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摘要 BGC823 细胞瞬时转染绿色荧光蛋白( GFP) 质粒 2 d
后，用 FACSAria 流式细胞仪分选 GFP 阳性和阴性 BGC823
细胞亚群，检测其分选纯度并培养分选后细胞，观察其无菌

生长状态; 商品化 FITC 直标抗体孵育 SMMC7721 细胞后，

FACSAria 流式细胞仪分选 FITC 阳性和阴性细胞亚群。将

所有分选的细胞进行培养检测无菌状态，并观察细胞生长情

况。FACSAria 流式细胞仪分选得到的 GFP 阳性细胞群的分

选纯度达 99． 6%，GFP 阴性细胞群的分选纯度达 98． 8%，同

时激光共聚焦荧光显微镜显示分选后的 GFP 阳性细胞明显

富集; 分选后的 BGC823 细胞和 SMMC7721 细胞常规培养，

细胞均无污染且生长状态良好。
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流式细胞技术普遍应用于免疫学、血液学、肿瘤

学、细 胞 生 物 学、细 胞 遗 传 学 等 临 床 和 研 究 领

域［1 － 2］。分选型流式细胞仪可将样本中的亚群分

开，可同时对其中 1 ～ 4 种特定细胞进行超高速分

选。分选后的细胞可直接用于培养、移植、核酸提

取、单细胞 PCＲ 扩增或原位杂交等实验，也可进行

细胞基因、蛋白、功能水平的研究和不同细胞之间的

差异化研究［3］。分选型流式细胞仪构造和操作都

比较复杂，日常维护很严格。如果维护不当，无法实

现无菌分选，进而影响后续实验［4 － 5］。目前国内外

对于无菌分选实验的研究报道并不多见。该研究通

过分选两种带有荧光标记的细胞系完成了高纯度无

菌分选，分选后的细胞实现无菌培养，这对流式无菌

分选做了一些探索和研究。

1 材料与方法

1． 1 材料 BGC823、SMMC7721 细胞系为本所保

存; 0. 25% 胰酶、1640 培养基购自美国 Gibco 公司;

Lipofectamine 2000 购自美国 Invitrogen 公司; 流式细

胞仪 FACSAriaII、分选质控试剂微球、FACSAriaII 质

控试剂 CST 微球均购自美国 Becton Dickinson 公司;

荧光显微镜激光共聚焦 TCSSP5 购自德国莱卡公

司。
1． 2 方法

1． 2． 1 BGC823 细胞转染绿色荧光蛋白( green fluo-
rescent protein，GFP) 接种 BGC823 细胞至 10 cm
细胞培养皿中，1 × 106 细胞 /孔，24 h 后，根据 Lipo-
fectamine 2000 说明书步骤，将 pEGF-C1 质粒转入细

胞，24 h 后换液，48 h 将转染了 GFP 的 BGC823 细

胞用 0. 25%胰酶消化成单个细胞，并悬浮于 500 μl
1 × PBS 溶液中，上流式细胞仪检测 GFP 表达阳性

率及分选，分选后将 GFP 表达阳性细胞及阴性细胞

收集于装有培养液的流式管中，再次流式分析检测

分选纯度。
1． 2． 2 带有 FITC 标记的抗体孵育 SMMC7721 细胞

复苏 SMMC7721 细胞至 10 cm 细胞培养皿中，12
h 后换液，24 h 后传代继续培养，待生长状态良好时

用 0. 25%胰酶消化成单个细胞并收集，37 ℃孵育标

记了 FITC 的抗体 1 h，PBS 洗 3 次，悬浮于 500 μl
PBS 溶液中，待流式检测并分选。
1． 2． 3 FACSAriaII 流式细胞仪无菌分选前处理

无菌管路的制备和管路中气泡的排除: ① 高压鞘

液: 120 ℃、30 min［6］。② 鞘液桶和液面感应器无菌

处理: 加入 2 ～ 3 L 75% 乙醇溶液，密闭后摇晃鞘液

桶，使内壁与乙醇溶液充分接触 1 h，后用无菌去离

子水冲洗 15 ～ 20 次，并充满无菌鞘液; 蒸馏水桶和

液面感应器无菌处理方法同上，并充满经 0. 2 μm
级别的 minipore 纯水仪过滤的去离子水。③ 电偏

转板先用无菌水棉签擦拭，后用干燥的棉签擦拭，再

用 75%乙醇溶液棉签擦净; 实验开始前更换进样针

上的滤器，在操作界面上执行滤器更换程序即可; 分

选前半小时，75% 乙醇溶液喷洒分选仓内部。④ 拧

开液流车上滤器的圆形小旋钮，流出一些鞘液，可排

除滤器中的气泡; 将实验用的喷嘴超声，排出喷嘴里

的气泡; 连续开关液流 2 ～ 3 次，排出喷嘴安装区域

附近的气泡; 用手指弹出液流车连接桶透明管中的

气泡。⑤ 打开机器电源，再打开电脑电源，进入 Di-
va 软件，执行开机程序; 在操作界面上执行无菌清
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洗程序，按照提示信息一步步完成; 每周做一次流动

室冲洗，主要是对流动池的清洗，按照程序执行后等

待 2 ～ 3 min 后，打开液流，高流速冲洗 10 min，然后

用无菌水上样冲洗 10 min。上样前，可用 75% 乙醇

溶液冲洗进样管路 10 min［6］。
1． 2． 4 FACSAriaII 流式细胞仪质控 CST 进入

CST 界面，由专业工程师调试仪器至最佳状态，做

Baseline，然 后 再 做 work performance，执 行 CST 程

序，进行当日质控。
1． 2． 5 分选液流调试 打开液流断点窗口的主液

流 stream，待液流稳定后调节液滴振动振幅 Ampl，
使 Gap 值尽量稳定，液流断点位置位于窗口中上

部，Ampl 的调整不超过 70; 打开侧液流窗口的偏转

电压板电压，激活分选测试 Test Sort，通过调整主液

流窗口中的振幅，使液流分束清楚，直至看到清晰的

四路状态［7］。
1． 2． 6 分选质控调试 使用分选质控微球 Accud-
rop beads，上 样 速 度 为 500 ～ 1 500 events / s，点 击

AUTO，开始调试，直至最佳值。
1． 2． 7 样 本 检 测 及 分 选 对 表 达 GFP 蛋 白 的

BGC823 细 胞 以 及 带 有 FITC 荧 光 标 记 抗 体 的

SMMC7721 细胞进行检测，并且建立分选阳性门及

阴性门。分选后对样品进行分选纯度检测。
1． 2． 8 分选后无菌培养 分选后的 BGC823 和

SMMC7721 细胞进行无菌培养，显微镜连续观察细

胞贴壁生长 1 ～ 6 d 情况，激光共聚焦显微镜对其分

选前后进行观察。

2 结果

2． 1 CST 质控 执行 CST 程序，结果显示“pas-
sed”状态，表格中显示各激光 CV 值均为黑色字样

( 如有异常，会以红色字样显示) ，表明其处于质控

要求范围之内，同时机器的各项指标均在正常范围

内，见图 1。
2． 2 分选液流调试 使用 Accudrop beads 调试至

出现清晰四路，见图 2。
2． 3 分选质控调试 使用自动模式进行分选质控

调试，直至出现最佳值，见图 3。
2． 4 检 测 及 分 选 纯 度 将 表 达 GFP 蛋 白 的

BGC823 细胞进行分选，检测 GFP 表达细胞比例，阳

性率为 73. 6%，见图 4，图中 P3 门为 GFP( + ) 细胞

群，P2 门为 GFP( － ) 细胞群，P4 为 GFP( + ) 细胞群

分选门，P5 为 GFP ( － ) 细胞群分选门。分别收集

GFP( + ) 和 GFP( － ) 细胞，并进行培养。分选后的

细胞进行再分析，检测分选纯度。GFP( + ) 细胞群

的分选纯度达 99． 6%，GFP( － ) 细胞群分选纯度达

98． 8%，见图 5。激光共聚焦荧光显微显示 GFP 阳

性细胞分选后比分选前增多，见图 6。

图 1 FACSAria Ⅱ流式细胞仪质控 CST 结果图

图 2 FACSAria Ⅱ流式细胞仪分选调试清晰四路

图 3 FACSAria Ⅱ流式细胞仪分选质空调试结果
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图 4 FACSAria Ⅱ流式细胞仪检测分选前

BGC823 细胞表达 GFP 阳性率

图 5 FACSAria Ⅱ流式细胞仪检测分选后 BGC823 细胞分选纯度

A: GFP － 细胞群; B: GFP + 细胞群

图 6 激光共聚焦显微镜检测分选前后 BGC823 细胞 GFP 表达 × 10

A: 分选前; B: 分选后

2． 5 分选后无菌培养 将分选后的 BGC823 细胞

培养 7 d，可见细胞生长旺盛，状态良好，见图 7。将

分选后的 SMMC7721 细胞培养 6 d，可见细胞生长

旺盛，状态良好，见图 8。

图 7 FACSAria Ⅱ流式细胞仪分选后的 BGC823 细胞

无菌培养 1 ～ 7 d 生长情况 × 10

A: 1 d; B: 3 d; C: 5 d; D: 7 d

3 讨论

利用流式细胞仪进行无菌分选，需将仪器置于

洁净的空间，且要对仪器严格维护，方可达到长期无

菌分选的目的［8］。仪器的维护体现在两个方面，一

是液路、进样针、分选仓及收集仓的无菌维护，本文

对此做了很详细的描述( 见 1． 2． 1 FACSAria 流式细

胞仪分选前处理) ; 二是避免使用黏性过大的染料

( 如 PI) 及检测有污染的样品( 如已经有细菌或真菌

污染的样品) 。
利用流式细胞仪进行分选，其分选的纯度会受

很多因素影响［6］。可能的影响因素如下: ① 仪器的

状态( 包括激光的稳定性、液流的稳定性及激光激

发的有效性) 是保证分选纯度的前提条件; ② 样品

的处理方式、样品浓度、样品质量也会影响分选纯

度，比如细胞分离不彻底，产生粘连细胞，在分选的

过程中就会被随机分配，即可能进入阳性组，也可能

进入阴性组，这样阳性组中就会混有阴性细胞，阴性

组中会出现阳性细胞，从而影响分选的纯度。可通

过圈门去掉粘连细胞再进行分选，以提高分选纯

度［9］;③ 在做分选实验时，有 purity、yield、single cell
三 种模式可选择，为了保证纯度往往会选择purity
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图 8 FACSAriaⅡ流式细胞仪分选后的 SMMC7721 细胞无菌培养 1 ～ 6 d 生长情况 × 10

A: 1 d; B: 2 d; C: 3 d; D: 4 d; E: 5 d; F: 6 d

模式，但由于还有其它的制约因素，纯度不会达到

100% ; 为了保证得率往往会选择 yield 模式，但纯度

会下降; 为了保证分选到的细胞是单个细胞往往选

择 single 模式，但得率又会下降很多。一般孔板分

选并且 对 细 胞 数 量 要 求 极 少 的 情 况 下 会 用 此 模

式［10 － 11］。因此，分选模式的选择需根据实验目的和

要求来确定。另外，抗体阳性表达比例的大小，分选

门的设置，喷嘴的大小，分选速度的大小等也会影响

分选纯度。可见，分选纯度是受多种因素制约的，需

要平衡以上各项因素，才能保证一个高的分选纯度。
本次实验使用的仪器进行了严格的无菌维护，

并且设置了分选门( P4 和 P5 门) ［12］，使 GFP( + ) 和

GFP ( － ) 细 胞 群 分 选 纯 度 分 别 达 到 99. 6% 和

98. 8%，此分选纯度基本可以满足大多数细胞分选

实验的要求。实验中无菌维护流程在保证 FACSAr-
ia 流式细胞仪完成高纯度无菌分选实验中起了非常

重要的作用，为以后无菌分选实验的研究进行了初

步的探索。
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Sorting sterile cell subpopulation with high purity on FACSAria
Liu Xijuan，Ding Huirong，Tian Zhihua，et al

［Key Laboratory of Carcinogenesis and Translational Ｒesearch ( Ministry of Education) ，Center Lab，

Peking University Cancer Hospital ＆ Institute，Beijing 100142］

Abstract BGC823 cells were transiently transfected with green fluorescent protein ( GFP) plasmids． Two days lat-
er，GFP positive and negative cells were sorted by FACSAria． Separated cells were tested by FACSAria for purity a-
nalysis and also cultured for sterile analysis． SMMC7721 cells were incubated with FITC-labeled commercial anti-
body and then sorted on FACSAria for FITC positive and negative cells． All separated cells were cultured to sterile
analysis． The purity for GFP positive and negative subpopulation sorted form GFP transfected BGC823 cells were
99． 6% and 98． 8% respectively． Detected by laser scanning confocal microscopy，the separated GFP positive cells
were significantly enriched after sorting compared to parent cells． Sorted BGC823 cells and SMMC7721 cells were
cultured conventionally and cells were all free from contamination with a good growth． FACSAria flow cytometry is
suitable to preparation of sterile cell subpopulation with high purity both from fluorescence plasmids transfected cells
and fluorescence antibody labeled cells．
Key words FACS; sterile sorting; high-purity

组织块法体外分离培养大鼠脊髓成体神经干细胞
张 辉1，张 硕2，江 正1，余 涛1，钟 林1，尹宗生1

摘要 取 8 月龄 SD 大鼠脊髓，分组织块法和细胞悬液法培

养，测量神经干细胞球出现的时间、数量、直径。MTT 法鉴定

增殖能力及免疫荧光染色鉴定分化神经元和星型胶质细胞

的比例。组织块组在神经干细胞球出现的时间、数量及增殖

能力上与细胞悬液组比较差异有统计学意义，两组在分化细

胞比例上差异无统计学意义。

关键词 组织块培养; 成体神经干细胞; 脊髓; 大鼠
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成体神经干细胞指的是在成体动物神经组织中

存在的具有增殖及多向分化能力的神经干细胞，在

胚胎神经干细胞受到广泛关注及研究的同时，由于
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神经损伤更多发于成年人，对于成体神经干细胞的

研究更具有临床意义［1］。成体脊髓中存在有神经

干细胞，但由于不是神经生发区，在体的脊髓成体神

经干细胞的神经生发能力非常有限，体外分离培养

的效率不高，限制了进一步细胞移植及基因工程的

供体细胞的来源，经典的神经干细胞培养方法是采

用组织悬液法，该研究设计使用组织块法来培养获

得脊髓成体神经干细胞，并与组织悬液法进行多方

面的比较。

1 材料与方法

1． 1 材料 8 月龄 SD 大鼠，雄性，体重 550 ～ 650
g，SPF 级; 由 安 徽 医 科 大 学 实 验 动 物 中 心 提 供。
DMEM/F12( 1 ∶ 1 ) 培养基、B27 添加剂均购自美国

Gibco 公 司; 重 组 大 鼠 表 皮 生 长 因 子 ( epidermal
growth factor，EGF) 购自美国 Peprotech 公司; 抗巢

蛋白( Nestin) 、抗胶质纤维酸性蛋白 ( glial fibrillary
acidic protein，GFAP) 、抗微管相关蛋白-2 ( microtu-
bule associated protein，MAP-2 ) 均 购 自 美 国 Santa
Cruz 公司; 小鼠抗大鼠多克隆抗体，异硫氰酸荧光
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