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流式技术监控小鼠脾细胞裂解过程#在确保脾淋巴细胞高活力的同时#充分裂解其中的红细胞+方法
!

以流
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和
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.
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两种红细胞裂解液的裂解效果#通过细胞融合率判断淋巴细胞活力+结果
!

结合
VJ2

和
1M

荧光强度分析#在确保淋巴细胞相对存活率大于或等于
'#]

的前提下#

02e

处理
#&<

!

%?)+

即可去除
'#]

以上的红细胞#

HE)*-

TF

.

2@

处理
%#?)+

也可去除
$/]

的红细胞#获得的淋巴细胞的融合效率为
$<]

!

'#]

+结论
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流式细胞术能够实时监控
02e

和
HE)*-TF

.

2@

的裂解过程#获得高质量的脾淋巴细胞以适用于杂交瘤细胞的制备+
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在单抗制备技术中!细胞融合效率的高低是获得阳性克隆

的关键"脾细胞和骨髓瘤细胞的融合比例则是决定细胞融合

效率的主要因素之一*

%

+

"脾细胞中存在的大量红细胞与脾淋

巴细胞在形态上差异不明显!显微镜下易误判!对脾细胞计数

造成很大困扰"通常利用乙酸溶液裂解红细胞后再进行脾细

胞计数(但是!乙酸处理后的脾细胞不能用台盼蓝染色法区分

死细胞和活细胞"由此!给后续的融合实验带来困难*

/

+

"流式

细胞术%

V2R

&是对单细胞定量分析和分选的新技术*

"-.

+

!不仅

可以区分死)活细胞!而且还能同时检测细胞形态与大小!可实

现同时监测死)活脾细胞与红细胞残留这两方面指标!为后续

细胞融合实验的成功奠定基础"本研究将流式细胞术引入

02e

和
HE)*-TF

.

2@

裂解红细胞的监控过程中!结合
VJ2

和

1M

荧光强度实时检测脾细胞中活细胞)死细胞)红细胞比例!

以不影响淋巴细胞存活为前提!建立适用于细胞融合前脾细胞

制备的红细胞裂解条件"
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材料与方法
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主要试剂
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主要仪器
!

XYV02J2C@)DKE

流式细胞仪!

P@

B

?

6

K*Mh,%

倒置荧光显微镜"

?&A

!

方法

?&A&?

!

制备小鼠脾细胞悬液
!

小鼠处死#

XC@D

$

8

小鼠摘眼球

放血!脱颈处死(无菌取脾脏#撕开毛皮!剪开腹膜!取出脾脏(

研磨#将脾脏置于培养皿中!加
/

!

.?G

的
YRZR

不完全培

养液!用注射器内芯研磨(制备脾细胞悬液#用吸管吹打数次!

用
,#

"

?

的晒网过滤除去碎片及筋膜!得脾细胞悬液"

?&A&@

!

制备小鼠淋巴细胞悬液
!

收集脾细胞悬液!
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%

/##
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&!离心
%#?)+

!弃上清!分为
'

个实验组!一组为不

裂解对照!其余组均加入
<?G

红细胞裂解液混匀!室温放置"

其中
"

组加入
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.
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裂解液!处理时间分别为
%

)
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和
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?)+
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组加入
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裂解液!处理时间分别为
#

)
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/#?GYRZR

不完全培养液中止裂解!
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离

心
%#?)+

(去掉上清!用
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的
YRZR

再洗涤
%

次"离心!

弃上清!

1XJ

重悬!

1M

染色!流式计数"
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细胞融合
!

将脾淋巴细胞与
J1/

$
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=
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按照
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的

比例在
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的
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6
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&作用下融合!

F0H

筛

选!计算融合率"
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!

统计学处理
!

数据统计采用
J1JJ%.&#

统计软件"计量
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资料以%

,_8

&表示"组间数据的比较采用卡方检验!检验水准

以
H

$

#&#<

为差异有统计学意义"
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结
!!

果
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红细胞裂解液%

HE)*-TF

.
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&裂解效果
!

1M

染色后!活细

胞为
1M

阴性"以
VJ2-F;)

=

45

为横坐标!

1M

荧光强度为纵坐

标!见图
%

"由图
%

%

0

!

Y

&可见!

HE)*-TF

.

2@

能够有效裂解脾

细胞中的红细胞!随着时间的延长!裂解效率增加"

HE)*-

TF

.

2@

处理
%#?)+

后!

$/]

红细胞可有效去除!且淋巴细胞相

对存活率为
'#]

!见表
%

"

@&@

!

红细胞裂解液%

02e

&裂解效果
!

02e

能够有效裂解脾

细胞中的红细胞"随着时间的延长!裂解效率增加!同时对淋

巴细胞的损伤也在加大%图
%

!

Z

!

M

&"监测结果表明!

02e

处

理
#&<

!

%?)+

!可有效去除
'#]

以上的红细胞!并获得相对存

活率为大于
'#]

的淋巴细胞%表
%

&"

表
%

!!

HE)*-TF

.

2@

及
02e

去红细胞效率及

!!!

淋巴细胞相对存活率

组别
HE)*-TF

.

2@

0 X 2 Y

02e

Z V [ F M

处理时间%

?)+

&

d % < %# # #&< % < %#

红细胞残留率%

]

&

%## '! "' %$ "< %# , ! "&<

淋巴细胞相对存活率%

]

&

%## '" '% '# '! '. '# ," ,#

!!

d

#无数据"

图
%

!!

脾细胞裂解效果图

@&A

!

红细胞裂解液作用下活的淋巴细胞和红细胞所占总细胞

比例的统计学分析
!

未经裂解的脾细胞中!红细胞占总细胞数

的
.<]

"经
HE)*-TF

.

2@

处理
<

)

%#?)+

后!其红细胞比例分别

降为
%']

和
'&$]

!去除率达
!%]

和
$/]

!差异有统计学意

义!见图
/

"经
02e

处理的脾细胞!红细胞去除效果更为明

显!

"#*

的裂解时间即可清除
!<]

的红细胞(裂解
%?)+

后!红

细胞去除率达
'#]

"但在裂解过程中!淋巴细胞活力也受到

一定的损伤"经流式监测发现!

HE)*-TF

.

2@

处理
%

!

%#?)+

或
02e

处理
#&<

!

%?)+

!可确保大于
'#]

的活淋巴细胞不受

裂解液影响"

图
/

!!

不同红细胞裂解液作用下活淋巴细胞

存活率和红细胞比例

@&C

!

细胞融合率
!

裂解液对淋巴细胞的损伤仅仅从细胞形态

来判断是不够的!细胞融合率是判定裂解液对淋巴细胞中
X

细胞活力影响的最佳选择"将脾淋巴细胞与
J1/

$

#

细胞以

<j%

比例融合!见图
"

!裂解后的脾淋巴细胞相对存活率大于

或等于
'#]

且红细胞残留率小于
/#]

%表
%

中
Y

)

V

)

[

&时!其

融合率皆为
$<]

!

'#]

(未裂解或裂解后相对存活率小于

'#]

及红细胞残留率大于
/#]

的脾细胞%表
%

&!融合效率皆小

于
$<]

%图
"

中
0

)

F

和
M

&"说明裂解后脾淋巴细胞相对存活

率是决定细胞融合率的关键因素(而且大量红细胞残留对细胞

融合率有影响!并且!残留的红细胞对脾细胞计数带来困扰!影

响精确计算融合比例"综合考虑融合率)淋巴细胞存活率)红

细胞去除率三大因素!作者认为判定脾细胞裂解的最佳条件是

红细胞去除率大于或等于
$#]

和脾淋巴细胞相对存活率大于

或等于
'#]

!即以
HE)*-TF

.

2@

处理
%#?)+

或
02e

处理
#&<

!

%?)+

的条件为最佳!所获得的淋巴细胞可适用于高效率杂交

瘤细胞的制备"

图
"

!!

不同红细胞裂解液作用下活淋巴细胞的融合率

A

!

讨
!!

论

脾细胞制备淋巴细胞时!通常判定红细胞去除率和淋巴细

胞损伤的方法是!用台盼蓝染色法区分细胞的死活!乙酸溶液

裂解法判定脾淋巴细胞得率"但该方法存在诸多不足#红细胞

与淋巴细胞的大小相近!在显微镜下判定界限不明确!很容易

误判(台盼蓝染色法计数需要在
/

!

<?)+

内完成才能保证数

据准确性(台盼蓝染色和乙酸裂解需单独进行!不能在一个实

验内完成(计数时!制备样品)稀释样品)计数板冲板等操作都

会存在人为误差*

<

+

"利用流式技术则能很好地解决上述问题!

1M

染色后!根据
1M

荧光强度判定死)活细胞比例!

VJ2

则能有

效区分红细胞和脾淋巴细胞"

裂解红细胞的方法很多"但是!无论哪种裂解液!在裂解

红细胞的同时也损伤淋巴细胞的活力*

!

+

"因此!最佳裂解方案

应依据具体实验材料而确定"

HE)*-TF

.

2@

和
02e

的主要成

分为氯化铵!氯化铵利用红细胞渗透脆性及细胞内外盐离子浓

度差裂解红细胞"本研究显示!氯化铵的缓冲液成分对脾红细

胞的去除率和淋巴细胞损伤率存在差异"

02e

以
eF2P

"

和

TC

/

-ZYH0

为缓冲体系(相对于
HE)*-F2@

缓%下转第
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究的
%/%

例
0J

患者中有
%%

例是
FG0-X/,

d

!同样的!

$$

例健

康对照中也有
$

例为
FG0-X/,

c

!所以
X/,

的检测不能代替
h

线下所见作为确诊
0J

的证据!它只能作为
0J

基因易感性的

标志物!其结果必须结合临床症状及配合其他检查作出分析"

FG0-X/,

抗原检测目前常规使用流式细胞法!陈志坚和

李山*

!

+报道!其敏感性和特异性都远远高于传统的微量淋巴细

胞毒法!本文也对流式细胞法检测
FG0-X/,

的
V11

及
RV

进

行了方法学评价!发现
V11

和
RV

的对诊断
0J

的灵敏度和特

异度都很高!尤其是
V11

检测的特异度达到
$'&$]

!

RV

检测

的灵敏度达到
'#&']

!而联合检测
V11

和
RV

可以大幅提高

检测的灵敏度)阴性预测值!大幅降低漏诊率!且对特异度影响

不大!能对灵敏度和特异度进行综合分析的
>̀K:;+

指数为

$/&#

!是最理想的检测方式!可以为临床提供更准确的提示!协

助
0J

的早期确诊"并且国外经过长期的方法质量验证证

明*

,

+

!流式细胞法检测
FG0-X/,

标准化程度高!可同时测定

细胞多个参数!准确)敏感)特异)重复性好!且操作简便快捷!

所需标本量少!无需分离单个淋巴细胞!是目前最优的检测

方法"

但流式细胞法所用的单克隆抗体在检测
FG0-X/,

时会

与多种其他
FG0

抗原%特别是
FG0-X,

&发生交叉反应!对检

测结果造成影响"

I@E)84

*

$

+使用
FG0-X,

$

X/,

双色标记来排

除这种干扰!而
YCE9;

和
2>C5;*

*

'

+则用
FG0-X/,

及其亚型
X-

/,#$

双抗体检测来减少交叉反应"目前!国内常用的
X;89-

?C+-2>K@5;E

有商品化
FG0-X/,-VMH2

$

FG0-X,-1Z

双标单克

隆抗体试剂!本研究使用这种方法对
FG0-X/,

$

X,

进行分析!

发现在非
0J

的两组
FG0-X/,

c

$

FG0-X,

c 模式
V11

和
RV

都显著高于
FG0-X/,

c

$

FG0-X,

d 模式!而
0J

组则与之相

反!证明了
FG0-X,

d交叉反应可能会引起的
FG0-X/,

c假阳

性"还有一些
0J

患者为
FG0-X/,

d

!其中有部分为
FG0-

X,

c

!

JC?

6

C)>-XCEE>*

等*

%#

+也有过类似报道!这可能是
0J

的

易感性有多个基因操控!除了
FG0-X/,

这个主基因!还有包

括
FG0-X,

在内的许多微效基因与之相关!

FG0-X,

不仅是

FG0-X/,

检测的干扰因子!它也是
0J

的易感因子"但是由

于本研究较局限!对这一假说仍需进一步的研究证明"
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的情况下!
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以上的红细
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缓冲和调控红细胞裂解过程!避免溶血过度!保护白细胞的形

态和活性"可见!通过控制裂解条件和采用合适的缓冲体系可

以将氯化铵在完全裂解红细胞的同时对淋巴细胞的损害降到
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