Способы выделения лейкоцитов из образца цельной крови и проверка их эффективности методом проточной цитометрии
Кожухов И. И.
Студент 4 курса

Московский государственный университет имени М.В.Ломоносова, 
Физический факультет, Москва, Россия
Email: kozhukhov.ii18@physics.msu.ru
Содержание лейкоцитов в крови по отношению к эритроцитам мало – на 1000 эритроцитов приходится в среднем 1 лейкоцит, что затрудняет эксперименты по изучению лейкоцитов в образце цельной крови. В данной работе была поставлена цель выделения лейкоцитов крови 2 способами и оценка их эффективности методом проточной цитометрии [1].
Способ №1. Лизис эритроцитов холодным (8°C) хлоридом натрия (0,9%) в надосадочной жидкости после оседания основной массы эритроцитов путем отстаивания пробирки с цельной кровью [2];
Способ №2. Фракционирование слоя, обогащенного лейкоцитами: отделение слоя лейкоцитов после центрифугирования цельной крови и отделения плазмы с тромбоцитами [3].
В работе приведен анализ эффективности выделения клеток на проточном цитометре. Метод заключается в измерении интенсивности прямого и бокового рассеяния лазерного излучения на одиночных клетках крови, содержащихся в образце. Как правило, интенсивность прямого рассеяния коррелирует с размером клетки, интенсивность бокового рассеяния коррелирует с гранулярностью клетки. На долю гранулоцитов (нейтрофилов) приходится 40-70% всех лейкоцитов в крови, из-за их высокой гранулярности их легко обнаружить данным методом. 

 Построена калибровочная прямая для точного определения размеров частиц. 
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Рисунок 1. Интенсивность бокового и прямого рассеяния лазерного излучения на образце, полученном путем лизирования эритроцитов. Цветами обозначено плотность клеток на определенном участке светорассеяния (красный цвет – максимальная плотность сигнала; синий – минимальная). Отмеченная кругом область соответствует интенсивности прямого и бокового рассеяния на гранулоцитах. Сопоставить величину интенсивности с размером и гранулярностью клетки нам позволила предварительная калибровка.
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Рисунок 2. Интенсивность бокового и прямого рассеяния лазерного излучения на образце, полученном путем фракционирования слоя, обогащенного лейкоцитами. Цветами обозначено количество плотность клеток на определенном участке светорассеяния (красный цвет – максимальная плотность сигнала; синий – минимальная). Сопоставляя размеры клеток и интенсивности сигналов, можно заключить, что данным способом не удалось выделить лейкоциты из крови. Отмеченная эллипсом область соответствует интенсивности прямого и бокового рассеяния на эритроцитах.  
По результатам эксперимента можно заключить, что выделение лейкоцитов путем лизиса эритроцитов позволяет получить образец, содержащий лейкоциты (гранулоциты) в достаточном количестве, чтобы однозначно идентифицировать их по интенсивности прямого и бокового рассеяния. Образец, полученный путем фракционирования слоя, обогащенного лейкоцитами, содержит малое количество гранулоцитов, которое не удалось обнаружить данным методом.
Исследование выполнено в рамках Программы развития Междисциплинарной научно-образовательной школы Московского университета «Фотонные и квантовые технологии. Цифровая медицина» и при финансовой поддержке гранта Российского научного фонда №20–45–08004.
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