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从外周血分离单核细胞的不同方法及各自特点
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[摘　 要] 　 单核细胞是机体重要的固有免疫细胞,能吞噬并清除受伤和衰老的细胞及其碎片,参与人体的免疫炎

症反应。 单核细胞能进一步分化为巨噬细胞和树突状细胞,二者在建立有效的免疫应答中发挥着重要作用。 单核

细胞及巨噬细胞和树突状细胞被广泛应用在基础与临床医学的相关研究中。 本文将介绍从外周血中分离单核细

胞的几种不同方法,并比较分析其优劣性,帮助研究者选择合适的分离方法以高效地获得符合实验要求的单核细

胞,为后续研究奠定基础。
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Different methods of isolating monocytes from peripheral blood and their characteristics
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[ABSTRACT]　 Monocytes are important innate immune cells of the body, which can phagocytose and remove injured
and senescent cells and their fragments, and participate in the immune inflammatory response of the human body. 　 Mono-
cytes can further differentiate into macrophages and dendritic cells, both of which play an important role in establishing an
effective immune response. 　 Monocytes, macrophages and dendritic cells are widely used in related research in basic and
clinical medicine. 　 This article will introduce several different methods for isolating monocytes from peripheral blood, and
compare and analyze their advantages and disadvantages, so as to help researchers choose a suitable separation method to
efficiently obtain monocytes that meet the experimental requirements, and lay the foundation for subsequent research.

　 　 单核细胞是一种由骨髓髓样祖细胞分化而来

的单个核吞噬细胞,在骨髓中发育并释放到血液

中,停留 2 ~ 3 天后再迁移到周围组织中[1-2]。 单核

细胞是血液中最大的血细胞,也是体积最大的白细

胞,占外周血白细胞数量的 3% ~ 8% 。 单核细胞是

机体固有免疫系统的一个重要组成部分,能吞噬并

清除受伤和衰老的细胞及其碎片,参与人体的免疫

炎症反应[3]。 此外单核细胞还可以继续分化为巨

噬细胞和树突状细胞[1]。 单核细胞分化的巨噬细

胞能够参与固有免疫反应、分泌细胞因子、清除多

种病原体,对建立有效的免疫应答具有重要作

用[4-5]。 而单核细胞分化的树突状细胞具有强大的

抗原提呈功能,能够启动和调节适应性免疫应答,
是感染及肿瘤免疫领域的重要研究对象[6-7]。 单核

细胞及其分化而来的巨噬细胞和树突状细胞广泛

参与动脉粥样硬化等慢性炎症疾病以及多种肿瘤

和免疫性疾病的形成过程[8-9]。 当前,大量的基础

与临床医学的相关研究(如对动脉粥样硬化、肿瘤

免疫等的相关研究)都需要用到单核细胞[10-11],能
快速高效地获得符合实验要求的单核细胞对这些

研究十分重要。 本文将介绍从外周血中分离单个

核细胞(peripheral blood mononuclear cell,PBMC)并
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进一步提取单核细胞的几种不同的方法,并进行比

较,分析其各自的优缺点,帮助研究者选择合适的

分离方法。

1　 外周血中分离 PBMC

通常分离外周血单核细胞始于分离 PBMC,再
进一步从 PBMC 中提取出单核细胞[12]。 PBMC 是

指外周血中具有单个核的细胞,主要包括淋巴细胞

和单核细胞[13]。 聚蔗糖-泛影葡胺(Ficoll-Hypaque)
密度梯度离心法,因其价格相对低廉且操作简便,
成为目前实验室中从外周血分离 PBMC 的主要方

法[14]。 除了能从外周血中分离出 PBMC 外,该方法

同样适用于从外周血浓缩白细胞以及外周血富集

白细胞层(白膜)中分离 PBMC[15-16]。 PBMC 的密度

与血液中的其他组分不同,因此可以利用一种密度

介于 1. 076 ~ 1. 090 kg / L 之间、近于等渗的溶液(分
层液)进行密度梯度离心,可使不同类别的血细胞

按其相应密度分布,从而被分离[17]。 最常用的分层

液为聚蔗糖和泛影葡胺混合而成的比重为(1. 077±
0. 001)kg / L 的溶液。 用等体积的不含 Ca2+、Mg2+的

磷酸盐缓冲液(phosphate buffered solution,PBS)或

生理盐水稀释抗凝血后,将稀释过的抗凝血缓慢平

铺到等体积的分层液上方,500 ~ 1 000 g 离心力离

心 20 ~ 30 min(血液的体积越大,所需的离心力越

大,离心时间越长;离心力最大不超过 1 200 g)。 离

心后将出现明显的分层:最上层是稀释的血浆层,
中间是透明的分层液层,血浆与分离液之间的白膜

层即为单个核细胞层,离心管底部是红细胞与粒细

胞[18]。 吸取单个核细胞层,并用不含 Ca2+、Mg2+ 的

PBS 或生理盐水洗涤 3 次后,重悬于培养基中便可

得到 PBMC 悬液。 通过此方法,1 mL 外周血可分离

约 1×106 个 PBMC,单个核细胞的纯度可达 90% ,细
胞得率达 80% ,细胞活性达 95% [19-20]。

2　 PBMC 中分离单核细胞

通过 Ficoll-Hypaque 密度梯度离心法分离得到

的 PBMC 悬液,主要包含淋巴细胞与单核细胞,且
淋巴细胞占大多数[21],此外还含有少量其他细胞

(内皮祖细胞、干细胞等),想要得到高纯度的单核

细胞,还需要进一步分离纯化。
2. 1　 贴壁法

贴壁法主要是利用单核细胞与其他细胞在体

外培养时的贴壁差异来分离单核细胞。 体外培养

时,单核细胞通常在 2 ~ 4 h 内贴壁,且贴壁较为牢

固;内皮、内皮祖细胞、干细胞在 10 ~ 24 h 内贴壁;
而淋巴细胞贴壁能力较差,通常不贴壁,呈悬浮生

长[22]。 利用此特性可以粗略地从 PBMC 中分离出

单核细胞。 将分离出的 PBMC 以(1. 5×109) ~ (3×
109)个 / L 置于含有 RPMI 1640 培养基的培养皿中,
于 37 ℃、含 5%CO2 的细胞培养箱中进行贴壁培养

2 ~ 4 h,待单核细胞贴壁后,吸弃上层悬浮细胞,并
用 PBS 轻轻洗涤 3 遍,便可得到贴壁的单核细

胞[23]。 通过此法分离单核细胞,操作十分简便,对
实验人员技术水平和实验设备要求较低,且具有耗

时短、花费少及细胞活性高的优点,是十分常用的

单核细胞分离方法。 但是,通过此法获得的单核细

胞纯度较低,往往还含有大量的淋巴细胞;有研究

指出在对细胞进行 4 次洗涤后,剩下的细胞中仍然

有 25%是淋巴细胞[24];同时,所得单核细胞的纯度

波动范围也较大,这可能与 PBMC 中单核细胞的百

分比、贴壁 PBMC 数量、洗涤次数、洗涤强度和贴壁

时间有关[25];此外,单核细胞的得率也较低,每获得

1×106 个单核细胞便需要约 2×107 个 PBMC,细胞利

用率较低[15]。
2. 2　 冷聚集法

单核细胞在 4 ℃时会在试管中自发地快速聚集,
可利用此特性对单核细胞进行分离,称为冷聚集[26]。
将单核细胞重悬于含 10%胎牛血清的 RPMI 1640 培

养基中,将悬液置于 4 ℃ 下孵育 30 min,并持续搅

拌,低温下单核细胞便会自发地聚集、沉淀。 收集

沉淀下来的细胞,并再次重悬于培养基中,按同样

的方法进行第 2 轮冷聚集。 两轮冷聚集后,将沉降

的细胞重悬于新的培养基中,便可以得到单核细胞

悬液,供后续研究使用。 此方法也是一种简单的分

离方法,耗时短,成本低,对设备和技术要求较低,
所得单核细胞活性高;但是,通过冷聚集分离出来

的单核细胞纯度很低,有研究[27] 通过检测单核细胞

表面标志 CD14 来评估此法分离单核细胞的效能,发现

CD14 阳性细胞仅占所获细胞的(16. 1%±6. 2%)。
2. 3　 Percoll 分层液法

Percoll 是经过聚乙烯吡咯烷酮处理的硅胶颗

粒混悬液[28],Percoll 不穿过生物膜,对细胞无毒害

作用,广泛用于分离细胞、亚细胞成分、细菌及病

毒,此外还可将受损细胞及其碎片与完好的活细胞

分离[29]。 Percoll 混悬液的硅胶颗粒大小不一,经过

高速离心后,可形成一个连续密度梯度,将比重不

同的细胞分离纯化,且由于 Percoll 的扩散常数低,
所形成的梯度十分稳定。 通过配制特定密度的 Per-
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coll 分层液可从 PBMC 中进一步分离出单核细

胞[30],单核细胞的最佳纯化是在高渗密度梯度上,
密度界面在 1. 066 ~ 1. 074 g / mL 之间。 分离单核细

胞所用的 Percoll 分层液通常通过稀释 Percoll 原液

[密度(1. 130±0. 005) kg / L]来配制,可按照相应的

产品说明书采用不同的溶液来稀释配制,达到分离

单核细胞所需密度即可。 具体方法[31] 是在离心管

中小心地将 3 mL 的 PBMC 悬浮液(含 150 ×106 ~
200×106 个细胞)铺在 10 mL 的 Percoll 分层液体

上,以保持各层之间的界面。 若实验时所用外周血

量较少,分离的 PBMC 未达到 60 ×106 个时,可将

1 mL 的细胞悬液铺在 3 mL 的 Percoll 溶液上。 随后

将离心管以 580 g 离心力离心 15 min,并采用无制

动停转(避免快速制动导致分层紊乱),单核细胞会

富集在两层液面之间。 收集界面上的细胞转移到

新的离心管中,并加入 RPMI 1640 培养基重悬,然
后以 350 g 离心力离心 7 min,去掉上清液后,将细

胞重悬在 RPMI 1640 培养基中,便可得到富含单核

细胞的混悬液。 通过此方法分离的单核细胞,其纯

度可达 75% [31],在有的报道中,通过优化 Percoll 分
层液密度、离心速度、离心时间、温度等参数,得到

的单核细胞纯度甚至可达 90% [25]。 但是通过此方

法提取单核细胞其纯度波动较大,有的研究采用此

方法分离出的单核细胞其纯度仅为 60% 左右[16],
故最好由实验经验相对丰富的人员进行操作,并通

过多次预实验不断优化参数,以提高所得单核细胞

纯度。 此外,此方法的细胞利用率相对较高,每得

到 1×106 个单核细胞,消耗 PBMC 约 7×106 个,且细

胞活性较好[25],能维持正常的细胞功能,满足一般

的实验要求,细胞利用率也相对较高。 总体而言,
此方法是一种实验流程较为简单、设备要求相对不

高且能获得较高的单核细胞纯度和良好的细胞活

性的单核细胞分离方法。
2. 4　 免疫磁珠分选法

免疫磁珠法分选细胞的原理是事先让偶联有

超顺磁化微粒(磁珠)的特异性单克隆抗体与细胞

表面的特异性抗原相结合,随后在外加磁场时,无
该种表面抗原的细胞由于不能与偶联着磁珠的特

异性单克隆抗体结合而不具有磁性,能顺利通过磁

场,而具有该种表面抗原的细胞则能与之相结合并

具有磁性,进而被吸附滞留在磁场中,从而使具有

不同表面抗原的细胞得以分离[32]。 免疫磁珠分选

细胞有两种方法[33],一种是通过免疫磁珠标记所需

细胞,直接得到目的细胞,称为阳性分选;另一种则

是用免疫磁珠标记需要去除的细胞,间接地分离纯

化目的细胞,称为阴性分选。 在采用免疫磁珠阳性

分选单核细胞时[34],先将抗 CD14 免疫磁珠加入

PBMC 中进行孵育,CD14 阳性的单核细胞会被免疫

磁珠标记而具有磁性,然后将 PBMC 悬液加入到置

于分选器上的分选柱中,未被磁珠标记的细胞会先

行流出,而被免疫磁珠标记的 CD14 阳性单核细胞

则会在分选器提供的磁场作用下吸附在分选柱上,
随后再将分选柱从分选器上取下,冲洗出吸附在分

选柱上的 CD14 阳性细胞。 由于免疫磁珠分选可以

较大限度地避免细胞活化,且不会影响细胞的光散

射特性,所以无需解离磁珠,可以直接进行后续实

验:如流式细胞仪分析、细胞培养、分子生物学研究

等。 采用免疫磁珠阴性分选单核细胞时[27,35],则采

用抗 CD2、抗 CD3、抗 CD19、抗 CD20 以及抗 CD56
的免疫磁珠标记 PBMC 悬液中所不需要的淋巴细

胞及自然杀伤细胞,标记细胞会被吸附在分选柱

上,而未被标记的单核细胞则能顺利通过分选柱,
从而达到提纯单核细胞的目的。

采用免疫磁珠分选得到的单核细胞纯度极高,
无论采用阳性分选还是阴性分选,所得单核细胞悬

液中单核细胞纯度均能稳定在 90%以上,而阳性分

选纯度更高,在有的报道中采用阳性分选单核细胞

纯度甚至能达到 99% [36-37]。 相较于阳性分选,采用

免疫磁珠阴性分选得到单核细胞亚群更全面,而不

只是 CD14 阳性单核细胞,并且可一定程度上降低

单核细胞因与抗体结合而被活化的风险[16]。 但是,
在分离得到的 PBMC 中单核细胞数量并不占优势,
使用免疫磁珠阳性分选时仅需要标记占小部分的

单核细胞即可,而采用免疫磁珠阴性分离时,则需

要标记占大部分的淋巴细胞等,免疫磁珠用量增

加,提高了实验成本。 除了单核细胞纯度高以外,
免疫磁珠分选单核细胞还有较为不错的细胞得率,
每获得 1 × 106 个单核细胞仅需要约 9 × 106 个

PBMC。 此外,免疫磁珠分选法还有操作简单、耗时

短、细胞活性好等优点[15],但是此方法需要购买免

疫磁珠、分选柱以及分选器,实验成本相对较高。
2. 5　 流式细胞分选术

利用流式细胞术分离单核细胞时,可以通过异

硫氰酸荧光素(FITC)-抗 CD14 特异性单克隆抗体

标记 CD14 阳性单核细胞,然后将细胞通过流式细

胞仪进行分选,根据 FITC-抗 CD14 抗体的荧光强度

设置门控参数,收集 CD14 阳性单核细胞[38]。 通过

此方法可以获得极高纯度的单核细胞,且细胞利用

率较高,但是单核细胞也会在一定程度上因与抗体
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结合而被激活,可能影响后续实验结果[15]。 除此之

外,还可以通过流式细胞仪在不进行荧光抗体标记

的情况下直接对单核细胞进行分选。 由于单核细

胞是体积最大的白细胞,其内容物的颗粒形状与淋

巴细胞以及粒细胞等具有显著的差别,还可利用此

特点直接对单核细胞进行流式分选,而无需抗体标

记,从而简单快捷地获得纯度较高的单核细胞[39]。
陈媛等[39]的研究显示,根据 PBMC 各个成分细胞的

分群,确定单核细胞在流式细胞仪中的细胞大小以

及细胞颗粒度等特征,以限定分选条件,随后根据

所确定的分选条件通过流式细胞分群方式设置门

控参数分离并获取单核细胞;该研究还通过单核细

胞表面标志物 CD14 染色验证其效能,结果表明该

方法分选出的单核细胞纯度能达到 85% 以上;同
时,还对所分离出来的单核细胞进行了体外培养并

诱导分化为巨噬细胞,证明了该方法分选得到的单

核细胞能够正常培养与分化,可以用于进一步的实

验研究。 但通过该方法分选单核细胞需要昂贵的

设备和专业技术人员的操作,实验步骤较为复杂,
且耗时相对较长,实验成本相对较高[16]。
2. 6　 以抗原结合片段为基础的无痕亲和细胞分选

技术

以抗原结合片段( fragment of antigen binding,
Fab)为基础的无痕亲和细胞分选技术( traceless af-
finity cell selection, Fab-TACS),是由 Strep-tag 􀳏 /
Strep-Tactin􀳏 蛋白纯化技术[40] 发展而来的,运用免

疫亲和层析的原理,通过细胞表面特异抗原分子与

Fab 片段的特异性结合来捕捉和释放目标细胞。 通

过使用能与细胞可逆结合的低亲和力的 Fab 片段取

代具有高亲和力的完整抗体,从而对样本进行温和

的标准化分选,得到不含标记且未被活化的目标细

胞。 在分离单核细胞时,使用含有 Strep-tag􀳏 的 Fab
片段标记单核细胞表面的 CD14 分子,并加入 Fab-
TACS 重力柱内,重力柱中含有经 Strep-Tactin􀳏 涂

布的琼脂糖珠, Strep-tag 􀳏 能与琼脂糖珠表面的

Strep-Tactin􀳏 结合,从而将 CD14 阳性单核细胞捕

捉在琼脂糖珠表面,非目的细胞则会从重力柱中流

出,再通过缓冲液清洗进一步洗去重力柱中的非目

的细胞。 最后,通过向重力柱中加入生物素中断

Strep-tag􀳏 和 Strep-Tactin􀳏 的结合。 同时,低亲和

力的 Fab 也会从目标细胞上解离,从而可以获得未

被激活和不含有人为标记的单核细胞。 此方法操

作简单且耗时少,分离的单核细胞纯度甚至能达到

99% ,并具有极高的细胞活性[36],最重要的是 Fab-
TACS 技术相较于其他的正向选择技术(如免疫磁

珠阳性分选、CD14 荧光标记流式细胞分选)而言,
避免了完整抗体与受体相结合所导致的不必要的

刺激和细胞活化,得到的单核细胞也不含有磁珠和

荧光标记,有利于后续的对单核细胞质量要求极高

的实验。 但是目前此方法所用到的相关试剂和材

料售价昂贵,实验成本极高,不适合对大量血液样

本进行分离。
2. 7　 组合法

从 PBMC 中分离单核细胞并不局限于采用单

一方法,有时可以根据需要,结合不同方法各自的

优点,联合多种方法对单核细胞进行分离,从而满

足实验需求。 最常见的便是在采用 Percoll 分层液

对单核细胞进行分离后再增加一个贴壁法纯化的

步骤,将通过 Percoll 分层液法得到的单核细胞悬液

加入培养皿中进行孵育,待单核细胞贴壁黏附后,
吸去上清中的悬浮细胞,并用 PBS 进行洗涤,可以

达到进一步纯化的目的,提高单核细胞纯度[41]。 这

种组合方法操作十分简单,且基本不增加实验成

本,十分实用。 此外,还有学者将 Percoll 分层液法

和免疫磁珠阴性分选相结合,在采用 Percoll 分层液

法得到单核细胞悬液后,再通过免疫磁珠阴性分选

去除残留的非目的细胞,最后得到的单核细胞纯度

在 93%左右[16]。 这种方法相较于单纯使用 Percoll
分层液法,极大的提高了单核细胞的纯度;而相较

于单纯采用免疫磁珠阴性分选,由于已经经过一次

Percoll 分层液分选,非目的细胞已经只占小部分,
标记非目的细胞只需要使用少量免疫磁珠即可,大
幅减少了试剂用量,极大地降低了实验成本。

3　 总　 结

分离单核细胞有多种方法,且各具优劣,在实

验时应根据对单核细胞要求进行选择。 当对单核

细胞纯度要求不高,比如进行一些预实验时,可以

采用贴壁法、冷聚集法,操作简单且节约成本;当需

要分离大量的具有一定纯度的单核细胞,且实验预

算有限的情况下,可以采用 Percoll 分层液法结合贴

壁法,所得的单核细胞能满足大多数的实验要求;
如对单核细胞纯度有更高的要求,则可以选用流式

细胞分选或者免疫磁珠分选;若是需要少量的极高

纯度且具有极高功能活性的单核细胞,并且实验经

费充足,Fab-TACS 正向分选是极佳的选择。 总之,
应根据具体实验中对单核细胞的需求,结合研究预

算、实验设备等客观条件进行合理选择。
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