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免 疫 磁 珠 法 纯 化 小 鼠 CD34+ 造 血 干 细 胞

林 芸 ，孟 凡 义 ，杨 艺 （第 一 军 医 大 学 南 方 医 院 血 液 科 ，广 东 广 州 510515）

摘 要 ：目 的 探 讨 免 疫 磁 珠 法 （MiniMACS）能 否 用 于 纯 化 小 鼠 骨 髓 CD34+ 造 血 干 细 胞 。 方 法 应 用 免 疫 磁 珠 纯 化 小 鼠 骨

髓 CD34+ 细 胞 ，流 式 细 胞 仪 （FACS）评 估 纯 化 效 率 ，检 测 纯 化 后 的 细 胞 活 力 。结 果 纯 化 后 CD34+ 细 胞 纯 度 81.5%（范 围

76.80%~85.38%）， 回 收 率 47.54%（范 围 40.50%~54.31%）， 纯 化 前 后 细 胞 活 力 不 受 影 响 （Ｐ=0.169）。 结 论 应 用

MiniMACS 纯 化 小 鼠 骨 髓 可 获 得 高 纯 度 CD34+ 细 胞 ，并 不 影 响 细 胞 活 力 。
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Ａｂｓｔｒａｃｔ� Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ ToassesstheefficiencyofimmunomagneticbeadsinthepurificationofCD34+ cellsfrommurinebone
marrow. Ｍ ｅｔｈｏｄｓCD34+ cellswere isolated from murinebonemarrowusingimmunomagneticbeadsonMiniMACSdevice.
Fluorescenceactivatedcellsorter (FACS) wasemployedtodeterminethepercentagesofCD34+ cells beforeandafterthe
purificationproceduresfollowedbycalculationoftheviablecellssurvivingthepurificationbymeansoftrypan bluestaining.
Ｒｅｓｕｌｔｓ ThepurityofCD34+ cellsamountedto81.5% (ranging from 76.80%to85.38%)afterthepurificationwithamedian
recoveryrateof47.54%(rangingfrom40.50%to54.31%).Thecellviability wasnotnotably impaired(Ｐ=0.169). Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ

HighlypurifiedCD34+ cellscanbeobtainedfrommurinebonemarrowusingMiniMACSwhichdoesnotimpairtheviability
ofthederivedcells.
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ�CD34+ cells;immunomagneticbead;purification;bonemarrow

异 基 因 造 血 干 细 胞 移 植 物 含 有 大 量 T 淋 巴 细 胞

致 使 移 植 后 发 生 急 性 、重 度 移 植 物 抗 宿 主 病 （GVHD）

是 影 响 异 基 因 造 血 干 细 胞 移 植 能 否 获 长 期 生 存 的 主

要 原 因 之 一 ［1］。 清 除 或 富 集 移 植 物 中 特 定 的 细 胞 是 当

前 移 植 领 域 所 关 注 的 问 题 。 临 床 采 用 免 疫 磁 珠

（MACS 系 统 ）纯 化 人 CD34+ 造 血 干 细 胞 能 有 效 清 除

移 植 物 中 的 其 他 T 细 胞 ， 减 轻 异 基 因 移 植 GVHD 的

严 重 程 度 并 降 低 其 发 生 率 。本 实 验 主 要 探 讨 免 疫 磁 珠

法 能 否 用 于 纯 化 小 鼠 CD34+ 细 胞 ， 为 下 一 步 采 用 纯

化 CD34+ 细 胞 移 植 模 型 研 究 防 治 GVHD 提 供 依 据 。

1 材 料 和 方 法

1.1 材 料

1.1.1 实 验 动 物 清 洁 级 C57BL/6 小 鼠 雌 雄 不 拘 ，7~8
周 龄 ，体 质 量 2 0 g（第 一 军 医 大 学 实 验 动 物 中 心 提 供 ）。

1.1.2 主 要 试 剂 及 器 械 RPMI1640 培 养 基 （Gibco 公

司 ），FITC-RAMCD34单 抗 （晶 美 公 司 ），Cy-RAMCD45
（晶 美 公 司 ）， 磁 珠 标 记 的 GARIgG （基 因 公 司 ），

MiniMACS 分 离 器 （基 因 公 司 ），磁 性 分 离 柱 （基 因 公

司 ），一 次 性 滤 器 （基 因 公 司 ），眼 科 手 术 器 械 ，200 目

金 属 网 。

1.2 方 法

1.2.1 骨 髓 细 胞 采 集 颈 椎 脱 臼 法 处 死 小 鼠 ， 浸 泡 于

75%酒 精 15min，在 超 净 台 内 分 离 股 骨 和 胫 骨 ，置 于

200 目 金 属 网 上 ，剪 开 骨 两 端 ，RPMI1640 培 养 液 反 复

冲 洗 骨 髓 腔 ，收 集 细 胞 悬 液 并 计 数 。

1.2.2 流 式 细 胞 仪 评 估 纯 化 前 CD34+ 细 胞 百 分 比 取

1×106 个 细 胞 ， 加 入 FITC-CD34 单 抗 2 μl，Cy-CD45
单 抗 5 μl（设 门 ，门 内 为 CD45 阳 性 ，代 表 有 核 细 胞 ），

室 温 下 避 光 25min，加 溶 血 剂 室 温 下 15 min，离 心 ，

弃 上 清 ，PBS 洗 涤 一 次 ，加 固 定 液 ，上 机 检 测 。

1.2.3 MiniMACS 纯 化 CD34+ 细 胞 调 整 骨 髓 细 胞 悬

液 为 500 μl，过 滤 ，予 CD34 单 抗 2 μl/1×106 个 细 胞 ，

室 温 下 避 光 标 记 25 min，缓 冲 液 （10~20 倍 体 积 ）洗

涤 ，1000 r/min，10min，弃 上 清 。 加 1.6 ml 缓 冲 液 重 悬 。

磁 珠 标 记 的 二 抗 20μl/107 个 细 胞 ，混 匀 ，10℃ ，15 min。
加 1 000 ml 缓 冲 液 ，1 000 r/min，10min，弃 上 清 。 加

1000 ml 缓 冲 液 重 悬 ，过 滤 。500 μl 缓 冲 液 洗 柱 。悬 液

过 柱 。3×500 μｌ缓 冲 液 洗 柱 。 移 柱 出 磁 场 。1 ml 缓
冲 液 洗 柱 ，用 泵 加 压 ，收 集 阳 性 洗 液 。

1.2.4 流 式 细 胞 仪 评 估 纯 化 后 CD34+ 细 胞 百 分 比 取

1×105 细 胞 加 入 FITC-CD34 单 抗 2 μl，Cy-CD45 单 抗
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图 1 纯 化 前 后 小 鼠 骨 髓 CD34+ 细 胞 占 有 核 细 胞 百 分 比

Ｆｉｇ．１ Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆｍｕｒｉｎｅｂｏｎｅｍａｒｒｏｗ ＣＤ３４＋ｃｅｌｌｉｎｎｕｃｌｅａｔｅｃｅｌｌｓ

A: GatedwithCy-CD45,nucleatecellwasCD45positive;B:PercentageofCD34+ cellsbeforepurificiationinM2gate;C:
PercentageofCD34+ cellafterpurificiationinM2gate;Abscissaindicatescellnumbers
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3 讨 论

小 鼠 造 血 干 细 胞 的 表 面 标 志 有 CD34、Thy-1、

C-kit 抗 原 及 鼠 类 特 有 的 Sca-1、Sca-2 等 表 面 抗 原 ，其

中 CD34 抗 原 广 泛 存 在 于 人 、鼠 、犬 的 造 血 干 / 祖 细

胞 表 面 ，是 目 前 临 床 衡 量 造 血 干 / 祖 细 胞 质 与 量 较 好

的 标 志 。 异 基 因 移 植 中 GVHD 是 导 致 移 植 失 败 乃 至

死 亡 的 最 大 原 因 ，通 过 CD34+ 干 / 祖 细 胞 的 纯 化 可 以

达 到 体 外 去 除 T 细 胞 ， 从 而 明 显 降 低 GVHD 发 生 率

的 目 的 ［2］。 目 前 应 用 最 多 的 是 生 物 素 - 亲 和 素 免 疫 亲

和 柱 层 析 系 统 （Ceprate 系 统 ） 和 免 疫 磁 珠 分 离 系 统

（MACS 系 统 或 Isolex 系 统 ）。免 疫 磁 珠 法 是 将 单 个 核

细 胞 与 CD34 单 抗 孵 育 ，使 CD34+ 细 胞 被 CD34 单 抗

标 记 ，然 后 再 与 包 被 磁 珠 微 粒 来 源 于 羊 或 兔 的 IgG 二

抗 孵 育 ， 通 过 磁 场 作 用 将 CD34+ 细 胞 分 离 。 其 中

Isolex 系 统 需 要 再 用 木 瓜 凝 乳 蛋 白 酶 消 化 去 除 磁 珠

释 放 干 细 胞 ，而 MACS 系 统 磁 珠 为 超 顺 葡 聚 糖 微 球 ，

直 径 仅 50nm，在 体 内 可 以 被 代 谢 ，无 毒 性 ，可 直 接 输

入 体 内 。 Krǘger 等 ［3］比 较 了 磁 珠 系 统 （MiniMACS 及

Isolex-50）和 免 疫 层 析 法 （Ceprate-LC）纯 化 人 CD34+

细 胞 的 能 力 ，显 示 磁 珠 系 统 在 净 化 肿 瘤 细 胞 、体 外 T
细 胞 、 提 高 产 品 CD34+ 细 胞 纯 度 上 优 于 免 疫 层 析 系

统 ，MiniMACS 与 Ceprate-LC 回 收 率 相 似 ， 优 于

Isolex-50。 我 们 采 用 MiniMACS 纯 化 小 鼠 CD34+ 造

血 干 / 祖 细 胞 是 因 为 MiniMACS 系 统 本 身 所 具 有 的

优 点 以 及 表 达 CD34 分 子 的 人 、鼠 的 造 血 干 / 祖 细 胞

功 能 相 似 ，结 果 显 示 可 以 获 得 高 纯 度 CD34+ 细 胞 ，细

胞 活 力 不 受 影 响 。
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5 μl,室 温 下 避 光 25min，PBS 洗 涤 一 次 ，加 固 定 液 ，上

机 检 测 。

1.2.5 回 收 率 （%）计 算 回 收 率 （%）= 纯 化 后 细 胞 总

数 ×纯 化 后 CD34+ 细 胞 百 分 数 / 纯 化 前 细 胞 总 数 ×纯

化 前 细 胞 总 数 。

1.2.6 细 胞 活 性 检 测 纯 化 前 后 分 别 取 10 μl 细 胞 悬

液 与 10 μl 0.4%锥 虫 蓝 溶 液 混 合 后 ，滴 片 显 微 镜 下 观

察 不 着 色 、发 亮 的 为 活 细 胞 ，着 色 胀 大 为 死 细 胞 ，计 算

200 个 细 胞 中 的 活 细 胞 数 。

1.3 统 计 学 分 析

SPSS10.0 统 计 软 件 处 理 数 据 ， 检 验 方 法 采 用 两

样 本 均 数 的 ｔ检 验 ，分 析 纯 化 前 后 CD34+ 细 胞 的 纯 度

及 细 胞 活 力 的 差 别 。

2 结 果

纯 化 前 骨 髓 CD34+ 细 胞 百 分 比 平 均 为 2.94%（图

1）， 纯 化 后 CD34+ 细 胞 百 分 比 平 均 为 81.5%（图 1）(Ｐ=
0.000)；纯 化 前 细 胞 活 力 平 均 为 99.11%，纯 化 后 平 均

为 98.89%(Ｐ=0.169)，显 示 应 用 MiniMACS 纯 化 骨 髓

细 胞 可 明 显 提 高 CD34+ 细 胞 纯 度 而 不 影 响 细 胞 活

力 ，回 收 率 平 均 为 47.54%。
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