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四种常用的人中性粒细胞分离方法的比较

李金凤，刘文礼，史小娟，刘伟，汉建忠，万静，罗自强
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［摘要］　 目的：比较Ｐｅｒｃｏｌｌ非连续密度梯度离心法、ＦｉｃｏｌｌＨｙｐａｑｕｅ密度梯度离心法、裂解红细胞法和Ｄｅｘｔｒａｎ
作用下红细胞自然沉降法四种常用的人中性粒细胞分离方法。方法：取健康人外周静脉血，分别采用以上四种方

法进行中性粒细胞分离，对其细胞纯度、回收率、存活率进行比较。结果：Ｐｅｒｃｏｌｌ非连续密度梯度离心法与 Ｆｉｃｏｌｌ
Ｈｙｐａｑｕｅ密度梯度离心法分离得到的细胞纯度均大于９０％，两者间比较无统计学差异（Ｐ＞０．０５）；裂解红细胞法和
Ｄｅｘｔｒａｎ作用下红细胞自然沉降法分离得到的细胞纯度略低于 Ｐｅｒｃｏｌｌ非连续密度梯度离心法（Ｐ＜０．０１）与 Ｆｉｃｏｌｌ
Ｈｙｐａｑｕｅ密度梯度离心法（Ｐ＜０．０５）。Ｄｅｘｔｒａｎ作用下红细胞自然沉降法的回收率低于 Ｐｅｒｃｏｌｌ非连续密度梯度离
心法（Ｐ＜０．０１）、ＦｉｃｏｌｌＨｙｐａｑｕｅ密度梯度离心法（Ｐ＜０．０１）和裂解红细胞法（Ｐ＜０．０５）；Ｐｅｒｃｏｌｌ非连续密度梯度离
心法回收的中性粒细胞存活率明显高于 ＦｉｃｏｌｌＨｙｐａｑｕｅ密度梯度离心法（Ｐ＜０．０５），裂解红细胞法（Ｐ＜０．０１）和
Ｄｅｘｔｒａｎ作用下红细胞自然沉降法（Ｐ＜０．０１）。结论：Ｐｅｒｃｏｌｌ非连续密度梯度离心法分离中性粒细胞，纯化程度好，
回收率高，是一种简单、高效的中性粒细胞分离方法，适于临床和科研中广泛应用。

［关键词］　 中性粒细胞；　Ｐｅｒｃｏｌｌ非连续密度梯度离心法；　ＦｉｃｏｌｌＨｙｐａｑｕｅ密度梯度离心法；　裂解红细胞
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ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃｒｅｓｅａｒｃｈ．

［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌ；　Ｐｅｒｃｏｌｌ；　ＦｉｃｏｌｌＨｙｐａｑｕｅ；　ｃｅｌｌｓｃｒａｃｋｉｎｇ；　Ｄｅｘｔｒａｎ
［ＩｎｔＪＰａｔｈｏｌＣｌｉｎＭｅｄ，２００８，２８（４）：０２７７０５］

　　中性粒细胞（ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌ）在机体非特异性免疫

防御反应中起着十分重要的作用，是机体抵御微

生物病原体，特别是化脓性细菌入侵的重要吞噬

细胞。外周血白细胞以中性粒细胞为主，正常情

况下中性粒细胞占人外周血白细胞的 ５０％ ～

７０％。急性感染或炎症、广泛的组织损伤或坏

死、急性溶血和失血、急性中毒以及恶性肿瘤等

情况时，外周血中性粒细胞的数量增高［１］。随着

对全身炎症反应综合征（ｓｙｓｔｅｍｉｃｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｒｅ

ｓｐｏｎｓｅｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＳＩＲＳ）研究的不断深入［２］，对中

性粒细胞在炎症过程中的作用又有了新的认识，

对其数量、功能及在组织中的转归进行研究成为

临床和科研的重要内容。从血液中分离中性粒细

胞是在细胞水平研究其生物学特性及功能的第

一步。

目前国内外已经报道多种分离人和动物中性

粒细胞的方法，其中 Ｐｅｒｃｏｌｌ非连续密度梯度离心

法、ＦｉｃｏｌｌＨｙｐａｑｕｅ密度梯度离心法、Ｄｅｘｔｒａｎ作用

下红细胞自然沉降法和裂解红细胞法是最常应用

的中性粒细胞分离方法。但目前尚未见到同时比

较这四种方法分离效果的报道。本文通过采用四

种不同方法对同一血样的中性粒细胞进行分离，比

较各方法收获细胞的纯度、回收率、存活率，旨在寻

找一种简单、高效的中性粒细胞的分离方法。

１　材料与方法

１．１　材料　　人中性粒细胞分离液和淋巴细胞分

离液购自天津灏洋生物制品科技有限责任公司，

Ｐｅｒｃｏｌｌ原液和 ＤｅｘｔｒａｎＴ５００购自 Ｐｈａｒｍａｃｉａ公司，

红细胞裂解液购自 ＢＤ公司，小牛血清（ＢＳＡ）购自

北京鼎国生物技术有限公司，ＰＢＳ磷酸盐缓冲液

（０．１５ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ７．４）。人外周肘静脉血液由健康

成年志愿者提供。

１．２　方法

１．２．１　 Ｐｅｒｃｏｌｌ非连续密度密度梯度离心法［３４］　

　中性粒细胞分离液的配制［４］：将 Ｐｅｒｃｏｌｌ原液与

８．７７ｇ／Ｌ的氯化钠溶液以９∶１（Ｖ／Ｖ）的比例混合，定

为１００％ 的Ｐｅｒｃｏｌｌ，再用灭菌生理盐水配制６０％及

７５％的Ｐｅｒｃｏｌｌ分离液（Ｖ／Ｖ），其中６０％ Ｐｅｒｃｏｌｌ密度

为１．０７９，７５％Ｐｅｒｃｏｌｌ密度为１．０９０。

操作方法：取 ＥＤＴＡ抗凝血２ｍＬ，１５００ｒ／ｍｉｎ

水平离心１５ｍｉｎ。先吸取上层血浆，离心获得无血

小板血浆（ＰＰＰ）用以重悬粗提的白细胞。再吸取富

含白细胞的“云雾细胞层”，用 ＰＢＳ液 ２ｍＬ稀释。

在另一离心管中，依次加入２ｍＬ的７５％与２ｍＬ的

６０％ Ｐｅｒｃｏｌｌ液和１ｍＬ的ＰＰＰ重悬液，将稀释的细

胞小心缓慢地加于此离心管中，注意保持液体界面

的完整性，２０００ｒ／ｍｉｎ离心 ２０ｍｉｎ。吸取 ６０％与

７５％ Ｐｅｒｃｏｌｌ液的界面层中中性粒细胞，用ＰＢＳ充分

洗脱 Ｐｅｒｃｏｌｌ胶粒。然后加入含有１０％小牛血清的

ＲＰＭＩ１６４０２００μＬ待用。

１．２．２　ＦｉｃｏｌｌＨｙｐａｑｕｅ密度梯度离心法［５］　　ＥＤ

ＴＡ抗凝全血２ｍＬ，以 ＰＢＳ液作１∶１稀释后，按１∶１

的体积比轻轻叠加在中性粒细胞分离液上，使两者

形成一个清晰的界面，２０００ｒ／ｍｉｎ水平离心 ２０

ｍｉｎ，离心管中由上至下细胞分４层：第１层是稀释

的血浆，第２层是环状乳白色的单个核细胞层（包括

单核细胞和淋巴细胞），第３层是分离液与中性粒细

胞混合层，第４层是红细胞层。用毛细吸管吸取第２

层和第３层细胞至另一试管内，加入足量的 ＰＢＳ，充
８７２
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分混匀，１０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ。吸去上清液，用含

１％ＢＳＡ的ＰＢＳ液重新混悬沉淀的细胞，将得到的细

胞悬液置于比重为１．０７７ｇ／ｍＬ的淋巴细胞分离液

上，２０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，沉于离心管底的即为中

性粒细胞，沉淀经 ＰＢＳ溶液反复洗两次，加入含有

１０％小牛血清的ＲＰＭＩ１６４０２００μＬ待用。

１．２．３　裂解红细胞法分离中性粒细胞［６］　　取

ＥＤＴＡ抗凝血２ｍＬ，于无菌条件下加入１∶３（Ｖ／Ｖ）的

红细胞裂解液，混匀后室温静置 １５ｍｉｎ。１０００ｒ／

ｍｉｎ水平离心 ５ｍｉｎ。吸去上清，重复裂解红细胞

１次，留管底白细胞，加入含 １％ＢＳＡ的 ＰＢＳ液 ２

ｍＬ，充分混匀后加于预置４ｍＬ６０％ 的Ｐｅｒｃｏｌｌ离心

管的液面上，２０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ。留管底中性

粒细胞，用含有１％ＢＳＡ的ＰＢＳ洗２次，将所获中性

粒细胞稀释至２００μＬ后待用。

１．２．４　Ｄｅｘｔｒａｎ作用下红细胞自然沉降法［６］　　取

ＥＤＴＡ抗凝血 ２ｍＬ，加入 ４００μＬ的 ６０ｇ／ＬＤｅｘ

ｔｒａｎ，在３７℃水浴中静置４５ｍｉｎ，使红细胞沉淀。

将上层白细胞加于预置的 ４ｍＬ６０％Ｐｅｒｃｏｌｌ的试

管中（保持界面清晰），２０００ｒ／ｍｉｎ水平离心 ２０

ｍｉｎ，底层为中性粒细胞和少量红细胞。弃去上

清，加入红细胞裂解液 ３ｍＬ充分混匀后室温静置

１５ｍｉｎ，再加入 ＰＢＳ５ｍＬ混匀，１０００ｒ／ｍｉｎ离心５

ｍｉｎ，用含有１％ ＢＳＡ的 ＰＢＳ洗２次，将所获中性粒

细胞稀释至２００μＬ后待用。

１．２．５　中性粒细胞的纯度、回收率和存活率的测

定［５８］　　从分离得到的中性粒细胞混悬液中取出

５０μＬ，用血细胞计数板于显微镜下计数分离后中性

粒细胞数；并推片后进行瑞吉染色，显微镜下计数

１００个细胞，计算分离得到的中性粒细胞的纯度；再

取１０μＬ中性粒细胞悬液进行台盼蓝染色后镜下观

察，根据正常细胞胞体完整，透明不着色，死细胞着

蓝色的原理随机计数２００个细胞后，计算出细胞存

活率。中性粒细胞回收率根据公式计算：中性粒细

胞回收率 ＝（分离后细胞数／分离前细胞数）×

１００％。其中，分离之前中性粒细胞总数在静脉采血

之后进行血常规检查得到。

１．３　统计学处理　　实验结果以均数 ±标准差

（ｘ±ｓ）表示，采用ＳＰＳＳ１３．０ｆｏｒｗｉｎｄｏｗｓ统计软件，组

间比较采用方差分析，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　四种方法分离得到的中性粒细胞纯度的比较

　　分离得到的中性粒细胞经过瑞吉染色后显

微镜下可见，分离纯化的中性粒细胞形态较好，

细胞核多为两叶或三叶，少数为杆状核或四、五

叶核，经过染色后呈紫红色，镜下未见到红细胞，

可以看到散在的少数的淋巴细胞（图１）。细胞计

数统计后发现，Ｐｅｒｃｏｌｌ非连续密度梯度离心法与

ＦｉｃｏｌｌＨｙｐａｑｕｅ密度梯度离心法分离得到的细胞纯

度均 大 于 ９０％，两 者 间 比 较 无 统 计 学 差 异

（Ｐ＞０．０５）。裂解红细胞法和 Ｄｅｘｔｒａｎ作用下红细

胞自然沉降法所得细胞纯度略低于 Ｐｅｒｃｏｌｌ非连续

密度梯度离心法（Ｐ＜０．０１）和 ＦｉｃｏｌｌＨｙｐａｑｕｅ密度

梯度离心法（Ｐ＜０．０５）（表１）。此外，Ｐｅｒｃｏｌｌ非连续

密度梯度离心法在分离中性粒细胞的过程中可以同

时得到纯度较高的淋巴细胞（图２）。

２．２　四种方法分离纯化的中性粒细胞回收率的比

较　　Ｐｅｒｃｏｌｌ非连续密度梯度离心法与 Ｆｉｃｏｌｌ

Ｈｙｐａｑｕｅ密度梯度离心法分离得到的细胞回收率均

大于９０％，两者间比较无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。

四种分离方法中，Ｄｅｘｔｒａｎ作用下红细胞自然沉降法

所得的细胞的回收率最低，均低于 Ｐｅｒｃｏｌｌ非连续密

度梯度离心法（Ｐ＜０．０１）、ＦｉｃｏｌｌＨｙｐａｑｕｅ密度梯度

离心法（Ｐ＜０．０１）和裂解红细胞法（Ｐ＜０．０５），裂解

红细胞法的回收率低于 Ｐｅｒｃｏｌｌ非连续密度梯度离

心法（Ｐ＜０．０５）（表１）。

２．３　四种方法分离所得中性粒细胞存活率的比较

　　 四种分离方法所得中性粒细胞存活率均大于

９０％，其中Ｐｅｒｃｏｌｌ非连续密度梯度离心法分离纯化

所得的中性粒细胞活性最高，明显高于裂解红细胞

法（Ｐ＜０．０１）、Ｄｅｘｔｒａｎ作用下红细胞自然沉降法

（Ｐ＜０．０１）和 ＦｉｃｏｌｌＨｙｐａｑｕｅ密度梯度离心法

（Ｐ＜０．０５）（表１）。
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表１　４种分离方法分离中性粒细胞回收率、细胞活性、纯度的比较（ｘ±ｓ，ｎ＝３）

Ｔａｂ．１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｐｕｒｉｔｙ，ｒｅｃｏｖｅｒｙｒａｔｅ，ａｎｄｃｅｌｌｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅｏｆｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｓ

ｏｆ４ｋｉｎｄｏｆｓｅｐａｒａｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄｓ（ｘ±ｓ，ｎ＝３）

分离方法 细胞纯度（％） 细胞回收率（％） 细胞存活率（％）

Ｐｅｒｃｏｌｌ非连续密度梯度离心法 ９２．３３±１．５３ ９２．２８±３．０２ ９７．１７±１．０４

ＦｉｃｏｌｌＨｙｐａｑｕｅ密度梯度离心法 ９１．３３±１．１５ ９０．４２±２．４３ ９３．８３±１．０４

裂解红细胞法 ８７．３３±２．５２＃ ８８．０６±１．５０ ９２．８３±０．２９

Ｄｅｘｔｒａｎ作用下红细胞自然沉降法 ８６．６７±１．５３＃ ８３．６０±０．８１＃＃▲ ９２．５０±０．５０

　　与Ｐｅｒｃｏｌｌ法比较，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１；与ＦｉｃｏｌｌＨｙｐａｑｕｅ法比较，＃Ｐ＜０．０５，＃＃Ｐ＜０．０１；与裂解红细胞法比较，▲Ｐ＜０．０５

图１　Ｐｅｒｃｏｌｌ非连续密度梯度离心法纯化后的中性粒细胞

Ｆｉｇ．１　ＮｅｕｔｒｏｐｈｉｌｓａｆｔｅｒｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｗｉｔｈＰｅｒｃｏｌｌｄｅｎｓｉｔｙｇｒａｄｉｅｎｔ

ｃｅｎｔｒｉｆｕｇａｔｉｏｎ

图２　Ｐｅｒｃｏｌｌ非连续密度梯度离心分离过程中得到的淋巴细

胞

Ｆｉｇ．２　ＬｙｍｐｈｃｅｌｌｏｂｔａｉｎｅｄｆｒｏｍＰｅｒｃｏｌｌｄｅｎｓｉｔｙｇｒａｄｉｅｎｔｃｅｎｔｒｉ

ｆｕｇａｔｉｏｎ

３　讨　论

目前国内外文献资料显示，所报道的分离人和

动物中性粒细胞的方法众多，除了本文用到的密度

梯度离心法、Ｄｅｘｔｒａｎ作用下红细胞自然沉降法和裂
解红细胞法外，还有流式细胞仪［９１０］、免疫磁珠等方

法。但密度梯度离心法、Ｄｅｘｔｒａｎ作用下红细胞自然
沉降法和裂解红细胞法是最常使用的方法。

密度梯度离心法是根据细胞本身比重的差别来

分离各种细胞。人中性粒细胞的漂浮密度为

１．０８０～１．０８５ｇ／ｍＬ；嗜酸性粒细胞为１．０９～１．０９５
ｇ／ｍＬ；单核细胞为１．０５０～１．０６６ｇ／ｍＬ；淋巴细胞为
１．０５２～１．０７７ｇ／ｍＬ；红细胞和多核白细胞密度较大
为１．０９～１．１１ｇ／ｍＬ；血小板 １．０３０～１．０６０
ｇ／ｍＬ［１１］。利用一种密度介于１．０７５～１．０９０而近于

等渗的溶液做密度梯度离心，使一定密度的细胞按

相应密度梯度分布，从而将各种血细胞加以分

离［１２］。ＦｉｃｏｌｌＨｙｐａｑｕｅ和Ｐｅｒｃｏｌｌ是目前市售的两种
主要细胞分离液。本研究结果发现，Ｐｅｒｃｏｌｌ和 Ｆｉ
ｃｏｌｌＨｙｐａｑｕｅ法分离到的中性粒细胞纯度和回收率
并无差异，但Ｐｅｒｃｏｌｌ法分离得到的中性粒细胞的存
活率明显高于 ＦｉｃｏｌｌＨｙｐａｑｕｅ密度梯度离心法。分
析原因可能是 Ｆｉｃｏｌｌ结构中的长链烃组成具有 ＬＰＳ
样作用，导致分离过程对中性粒细胞的激活，从而对

中性粒细胞本身有影响［１３］。而 Ｐｅｒｃｏｌｌ的主要成份
是硅石胶，对中性粒细胞的化学成份基本无影响［６］。

红细胞沉降现象与红细胞的聚集性密切相关，

高分子的葡聚糖通过增强红细胞聚集性而加速其沉

降。Ｄｅｘｔｒａｎ作用下红细胞自然沉降法先用葡聚糖促
进红细胞沉降，然后用６０％的Ｐｅｒｃｏｌｌ进行密度梯度

０８２
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离心。由于中性粒细胞的密度与红细胞相近，所以

此方法克服了密度梯度离心法难将中性粒细胞与红

细胞完全分开的缺点。但是研究发现，细胞分离之

前应用葡聚糖，葡聚糖也可使部分白细胞随红细胞

一起沉降，这可能是Ｄｅｘｔｒａｎ作用下红细胞自然沉降
法的中性粒细胞回收率最低的原因。

裂解红细胞法是利用红细胞裂解液快速裂解红

细胞，然后进行密度梯度离心分离中性粒细胞［１４］，

此方法的优点同 Ｄｅｘｔｒａｎ作用下红细胞自然沉降法
一样，克服了密度梯度离心法难将中性粒细胞与红

细胞完全分开的缺点。由于红细胞裂解液对一些老

化的中性粒细胞具有一定的破坏作用，因此，裂解红

细胞法的回收率略低于 Ｐｅｒｃｏｌｌ非连续密度梯度离
心法［６］。虽然裂解红细胞法分离的中性粒细胞的纯

度略低于 Ｐｅｒｃｏｌｌ和 ＦｉｃｏｌｌＨｙｐａｑｕｅ法，但它操作简
便，分离时间短。作者在采用流式细胞术检测中性

粒细胞表面黏附分子 ＣＤ１１ｂ改变时，以裂解红细胞
法快速分离的中性粒细胞，并在流式细胞仪上辅以

画门的方式确定所需的细胞群，同样获得了理想的

测定效果（待发表资料）。综合比较以上四种分离

方法，Ｐｅｒｃｏｌｌ非连续密度梯度离心法分离纯化中性
粒细胞，细胞回收率高，纯化程度好，操作过程简单，

分离时间较短，可以同时得到中性粒细胞和淋巴细

胞，１ｍＬ到数百毫升大小的样本均适用，适于在临
床和科研中广泛应用，但是根据不同的实验目的，实

验者还应根据实际情况进行分离方法的选择。
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