
续表２　　５份样本重复性试验结果

规格（ｍＬ）
结果（μｍｏｌ／Ｌ）

１ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ １０
狓±狊（μｍｏｌ／Ｌ） 犆犞（％）

１５０ ０．２２ ０．２０ ０．２４ ０．２２ ０．２２ ０．２０ ０．２２ ０．２０ ０．２０ ０．２２ ０．２１±０．０１ ４．７６

２００ ０．１６ ０．１８ ０．１６ ０．１６ ０．１５ ０．１６ ０．１８ ０．１６ ０．１５ ０．１６ ０．１６±０．０１ ６．２５

２５０ ０．２４ ０．２２ ０．２４ ０．２４ ０．２２ ０．２４ ０．２５ ０．２４ ０．２２ ０．２４ ０．２４±０．０１ ４．１７

３　讨　　论

亚甲蓝又名美蓝，是一种酚噻嗪类化合物，也是一种表面

携带正电荷的光敏剂，在临床作为解毒药物用于治疗氰化物和

亚硝酸盐引起的高铁血红蛋白症和抑郁症［２］。在 ＭＢＰ法中，

亚甲蓝可与带负电荷的病毒核酸的ＧＣ碱基对以及病毒的脂

质包膜相结合，在可见光氧化损伤的作用下，使病毒的核酸断

裂，包膜破损，从而使病毒完全失去穿透、复制及感染能力，达

到灭活病毒的目的［３］。亚甲蓝作为一种外来物质进入人体后，

对人体的潜在影响尚不可知，因而控制病毒灭活血浆中亚甲蓝

的残留量很有必要。

本实验采用的检测波长为（６５４±２）ｎｍ，考虑到在此波长

下，血浆蛋白的吸收度远大于残存的微量亚甲蓝的吸收度，因

此不能直接采用分光光度法检测血浆中残存的微量亚甲蓝，而

采用固相萃取方法。固相萃取是一种试样预处理技术，是利用

固体吸附剂将样品中的目标化合物吸附，将样品的基体和干扰

化合物分离，然后再用洗脱液洗脱，达到分离和富集目标化合

物的目的［４］。试验需要注意的是，配制亚甲蓝储存液时，亚甲

蓝不需要烘干，因为亚甲蓝带有３个结晶水，易溶于水或乙醇，

烘干后反而极难溶于水，溶解不充分，导致所配溶液的浓度低

于预期浓度，造成检测结果偏差［５］。

从表１中可以看出，血浆病毒灭活后再使用一次性病毒灭

活过滤器滤除亚甲蓝，可大幅降低血浆中亚甲蓝的残留量，不

同规格的血浆检测结果均小于０．３μｍｏｌ／Ｌ，与２０１２年刚下发

的《全血及成分血质量要求》（ＧＢ１８４６９２０１２）规定的标准相吻

合。从表２中可以看出，采用本研究方法检测血浆中的亚甲

蓝，稳定性好，不同规格的血浆检测犆犞值均小于７％，平均为

５．４２％。本试验所建立的方法工作流程严谨、操作性强、方法

简便、适用于采供血机构质量管理部门的日常血液质量检查。
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·检验技术与方法·

分离人外周血单个核细胞和粒细胞一步法与两步法比较

张白杜，顾晓琼，赵明光，刘云锋，梁肖云

（广州市妇女儿童医疗中心儿童院区，广东广州５１０１２０）

　　摘　要：目的　比较Ｆｉｃｏｌｌ一步法和Ｆｉｃｏｌｌ两步法的体外分离效果，优化分离人外周血单个核细胞（ＰＢＭＣ）和粒细胞的方法

和条件。方法　取ＥＤＴＡ抗凝血，分别用Ｆｉｃｏｌｌ一步法和Ｆｉｃｏｌｌ两步法分离ＰＢＭＣ和粒细胞，用血细胞分析仪进行细胞计数和分

类，计算回收率和纯度，评价两种方法的分离效果。结果　一步法获得ＰＢＭＣ回收率（８２．３８±１３．５７）％，粒细胞回收率（３６．２２±

１９．４６）％，ＰＢＭＣ纯度（７５．５±１６．２６）％，粒细胞纯度（５８．２±２７．１１）％，而二步法获取ＰＢＭＣ回收率（３２．９３±５１．８１）％，粒细胞回

收率（１．０１±２．２５）％，ＰＢＭＣ纯度（４２．７±４５．７２）％，粒细胞纯度（３．２±７．１２）％。经卡方检验，Ｆｉｃｏｌｌ一步法和Ｆｉｃｏｌｌ两步法的分

离回收率χ
２＝２１．０６，纯度χ

２＝１０．８９２两者均有统计学差异（犘＜０．０１）。结论　Ｆｉｃｏｌｌ一步法获得ＰＢＭＣ和粒细胞回收率和纯度

明显高于Ｆｉｃｏｌｌ两步法，同时，Ｆｉｃｏｌｌ一步法分离过程简单化、有利缩短工作时间、提高工作效率，与Ｆｉｃｏｌｌ两步法相比除了简化操

作外，也减少了耗材，降低了试验成本，对同时分离人ＰＢＭＣ和粒细胞较适用。

关键词：粒细胞；　外周血单个核细胞；　细胞分离

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１３．１６．０４１ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７３４１３０（２０１３）１６２１４９０２

　　在基础与临床医学的体外研究中，外周血单个核细胞

（ＰＢＭＣ）和粒细胞是较常用的一类细胞。如何简易、有效地从

人外周血分离出回收率和纯度较高的ＰＢＭＣ和粒细胞，是值

得探讨的一个问题。传统分离人ＰＢＭＣ或粒细胞方法很多，

不同方法各有利弊［１５］，其中Ｐｅｒｏｏｌｌ密度梯度离心法和Ｆｉｃｏｌｌ

密度梯度离心法是最常应用的分离方法。但目前尚未有报道

同时分离ＰＢＭＣ和粒细胞的分离方法。为了探讨同时分离

ＰＢＭＣ和粒细胞的简单有效分离方法，笔者对试剂说明书介绍
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的Ｆｉｃｏｌｌ一步法与Ｆｉｃｏｌｌ两步法同时分离ＰＢＭＣ和粒细胞进

行比较，现报道如下。

１　材料与方法

１．１　材料　外周血２０份ＥＤＴＡ抗凝外周血（２ｍＬ）。

１．２　仪器与试剂　上海申力仪器公司的 ＨＦｓａｆｅ１２００生物

安全柜，白洋离心机厂的ＢＦＸ５３２０型低速自动平衡离心机，

美国雅培公司ＣＥＬＬＤＹＮ１７００细胞计数仪。Ｈａｎｋ′ｓ液自配；

分离液：人粒细胞和白细胞分离液（ＬＴＳ１１１３１），人淋巴细胞分

离液（ＬＴＳ１０７７），购自天津市灏洋生物制品科技有限责任公

司。培养液为含１０％胎牛血清的ＲＰＭＩ１６４０培养液。

１．３　方法

１．３．１　一步法　（１）取新鲜抗凝血２ｍＬ，与 Ｈａｎｋ′ｓ液（前处

理液）１∶１混匀，将稀释的混合血小心缓慢加于４ｍＬ的细胞

分离液（ＬＴＳ１１１３１）之液面上（尽量使得界面清晰）。（２）以１

５００ｒ／ｍｉｎ离心（半径１５ｃｍ 水平转子）１５ｍｉｎ，玻璃管中由上

至下细胞分四层。第一层：为血浆或组织匀浆液层；第二层：为

环状乳白色细胞层（ＰＢＭＣ）；第三层：为透明分离液层（此层中

富含粒细胞）；第四层：为红细胞层。（３）收集第二层的细胞

（ＰＢＭＣ），收集第三层的细胞（粒细胞），分别放入含（一般含５

倍体积）Ｈａｎｋ′ｓ液１５ｍＬ的离心管中，充分混匀后，以１５００

ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ。（４）弃去上清液，加入２ｍＬＨａｎｋ′ｓ液充

分混匀，沉淀经反复洗２次。（５）加入１ｍＬ培养液，充分混

匀，取１００μＬ进行细胞计数。

１．３．２　两步法　（１）取新鲜抗凝血２ｍＬ，与 Ｈａｎｋ′ｓ液（前处

理液）１∶１混匀，将稀释的混合血小心缓慢加于４ｍＬ的细胞

分离液（ＬＴＳ１１１３１）的液面上（尽量使得界面清晰）。（２）以１

５００ｒ／ｍｉｎ离心（半径１５ｃｍ水平转子）１５ｍｉｎ，玻璃管中由上

至下细胞分四层。第一层：为血浆或组织匀浆液层；第二层：为

环状乳白色细胞层（ＰＢＭＣ）；第三层：为透明分离液层（此层中

富含粒细胞）；第四层：为红细胞层。（３）收集第二、三层的细胞

一起放于含一定体积的 Ｈａｎｋ′ｓ液的离心管中，混匀，以１５００

ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ。（４）弃去上清液，加入２ｍＬＨａｎｋ′ｓ液充

分混匀，沉淀洗涤１次。（５）加入２ｍＬＨａｎｋ′ｓ液（后处理）重

悬。（６）将重悬液全部小心缓慢加于１ｍＬ的淋巴细胞分离液

之液面上（尽量使得分界清晰），以２０００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｍｉｎ，玻

璃管中由上至下细胞分三层，第一层为 Ｈａｎｋ′ｓ液层，第二层

为乳白色细胞层（ＰＢＭＣ），第三层为分离液层（含有粒细胞，第

三层下玻璃管底部见细胞沉淀）。（７）收集第二层的细胞（ＰＢ

ＭＣ），收集第三层以下的细胞（粒细胞），分别放入含一定体积

的 Ｈａｎｋ′ｓ液的离心管中，混匀，以１５００ｒ／ｍｉｎ，离心１０ｍｉｎ。

（８）弃去上清液，加入２ｍＬＨａｎｋ′ｓ液充分混匀，沉淀经反复洗

２次。（９）分别加入１ｍＬ培养液，充分混匀，分别取１００μＬ进

行细胞计数。

１．４　统计学处理　实验数据采用统计软件ＳＰＳＳ１３．０进行分

析，计量数据以狓±狊表示，两种方法间的比较采用χ
２ 检验，

犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　两种方法分离ＰＢＭＣ和粒细胞回收率　一步法获取ＰＢ

ＭＣ和粒细胞的回收率分别（８２．３８±１３．５７）％和（３６．２２±

１９．４６）％；二步法则为（３２．９３±５１．８１）％和（１．０１±２．２５），经

比较一步法与二步法分离ＰＢＭＣ和粒细胞的回收率差异有统

计学意义（χ
２＝２１．０６，犘＝０．０００）。

２．２　两种方法分离ＰＢＭＣ和粒细胞的纯度　一步法分离ＰＢ

ＭＣ和粒细胞的纯度分别为（７５．５±１６．２６）％和（５８．２±

５７．１１）％，二步法则为（４２．７±４５．７２）％和（３．２±７．１２）％。经

比较两种方法的差异有统计学意义（χ
２＝１０．８９２，犘＝０．００１）。

３　讨　　论

分离人ＰＢＭＣ是一项常规工作，传统的是采用Ｆｉｃｏｌｌ密度

梯度离心法，Ｆｉｃｏｌｌ是一种黏性强的液体，密度大于淋巴细胞

的红细胞及多核粒细胞等沉淀于分离液的底层，在一定离心力

的作用下，ＰＢＭＣ在分离液的界面上
［６］。操作时将所需细胞层

提出，经洗涤后进行计数。

一步法：从数据看出 ＰＢＭＣ回收率为８２．３８％，纯度为

７５．５％应该来说还是可观的，能满足下一步实验的要求。但是

粒细胞的回收率和纯度还不够理想，因其在血液中含量低（约

为红细胞的千分之一），且与导致粒细胞分离不理红细胞的比

重较为接近，造成分离上的困难［７］，Ｆｉｃｏｌｌ密度梯度离心法对

粒细胞本身影响较大，而目前国内外分离粒细胞应用较多的是

Ｐｅｒｏｏｌｌ密度梯度离心法
［８］，所以导致粒细胞分离不理想。同

时，Ｆｉｃｏｌｌ一步法分离过程简单化、有利缩短工作时间、提高工

作效率，与Ｆｉｃｏｌｌ两步法相比除了简化操作外，也减少了耗材，

降低了试验成本。

两步法：从数据明显看出，两步法实验结果较差，回收率和

纯度均较低，有可能导致下一步实验不能进行。经过多次的分

离和洗涤后，细胞损失得比较多，得不到理想的回收率和纯度。

在第二次分离后，观察到有较多白细胞贴附于玻璃管壁或沉聚

于玻璃管底，可能在此环节中细胞损失较多。可以说目前做的

两步法实验都是失败的。并且，经Ｆｉｃｏｌｌ两步法多次的分离和

洗涤会导致细胞损失增加。

总之，在获取ＰＢＭＣ和粒细胞回收率和纯度时应根据实

际工作和实验室的条件来不断摸索，选择最佳分离方法。本研

究结果表明，一步法获得ＰＢＭＣ、粒细胞回收率和纯度高于两

步法获取ＰＢＭＣ、粒细胞回收率和纯度，两者经卡方检验有统

计学差异（犘＜０．０１）。综合细胞回收率和细胞纯度以及操作

的难易程度等因素，笔者认为Ｆｉｃｏｌｌ一步法是同时分离人ＰＢ

ＭＣ和粒细胞的适用方法。
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