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细胞计数板在荧光显微镜观察 B细胞吞噬现象的应用探讨 *
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摘要 目的：基于细胞计数板建立一种简单、快速使用免疫荧光显微镜观察 B淋巴细胞吞噬卡介苗(BCG)现象的新方法，对即将进

行流式细胞检测的样品进行质控，提高流式细胞术检测吞噬率的稳定性，同时为流式细胞仪检测吞噬率提供镜下依据。方法：B细

胞与 FITC标记的 BCG共培养 24 h后，PE anti-human CD19抗体直接标记细胞膜，应用细胞计数板在荧光显微镜下观察 B细胞

吞噬现象，流式细胞仪检测吞噬率。结果：应用细胞计数板在荧光镜下可观察到 B细胞与 BCG的荧光标记及 B细胞与 BCG共标

记现象，证实 B细胞可吞噬 BCG，流式细胞仪检测结果显示吞噬率为 13.9 %。结论：应用细胞计数板在荧光镜下可观察 B细胞吞

噬现象，且操作简便快速，能对流式细胞检测的样品进行质控，并提供镜下依据。
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The Explore of Phagocytosis of B Lymphocytes using Cell Counting
Chamber under Immunofluorescence Microscopy*

To establish a simple and quick method to explore phagocytosis of B lymphocytes under immunofluores-

cence microscopy based on cell counting chamber. By monitoring the sample quality before flow cytometry(FCM), the method could im-

prove the stability of phagocytic rate detected by FCM. It could also offer image proof under fluorescence microscopy at the same time.

After Raji B lymphocytes and FITC-stained BCG were incubated together for 24 hrs, B lymphocytes were labeled by PE an-

ti-human CD19 antibody. Then we applied cell counting chamber to observe phagocytosis of B lymphocytes and flow cytometry to test

phagocytic rate. B lymphocytes and BCG could be single labeled respectively and double labeled,which was observed under flu-

orescence microscope based on cell counting chamber. The phagocytic rate tested by flow cytometry was 13.9 %. Observ-

ing phagocytosis of B lymphocytes using cell counting chamber under fluorescence microscopy might be a simple and quick method. It

can be applied in monitoring the sample quality before flow cytometry, it could also offer proof under fluorescence microscopy.
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前言

结核病是一种严重危害人类健康的全球性感染性疾病，结

核分枝杆菌是结核病的病原体[1,2]。但目前为止我们对机体参与

结核分枝杆菌感染的免疫应答仍知之甚少。虽然 CD4+ Th1细

胞和 CD8+毒性 T淋巴细胞对控制人类结核病发挥了重要作

用，B细胞抗结核过程中的体液免疫应答所扮演的角色仍然不

可忽视[3]。传统观念认为吞噬细胞包括中性粒细胞和单核吞噬

细胞系统，而淋巴细胞没有吞噬功能。近年研究表明真骨鱼类

和小鼠 B细胞有吞噬和杀菌功能[4-7]。我们前期研究发现在结核

性脑膜炎患者脑脊液 B细胞内有结核分枝杆菌存在 [8]，Raji B

细胞和健康人外周血 B细胞可以主动吞噬结核分枝杆菌[9,10]。

通常我们采用流式细胞仪来检测细胞吞噬率，准确、方便、快捷

的特点使其成为研究者的常用方法[11,12]。虽然目前流式细胞检

测技术已日趋成熟[13-15]，但是在实验过程中我们发现细胞吞噬

率的检测结果并不稳定，因此如何在流式检测前监控待检样品

的质量，使实验稳定进行成为研究者关心的问题。

细胞计数板是用来计数细胞的一种常用生物学工具，最初

设计用来计数血细胞，也可用来计算一些细菌、真菌、酵母等微

生物的数量。加盖盖玻片后，计数区的高度为 0.1 mm，由于虹

吸作用，待检细胞悬液进入到盖玻片和计数板凹槽形成的狭窄

空间。基于这个原理，我们可将荧光标记的细胞悬液移入凹槽

进行观察，旨在探讨细胞计数板在荧光显微镜观察 B细胞吞噬

现象的应用价值。
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1 材料与方法

1.1 材料

本实验所用 BCG为临床皮内注射用卡介苗冻干粉，保存

条件为 2～8℃。Raji B细胞系用含 10 %胎牛血清和 1 %青链

霉素的 RPMI-1640培养基(Corning)，37℃，含 5 % CO2的孵箱

中培养。

1.2 方法

1.2.1 FITC标记 BCG 将 10 mg FITC(Sigma公司)溶于盛有

1ml DMSO溶液的 1.5 mL EP管中，制备成荧光染料储液，锡箔

纸包裹后置于 4℃冰箱避光保存。

BCG溶于无菌 PBS中，2000 rpm低速离心除去大的菌块，

留滤液 10000 rpm离心弃上清，沉淀用 100 滋L Na2CO3重悬，加

25 滋L FITC荧光染液，4 ℃冰箱标记过夜后，PBS洗涤 3次，每

次均 10000 rpm离心去上清，适量 PBS缓冲液重悬，调整菌液

浓度至 108个 /mL(用麦氏比浊法)，锡箔纸包裹后置于 4 ℃冰

箱避光保存待用。

1.2.2 荧光显微镜下观察 FITC标记的 BCG 将 FITC标记好

的菌悬液取 10 滋L移入细胞计数板，在荧光显微镜的明场和蓝
色激发光下分别观察结核分枝杆菌，并采集图像。

1.2.3 流式细胞仪检测 BCG的荧光标记率 取 500 滋L FITC

标记过的 BCG悬液于 1.5 mL EP管中，用流式细胞检测仪检

测 BCG的荧光标记率。

1.2.4 Raji B细胞与 FITC标记的 BCG共培养 将 Raji B细

胞 1500 rpm离心后弃上清，用含 10 %胎牛血清的 RPMI-1640

重悬细胞，调整细胞浓度至 5× 105/mL，接种至 24孔板中，每孔

1 mL，加 50 滋L FITC标记的 BCG，置于 37 ℃，含 5 % CO2的

孵箱孵育 24 h。

1.2.5 anti-human CD19标记 Raji B细胞 将共培养 24 h 的

Raji B淋巴细胞 1500 rpm离心去上清，洗 3次，用 100 滋L pbs

缓冲液重悬，加 20 滋L anti-human CD19(BD公司),4 ℃避光标

记 20 min，pbs洗涤两次洗去未结合的抗体，调整细胞浓度至

5× 105/mL。

1.2.6 荧光显微镜观察吞噬结果 预先将细胞计数板清洗干

净，将盖玻片加盖在中央的计数室上，将细胞悬液用移液枪吹

打均匀，枪头吸取 10 滋L，置于盖玻片的边缘，缓慢打出液体，
使细胞悬液缓缓吸入，将计数板置于荧光显微镜下观察。首先

在明场下寻找合适的细胞视野，调整好视野后，采集图像；用绿

色激发光观察 PE-anti human CD19膜抗原标记的 Raji B淋巴

细胞，并采集图像；用蓝色激发光观察 FITC标记的结核分枝杆

菌，采集图像。

1.2.7 流式细胞术检测细胞吞噬率 将经过 PBS洗涤的细胞

用 500 滋L pbs重悬，用流式细胞仪检测细胞吞噬率。

2 结果

2.1 荧光显微镜观察 FITC标记的 BCG

利用显微镜在明场下观察 FITC标记的 BCG呈细长略弯

曲的杆状(见图 1A)；在荧光显微镜蓝色激发光下观察 BCG被

FITC标记为绿色(见图 1B)；合并图像后可见 BCG被 FITC标

记(见图 1C)。

图 1 计数板下用荧光显微镜观察 FITC标记的 BCG

Fig. 1 FITC-stained BCG observed by fluorescence microscopy based on cell counting chamber

注：A：明场观察到的 BCG；B：蓝色激发光观察到的 BCG；C：A和 B图像合并。

Note: A: BCG in bright field; B: BCG in blue luminescence; C: Merged image of A and B.

2.2 流式细胞仪检测 BCG的荧光标记率

将 FITC标记好的 BCG用流式细胞术检测标记率，结果显

示为 99.6 %(见图 2)，进一步证实结核分枝杆菌绝大部分被标

记，可以用于下一步实验研究。

2.3 荧光显微镜下观察共标记现象

图示分别为明场下的 Raji B细胞(见图 3 A)、绿色激发光

下 PE anti-human CD19抗体标记的 Raji B细胞 (见图 3 B)、蓝

色激发光下 FITC标记的 BCG (见图 3 C)，合并后 B细胞和

BCG的共标记现象(见图 3 D)，箭头所示为共标记的细胞。

2.4 流式细胞术检测细胞吞噬率

流式检测结果显示：细胞的均一性好(见图 4A)；吞噬 BCG

的 Raji B细胞占 13.9 %(见图 4 B2和图 4 C)，未吞噬 BCG的

Raji B细胞占 85.1 %(见图 4 B4)。

3 讨论

在检测细胞吞噬率时，细菌的荧光标记率至关重要。如果

细菌大部分不能被标记，则检测的细胞吞噬率不可靠；如果细

菌的标记率不稳定，将导致吞噬率的不稳定性。由此可见，在细

菌被标记后，检测菌的标记率必不可少。最常见的检测标记率

的方法是流式细胞仪检测[16-18]，这里我们介绍了一种在免疫荧

光显微镜下用计数板观察菌的标记的一种辅助方法。

利用细胞计数板在免疫荧光显微镜不同激发光下观察

2038· ·



现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress in Modern Biomedicine Vol.17 NO.11 APR.2017

图 2 流式细胞仪检测 FITC标记的 BCG的荧光标记率

Fig. 2 Labelling rate of FITC-stained BCG detected by flow cytometry

注：A：BCG的前向散射(FS)和侧向散射(SS)；B：卡介苗的荧光标记率。

Note: A: FSS and SS of BCG; B: Labelling rate of BCG.

图 3 计数板下用荧光显微镜观察 B细胞与 BCG共标记现象

Fig. 3 Double labeled B lymphocytes and BCG could be observed under fluorescence microscope based on cell counting chamber

注：箭头所示为共标记的细胞。

Note: Cells pointed by arrows are double labelled.

图 4 流式细胞术检测细胞吞噬率

Fig.4 Phagocytic rate detected by flow cytometry

注：A：Raji B细胞的 FS和 SS。B：二维点图。通道 FL1检测 FITC-BCG荧光强度，FL2检测 PE-CD19荧光强度；C：一维单参数直方图。

Note: A: FS and SS of Raji B cells; B: 2D scatterplot.FL1 and FL2 detected fluorescence intensity of FITC-BCG and PE-CD19 respectively;

C:One-dimensional histogram.

FITC标记 BCG的荧光标记情况、PE-anti human CD19的淋巴

细胞膜标记情况以及 PE和 FITC的共标记情况可以为流式细

胞术的检测提供一种镜下可见的证据，对实验样品进行质控，

为下一步流式检测做准备；还可以在短时间内采集图像，免去

传统免疫荧光染色的步骤。若做流式细胞术之前观察镜下菌的

荧光标记率很低，则直接用来做吞噬实验会使检测到的吞噬率

低于实际，需要重新制备菌液；共培养后，若荧光显微镜下观察

游离的被荧光标记的 BCG未被洗掉，则在细胞之外会有较多

游离的 FITC标记的 BCG，导致细菌粘附细胞的比例增大，或

者细菌并未粘附于细胞，但在流式检测由于通过激光束时被标

记的细菌与未吞噬的细胞处于同一平面时，被计算机误认为细

胞已经吞噬了 BCG，这会显著增大流式检测时细胞吞噬的假

阳性[19]。

在计数板下用免疫荧光显微镜观察标记现象拥有许多优

点：① 极大地节约了时间。整个操作及采集图像过程不会超过

一小时，而常规细胞免疫荧光技术需要两天，由于淋巴细胞是

悬浮细胞，不容易贴附于载玻片上，还需要赖氨酸包被，爬片过
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夜，延长了实验时间；② 方法简便易行。传统细胞免疫荧光染色

步骤繁琐，一抗及二抗的比例需要摸索，否则会出现透光现象

以及非特异染色；③ 所需要的细胞用量极少。仅需要 10 滋L，这
对于来源珍贵的细胞非常适用，比如人外周血来源的淋巴细胞

等，同时也适用于细胞量较少的情况；④ 对细胞形态影响小。相

对于甩片法将细胞直接贴附在载玻片上，此法对细胞形态影响

更小；⑤ 细胞分布均匀[20]。由于利用了计数板这个特殊的工具，

细胞可以相对均匀地分散在计数室中，只要将细胞吹打均匀，

不会出现细胞成团出现的现象；同时，利用计数板特别的凹槽

设计，可以避免液面高度过高而出现细胞上下多层现象，也限

制了液体的流动；⑥ 可作为流式细胞检测的镜下依据。在做流

式检测的同时采集图像，一举两得。

虽然此方法拥有传统免疫荧光染色不具备的优点，但也有

不足之处：① 不能保存。由于观察的是悬液中的细胞，且是在计

数板下观察，所以相对传统方法，不能保存。② 观察时间短。由

于液体易蒸发的特点，需要研究者在将细胞悬液吸进计数板后

一个小时内进行观察，并采集图像，这个缺点可以通过再次吸

取悬液观察来弥补。

我们探讨该方法的目的并不是用来替代传统的细胞免疫

荧光染色方法，而是作为传统细胞免疫荧光方法的一种补充，

使实验者根据自己的实验需求合理选择。同时此方法可以在流

式细胞仪检测前对待检样品进行质控，提供镜下依据，在实验

过程中，集流式检测与免疫荧光检测于一体。
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