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%%!摘%要"%目的%该实验比较了&Q!BB 免疫磁珠法及羟乙基淀粉法分离脐血单个核细胞%<7&=&的特点#探

讨一种相对较好的<7&=分离方法) 方法%取 #$$D 年 !$ 月至 #$$E 年 B 月新疆医科大学第一附属医院足月妊娠

健康产妇的脐血 ![ 份#每份脐血分别用羟乙基淀粉沉淀法*&Q!BB 免疫磁珠法处理) 分离后计数并在倒置显微镜

下观察原代细胞的生长情况及其形态特征#原代第 B$ 天通过流式细胞仪检测&QBC 阳性率) 结果%羟乙基淀粉沉

淀法*&Q!BB 免疫磁珠组得到的 <7&=数量分别为 %![6#B kC6B$& m!$

_

\.M# %$6$__ k$6$#D& m!$

_

\.M

%9h$6$[&) 羟乙基淀粉沉淀法所得细胞大多悬浮生长#传代后生长缓慢$&Q!BB 免疫磁珠法的细胞生长状态良

好#其&QBC 阳性率分别为 !$6!b*$6[b) 结论% 羟乙基淀粉沉淀法是一种高效的脐血细胞分离方法#但细胞生

长状态欠佳$而 &Q!BB 免疫磁珠法所获细胞纯度较高#可根据不同要求选用相应分离法)

!中国当代儿科杂志#>??@#AA$@%&BRB CBS?"

!关%键%词"%单个核细胞$分离$脐血

!中图分类号"%9 B̀B!%%!文献标识码"%>%%!文章编号"%!$$E ÈEB$%#$$"&$" $̀D[D $̀C

!&1%$,)(&-&6)11+-&1$.-"')02"$*($-*/"(%$-%,"0)%)'$')&-6&,)(&#$')&-&6

1&-&-+0#"$,0"##(6,&1+12)#)0$#0&,*2#&&*

),C'*# N#$<0.(-'*=# <D$%.&*=(".'# GD92'(F.# #25I'=.A'RDFKFGD$H324&5672*6/892:'&65';@# N'5@6#88'A'&62:

"/@4'6&A/8G'*?'&*= C2:';&AD*'E25@'6>#D5.7T'EB$$[C# B0'*& %G. 9(F# K7&'A'M.42'5.!#_V!#_H;/7&

%%72(',$0'' 829"0')4"%Y+:+./23-,'-:'232:,-3(=,(:=+O(..@)+.2G)-,(:X-21=2)1 '-=/2) /3-:(/(,2,(+) O+3(=+52,(+)

+O.+)+)@:5-23:-55=%<7&=& O3+.@.X(5(:25:+31 X5++1 2)1 ,3H,+O()1 2X-,,-3(=+52,(+) .-,'+1 O+3<7&=6:"'/&*(%

?(O,--) @.X(5(:25:+31 X5++1 =2./5-=O3+.'-25,'H/23,@3(-)=U-3-:+55-:,-1 X-,U--) Q-:-.X-3#$$D 2)1 <23:' #$$E6

<7&=U-3-(=+52,-1 @=()G'-=/2) /3-:(/(,2,(+) 2)1 &Q!BB (..@)+.2G)-,(:X-21=# 3-=/-:,(;-5H6<7&=U-3-(1-),(O(-1

@=()G,'-=@3O2:-.23]-3&QBC XHO5+U:H,+.-,3H+) ,'-B$,' +O/3(.23H:@5,@3-6K3+U,' :+)1(,(+)=2)1 .+3/'+5+G(:

:'2)G-=+O/3(.23H:-55=U-3-+X=-3;-1 XH2) ();-3,-1 .(:3+=:+/-6;"(+#'(%Y'-)@.X-3+O<7&=O3+.@.X(5(:25:+31

X5++1 (=+52,-1 XH'-=/2) /3-:(/(,2,(+) % ![6#B kC6B$ m!$

_

\.M& U2==(G)(O(:2),5HG3-2,-3,'2) ,'2,XH&Q!BB

(..@)+.2G)-,(:X-21=%$6$__ k$6$#D m!$

_

\.M& %9h$6$[&6Y'-<7&=(=+52,-1 XH'-=/2) /3-:(/(,2,(+) =@=/-)1-1 2,

,'-:@5,@3-.-1(@.2)1 ,'-(3G3+U,' U2==5+U2O,-3/2==2G-6Y'-G3+U,' +O<7&=(=+52,-1 XH&Q!BB (..@)+.2G)-,(:X-21=

U2=]-/,() 2G++1 :+)1(,(+)6Y'-&QBC /+=(,(;-32,-+O<7&=(=+52,-1 XH'-=/2) /3-:(/(,2,(+) 2)1 (..@)+.2G)-,(:X-21=

U2=!$6!b 2)1 $6[b# 3-=/-:,(;-5H6!&-0#+()&-(%Y'-'-=/2) /3-:(/(,2,(+) (=2) -OO-:,(;-.-,'+1 O+3<7&=(=+52,(+)

O3+.'@.2) @.X(5(:25:+31 X5++1# X@,U(,' 2:-55G3+U,' :+)1(,(+) X-5+U,'-.23]6Y'-<7&=(=+52,-1 XH&Q!BB

(..@)+.2G)-,(:X-21=23-() 2'(G' /@3(,Ha@+,(-),6 !!/)-< !&-'"1%="*)$',# >??@# AA %@&'BRB CBS?"

%%E"3 5&,*('%<+)+)@:5-23:-55$ A=+52,(+)$ S.X(5(:25:+31 X5++1

%%中枢神经系统疾病及后遗症始终是影响儿童生

命健康和生存质量的顽疾之一#而间充质干细胞

%.-=-):'H.25=,-.:-55=# <8&=&具有向神经细胞等

多种细胞分化及免疫调节特性!! jB"

# 在移植于动物

模型后可改善其神经功能!C#["

) 因此#<8&=可作为

某些神经系统疾病细胞移植替代治疗的种子细胞)

<8&=来源较多#其中脐血具有来源充足*免疫原性

更弱等优点#预示其有广阔的应用前景)

脐血中<8&=是从脐血中的单个核细胞%.+)+L

)@:5-23:-55=#<7&=&培养生成#由于原代培养时间较

长#常规方法分离时混杂其他细胞成分较多#从而影

响了<8&=的生长及纯化) 目前较常用的分离方法

包括'羟乙基淀粉*甲基纤维素等沉淀红细胞#然后

再分离<7&=$?A&WMM密度梯度离心法分离) 本实

(D[D(
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验前期已对羟乙基淀粉及密度梯度离心法进行了比

较#结果证实羟乙基淀粉沉淀法获得的有核细胞数

量明显多于 ?A&WMM密度梯度离心法!_"

#但羟乙基

淀粉沉淀法处理的原代细胞出现成纤维样形态改变

的时间以及细胞达到 [$b融合的时间均较长) 而

且这两种细胞分离方法所得原代细胞形态多样#只

有经过传代才能获得形态较一致的细胞) 目前需要

寻找一种相对高效分离*纯化细胞的方法#而免疫磁

珠是一种较新的特异性高的分离方法#目前有关其

分离脐血细胞的相关报道不多#本实验拟在前期实

验基础上做进一步的探讨#改善脐血 <7&=的分离

条件)

AI资料与方法

A6AI标本来源

实验于 #$$D 年 !$ 月j#$$E 年 B 月在新疆医科

大学第一附属医院细胞室完成) 选择新疆医科大学

第一附属医院产科足月妊娠健康产妇的脐血 ![ 份

用于实验#产妇年龄 #C jBB 岁#无肝炎*梅毒*结核

及其他妊娠并发症)

A6>I主要试剂

低糖Q<T<% KAF&W&*胎牛血清%杭州四季青

生物制品有限公司&*淋巴细胞分离液 %上海华

精&*传统型血袋%生复&*免疫磁珠%德国美天妮公

司#&Q!BB 间接标记&)

A6DI实验方法

!6B6!%脐带血收集%%按照脐带血标本采集标准#

足月分娩# 排除传染性疾病及各种家族遗传疾病#

标本采集严格无菌操作) 使用复方枸橼酸血液保护

液抗凝)

!6B6#%<7&=的分离%%脐血平均容积为 [$ j

!$$ .M#标本在采集后的 B ' 内进行分离) 将收集

到的脐血每份分成两份#随机采用羟乙基淀粉沉淀

法*&Q!BB 免疫磁珠法分离 <7&=#分离后计数并在

倒置相差显微镜下每日观察原代细胞的生长情况及

其形态特征#并用数码摄像头随机选取视野摄片#记

录实验结果)

!6B6B%免疫磁珠法%%用 0F8 稀释抗凝脐带血细

胞#加在淋巴细胞分离液上# C$$ G离心 B[ .()#吸

取<7&=层) 缓冲液 0F8 洗涤 ! 次#B$$ G离心 !$

.()#弃上清) 反复洗涤 ! 次)

每 !$

E 总细胞在 B[$

!

M缓冲液中重悬#加入

!$$

!

M?:9阻断剂及 [$

!

M&Q!BBX(+,() 抗体标记

细胞) 混匀#C jEd标记 !$ .()#B$$ Gm离心#去除

上清) 重复洗涤 ! 次) 每 !$

E 总细胞加入 !$$

!

M

抗 X(+,() 微珠) 混匀#C jEd孵育 ![ .()) 加入缓

冲液洗涤细胞#B$$ Gm离心力离心 !$ .()) 完全去

除上清) 通过 <>&=磁性分离柱#获取 &Q!BB

i细

胞) 最后将分选出来的细胞以一定密度接种于

#[ :.

#培养瓶#置于 BDd#[b &W

#

饱和湿度的细胞

孵箱中培养)

!6B6C%羟乙基淀粉沉淀法%%将脐血与 _b的羟

乙基淀粉按照 Cn! 的比例混匀#Cd静置 ! '#吸取上

清#C$$ Gm离心 !$ .()#弃上清#J2)]p=平衡盐溶液

洗涤 # 次#以一定密度接种于 #[ :.

# 培养瓶# 置于

BDd#[b &W

#

饱和湿度的细胞孵箱中培养)

!6B6[%脐血 <7&=的 &QBC 免疫表型检测%%取

培养至第 B$ 天的脐血原代细胞#加入 !n! 比例的

$6!#[b胰酶和 $6!$Cb乙二胺四乙酸%TQY>&进行

消化处理#显微镜下控制消化时间#离心后制成 ! m

!$

_

\.M悬液) 加入荧光标记小鼠抗人抗体 &QBCL

?AY&#$ @M#在室温下反应 B$ .()#0F8 洗涤 ! 次#

! $$$ 3\.()离心 [ .()#振荡混匀) 最后经 T0A&8L

gM流式细胞仪进行检测#:-55La@-=,软件分析结果)

A6OI统计学方法

计量资料实验结果的数据以均值 k标准差

%Mk@&表示#两样本均数比较采用配对设计 6检验#

检验水准为
"

$̂6$[)

>I结果

>UAI!JADD 免疫磁珠法'羟乙基淀粉法分离脐血

:L!(数量的比较及形态学改变

羟乙基淀粉沉淀法及&Q!BB 免疫磁珠法获得的

<7&=分别是%![6#B kC6B$& m!$

_

\.M及%$6$__ k

$6$#D& m!$

_

\.M#差异有显著性%9h$6$[&)

羟乙基淀粉沉淀法 ![ 份脐血中有 # 份标本可

观察到小圆形细胞转变为成纤维样细胞# ! 份标本

的细胞最终成活#另 ! 份细胞因污染死亡#!B 份标

本细胞悬浮#逐渐崩解死亡) 细胞开始接种时可见

到少量细胞贴壁#呈圆形$CE ' 后贴壁细胞增多#少

量贴壁细胞形态呈单极梭形突出$D# ' 后可见典型

的纺锤形细胞$[ 1 后首次换液后可见纺锤形细胞

贴壁增多#见图 !) 随后镜下观察到细胞为卵圆形*

圆形及梭形细胞的混合体#以后可见贴壁生长的梭

形细胞增多) 随着以后的换液#可观察到大多标本

细胞原本贴壁的梭形细胞出现悬浮#重悬在培养液

中) C j[ 周后第一代传代细胞生长缓慢#部分细胞

由梭形的成纤维状细胞变形为不规则形状的较大细

(E[D(
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胞#生长状态欠佳)

&Q!BB 免疫磁珠组 ![ 份脐血标本中有 # 份可

观察到细胞接种后呈现以小圆细胞为主#聚集成团

状#呈分散分布#见图 #) 随着换液进行#可观察到

细胞生长状态良好)

%%图 AI羟乙基淀粉沉淀法分离脐血细胞接种后 R *

$ PA??%I贴壁细胞增多#可见纺锤形细胞出现)

%%图 >I!JADD 免疫磁珠分选细胞接种后 R *$ PA??%

%

细胞接种后以小圆细胞为主#聚集成团分布)

>U>I脐血:L!(的!JDO 免疫表型检测

羟乙基淀粉法的 &QBC 阳性率为 !$6!b#

&Q!BB 免疫磁珠组的 &QBC 阳性率为 $6[b#见

图 B)
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%%图 DI脐血 :L!(的 !JDO 免疫表型检测I

7'羟乙基

淀粉法%此法分离培养的原代细胞 &QBC 阳性率较高#为 !$6!b$

Q'&Q!BB免疫磁珠法%此法分离培养的原代细胞 &QBC 阳性率较

低#仅为 $6[b)

DI讨论

人脐血<8&=是从 <7&=中培养生成) 目前用

于脐血<8&=分离的方法有'贴壁筛选法*密度梯度

离心法*免疫磁珠法等) 其中最常用的是用密度梯

度离心法结合贴壁筛选法分离) 此法虽然简单有

效#对细胞损伤小#但得到的是异质细胞群#成分复

杂) &Q!BB 免疫磁珠是选定特定的细胞表面免疫表

型#利用包备有特异抗体的磁珠与细胞表面抗原特

异结合#通过一定强度磁场时被滞留而来分选

<8&=#可获得较为纯化的细胞#但实验条件要求较

高#因此#相关实验报道较少) 国内不少学者采用羟

乙基淀粉*明胶*甲基纤维素等沉淀红细胞#然后再

进行离心分离 <7&=#取得较好结果![#D#E"

) 本实验

前期也证实了羟乙基淀粉法可获得较多的脐血

<7&=#但由于此种方法获得的原代细胞形态多样#

培养时间较长) 鉴于免疫磁珠自身的特异性#理论

上可以较好地纯化分离 #因此进一步对羟乙基淀粉

法与&Q!BB 免疫磁珠分离脐血细胞的情况进行了

研究#为脐血分离提供实验室数据)

由于两种分离方法的特性#羟乙基淀粉沉淀法

获取的<7&=数量明显多于 &Q!BB 免疫磁珠法#但

两种方法获取的细胞纯度存在差异) 由于目前尚未

发现<8&=具有高度特异性的表面标记#大多都是

通过检测一系列相关标记来进行间接鉴定细胞)

<8&不表达 &QC[*&QBC*&Q!!*&Q!C 等造血干\祖

细胞标记!" j!#"

) 最近的研究发现#可从脐血 &Q!BB

阳性细胞中培养出 <8&=) &Q!BB 是一种 [ 次跨膜

("[D(
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的糖基化多肽!!B"

# Y+)13-2@ 等!!C"用 &Q!BB 免疫磁

珠阳性分选法从脐血中成功分选出<8&=#而且证实

了由此分选出的 <8&=具有更强的增殖潜能) 此

外#他们还检测出 <8&=不仅表达间质表面标记的

特征性类型#还表达转录因子 C 的八聚体 W:,C %+:L

,+.-3LX()1()G,32)=:3(/,(+) O2:,+3C&#而 W:,C 被发现

是干细胞多能性的一个标记!!["

) 单从脐血中获取

<7&=而言#羟乙基淀粉法无论是实验时间*实验处

理步骤难易程度等#均明显优于 &Q!BB 免疫磁珠

法#但所获细胞的纯度不高#夹杂较多的异质细胞#

而且细胞的生长状态也不佳) 羟乙基淀粉主要作用

是使红细胞沉积#而其他主要成分%包括 <7&=数&

损失较少) 经过这样的处理后#标本中去除了红细

胞以外夹杂的其他细胞较多#推测正是混杂的其他

细胞影响了脐血中原本就稀少的 <8&=的生长#从

而造成了细胞生长状态不佳) 国内的一些实验

室!!_#!D"在分离脐血<7&=时先将红细胞沉淀后#再

用 ?A&WMM密度梯度离心脐血细胞也取得很好效

果) 可能就是因为红细胞沉淀后经过密度梯度离心

得到的细胞相对纯度较高有关) 免疫磁珠法的操作

时间相对较长#操作步骤较繁杂#但细胞纯度较高)

本试验利用 &Q!BB 免疫磁珠法获取的细胞形

态与常规方法不同#细胞形态较均一#接种后呈现聚

集成团状的细胞分散分布为主#提示细胞成分较一

致) 此外#通过流式细胞仪检测脐血原代细胞的

&QBC 阳性率结果#也间接证实了脐血中由免疫磁珠

法获取的<8&=纯度更高) 当细胞培养到 B$ 1 时#

通过流式细胞仪检测细胞表面标记#提示由 &Q!BB

免疫磁珠法获取的细胞&QBC 阳性率为 $6[b#远低

于羟乙基淀粉沉淀法的&QBC 阳性率 !$6!b) 提示

在脐血的原代培养中#除含有 <8&=外#同时伴有造

血干细胞等其他干\祖细胞#而通过免疫磁珠法获取

的细胞中造血干细胞所占比例相对较少) 王屹

等!!E"检测新鲜分离的<7&8中存在大约为%!6CC k

$6#!& b&QBC 阳性细胞) 本实验的脐血原代培养

第 B$ 天检测出的&QBC 阳性率与此不同#可能与脐

血个体差异*培养条件不同有关)

总之#从本试验及许多实验结果可看出#脐血原

代细胞中成分并不单纯#含有造血干细胞*<8&=*破

骨细胞等) 只有在反复换液*传代后#脐血中的

<8&=才能得到纯化#这可从细胞的形态*检测细胞

表面表型得到证实) 羟乙基淀粉沉淀法是一种高效

的脐血分离方法#但其所得细胞的纯度不高$而

&Q!BB免疫磁珠法可从脐血中获取纯度较高的细胞)

因此#可根据不同的实验要求选用相应分离方法)
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