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实时检测收集液对分选后HEK293T细胞活性的影响
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(浙江大学医学院公共技术平台, 杭州 310058)

摘要      流式细胞分选是纯化活细胞较为常用的实验方法, 是获得高活性细胞的有效手段, 其
中收集液为分选后的细胞提供一定的营养环境, 从而保证分选后细胞的高活性。该研究选用流式

细胞分选仪分选人肾上皮细胞系HEK293T(简称293T)细胞, 用3组即A组(含BSA的PBS缓冲液)、B
组(含FBS的PBS缓冲液)、C组(含FBS的DMEM培养基)收集液分别接收分选后的293T细胞, 以流式

细胞检测法、细胞计数试剂盒(Cell Counting Kit-8, CCK-8)检测法、实时细胞分析(Real Time Cel-
lular Analysis, RTCA)检测法分别检测分选后细胞的活性情况并进行统计分析。结果显示, A组中含

0.4% BSA的PBS缓冲液、B组中含10% FBS的PBS缓冲液、C组中含10% FBS的DMEM培养基接收

的细胞活性分别高于各组内的对照, 凋亡率分别为(4.12±0.474)%、(4.10±0.660)%、(3.71±0.291)%, 
均具有显著性统计学差异(P<0.000 1)。比较三种细胞活性检测方法发现, RTCA检测法具有极简的

操作流程, 无须标记, 可实时获得细胞的动态增殖曲线的优点, 可作为分选后细胞活性最客观的检

测方法。该研究为揭示收集液对细胞活性的影响提供参考依据, 为快速客观检测分选后细胞活性

提供实时检测方法。 
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Abstract       Flow cytometry sorting is a commonly used experimental method for purification of living cells 
and an effective means to obtain highly active cells. The collection solution provides a certain nutrient environment 
for the sorted cells, thus ensuring the high activity of the sorted cells. This study used flow cytometer to sort human 
renal tubular epithelial 293T (HEK293T) cells and received them with three groups of collection solution: group A 
(BSA in PBS buffer), group B (FBS in PBS buffer) and group C (FBS in DMEM medium). Flow cytometry, CCK-8 
(Cell Counting Kit-8), and RTCA (Real Time Cellular Analysis) detection methods were used to detect the activity 
of the sorted cells, and then statistical analysis was performed. The results showed that the cell viabilities of group 
A (0.4% BSA in PBS buffer), group B (10% FBS in PBS buffer) and group C (10% FBS in DMEM medium) are 
higher than those of control in each group. The apoptosis rates separately were (4.12±0.474)%, (4.10±0.660)%, 
(3.71±0.291)%, with significant statistical differences (P<0.000 1). Comparison of the three cell viability detection 
methods showed that the RTCA detection method had the advantages of a minimalist operation process, no label-
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ing, and real-time acquisition of the dynamic proliferation curve of cells, which could be used as the most objective 
detection method for cell viability after sorting. This study provides a reference for revealing the influence of the 
collection solution on cell viability, and a real-time detection method for rapid and objective detection of cell viabil-
ity after sorting.

Keywords        CCK-8; flow cytometric analysis; real time detection; flow cytometric sorting; cell viability; 
collection solution

近年来 , 慢病毒载体被广泛应用于传染性疾病、

恶性肿瘤基因功能的研究[1-2]。HEK293T细胞(以下简

称为293T细胞 )是指利用基因工程技术从人胚胎肾细

胞中产生的上皮细胞系 , 常常用于病毒包装和转染 , 
是过表达蛋白尤其是表达细胞内蛋白以及细胞外蛋

白最方便的途径 [3-4], 因此 , 293T细胞的活性直接影响

到病毒包装以及转染的效率。这也意味着提高293T
细胞活性 , 就是提高该细胞在生物及生命科学领域的

应用效率。

流式细胞分选术是分选及纯化活细胞最先进可

靠的方法 , 利用该技术的分选性能可进行高效率的活

细胞纯化研究 [5]。影响分选后细胞活性 [6]的因素如合

适的喷嘴大小、精确的液滴延迟、稳定的液流、适

中的细胞密度和良好的细胞状态都已被广泛报道 [7-8], 
但鲜有研究报道收集液对细胞活性是否有影响、分

选后细胞的增殖活性检测方法是否准确等 [9-10], 这不

利于对分选后细胞功能的深入研究。

本研究从收集液的组成及配比方面探讨其对

分选后细胞活性的影响, 利用不同的细胞活性检测

方法检测分选后293T细胞的增殖变化、酶活性代谢

变化、凋亡变化等情况, 从而判断不同收集液对细

胞活性是否有影响。本研究建立快速准确地检测分

选后细胞活性的方法, 为分选后细胞的收集和功能

研究提供筛选模型, 以期为基础和临床分选实验中

的细胞活性研究提供参考和指导。

1   材料和方法
1.1   材料

1.1.1   材料与试剂      人肾上皮细胞系HEK293T(简
称293T)细胞由浙江大学基础医学院提供, 细胞形态

为上皮细胞样 , 贴壁生长。流式分选质控微球购自

美国Beckman Coulter公司。流式分析质控微球购自

美国BD公司。牛血清白蛋白(bovine serum albumin, 
BSA)、增强型CCK-8试剂盒购自上海碧云天生物技

术有限公司。DMEM培养基、胎牛血清(fetal bovine 

serum, FBS)、胰酶、PSG(penicillin-streptomycin 
glutamine)双抗购自美国Gibco公司。E-plate增殖板

购自杭州荣邦生物科技有限公司。96孔板、离心

管、无菌流式管、40 μm无菌细胞筛购自上海普飞

生物技术有限公司。凋亡试剂盒 (Annexin V-FITC/
PI apoptosis kit)购自杭州联科生物技术股份有限公

司。磷酸盐缓冲液(phosphate buffered saline, PBS)片
剂购自上海博升生物科技有限公司 , 加入ddH2O溶

解并高压灭菌后备用。

1.1.2   主要仪器      超高速流式细胞分选仪(Beck-
man MoFlo AstriosEQ)购自美国Beckman Coulter公
司。流式细胞分析仪(BD LSRFortessa)购自美国BD
公司。高通量实时细胞功能分析仪 (RTCA-SP)购自

瑞士Roche公司。多功能微孔板检测仪 (SynergyMx 
M5)购自美国Molecular Devices公司。

1.2   方法

1.2.1   细胞培养与样本制备      293T细胞接种于

含 10% FBS、1%双抗的DMEM培养基中 , 放置在

37 °C、5% CO2的细胞培养箱内孵育 , 每隔2~3天传

代, 连续传代3次以上, 待细胞达到指数生长期(镜下

密度为70%~80%)时 , 弃去上清液 , 加入0.25%胰酶

消化 , 300 ×g离心5 min, 用无菌PBS制备成浓度为

1×107个/mL的单细胞悬液, 放置在冰浴中备用, 待上

机前使用40 μm无菌细胞筛网过滤。分选样本需全

程于无菌环境下制备。

1.2.2   配制细胞收集液      按照细胞培养条件配制

3组收集液, 收集管为15 mL离心管。

A组(含BSA的PBS缓冲液): 以无BSA的PBS缓
冲液为对照组A, 分别制备含0.04% BSA的PBS缓冲

液(实验组A1)、含0.4% BSA的PBS缓冲液(实验组

A2)、含2% BSA的PBS缓冲液(实验组A3), 设置3个
重复。

B组(含FBS的PBS缓冲液): 以无FBS的PBS缓
冲液为对照组B, 分别制备含5% FBS的PBS缓冲液

(实验组B1)、含10% FBS的PBS缓冲液(实验组B2)、
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100% FBS(实验组B3), 设置3个重复。

C组(含FBS的DMEM培养基): 以DMEM培养基

为对照组C, 分别制备含10% FBS的DMEM培养基

(实验组C1)、含50% FBS的DMEM培养基 (实验组

C2)、100% FBS(实验组C3), 设置3个重复。

1.2.3   流式细胞分选仪调试      超高速流式分选仪

(Beckman MoFlo AstriosEQ)是一款空气激发的5激光

17个检测通道的高端流式细胞分选系统 [11], 本次分

选实验选用100 μm喷嘴 , 30 psi鞘液压力 , 样本与鞘

液的压力差为0.3 psi, 设定分选模式为纯度(purty)-1
液滴分选模式。

首先, 按照顺序依次打开仪器开关、启动液流

并排气泡15 min、开启激光器。接着, 通过调节前

后、左右千分尺的旋钮, 确保液流在针孔(pinhole)
中央并且使液流垂直对齐。旋动上下千分尺旋钮调

节激光光斑校正, 使调节光斑与校准光斑图像保持

接近。取校准微球原液涡旋, 取1滴加入800 μL无菌

ddH2O中, 混匀后放入上样仓, 开始光路校正, 手动

调节前向散射光(forward scatter, FSC)和侧向散射光

(side scatter, SSC), 使光信号集中, 再调节2个距离最

远的荧光通道的信号, 使信号最强。打开QC屏幕开

启自动质控, 实现激光延迟校正。电极板无菌擦拭

后放入仪器, 电极板加电进行液滴延迟校正。

取载玻片放置于分选收集架上 , 调节侧液流加电

量 , 使分选液滴在载玻片上的落点刚好处于收集管的

中央, 从而实现准确分选的目的。打开Summit软件, 新
建Database, 激活FSC和SSC通道及相应的荧光通道, 设
定FSC-SSC散点图, 用多边形门圈定目标细胞群, 设定

FSC(A)-FSC(H)散点图, 用梯形门圈定单个细胞群。

1.2.4   单管分选      15 mL离心管里加入1 mL收集液

置于收集架内, 取过滤好的细胞悬液加入上样仓内, 
调整上样的细胞浓度为1×107个/mL, 设置每支收集

管内分选细胞浓度为5×105个/mL。分选完毕后, 取
出收集管置于冰浴中备用。

1.2.5   流式细胞分析仪质控      流式细胞分析仪(BD 
LSRFortessa)是一款5激光18检测通道的高端流式细

胞分析仪。按照流程执行开机清洗后, 涡旋CS&T微
球原液 , 取1滴加入500 μL ddH2O中混悬 , 之后运行

仪器参数设置及追踪 (cytometer setup and tracking, 
CS&T)程序, 完成仪器质控校正。

1.2.6   流式细胞检测方法      细胞凋亡是程序性细

胞死亡过程 , 细胞早期凋亡时 , 细胞膜上磷脂酰丝

氨酸(phosphatidylserine, PS)外翻并与Annexin V结

合 , 晚期凋亡时细胞膜具有通透性且仍保留外翻特

性 , 碘化丙啶 (propidium iodide, PI)可以进入核内

与脱氧核糖核酸(deoxyribonucleic acid, DNA)结合, 
细胞坏死时, 细胞核裸露, 只有PI与DNA结合, 通过

细胞这样的程序性死亡过程可以判断细胞凋亡情

况 [12-13]。本实验选取3组收集液接收的分选后293T
细胞悬液 , 于4 °C、300 ×g条件下离心5 min, 弃去

上清液, 使用500 μL 1× 结合缓冲液重悬细胞, 调整

细胞浓度为5×105个 /mL, 设置3个复孔。每管分别

加入5 μL Annexin V-FITC染色液和10 μL PI染色液, 
混匀后放置于4 °C(或冰浴中)避光孵育5 min, 立即

进行流式细胞凋亡检测。

1.2.7   CCK-8检测方法      CCK-8检测法是指在活细

胞线粒体酶的作用下 , 将底物还原为有颜色的水溶

性产物, 通过检测有色产物的吸光度(D)值来间接反

映活细胞的数量 [14-15]。本实验选取 3组收集液接收

的分选后293T细胞悬液 , 于4 °C、300 ×g条件下离

心5 min, 弃去上清液, 用含10% FBS的DMEM培养

基分别重悬细胞使其浓度为2×104个 /mL, 接种于96
孔细胞培养板中 , 每孔加入100 μL细胞液 , 每个检

测时间点分别设置5个复孔 , 每孔加入10 μL增强型

CCK-8试剂 , 于37 °C、5% CO2培养箱中孵育。空

白对照孔中不加入细胞。分别于0 h、24 h、48 h、
72 h从孵箱中取出 3组收集液接收的细胞并将其放

置在多功能酶标仪上 , 设定检测波长为450 nm, 检
测该波长处的细胞吸光度 (D450)值。计算细胞平均

吸光度值 , 根据吸光度值绘制细胞增殖曲线 , 确定

细胞增殖活性。

1.2.8   RTCA检测方法      RTCA是一种非标记、动

态实时细胞分析监测的方法 , 是基于检测微电子细

胞传感器芯片阻抗的变化以反映细胞生理状态的技

术。电阻抗转化为细胞指数(cell index, CI)即反映了

细胞生长、伸展、形态变化、死亡和贴壁程度等一

系列生理状态 [16]。首先向E-Plate中加入50 μL细胞

培养液 , 检测基线 , 然后选取3组收集液接收密度为

1×105个/mL的细胞悬液, 于4 °C、300 ×g条件下离心

5 min, 除去上清液, 用含10% FBS的DMEM培养基将

细胞分别调整成浓度为5×104个 /mL的细胞悬液 , 取
100 μL细胞液加入到E-Plate中 , 使每个孔含5 000个
细胞, 设4个复孔, 室温静置30 min后放入仪器, 软件

上设定每15 min检测一次CI值 , 连续坚持72 h, 分别
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以细胞的CI值为Y轴, 以时间为X轴绘制293T细胞生

长曲线。

RTCA检测法基于微电子阻抗变化监测细胞活

性, 用CI表示, 公式如下:

Rb(f)和Rcell(f)分别代表无细胞黏附的电阻抗和

有细胞黏附的电阻抗, N代表检测到电阻抗的频点

数量[17]。细胞铺板后, 经过悬浮、贴壁、潜伏期、

增殖达到覆盖率为70%~80%的最佳指数生长期, 细
胞指数处于0.5~1范围内, 表示该浓度细胞适合后续

的功能性实验研究[18-19]。

1.3   统计学分析  
从每次实验的至少3个重复数据中选取具有代

表性的实验结果进行展示。采用FlowJo_V10软件

和GraphPad Prism 7软件分析处理数据 , 采用单因

素方差分析 (One-Way ANOVA)比较组间统计差异。

P<0.05表示实验结果具有统计学差异。

2   结果
2.1   流式细胞术检测3组收集液接收的293T细胞

的凋亡结果  
按两色标记检测, 调节荧光补偿, 以Annexin V-

FITC(A)为横坐标、PI(A)为纵坐标作图。分析时 , 
以FSC(A)和SSC(A)确定细胞群的位置 , 以Annexin 
V-FITC(A)单阳细胞比例确定细胞早期凋亡情况, 以
Annexin V-FITC(A)和PI(A)双阳细胞的比例确定细

胞晚期凋亡情况 , 细胞早期凋亡率与晚期凋亡率的

和等于细胞凋亡率。

2.1.1   A组收集液接收的293T细胞凋亡结果      流
式细胞检测得到的凋亡结果(图1)显示, 对照组A接

收的293T细胞凋亡率为(17.53±2.144)%、实验组A1
接收的293T细胞凋亡率为(5.49±0.215)%、实验组

A2接收的293T细胞凋亡率为(4.12±0.474)%、实验

组A3接收的293T细胞凋亡率为(4.09±0.561)%。该

结果显示, 实验组接收的293T细胞凋亡率明显低于

对照组, 表明BSA可有效减少细胞凋亡, 提高细胞

A: 流式分析检测分选后293T细胞的凋亡结果; B: 293T细胞凋亡统计分析图; C: 293T细胞的活性统计分析图。 ****P<0.000 1, nsP>0.05, n=3。
A: the apoptosis results of 293T cells after sorting by flow cytometry; B: the apoptosis statistical analysis chart of 293T cells; C: the statistical analysis 
chart of 293T cell viability. ****P<0.000 1, nsP>0.05, n=3.

图1   A组收集液接收的293T细胞凋亡情况

Fig.1   Apoptosis of 293T cells received by the collection solution of group A
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活性, 实验组与对照组比较, 具有显著性统计学差

异(P<0.000 1)。实验组内凋亡结果比较发现, 随着

BSA浓度的增加, 细胞凋亡率呈现下降趋势, 但实验

组内差异不具有统计学意义(P>0.05)。
2.1.2   B组收集液接收的293T细胞凋亡结果      流
式细胞检测得到的凋亡结果(图2)显示, 对照组B接
收的293T细胞凋亡率为(17.53±2.144)%, 实验组B1
接收的293T细胞凋亡率为(3.61±0.380)%, 实验组B2
接收的293T细胞凋亡率为(4.10±0.660)%, 实验组B3
接收的293T细胞凋亡率为(3.35±0.510)%。该结果

显示, 实验组接收的293T细胞凋亡率明显低于对照

组, 表明FBS可以提高细胞的活性, 降低细胞的凋亡

程度, 实验组与对照组比较, 具有显著性统计学差异

(P<0.000 1)。比较实验组内凋亡统计结果发现, 随
着FBS浓度的增加, 细胞凋亡率呈现下降趋势, 但实

验组内差异不具有统计学意义(P>0.05)。
2.1.3   C组收集液接收的293T细胞凋亡结果      流

式细胞检测得到的凋亡结果(图3)显示, 对照组C接收

的293T细胞凋亡率为 (12.31±2.324)%, 实验组C1接收

的293T细胞凋亡率为 (3.71±0.291)%, 实验组C2接收

的293T细胞凋亡率为 (3.76±0.516)%, 实验组C3接收

的293T细胞凋亡率为(3.35±0.510)%。该结果显示, 实
验组接收的293T细胞凋亡率明显低于对照组 , 表明

培养基中的FBS可以提高细胞的活性 , 降低细胞的凋

亡率 , 实验组与对照组比较 , 具有显著性统计学差异

(P<0.000 1)。比较实验组内的凋亡统计结果发现 , 随
着FBS浓度增加, 细胞凋亡率呈现下降趋势, 但实验组

内不具有统计学差异(P>0.05)。
2.2   CCK-8检测3组收集液接收的293T细胞的增

殖结果

3组收集液接收的293T细胞连续孵育72 h, 分别

于0 h、24 h、48 h、72 h检测细胞的吸光度值, 分别

绘制细胞增殖曲线, 结果显示吸光度值会随着细胞

孵育时间的增加而增加, 之后增殖曲线进入平台期, 

A: 流式分析检测分选后293T细胞的凋亡结果; B: 293T细胞凋亡统计分析图; C: 293T细胞的活性统计分析图。****P<0.000 1, nsP>0.05, n=3。
A: the apoptosis results of 293T cells after sorting by flow cytometry; B: the apoptosis statistical analysis chart of 293T cell; C: the statistical analysis 
chart of 293T cell viability. ****P<0.000 1, nsP>0.05, n=3.

图2   B组收集液接收的293T细胞凋亡情况

Fig.2   Apoptosis of 293T cells received by the collection solution of group B
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吸光度值的增幅也变得越来越小, 且实验组接收的

293T细胞吸光度值均高于对照组。

2.2.1   A组收集液接收的293T细胞的增殖结果      观
察增殖曲线 (图 4)发现 ,  孵育 0 h, 实验组接收的

293T细胞吸光度值低于对照组A, 且有统计学差异

(P<0.05), 表明实验组接收的293T细胞增殖活性低

于对照组A, 提示BSA没有提高细胞的活性。随着

孵育时间增加, 实验组接收的293T细胞分别于24 h、
48 h、72 h检测的吸光度值高于对照组A, 具有显著

性差异 (P<0.000 1), 表明实验组接收的293T细胞增

殖活性高于对照组A, 说明BSA可增强分选后细胞

的增殖活性。对实验组内增殖结果进行统计分析发

现, 孵育24 h的实验组A1 vs实验组A2、实验组A1 vs
实验组A3, 孵育48 h的实验组A1 vs实验组A3、实验

组A2 vs实验组A3有统计学差异 (P<0.05)。表明不

同浓度BSA收集液接收的细胞随着孵育时间增加 , 
整体细胞增殖变化不显著。

2.2.2   B组收集液接收的293T细胞的增殖结果      观
察增殖曲线(图5)发现, 孵育0 h, 实验组接收的293T
细胞吸光度值与对照组B接近 , 仅实验组B2 vs对照

组B有统计学差异 (P<0.05), 表明其他实验组接收的

293T细胞增殖活性与对照组B没有差异。孵育24 h, 
实验组B2接收的293T细胞增殖活性高于对照组B, 
有统计学差异 (P<0.05), 实验组B3接收的293T细胞

增殖活性明显高于对照组B, 具有非常显著的统计

学差异(P<0.001)。继续孵育48 h、72 h时, 实验组接

收的293T细胞吸光度值均高于对照组B, 具有显著

性差异 (P<0.000 1), 表明实验组接收的293T细胞的

增殖活性高于对照组B, 说明FBS可有效提高分选后

细胞活性。对实验组内增殖结果进行统计分析发现, 
孵育24 h的实验组B1 vs实验组B3孵育48 h、72 h的
实验组B1 vs实验组B2、实验组B1 vs实验组B3有统

计学差异 (P<0.05)。表明不同FBS浓度收集液接收

的293T细胞增殖活性整体上递增但没有明显变化。

A: 流式分析检测分选后293T细胞的凋亡结果; B: 293T细胞凋亡统计分析图; C: 293T细胞的活性统计分析图。****P<0.000 1, nsP>0.05, n=3。
A: the apoptosis results of 293T cells after sorting by flow cytometry; B: the apoptosis statistical analysis chart of 293T cells; C: the statistical analysis 
chart of 293T cell viability. ****P<0.000 1, nsP>0.05, n=3.

图3   C组收集液接收的293T细胞凋亡情况

Fig.3   Apoptosis of 293T cells received by the collection solution of group C
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2.2.3   C组收集液接收的293T细胞的增殖结果      通
过增殖曲线分析 (图 6)发现 , 孵育 0 h, 实验组接收

的293T细胞吸光度低于对照组C, 没有统计学差异

(P>0.05)。孵育24 h, 实验组接收的293T细胞吸光度

高于对照组C, 实验组C2 vs对照组C、实验组C3 vs
对照组C均有显著性统计学差异 (P<0.001)。继续孵

育48 h、72 h, 实验组接收的293T细胞吸光度值均高

于对照组C, 具有显著性统计学差异(P<0.000 1)。表

明实验组接收的 293T细胞增殖活性高于对照组C, 
说明DMEM培养基中添加FBS可以增强细胞活性。

对实验组内增殖结果进行统计分析发现 , 孵育24 h

的实验组C1 vs实验组C3, 孵育48 h的实验组C1 vs实
验组C3、实验组C2 vs实验组C3, 孵育72 h的实验组

C1 vs实验组C2、实验组C1 vs实验组C3有统计学意

义(P<0.01)。表明随着FBS浓度的增加, 培养基中细

胞的增殖活性呈递增趋势, 整体差异不显著。

2.3   RTCA实时检测3组收集液接收的293T细胞

的增殖结果

利用3组收集液接收分选后的293T细胞, 从实

时动态监测的72 h细胞增殖曲线变化来观察细胞增

殖过程, 结果显示CI值与细胞的活性和贴壁增殖数

量成正比, 细胞的活性越高, 贴壁增殖数量越多, CI

A: CCK-8检测分选后293T细胞的增殖曲线; B: 293T细胞增殖统计分析图。*P<0.05, **P<0.01, ****P<0.000 1, nsP>0.05, n=5。
A: the proliferation curve of 293T cells after sorting by CCK-8 detection method; B: the proliferation statistics analysis graph of 293T cells. *P<0.05, 
**P<0.01, ****P<0.000 1, nsP>0.05, n=5.

图4   CCK-8检测A组收集液接收的293T细胞增殖情况

Fig.4   CCK-8 detects the proliferation of 293T cells received by the collection solution of group A
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A: CCK-8检测分选后293T细胞的增殖曲线; B: 293T细胞增殖统计分析图。*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.000 1, nsP>0.05, n=5。
A: the proliferation curve of 293T cells after sorting by CCK-8 detection method; B: the proliferation statistics analysis graph of 293T cells. *P<0.05, 
**P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.000 1, nsP>0.05, n=5.

图5   CCK-8检测B组收集液接收的293T细胞增殖情况

Fig.5   CCK-8 detects the proliferation of 293T cells received by the collection solution of group B
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值越大。当E-plate孔中细胞贴满孔底, 曲线进入平

台期, CI值将停止增加。

2.3.1   A组收集液接收的293T细胞的实时增殖结

果      观察细胞动态增殖曲线(图7)发现, 随着孵育

时间增加, 细胞增殖曲线是连续的, 且实验组接收

的293T细胞CI值均明显高于对照组A。对连续监

测72 h的实验结果进行统计分析发现, 实验组293T
细胞增殖活性明显高于对照组A, 具有显著性的统

计学差异(P<0.000 1), 表明BSA可提高分选后的细

胞活性。而各实验组接收的293T细胞增殖活性比

较, 没有统计学差异(P>0.05)。
2.3.2   B组收集液接收的293T细胞的实时增殖结果      

观察细胞动态增殖曲线 , 分析结果 (图 8)显示 , 实
验组接收的细胞 CI指数明显高于对照组 B, 具有

显著性的统计学差异 (P<0.000 1), 表明 FBS可有

效提高分选后细胞的增殖活性。各实验组接收

的 293T细胞增殖活性分析结果 , 没有统计学差异

(P>0.05)。
2.3.3   C组收集液接收的293T细胞的实时增殖结果      
观察细胞动态增殖曲线(图9)发现, 实验组接收的细

胞CI指数明显高于对照组C, 具有显著的统计学差

异(P<0.000 1), 表明培养基中加入FBS可以提高细

胞增殖活性。各实验组接收的293T细胞增殖活性比

较分析结果, 没有统计学差异(P>0.05)。

A: CCK-8检测分选后293T细胞的增殖曲线; B:  293T细胞增殖统计分析图。*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.000 1, nsP>0.05, n=5。
A: the proliferation curve of 293T cells after sorting by CCK-8 detection method; B: the proliferation statistics analysis graph of 293T cells.  *P<0.05, 
**P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.000 1, nsP>0.05, n=5.

图6   CCK-8检测C组收集液接收的293T细胞增殖情况

Fig.6   CCK-8 detects the proliferation of 293T cells received by the collection solution of group C
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图7   RTCA检测A组收集液接收的293T细胞增殖情况

Fig.7   RTCA detects the proliferation of 293T cells received by the collection solution of group A
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3   讨论
流式分选后的细胞需经过分选前处理、高速检

测、加电分选等过程, 使得分选后的细胞比较敏感、

脆弱, 这就对分选后细胞的接收条件提出很高的要

求, 以保证细胞的高活性。293T细胞的活性直接关

系着包装病毒和转染的效率, 因此尽量保持细胞收

集液的环境与细胞体外生长繁殖所需的营养环境一

致, 其中培养基常作为人工模拟体内生长的营养环

境, 为细胞提供生长与增殖的物质基础。血清为细

胞生长提供蛋白等营养物质, 其中血清蛋白可增加

血清的黏度, 并保护细胞免受机械损伤。BSA作为

无血清培养基的基本配方, 可增加培养基的黏度, 保

护细胞免受机械损伤。缓冲液中的钾、钠离子为细

胞提供必要的营养环境, 维持细胞渗透压平衡, 保持

pH稳定, 并维持细胞的形态。由于分选后的细胞收

集液中除了细胞还有包裹细胞的鞘液, 使得分选后

的细胞收集液被鞘液稀释, 所以本研究根据适合细

胞生长繁殖的营养环境配制了3组收集液, 研究收集

液对分选后细胞活性的影响。

流式细胞检测结果(表1)显示, 3组收集液中实

验组接收的293T细胞的凋亡率均显著低于各自组

内对照, 比较实验组间细胞凋亡率, 发现随着BSA浓

度或FBS浓度增加, 接收的293T细胞凋亡率虽有递

增趋势, 但没有统计学差异。表明BSA、FBS均可

A:  RTCA检测分选后293T细胞的增殖曲线; B:  293T细胞增殖统计分析图。***P<0.001, ****P<0.000 1, nsP>0.05, n=4。
A: the proliferation curve of 293T cells after sorting by RTCA detection method; B: the proliferation statistics analysis graph of 293T cells.  
***P<0.001, ****P<0.000 1, nsP>0.05, n=4.

图9   RTCA检测C组收集液接收的293T细胞增殖情况

Fig.9   RTCA detects the proliferation of 293T cells received by the collection solution of group C

A: RTCA检测分选后293T细胞的增殖曲线; B: 293T细胞增殖统计分析图。****P<0.000 1, nsP>0.05, n=4。
A: the proliferation curve of 293T cells after sorting by RTCA detection method; B: the proliferation statistics analysis graph of 293T cells. 
****P<0.000 1, nsP>0.05, n=4.

图8   RTCA检测B组收集液接收的293T细胞增殖情况

Fig.8   RTCA detects the proliferation of 293T cells received by the collection solution of group B
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以有效降低细胞的凋亡率, 保证分选后细胞的活性。

而不同浓度的BSA或FBS在降低细胞凋亡, 提高细

胞活性方面没有显著差异。

CCK-8检测结果(表2)显示, 3组收集液中, 孵育

0 h检测的实验组接收的293T细胞吸光度值低于对

照组, 但没有明显统计学差异。造成这种情况, 可能

是因为孵育时间过短还不能通过吸光度的检测如实

反映细胞的增殖活性情况, 或者因为细胞经过分选

后、孵育前过多的操作步骤, 导致细胞活性有所下

降而出现偏差。孵育24 h后, 各实验组收集液接收

的细胞增殖活性均呈现上升趋势, 表明BSA或FBS
仍有提高细胞增殖活性的作用。不同时间点各实验

组内的增殖情况比较发现, 个别时间点有统计差异, 
总体趋势统计差异不明显, 表明因BSA或FBS浓度

不同以及检测的时间点不同, CCK-8检测的个别实

验组细胞增殖活性有差异。

RTCA连续动态检测结果(表3)显示, 分选后的

293T细胞从铺板开始到孵育72 h的细胞增殖曲线是

连续的, 且实验组接收的293T细胞增殖活性显著高

于对照组, 表明BSA或FBS确实可以提高细胞增殖

表1   3组收集液接收的293T细胞的流式凋亡结果比较

Table 1   Comparison of the apoptosis results of 293T cells received by three groups of 
collection solutions by flow cytometry

组别

Group
分类

Category
凋亡率/%
Apoptosis rate /%

单因素比较

One-Way ANOVA
统计结果

Statistical results

Group A Con A: PBS buffer 17.53±2.144 　 　

A1: 0.04% BSA in PBS buffer   5.49±0.215 Con A vs A1 P<0.000 1

A2: 0.4% BSA in PBS buffer   4.12±0.474 Con A vs A2 P<0.000 1

A3: 2% BSA in PBS buffer   4.09±0.561 Con A vs A3 P<0.000 1

Group B Con B: PBS buffer 17.53±2.144 　 　

B1: 5% FBS in PBS buffer   3.61±0.380 Con B vs B1 P<0.000 1

B2: 10% FBS in PBS buffer   4.10±0.660 Con B vs B2 P<0.000 1

B3: 100% FBS   3.35±0.510 Con B vs B3 P<0.000 1

Group C Con C: DMEM medium 12.31±2.324 　 　

C1: 10% FBS in DMEM medium   3.71±0.291 Con C vs C1 P<0.000 1

C2: 50% FBS in DMEM medium   3.76±0.516 Con C vs C2 P<0.000 1

C3: 100% FBS   3.35±0.510 Con C vs C3 P<0.000 1

表2   3组收集液接收的293T细胞的CCK-8检测的增殖结果比较

Table 2   Comparison of the proliferation results of 293T cells received by three groups of 
collection solutions by CCK-8 detection

组别

Group
分类

Category
单因素比较

One-Way ANOVA

统计结果

Statistical results

0 h 24 h     48 h 72 h

Group A Con A: PBS buffer 　 　

A1: 0.04% BSA in PBS buffer Con A vs A1 P<0.01 P<0.000 1 P<0.000 1 P<0.000 1

A2: 0.4% BSA in PBS buffer Con A vs A2 P<0.01 P<0.000 1 P<0.000 1 P<0.000 1

A3: 2% BSA in PBS buffer Con A vs A3 P<0.05 P<0.000 1 P<0.000 1 P<0.000 1

Group B Con B: PBS buffer 　 　

B1: 5% FBS in PBS buffer Con B vs B1 P>0.05 P>0.05 P<0.000 1 P<0.000 1

B2: 10% FBS in PBS buffer Con B vs B2 P<0.05 P<0.05 P<0.000 1 P<0.000 1

B3: 100% FBS Con B vs B3 P>0.05 P<0.001 P<0.000 1 P<0.000 1

Group C Con C: DMEM medium 　 　

C1: 10% FBS in DMEM medium Con C vs C1 P>0.05 P>0.05 P<0.000 1 P<0.000 1

C2: 50% FBS in DMEM medium Con C vs C2 P>0.05 P<0.001 P<0.000 1 P<0.000 1

C3: 100% FBS Con C vs C3 P>0.05 P<0.000 1 P<0.000 1 P<0.000 1
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活性。随着BSA或FBS浓度的增加, 各实验组细胞

的增殖活性没有统计学差异, 表明不同浓度的BSA
或FBS在提高细胞增殖活性方面没有差异。

综上, 根据3组收集液接收的分选后细胞凋亡

情况与增殖情况以及各实验组内、实验组间统计结

果分析, 综合考虑收集液被鞘液稀释的情况以及试

剂的经济成本等因素, 可以选择含0.4% BSA的PBS
缓冲液或含10% FBS的PBS缓冲液或含10% FBS的
DMEM培养基用作分选后细胞的收集液。

通过本研究还发现, 检测分选后细胞凋亡或增

殖等活性的方法中, RTCA检测法具有极简的操作流

程, 无须标记, 可实时动态监测细胞整个生长变化过

程。CCK-8检测成本较低, 操作过程须要添加检测

试剂并选取一些时间点, 从而获得细胞增殖变化情

况。流式细胞检测成本相对较高, 操作步骤比较多, 
须要使用荧光标记获得终点增殖数据。因此, RTCA
检测法对于细胞活性研究而言, 细胞用量少、操作

便捷, 适用于分选后细胞活性的实时检测, 可作为细

胞功能深入研究的基本手段。该检测方法有望为

基础医学及临床医学中的细胞活性检测研究提供指

导, 具有推广意义。
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