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Abstract 
Objective: To evaluate the effect of flow cytometry in lysis of whole blood and isolation of mono-
nuclear cell method on the detection of peripheral blood airway smooth muscle progenitor cells. 
Methods: Peripheral blood samples were synchronously collected from 30 healthy children, 16 
males and 14 females with an average age of 3.1 ± 1.1 years. They were divided into two groups: 
Lysis of whole blood and isolation of mononuclear cell method, which 1 - 2 ml peripheral blood 
were collected in lysis of whole blood and 5 ml in isolation of mononuclear cell method. The re-
sults of flow cytometry were used to determine the content of CD14 and CD105 double positive 
cells in peripheral blood (airway smooth muscle progenitor cells, SPCs). Results: CD14 and CD105 
double positive cells were 12.76% ± 4.77% in lysis of whole blood by flow cytometry and 14.33% 
± 6.45% in isolation of mononuclear cell method. There was no significant difference. Conclusion: 
Lysis of whole blood for direct determination of peripheral blood CD14 and CD105 double positive 
cells can be recommended for clinical use. Because it is simpler and less quantity of samples, and 
the results were not significantly different from isolation of mononuclear cell method. 
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摘 要 

目的：探讨流式细胞术中的裂解全血法和分离单个核细胞法对检测外周血气道平滑肌祖细胞实验结果的

影响。方法：同步采集30例正常健康儿童外周血，男16例，女14例，平均年龄3.1 ± 1.1岁，分为裂解全

血法和分离单个核细胞法二组进行制备，其中裂解全血法取血1~2 ml和分离单个核细胞法取血5 ml，评

价其用流式细胞术测定血中CD14和CD105双阳性细胞即气道平滑肌祖细胞(smooth muscle progenitor 
cells, SPCs)的含量结果。结果：裂解全血法和分离单个核细胞法经流式细胞仪分析CD14和CD105双阳

性细胞含量结果分别为12.76% ± 4.77%和14.33% ± 6.45%，经统计学处理无显著性差异(P > 0.01)。
结论：裂解全血法直接测定外周血CD14和CD105双阳性细胞含量简单易行，且样本量少，而结果与分离

单个核细胞法相比并无显著差异，可推荐临床使用。 
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1. 引言 

在血管重构领域研究中发现外周血平滑肌祖细胞是能在体内分化为平滑肌细胞的前体细胞。而临床

研究表明在婴幼儿哮喘早期有气道重塑现象，与哮喘内气道平滑肌细胞增多和肥大有重要关联，而这些

增多的细胞可能来源于外周血中干细胞迁移植入[1]。本次实验中的方法学探讨旨在为后续研究婴幼儿哮

喘患者外周血中平滑肌祖细胞(CD14，CD105 双阳性细胞)含量与正常婴幼儿间的差异选择最简便快速易

行的实验方法。现将实验内容汇报如下。 

2. 材料和方法 

2.1. 材料 

采集本院健康体检婴幼儿外周静脉血，男 16 例，女 14 例，年龄 1~5 岁，共 30 例，平均年龄 3.1 ± 1.1
岁。分别用肝素抗凝管取血 5 ml 和 EDTA-K2 抗凝管取血 1~2 ml，肝素抗凝管组为分离单个核细胞法组，

和 EDTA-K2 抗凝管组为裂解全血法组。取血前征得家属同意。 

2.2. 主要试剂和仪器 

人外周血淋巴细胞分离液(天津市灏洋生物制品科技有限责任公司)，FITC-CD14 抗体、PE-CD105 抗
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体(均为美国 BD 公司产品)，FACS CantoII 流式细胞仪(美国 BD 公司)。 

2.3. 实验方法 

2.3.1. 分离单个核细胞法组 
单个核细胞的提取：肝素抗凝管取外周静脉血 5 ml，加 PBS5 ml 进行稀释，按 1:1 的体积比缓慢叠

加于人外周血淋巴细胞分离液上，保持界面清晰，室温水平离心 400 g，30 min 后，吸取分离液与上层交

界部位呈云雾状的灰白色层，即为单个核细胞层，吸取单个核细胞层加入 PBS 中制成悬液待用。制成的

单细胞悬液分别加入荧光标记的单克隆抗体 PE-CD105、FITC-CD14、PE-CD105 和 FITC-CD14 管中。 

2.3.2. 裂解全血法组 
采集 1 ml 外周静脉血于 EDTA-K2 抗凝管中，充分混匀，全血分别加入荧光标记的单克隆抗体

PE-CD105、FITC-CD14、PE-CD105 和 FITC-CD14 管中。后续操作各平行管一致，即：将各管避光放置

30 min 后，各管中加入 2 ml 溶血剂(1:10 稀释)，混匀，避光放置 6~10 min；1500 rpm 离心 5 min，弃上

清；各管加入 2 ml 鞘液洗涤，混匀；1500 rpm 离心 5 min，弃上清；加入 500 ul 鞘液后流式细胞仪检测

分析。 

3. 结果 

3.1. 流式细胞仪测定结果 

分离后测定组和直接测定组结果如图 1，图 2。 
 

 
Figure 1. Isolation of mononuclear cell method 
图 1. 分离后测定组结果 

 

 
Figure 2. Lysis of whole blood 
图 2. 直接测定组结果图 
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3.2. 30 例健康婴幼儿两组测定结果 

如下表：分离单个核细胞法组与裂解全血法组结果比较 
 

 例 年龄(Y) CD14 + CD105 + (%) 

分离单个核细胞法组 30 3.1 ± 1.1 14.33 ± 6.45* 

裂解全血法组 30 3.1 ± 1.1 12.76 ± 4.77 

t 检验，*P < 0.01，两组间比较 t test，*P < 0.01, compared between two groups 

4. 讨论 

2002 年 Simper 等[2]在对人外周血单个核细胞培养过程中首次发现，利用血小板源性生长因子 BB 
(platelet-derived growth factor-BB，PDGF-BB)能促进其分化为表达平滑肌细胞特异性 α-肌动蛋白、调宁蛋

白及平滑肌肌球蛋白重链阳性的平滑肌细胞，提示人外周血单个核细胞存在能分化为平滑肌细胞的前体

细胞。Sugiyama 等[3]在后续研究中对此类前体细胞进行筛选分析，发现其主要为一群表达 CD14，CD105
双阳性的细胞，即平滑肌祖细胞。而周学凯等[4]对成人外周血平滑肌祖细胞的体外培养研究中发现实验

中培养到第 12 天的贴壁细胞 CD14 和 CD105 双阳性表达率达到(71.8 ± 7.2)%，即大部分贴壁细胞为平滑

肌祖细胞。 
流式细胞仪能通过个体细胞荧光标记后快速定量分析，荧光标记在一定波长的光下被激发，发射出

荧光脉冲信号，细胞的数量与信号的强度成正比，探测器收集仪器中的荧光信号，通过计算机进行分析。

所以样本中待测定细胞的含量是一个值得考虑的重要因素，流式细胞仪测定的细胞阈值大约为 1 × 10−4

细胞数/ml [5] [6]，在本研究中已发现全血 CD14 和 CD105 双阳性细胞表达率高于此水平，而且表明分离

单个核细胞法测定组为 14.33% ± 6.45%，而裂解全血法测定也可以达到 12.76% ± 4.77%，二组间并无显

著性差异，说明实际操作中可能可以简略分离单个核细胞步骤。同时许多文献表明，用流式细胞仪测定

CD 分子对是否进行单个核细胞分离，其结果并无显著性差异[7] [8] [9]，这可能与 CD 分子的表达主要与

体外细胞培养后成熟有关，所以本测定结果低于其它进行培养后测定结果。细胞培养要求较高，耗时较

长，而裂解全血法测定可简化测定步骤，减少样本量，避免分离过程中产生的误差，同时更接近体内实

况，临床更为实用。 
我们的实验证明提取外周血单个核细胞后再进行测定 CD14 和 CD105 双阳性细胞的表达率和直接测

定外周全血中双阳性细胞表达率无显著性差异。临床应用中，利用裂解全血法测定可减少样本血量，但

应避免溶血和及时送检。用外周血裂解全血法测定有方便、快速、样本量小等优点，而结果与分离单个

核细胞法相比并无显著差异，在临床中可推广应用。 
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