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本发明提供了一种蜕膜淋巴细胞亚型的检

测方法，包括：用荧光标记的抗CD3抗体、荧光标

记的抗CD4抗体、荧光标记的抗CD8抗体、荧光标

记的抗CD56抗体、荧光标记的抗CD16抗体、荧光

标记的抗IFN-γ抗体、荧光标记的抗IL-4抗体、

和Fixable Viability Dye对同一份待检测蜕膜

淋巴细胞样品进行荧光染色，得到染色后样品；

将染色后样品经流式细胞术检测，得到检测数

据；以及分析检测数据。该方法所需蜕膜淋巴细

胞样品较少，节省抗体，且操作简单。此外还提供

了采用该方法的试剂盒及该试剂盒在反复自然

流产的免疫学检测中的应用。
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1.一种蜕膜淋巴细胞亚型的检测方法，其特征在于，包括：

用荧光标记的抗CD3抗体、荧光标记的抗CD4抗体、荧光标记的抗CD8抗体、荧光标记的

抗CD56抗体、荧光标记的抗CD16抗体、荧光标记的抗IFN-γ抗体、荧光标记的抗IL-4抗体、

和Fixable  Viability  Dye对同一份待检测蜕膜淋巴细胞样品进行荧光染色，得到染色后

样品；

将所述染色后样品经流式细胞术检测，得到检测数据；以及

分析所述检测数据；

其中，所述荧光标记的抗CD3抗体、所述荧光标记的抗CD4抗体、所述荧光标记的抗CD8

抗体、所述荧光标记的抗CD56抗体、所述荧光标记的抗CD16抗体、所述荧光标记的抗IFN-γ

抗体、所述荧光标记的抗IL-4抗体、和所述Fixable  Viability  Dye在所述流式细胞术检测

时，可具有不同的发射光波长。

2.如权利要求1所述的检测方法，其中所述荧光染色的步骤包括：

将所述待检测蜕膜淋巴细胞样品与所述荧光标记的抗CD3抗体、所述荧光标记的抗CD4

抗体、所述荧光标记的抗CD8抗体、所述荧光标记的抗CD56抗体、所述荧光标记的抗CD16抗

体、和所述Fixable  Viability  Dye共孵育，得到中间样A；

对所述中间样A进行细胞固定和透膜处理，得到中间样B；以及

将所述中间样B与所述荧光标记的抗IFN-γ抗体和所述荧光标记的抗IL-4抗体共孵

育，得到所述染色后样品。

3.如权利要求1所述的检测方法，其中所述分析的方法包括：

a.建立FSC/Fixable  Viability  Dye密度图，将在伪彩图显示模式下最靠近右下方的

细胞群落设门标记为P1；

b.对所述P1内细胞依次通过SSC-H/SSC-W和FSC-H/FSC-W设门去除粘连体；

c.对去除粘连体后的细胞群以CD3/CD56十字门设门；

d.对CD3-CD56+细胞群以CD56/CD16设门，对CD56++CD16-细胞群经椭圆门设门，所得细胞

群为蜕膜NK细胞亚群；

e.对CD3+CD56-细胞群以CD4/CD8十字门设门，所得CD4+CD8-细胞群为Th细胞亚群，所得

CD4-CD8+细胞群为Tc细胞亚群；CD3+CD56+细胞群为NKT-like细胞亚群；以及

f.对所述Th细胞亚群、所述Tc细胞亚群、所述蜕膜NK细胞亚群和所述NKT-like细胞亚

群分别以IFN-γ/IL-4十字门设门，所得IFN-γ+IL-4-细胞群为相应的1型亚群，所得IFN-

γ-IL-4+细胞群为相应的2型亚群。

4.一种采用如权利要求1至3中任一项所述的蜕膜淋巴细胞亚型的检测方法检测蜕膜

淋巴细胞亚型的试剂盒，其特征在于，包括：荧光标记的抗CD3抗体、荧光标记的抗CD4抗体、

荧光标记的抗CD8抗体、荧光标记的抗CD56抗体、荧光标记的抗CD16抗体、荧光标记的抗

IFN-γ抗体、荧光标记的抗IL-4抗体、和Fixable  Viability  Dye；其中，所述荧光标记的抗

CD3抗体、所述荧光标记的抗CD4抗体、所述荧光标记的抗CD8抗体、所述荧光标记的抗CD56

抗体、所述荧光标记的抗CD16抗体、所述荧光标记的抗IFN-γ抗体、所述荧光标记的抗IL-4

抗体、和所述Fixable  Viability  Dye在所述流式细胞术检测时，可具有不同的发射光波

长。

5.如权利要求4所述的试剂盒，其中所述荧光标记的抗CD3抗体、所述荧光标记的抗CD4
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抗体、所述荧光标记的抗CD8抗体、所述荧光标记的抗CD56抗体、所述荧光标记的抗CD16抗

体、所述荧光标记的抗IFN-γ抗体、和所述荧光标记的抗IL-4抗体的荧光标记依次为

PerCP、APC、FITC、PE-Vio770、VioBlue、APC-Vio770和PE。

6.如权利要求5所述的试剂盒，其中所述Fixable  Viability  Dye为Fixable 

Viability  Dye  eFluor  506。

7.如权利要求4所述的试剂盒，其中还包括用于所述细胞固定和透膜的试剂。

8.如权利要求4至7中任一项所述的试剂盒在反复自然流产的免疫学检测中的应用，其

特征在于，包括：

使用所述的试剂盒检测健康人群及反复自然流产患者的蜕膜淋巴细胞亚型，得到检测

结果；比较所述检测结果中健康人群及该反复自然流产患者的蜕膜淋巴细胞亚型中的细胞

亚群的细胞比例；以及

若该反复自然流产患者与健康人群的所述细胞比例存在差异，则判断该反复自然流产

患者存在由免疫导致流产的风险。

9.如权利要求8所述的应用，其中包括：

使用所述的试剂盒检测健康人群及反复自然流产患者的蜕膜淋巴细胞亚型，得到检测

结果；比较所述检测结果中健康人群及该反复自然流产患者的蜕膜淋巴细胞亚型中的细胞

亚群的细胞比例，所述细胞亚群为Th1细胞亚群、Tc1细胞亚群、蜕膜NK1细胞亚群和/或

NKT1-like细胞亚群；以及

若该反复自然流产患者的所述细胞亚群的细胞比例高于健康人群的细胞亚群的平均

细胞比例，则判断该反复自然流产患者存在由免疫导致流产的风险。
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蜕膜淋巴细胞亚型的检测方法、试剂盒及其应用

技术领域

[0001] 本发明涉及一种淋巴细胞亚型的检测方法，尤其是一种通过流式细胞术检测蜕膜

淋巴细胞亚型的检测方法、采用该方法的试剂盒及该试剂盒在反复自然流产的免疫学检测

中的应用。

背景技术

[0002] 自然流产是早期妊娠最常见的并发症。反复自然流产(recurrent  miscarriage,

RM)是指两次及两次以上的自然流产，发病率占育龄妇女的1％-2％。目前RM的病因主要包

括：亲代或子代染色体异常、子宫解剖结构异常、内分泌紊乱、感染以及母体自体免疫，但仍

有许多不明原因反复自然流产(unknown  recurrent  miscarriage,URM)的发病原因未知。

母胎之间存在免疫耐受现象，这种免疫耐受的破坏被认为是RM的病因之一。免疫治疗改善

了一部分RM患者的妊娠结局，但荟萃分析显示已有的免疫治疗方案对于RM患者总体的妊娠

结局没有明显的优势。因此如何阐述母胎界面的免疫耐受现象成为提高RM患者妊娠结局的

前提。在母胎免疫中，T淋巴细胞亚群失衡以及NK细胞(Natural  Killer  Cell,NK)介导的免

疫反应被认为是RM的可能机制。

[0003] 成熟的T淋巴细胞表达CD3，并可按功能分为表达CD4的Th细胞亚群(T  helper 

lymphocyte,Th)和表达CD8的Tc细胞亚群(cytotoxic  T  lymphocyte，Tc)。Th细胞亚群可以

按其分泌的细胞因子分为Th1、Th2功能亚群。抗原和IL-12介导Th1亚群分化，分化后的Th1

主要分泌IFN-γ和TNF-α等1型细胞因子促进细胞免疫应答。Th2细胞主要分泌IL-4、IL-5、

IL-13等2型细胞因子介导体液免疫。蜕膜NK细胞(dNK细胞)也可以分泌1型和2型细胞因子，

其中蜕膜NK1细胞(dNK1细胞)主要分泌IFN-γ和TNF-α等1型细胞因子，蜕膜NK2细胞(dNK2

细胞)主要分泌IL-4、IL-5、IL-13等2型细胞因子。然而，dNK细胞不表达CD3，高表达CD56，不

表达CD16，可以通过这三个表型与T淋巴细胞或外周血NK细胞鉴别。

[0004] Th1/Th2和dNK1/dNK2的构成与RM存在相关性，因此可以通过检测这些细胞的构成

来反映RM母胎界面真实的免疫反应状况，从而识别免疫病因的存在并指导下一步治疗。目

前主要通过流式细胞术的方法来检测RM患者蜕膜淋巴细胞亚型。普通方法多采用三色或四

色抗体组合分别检测Th和dNK细胞的亚型，一般采用2管4色抗体组合，如利用CD3、CD4、CD8

和一个细胞因子的4色组合检测Th1和Th2亚型，利用CD3、CD56、CD16和一个细胞因子的4色

组合检测dNK1和dNK2亚型，若要检测更多亚型，则需要更多抗体组合，因此该方法需要对同

一蜕膜组织的多份淋巴细胞样品进行不同抗体组合的染色。这种方法消耗的抗体量较多，

操作步骤以及工时多，反复使用多种抗体对患者进行全面的抗原分析，费用较高。同时对待

检测蜕膜淋巴细胞样品的需求量较大，需要采集足够量的蜕膜组织才能完成检测，然而患

者的蜕膜组织需要在无菌环境中通过手术获取，经过分离得到的淋巴细胞数量有限。这些

问题给RM患者蜕膜淋巴细胞亚型检测带来许多不便。

发明内容
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[0005] 本发明的目的是提供一种蜕膜淋巴细胞亚型的检测方法，其所需蜕膜淋巴细胞样

品较少，且操作简单，节省抗体。

[0006] 本发明的另一个目的是提供一种检测蜕膜淋巴细胞亚型的试剂盒，使用其检测蜕

膜淋巴细胞亚型时所需蜕膜淋巴细胞样品较少，且操作简单，节省抗体。

[0007] 本发明的还一个目的是提供检测蜕膜淋巴细胞亚型的试剂盒在反复自然流产的

免疫学检测中的应用，使用该试剂盒检测蜕膜淋巴细胞亚型时所需蜕膜淋巴细胞样品较

少，且操作简单，节省抗体。

[0008] 本发明提供了一种蜕膜淋巴细胞亚型的检测方法，其包括：用荧光标记的抗CD3抗

体、荧光标记的抗CD4抗体、荧光标记的抗CD8抗体、荧光标记的抗CD56抗体、荧光标记的抗

CD16抗体、荧光标记的抗IFN-γ抗体、荧光标记的抗IL-4抗体、和Fixable  Viability  Dye

对同一份待检测蜕膜淋巴细胞样品进行荧光染色，得到染色后样品；将染色后样品经流式

细胞术检测，得到检测数据；以及分析检测数据。其中，荧光标记的抗CD3抗体、荧光标记的

抗CD4抗体、荧光标记的抗CD8抗体、荧光标记的抗CD56抗体、荧光标记的抗CD16抗体、荧光

标记的抗IFN-γ抗体、荧光标记的抗IL-4抗体、和Fixable  Viability  Dye在流式细胞术检

测时，可具有不同的发射光波长。

[0009] 本发明提供的蜕膜淋巴细胞亚型的检测方法，仅需对同一份蜕膜淋巴细胞样品进

行针对CD3、CD4、CD8、CD56、CD16、IFN-γ和IL-4的荧光染色及Fixable  Viability  Dye染

色，即可实现对蜕膜淋巴细胞多个亚型的分析，该方法所需蜕膜淋巴细胞样品较少，节省抗

体，且操作简单。

[0010] 在蜕膜淋巴细胞亚型的检测方法的另一种示意性实施方式中，还设置对照组和同

型对照组。设置对照组的意义在于排除无关变量的影响，增加实验结果的可信度和说服力；

设置同型对照组的意义在于区别抗体染色过程中相同亚型所造成的背景信号影响。

[0011] 在蜕膜淋巴细胞亚型的检测方法的再一种示意性实施方式中，荧光标记的抗CD3

抗体、荧光标记的抗CD4抗体、荧光标记的抗CD8抗体、荧光标记的抗CD56抗体、荧光标记的

抗CD16抗体、荧光标记的抗IFN-γ抗体、和荧光标记的抗IL-4抗体的荧光标记依次为

PerCP、APC、FITC、PE-Vio770、VioBlue、APC-Vio770和PE；Fixable  Viability  Dye为

Fixable  Viability  Dye  eFluor  506。

[0012] 在蜕膜淋巴细胞亚型的检测方法的又一种示意性实施方式中，荧光染色的步骤包

括：将待检测蜕膜淋巴细胞样品与荧光标记的抗CD3抗体、荧光标记的抗CD4抗体、荧光标记

的抗CD8抗体、荧光标记的抗CD56抗体、荧光标记的抗CD16抗体、和Fixable  Viability  Dye

共孵育，得到中间样A；对中间样A进行细胞固定和透膜处理，得到中间样B；以及将中间样B

与荧光标记的抗IFN-γ抗体和荧光标记的抗IL-4抗体共孵育，得到染色后样品。藉此可有

效地对胞内及胞外细胞标志物进行荧光标记。

[0013] 在蜕膜淋巴细胞亚型的检测方法的又一种示意性实施方式中，分析的方法包括：

细胞标志CD3-CD56++CD16-IFN-γ+IL-4-代表蜕膜NK1细胞亚群，细胞标志CD3-CD56++CD16-

IFN-γ-IL-4+代表蜕膜NK2细胞亚群，细胞标志CD3+CD56-CD4+CD8-IFN-γ+IL-4-代表Th1细胞

亚群，细胞标志CD3+CD56-CD4+CD8-IFN-γ-IL-4+代表Th2细胞亚群，细胞标志CD3+CD56-CD4-

CD8+IFN-γ+IL-4-代表Tc1细胞亚群，细胞标志CD3+CD56-CD4-CD8+IFN-γ-IL-4+代表Tc2细胞

亚群，细胞标志CD3+CD56+IFN-γ+IL-4-代表NKT1-like细胞亚群，细胞标志CD3+CD56+IFN-
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γ-IL-4+代表NKT2-like细胞亚群。

[0014] 在蜕膜淋巴细胞亚型的检测方法的又一种示意性实施方式中，分析的方法包括：

a.建立FSC/Fixable  Viability  Dye密度图，将在伪彩图显示模式下最靠近右下方的细胞

群落设门标记为P1；b.对P1内细胞依次通过SSC-H/SSC-W和FSC-H/FSC-W设门去除粘连体；

c.对去除粘连体后的细胞群以CD3/CD56十字门设门；d.对CD3-CD56+细胞群以CD56/CD16设

门，对CD56++CD16-细胞群经椭圆门设门，所得细胞群为蜕膜NK细胞亚群；e.对CD3+CD56-细

胞群以CD4/CD8十字门设门，所得CD4+CD8-细胞群为Th细胞亚群，所得CD4-CD8+细胞群为Tc

细胞亚群；CD3+CD56+细胞群为NKT-like细胞亚群；以及f.对Th细胞亚群、Tc细胞亚群、蜕膜

NK细胞亚群和NKT-like细胞亚群分别以IFN-γ/IL-4十字门设门，所得IFN-γ+IL-4-细胞

群为相应的1型亚群，所得IFN-γ-IL-4+细胞群为相应的2型亚群。藉此可提高蜕膜淋巴细

胞亚型检测的准确性。

[0015] 本发明还提供了一种采用上述蜕膜淋巴细胞亚型的检测方法检测蜕膜淋巴细胞

亚型的试剂盒，其包括：荧光标记的抗CD3抗体、荧光标记的抗CD4抗体、荧光标记的抗CD8抗

体、荧光标记的抗CD56抗体、荧光标记的抗CD16抗体、荧光标记的抗IFN-γ抗体、荧光标记

的抗IL-4抗体、和Fixable  Viability  Dye。其中，荧光标记的抗CD3抗体、荧光标记的抗CD4

抗体、荧光标记的抗CD8抗体、荧光标记的抗CD56抗体、荧光标记的抗CD16抗体、荧光标记的

抗IFN-γ抗体、荧光标记的抗IL-4抗体、和Fixable  Viability  Dye在流式细胞术检测时，

可具有不同的发射光波长。使用该试剂盒检测蜕膜淋巴细胞亚型时所需蜕膜淋巴细胞样品

较少，且操作简单，节省抗体。

[0016] 在检测蜕膜淋巴细胞亚型的试剂盒的另一种示意性实施方式中，荧光标记的抗

CD3抗体、荧光标记的抗CD4抗体、荧光标记的抗CD8抗体、荧光标记的抗CD56抗体、荧光标记

的抗CD16抗体、荧光标记的抗IFN-γ抗体、和荧光标记的抗IL-4抗体的荧光标记依次为

PerCP、APC、FITC、PE-Vio770、VioBlue、APC-Vio770和PE。

[0017] 在检测蜕膜淋巴细胞亚型的试剂盒的另一种示意性实施方式中，Fixable 

Viability  Dye为Fixable  Viability  Dye  eFluor  506。

[0018] 在检测蜕膜淋巴细胞亚型的试剂盒的另一种示意性实施方式中，试剂盒还包括用

于细胞固定和透膜的试剂。

[0019] 本发明还提供了上述的检测蜕膜淋巴细胞亚型的试剂盒在反复自然流产的免疫

学检测中的应用，其包括：使用试剂盒检测健康人群及反复自然流产患者的蜕膜淋巴细胞

亚型，得到检测结果；比较检测结果中健康人群及该反复自然流产患者的蜕膜淋巴细胞亚

型中的细胞亚群的细胞比例；以及若该反复自然流产患者与健康人群的细胞比例存在差

异，则判断该反复自然流产患者存在由免疫导致流产的风险。将该试剂盒应用于反复自然

流产的免疫学检测时，所需蜕膜淋巴细胞样品较少，且操作简单，节省抗体。

[0020] 在检测蜕膜淋巴细胞亚型的试剂盒在反复自然流产的免疫学检测中的应用的另

一种示意性实施方式中，包括：使用试剂盒检测健康人群及反复自然流产患者的蜕膜淋巴

细胞亚型，得到检测结果；比较检测结果中健康人群及该反复自然流产患者的蜕膜淋巴细

胞亚型中的细胞亚群的细胞比例，细胞亚群为Th1细胞亚群、Tc1细胞亚群、蜕膜NK1细胞亚

群和/或NKT1-like细胞亚群；以及若该反复自然流产患者的细胞亚群的细胞比例高于健康

人群的细胞亚群的平均细胞比例，则判断该反复自然流产患者存在由免疫导致流产的风
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险。藉此提高反复自然流产的免疫学检测在由免疫导致流产的风险评估中的准确性。

[0021] 在本发明中，流式细胞术中所用到的抗体可以为与待测样品同源的抗体或也可以

为与待测样品非同源的抗体，只要该抗体能够与待测样品中细胞标志物产生抗原-抗体特

异性结合反应即可。

[0022] 在本发明中，“+”代表阳性，即表示该抗原在细胞有表达；“++”代表强阳性，即表示

该抗原在细胞高表达；“-”代表阴性，即表示该抗原在细胞不表达。

[0023] 在本发明中，各个荧光标记的抗体中的荧光标记物不受本发明的限制，本领域技

术人员可以根据实际情况选择合适的荧光标记物，以及对应的同型对照。

[0024] 在本发明中，本发明提供的检测蜕膜淋巴细胞亚型的试剂盒中，荧光标记的抗体，

可以是荧光标记物与抗体单独放置，在使用时将两者偶联获得荧光标记的抗体；也可以是

荧光标记的抗体，在使用时，直接使用即可。

附图说明

[0025] 以下附图仅对本发明做示意性说明和解释，并不限定本发明的范围。

[0026] 图1显示了FSC/Viability密度图的中央型设门。

[0027] 图2显示了FSC/Viability密度图的扩大型设门。

[0028] 图3显示了SSC-H/SSC-W密度图设门去除粘连体。

[0029] 图4显示了FSC-H/FSC-W密度图设门去除粘连体。

[0030] 图5显示了CD3/CD56十字门设门。

[0031] 图6显示了CD56/CD16椭圆门设门。

[0032] 图7显示了CD4/CD8十字门设门。

[0033] 图8显示了FSC/SSC密度图的中央型设门。

[0034] 图9显示了FSC/SSC密度图的扩大型设门。

[0035] 图10显示了Viability直方图。

[0036] 图11显示了通过不同设门策略进行流式数据分析的流程图。

[0037] 图12显示了通过不同设门策略进行流式数据分析的各细胞标志的荧光强度分布

直方图。

具体实施方式

[0038] 为了对发明的技术特征、目的和效果有更加清楚的理解，现结合以下实施例说明

本发明的具体实施方式。

[0039] 本发明提供的一种蜕膜淋巴细胞亚型的检测方法和检测蜕膜淋巴细胞亚型的试

剂盒中所用到的试剂和原料均可由市场购得。

[0040] 本发明中用到的荧光标记PerCP、APC、FITC、PE-Vio770、VioBlue、APC-Vio770和PE

均为常见的荧光标记，可以由市场购得，各个荧光标记的抗体也可以由市场购得。

[0041] 本发明中用到的Fixable  Viability  Dye可由市场购得。

[0042] 第一实施例。

[0043] 一、蜕膜淋巴细胞样品的制备

[0044] 1、蜕膜单个核细胞(dMC)分离
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[0045] 1 .1、组织块大小约2×1×1cm大小数枚，用刀片将其切割成1×1×1mm大小的块，

放入组织研磨器中加入1mL培养液，转动研棒，研至匀浆，5mL培养液冲洗研磨器2次，过细胞

滤网，过滤后入10mL离心管，450g离心5min；

[0046] 1.2、用2mL培养液重悬细胞团，铺在2mL的密度梯度分离液上，2000rpm不间断离心

15min；

[0047] 1.3、小心吸取界面处的细胞入1mL离心管，2000rpm离心10min，吸除上清液，0.5mL

培养液重悬细胞，需充分弹打离心管底部。

[0048] 其中，细胞量不足时可以将研磨后的剩余组织用1mg/mL胶原蛋白酶37℃消化1h后

再次分离细胞，可使最终获得的细胞总量加倍。是否增加酶消化步骤得到的细胞对方法结

果无影响，仅是细胞数量上的差别。

[0049] 2、细胞计数

[0050] 2.1、70％酒精洗涤细胞计数板与载玻片，完全干燥后将盖玻片盖在计数仓上，轻

压盖玻片使之吸附；

[0051] 2.2、吸管吸取0.1mL细胞悬液与0.3mL台盘蓝染液在1mL离心管中混匀，吸取10μL

混合液滴在盖玻片的边缘；

[0052] 2.3、待混合液充分吸入计数仓后，在倒置显微镜下计数4个大格的活细胞总数，细

胞悬液浓度(/mL)＝4个大格活细胞总数×104，细胞活力应>90％；

[0053] 2.4、计算培养液用量，重悬细胞悬液至浓度2×106/mL；

[0054] 2.5、以上操作5min内完成，细胞悬液4℃冷藏。(如计数后标本量充足，分装细胞悬

液并冻存)。

[0055] 3、预刺激

[0056] 3 .1、解冻活化剂工作液(购自BD，货号550583)，培养板孔内加入dMC细胞悬液，

0.5mL/孔(浓度2×106/mL)，每孔加入分装好的解冻后的活化剂工作液0.5mL，混匀，37℃

5％CO2培养箱培养6小时；

[0057] 3.2、细胞悬液移入1mL离心管中，300g离心10min，1mL流式缓冲液洗涤1遍，300g离

心10min，0.5mL流式缓冲液重悬细胞；

[0058] 3.3、细胞计数，方法同上，PBS重悬细胞悬液至浓度2×106/mL，得到活化的细胞悬

液。

[0059] 二、蜕膜淋巴细胞样品的蜕膜淋巴细胞亚型检测

[0060] 1、检测蜕膜淋巴细胞亚型的试剂盒：

[0061]

试剂 厂家 货号

CD8-FITC(FITC标记的抗CD8抗体) Miltenyi 130-080-601

CD56-PE-Vio770(PE-Vio770标记的抗CD56抗体) Miltenyi 130-100-676

CD16-VioBlue(VioBlue标记的抗CD16抗体) Miltenyi 130-099-080

CD4-APC(APC标记的抗CD4抗体) Miltenyi 130-091-232

CD3-PerCP(PerCP标记的抗CD3抗体) Miltenyi 130-094-965

IFN-γ-APC-Vio770(APC-Vio770标记的抗IFN-γ抗体) Miltenyi 130-096-625

IL-4-PE(PE标记的抗IL-4抗体) Miltenyi 130-091-647
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Fixable  Viability  Dye  eFluor506 eBioscience 65-0866-14

固定和透膜试剂 eBioscience 88-8824

PBS缓冲液 / /

[0062] 2、操作步骤

[0063] 2.1、荧光染色：

[0064] a、表面标记：从离心管中取100μL活化的细胞悬液至流式上样管中，取PerCP标记

的抗CD3抗体、APC标记的抗CD4抗体、FITC标记的抗CD8抗体、PE-Vio770标记的抗CD56抗体、

VioBlue标记的抗CD16抗体和Fixable  Viability  Dye  eFluor  506各5μL混匀后加入上样

管中，振荡器混匀，2-8℃避光孵育15min，得到中间样A；

[0065] b、固定和透膜：向中间样A中加入500μL固定和透膜试剂，室温避光孵育20min，充

分弹匀离心管，得到中间样B；

[0066] c、胞内标记：向中间样B中加入APC-Vio770标记的抗IFN-γ抗体和PE标记的抗IL-

4抗体各5μL，振荡器混匀1-2s，室温避光培育15min；(如标记同型对照，取同型对照5μL，同

法标记)；加入2mL  PBS缓冲液终止孵育，800-850g离心5min，吸除上清液，注意保护细胞团，

再加入300μL  PBS缓冲液充分弹匀,得到染色后样品。

[0067] 其中，染色后样品如不能当日上机检测，加入0.5mL  1％多聚甲醛PBS重悬固定，4

℃避光过夜，可次日上机检测。

[0068] 2.2、流式细胞术检测

[0069] 使用BD  FACSCanto  Plus流式细胞仪对染色后样品进行检测，得到检测数据。仪器

性能在每次检测前都进行检查。光电倍增管(PMT)电压的设定采用未标记的细胞标本，并在

整个研究中保持固定。荧光补偿通过单标微球调整然后通过单标细胞标本调整。每次上样

收集150000个细胞。

[0070] 各荧光标记的激发光波长和发射光波长如下所示：

[0071] PerCP：激发光波长482nm/发射光波长675nm；

[0072] APC：激发光波长652nm/发射光波长660nm；

[0073] FITC：激发光波长495nm/发射光波长520nm；

[0074] PE-Vio770：激发光波长565nm/发射光波长775nm；

[0075] VioBlue：激发光波长400nm/发射光波长452nm；

[0076] APC-Vio770：激发光波长650nm/发射光波长774nm；

[0077] PE：激发光波长565nm/发射光波长578nm；

[0078] Fixable  Viability  Dye  eFluor  506nm：激发光波长415/发射光波长506nm。

[0079] 2.3、分析检测数据

[0080] 所有流式数据使用Flowjo10.0软件进行分析，其中：

[0081] 细胞标志CD3-CD56++CD16-IFN-γ+IL-4-代表蜕膜NK1细胞亚群，

[0082] 细胞标志CD3-CD56++CD16-IFN-γ-IL-4+代表蜕膜NK2细胞亚群，

[0083] 细胞标志CD3+CD56-CD4+CD8-IFN-γ+IL-4-代表Th1细胞亚群，

[0084] 细胞标志CD3+CD56-CD4+CD8-IFN-γ-IL-4+代表Th2细胞亚群，

[0085] 细胞标志CD3+CD56-CD4-CD8+IFN-γ+IL-4-代表Tc1细胞亚群，

[0086] 细胞标志CD3+CD56-CD4-CD8+IFN-γ-IL-4+代表Tc2细胞亚群，
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[0087] 细胞标志CD3+CD56+IFN-γ+IL-4-代表NKT1-like细胞亚群，

[0088] 细胞标志CD3+CD56+IFN-γ-IL-4+代表NKT2-like细胞亚群。

[0089] 分析方法一(以下简称FSC/Vt设门方法)：

[0090] a .建立FSC/Viability(Fixable  Viability  Dye  eFluor  506)密度图，采用中央

型(参见图1)或扩大型(参见图2)的设门范围在伪彩图显示模式下将最靠近右下方的细胞

群落(即Fixable  Viability  Dye染色较低的细胞中FSC较高的细胞群落)设门标记为P1；

[0091] b.对P1内细胞依次通过SSC-H/SSC-W(参见图3)和FSC-H/FSC-W(参见图4)设门去

除粘连体；

[0092] c.对去除粘连体后的细胞群以CD3/CD56十字门设门(参见图5)；

[0093] d.对CD3-CD56+细胞群以CD56/CD16设门，对CD56++CD16-细胞群经椭圆门设门(参见

图6)，所得细胞群为蜕膜NK细胞亚群；

[0094] e.对CD3+CD56-细胞群以CD4/CD8十字门设门(参见图7)，所得CD4+CD8-细胞群为Th

细胞亚群，所得CD4-CD8+细胞群为Tc细胞亚群；CD3+CD56+细胞群为NKT-like细胞亚群；

[0095] f .对Th细胞亚群、Tc细胞亚群、蜕膜NK细胞亚群和NKT-like细胞亚群分别以IFN-

γ/IL-4十字门设门，所得IFN-γ+IL-4-细胞群为相应的1型亚群(即Th1、Tc1、dNK1和NKT1-

like)，所得IFN-γ-IL-4+细胞群为相应的2型亚群(即Th2、Tc2、dNK2和NKT2-like)。

[0096] 分析方法二(以下简称FSC/SSC设门方法)：

[0097] a .建立FSC/SSC密度图，采用中央型(参见图8)或扩大型(参见图9)的设门范围将

有核细胞区域设门标记为P1；

[0098] b.对P1内细胞依次通过SSC-H/SSC-W和FSC-H/FSC-W设门去除粘连体；

[0099] c.对去除粘连体后的细胞群以Viability(Fixable  Viability  Dye  eFluor  506)

直方图设门去除死细胞(参见图10)；然后以CD3/CD56十字门设门；

[0100] d.对CD3-CD56+细胞群以CD56/CD16设门，对CD56++CD16-细胞群经椭圆门设门，所得

细胞群为蜕膜NK细胞亚群；

[0101] e.对CD3+CD56-细胞群以CD4/CD8十字门设门，所得CD4+CD8-细胞群为Th细胞亚群，

所得CD4-CD8+细胞群为Tc细胞亚群；CD3+CD56+细胞群为NKT-like细胞亚群；

[0102] f .对Th细胞亚群、Tc细胞亚群、蜕膜NK细胞亚群和NKT-like细胞亚群分别以IFN-

γ/IL-4十字门设门，所得IFN-γ+IL-4-细胞群为相应的1型亚群(即Th1、Tc1、dNK1和NKT1-

like)，所得IFN-γ-IL-4+细胞群为相应的2型亚群(即Th2、Tc2、dNK2和NKT2-like)。

[0103] 其中，上述的中央型设门策略的设门范围以伪彩图中最亮部分为标准，扩大型设

门策略的设门范围包括了中央门的周围散点，如果伪彩图中中央门周围散点分界不清楚，

可在轮廓图显示模式下以最外一条轮廓线为扩大门的设门标准。图11为通过不同设门策略

进行流式数据分析的流程图，其中A为FSC/SSC中央型设门策略，B为FSC/Vt中央型设门策

略，C为FSC/SSC扩大型设门策略，D为FSC/Vt扩大型设门策略。

[0104] 该蜕膜淋巴细胞亚型的检测方法，仅需对同一份待检测蜕膜淋巴细胞样品进行针

对CD3、CD4、CD8、CD56、CD16、IFN-γ和IL-4的荧光染色及Fixable  Viability  Dye染色，即

可实现对蜕膜淋巴细胞多个亚型的分析，该方法所需蜕膜淋巴细胞样品较少，节省抗体，且

操作简单。

[0105] 下表1是分别用四色流式细胞术和第一实施例的方法检测dNK、NKT-like、T、dNK2、
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dNK1、Tc、Th、Tc2、Tc1、Th2、Th1、NKT2-like和NKT1-like时，对细胞和抗体的消耗情况及耗

时。

[0106] 表1：两种检测方法的比较

[0107]

[0108] 第二实施例

[0109] 采用第一实施例所述的方法，对收集的31例样本进行蜕膜淋巴细胞亚型检测，样

本来自2016年8月-2017年2月在首都医科大学附属北京妇产医院收治的10例URM患者，平均

年龄31.6±2.5岁，以及21例同时期行主动人流术的健康女性，平均年龄29.6±2.8岁。不同

设门策略检测出的健康女性和URM患者蜕膜淋巴细胞亚型的细胞比例分别见下表2和表3。

通过细胞比例可以反映相应的细胞数量。

[0110] 表2：健康女性蜕膜淋巴细胞亚型的细胞比例
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[0111]

[0112] 表3：URM患者蜕膜淋巴细胞亚型的细胞比例
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[0113]

[0114] 对表2和表3中的数据进行2×2析因设计方差分析，结果显示：不论是健康女性或

者URM患者，设门方法(FSC/Vt设门方法或FSC/SSC设门方法)对dNK、NKT-like、Tc、Th、Th1的

细胞数量没有影响，而对Th2、dNK2、dNK1、NKT1-like的细胞数量有影响。此外，结果还显示：

设门方法对Tc1/Tc2和dNK1/dNK2比值的影响具有统计学意义，采用FSC/Vt设门方法得到的

结果均高于采用FSC/SSC设门方法得到的结果。可以看出，在蜕膜淋巴细胞的多色流式细胞

术数据分析过程中，设门方法可以影响1型、2型细胞亚群的分析数值。

[0115] 从各细胞标志的荧光强度分布直方图也可以反映出不同设门方法对细胞数量的

影响(参见图12)其中，R2为上述FSC/SSC设门方法，R3为上述FSC/Vt设门方法，R1为参照外

周血淋巴细胞群落的位置的设门方法(即淋巴细胞的FSC/SSC常规设门方法)。图中分别显

示了CD3、CD56、CD4、CD8、IFN-γ和IL-4的荧光强度-细胞数量关系，可以看出FSC/Vt设门方

法对于在FSC/SSC设门方法中不能很好显示出分群的样本非常适用。

[0116] 此外，从图中还可以看出按照淋巴细胞的FSC/SSC常规设门位置(R1)不能很好地

识别淋巴细胞群落，将该设门调整至细胞比较密集的位置(R2)效果稍好一些，但FSC/Vt的

细胞群落位置识别起来更加清晰，获得的细胞数量也比调整后的R2更多，说明针对蜕膜淋

巴细胞FSC/Vt是更合适的初始设门方法。

[0117] 在流式细胞术检测过程中，可通过目标细胞分群是否清楚、目标细胞荧光强度等

表示准确性的高低；目标细胞分群清楚、目标细胞荧光强度高，则表示准确性高。可见，在本

发明中，相较于FSC/SSC设门方法，FSC/Vt设门方法能够提高蜕膜淋巴细胞亚型检测的准确
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性。

[0118] 根据表2及表3中的分析结果，发现URM患者相较于健康女性存在明显增加的1型细

胞，包括Th1、Tc1、dNK1和NKT1-like细胞，差异具有统计学意义。该结果证明本发明在应用

于健康人群或反复自然流产患者的蜕膜淋巴细胞分型是可靠的。

[0119] 第三实施例：检测蜕膜淋巴细胞亚型的试剂盒在反复自然流产的免疫学检测中的

应用。

[0120] 方法：

[0121] a、使用第一实施例中所述的检测蜕膜淋巴细胞亚型的试剂盒，并根据第一实施例

中所述的方法检测健康人群及反复自然流产患者的蜕膜淋巴细胞亚型，得到检测结果；

[0122] b、比较该检测结果中健康人群及该反复自然流产患者的蜕膜淋巴细胞亚型中的

Th1细胞亚群、Tc1细胞亚群、dNK1细胞亚群和/或NKT1-like细胞亚群的细胞比例；以及

[0123] c、若该反复自然流产患者的Th1细胞亚群、Tc1细胞亚群、dNK1细胞亚群和/或

NKT1-like细胞亚群的细胞比例高于健康人群的细胞亚群的平均细胞比例，则判断该反复

自然流产患者存在由免疫导致流产的风险。

[0124] 该应用所需蜕膜淋巴细胞样品较少，且操作简单，节省抗体。发明人发现反复自然

流产患者相较于健康女性存在明显增加的1型细胞，包括Th1、Tc1、dNK1和NKT1-like细胞，

差异具有统计学意义。因此通过比较健康人群及反复自然流产患者的蜕膜淋巴细胞亚型中

的Th1细胞亚群、Tc1细胞亚群、dNK1细胞亚群和/或NKT1-like细胞亚群的细胞比例，可使反

复自然流产的免疫学检测应用于由免疫导致流产的风险评估时具有较高的准确性。

[0125] 在本文中，“示意性”表示“充当实例、例子或说明”，不应将在本文中被描述为“示

意性”的任何实施方式解释为一种更优选的或更具优点的技术方案。

[0126] 在本文中，“相等”、“相同”等并非严格的数学和/或几何学意义上的限制，还包含

本领域技术人员可以理解的且生产或使用等允许的误差。除非另有说明，本文中的数值范

围不仅包括其两个端点内的整个范围，也包括含于其中的若干子范围。

[0127] 应当理解，虽然本说明书是按照各个实施例描述的，但并非每个实施例仅包含一

个独立的技术方案，说明书的这种叙述方式仅仅是为清楚起见，本领域技术人员应当将说

明书作为一个整体，各实施例中的技术方案也可以经适当组合，形成本领域技术人员可以

理解的其他实施方式。

[0128] 上文所列出的一系列的详细说明仅仅是针对本发明的可行性实施例的具体说明，

它们并非用以限制本发明的保护范围，凡未脱离本发明技艺精神所作的等效实施方案或变

更，如特征的组合、分割或重复，均应包含在本发明的保护范围之内。
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图 3
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图 4
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图 5

图 6
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图 7

图 8
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图 9

图 10
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图 11

图 12
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