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摘要 目的：探讨骨髓淋巴细胞的分离方法。方法：对 18 例疑似血液病患者，分别抽取骨髓 0.2ml，参照淋巴细胞分离步骤来分离

骨髓淋巴细胞，并且对骨髓细胞进行活力检测，分别观察骨髓淋巴细胞的形态及计算骨髓淋巴细胞的活力。结果：骨髓淋巴细胞

外形呈圆形或椭圆形、边缘整齐，胞浆量很少，似裸核，胞质如可见，呈淡蓝色，一般无颗粒；胞核圆形或有小切迹，染色质聚集成

大块状，结构紧密，结块边缘不清楚，染紫红色；镜下观察发现骨髓淋巴细胞的活力 >95 %。结论：Ficoll 分离液可以对骨髓淋巴细

胞进行分离，将为成熟淋巴细胞的研究以及其在炎症性疾病中的发病机制及治疗提供一个新的思路。
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ABSTRACT Objective: To investigate the method to isolate the bone marrow cell. Methods: 0.2 ml bone marrow was extracted
from 18 cases of suspected blood diseases. Bone marrow cell was isolated according to the separation lymphocytes steps. Dynamic test-
ing was done to observe the form of bone marrow cells and calculate the vitality of bone marrow lymphocytes. Results: Lymphocytes
from bone marrow cells were round or oval shape, neat edge, with small amount of cytoplasm, like the bare nucleus, cytoplasm, such as
visible, pale blue, usually without granules; Nucleus was round or with a small notch, staining chromatin aggregation into big blocky,
compact structure, indistinct agglomeration edge, dyed by aubergine; the vitality of the bone marrow lymphocytes were above 95 % as
observed by microscope. Conclusion: The bone marrow lymphocyte can be separated by Ficoll separation medium. This provides a new
way for experimental study on mature Lymphocyte and the pathogenesis and treatment for inflammatory diseases.
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前言

淋巴细胞是一类重要的免疫调节细胞，约占白细胞总数的

25 %，在免疫反应过程中起重要作用。研究认为，淋巴细胞是炎

性细胞中的主要细胞之一，其活化及调节细胞因子在慢性炎症

状态得以持续的关键因素[1]。因此，淋巴细胞在其发病机制及治

疗中起到非常重要的作用[2,3]。来源于骨髓的祖淋巴细胞转变成

成熟淋巴细胞的过程被称作淋巴细胞的成熟；骨髓干来源的 "
造血干细胞 " 可以分化成 " 髓性造血干细胞 " 和 " 淋巴性造血

干细胞 "，" 淋巴性造血干细胞 " 又通过一系列调控分化出 " 淋

巴细胞系 "。因此，淋巴细胞是骨髓干来源的淋巴性造血干细胞

通过一系列分化、趋化等基因调控而得来的[4]。淋巴细胞在炎症

性疾病的病理生理过程中起到重要作用；骨髓干细胞在炎症性

疾病中亦起到重要作用，研究表明骨髓干细胞将成为多种炎症

性疾病（COPD、支气管哮喘及肺纤维化等）治疗的一个新靶点[5,6]。
外周血淋巴细胞的分离是通过在淋巴细胞分离液作用下而得

的，然而骨髓淋巴性造血干细胞的分离是否可以参照上述试剂

及相关条件而获取却未见报道。对于外周血淋巴细胞的分离及

其相关研究有比较多的报道；骨髓淋巴细胞的分离及相关研究

尚未见报道。本文就对骨髓淋巴细胞的分离做一研究，同时为

后期相关研究提供一个新的思路和方法。

1 材料和方法

1.1 试剂和仪器

Ficoll 分离液购于 Ficoll 公司；细胞洗涤液和全血稀释液

（二者可用 PBS 替代）均购于天津瀚阳生物有限公司；水平离

心机（长沙湘麓离心机）；吉姆萨染液（A，B）上海工硕生物技术

有限公司

1.2 研究对象

选取 18 例疑似血液病患者，骨髓穿刺快速涂片，参照血液

病诊断标准[6]排除血液系统疾病的患者（如：骨髓增生综合征、
再生障碍性贫血等），男 10 例，女 8 例，年龄 41-55 岁，来自我
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院 2011 年 4 月 -2011 年 7 月血液科住院患者。抽取 0.2 ml 骨

髓作为骨髓淋巴细胞分离的标本。
1.3 骨髓淋巴细胞的分离提纯步骤

①取髂骨部位，无菌操作抽取约 0.2 ml 的骨髓，肝素化抗

凝管抗凝；②分别给予 0.8 ml 全血稀释液稀释后混匀；③取

15 ml 的离心管，加入 2 ml 的 Ficoll 分离液静置 5 分钟；④待

Ficoll 分离液静置后，缓慢加入 1ml 的全血稀释液，分层清晰；

⑤常温下，离心 1500 转 / 分，15 分钟；⑥吸取白颜色环状细胞

膜层；⑦加入细胞洗涤液 2 倍体积，混匀、离心 2000 转 / 分，5
分钟；⑧重复上述操作 3 次；⑨可见离心管管底有白颜色层细

胞，即为所得细胞；⑩将所获得的骨髓细胞给予吉姆萨染色。
1.4 骨髓淋巴细胞吉姆萨染色

取 50 l 骨髓分离所得细胞，涂片于玻片，待干燥后，滴 1
滴吉姆萨染色液 A 液，染色 1 分钟后，水冲洗 1 分钟，适当干

燥。滴 1 滴吉姆萨染色液 B 液，染色 30 秒，自来水冲洗 1 分钟，

干燥，中性树胶封片。
1.5 骨髓淋巴细胞台盼蓝染色

取细胞悬液与 0.4 %台盼蓝溶液以 9:1 混合混匀。计数：在

三分钟内，分别计数活细胞和死细胞；镜下观察，死细胞被染成

明显的蓝色，而活细胞拒染呈无色透明状；统计细胞活力：活细

胞率（%）＝活细胞总数 /（活细胞总数 + 死细胞总数）×100。

2 结果

2.1 骨髓淋巴细胞形态学情况

细胞外形呈圆形或椭圆形、边缘整齐，胞浆量很少，似裸

核，胞质如可见，呈淡蓝色，一般无颗粒;胞核圆形或有小切迹，

染色质聚集成大块状，结构紧密，结块边缘不清楚，染紫红色

（图 1 A：吉姆萨×200，B：吉姆萨×400）。
骨髓细胞快速涂片，吉姆萨染色后，用油镜观察到骨髓淋

巴细胞外形呈细胞外形呈圆形、边缘整齐，胞浆量很少，似裸

核，胞质如可见，呈淡蓝色，一般无颗粒；胞核圆形或有小切迹，

染色质聚集成大块状，结构紧密，结块边缘不清楚，染紫红色

（图 1 C：吉姆萨×400 油镜)。

图 1 骨髓淋巴细胞形态学变化（吉姆萨染色）(图 A.B.C)

Fig. 1 Morphological changes of bone marrow lymphocytes (Giemsa staining) (picture A.B.C)

(吉姆萨染色×200 吉姆萨染色×400 吉姆萨染色×400(油镜)

A:Giemsa×200 B: Giemsa×400 C: Giemsa×400(Oil immersion)

2.2 骨髓淋巴细胞台盼蓝活力检测结果

选取一个镜下视野，数 100 个已经混悬好的骨髓淋巴细

胞，进行活细胞计数。活细胞率（%）＝活细胞总数 /（活细胞总

数 + 死细胞总数）×100 即为：95-98/(100)×100＝95-98 %。

3 讨论

淋巴细胞是在免疫系统中起关键作用的一类白细胞，起源

于淋巴性造血干细胞，随血循环在一系列调控作用下成熟，再

随血循环到周围淋巴器官，在各自既定的区域定居、繁殖。受抗

原激活即分化增殖，产生效应细胞，行使其免疫功能，成为机体

免疫应答功能的重要细胞成分[7]。淋巴细胞是关键性的调节细

胞在慢性炎症性疾病中，使多种的白细胞自血液募集至炎症部

位，并引起嗜酸粒细胞、肥大细胞和淋巴细胞的炎症介质释放

以及结构细胞的改变；亦有研究表明通过活化因子等促进炎症

发生及免疫平衡紊乱[8,9]。因此，淋巴细胞在炎症性疾病的发生

发展过程中起到非常重要的作用。

外周血淋巴细胞参与炎症，其具体调节机制尚不完全清

楚。同时也有研究表明通过调节骨髓干来源的造血干细胞能更

好的研究其发病机制及治疗将成为研究的一个新靶点[10]。如能

有效的对骨髓细胞进行相关研究，将为炎症性疾病的发病机制

及其治疗提供新的理论依据。对于外周血淋巴细胞的分离及其

研究亦有很大程度的报道[11,12]，但对于骨髓淋巴细胞的分离目

前尚未报道。
本研究参照外周血淋巴细胞的分离步骤[13]，亦对骨髓淋巴

造血干细胞进行分离，发现使用淋巴细胞分离液能够分离出骨

髓淋巴细胞，采用吉姆萨染色液染色后观察其细胞外形呈圆形

或椭圆形、边缘整齐，胞浆量很少，似裸核，胞质如可见，呈淡蓝

色，一般无颗粒；胞核圆形或有小切迹，染色质聚集成大块状，

结构紧密，结块边缘不清楚，染紫红色（图 A：吉姆萨×200，B：

吉姆萨×400）。本研究同时对获取的骨髓细胞进行快速涂片，

吉姆萨染色后采用油镜观察发现骨髓淋巴细胞形态学呈圆形、
边缘整齐，胞浆量很少，似裸核，胞质如可见，呈淡蓝色，一般无
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颗粒；胞核圆形或有小切迹，染色质聚集成大块状，结构紧密，

结块边缘不清楚，染紫红色（图 C：吉姆萨×400 油镜）。因此，根

据骨髓淋巴细胞的形态，可以认为采用上述实验方法所分离的

细胞为骨髓淋巴细胞。
按照 Ficoll 分离液说明书的实验操作步骤，本研究使用 Fi-

coll 分离液分离淋巴细胞，其离心时间约为 25 分左右，约离心

30 分钟；然而考虑骨髓淋巴细胞和外周血淋巴细胞有体积大

小的变化，本实验通过改变转数及时间来分离骨髓淋巴细胞，

即离心时间和转数如上述。将所分离的骨髓淋巴细胞进行染色

后观察发现其形态与骨髓穿刺快速涂片结果一致，我们认为使

用 Ficoll 分离液进行适当的转数和离心时间改变可以对骨髓

淋巴细胞进行有效的分离。
本实验研究了骨髓淋巴细胞的活力，参照台盼蓝试剂盒说

明书，取骨髓淋巴细胞悬液与台盼蓝液体混悬，镜下观察发现

骨髓淋巴细胞的活力 >95 %，说明使用上述实验方法可以有效

地分离有活力的骨髓淋巴细胞。有活力的骨髓淋巴细胞能够进

行培养，将为其研究提供很好的基础。马刚等[14]研究发现通过

对兔骨髓细胞制作单细胞悬液进行培养，发现骨髓细胞可以进

行传代培养。由于外周血悬浮细胞（如淋巴细胞、中性粒细胞

等）寿命比较短，不能传代，可能对研究有一定影响，如细胞转

染等；因此通过分离的骨髓淋巴细胞进行传代培养，将为终末

期悬浮细胞实验所不能达到要求的实验进一步完善。
综上所述，从本研究发现，参照淋巴细胞分离液的步骤能

够有效的分离出骨髓淋巴细胞。骨髓淋巴细胞的分离将为成熟

淋巴细胞的研究提供一个新的思路；同时，亦为炎症性疾病的

发病机制及其治疗提供新的靶点。
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