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`
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4 0 0 0 3 7

提 要 目的
:

探讨外 周血嗜酸性 粒细胞 ( E o s )纯化
、

分离与培养 的方法
。

方法
:

采用 P er co n 密 度梯度

( 1
.

0 8 2~ 1
.

1 0 0 )分离外 周血 E o s ,

离心前 细胞悬液预先与 fM L P 3 7
O

C 孵育 1 0 m i n 。

纯化的 E o s
分别在加人或

不加人 细胞 因子 (I L
一
3

、
I L

一
5 和 G M

一

C S F ) 的条件下培养
,

观察细胞活力的变化
。

结果
:

传 统 P e cr ol l 密度梯度

分离 E o s
的纯度和 回收率分别 为 ( 1 5

.

8 士 5
.

3) %和 (6 4
.

3士 6
.

4) %
。

预先用 f M L P 孵育 E o s
使分离 E o s

纯度

(9 6
.

5 士 1
.

8 % ) 显著增高 ( 尸 < 0
.

0 1 )
,

回收率 (6 8
.

4 士 7
.

1) %无 明显变 化 ( P > 0
.

0 5 )
。

E o s
体 外 培养存活

2~ 3 d
,

加人 细胞 因子可使 E
o s
存活时 间延 长 6 d 以上

。

结论
:

fM L P 可 有效增加 P er co n 密度 梯度分离 E os

的纯度
。

分离 的 E
o S
可用 于体外 培养

。

嗜酸性粒 细胞 ( E o s i n o p h i l
,

E o S ) 是支气管哮喘和

过敏性疾病的关键效应细胞
。

分离培养 E o S 是研究上

述疾病发病机制的重要手段
。

采用
·

P er
o ol l 密度梯度离

心是分离 E o s 的常用方法
。

由于 E o S 与中性粒细胞密

度部分重叠
,

传统方法分离 E o s 的纯度和 回收率均不

理想
。

本文采用一种改进的方法分离外周血 E o s ,

获得

高纯度和回收率的 E o s ,

国内尚未见报道
,

现介绍如下
。

1 材料与方法

1
.

1 主要材料

P
e r e o

l l分 离液 ( P h
a r m a e ia )

,

人 重 组 ( r h ) I L
一
3

、

I L
一
5

、

G M
-

C SF 由美 国 G
e n e t ie s

I n s t i t u t e (G l ) M
e g O

`
D o n e ll 教 授 惠 赠

,

P R M l l 6 4 O( G i b e o l 公 司 )
,

淋 巴细胞分离液 (上海生化 )
,

fM L P

( S ig m a
)

,

氯 化 钱 溶 液 ( 1 5 5 m m o
l /L N H

`
C I

,

1 0 m m o l / L

K H CO
: ,

0
.

1 n l
m

o l / I
,

E D T A )
。

C O
:
恒温 培养箱 ( T C 1 8 1 5 型

,

S a n d o n )
。

1
.

2 血液来源

分离 E o s
的外周 静脉血 来源 于 19 例健康献血者

,

其 中男

12 例
,

女 7 例
,

平 均年龄 (2 9
.

8 士 5) 岁
,

无 哮喘等 过敏性疾病病

史
。

白细胞分类 E o s
占 2% ~ 5 %

。

1
.

3 E os 分 离方 法

拘缘酸钠 ( 1 3 0 m m o
l /L

,

p H 7
.

4 )抗凝
,

5 % F C S / H
a n

k
’ s
平

衡盐 液稀释
,

将稀释 血液 缓慢加 在淋 巴 细胞分离液 上面 ( 比重

1
.

0 7 7 )
,

室温离心 1 0 0 0 又 9 2 0 m in
。

离心后去掉上层 单核细胞
,

取 下层粒 细胞和 红细 胞
,

加 人 5 倍体 积 的氯化钱 溶 液冰浴 15

m in
,

4 o 0 X g 7 m i n 。

沉淀 细胞 用 H a n
k

’ s
液漂洗 l ~ 2 次

,

悬浮

.
国家自然科学基金资助项 目

,

N
o

.

3 9 6 7 0 3 3 7

二 赖 克方
,

男
,

35 岁
,

主治 医师
,

博士
,

现在 广州 呼 吸疾

病研究所 广州
,

5 1 0 1 2 0

于 Z m l s 写小牛血清 / H
a n

k
s
液 中 3 0 m i n ,

3 7
o

C
。

将 1 0 m m o l / L

f M L P 与细胞 悬浮孵育 10 m in
,

3 7℃
。

将 1 m l 细胞 悬浮液缓慢

加 于不 同 P
e r e o

ll 梯度分离液 上面
,

P
e r e o

ll 密度梯 度 由 2 层组

成
,

上层 P e r c o
ll ( 3 m l ) 比重分别为 1

.

0 7 8
、

1
.

0 8 2 或 1
.

0 8 6 ( g /

m l )
,

下层 ( l m l ) 比重为 1
.

1 0 0 ( g /m l )
,

1 0 0 0 又 g 1 5 n , in
。

收集界

面细胞
,

P B S 漂 洗
,

取 少许悬 液用于细胞 总计数
、

分类计数和活

力测定 (台盼蓝拒染 法 )
。

分类计数采用 H E 染色
,

E
o s
所 占百分

比即为分离 E o s
的纯度

。

为计算 E o s
的回收率

,

分别收集和计

数梯度顶 部细胞
、

界 面细胞 和底部 细胞 沉 淀所含 的 E os 数 量
,

E o s 回收率 (卿)等于 界面 E o s
的数量除 以整个梯度收集 的 E os

总量的百分比
。

不用 fM L P 孵育细胞悬液作为对照
。

1
.

4 培养方法

新鲜纯化 的 E o s
悬 浮 于 10 % F C S / R P M l l 6 4 O培养基

,

置

于 9 6 孔平底培养板
,

每孔细胞数 2
.

o x l o s ,

总体积 2 0 0 拌 l
。

5 %

CO : ,

37 ℃ 条件下 培养
。 ,

分别加 人不 同浓 度的细胞 因子 IL
一
5

、

IL
一

3
、

G M
一

C S F ( 10 U / m l )
,

以不加入 细胞 因子作为对照
,

动态

观察 E o s
活力的变化

。

E o s
活力检测 方法采用 台盼蓝拒染法

,

计算存活细胞 或死亡细胞百 分率
。

1
.

5 统计与分析

各组结果 以 牙土 :
表示

,

采用非 配对资料 t 检验
,

P < 。
.

05

为相 差显著
。

2 结果

2
.

1 分 离 E o s 的纯度和回收率

单纯 P e r e o ll 密 度梯度 ( 1
.

0 8 2 ~ 1
.

1 0 0 )分离所得 E o s
的纯

度仅为 ( 1 5
.

8士 5
.

3 ) %
,

回 收率为 ( 6 4
.

3 士 6
`

4 ) %
。

在 fM L P 预

孵育的前提下
,

采用 不 同 P er
c ol l 密度梯度分离 E

o s ,

结果 如表

1 所 示
,

综 合考虑 纯度 和回收 率 2 个 因素
,
P er co ll 密度梯 度为

1
.

0 8 2一 1
.

1 0 0 9 / m l 时分离效果最好
。

先用 fM I
J

P 孵育 E o s
时

,
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P e re o l l密度梯度 ( 1
.

08 2 ~ 1
.

10 0)分离 E o s
的纯度达到 (9 6

.

5 士

1
.

8) %
,

显著高于单纯 P er co ll 密度梯度分离法 ( P < 0
.

叮 )
。

两

者 回收率类似 ( P > 0
.

0 5)
。

表 1 不同 P er co ll 密度梯度分离啥酸性粒细胞

结果的比较 (n 一 6)

P e r e o l l 密度梯度 ( g / m l )

1
.

0 7 8 ~ 1
.

1 0 0 1
.

0 8 2~ 1
.

10 0 1
.

0 8 6~ 1
.

10 0

纯 度 ( % )

回收率 ( % )

9 0
.

3士 2
.

6 9 6
.

5士 1
.

8 97
.

2士 1
.

5

8 4
.

9士 5
.

7 6 8
.

4士 7
.

1 4 1
.

2士 5
.

3

2
.

2 11
矛一

3/ H
, 一

5/ G M
一

C S F 对 E o s 存活 的作用

在缺 乏细胞 因子 的条 件下
,

体外培养 的 E o s
活力迅速 降

低
,

至第 3 天 已接 近 10 0% 死亡
。

加人 细胞 因子 I L
一
3

、

IL
一
5 或

G M
一

C S F ( 1 0 U /m l )与 E
o s
共同培养时

,

可 显著抑制 E
o s
活力

的下降
,

培养至第 10 天仍有 相 当部份 oE
,
存 活

,

其中 IL
一
5 可

使 5 0 % 的 E o s
存活 10 d 以 上

,

结果见表 2
。

表 2 I L
一
3

、
I L

一
s

、
G M

一
C s F 对嗜酸性粒细胞

存活率的影响 (%
, n 一 6)

1 d 2 d 3 d 4 d 6 d

对照组 8 0士 8 2 3士 1 1 6士 4

I L
一 3 8 7士 6 8 3士 7 6 5士 1 4 4 8士 9 32士 6

功能没有影响 .s[
4〕

。

本研究利用这一特性
,

将待分离的

粒细胞悬液预先与 fM L P 孵育
,

从 而降低 中性粒细胞

密度
,

拉开 中性粒细胞与 E o S 之间的距 离
。

结果表明

f M L P 显著增加 了 E os 分离的纯度
。

采用 比重为 1
.

08 2

一 1
.

1 0 0 的 P e r e o l l 密度梯度可使分离的 E o s 纯度达

到 9 6% 以上
,

同时使大部分 E o s 得 以回收
。

为证实 f M L P 是否影响 E os 的存活活性
,

本研究

对 f M L P 分离 的 E o S 进行了体外培养和活力观察
。

体

外培养 E o s 存活时 间
,

细胞因 子对 E o s 存活 的作用
,

均与文献「5〕报道一致
,

表明 f M L P 对 E o S 的存活功能

没有影响
,

通过 f M L P 分离 的 E o S 完全能用于体外培

养观察研究
。

由于普通 P er co n 密度梯度分离 E o S 回收率低
,

为

获得足够数量的 E o S ,

既往研究 多选用 E o S 明显增 高

的外周血
,

来 自疾 病状态下的 E o s 必然影 响实验结果

的准确性
。

免疫磁珠法虽可有效分离正常人外周血的

E o s ,

但此法价格昂贵闭
。

本研究采用 fM L P 法能够分

离 E os 仅 占 2 %的正常人外周血
,

纯度与回 收率接近

于免疫磁珠法
,

20 m l 以 上的血液即可进行分离
,

经济

实用
,

为开展 E os 的研究提供 了有力的条件
。
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3 讨论

E o s 体外培养对研究 E o s 的功能及其在哮喘发病

中的作用
,

药物对 E o s 的作用机制均有重要作用
。

E os

系终末分化细胞
,

体外培养的前提是获得足够数量和

纯度 的 E o s 。

正常情况下
,

外周血 E o s 所 占的比例很

低
,

即使是支气管哮 喘患者
,

外周血 E o s 增高者亦不

多见 lj[
。

E o s 在所有 白细胞 中密度最大
,

分离 E o s 常用

的方法是采用 P e r e o l l 密度梯度 离心法
,

P e r e o l l 由聚

烯丙酮包被的胶样硅粒组成
,

具有低渗性和低粘性的

特点
,

从而容易获得等渗密度梯度
,

对所分离的细胞功

能活性 没有影响
。

P e r e o l l 密度梯度为 1
.

0 8 6~ 1
.

1 0 0

时
,

分离获得的 E o S 纯度可达 86 % 以上
,

但 回收率仅

为 3 8%一 5 6%
,

显然相 当部分密度低 于 1
.

08 6 的 E os

被丢失 [ 2〕。

将上层 P e r e o l l 密度调至 1
.

0 8 6 以下
,

虽可

增高 E o s 的 回收率
,

但 E o s 的纯度也将 明显降低
,

这

是 由于部分 E o s 与中性粒细胞密度重叠所致
。

fM L P

是一种趋化肤
,

研究发现低浓度的 f M L P 具有激活 中

性粒细胞
,

同时降低 中性粒细胞密度的作用
,

而对 E os
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