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流式细胞仪分选人外周血 T淋巴细胞的方法建立与评价 *
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摘要 目的：利用流式细胞仪同时分离外人周血单个核细胞中 T淋巴细胞并检测其分离纯度及存活率。方法：本文采用流式细胞

仪同时分选人外周血 CD4+、CD8+T淋巴细胞为例，推而广之，采用人外周血淋巴细胞分离液梯度离心法制备外周血单个核细胞，

采用流式细胞仪同时分选 CD4+、CD8+T淋巴细胞，分离细胞再通过流式细胞仪回测其分离纯度并通过台盼蓝染色检测分离细胞

的存活率。结果：采用此方法能有效人外周血细胞 CD4+、CD8+T淋巴细胞，分选前 CD4+淋巴细胞纯度为（50.5± 11.5）%、CD8+ T

淋巴细胞纯度为纯度为（15.4± 7.1）%；分选后 CD4+T淋巴细胞纯度为（94.3± 1.3）%、CD8+T淋巴细胞纯度为（93.6± 1.6）%；分选

后 CD4+T淋巴细胞存活率为（95.3± 1.8）%，CD8+T淋巴细胞存活率为（94.8± 1.5）%，细胞的形态完整。结论：采用人外周血淋巴细

胞分离液梯度离心法制备外周血单个核细胞后利用流式细胞仪分选的方法能够高效、快速的分离人外周血 CD4+、CD8+T淋巴细

胞，且存活率高，为进一步研究其功能提供了保证。采用不同的荧光抗体标记其他淋巴细胞亚群，也能高效、快速的分离出细胞。
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Establishment and Evaluation of Flow Cytometry Method for Isolation of T
Lymphocytes from Peripheral Blood Mononuclear Cells*

To establish a method for isolation ofT lymphocytes from peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) by

flow cytometry, and evaluate the isolation rate and survival rate. PBMCs were prepared using the human peripheral blood lym-

phocyte separation liquid based on gradient centrifugation. CD4+, CD8+T lymphocytes were sorting from PBMCs by flow cytometry, and

the purity of these isolated cells was measured by flow cytometry and the survival rate of these cells was detected using trypan blue stain-

ing. By this method, we effectively separated human peripheral blood CD4+ and CD8+T lymphocytes. Without sorting by flow

cytometry, the purity of CD4+ lymphocytes is (50.5± 11.5)%, and the purity of CD8+T lymphocytes is (15.4± 7.1)%. Sorting by flow cy-

tometry dramatically increased the purity of CD4+ and CD8+T to (94.3± 1.3)%, and 93.6+1.6%, respectively. The survival rate was (95.3

± 1.8%) for the sorted CD4+T lymphocyte, and (94.8± 1.5%) for the CD8+T lymphocyte. This study demonstrated that flow

cytometry is highly efficient in the isolation of CD4+ and CD8+T lymphocytes from PBMCs, providing a guarantee for further study using

these cells. Other T lymphocytes subsets also can be highly efficient isolated from PBMCs when it were labeled with different fluorescent

antibodies.
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前言

T淋巴细胞亚群是人体内主要的细胞免疫细胞，研究 T淋

巴细胞功能对免疫缺陷病、血液病、恶性肿瘤、变态反应性疾病

等的发病机制，观察疗效及监测预后有非常的重要意义，而获

得纯度高且存活率高的 T淋巴细胞亚群细胞是其他研究工作

的基础。如：CD4+和 CD8+T淋巴细胞是淋巴细胞的主要两大亚

群，在免疫应答中起非常重要的作用。CD4+T淋巴细胞按其功

能可分为辅助性 T淋巴细胞和迟发型超敏性 T淋巴细胞。前

者为调节性 T淋巴细胞,后者为效应性 T淋巴细胞。能合成分

泌 IL-2、INF-酌、TNF-琢等多种细胞因子，能增强吞噬细胞介导
的抗感染机制，促进炎症反应,介导迟发型超敏反应，分泌细胞

因子促进 B细胞的增殖和抗体的生成。CD8+T淋巴细胞主要识

别存在于靶细胞表面上的MHC-I类分子与抗原结合的复合物,

与抗原病毒免疫、抗肿瘤免疫以及对移植物的移植排斥反应有

关。能高纯度、高得率的分离出各 T淋巴细胞亚群提取 DNA、

RNA、蛋白等，是后续其他研究的基础。随着流式细胞仪技术的

发展，越来越广泛的应用于细胞分选，但往往因为仪器或其他
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技术操作不规范等问题，而无法有效分离出纯度高、存活率高

的 T淋巴细胞。本文旨在建立一种实用、有效的方法，能高效分

离出 T淋巴细胞亚群。

1 材料与方法

1.1 研究对象

选取中南大学湘雅二医院健康体检中心 2016年 1 月至

2016年 6月健康体检志愿者 5例，年龄（45± 12.7）岁，其中男

3例，女 2例。

1.2 主要仪器

流式细胞仪为美国 BD FACSJazz分选型流式细胞仪，购

置于 2014年。离心机为德国 Eppendorf 5810r台式高速冷冻离

心机，购置于 2012年。显微镜为德国徕卡 DMI3000B型倒置荧

光显微镜，购置于 2014年。

1.3 主要试剂

鼠抗人 CD4-PerCy7及同型对照、鼠抗人 CD8-FITC及同

型对照为鼠抗人为美国 BD 公司生产。台盼蓝染料为美国

Sigma公司生产。人外周血淋巴细胞分离液为北京索来宝公司

生产。

1.4 方法

1.4.1 单个核细胞（PBMC）制备 采集志愿者肝素抗凝全血

10 mL，与生理盐水 1:1混匀后，小心缓慢加至 10 mL 60%人外

周血淋巴细胞分离液液面上，以转速 1800 r/min水平离心 20

min。平稳取出离心管，吸取分离液第二层环状乳白色淋巴细胞

层。置于含有 10 mL生理盐水的离心管中，充分混匀，以转速

1800 r/min水平离心 20 min。取离心后沉淀重复洗涤两次。用 5

mL PBS缓冲液重悬，并用细胞计数板计数，通过 PBS缓冲液

调节浓度为 5× 106/mL。

1.4.2 流式细胞仪调试、检测和分选 通过 Rainbow试剂校

正流式细胞仪液流及荧光，通过 Accordrop试剂调节液滴延

迟。取 100 滋L重悬液分别设置阴性对照管、CD4同型对照管、
CD8同型对照管、CD4单染管、CD8单染管；剩余设置为分选

管。按每 100 滋L重悬液加入 20 滋L相应的荧光标记抗体。混
匀，置 25℃避光孵育 30 min，再用 4℃、转速 2000 r/min离心 10

min。弃上清液，再加入 1 mL PBS缓冲液重悬并离心，重复 2

次。① 通过阴性对照管和同型对照管调节仪器参数，记录分析

结果并分选。② 用 500 滋L PBS缓冲液重悬上机，检测细胞免疫
表型为 CD4+、CD8+T淋巴细胞百分比并进行分选。

1.4.3 分选后细胞存活率与纯度的测定 分选后细胞悬液与

0. 4%的台盼蓝染液按 9:1体积比混匀，加入改良牛鲍计数板

在显微镜下观察，计数及计算存活率。采用流式细胞仪对分选

后的细胞进行回测分析纯度。

1.5 统计学处理

所有数据采用均数± 标准差(x± s)表示，用 SPSS 18.0软

件系统处理数据，用 t检验方法比较各组间差异。P＜0.05表示

差异有统计学意义。

2 结果

2.1 CD4+、CD8+淋巴细胞含量

CD4+分选数量（6.85± 2.12）× 106，CD8+分选数量（3.71±

1.18）× 106。分选前 CD4+淋巴细胞纯度为（50.5± 11.5）%，

CD8+T淋巴细胞纯度为（15.4± 7.1）%；分选后 CD4+T淋巴细胞

纯度为（94.3± 1.3）%，CD8+T淋巴细胞纯度为（93.6± 1.6）%。

对比分选前后，CD4+、CD8+T淋巴细胞纯度得到很大的提

高，两者比较差异有统计学意义(t=-25.87，P＜0.01)。

2.2 分选后 CD4+、CD8+存活率

分选后 CD4+T淋巴细胞存活率为（95.3± 1.8）%，CD8+T淋

巴细胞存活率为（94.8± 1.5）%，细胞的形态完整。

图 1 分选前后 CD4+、CD8+T淋巴细胞纯度对比

A：分选前；B、C：分选后

Fig.1 The purity of CD4+ and CD8+T lymphocytes before and after sorting

A: Before sorting, B and C:After sorting

3 讨论

细胞免疫最重要的是 T淋巴细胞，而 T淋巴细胞通过功

能各不相同的亚群来发挥免疫调控作用。近年来越来多的研究

证实，如肿瘤、肝炎、HIV病毒感染等越来越多疾病伴随外周血

T淋巴细胞的变化。能准确、高效分离出 T淋巴细胞各亚群细

胞，保持其细胞活性，对后续各种研究有着极其关键的作用。

通过流式细胞仪分选出 CD4+T淋巴细胞数量为（6.85±

2.12）× 106，CD8+T淋巴细胞数量为（3.71± 1.18）× 106，且收集

管中鞘液较少，能有效提取 DNA、RNA，且纯度高，能满足后续

各种实验研究要求。推而广之，采用此方法，也能同时分离出其

他亚群的细胞。
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利用人外周血淋巴细胞分离液提取 PBMC是经典的分离

外周血各成分的方法，但由于试剂、仪器及操作方面的原因，效

率较低，淋巴细胞纯度仅为（50.5± 11.5）%。

流式细胞仪分选法是将包裹细胞鞘液流通过震动频率的

改变而使液流断裂成均匀的小液滴，含有目的细胞的液滴通过

电极时充以电荷，当带有电荷的细胞液滴落入偏转电场时，因

带电荷而发生偏转落入收集管内，从而达到细胞分选收集的目

的。因此，分选过程中，细胞要经过高压、高速、强电场的环境，

理论上将对细胞活力产生影响，但利用美国 BD FACS Jazz分

选型流式细胞仪分离出 T淋巴细胞亚群细胞，再将分离收集的

细胞重新通过流式细胞仪测定分选，分选后 CD4+T淋巴细胞

纯度为（94.3± 1.3）%，CD8+T淋巴细胞纯度为（93.6± 1.6）%。分

选后 CD4+、CD8+T淋巴细胞纯度得到明显的提高，进一步对细

胞存活率检测显示分选后的细胞存活率一致。后续开展的

DNA和 RNA提取并用于测序的相关研究，都有良好的效果。

并没有对细胞活力产生严重影响，能应用后续各种研究。

目前常用的 T淋巴细胞亚群分离方法还有免疫磁珠分选，

此方法能高效、快速分离细胞，对细胞活力和功能干扰较小，但

只能分离出一种阳性细胞或去除一种阳性细胞，无法准确对细

胞数目定量，无法同时分选出多种细胞或特定细胞，故局限性

很大。但在实验中，往往将免疫磁珠分选和流式细胞仪分选结

合起来，先用免疫磁珠分选纯化细胞，在运用流式细胞仪精确

分离细胞。在缩短分离时间的的同时，能提高分选效率。
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