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３种获得中性粒细胞方法的比较及应用的探讨
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　　摘　要：目的　比较诱导髓系白血病细胞株分化法、外周血分离纯化法、诱导造血干细胞定向分化法３种获得中性粒细胞的

方法。方法　用１μｍｏｌ／Ｌ全反式维甲酸（ＡＴＲＡ）诱导ＮＢ４细胞分化；用红细胞裂解法结合免疫磁珠法分离纯化外周血中性粒

细胞；用Ｐｅｒｃｏｌｌ密度梯度离心法结合免疫磁珠法分离纯化外周血干细胞，然后用ＧＭＣＳＦ和ＧＣＳＦ诱导粒细胞的产生。３种方

法获得的细胞通过 ＭＧＧ染色检测细胞形态及中性粒细胞纯度，利用免疫荧光技术检测ＣＤ１８蛋白的表达及胞内分布特点。

结果　诱导ＮＢ４细胞分化可获得约４０％的中性粒细胞，从外周血分离纯化的中性粒细胞纯度约为９０％，通过诱导造血干细胞定

向分化可获得７０％以上的中性粒细胞。免疫荧光结果显示，３种方法获得的中性粒细胞，ＣＤ１８蛋白的表达强度无明显不同，也都

呈现点状分布。结论　红细胞裂解法结合免疫磁珠法分离纯化外周血中性粒细胞，纯度高、活性好，有利于快速检测新鲜血液样

本中的中性粒细胞；诱导造血干细胞定向分化获得的中性粒细胞，活性高，可在体外维持长达几天之久，可应用于中性粒细胞长时

间的体外试验。
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　　中性粒细胞是体内重要的免疫细胞，中性粒细胞参与、促

进炎症反应，有利于机体的免疫防御，但是炎性反应也会对机

体组织产生损伤［１］，因为炎症部位大量中性粒细胞释放的溶酶

体颗粒不但可杀灭病原微生物，同时对自身组织细胞也有很强

的细胞毒作用［２］。因此可见，中性粒细胞的凋亡有利于炎性反

应的及时中止，减少机体组织的过度损伤。要研究中性粒细

胞，获得高纯度高活性的细胞是重要的一步。由于目前还没有

中性粒细胞的细胞系，中性粒细胞离体后存活时间又短，在体

外最多存活几个小时，因而目前在研究中性粒细胞凋亡的论著

中多采用两种方法获得中性粒细胞：一种方法是通过诱导白血

病细胞系例如 ＨＬ６０、Ｕ９３７、ＮＢ４细胞定向分化获得较成熟的

粒细胞［３４］；一种方法是通过诱导造血干细胞定向分化获得中

性粒细胞［５６］。当然获得中性粒细胞最快捷的方法是直接从外

周血分离纯化［７８］。本文同时采用这３种方法获得中性粒细

胞，通过细胞形态、功能蛋白的表达比较这３种方法，探讨它们

在研究中性粒细胞中的应用。

１　资料与方法

１．１　一般资料　健康人静脉血，均得到健康志愿者的知情
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同意。

１．２　仪器与试剂　人干祖细胞富集试剂盒和人中性粒细胞富

集试剂盒购自ＳｔｅｍＣｅｌｌ公司，人淋巴细胞分离液购自天津灏

洋生物制品科技有限责任公司，生长因子ｈＳＣＦ、ｈＴＰＯ、ｈＦｌｔ３

Ｌｉｇａｎｄ、ｈＧＭＣＳＦ和ｈＧＣＳＦ购自ＰｅｐｒｏＴｅｃｈ公司，小鼠抗人

ＣＤ１８单克隆抗体购自Ａｂｃａｍ公司，ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ４８８标记的羊

抗小鼠ＩｇＧ荧光抗体购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，ＡｎｎｅｘｉｎＶ凋亡检

测试剂盒购自Ｒｏｃｈｅ公司。正置荧光显微镜和照相系统购自

Ｎｉｋｏｎ公司，流式细胞仪购自ＢＤ公司。

１．３　中性粒细胞的获得

１．３．１　定向诱导人急性早幼粒白血病细胞株细胞获得中性粒

细胞　人急性早幼粒白血病细胞株 ＮＢ４细胞用含１０％胎牛

血清的ＲＰＭＩ１６４０培养基在３７℃、５％ ＣＯ２、饱和湿度下培

养，用１μｍｏｌ／ＬＡＴＲＡ诱导 ＮＢ４细胞定向分化，在分化的不

同时间收集细胞进行后续检测。

１．３．２　从健康人外周血分离中性粒细胞　在得到健康志愿者

知情同意后，用采血管收集外周血，将外周血先用红细胞裂解

液适度裂解，立即通过离心的方法收集未被裂解的细胞，用人

中性粒细胞富集试剂盒分离纯化，即先用ＰＢＳ缓冲液将待分

离细胞浓度调至５×１０７ｃｅｌｌ／ｍＬ，加入混合第一抗体（５０μＬ／

ｍＬ细胞），混匀、静置１０ｍｉｎ，然后加入磁珠标记的第二抗体

（１００μＬ／ｍＬ细胞），混匀、静置１０ｍｉｎ，之后将细胞悬液放入

磁场中静置５ｍｉｎ，收集未被标记的细胞即为中性粒细胞，因

为本 方 法 去 除 了 ＣＤ２＋、ＣＤ３＋、ＣＤ９＋、ＣＤ１９＋、ＣＤ３６＋、

ＣＤ５６＋，或血型糖蛋白Ａ＋的细胞。

１．３．３　定向诱导分化健康人外周血干细胞获得中性粒细胞　

在得到健康志愿者知情同意后，用采血管收集外周血，然后用

淋巴细胞分离液密度梯度离心法分离细胞，收集含有外周血干

细胞（ＰＢＳＣ）的白膜，白膜细胞用缓冲液ＰＢＳ洗２次后，用人干

祖细胞富集试剂盒分离纯化，即利用免疫磁珠法去除ＣＤ２＋、

ＣＤ３＋、ＣＤ１１ｂ＋、ＣＤ１１ｃ＋、ＣＤ１４＋、ＣＤ１６＋、ＣＤ１９＋、ＣＤ２４＋、

ＣＤ４１＋、ＣＤ５６＋、ＣＤ６６ｂ＋，或血型糖蛋白 Ａ＋的细胞，获得造血

干祖细胞。分离纯化后的干祖细胞用含１００ｎｇ／ｍＬｈＳＣＦ、１００

ｎｇ／ｍＬｈＴＰＯ和１００ｎｇ／ｍＬｈＦｌｔ３Ｌｉｇａｎｄ的培养液３７℃、５％

ＣＯ２、饱和湿度下培养４８ｈ，然后用含２０ｎｇ／ｍＬ的ｈＧＭＣＳＦ

和２０ｎｇ／ｍＬ的ｈＧＣＳＦ的培养液３７℃、５％ＣＯ２、饱和湿度下

继续培养，在分化的不同时间收集细胞进行后续检测。

１．４　细胞早期凋亡检测　与通过培养获得中性粒细胞不同，

健康人外周血被采集后，其中的中性粒细胞通常凋亡很快。因

而，对从健康人外周血分离中性粒细胞进行凋亡检测，细胞用

ＰＢＳ洗后，用ＡｎｎｅｘｉｎＶ标记磷脂酰丝氨酸作为早期凋亡的标

记，同时用ＰＩ标记坏死的细胞，孵育后用流式细胞仪检测。

１．５　免疫荧光技术检测中性粒细胞ＣＤ１８的表达　待测细胞

用ＰＢＳ洗２次后多聚甲醛固定，用０．０５％ＴｒｉｔｏｎＸ１００孵育

从而使细胞膜表面通透，用间接免疫荧光法进行标记，所用第

一抗体为小鼠抗人ＣＤ１８抗体，第二抗体为ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ４８８标

记的羊抗小鼠ＩｇＧ荧光抗体，荧光显微镜观察并照相记录。

２　结　　果

２．１　ＮＢ４细胞定向分化过程中的形态变化　人急性早幼粒

白血病细胞株细胞 ＮＢ４在１μｍｏｌ／ＬＡＴＲＡ诱导下分化，分

别在分化前及分化第２、４、６天收集细胞、涂片、染色、光学显微

镜下观察、拍照。结果如图１及表１所示，分化第２天的 ＮＢ４

细胞仍处于早幼粒细胞阶段，但核浆比稍有减少（图１Ｂ）；第４

天ＮＢ４细胞分化明显，出现３６％～４２％的中幼粒细胞和晚幼

粒细胞（图１Ｃ），并出现少量分叶核、杆状核粒细胞；第６天

ＮＢ４细胞进一步分化，成熟粒细胞比例进一步升高（＞４０％），

但同时细胞总数明显下降，可见较多凋亡和死亡细胞，并且成

熟粒细胞中大部分细胞（约６０％）出现体积膨大（图１Ｄ），提示

这些细胞可能已进入早期凋亡阶段。因此，ＮＢ４细胞被１

μｍｏｌ／ＬＡＴＲＡ诱导分化后第４、５天是收集细胞进行中性粒

细胞研究的理想时间。

　　Ａ：未分化；Ｂ：分化第２天；Ｃ：分化第４天；Ｄ：分化第６天；标尺：１０

μｍ。

图１　　ＮＢ４细胞分化前后的细胞形态（１０００×）

表１　　ＮＢ４细胞分化前后细胞成分的变化（狓±狊，％）

分化情况
早幼

粒细胞

中、晚

幼粒细胞

杆状核、分叶

核粒细胞

凋亡或

死亡细胞

未分化 ９９±１ － － －

第２天 ９９±１ － － －

第４天 ５５±３ ３９±３ ６±１　 －

第６天 ５±１ １７±１ ４７±３ ３１±２

　　：其中约有６０％粒细胞体积膨大；－：无数据。

２．２　从健康人外周血分离纯化的中性粒细胞的形态与活性　

收集的抗凝外周血，经红细胞裂解液适度裂解后用免疫磁珠法

分离纯化，得到的细胞立即进行细胞涂片和染色，同时用流式

细胞术检测中性粒细胞的活性。中性粒细胞的形态如图２Ａ

所示，显微镜下计数，中性粒细胞纯度大于９０％；通过Ａｎｎｘｉｎ

Ｖ标记及流式细胞术检测，如图２Ｂ和图２Ｃ所示，中性粒细胞

存活率大于８５％。

　　Ａ：分叶核粒细胞的形态；Ｂ：中性粒细胞的大小分布；Ｃ：中性粒细

胞的活性；标尺：１０μｍ。

图２　　从健康人外周血分离纯化的中性粒细胞的

形态（１０００×）与活性

２．３　外周血干细胞定向分化过程中的形态变化　外周血干细

胞在造血生长因子的刺激下迅速增殖，并逐渐向粒细胞分化，

如图３和表２所示，分化第８天以原始粒细胞为主要细胞；第

１２天以早幼粒细胞为主要细胞；第１６天仍然以早幼粒细胞为

主要细胞，但是也出现约２８％的中幼粒细胞和晚幼粒细胞；随

着细胞不断增殖分化，第２０天杆状核粒细胞和分叶核粒细胞
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成为主要细胞，同时有大约３７％的中、晚幼粒细胞；第２２天杆

状核粒细胞和分叶核粒细胞的比例继续上升，同时少见早幼粒

细胞及更原始的粒细胞；随后是晚幼粒细胞的减少，细胞增殖

速度减慢，培养体系基本是分叶核细胞，伴随粒细胞的终末分

化，中性粒细胞开始凋亡。

　　Ａ：第８天；Ｂ：第１２天；Ｃ：第１６天；Ｄ：第２０天；Ｅ：第２２天；Ｆ：第

２４天；标尺：１０μｍ。

图３　　外周血干细胞定向分化过程中的形态（１０００×）

２．４　免疫荧光技术检测中性粒细胞ＣＤ１８的表达　分别收集

分化第５天的ＮＢ４细胞、外周血中性粒细胞、外周血干细胞定

向分化后产生的中性粒细胞，利用免疫荧光技术标记ＣＤ１８分

子。见图４（见《国际检验医学杂志》网站主页“论文附件”），

ＣＤ１８在３种方法获得的中性粒细胞内均是点状分布，这与

ＣＤ１８是粒细胞的溶酶体蛋白一致，所不同的是，外周血中性

粒细胞的ＣＤ１８的点状分布在细胞内呈现较均匀地分布（图

４Ｂ），而外周血干细胞定向分化后产生的中性粒细胞和分化后

的ＮＢ４细胞的ＣＤ１８的点状分布在细胞内呈现极性（图４Ａ和

图４Ｃ），这可能与培养的细胞存在细胞细胞间的接触或细胞

基质间的接触有关。

表２　　外周血干细胞定向分化过程中细胞成分的

　　　　变化（狓±狊，％）

分化时间 原始粒细胞 早幼粒细胞
中、晚

幼粒细胞

杆状核、分

叶核粒细胞

凋亡或

死亡细胞

第８天 ５１±３ ３６±２ １２±１ １±１ －

第１２天 ３０±２ ５６±４ １１±１ ３±１ －

第１６天 １±１　 ６３±４ ２８±３ ８±２ －

第２０天 － １５±２ ３７±３ ４８±４ －

第２２天 － － ３２±２ ６８±２ －

第２４天 － － １７±２ ７３±３ １０±１

　　－：无数据。

３　讨　　论

通过体外实验研究中性粒细胞最方便的是用细胞系，虽然

目前还没有中性粒细胞系，但是一些髓系白血病细胞系例如

ＨＬ６０、ＮＢ４细胞，可以在全反式维甲酸的作用下，激活一些蛋

白的转录和翻译，这些新合成的蛋白促使细胞向成熟粒细胞发

育［３４］；造血干细胞在造血生长因子的刺激下可以首先分化成

髓系的共同祖细胞，在ＧＭＣＳＦ、ＧＣＳＦ的持续作用下，进一步

分化成为早幼粒细胞、中幼粒细胞、晚幼粒细胞，最终可分化为

中性粒细胞［５６］。

本文结果显示，用全反式维甲酸诱导 ＮＢ４细胞分化可获

得４０％以上的中性粒细胞，虽然纯度不高，但是该方法是体外

研究中性粒细胞最方便、最经济的方法。本文结果还显示，造

血干细胞在向粒细胞分化的过程中，各阶段粒细胞的是依次出

现的，２０ｄ以后，以中性粒细胞为主，并且成熟粒细胞比例不断

上升，至７０％以上。用这种方法获得中性粒细胞，纯度较高，

细胞活性在９５％以上，中性粒细胞能维持４～５ｄ，非常方便进

行各种体外试验，缺点是周期长、费用高。从外周血分离纯化

中性粒细胞是最快捷的方法，本文结果显示，红细胞裂解后免

疫磁珠负选，可得到纯度９０％以上、活性８５％以上的中性粒细

胞，可用于快速检测新鲜血液样本中的中性粒细胞。

另外，免疫荧光结果显示，分化后的 ＮＢ４细胞、外周血中

性粒细胞、造血干细胞分化后获得中性粒细胞，ＣＤ１８蛋白的表

达强度无明显差异，也均呈现点状分布，不同的是，外周血中性

粒细胞ＣＤ１８蛋白胞内分布无极性，而造血干细胞分化后获得

中性粒细胞和分化后的ＮＢ４细胞的ＣＤ１８蛋白胞内分布具有

一定极性。３个结果互为印证和补充。因此，对于采用何种方

式获得中性粒细胞，应根据研究项目的具体特点进行选择。
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