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摘要

大脑是人体中最具异质性和复杂性的组织。前期研究表明，无论在健康或疾病状态下，免疫细胞都是大
脑重要的功能组成。质谱流式技术（CyTOF）是一种高维的单细胞检测技术，允许用少量样本测量多达
100种细胞标记物。该技术在单细胞水平上，能够识别、检测和表征健康或疾病状态下大脑中的不同免
疫细胞。本文总结了CyTOF与传统流式细胞术方法相比的三个主要优势，并汇总了CyTOF在脑免疫研
究中的最新进展。
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1. 引言

大脑是全身最复杂的器官，由不同类型的细胞组成，

是全身的“指挥中心”。除了神经元、星形胶质细胞、少

突胶质细胞和神经胶质细胞外，大脑还具有自身的免疫细

胞，如小胶质细胞。近年来的研究发现，大脑中的免疫细

胞，包括大脑本身具有的免疫细胞和循环免疫细胞，在健

康和疾病状态下都发挥着重要的功能[1]。例如，在胎儿

向成人发育的过程中，脑部的小胶质细胞需要在

CD69+ CD4+ T细胞的帮助下才能完成这一过程[2]。在疾

病状态下，Hughes和Appel [3]的研究发现，小胶质细胞

功能障碍可以通过髓鞘形成以减弱神经元和少突胶质细胞

的活性，而髓鞘异常是神经系统疾病的标志。在神经炎症

和神经退行性疾病中，包括帕金森病（PD）、多发性硬化

症（MS）、阿尔茨海默病（AD）和亨廷顿病（HD），外

周免疫细胞向脑部的迁移被认为是病理过程的开始。因

此，应用免疫细胞的表型标记物是鉴定、识别和区分大脑

中各种免疫细胞类型的关键。

脑部的小胶质细胞与外周单核细胞来源的巨噬细胞

（MoDM）在病理条件下具有相似的形态和功能，Ter119

是区分二者的独特标记物[4]。除表型外，功能分析也是

研究脑部免疫细胞的重要方向。有研究表明，相同的免疫

细胞可能在疾病的不同阶段发挥不同的作用。例如，在缺

血性中风中，MoDM在急性期会增强促炎反应，但在慢

性期却具有抗炎作用[5]。

为了满足对脑部免疫细胞表型和功能研究日益增长的
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需求，急需一种更全面、更精确、更高维的技术。然而，

传统的免疫学技术，如荧光流式细胞分选术（FACS）在

满足这种信息密集型需求方面存在较大的局限性。而新型

的质谱流式技术（CyTOF）是一种高维度、高通量和单

细胞水平的新型分析技术，可以同时检测多达 100种参

数。本文主要总结了CyTOF在脑部相关研究中的应用，

探讨了CyTOF的技术基础、优缺点，并评价了其在脑部

相关疾病临床诊断中的潜在应用。

2. CyTOF是一种系统分析细胞类型的强大技术

2.1. CyTOF的发展史

CyTOF也被称为质谱流式技术，是一种通过金属结

合来检测细胞表面和细胞内标记物的先进技术。该技术是

由多伦多大学Bandura等[6]基于电感耦合等离子体质谱

（ICP-MS）原理建立，用于检测流体中的元素物质。该技

术使用金属元素组成材料（如镧系元素）作为探测材料，

该元素在生物系统中含量极低，或几乎不存在。2011年，

斯坦福大学的Bendall等[7]首次在免疫学领域采用了这种

技术。Bendall等的研究使用了人骨髓单细胞悬液，分析

了 34个参数，揭示了人类造血系统疾病中存在的不同免

疫细胞和药物反应。该技术自此被应用于免疫学研究，这

项技术显著增加了检测参数的数量，并克服了使用传统

FACS 时出现的荧光基团重叠问题 [6, 8 ‒ 9]。CyTOF 和

FACS两种技术的的比较详见表1 [10] 。

2.2. CyTOF的原理

CyTOF主要基于飞行时间（TOF）质谱仪原理。TOF

在测定离子的质量与电荷比方面非常准确。在采集过程

中，所有的离子都通过一个已知强度的电场加速，并测量

这些离子在已知距离内到达探测器所需的时间。离子越

重，到达探测器的时间就越长。为了进行TOF测定，细

胞被蒸发，只保留同位素。CyTOF是基于TOF原理开发

的，使用抗体偶联到各种离子上，通过收集离子以确定偶

联抗体的表达，进而识别由抗体定义的免疫细胞。

2.3. CyTOF的三个主要优点

第一，CyTOF显著提高了检测参数的数量。在标记

样本时，条形码（barcode）技术被应用于区分多达 20个

样品的混样。CyTOF操作要求每个样本在染色步骤之前

都进行条形码标记，所有的样品都经过相同的染色、洗涤

和破膜步骤。该步骤可以最小化样本之间由于上述处理产

生的数据波动，以获得更一致、更准确的结果。同时，这

种条形码技术的反卷积功能可以在很大程度上防止两个细

胞之间的黏连，从而减少样品内出现双细胞情况[11]。此

外，CyTOF在一个反应中使用的探针数量从 18个（一般

在 FACS 实验中用到的最多探针数量）显著增加到 40~

50个[6]；在一些研究中，CyTOF可以包含多达 100个通

道[12]。由于各种免疫细胞类型是根据细胞表面标记物被

识别和区分的，因此，CyTOF在检测同一样本时，通过

使用更多的标记物使得其检测能力相较FACS技术扩大了

4~5倍，并且在每个样本中可以应用更多的标记物以达

到更加细分的效果 [13]。例如，在人外周血单个核细

胞（PBMC）中，自然杀伤（NK）细胞子集可定义为

（CD45+CD3−CD19−CD20−CD14−HLA−DR−CD38+CD16+），髓

系树突状细胞（DC）子集可定义为（CD45+CD3−CD19− 
CD20−CD14−HLA−DR+CD11c+CD123−） [13]。而当使用传

统的FACS方法时，这些细胞标记物以及细胞活/死的染色

就很可能占据了所有可用的检测通道，限制了使用相同样

本对细胞功能标记物进行进一步研究。在功能上，NK细

胞因其抗肿瘤活性已被用于治疗恶性肿瘤，在经分泌的各

种细胞因子刺激后可能显著增加。由此，Vendrame等[14]

使用CyTOF方法系统地研究了NK细胞受到细胞因子刺激

后的改变。该研究除了记录典型的细胞表面表型标记和细

表1　CyTOF 与FACS之间的比较

Feature

Detectable probe

Compensation

Maximum detectable probes

Mixed sample

Protection from light

Fix before stain

Permeabilization

Data analysis

Major data analysis software

CyTOF

Metal probe

No

Up to 50 (~100)

Yes (barcode)

No

Yes

Yes

Relatively difficult

Cytobank

FACS

Fluorescent probe

Yes

< 20

Not common a

Yes

No

Only when staining intracellular marker

Relatively easy

Flowjo

a There are few barcode FACS protocols (e.g., T cell tetramer stain [10]).
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胞功能因子之外，还加入了 NK 细胞受体（NKG2A、

NKG2C和NKG2D）、自然细胞毒性受体（NKp30、NKp44

和 NKp46）和杀伤细胞免疫球蛋白样受体（KIR2DL1、

KIR2DL2/L3/S2、KIR2DL3、KIR2DL5、KIR3DL1、KIR3DL1/

S1和KIR3DL2）等标记。这些标记物可以用来研究在经不同

细胞因子刺激后NK细胞产生的不同群体亚型[14]。类似

地，Hansmann等[15]使用CyTOF发现了一种新的记忆B

细胞亚群，即同时表达记忆型（CD27+）和幼稚型

（CD24low, CD38+）标记物的表型；而这些新发现都依赖于

CyTOF的极高检测能力。

第二，CyTOF显著降低了光谱重叠和背景噪声。正

如 Mazza 等[16]所发现的，在使用多通道 FACS 方法时，

必须考虑背景荧光和扩散误差，因为这些因素是增加可变

性和降低准确性的主要原因。在CyTOF中，由于使用的

抗体需偶联金属元素，如镧系元素，且这些元素组成在生

物系统中很少或几乎没有表达，因此，CyTOF的背景通

常接近于零。对于通道的重叠来说，重金属同位素之间的

检测重叠一般被限制在2%以下[17]，而传统FACS的光谱

重叠为5%~100%。这是因为传统的FACS使用荧光素作为

标签，这些分子的分子量范围较广，从小蛋白荧光素异硫

氰酸酯（FITC）到大分子异藻蓝蛋白（APC）。不仅如

此，每个荧光素都有自己的激发和发射波长[18]。而在

CyTOF中，这些金属标签都具有相似的化学特征，因为

它们同属于镧系元素家族，从而提高了整体敏感性[18]。

尽管Takahashi等[19]的研究表明，在设计CyTOF检测通

道时，仍需考虑在使用 89Y、113In或 115In时要进行高强度

标记，因为这三种镧系元素的敏感性相对较低。但与传统

的 FACS 方法相比，镧系元素的化学相似性仍然赋予

CyTOF能够提供更准确数据的优势。

第三，CyTOF在细胞数量较少时，仍可以提供可靠

的定量检测。Gadalla等[20]的研究发现CyTOF可以稳定

地再现PBMC和肿瘤组织中的FACS数据，该研究为癌症

临床试验的高维分析提供了超过 35个参数指标。耶鲁大

学的科学家的研究表明，这种高维技术可以从极其有限的

样本量中，如 1~2 mL的血液或小的活检片中揭示样本信

息[13]。为了确定使用CyTOF可检测到的最小细胞数量，

Yao等[13]通过连续稀释，使得细胞总数从1 × 106 mL−1降

低到1 × 104 mL−1，分析了人外周血中不同免疫细胞类型，

包括T细胞、B细胞、NK细胞、单核细胞、髓系树突状

细胞（mDC）和浆细胞样树突状细胞（pDC）。研究结果

显示，在不同细胞浓度的检测中，CyTOF可以检测到的

免疫细胞比例与FACS的相同[13]。

3. CyTOF在健康和疾病状态下研究脑部细胞的
具体应用

相较于传统FACS的荧光光谱重叠，以及有限的荧光

参数检测能力，CyTOF的高维特征可以更好地检测脑部

免疫微环境，以展示在健康状态及炎症状态、神经退行性

疾病等不同病理条件下的脑内免疫细胞全景图（图1）。

3.1. CyTOF在健康大脑免疫微环境中的应用

在中枢神经系统（CNS）中，包括大脑、脊髓、视神

经和视网膜，并不存在一个典型的淋巴引流系统。因此，

大脑在传统上被认为是一个免疫豁免器官[21]。然而，越

来越多的数据表明，脑部存在免疫细胞，且这些免疫细胞

不仅能够预防感染[22‒23]，而且在维持大脑的健康方面

发挥着重要作用。

3.1.1. 免疫细胞在健康大脑功能中发挥着关键作用

在健康的条件下，免疫细胞在维持大脑功能中起着关

键作用。Brynskikh等[24]的研究表明，免疫细胞直接参与

大脑的学习过程。具体来说，与野生型小鼠相比，免疫缺

陷小鼠或适应性免疫缺失的小鼠学习能力显著降低[24]。

此外，Ziv等[25]的研究表明，CD4+ T细胞有助于维持成

人的神经信号传递和空间学习能力。还有研究表明，适应

性免疫的正常状态对于维持心理活动并应对可能导致认知

缺陷的不良因素起着重要的作用。例如，Kipnis等[26]发现

T细胞清除的成熟小鼠出现了认知缺陷和行为异常，当T

细胞得到补充后，认知得以恢复。值得注意的是，大脑的

免疫细胞中不仅包括原驻的免疫细胞，即小胶质细胞，还

包括浸润的免疫细胞。例如，Shechter等[27]报道，免疫细

胞可以以一种稳定的方式通过脉管系统包膜进入大脑的免

疫优势区域，并进一步发挥作用。此外，Louveau等[22]的

研究发现，在脑膜中存在着持续的免疫监测。这些数据都

表明，免疫细胞在正常状态下广泛存在于大脑中。

3.1.2. CyTOF可检测健康大脑中的免疫细胞组成

通常免疫细胞在健康大脑中的数量极低，导致了在健

康的稳定状态下检测免疫细胞分群在技术上存在一定瓶

颈。特别是使用传统的 FACS 方法时，这一缺陷尤为突

出。随着新一代测序（NGS）技术的发展，科学家检测到

了大脑中不同分区的免疫细胞基因表达谱[28]；然而，测

序的数据只显示了此类免疫细胞在转录水平上的基因变

化，在蛋白质翻译水平上并不能提供有力证据。2017年，

Korin等[29]使用CyTOF系统地检测了小鼠的脑部免疫细

胞分群。他们通过使用 44个细胞表面标记物，首次分析
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了大脑中的免疫细胞分群，其中包括 T 细胞、B 细胞、

NK细胞和DC细胞等[29‒30]。值得注意的是，通过比较

大脑和外周血中免疫细胞的标记物表达，CD44被确定为

脑浸润免疫细胞的标记物[29]。2018年，Mrdjen等[31]进

一步证明，在正常中枢神经系统中存在大量的免疫细胞，

主要包括脑内驻留的小胶质细胞和巨噬细胞、经典树突状

细胞（cDC）、浆细胞样树突状细胞、B细胞、NK细胞和

自然杀伤T（NKT）细胞等多种细胞类型。

图1. 质谱流式的实验流程。

4



3.2. CyTOF可检测疾病状态下脑部免疫微环境

来自内部或外部的刺激会引发大脑中炎症的发生，即

为神经炎症。神经炎症的产生，使得脑部的免疫细胞组成

及分布都发生了显著变化；然而，免疫组化技术或传统的

流式细胞检测技术在少量样本中识别不同类型免疫细胞的

能力有限。通过CyTOF检测技术，可以全面绘制神经退

行性病变和神经炎症过程中的免疫细胞全景图谱。

3.2.1. CyTOF在神经退行性疾病研究中的应用

基于免疫细胞蛋白质组图谱[6,32]，Becher等[32]使

用CyTOF在神经退行性病变小鼠模型中深入鉴定了不同

种类的免疫细胞。该项研究确定了中枢神经系统在稳态时

的免疫景观。结合功能分析，最终确定了一个位于中枢神

经系统区域的免疫细胞亚群，即中枢神经系统边界相关巨

噬细胞（BAM），该细胞亚群可以通过CD38和 II类主要

组织相容性复合体（MHCII）来区分[32]。此外，他们还

通过多种细胞表面标记证实了小胶质细胞、树突状细胞和

单核细胞在大脑中作为独立群体的存在。这些数据后来被

Mrdjen等[31]和Korin等[29]证实，他们通过比较来自稳态

和疾病状态下的数据揭示了更多的免疫细胞分群。研究表

明，活化的小胶质细胞表达更高水平的CD11c和CD14，

而CD86和CD44分子的表达水平没有变化，相反程序性

死亡配体-1（PD-L1）表达下调[31]。同时，该研究还发

现活化的小胶质细胞MHCII的表达也略有增加，而其稳

态检查点标记物，即趋化因子受体1（CX3CR1）、Mer酪

氨酸激酶（MerTK）和唾液酸结合免疫球蛋白样凝集

素-H（Siglec-H）的表达降低[31]。在多发性硬化（MS）

以及小鼠自身免疫性脑髓炎（EAE）模型中，Mrdjen等

[31]报道，大脑内存在的大多数浸润细胞是外周单核细胞

来源的免疫细胞，其次是T细胞。通过表型激活分析发现

该动物模型中脑部的小胶质细胞是最活跃的一群细胞

[31]。此外，与AD动物模型的免疫反应相似，在EAE模

型中，小胶质细胞稳态检查点标记物CX3CR1、MerTK和

Siglec-H的表达同样减少，而CD86、PD-L1和CD44的表

达增加。同时，与EAE模型相比，AD小鼠模型中CD14

的表达水平降低，而Sca-1的表达水平升高[31]。

在另一项研究中，Ajami等[33]通过应用CyTOF在小

鼠EAE模型中发现了三种新的CD11b+脑髓系细胞群，并

将这三个细胞群分别命名为A、B和C。值得注意的是这

些髓系细胞群只在大脑中发现，而在外周血中不存在。这

三个细胞群都表达经典的CD45、CD11b、CD317和CD39

等相关分子。通过分析发现，B细胞群和C细胞群也表达

MHCII和CD86。然而，A细胞群却为MHCII和CD86阴

性。众所周知，MHCII 和 CD86 是髓系细胞活化标志物

[34]，以上实验表明除A细胞群外，B和C细胞群是被激

活的小胶质细胞群[33]。转录因子和信号分子是用来检测

信号表型的标记物，如磷酸化的转录因子信号传导及转录

激活蛋白 STAT（pSTAT1、pSTAT3、pSTAT5）、磷酸化环

磷 酸 腺 苷 （cAMP）、 磷 酸 化 反 应 元 件 结 合 蛋 白

（pCREB）、磷酸化激酶（pMAPKAPK2）和核因子 -κβ
（NF-κβ）。Ajami等[33]的研究显示B和C细胞群高表达这

些信号蛋白，而A细胞群并不表达。因此，该结果进一步

证实了群体B和C确实是高表达免疫激活分子的活跃亚

群。为了深入研究这三种细胞群的功能，他们使用了HD

模型小鼠及ALS模型小鼠进行了深入研究[33,35]。在HD

小鼠模型中，三种细胞群在疾病进展之前，以及疾病进展

期间都可以被检测到。此外，在HD进展过程中，A和B

细胞群的数量逐渐增加，而C细胞群的数量则一直保持在

较低水平。在肌萎缩侧索硬化（ALS）小鼠模型中，小鼠

脑部小胶质细胞的数量与HD模型中小胶质细胞数量增加

趋势一致[35]。综上，通过CyTOF可以检测到多种免疫细

胞的活化状态，特别是三组不同的小胶质细胞亚群（A、

B、C）。在神经退行性疾病中，三类小胶质细胞亚群的表

型与在稳态下表现出显著的不同，这些数据为脑部免疫细

胞的相关研究提供了深入的参考信息。

CyTOF 是鉴定新的细胞亚群的重要方法。例如，

Willis等[36]使用CyTOF在小鼠MS模型中鉴定出一种独

特的CD8+ T细胞亚群。 Guilliams等[37]开发了一种有效

的标准流程，用来鉴别多种小鼠组织（如肺、脾、肠、肾

脏、肝脏和大脑）中的DC细胞分群。该数据揭示了人和

小鼠组织中DC细胞的异质性，而这些信息在传统FACS

技术的使用中一直未能被明确定义[37]。

3.2.2. CyTOF 可用于系统研究缺血性脑卒中诱发的神经

炎症

中风是导致人类死亡的主要原因之一，每年全球约有

620万人死于中风[38]。缺血性中风是最常见的急性脑血

管疾病，约占全球中风病例的80% [39]。缺血损伤可导致

如微血管衰竭、血脑屏障损伤、氧化应激和脑水肿等多种

神经功能缺损 [40]。死亡神经元释放损伤相关分子

（DAMP），DAMP 进一步引起了缺血半脑的神经炎症

[41]。这种局灶性脑炎加重了继发性脑损伤，进而诱发更

严重的脑内炎症[42]。经过二十多年的研究，人们普遍认

为神经免疫反应在缺血性脑卒中后的组织损伤和愈合过程

中都起着关键作用[43]。

既往研究发现，多种免疫细胞与缺血诱导的脑炎相
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关，如脑部的小胶质细胞[44]、浸润T细胞[45‒49]、单核

细胞[5,50]、NK细胞[51]及中性粒细胞[52]。为了探索不

同 T 细胞亚群的功能，联合免疫缺陷（SCID）小鼠、

CD8+ T细胞缺陷小鼠（B6.129S2-Mapk9tm1Flv/J）和CD4+ T

细胞受损小鼠（B6.129S2-H2dlAb1-Ea/J）模拟了缺血性脑损

伤，即大脑中动脉闭塞手术（MCAO）。术后两天，野生

型小鼠的脑梗死面积显著大于CD8+ T细胞或CD4+ T细胞

缺陷型小鼠，这表明T细胞直接影响了卒中引起的脑梗死

[49]。此外，Gu等[49]对辅助性T细胞（Th）1损伤小鼠

（B6.129S2-Mapk9tm1Flv/J）、 Th2 损 伤 小 鼠 （C57BL/6-

Il4tm1Nnt/J）及调节性T细胞（Treg）受损小鼠（B6.129X1-

Ebi3tm1Rsb/J）进行了同样的大脑中动脉手术，结果表明

Th1损伤小鼠脑梗死减少，而Th2损伤小鼠脑梗死加重。

这些结果提示 Th1+ CD4+ T 细胞具有促炎功能，而

Th2+ CD4+ T细胞具有抗炎功能。

除T细胞外，浸润性免疫细胞，如单核细胞、B细胞

和中性粒细胞，也发挥着重要的作用。Fang等[5]研究表

明，在MCAO后的急性期，趋化因子受体 2（CCR2）敲

除小鼠的脑梗死面积更小，死亡率更低，而CCR2主要负

责单核细胞向大脑的迁移。Gan等[51]比较了Rag2敲除小

鼠（缺乏 T、NKT 和 B 细胞）与 Rag2 和 γc 双敲除小鼠

（缺乏T、NKT、B和NK细胞）在MCAO术后脑梗死面

积，该研究发现双敲除的小鼠具有更小的梗死面积，进而

证明了NK细胞也参与了脑梗死引起的神经炎症反应。此

外，中性粒细胞也参与了中风诱导的神经炎症[52]。Myo‐

sin1f是一种免疫细胞迁移相关基因，在中性粒细胞中高

表达[53]。前期研究[52]发现，与野生型小鼠相比，Myo‐

sin1f敲除小鼠具有更小的脑梗死面积，提示了中性粒细

胞在卒中引起的神经免疫反应中的重要作用。

然而，由于通道数量的限制，传统的FACS技术不能

在同一样本上整合这些免疫细胞变化相关的多种信息，而

且传统的FACS技术也不能提供中风诱导的神经炎症的全

景图[46]。因此，CyTOF无疑是系统地揭示免疫反应图谱

的更好选择。基于FACS通道的设计，本文设计了一个金

属偶联的CyTOF染色方案，检测了卒中小鼠模型在不同

时间点、不同组织（大脑、外周血、脾脏、骨髓）中的免

疫细胞分型。量化了MCAO术后第 1天至第 14天内这些

器官中的免疫细胞数量。利用CyTOF，还对同一缺血半

脑中的免疫细胞进行细胞数量的定量计数，为了更好地诠

释免疫细胞在组织间的相互作用，首次应用R语言分析了

来自大脑、外周血、脾脏和骨髓的免疫细胞之间的网络，

进而分析这些免疫细胞在不同器官和不同时间框架之间的

联系。本研究的数据显示，在缺血性中风后的一天内，全

身的免疫细胞已经“连接” 在一起，这表明中风引起了

一种全身性的免疫反应，而并不局限于脑部。这一研究成

果有利于更好地从多器官、跨时间角度了解脑卒中诱发的

神经免疫，并为脑卒中临床治疗提供了新的思路[54]。

3.2.3. CyTOF在脑肿瘤研究中的应用

在20~39岁的年轻肿瘤患者中原发性和转移性脑肿瘤

是第三位常见肿瘤。目前标准的治疗方法，如手术、化疗

和放疗仍有许多局限性，患者的中位生存期仅为 5~7年

[55‒56]。此外，高度免疫抑制性的肿瘤微环境（TME）

导致只有极少数的患者可以从免疫治疗中获益。一项程序

性死亡受体-1（PD-1）阻断剂治疗复发性胶质母细胞瘤

（GBM）的临床试验（NCT02017717）结果表明 PD-1 并

不能有效延长患者生存时间[57‒58]。作为具有高度异质

性的组织，脑部肿瘤免疫微环境不仅包含大脑特有的小胶

质细胞，还包括来自外周浸润的各种免疫细胞。因此，确

定脑肿瘤的免疫特征有助于理解肿瘤细胞和免疫细胞之间

的相互作用，以预测免疫治疗的效果[59]。

为了识别肿瘤特异性的浸润免疫细胞，Becher等[32]

使用了两套 CyTOF 染色方案，一共 74 个参数，标记了

38个临床胶质瘤、脑转移瘤（BrMs）和非肿瘤癫痫标本，

对免疫细胞进行了综合评估。他们的研究结果显示，胶质

瘤和脑转移瘤有不同的肿瘤免疫微环境。肿瘤相关巨噬细

胞（TAM）是神经胶质瘤中的主要免疫细胞，而肿瘤浸

润淋巴细胞（TIL）是存在于大脑中的主要免疫细胞。

Kiss等[60]的研究发现，肿瘤免疫微环境可以影响肿瘤相

关巨噬细胞的可塑性和极化状态。Friebal 等 [55]使用

CyTOF研究发现肿瘤相关巨噬细胞由一种特定类型的肿

瘤所驱动。例如，在脑胶质瘤中，CD206+单核细胞来源

的巨噬细胞促进了肿瘤内免疫抑制微环境的形成，特别是

在世界卫生组织认定的 II级和 III级肿瘤中。Fu等[61]通过

CyTOF证实，在原发和复发的脑胶质瘤中，小胶质细胞

与巨噬细胞（GAM）是主要的免疫细胞，并具有免疫抑

制的特征。为了研究胶质瘤免疫图谱的变化，在2018年，

Alban等[62]通过CyTOF分析了 259例脑胶质瘤患者的血

液样本。结果显示，在新诊断的胶质瘤患者中，骨髓源性

抑制细胞（MDSC）随着时间的推移而减少。此外，低级

别胶质瘤患者外周血中的MDSC越少，其生存时间越长

[62]。Alban等[62]进一步检测了在脑胶质瘤发生发展过程

中，其外周血中免疫细胞的变化，发现脑胶质瘤患者血液

中非免疫抑制作用的 Treg 的细胞数量显著增加。此外，

Khalsa 等[63]通过 CyTOF 发现，在小鼠脑胶质瘤的模型

中，肿瘤中有大量耗竭的CD8+ T细胞和驻留巨噬细胞，
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而具有较少的嗜酸性粒细胞和Siglec-F+巨噬细胞。该实验

还发现脑胶质瘤患者的肿瘤浸润性免疫细胞（TIIC）表型

与患者的血液淋巴细胞中免疫细胞分型具有显著差

异[63]。

除脑胶质瘤之外，CyTOF还被应用于弥漫性星形细

胞瘤（DA）和少突胶质细胞瘤（OG）。Fu等[64]用 33个

标签分析了10个弥漫性星形细胞瘤和4个少突胶质细胞瘤

临床样本的免疫细胞分型。实验表明，在弥漫性星形细胞

瘤中肿瘤相关的小胶质细胞和巨噬细胞比在少突胶质细胞

瘤中具有更高的免疫抑制性。此外，PD-1+ CD8+ T细胞、

T细胞免疫球蛋白-3（TIM-3）+CD4+ T细胞和Treg在弥漫

性星形细胞瘤中均升高，这可能进一步促进了免疫抑制环

境的形成。值得注意的是，之前CyTOF相关研究的数据

表明，在各种脑肿瘤中小胶质细胞和外周浸润的巨噬细胞

是免疫细胞的主要成分。因此，探究脑部相关巨噬细胞的

功能将有力地推进对脑肿瘤免疫微环境的认识。

3.2.4. CyTOF在癫痫研究中的应用

据估计，全世界有超过 1050万儿童患有活动性癫痫

[65]。既往研究表明，神经炎症在癫痫的产生和惊厥性疾

病中起着关键作用[66]。Owens等[67]使用 20种抗体标记

物，检测了 10名儿童癫痫患者的脑浸润淋巴细胞，通过

CyTOF进行分析。他们的数据表明，在所有病例中均检测

到活化T细胞的存在，其中涉及CD4、CD8和γδ T细胞，

表明那些有严重癫痫发作的儿童患者已经发生了自身免疫

反应。利用CyTOF高通量的优势，他们进一步表明，Treg

存在位置很局限，而活化的效应记忆性 CD4+ T 细胞

（CD45RO+、HLA−DR+和CD69+）在所有的脑浸润淋巴细

胞中都存在。此外，这些细胞还表达C-X-C基序趋化因子

受体3（CXCR3）和C-C趋化因子受体5（CCR5），表明切

除的致痫性脑区释放了趋化因子来吸引免疫细胞浸润[67]。

4. CyTOF在小胶质细胞研究中的应用

小胶质细胞数量占成年中枢神经系统细胞数量的

10%。在胚胎期，小胶质细胞的异质性达到最高点，而这

种异质性在新生儿、幼年和成年期逐渐降低[68]。作为大

脑中常驻的免疫细胞，小胶质细胞在大脑发育、内稳态、

神经炎症、神经退行性疾病和精神疾病中都发挥着重要作

用[68‒69]。在健康状态下，小胶质细胞主要发挥促进神

经元发育、修剪突触、清除死亡细胞等功能[70]。当疾病

发生时，小胶质细胞对环境改变做出相应反应并变得活

跃，进一步提高了它的异质性[68]。与其他免疫细胞相

比，小胶质细胞是患病脑组织中最主要免疫细胞类型

[71]。具有高度多样化的功能，使得小胶质细胞成为大脑

中最异质的细胞类型之一。

由于小胶质细胞高度异质性的特点，在单细胞水平上

分析此类细胞是首选的方案。利用单细胞 RNA 测序，

Sankowski等[71]和Masuda等[72]研究了小鼠和人类小胶

质细胞的时空异质性。他们的数据显示，在小胶质细胞

中，多种基因在发育和疾病阶段受到不同的调控。他们还

发现，在MS [72]和GBM [71]中，小胶质细胞的RNA表

达异常。随着CyTOF的发展，该技术在单细胞蛋白水平

上提供免疫分子相关通路的信息[68]。具体来说，Mrdjen

等[31]和Ajami等[33]采用了实验动物EAE和ALS小鼠模

型，并报道小胶质细胞在疾病不同阶段的细胞表面标记物

和功能标记物的表达都发生了显著变化。此外，CD44可

以作为区分脑部固有的免疫细胞和外周血来源的免疫细胞

标记物。为了进一步了解人类小胶质细胞的异质性，

Bottcher等[73]应用CyTOF检测了来自人大脑 5个不同脑

区的小胶质细胞中 57种标记物的表达。该项研究的数据

显示，一些标志物的高表达与小胶质细胞的激活密切相

关，如在疾病发生时表达上调的CD68、CD86、CD45和

CX3CR1等分子。此外，这些标记物的表达具有高度的空

间依赖性，与其他脑区相比，它们主要在丘脑中表达

[73]。2019 年，Sankowski 等[71]通过结合单细胞测序和

CyTOF的研究发现，与胶质瘤相关的小胶质细胞与疾病

发生发展联系紧密。通过数据富集分析，最显著的变化是

炎症反应（包括白细胞的细胞间黏附、干扰素 IFN-γ的应

答和免疫细胞的吞噬功能）以及氧化应激[71]。此外，他

们的数据指出，人脑胶质瘤中的小胶质细胞的代谢发生了

变化 [74]。例如，小胶质细胞中载脂蛋白E（APOE）的

表达在神经退行性疾病中发挥重要作用，特别是在调节小

胶质细胞表型方面[75]。然而Sankovski等[71]发现在胶质

瘤中，肿瘤相关的小胶质细胞APOE的表达不受调控，这

进一步表明脑疾病相关小胶质细胞的脂质代谢可能与其活

化状态密切相关。

5. SynTOF——CyTOF在脑突触研究中的应用

SynTOF 是一种将 CyTOF 应用在脑突触研究中的技

术，SynTOF尤其有助于理解脑部神经元突触的组成。众

所周知，神经元突触在神经信号传递中起着不可或缺的作

用；然而，由于神经元突触具有较高的复杂性和异质性，

所以研究该种细胞的生物标记物具有一定的挑战性。

Grjera等[76]率先采用CyTOF来研究人的突触体，并首次

7



将这种方法命名为SynTOF。他们用突触小体的特异抗体

进行单细胞染色。其染色组分主要包括脑细胞特异性抗

体，如 CD11b、 CD56、 CD298、胶质纤维酸性蛋白

（GFAP）以及髓鞘碱性蛋白（MBP）和突触特异性抗体

[如CD47、多巴胺转运体（DAT）、去甲肾上腺素转运体

（NET）和谷氨酸转运体（GT）[76]。该标记的组成还包

括一些功能标记物，如与自噬相关的微管相关蛋白

1A/1B-轻链 3（MAP1LC3，通常缩写为 LC3B），与氧化

损伤相关的 3-硝基酪氨酸，以及与蛋白酶体降解相关的

K48 [76‒77]。在数据处理上，他们使用了空间自适应归

一化（SPADE）[78]以及可视化的降维算法（viSNE）对

SynTOF数据进行可视化分析[79]。

6. 结论与展望

由于大脑组织具有高度异质性，在单细胞水平上研究

细胞表面标记物及其表型具有很大的难度。在神经炎症发

生时，外周免疫细胞通过血脑屏障迁移到大脑，形成更复

杂的大脑免疫微环境。CyTOF可使用少量的样本，并显

著增加染色通道，使得研究者可以在单细胞水平上“看

到”由各种免疫细胞、肿瘤细胞或突触组成的更高维度全

景图。这项技术也为人们提供了一种深入了解细胞表型和

功能，及其内部信号传导的方式。更重要的是，CyTOF

使得发现更加复杂细胞亚型并构建其细胞网络关系成为可

能（图2）。

6.1. CyTOF的局限性

虽然与传统的FACS和其他方法相比，CyTOF具有显

著的优势，但是CyTOF也存在缺点。第一，这些细胞在

样本收集阶段会被破坏。因此，即便采用CyTOF，可能

实验中仍然需要通过FACS进行细胞分选来收集感兴趣的

细胞。第二，抗体的制备和标记的成本依然很高，该缺陷

也阻碍了CyTOF的广泛应用。第三，虽然在原理上各通

道之间没有信号干扰，但同位素杂质依然可能导致不同通

道之间的污染。因此，在实际操作中，仍需要一个优化的

染色方案，以最大化检测信号，最小化通道间干扰。

Takahashi 等[19]使用 PBMC 作为实验材料来优化 CyTOF

通道的设计。他们的结果表明，信号的强度、细胞表面标

记物表达量、通道的灵敏度和信号干扰都是在设计实验

时应该考虑的重要因素。例如，细胞高表达的CD45分子

的检测抗体应该用 89Y、113In或 115In标记，因为这些同位

素相对其他同位素不太敏感[19]。与传统的FACS技术一

样，CyTOF也是通过细胞表面和细胞内标记物的表达来

检测免疫细胞群及其亚型。2013年，Newell等[80]开发了

一种将四聚体检测与CyTOF结合的技术，用于T细胞表

位的检测。这种方法可以用人类血液样本筛选出多达

109个肽-MHC四聚体。如果这项技术可以用于脑相关的

研究，则将有助于研究者确定在脑衰老过程中或者与脑

相关的疾病中可能存在的表位，该方法也可以用来有效

预测在脑部感染时有哪些表位将被脑内的 T 细胞识别

[81]。目前，CyTOF 主要用于免疫细胞分型鉴定，该技

术将如何推进其他领域的研究仍然值得思考[76]。令人鼓

舞的是，CyTOF在临床上已初步被用于检测如脓毒性休

克[82]、风湿性疾病和黑色素瘤[83]中细胞分群及细胞功

能的研究。

图2. 利用质谱流式技术研究在正常状态及疾病状态下的脑部免疫细胞及神经突触。
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6.2. CyTOF与单细胞测序结合的新型实验手段

单细胞测序与CyTOF的结合可以被用于在单细胞水

平上快速、准确地研究基因信息、基因表达以及基因功

能。值得一提的是，这两种技术是互补的，因为单细胞测

序在转录水平上提供遗传信息，而CyTOF在翻译水平上

显示基因表达水平。自 2014年以来，已经陆续开展了一

些将单细胞测序应用于深度脑研究的实验。Patel等[84]应

用单细胞RNA测序技术揭示了原发性脑胶质瘤内的异质

性。 Pollen 等 [85] 利用低覆盖率的单细胞信使 RNA

（mRNA）测序技术揭示了在异质发育的大脑皮层中活化

的信号通路。随着测序技术的快速升级，该技术现在不仅

可以揭示序列信息，还能显示DNA和RNA中甲基化的基

因修饰[86]。

与单细胞测序类似，CyTOF是一种高通量、高维度

的检测手段。相比测序技术，CyTOF可以揭示在蛋白表

达水平上的相关信息。因此，结合这两种技术可以在单细

胞水平得到更全面的生物信息。这类组合型方案已被应用

于泪腺再生[87]和人外周血异质性的研究[88]。由于大脑

是最具异质性的组织，这种技术组合将成为一种用于全面

揭示大脑在不同生物条件或不同发育阶段中的遗传和蛋白

质信息的有效方式。例如，Sankowski等[71]在小鼠模型

中利用CyTOF和单细胞RNA测序分析了小鼠小胶质细胞

和其他中枢神经系统相关巨噬细胞（CAM）的异质性。

单细胞测序和 CyTOF 的特点列于表 2 [32, 78 ‒ 79, 89 ‒

96] 中。

最近，还有一些新的方法涌现出来，如同时检测表面

蛋白标记和转录组的新型单细胞测序技术（CITE-seq）。

利用寡核苷酸标记的抗体，CITE-seq可以通过测序的方

法，同时测量单细胞转录组和细胞表面蛋白[97]。2017

年，Peterson等[98]开发了一种组合方法，使用单细胞水

平的液滴微流体来测量DNA标记抗体的基因和蛋白质表

达水平，他们称之为“RNA 表达和蛋白质测序分析”

（REAP-seq）。他们的数据显示，该方法可以一次实验检

测超过 2万个基因，并且用 82个预制抗体定量检测蛋白

质。这两种方法都可以在转录和翻译水平上提供高通量的

细胞信息。因此，这两种方法是在单细胞水平的脑免疫成

分研究中最具潜力的技术。

6.3. CyTOF与质谱成像技术相结合的新趋势

最近，随着新技术的发展，CyTOF的检测维度从研

究悬液中的单细胞扩展到分析包埋的组织切片。质谱成像

技术（imaging mass cytometry, IMC）于 2014年首次被报

道[99]。该方法采用惰性气体激光烧蚀法对粒子流进行了

分析。通过 IMC可以从组织切片扫描仪上重建图像，该

方法可与显微镜成像效果相媲美[100]。

类似于 IMC，飞行时间多路离子束成像（MIBI-TOF）

是一种新兴技术，可以通过在亚细胞分辨率下量化多个蛋

白质在完整组织中的空间分布来研究单个细胞的表型与多

细胞结构的功能间的联系[101]。该方法可以实现高分辨

率和高灵敏度的多路成像。以上两种技术通常被用于人类

癌症组织活检分析。这两种技术不仅可以用于揭示口腔鳞

状细胞癌[102]和乳腺癌[103]患者的肿瘤微环境，而且还

可以用于研究黑色素瘤[104]中的肿瘤浸润性淋巴细胞。

由 IMC所获得的空间信息不仅可以揭示这些信息是在哪

里获得的，还可以解释各种细胞是如何构建组织的。因

此，IMC或MIBI-TOF与CyTOF相结合的方法可以在未来

的组织样本研究中产生更多用于展示空间信息的高维数

据[105]。

6.4. 先进流式细胞术的出现——Cytec® Aurora

Cytec® Aurora是一款先进的流式细胞仪，具有5个激

表2　单细胞测序和质谱流式的特点

Feature

Detectable level

Modification

Require single-cell suspension preparation

Cell isolation

Mixed sample

Fix

Applied cell types

Data analysis

Major data analysis software/programs

CyTOF

Translational

Yes (post-translational modification)

Yes

On the CyTOF machine

Yes (barcode)

Yes

Limited cell types (e.g., immune cells, synapse)

Relatively difficult

Cytobank (not limited to viSNE [80, 92], SPADE [79], 

PCA [93], UMAP [94], Citrus [95], Scaffold [96], X-shift 

[97], DEnsVM [33])

Single-cell sequencing

Transcriptional

Yes (methylation)

Yes

Sorting [89]; manodroplet dilution [90]; microwell [90]

Yes (barcode)

No

Generally applied to various cell types

Relatively difficult

Program R (other programming/algorithms [90])
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光器和三个散射通道，可检测多达 64种荧光通道。传统

FACS 技术的主要缺陷是各种荧光素之间的光谱重叠。

Cytec® Aurora利用全发射光谱特征的差异解决了上述问

题。Park等[106]应用 40色染色检测了人外周血中主要细

胞亚群的免疫表型。为了避免固定对细胞的影响，他们只

对细胞表面标记物进行了染色。Sahir等[107]进一步开发

了一个 43色的染色方案，用以表征外周血中的 T细胞、

B细胞、NK细胞、单核细胞和树突状细胞亚群。他们还

指出，即使样本数量较低，这种技术也可以有效分析免疫

细胞成分。Riggs等[108]应用Cytec® Aurora技术研究在急

性小鼠伽马疱疹病68（MHV68）感染时的巨噬细胞表型，

这进一步显示了该技术在疾病相关研究中的应用潜力。

Cytec® Aurora与传统FACS一样，均使用相对简单的染色

方法，使其在神经炎症领域具有巨大的应用潜力。

6.5. CyTOF数据的可视化分析

由于CyTOF在单细胞水平上显著增加了表型和功能

性状的可检测数量，产生了更多的数据，因此，急需开发

高效的数据分析方法[109]。CyTOF数据的采集和归一化

在分析前至少需要6个步骤，包括校准、细胞检测、归一

化、去条形码、重新调节和随机化[110]。对于分析 Cy‐

TOF数据的初学者，主要可以通过三种算法平台（viSNE、

SPADE和Citrus）进行计算，这三个平台对于计算机背景

要求不高，并提供可视化的结果展示[109,111]。具体来

说，viSNE的优点在于可以显示细微的变化和罕见的细胞

类群，而SPADE则提供了一种用于简化细胞数量和结构

的树形模型。在使用SPADE时，有必要对树上显示的节

点进行精确取舍，因为选择默认的节点数设置[78]可能会

导致单元格中信息的错误显示。Kimball等[109]指出，X

位移和表型图可以更好显示细胞子集的数量，并有潜力提

取更多的数据。此外，还可以采用主成分分析（PCA）和

t-随机邻域嵌入（t-SNE）进行降维分析。PCA通过数据

的线性变换来减少高维空间，而 t-SNE是线性的分析方

式。与 t-SNE相比，统一流形逼近与投影（UMAP）是一

种新的更好的降维方法，该方法提高了分析速度，更好地

保存了数据的全局结构。因此，UMAP已经被应用于最近

的免疫成分研究[93,112]。

总体来说，尽管CyTOF的成本较贵、制样检测流程

冗长、数据定量及可视化较复杂，但是，这种新的高维度

检测技术已经彻底改变了单细胞水平的研究。目前，人们

对大脑的认知还很有限，CyTOF作为一种高通量、高维

的单细胞分析技术，极大地促进了研究人员对脑部免疫细

胞在单细胞水平上的深入研究。有了这个强大的工具，使

得科学家可以用更深入、更全面、更精确的方式分析脑部

免疫细胞，并且能够更准确、更有效地剖析前所未见的脑

部免疫细胞的基本特征。

致谢

本研究由北京市自然基金青年项目（7214269）、国家自

然科学基金青年项目（82001248）、北京大学第三医院人才

项目C类（BYSYZD2019047）资助。

Compliance with ethics guidelines

Yan Wang, Baohui Xu, and Lixiang Xue declare that 

they have no conflict of interest or financial conflicts to 

disclose.

References

[1] Schwartz M, Kipnis J, Rivest S, Prat A. How do immune cells support and 
shape the brain in health, disease, and aging? J Neurosci 2013;33(45):17587‒96.

[2] Pasciuto E, Burton OT, Roca CP, Lagou V, Rajan WD, Theys T, et al. Microglia 
require CD4 T Cells to complete the fetal-to-adult transition. Cell 2020;182(3):
625‒640.e24.

[3] Hughes AN, Appel B. Microglia phagocytose myelin sheaths to modify 
developmental myelination. Nat Neurosci 2020;23(9):1055‒66.

[4] Bennett ML, Bennett FC, Liddelow SA, Ajami B, Zamanian JL, Fernhoff NB, 
et al. New tools for studying microglia in the mouse and human CNS. Proc Natl 
Acad Sci USA 2016;113(12):E1738‒46.

[5] Fang W, Zhai X, Han D, Xiong X, Wang T, Zeng X, et al. CCR2-dependent 
monocytes/macrophages exacerbate acute brain injury but promote functional 
recovery after ischemic stroke in mice. Theranostics 2018;8(13):3530‒43.

[6] Bandura DR, Baranov VI, Ornatsky OI, Antonov A, Kinach R, Lou X, et al. 
Mass cytometry: technique for real time single cell multitarget immunoassay 
based on inductively coupled plasma time-of-flight mass spectrometry. Anal 
Chem 2009;81(16):6813‒22.

[7] Bendall SC, Simonds EF, Qiu P, Amir AD, Krutzik PO, Finck R, et al. Single-
cell mass cytometry of differential immune and drug responses across a human 
hematopoietic continuum. Science 2011;332(6030):687‒96.

[8] Baranov VI, Quinn Z, Bandura DR, Tanner SD. A sensitive and quantitative 
element-tagged immunoassay with ICPMS detection. Anal Chem 2002; 74(7):
1629‒36.

[9] Razumienko E, Ornatsky O, Kinach R, Milyavsky M, Lechman E, Baranov V, 
et al. Element-tagged immunoassay with ICP-MS detection: evaluation and 
comparison to conventional immunoassays. J Immunol Methods 2008;336(1):
56‒63.

[10] Newell EW, Klein LO, Yu W, Davis MM. Simultaneous detection of many T-
cell specificities using combinatorial tetramer staining. Nat Methods 2009;6(7):
497‒9.

[11] Mei HE, Leipold MD, Schulz AR, Chester C, Maecker HT. Barcoding of live 
human peripheral blood mononuclear cells for multiplexed mass cytometry. J 
Immunol 2015;194(4):2022‒31.

[12] Cheung RK, Utz PJ. CyTOF—the next generation of cell detection. Nat Rev 
Rheumatol 2011;7(9):502‒3.

[13] Yao Y, Liu R, Shin MS, Trentalange M, Allore H, Nassar A, et al. CyTOF 
supports efficient detection of immune cell subsets from small samples. J 
Immunol Methods 2014;415:1‒5.

[14] Vendrame E, Fukuyama J, Strauss-Albee DM, Holmes S, Blish CA. Mass 
cytometry analytical approaches reveal cytokine-induced changes in natural 
killer cells. Cytometry B Clin Cytom 2017;92(1):57‒67.

10



[15] Hansmann L, Blum L, Ju CH, Liedtke M, Robinson WH, Davis MM. Mass 
cytometry analysis shows that a novel memory phenotype B cell is expanded in 
multiple myeloma. Cancer Immunol Res 2015;3(6):650‒60.

[16] Mazza EMC, Brummelman J, Alvisi G, Roberto A,De Paoli F, Zanon V, et al. 
Background fluorescence and spreading error are major contributors of 
variability in high dimensional flow cytometry data visualization by t-
distributed stochastic neighboring embedding. Cytometry A 2018;93(8):785‒92.

[17] Leipold MD, Newell EW, Maecker HT. Multiparameter phenotyping of human 
PBMCs using mass cytometry. Methods Mol Biol 2015;1343:81‒95.

[18] Tricot S, Meyrand M, Sammicheli C, Elhmouzi-Younes J, Corneau A, Bertholet 
S, et al. Evaluating the efficiency of isotope transmission for improved panel 
design and a comparison of the detection sensitivities of mass cytometer 
instruments. Cytometry A 2015;87(4):357‒68.

[19] Takahashi C, Au-Yeung A, Fuh F, Ramirez-Montagut T, Bolen C, Mathews W, 
et al. Mass cytometry panel optimization through the designed distribution of 
signal interference. Cytometry A 2017;91(1):39‒47.

[20] Gadalla R, Noamani B, MacLeod BL, Dickson RJ, Guo M, Xu W, et al. 
Validation of CyTOF against flow cytometry for immunological studies and 
monitoring of human cancer clinical trials. Front Oncol 2019;9:415.

[21] Ley K, Laudanna C, Cybulsky MI, Nourshargh S. Getting to the site of 
inflammation: the leukocyte adhesion cascade updated. Nat Rev Immunol 2007;
7(9):678‒89.

[22] Louveau A, Smirnov I, Keyes TJ, Eccles JD, Rouhani SJ, Peske JD, et al. 
Structural and functional features of central nervous system lymphatic vessels. 
Nature 2015;523(7560):337‒41.

[23] Ransohoff RM, Engelhardt B. The anatomical and cellular basis of immune 
surveillance in the central nervous system. Nat Rev Immunol 2012;12(9):
623‒35.

[24] Brynskikh A, Warren T, Zhu J, Kipnis J. Adaptive immunity affects learning 
behavior in mice. Brain Behav Immun 2008;22(6):861‒9.

[25] Ziv Y, Ron N, Butovsky O, Landa G, Sudai E, Greenberg N, et al. Immune cells 
contribute to the maintenance of neurogenesis and spatial learning abilities in 
adulthood. Nat Neurosci 2006;9(2):268‒75.

[26] Kipnis J, Cohen H, Cardon M, Ziv Y, Schwartz M. T cell deficiency leads to 
cognitive dysfunction: implications for therapeutic vaccination for 
schizophrenia and other psychiatric conditions. Proc Natl Acad Sci USA 2004;
101(21):8180‒5.

[27] Shechter R, London A, Schwartz M. Orchestrated leukocyte recruitment to 
immune-privileged sites: absolute barriers versus educational gates. Nat Rev 
Immunol 2013;13(3):206‒18.

[28] Grabert K, Michoel T, Karavolos MH, Clohisey S, Baillie JK, Stevens MP, 
et al. Microglial brain region-dependent diversity and selective regional 
sensitivities to aging. Nat Neurosci 2016;19(3):504‒16.

[29] Korin B, Ben-Shaanan TL, Schiller M, Dubovik T, Azulay-Debby H, Boshnak 
NT, et al. High-dimensional, single-cell characterization of the brain’s immune 
compartment. Nat Neurosci 2017;20(9):1300‒9.

[30] Korin B, Dubovik T, Rolls A. Mass cytometry analysis of immune cells in the 
brain. Nat Protoc 2018;13(2):377‒91.

[31] Mrdjen D, Pavlovic A, Hartmann FJ, Schreiner B, Utz SG, Leung BP, et al. 
High-dimensional single-cell mapping of central nervous system immune cells 
reveals distinct myeloid subsets in health, aging, and disease. Immunity 2018;
48(2):380‒95.

[32] Becher B, Schlitzer A, Chen J, Mair F, Sumatoh HR, Teng KWW, et al. High-
dimensional analysis of the murine myeloid cell system. Nat Immunol 2014;
15(12):1181‒9.

[33] Ajami B, Samusik N, Wieghofer P, Ho PP, Crotti A, Bjornson Z, et al. Single-
cell mass cytometry reveals distinct populations of brain myeloid cells in 
mouse neuroinflammation and neurodegeneration models. Nat Neurosci 2018;
21(4):541‒51.

[34] Brendecke SM, Prinz M. Do not judge a cell by its cover—diversity of CNS 
resident, adjoining and infiltrating myeloid cells in inflammation. Semin 
Immunopathol 2015;37(6):591‒605.

[35] Solomon JN, Lewis CA, Ajami B, Corbel SY, Rossi FM, Krieger C. Origin and 
distribution of bone marrow-derived cells in the central nervous system in a 
mouse model of amyotrophic lateral sclerosis. Glia 2006;53(7):744‒53.

[36] Willis CM, Nicaise AM, Menoret A, Ryu JK, Mendiola AS, Jellison ER, et al. 
Extracellular vesicle fibrinogen induces encephalitogenic CD8+ T cells in a 
mouse model of multiple sclerosis. Proc Natl Acad Sci USA 2019; 116(21):
10488‒93.

[37] Guilliams M, Dutertre CA, Scott CL, McGovern N, Sichien D, Chakarov S, 
et al. Unsupervised high-dimensional analysis aligns dendritic cells across 
tissues and species. Immunity 2016;45(3):669‒84.

[38] Mozaffarian D, Benjamin EJ, Go AS, Arnett DK, Blaha MJ, Cushman M, et al. 
Heart disease and stroke statistics—2015 update: a report from the American 
Heart Association. Circulation 2015;131(4):e29‒e322.

[39] McConnell RE, Tyska MJ. Leveraging the membrane ‒ cytoskeleton interface 
with myosin-1. Trends Cell Biol 2010;20(7):418‒26.

[40] De Meyer SF, Denorme F, Langhauser F, Geuss E, Fluri F, Kleinschnitz C. 
Thromboinflammation in stroke brain damage. Stroke 2016;47(4):1165‒72.

[41] Xie R, Cheng M, Li M, Xiong X, Daadi M, Sapolsky RM, et al. Akt isoforms 
differentially protect against stroke-induced neuronal injury by regulating 
mTOR activities. J Cereb Blood Flow Metab 2013;33(12):1875‒85.

[42] Shi K, Tian DC, Li ZG, Ducruet AF, Lawton MT, Shi FD. Global brain 
inflammation in stroke. Lancet Neurol 2019;18(11):1058‒66.

[43] Rayasam A, Hsu M, Kijak JA, Kissel L, Hernandez G, Sandor M, et al. 
Immune responses in stroke: how the immune system contributes to damage 
and healing after stroke and how this knowledge could be translated to better 
cures? Immunology 2018;154(3):363‒76.

[44] Anttila JE, Whitaker KW, Wires ES, Harvey BK, Airavaara M. Role of 
microglia in ischemic focal stroke and recovery: focus on Toll-like receptors. 
Prog Neuropsychopharmacol Biol Psychiatry 2017;79(Pt A):3‒14.

[45] Xiong X, Gu L, Wang Y, Luo Y, Zhang H, Lee J, et al. Glycyrrhizin protects 
against focal cerebral ischemia via inhibition of T cell activity and HMGB1-
mediated mechanisms. J Neuroinflammation 2016;13(1):241.

[46] Joo SP, Xie W, Xiong X, XuB, Zhao H. Ischemic postconditioning protects 
against focal cerebral ischemia by inhibiting brain inflammation while 
attenuating peripheral lymphopenia in mice. Neuroscience 2013;243:149‒57.

[47] Gu L, Xiong X, Wei D, Gao X, Krams S, Zhao H, et al. T cells contribute to 
stroke-induced lymphopenia in rats. PLoS ONE 2013;8(3):e59602.

[48] Xiong X, Gu L, Zhang H, Xu B, Zhu S, Zhao H. The protective effects of T cell 
deficiency against brain injury are ischemic model-dependent in rats. 
Neurochem Int 2013;62(3):265‒70.

[49] Gu L, Xiong X, Zhang H, Xu B, Steinberg GK, Zhao H. Distinctive effects of T 
cell subsets in neuronal injury induced by cocultured splenocytes in vitro and 
by in vivo stroke in mice. Stroke 2012;43(7):1941‒6.

[50] Wang Y, Luo Y, Yao Y, Ji Y, Feng L, Du F, et al. Silencing the lncRNA Maclpil 
in pro-inflammatory macrophages attenuates acute experimental ischemic 
stroke via LCP1 in mice. J Cereb Blood Flow Metab 2020;40(4):747‒59.

[51] Gan Y, Liu Q, Wu W, Yin J-X, Bai X-F, Shen R, et al. Ischemic neurons recruit 
natural killer cells that accelerate brain infarction. Proc Natl Acad Sci USA 
2014;111(7):2704‒9.

[52] Wang Y, Jin H, Wang W, Wang F, Zhao H. Myosin1f-mediated neutrophil 
migration contributes to acute neuroinflammation and brain injury after stroke 
in mice. J Neuroinflammation 2019;16(1):77.

[53] Kim SV, Mehal WZ, Dong X, Heinrich V, Pypaert M, Mellman I, et al. 
Modulation of cell adhesion and motility in the immune system by Myo1f. 
Science 2006;314(5796):136‒9.

[54] Li Y, Wang Y, Yao Y, Griffiths BB, Feng L, Tao T, et al. Systematic study of the 
immune components after ischemic stroke using CyTOF techniques. J Immunol 
Res 2020;2020:1‒13.

[55] Friebel E, Kapolou K, Unger S, Núñez NG, Utz S, Rushing EJ, et al. Single-
cell mapping of human brain cancer reveals tumor-specific instruction of tissue-
invading leukocytes. Cell 2020;181(7):1626‒1642.e20.

[56] Aldape K, Brindle KM, Chesler L, Chopra R, Gajjar A, Gilbert MR, et al. 
Challenges to curing primary brain tumours. Nat Rev Clin Oncol 2019;16(8):
509‒20.

[57] Daniel P, Sabri S, Chaddad A, Meehan B, Jean-Claude B, Rak J, et al. 
Temozolomide induced hypermutation in glioma: evolutionary mechanisms and 
therapeutic opportunities. Front Oncol 2019;9:41.

[58] Johanns TM, Miller CA, Dorward IG, Tsien C, Chang E, Perry A, et al. 
Immunogenomics of hypermutated glioblastoma: a patient with germline POLE 
deficiency treated with checkpoint blockade immunotherapy. Cancer Discov 
2016;6(11):1230‒6.

[59] Hu AX, Adams JJ, Vora P, Qazi M, Singh SK, Moffat J, et al. EPH profiling of 
BTIC populations in glioblastoma multiforme using CyTOF. Methods Mol Biol 
2019;1869:155‒68.

[60] Kiss M, Van Gassen S, Movahedi K, Saeys Y, Laoui D. Myeloid cell 
heterogeneity in cancer: not a single cell alike. Cell Immunol 2018;330:188‒201.

[61] Fu W, Wang W, Li H, Jiao Y, Huo R, Yan Z, et al. Single-cell atlas reveals 
complexity of the immunosuppressive microenvironment of initial and 
recurrent glioblastoma. Front Immunol 2020;11:835.

[62] Alban TJ, Alvarado AG, Sorensen MD, Bayik D, Volovetz J, Serbinowski E, 
et al. Global immune fingerprinting in glioblastoma patient peripheral blood 
reveals immune-suppression signatures associated with prognosis. JCI Insight 

11



2018;3(21):e122264.
[63] Khalsa JK, Cheng N, Keegan J, Chaudry A, Driver J, Bi WL, et al. Immune 

phenotyping of diverse syngeneic murine brain tumors identifies 
immunologically distinct types. Nat Commun 2020;11(1):3912.

[64] Fu W, Wang W, Li H, Jiao Y, Weng J, Huo R, et al. High dimensional mass 
cytometry analysis reveals characteristics of the immunosuppressive 
microenvironment in diffuse astrocytomas. Front Oncol 2020;10:78.

[65] Guerrini R. Epilepsy in children. Lancet 2006;367(9509):499‒524.
[66] Matin N, Tabatabaie O, Falsaperla R, Lubrano R, Pavone P, Mahmood F, et al. 

Epilepsy and innate immune system: a possible immunogenic predisposition 
and related therapeutic implications. Hum Vaccin Immunother 2015; 11(8):
2021‒9.

[67] Owens GC, Garcia AJ, Mochizuki AY, Chang JW, Reyes SD, Salamon N, et al. 
Evidence for innate and adaptive immune responses in a cohort of intractable 
pediatric epilepsy surgery patients. Front Immunol 2019;10:121.

[68] Masuda T, Sankowski R, Staszewski O, Prinz M. Microglia heterogeneity in the 
single-cell era. Cell Rep 2020;30(5):1271‒81.

[69] Wes PD, Holtman IR, Boddeke EW, Möller T, Eggen BJ. Next generation 
transcriptomics and genomics elucidate biological complexity of microglia in 
health and disease. Glia 2016;64(2):197‒213.

[70] Butovsky O, Weiner HL. Microglial signatures and their role in health and 
disease. Nat Rev Neurosci 2018;19(10):622‒35.

[71] Sankowski R, Böttcher C, Masuda T, Geirsdottir L, Sagar, Sindram E, et al. 
Mapping microglia states in the human brain through the integration of high-
dimensional techniques. Nat Neurosci 2019;22(12):2098‒110.

[72] Masuda T, Sankowski R, Staszewski O, Böttcher C, Amann L, Sagar, et al. 
Spatial and temporal heterogeneity of mouse and human microglia at single-
cell resolution. Nature 2019;566(7744):388‒92.

[73] Böttcher C, Schlickeiser S, Sneeboer MAM, Kunkel D, Knop A, Paza E, et al. 
Human microglia regional heterogeneity and phenotypes determined by 
multiplexed single-cell mass cytometry. Nat Neurosci 2019;22(1):78‒90.

[74] Huang Y, Mahley RW. Apolipoprotein E: structure and function in lipid 
metabolism, neurobiology, and Alzheimer’s diseases. Neurobiol Dis 2014;
72(Pt A):3‒12.

[75] Shi Y, Manis M, Long J, Wang K, Sullivan PM, Remolina Serrano J, et al. 
Microglia drive APOE-dependent neurodegeneration in a tauopathy mouse 
model. J Exp Med 2019;216(11):2546‒61.

[76] Gajera CR, Fernandez R, Postupna N, Montine KS, Fox EJ, Tebaykin D, et al. 
Mass synaptometry: high-dimensional multi parametric assay for single 
synapses. J Neurosci Methods 2019;312:73‒83.

[77] Postupna NO, Keene CD, Latimer C, Sherfield EE, Van Gelder RD, Ojemann 
JG, et al. Flow cytometry analysis of synaptosomes from post-mortem human 
brain reveals changes specific to Lewy body and Alzheimer’s disease. Lab 
Invest 2014;94(10):1161‒72.

[78] Qiu P, Simonds EF, Bendall SC, Gibbs KD, Bruggner RV, Linderman MD, 
et al. Extracting a cellular hierarchy from high-dimensional cytometry data with 
SPADE. Nat Biotechnol 2011;29(10):886‒91.

[79] Amir E-A, Davis KL, Tadmor MD, Simonds EF, Levine JH, Bendall SC, et al. 
viSNE enables visualization of high dimensional single-cell data and reveals 
phenotypic heterogeneity of leukemia. Nat Biotechnol 2013;31(6):545‒52.

[80] Newell EW, Sigal N, Nair N, Kidd BA, Greenberg HB, Davis MM. 
Combinatorial tetramer staining and mass cytometry analysis facilitate T-cell 
epitope mapping and characterization. Nat Biotechnol 2013;31(7):623‒9.

[81] Huang J, Zeng X, Sigal N, Lund PJ, Su LF, Huang H, et al. Detection, 
phenotyping, and quantification of antigen-specific T cells using a peptide-
MHC dodecamer. Proc Natl Acad Sci USA 2016;113(13):E1890‒7.

[82] Gossez M, Rimmelé T, Andrieu T, Debord S, Bayle F, Malcus C, et al. Proof of 
concept study of mass cytometry in septic shock patients reveals novel immune 
alterations. Sci Rep 2018;8(1). https://doi.org/10.1038/s41598-018-35932-0.

[83] Subrahmanyam PB, Dong Z, Gusenleitner D, Giobbie-Hurder A, Severgnini M, 
Zhou J, et al. Distinct predictive biomarker candidates for response to anti-
CTLA-4 and anti-PD-1 immunotherapy in melanoma patients. J Immunother 
Cancer 2018;6(1):18.

[84] Patel AP, Tirosh I, Trombetta JJ, Shalek AK, Gillespie SM, Wakimoto H, et al. 
Single-cell RNA-seq highlights intratumoral heterogeneity in primary 
glioblastoma. Science 2014;344(6190):1396‒401.

[85] Pollen AA, Nowakowski TJ, Shuga J, Wang X, Leyrat AA, Lui JH, et al. Low-
coverage single-cell mRNA sequencing reveals cellular heterogeneity and 
activated signaling pathways in developing cerebral cortex. Nat Biotechnol 
2014;32(10):1053‒8.

[86] Engel M, Chen A. The emerging role of mRNA methylation in normal and 
pathological behavior. Genes Brain Behav 2018;17(3):e12428.

[87] Hawley D, Ding J, Thotakura S, Haskett S, Aluri H, Kublin C, et al. RNA-Seq 
and CyTOF immuno-profiling of regenerating lacrimal glands identifies a novel 
subset of cells expressing muscle-related proteins. PLoS ONE 2017; 12(6): 
e0179385.

[88] Ha MK, Kwon SJ, Choi JS, Nguyen NT, Song J, Lee Y, et al. Mass cytometry 
and single-cell RNA-seq profiling of the heterogeneity in human peripheral 
blood mononuclear cells interacting with silver nanoparticles. Small 2020;
16(21):1907674.

[89] Cuevas-Diaz Duran R, Wei H, Wu JQ. Single-cell RNA-sequencing of the 
brain. Clin Transl Med 2017;6(1):20.

[90] Mu Q, Chen Y, Wang J. Deciphering brain complexity using single-cell 
sequencing. Genomics, Proteomics Bioinf 2019;17(4):344‒66.

[91] Toghi Eshghi S, Au-Yeung A, Takahashi C, Bolen CR, Nyachienga MN, Lear 
SP, et al. Quantitative comparison of conventional and t-SNE-guided gating 
analyses. Front Immunol 2019;10:1194.

[92] Newell E, Sigal N, Bendall S, Nolan G, Davis M. Cytometry by time-of-flight 
shows combinatorial cytokine expression and virus-specific cell niches within a 
continuum of CD8+ T cell phenotypes. Immunity 2012;36 (1):142‒52.

[93] Becht E, McInnes L, Healy J, Dutertre CA, Kwok IWH, Ng LG, et al. 
Dimensionality reduction for visualizing single-cell data using UMAP. Nat 
Biotechnol 2019;37(1):38‒44.

[94] Bruggner RV, Bodenmiller B, Dill DL, Tibshirani RJ, Nolan GP. Automated 
identification of stratifying signatures in cellular subpopulations. Proc Natl 
Acad Sci USA 2014;111(26):E2770‒7.

[95] Spitzer MH, Gherardini PF, Fragiadakis GK, Bhattacharya N, Yuan RT, Hotson 
AN, et al. An interactive reference framework for modeling a dynamic immune 
system. Science 2015;349(6244):1259425.

[96] Samusik N, Good Z, Spitzer MH, Davis KL, Nolan GP. Automated mapping of 
phenotype space with single-cell data. Nat Methods 2016;13(6):493‒6.

[97] Stoeckius M, Hafemeister C, Stephenson W, Houck-Loomis B, Chattopadhyay 
PK, Swerdlow H, et al. Simultaneous epitope and transcriptome measurement 
in single cells. Nat Methods 2017;14(9):865‒8.

[98] Peterson VM, Zhang KX, Kumar N, Wong J, Li L, Wilson DC, et al. 
Multiplexed quantification of proteins and transcripts in single cells. Nat 
Biotechnol 2017;35(10):936‒9.

[99] Giesen C, Wang HAO, Schapiro D, Zivanovic N, Jacobs A, Hattendorf B, et al. 
Highly multiplexed imaging of tumor tissues with subcellular resolution by 
mass cytometry. Nat Methods 2014;11(4):417‒22.

[100] Chang Q, Ornatsky OI, Siddiqui I, Loboda A, Baranov VI, Hedley DW. 
Imaging mass cytometry. Cytometry A 2017;91(2):160‒9.

[101] Keren L, Bosse M, Thompson S, Risom T, Vijayaragavan K, McCaffrey E, 
et al. MIBI-TOF: a multiplexed imaging platform relates cellular phenotypes 
and tissue structure. Sci Adv 2019;5(10):eaax5851.

[102] Xie S, Shan XF, Yau V, Zhang JY, Zhang XY, Yan YP, et al. Hyperion imaging 
system reveals heterogeneous tumor microenvironment of oral squamous cell 
carcinoma patients at T1N0M0 stage. Ann Transl Med 2020;8(22):1513.

[103] Angelo M, Bendall SC, Finck R, Hale MB, Hitzman C, Borowsky AD, et al. 
Multiplexed ion beam imaging of human breast tumors. Nat Med 2014;20(4):
436‒42.

[104] Maibach F, Sadozai H, Seyed Jafari SM, Hunger RE, Schenk M. Tumor-
infiltrating lymphocytes and their prognostic value in cutaneous melanoma. 
Front Immunol 2020;11:2105.

[105] Fernández-Zapata C, Leman JKH, Priller J, Böttcher C. The use and limitations 
of single-cell mass cytometry for studying human microglia function. Brain 
Pathol 2020;30(6):1178‒91.

[106] Park LM, Lannigan J, Jaimes MC. OMIP-069: forty-color full spectrum flow 
cytometry panel for deep immunophenotyping of major cell subsets in human 
peripheral blood. Cytometry A 2020;97(10):1044‒51.

[107] Sahir F, Mateo JM, Steinhoff M, Siveen KS. Development of a 43 color panel 
for the characterization of conventional and unconventional T-cell subsets, B 
cells, NK cells, monocytes, cellsdendritic, and innate lymphoid cells using 
spectral flow cytometry. Cytometry A. In press.

[108] Riggs JB, Medina EM, Perrenoud LJ, Bonilla DL, Clambey ET, van Dyk LF, 
et al. Optimized detection of acute MHV68 infection with a reporter system 
identifies large peritoneal macrophages as a dominant target of primary 
infection. Front Microbiol 2021;12:656979.

[109] Kimball AK, Oko LM, Bullock BL, Nemenoff RA, van Dyk LF, Clambey ET. 
A beginner’s guide to analyzing and visualizing mass cytometry data. J 
Immunol 2018;200(1):3‒22.

[110] Papoutsoglou G, Lagani V, Schmidt A, Tsirlis K, Cabrero DG, Tegnér J, et al. 
Challenges in the multivariate analysis of mass cytometry data: the effect of 
randomization. Cytometry A 2019;95(11):1178‒90.

12



[111] Kotecha N, Krutzik PO, Irish JM. Web-based analysis and publication of flow 
cytometry experiments. Curr Protoc Cytom 2010. Chapter 10:Unit10.17.

[112] De Micheli AJ, Laurilliard EJ, Heinke CL, Ravichandran H, Fraczek P, Soueid-

Baumgarten S, et al. Single-cell analysis of the muscle stem cell hierarchy 
identifies heterotypic communication signals involved in skeletal muscle 
regeneration. Cell Rep 2020;30(10):3583‒3595.e5.

13


