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"摘要#

!

目的
!

比较
$

种固定破膜试剂盒检测人调节性
C

淋巴细胞的效果$方法
!

选择
Q9$

'

Q93#

和叉状

头转录因子
"

"

b>D

,

"

#

"

种抗体建立流式调节性
C

淋巴细胞检测方案$采集
-%

例健康人的新鲜外周血分离单个核

细胞!先标记膜表面抗体
Q9$

与
Q93#

!再分别用
*9PFI@;<=

8

1=

'

1*<>70<1=01

'

'=J<?@>

8

1=

及
*10H;I=Q>/E?1@$

种的

固定破膜试剂盒对细胞固定破膜!最后标记
b>D

,

"

抗体上机检测$结果
!

与未固定破膜的相应样品比较!

$

种试剂

盒均对细胞的形态有较明显的影响!但对膜表面抗体
Q9$

和
Q93#

的表达没有明显影响$采用
1*<>70<1=01

固定破

膜试剂检测调节性
C

淋巴细胞"

Q9$

_

Q93#

_

b>D

,

"

_

#的比例为"

X.33Y3.A#

#

T

%

*10H;I=Q>/E?1@

为"

%.#$Y

%.$X

#

T

%

*9PFI@;<=

8

1=

为"

%.&BY%.""

#

T

%

'=J<?@>

8

1=

为"

%.$-Y%.3$

#

T

$结论
!

$

种试剂盒的固定效果相近!

1*<>70<1=01

固定破膜试剂盒对胞内
b>D

,

"

具有较好的检测效果!更适合用于检测调节性
C

淋巴细胞$

"关键词#

!

调节性
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调节性
C

淋巴细胞是一类控制体内免疫反应性的
C

淋巴

细胞亚群#对多种自身免疫性疾病的发生和发展都具有重要的

意义+

-

,

)研究发现调节性
C

淋巴细胞与
$

型糖尿病+

3

,

*系统

性红斑狼疮+

"

,

*再生障碍性贫血+

$

,

*自身免疫性溶血性贫血+

#

,

及多种肾脏疾病+

&

,的发生及发展有着密切的关系#对其进行深

入研究将有助于更全面地了解疾病的发病机制#对疾病的预后

判断及治疗有着重要的意义)

Q9$

_调节性
C

淋巴细胞分为自然生成的调节性
C

淋巴

细胞$

=C@1

8

%和诱导产生的适应性调节性
C

淋巴细胞#

=C@1

8

连续性表达
Q93#

$

'(!3

受体
m

链%

+

A

,和
Q9-#3

+

X

,

)调节性
C

淋巴细胞除表达这些分子外#还高表达叉状头转录因子
"

$

b>D

,

"

%

+

B

,

)

b>D

,

"

是
G>@HF1IK

家族转录因子的成员#表达在

细胞质中#不仅能作为调节性
C

淋巴细胞的标志分子#还是决

定调节性
C

淋巴细胞功能的关键蛋白#因此
b>D

,

"

常用于检

测调节性
C

淋巴细胞的流式分析)标记
b>D

,

"

需要固定破

膜+

-%

,

#但目前采用的固定破膜试剂盒很多#实验效果不稳定#

妨碍调节性
C

淋巴细胞的检测应用+

--

,

)本研究选择了
$

种常

用的固定破膜试剂盒进行比较#以优化调节性
C

淋巴细胞的

检测)现报道如下)

$

!

资料与方法

$.$

!

一般资料
!

于
3%-$

年
-3

月至
3%-#

年
3

月在四川大学

华西医院随机选择
-%

例健康人的新鲜外周血作为实验样品)

其中男
$

例#女
&

例#年龄
3$

!

"A

岁)

$./

!

仪器与试剂
!

使用流式细胞仪$美国
*10H;I=Q>/E?1@

#

:IJ<>7

%#

$

种固定破膜试剂盒为
*9PFI@;<=

8

1=

$

##$A33

%*

1*<>70<1=01

$

%%!##3"

%*

'=J<?@>

8

1=

$

))!265%%"

%和
*10H;I=

Q>/E?1@

$

6%AX%"

%(抗人单克隆抗体!

Q9$

#

Q93#

和
b>D

,

""

种

抗体均购于
1*<>70<1=01

公司#配色方案如下#

Q9$!b'CQ

$异硫

-

%&-

-

检验医学与临床
3%-&

年
-

月第
-"

卷第
3

期
!

(INU1KQE<=

!

ZI=/I@

M

3%-&

!

+>E.-"

!

:>.3

"

基金项目!四川省卫生和计划生育委员会科研课题$

Z)3%-$%&A

%)

!!

作者简介!王方芳#女#本科#助理实验师#主要研究方向为血液恶性疾病)

!

#

!

通讯作者#

4;I<E

!

;L1=?>=

8#

7<=I.0>;

)



氰酸#克隆号
RP6!C$

%#

Q93#!6PQ

$别藻蓝蛋白#克隆号

*QB%

%和
b>D

,

"!P4

$藻红蛋白#克隆号
PQ)-%-

%)

$.'

!

方法

$.'.$

!

获取样品
!

采集肝素抗凝外周血
3;(

#

3$F

内将全血

用人淋巴分离液$

C*9

天津灏洋%分离单个核细胞#血
i

磷酸

盐缓冲液$

P*5

%

g-i-

混合#将混合液缓慢加入到淋巴分离液

面上#

$%%]

8

离心
3%;<=

#吸出单个核细胞#加入
#;(P*5

混

匀#

#%%]

8

离心
-%;<=

#弃上清液#重复洗
-

次#细胞沉淀用适

量
P*5

重悬#调节成约每毫升
-]-%

A 个细胞备用)

$.'./

!

抗体
!

Q9$Q93#Q>0H?I<E

根据其操作手册推荐的使用

浓度做滴定测试#确定每种抗体对应的最佳使用浓度)

-%%

"

(

的细胞悬液加入
Q9$Q93#Q>0H?I<E#

"

(

#

b>D

,

"

抗体加入

#

"

(

)

$.'.'

!

补偿调节
!

取
"

份各
-%

"

(

细胞悬液#分别为空白组*

Q9$!b'CQ

单染组和
Q9$!b'CQ

"

Q93#!6PQ

双染组#以确定电

压和荧光补偿)

$.'.1

!

样品实验组染色
!

膜表面抗体染色!各样品中取出
$

份
-%%

"

(

细胞悬液#每管加入
Q9$Q93#Q>0H?I<E#

"

(

#

$W

孵育
3%;<=

)每管加入
3;(P*5

#

#%%]

8

离心
#;<=

#弃上清

液)固定破膜后染
b>D

,

"

!$

-

%

*9PFI@;<=

8

1=

!加入固定破膜

剂
-%%

"

(

#

$W

孵育
"%;<=

)加入
";(-]aI7F*/GG1@

洗

涤#

#%%]

8

离心
A;<=

#弃上清液)加入
b>D

,

"

抗体
#

"

(

#

$W

孵育
"%;<=

)加入
";(-]aI7F*/GG1@

#

#%%]

8

离心
A;<=

#

弃上清液#重复洗
-

次)用
"%%

"

(P*5

重悬细胞#上机检测)

$

3

%

1*<>70<1=01

!加
-;(

现配制固定破膜混合剂#混匀后
$W

孵育
&%;<=

)加入
";(-] P1@;1IN<E<OI?<>=*/GG1@

洗涤#

#%%]

8

离心
A;<=

#弃上清液)加入
b>D

,

"

抗体
#

"

(

#

$W

孵

育
"%;<=

)加入
";(-] P1@;1IN<E<OI?<>=*/GG1@

#

#%%]

8

离

心
A;<=

#弃上清液#重复洗
-

次)用
"%%

"

(P*5

重悬细胞#上

机检测)$

"

%

'=J<?@>

8

1=

!加
-%%

"

(6

液$固定剂%#室温避光静

置
-#;<=

)加
3;(P*5

#

#%%]

8

离心
A;<=

#弃上清液)再加

-%%

"

(*

液$破膜剂%后#立即加
#

"

(b>D

,

"

#

$ W

孵育
"%

;<=

)加入
";(P*5

#

#%%]

8

离心
A;<=

#弃上清液#重复洗
-

次)用
"%%

"

(P*5

重悬细胞#上机检测)$

$

%

*10H;I=Q>/E!

?1@

!加
-%%

"

(-

液$固定剂%#室温避光放置
-#;<=

)加
3;(

P*5

#

#%%]

8

离心
A;<=

#弃上清液)再加
-%%

"

(3

液$破膜

剂%#

#;<=

后加
#

"

(b>D

,

"

#

$ W

孵育
"%;<=

)加入
";(

P*5

#

#%%]

8

离心
A;<=

#弃上清液#重复洗
-

次)用
"%%

"

(

P*5

重悬细胞#上机检测)

$.'.2

!

设立同型对照组
!

样品中取
#%

"

(

#先加入
'

8

2-!

b'CQ

*

'

8

2-!6PQ

各
3

"

(

#固定破膜后再加
'

8

23I!P4#

"

(

#

$W

孵育
3%;<=

)

$.'.)

!

上机检测
!

上机收集
-]-%

# 个细胞量进行结果分析)

分析策略#见图
-

)在
b5Q

"

55Q

中#圈出有核细胞$

)

门%和淋

巴细胞$

*

门%#再设定淋巴细胞中
Q9$

_

C

淋巴细胞$

Q

门%#在

Q9$

_

C

淋巴细胞中分析
Q93#

"

b>D

,

"

$

9

门%#将
Q9$

_

Q93#

_

b>D

,

"

_细胞确定为调节性
C

淋巴细胞)调节性
C

淋巴细胞

比例$

T

%

g

Q9$

_

Q93#

_

b>D

,

"

_细胞

Q9$

_

C

淋巴细胞
]-%%T

)

图
-

!

分析策略

$.1

!

统计学处理
!

采用
5P55-B.%

统计软件进行数据处理和

分析#计量资料以
AY=

表示#组间比较采用单因素方差分析#

以
B

$

%.%#

为差异有统计学意义)

/

!

结
!!

果

/.$

!

荧光补偿结果
!

利用空白组样品确定淋巴细胞群落#并

调节好需要检测通道的电压(单染组和双染组确定了合适的荧

光补偿)

/./

!

同型对照组结果
!

每个样品实验组均对应各自的同型对

照#未发现同型对照有明显的阳性#比例均在
%.#T

以下)

/.'

!

$

种试剂盒检测结果比较

/.'.$

!

对细胞形态影响
!

与未固定破膜的空白组相比#整个

实验过程中#每个步骤完成后取少量的细胞在显微镜下观察#

绝大部分细胞一直保持很好的完整性)

$

种试剂盒对细胞形

态有明显的影响#特别是对单核细胞和未完全分离出去的粒细

胞#细胞体积变小#颗粒度降低(而对淋巴细胞的大小和颗粒度

没有明显影响#淋巴细胞设门后的比例变化也不明显)

/.'./

!

对膜表面染色影响
!

1*<>70<1=01

组的
b>D

,

"

_细胞大

部分是
Q9$

_

C

淋巴细胞)

$

组中
Q93#

_细胞占
Q9$

_

C

淋

巴细胞的百分比比较#差异无统计学意义$

B

%

%.%#

%)

$

种试

剂盒对膜表面抗体
Q9$

和
Q93#

的表达也无明显影响)

/.'.'

!

对
b>D

,

"

胞内染色影响
!

-%

例标本膜表面染色后#分

别使用
$

种试剂盒固定破膜#再进行
b>D

,

"

胞内染色#发现

1*<>70<1=01

组的
Q93#

_

b>D

,

"

_细胞占
Q9$

_

C

淋巴细胞$

C$

细胞%的比例是$

X.33Y3.A#

%

T

#且
Q93#

_

b>D

,

"

_细胞分群明

显#

b>D

,

"

_细胞集中于
Q93#

_

#

Q9$

_

Q93#

_

C

淋巴细胞#特异

性表达
b>D

,

"

(

*10H;I=Q>/E?1@

组的比例为$

%.#$Y%.$X

%

T

(

*9PFI@;<=

8

1

组为$

%.&BY%.""

%

T

(

'=J<?@>

8

1=

组为$

%.$-Y

%.3$

%

T

#见图
3

!

"

)

!!

注!

6

为
*9PFI@;<=

8

1

(

*

为
1*<>70<1=01

(

Q

为
*10H;I=Q>/E?1@

(

9

为
'=J<?@>

8

1=

)

图
3

!

Q93#

_

b>D

,

"

_占
Q9$

_

C

淋巴细胞比例

-

-&-

-
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!!

注!

"

Bg%.%%%

)

图
"

!

使用
$

种固定破膜试剂盒后的调节性
C

淋巴细胞在

Q9$

_

C

淋巴细胞中的比例比较

'

!

讨
!!

论

为优化调节性
C

淋巴细胞检测方案#本研究比较了
$

种

常用固定破膜试剂盒
*9PFI@;<=

8

1=

*

1*<>70<1=01

*

*10H;I=

Q>/E?1@

和
'=J<?@>

8

1=

对调节性
C

淋巴细胞的特异性标记

b>D

,

"

的检测效果)结果表明
$

种试剂盒的固定效果相近#完

整地固定了淋巴细胞的表面分子)细胞经过破膜后#细胞大小

和颗粒度均变小#尤其是单核细胞和粒细胞#所以在单核细胞

和粒细胞的胞内分析时#应考虑到细胞形态变化带来的影响)

试剂盒均未对淋巴细胞
Q9$

和
Q93#

的检测产生影响)还发

现
1*<>70<1=01

相比其他
"

种试剂盒对胞内
b>D

,

"

具有较好的

检测效果#测出的调节性
C

淋巴细胞的细胞量为
#.AXT

!

-%.BAT

#与其他研究报道的健康人参考值
#T

!

-%T

比较吻

合+

-3

,

#

*9PFI@;<=

8

1=

*

*10H;I=Q>/E?1@

和
'=J<?@>

8

1=

的效果

均较弱#仅能检测出很少的目的细胞#且细胞分群不明显)

1*<>70<1=01

固定破膜试剂盒更适合在检测调节性
C

淋巴细胞

b>D

,

"

流式染色方案中使用)

已有研究证实调节性
C

淋巴细胞是特异性表达
b>D

,

"

的

Q9$

_

Q93#

_

C

淋巴细胞+

-"

,

#

(IL

等+

-$

,比较了不同克隆号

b>D

,

"

抗体的结合能力#并再次证明了克隆号
PQ)-%-

的

b>D

,

"

流式抗体检测效果和特异性都较好#而被广泛使

用+

-$!-&

,

)在本研究中#根据
b>D

,

"

的表达量#确定其连接荧光

素为
P4

#

P4

是强亮度的荧光染料#可增加检测的灵敏度#从而

充分比较固定破膜试剂盒对其检测效果)同时
(IL

等+

-$

,也

比较了多种试剂盒对
b>D

,

"

检测效果#其中包括
1*<>70<1=01

和
*9PFI@;<=

8

1=

等试剂盒#发现
PQ)-%-

用于
1*<>70<1=01

试剂盒的
Q93#

_

b>D

,

"

_ 细胞占
Q9$

_

C

淋巴细胞比例仅为

3.XT

(而染色效果最好的是
*9PFI@;<=

8

1=

的
3#B9

"

QA

抗体

搭配
1*<>70<1=01

试剂盒使用#其表达量为
$.$T

(但此
Q93#

_

b>D

,

"

_细胞设门的依据是
Q9$

_

C

淋巴细胞下
Q9-3A

_

Q93#

h的非调节性
C

淋巴细胞(当把设门依据改为
'

8

23I!P4

同型对照时#表达量变为
&.3"T

(与本实验结果的
X.33T

$平

均值%相比#水平稍低#分析其原因有可能与样本供者有关#本

实验供者均是青年$年龄
3$

!

"A

岁%#而上述研究的供者信息

不清楚)另外#不同的
Q9$

抗体也会导致
Q9$

_

C

淋巴细胞

占淋巴细胞的水平不一样)

综上所述#

1*<>70<1=01

固定破膜试剂盒对胞内
b>D

,

"

具有

较好的检测效果#更适合用于检测调节性
C

淋巴细胞)
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前
$

种蛋白#这
$

种蛋白分别由
*Qc9)6

$

-B

e

-".-

!

-".3

%*

*Qc9)*

$

&

e

-$

%*

9*C

$

-

,

"-

%及
9(9

基因$

A

e

"-

!

"3

%编码#其

中有
"$T

在
*Qc9)6

$

4-

(

基因%上#

3BT

在
*Qc9)*

$

4-

'

基因%上#

3$T

在
43

基因上#

-"T

在
4"

基因上+

X

,

#而在
*Qc9

磷酸酶基因$

$

e

33.-

%的突变仅有
-

例报道#未见
*Qc9

激酶基

因$

-&

,

--.3

%突变的报道+

B

,

)部分
U5̂ 9

患者未能检出突变

位点)国内上海新华医院报道了
-&

例
U5̂ 9

患者的基因检

测结果#

$

例为
*Qc9)6

基因突变#

X

例为
*Qc9)*

基因突

变#

"

例为
9*C

基因突变#

-

例未检测到明确致病位点突变+

A

,

)

在临床表现上#目前的研究倾向认为
*Qc9)6

*

*Qc!

9)*

基因突变患者多表现为经典型#

9*C

基因变异患者临床

表现较轻#多为硫胺素有效型)经典型
U5̂ 9

的
*Qc9)

活

性小于
"T

#是最为严重的类型#表现为生后
-3

!

3$F

出现枫

糖浆体味(

$X

!

A3F

出现酮症*易激惹及喂养困难(

$

!

#K

出

现嗜睡*间歇性呼吸困难*角弓反张及刻板动作等脑病症状并

逐步加重(

A

!

-%K

可出现昏迷*中枢性呼吸衰竭等#强调诊断

后立即干预#改善预后)其他表型包括中间型*硫胺素有效型

和间歇型的严重程度取决于残余酶活性)

若
U5̂ 9

患儿血中亮氨酸显著升高$

%

-%%%

"

;>E

"

(

%即

可确诊+

-%

,

#故本例患者
U5̂ 9

诊断明确#本次检测范围内未

检测到已报道的致病突变#仅检测出
-

个暂未明确其致病性的

新发突变位点
0.#X&Q

%

C

$

,

.)<7-B&C

M

@

%)进一步家系分析

显示#此位点在患儿父母中均为野生型#故该位点为患儿自身

的新发突变)由于该突变位点处于氨基酸序列高度保守区域#

同时患儿临床表型为经典型#提示该突变位点可能为有害突

变#即对酶活性影响较大)本次检测对
*Qc9)6

*

*Qc9)*

基因全外显子
-%%T

覆盖#均未发现另外一个致病位点#暂不

排除在本检测范围外$如内含子%可能存在罕见致病突变位点

或者特殊突变类型$如大片段插入*缺失等%)此外#本次检测

鉴于既往
U5̂ 9

病例报道中均未对
*Qc9

磷酸酶基因进行检

测#故对该基因未行检测#不排除
*Qc9

磷酸酶基因存在致病

突变位点的可能)

由于
U5̂ 9

涉及的基因数较多#突变频率高及突变位置

无固定规律的特点#传统的测序技术对其进行测序时#耗时长#

成本高)本研究中作者应用
'>=C>@@1=?

半导体测序技术针对

患儿的
#

个基因进行全外显子测序#目的区域覆盖度接近

-%%T

#快速*经济*有效地完成了对该例患儿的基因诊断)

从
9:6

序列的角度分析#遗传病的基因改变可以视为单

核苷酸的取代和
9:6

片段的插入或缺失)本研究使用的是

(<G1?10F=>E>

8

<17

公司发布的
'>=6;

,

E<51

e

CU平台#利用
'>=

6;

,

E<51

e

技术使得成千上万个目标基因的选择性扩增能在单

管多重
PQR

反应内完成)通过目的基因
PQR

扩增*文库构

建*乳液
PQR

和测序流程#得到检测结果仅需
3K

)从本研究

的检测结果来看#

'>=C>@@1=?

测序技术在
#

个基因中检测到
-

个杂合突变#与
5I=

8

1@

直接测序结果完全一致)

综上所述#采用
'>=C>@@1=?

半导体测序技术快速*经济*

准确地对该例
U5̂ 9

患者进行了分子检测#为将来新一代
'>=

C>@@1=?

测序平台在复杂单基因遗传病的分子诊断及临床治疗

方面提供了应用依据)
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