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常用于细胞培养及

药物敏感试验等临床科研项目#故对于实验室研究具有重要价

值'随着单个核细胞在先天免疫激活(获得性免疫调节(人免
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疫缺陷病毒感染及自身免疫疾病等生理(病理过程中的作用被

逐渐揭示#其生物学功能受到了越来越多的关注*
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的方法很多#各有利弊*
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#如分离的过程较繁琐(耗材

较多(细胞分层效果及分离率欠理想等#但主要的分离方法是
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%密度梯度离心法#相对于分离效果
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非连续密度梯度离心法#
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实惠及操作简便的原因显得更为常用*
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抗凝血在不同离心力及离心时间作用下单个细胞核的分

离#旨在摸索外周血单个核细胞最佳分离条件'与此同时鉴于

某些疾病的全血标本取材不便#临床标本的肝素全血量未能满

足单个核细胞的分离#通过探讨其他抗凝全血单个核细胞的分

离效果#以便扩展全血标本获取途径'
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不同抗凝剂分离单个核细胞回收率(纯度(细胞存活率#
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可见#回收率方面!
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组与肝素组比较差异有统计学意义$

!

$

#6#!

%#肝素组
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纯度较高#而肝素
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组与肝素组

比较#纯度则差异无统计学意义$
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不同离心力外周血单个核细胞分离结果
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在相同离心时
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%#不同离心力外周血单个核细胞分离后结果显
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不同离心时间外周血单个核细胞分离结果
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时#分离单个核细胞效果最佳'

A

!

讨
!!

论

分离
1245

是临床科研的常规工作#

()*+,,

作为传统分离

单个核细胞的方法#通过不同颗粒之间存在沉降系数差#在一

定离心力作用下#颗粒各自以一定速度沉降#在密度梯度不同

区域上形成区带#从而获取目的细胞*

<3:

+

'理想状态下#

()*+,,

离心法获取单个核细胞的得率为
:#8

$

;#8

#细胞纯度
;#8

以上'但实际操作中#由于实验室设备(环境因素及实验操作

人员的原因#分离效果往往未能达到理想标准'同时#部分实

验室由于未能得到充足的血液样品而导致实验进展缓慢甚至

停滞不前'

吴鹏等*

!

+的研究表明采用
\FBSD

液作为沉淀细胞的稀释

液#离心结束后能在离心液体的上部形成一个界面清晰的细胞

层露#因而使得分离效果明显增强#故本研究采用的稀释液为

\FBSD

液'与此同时#本研究采用顾晓琼等提出的
()*+,,

一步

法分离获得
1425

#回收率及纯度方面较
()*+,,

两步法分离效

果显著'关于
1425

回收率及纯度方面#本实验对肝素组(

-./0

组以及两者混合后的
&

组不同抗凝剂进$下转第
!
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平明显高于健康对照组#

\2W

高载量组感染者血清
TV3"!

和

TV3"$

水平明显高于健康对照组和低载量组'本研究结果显

示#在
5\2

组随着
TV3"!

和
TV3"$

水平的增高#

\2W.X0

载

量也逐渐增高#在
\2W.X0

高载量组达最大值'这一研究

结果提示血清
TV3"!

和
TV3"$

水平变化与乙肝病毒的复制水平

有关#可能参与了机体清除
\2W

的过程#这和
\2W

持续存在

和复制水平有关'相反#在
\2W

携带者$

0Y5

%组
\2W.X0

低载量组血清
TV3"!

和
TV3"$

水平达最大值'随着血清
TV3"!

和
TV3"$

水平的增高#

\2W.X0

载量逐渐降低#提示
TV3"!

和

TV3"$

与
\2W

的清除有关#它可激活肝细胞自身抗病毒机制#

抑制
\2W.X0

复制*

;

+

'

\2W.X0

高载量组患者血清
T(X3

%

和
/Z(3

&

水平均高于中载量组和低载量组'我们的研究结

果显示随着
T(X3

%

水平的增高#

\2W.X0

载量逐渐升高#提

示
T(X3

%

与
\2W

的清除有关#它可激活肝细胞自身抗病毒机

制#抑制
\2W.X0

复制'同时
\2W.X0

的持续存在#导致

肝实质细胞受损#

/Z(3

&

的表达被启动且表达增加'

综上所述#慢性
\2W

感染是一个由多种免疫细胞和细胞

因子参与的复杂过程#各种免疫细胞和细胞因子间相互影响(

调节和制约*

"#

+

'本研究结果表明#在慢性乙型肝炎的发生和

发展过程中细胞因子
TV3"!

(

TV3"$

(

T(X3

%

(

/Z(3

&

水平可能起

重要作用#联合检测这
9

种细胞因子可作为评估慢性乙型肝炎

病情严重程度的重要指标#并有望成为慢性肝病治疗的新

靶点'
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行了比较'由于肝素组标本为离心后标本#离心过程中细胞会

有破裂#再经过多次的洗涤和分离后#细胞损失的较多#导致回

收率不如
-./0

组未离心的标本结果理想#但单个核细胞的

纯度比
-./0

组高'而细胞存活率方面#

&

组单个核细胞的存

活率无明显差异#与传统方法获得的细胞存活率水平相当#均

在
;#8

以上'故肝素
=-./0

混合组单个核细胞则无论从回

收率(纯度以及细胞存活率方面#都与单种抗凝剂结果无差异#

故可将两种不同抗凝剂的血互相混合#从而增加了分离单个核

细胞的原始血量#提高了单个核细胞的产出#为下一步实验提

供了充分的准备#特别是对于婴幼儿采血困难以及采血量不足

具有现实意义'同时#分离过程简单化(有利缩短工作时间(提

高工作效率#也减少了耗材#降低了试验成本'

本研究还探讨了不同离心时间和离心力下单个核细胞的

分离效果#发现单个核细胞的分离效果并不是单纯随着转数增

加#离心时间延长而分离效果越好'分离细胞时离心转数过低

或者离心时间太短#表现在中间层下的分层液中出现红细胞所

形成的红色区#称为红细胞污染#导致分离效果不佳'而离心

时间过长#单个核细胞又会损失过多#故分离时的转速与时间

要做出合理的调整'从实验结果来看#笔者认为在离心力为

":##@

"

A)B

#离心时间为
%!A)B

时的离心条件#分层效果最

好#细胞计数中细胞活力最好'

综上所述#在获取
1245

的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'临床大

部分科研分离
1245

通常只采用肝素抗凝全血#而本实验通

过观察不同抗凝剂的全血标本混合后采用
()*+,,

离心法进行

单个核细胞的分离#达到增加分离
1245

时的血样来源的目

的#是具有现实意义的'
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