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摘要 磁性细胞分选技术是一种利用超顺磁性纳米复合材料进行细胞分选的细胞高度特异性快速分选技术，在免疫学、干

细胞学、肿瘤学和临床医学等领域应用广泛。本文综合阐述了磁性细胞分选技术的分类和应用，讨论了近几年出现的几项

基于磁性细胞分选的新技术和面临的挑战。重点分析了磁性细胞分选产品生物学评价的必要性，并提出了10项与磁性细胞

分选产品相关的生物学评价技术参数：得率、纯度、无菌、细胞毒性、细胞形态、活率、细胞的光散射特性、细胞的荧光

抗体标记能力、细胞活化、细胞增殖，该评价技术参数的提出对磁性细胞分选规范化应用具有重要的推动作用。
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磁性细胞分选技术首次应用于 1977 年，

Molday 等［1］ 使 用 偶 联 异 硫 氰 酸 荧 光 素

（fluorescein isothiocyanate，FITC） 的磁珠成功分

选出了人红细胞和小鼠脾脏 B 淋巴细胞。随后，

1994 年，Büsch 等［2］通过两级磁分选的方法从 11

例孕妇外周血样本中检测到 7 例（妊娠 12~25 周）

胎儿细胞包含父系等位基因，1998 年，Gomez

等［3］使用凝集素涂层的磁珠分离出了肝内皮细胞。

随着磁性细胞分选技术的逐渐成熟，德国美天旎磁

性细胞分选技术已经成为磁性细胞分选领域的金标

准［4］。流式细胞分选对设备要求较高、对细胞刺

激较大，且只有 107/h的分选速度，而磁性细胞分

选简单快速，分选速度可达到 109/h［5］。磁性细胞

分选的优势表现在它能够获得高得率、高纯度、高

活率的目标细胞，且目标细胞可用于培养分析、血

液回输、流式分析等，是目前试验研究和临床研究

应用中获得单一的纯化细胞的最为重要的一项技术

手段。

本文对磁性细胞分选方法现状进行综述，并对

磁性分选的细胞提出了生物学评价。

1　磁性细胞分选

细胞分选是指从全血、组织或者多细胞悬液中

分离纯化目标细胞。分选方法主要有两种，一种是

通过流式细胞仪对标记有特异性荧光的细胞进行分

选，一种是通过免疫磁珠进行磁性分选。磁性细胞

分选的主要原理是细胞通过生物活性分子连接到具

有超顺磁性的磁珠上，在磁场的作用下，被磁珠标

记的细胞滞留在磁场中，未被标记的细胞会流出或

被吸出从而被收集，当去除磁场后，被标记的细胞

可被洗脱收集，由此目标细胞和非目标细胞得以

分离。

磁性细胞分选的方法主要有3种：外源性磁珠

标记如磁珠表面偶联抗体、内源性磁矩如含铁元素

的红细胞、磁珠通过细胞封装内化如巨噬细胞吞噬

磁珠。一般所说的磁性细胞分选是指采用外源性磁

珠标记的方法进行细胞分选。目前市场上应用于细

胞分选的磁珠主要有两种，一种是1~50 nm的小粒

径磁珠，如美天旎的 50 nm磁珠；一种是 100 nm~  

50 μm 的大粒径磁珠，如 Dynabeads 的 1 μm、     

2.8 μm、4.5 μm磁珠。
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2　磁性细胞分选技术的分类及其应用

2.1　磁性细胞分选技术的分类

磁性细胞分选所用的磁珠一般是以氧化铁为核

心，外层经过生物活性分子修饰的具有超顺磁性的

纳米或微米颗粒［6-7］。从标记方法进行分类可以分

为两类：直接标记和间接标记，直接标记的生物活

性分子修饰主要是单克隆抗体修饰，间接标记的生

物活性分子修饰主要包括抗免疫球蛋白、抗生物

素、链霉亲和素（或改性链霉亲和素）、抗荧光素

修饰等。从磁珠是否可以被解离方面分为3类：只

解离磁珠、同时解离磁珠和抗体，以及不可被解

离。从分选方法方面分为4类：阳性细胞分选、阴

性细胞分选、去除细胞分选和多级细胞分选。以下

重点从分选方法分类进行阐述。

2.1.1　阳性细胞分选

阳性细胞分选是指磁珠结合目标细胞从而使其

从混合物中分离出来的方法，在进行阳性细胞分选

时，有直接标记和间接标记两种方法。直接标记

时，磁珠标记有能够特异性识别目标细胞的抗体，

磁珠上的抗体与目标细胞结合后，在磁场的作用

下，目标细胞被滞留在磁场中，非目标细胞在悬液

中可被丢弃或用于其他试验，当撤去磁场时，目标

细胞被洗脱收集。间接标记时，当目标细胞标记有

荧光素，磁珠标记有抗荧光素，通过荧光素和抗荧

光素的结合使磁珠和目标细胞结合在一起，在磁场

的作用下，磁珠与目标细胞复合物被滞留，撤去磁

场时目标细胞被洗脱收集。图1左为用磁性介质表

面 偶 联 抗 EpCAM 抗 体 ， 靶 向 循 环 肿 瘤 细 胞

（circulating tumor cell，CTC）表面的EpCAM抗原

对CTC进行阳性富集［8］。

阳性细胞分选技术应用非常广泛：不仅可以有

效检测外周血中的 CTC［9］，还可以有效检测外周

血中的播散肿瘤细胞［10］；用于分选人单核细

胞［11］、人心肌细胞［12］、人血液中黑色素瘤细

胞［13］、产妇脐带血CD34+细胞［14］等；用于从母体

血液细胞中分离胎儿细胞［15］；用于马CD14+单核

细胞的富集，分选前马外周血中 CD14+细胞比率

为 5.5%，分选后 CD14+ 单核细胞纯度能达到

98.33%，分选前外周血细胞活率为 91%，分选后

CD14+单核细胞活率为 96.97%［16］；用于宽吻海豚

嗜中性粒细胞和嗜酸性粒细胞的分选［17］；在辅助

生殖技术方面，阳性细胞分选有助于分选DNA断

裂率较低且染色体含量不平衡的精子［18-19］；根据膜

联蛋白V与磷酯酰丝氨酸结合的特性，磁珠表面包

被膜联蛋白V来识别凋亡的精子，此技术可以用来

分选非凋亡的精子以提高精子质量［20-21］。

2.1.2　阴性细胞分选

阴性细胞分选是指磁珠结合非目标细胞从而使

目标细胞从混合物中分离出来的方法，阴性细胞分

选需要磁珠和非目标抗体混合物，该抗体混合物能

够特异性识别非目标细胞。抗体混合物与磁珠的组

合有2种。a. 抗体混合物标记有生物素［22］，磁珠标

记有链霉亲和素（或者改性的链霉亲和素），生物

素化的抗体混合物结合非目标细胞，磁珠上的链霉

亲和素与抗体上的生物素结合，在磁场作用下，非

目标细胞被滞留在磁场中，目标细胞悬浮在液体中
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Fig. 1　Positive and negative sorting of circulating tumor cells［8］

图1　循环肿瘤细胞的阳性分选和阴性分选策略［8］
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可被收集。b. 抗体混合物标记有小鼠抗人的 IgG抗

体，磁珠标记有人抗小鼠 IgG的抗体，可以识别所

有小鼠 IgG亚种，小鼠抗人的 IgG抗体混合物结合

非目标细胞，磁珠上的人抗小鼠 IgG的抗体与小鼠

抗人的 IgG抗体结合，在磁场作用下，非目标细胞

被滞留在磁场中，目标细胞悬浮在液体中可被收

集。表1为几种常见的淋巴细胞亚群阴性分选的抗

体混合物方案。

阳性分选与阴性分选是细胞分选中的基本技

术，两种技术各具特点：相较于阳性细胞分选，阴

性细胞分选的优点是能够获得更大量的目标细胞，

且目标细胞没有接触磁珠，因而对目标细胞的损伤

很小，对于后续的功能分析和应用几乎没有任何影

响，而阴性细胞分选的缺点是得到的目标细胞会混

有其他未知细胞或碎片［23］。Bhattacharjee等［24］通

过对比阳性分选和阴性分选得到的 CD14+单核细

胞的活化和增殖能力时，发现在培养6 d后，磁珠

依然附着在阳性分选得到的细胞上，导致细胞对脂

多糖的敏感性受损，活化和增殖较差，而阴性分选

得到的细胞则没有出现该种情况。图1右为磁性介

质表面偶联抗 CD45 抗体，靶向非癌细胞表面的

CD45抗原对CTC进行阴性富集，对于阴性富集，

获得的癌细胞是无标签的异质性的CTC［8］。

2.1.3　去除细胞分选

去除细胞分选是指磁珠结合某一种特定的细胞

类型从而从混合物中去除该特定的细胞类型。如图

2a所示，黑色实心圆代表被磁珠结合的非目标细

胞，空心圆代表目标细胞，在磁场的作用下，未被

标记的目标细胞被收集。有研究表明，当磁珠附着

在阳性分选的T细胞表面时，即使在培养 2周后，

大多数处于无增殖或有限增殖状态的阳性T细胞仍

保持磁性，只有在经过多次细胞分裂才能稀释进而

失去磁珠的磁性［25］，因此当目标细胞不能带有磁

性时，更好的分选方法是选择阴性细胞分选，或者

从目标细胞组分中去除特定的非目标组分。非解离

型的阳性细胞分选也可用于去除细胞群中的特定细

胞。从外周血中去除CD45阳性细胞以研究肾细胞

癌的循环肿瘤细胞［26］，从外周血中去除CD24+未

成熟的胸腺细胞来富集 iNKT细胞［27］，从外周血单

个 核 细 胞 （peripheral blood mononuclear cell，

PBMC） 中去除 CD3+ T 细胞以纯化 NK 细胞［28］，

去除红细胞中的网织红细胞［29］。在防止移植物抗

宿主病的研究过程中可以通过去除CD3+ T细胞［30］

或者活化诱导抗原的表达来去除活化的细胞［31］。

因为去除特定的细胞类型方法的去除效率不能达到

百分之百，所以仍然会混有极少量的特定细胞。在

细胞治疗净化的过程中，虽然通过去除分选不能完

全去除未分化的人胚胎干细胞，但是联用细胞毒性

抗体mAb后可以达到99.1%~100%去除［32］。

2.1.4　多级细胞分选

多级分选是指经过多次分选得到目标细胞，当

目标细胞数量较少，或目标细胞的特异性标志物表

达量低，或需要经过多个标志物的共同表征才能标

记目标细胞时就会使用到多级分选。多级分选一般

会阳性分选、阴性分选、去除分选联用。先进行去

除细胞分选再进行阳性细胞分选（图2b）。为了获

得 PBMC 中的嗜碱性粒细胞，第一步先阴性分选

去除非嗜碱性粒细胞，第二步阳性分选得到

Table 1　Several antibody mixtures for negative sorting of lymphocyte subsets
表1　几种常见的淋巴细胞亚群阴性分选的抗体混合物方案

物种

人

小鼠

细胞类型

T细胞

CD4+ T细胞

CD8+ T细胞

B细胞

树突状细胞（DC细胞）

单核细胞

自然杀伤细胞（NK细胞）

T细胞

CD4+ T细胞

CD8+ T细胞

DC细胞

抗体混合物

抗人CD14、CD16（a和b）、CD19、CD36、CD56、CDw123、CD235a

抗人CD8、CD14、CD16（a和b）、CD19、CD36、CD56、CDw123、CD235a

抗人CD4、CD14、CD16（a和b）、CD19、CD36、CD56、CDw123、CD235a

抗人CD2、CD14、CD16（a和b）、CD36、CD43、CD235a

抗人CD3、CD14、CD16、CD19、CD56、CD235a

抗人CD3、CD7、CD16（a和b）、CD19、CD56、CDw123、CD235a

抗人CD3、CD14、CD36、HLA-II DR/DP、CDw123、CD235a

抗小鼠CD45R（B220）、CD11b（Mac1）、Ter-119、CD16/CD32

抗小鼠CD8、CD45R（B220）、CD11b（Mac1）、Ter-119、CD16/CD32

抗小鼠CD4、CD45R（B220）、CD11b（Mac1）、Ter-119、CD16/CD32

抗小鼠CD2、CD3ε、CD49b、mIgM、Ter-119
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CD123+的嗜碱性粒细胞［33］。Werner 等［34］从外周

血单个核细胞中用磁性细胞分选的方法首先分选出

CD34-细胞，再从CD34-细胞中分选出CD4+辅助

性 T 细胞、CD8+细胞毒性 T 细胞、CD14+单核细

胞、CD19+ B细胞、CD56+ NK细胞，通过检测这

些淋巴细胞亚群的端粒酶活性，发现单次耐力训练

可显著增加 CD14+和 CD34+白细胞中的端粒酶活

性。为了分离胎儿有核红细胞，第一步去除

CD45+ 细胞，第二步从 CD45-细胞中分离出

CD71+有核红细胞［35］。从成人骨骼肌中分离静止

肌肉卫星细胞［36］，分选小鼠肝脏样本中的肝细胞、

肝窦内皮细胞和枯否细胞［37］。

2.2　自动化细胞分选

自动化细胞分选是指将细胞分选的过程机械

化，通过计算机控制实现自动细胞标记和细胞分

选。全自动磁性细胞分选仪可以从全血、PBMC、

骨髓和游离组织中分选出目标细胞，通过阳性分

选、阴性分选和去除分选的方式获得高得率、高纯

度、高活率的目标细胞，如T细胞、B细胞、NK

细胞、DC细胞、单核细胞等免疫细胞，以及干细

胞、肿瘤细胞等。全自动磁性细胞分选仪有分选柱

模式如德国美天旎公司的 autoMACS Pro Separator

和无柱模式如加拿大STEMCELL公司的RoboSep-S

和 RoboSep-16。全自动磁性细胞分选仪预设有多

种常用的分选程序，经过全自动的细胞标记和细胞

分选技术，只需手动将待分选的样本放入分选仪，

根据样本类型、目标细胞占总细胞的比率和目标细

胞表面抗原表达的强弱选择合适的分选程序，加入

合适的分选试剂，即可在数分钟后得到目标细胞组

分和不含目标细胞的组分。全自动磁性细胞分选仪

可 以 同 时 处 理 多 个 样 本 ， 如 autoMACS Pro 

Separator可以同时分选 6个样本，RoboSep-S可以

同时分选 4 个样本，RoboSep-16 可以同时分选 16

个样本，分选速度可达到每秒107个细胞。

Strauss等［38］在研究免疫抑制剂雷帕霉素促进

CD4+ CD25+ FoxP3+调节性 T 细胞的扩增的过程

中，使用全自动磁性细胞分选仪从正常对照组（n

=21） 的 PBMC 中分离出了 CD4+ CD25+和 CD4+ 

CD25- T细胞。Letzkus等［39］使用全自动磁性细胞

分选仪富集 8 种靶细胞，包括 CD14+单核细胞、

CD3+ T 细 胞 、 CD4+ T 细 胞 、 CD8+ T 细 胞 、

CD15+粒细胞、CD19+ B 细胞、CD56+ NK 细胞，

然后对这8种细胞进行转录组分析，这些直接从全

血分离的免疫细胞亚群的转录组学信息可以整合到

临床试验中。

2.3　磁性细胞分选技术的应用

磁性细胞分选在生物学和生物医学方面有着广

泛的应用。磁性细胞分离人外周血中的稀有细胞可

以为临床诊断提供依据，分离并扩增特定细胞能辅

助临床细胞治疗，但这一过程的标准化应用还任重

道远。尽管目前磁性细胞分选技术已经相当成熟，

但是在分选一些不太常见的细胞方面，仍需要进行

大量的方法验证才能应用于临床，并且磁性细胞分

选是一种有标记的分选，在需要进行无标记分选

时，磁性细胞分选就出现了短板。当目标细胞的标

志物为弱表达标志物或者表达于胞内时，则需要足

N S N S N S

-�47 -�47

(a) (b)

Fig. 2　Depletion and sequential cell isolation
图2　去除细胞分选和多级细胞分选策略

（a）去除细胞分选，（b）多级细胞分选。黑色实心圆代表磁珠标记细胞，空心圆代表未被标记细胞。
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够量的磁性颗粒标记兼具穿透细胞膜或核膜的功

能，而目前尚没有很好的方法来达到这一目的。因

此磁性细胞分选还有有待改善的地方，以及开发出

其他分选方法以进行补充。

虽然磁性细胞分选能够提高目标细胞的得率和

纯度，但当需要涉及到多个标志物才能达到分选目

的的时候，就必须按标志物在细胞中的表达强弱和

表达量来来进行顺序分选，这样会延长分选时

间［40］。磁性细胞分选也可能影响目标细胞的特性，

如经过磁性细胞分选后的嗜酸性粒细胞向白三烯和

血小板活化因子迁移较少或者没有迁移［41］，细胞

暴露于铁磁性基质和磁场中也会改变细胞膜完

整性［42］。

磁性细胞分选发展到今天，已经出现了多种基

于磁性细胞分选的新技术，例如：亲和珠介导的细

胞声分离（图3a）［43］；利用梯度间距的磁性软微柱

阵列上的强力磁棘轮效应的定量磁分离仪器（图

3b），突破了传统的定性分离概念，突出了其在定

量分离领域的潜力［44］；芯片中嵌入两级磁分离的

飞越式微流控芯片技术［45］。磁珠表面的修饰材料

也有了重大创新：N-（磷甲基）亚氨基二乙酸作为

磁性纳米粒子表面接枝用来分选高纯度人CD4+ T

细胞［46］；通过顺序连接的抗体和纳米颗粒进行磁

扩增，实现了细胞表面和细胞内标志物的标记的

100 倍放大，能够有效分离稀有细胞亚群 （图

3c）［47］；用表面修饰了卷曲螺旋肽的磁珠分选转基

因细胞（图3d）［48］。无论是通过改变磁场来改变磁

泳方式或者通过改变磁性纳米颗粒表面的修饰方法

都是为了适应磁性细胞分选技术更广泛的应用场

景，使得分选的目标细胞纯度更高，解决弱表达标

志物不易被标记的难题等。表2总结了近5年比较

有创新性的磁性细胞分选方法。
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Fig. 3　Four new techniques of magnetic cell sorting
图3　4种磁性细胞分选新技术

（a）亲和珠介导的细胞声分离技术［43］，（b）梯度棘轮式定量磁分离技术［44］，（c）顺序连接抗体和纳米颗粒的磁扩增技术［47］，（d）卷曲

螺旋肽修饰技术［48］。
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Table 2　Summary of innovative magnetic cell sorting methods
表2　创新的磁性细胞分选方法汇总

钴基带状棱

镜偏转芯片

DynarFace

芯片

浸润细胞的

微流控亲和

靶向

定量铁流体

动力学细胞

分离的微流

控装置

可扩展纤维

制造的磁性

聚合物颗粒

磁扩增

代谢标记

仿生免疫磁

性纳米颗粒

CTC

CRC1）

TIL2）

稀有细胞

免疫细胞

稀有细胞

罕见CTC

CTC

现有技术难以高分辨率分离细胞亚

群，区分单细胞和细胞簇，并以无

损的方式进行分离

不可逆的亲和力界面必须利用物理

化学刺激来破坏循环稀有细胞的捕

获力，这需要繁琐的操作，并影响

细胞活力和下游分析

TIL罕见且难以分离，纯度和回收

率低

治疗性的TIL亚群靶向性差

现有分离扩增方法周期长成本高

缺乏基于抗原表达的多峰分离能力

稀有细胞通常是异质性且动态变化

的，使得难以同时进行抗原分析和

细胞分离

传统的化学方法调节颗粒直径和结

构的能力有限

磁性聚合物颗粒直径从纳米级连续

调整到微米级能力有限

缺乏有效的弱表达标志物和胞内标

志物介导的细胞分选方法

最常用的免疫/适配体亲和方法需要

使用特异性抗体/适配体来结合CTC

上的已知抗原，不能完全靶向高度

异质的CTC，从而导致漏检

血液中有大量的白细胞和血浆蛋白

的污染

血液中大量的干扰白细胞非特异性

结合于磁珠上，使CTC纯度低

现有的白细胞膜提取和封装技术过

于繁琐

利用钴基合金将具有不同磁负

载的纳米颗粒结合的肿瘤细胞

的流动流分离成10个离散流

通过在用于液体活检的人字形

芯片中设计动态和可逆免疫亲

和微界面来动态操控捕获力

永磁体夹在微流控装置中，平

衡磁力和流体阻力

在生物相容性铁磁流体中整合

细胞磁电泳和抗磁电泳

通过基于聚合物纤维的纤维内

高原瑞利不稳定性的通用方法

生产高质量磁性复合颗粒

顺序连接的抗体和磁性纳米颗

粒标记细胞，选择性有效地放

大磁性标记

通过胞外囊泡生成方式，产生

细胞释放的遗传母细胞膜特征

的磁性囊泡，然后用二苯并氮

杂环辛烯官能化，以靶向和分

离代谢标记的罕见CTC

通过逐层组装技术整合磁性纳

米颗粒和石墨烯纳米片，表面

经白细胞膜包被，生物素化的

脂质分子插入白细胞膜

高分辨率免疫磁分析和磁分离

基于不同亚群的细胞表面蛋白

质的表达来并行自动分析单个

细胞和CTC簇

累积捕获和可逆释放

中等表达水平的标志物的捕获

能力提升了134.81%

与CRC的下游体外培养和基因

分析兼容

回收的TIL数量提高30倍

有 效 分 离 治 疗 性 TIL 亚 群 

（CD39med），增强了过继细胞

疗法的效力

芯片可自行配置

降低总成本和体外培养时间

分析和分离稀有细胞（如

CD154+ T细胞）

每分钟30 000个细胞的速度下

实现多峰稀有细胞分选和抗原

分析

高灵敏度，低至1∶50 000的靶

向-背景细胞频率

得率96.49%，纯度98.72%

磁颗粒直径宽范围：20 nm~

1.25 mm

可扩展制备具有不同粒径、不

同结构和不同功能的磁性聚合

物复合颗粒的通用技术

细胞表面和胞内标志物的标记

能力扩增100倍

尤其适用于弱表达标志物和胞

内标志物

5个细胞的极低检测限

捕获不同类型的肿瘤细胞

高纯度富集

不依赖于抗原抗体的结合

第一例基于细胞工程策略从动

物模型中获得CTC

1 ml血液（含20~200个CTC）

中获得超过85.0%的捕获效率

和高于94.4%的纯度

分离的CTC中98.0%保持存活

并可直接在体外培养

良好的重复性

利用石墨烯纳米片可以轻松获

得白细胞膜包被的磁珠

［49］

［50］

［51］

［52］

［53］

［47］

［54］

［55］

技术 靶细胞 解决的关键问题 技术要点 优点 参考文献
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基于线圈肽

互补的磁性

细胞分选

基因修饰的细胞 现有的转基因细胞分选成本较高或

者需要长时间使用要抗生素来进行

筛选

细胞用螺旋线圈肽官能化或用

编码螺旋线圈肽的基因转染细

胞，氧化铁颗粒用互补肽功 

能化

不依赖于抗原抗体的结合

胰蛋白酶处理可解离细胞

［48］

续表2

技术 靶细胞 解决的关键问题 技术要点 优点 参考文献

1）CRC：循环稀有细胞（circulating rare cell）；2）TIL：肿瘤浸润淋巴细胞（tumor-infiltrating lymphocyte）。

3　生物学评价

磁性细胞分选的目的是获得纯化单一的目标细

胞，需要在尽可能短的时间内完成分选过程，并且

分选出的细胞不影响后续使用。无论经过哪种磁性

细胞分选方法分选得到的目标细胞，必定需要符合

一定的要求才能用于后续的分析或功能试验。

3.1　生物学评价参数

目前，对于经磁性细胞分选得到的目标细胞的

数量、活性和功能等方面没有明确统一的要求，每

个研究者都是基于各自试验的需求进行独立的研

究，这就存在着多种多样的评价指标被用于对目标

细胞的评价。为了确立有效且普遍适用的评价指

标，本文查阅了多篇论著和综述后发现有许多与细

胞相关的生物性能参数被提及，通过对比分析列举

如下几种重要的参数。a. 在DNA合成方面，有研

究表明，磁分选后的 24 h内细胞的DNA合成没有

改变［56］。b. 目标细胞增殖方面，从梗阻性无精症

和非梗阻性无精症人群中磁分离得到的精原干细胞

（spermatogonia stem cells， SSC） 保持增殖活力

（表 3），SSC 在体外增殖并保持其特征超过 12 代

（＞6个月），且 SSC特异性标志物GFRα-1和整合

素 α6 阳性的细胞数量在第 8 代时增加到 80% 以

上［57］。c. 目标细胞的功能方面，结合磁珠不影响

细胞的活性和增殖［58］：用磁性细胞分选法从脂肪

源性间质血管部分培养细胞中分离出的CD105阳

性细胞成功向软骨细胞分化［59］；在针对 K562、

Daudi、U937 和 HL60 靶细胞系的铬释放试验中，

经磁性细胞分选得到的 CD3+和 CD3-免疫细胞均

表现出了高度显著的免疫细胞溶解活性［56］；从人

胚胎体中磁分离血管细胞，经过分化培养，有超过

80%的血管细胞分化成内皮样或平滑肌样细胞［60］；

经磁性细胞分选的细胞保持了小胶质细胞特异性

（TMEM119/Small1） 和巨噬细胞特异性 （Ccr2/

CD69）标记的表达，保持吞噬能力，对脂多糖刺

激做出反应，并吞噬荧光乳胶珠［61］；分离的人

CD34+造血干细胞在免疫缺陷小鼠体内具有重新繁

殖的活性［62］。d. 目标细胞得率、纯度、活率方面，

流式细胞术和台盼蓝染色法检测表明，磁性细胞分

选法分离各类细胞的得率、纯度、活性如下：

CD4+淋巴细胞平均得率为 （56±15）%，纯度为

（96±3）%，活率为（97±3）%［43］；人造血干细胞

和祖细胞得率为（77.5±22.6）%，纯度为（87.8±

2.4）%［62］；CD4+ CD25+ Treg细胞纯度为（91.2±

6.2）%［63］。e. 细胞的光散射特性、荧光抗体标记

能力方面，Miltenyi 等［58］的研究表明，结合了磁

珠的细胞不会改变细胞的光散射和荧光参数。f. 细

胞毒性方面，Di Corato 等［64］基于 MTT 细胞毒性

试验表明，磁珠浓度与细胞毒性正相关，当磁珠浓

度相当于16 mg/L铁浓度时，磁珠对人口腔表皮样

癌细胞毒性小于20%，当65 mg/L时则达到40%。

Table 3　Isolation and viability of cultured spermatogonial stem cells［57］

表3　精原干细胞的分选和活力检测［57］

类型

OA

NOA（SCOS）

NOA（MA）

总计

人数

18

11

8

37

SSC n（%）

15（83.3）

4（36.3）

4（50.5）

23（62.2）

P1细胞活力（第3天）/%

台盼蓝

93.98±1.05

95.15±1.09

94.56±1.07

TUNEL

7.31±1.78

6.11±1.89

6.71±1.83

P3细胞活力（第40天）/%

台盼蓝

91.91±2.20

94.10±1.69

93.00±1.94

TUNEL

5.14±1.68

6.03±1.53

5.58±1.60

细胞活力值为平均值±SD。OA：梗阻性无精症（obstructive azoospermia）；NOA：非梗阻性无精症（non-obstructive azoospermia）；SCOS：

唯支持细胞综合征（Sertoli cell only syndrome）；MA：成熟阻滞（maturation arrest）；P：代数。
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综上所述，磁性细胞分选技术分选获得的目标

细胞被广泛应用于生命活动的研究，所以好的磁性

细胞分选产品必须保证目标细胞的无菌、高得率、

高纯度、高活率。同时，分选产品不能对细胞产生

毒性，不能改变细胞形态，不能使细胞活化，不影

响细胞自身的增殖功能。为了能够对目标细胞进行

流式分析或者分选，分选产品和分选步骤必须不改

变目标细胞的光散射特性，且分选后的目标细胞必

须具有一定的荧光抗体标记能力以便对细胞进行标

志物的标记。因此，对磁性细胞分选产品进行生物

学评价的指标应包含：得率、纯度、无菌、细胞毒

性、细胞形态、活率、细胞的光散射特性、细胞的

荧光抗体标记能力、细胞活化、细胞增殖。

3.2　生物学评价参数的检测方法

对上述提出的十项参数进行检测，通过不同产

品的检测结果之间的比对，磁性细胞分选厂家可以

查漏补缺对自有产品进行改良，磁性细胞分选的使

用者可以通过对比选择更加适合自己试验的产品。

研发机构和高校科研团队可以通过这十项参数的比

对发现磁性细胞分选的短板及亟待解决的问题，对

新产品进行生物学评价来评估新产品的优劣。

以下列举适用于上述提出的十项生物学评价参

数的检测方法。

3.2.1　得率

磁性细胞分选的得率受两方面的影响：a. 分选

过程中细胞的损失；b. 由于细胞损伤或磁性细胞分

选产品自身的因素导致的磁珠标记效率下降。只有

选择最优的磁珠材料和大小，合适的抗体，最优的

分选步骤才能获得较高的得率。计算目标细胞得率

则可判断磁性细胞分选试剂盒的优劣。计数分选前

细胞总数和分选后细胞总数，用能够特异性识别目

标细胞的抗体对分选前的总细胞进行标记，采用流

式细胞术检测分选前目标细胞占分选前细胞总数的

比例，分选后的总细胞数占分选前目标细胞总数的

比例记为目标细胞的得率。

3.2.2　纯度

磁性细胞分选的纯度受到目标细胞表面抗原与

抗体结合的特异性的影响。阳性细胞分选的纯度一

般高于阴性细胞分选。阳性细胞分选是直接针对目

标细胞进行特异性标记，而阴性细胞分选是去除掉

不需要的细胞。阴性细胞分选在抗体设计方面会受

到当前对细胞群的认知的限制，有可能会出现去除

的细胞种类不够多不够全，且特异性结合非目标细

胞的结合率不可能达到100%，也就不可能100%去

除非目标细胞，所以阴性细胞分选的纯度较低。若

细胞纯度太低，则无法用于后续试验，一般磁性细

胞分选的纯度可达 90% 以上。用能够特异性识别

目标细胞的抗体对分选后的总细胞进行标记，采用

流式细胞术检测目标细胞占分选后总细胞数的比例

记为目标细胞的纯度。流式细胞术检测表明（图

4a），分选前CD19+ B细胞数量占总淋巴细胞数量

的 0.068% （中），分选后 CD19+ B 细胞纯度达到

99.3%（右）［65］。

3.2.3　无菌

若经磁性细胞分选出来的细胞后续需要用于继

续培养，分选出来的细胞则必须无菌，磁性细胞分

选试剂盒以及分选步骤均不能有细菌或真菌污染。

分选步骤中发生污染与试剂盒本身无关。判断试剂

盒是否合格，则只需检测试剂盒本身成分是否无

菌。取适量待检试剂加入无菌微生物培养皿中，分

别在营养琼脂培养基中培养 2 d以判断待检试剂是

否含有细菌，在沙氏葡萄糖琼脂培养基中培养 5~ 

7 d以判断待检试剂是否含有真菌。

3.2.4　细胞毒性

细胞毒性是指用于磁性细胞分选的材料在接触

含有目标细胞的细胞群后会对细胞的生长造成影

响，而不管分选出来的细胞是用于分析还是后续进

一步功能试验，磁性细胞分选的材料都必须对目标

细胞没有细胞毒性。将磁性分选材料按照一定的浸

提比例浸没在依格尔最低限量基本培养基MEM中

浸提 24 h，用浸提液培养小鼠成纤维细胞 L929，

培养24 h后用MTT法或CCK-8（cell counting kit-8）

法检测细胞存活率，以判断磁性分选材料对目标细

胞有无细胞毒性。

3.2.5　细胞形态

磁性细胞分选是否对目标细胞造成了损伤，最

直观的表现就是细胞形态发生了改变。在显微镜下

观察细胞的基本形态并做记录，观察比较分选前后

细胞形态的变化则可以用于判断分选试剂和分选过

程是否造成了细胞损伤。如若分选出的细胞有损伤

则不宜进行后续的分析和功能试验。图 4b为倒置

显微镜下观察到的结合了磁珠的 CD45+白细胞的

形态［52］。

3.2.6　活率

只有活细胞才能进行较好的抗体标记才能发挥

细胞本身的功能，因此磁性细分选后得到的细胞必

须有较高的活率。使用台盼蓝法检测分选后活细胞

数目占总细胞数目的百分比则可得出细胞活率。
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3.2.7　细胞的光散射特性

目前细胞分选主要集中在血细胞、干细胞和肿

瘤细胞，流式细胞检测是这些细胞分析过程中常用

的检测方法。而流式细胞仪检测的最基本指标包括

前向角散射光 （forward scatter） 和侧向角散射光

（side scatter），因此当分选后的目标细胞需要进行

流式试验时，则其细胞的光散射特性就不能发生改

变。在流式细胞仪上用同样的电压和设门能圈出分

选前和分选后的目标细胞群，则可以证明磁性细胞

分选没有改变细胞的光散射特性。

3.2.8　细胞的荧光抗体标记能力

磁性分选过程中的抗体标记会占据细胞表面一

定数量的抗原表位，该过程中的抗体标记过少会降

低分选细胞的纯度，过多则会影响分选后的细胞进

行后续分析试验时荧光抗体的标记。将经分选得到

的目标细胞与不同浓度的荧光抗体共孵育，再通过

流式细胞术检测细胞表面标记的荧光抗体量即可体

现细胞的荧光抗体标记能力。

3.2.9　细胞活化

分选出来的细胞一般需要保持细胞原有的活

性，需要确保细胞的表型没有被改变或激活，因此

需要检测分选后的细胞是否被活化。不同细胞有不

同的活化指标，通过流式细胞术检测分选后的细胞

的活化指标即可判断经过分选的细胞是否被活化。

Fig. 4　Biological evaluation of magnetic cell sorting technology
图4　磁性细胞分选技术的生物学评价

（a）流式细胞术测定从原发性干燥综合征患者外周血中磁性细胞分选的CD19+ B细胞纯度达到99.3%［65］，（b）细胞收集室中磁珠标记的

CD45+白细胞的倒置显微镜明场图像［52］，（c）CCK-8法检测从磁珠上解离的SW480和对照组SW480的细胞增殖［50］，（d）CFSE法检测磁性

分选和声学分选后的CD4+ T细胞的细胞增殖［43］。FSC：角散射光（forward scatter），SSC：侧向角散射光（side scatter）。
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3.2.10　细胞增殖

分选得到的目标细胞如果要用于增殖相关试

验，则分选试剂和分选步骤不能改变细胞的增殖活

性。对于具有增殖活性的目标细胞只需用 CCK-8

法或 CFSE （carboxyfluorescein succinimidyl ester）

法检测其第0、1、2、3、4天的生长曲线即可判断

其增殖情况。对于不能增殖的细胞如淋巴细胞则需

在培养过程中添加促分裂剂和抗原物质，使细胞重

新进入分裂状态，检测其 0、12、24、36、48、

72、96 h 的生长曲线即可判断其增殖情况。使用

CCK-8 法检测从磁珠上解离的 SW480 和对照组

SW480的细胞增殖表明（图4c），在7 d培养期间，

解离后的SW480与对照组SW480的增殖率没有显

著差异［50］。使用CFSE法检测经磁性分选和声学分

选后的 CD4+ T 细胞的细胞增殖表明（图 4d），声

学分选方法未对分选后的细胞的增殖产生明显

差异［43］。

4　总结与展望

磁性细胞分选技术在生命科学研究和临床研究

中有着极其重要的地位。磁性细胞分选产品主要由

磁珠、磁力架、分离柱或分离试管组成，不同试剂

盒的组件不同，分选出的细胞也就不同。现各大生

产商对各自的产品有着不同的评价标准，各有倾

向，一般均为尽可能展现各自产品优点。目前由于

国内外缺乏全面且一致的评价标准，磁性细胞分选

产品的使用者对国外产品盲目信赖，导致国内虽然

有很多厂家在生产磁性细胞分选产品，但却鲜有知

名品牌，这一态势不利于中国相关试剂行业的发

展。制定磁性细胞分选产品的性能检测方法有助于

对各种产品进行统一检测统一评价，只有在能够有

效地区分各大产品的优缺点的基础上，才能有的放

矢地进行产品改造和新产品的研发，打破垄断，促

进我国自主知识产权磁性细胞分选产品的产出和应

用，因此亟需找出磁性细胞分选评价的关键性能指

标并建立相关检测方法。

综上所述，磁性细胞分选技术因其应用的广泛

性、分选方式的多样性和几乎对分选细胞没有影响

的特性而不可替代，而一个性能良好的磁性细胞分

选产品必须对其关键生物性能参数进行分析与评

价。随着科技的进步与飞速发展，磁性细胞分选技

术将会出现更多的新技术和新应用服务于社会服务

于人类。
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Abstract　 Magnetic cell sorting technology is a highly specific and rapid cell sorting technology using 

superparamagnetic nanocomposites for cell sorting, which is widely used in immunology, stem cytology, 

oncology, clinical medicine and other fields. Magnetic cell sorting technology is divided into positive isolation, 

negative isolation/untouched cell isolation, depletion, multi-step isolation and automated cell separation systems. 

In this review, we firstly give a brief introduction to the classification and application of magnetic cell sorting 

technology, then discuss several new techniques and challenges based on magnetic cell sorting in recent years, 

such as improving the sorting efficiency by improving the structure of magnetic materials and magnetic field 

structure. The necessity of biological evaluation of magnetic cell sorting products was emphatically analyzed. 

Through the biological evaluation, the advantages and disadvantages of magnetic cell sorting products can be 

understood, and the research and development ability could be improved. Therefore, 10 biological evaluation 

technical parameters related to magnetic cell sorting products were proposed: yield, purity, sterility, cytotoxicity, 

cell morphology, viability, light scattering characteristics of cells, fluorescent antibody labeling ability of cells, 

cell activation and cell proliferation. The 10 biological evaluation technical parameters play an important role in 

promoting the standardized application of magnetic cell sorting.
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