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神经病理性疼痛大鼠中脑导水管周围灰质腹外侧区 ＮＬＲＰ３炎症小体激活
水平研究
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［摘　要］　目的　探讨核苷酸结合寡聚化结构域样受体蛋白３（ＮＬＲＰ３）炎症小体在神经病理性疼痛大鼠中脑导水管周围灰
质腹外侧区（ｖｌＰＡＧ）的表达水平及其作用。方法　选取ＳＰＦ级ＳＤ大鼠２０只，采用随机数字表法分为假手术组（Ｓｈａｍ组）与慢性
坐骨神经压迫性损伤组（ＣＣＩ组），每组１０只。于手术前后测定２组机械痛阈与热痛阈；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测２组ＮＬＲＰ３炎症小体各组
分蛋白表达水平；ＲＴＰＣＲ检测２组ＮＬＲＰ３炎症小体各组分基因ｍＲＮＡ表达水平；酶联免疫吸附实验（ＥＬＩＳＡ）检测２组炎症因子白
介素ｌβ（ＩＬ１β）及白介素１８（ＩＬ１８）表达水平；免疫荧光检测２组中ＮＬＲＰ３炎症小体在ｖｌＰＡＧ的分布情况，并与小胶质细胞标志物
ＩＢＡ１进行共定位分析。结果　与Ｓｈａｍ组相比，ＣＣＩ组术后３ｄ、７ｄ、１４ｄ、２１ｄ机械痛阈与热痛阈均明显降低（Ｐ＜０．００１）；与Ｓｈａｍ
组相比，ＣＣＩ组核心蛋白ＮＬＲＰ３、效应蛋白 Ｃａｓｐａｓｅ１ｐ１０及前体蛋白 ｐｒｏＣａｓｐａｓｅ１表达水平均明显升高（Ｐ＜０．００１）；与 Ｓｈａｍ组
相比，ＣＣＩ组ＮＬＲＰ３（Ｐ＜０．００１）、Ｃａｓｐａｓｅ１（Ｐ＜０．００１）及ＩＬ１β（Ｐ＜０．０１）ｍＲＮＡ表达水平均明显升高，炎症因子ＩＬ１β（Ｐ＜０．００１）
与ＩＬ１８（Ｐ＜０．０１）表达水平也明显升高；与Ｓｈａｍ组相比，ＣＣＩ组在ｖｌＰＡＧ的ＮＬＲＰ３阳性细胞数增加，且与ＩＢＡ１存在共表达。结论
神经病理性疼痛大鼠ｖｌＰＡＧ中ＮＬＲＰ３炎症小体被激活且表达水平增高，提示 ＮＬＲＰ３炎症小体激活水平与神经病理性疼痛大鼠痛
阈下降相关。
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　　核苷酸结合寡聚化结构域样受体蛋白３（ｎｕｃｌｅｏ
ｔｉｄｅｂｉｎｄｉｎｇｏｌｉｇｏｍｅｒｉｚａｔｉｏｎｄｏｍａｉｎｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒｐｒｏｔｅｉｎ３，
ＮＬＲＰ３）炎症小体是固有免疫系统的重要成分，由核心
蛋白 ＮＬＲＰ３、连接蛋白 ＡＳＣ与效应蛋白 Ｃａｓｐａｓｅ１
组成，可识别病原体、应激和损伤等刺激，介导炎症

因子白介素ｌβ（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１β，ＩＬ１β）与白介素１８
（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１８，ＩＬ１８）的成熟与释放，在脓毒症、糖尿
病、动脉粥样硬化以及炎症性肠病等多种疾病中发挥

重要作用［１３］。神经病理性疼痛是由外周或中枢神经

系统损伤引起的疼痛［４６］，也可由带状疱疹、糖尿病、神

经损伤及自身免疫性疾病等引起［７］。神经病理性疼

痛以自发性疼痛、痛觉过敏和痛觉超敏为特征，发病率

为３．３％～８．２％［８］，治愈率低，易复发，同时会导致患

者焦虑、抑郁等，给患者带来极大的痛苦［９］。有研究

发现，ＮＬＲＰ３炎症小体可在神经病理性疼痛中发挥重
要作用，该结论在慢性坐骨神经压迫性损伤（ｃｈｒｏｎｉｃ
ｃｏｎｓｔｒｉｃｔｉｏｎｉｎｊｕｒｙｏｆｔｈｅｓｃｉａｔｉｃｎｅｒｖｅ，ＣＣＩ）动物模型中
得到了初步验证［１０１２］。有研究表明，中脑导水管周围

灰质 腹 外 侧 区 （ｖｅｎｔｒｏｌａｔｅｒａｌｐｅｒｉａｑｕｅｄｕｃｔａｌｇｒａｙ，
ｖｌＰＡＧ）在神经病理性疼痛的发生发展中具有重要作
用［１３１６］。然而有关 ＮＬＲＰ３炎症小体在神经病理性疼
痛ｖｌＰＡＧ中的变化情况及作用尚不明确。因此，本研
究采用 ＣＣＩ大鼠模型对 ｖｌＰＡＧ中 ＮＬＲＰ３炎症小体及
其下游炎症因子的变化进行探索，进一步阐明神经病

理性疼痛的发生机制，以期为神经病理性疼痛治疗新

靶点的开发提供新的理论依据。

１　材料与方法

１．１　主要仪器与试剂
酶标仪（ＢｉｏＴｅｋ公司，美国），超声破碎机（宁波新

芝生物科技股份有限公司，中国），荧光显微镜（Ｌｅｉｃａ
公司，德国），ＲＩＰＡ裂解液（上海碧云天生物有限公
司，中国），ＮＬＲＰ３兔源一抗、ｐｒｏＣａｓｐａｓｅ１兔源一抗、
Ｃａｓｐａｓｅ１ｐ１０兔源一抗、ＡＳＣ兔源一抗、ＩＢＡ１鼠源一
抗（Ａｂｃａｍ公司，美国），Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ山羊抗兔二抗
（ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司，美国），免疫荧光二抗
（武汉塞维尔生物科技有限公司，中国），ＥＣＬ发光试
剂盒（上海翊圣生物科技有限公司，中国），４％ＰＦＡ、
１０×ＰＢＳ（武汉塞维尔生物科技有限公司，中国），蔗糖
（上海国药有限公司，中国），引物（上海生工生物工程

股份有限公司，中国），逆转录及扩增试剂盒（ＴＡＫＡＲ
公司，日本），酶联免疫吸附实验 （ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄ

ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）试剂盒（杭州联科生物技
术股份有限公司，中国）。

１．２　动物及模型制备
本实验严格遵守动物实验相关伦理规定，在保证

实验需求的情况下减少动物的使用量，保障动物福利，

并尽可能减轻动物所承受的非实验必要的痛苦。

ＳＰＦ级ＳＤ大鼠２０只，７周龄，体质量１９０～２１０ｇ，
均由上海杰思捷实验动物有限公司提供。每笼４只，
自由进食进水，温度２２～２６℃，湿度５０％ ～６０％。饲
养１周后进行 ＣＣＩ模型制备。采用随机数字表法将
２０只大鼠分为假手术组（Ｓｈａｍ组）与慢性坐骨神经压
迫性损伤组（ＣＣＩ组），每组１０只。

ＣＣＩ组大鼠采用１０％水合氯醛５ｍＬ／ｋｇ腹腔注射
麻醉，随后俯卧位固定四肢，手术区域备皮、消毒、铺

巾，作约０．５ｃｍ的手术切口，钝性分离肌肉，暴露右侧
坐骨神经中段。坐骨神经主干采用４道４０尼龙非可
吸收线结扎，间距１ｍｍ，结扎线的松紧程度以结扎线
可在坐骨神经上轻微滑动并可使右后肢坐骨神经支配

的肌肉产生轻微抽搐为准，术毕分层缝合肌肉及皮肤，

使用青霉素眼膏涂抹伤口。Ｓｈａｍ组仅切开皮肤，钝性
分离肌肉，游离相同长度坐骨神经但不作结扎，其他操

作同ＣＣＩ组。所有动物模型制备均由同一操作者完
成，以保证模型均一稳定。

１．３　机械痛阈与热痛阈检测
采用双盲法分别于术前及术后３ｄ、７ｄ、１４ｄ、２１ｄ

测定痛阈。机械痛阈：将大鼠单独置于底部带孔（孔径

０．５ｃｍ×０．５ｃｍ）的透明有机玻璃箱内适应３０ｍｉｎ，
电子ｖｏｎＦｒｅｙ测痛仪以不同压力刺激大鼠患肢足底中
部２ｓ，记录诱发缩足反应时的压力值，间隔１０ｍｉｎ，测
量３次，取其平均值。热痛阈：将透明有机玻璃箱置于
３ｍｍ厚的玻璃板上，用全自动热痛刺激仪（ＢＭＥ４１０Ｃ
型）照射大鼠患肢足底，记录诱发抬腿回避的时间；为

防止组织损伤，照射时间不超过５０ｓ。
１．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

大鼠于术后 ２１ｄ麻醉后放血处死，迅速取脑组
织，每只大鼠切下相同体积 ｖｌＰＡＧ置入 ＲＩＰＡ裂解液
和蛋白酶抑制剂的混合液中（裂解液∶脑组织 ＝
１０μＬ∶１ｍｇ；蛋白酶抑制剂∶裂解液 ＝１∶１００），充分研
磨后４℃震荡３０ｍｉｎ，随后１２０００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｍｉｎ，
取上清，相同条件再次离心，取上清。ＢＣＡ法测定蛋
白浓度。Ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ混合β巯基乙醇后加入蛋白上
清中，１００℃变性１０ｍｉｎ。用１０％十二烷基硫酸钠—
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聚丙烯酰胺凝胶电泳分离蛋白（９０Ｖ，３０ｍｉｎ；１２０Ｖ，
１．５ｈ）。２００ｍＡ恒流２ｈ转膜，将蛋白转移到 ＰＶＤＦ
膜。５％脱脂奶粉溶液室温封闭 １ｈ，ＴＢＳＴ清洗
３次，一抗（ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、ｐｒｏＣａｓｐａｓｅ１、Ｃａｓｐａｓｅ１ｐ１０、
ＧＡＰＤＨ，１∶１０００）４℃摇床孵育过夜；ＴＢＳＴ清洗３次，
辣根过氧化物酶标二抗（１∶２０００）室温孵育１ｈ；ＴＢＳＴ
清洗３次，ＥＣＬ曝光显色。
１．５　总ＲＮＡ提取及ＲＴＰＣＲ

取部分ｖｌＰＡＧ加入５００μＬＴｒｉｚｏｌ液体中，充分研磨
后加入２５０μＬ氯仿，剧烈震荡１０ｓ，４℃下１２０００ｒ／ｍｉｎ
离心 ２０ｍｉｎ，取上清，加入等体积异丙醇，４℃下
１２０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，弃去上清，用焦碳酸二乙酯
水配制的７５％乙醇清洗沉淀２次，４℃下７５００ｒ／ｍｉｎ
离心１０ｍｉｎ，晾干后使用２０μＬ焦碳酸二乙酯溶解，测
定ＲＮＡ浓度。设置逆转录体系，加入１０００ｎｇＲＮＡ
后逆转录成ｃＤＮＡ。因ＲＴＰＣＲ扩增孔板孔数限制，每
组样本取６只大鼠进行实验，若出现统计学差异，即认
为组间存在统计学差异。根据各基因设置 ＰＣＲ扩增
体系，点样后离心进行ＰＣＲ，扩增引物序列见表１。

表１　引物序列

基因 引物序列　　　　　　　
ＮＬＲＰ３ Ｆ：５ＧＣＴＧＴＧＴＧＡＧＧＣＡＣＴＣＣＡＧ３

Ｒ：５ＧＡＡＡＣＡＧＣＡＴＴＧＡＴＧＧＧＴＣＡ３
ＡＳＣ Ｆ：５ＧＧＡＣＣＡＡＣＡＣＡＧＧＣＡＡＧＣＡＣＴＣ３

Ｒ：５ＡＣＡＡＧＴＴＣＴＴＧＣＡＧＧＴＣＡＧＧＴＴＣＣ３
Ｃａｓｐａｓｅ１ Ｆ：５ＡＴＧＧＡＣＡＡＧＴＣＡＡＧＣＣＧＣＡＣＡＣ３

Ｒ：５ＴＣＣＣＡＣＡＡＡＴＧＣＣＴＴＣＣＣＧＡＡＴＡＣ３
ＩＬ１β Ｆ：５ＴＧＴＧＡＴＧＡＡＡＧＡＣＧＧＣＡＣＡＣ３

Ｒ：５ＣＴＴＣＴＴＣＴＴＴＧＧＧＴＡＴＴＧＴＴＴＧＧ３
ＩＬ１８ Ｆ：５ＧＣＣＴＧＡＴＡＴＣＧＡＣＣＧＡＡＣＡ３

Ｒ：５ＣＣＴＴＣＣＡＴＣＣＴＴＣＡＣＡＧＡＴＡＧＧ３
ＧＡＤＰＨ Ｆ：５ＴＧＴＴＧＣＣＡＴＣＡＡＣＧＡＣＣＣＣＴＴ３

Ｒ：５ＣＴＣＣＡＣＧＡＣＡＴＡＣＴＣＡＧＣＡ３

１．６　ＥＬＩＳＡ
新鲜 ｖｌＰＡＧ加入预冷生理盐水，匀浆研磨，冰浴

超声破碎。４℃下１２０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，取上清。
检测蛋白浓度后按ＥＬＩＳＡ说明书检测炎症因子 ＩＬ１β
与ＩＬ１８的表达水平。
１．７　免疫荧光实验

大鼠预冷生理盐水灌流后，预冷４％ＰＦＡ灌流取
全脑，４℃下４％ＰＦＡ固定２４ｈ，２０％蔗糖脱水沉底，
３０％蔗糖沉底。聚乙二醇和聚乙烯醇水溶性混合物
冰冻包埋、切片，预冷 ＰＢＳ漂洗，１×柠檬酸抗原修
复液加热抗原修复，１０％ＢＳＡ室温封闭 １ｈ。一抗
（１∶１０００）４℃ 孵育过夜，ＰＢＳ漂洗 ３次；二抗
（１∶２０００）室温孵育 ２ｈ，ＰＢＳ漂洗 ３次；ＤＡＰＩ孵育

３０ｍｉｎ，ＰＢＳ漂洗，抗猝灭剂封片。于荧光显微镜及低
倍镜下观察，根据大鼠大脑解剖图谱找到ｖｌＰＡＧ，摄取
不同荧光通道图片。

１．８　统计学处理
采用ＳＰＳＳ２１．０软件进行统计学分析。正态分布

的计量资料以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示，组间比较
采用ｔ检验，重复测量数据采用多因素方差分析。
Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　机械痛阈与热痛阈比较
与Ｓｈａｍ组相比，ＣＣＩ组术后３ｄ、７ｄ、１４ｄ、２１ｄ机

械痛阈与热痛阈均明显降低，差异有统计学意义

（Ｐ＜０．００１），见图１。

ａ：机械痛阈；ｂ：热痛阈　：与Ｓｈａｍ组相比，Ｐ＜０．００１

图１　大鼠机械痛阈与热痛阈

２．２　ＮＬＲＰ３炎症小体各组分蛋白表达
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ显示，与 Ｓｈａｍ组相比，ＣＣＩ组 ｖｌＰＡＧ

术后２１ｄＮＬＲＰ３炎症小体核心蛋白ＮＬＲＰ３、前体蛋白
ｐｒｏＣａｓｐａｓｅ１与效应蛋白 Ｃａｓｐａｓｅ１ｐ１０表达水平均
明显升高（Ｐ＜０．００１），２组连接蛋白ＡＳＣ表达水平比
较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），见图２。
２．３　ＮＬＲＰ３炎症小体及下游基因ｍＲＮＡ表达

ＲＴＰＣＲ结果显示，与Ｓｈａｍ组相比，ＣＣＩ组 ｖｌＰＡＧ
中ＮＬＲＰ３炎症小体各组分基因 ＮＬＲＰ３（Ｐ＜０．００１）、
Ｃａｓｐａｓｅ１（Ｐ＜０．００１）、ＩＬ１β（Ｐ＜０．０１）ｍＲＮＡ表达水
平均明显升高，２组 ＡＳＣ与 ＩＬ１８ｍＲＮＡ表达水平比
较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），见图３。
２．４　炎症因子ＩＬ１β及ＩＬ１８表达水平

与Ｓｈａｍ组相比，ＣＣＩ组ｖｌＰＡＧ术后２１ｄ炎症小体
下游效应炎症因子 ＩＬ１β（Ｐ＜０．００１）及 ＩＬ１８
（Ｐ＜０．０１）表达水平均明显升高（图４）。
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ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、ｐｒｏＣａｓｐａｓｅ１及Ｃａｓｐａｓｅ１ｐ１０表达水平；ｂ：ＮＬＲＰ３表达水平；ｃ：ＡＳＣ表达水平；ｄ：ｐｒｏＣａｓｐａｓｅ１表
达水平；ｅ：Ｃａｓｐａｓｅ１ｐ１０表达水平　：与Ｓｈａｍ组相比，Ｐ＜０．００１

图２　大鼠术后２１ｄＮＬＲＰ３炎症小体各组分蛋白表达水平

ａ～ｅ：ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、Ｃａｓｐａｓｅ１、ＩＬ１β、ＩＬ１８ｍＲＮＡ表达水平　：与Ｓｈａｍ组相比，Ｐ＜０．０１；：与Ｓｈａｍ组相比，Ｐ＜０．００１
图３　大鼠术后２１ｄＮＬＲＰ３炎症小体及下游基因ｍＲＮＡ表达水平

ａ：ＩＬ１β表达水平；ｂ：ＩＬ１８表达水平　：与 Ｓｈａｍ组相比，
Ｐ＜０．０１；：与Ｓｈａｍ组相比，Ｐ＜０．００１

图４　大鼠术后２１ｄＩＬ１β及ＩＬ１８表达水平

２．５　ＮＬＲＰ３炎症小体的分布情况
与Ｓｈａｍ组相比，ＣＣＩ组激活的小胶质细胞数增

加，ＮＬＲＰ３阳性细胞数也增加，ＩＢＡ１与 ＮＬＲＰ３多数存
在共标（图５）。

图５　大鼠术后２１ｄＩＢＡ１及ＮＬＲＰ３双阳性细胞（×２００）
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３　讨论

已有研究在ＣＣＩ模型及其他方法诱导的神经病理
性疼痛模型（如紫杉醇诱导模型）中证实，ＮＬＲＰ３炎症
小体在神经病理性疼痛中起着重要作用［４，６，１７］。也有

研究显示，在选择性神经损伤模型中，ＮＬＲＰ３炎症小
体并未发挥作用［１８］，但该研究仅限于脊髓水平，且对

ＮＬＲＰ３炎症小体并未进行蛋白水平的验证，结论并不
十分可靠；且动物足底注射福尔马林可显著提高野生

型和ＮＬＲＰ３基因敲除小鼠的ＮＬＲＰ３炎症小体相关基
因的表达水平，说明ＮＬＲＰ３炎症小体在神经病理性疼
痛中存在作用。Ｇｒａｃｅ等［１１］研究发现，常用于镇痛治疗

的吗啡可以通过激活脊髓ＮＬＲＰ３炎症小体释放ＩＬ１β，
从而延长神经病理性疼痛的痛觉超敏持续时间，且

ＮＬＲＰ３炎症小体激活主要位于脊髓的小胶质细胞。
然而目前有关 ＮＬＲＰ３炎症小体在神经病理性疼痛中
的作用研究都只聚焦于脊髓层面，未涉及中脑水平。

本研究采用慢性坐骨神经压迫性损伤方法制备神

经病理性疼痛大鼠模型，在坐骨神经结扎术后第３天，
大鼠机械痛阈与热痛阈出现明显下降，表明神经病理

性疼痛大鼠模型制备成功。该模型均一稳定，效果明

确，可控性强，可较好模拟临床神经病理性疼痛。

Ｇｕｓｔｉｎ等［１９］研究发现，ＮＬＲＰ３炎症小体在小鼠大
脑中的表达和功能发挥主要位于小胶质细胞，而非星

形胶质细胞，本研究结果与之一致。Ｃｈａｎｇ等［２０］发现

ＮＬＲＰ３炎症小体介导的小胶质细胞凋亡与心脏骤停
后脑损伤的发展密切相关，提示ＮＬＲＰ３炎症小体在中
枢神经系统炎症中具有重要调节作用。心脏骤停后脑

损伤产生的炎症反应与神经病理性疼痛大鼠产生的炎

症同属无菌性炎症反应，因此我们猜测，无菌性炎症在

中枢神经系统的进展过程主要由小胶质细胞ＮＬＲＰ３炎
症小体激活介导。本研究 ＮＬＲＰ３炎症小体３个组分
蛋白中，核心蛋白 ＮＬＲＰ３与效应蛋白 Ｃａｓｐａｓｅ１ｐ１０
表达水平在ＣＣＩ组发生了明显变化，这可能与 ＮＬＲＰ３
炎症小体的激活调节机制有关。ＮＬＲＰ３炎症小体激
活机制包括经典激活途径与非经典激活途径。经典激

活途径需要 ＬＰＳ结合受体通过 ＴＬＲ４／ＮＦκＢ激活
ＮＬＲＰ３炎症小体，而非经典激活途径则通过 ＡＴＰ结合
Ｐ２Ｘ７、钾离子通道等调节ＮＬＲＰ３炎症小体［１，２１］。秦颖

等［１６］研究发现，ＣＣＩ大鼠中 Ｐ２Ｘ７表达增高。程祝强
等［２２］也发现，Ｐ２Ｘ７在神经病理性疼痛大鼠中脑导水
管周围灰质区的表达增高，然而 Ｐ２Ｘ７作为 ＮＬＲＰ３炎
症小体激活途径的重要受体，在该研究中却未与小胶

质细胞激活的重要标记物 ＩＢＡ１共标，而是与星形胶
质细胞激活标记物 ＧＦＡＰ共标，也就是说，Ｐ２Ｘ７在
ＣＣＩ大鼠中脑导水管周围灰质区主要表达于星形胶质

细胞。本研究虽未检测Ｐ２Ｘ７，但作为固有免疫的重要
组成部分，Ｐ２Ｘ７在理论上与小胶质细胞存在共标，所
以这项研究结果是比较有趣的现象。有关 Ｐ２Ｘ７在神
经病理性疼痛的发生发展过程中所扮演的角色以及其

对ｖｌＰＡＧ中ＮＬＲＰ３炎症小体激活水平的影响值得进
一步深入研究。

ＮＬＲＰ３炎症小体作为固有免疫的重要组成部分，其
适度激活有益于清除病毒体以及修复组织损伤，同时启

动炎症调节通路，维持机体免疫平衡，而ＮＬＲＰ３持续激
活则可能引起炎症瀑布反应，导致组织坏死。本研究初

步验证了ｖｌＰＡＧ中ＮＬＲＰ３炎症小体在ＣＣＩ模型中的变
化，为神经病理性疼痛的研究提供了新的治疗思路，也

为开发神经病理性疼痛新的治疗药物和治疗方法提供

了新的靶点。然而有关ＮＬＲＰ３在神经病理性疼痛中发
挥作用的具体机制仍有待进一步研究。
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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。

［关键词］３型固有淋巴样细胞；小肠；结肠；流式细胞术
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