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细胞的离心分离基础和分离实例 
（主要内容源自文献 1） 

 
                                                                     YU.2005 

利用细胞的特性[尺寸、密度、电特性、表面(抗原)性质，光散射特性等等]可以用各种
方法分离和纯化细胞。离心分离是利用不同尺寸和密度的细胞在离心场中沉降行为的不同，

从组织匀浆或血液中分离纯化的技术。用离心技术分离和纯化细胞主要依赖的方法是差分离

心、速率－区带密度梯度离心、等密度离心和利用特殊转头的细胞浮选离心。 
 
下面的表格概括了细胞离心分离纯化主要方法：（文献 1） 

分离依据 方 法

名称 
离 心 加

速度 
梯度形状 使用工具 局限性 优点 

细胞密度 
（ρ） 

平 衡

等 密

度 离

心 

比较高 
(100 ～

30,000×
g） 

连续或不连续

梯度 
甩平转头，固定

角转头，区带转

头 

离 心 力 较

大，等密度

纯样品区带

可能重叠 

细胞易聚合；应用面较

面较广 

差 分

离心 
1 ～ 300
×g 

无梯度 角式为主 低分辨率 快速，简易 

单 位

重 力

加 速

度 沉

降 

1g 连续梯度 特殊分离容器 容量 50×
106个细胞，

特殊装备，

时间长 

简单，价廉 

速 率

－ 区

带 离

心 

20～1，
000×g 

连续梯度，线性

或等速度沉降

梯度，ρ梯度介

质≤ρ细胞 

甩平转头或区带

转头 
中 等 分 辨

率，容量范

围宽 

大容量用区带转

头，小容量用甩平

转头，后者操作简

单 

沉降速度 
（细胞平

均直径 d密
度ρ） 

离 心

浮选 
100 ～

3,000×g 
无梯度 细胞浮选转头

（ 日 立 或

Beckman） 

装置费用高 快速，高分辨率，

处理量较大 

 

细胞离心分离纯化概述： 
1. 利用细胞密度差异进行分离： 
一般的做法是在连续或者不连续（阶梯）梯度液上表面铺样品，梯度的范围应该包

含被分离的细胞的密度，经过离心达到平衡后各种细胞沉降在它们各自的等密度区形成

比较纯的单一细胞分布区带。这种等密度离心法可以用于制备或分析用途。用于制备时

要注意在匀浆中可能有多种不同密度的细胞，如果它们的密度差很小，离心后会造成各

个细胞区带之间的重叠。因此要优先考虑利用细长离心管，合适的密度范围；较少的加

样量（离心管容量的 2％～3％）；或者用同一个甩平转头进行 2～3 次分离；每一次分
离的最大、最小密度梯度差减少（即减少梯度斜率；分别用凸指数及凹指数梯度曲线进

行分离；用不同的等渗液改变不同细胞在梯度介质中的浮密度（文献 2）。 
在离心管中细胞匀浆可以铺在预形成的连续或不连续梯度液的上部或铺在梯度液
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的中间某一位置，后者可以在离心过程中让部分密度较小的细胞上浮，让一些密度较大

的细胞沉降，减少了沉降距离，从而缩短了离心时间。 
不连续的阶梯梯度常用于血细胞分离或肝细胞分离，作血细胞分离时梯度材料可选

择 Ficoll-metizoate，肝细胞分离可选择 Nycodenz 或 metrizamide (文献 3)。 
 

2. 根据不同细胞的沉降速度差异进行分离： 
由于细胞在梯度介质中的沉降速度和细胞直径的平方成正比，和细胞与介质密

度差一次方成正比（参考讲座文献 2－“实验离心技术的基本计算”）所以影响沉
降速度的首要参数是细胞尺寸，其次才是密度。 

        沉降速度ν= rd 2
2

18
ω

η
ρσ ）－（

，ν的单位是（厘米/秒） 

        公式中  d为细胞直径（cm） 
σ为细胞密度（克/cm3）       η为介质粘性系数 

                ρ为梯度介质密度（克/cm3）   ω为转头旋转角速度 
                 r为细胞所在位置与旋转中心的距离（cm） 
 

i. 差分离心： 
在不存在密度梯度条件下分离细胞是这种方法的主要特点，差分离心可以是利用地

球重力（1g），也可以是利用低速离心分离组织匀浆。在重力或离心力作用下一些比较
大的细胞沉降速度较快，当它们已变成沉淀时，大部分比较小的的细胞由于沉降速度慢

而仍留在上清液中。很明显在大的细胞变成沉淀时一部分接近离心管底的较小细胞在离

心力也已变成沉淀，第一次离心可以使最大颗粒细胞全部沉淀但沉淀中少量的较小细胞

降低了分辨率和纯度。我们可以用第一次离心同样转速和时间将第一次沉淀稀释后再离

心（每次都要用同样的缓冲液稀释）（这叫在离心机中“洗”），重复数次可以得到较纯

的大颗粒沉淀。各次上清液合并以更高转速离心，重复以上过程数次，就可以得到各种

较纯的不同大小的颗粒的沉淀。如果利用某些特殊梯度材料（如 dextran , percoll , 
Nycodenz , metrizamide 等）作为支持液来做血细胞或其他生物体细胞分离，可以用较
小的离心次数得到较好的结果。（文献 4）。 

ii. 依赖重力加速度沉降： 
不用离心机，将细胞悬液铺在预形成密度梯度上表面，在重力作用下细胞沉降。一

般设计的密度梯度采用较小的密度变化范围，其最大密度小于密度最大的细胞密度。不

同密度的细胞以很慢的速度按不同层次沉降。在最大密度细胞达到底部之前进行分部收

集。（收集的方法参照“离心技术讲座”文章 3a） 
iii. 利用速率－区带密度梯度离心法分离细胞： 

在本质上与重力沉降是一样的，但是利用离心场来减少分离的时间。小容量样品用

甩平转头，大容量样品用区带转头，对于较少数量的细胞（106～108），并且不同细胞

的沉降速度有较大差异，用甩平转头离心分离可以得到很满意的结果。对于较大数量的

细胞（＞109）可以考虑利用区带转头。区带转头操作是离心技术中比较复什的分离工

艺，需要较熟练的操作人员，细心的工作才能得到成功。由于在区带转头中离心分离不

存在用离心管分离时产生的壁部效应（Wall effect）参考加离心技术讲座文献 3），可以
一次离心收获大量比较纯的细胞。 
曾有人在甩平转头的吊桶中加特殊的适配器（套管）来分离纯化少量的细胞（＞5

×107），提高了分离的纯度（文献 5）。 



 3

如果不同细胞间尺寸差别不大，在离心场中沉降速度差别不大；或者需要制备大量

的细胞用这个方法就不太合适。 
iv. 离心浮选 

利用一个特别的锥形转头，锥头方向与离心力方向相同，样品从锥头进入，利用离

心力在圆锥形离心管中对细胞产生的逆流效应，可以有效地分离各种细胞（如各种培养

细胞，酵母细胞，各种血细胞，受精卵等等）离心浮选转头一般配备在低速或高速低温

离心机中（如 Hitachi的 R5E离心浮选装置，Beckman的 JE-6B离心浮选系统）由于样
品是从圆锥头部压入，每种细胞都受到离心力和由于锥度形成的流速梯度产生的反向

力，不同形状、尺寸、不同密度的细胞在锥形离心室中不同位置达到力的平衡从而形成

不同种类细胞的区带，按顺序从锥室大头排出。 
这个方法的特点是 
l 不需要制备密度梯度； 
l 可以分离 107～109个细胞； 
l 最使用于分离平均尺寸为 2μm~50μm的细胞； 
l 由于锥形离心管用透明材料制成，在离心室门盖上可以安装透明窗用于观察分

离情况并可以装置摄像机通过屏幕观察分离过程； 
l 加样泵有较大的流量 1～120毫升/分，可以在很短时间内用较低的转速（最高

不超过 5,000rpm）成功分离各种细胞； 
l 不损伤细胞； 
l 很高的分辨率； 
l 设备投资很高，操作者需培训积累操作经验。因此应用受到很大限制。 
 

3. 用于细胞分离的密度梯度 
在讲座 3中已较详尽地叙述了密度梯度材料，梯度形状，梯度离心等问题，对于细

胞离心分离，对密度梯度材料还有一些特别重要的提示： 
l 对细胞无毒性； 
l 可以配制等渗液； 
l 不会渗入细胞内部； 
l 离心后作分部收集，易从收集液中除去分离介质（如透析）； 
l 较低的粘性系数。 
用于细胞分离最好的梯度材料是：Percoll, Nycodenz, Ficoll, metrizamide 和小牛血

清白蛋白。它们的性质已在讲座文献的（3），（3）a，（18）中已说明。 
细胞分离常用的梯度可以是线性的，非线性的（凸指数或凹指数）连续的或不连续

的，梯度制备方法参考讲座文献 3（a）。 
需要指出的是细胞离心配置的梯度液必须是等渗的，沿整个离心管长度方向渗透压

变化要小于 10％，也就是说细胞在沉降过程中收缩和膨胀都非常小，它们的基本性状
和离心分离前基本一致。梯度材料研制和生产厂对于配制各种等渗液都提供了详细资

料。（讲座文献 18） 
 

4. 细胞离心分离过程中常常遇到的一些问题 
i. 细胞聚集： 

细胞聚集后在离心过程中的沉降行为与单个细胞完全不同，因此出现细胞聚集会

影响分离纯度。避免的方法是添加一些防止粘结的成分如小牛血清白蛋白，脱氧核糖核

酸酶（D Nase ，防止胶结）、蛋白酶（protease）、EDTA等；（参考文献 6） 
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关于离心分离温度，有些论文设在 4℃离心分离细胞效果很好，也有人认为初步分
离时温度应保持在 20℃以上。（文献 7） 

ii. 在梯度液中细胞过载： 
在密度梯度离心中，每种细胞的数量都不能超过对应于它的密度的梯度液的容量，

也就是每种细胞在梯度液中所占有的梯度层的厚度是受限制的，过分厚的纯样品区带会

与别的细胞的纯样品区带相重叠；这是问题的一方面。另一方面，虽然垂直管转头在高

速离心时，它的离心管纵切面可以容纳更多的样品分子（与甩平转头的离心管横剖面相

比较），但在离心完成、梯度从垂直方向转换到水平方向后，每个纯样品所占据的离心

管中心轴上的宽度很大。如果初始样品中所含的细胞品种很多，纯化后也会造成纯样品

带的重叠。关于这个问题没有精确的数学计算，全靠用户在实验中逐渐积累经验。这涉

及待分离样品中细胞的浓度，和梯度离心时的加样量（2％～5％离心管容量）以及梯度
的形状（梯度曲线的斜率，连续梯度或者阶梯梯度）等等。 

iii. 壁部效应： 
在角式转头中沿离心力方向沉降的细胞接近离心管壁部时，与在离心力分力作用下

沿管壁下滑的细胞碰撞，造成在角式转头离心管近外壁部形成了一个“壁部效应区”，

这个壁部效应区从离心管上部到下部逐渐加宽。由于壁部效应，可能会造成部分细胞的

聚集而影响分离纯度，也可能有一小部分细胞由于碰撞而受损。这种影响在用固定角式

转头作等密度离心时尤为显著。所以细胞离心分离除浮选转头外一般小容量选择甩平转

头，大容量选择区带转头。 
iv. 旋涡效应： 

在加速或减速过程中在离心管中产生的小旋涡会影响梯度的完整，在减速过程中还

会影响已被分离的纯样品带的宽度，转速 500rpm～1000rpm之间往往在复合向心力、也
就是 Coriolis力的作用下在离心管中会产生涡旋，涡旋在下列情况下可以减少： 
l 增加回转半径； 
l 慢加速和慢减速（根据不同转头，不同容量，不同离心方法可以多档控制的加、减

速速率）； 
l 缩小离心管直径（∮10mm以下，这在大多数情况下不现实）； 
l 使用一些抗旋涡的缓冲液（文献 5）； 
l 应用有较陡斜率的密度梯度。 

v. 液滴效应： 
在预形成密度梯度液上表面加待分离的细胞样品，如果不马上离心，就会有很少的

液滴滴入梯度层。这个现象在加样后几分钟内会发生，其结果是在样品与梯度液的界面

上出现层间扩散（文献 8）而影响分离效果，减少这种影响的方法是 
l 降低样品浓度； 
l 提高梯度液的初始斜率； 
l 在铺完样品后立即放入转头并开始离心分离。 

vi. 离心力的选择： 
离心力选择不当会影响细胞活力改变、细胞的内部构造、影响细胞的裂介和复制。

这种影响常出现在： 
l 长时间的离心分离过程； 
l 转头的快加速； 
l 过大的离心力产生了较大的流体静压； 
l 应用较高转速的等密度离心法。 
如果我们选用较低的转速，粘度较小的梯度材料（本讲座文献 18）；利用细胞浮选
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转头等都可以减少这种影响。 
 vii．渗透效应： 

很多细胞特别是哺乳动物细胞没有坚固的细胞壁，周围的介质很容易渗透到细胞内部

或者细胞内液体反向渗透到周围介质中而引起细胞的膨胀和收缩，从而改变离心过程中细

胞的沉降（或上浮）特性。因此配制等渗的梯度液是必要的（讲座文献 18） 
 
（二）实用细胞离心分离方法举例 

（1） 血细胞纯化： 
血细胞由多种类型的但细胞悬液组成，每种细胞都有它们自身的特性和功能并广泛被用

于医学临床和诊断。多年来研究人员对血细胞分离纯化作了大量工作，实验室研究和血液成

分分离都已广泛使用各种离心设备，如用于医学临床分析、诊断的全自动血细胞洗涤离心机

（Hitachi MC-450,24管，Sorvall CW-2,12管），用于大量血液（标准 200ml，300ml，400ml,500ml
三联或四联血袋）成分分离用的大容量低速、低温离心机（参考技术讲座文献 1）等等。下
面我们将以实验室研究为主线，举例说明各种血细胞分离纯化方法。 
由 B∮yum 研发并在多年来被普遍应用的血细胞纯化方法是用梯度材料 Na-metrizaate

与 Ficoll的混合液作密度梯度离心，把血球中的红血球，多形核细胞、淋巴细胞、单核细胞、
血小板分离纯化。这种溶液有不同的商品名称如 Lymphoprep（Nycomed Pharma公司）、Ficoll
－pague （pharmacia-Biosystems公司）等，都可以作这一用途。（文献 9） 

 
下面的例子是在室温下用低速离心机作血细胞分离的实验。 

例 1．人血中单核（白）细胞的纯化 

i. 用抗凝血剂处理血样，常用抗凝剂为 0.32％柠檬酸钠。 
ii. 用等容积的生理盐水稀释血样。 

iii. 在 10ml～15ml离心管中先注入 3ml metrizoate-Ficoll分离液，在其上铺 6ml已稀释
血样。 

iv. 用甩平转头 600g（1,800~3,000ropm，台式机）×20分，20℃。（不要在 4—5℃低
温离心，否则分离效果将很差。 

v. 离心后用巴氏移液吸管从血浆与分离液界面中间吸出血细胞层，其中含有单核（白）

细胞和部分血小板。 
vi. 加入几毫升生理盐水，降低收集的血细胞浓度。 

vii. 同一离心转头，同一离心管 250g（1200rpm 左右）×5 分钟 20℃。可以用同一工
艺在离心机中洗几次。 

viii. 收集沉淀在生理盐水中保存。 
 

例 2.  从人血中分离红细胞，单核（白）细胞，中性（白）细胞 

i. 新鲜人血（3～5）ml用抗凝剂处理。 
ii. 15ml离心管中先注入 5ml分离液 Polymorphprep（Nycomed Pharma A/S公司产品），

然后铺上用抗血凝剂处理过的人全血 5ml。 
iii. 台式低速离心机，甩平转头，450g（1500～1600rpm）×35分钟，18℃～23℃。 
iv. 分离结果：离心管上部近 40％液柱为血浆，接下来一薄层为单核细胞再下面间隔

了少量分离液后又是一薄层中性（白）细胞，再往下近 30％液柱为分离液，红细
胞在底部（沉淀）。 
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注意：温度过高，或离心力过大，或离心时间过长都可能使中性（白）细胞沉淀。 
 
表：用于人血细胞分离纯化的各种商品分离液（摘自文献 1） 
名称 成分 用途 生产商 
Lymphoprep 9.6%Na-metrizoate, 

5.6% Ficoll 
单核细胞分离 Nycomed-pharma 

Ficoll-page 9.6 Na-diatrizoate 
5.6% Ficoll 

单核细胞分离 Pharmacia-Biosy-st
ems 

Nycoprep 1.077 14.1% Nycodenz 
0.44% Nacl 

单核细胞分离 Nycomed-pharma 

Nycoprep mixer 19.0% Nycodenz 
0.2% Nacl 

单核细胞分离 Nycomed-pharma 

Nycoprep 1.068 13.0% Nycodenz 
0.58% Nacl 

单核（白）细胞 
淋巴细胞分离 

Nycomed-pharma 

Nycoprep 1.063 12.0% Nycodenz 
0.58% Nacl 

血小板分离 Nycomed-pharma 

Mono-poly 
Resolving  
medium 

15.5% 
Na-diatrizoate 
8.18% Ficoll 

多形核细胞分离 Flow-Laboratories 

Polymorphprep 13.8% 
Na-metrizoate 
8.0% Dextran 500 

单核细胞 
中性白细胞 
红细胞分离 

Nycomed-pharma 

 
(2) 用等密度离心法分离肝细胞： 
肝细胞的离心分离在整个细胞纯化工艺中具有典型性。以鼠肝为例，每克鼠肝中有 1.1

×108个肝主质细胞（Parenchymal）；107个肝星形细胞（Kupffer cell），2×107个内皮细胞

和 1.6×107个储脂细胞。 
对这些肝细胞的分离纯化，研究人员多年来做了大量实验研究，下面概述一些典型离心

分离实例： 

例 3：肝细胞的连续密度梯度分离 

离心分离工艺需要下列基本设备，化学品和溶剂： 
l 带有电磁搅拌器或旋翼搅拌器的密度梯度制备仪； 
l 蠕动泵，硅胶管（内径 1～1.5mm，外径 3mm左右），有些商品的自动梯度制备
和收集（如日立 DGF-U）本身就带有蠕动泵，硅胶管； 

l 带有恒温装置的阿贝折射仪； 
l 带水平转头的低温，低速离心机（台式、落地均可）； 
l 离心管，最好是 15ml corex玻璃离心管； 
l 平衡盐溶液 GBSS，配置如下：Nacl（8,000mg/l）；KCL（370mg/l）；Mg SO4·7H2O
（70mg/l）；NaH2PO4·2H2O(150mg/l)；Cacl2·2H2O(220mg/l)；NaHCO3(227mg/l)；
KH2PO4(30mg/l)；Mgcl2·6H2O(210mg/l)；葡萄糖（1,000mg/l）；调节到 PH7.4；
渗透压 275～285mOsm，消毒过滤后储存于 4℃； 

l 28.7％（W/V）Nycodenz或者 30％（W/V）metrizamide在无 Nacl GBSS中，渗
透压 285 mOsm, PH7.4； 



 7

l 窦状肝细胞（制备方法参见文献 1，P313或其他文献）； 
l 0.5％（W/V）台酚蓝（trypan blue）在生理盐水中； 
l 制备过氧化物酶染色需要的条件（参见文献 10） 

分离方法： 
i. 从一个鼠肝中制备（2～3）×106个肝窦状细胞； 

ii. 细胞在 15ml GBSS中洗三次； 
iii. 低速离心 300g（1200～1300rpm）×5分钟，室温； 
iv. 沉淀用 6ml GBSS制成悬液； 
v. 制备梯度液和离心分离： 
l 将 30％（W/V）metrizamide或 28.7％（W/V）Nycodenz（最好是 Nycodenz，因为
它可以高温灭菌）分别用 GBSS稀释到 20％和 19.1％－溶液 A 

l 用溶液 A（metrizamide）（3.1倍体积）稀释 iv细胞悬液，成为 8％（W/V）metrizamide
梯度液 
或用溶液 A （Nycodenz）（5.4倍体积）稀释 iv悬液，成为 7.7％（W/V）Nycodenz
梯度液 

l 制备 8%~20%metrizamide或 7.7％～19.1％Nycodenz 连续线性梯度（用本讲座中
所用各种方法或利用 Hitachi DGF-U） 

l 用甩平转头，低温，低速离心机，2,000g（约 3,400~3,500rpm）×30分钟，4℃，
慢加速，慢减速。为了避免细胞聚集，总离心时间不要超过 45分钟。 

Vi．结果分析 
l 用 DGF-U，上取法将每个离心管中溶液分部收集成 25～30管（每管 0.3～0.5ml） 
l 用阿贝折射仪测定各管的折射率（RI）并换算成密度 

Nycodenz：密度（g/ml）=RI×3.242－3.323 
metrizamide：密度（g/ml）= RI×3.453－3.601 

l 用 0.5％ Trypan蓝溶介在生理盐水中与分部收集的细胞液混合，被染色的细胞为
无活力细胞。 

l 测定细胞数量并计算有活力的细胞百分比 
l 用过氧化物酶染色反应测定肝星形细胞、内皮细胞及其他细胞的分布情况。 
l 过氧化物染色反应： 

a：分别取每个分部收集液数滴（约 5×105各细胞）滴入 2ml细胞培养液 
   培养液：15mg  DAB（Merck公司产）溶于 15ml含 7％（W/V）蔗糖的 0.05M 

Tris－HCL(PH7.4 , 300 mOsm中再加入 10 30％H2O2， 
注意：30分钟内用完。 
b：在培养箱中 37℃培养 30分钟（也可以用恒温水槽） 
c：培养后低速离心 300g×3分钟，去上清沉淀用 200μl GBSS稀释 
d：用血细胞计数器测定染色细胞数量：红细胞被染后呈黑色，而肝星形细胞
（Kupffer）呈深褐色，由于它们大小不同，颜色也可分辨，在计数器上很容
易鉴别。内皮细胞和淋巴西哦保保持染色前原色。 

e：结果可以绘成下图 
   从图可以看出： 
l Kupffer细胞在第 10管中占 20％，只占总的 Kupffer 细胞的一小部分。在第

12～14管中内皮细胞占 50％。 
l 从结果分析，用这种等密度离心法还不能完全纯化 Kupffer 及 endothelial 细

胞，而只能用于一般实验需要。 
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例 4：肝细胞的不连续密度梯度分离 

这种方法适用于从肝窦状细胞（Sinusoidal）中除去红细胞和主质细胞（parenchymal）,
离心结果是让红细胞沉淀，内皮细胞（Sinusoidal）浮上。 

实验需要的基本设备和试剂： 
l 一台带甩平转头的低速、低温离心机； 
l GBSS； 
l 在无 Nacl的 GBSS中的 28.7％Nycodenz或 30％metrizamide 
l 15ml塑料离心管； 
l 窦状（Sinusoidal）肝细胞； 
l Trypan蓝染色剂； 
l 过氧化物酶染色剂，及染色需要的设备； 
l 生理盐水（0.9％Nacl） 
l 固定液：2.5％戌二醛在 0.1M二甲基胂酸钠中（PH7.4）（二甲基胂酸钠有剧
毒，可用 0.1M磷酸盐代替） 

l 培养液：（在通风柜或生物安全柜中配置） 
9.5ml 1.0M Nacl； 
11mg 1－乙酸萘脂在 0.5ml乙基乙二醇－乙醚中（在氮气中保存）； 
0.5ml 1.0M Nacl； 
0.25ml 4% 品红在 2.0M HCL中，0.25ml 4％硝酸钠在纯水中，共计 0.5ml混
合； 
把以上混合液调节到 PH7.4，纤维纸过滤后待用； 
注意：30分钟内用完！ 

离心方法： 
i. 准备 10ml Sinusoidal肝细胞在 GBSS中悬液（1～4×108个细胞） 

ii. 在悬液中加 14ml 28.7％（W/V）Nycodenz或 30％（W/V）metrizamide轻轻混匀。 
iii. 将以上溶液分别注入二个离心管，并在每管液面上缓铺 1～2ml GBSS 
iv. 离心：400g×15分，室温，不用刹车，自由滑行减速至停转。 
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v. 从 GBSS与梯度液之间慢慢地抽吸 Sinusoidal细胞 
vi. 用例 2同样的方法测定细胞数量和活力。 

vii. 酯酶染色反应 
l 数滴细胞悬液（～0.5×106个细胞）滴入 1～2ml固定液，4℃，7分钟 
l 700g×3 分，低速离心后，去上清，沉淀用 0.9％Nacl“洗”二次（在离心机中，

700g×3分“洗”2次） 
l 取“洗”后沉淀与 200μl  0.9％ Nacl作成悬液，加入等容积培养液，37℃培养染
色 10分钟 

l 用血球计数器测定染色百分比：Kupffer, endothelial及 Parenchymal细胞染成红色，
红细胞及淋巴细胞不被染色，储脂细胞微染。 

l 结果可用下表表示 
        项目 Nycodenz metrizamide 
细胞产率 43×106 44×106 
细胞活力 99％ 99％ 

过氧化物酶染 17％ 27％ 细胞化学染色 
酯酶染 71％ 80％ 

细胞组成：   
Kupffer, 16％ 26％ 
endothelial 54％ 54％ 

 

储脂细胞 10％ 1％ 
红细胞 1％ 1％ 
主质细胞 1％ 1％ 
其他细胞（如淋巴细胞） 18％ 18％ 

 
例 5：用双阶梯不连续梯度部分纯化储脂细胞，需要的设备和化学试剂同例 3。 

i. 从一只成年雌鼠取肝制成 Sinusoidal细胞悬液（1～4×108个细胞在 12ml GBSS中） 
ii. 以 6倍容积的 28.7％（W/V）Nycodenz 或 30％（W/V）metrizamide配以 4倍容积的

GBSS来稀释梯度液。取二个离心管（15ml），每管注入 5ml已稀释的梯度液（17.2％
Nycodenz或 18％metrizamide） 

iii. 将 8ml 未稀释的梯度原液与 12ml 细胞悬液 i 轻轻混合，混合后溶液中梯度液浓度为
11.5％Nycodenz或 12％metrizamide 

iv. 每个离心管液柱上铺 5ml已稀释的细胞悬液与梯度液（iii液），再在液面上铺 1～2ml 
GBSS形成双阶梯不连续密度梯度。 

v. 低速离心 1400g（2,700~2,800rpm）×17分，20℃，无刹车，自由滑行至停转。 
vi. 用吸管从二个离心管的低密度界面及高密度界面上分别抽出细胞层。 

vii. 用与例 3同样的方法测定细胞产率、活力及组成并作成下表： 
细胞组成 

低密度片断 高密度片断 细胞名称 
细胞数量（×106） ％ 细胞数量（×106） ％ 

储脂细胞 52.5 79.6 0.9 0.4 
Kupffer 0.7 1.0 45.5 20.3 

endothelial 10.9 16.6 129.7 57.9 
其他细胞（如淋巴细胞） 1.9 2.8 47.9 21.4 

总计 66 100 224.0 100 
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（三）用沉降速度法分离细胞： 

利用重力沉降（1g），或低速速率－区带密度梯度离心 （＜1000×g）也可以纯化各
种细胞。 

下面举一些分离实例来说明这种方法。主要方法取自参考文献 5，11，12， 
用沉降速度法分离细胞举例 

结果 细胞样品 被分离细胞类型 梯度 离心时间

/RCF( ×
g) 

设备 
纯度 产率 活力 

文

献 

白血球 淋巴细胞（a） 
单核细胞（b） 

BSA(1.5~6.5%) 9 分/20×
g 

特制离

心室 
a) ＞

90％ 
b)～ 90
％ 

a)90％ 
b)67％ 

99% 5 

白血球 淋巴细胞（a） 
单核细胞（b） 

Ficoll（2～4％） 2小时/1g 重力沉
降室 

a) － 
b)69 ～
77％ 

a) － 
b) 28％ 

＞98
％ 

12 

白血球 淋巴细胞（a） 
单核细胞（b） 

Ficoll （ 3.4 ～
16.9％） 

45 分/800
×g 

低速区

带转头 
/ / / 12 

预处理白血球 淋巴细胞（a） 
嗜碱性细胞（b） 

Ficoll（4.5～9.5
％） 

15 分 /85
×g 

甩平转

头

100ml
离心管 

a) ＞

95％ 
b)62 ～
72％ 

a) ＞

90％ 
b)30 ～
50％ 

/ 11 

人骨髓细胞 CFU-C Ficoll（2～4％） 2h/1g 重力沉

降室 
/ / / / 

预处理的犬胃

细胞 
壁细胞（a） 
主细胞（b） 

Ficoll（2～4％） 50分/1g 重力沉

降室 
a) ＞

60％ 
b) 85％ 

a) ～

50％ 
b) ～ 
30％ 

/ 12 

窦状肝细胞 Kupffer（a） 
Endothelial（b） 

Percoll 
(3.5~18%) 

8分/16g 特殊沉

降室 
a) 98％ 
b) 97％ 

a) 68％ 
b) 86％ 

＞95
％ 

5 

 
（四）细胞的离心浮选： 

利用离心浮选法分离细胞最初是在 1948年由 Lindahl提出的，当时取名为“逆流离心”
（文献 12）。这个设想在上世纪 60年代中期由 Beckman公司研发成为商用浮选转头和浮选
离心系统，经过逐步改进发展成目前的 JE－6B（5ml,3,470×g）及 JE-5.0(40ML,4,700×g)
和 Hitachi的 R5E（40ml，5,000rpm）细胞浮选系统。现代的浮选分离可以用光学系统直接
在 TV显示屏上观察离心浮选过程（透明锥形离心室）。 
离心浮选法特点： 
l 利用细胞悬浮在锥形离心室内受到的离心力，流体阻力和浮力的平衡关系实现不同

种类细胞的纯化，纯度很高。 
l 不需要密度梯度； 
l 适合分离纯化直径在 5～50μm的细胞； 
l 收集细胞的数量可达 107～1012个（JE－5.0或 R5E）； 
l 通过光学系统可以观测浮选过程； 
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l 可以实现自动收集已纯化的细胞； 
l R5E在离心机门上有照相机，记录浮选过程； 
l 离心浮选室可以高温消毒（121℃，20分） 
离心浮选示意图（取自 Hitachi样本） 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
离心浮选系统组成： 
l Hitachi或 Beckman高速冷冻离心机 
l 离心浮选转头（日立 R5E或贝克曼 JE－5.0）； 
l 环氧树脂透明离心室； 
l 带流量计、蠕动泵、及加样分配阀的加样系统； 
l 浮选转头专用观察门盖； 
l 光源组件（装在转头下方） 
l TV显示系统 
 
例 6 肝主质细胞倍体级分离（文献 13） 
l 所需设备同上述。 
l 肝细胞浮选用介质： L－ glutamine(131mg/l), L－ aspartic acid(13.3mg/l)， L－

threonine(23.8mg/l)，L－serine(31.5mg/l)，glycine(37.6mg/l)，L－alanine(53.5mg/l)，L－
glutamic acid(132.4mg/l)，KCL（223.7mg/l），NaH2PO4·H2O（96.6mg/l），MgCl2·6H2O
（101.7mg/l），NaHCO3(2.01g/l)，glucose(3.60g/l)，fructose(3.60g/l)，Sucrose(67.4mg/l)，
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溶液调节到 PH7.4，渗透压：308mOsm，配置后储存在－20℃待用。 
l 肝主质细胞悬液，从三月龄雌性WAG/Rij鼠取出； 
l trypan蓝染色剂。 
l 结果：各种倍体细胞分布 

二倍体（2n） 四倍体（4n） 八倍体（8n） 16倍体（16n） 
单核 双核 单核 双核 单核 双核 
9％ 16％ 53％ 16％ 4％ 2％ 

/ 

 
例 7 鼠肝主质细胞的多倍体级浮选分离 
l 设备及样品：同例（5） 
l 转速 1350rpm（～210g） 
l 温度 4℃ 
l 初始充样流速 12ml/min，直至细胞充满离心室 
l 分别用流速 19，32，41（ml/min）收集 I,II,III细胞，收集量分别为 100ml，150ml及 100ml 
l 已收集细胞储存于 4℃ 
l 停止输液后转头停转，从离心室收集沉淀并收集混合室样品 
l 用低速低温离心机甩平转头分别将收集液离心沉淀，1000×g，10分钟，将沉淀与 3ml
浮选介质混合制成倍体细胞悬液，4℃保存。 

l 结果：细胞数量与活性分析 
成分 流量 ml/min 细胞数量×106 活性（％） 组成 
原液  137.8 84 2n，4n，8n，16n及 

少量细胞聚集团及细胞碎片 
I 19 39.8 72 2n，4n, 少量细胞碎片 
II 32 54.7 85 4n（90％） 
III 41 15.5 83 4n，8n，细胞聚集团 
沉淀  17.1 82 同原液数据 
混合室  5.2 85 同原液数据 
总数  127.0（92％）   
 
例 8 肝的 Kupffer（星形细胞）及 endothelial(内皮)细胞纯化 
l 浮选设备：同上述例 
l 浮选用介质：GBSS 
l 各种染色介质（参考各节） 
l 肝窦状细胞（Sinusoidal）悬液 
l 分离步骤 

i. 用不连续 Nycodenz梯度制备鼠肝 Sinusoidal细胞悬液（参见本文前例） 
ii. 安装离心浮选系统（Hitachi或 Beckman） 

iii. 标准离心室：3,250rpm，4℃ 
iv. 初始流量 13.5ml/min注入 1～5×108个细胞悬液 
v. 在流量分别为 18，32，48ml/min时分别收集 100ml，150ml，150ml 

收集液中含有白细胞（L）、星形细胞（K）、内皮细胞（E）及主质细胞（P），收集
液保存在 4℃。 

vi. 离心后收集在浮选室中的细胞 
vii. 各种收集液离心沉淀：450g×10分，沉淀分别混悬于 3mlGBSS中 
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viii. 结果如下表： 
染色细胞比

例％ 
组成％ 

成份 细胞主要

类型 
细 胞 总

量×106 
活

性

％ P1 E1 P L E K 
初始细胞液 Sinusoidal 167.4 87 24.7 86.8 0.6 13.2 61.5 24.7 
I 收 集 液

（100ml） 
L 19.9 80 3.0 28.6 / 71.4 25.6 3 

II 收 集 液

（150ml） 
E 82.5 95 9.0 89.2 / 10.8 80.2 9 

III 收 集 液

（150ml） 
K 34.7 97 83.5 95.1 / 4.9 11.6 83.5 

沉淀 细胞聚集

团 
9.8 95 34.5 96 16.0 4.0 44.6 35.4 

注： 
l 表成染色比例中 P1：Peroxidase 过氧化物，E1：Esterrase（酯酶） 
l Sinusoidal细胞制备方法参见前述内容。 
 

例 9 鼠肝储脂细胞的离心浮选纯化（文献 14） 
i. 离心浮选设备（同上） 

ii. 转速 3,250rpm，4℃，流量 16ml/min 
iii. Sinusoidal细胞制备参照前述二阶不连续梯度离心法。 
iv. 加样：5～50×107个细胞注入混合室 
v. 用 16ml/min及 18ml/min分别收集二次，最后收集在离心室中剩下的细胞液 

vi. 以上三种收集液分别 450g×10 分钟离心，收集沉淀后分别用 2mlGBSS 混成
悬液 

结果如下表： 
染色细胞比例％ 组成％ 成份 细胞主要类型 细胞总量×106 活性％ 

P E1 F L E K 
初始 
样品 

E.F 133 94 8 98 16 2 75 8 

F1 F 14 80 1 88 78 12 9 / 
F2 F 6 85 1 94 53 6 40 / 
沉淀 E 108 93 1 99 7 / 81 11 

注：①E：endothelal Cell     ②初始样品取 12月龄鼠肝，二步不连续梯度分离后取上层 
     F：Fat-storing Cell       
     P1：Peroxidase 
     E1：Esterrase 
     L：Lymphocytes 
     K：Kupffer 
 
例 10 用离心浮选法从人血中纯化单核白细胞 
l 离心浮选设备同上述 
l 浮选前、后处理需要低速低温离心机 50ml甩平转头 
l 浮选用液：含 25mM葡萄糖及 1％（W/V）BSA 的磷酸缓冲液 
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l 酯酶（Esterrase）染色所需设备及试剂 
l 肝素化（利用肝素增加血液凝固时间）人血（50ml） 
l 梯度材料 Ficoll-Pague (Pharmacia-Biosystems) 

Lymphoprep (Nycomed Pharma，A/S) 
l 磷酸盐缓冲液（PBS）（50mM，PH7.4） 

分离步骤： 
i. 用例（1）的方法从 50ml 血样中纯化单核细胞，从分界面收获细胞液，加浮选

液后容积为 5ml。 
ii. 安装离心浮选系统，用浮选液充满浮选离心室，设置 5℃。 

iii. 预置转速 2,030rpm,设定流量 4.7ml/min 
iv. 加入样品（1×108个细胞），离心，分九次收集，每次 50ml分别用流量 4.7，8.0，

10.0，11.0，12.0，12.7，13.5，14.5，16ml/min收集。 
v. 收集后的细胞样品分别用 450g×10分收集沉淀。 

vi. 将以上沉淀分别用 3ml浮选液稀释成悬液 
vii. Esterrase染色后计数 

结果如下表： 
酯酶染色 

成份 流量（ml/min） 细胞数量（×106） 
负染（％） 正染（％） 

原液 / 104 85.6 14.4 
1 4.7 0 / / 
2 8.0 3 100 0 
3 10.0 17.8 99.7 0.3 
4 11.0 25.0 99.3 0.7 
5 12.0 25.0 98.0 2.0 
6 12.7 10.8 95.2 4.8 
7 13.5 1.2 95.3 4.7 
8 14.5 0.8 84.5 15.5 
9 16 2.0 58.7 41.3 
沉淀 / 10.0 28.4 71.6 
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