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成像流式细胞术和免疫荧光技术检测成纤维样
滑膜细胞 Ａｈｒ入核的比较
程　梦１，王　邁１，董伟波１，魏　伟１，常　艳１，２

（１安徽医科大学临床药理研究所、抗炎免疫药物教育部重点实验室，合肥　２３００３２；
２安徽医科大学实验动物中心，合肥　２３００３２）

摘要　目的　探究成像流式细胞术和免疫荧光技术检测成纤维样滑膜细胞中Ａｈｒ入核的差别。方法　用１５％的ＤＭＥＭ培养
人来源的成纤维样滑膜细胞细胞株ＭＨ７Ａ，分别用激光共聚焦显微镜和量化成像流式细胞仪（ＩｍａｇｅＳｔｒｅａｍＸＭａｒｋⅡ）检测空
白对照组、Ｋｙｎ组和Ｋｙｎ＋ＣＨ２２３１９１组对ＭＨ７Ａ中Ａｈｒ的入核水平，并采用非参数检验比较两种检测技术检测结果的相关
性。结果　与空白对照组相比，免疫荧光技术和成像流式细胞术测得的ＭＨ７Ａ细胞中Ｋｙｎ组和Ｋｙｎ＋ＣＨ２２３１９１组Ａｈｒ入核
能力增加（Ｐ＜００５），两种实验方法测得的三组结果相关性良好，Ｒ２值分别是０８６３８、０９２８７和０９０１８，差异有统计学意义
（Ｐ＜００５）。结论　相较于免疫荧光技术的操作和结果，成像流式细胞术数据处理比较复杂，但所得结果精确度高，避免了实
验者的主观性，减少实验误差。
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结合）与荧光标记技术结合起来研究特异蛋白抗原

在细胞内分布的方法。主要用于研究蛋白定位、蛋

白间相互作用，具有特异性强、敏感性高、速度快的

优点。但它对结果判定的客观性不足，不能精确地

量化实验结果［１－２］。成像流式细胞术将流式细胞术

和荧光显微镜成像相结合，不仅可以提供细胞群的

统计数据，还可以对单一细胞的高分辨率数字化图

像进行获取并使其可见，从而提供细胞形态、细胞结

构和亚细胞信号分布。目前已经发现成像流式细胞
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术的多种独特应用，包括蛋白质定位、吞噬、死亡过

程、自体消化、核移位以及形态变迁等方面［３］。该

研究利用成像流式细胞术观察ＭＨ７Ａ细胞中的Ａｈｒ
是否能进入细胞核，以此作为衡量标准，并将结果与

免疫荧光技术对比，提供了判断胞内蛋白能否成功

进入胞核的一种新途径。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　细胞株　人来源的成纤维样滑膜细胞细胞
株ＭＨ７Ａ，由同实验室其他课题组赠送。
１．１．２　主要试剂和仪器　ＤＭＥＭ高糖培养基（批
号：ＭＡ０２１２Ａｕｇ１９Ｈ）购自美仑生物公司；磷酸盐缓
冲液 （ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ） （批 号：
Ｂ３９０ＫＪ）购自上海源培生物科技股份有限公司；胎
牛血清（ｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ）（批号：０８５１５０）购
自加拿大 Ｗｉｓｅｎｔ公公司；不含 ＥＤＴＡ的胰蛋白酶
（批号：Ｃ０２０５）、青链霉素（批号：Ｃ０２２２）购自上海
碧云天生物技术研究所；犬尿氨酸（批号：Ｋ８６２５）购
自美国 Ｓｉｇｍａ公司；Ａｈｒ一抗（批号：ＮＢ１００１２８）购
自美国 ＮＯＶＵＳ公司、兔抗山羊荧光二抗（批号：
Ｍ２１３２１８Ｓ）购自艾比玛特生物医药有限公司。Ｉｍ
ａｇｅＳｔｒｅａｍＸＭａｒｋⅡ成像流式细胞仪购自美国Ｌｕｍｉ
ｎｅｘ公司；ＬｅｉｃａＴＣＳＳＰ８激光共聚焦显微镜购自德
国Ｌｅｉｃａ公司；ＳＩＧＭＡ３３０Ｋ低温高速离心机购自
上海纳腾仪器有限公司。

１．２　方法
１．２．１　细胞培养　将ＭＨ７Ａ放置于３７℃、５％ ＣＯ２
恒温培养箱内生长，通过更换包含１５％ ＦＢＳ和１％
青链霉素的培养基来维持其生命周期及繁殖过程。

当该细胞群体达到约９０％的饱和度后，便可执行相
关的实验操作。

１．２．２　细胞处理　以１５×１０５个／ｍｌ的细胞密度
向６孔板内添加 ＭＨ７Ａ细胞，待细胞贴壁后设为空
白对照组、Ｋｙｎ组和 Ｋｙｎ＋ＣＨ２２３１９１组，然后给予
Ｋｙｎ刺激（２×１０－４ｍｏｌ／Ｌ），并在接下来的４８ｈ内进
行观察和分析；同时加入 Ａｈｒ抑制剂 ＣＨ２２３１９１
（１０－５ｍｏｌ／Ｌ）培养２４ｈ，观察其作用效果。
１．２．３　激光共聚焦显微镜检测 Ａｈｒ入核　取出２４
孔板，每孔加入１００μｌ５％多聚甲醛，固定３０ｍｉｎ。
弃上清液，用ＰＢＳ洗涤３ｍｉｎ，重复３次。加入１００
μｌ０５％破膜液，室温破膜１０ｍｉｎ。５％ ＢＳＡ封闭１
ｈ后，每孔加入５０～１００μｌ的Ａｈｒ一抗（１∶１００），放
４℃摇床过夜。次日，每管加入１００μｌ二抗（１∶

２００），避光孵育３０ｍｉｎ，最后滴入适量抗荧光淬灭
剂，尽可能排除气泡的产生，每个检测指标重复 ５
次。

１．２．４　成像流式细胞术检测 Ａｈｒ入核　从恒温培
养箱中取出６孔板后，移去培养基，用 ＰＢＳ洗涤 １
次，每孔加入５００μｌ不含 ＥＤＴＡ的胰蛋白酶消化细
胞，将细胞放入１５ｍｌ离心管中４℃、２０００ｒ／ｍｉｎ离
心５ｍｉｎ，弃去上清液，清洗，再加入１００μｌ固定液，
混匀４℃避光固定３０ｍｉｎ。加入１００μｌ破膜液重
悬，室温破膜 １０ｍｉｎ。加入 Ａｈｒ一抗（１∶１００），室
温孵育１ｈ。每管加入１００μｌ山羊二抗（１∶２００），
避光孵育 ３０ｍｉｎ。加入 １００μｌＤＡＰＩ，避光孵育 ５
ｍｉｎ，再加入５０～１５０μｌＰＢＳ重悬后上机检测。入
核比例分析：首先对单阳性样本进行软件自动荧光

补偿，选择分析入核所需的智能模块，设定标记

ＭＨ７Ａ细胞 （Ｃｈ０１，Ｃｈ０７）的检测通道，通过调整对
焦好的单个细胞，将 ＭＨ７Ａ细胞作为核转位分析对
象，软件自动划定入核的ＭＨ７Ａ细胞并计算统计结
果。每个检测指标重复５次。成像流式细胞术还需
设置一组进行荧光补偿，该组无需染ＤＡＰＩ。
１．３　统计学处理　使用 ＳＰＳＳ２５０软件进行数据
分析，两组数据的比较采用 ｔ检验。多组数据的比
较采用单因素方差分析（ＯｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ），相关性
分析采用线性回归和多配对标本的非参数检验

（Ｆｒｉｅｄｍａｎ检验），以 Ｐ＜００５为差异有统计学意
义。

２　结果

２．１　免疫荧光技术检测 Ａｈｒ的细胞内定位　免疫
荧光技术结果显示，与空白对照组比较，Ｋｙｎ组和
Ｋｙｎ＋ＣＨ２２３１９１组 ＭＨ７Ａ细胞入核增加（Ｐ＜
００５），与Ｋｙｎ组比较，加入 ＣＨ２２３１９１后 Ａｈｒ入核
减少，差异有统计学意义（Ｐ＜００５），见图１。
２．２　成像流式细胞术检测 Ａｈｒ的入核率　成像流
式细胞术结果显示，与空白对照组相比，Ｋｙｎ组和
Ｋｙｎ＋ＣＨ２２３１９１组细胞的核移植能力显著增强（Ｐ
＜００５），与免疫荧光技术结果一致，见图２、图３。
２．３　免疫荧光技术和成像流式细胞术的相关性分
析　两种检测技术测得Ａｈｒ入核率结果的判定系数
Ｒ２均大于 ０８，斜率在 ０６０３９～１１９２０，截距在
０４０８８～０７００１，Ｐ＜００５，相关性良好，见表１。

３　讨论

类风湿关节炎是一种主要表现为慢性的、涉及
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图１　免疫荧光技术检测Ａｈｒ入核情况（ｎ＝５）

Ｆｉｇ．１　ＩｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｔｅｃｈｎｉｑｕｅｔｏｄｅｔｅｃｔＡｈｒｅｎｔｒｙｉｎｔｏｔｈｅｎｕｃｌｅｕｓ（ｎ＝５）

Ａ：ＡｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｐｌｏｔｏｆＡｈｒｉｎｔｏｔｈｅｎｕｃｌｅｕｓ×６３；Ｂ：ＡｖｅｒａｇｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｄｅｎｓｉｔｙｏｆＡｈｒｉｎｔｈｅｎｕｃｌｅｕｓ；Ｐ＜００１ｖｓ

ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５ｖｓＫｙｎｇｒｏｕｐ．

图２　成像流式细胞术检测ＭＨ７Ａ细胞Ａｈｒ入核的情况（ｎ＝５）
Ｆｉｇ．２　ＩｍａｇｉｎｇｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＡｈｒｅｎｔｒｙｉｎｔｏｔｈｅｎｕｃｌｅｕｓｏｆＭＨ７Ａｃｅｌｌｓ（ｎ＝５）

Ａ：ＲｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｉｍａｇｉｎｇｆｌｏｗｃｈａｒｔｏｆＡｈｒｎｕｃｌｅｕｓｅｎｔｒｙ；Ｂ：ＳｔａｔｉｓｔｉｃａｌｇｒａｐｈｏｆＡｈｒｎｕｃｌｅｕｓｅｎｔｒｙｒａｔｅ；Ｃ：Ａｈｒｎｕｃｌｅｕｓｅｎｔｒｙｒａｔｅｉｎｔｈｅｂｌａｎｋ
ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｄ：ＡｈｒｎｕｃｌｅｕｓｅｎｔｒｙｒａｔｅｉｎｔｈｅＫｙｎｇｒｏｕｐ；Ｅ：ＡｈｒｎｕｃｌｅｕｓｅｎｔｒｙｒａｔｅｉｎｔｈｅＫｙｎ＋ＣＨ２２３１９１ｇｒｏｕｐ；Ｐ＜００１ｖｓＢｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ

ｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５ｖｓＫｙｎｇｒｏｕｐ．
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表１　免疫荧光技术和成像流式细胞术检测技术的相关性分析（ｎ＝５）

Ｔａｂ．１　Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅａｎｄｉｍａｇｉｎｇｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙｄｅｔｅｃｔｉｏｎｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ（ｎ＝５）

Ｇｒｏｕｐ ｎ
Ｍｅｄｉａｎ（Ｐ２５，Ｐ７５）

Ｌａｓｅｒｃｏｎｆｏｃａｌ（％） ＩｍａｇｅＳｔｒｅａｍＸＭａｒｋⅡ （％）
Ｐｖａｌｕｅ

Ｌｉｎｅａｒｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ
Ｒ２ Ｓｌｏｐｅ Ｉｎｔｅｒｃｅｐｔ

Ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ ５ １００．６７（９７．４２，１００．７２） ６２．３８（５６．６４，６６．８２） ＜０．０５ ０．８６３６ ０．９７１３ ０．４００８
Ｋｙｎ ５ １２１．９５（１１６．９９，１２５．８０） ８６．０１（８３．２９，９０．０２） ＜０．０５ ０．９２８７ ０．６０３９ ０．７００１
Ｋｙｎ＋ＣＨ２２３１９１ ５ １０５．５０（９６．０７，１０８．２８） ７２．９４（６９．８４，７０．２１） ＜０．０５ ０．９０１８ １．１９２０ ０．１８５７

图３　成像流式细胞术观察 ＭＨ７Ａ细胞中Ａｈｒ入核的过程

Ｆｉｇ．３　Ｉｍａｇｉｎｇｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ

ｏｆｔｈｅｐｒｏｃｅｓｓｏｆＡｈｒｅｎｔｅｒｉｎｇｔｈｅｎｕｃｌｅｕｓｉｎＭＨ７Ａｃｅｌｌｓ

Ａ：ＲｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｄｉａｇｒａｍｏｆＭＨ７ＡｉｎｗｈｉｃｈＡｈｒｉｓｎｏｔｅｎｔｅｒｉｎｇ

ｎｕｃｌｅｕｓ；Ｂ：ＲｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｄｉａｇｒａｍｏｆＭＨ７ＡｉｎｗｈｉｃｈＡｈｒｉｓｕｎｄｅｒｇｏｉｎｇ

ｔｈｅｎｕｃｌｅｕｓｅｎｔｅｒｉｎｇｐｒｏｃｅｓｓ；Ｃ：ＲｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｄｉａｇｒａｍｏｆＭＨ７Ａｉｎ

ｗｈｉｃｈＡｈｒｉｓｅｎｔｅｒｉｎｇｎｕｃｌｅｕｓ．

多个关节发炎并引发自体免疫力自身免疫疾

病［４－５］。成纤维样滑膜细胞在其中发挥着重要作

用［６］。Ａｈｒ是一种配体依赖性转录因子，它有很多
配体，其中 Ｋｙｎ便是 Ａｈｒ一个重要的内源性配
体［７］。在正常情况下，Ａｈｒ与细胞质中的伴侣蛋白
结合，并不活跃。但被异常激活后，Ａｈｒ会转运到细
胞核中，控制包括 ＣＹＰ１Ａ１、ＣＹＰ１Ｂ１在内的靶基因
的转录活性［８－９］。

从实验结果可以看出，成像流式细胞术和免疫

荧光技术所得结果有统计学意义（Ｐ＜００５），具有
相关性（Ｒ２＞０８）。除了人为的操作原因外，也可
能是由于使用不同的仪器所致。不过在实验过程

中，均由同一人在同样操作下进行上机检测，两种实

验方法具有同样适合的样本抗体配比，两台仪器测

得结果的差异可以控制在较小范围内。

　　免疫荧光技术具备较高的特异性和灵敏度，但
可能难以量化。这个技术的实施过程相对繁琐耗

时，且仅能捕捉到单个孔板内细胞的形态的局部区

域，因此受主观影响的可能性较高。而近年来的新

兴流式细胞技术———成像流式细胞术适用于大规模

定量，其本质是提供无偏定量。它凭借实施便捷性，

能够提供大量信息的优势吸引了广泛关注。这种技

术基于传统流式细胞术并融合了荧光显微镜成像技

术，拥有多种检测通道，能够逐一观察经过流动室内

的每颗细胞，从而实现对其形状的多参数量化分析，

生成新的细胞形态统计数据［１０］。尽管其成本相当，

但是免疫荧光技术和成像流式细胞术在时间和方法

上的差异是显著的。两种实验方法的对比如下：①
免疫荧光技术要求实验人员亲自操控，成像流式细

胞术则由仪器自行处理，这使得它的时间更短且更

容易学习。② 相较于免疫荧光技术，成像流式细胞
术能够实现高样本利用率和回收率，使剩余的细胞

得以应用于其他的实验项目，例如蛋白免疫印迹或

定量聚合酶链式反应。③ 由于成像流式细胞术具
有识别并排除假阳性的能力，因此能极大地提升样

本检测的准确度，并且可以直接获取目标蛋白质的

入核比例。④ 免疫荧光技术需要使用ＬＡＸＳ软件，
只需在文件夹中将保存的方案打开，适当调整荧光

强度，方法同激光共聚焦上机操作类似。然而，成像

流式细胞术数据处理方法相对复杂，需要使用ＩＤＥＡ
软件，需要实验者根据结果重新圈出目的蛋白染色

的细胞群，软件会自动计算统计学结果，即可得到相

关实验数据。

综上所述，尽管成像流式细胞术在相同的操作条

件下能产生更多的实验数据，但后续的数据处理过程

却相对繁琐。因此，最终选择哪种实验设备还需要考
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虑到实验目标、实验环境以及检测指标等因素。
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