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介绍
自从1977 年推出以来，二氧化硅胶体PercollTM 已经成为全世界数以千计的研究人员对密度梯度介质的选择。其近乎完美的
物理特征方便它应用在细胞、细胞器、病毒和其他亚细胞颗粒的分离。Percoll作为细胞群富集的第一步尤其有用，然后再
有更精细的分辨率或提取核酸。人们认识到在进行其他的这些方法前先使用Percoll进行分离可以节省大量的时间和资源。

对于生物学颗粒，理想的密度梯度离心介质应具有以下特征(79):

•   涵盖了所有感兴趣的生物颗粒的等密度(图1) 带范围

•   拥有生理离子强度和pH

•   在全部梯度中是等渗的

•   低粘度

•   无毒性

•   不会渗透生物膜

•   无菌且可以重复灭菌

•   在适度的离心力下将自动形成梯度

•   和生物材料兼容

•   很容易从被纯化的材料中去除

•   不影响分析程序
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Percoll在现有的介质中是非常特殊的，它符合上述所有的标准，并且提供以下附加的优点：

•   它能形成连续梯度和不连续的两种梯度。

•   梯度的稳定性意味着梯度可以预制以提供可重复性的结果。

•   使用带颜色的Density Marker Beads可以简单地分析梯度 (Cospheric LLC, USA 提供)。

•   Percoll 不影响被分离的材料进一步的研究。

•   Percoll参考文献列表中记录了数以千计的研究人员的成功。

这本再次发行的手册提供了制作和使用Percoll 梯度的基本方法学，并包括了关于Percoll PLUS 的信息，它是一种新的二氧
化硅胶体介质，优化用于临床研究应用的细胞分离。此外，手册后面部分的Application Tables应用表格提供了很多使用
Percoll分离不同的细胞、微生物、细胞器和亚细胞颗粒的参考文献。在文献中描述的所有的使用Percoll 的实验也能够用
Percoll PLUS 进行。
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密度梯度离心原理
当颗粒悬浮液被离心时，颗粒的沉降速率和使用的离心力是成比例的。溶液的物理性质也会影响沉降速率。在一个固定的
离心力和液体粘度下，沉降速率和颗粒大小以及它自身密度与周围介质密度之间的差别成比例。

离心时颗粒的沉降方程为：

=     沉降速率

=     颗粒直径(流体力学等效球体)

=     颗粒密度

=     液体密度

=     介质粘度

=     离心力

从这个方程中，可以观察到下列关系：

·颗粒沉降速率和它的大小成比例。

·沉降速率和它自身密度与周围介质密度之间的差别成比例。

·当颗粒密度等于周围培养基密度时，沉降速率为0。

·沉降速率随着介质粘度的增加而降低。

·沉降速率随着离心力的增加而增加。
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通过密度分离 (等密度离心法)
在这个技术中，梯度离心介质的密度范围包含了样品颗粒的所有密度。每种颗粒将沉降到梯度中的平衡位置，在
这个位置梯度密度等于颗粒密度(等密度位置)。因此，在此类分离中，颗粒基于不同的密度而被单独分离，与颗
粒大小无关。

图1显示两种类型的梯度分离(见下面的速率区带离心法)。当使用Percoll时，通常是以等密度分离颗粒，而不是基
于尺寸大小差异(但两种技术都使用时，参见31 页的图19)。

备注: 当考虑生物颗粒时，切记介质的渗透压能够明显地改变膜结合颗粒的大小和表观浮力密度。一个高的渗透压
能够导致膜结合颗粒收缩而培养基低的渗透压将导致结合颗粒的膨胀。

图2 显示在生理条件下( 280 到320mOsm/kg H2O) 使用Percoll梯度离心的颗粒比用蔗糖或甲泛葡胺离心的颗粒有低
得多的表观浮力密度(见16 页表1)。

通过大小分离 (速率区带离心法)
在这类技术中，颗粒之间的大小差别与颗粒的密度一起影响分离。正如前述的方程所示，大颗粒在整个梯度中比
小颗粒移动更快，因此选择密度范围以便在整个分离期间的所有的位置上的颗粒密度大于介质密度(图1)。被分离
的区带到达管底部(或者它们的平衡位置) 之前运行结束。

图1. 速率区带离心法和等密度离心法图示。
     = 较小密度颗粒(蓝色) 的浮力密度       = 较大密度颗粒(红色) 的浮力密度
(图像引用引用经过H. Pertoft 允许)。

图2 . 大鼠肝脏匀浆、疱疹病毒和人红细胞在Percoll 梯度(绿色) 和蔗糖梯度 (红色) 
比较中颗粒的大约沉降速率和等密度条带密度。Svedberg 单位 = 沉降系数，1S = 10-13 s。
(27，图像引用引用经过作者和出版商允许)。
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颗粒大小和组成
Percoll 的物理性质已经被Laurent 等 (45，46，47) 广泛研究。电子显微镜观察 (图3) 显示二氧化硅以多分散性溶胶
形式存在，组成的颗粒大小为15 到 30 nm，平均颗粒直径为21 到 22 nm。流体力学测定 (粘度测定和沉降测定) 显
示，Percoll 在 0.15 M NaCl 和水中的平均颗粒尺寸分别是 29 到30 nm 和 35 nm，表明颗粒表面的水合层在低离子
强度下更明显。

Percoll 在SepharoseTM 4B 上的层析 (22) 已经表明只有 1% 到 2% 的游离 PVP。洗脱液中含有 PEG 并不能导致硅胶上
PVP 的任何损失，表明 PVP 的结合是牢固的。基于胶体氮含量的计算显示 PVP 涂层是一种单分子层。

Cytiva 现提供 Percoll。

组成          带有不可降解的聚乙烯吡咯烷酮 (PVP) 涂层的二氧化硅溶胶

密度           1.130 ± 0.005 g/ml

电导率      1.0 mS/cm

渗透压      < 25 mOsm/kg H2O

粘度           20 °C 下10 ± 5 cP

pH               20 °C 下9.0 ± 5 cP

折射指数  20 °C 下1.3540 ± 0.005

Percoll 是无毒的。

Percoll －物理性质

图3. Percoll 颗粒电子显微镜图。用1%的乙酸铀酰做为阴性对照。
(21，图像引用经过作者和出版商允许)。
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粘度
Percoll 的粘度是一种离子强度的作用，在生理离子强度 (如0.15 M NaCl) 的盐溶液中比在水中或0.25 M 蔗糖 (22) 中
更低。溶液在相同条件下离心 (第18 页) 在 0.15 M NaCl 中形成梯度比在 0.25 M 蔗糖更快有一定的影响。在工作条
件下，Percoll 溶液的粘度是1 到15 cP，有利于在 Percoll 梯度中非常快速地形成颗粒区带。

密度
Percoll 是以23% (w/w) 的胶体水溶液提供的，密度为 1.130 ± 0.005 g/ml。

按照本手册其他地方描述的方法离心可以获得1.0 到1.3 g/ml 的梯度范围。所有沉降系数值大于60S 的生物学颗粒
都能够在Percoll 梯度上成功地形成区带，且在Percoll 中(图2) 大多数的浮力密度小于 1.13 g/ml。

图3. Percoll 颗粒电子显微镜图。用1%的乙酸铀酰做为阴性对照。(21，图像引用经过作者和出版商允许)。

pH 和渗透压
Percoll 的 pH 大约为 9.0，在不改变任何性质下可调节为5.5 到10.0。如 果pH 降低到 5.5 以下，可能发生胶凝作用。
在存在二价阳离子时也会导致凝胶作用，升高温度会加剧这种作用。

Percoll 拥有非常低的渗透压 (< 25 mOsm/kg H2O)，并因此能够形成密度梯度而没有产生任何自身明显的渗透压梯
度。这使它能够和密度梯度一起工作，密度梯度是等渗的且能够始终调整为生理条件。这对于获得具有非常高的
细胞粘度 (23) 和完整的细胞形态 (31) 的细胞制备是非常重要的。由于这个事实，Percoll 梯度也为观察渗透压对细
胞和亚细胞颗粒的表观浮力密度的影响提供机会 (见第 17 页和参考文献 27 )。
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溶胶的性能
Percoll 颗粒有一个硅内核，密度非常大 (r= 2.2 g/ml)， 且在 0.15 M NaCl 中含水的颗粒尺寸为 29 到 30 nm，在水中为
35 nm(46)。 因此当一种 Percoll 溶液 ( 在 0.15 M 盐溶液或 0.25 M 蔗糖中 ) 在角度转头离心机中以大于 10 000 x g 离
心时， 被包被的二氧化硅的颗粒开始沉降。 这导致颗粒的不均匀分布， 并因此形成密度梯度。 由于 Percoll 是一种多
分散性溶胶，它的组成颗粒将以不同的速率沉降， 产生一个非常平滑的梯度。 在角度转头离心机中通过高转速离心
产生的梯度用电子显微镜分析显示更大颗粒的材料大量富集在管底部 (Pertoft，个人交流 ) 。在起始密度周围形成等
渗的梯度 ( 即较小密度在顶部，较大密度在底部 ) 且随着时间平均逐渐变得陡峭 ( 图 4)。在高离心力下延长离心时
间会导致所有的溶胶沉淀形成坚硬的颗粒 ( 见 “Percoll 的去除 ”， 第 27 页 )。必须注意的是如果 Percoll 梯度在水平
转子中以大于 10 000 x g 离心时，溶胶将很快沉淀形成颗粒小球且不再形成适当的梯度。

溶胶随着时间推移并没有产生明显的扩散，因此形成非常稳定的梯度。所以，可以提前几周制备不连续的和连续的
梯度，在一个实验的过程中提供极好的重现性。

图4. Percoll在角度转头中形成等距梯度，8 ×14 ml (MSE 超速离心机)，在0.15 MNaCl 中起始密度
为1.07 g/ml。运行条件：20 000 × g 离心15、30、60 和90 分钟。梯度密度利用带颜色的Density 
Marker Beads (图12) 监测 (来自Cytiva Bio-Sciences AB, Uppsala, Sweden的工作)。
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如何配制和使用 Percoll 梯度
配制和稀释 Percoll 的储存溶液
为了配制 Percoll 梯度，必须首先用盐或细胞培养基来调节微稀释的 Percoll 的渗透压，以获得与生理盐浓度相同渗透压的
Percoll。加 9 份 (v/v) 的 Percoll 到 1 份 (v/v) 的 1.5 M NaCl 或 10 x 浓缩培养基中是制备 Stock Isotonic Percoll (SIP) 溶液的
简单方法。通过添加盐或蒸馏水可以最终调节到所需要的渗透压。细胞密度依赖于渗透压 ( 图 5); 正因为如此，储存液的渗
透压应该使用渗压计常规检查以确保实验之间的重复性。对于在有盐存在时会发生聚集的亚细胞颗粒，可以通过加 9 份
(v/v) 的 Percoll 到 1 份 (v/v) 的 2.5 M 蔗糖中制备 Stock Isotonic Percoll (SIP)。SIP 溶液的密度可以通过下列公式进行计算：

(
o
- 

i
) V

o o
 + V

x 10
V

x
 = V

o
  thus 

i
 = 

(
i
 - 

10
)  V

x
 + V

o

V
x

V
o

o

10

i

=  稀释介质的体积 (ml)

=  未稀释 Percoll 的体积 (ml)

=  Percoll 密度 (1.130 + 0.005 g/ml*)

=  1.5 M NaCl 的密度 = 1.058 g/ml ( 对于其他盐类有较小的差别 )

     2.5 M 蔗糖的密度 = 1.316 g/ml ( 对其他添加物有较小的差别 )

=  产生的 SIP 溶液的密度 (g/ml)

因此，对于盐溶液中的 SIP，ri = 1.213 g/ml，对蔗糖中的 SIP，ri = 1.149 g/ml，假定的 r0 = 1.130 g/ml。

* 准确的密度如分析证书 COA 所述，可以在 www.cytiva.com. 的 “Literature” 中找到。
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配制和稀释 Percoll 的储存溶液
Stock Isotonic Percoll 溶液 (SIP) 被简单地稀释为更低的密度，用于细胞分离时可以添加 0.15 M NaCl ( 或正常的细
胞培养基 )，用于亚细胞颗粒或病毒则分离时添加 0.25 M 蔗糖。

下列公式能够被用于计算获得所需要密度的溶液需要的体积。

上述的公式对于获得非常接近于实际需要的密度十分有用。然而，稀释培养基体积和密度的微小的改变将影响最
终的密度。为了测定实际的密度，我们推荐使用比重计或折射计 ( 见第 24 页 ) 测定 Percoll 溶液的最终密度。

注释：图 5 中曲线图也能够被用作通过使用 0.15 M 盐或 0.25 M 蔗糖溶液稀释 SIP

产生的溶液密度测定的经验指南。这个曲线图涉及 SIP 的稀释，这里的 SIP 是 90%

(v/v) 未稀释的 Percoll 通过添加 10% (v/v) 的盐或蔗糖调节渗透压配制而成。为了避
免混淆，因此最好参考工作溶液的实际密度 ( 或者规定 % SIP) 而不是以在等渗的
盐或蔗糖中的 Percoll 的百分比参考溶液。这在下面描述的使用一步稀释程序时尤
其重要，通过用蒸馏水稀释含有浓缩的盐或蔗糖的 Percoll ( 未稀释 ) 到最终体积获
得已知密度的工作溶液。

 = 稀释培养基的体积 (ml)

= SIP 体积 (ml)

= SIP 密度 (g/ml)

= 稀释培养基的密度 (g/ml)

(0.15 M NaCl 的密度大约为 1.0046 g/ml)*

(0.25 M 蔗糖的密度大约为 1.032 g/ml)*

= 产生的被稀释溶液的密度 (g/ml)

实例：为了稀释 55 ml SIP 到终密度 1.07 g/ml，计算需要的 0.15 M NaCl 的体积。

(
i 
- )

V
y
 = V

i
( - 

y
)

需要的 0.15 M NaCl 的体积

图 5. Stock Isotonic Percoll (SIP) 用等渗的盐或蔗糖的稀释。Po 是 Percoll ( 未稀释 ) 的密度。SIP 如第
12 页所述配制。显示的标准直线仅作为指导。对于准确的密度测定，参考文中的公式 (Cytiva Bio
-Sciences AB, Uppsala, Sweden)。

* 来自CRC Handbook of Chemistry and Physics，第67 版(1986-1987)，CRC Press，D253 和D262。

= 55 ×

= 44.6 mL

1.123 - 1.07

1.07 - 1.0046
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一步法稀释 Percoll
Percoll ( 未稀释 ) 可以通过下列步骤直接稀释以配制已知密度的最终工作溶液。在一个量筒中，添加 1/10 最终所需
要的体积的 1.5 M NaCl 或 2.5 M 蔗糖 ( 例如最终体积为 100 ml 工作溶液则添加 10 ml1.5M NaCl 或 2.5M 蔗糖溶液 )。
然后，添加的 Percoll ( 未稀释 ) 体积。最后用蒸馏水补加到最终体积。

下列公式能够被用于计算获得所需要密度的溶液需要的体积。

实例：制备 100 ml 在 0.15 M NaCl 中密度为 1.07 g/ml 的 Percoll 工作溶液。对
10 ml 1.5 M NaCl，加需要的 Percoll 体积

下列公式能够被用于计算获得所需要密度的溶液需要的体积。

上述的公式对于获得非常接近于实际需要的密度十分有用。然而，稀释介质体
积和密度的微小的改变将影响最终的密度。为了测定高度准确的密度，我们推
荐使用比重计或折射计 ( 见第 24 页 ) 测定 Percoll 溶液的最终密度。

可以作出类似于图 5 显示的 Percoll ( 未稀释 ) 体积和最终密度的关系曲线图。

V
o

V

o

10

=      未稀释 Percoll 的体积 (ml)

=      最终工作溶液体积 (ml)

=      最终溶液的密度 (g/ml)

=      Percoll 密度 ( 未稀释 ) (g/ml)

( 准确密度见分析证书 COA)

=      1.5 M NaCl 的密度 = 1.058 g/ml 

( 对于其他盐类有较小的差别 )

         2.5 M 蔗糖的密度 = 1.316 g/ml 

( 对其他添加物有较小的差别 )

=  49.4 ml ( 如果 Percoll 密度是 1.130 g/ml)

    用蒸馏水补加到 100 ml。
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稀释 Percoll 到需要的渗透压
为了配制与大多数哺乳动物细胞等渗的 Percoll 溶液，通常用 1 份 (v/v) 的 1.5 M NaCl 或 2.5 M 蔗糖溶液稀释 9 份 (v/v) 的 Per-

coll ( 未稀释 )。然后这种 Stock Isotonic Percoll(SIP) 根据需要进一步用生理缓冲液稀释。虽然这种方法被证明是成功的，但是
它过分简单且没有考虑固体二氧化硅颗粒存在的影响 ( 即 100 ml 的 Percoll 储存液含有一定体积的固定二氧化硅，使得总水
溶液体积小于 100 ml)。由于二氧化硅占有体积，储存溶液中的电解液比在生理盐溶液中具有更高的有效浓度，用这种方法制
备的 SIP 有高的渗透压。因此总是推荐测定 SIP 的实际渗透压。

Vincent 和 Nadeau (555) 很好的讨论了这个问题并得出一个方程，它可以用于计算应该被加到 1 份 10x 浓缩生理盐缓冲液中
以获得任何所需要渗透压 SIP 的 Percoll 的份数。作者测定了一种 Percoll 储存液总体积中二氧化硅所占有的份数，并因此测
定了水溶液体积与总 Percoll 储存液体积的比例。

V
p

V
c

O
c

O
f

R

O
p

=    添加的 Percoll 的份数

=    添加的溶解质浓缩物 ( 如 1.5 M NaCl) 的份数

=    溶解质浓缩物的渗透压 ( 如 1.5 M NaCl = 2880 mOsm)

=    需要的渗透压

=    水溶液体积与 Percoll 总体积的比例 ( 代表性的比例是对于 NaCl 为 0.85，对于蔗糖为 0.80)。

=    未稀释 Percoll 的渗透压 ( 见分析证书 COA)
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V
p
 = 1 = 10.04

2880 - 320

0.85 (320 - 20)

方程中的关键变量是 R，它测定 Percoll 溶液中的真实的水溶液体积。R 的值是 Percoll 颗粒占有的流体动力体积的一个函数。
这反过来也是培养基离子强度的函数；即随着离子强度的增加，流体动力体积降低。因此，1.5 M NaCl 和 2.5 M 的蔗糖的 R 值
是有差别的。

为了获得一个 SIP 渗透压 = 320 mOsm/kg H2O 的 SIP，用 1.5 M NaCl ( 即 10x 浓缩的生理盐溶液 ) 调节

假设：   2880    =    1.5 M NaCl 的渗透压
                                    (10x 浓缩的生理盐溶液 )

                      20    =    未稀释 Percoll 的渗透压

因此获得一个 320 mOsm/kg H2O 的 SIP，加 10 份的 Percoll 到 1 份的 1.5 M NaCl 中。

对 SIP 浓缩的溶解质溶液的比例称为 Rx：

V
c

R
x
 = 

V
p
 + V

c
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- R
x 10

- (1-R
x
)

V
o
 = V

o
 - 1

1.07 - 1/11 × 1.058 - (1-1/11)
Vo = 100 = 49.8 mL

1.13 - 1

使用这个公式能够计算出所需要的 Percoll ( 未稀释 ) 的量以制备已知密度和渗透压的最终工作溶液。

V
o

V

R
x

o

  

10

=    Percoll ( 未稀释 ) 的体积 (ml)

=    最终工作溶液体积 (ml)

=    最终工作溶液需要的密度 (g/ml)

=    溶解质浓缩物总体积份数 ( 如 1.5 M NaCl 等 )

=    Percoll 密度 ( 未稀释 ) (g/ml)
      ( 见分析证书 COA)

=    1.5 M NaCl 的密度 (1.058 g/ml)，2.5 M 蔗糖的密度 (1.316 g/ml)，等

因此，对于 100 ml SIP 渗透压 = 320 mOsm/kg H2O，用 1.5 M NaCl 调节，且密度为 1.07 g/ml：

终溶液中含有 9.1 ml 1.5 M NaCl (1/11 x 100 = 9.1)，49.8 ml 未稀释的 Percoll 和 41.1 ml 
( 即 100 - 58.9 = 41.1) 蒸馏水。
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孵育介质 介质 渗透压
(mOm/l)

溶酶体平均密度
(g/ml)白蛋白% 蔗糖 %

- 8.5 284 1.045

2.5 8.5 288 1.058

5 8.5 292 1.074

7.5 8.5 300 1.078

10 8.5 310 1.091

20 8.5 374 1.110

30 8.5 503 1.148

40 8.5 800 1.177

 表1. 在血清白蛋白中孵育后的溶酶体浮力密度的改变。

渗透压对细胞和亚细胞颗粒表观浮力密度的影响
Percoll 非常低的渗透压有利于研究分离培养基的渗透压与颗粒表观浮力密度之间的相互关系。图 6 显示鼠肝脏匀浆在渗透
压分别为 200、300 和 400 mOsm/kg H2O 的 Percoll 梯度中的区带作用。由于从细胞中去除水，细胞表观浮力密度随着渗透压
的增加而增加。用线粒体 ( 图 7) 和溶酶体 ( 表 1) 可以观察到相同的作用。甚至渗透压有小的变化也能导致这些细胞器表观浮
力密度的大改变。因此，与颗粒在蔗糖或其他离心介质中形成区带时相比较，在生理渗透压下 Percoll 梯度中形成区带的颗粒
其真实记录的表观浮力密度更可能与体内的表观密度一致。

从密度为 1.0 到 1.05 的 Percoll/0.25 M 蔗糖梯度中回收获得大鼠肝实质细胞的溶酶体组分，并在 37˚C 下在如表 1

所示的介质中孵育 1 小时。然后在 Percoll/0.25 M 蔗糖梯度中重新测定浮力密度 (27，图像引用经过作者和出版商

允许 )。

图 6. 在自动生成的 Percoll 梯度 (8 ml 溶液，密度为 1.065g/ml) 上对大鼠肝实质细胞 (2 ml 体积中有 35 x 

106 细胞 ) 进行分离。Percoll 溶液的渗透压通过添加 NaCl 到 200 mOsm、300 mOsm 和 400 mOsm 而变化。
在 Beckman 转头 30.2 上进行离心，4°C 下 35000 x g 离心 15 分钟。使用 Density Marker Beads 测定密度
梯度 ( 见 22 页 ) (27，图像引用经过作者和出版商允许 )。

图 7. 在等渗缓冲液 ( 红色 ) 和含有 17.5% 白蛋白的缓冲液 ( 绿色 ) 中孵育后的大鼠肝脏细胞的线粒体密
度分布。在 Beckman 转头 65 上进行离心，40000 x g 离心 30 分钟。(59，图像引用经过作者和出版商允许 )。
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影响梯度形成和形状的因素
虽然 Percoll 颗粒的含水体积在 0.15 M NaCl 时比在 Percoll/0.25 M 蔗糖中小，但由于 Percoll 在盐溶液中呈现
更低的粘度，颗粒的沉降速率更快。因此，当 Percoll 用终浓度 0.15 M 盐溶液或具有相同离子强度的组织培养
基制造等渗时，它自动生成梯度的速度比用终浓度为 0.25 M 蔗糖制造等渗 Percoll 溶液快 2 到 3 倍。

离心力和时间是相关的，即总的 ( 离心力 ) x ( 时间 ) 决定了梯度的形状。Percoll 在 0.15 M 盐溶液最低使用大约 

10000xg，在 0.25 M 蔗糖中最低使用大约 25000xg，以便在角度转头中自动生成梯度。如图 8 所示在一定的条
件下转头的几何形状对梯度的形状有明显的影响。随着角度变成垂直，形成梯度的路径变得更短且梯度形成
更快。图 9 和 10 表明 Percoll 的初始浓度对形成的梯度的形状有一些影响。

图 8. 转头角度对使用 Percoll 形成梯度的影响。在 0.15 M NaCl 中的起始密度为 1.065 g/ml。运行条
件：30000 xg，14 分钟。有颜色的线条指示有颜色的 Density Marker Beads 的位置 (45，图像复制
经过作者和出版商允许 )。
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在垂直转头中离心将非常快速地形成 Percoll 梯度。然而必须非常小心以确保在高速离心下可能形成的 Percoll 紧密

颗粒不污染分离过程中的梯度。

由于较长的路线长度和沿着管壁的不平衡的离心力，不推荐使用吊桶式转头自动生成梯度。然而，Jenkins 等 ( 个人

交流，参考文献 87) 报道了使用这类型转头在肝脏细胞器亚细胞分离中的一些优点。

区带转头能够用于在原位形成 Percoll 梯度。区带转头中形成的梯度具有与在角度转头中生成的梯度相同的特征。由

于它们的大的样品体积，推荐在放大为区带转头之前按照经验确定非区带转头的分离条件。区带转头已经被用于大

规模的病毒纯化 (21) 和溶酶体的亚分离 (24)。

当用自动生成的梯度开始工作时，最好先用带颜色的 Density Marker Beads 进行模型实验 ( 见第 21 页 )，在已知条件

下生成一系列标准曲线，这是角度转头被用于随后的实验的特征。
图 9. 使用带颜色的 Density Marker Beads 显示梯度形状。从在 0.15 M NaCl 中从 90% 到 20% 变化的
Stock Isotonic Percoll 的溶液中形成梯度。运行条件：23˚C，角度转头， 30000 x g，15 分钟 (Cytiva Bio-
Sciences AB, Uppsala, Sweden)。

图 10. 使用带颜色的 Density Marker Beads 显示梯度形状。如图 9 所示稀释 Percoll。运行条件：
23°C，角度转头，60000 x g，15 分钟。通过更大的离心力形成更陡峭的梯度。(Cytiva Bio-Sciences 
AB, Uppsala, Sweden)。
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不连续 ( 阶段 ) 梯度

不连续的梯度提供了很大的灵活性和易用性。通常，只需要一个 Percoll 缓冲液或一个单独的步骤就可以实现对目标

细胞类型的富集或分离。例如使用不连续梯度 (66，69) 能够富集大多数的血细胞 ( 图 11)。

为了形成不连续的梯度，SIP 如第 12 页所示被稀释成一系列不同的密度。然后不同密度的溶液按照一个加上一个的

密度顺序小心地分层，以在管的底部为最大密度开始。使用移液器或装有大孔针头的注射器是相对方便来操作的。重

要的是要保持仪器的尖端紧贴液体表面上方的管壁，以避免 “ 飞溅 ” 和界面混合。只有在密度急剧变化的情况下，才

会在界面处形成明显的细胞带。

使用相对温和的条件进行离心，例如用台式离心机 400 x g 离心 15 到 20 分钟。这些温和条件使细胞在对应的界面上

形成等密度区带。低的 g 条件和短的离心时间将不会引起 Percoll 的沉降且不会以任何方式影响梯度。

连续线性和非线性梯度

连续梯度的特征是密度从管的顶部到底部密度的平滑变化。与不连续梯度中明显的存在界面不同，连续梯度可以被认

为含有不确定数量的界面。因此细胞的等密度区带在细胞的准确密度区出现。

为了形成这样的梯度，SIP 首先被稀释以产生在所需要的限制范围内已知密度的两种溶液，然后使用双腔梯度仪混合

( 例如 Cytiva Gradient Mixer GM-1)。然后形成了一个跨越两个起始极限范围的线性梯度。单通道蠕动泵 ( 例如 Cytiva 

Peristaltic Pump P-1) 结合梯度混合器能够被用于产生线性、凸起和凹入的梯度，这取决于所使用管的相对直径。可以

形成从梯度顶部到底部的非常的密度范围，以实现活细胞的最大的分辨率。更重的细胞通常会形成团块，而死细胞被

发现在梯度的顶部。例如如果梯度底部的密度不超过 1.08 g/ ml ，则红细胞将会聚集成团块。Density Marker Beads 可

以用作试管中的外部标记物，该试管包含与样品试管中相同的梯度。

获得分离所必需的离心条件和那些不连续梯度的条件相同。在连续的梯度上进行分离的实例包括 Leydig 细胞 (31)、催

乳素细胞 (19)、骨髓细胞 (52)、肠上皮细胞 (18)、海洋微藻类 (28，60) 和叶绿体 (49，58，76，88，109) 的纯化。

图 11. 通过 Percoll 中的不连续密度离心法分离淋巴细胞和单核细胞。在 Ficoll-PaqueTM 上分离的
1.5 到 2.0 x 107 PBMC ( 外周血单核细胞 ) 被混合在 11.25 ml 含有 1% HEPES 的 Hanks BSS 的 Percoll 中
( 密度 = 1.08 g/ml)，然后下沉到图中显示的梯度之下 (69，图像引用经过作者和出版商允许 )。
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预制的自动生成梯度
通过离心预制梯度能够方便替代使用梯度标记或泵。正如之前描述，当施加显著的g 离心力时Percoll将会沉积 (即 > 

10000 x g)。当预制梯度时，SIP被稀释为需要最大分辨率范围中间的一个密度。两个离心管中加入梯度材料 (一个
用于实验而另一个含有Density Marker Beads)。第二个管既可以作为平衡管又可以作为检测梯度的外部方法。管在
角度转头上离心 (例如 30000 x g 离心 15 分钟)，在起始密度周围形成等体积的梯度 (图4)。梯度中相对“平”的区域应
该包括目标细胞最大分辨率所需要的范围。这可以通过观察含有Density Marker Beads的管中梯度的形状得到证实。
梯度随着离心时间增加会变得日益陡峭。已经显示梯度的形状与离心的总g 力和时间成近似线性相关 (22)。

形成梯度后，细胞等密度区带能够通过400 x g 低速离心15 到20 分钟完成。如果需要估计细胞密度，与细胞悬液体
积相等的悬液在含有Density Marker Beads的管的顶部分层。这既可以作为一种估算细胞密度的方法也可以作为一
个平衡管。

原位形成梯度
亚细胞颗粒和病毒的沉降系数通常太低以至于不能在低离心力下在预制梯度中形成区带。因此，方便的做法通常是
把生物颗粒和Percoll混合，且在梯度的原位形成颗粒区带。通过离心形成的Percoll梯度是亚稳定的 (即它们在高速
离心时将不断地改变)。溶胶的沉降速率缓慢，足以让“S”值大于60S的小病毒和细胞器区带在原位形成梯度。

用于在原位形成梯度的常规方法是制备SIP，把 9 份Percoll加到 1 份的 2.5 M的蔗糖中。然后使用0.25 M蔗糖把SIP稀
释为所需要的密度。(虽然通常用蔗糖来制备原位梯度，也可以使用细胞培养基)。当把样品和梯度材料直接混合时，
对Percoll——溶液密度的影响可以通过第11 页的公式进行计算。当需要准确测定颗粒浮力密度时，把样品和梯度材
料预混合是方便的。然而，最好是使实验样品在梯度材料的顶部分层，特别是在需要从可溶性蛋白中分离亚细胞颗
粒时。可溶性蛋白将保持在梯度上部的缓冲液层中，而亚细胞颗粒将在Percoll梯度的原位进行分离。

离心必须在角度转头中进行。替代实验样品的含有Density Marker Beads的平衡管被用于监测梯度。应该首先进行
一个类似于第21 页描述的适当的模型实验，以建立被使用转头的梯度形成的特征。
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选择的例子是 10 ml 的梯度，但这也可以放大到大离心管。

1.  混合 49.5 ml Percoll和 5.5 ml 1.5 M NaCl以制备SIP。

2.  用0.15 M NaCl混合第一步中的SIP，以制备一系列如下表所示的10 ml实
     验样品 (总离心管大小= 13.5 ml):  

管编号 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Percoll (SIP) (ml) 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1

0.15 M NaCl (ml) - 1 2 3 4 5 6 7 8 9

3. 根据包装中提供的说明书每管加 10 µl 每种类型的Density Marker 

     Beads悬浮液。

4. 配平并盖上管，颠倒几次混合。

5. 把管放置在角度转头中 (如果只有 8 个空间，省略 1 和 10 号)。

6. 30000 x g 离心 15 分钟。

7. 小心移出管，用毫米方格纸从管底部测量每个区带，在距离每个区带

     最近距离为0.5 mm 处测量。

8. 用每个Mark Bead的准确浮力密度校准每条区带，然后描绘每管的梯度

     形状。

9. 颠倒重新混合每管并重新离心，这次使用 60000 x g 离心 15 分钟。

10. 测定梯度并如上描绘结果。应用公式计算稀释液的准确密度 (见第11

     页)。图 9 和10 显示的典型的例子是使用Percoll在 0.15 M NaCl中产生

     的一系列曲线。

最大样品上样量
对于在 Percoll 梯度上能够分离的细胞或亚细胞的最大量，没有任何标准规定。对于亚细胞分离，在 10 ml 的梯度材料

上 0.5 ml 样品体积中总上样 1 到 5 mg 蛋白能够得到成功的分离 (Pertoft，个人交流 )。

标准化条件的模型实验
在离心期间形成的梯度的准确的形状和范围受所使用的转头的模式和角度的影响，且受离心管尺寸的影响。设计下列

实验使你能够建立对特定的转头和离心管的一系列梯度曲线，且可以做为将来实验的一种参考。

实验能够使用 Percoll 在 0.25 M 的蔗糖中重复进行；在这种情况下，运行条件应该是 50000 x g 离心 25 分钟后再

100000x g 离心 25 分钟。
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如何分离和分析 Percoll 梯度

图 12. Density Marker Beads在Percoll梯度中的区带， 如图 4 所述 (Cytiva Bio-Sciences AB，
乌普萨拉，瑞典)。

应用 Density Marker Beads 的密度测定
Density Marker Beads 是 SephadexTM 带颜色的衍生物。有 10 种颜色编号的 BeadsBeads 类型，每种都有特殊的密度。它
们已经被特异地阐明在 Percoll 梯度中使用且不和其他介质一起使用。使用 Density Marker Beads 做为一种外部标记
有利于检测梯度形状和范围。在使用预制的梯度进行分离前，能够被准确地定位梯度内细胞和细胞器的位置 (73，83)。
Density Marker Beads 的密度包括绝大多数在 Percoll 梯度中分离的细胞和细胞器的浮力密度。除了为密度测定提供
非常快速和简单的方法外，使用 Density Marker Beads 比其他方法提供更准确的数据，因为完全避免了在分析之前由
于分离导致的梯度变形。

Density Marker Beads 对于在进行真正的实验前的标准化运行条件也是非常有用的， 使用前面描述的模型实验来生成
特定对应于特殊转头和管类型的一系列梯度曲线。

Density Marker Beads －性质

每个小瓶都含有冻干的交联葡聚糖珠，在 Percoll 中经过准确测定的密度。 10 种 BeadsBeads 类型中有 9 种可以被用
于含有 0.15 M NaCl 或 0.25 M 蔗糖的 Percoll 梯度。第 5 号瓶被专门用于含有 0.15 M NaCl 的 Percoll，而第 10 号瓶只
用于含有 0.25 M 蔗糖的 Percoll 梯度。

在水中 BeadsBeads 的膨胀体积： 0.7 ml/ 瓶

每种 Beads 类型的密度：                 校准为 ± 0.0005 g/ml

总密度范围包括：                               对于含有 0.15 M NaCl 的 Percoll，1.017 - 1.142 g/ml

                                                                对于含有 0.25 M 蔗糖的 Percoll 梯度，1.037 - 1.136 g/ml

每种 Beads 的准确密度特定对应于每个生产批号，且打印在每个盒子的标签上。

15 min

30 min
60 min

90 min
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离子强度和蔗糖浓度对Density Marker Beads 密度的影响

打印在每个盒子的标签上的 Densit y Marker Beads的密度是那些在最广泛使用条件下的记录 (即当Percoll用生理盐水
或0.25 M蔗糖等压配制)。Beads的真正浮力密度将随着离子强度或蔗糖浓度(渗透压) 的改变而轻微改变。图13显示
密度随着离子强度而改变，而图14显示密度随着蔗糖浓度而改变。当用超出正常范围的离子强度或渗透压的系统工
作时，这些图可以做为Beads密度校准的指南。

图15 显示用Density Marker Beads校准的密度和用数字比重计测定的密度之间的相关性。后一种方法可以做为Per-

coll 在超出正常生理条件的系统中工作时反复核对。

使用 Density Marker Beads

BeadsBeads在使用前必须先用水溶；10 ml无菌水被加到每个瓶中并溶胀过夜。为了在水中长期保存Beads，建议添
加防腐剂如 MerthiolateTM (0.01% w/v)。

每个实验所需要的Beads的量取决于离心管的大小，但是10 到15μl 的Beads悬浮液就足够用于10 ml 的Percoll。当用
微量移液器吸取Beads时，剪掉一次性塑料取样头可以防止Beads堵塞取样头。

Density Marker Beads很小，能够顺利通过管路、检测设备等。Density Marker Beads被用于在区带离心转头中监测
Percoll梯度。

Density Marker Beads被用作外部标记，在含有与实验相同的梯度材料的管中。它们不能和细胞样品一起混合。
Density Marker Beads被添加到对照管中，然后被做为离心时转头的平衡管。梯度的形状按照第 22 页的模型实验所
述被测定。

使用的详细说明包含在每盒的Density Marker Beads中。

注释：Density Marker Beads仅用于校准Percoll梯度。打印在标签上的密度不能被用于其他填料的梯度。

图 13. 盐浓度对 Percoll 梯度中 Density Marker 
Beads记录密度的影响。编号是指不同的Beads
类型，特定批号的准确密度打印在盒子的标签
上 (Cytiva Bio-Sciences AB，乌普萨拉，瑞典)。

图 14. 蔗糖浓度对Percoll梯度中Density Marker 
Beads记录密度的影响。编号是指不同的Beads
类型，特定批号的准确密度打印在盒子的标签
上 (Cytiva Bio-Sciences AB，乌普萨拉，瑞典)。

图 15. 使用Density Marker Beads和数字比重计 (DMA 46, Anton Paar A.G). 在 0.15 M NaCl中的Percoll
梯度记录密度的相关性。组分体积2.64 ml，离心机为Superspeed 75，转头 10 x 100 ml，角度 18°，
40 000 x g 离心 60 分钟 (Cytiva Bio-Sciences AB，乌普萨拉，瑞典)。
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图 16. 折射系数做为Percoll梯度密度的函数 (Cytiva Bio-Sciences AB，乌普萨拉，瑞典)。

测定密度的其他方法
许多技术被用于检测分离后 Percoll 溶液的密度。称重空的和满的玻璃微移液器的方法准确但繁琐。也可能在由非水
溶液有机液体产生的预校准梯度中测量样品的等密度平衡点 (12)。折射系数和 Percoll 溶液的密度线性相关，如图 16 

所示。使用比重计直接测定 ( 例如 DMA 3，Anton Paar A.G). 是替代使用 Density Marker Beads 的准确的选择 ( 图 15)。

梯度分离

离心后，梯度能够通过刺破管底部并分部收集流出物得到分离，或通过一些其他的技术分离 (1,28)。一种简单而方

便的方法是通过用稠密的介质如未稀释的Percoll或 60到65%的蔗糖溶液置换后从管的顶部收集组分。把稠密的材料

泵到管的底部后， 可以从管的顶部分部排出组分。带状转头可以通过把稠密的溶液泵到转头的末端而被排空，并

从中心开始收集组分。
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细胞分选和计数
Percoll不会干扰流式细胞分选 (FACS) (911，1042) 或电子计数设备 (12)。梯度的 DNA含量也能够被用于测定细胞数
量 (12)。

蛋白质测定和酶分析
Percoll在用 Folin-Ciocalteau和 Lowry试剂时会产生背景颜色，因此的测定方法应该使用 Percoll溶液做为空白。使
用缩二脲反应测定的蛋白浓度更高。Terland等 (89) 建议用 Bradford 的 CoomassieTM Blue 法 (90)，因为 Percoll不会
干扰颜色的形成。Vincent 和 Nadeau (518) 曾经报道了一种 Bradford 的改良方法，它包括 Percoll 在 NaOH TritoTM 

X-100 中沉淀。

细胞器通常主要通过特定酶的存在来识别。在 Percoll 存在时能够无干扰地进行许多酶的分析。Pertoft 和 Laurent 

(21) 描述了一个实验，鼠肝脏匀浆中的 5'- 核苷酸酶 (质膜 )、葡萄糖 -6- 磷酸酶 (微粒体 )、β- 葡糖苷酸酶 (溶酶体 ) 

和琥珀酸脱氢酶在 Percoll存在时被分析。在所有的实例中，在 Percoll中的酶活性和在对照中的活性是一样高的，表
明活性测定不受介质的影响。不稳定的琥珀酸脱氢酶活性被 Percoll稳定。芳香硫酸酯酶、碱性磷酸酶、酸性磷酸酶、
β- 半乳糖苷酶、N- 乙酰 -α-D- 氨基葡萄糖苷酶和β- 葡萄糖苷酶在 Percoll存在时也已经被分析，没有收到来自培
养基的干扰 (21)。由于 Percoll 存在的轻度散射，在酶学分析时最好采用荧光而不是吸光率来测定酶活性。有关在
Percoll中酶测定的详细信息，见参考文献 13、43、53、54、78 和 89。



在 Percoll中的 5 ml 初始细胞悬浮液 35 680

细胞团 (来自在 Percoll中的 5 ml 初始细胞悬浮液 ) 用 80 ml 的 Eagle’s MEM
清洗并 200 x g 离心 10 分钟

71

重复清洗一次 0

2 ml 细胞悬浮液中的细胞被接种在 6 cm 的 Petri皿中，有 80% 的细胞附着
在皿上。用 5 ml Eagle’s MEM经过 4 次清洗后，细胞用 0.01%胰酶加 0.25% 
EDTA消化分开

0
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离心后 Percoll 的去除
由于 Percoll 对生物材料是无毒性的且不会粘附到膜上，通常不必从被纯化的制备物中去除 Percoll。细胞可以直接
转移到细胞培养系统中 (23，57)，病毒的传染性不受 影响 (21)，细胞器能够被用于代谢研究 (21)，梯度材料没有产生
任何影响。

下列方法能够在需要时用于 Percoll。

清洗 ( 低速离心 )
活细胞能够通过用生理盐水清洗而从 Percoll 介质中得到分离 (5 体积的生理盐水对 1 体积的 Percoll 细胞悬浮液 )。
清洗可以重复 2 到 3 次，每次清洗后 200 × g 离心 2 到 10 分钟。用放射性标记的 Percoll ( 表 2) 进行的研究已经表
明没有可检测到的残留 Percoll 黏附在以这种方式清洗后的细胞上。Enerb˙a˙ck 等 (9) ( 图 17) 和 Schumacher 等 (31) 

的电子显微镜图显示细胞制备物中没有可见的来自离心介质中的污染颗粒。

清洗 ( 高速离心 )
对于病毒和亚细胞颗粒由于太小按上述低速离心时不能形成颗粒沉淀团块，生物材料能够在吊桶式转头或角度式
转头中通过高速离心与覆盖二氧化硅的颗粒分离。第一次离心获得的未稀释组分被放置在离心管中，然后在吊桶式
转头中 100000 × g 离心 2 小时或在角度转头中离心 90 分钟 (100000 × g) 以形成 Percoll 颗粒团块。生物材料保持
在坚硬的 Percoll小球上 (12，39)。

图 17. Percoll梯度离心分离获得的肥大细胞的电子显微照片 (9，图像引用经过作者和出版商允许 )。

表 2. 从鼠肝脏匀浆中去除 Percoll。125I标记的 Percoll用于在 Eagle’s MEM中以 1.07至 1.09 g/mL

的密度分离肝细胞（125I的格式要和英文的匹配）
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其他的方法
在 SephacryTM S-1000 Superfine上的凝胶过滤层析将把 Percoll与更大颗粒分离 (如亚细胞颗粒 )，它在空体积时被
洗脱。已经有通过 Sephacry S-1000 Superfine凝胶过滤把 Percoll从微囊中去除的报道 (275)。作者通过分析微囊标
记酶 NADPH-细胞色素还原酶追踪洗脱模式 (图 18)。结果得到的微囊组分通过电子显微镜进行检测并发现几乎完
全无 Percoll (与初始样品相比低于 0.5%)。

已经有使用电泳把溶酶体和病毒与 Percoll分离的初步实验的报道 (21)，但是这种方法很难而且结果不可预测 (Per-

toft，个人交流 )。

图 18. 从125I标记的Percoll梯度中获得的微粒体在Sephacry S-1000 Superfine上的凝胶过滤图。
V0 = 外水体积，Vt = 总体积 (275，图像引用经过作者和出版商允许)。
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实用注意
设备的护理和清洗
聚碳酸酯管可以和 Percoll一起使用，因为颗粒不会粘附在这些管的壁上。Percoll溶液通常在离心后会在管的底部
产生一些颗粒状的紧密的硅小球，并沉淀在用于分离等操作的管路的壁上。这些沉淀变干后很难清除。因此建议所
有的设备在使用后马上清洗。溢出的 Percoll可以用水清洗去除。

Percoll 的储存
Percoll是在没有被打开时在室温下可以保存 5 年。当打开后，应该被保存在 + 8 ˚C以下。如果在非无菌条件下打开，
Percoll可以冷冻保存在 -18˚C 中 6 个月以避免微生物的生长 (要有足够的顶部空间以适应膨胀 )。如果保存在 -18˚C，
在融化时会形成梯度，在使用前必须混合瓶中的内含物。假如梯度是无菌的且不被破坏，预制梯度可以保存几周而
不改变梯度的形状。

Percoll 溶液的灭菌
提供的 Percoll是无菌的，且可以用高压锅在 120 ˚C灭菌 30 分钟，重新灭菌不改变任何性质。Percoll溶液的高压灭
菌必须在没有盐和蔗糖时进行 (即不能高压灭菌 SIP)。当高压灭菌未稀释的 Percoll时，建议维持其尽可能少地接触
空气以避免颗粒在 Percoll/空气界面聚集。这可以通过在高压灭菌时使用细颈瓶来完成。如果形成了这些颗粒，它们
可以通过低速离心去除。如果在高压灭菌时有任何明显的蒸发发生，体积应该用无菌水重新补充以便密度不受影
响。

硅颗粒聚集
不管是在高压灭菌期间还是在长期的保存期间，所有硅溶胶的固有倾向是形成聚集物。这些聚集物可以在一些批次
的 Percoll中可以被观察到，它们或者是做为一种轻微的沉淀物，或者是密度为 1.04到 1.05 g/ml的模糊的白色区带。
这个区带可能在离心中或预制梯度的低速离心期间形成梯度时形成。聚集的硅颗粒并没有干扰生物颗粒的分离，因
为几乎所有的细胞和细胞器在 Percoll中的浮力密度都大于 1.05 g/ ml。



Percoll PLUS - 低内毒素
物理性质
组成 带共价交联硅烷的硅溶胶溶液 pH 9.4±0.5，20˚C

渗透压 < 30 mOsm/kg H
2
O 干燥残留物中的碳含量 4.0-5.5%

密度 1.130 ± 0.005 g/ml 内毒素活性 (最大) 2 EU/ml

粘度 < 15 cP，20 ˚C 保存期限 5 年

组成
Percoll PLUS是基于硅的溶胶介质，用于通过密度梯度离心法的细胞制备。它提供Percoll的所有的优点，并且能够
被整合到现有的使用Percoll梯度进行多种人类细胞类型制备的程序中。Percoll Plus的硅颗粒共价覆盖硅烷，提供
更大的产品稳定性、更低的渗透压、毒性和粘度。

渗透压
Percoll PLUS的渗透压很低，< 30 mOsm/kg H2O，且很容易用生理盐水、其他稳定的盐溶液或细胞培养基调节以提
供等渗梯度并在全部过程中被调节到生理条件。

密度
Percoll PLUS拥有的密度为 1.130 ± 0.005 g/ml。调节后，Percoll PLUS在密度范围1.0 到 1.3 g/ml 内形成等渗梯度。
这个密度范围被优化用于大多数细胞、亚细胞颗粒和更大的病毒的分离，它们在Percoll PLUS中的浮力密度为 1.0 

到 1.2 g/ml。
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内毒素活性
Percoll PLUS有很低的内毒素水平 (< 2 EU/ml)。低毒性提高了安全性，使得Percoll PLUS非常适合临床研究应用的细
胞分离。

梯度
在中等的离心力下，Percoll PLUS中的凝胶颗粒沉淀形成光滑、连续的密度梯度，且这种性质能够在固定角度或垂
直角度的转头中被应用。

Percoll PLUS也完全适合要求高速离心时的应用。在这种情况下，样品能够和Percoll Plus预先混合，然后在原位形
成的连续梯度中被分离。因此梯度的形成和样品的分离能够在一步中完成。

关于离心条件以及在Percoll梯度中离心的细胞、亚细胞和病毒的浮力密度的进一步的信息可以在本手册的其他地
方找到。

实用注意
储存

见第 28 页的Percoll“实用注意”。
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图 19. 人血细胞在一种 Percoll梯度中的分离。管中充入 10 ml 含有 70% Percoll(v/v) 的 0.15 M NaCl (p = 

1.086 g/ml)，梯度通过在 14˚转头中 20000 x g离心 15分钟产生。使用注射器从管底部去除 2 ml 梯度材
料。1 ml 肝素处理的血液加 1 ml 0.15 M NaCl稀释后在梯度顶部分层。如图所示进行离心。使用 Density 

Marker Beads 监测密度。MNC = 单个核细胞，PMNC= 多形核细胞，RBC =血红细胞 (55， 图像引用经过作
者和出版商允许 )。
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血细胞
血液中存在的细胞类型的全部谱图能够在 Percoll 预制梯度中被解析。Pertoft 等 (55) ( 图 19) 描述的方法应用了速率
区带 ( 通过大小分离 ) 和等密度技术 ( 通过密度分离 )。稀释的血液添加到在预制的自动生成的梯度的顶部并在 
400 x g 下离心 5 分钟。在此期间，血小板 ( 比血液中的其他细胞略小 ) 并没有渗透到梯度中。

含有血小板的血浆层被去除并用盐水替代，继续在 800 x g 下离心 15 分钟，结果形成单个核细胞 ( 淋巴细胞和单核
细胞 )、多形核细胞和红血球的等密度区带。细胞带的位置和密度可以应用包含在第二个离心管中具有相同梯度的
Density Marker Beads 监测。

虽然上述方法阐明了应用 Percoll 分离全血细胞，但大多数血细胞可以通过简单的一步梯度而略微富集。简单的一步
梯度通常为下游处理提供令人满意的产量和纯度。下面的应用表格含有许多应用不同类型的梯度纯化血细胞和其
他类型细胞的例子。



应用—血细胞
淋巴细胞

种类 梯度类型 组织类型 注释 下游应用 文献编号

人类 连续 血液 Percoll 密度离心法导致L-选择素表面反应性的显著下调。 免疫荧光法 891

人类 连续 扁桃体 Percoll 密度梯度用于分离大（高密度）体内活化细胞和小（高密度）
静息细胞。

细胞培养、FACS、粒细胞-巨噬细胞集落刺激因子(GM-CSF) 
测定和Northern 印迹

892

人类 连续 脾脏、扁桃体 通过Percoll 梯度离心法获得的扁桃体大B 淋巴细胞（体内活化细胞）
显示出比静息细胞更高的IL-4R 水平。

细胞培养、Northern 印迹、FACS 893

人类 连续 外周血 Percoll 用于分离增殖细胞和非增殖细胞。 氚化胸腺嘧啶掺入 11

人类 连续 扁桃体，外周血 这个过程产生获得了90% 以上活细胞，并被证明对更新过度生长的培养
物很有帮助。

增殖和细胞毒性试验 16

人类 连续 血液 Percoll 用于从淋巴细胞中分离单核细胞。 细胞培养、凝血活性、免疫放射测定 40

人类 不连续（3 层） 肠道 淋巴细胞在66.7 和44% Percoll 之间的界面中富集。使用磁珠进行进一步
纯化。

流式细胞仪分析、免疫过氧化物酶程序、细胞培养 894

人类

人类

不连续（6 层） 外周血 Percoll 用于从外周单核细胞中分离出大颗粒淋巴细胞(LGL)。 在LGL 群体中检测CD5LOW+ 895

不连续 扁桃体 Percoll 梯度用于分离小（高密度）和大（低密度）细胞。

Percoll 用于分离低密度细胞。

细胞培养、细胞凋亡检测、G-CSF 免疫检测、GM-CSF 生物检测、
Northern 印迹分析

896

人类 不连续 肠道 细胞增殖实验、细胞毒性测量、H1 受体结合研究 897

人类 不连续 外周血 FACS、免疫荧光法、非特异性酯酶染色法 898

从低密度Percoll 组分中回收淋巴细胞。人类 不连续 外周血 新鲜分离的单核细胞对NK 细胞增殖的抑制作用 899

Percoll 用于分离滤泡树突细胞(FDC)。人类 不连续 扁桃体 细胞分选、FDC 的B 细胞增殖 900

Percoll 用于从骨髓中分离白血病细胞。人类 不连续 骨髓 建立白血病细胞系 901
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淋巴细胞（续）

种类 梯度类型 组织类型 注释 下游应用 文献编号

人类 不连续 外周血 在Percoll 上分离后，得到了几乎纯的活化细胞群，这根据是否存在4F2 
标记物和转铁蛋白受体进行估计。

免疫荧光法和磷脂代谢的测定 902

人类 不连续（1 级） 血液 淋巴细胞的纯度大于99%，单核细胞群被富集82% 至90%。 淋巴因子(IL-2) 激活的杀伤(LAK) 细胞活性的诱导和测定 903

人类 不连续（4 层） 血液 Percoll 用于从T 细胞中分离出大颗粒淋巴细胞(LGL) 细胞。 吉姆萨染色，用白细胞介素-2 (IL-2) 激活细胞 904

人类 不连续（4 层） 扁桃体 Percoll 用于B 细胞富集。 流式细胞仪 905

人类 不连续（5 层） 血液 大颗粒淋巴细胞(LGL) 是从低密度组分收集，而T 细胞则位于高密度的
底部组分中。

FACS、细胞培养、细胞毒性试验 906

人类 不连续（5 层） 血液 单核细胞的纯度高达90%，淋巴细胞的纯度大于99%。 细胞计数（血细胞计数器）和细胞培养试验 69

人类 不连续（7 层） 外周血 细胞毒性试验、流式细胞仪分析和补体依赖性裂解 907

人类 自生 外周血 Percoll 用于分离活细胞和非活细胞。与Ficoll-Isopaque 相比，使用Percoll 
的产量略高，红细胞污染略低。

细胞毒性试验 83

犬类 连续 血液 Percoll 用于抗体阳性细胞的富集和去除。 反向溶血空斑测定和细胞介导的淋巴溶解 908

犬类 不连续
（4 步，2 层）

全血 纯化的淋巴细胞通过45/50% Percoll 梯度浓度最终把自然杀伤(NK) 活性
富集成单个淋巴细胞带。

NK 活性的测量 909

小鼠 连续（3 层） 肠道 尼龙毛过滤后，富集度从44.1%（单次过滤）增加到52.4%（多次过滤），
Percoll 组分后富集度则从70.3%（单次过滤）增加到82.8%（多次过滤）。

流式细胞仪 910

小鼠 连续（5 层） 脾脏 Percoll 用于分离原始T 细胞和记忆T 细胞。 细胞增殖试验，FACS 911

小鼠 不连续（3 层） 脾脏 Percoll 用于分离B 细胞。 蛋白质磷酸化试验 912

小鼠 不连续（3 层） 肠道 Percoll 用于分离肠上皮内淋巴细胞(IEL)。 通过流式细胞仪、mRNA-cDNA 斑点印迹、PCR 进行DNA 分析 913

小鼠 不连续（4 层） 脾脏 Percoll 用于分离小的静息B 细胞。 通过流式细胞仪进行细胞周期分析 914

牛 不连续 乳腺 纯化的细胞纯度大于80%。 瑞氏-吉姆萨染色，细胞培养 915
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单核细胞

种类 梯度类型 组织类型 注释 下游应用 文献编号

人类 不连续（小梯度） 外周血 使用Percoll 小梯度，在骨髓移植(BMT) 后的所有时间点，可以从患者
样本上获得90-100% 的细胞。

细胞遗传学分析 916

人类 连续 血液 分离的单核白细胞(MNL) 组分中> 80% 的细胞对α-萘乙酸酯酶(α-NAE) 
呈阳性反应。

细胞培养 917

人类 连续 外周血 Percoll 用于分离单核细胞，纯度> 85% 和活力> 95% 。 用细胞因子进行细胞培养 918

人类 连续 血液 事实证明，Percoll 对于从血液中分离单核细胞以及从腹水和滑膜液中分
离巨噬细胞非常实用。

细胞培养 34

人类 连续 血液 Percoll 梯度用于从淋巴细胞中分离单核细胞。 细胞培养 40

人类 连续 血液 采用一步法获得纯度为20% 的高产单核细胞悬液，培养前不需要洗涤。
两步法以较低的分离获得高于90% 的纯单核细胞。

细胞计数、Fc 受体存在性和吞噬作用试验 57

人类 连续 外周血 用Percoll 将MNL 分离成两组分：一组分主要由单核细胞组成，另一组分
由淋巴细胞组成。

真菌(Coccidioides immits) 杀伤试验 919

人类 不连续 血液 单核细胞的纯度为95%。 细胞培养 920

人类 不连续 全血 Percoll 梯度用于富集造血祖细胞。

淋巴细胞的纯度大于99%，单核细胞群被富集82% 至90%。

菌落形成试验 921

人类 不连续 血液 RNA 分离、Northern 印迹分析和RT-PCR 922

人类 不连续 骨髓 DNA 杂交研究 923

人类 不连续（1 层） 血液 淋巴因子(IL-2) 激活杀伤(LAK) 活性的诱导和测定 903

单核细胞的纯度≥ 95%。人类 不连续（1 层） 外周血 Northern 印迹分析、核径流实验、S1 保护试验 925

从65% 至75% 界面获得的细胞中99%是粒细胞。人类 不连续（4 层） 外周血 分析和蛋白质印迹分析、基因组DNA 分离和PCR 926

使用1 级梯度，单核细胞的纯度为93% 至96%。人类 不连续（1 层） 外周血 吉姆萨染色和细胞培养 927

34



单核细胞（续）

种类 梯度类型 组织类型 注释 下游应用 文献编号

人类 不连续（5 层） 外周血 通过瑞氏-吉姆萨染色法鉴定Percoll 分离的单核细胞/巨噬细胞。 单核细胞/巨噬细胞与血管平滑肌细胞之间的相互作用 928

人类 不连续（5 层） 血液 单核细胞的纯化率高达90%，淋巴细胞的纯化率达到99%。

所有的MNC 都在Percoll 梯度上回收，没有任何中性粒细胞的污染。

细胞回收计数和细胞培养试验 69

人类 不连续 外周血 使用库尔特计数器、RNA 分离和Northern 印迹分析进行细胞计数 929

马 不连续（1 层） 外周血 细胞恢复试验 930

红细胞

种类 梯度类型 组织类型 注释 下游应用 文献编号

人类 连续 全血 Percoll 用于分离年轻和年老的红细胞。 补体受体1 型(CR1) 和CD59 的免疫荧光分析，CR1 在体内的蛋白
水解裂解情况

931

人类 连续 血液 Percoll 用于分离恶性疟原虫寄生的红细胞和非寄生的红细胞。 红细胞膜的分离、脂质过氧化反应、维生素E 和跨膜还原系统分析 932

人类 连续 血液 描述了一种通过Percoll 密度梯度离心法对人红细胞进行年龄分化的快速
方法。

火焰光度法、酶测定法 77

人类 不连续（4 层和8 层） 血液 描述了一种使用Percoll 根据年龄精细分离红细胞的快速方法。

密度标记珠的位置用于收集密度< 1.00 g/cm3 或> 1.119 g/cm3的细胞。

衰老红细胞酶活性下降分析 933

人类 不连续（4 层） 血液 酶联免疫吸附试验(ELISA)、膜的蛋白消化作用 934

人类 不连续（4 层） 血液 屈服应力实验：细胞的敏感指标：镰状细胞脱氧悬浮液的细胞粘附 935

Percoll 梯度用于将红细胞分成4 个密度组分。人类 不连续 血液 血小板活化因子(PAF) 乙酰水解酶活性和膜流动性 936
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红细胞（续）

种类 梯度类型 组织类型 注释 下游应用 文献编号

人类 不连续 血液 使用低渗透析过程将负载L-天冬酰胺酶的红细胞分成八个组分。 L-天冬酰胺酶活性 937

人类 不连续 血液 1.080 到1.115 g/cm3 的不连续梯度，每层密度相差0.005 g/mL，产生9 个
细胞组分。

Percoll 用于通过反向渗透裂解对负载肌醇六磷酸酯(IHP) 的红细胞进行密
度分离。

酶测定 66

36

人类 不连续（5 层） 血液 研究红细胞的变形性和细胞年龄 938

人类 不连续（8 层） 血液 血红蛋白分布，IHP 浓度分布 939

通过监测红细胞在Percoll 密度梯度上的分布模式，对肌醇六磷酸酯的两种
细胞负载技术进行了详细比较。

人类 不连续（9 层） 血液 氧亲和力、血液学参数和有机磷酸盐含量测量 940

Percoll 用于分离伯氏疟原虫寄生的红细胞和非寄生的红细胞。多乳鼠类 连续 血液 红细胞中的cAMP 水平 941

红细胞的精细分离产生了五个不同的群体，在第二梯度的最近一次离心中
保持其密度。

小鼠 连续（自形成） 血液 脂质的跨边运动和平衡分布 942

Percoll 用于化学诱导红细胞的密度梯度分离。小鼠 连续 外周血 对多染微核(MPCE) 和非染色微核(MNCE) 红细胞进行固定、染色
和流式细胞仪分析

943

红细胞中只有0.001% 的有核细胞被污染。小鼠 不连续 外周血 葡萄糖磷酸酯异构酶(GPI) 测定 944

Percoll 用于分离被伯氏疟原虫感染的红细胞。大鼠 不连续 全血 氧解离分析 945

兔子红细胞被可重复地精细分离为不同成熟阶段的群体。兔子 不连续（7 层） 血液 胞质蛋白酶活性的测量 946

在45% 到65% Percoll 区域的梯度产生了三种红细胞组分，这是由于血红
蛋白成分的多重性造成的。

鳟鱼 不连续 血液 抗氧化剂酶活性和膜流动性分析 947



自然杀伤 (NK) 细胞

种类 梯度类型 组织类型 注释 下游应用 文献编号

人类 不连续 外周血 Percoll（预培养）步骤促进了静息细胞与较大淋巴细胞的密度分离。 NK 和T 细胞活化，免疫荧光法 948

人类 不连续 血液 粘附在NK 细胞上的K562 细胞被一起分离。NK 细胞的富集率为71.3%。 细胞毒性研究，形态学特征分析 61

人类 不连续（2 层） 外周血 使用了低密度组分（42.5 至47.5% 的Percoll），该组分显示了4 倍的NK 
活性富集。

NK 活性和动力学常数的测定，测量二价阳离子对NK 活性的影响，
以及ATP 对NK 细胞表面标记物的影响

949

人类 不连续（6 层） 血液 使用磁珠进一步纯化，得到了纯正的制剂。 细胞毒性试验 950

人类 不连续（8 层） 外周血 回收率> 80%，而通过台盼蓝排除法判断的活力> 95%。 NK 细胞的刺激作用，通过免疫荧光进行表型评估 951

小鼠 不连续（3 层） 肺 50/55％界面处的细胞是NK 细胞活性最丰富的细胞。 通过转移来重建NK 缺失小鼠的NK 活性 952

小鼠 不连续（6 层） 脾脏 NK 细胞富集在密度较低的Percoll 组分中，而天然细胞毒性T 细胞(NCT) 
则分布在较高和较低密度的组分中。

测量了NK 细胞的细胞毒性 953

小鼠 不连续（6 层） 肝脏 所有NK 活性均高于1.08 g/mL 密度。在1.04 和1.06 的界面上，NK 祖细胞
的富集程度为2 倍。

PCR、蛋白质印迹分析和细胞毒性试验 954
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中性粒细胞

种类 梯度类型 组织类型 注释 下游应用 文献编号

人类 不连续（1 层） 全血 中性粒细胞在1.077 g/mL 的缓冲液中富集。

Percoll 用于分离单核细胞和淋巴细胞。

FACS 分析，细胞内Ca++和超氧阴离子测量 955

人类 不连续（2 层） 全血 通过免疫荧光法、粘附试验和超氧化物试验对多形核中性粒
细胞(PMN) 进行标记

956

人类 不连续（4 层） 外周血 免疫荧光法和流式细胞仪 957

葡聚糖沉淀后分离嗜酸性粒细胞和中性粒细胞。人类 不连续（4 层） 全血 流式细胞仪和乳铁蛋白释放量的测量 958

将细胞制备物分层到Percoll 缓冲液上，以去除单核细胞。红细胞裂解后，
主要是中性粒细胞，其余细胞主要是嗜酸性粒细胞。

人类 不连续 血液 免疫荧光研究 959

中性粒细胞的纯度> 95%。人类 不连续 血液 间接免疫荧光法、免疫电子显微镜和FACS 分析、氧气消耗量 960

Percoll 用于对嗜天青颗粒、特定颗粒、明胶酶颗粒、细胞膜和分泌囊泡
进行亚细胞精细分离。

人类 连续，非线性（2 层） 血液 NGAL、明胶酶、乳铁蛋白和骨髓过氧化物酶的ELISA 检测 961

使用Percoll 获得了约97% 纯度的多形核中性粒细胞(PMN) 制剂。小鼠 连续 腹膜 电泳分析、GM-CSF 测定以及细胞形态和计数 70
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嗜酸性粒细胞

种类 梯度类型 组织类型 注释 下游应用 文献编号

人类 不连续 外周血 使用Percoll 梯度纯化嗜酸性粒细胞，然后使用免疫磁珠进行纯化。通过
这一程序，嗜酸性粒细胞的纯度> 95%，活力> 98%。

FACS 分析、嗜酸性粒细胞迁移试验、Ca++ 测量 962

人类 不连续（2 层） 血液 嗜酸性粒细胞的回收率为40% 至60%，经台盼蓝排除法测试，活力
> 98%，纯度> 85%。

趋化性和细胞内Ca++ 测量 963

人类 不连续（2 层） 血液 嗜酸性粒细胞的纯度大于95%，而且该方法没有诱发嗜酸性粒细胞的
活化。

血清处理的酵母聚糖(STZ) 结合和胎盘激活因子(PAF) 的测定 964

人类 不连续（2 层） 血液 嗜酸性粒细胞的纯度> 85%，回收率在40% 到60% 之间。活力> 98%。 趋化性试验 965

人类 不连续（3 层） 外周血 嗜酸性粒细胞的纯度为95% 至99%，使用台盼蓝的活力> 98%，回收率为
40% 至60%。

密度分布分析、细胞培养 966

人类 不连续（4 层） 全血 分析了葡聚糖沉淀对中性粒细胞和嗜酸性粒细胞密度的影响。 流式细胞仪和乳铁蛋白释放量的测量 958
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嗜碱性粒细胞

种类 梯度类型 组织类型 注释 下游应用 文献编号

人类 连续 外周血 通过Percoll 密度梯度分离和细胞分选对嗜碱性粒细胞进行纯化。该程序
产生了95% 的纯度，总产量估计在5% 至28% 之间。

流式细胞仪、组胺释放、电子显微镜 967

人类 连续 骨髓 低密度组分(< 1.063 g/mL) 中嗜碱性粒细胞的纯度通常> 75%。 组胺含量和释放 968

人类 不连续 外周血 通过Percoll 梯度获得高度纯化的嗜碱性粒细胞，然后使用流式细胞仪进
行阴性选择。

细胞因子对人体嗜碱性粒细胞趋化性的影响 969

人类 不连续（2 层） 血液 大多数嗜碱性粒细胞位于1.070 至1.080 界面。该组分的纯度为36% 至63%。 使用免疫磁珠通过阴性选择进一步纯化 970

人类 不连续（2 层） 血液 通过Percoll 梯度获得高度纯化的嗜碱性粒细胞，然后使用流式细胞仪进行
阴性选择。

组胺释放试验、趋化试验 971

人类 不连续（3 层） 全血 使用Percoll 梯度将嗜碱性粒细胞纯化至> 80%，然后用单克隆抗体处理以
去除污染物。

流式细胞仪，以及钙离子载体刺激后白三烯C4 的产生 972

人类 不连续（3 层） 外周血 使用Percoll 的嗜碱性粒细胞纯度为85% 至96%。 细胞刺激和介质释放试验 973

大鼠 不连续 血液 通过免疫磁珠、免疫荧光、电子显微镜进一步纯化 974
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应用 — 其他细胞类型
肝细胞

种类 梯度类型 组织类型 注释 下游应用 文献编号

人类 连续 肝脏 在Percoll 密度梯度上纯化冻存肝细胞，将存活细胞的百分比从55% 
提高到87%。

原代细胞培养、电子显微镜、活力测定放射性标记的蛋白质
合成、分泌测定、代谢研究、毒理学研究

975

大鼠 连续 肝脏 Percoll 提供了一种获得富集的枯否细胞群的好方法。回收率为82%，
活力为87%，纯度为67%。

过氧化反应 20

大鼠 连续 肝脏 Percoll 梯度用于分离肝细胞细胞膜和线粒体膜。 相差显微镜、细胞结合实验 33

大鼠 连续 肝脏 大鼠肝脏细胞提供密度为1.07 至1.09 g/mL 的实质细胞（肝细胞）和
密度为1.04 至1.06 g/mL 的非实质细胞（主要是枯否细胞）的亚群。

细胞培养 55

大鼠 不适用 肝脏 根据台盼蓝排除法判断，最终制剂含有少于5% 的非存活细胞。 细胞培养 71

大鼠 连续 肝脏 Percoll 梯度用于将非实质细胞精细分离成枯否细胞、星状细胞和内
皮细胞。

光学和荧光显微镜、羧酸酯酶和谷胱甘肽巯基转移酶(GST) 活性 976

大鼠 不连续（2 层） 肝脏 Percoll 为大鼠肝窦内皮细胞(LEC) 的分离、纯化和培养提供了一种简
单、低成本、快速有效的方法。

电子显微镜、细胞培养、台盼蓝排除法 977

大鼠 不连续（2 级） 肝脏 Percoll 梯度用于将贮脂细胞(FSC) 从肝脏内皮细胞(LEC) 和枯否细胞(KC)
 中分离。

细胞培养 978

大鼠 连续 肝脏 用Percoll 离心法去除受损细胞后，通过台盼蓝排除法测试，冻存肝细胞
的平均活力为88.6% (±1.3%)。

细胞活力和异物代谢的研究 979

大鼠 连续 肝脏 Percoll 用于去除冻存细胞中的死细胞。在Percoll 步骤后，细胞活力为
88±1%。

细胞活力和异物代谢的研究 980



肝细胞（续）

种类 梯度类型 组织类型 注释 下游应用 文献编号

大鼠 连续 肝脏 冻存细胞解冻后若经Percoll 离心法进行纯化，其酶活性与新鲜分离的
实质细胞没有明显区别，活力为86%。

洛瑞蛋白测定、细胞色素测定、酶测定 981

大鼠 连续 肝脏 通过Percoll 分离得到的冻存细胞，其活力和代谢能力与新鲜分离的细
胞没有明显的区别。

睾酮和苯并芘(BaP) 的蛋白质测定、酶测定和代谢情况 982

大鼠 不连续（2 层） 肝脏 使用Percoll 两级梯度来分离枯否细胞(KC）和肝内皮细胞(LEC)。枯否
细胞的纯度为85% 到92%，而肝内皮细胞的纯度至少为95%。

光学显微镜、电子显微镜和过氧化物酶染色 983

大鼠 不连续（5 层） 肝脏、脾脏 Percoll 梯度用于分离脾脏细胞和肝脏细胞。脾脏和肝脏细胞的活力超
过95%。

台盼蓝活力试验、细胞培养 984

大鼠 连续 肝活组织检查 Percoll 用于分离肝细胞和非实质细胞，以及进行精细份化。 使用库尔特计数器进行细胞计数、免疫细胞化学、DNA 
提取、Southern 印迹分析、标记酶和亚细胞组分中蛋白
质的测定、电子显微镜。

985
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间质细胞

种类 梯度类型 组织类型 注释 下游应用 文献编号

人类 连续 睾丸 根据3β-羟基类固醇脱氢酶染色测定，Percoll 纯化的间质细胞纯度为70% 至80%。 细胞培养，刺激睾酮生成 986

人类 连续 睾丸 根据3β-羟基类固醇脱氢酶染色测定，Percoll 纯化的间质细胞纯度为80% 至90%。 载脂蛋白E (apoE) 的免疫细胞化学定位 987

人类 不连续（4 层） 睾丸 Percoll 梯度用于分离人间质细胞前体细胞。 细胞培养 988

人类 不连续（5 层） 睾丸 Percoll 梯度离心法允许分离出两种间质细胞组分。 细胞培养 989

小鼠 连续（线性） 睾丸 得到两组：第一组的密度为1.0667 至1.0515 g/mL；第二组的密度为1.0514 至1.0366 g/mL。 体外睾酮生成，电子显微镜，体视学 990

猪 不连续 睾丸 间质细胞的纯度> 85%。 氢化可的松(HS) 和促肾上腺皮质激素(ACTH) 对睾酮生成的影响 991

大鼠 连续 睾丸 使用淘析和Percoll 梯度离心法从睾丸中对大鼠间质细胞进行纯化。 细胞培养，人绒毛膜促性腺激素(hCG) 对其基因调控和蛋白质
分泌的影响

992

大鼠 连续 睾丸 细胞培养，生长激素释放激素(GHRH) 对间质细胞类固醇生成的影响 993

大鼠 连续 睾丸 使用淘析和Percoll 梯度离心法从睾丸中对大鼠间质细胞进行纯化。第2 段（共3 段）
含有>95% 的间质细胞（平均密度为1.075 g/mL）。

在125I-标记的hCG、睾酮和cAMP 生成的情况下进行细胞培养 994

大鼠 连续 睾丸 对不同密度的间质细胞进行了比较。 活力染色，细胞培养 995

大鼠 连续 睾丸 活力染色，体外睾酮生成，SDS-PAGE 电泳 996

大鼠 连续 睾丸 通过Percoll 梯度分离，完全保留了形态和生物的完整性，纯度为90-95%。 人绒毛膜促性腺激素(hCG) 存在下的细胞培养、相差显微镜、
光学显微镜和电子显微镜

31

大鼠 不连续（2 级） 睾丸 白细胞介素1 (IL-1) 存在下的细胞培养 997

大鼠 连续（自生） 睾丸 在Percoll 梯度上分离出了间质细胞前体细胞和纯(96%) 间质细胞。 人绒毛膜促性腺激素(hCG) 存在下的细胞培养 998

大鼠 不连续 睾丸 间质细胞的纯度在90% 到95% 之间。 人绒毛膜促性腺激素(hCG) 存在下的细胞培养 999

大鼠 不连续和连续 睾丸 在不连续梯度中，最密集的组分含有高比例的间质细胞，而较薄的组分主要含有非间
质细胞。

125I-标记的碘脱氧尿苷掺入 1000
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精子

种类 梯度类型 注释 下游应用 文献编号

牛 不连续 Percoll 被认为可以改善精液并保持精子顶体的完整性。 顶体显微镜评估 1024

仓鼠 连续 分离出比重为1.10–1.12 g/mL 的附睾头部精子，未受到其他细胞的污染。 脂质提取和精细分离电子显微镜 1025

猕猴 连续 Percoll 分离导致精子与透明带的结合增加，但不影响与透明带结合的顶体反应精子的百
分比，也不影响悬浮液中的运动百分比和顶体反应精子的百分比。

透明带结合实验、顶体反应、运动试验 1026
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骨髓细胞

种类 梯度类型 组织类型 注释 下游应用 文献编号

正常人 不连续（2 层） 骨髓 巨核细胞处于1.020 g/mL 和1.050 g/mL 之间的界面。 使用磁珠进一步纯化，流式细胞仪 1027

正常人 不连续 血液 回收的B 细胞纯度至少为95%。Percoll可以非常有效地去除了B 细胞
原始细胞。

流式细胞仪 1028

感染艾滋病毒患
者、正常人和免
疫性血小板减少
性紫癜患者

不连续（2 层） 骨髓 在1.020/1.050 界面的10 倍富集巨核细胞，而在1.050/1.070 界面的细
胞是未成熟细胞。

从未成熟的细胞中制备的巨核细胞培养物用于原位杂交 1029

正常人 不连续（2 层） 骨髓 Percoll 密度精细分离可以去除超过95% 的总骨髓细胞，巨核细胞比例
则从约0.05% 增加到3% 至7%。

RNA 的制备和随后的PCR、流式细胞仪 1030

正常人和关节炎
患者

不连续（3 层） 骨髓 制备的细胞适合细胞培养。 菌落斑块试验、免疫荧光、流式细胞仪、蛋白质菌落印迹、
RNA 菌落印迹

1031

正常人和白血病
患者

不连续（4 层） 外周血 对移植后和移植前的低密度细胞进行分离以便后续分析。 使用磁珠进一步纯化，PCR 1032

正常人 不连续（7 层） 骨髓 与Ficoll™相比，使用Percoll 获得的T 细胞在骨髓细胞的高密度组分富集
了约2 倍，而在最低密度组分则去除了约4-5倍。

流式细胞仪、混合淋巴细胞反应试验、自然杀伤细胞试验、
细胞培养

1033

正常人 不连续（1 层） 骨髓 使用Percoll 去除红细胞来制备骨髓细胞。 使用大豆凝集素涂层培养瓶、祖细胞试验和流式细胞仪分离
CD34+ 细胞

1034

狨猴 不连续（1 层） 骨髓 可以使用Percoll从接受和未接受白细胞介素-6 (IL-6) 治疗的动物的骨髓
中分离获得巨核细胞。

流式细胞仪 1035

灵长类动物 不连续（1 层） 骨髓 对正常猴子和接受白细胞介素-6 (IL-6) 治疗的猴子的骨髓进行了分离。 细胞计数、FACS、数字成像显微镜和电子显微镜 1036
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骨髓细胞（续）

种类 梯度类型 组织类型 注释 下游应用 文献编号

猴子 不连续（1 层） 骨髓外周和血液 用60% 的Percoll从抽吸物中分离获得了低密度细胞。 细胞培养和各种菌落类型的鉴定 1037

小鼠 不连续（1 层） 骨髓 用一次70% 的Percoll 缓冲液从骨髓制剂中去除红细胞。 造血前体细胞的培养、白细胞介素-10 (IL-10) 对增殖的影响、
碱性磷酸酶活性、胶原蛋白合成试验、骨钙素、RNA 的制备
以及电子显微镜检查

1038

小鼠 不连续（3 层） 骨髓 骨髓祖细胞适合培养。 白细胞介素3 (IL-3) 和细菌释放内毒素(LPS) 对培养细胞的影响 1039

小鼠 不连续（3 层） 骨髓 通过加入单克隆抗体和补体，将制备的细胞中的淋巴细胞和巨噬细胞
系细胞去掉。

FACS 分析、造血祖细胞培养、致死性辐照小鼠的重组 1040

小鼠 不连续（3 层） 骨髓 Percoll 用于将主要含有原始细胞和淋巴细胞的骨髓组分与含有高水平
集落形成单位-脾脏(CFU-S) 计数的骨髓组分分开。

FACS 分析、趋化性试验、脾脏集落形成单位(CFU-S) 试验 1041

小鼠 不连续（3 层） 经蛋白酶处理的颅骨切片 根据各种测定结果，Percoll 梯度给出了不同的细胞亚群。 原代细胞培养、流式细胞仪、胰岛素样生长因子I (IGF-I) 测定、
表皮生长因子结合、碱性磷酸酶测定

1042

小鼠 不连续（4 层） 骨髓 分离后维持正常的抑制细胞活性。 抑制性细胞活性测定 1043

小鼠 不连续（4 层） 骨髓 在随后的研究中使用了密度为1.06/1.07 g/mL 的细胞。 致死性辐照动物的重组 1044

小鼠 不连续（5 层） 骨髓，脾脏 流式细胞仪，致死性辐照小鼠的重组 1045

小鼠 不连续（3 层） 骨髓 在1.063 和1.082 g/mL Percoll 之间的组分中回收了约75% 的输入CFU-
巨核细胞(CFU-MK)。CFU-MK 仅在这一密度组分中富集。

造血祖细胞的培养 1046

兔子 连续 骨髓 植入体内的扩散室、细胞化学染色和电子显微镜 38

猫科动物 不连续（1 层） 骨髓 分离了猫免疫缺陷病毒感染的猫和正常猫的骨髓单核细胞。 造血祖细胞的培养 1047
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巨噬细胞

种类 梯度类型 组织类型 注释 下游应用 文献编号

人类 不连续 肺 使用不连续的Percoll 梯度从污染的粒细胞中纯化肺泡巨噬细胞。 超氧化物(SO) 释放 1048

人类 不连续（4 层） 支气管肺泡灌洗术 Percoll 梯度分离获得的肺泡巨噬细胞(AM) 的纯度大于95%。 细胞活力测定，光学显微镜 1049

人类 不连续（4 层） 肺 使用Percoll 可从其他细胞中几乎完全分离纯化肺泡巨噬细胞(AM)。 超氧化物(SO) 阴离子释放 1050

人类 不连续（4 层） 蜕膜组织 当用Percoll 进一步纯化细胞时，CD-14 阳性细胞的百分比增加了52%。 血小板活化因子(PAF) 乙酰水解酶的分泌 1051

人类 不连续 肺 在以前的研究中，组分1 至4 中> 97% 的细胞（4 层）被证明是肺泡巨
噬细胞(AM)。

非特异性酯酶染色，流式细胞仪DNA 分析 1052

人类 不连续（4 层） 肺 研究肺泡巨噬细胞(AM) 的异质性。在哮喘病患者中发现的低密度AM 的
数量增加，不太可能是由于这种分离程序造成的。

细胞活力、酯酶和过氧化物酶活性测定、电子显微镜、超氧
阴离子和血栓素B2 的产生

1053

人类 不连续（5 层） 外周血 从顶层收获Percoll 分离的单核细胞/巨噬细胞，经瑞氏-吉姆萨染色鉴定，
常规含有75%/90% 的单核细胞/巨噬细胞。

单核细胞/巨噬细胞与血管平滑肌细胞之间的相互作用 928

小鼠 连续和不连续 腹膜 细胞总得率为100.0% ±0.8%，经台盼蓝排除试验测定，细胞活力完全
保留。

光学显微镜、台盼蓝排除法、酯酶活性测定、过氧化物酶活性
测定、细胞免疫表型分析、细菌吞噬试验

1054

小鼠 不连续（4 层） 培养的细胞 Percoll 对培养的巨噬细胞的细胞溶解活性或其活力没有可检测到的影响。 吞噬细胞和细胞溶解试验 30

小鼠，大鼠 连续和不连续 腹膜 根据细胞群的实际密度，先后使用连续梯度和不连续梯度分离出所有细
胞群。分离获得了高活力的细胞，并保留了关键细胞功能。

台盼蓝排除法 1055

大鼠 不连续（5 层） 肺 Percoll 组分按密度增加的顺序被指定为I 至IV，各层中细胞分布的百分比
分别为约5%、15%、50% 和30%。细胞活力> 95%。

荧光显微镜 1056
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巨噬细胞（续）

种类 梯度类型 组织类型 注释 下游应用 文献编号

大鼠 不连续（5 层） 肺 通过台盼蓝排除法，细胞活力> 95%。通过吉姆萨和非特异性酯酶染色，
未精细分离和已精细分离的细胞中> 95% 细胞被确定为肺泡巨噬细胞(AM)。

肺表面活性剂和蛋白A 对吞噬作用的影响，光学显微镜 1057

大鼠 连续 支气管肺泡灌洗术 在几乎所有情况下，各种组分都由大约90% 至99% 的巨噬细胞组成。 酯酶活性，通过免疫过氧化物技术对Ia 抗原进行表面扩张 1058

肥大细胞

种类 梯度类型 组织类型 注释 下游应用 文献编号

小鼠 不适用 腹膜 经Memacolor 快速染色检查，肥大细胞的纯度几乎为100%。 定性和定量PCR 分析 1059

小鼠 连续 腹膜 从含有4% 肥大细胞的腹膜细胞群中获得了纯度高达95% 的肥大细胞。 电子显微镜和超微结构细胞化学 8

大鼠 不连续 腹膜 使用Percoll分离获得的肥大细胞纯度为> 95%。 肥大细胞和非肥大细胞之间的直接相互作用，组胺释放试验 1060
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大鼠 连续 腹膜 在Percoll 梯度上纯化的肥大细胞经甲苯胺蓝染色显示纯度超过90%，
经台盼蓝排除法试验，其活力大于98%。

测量组胺释放的荧光测定法 1061

大鼠 连续 腹膜 通过在Percoll 梯度上离心，可以分离出高产量和高纯度的肥大细胞。 光学和电子显微镜，流式细胞仪 9

大鼠 连续（顺序） 腹膜 通过测量嗜酸性粒细胞过氧化物酶对肥大细胞过氧化物酶活性的贡献，
评估通过连续Percoll 梯度纯化的肥大细胞的纯度。

组胺释放和过氧化物酶活性 1062



胸腺细胞

种类 梯度类型 组织类型 注释 下游应用 文献编号

小鼠 不连续（5 层） 胸腺 Percoll 用于分离未成熟的胸腺细胞。 有丝分裂原的体外刺激、细胞核的分离、DNA 的分离和
凝胶电泳、酶测定

1063

大鼠 不连续 胸腺 Percoll 用于分离正常和凋亡的胸腺细胞。 流式细胞仪 1064

大鼠 不连续（4 层） 胸腺 Percoll 用于分离具有与凋亡相关的特征性浓缩核染色质的细胞和
明显正常的胸腺细胞。

电子显微镜、库尔特计数器分析、流式细胞仪、DNA 分析 1065

大鼠 不连续（4 层） 胸腺 Percoll 用于分离凋亡前胸腺细胞的过渡群体。 DNA 分析、细胞核分离和DNA 自消化、光学和电子显微镜 1066

杂项细胞

细胞类型 种类 梯度类型 注释 下游应用 文献编号

胰岛细胞 人类，小鼠 连续

组织类型

胰腺 使用Percoll 消除了高粘度、不需要的渗透性等问题，在某些情况下
还有毒性作用。

密度测定和胰岛素分泌 5

内皮细胞 人类 连续线性梯度 全血 内皮细胞的最终回收率为91.6%。 免疫荧光法 1067

滋养层细胞 大鼠 连续 胎盘 Percoll 梯度离心法从绒毛膜胎盘的迷路和交界区的消化组织中有效
地分离出大鼠胎盘催乳素-II (rPL-II) 的生成细胞。

大鼠胎盘滋养层细胞体外培养系统的研发 1068

各种各样 本文比较了不同的细胞分离方法。据作者介绍，通常来说Percoll 是
对大多数细胞进行密度离心的最有用的密度梯度离心介质。

无 1069

大鼠，小鼠 不连续（3 层） 胸腺 Percoll 用于分离大小胸腺细胞。保持了极高的活力。 相差显微镜和放射自显影 62
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杂项细胞（续）

细胞类型 种类 梯度类型 注释 下游应用 文献编号

活性与非活性细胞 人类，大鼠 不连续（2 层）

组织类型

各种肿瘤组织 界面显示活性> 90%，但如果不立即处理组织切除，则活性细胞的
产量会急剧下降。

台盼蓝活力试验、2-D PAGE 1070

凋亡 人类 不连续（7 层） 早幼粒细胞白血
病细胞系

所用的不连续梯度产生了三个主要的细胞带和一个细胞团，细胞团
中的凋亡细胞非常多（85% 至90%）。

DNA 分离 1071

淋巴母细胞 人类 连续 全血 使用含有细胞松弛素B 的Percoll 梯度对淋巴母细胞进行去核。 电熔 1072

脑毛细血管内皮
细胞

大鼠 连续预制 大脑 随后的Percoll 梯度离心产生了均匀的毛细血管内皮细胞群，它们能
够附着在胶原蛋白上并掺入氚化胸苷。

细胞培养、光学显微镜、电子显微镜 170

神经元 兔子 不连续，速
率区带

背根神经节 分离出的神经元活力为80%，纯度为90% 以上。 细胞培养、光学和电子显微镜 480

非肌源性与肌
源性分离

鸡 不连续 胸部肌肉 从胚胎肌肉中分离出的细胞可用于直接分析细胞特异性蛋白，而不
需要进行细胞培养。

细胞培养、显微镜、DNA/蛋白质分析 680

巨核细胞 人类 不连续 骨髓 巨核细胞的分离在Percoll 中的重现性比在BSA 中好。 Ficoll 400 离心法进一步纯化，补体受体测定 155

软骨细胞 大鼠 不连续 骨髓 细胞活力> 95%，而产率因细胞聚集而异。 细胞培养、蛋白聚糖和胶原蛋白的定量 629 

噬精细胞 火鸡 不连续 精子 除了线粒体数量明显增加外，Percoll 分离后立即固定的精子细胞与
新鲜射出精液中的精子细胞相似。

光学和电子显微镜，细胞培养 1073

不适用 人类 连续 甲状旁腺 使用各种密度梯度培养基测量甲状旁腺的密度。对于> 1.0 g/mL 的
密度，Percoll 被证明优于所研究的任何其他梯度介质。

腺体密度测定 2
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应用 — 微生物
微生物

种类 类型 梯度类型 注释 下游应用 文献编号

拟杆菌属 细菌 不连续（4 层）

宿主组织

不适用 Percoll 用于评估在三种不同培养基中生长的12 种拟杆菌属菌株的
包膜程度。

光学显微镜 1074

埃里希氏体 细菌 连续 培养的细胞 Percoll 用于从被感染的小鼠巨噬细胞系(P388D) 中对埃里希氏体
进行纯化。

二氧化碳生成试验、考马斯亮蓝染料结合试验 1075

里氏埃里希氏体 细菌 连续 培养的细胞 从感染的小鼠巨噬细胞系(P388D) 中纯化出里氏埃里希氏体。 二氧化碳生成试验、考马斯亮蓝染料结合试验 1076

牙龈卟啉单胞菌 细菌 连续 不适用 Percoll 用于分离未结合的细胞与唾液包被的珠子(SHAP) 结合的细胞。 结合和结合抑制试验 1077

梅毒螺旋体 细菌 连续 不适用 Percoll 纯化感染5 天的密螺旋体比感染7 天和8 天的纯化的密螺旋体
的固定化速度明显要慢。

不同血清对Percoll 纯化梅毒螺旋体体外固定化的影响 1078

羊泰勒虫 细菌 不连续（2 层） 牛红细胞 开发了一种从泰勒虫感染的牛红细胞中纯化病毒的方法。 光学和电子显微镜以及一维和二维聚丙烯酰胺凝胶电泳 1079

双芽巴贝虫 原生动物 连续和不连续
（4 层）

牛红细胞 通过Percoll 和Percoll-Renografin 密度梯度，双芽巴贝虫感染的红细
胞被成功浓缩了至少20 倍。

酶学研究和淀粉凝胶电泳 1080

马巴贝西虫 原生动物 连续 马红细胞 通过裂解受感染的马红细胞和Percoll 密度梯度离心法对马巴贝西虫的
梨浆虫进行了纯化。

马巴贝西虫梨浆虫的蛋白质表征 1081

伯氏疟原虫和P. 
chabundi

原生动物 连续 小鼠血液 Percoll 用于分离宿主红细胞膜和疟原虫。红细胞膜的回收率约为65% 
至70%，而疟原虫的回收率为80% 至90%，相对纯度约为85% 至90%。

电子显微镜、电泳、免疫印迹、标记酶分析和脉冲追踪分析 1082

牛巴贝虫 原生动物 连续 牛红细胞 65% 的Percoll 浓度被认为是分离牛巴贝虫裂殖子（即成熟的红细胞外
期）的最佳浓度。100% Percoll 原液是富集感染红细胞的最佳选择。

寄生虫活力测定 1083
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微生物（续）

种类 类型 梯度类型 注释 下游应用 文献编号

溶组织内阿
米巴

原生动物 不连续（2 层）

宿主组织

粪便囊肿 Percoll 纯化提供了一个很好的产量，即使是来自单一粪便样本中的
中度粪便囊肿负荷。

溶组织内阿米巴用作抗原 1084

变形微孢虫 原生动物 连续 毛虫 Percoll 用于纯化孢子。40% 的原始孢子被回收，几乎所有的孢子都
是折光的（90% 或更多）。没有看到污染性细菌。

培养细胞的感染 1085

水稻暂黄病毒
(RTYV)

病毒 连续 水稻植物叶 典型的纯化过程中，每100 g 受感染的材料中大约有140 至850 mg 的
纯化病毒。

Lowry 蛋白测定、电子显微镜、SDS-PAGE、ELISA、蛋白质印迹 1086

风疹病毒属
（风疹病毒）

病毒 连续 培养的细胞 比较用于纯化风疹的Percoll 和蔗糖梯度，Percoll 的收率为72%，而蔗
糖梯度的收率为8.6%。

血凝滴度测定法 1087

单纯疱疹病毒 病毒 连续 不适用 Percoll 用于纯化单纯疱疹病毒。 无 56

甲藻、硅藻、
蓝绿细菌

海洋微藻 连续 不适用 大多数回收的海洋物种处于可以直接测量光合作用、呼吸作用、离子
吸附和特定生长率的生理状况。

光学显微镜、运动试验、光合作用试验 60

类菌原体(MLO) 不适用 不连续 生菜（莴苣） 电子显微镜显示有高浓度的MLO，其细胞结构保存良好。 电子显微镜、ELISA 1088
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应用 — 亚细胞颗粒
细胞膜

种类 梯度类型 组织/细胞类型 注释 下游应用 文献编号

人类 连续（自生） 血小板 描述了一种快速分离血小板细胞膜的方法，该方法基于使用
[3H]-伴刀豆球蛋白A 作为膜标记物和Percoll 的自生梯度。

放射性示踪剂研究、酶和蛋白质测定 54

大鼠，人类 连续 肝活组织检查 细胞膜酶标记物和膜转运测定表明分离的膜保留了其功能完整性。 膜酶测定和膜泡氨基酸转运的测量 1089

大鼠 连续 子宫 细胞膜标记物、5’-核苷酸酶和胆固醇在靠近梯度顶部的组分中
富集，而肌质网标记酶、对鱼藤酮不敏感的NADH-细胞色素-c 还
原酶则在下部。

Ca++ 摄取和释放测定、酶测定、胆固醇和孕酮测定以及
蛋白质印迹

1090

大鼠 连续（3 层） 大脑 通过Ficoll 和Percoll 密度梯度制备突触细胞膜。 磷脂酶C 测定、标记酶测定 1091

大鼠 不连续（2 层） 培养的细胞 通过Percoll 梯度精细分离获得两种亚细胞组分，一种组分富含细
胞膜，另一种组分富含内质网膜。

电子显微镜、酶标记物的测定、酶活性、钙的吸收和释放 1092

大鼠 连续 肝脏 细胞膜标记物5’-核苷酸酶富集，而胞浆（内质网）酶葡萄糖6-
磷酸酶缺乏，表明囊泡纯度。

囊泡氨基酸转运试验 1093

大鼠 连续 肝脏 Percoll 梯度用于分离肝细胞、细胞膜和线粒体膜。 相差显微镜、细胞结合实验 33

大鼠 连续 肝脏 使用Percoll 进行低速核沉淀，导致细胞膜标记物和Ins (1,4,5)P3 结
合活性一起被纯化。

标记酶测定、Ins (1,4,5)P3 结合、Bradford 蛋白测定、SDS-PAGE 1094

大鼠 连续 肝脏 Percoll 纯化的肝细胞膜用于检测氨基酸的转运。 精氨酸转运活性，酶标记测定 1095
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细胞膜（续）

种类 梯度类型 组织/细胞类型 注释 下游应用 文献编号

牛 连续 培养的主动脉内皮细胞 用微量的[3H]-胆固醇标记细胞膜，并在蔗糖和Percoll 梯度上精细
分离细胞匀浆。

酶测定和SDS-PAGE/配体印迹 1096

牛 不连续（3 层） 肾上腺 该程序提供了富含细胞膜的组分。 细胞膜的增溶、亲和层析、细胞膜的放射性标记、酶测定 78

羊 连续（自生） 肾周脂肪细胞 分析了细胞膜的脂肪酸含量。 使用气相层析法分析脂肪酸 1097

中国仓鼠 连续（自生） 培养的中国仓鼠卵巢
(CHO) 细胞

通过该程序得到了富集3 倍且几乎不含溶酶体的细胞膜组分；
也得到了纯内质网(ER) 和线粒体组分。

脂质分析、酶分析 1098

鳐科
(Raja erinacea)

连续（自生） 肝脏 标记酶研究表明，用Percoll 梯度分离的细胞膜在肝脏细胞膜的基底域
高度富集，并且基本上不受细胞内细胞器或小管膜的污染。

酶测定、荧光各向异性测量、丙氨酸转运、蛋白质和脂质测定

真菌
（产黄青霉菌）

连续 不适用 通过Percoll 不连续梯度去除了大部分污染膜。 酶测定、电子显微镜、膜融合、转运研究、Lowry 蛋白测定

真菌
（圆弧青霉菌）

连续 不适用 使用两相分配法和Percoll 梯度法制备右旋细胞膜囊泡。 ATP 酶活性、电子显微镜

1099

1100

1101
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溶酶体

种类 梯度类型 组织类型 注释 下游应用 文献编号

人类 连续 培养的成纤维细胞 只有溶酶体沉淀在30% 到40% Percoll 密度梯度的底部三分之一处。 腺苷脱氨酶和N-乙酰-b-己糖胺酶测定 1102

人类 连续 培养的成纤维细胞 将成纤维细胞的线粒体溶酶体粗制剂精细分离成高密度组分
（溶酶体标记物）和低密度组分（线粒体标记物）。

酶测定、SDS-PAGE 电泳、免疫印迹法 1103

小鼠 连续 肝脏 均质化后，溶酶体在Percoll 梯度的致密区域达到平衡。 电子显微镜、Bradford 蛋白测定、酶测定 1104

小鼠 连续 培养的肝细胞 分离获得的溶酶体组分用于测定溶酶体膜糖蛋白从细胞表面到溶酶
体的内吞转运。

溶酶体膜糖蛋白的纯化、Lowry 蛋白测定、
蛋白-辣根过氧化物酶测定

1105

小鼠 连续（自生） 肝脏 对相关标记酶的分析显示，在1.04 至1.11 g/mL 的密度范围内，溶酶
体颗粒的纯度相当高。

Lowry 蛋白测定、酶测定、自由等电聚焦 24

大鼠，水牛 连续（微分和等密度） 肾 该方法使溶酶体标记酶富集25 至40 倍，线粒体和过氧化物酶标记物
的污染率< 0.5%。

膜囊泡的制备、电子显微镜、蛋白质测定 1106

猪 连续 培养的肾上皮细胞 使用该方法可相对容易地制备内涵体和溶酶体的富集组分。 液泡H+ ATP 酶的分布和结构、放射性标记检测、
氨基己糖苷酶活性和碱性磷酸酶活性

1107
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线粒体

种类 梯度类型 组织类型 注释 下游应用 文献编号

植物 不连续 黄化组织和绿叶组织 对于黄化的组织线粒体，去除了约90% 的过氧化氢酶污染。对于
绿叶线粒体，去除了约95% 的叶绿素、80% 的过氧化氢酶和65%
 的乙醇酸氧化酶。

细胞色素c 氧化酶(CCO) 活性、膜活性、呼吸控制
和底物氧化的测定

12

植物 不连续（3 层） 黄化组织和绿叶组织 在等渗条件下，可在相对较短的时间内分离线粒体与叶绿体材料。 叶绿素、细胞色素c 氧化酶和乙醇酸氧化酶活性 43

兔子，猪 不连续 心脏 Percoll 特别适用于对正常和病变心脏的线粒体进行体外研究。 电子显微镜，酶活性 1108

大鼠 不连续 肝脏 分离的大鼠肝脏线粒体在应用于Percoll 梯度时被分成三个密度组分。 线粒体种群染色、流式细胞仪 1109

伯氏疟原虫
（原生动物）

不连续 不适用 在密度为1.05 g/mL 的界面上获得了纯化的线粒体。 线粒体标记酶测定、相差和电子显微镜 1110

火鸡 不连续（3 层） 精子 机械破碎、超声处理和Percoll离心是分离线粒体的有效方法。 荧光和电子显微镜、细胞色素氧化酶测定、耗氧量、
线粒体DNA 分离

1111
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颗粒剂

细胞类型 种类 梯度类型 注释 下游应用 文献编号

人类 不连续
（3 层）

全血

组织类型

中性粒细胞 在三层Percoll 梯度上分离特异性和明胶酶颗粒。 髓过氧化物酶、碱性磷酸酶、乳铁蛋白、明胶酶、
B12 结合蛋白、β2 微球蛋白、细胞色素b558 和
CD116 检测

1112

人类 不连续
（2 层）

全血 中性粒细胞 亚细胞精细分离产生一条含有明胶酶和特定颗粒的条带以及
一条含有细胞膜和分泌血管的条带。

受体定位、酶标记测定 1113

人类 不连续
（2 层）

全血 中性粒细胞 Percoll 梯度离心的结果是底部的带状物含有嗜天青颗粒，顶
部的带状物含有细胞膜和分泌囊泡，而透明的上清液含有胞
质溶胶。

标记酶测定法，ELISA 1114

人类 不连续
（2 层）

全血 中性粒细胞 Percoll 用于对细胞膜、特定颗粒和嗜天青颗粒进行亚细胞精
细分离。

髓过氧化物酶、碱性磷酸酶和维生素B12 结合蛋白的
亚细胞定位

1115

人类 连续 全血 原代培养淋巴细胞 Percoll 梯度用于分离大颗粒淋巴细胞(LGL) 的细胞质颗粒。 巨噬细胞杀瘤试验 1116

小鼠 连续 肥大细胞瘤 肥大细胞 在Percoll/0.25 M 蔗糖中进行密度梯度离心。 小鼠腹腔巨噬细胞对肥大细胞颗粒的摄取和降解 17

小鼠 连续 腮腺 使用差分法和Percoll 梯度离心法分离出一个分泌颗粒组分(SG) 
和一个富含细胞膜的组分(PM)。

酶的测定，SG 与PM 的相互作用 1117

牛 不连续
（3 层）

肾上腺 使用Percoll 分离嗜铬颗粒并没有增加产量，但它确实消除了在
分离过程中将颗粒暴露于极端高渗条件下的需求。

电子显微镜，戊二醛固定法制备亲和柱 78

普通海胆
（海胆）

不连续
（2 层）

裂解分子包含在可以通过Percoll 梯度分离的小（0.1 至0.25 mm）
颗粒（溶细胞颗粒）中。

溶血和酶活性 1118
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植物细胞器

细胞类型 种类 梯度类型 注释 下游应用 文献编号

线粒体 蓖麻子 连续

组织类型

种子（胚乳） 使用Percoll 梯度获得高度纯化的线粒体。 线粒体胞苷转移酶试验 1119

线粒体 向日葵 连续 种子 在颗粒分离物中未发现细胞器污染。 Lowry 蛋白测定、NADP 依赖性异柠檬酸脱氢酶(NADP-IDH) 的
表征、SDS-PAGE 和天然凝胶电泳、凝胶过滤、电子显微镜

1120

线粒体 玉米、蚕豆、
小麦、烟草、
甜菜

不连续 种子 纯化的完整线粒体表现出较高的呼吸控制和P/O 比率，
并清除了大部分叶绿素。

线粒体蛋白合成产物的体外放射性标记及其SDS-PAGE 分析 1121

叶绿体 烟草(Nicotiana
 tabacum)

不连续 种子 Percoll 梯度的产量为4.63 ×107 个叶绿体/g 叶绿素/叶绿体。 叶绿体蛋白的提取、Bradford 蛋白测定、SDS-PAGE、蛋白
印迹和免疫学反应

1122

叶绿体 豌豆(Pisum
 sativum) 和
菠菜(Spinacea 
oleracea)

连续 种子 纯化的叶绿体能够进行光依赖性的蛋白质合成，其速率与
以前报道的速率相当。

蛋白质转运的体外重组和叶绿体基质蛋白的精细分离 76

叶绿体 菠菜(Spinacea
 oleracea)

连续线性梯度 叶子 维持高光合作用活性的完整叶绿体发生了明显的分离。 酶测定、光合二氧化碳固定和氧气演化 88

细胞质 各种各样 不连续 叶子 通过在Percoll 梯度上离心分离叶片原生质体获得细胞质。 细胞质染色，激光显微镜，细胞质：原生质体融合 1123

原生质体 大麦 不连续（4 层） 种子（糊粉层） 经过Percoll 梯度，获得的原生质体产量相对较高，并显示出
良好的活力。

转染大麦原生质体对CAT 活性的瞬时表达 1124

细胞核 胡萝卜 不连续（3 层） 悬浮细胞 这种方法从2 g 悬浮培养的细胞（大约2 ×106 个细胞）中平均得到
2 ×105个细胞核。超过80% 的细胞核在Percoll 梯度后显得整体完好。

细胞色素c 氧化酶和还原酶测定，以及体外RNA 合成 1125

质体 大麦、豌豆、
玉米

连续 叶子和种子胚乳 使用Percoll 获得的质体表现出很高的完整度（89.1% 及以上）和纯度。 淀粉合成、酶测定 1126
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杂项细胞器（续）

细胞类型 种类 梯度类型 注释 下游应用 文献编号

各种各样 人类 连续
（自生）

组织类型

血液 Percoll-蔗糖梯度用于纯化亚细胞组分以测定过氧化氢酶。 间接免疫荧光显微镜、超微结构免疫金、酶活性测定 1133

细胞质、溶酶体、
高尔基体

连续
（自生）

培养的单核细胞系 Percoll 梯度用于将亚细胞器分离成不同的组分。 标记酶测定 1134

微体 不连续 整个有机体 使用不连续的Percoll 梯度可以获得最好的结果，该梯度产生了富
含微体的组分和富含线粒体的组分。

过氧化氢酶和细胞色素氧化酶测定 1135枝孢菌
（真菌）

亚细胞精细分离 连续
（自生）

培养的HL-60 细胞 通过Percoll 离心可实现有效的精细分离并保留酶活性。 过氧化物酶、β-葡萄糖醛酸酶和酸性磷酸酶测定 727人类

脂质囊泡 连续
（自生）

电板组织 分离出了完整的囊泡。 磷酸盐测定 392太平洋电鳐
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杂项细胞器（续）

细胞类型 种类 梯度类型 注释 下游应用 文献编号

各种各样 人类 连续
（自生）

组织类型

血液 Percoll-蔗糖梯度用于纯化亚细胞组分以测定过氧化氢酶。 间接免疫荧光显微镜、超微结构免疫金、酶活性测定 1133

细胞质、溶酶体、
高尔基体

连续
（自生）

培养的单核细胞系 Percoll 梯度用于将亚细胞器分离成不同的组分。 标记酶测定 1134

微体 不连续 整个有机体 使用不连续的Percoll 梯度可以获得最好的结果，该梯度产生了富
含微体的组分和富含线粒体的组分。

过氧化氢酶和细胞色素氧化酶测定 1135枝孢菌
（真菌）

亚细胞精细分离 连续
（自生）

培养的HL-60 细胞 通过Percoll 离心可实现有效的精细分离并保留酶活性。 过氧化物酶、β-葡萄糖醛酸酶和酸性磷酸酶测定 727人类

脂质囊泡 连续
（自生）

电板组织 分离出了完整的囊泡。 磷酸盐测定 392太平洋电鳐
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附录
简要方法图

制备一份经过渗透调整的等渗Percoll 原液(SIP)，它与细胞制剂等渗

用生理盐水溶液稀释到所需的起始密度（第11 页）

或者 或者

使用密度标记珠监测梯度（第22 页）

通过向上置换来进行梯度精细分离（第24 页）

直接使用细胞组分。通过洗涤从细胞中去除Percoll（第26 页）

通过分层、梯度形成器或离心（例如，
在角头转子中以30000 ×g 的速度离心
15 至45 分钟）来预形成梯度
（第20 页）

将细胞制剂与稀释的等渗Percoll 混合以形
成均质悬浮液

将细胞悬液分层在预制的梯度上，然
后离心（例如，在水平转子或角头转
子中以400 至800 ×g 的速度离心10 
至20 分钟）

离心（例如，在角头转子中以30 000 ×g 的
速度离心15 至45 分钟）

下游应用：细胞培养—Cytodex™1 和3 QuickPrep mRNA 纯化试剂盒(27-9254-01)、
QuickPrep Micro mRNA 纯化试剂盒(27-9255-01)

在水平转子或角头转子中以100 000 ×
g 的速度离心1.5 至2 小时。生物材料
停留在形成的Percoll 硬颗粒之上
（第26 页）

或者 或者

使用密度标记珠监测梯度（第22 页）

将1 体积的2.5 M 蔗糖加入9 体积的Percoll，制成等渗Percoll 原液(SIP)（第10 页）

通过加入0.25 M 的蔗糖将Percoll 原液稀释到较低的密度（第11 页）

用0.25 M 蔗糖中的Percoll 溶液混合制备颗粒

离心（例如，在角头转子中以60 000 ×g 的速度离心15 至45 分钟）-
自生梯度形成时的粒子带（第20 页）

通过向上置换来进行梯度精细分离（第24 页）

分析各组分的酶活性等（第25 页）

直接使用组分进行进一步实验 通过以下两种技术之一去除Percoll

高速离心法

在水平转子或角头转子中以100 000 ×
g 的速度离心1.5 至2 小时。生物材料
停留在形成的Percoll 硬颗粒之上
（第26 页）

高速离心法

方案1. 在Percoll 梯度上分离细胞 方案2. 在Percoll 梯度上分离亚细胞颗粒和一些病毒
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订购信息
用于细胞分离和培养的产品

产品 规格 货号

Percoll 1 l 17-0891-01

250 mL 17-0891-02

Percoll PLUS 1 l 17-5445-01

250 mL 17-5445-02

Ficoll-Paque PLUS 6 × 100 mL 17-1440-02

6 × 500 mL 17-1440-03

Ficoll-Paque PREMIUM 6 × 100 mL 17-5442-02

6 × 500 mL 17-5442-03

Ficoll PM 70 100 g 17-0310-10

500 g 17-0310-50

5 kg 17-0310-05

Ficoll PM 400 100 g 17-0300-10

500 g 17-0300-50

5 kg 17-0300-05

40 kg 17-0300-08

Cytodex 1 25 g 17-0448-01

Cytodex 3 10 g 17-0485-01

(C)(B)(A)

P(A)：在Percoll梯度中分离人血细胞。底层包含红细胞，中间带是多形核
细胞（如粒细胞），顶部带是单个核细胞。
(B)：Percoll是一款卓越的密度梯度离心介质，以易于打开、可重复密封的
瓶装形式提供。
(C)：PercollPLUS试剂可分离各种细胞类型，可用于临床研究，提供易于打
开、可重复密封的250mL和1l瓶装。

用于RNA 纯化的产品

产品 规格 货号

QuickPrep Micro mRNA 纯化试剂盒
（24 次纯化）

1 个试剂盒† 27-9255-01

QuickPrep mRNA 纯化试剂盒
（4 次纯化）

1 个试剂盒† 27-9254-01

mRNA 纯化试剂盒

（2 次纯化） 1 个试剂盒† 27-9258-01

（4 次纯化） 1 个试剂盒† 27-9258-02

CsTFA（溶液） 100 mL 17-0847-02

Oligo(dT)-7 型纤维素 1 g 27-5543-02

用于cDNA 合成的试剂盒

产品 规格 货号

TimeSaver cDNA 合成试剂盒（5 次反应） 1 个试剂盒†

1 个试剂盒†

1 个试剂盒†

27-9262-01

第一链cDNA 合成试剂盒(55 次反应) 27-9261-01

Ready-To-Go™T-Primed 第一链试剂盒（50 次反应) 27-9263-01

 † 产品必须冷运。绝热集装箱和制冷剂需额外收费。
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