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采用纤维连接蛋白结合法分离

人 外 周 血 单 核 细 胞
①

侯凡凡② 叶任高

(中山医科大学肾脏研究所 ,广州
,

5 1 0 0 8 0)

提 要 利用 人单核细胞表面有纤维连接蛋白受体的特点
,

我们建立了一种分离
、

纯化人 外

周血单核细胞的方法
。

该法制备的细胞悬液单核细胞占 97 % 以上
,

纯度明显优于 iF co n
一

H y p aq ue

密度梯度离心法
。

单核细胞获得率近 5 倍于传统粘附法
,

且细胞活性保持在 97 肠以上
,

是一种分离

人外周血单核细胞的简单而有效的方法
。

关锐词 单核细胞 , 纤维连接蛋白 ; 分离技术
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医学科研和临床实验诊断时常需从人外

周血中分离单核细胞
。

以往多根据单核细胞

的功能特点 (粘附 )或物理性质 (密度 )进行分

离
,

而这些方法都存在一些共同缺点
,

如单核

细胞获得率偏低
,

细胞活性易受影响以及常

有其他细胞
,

尤其是淋巴细胞的污染等 lj[
。

目

前已证实
,

单核细胞膜表面有纤维连接蛋白

( F N )受体
,

可以在有镁离子存在的条件下与

F N 可逆地结合 2[]
。

根据这一特点
,

我们建立

了一种有效的从人外周血中分离
、

纯化单核

细胞的方法
。

1 材料与方法

1
.

1 F N 结合法分离人外周血单核细胞

1
.

1
.

1 单个核细 胞悬液的制备 用肝素抗

凝的新鲜全血
,

取 出血浆 10 ml
,

其余全血用

H a n k s
液按 l : l 稀释

。

用 F i e o l l
一

H y p a q u e ( d

~ 1
.

0 7 7) 密度梯度离心获得单个核细胞
。

将

细胞重 悬于 含 20 %新 生牛 血 清 ( N B )S 的

R P M I 1 6 4 0 ( f l o w l a b o r a t o r i e s ) 中
,

调整细胞

浓度至 2 x l o 6

/ m l
,

留取的血浆离心 火 2 0 0 9
,

15 m in 以除去血小板
,

备用
。

1
.

1
.

2 F N 包被培养瓶的 制备 将 2 %明胶

( F l u k a )溶液 l o m l 置于容量为 2 5m l 的塑料

培 养 瓶 中
,

37 ℃温 育 Zh
,

吸去 明胶 溶液
,

置

37 ℃干燥
、

贮存
。

包被用的 F N 来自两种途

径
:

①提纯的人 F N 由南京军区总医院免疫

科提供
。

用前用 p H 7
.

4 P B S 稀释成 2
.

s m g /

l o ml
。

②以上述去血小板的自体血浆作为
F N 的来源

,

将 F N 溶液或自体血浆 10 m l 加

入经明胶处理的培养瓶
,

37 ℃温育 60 im
n ,

吸

去瓶中液体
,

用 p H 7
.

4 p B S 洗 1次
,

置 3 7℃

备用
。

1
.

1
.

3 单核细 胞的分离 将上述单个核细

胞悬液 15 m l 加入 F N 包被的培 养瓶中
,

在

3 7℃
、

湿度饱和
、

5 % C O
:

温箱中孵育 6 0m i n ,

弃去非粘附细胞
,

用 37 ℃预温的 20 % N B S
-

R P M I 1 6 4 0轻轻洗 2 次
,

加 入 l o m l E D T A

溶液 ( l o m m o l / L E D T A
,

用 p H 7
.

4 不含钙
、

镁的 P B S 配 制
,

用 前 以 2 0 % N B S
一

R P M I

1 6 4 0按 一 l 稀释 )
,

3 7℃放 置 1 5m i n ,

使粘
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采用纤维连接蛋白结合法分离人外周血单核细胞 3 0 9

附细胞脱落
。

收集细胞
,

用 20 % N B S
一

R P M I

1 64 0洗 2 次
,

将细胞重悬于上述营养液中
。

1
.

2 其他方法分离人外周血单核细胞

1
.

2
.

1 F i e o l l
一

H y p a q u e 密度梯度 离心法

同前述的单个核细胞悬液的制备
。

1
.

2
.

2 单纯耘附 法 将 F i e o l l
一

H y p a q u e
密

度梯度离心分离的单个核细胞悬液 巧m l (2

x lo
`
细 胞 / m l ) 加 入 37 ℃预温 的容量 为

2 5 m l 的塑料培养瓶中
,

37 ℃
、

湿度 饱和
、

5 %

C O :
温箱中孵育 6 o m in

,

弃去非粘附细胞
,

用

3 7 ℃预温 的 2 0 % N B S
一

R P M I 1 6 4 0 洗 2 次
,

再加 入上述 E D T A 溶液 l o ml
,

并用橡皮刷

轻刮培养瓶底部
,

使粘附细胞脱落
。

洗涤细

胞
,

重悬于 2 0 % N B s
一

1 6 4 0 中
。

1
.

3 分离细胞的鉴定及分离效果的比较

取 3 例健康献血员的新鲜肝 素抗凝 全

血
,

每例血样品分别按上述 3 种方法分离单

核细胞
,

获得的细胞分别计数
,

调整细胞浓度

使均为 2 x 106 m l
。

按文献方法 3[] 用非特异酷

酶染色加氟化钠抑制试验确定单核细胞所占

的百分比
,

从单个核细胞悬液中获取的单核

细胞 比例按下列公式计算
:

粘附细胞中醋酶

阳性 ( E 十 ) 细胞数 /单个 核细胞中 E 十细胞数

x 10 o
。

淋 巴细胞所占的比例用抗人 C D
3

单

克隆抗体 (军事医学科学院 )作 A P A A P 法染

色 (药盒由军事医学科学院提供 )确定
。

活性

细胞比例用台盼蓝拒染试验测定
。

所有确定

细胞 比例均计数 20 0 个细胞 /次
,

取 2 次计数

的平均值表示
。

2 结 果

用 F N 结合法分离单核细胞的效果及与

其它两种分离方法的比较见附表
。

附表 3 种方法分离人外周血单核细胞的效果比较
”

F N 结合法

自体血浆包被 纯化 F N 包被

F i e o
l l
一

H y P a q u e

离心法
粘附法

单核细胞获得率

s o ml 全血中获得的单核

细胞数 ( X l o ` )

从单个核细胞中获得的

单核细胞 %

单核细胞纯度

单核细胞%

淋巴细胞%

单核细胞活性 写

9
.

0士 0
.

1 2 ) 9
.

6士 0
.

1 2 )
9士 .0

7 1
.

0士 2 0 3 ) 7 5
.

0 士 2
.

0 3 ’
1 6

.

0士 4
.

0

9 7
.

0士 1
.

0 4 , 9 9
.

0士 1
.

0 4 ) 2 6
.

0士 3
.

0 9 6
.

0 士 2
.

0

9 8
.

0 9 7
.

0

6 5
.

0

9 8
.

0 8 0
.

0

l) 数据为 牙士 : , n 一 3
,

检验方法用成组比较
,
检脸

; 2) 与粘附法相比
,

p < 0
.

01 , 3) 与粘附法相比
,

尸 < 0
.

05 ; 4) 与离心法

相比
,

P < 0
.

0 5

用 F N 结合法制备的细胞悬液 97 %以 性无明显影响
。

用自体血浆作为 F N 的来源

上酷酶阳性
,

且能被氟化钠完全抑制
,

表明其 与用纯化的 F N 相 比
,

在单核细胞获得率和

为单核细胞
。

该细胞悬液基本不含淋巴细胞
,

纯度上无 明显差异 ( p > 0
.

0 5 )
,

但用自体血

纯 度 明显优 于 iF co U
一

H y p a q u e
离心法

。

用 浆包被的培养瓶分离细胞时
,

血小板的污染

F N 结合法分离单核细胞
,

每 s o m l 全血能获 比单纯粘附法减少 2 3/
,

而用纯化 F N 包被

得 9
.

0 x 10
“
以上的细胞

,

单个核细胞悬液中 的培养瓶分离时
,

细胞制备物中基本看不到

70 %以上的单核细胞能被收集
。

其单核细胞 血小板
。

的获得率近 5 倍于单纯粘附法
,

且对细胞活
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3 讨 论

目前常用的分离外周血单核细胞的方法

主要为 F ie o l l
一

H y p a q u e
离心法和单纯 粘 附

法
。

用前一种方法制备的细胞悬液单核细胞

的比例不高
,

据本文资料
,

仅 26 %具有单核

细胞的特征
;
后一种方法最大的问题是粘附

的单核 细胞不易从塑料表面脱落
,

用橡皮刷

刮离不仅细胞获得率低
,

且细胞活性也受影

响
。

单核细胞通过膜表面的 F N 受体与 F N

包被表面结合具有特异性
,

这一过程依赖于

镁离子的存在
,

故在 E D T A 溶液 中
,

单核细

胞很容易 自 F N 包被表面脱落
。

因此用 F N

结合法分离单核细胞
,

既有理想的纯度
,

又 明

显提高了细胞活性和获得率
,

分离效果优于

传统方法
。

用 自体血浆作为 F N 的来源或用纯化的

人 F N 包被分离的单核细胞
,

细胞获得率
、

细

胞纯度和细胞活性均根近
。

前者来源方便
,

无

需购买或制备特殊试剂
,

但在某些情况下
,

如

需分离慢性肾衰
、

癌肿等患者的单核细胞时
,

由于这些病人 自体血浆中所含的 F N 明显减

少 [’,
“ 〕

,

此时
,

选用纯化的人 F N 包被可能更

为适宜
。

此外
,

用纯化的人 F N 包被时血小板

的污染更为减少
。

F N 结合法方法简单
,

在 h2 内便可制备

大量 F N 包被培养瓶
。

明胶处理的培养瓶在

37 ℃可以贮存 1个月左右
。

因此我们认为
,

本

方法是一种分离人外周血单核细胞的简便而

有效的技术
。
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