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*仅供研究使用

Leukopak密度梯度离心操作说明书

为了获得最佳分离效果和良好的初始样本，建议您在分离PBMC之前准备好Leukopak及相

关材料，该说明书仅供参考。

 试剂耗材

Leukopak、密度梯度试剂、Wash Buffer（500ml不含钙或镁离子的PBS (DPBS)、0.5％人血

清白蛋白(HSA)、2mM EDTA）、75％乙醇、3mL巴氏吸管、10mL移液管、50mL无菌离心管、

大型无菌容器（用于盛放Leukopak）

 设备

生物安全柜（BSC）、微量移液器、离心机

 实验方法

1. 先将EDTA与HSA混入DPBS中，混匀配制成Wash Buffer。

2. 拍照记录Leukopak的状态，用75％的酒精溶液喷洒外包装后，放入生物安全柜（BSC）。

3. 请在Leukopak开封前先将样本混匀，并倒入有刻度的容器中，测量液体体积。混匀后取部

分Leukopak进行计数。

4. 用DPBS将Leukopak按照一定比例进行稀释（根据不同分离试剂选择，建议范围：DPBS：

Leukopak=1：1~3）。

5. 用无菌的移液管将20mL密度梯度试剂加到50ml离心管中（不要碰到管壁上部），再将步

骤4中已稀释的Leukopak按照30mL/管加入离心管中（加入Leukopak的过程一定要轻柔，
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不可冲破密度梯度试剂的界面，否则会严重影响后续PBMC的得率）。

6. 离心步骤：在18-22℃的条件下将步骤5中的试剂进行离心，离心条件400 g、30 min，（注

意：为保证分离效果，需将离心机升降速率调至最低，即升速为1，降速为0）。

7. 离心完成后，请用75％的酒精将50ml离心管进行消毒再转移回BSC。离心后，离心管内试

剂肉眼可见分为三层，上层为血浆与DPBS，下层主要为红细胞与粒细胞，中层为淋巴细胞

分离液。在上、中层界面处有一以单个核细胞为主的白膜层（单个核细胞包括淋巴细胞和

单核细胞。此外，还含有血小板）。

8. 取白膜层：移液管吸弃上层液体（不可倾倒），余下少部分（不可除净）用巴氏吸管取密

度梯度层顶部的白膜层（PBMC）放入带有标记的无菌50mL离心管中。

9. 去除血小板：将装有收集的PBMC的离心管中加入足量的DPBS，在18-22°C下，550g（升

5降4）离心15min，弃去上清液。

10. 洗涤（可选）：用Wash Buffer洗涤细胞两次，每次400 g离心10min。

11. 根据后续实验选择合适的Medium将细胞沉淀重悬并混匀，计数后，进行后续实验。

 注意事项

1. 75％乙醇是对表面进行抗菌处理的最佳有效浓度。

2. 操作过程中严格进行无菌操作，并建议实验人员穿实验服，戴手套，护目镜和口罩。

3. 使用动物源的生物材料和液氮时，请始终穿戴个人防护设备并采取通用预防措施。

4. 吸取单个核细胞时不可避免会吸到Ficoll，而Ficoll密度比细胞要大，因此步骤9中需加入足

量PBS稀释，若PBS体积太小可能会导致细胞无法离心收集。
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