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两步和三步法分离样本资源库抗凝血单个核细胞和血浆效果比较!
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"

要"目的
"

比较两步和三步法分离外周血单个核细胞"

<,35

#和血浆的效果%方法
"

对送至样本资源

库的
'7

例抗凝血标本分别采用两步法和三步法分离
<,35

及血浆!并对
)

种不同处理方法的分离效果进行比

较%两步法为将抗凝血加入淋巴细胞分离液!离心后分别分离
<,35

和血浆'三步法则先离心分离血浆后再加

入淋巴细胞分离液!离心后分离
<,35

%结果
"

)

种处理方法处理后检测的活细胞数$总细胞数及活细胞比例

结果相近!差异均无统计学意义"

!

%

(@(8

#%两步法血浆中细胞因子水平均低于三步法!其中
)8

种细胞因子比

较!差异均有统计学意义"

!

$

(@(8

#%结论
"

两步法省时!操作少!在分离
<,35

方面效果与三步法类似'但两

步法在分离血浆方面会影响血浆细胞因子水平%

关键词"品种资源'

"

生物标本库'

"

单核细胞'

"

细胞因子'
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血浆
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转化医学(

'9)

)是目前医学研究中的重点和热点%

而样本库资源库则是转化医学研究的基石和重要组

成部分'早在
)((*

年北京市科委正式启动疾病资源

库项目建设工作'北京佑安医院以肝炎&艾滋病等传

染病人群为主体%建立了肝炎"艾滋病传染病样本资

源库(

;97

)

'在样本资源库中外周血单个核细胞#

<,9

35

$和血浆是样本资源库储存的重要样本'

<,35

包括
,

细胞&

0

细胞&

:h

细胞%单核细胞等%在评价免

疫反应中至关重要(

?

)

%在疫苗研究(

B9*

)和临床试验中

也具有重要意义(

'(9''

)

-而血浆中各种细胞因子对评价

机体炎性反应&肿瘤发生及转移等具有重要作用'在

样本资源库中对送检标本如何处理会影响标本的质
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量'为更好地对标本进行质量控制%从而有利于后期

科学研究%本研究比较了两步和三步法分离外周血

<,35

和血浆的效果%现报道如下'

C

"

材料与方法

C@C

"

标本来源
"

收集首都医科大学附属北京佑安医

院
)('?

年
)

月至
)('?

年
A

月送入样本资源库的标

本%标本来源者均已签署知情同意书'均为当天采集

的新鲜抗凝血%无手术期输血&输液等干扰分离效果

的标本'

C@D

"

分离外周血
<,35

和血浆的方法
"

用乙二胺四

乙酸抗凝管#货号
;7?8)8

%

,2

公司$采集外周血
7

"

B

V.

%将送检标本混匀后平均分为
)

份'一份标本直

接加入到
4EOHII

淋巴细胞分离液#货号
1!'''A8A7

%

1TEF9!ME%I/

公司$中%

))((&

"

VE#

离心
)(VE#

后进

行分离
<,35

和血浆提取%即两步法'见图
'1

'一

份标本
))((&

"

VE#

离心
?VE#

后先提取血浆%再加

入预温的
'7A(

培养基#货号
!+;(B(*@(',

%

+

J

OIH#%

公司$稀释到原来体积%加入到淋巴细胞分离液中

))((&

"

VE#

离心
)(VE#

后分离
<,35

%即三步法'

见图
',

'分离的
<,35

加入适量
=<Y39'7A(

混合

均匀洗涤后进行细胞计数%而血浆放置于
_B(]

冰箱

备用'

""

注!

1

表示两步法-

,

表示三步法

图
'

""

不同处理方法示意图

C@E

"

细胞计数
"

采用吖啶橙#

1>

$"碘化丙啶#

<Y

$染

液#货号
5!)9('(798VI

%

:%TO%IHV

公司$对细胞进行

计数%

1>

为浸润性染料#膜通透性$%可侵入活细胞与

双链
2:1

结合发出绿色荧光&与单链
2:1

#变性

2:1

$结合发出红色荧光-

<Y

为排斥性染料#膜不通

透性$%不能进入活细胞%与死亡或正在死亡#膜通透

性改变$的细胞核酸结合%发出红色荧光'

1>

"

<Y

双

染色可区分活细胞与死亡细胞'具体操作!取
<,35

悬液
)(

#

.

%与
1>

"

<Y

染料按
'i'

比例混匀-取
)(

#

.

混匀液加入到细胞计数板#货号
!2'((

%

:%TO%IHV

公司$中%然后插入到自动细胞计数仪#

O%IIOHR#L%&

%

:%TO%IHV

公司$中%自动计数活细胞数&总细胞数和

细胞活性'

C@F

"

检测血浆中细胞因子水平
"

将冻存的血浆解冻

后选取能评价炎症&免疫状态&肿瘤发生的
)?

种血浆

细胞因子%见表
)

'利用美国
,EH&"/

公司试剂盒进行

检测'根据试剂盒操作说明书采用
.RVE#%T

高通量

技术进行检测%检测仪器为美国
.RVE#%T)((

液相悬

浮芯片系统'

C@G

"

统计学处理
"

采用
!<!!'?@(

统计软件对数据

进行分析'符合正态分布的计量资料以
JeF

表示%

组间比较采用配对
8

检验%以
!

$

(@(8

为差异有统计

学意义'

D

"

结
""

果

D@C

"

不同方法分离
<,35

效果比较
"

)

种方法分离

的活细胞数&总细胞数及活细胞比例结果相近%差异

均无统计学意义#

!

%

(@(8

$'见表
'
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表
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不同方法分离
<,35

效果比较$

JeF

%

项目 两步法 三步法
8 !

<,35

活细胞#

['(

8

$

;@A?e'@?( ;@)?e'@?* (@8'?(@7';

<,35

总细胞#

['(

8

$

;@87e'@7* ;@8(e'@B? (@'A8(@BB?

活细胞比例#

C

$

*7@7;eA@(? *;@87e*@8( '@;88(@'*7

D@D

"

不同方法对血浆细胞因子水平的影响比较
"

两

步法血浆细胞因子水平均低于三步法%除
a395!4

和

Y<9'(

外%其余
)8

种细胞因子比较%差异均有统计学

意义#

!

$

(@(8

$%见表
)
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不同方法对血浆细胞因子水平的影响比较

细胞因子
两步法

#

JeF

%

N$

"

V.

$

三步法

#

JeF

%

N$

"

V.

$

8 !

两步法"三步法

(

C

%均数#范围$)

重组人巨噬细胞炎症蛋白
9'

'

;@BAe'@BB A@78e)@)B A@7;; (@(((' B8

#

77

"

'('

$

白细胞介素
97

#

Y.97

$
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干扰素
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续表
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不同方法对血浆细胞因子水平的影响比较

细胞因子
两步法

#

JeF

%

N$

"

V.

$

三步法

#

JeF

%

N$

"

V.

$

8 !

两步法"三步法

(

C

%均数#范围$)

调节活化正常
0

细胞表达和分泌因子
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#
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"

'(A

$

成纤维细胞生长因子
7A@B*e';@*( B;@??e')@BB *@8)( (@(((' ?8

#
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"

*?

$

血管内皮生长因子
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#
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"

'(;

$

血小板衍生生长因子
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')A

$
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#
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"

*'

$
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'(;
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单核细胞趋化蛋白
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#

AB

"
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论
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由于样本资源库中的临床样本是不可再生的宝

贵资源%而高质量临床样本对科学研究具有极其重要

的意义(

')

)

'如何科学&高效&标准化地采集&处理&储

存高质量样本资源%建立高质量资源库%使之更好地

为转化医学服务至关重要(

';

)

'样本资源库中标本分

离方法对标本质量影响较大%本研究比较了两步和三

步法对
<,35

分离和血浆细胞因子水平的影响'

从操作方面看%两步法处理时间短%操作少于三

步法'但在
<,35

分离效果方面%在活细胞数&总细

胞数及活细胞比例方面%两步法与三步法的结果基本

一致%差异均无统计学意义#

!

%

(@(8

$%提示在分离

<,35

时可采取两步法%这样操作少且省时'也有研

究对不同
<,35

分离技术方法进行了比较%为利用

<,35

而进行的下游应用研究提供了基础%从而可选

择最佳
<,35

分离方法(

'8

)

'

本研究比较了
)

种方法分离后的血浆细胞因子

水平%结果显示%两步法分离血浆中的细胞因子水平

均低于三步法%其中
)8

种细胞因子比较%差异均有统

计学意义#

!

$

(@(8

$%从表
)

可见%采取两步法分离的

血浆大部分细胞因子水平仅为三步法的
)

"

;

%甚至更

低%这种差异会对后期研究造成极大影响'究其原

因%可能在于两步法分离的血浆%因为在分离血浆前

就加入了淋巴细胞分离液%从而影响了血浆细胞因子

水平%具体机制尚不清楚%有待于进一步的验证研究-

而本研究中无论是两步法还是三步法%均采用了先进

的
.RVE#%T

高通量技术%其差异应该与检测技术无

关-而检测的
)?

种细胞因子则涵盖了能反映炎症&肿

瘤发生及转移等的各种白细胞介素&细胞集落刺激因

子&干扰素&血管生长因子等%则
)

种方法之间的差异

也应该不是细胞因子的选择差异所致'提示如后期

研究涉及血浆细胞因子水平%那么样本库标本的血浆

分离应采用三步法进行处理'

有研究观察了不同处理时间&不同处理温度等条

件对血浆收集的影响%结果显示%代谢产物与时间相

关%随时间延长%代谢产物会增多%故建议分离血浆应

在
;M

内进行%在该时间段内代谢产物数据很稳

定(

'A

)

'由此可见%在不同实验条件下分离的血浆质量

会有很大差异'

F

"

结
""

论

""

本研究结果显示%两步法与三步法比较%在分离

和收集
<,35

方面效果类似%且步骤简单%可节省时

间-但两步法分离的血浆细胞因子受到很大影响%不

能真实地反映血浆细胞因子水平'
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