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【摘要】　目的　研究密度梯度离心和免疫磁珠分选相结合方法富集脐血中胎儿有核红细胞。方法　对

５例脐血首先用密度梯度离心和免疫磁珠分选依次进行胎儿有核红细胞分离，用流式细胞检测和细胞

染色对分选前后细胞进行分选纯度分析。结果　１．通过流式细胞仪检测发现ＣＤ７１单克隆抗体磁珠用

于脐血中胎儿有核红细胞分选（ＣＤ７１＋，ＣＤ４５－），分选后的纯度可以达到８１％，而分选前ＣＤ７１阳性细

胞只占２３．２％。２．分选前脐血涂片可见大量的成熟红细胞，含少量有核红细胞；密度梯度离心后可见

绝大多数细胞为单个核细胞（淋巴细胞、单核细胞和有核红细胞），含少量红细胞；ＣＤ７１单克隆抗体磁珠

分选后阳性细胞多为胞浆丰富略嗜碱性的有核红细胞。结论　密度梯度离心和免疫磁珠分选相结合可

以有效提高脐血中胎儿有核红细胞的分选纯度。
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　　产前诊断是对胚胎或胎儿在出生前是否患有某

些遗传病或先天畸形做出准确的诊断。目前采用的

诊断方法多属于有创性检查，对妊娠妇女和胎儿都

有一定的风险［１］。从妊娠妇女外周血中分离胎儿有

核 红 细 胞 （ｆｅｔａｌｎｕｃｌｅａｔｅｄ ｒｅｄ ｂｌｏｏｄ ｃｅｌｌｓ ，

ＦＮＲＢＣｓ）进行基因分析已成为国内外无创性产前

诊断的研究热点。但是母体循环中的ＦＮＲＢＣｓ数

量稀少，难以达到临床检测的要求，高效富集

ＦＮＲＢＣｓ方法已成为产前诊断中筛查染色体异常

和基因异常的必要手段。本研究通过结合密度梯度

离心和免疫磁珠分选的方法提高分选后ＦＮＲＢＣｓ

的纯度。

１　材料与方法

１．１　研究对象　选择２００７年５月至２００８年３月

在复旦大学附属妇产科医院足月分娩的健康胎儿脐

血５例，每例６ｍｌ，ＥＤＴＡ抗凝。

１．２　实验方法

１．２．１密度梯度离心　用Ｆｉｃｏｌｌ（美国Ｓｉｇｍａ公司）

制备密度１．１１９／１．１０７／１．０７７的三重梯度，每个梯

度２ｍｌ，依次加入 １５ｍｌ离心管中。将血标本：

０．１ＭＰＢＳ＝２：３（Ｖ／Ｖ）进行稀释，稀释后的血标本

缓置于 ６ｍｌ密度梯度液上，室温 ２２℃，４００ｇ×

４０ｍｉｎ。在１．０７７和１．１０７密度界面上，可见呈白膜

状的细胞层面。此层面即为富含单个核细胞，用枪

头轻轻插到此层，将细胞转移入５０ｍｌ管中，加入

３０ｍｌＰＢＳ／１％ＢＳＡ，３００ｇ×１０ｍｉｎ，弃上清，细胞沉

淀再用相同的方法洗２次以去除残留的密度梯度

液，最后细胞沉淀重悬于３００ｕｌＰＢＳ／０．１％ＢＳＡ中，

吹匀。

１．２．２细胞计数　取２ｕｌ重悬液加入１９８ｕｌＰＢＳ中

（即稀释１００倍），光镜下计数４大格细胞数，重复１

遍。８大格细胞数×１００（稀释倍数）×１０４＝细胞

数／ｍｌ。取１０６ 个细胞，用 ＰＢＳ／０．１％ＢＳＡ 补足

８０ｕｌ。

１．２．３　免疫磁珠分选　加入２０ｕｌＣＤ７１抗体磁珠

（德国美天旎公司）４℃ 放置１５ｍｉｎ。３００ｇ×１０ｍｉｎ，

弃上清，加入１ｍｌＰＢＳ／０．１％ＢＳＡ，重悬沉淀后，

３００ｇ×１０ｍｉｎ，弃上清，沉淀重悬于 ５００ｕｌＰＢＳ／

０．１％ＢＳＡ。组装美天旎磁珠分选系统。以５００ｕｌ

ＰＢＳ／０．１％ＢＳＡ润洗美天旎分选柱，待流空后，将分

选的细胞上柱，收集流出液，标记为阴性细胞。取

５００ｕｌＰＢＳ／０．１％ＢＳＡ润洗管子，待流空后再重复２

次，最后。取５００ｕｌＰＢＳ／ＥＤＴＡ／ＢＳＡ加入分选柱，

待流空后再重复一次。最后取１ｍｌＰＢＳ／０．１％ＢＳＡ

加入分选柱，拿离磁场，冲洗入１５ｍｌ管内，标记为

阳性细胞。

１．２．４免疫荧光染色　分选前细胞、分选后的阴性

细胞、阳性细胞按１×１０５ 个细胞加入ＰＥ标记的

ＣＤ４５单克隆抗体（德国美天旎公司）和ＦＩＴＣ标记

的ＣＤ７１单克隆抗体（德国美天旎公司）２０μｌ，室温

避光孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３遍，１％多聚甲醛固定。

流式细胞仪检测。

１．２．５涂片 Ｗｒｉｇｈｔ’ｓＧｉｅｍｓａ染色　同时取分选前

细胞、密度梯度离心后细胞和分选后阳性细胞进行

细胞涂片，涂片后先用瑞氏染液将涂膜面充分覆盖。

稍等片刻待染液干后加吉姆萨染液１～２滴，用枪头

引导染色覆盖涂膜面。等 １～２ｍｉｎ，再将 ＰＢＳ

（ＰＨ６．４）一滴一滴地加到涂片膜上，直至膜面上染

色液形成把表面张力而终止染色液进入（ＰＢＳ的用

量为瑞氏吉姆萨染液之和的两倍）。染色１０ｍｉｎ，分

色，用自来水冲洗至颜色明显变淡（３ｍｉｎ），镜下

观察。

２　结果

２．１　ＣＤ７１分选结果　通过流式细胞仪检测发现

ＣＤ７１单克隆抗体磁珠用于脐血中胎儿有核红细胞

分选（ＣＤ７１＋，ＣＤ４５－），分选后的纯度可以达到

８１％，而分选前ＣＤ７１阳性细胞只占２３．２％（图１）。

ＢＬＡＮＫ００１：无标记的细胞，ＱＩＡＮ００２：分选前

细胞ＣＤ７１和ＣＤ４５双标记，ＨＯＵ＋００４：分选后阳

性细胞ＣＤ７１和ＣＤ４５双标记，ＨＯＵ００３：分选后阴

性细胞ＣＤ７１和ＣＤ４５双标记。

２．２　形态学观察

２．２．１分选前脐血涂片可见大量的成熟红细胞，有

核细胞以淋巴细胞、粒细胞和单核细胞为主，含少量

有核红细胞（图２）。

２．２．２三重密度梯度离心后取单个核细胞层，可见
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绝大多数细胞为单个核细胞（淋巴细胞、单核细胞和

有核红细胞），含少量红细胞（图３）

图１　ＣＤ７１磁珠分选的结果

图２　分选前的脐血涂片瑞式吉姆萨染色（×４００）

图３　三重密度梯度离心后细胞涂片瑞式吉姆萨染色（×４００）

２．２．３ＣＤ７１单克隆抗体磁珠分选后阳性细胞多为

胞浆丰富略嗜碱性的有核红细胞（图４、图５）。

图４　分选后阳性细胞瑞式吉姆萨染色（×４００）

图５　分选后阳性细胞瑞式吉姆萨染色（×１０００）

３　讨论

早在１８９３年Ｓｃｈｍｏｒｌ
［２］首先提出孕妇外周血

中存在胎儿细胞，该观点今年已经被一些研究证

实［３］。这就为非侵入性产前诊断提供了很好的理论

依据。Ｌｏ等
［４］研究表明母血中胎儿细胞数量随孕

周的增加而增加，且存在于整个孕期，使其成为很好

的诊断材料。但是应用孕妇外周血胎儿细胞进行产

前诊断已发展近２０年，仍然因为技术和价格的局限

性不能广泛在临床中使用，因此高效富集母血中的

ＦＮＲＢＣｓ已经成为开展无创性产前诊断的关键。

ＦＮＲＢＣ是单核细胞，含有胎儿全部的遗传物质。

它在孕妇外周血中的生存期比较短［５］，并且有区别
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于其他细胞的多种筛选标记，如转铁蛋白受体

（ＣＤ７１）、血栓敏感素受体（ＣＤ３６）等。目前用于分

选ＦＮＲＢＣｓ的方法主要有：密度梯度离心（ＤＧＣ）、

流式细胞计数分选法（ＦＡＣＳ）、显微操作发、免疫磁

珠分离法、选择性红细胞裂解、凝集素富集法等。但

是这些方法存在成本高或特异性不强等因素。虽然

Ｂｉａｎｃｈｉ等
［６］研究表明ＦＡＣＳ是迄今为止最佳分选

富集胎儿细胞的方法，但ＦＡＣＳ的缺点是设备昂

贵、操作步骤较复杂、可影响细胞的形态。本试验采

用密度梯度离心和免疫磁珠分选相结合的方法，既

可以排除密度梯度离心法获得细胞数量少，纯度不

高且容易造成丢失的缺点［７］，又可以减少因为

ＣＤ７１在母体淋巴细胞、成熟红细胞、网织红细胞、

血小板表面也有一定程度表达造成的污染［８］。经过

对分选前后细胞进行流式细胞分析技术和染色，此

方法可以对脐血中ＦＮＲＢＣｓ进行很好的分选，并达

到比较理想的分选纯度（８１％）。优化后的实验方法

可以运用于分选孕妇外周血中的ＦＮＲＢＣｓ。
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本刊对于稿件规范用语的要求（一）

１．摘要：论著性文章需附中、英文摘要，均为５００字（词）以上。摘要必须包括目的、方法、结果（列出主要数据）、结论４部

分，各部分冠以相应的标题。英文摘要应包括文题、文中所有作者姓名（汉语拼音）、单位名称、所在城市及邮政编码，其后加列

国名。

２．关键词：论著需分别在中、英文摘要后标引２～５个中、英文关键词。请尽量使用美国国立医学图书馆编辑的最新版

《ＩｎｄｅｘＭｅｄｉｃｕｓ》中医学主题词表（ＭｅＳＨ）内所列的词。如果无相应的词，可按下列方法处理：① 可选用直接相关的几个主题

词进行组配；② 可根据树状结构表选用最直接的上位主题词；③ 必要时，可采用习用的自由词并列于最后。关键词中的缩写

词应按 ＭｅＳＨ表还原为全称，如“ＨｂｓＡｇ”应标引为“乙型肝炎表面抗原”。关键词之间用“；”分隔，每个英文关键词首字母

大写。

３．医学名词和药物名称：医学名词以１９８９年及其以后由全国自然科学名词审定委员会审定并公布、科学出版社出版的

《医学名词》和相关学科的名词为准，尚未公布者以人民卫生出版社所编《英汉医学词汇》为准。中文药物名称应使用化学工

业出版社１９９５年出版的《中华人民共和国药典》或卫生部药典委员会编写的《中国药品通用名称》中的名称，英文药物名称则

采用国际非专利药名，不用商品名。
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