌ密
度梯度离心分离液混合制成３０％ Ｐｅｒｃｏｌｌ工作液，置于
室温备用，每只小鼠需要约 １０ｍＬ。结肠预消化液：
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ＤＨａｎｋｓ平衡盐溶液中分别加入１０ｍｍｏｌ／ＬＨＥＰＥＳ和
５ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，充分混匀，每只小鼠需要约１０ｍＬ。
结肠消化液：Ｈａｎｋｓ平衡盐溶液中分别加入５００μｇ／ｍＬ
胶原酶 Ｄ、５００μｇ／ｍＬＤＮａｓｅⅠ、０．５Ｕ／ｍＬ分散酶和
２％ＦＢＳ，充分混匀，每只小鼠需要约１５ｍＬ。Ｐｅｒｃｏｌｌ工
作液：首先用１０×ＰＢＳ与Ｐｅｒｃｏｌｌ密度梯度离心分离液
按照 １∶９的体积比混合，制备 １００％ Ｐｅｒｃｏｌｌ，再与
１×ＰＢＳ按不同的体积比混合可得到不同浓度的Ｐｅｒｃｏｌｌ
工作液。ＩＬ２２检测细胞刺激培养液：在ＲＰＭＩ１６４０培
养基中分别加入５０ｎｇ／ｍＬＩＬ２３、５５ｎｍｏｌ／Ｌβ巯基乙
醇、２０％ ＦＢＳ、２％青霉素—链霉素溶液、布雷非德菌素
Ａ（１∶１０００）和莫能霉素（１∶１５００），充分混匀。
１．３．２　小肠及结肠组织分离和前处理　　肠组织分
离：小鼠用 ５％水合氯醛麻醉后固定在手术板上，用
７５％乙醇消毒腹部，“工”形打开腹膜，剪开小肠与胃
结合部，用镊子游离小鼠肠道组织，从回盲部完全分离

小肠，切除盲肠后，在近直肠处完全分离结肠组织。肠

组织前处理：将小肠和结肠组织分别置于４℃预冷的
ＰＢＳ中，去除肠系膜、脂肪组织和小肠 Ｐｅｙｅｒｓ淋巴结
（可通过其不透明的颜色和节点结构来识别），沿肠道

长轴剪开肠组织，在预冷的 ＰＢＳ中洗涤２次，除去粪
便和黏液。

１．３．３　小肠和结肠固有层淋巴细胞分离　　小肠固
有层淋巴细胞分离：将小肠转入５０ｍＬ无菌 ＥＰ管中，
每管加入２０ｍＬ小肠预消化液，３７℃、２１０ｒ／ｍｉｎ震荡
２０ｍｉｎ，连续消化２次，涡旋后弃上清。用 Ｈａｎｋｓ平衡
盐溶液漂洗组织２次，加入１０ｍＬ小肠消化液，３７℃、
２１０ｒ／ｍｉｎ震荡３０ｍｉｎ，连续消化３次，收集每次的消
化液，用７０μｍ细胞筛过滤到５０ｍＬ无菌 ＥＰ管中，
４℃、２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，重悬并合并细胞沉淀。
每个样本用１０ｍＬ３０％ Ｐｅｒｃｏｌｌ工作液，２０００ｒ／ｍｉｎ离
心１０ｍｉｎ，弃上清，保留细胞沉淀，１×ＰＢＳ洗涤１次，
用含２０％ ＦＢＳ的 ＲＰＭＩ１６４０培养基重悬细胞。结肠
固有层淋巴细胞分离：将结肠转入５０ｍＬ无菌 ＥＰ管
中，每管加入５ｍＬ结肠预消化液，３７℃、１８０ｒ／ｍｉｎ震
荡２０ｍｉｎ，重复２次，涡旋后弃上清。立即将结肠转移
到预冷的ＰＢＳ中清洗，随后置于纸巾上轻拍，再用剪
刀将结肠剪碎成约４ｍｍ×４ｍｍ的小块，然后转移到
装有５ｍＬ结肠消化液的５０ｍＬ无菌 ＥＰ管中，３７℃、
２１０ｒ／ｍｉｎ震荡２０ｍｉｎ，重复消化３次，收集每次的消
化液，用７０μｍ的细胞筛过滤到５０ｍＬ无菌ＥＰ管中，
加入５ｍＬ含２％ＦＢＳ的ＲＰＭＩ１６４０培养基，混匀后

４℃、８００×ｇ离心 １０ｍｉｎ。每个样本用 ７ｍＬ含 ２％
ＦＢＳ的 ＲＰＭＩ１６４０培养基重悬沉淀，加入 ３ｍＬ的
１００％ Ｐｅｒｃｏｌｌ工作液，涡旋 １５ｓ，充分混匀，１３００×ｇ
离心２０ｍｉｎ，１×ＰＢＳ洗涤１次，用含２０％ ＦＢＳ的ＲＰＭＩ
１６４０培养基重悬细胞。
１．３．４　ＩＬＣ３染色和流式细胞术检测　　取分离后的
肠黏膜固有层淋巴细胞，加入 ＰＢＳ（１ｍＬ／１．５ｍＬＥＰ
管），混匀洗涤１次后，５００×ｇ离心５ｍｉｎ。弃上清，余
约１００μＬ液体，涡旋细胞。加入流式检测表面抗体
ＣＤ４５ＡＰＣＣＹ７、ＣＤ３ＦＩＴＣ和 ＣＤ９０．２ＰＥＣＹ７各
１μＬ，４℃避光孵育３０ｍｉｎ。加入１ｍＬＰＢＳ，混匀洗涤
１次，５００×ｇ离心５ｍｉｎ，弃上清。加入１ｍＬ转录因子
１×固定／破膜工作液，涡旋细胞，室温避光孵育
３０ｍｉｎ。７００×ｇ离心５ｍｉｎ，再加入１ｍＬ的１×固定／
破膜缓冲液，洗涤１次。以７００×ｇ离心５ｍｉｎ，余约
１００μＬ液体，加入１μＬＲＯＲγｔＰＥ抗体，混匀，室温避
光孵育３０ｍｉｎ。加入ＰＢＳ（１ｍＬ／１．５ｍＬＥＰ管），混匀
洗涤，７００×ｇ离心５ｍｉｎ。弃上清，用３００μＬＰＢＳ重悬
细胞，随后上机检测，利用 ＦｌｏｗＪｏ（１０．０版本）软件
分析。

１．３．５　ＩＬＣ３表达 ＩＬ２２的检测　　取分离后的肠黏
膜固有层淋巴细胞，用新鲜配制的 ＩＬ２２检测细胞刺
激培养液重悬后，加入到 ２４孔细胞培养板中，置于
３７℃、５％ ＣＯ２孵箱中刺激和孵育４ｈ，随后收集细胞
进行染色，细胞固定／破膜后同时加入 ＩＬ２２ＰｅｒＣＰ
ｅＦｌｕｏｒ７１０抗体，其余步骤同１．３．４，随后上机检测，利
用ＦｌｏｗＪｏ（１０．０版本）软件分析。

２　结果

２．１　小鼠小肠和结肠固有层淋巴细胞分离
小肠和结肠ＩＬＣ３的检测首先要获取小肠和结肠

固有层淋巴细胞单细胞悬液，分离步骤见图１，总分离
时间约３ｈ。
２．２　小鼠小肠和结肠固有层ＩＬＣ３及ＩＬ２２表达检测
　　本研究采用ＣＤ４５＋ＣＤ３－ＣＤ９０．２＋ＲＯＲγｔ＋多标记
物共标的流式分析策略检测小肠和结肠 ＩＬＣ３
（图２ａ），同时固有层淋巴细胞分离后体外刺激４ｈ，利
用胞内流式细胞术进一步检测 ＩＬＣ３表达 ＩＬ２２的水
平（图２ｂ），结果显示，在小肠和结肠中，ＩＬＣ３在淋巴
细胞中的占比分别为（８．３０±２．４２）％和（１．４３±
０．３４）％，ＩＬ２２＋ＩＬＣ３在 ＲＯＲγｔ＋ＩＬＣ３中的占比分别
为（３８．９８±８．７６）％和（８５．８６±１．７２）％，见图２ｃ、ｄ。
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ａ：打开小鼠腹腔；ｂ：分离小肠和结肠组织；ｃ：去除肠系膜和脂肪组织；ｄ：去除小肠和结肠内容物；ｅ：待消化的小肠和结肠；ｆ：将分离
干净的小肠和结肠组织置于预冷的ＰＢＳ中；ｇ：分别加入小肠和结肠预消化液；ｈ：于３７℃摇床中消化；ｉ、ｊ：将组织用Ｈａｎｋｓ平衡盐溶
液洗涤后加入消化液；ｋ：过滤消化液；ｌ：Ｐｅｒｃｏｌｌ工作液纯化细胞

图１　小鼠小肠和结肠固有层淋巴细胞分离步骤

ａ：小肠和结肠固有层ＩＬＣ３检测；ｂ：胞内流式细胞术检测ＩＬＣ３表达ＩＬ２２的水平；ｃ、ｄ：小肠和结肠固有层ＩＬＣ３比例及ＩＬ２２表达水平
图２　小肠和结肠固有层ＩＬＣ３及ＩＬ２２流式检测分析
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３　讨论

免疫学的发展让我们逐渐认识到，疾病高发组织

器官（如肝、肠、肺、脑等）由于具有独特的结构、功能

和组织微环境，形成了独特的区域免疫特性，一些重要

免疫细胞群、免疫分子在疾病的发生发展中起着关键

作用［７８］。肠道既是机体吸收营养的主要器官，也是机

体最大的黏膜免疫器官，是抵御病原体入侵的重要防

线，肠道屏障对维持肠道局部及机体的稳态有着重要

作用。ＩＬＣｓ是机体固有免疫的重要组成部分，在启动
早期反应清除病原体入侵和感染、黏膜稳态维持、组织

修复中发挥重要作用。ＩＬＣｓ的四个亚型 ＩＬＣ１、ＩＬＣ２、
ＩＬＣ３和ＩＬＣｒｅｇ［９］分别与辅助性 Ｔ细胞１（Ｔｈ１）、辅助
性Ｔ细胞２（Ｔｈ２）、辅助性 Ｔ细胞１７（Ｔｈ１７）和调节性
Ｔ细胞（Ｔｒｅｇ）互为“镜像细胞”。其中，ＩＬＣ３几乎全部
分布于胃肠黏膜固有层中，是维持肠黏膜固有免疫及

屏障功能的关键效应细胞。

肠道稳态是肠黏膜屏障、肠道菌群、营养代谢物质

等相互作用形成的动态平衡状态［１０］。作为在生理状

态下肠黏膜组织中分布较广泛的 ＩＬＣｓ亚群，ＩＬＣ３主
要通过分泌 ＩＬ２２、ＩＬ１７、ＧＭＣＳＦ等细胞因子对抗致
病菌，诱导机体对共生菌群及食物抗原的免疫耐受，并

促进肠黏膜损伤修复，从而维持肠道稳态。ＩＬ２２是
ＩＬＣ３分泌的主要效应细胞因子，属于ＩＬ１０家族，主要
由ＮＣＲ＋ＩＬＣ３分泌，在稳态下可被黏附于肠上皮的共
生菌群诱导产生，是维持肠道稳态的重要细胞因子。

ＩＬＣ３能够产生ＩＬ２２作用于肠上皮细胞的异二聚体受
体ＩＬ２２Ｒ１、ＩＬ２２Ｒ２，激活信号转导与转录激活因子３
和核苷酸结合寡聚化结构域 ２信号通路，使其分泌
Ｍｕｃ１、Ｍｕｃ３、Ｍｕｃ１０和Ｍｕｃ１３等黏蛋白及ＲｅｇⅢβ、Ｒｅｇ
Ⅲγ等抗菌肽以对抗致病菌，限制共生菌与上皮细胞
的接触，避免产生肠道炎症［１１］。此外，ＩＬＣ３还可以通
过分泌 ＩＬ１７发挥促炎作用，诱导炎症性肠病的发
生［１２］。因此，ＩＬＣ３与肠道屏障功能、多种肠道相关疾
病的发生密切相关。ＩＬＣ３以表达转录因子 ＲＯＲγｔ为
特征，ＲＯＲγｔ与 ＩＬＣ３的存活、分化和免疫功能密切相
关，能够通过ＲＯＲ反应元件介导ＩＬ２２表达。

原代分离肠ＩＬＣｓ及检测ＩＬＣ３的数量和功能对于
开展实验研究十分重要，但是肠 ＩＬＣｓ的分离和 ＩＬＣ３
的检测存在一些技术难点，且国内外不同实验室在方

法上亦不统一。首先，小鼠肠黏膜固有层存在大量胶

原纤维，且小肠和结肠组织中胶原纤维种类差异较大，

因此选择合适的胶原酶进行消化是关键；其次，分离时

间的长短与细胞活力密切相关，因此探索最优化的分

离方法，缩短分离时间尤为关键；此外，由于ＩＬＣ３的检
测需采用多个标记物共标并通过多色流式细胞术进

行，但既往ＩＬＣ３细胞表面标志物和分析策略在国际上
尚未完全统一，因此探索公认且便捷的表面标志物至

关重要。

目前，关于肠ＩＬＣｓ的分离和ＩＬＣ３的检测，国内外
多个实验室先后建立了一些初步方法，但不同实验方

法都存在一定局限性，且不同实验室之间的方法也存

在一定差异。本实验室结合国内外相关研究，进一步

探索和优化了 ＩＬＣｓ分离和 ＩＬＣ３检测的实验条件，取
得了较好的效果。本研究主要的技术特点和创新包括

以下三个方面：①建立了有效去除肠系膜淋巴组织、
Ｐｅｙｅｒｓ淋巴结及肠上皮间淋巴细胞的方法，可避免其
对固有层淋巴细胞的干扰。先机械分离肠系膜和脂肪

组织，再识别小肠组织的 Ｐｅｙｅｒｓ淋巴结并予以去除，
最后利用ＥＤＴＡＤＴＴ法将上皮层与固有层充分分离，
实验结果提示，该方法基本排除了肠道其他淋巴细胞

的影响，保证了固有层淋巴细胞的纯度。②建立了分
别针对小肠和结肠胶原纤维的消化方法。对于小肠组

织，本研究利用０．５ｍｇ／ｍＬⅡ型胶原酶消化３次的方
法。由于Ⅱ型胶原酶含有更高的梭菌蛋白酶活性，有
利于水解小肠固有层组织中具有三股超螺旋结构的天

然胶原纤维，可充分分离小肠固有层淋巴细胞，同时加

入１００μｇ／ｍＬＤＮａｓｅＩ，可防止细胞死亡后释放大量的
ＤＮＡ导致细胞粘连，从而有效地分离出固有层单细胞
悬液。对于结肠组织，本研究采用５００μｇ／ｍＬ胶原酶
Ｄ和０．５Ｕ／ｍＬ分散酶进行消化。胶原酶Ｄ有较低的
胶原酶活性和极低的胰蛋白酶活性，能在水解胶原纤

维的同时最大程度地保护细胞蛋白的完整性。分散酶

也称中性蛋白酶，是一种非特异性的金属蛋白酶，可以

有效水解Ⅳ型胶原纤维和纤连蛋白，适合结肠组织固
有层淋巴细胞的消化分离，加入适量的 ＤＮａｓｅＩ后同
样也可防止细胞粘连，从而有效地分离出固有层淋巴

细胞单细胞悬液。但是，针对不同研究目的、实验动物

和干预因素，不同实验中所采用的消化酶存在很大差

异，如Ｗａｎｇ等［１３］在分离肠道固有层ＩＬＣｓ时选用的是
Ⅱ型和Ⅲ型胶原酶，Ｃｈｕｎ等［１４］则是采用胶原酶 Ｄ消
化分离结肠固有层 ＩＬＣｓ，而在 Ｄｕｔｔｏｎ等［１５］、Ｍｅｌｏ
Ｇｏｎｚａｌｅｚ等［１６］和Ｚｈｏｕ等［１７］的研究中均采用Ⅷ型胶原
酶进行小肠ＩＬＣｓ的消化分离。本研究所建立的方法
适用于２４周（６月龄）的 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠，该年龄的小
鼠肠道结缔组织较多，消化较困难。因此，根据不同情
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况选择合适的胶原酶以及消化时间，能够有效分离更

多数量和有活性的 ＩＬＣｓ。③建立了基于多种标志物
的ＩＬＣ３流式细胞术检测方法。ＩＬＣ３自发现以来，其
检测标志物随着认识的不断深入和免疫学技术的发展

而不断变化，如 ＣＤ４５＋Ｌｉｎ－ＣＤ１２７＋ＲＯＲγｔ＋、ＣＤ４５＋

Ｌｉｎｅａｇｅ－Ｔｈｙ１＋ ＲＯＲγｔ＋、ＣＤ４５＋Ｌｉｎ－ＣＤ１２７＋ＣＤ９０＋

ＲＯＲγｔ＋Ｔｂｅｔ＋／－等［１８］。由于ＲＯＲγｔ为核内转录因子，
无法实现活细胞染色。近年来随着研究发展，为了实

现ＩＬＣ３的分选，ＣＤ４５ｌｏｗＴｈｙ１．２ｈｉｇｈ、ＣＤ４５＋Ｌｉｎ－ＣＤ９０．
２＋ＮＫ１．１－ＮＫｐ４６＋／ＫＬＲＧ１－等分选策略也相继被公
认，其中固有淋巴细胞为辅助性 Ｔ细胞的镜像细胞，
因此也常用ＣＤ３－代替Ｌｉｎｅａｇｅ－的标志物对ＩＬＣ３进行
标记［１９］。本研究采用流式分析策略检测小肠和结肠

ＩＬＣ３，结果显示，此方法可成功分离小肠和结肠中的
ＩＬＣ３细胞，且小肠中ＩＬＣ３细胞数比结肠中多，与国外
同类研究基本一致［２０２２］。

综上，本研究建立了一种小肠和结肠固有层 ＩＬＣ３
检测和分析的方法，应用不同消化液分别消化小肠和

结肠固有层淋巴细胞，进而通过多色流式细胞术检测

ＩＬＣ３及ＩＬ２２的表达，方法稳定可靠，重复性较好，为
研究小肠和结肠ＩＬＣ３打下了良好的基础。此外，由于
肠黏膜固有层中还存在大量其他淋巴细胞亚群，本研

究所建立的肠黏膜固有层淋巴细胞分离和 ＩＬＣ３的检
测方法，也可为肠黏膜其他淋巴细胞如肠上皮间淋巴

细胞、固有层Ｔ淋巴细胞、Ｂ淋巴细胞等的检测分析提
供借鉴和参考。
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