
现代生物医学进展 biomed.cnjournals.com Progress inModern Biomedicine Vol.20 NO.18 SEP.2020

利用流式细胞术评价长期冻存对 PBMCs各亚型的影响 *
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摘要目的：利用流式细胞术，检测长期冻存后 PBMCs总数及各亚型的变化，评价 PBMCs的长期冻存效果。方法：收集志愿者外

周血 PBMCs，利用流式细胞术分析液氮冻存后 PBMCs细胞总数及其亚型的变化。结果：长期冻存后，PBMCs总细胞量和细胞活

力无显著改变（P=0.19, P=0.32）；T细胞、NK细胞和 NKT细胞比例无明显变化，但 B细胞比例增多(P<0.01)，单核细胞比例显著减
少(P<0.001)；低温保存影响活化的 T 细胞和 Tregs细胞数量（P<0.05, P<0.05），其中初始 Tregs和记忆 Tregs显著减少（P<0.05,
P<0.01）。结论：PBMCs长期冻存会影响 B细胞，单核细胞、活化 T细胞和 Tregs细胞的活性。
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Using Flow Cytometry to Evaluate the Effects of PBMC Subtypes
after Long-term Cryopreservation*

To explore the influence of long-term cryopreservation on the total number and subpopulation distribution

of PBMCs by flow cytometry, in order to evaluate this storage method. PBMCs were isolated from the peripheral blood that

collected from the volunteers. After long-term cryopreservation in liquid nitrogen, the changes of the total cell number of PBMCs and a

serious of surface markers of different subpopulations were analyzed by flow cytometry. The total cell number and survival rate

of PBMCs did not significantly change after long-term cryopreservation (P=0.19, P=0.32). Similarly, there was no dramatic alteration in
proportion of T cells, NK cells and NKT cells. While the proportion of B cells significantly increased (P<0.01), and the proportion of
monocytes cells significantly decreased (P<0.001). Additionally, the proportions of activated T cells and Treg cells were dramatically

affected by long-term cryopreservation（P<0.05, P<0.05）. The naive Treg cells and memory Treg cells were significantly decreased (P<0.
05, P<0.01). Long-term cryopreservation had a dramatic influence on proportion of B cells, monocytes, activated T cells and

Treg cells in PBMCs.
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前言

人类外周血单个核细胞 (Peripheral blood mononuclear

cells, PBMCs)是重要生物样本资源，常用于免疫疾病发病机制

研究[1，2]，或用于免疫治疗效果评价[3]。外周血单个核细胞包括固

有免疫细胞和适应性免疫细胞，固有免疫细胞可以分泌细胞因

子，快速识别受体发挥免疫效应，而适应性免疫细胞可特异性

识别抗原，同时产生记忆细胞发挥免疫功能。低温保存可以维

持 PBMCs的免疫活性，为免疫疾病研究提供大量样本，减少多

次重复试验误差[4，5]。评价长期冻存对 PBMCs的影响，可为免

疫疾病研究中临床样本的使用提供重要参考依据。

分子标志物可用来区分 PBMCs亚型 [6]，CD分子将 PBM-

Cs分为 T、B、NK和单核细胞 [7，8]，CD45RA与 CCR7代表 T细

胞不同分化阶段 [9]，CD38 和 HLA-DR 与细胞活化相关 [10-12]，

CD25和 CD127是 Tregs标志分子[13，14]，Tfh高表达 CXCR5，协

同 B细胞参与体液免疫[15，16]。虽然短期冻存对这些标志物无显

著影响[17，18]，但某些功能性 T细胞如 Tregs抑制功能降低[19]。另

一方面，免疫学研究是一个长期复杂的过程，需要大量样本支

持。因此，探讨 PBMCs长期冻存效果，对免疫学研究有重要意义。

流式细胞术是 PBMCs细胞亚群检测的标准方法[20-25]。为了

明确长期冻存对 PBMC活力及各亚型表面标志物的影响，本

研究利用流式细胞术，分析液氮冷冻保存后 PBMCs细胞总数，

及其细胞亚型的变化，为 PBMCs生物样本储存提供重要依据。

doi: 10.13241/j.cnki.pmb.2020.18.003
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Ab Fluorochrome Clone Manufacturer

T,B,Monocyte,NK,NKT CD45 PE HI30 Biolegend

CD3 Percp UCHT1 Biolegend

CD19 APC HIB19 Biolegend

CD56

CD16

CD14

APC-CY7

PE-CY7

FITC

HCD56

3G8

M5F2

Biolegend

Biolegend

Biolegend

Zombie BV510 Biolegend

T subtype CD3 PE-CY7 UCHT1 Biolegend

CD4 FITC RPA-T4 BD

CD8 APC RPA-T8 Biolegend

CD45RA Percp HI100 Biolegend

CCR7 BV510 3D12 Biolegend

CD38 BV421 HIT2 Biolegend

HLA-DR APC-CY7 L243 Biolegend

Tregs,Tfh CD3 Percp UCHT1 Biolegend

CD4 FITC RPA-T4 BD

CD25 PE BC96 BD

CD127 AF647 HIL-7R-M21 BD

CD45RO PE-CY7 UCHL1 Biolegend

CXCR5 BV510 J252D4 Biolegend

表 1抗体信息

Table 1 Antibody information

1 材料与方法

1.1 实验器材

流式细胞仪（BD FACS Canto II Flow Cytometer，美国）；超

净工作台（Thermo，美国）；高速离心机（Eppendorf，美国）；细胞

计数仪(Bio-Rad，美国)。

1.2 实验试剂

人淋巴细胞分离液(Sigma)；RPIM1640(Gibco)；DMSO(Sig-

ma)；PBS(Sigma)；流式抗体来自 Biolegend和 BD，具体抗体信

息见表 1。

1.3 方法

1.3.1 PBMC 的收集与冻存 抽取志愿者静脉血，肝素抗

凝。RPIM 1640 等体积稀释，Ficoll-hypaque 密度梯度离心

（1600 rpm，25℃，30 min），吸取中间以 PBMCs为主的白色云

雾状窄层，加入 RPIM 1640充分洗涤两次（1300 rpm，10 min），

配制 90%自体血清 +10%二甲基亚枫冻存液冻存细胞，-80℃冰

箱程序降温过夜后转入液氮中长期保存。

1.3.2 PBMC 的解冻 从液氮中取出的 PBMCs 在 37℃水

浴锅中快速解冻，用含有 10 %FBS的 RPIM 1640 洗涤离心

（1300 rpm，10 min）。

1.3.3 细胞染色 100 滋L细胞悬液中分别加入标记不同淋巴
细胞亚型的抗体，轻微振荡混匀后避光保存 20分钟，随后加入

400 滋LPBS混匀后上机检测，配色方案见表 1。

1.3.4 流式检测 利用 BD FACSCanto II 流式细胞仪和 BD

FACSDiva软件进行流式检测，合理设门并获取 >5× 104细胞

数进行采集分析。细胞分群设门策略见图 1。

1.4 统计分析

利用 GraphPad prism8.0 进行统计分析，统计差异通过

Kruskal-Wallis检验计算，P<0.05认为具有统计学意义。流式画
图软件为 FCS Express 7 Research Edition(De Novo Software)。

2 结果

2.1 长期冻存对 PBMC总数及其活力的影响

如图 2所示，冻存半年的 PBMCs的细胞总数与新鲜分离

的 PBMCs总数无差异，死细胞数无差异，说明长期冻存对

PBMCs细胞总数和细胞活力没有显著影响。

2.2 长期冻存对 PBMC细胞表型的影响

如图 3所示，与新鲜冻存的 PBMCs相比，长期冻存后 B细

胞比例增多（9.87 %依3.04 %），单核细胞比例显著降低（8.50 %依
2.78 %），白细胞、T细胞、NK细胞和 NKT细胞无统计学差异。

2.3 长期冻存对不同活化阶段 T细胞的影响

如表 2所示，长期冻存对 T细胞的初始 T细胞、效应 T细

胞和效应记忆 T细胞都没有显著影响，但是 CD4+的中央记忆

T细胞对低温冻存较敏感。冻存后 CD38和 HLA-DR的表达量

降低，活化的 CD4T和 CD8T显著减少。
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图 1细胞分群设门流程图

Fig.1 Gating strategies for cell subtypes

Note: A, Gating strategies for PBMCs subtypes B, Gating strategies for T cell

subtypes C, Gating strategies for functional T cell .

2.4 长期冻存对不同功能 T细胞的影响

如图 4所示，CD4 T细胞，CD8 T细胞和 Tfh细胞不受冻

存的影响（P=0.16, P=0.07, P=0.92），如表 3所示，Tregs细胞、

na觙ve Tregs和 memory Tregs冻存后显著减少。

3 讨论

PBMCs是机体免疫的重要组成部分，为了获得大量细胞

样本进行免疫学研究，外周血 PBMCs收集后需低温保存[26]，但

是 PBMCs的分离技术和冷冻保存的时间都可能影响细胞数量

和淋巴细胞亚群的比例[27，28]。低温保存是一种相对暴力的过程，

冷冻和解冻过程都可能会引起细胞的物理和化学应激，造成细

胞损伤，引起表面标志物的变化[29]。本实验在细胞冻存时采用

自体血清冻存，细胞解冻 37℃培养 1h后进行相关标志检测[30]，

目的就是为了缓解这种损伤。

本研究结果显示 PBMCs经长期冻存，细胞总数和活力与新

鲜分离样本无显著差异，与佑安医院的报导一致，其研究证实

2006年至 2015年冻存的 PBMCs复苏后仍具有较高活力 [31]。

上述报导研究时限虽长，却并未进一步探讨低温冻存对 PBM-

Cs细胞亚型的影响。Jennifer等研究结果表明短期冻存不影响

PBMCs中免疫细胞 T、B、NK和单核细胞的免疫学特性 [32]，然

而本研究发现，长期冻存后 T、NK和 NKT细胞无变化，但 B

淋巴细胞增多，单核细胞显著减少，这提示 B细胞和单核细胞

对低温较敏感，长期低温刺激会影响表面标志物 CD19 和

CD14的表达。此外，还有报道证实冻存不影响 PBMCs中淋巴

细胞亚型[33]，但会损伤初始 T细胞、中央记忆 T细胞、效应记忆

T细胞和 Tregs细胞[34，35]。本研究结果显示冻存虽不影响 T细

胞亚型，却会影响 T细胞的活化和 Tregs的抑制功能。活化的T

细胞与 Tregs细胞是免疫疾病发生发展的重要影响因素，效应

T细胞与 Tregs细胞比例失衡会引起机体免疫调控异常[36，37]，在

选择实验样本时需考虑冻存对细胞的影响。

综上所述，长期冻存的 PBMCs可作为免疫疾病研究的生

物样本资源，用于检测淋巴细胞细胞数量和 T细胞亚型的动态

变化，但不利于 T细胞功能，如 T细胞活化或 Tregs抑制功能

的研究。为了进一步验证长期冻存对 PBMCs的影响，仍需对

PBMCs细胞因子分泌能力、NK细胞杀伤能力等细胞功能进行

深入研究。

图 2长期冻存对 PBMC的影响

Fig.2 Effects of long-term cryopreservation on PBMCs

Note: A, total cells of PBMCs B, proportion of dead PBMCs.
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CD3+Tcell

Fresh PBMC(%) Cryopreserved 6month(%) P

CD4

Na觙ve 1.06依0.68 1.07依1.5 ns

Central memory 3.14依1.17 4.76依1.57 *

Effector 20.91依13.8 18.98依10.81 ns

Effector memory 77.17依13.7 75.68依10.87 ns

Actived 1.57依1.1 0.76依0.63 *

CD8

Na觙ve 2.04依1.27 2.37依0.92 ns

Central memory 1.46依1.04 1.97依0.78 ns

Effector 40.31依16.27 55.22依9.39 ns

Effector memory 53.57依16.38 41.28依9.05 ns

Actived 2.68依2.80 0.96依0.57 *

表 2长期冻存对淋巴细胞中不同活化阶段 T细胞的影响(%, mean依SD)
Table 2 Effects of long-term cryopreservation on different stage of actived T cells(%, mean依SD)

Note: CD3+T was divided into CD4+ and CD8+T cells, CD4+T cells and CD8+T cells were divided into naive CCR7+CD45RA+ , central memory

CCR7+CD45RA-, effector CCR7-CD45RA+ and effector memory CCR7-CD45RA-, Activated CD4+T cells and CD8+T cells were CD38+HLA-DR+, ns(No

significant difference), *P<0.05.
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