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　　摘　要：目的　建立一种准确且对细胞活性干扰少的分离人肠道组织中ＣＤ３＋ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞的分选方法。方法　首先用

消化酶分解人肠道组织，４０μｍ细胞滤器过滤获得细胞悬液。Ｐｅｒｃｏｌｌ连续密度梯度离心法分离细胞悬液收集单个核细胞，然后通

过流式细胞仪分选法（ＦＡＣＳ）分选单个核细胞中的ＣＤ３＋ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞。分选后的细胞采用细胞存活率、细胞纯度和形态观

察对分选方法进行评价。结果　消化酶能够很好地分解人肠道组织获得细胞悬液，Ｐｅｒｃｏｌｌ连续密度梯度离心法收集的单个核细

胞中ＣＤ３＋ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞纯度为（４３．９±７．３）％，ＦＡＣＳ分选后ＣＤ３＋ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞纯度为（９６．９±１．２）％，差异有统计学

意义（犘＜０．０１）。分选后的细胞存活率为（９７．８±１．６）％，细胞的形态保持完整。结论　Ｐｅｒｃｏｌｌ连续密度梯度离心法联合ＦＡＣＳ

收集人肠道组织的ＣＤ３＋ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞纯度高，且对细胞形态和存活率影响小并可在无菌条件下进行，分选的细胞可继续用

于其他功能的研究。
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　　ＣＤ３
＋ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞在人肠道组织免疫系统中非常重

要。目前ＣＤ３＋ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞可以分为 Ｔｈ１、Ｔｈ２、Ｔｈ１７、

Ｔｆｈ、Ｔｈ９和Ｔｒｅｇ六类
［１２］。Ｔｈ１、Ｔｈ２和 Ｔｒｅｇ等是一种免疫

调节性Ｔ淋巴细胞，在调节机体免疫反应及炎症中发挥重要

作用。大量动物实验表明，给予调节性Ｔ细胞可治愈实验动

物肠道炎症，这种治疗方法理论上对人炎症性肠病同样可

行［３］。在抗肠道肿瘤方面，ＣＤ３＋ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞通过分泌

ＩＬ２、ＩＬ４、ＩＬ５、ＩＬ６、ＩＦＮγ和ＴＮＦ等细胞因子和直接杀伤肿

瘤细胞起到抗肿瘤作用［４５］。此外，ＣＤ３＋ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞在

辅助Ｂ淋巴细胞免疫应答、自身免疫和超敏反应等方面发挥

着重要作用［６８］，因此获取高纯度和足够数量的肠道 ＣＤ３＋

ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞是对其进一步研究的基础。本实验通过Ｐｅｒ

ｃｏｌｌ连续密度梯度离心法联合流式细胞仪分选法（ｆｌｕｏｒｅｓ

ｃｅｎｃｅａｃｔｉｖａｔｅｄｃｅｌｌｓｏｒｔｉｎｇ，ＦＡＣＳ）获得人肠道 ＣＤ３
＋ＣＤ４＋Ｔ

淋巴细胞，从而建立一种新的分选方法。

１　材料与方法

１．１　标本来源　人肠道组织取自２０１２年９月至２０１３年１月

收住桂林医学院附属医院普外科结肠癌患者的距病变边缘５

ｃｍ的正常组织术中标本１５例（年龄４５～８３岁，平均６３．２

岁），所有标本均在手术切除后迅速置于冷冻的磷酸盐缓冲液

（ＰＢＳ）中保存。全部病例术前均未行放、化疗。

１．２　主要试剂和材料　脱氧核糖核酸酶Ⅰ（美国Ｓｉｇｍａ公

司），中性蛋白酶（北京索莱宝科技有限公司），胶原蛋白水解酶

Ⅳ（美国Ｓｉｇｍａ公司），台盼蓝染料（美国Ｓｉｇｍａ公司），Ｐｅｃｏｌｌ
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分层液（美国ＧＥ公司），ＰＢＳ（北京中杉金桥生物技术有限公

司），胎牛血清（美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司），４０μｍ细胞滤器（美国ＢＤ

公司）。流式细胞荧光标记抗体：鼠抗人 ＣＤ３ＦＩＴＣ、鼠抗人

ＣＤ４ＰｅｒＣＰ、鼠 抗 人 ＣＤ３ＦＩＴＣ 同 型 对 照 为 鼠 抗 人 ＩｇＧ３

ＦＩＴＣ、鼠抗人ＣＤ４ＰｅｒＣＰ同型对照鼠抗人ＩｇＧ１ＰｅｒＣＰ（美国

ＢＤ公司）。

１．３　主要仪器　净化工作台（苏州净化ＳＷＣＪ２ＦＤ型），恒温

振荡器（太仓市科教器材厂 ＨＺ９２１１Ｋ型），流式细胞仪（美国

ＢＤ公司ＦＡＣＳＡｒｉａⅢ型），显微镜（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公司ＢＸ６０

型），台式高速冷冻水平离心机（美国Ｔｈｅｒｍｏ公司ＬｅｇｅｎｄＲＴ

Ｐｌｕｓ型）。

１．４　方法

１．４．１　人肠道单个核细胞制备　（１）术中取得的人肠道组织

去除肠系膜脂肪组织，纵向切开肠道，并用４℃的ＰＢＳ缓冲液

冲洗人肠道组织后切成１ｍｍ２ 的小块；（２）组织块放入盛有

５ｍＬＰＢＳ（内含有４％的胎牛血清、０．５ｍｇ／ｍＬ胶原蛋白水解

酶Ⅳ、０．５ｍｇ／ｍＬ脱氧核糖核酸酶Ⅰ和５０Ｕ／ｍＬ中性蛋白

酶）的培养皿中，将培养皿置于恒温摇床上３７℃３０ｍｉｎ，然后

用４０μｍ的细胞滤器过滤。此过程重复３次；（３）３次消化的

细胞悬液沿管壁缓慢加入加入盛有６０％ Ｐｅｃｏｌｌ分层液（比重

１．０７７ｇ／ｍＬ）的离心管中，形成清晰的界面。用台式高速冷冻

水平离心机２０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ后，小心吸取Ｐｅｃｏｌｌ分层

液界面上环状乳白色层，用２ｍＬＰＢＳ重悬
［９］。６ｈ内流式细

胞仪检测。

１．４．２　流式细胞仪检测和分选　配制两管浓度为２×１０
６／ｍＬ

的单个核细胞，一管加入抗ＩｇＧ３ＦＩＴＣ和抗ＩｇＧ１ＰｅｒＣＰ流式细

胞荧光标记抗体各２０μＬ，另一管加入抗ＣＤ３ＦＩＴＣ和抗ＣＤ４

ＰｅｒＣＰ流式细胞荧光标记抗体各２０μＬ。混匀后置２５℃避光孵

育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤两次，用４００μＬ的ＰＢＳ悬浮上机。将流式

细胞仪调整至最佳工作状态，以ＣＤ３＋的细胞设门收集细胞，检

测细胞免疫表型为ＣＤ３＋ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞百分比并分选。

１．４．３　分选后细胞存活率与细胞纯度的鉴定　将ＦＡＣＳ分选

后的细胞悬液与０．４％的台盼蓝染液按９∶１体积比混匀，３

ｍｉｎ内加入改良牛鲍计数板置于显微镜下观察细胞存活率。

细胞存活率计算公式如下：细胞存活率＝染色阴性细胞数／细

胞总数×１００％；细胞纯度的鉴定使用流式细胞仪对分选后的

ＣＤ３＋ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞进行回测。

１．４．４　细胞形态的观察　用Ｇｉｅｍｓａ染色法对Ｐｅｒｃｏｌｌ连续密

度梯度离心法收集的单个核细胞和ＦＡＣＳ分选后的细胞进行

染色并观察。

１．５　统计学处理　使用ＳＰＳＳ１８．０软件进行统计学分析，计

量资料用狓±狊表示，组间比较狋检验进行比较，以犘＜０．０５为

差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＣＤ３
＋ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞纯度　Ｐｅｒｃｏｌｌ连续密度梯度离

心法收集的单个核细胞中 ＣＤ３＋ＣＤ４＋Ｔ 淋巴细胞纯度为

（４３．９±７．３）％，ＦＡＣＳ分选后ＣＤ３＋ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞纯度为

（９６．９±１．２）％，两者比较差异有统计学意义（犘＜０．０１）；图１

为其中一次分选前后ＣＤ３＋ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞纯度对比的流式

细胞仪检测结果。

２．２　细胞形态的观察　通过Ｇｉｅｍｓａ染色法观察到分选前收

集的单个核细胞中可见单核细胞和淋巴细胞，但在经ＦＡＣＳ分

选后就只剩下形态一致的淋巴细胞。见图２。

　　Ａ：分选前；Ｂ：分选后。

图１　　分选前、后ＣＤ３＋ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞纯度对比

　　Ａ：分选前；Ｂ：分选后。

图２　　分选前、后细胞形态的观察（Ｇｉｅｍｓａ染色法×１０００）

２．３　分选后ＣＤ３
＋ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞存活率检测　台盼蓝染

色显示分选后细胞存活率为（９７．８±１．６）％。

３　讨　　论

目前用于ＣＤ３＋ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞分选的主要方法有免疫

磁珠分离法和ＦＡＣＳ。本实验通过被越来越广泛应用的ＦＡＣＳ

建立分选人肠道组织中ＣＤ３＋ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞的方法。作者

首先用消化酶分解人肠道组织获得细胞悬液，通过Ｐｅｒｃｏｌｌ分

层液提取出单个核细胞。Ｐｅｒｃｏｌｌ分层液是一种包裹了多聚吡

咯烷酮的硅胶颗粒混悬液，对细胞无毒性和刺激性，相对便宜

且容易获得的经典分离试剂，利用其物理性质可用于比重不同

的细胞的分离［１０］。但由于Ｐｅｒｃｏｌｌ分层液分离的细胞纯度不

高，收集的单个核细胞中含有较多的单核细胞、极少量的中性

粒细胞和肠道上皮细胞，而ＣＤ３＋ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞细胞纯度

仅为（４３．９±７．３）％。

然后采用ＦＡＣＳ对收集的单个核细胞进行分选。ＦＡＣＳ

是利用流式细胞仪检测各类细胞的特性信息并存储在计算机

中，当细胞的特性与要分选的细胞相同时，流式细胞仪对含有

此类细胞的液滴充以特定的电荷，而不符合分选条件的细胞液

滴不被充以电荷。当带有电荷的细胞液滴落入静电场时，因带

有特定的电荷发生偏转落入指定的收集器内，从而分选出目的

细胞［１０１２］。对分选前后的细胞经 Ｇｉｅｍｓａ染色后进行观察形

态，作者发现分选前收集的单个核细胞中的单核细胞、中性粒

细胞和肠道上皮细胞已被筛除，只留下形态一致的淋巴细胞。

经过流式细胞仪测定分选的细胞，被确定为ＣＤ３＋ＣＤ４＋Ｔ淋

巴细胞。通过与分选前ＣＤ３＋ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞纯度（４３．９±

７．３）％相比，分选后 ＣＤ３＋ＣＤ４＋Ｔ 淋巴细胞纯度（９６．９±

１．２）％，明显提高。进一步对细胞存活率检测显示分选后的细

胞为具有活力，性质一致且纯度极高的人肠道ＣＤ３＋ＣＤ４＋Ｔ

淋巴细胞。

因此，Ｐｅｒｃｏｌｌ连续密度梯度离心法联合ＦＡＣＳ分离人肠

道组织的ＣＤ３＋ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞方法切实可行，且可以在无

菌的条件下分选。分选后的细胞有极高的纯（下转第２１０页）
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实反对吸烟的比例相对较低［１４］。本次研究也看出对待大学生

吸烟的态度对该校女大学生吸烟有很大的影响。

３．５　周围朋友吸烟情况　有研究表明，青少年周围环境的榜

样示范（吸烟行为）和强化作用是影响其吸烟的主要因素，同伴

和父母与青少年接触最多，影响也最大［１５］。周围人吸烟往往

是大学生初吸的带动因素且是他们吸烟的主要引发者和主要

参与者。本次调查也显示处于不同香烟环境的该校女大学生

吸烟率和尝试吸烟率不同，经统计检验差异有统计学意义

（犘＜０．０５）。

从本次研究可以看出，该校女大学生香烟接触率较高，针

对医学院校女大学生开展控烟干预工作是非常必要的。本次

调查显示生源地、对待吸烟态度、周围朋友吸烟是该校女大学

生吸烟的重要危险因素，而专业、年级的影响较小。
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度和活性，可用于研究其抗肠道肿瘤的机制、输注ＣＤ３＋ＣＤ４＋

Ｔ淋巴细胞治疗炎症性肠病的作用、ＨＩＶ感染与肠道免疫系

统关系［１３］和其分泌细胞因子在肠道炎症反应的作用等生物学

功能。
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