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""%摘要&"目的"建立一种基于流式细胞术快速定量分析小鼠角膜组织中嗜中性粒细胞的技术和方法' "
方法"选取 E ,̂ 周龄 TZ\级雌性 B-.fbME 小鼠 !- 只"使用高尔夫样刀机械性刮除小鼠角膜上皮细胞层"生
成直径 # 22的创面"在创伤后 !, 8 切除带有完整角膜缘的小鼠角膜"采用胶原酶 L和 J$=酶联合消化法获
得单细胞悬液"采用 \=BTB3+9*流式细胞分析仪画门技术分选角膜细胞中嗜中性粒细胞的数量' 另取 E 只小
鼠"应用随机数字表法分为创伤组和正常组"每组 D 只"使用抗 BJ0-*bPEG和 BJ!!X 荧光抗体进行角膜细胞
染色"计数并比较未创伤和创伤角膜中嗜中性粒细胞的数量变化' "结果"建立流式细胞仪检测角膜组织中
嗜中性粒细胞的分析流程' BJ0-m

细胞占角膜组织所有细胞的比例为(#/dFDn!d.#)]"在角膜 BJ0-m
细胞群

中可分选出 bPEGmBJ!!Xm
双阳性嗜中性粒细胞群"bPEGm

和 BJ!!Xm
细胞在 BJ0-m

细胞中所占比例分别为

(.-d-/nDd#-)]和(FDd0/n0d-D)]"bPEGm
和 BJ!!Xm

共阳性细胞占角膜组织 BJ0-m
细胞的比例为 ( E.dDDn

#d,/)]' 创伤后 !, 8"角膜中角膜缘募集嗜中性粒细胞数量为(!-!d0.n!/d,#)]"多于正常角膜的(!-dDEn
!d/#)]"差异有统计学意义(6l#!dE,F"Ro/d/!)' "结论"流式细胞检测方法可快速*准确地定量分析创伤
角膜中嗜中性粒细胞群"为进一步评价不同原因造成角膜炎症反应中嗜中性粒细胞的数量变化提供了一种
快速定量分析方法' "
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""角膜约占整个视觉系统屈光力的 !MD"其正常结
构和透明状态的维持是正常视觉功能的重要保

障
+ !iD, ' 然而"由于角膜直接暴露于外界环境"易受到

各种外来因素的刺激"如感染*机械性和化学性外伤
等' 不同的外来刺激均可造成角膜发生不同程度的炎
症反应' 角膜的炎症反应是一种复杂的级联过程"涉
及不同的免疫细胞"其中嗜中性粒细胞是炎症反应中
最先募集到炎症部位的细胞"在炎症反应中的作用非
常复杂"其一方面可通过释放预先合成的酶类物质和
自由基类分子杀伤入侵的微生物"另一方面也可通过
产生不同种类的细胞因子促进创面的修复' 因此"定
量分析角膜炎症状态下嗜中性粒细胞在角膜中的数量

和性质极其重要' 目前检测角膜组织炎症反应中嗜中
性粒细胞的技术和方法较多"主要包括角膜组织切片*
整铺片和检测炎症角膜中嗜中性粒细胞相关酶类物质

的浓度
+ 0iE, "这些技术各有优缺点' 整铺片和组织学

方法可观察浸润嗜中性粒细胞在角膜中的组织学定

位"而电子显微镜下可观察嗜中性粒细胞的超微结构
及其与其他细胞之间的关系' 如何检测和定量分析角
膜中嗜中性粒细胞的数量具有重要意义' 流式细胞术
是利用流式细胞仪同时对单个细胞的多个参数进行定

性和定量分析的生物医学分析技术"具有检测速度快*
通量高*灵敏度高*采集数据量大*节约样本及成本的
优点"已广泛应用于临床样本检测 + ., ' 但目前用于检
测各种炎症状态下角膜组织中嗜中性粒细胞的技术方

法鲜见文献报道' 本研究建立一种基于流式细胞术快
速定量分析小鼠角膜中嗜中性粒细胞的方法'

<7材料与方法

<:<"材料
<:<:<"实验动物"选取 E ,̂ 周龄健康无眼疾 TZ\级
雌性 B-.fbME 小鼠 #! 只"购于广东省医学实验动物
中心' 实验动物的使用和喂养遵循美国视觉与眼科学
研究协会制定的科研动物使用规范"本研究方案经暨
南大学实验动物伦理委员会审核批准(批文号$A$O=O
#//#O/!)'
<:<:="主要试剂及仪器"苯巴比妥钠注射液(上海
碧云天生物技术有限公司)#磷酸盐缓冲液( Q8*)Q839%

X&SS%@)34(+%"ZfT)(美国 G1H%3498;3@%公司)#胶原酶
$*J$=酶 (美国 T(523公司)#体积分数 !/]<@(9*+
>O!// 透膜液*牛血清白蛋白 ( X*R(+%)%@&2 34X&2(+"
fT=)(广州斯佳生物技术有限公司)#流式染色缓冲
液 ( 美 国 <8%@2*\()8%@T;(%+9(S(;公 司 )# 抗 小 鼠
BJ!EMD# 抗体(美国 epJTP)9%2)公司)#=ZB标记抗
小鼠 BJ0-O抗体*\L<B标记抗小鼠 bPEGO抗体*Z%@;QO
BP-d- 标记抗小鼠 BJ!!XO抗体(美国 fJf(*);(%+;%)公
司)#多聚甲醛(广州化学试剂厂)' \=BTB3+9*流式分
析仪 (美国 fJf(*);(%+;%)公司)#正置荧光显微镜
(f>-D"日本 K4P2Q&)公司)#体式显微镜(GbOFFfL"桂
林桂光仪器公司)#高尔夫样刀(美国 =;;&9*2%公司)'
<:="方法
<:=:<"小鼠角膜组织中嗜中性粒细胞的流式细胞术
分析检测"(!)实验动物处理"按照文献+,,描述的
方法进行"取 !- 只小鼠腹腔内注射苯巴比妥钠
#- -̂/ 25MV5将小鼠麻醉后"使用直径 # 22的环钻
标记角膜中央区域"并采用高尔夫样刀机械性刮除已
标记的中央区角膜上皮细胞层' 注意此过程中避免伤
及角膜基质层' ( #)角膜取材"创伤后 !, 8 处死小
鼠"摘出眼球置于无菌 ZfT 中"于体式显微镜下修剪
得到含完整角膜缘的角膜组织"将角膜组织转移至
!d- 24无菌 1Z管中"并使用剪刀快速将组织充分剪碎
(图 !)' (D)胶原酶消化"向剪碎后的角膜组织中加
入 !// %4质量分数 0]的胶原酶$和 ! 24无菌 ZfT"
再加入 # %4J$=酶防止组织在消化过程中成团"然后
置于 D. q水浴锅中消化 D/ 2(+"每隔 !- 2(+ 震荡摇
匀 ! 次"充分消化后将细胞混悬液转移至 !/ 24无菌
离心管中"加入 , 24无菌 ZfT"0//r$ 离心 - 2(+"弃上
清"加入 ! 24流式染色缓冲液重悬细胞并使用 #// 目
筛网过滤"离心收集细胞沉淀 (图 !)' ( 0)抗体孵
育"使用 #// %4流式染色缓冲液重悬细胞后加入
# %4抗小鼠 BJ!EMD# 抗体"室温下孵育 !/ 2(+ 封闭抗
原"随后分别加入 # %4抗小鼠 BJ0-*bPEG和 BJ!!X
抗体"室温下避光孵育 D/ 2(+"加入 ZfT 洗涤"0//r$
离心 - 2(+ 后弃上清"加入 0// %4ZfT 重悬细胞"过流
式筛管后上机测试' 注意避光"如需过夜则需加入
0// %4质量分数 !]多聚甲醛并置于 0 q保存"过流式
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图 =7流式细胞术检测角膜组织中嗜中性粒细胞的定量分析"=5去掉细胞碎片"f5去黏连得到单细胞"

B5BJ0-m
细胞分析"J5bPEGm

和 BJ!!Xm
共阳性细胞定量分析"TTBO=5侧向散射光面积#\TBO=5前向散射

光面积#\TBOH5前向散射光高度#TTBOk5侧向散射光宽度#BJ0-O=ZB5BJ0- 染色白细胞#bPEGO\L<B5bPEG
和 BJ!!X 共同染色嗜中性粒细胞
:';%-/=75 E%)(&'&)&'"/)()$.4'4#,(/%&-#01'$4'(&1/3#-(/)$&'44%/4)20$/46. ,$#9 3.&#2/&-."=5

e%2*R%;%44?%X@()"f5KX93(+ 98%)(+54%;%44)&)Q%+)(*+"B5=+34P[%BJ0-m;%44)&X)%9"J5G39%3+? 3+34P[%98%

bPEGm3+? BJ!!Xm ?*&X4%Q*)(9(R%;%44)&X)%9"TTBO=5)(?%);399%@O3@%3#\TBO=5S*@63@? );399%@O3@%3#\TBOH5
S*@63@? );399%@O8%(589# TTBOk5 )(?%);399%@O6(?98# BJ0-O=ZB5 344*Q8P;*;P3+(+ ( =ZB)O;*+N&539%? 3+9(O2*&)%
BJ0- 3+9(X*?P#bPEGO\L<B5S4&*@%);%(+ ()*98(*;P3+39%(\L<B)O;*+N&539%? 3+9(O2*&)%bPEG3+9(X*?P

筛管后上机检测' (-)流式细胞仪检测"单个角膜的
细胞量不足以支撑流式细胞仪筛选"根据我们前期实
验 ! 个流式样品至少需要 - 只小鼠 !/ 只角膜一起剪
碎消化完成后获取的细胞量"将 - 只小鼠 !/ 只角膜合
并进行流式细胞仪筛选' 先将同型对照样品上机划
门"随后将目标样品上机进行检测"分析阳性区域的细
胞百分数'

EBA C D
图 <7流式细胞术检测角膜组织样本中嗜中性粒细胞的操作流程"
=5取眼球"f5获取角膜"B5将角膜剪成梅花状并转移至离心管机
械性剪碎"J5加入 ZfT*J$=酶和胶原酶 L"15消化完成后过筛重
离心

:';%-/<7F0/-)&'#()$,$#931)&#,(/%&-#01'$4*/&/3&'#('(3#-(/)$
&'44%/4)20$/46. ,$#9 3.&#2/&-. " =51+&;4%39%98%%P%X344)" f5
KX93(+ 98%;*@+%3)"B5B&998%;*@+%3)(+9*Q4&2 X4*))*2 )83Q%3+?
9@3+)S%@98%2 9*98%;%+9@(S&5%9&X%S*@2%;83+(;34)8%3@(+5" J5=??
ZfT"J$3)%3+? ;*4435%+3)%L"15=S9%@?(5%)9(*+ 3+? )(%R(+5"*X93(+ 98%
)(+54%;%44)&)Q%+)(*+ R(3;%+9@(S&539(*+

<:=:="小鼠角膜整铺片及免疫荧光染色"取 E 只小
鼠"应用随机数字表法分为
创伤组和正常组" 每组 D
只' 参照文献 + Fi!0,的方
法"采用颈椎脱臼法处死小
鼠"摘取眼球并置于 #]多
聚甲醛中固定 0/ 2(+"解剖
显微镜下修剪眼球获取含

有完整角膜缘的角膜组织"
ZfT 冲洗 - 2(+"共 D 次"然
后置于 -// %4质量分数 #]
fT=封闭液中封闭 !- 2(+"
!]<@(9*+ >O!// 透膜液中透
膜 !- 2(+"加入 # %4抗小鼠
\L<B标记的 bPEG抗体 0 q

孵育过夜"ZfT 冲洗 - 2(+"共 D 次"角膜上皮面朝上呈
梅花状置于载玻片"滴加含有 J=ZL的封片剂封片"
0 q避光保存'
<:=:>"小鼠角膜组织中嗜中性粒细胞的定量分析"

参照文献+Fi!0,的方法"至少选取 0 Ê 个角膜"在
0// 倍镜下"角膜缘任意选取 , 个目标视野并拍照计
数"取其平均值作为募集的嗜中性粒细胞数量"分析并
比较正常角膜和创伤后 !, 8 角膜组织中募集嗜中性

粒细胞数量的差异'
<:>"统计学方法

采用 TZTT #!d/ 统计学软件(美国 Lf_公司)和
G@3Q8Z3? Z@()2Ed/ 软件(美国 G@3Q8OZ3? 公司)进行
统计分析' 计量资料的数据经 k检验证实呈正态分
布"以 2%3+nTJ表示' 创伤后 !, 8 与正常角膜的角
膜缘募集嗜中性粒细胞的数量比较采用独立样本 6检
验' Ro/d/- 为差异有统计学意义'

=7结果

=:<"上机测试获得角膜组织中嗜中性粒细胞的定量
分析

上机测试完成后"原始数据进行去细胞碎片处
理"并进行单细胞筛选"进而画门筛选出 BJ0-m

细胞

占角膜组织所有细胞的比例为 ( #/dFDn!d.#)]"并
获取 bPEGm

和 BJ!!Xm
细胞在 BJ0-m

细胞中所占比例

分别为(.-d-/nDd#-)]和( FDd0/n0d-D)]"进一步
画门筛选出 bPEGm

和 BJ!!Xm
共阳性细胞占角膜组织

所有 BJ0-m
阳性细胞的比例为 ( E.dDD n#d,/ )]

(图 #) '

=:="免疫荧光染色观察正常和创伤角膜的嗜中性粒
细胞数量变化

正置荧光显微镜下获取角膜缘 bPEGm
细胞图片并

进行计数"结果显示创伤后 !, 8 角膜中角膜缘募集嗜
中性粒细胞数量为(!-!d0.n!/d,#)]"明显多于正常
角膜 的 ( !-dDE n!d/# )]" 差 异 有 统 计 学 意 义
(6l#!dE,F"Ro/d/!)(图 D)'

!0/!! 中华实验眼科杂志 #/#! 年 # 月第 DF 卷第 # 期"B8(+ A1YQ KQ898342*4"\%X@&3@P#/#!"'*4:DF"$*:#

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?
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图 >7免疫荧光染色观察角膜组织中嗜中性粒细胞的数量"=$正常角膜的角膜缘 bPEG抗体免疫荧光染色图
片"红色虚线标记角膜缘血管位置(r0//"标尺l-/ %2)"f$创伤后 !, 8 角膜的角膜缘 bPEG抗体免疫荧光染
色图片"红色虚线标记角膜缘血管位置(r0//"标尺l-/ %2)"B$正常小鼠角膜缘和创伤后 !, 8 角膜缘嗜中性

粒细胞数量比较"与正常角膜比较"3Ro/d/!(独立样本6检验"#lD)
:';%-/>7K22%(#,$%#-/43/(3/4&)'('(; &# /(%2/-)&/&1/(%26/-#,(/%&-#01'$4'(&1/3#-(/)$$'26%4"=$

e%Q@%)%+939(R%(235%*S\L<BO3+9(ObPEGm+%&9@*Q8(4)(+ 98%+*@234;*@+%344(2X&)"98%@%? ?*99%? 4(+%)23@V%? 98%

Q*)(9(*+ *S98%4(2X&)X4**? R%))%4(r0//"X3@l-/ %2)"f$e%Q@%)%+939(R%(235%*S\L<BO3+9(ObPEGm +%&9@*Q8(4)
(+ 98%;*@+%344(2X&)39!, 8*&@)3S9%@;*@+%343X@3)(*+"98%@%? ?*99%? 4(+%)23@V%? 98%Q*)(9(*+ *S98%4(2X&)X4**?
R%))%4(r0//"X3@l-/ %2)"B$B*2Q3@()*+ *S98%+&2X%@)*S4(2X34+%&9@*Q8(4)(+ 98%+*@2342(;%;*@+%33+?

6*&+?%? ;*@+%339!, 8*&@)3S9%@;*@+%343X@3)(*+"3Ro/d/! (L+?%Q%+?%+9O)32Q4%)69%)9"#lD)

>7讨论

许多因素可引起角膜的炎症反应"我们实验室在
过去 !/ 年间以角膜创伤修复为模型探索了角膜炎症
反应的过程"取得了许多有价值的数据' 但是"早期我
们的数据都是基于去卷积显微镜下联合免疫荧光标记

和角膜整铺片技术完成的"获得的免疫细胞种类包括
嗜中性粒细胞*血小板*肥大细胞*巨噬细胞*'(<细
胞*自然杀伤细胞和自然淋巴样细胞 + !/i!,, ' 然而"该
技术因在显微镜下进行人工计数"耗费大量的人力和
时间

+ !Fi#/, ' #/!- 年"我们开始尝试使用流式细胞术来
完成该工作"并取得了许多经验'

由于正常角膜中免疫细胞数量处于较低的休眠状

态"同样的条件下流式细胞仪检测出来的数量大多具
备参考性"另本研究旨在为角膜免疫细胞的研究提供
新的方法"因此并没有观察不同时间角膜组织中嗜中
性粒细胞的比例' 在具体操作中我们发现下述几种因
素影响结果的稳定性$(!)双酶联合使用"在消化标
本过程中常出现细胞成团现象"双酶联合消化方法可
解决这一问题#(#)样本消化时间"样本消化的时间
需要控制在合理的范围内"消化时间过短影响细胞总
量"消化时间过长影响细胞状态并易造成非特异性染
色#(D)保留完整的角膜缘"角膜缘是炎症细胞从角
膜缘血管网向角膜中央发生募集的部位"这是保证获
得一致结果的重要因素#(0)充分剪碎样本"角膜组
织的剪碎程度直接与获取的角膜组织细胞总量相关#
(-)\;受体的封闭"\;受体包括 \;'e$*\;'e"和
\;'e#"表达于大量免疫细胞表面' 大部分所使用的
抗体容易与细胞表面的 \;受体非特异性结合"造成非

特异性染色' 抗 BJ!E 和
BJD# 可 以 分 别 结 合

\;'e#和 \;'e""在使用
特异性抗体孵育前可使用

这 # 种抗体降低非特异性
染色'

综上所述"本研究结
果显示流式细胞检测方法

可快速*准确地定量分析
创伤角膜中嗜中性粒细胞

群"具有相对稳定*简单*
实用和重复性好的特点"
为进一步评价不同原因造

成角膜炎症反应中嗜中性

粒细胞的数量变化提供了

一种快速定量分析方法'
利益冲突"所有作者均声明不存在利益冲突
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(本文编辑$刘艳"施晓萌)

消"息

第二十一届国际眼科学学术会议暨第二十一届国际视光学学术会议通知

"(微信$BKKB眼科会议)

由全国十二省市医学会眼科分会*中国研究型医院学会眼科学与视觉科学专委会*复旦大学附属眼

耳鼻喉科医院*温州医科大学眼视光医院和上海赛诺瑞会展有限公司共同主办"复旦大学附属眼耳鼻喉

科医院和上海赛诺瑞会展有限公司共同承办的第二十一届国际眼科学学术会议暨第二十一届国际视光

学学术会议*第八届国际角膜塑形学术论坛*中国研究型医院学会眼科学与视觉科学专业委员会 #/#!

学术年会将于 #/#! 年 E 月 !..#/ 日在上海跨国采购会展中心(上海市普陀区光复西路 #.DF 号)举行'

届时"来自中国*美国及亚欧其他部分国家的眼科学领域和视光学领域的医生*专家*学者和知名厂商将

云集上海出席本届会议' 同期将举行第八届国际角膜塑形学术论坛*中国研究性医院学会眼科学会与

视觉科学专业委员会 #/#! 学术年会' 注册本届会议并符合相关要求的参会代表可获得国家级 L类继

续教育学分 !/ 分'

投稿仅需提供论文摘要"截止日期为 #/#! 年 E 月 D 日' 摘要要求$(!)-// 字以内规范格式书写#(#)四段式摘要"包括目的*方

法*结果和结论#(D)请登录大会官方网站(666:;**;:*@5:;+)进行在线投稿'

注册费标准$

日期 常规代表 团体(同一单位 - 人以上) 全日制在读学生(凭有效学生证)

#/#! 年 # 月 !/ 日前 ,// 元M人 E0/ 元M人 0// 元M人

#/#! 年 # 月 !! 日至 E 月 !! 日 F// 元M人 .#/ 元M人 0-/ 元M人

#/#! 年 E 月 !# 日以后及现场 ! #// 元M人 ! /// 元M人 E// 元M人

""注$需要学分的参会代表需额外收取费用 !// 元

""大会秘书处$

参会联络$汤老师*邓老师"联系电话$/#!i-#EE-E!,*/#!i-#EE,!.,"电子邮箱$@%34%YQ*7;**;:*@5:;+'

参展联络$陈小姐(/#!i-#EE-FD,)*黄先生(/#!i-#EE#DE,)"电子邮箱$@%34%YQ*7)8!ED:+%9'

欢迎浏览大会官方网站 899Q$MM666:;**;:*@5:;+(ZB端)*899Q$MM;**;#/#!:);(;*+S:;+(手机端)"或关注大会微信公众平台获取

更多大会信息'
(会务组)

!E/!! 中华实验眼科杂志 #/#! 年 # 月第 DF 卷第 # 期"B8(+ A1YQ KQ898342*4"\%X@&3@P#/#!"'*4:DF"$*:#
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