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摘要：高精度单细胞分离挑取技术及设备可在细胞工程研究中发挥重要作用。单抗广泛应用

于疾病的治疗和诊断，目前基于细胞融合与有限稀释的单抗制备技术操作繁琐、效率低下。

单抗制备的核心在于准确识别与分离目标杂交瘤细胞，本研究通过单细胞显微挑取仪精准挑

取被原位染色的目标杂交瘤细胞或克隆，分离后扩大培养即可获得单抗，大幅提高了单抗制

备效率。本研究所用仪器为国产首款单细胞挑取仪，其在单抗领域的应用创新可作为示范案

例，体现了实验技术人员采用新仪器创新性解决专业问题的能力，同时有助于国产仪器的示

范推广。
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Abstract：High precision single cell separation and picking technology and equipment can play an

important role in cell engineering research. Monoclonal antibodies are widely used in the

treatment and diagnosis of diseases, but the current hybridoma monoclonal antibody preparation

technology based on cell fusion and limited dilution has some problems such as cumbersome

operation and low efficiency. The core of monoclonal antibody preparation lies in the accurate

identification and separation of target hybridoma cells. In this study, the target hybridoma cells or

clones stained in situ were accurately selected by single-cell micro-picking instrument, and the

monoclonal antibody could be obtained by expanding culture after isolation, greatly improving the

efficiency of monoclonal antibody preparation. The instrument used in this study is the first type
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of single cell picking instrument made in China, and its application innovation in the field of

monoclonal antibodies can be used as a demonstration case, reflecting the ability of experimental

technicians to use new instruments to solve professional problems creatively, and contributing to

the demonstration and promotion of domestic instruments.

Keywords： Single cell; Cell micropicker; Monoclonal antibody; Hybridoma technology; Cell

stain

1 显微挑取技术及单细胞显微挑取仪

1.1 单细胞研究

高等生物由多种类型的细胞和组织组成，这些细胞和组织具有不同的基因表达谱。从感

兴趣的组织获得精确的遗传和生化信息需要从整个生物体中分离出单一类型的细胞甚至单

个细胞[1]。例如，在癌症研究中，为了进行遗传和表观遗传分析，必须从肿瘤中分离出异

质癌细胞。可以说，单细胞的产生和分析对生命科学和生物医学研究的各个领域产生了越来

越大的影响[2]。因此，单细胞测序技术自问世以来，一直是引领科研领域的主导风向标，

单细胞技术在 2013 年被 Nature Methods 评选为年度技术，2018 年被 Science 评选为十大

科学突破，单细胞多组学技术又被 Nature Methods 评为 2019 年年度技术方法[3]。以单个

细胞为单位，解析基因表达测序、细胞的行为，都称为单细胞技术，可应用于人类的发育进

化研究、产前基因诊断和各种疾病（比如肿瘤、感染、自身免疫病等）的病变部位细胞的亚

群分组、最终实现疾病的精确个体化诊断靶向治疗，其在算法开发、具体应用场景的应用对

接方面，都还有巨大的空间亟待挖掘。

1.2 单细胞分离技术

目前，单细胞的分离仍然是一项具有挑战性的技术任务，主要是产量和质量，换句话说，

细胞的完整性和纯度，以及单细胞分离方法的通量和灵敏度，都会影响后续的单细胞培养和

分析[4]。近些年，根据不同的科研应用场景已经发展出了各种各样的单细胞分离、分离和

分选技术，这些技术可以根据它们的特点进行简单的分类：1）有限稀释法；2）荧光活化细

胞分选；3）微液滴分选；4）激光捕获显微切割；5）显微挑取技术。

有限稀释法是通过稀释细胞悬浮液来分离单个细胞的方法，由于细胞在悬浮液中的泊松

分布[5]，当悬浮液被分成小体积(等分)时，高度稀释的样品中的细胞数量可低至每等分一

个细胞。有限稀释法成本低、原理简单，常用于杂交瘤细胞、稳转细胞等筛选，但由于在等
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分物中获得单细胞的概率是统计性质的，效率很低，还需要再确认单细胞的性质。荧光活化

细胞分选（Fluorescence Activated Cell Sorting, FACS）主要是基于流式细胞术的分选

技术，是一种基于荧光标记和荧光信号检测的高速、高通量的细胞分选技术，通过选择特定

波长的荧光信号对细胞进行分析和分离[6]。除了流式细胞分选，近些年还出现了很多基于

微流控芯片的 FACS 技术[7]。微液滴分选是基于液滴的微流体使用充满油的通道来容纳分离

的水滴（类似于乳液），在这些液滴中，单个细胞被包含并隔离，从而实现单细胞分离[8]。

FACS 和微液滴分选的最大优势是每秒高达数千个单细胞的巨大通量，但并不是严格的单细

胞分离技术，换句话说可能会出现多细胞的情况，此外分选压力过大会导致分离后的细胞出

现损伤，影响后续实验，因此它们不适用于某些细胞，特别是稀有细胞的分离。激光捕获显

微切割（Laser capture microdissection, LCM）的基本原理是通过红外激光脉冲激活热塑

膜（其最大吸收峰接近红外激光波长），在直视下选择性地将目标细胞或组织碎片粘到该膜

上[9]。尽管 LCM 可以精准地分离单个细胞，但因其仪器价格昂贵、激光会对细胞产生损伤、

热塑膜影响后续分析等缺点，现在已经不多用于单细胞分离。显微挑取技术是近些年发展起

来的能精准、无损分离单细胞的技术，其通过细胞大小孔径的拉针毛细管对单细胞进行负压

吸取，从而达到 100%精准度的单细胞分离[10]。

1.3 单细胞显微挑取仪的开发

显微挑取技术作为目前最精准的单细胞分离技术，已被广泛应用于肿瘤、免疫、生殖、

病毒、植物、微生物等领域的单细胞研究。在 2009 年，汤富酬团队首先通过口控制拉针毛

细管的负压（被称为口吸法）对胚胎的单个细胞进行分离并完成了首个单细胞全转录组的测

序分析，自此之后，显微挑取单细胞技术走上了历史的舞台[11]。然而，很明显口吸法存在

污染风险、无法精准控制压力、操作十分依赖经验等问题，难以推广到其他实验室进行此类

实验。之后，有研究人员使用显微操作平台进行单细胞的挑取，显微操作平台主要是用于显

微注射、体外受精等生殖实验，其精度很高，但价格昂贵、部件繁多、操作复杂，而且由于

其构造到的限制，难易挑取培养板中的细胞[12]。近些年，国外多家企业基于自身的技术沉

淀开发出了全自动和半自动的单细胞显微挑取仪，包括德国 ALS 的 Cellcelector™、匈牙利

CellSorter、德国 MMI 的 CellEctor、美国 NeuroInDx 的 UnipicK™等，实现了单细胞分离的

自动化、可视化，并迅速应用于单细胞研究中，并发表了大量高水平研究成果。然而这些进

口仪器价格十分昂贵（80-500 万不等）且维修成本高，也不适用于中国人的操作习惯，容

易发生移位、断针等情况，在实验过程中的体验不好，导致难以在国内的科研单位中使用，

限制了国内单细胞研究的水平。
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有鉴于此，我们历经多年，克服了诸多困难，开发出了国内首台单细胞显微挑取仪（图

1a），该仪器基于独特的真空驱动和细胞采集专利技术[13-16]，可以从贴壁、悬浮、三维

等培养体系中精准、无损分离单细胞或细胞克隆。单细胞显微挑取仪对细胞大小的孔径的拉

针毛细管提供精准的脉冲负压，从而完成细胞的获取，挑取过程如图 1b 所示，挑取后液量

低至 40 nL，完全满足单细胞的下游研究。由于该仪器是直接挑取，压力温和，不会对细胞

的活性产生影响，如图 1d 所示，单个杂交瘤被成功挑取出来后可顺利扩大培养，说明对细

胞无损伤。此外，该仪器突破了国外的技术封锁，零部件实现了完全国产化，且针对国人的

操作习惯进行深度优化和开发，避免了进口仪器的诸多问题，为我国在单细胞研究、细胞工

程研究等领域的科研人员提供了更精准、更好用的工具，提升我国在这些领域的科研竞争力。

图 1 a）显微细胞挑取仪的图片；b）细胞挑取过程；c）收集的单个杂交瘤细胞克隆化。

2 单细胞显微挑取仪应用于杂交瘤技术快速制备单克隆抗体

2.1 杂交瘤技术制备单克隆抗体

单克隆抗体是由单个 B 细胞克隆产生的抗体，这些抗体都与特定的抗原特异性结合，具

有亲和力高、特异性好的特性，被广泛应用于疾病的诊断和治疗[17]。1890 年，Behring

和 Shibasaburo 首次在白喉动物模型研究中发现一种存在于血液中的中和物质并描述为抗

体[18]。在 1947 年，Astrid Fagraeus 证明抗体是由适应性免疫系统中的浆细胞（效应 B

细胞）产生，随后，Nossal 证明了克隆选择学说，即单个 B 细胞克隆产生单一种特异性的
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抗体[19]。1975 年，Köhler 和 Milstein 发明了淋巴细胞杂交瘤技术来产生针对某种抗原的

均质的高特异性的抗体——单克隆抗体，终于使制备纯一抗体的难题获得了解决，是整个生

命科学发展的一个重要里程碑，为此也获得了 1984 年诺贝尔生理和医学奖[20]。

杂交瘤技术的基本原理是通过融合两种细胞而同时保持两者的主要特征，这两种细胞分

别是经抗原免疫的小鼠脾细胞和小鼠骨髓瘤细胞。被特异性抗原免疫的小鼠脾细胞（B 淋巴

细胞）的主要特征是它的抗体分泌功能，但不能在体外连续培养，小鼠骨髓瘤细胞则可在培

养条件下无限分裂、增殖，即具有所谓永生性。在选择培养基的作用下，只有 B 细胞与骨髓

瘤细胞融合的杂交细胞才能具有持续培养的能力，形成同时具备抗体分泌功能和保持细胞永

生性两种特征的细胞克隆。然而，杂交瘤技术为筛选到需要的细胞株，需分离到单个抗体分

泌阳性细胞进行培养，使用传统的有限稀释法需经过多次亚克隆-ELISA 检测，该方法具有

以下问题：1）概率事件，阳性率低；2）有限稀释丢失大量阳性细胞；3）需要 ELISA 反复

检测上清，间接检测不直观，耗时耗力；4）多次亚克隆培养造成开发周期长，效率低。如

何高效、准确、无损地分离出单个抗原特异性抗体分泌杂交瘤细胞，是目前杂交瘤技术制备

单抗中迫切需要解决的难题[21]。

2.2 细胞表面免疫荧光吸附（CSFIA）技术

杂交瘤技术制备单抗的关键在于准确区分单个抗体分泌阴性和阳性细胞克隆，而传统的

方法中融合后的杂交瘤是混合细胞群，检测培养板孔上清没有办法区分阴阳性细胞，因此只

能采用有限稀释法进行单细胞分离，再进行克隆化检测上清，从而区分阴阳性细胞，这决定

了需要反复稀释-克隆化-检测多达三轮以上，才可以获得抗体分泌阳性的单克隆细胞株。为

了克服无法快速区分阴阳性细胞的难点，我们开发了细胞表面免疫荧光吸附（CSFIA）技术，

如图 2a 所示，我们凹陷了一种双亲分子，其 NHS 端可以与蛋白质的羧基偶联，油烯端可以

插入到细胞膜的磷脂双分子层中，通过这种双亲分子就可以实现把抗原锚定在细胞膜表面，

一旦抗体从在杂交瘤细胞分泌出来，马上会被细胞膜表面的抗原捕捉，最后简单地通过偶联

荧光染料的二抗对细胞进行染色，抗原特异性的抗体分泌阳性细胞表面就会显示荧光（图

2b）[22-25]。该方法可在细胞融合后短时间使用，此时细胞还是单细胞或小细胞团状态，

如果能在此时把强荧光的单细胞精准分离出来进行扩大培养，即为阳性单克隆，这样就无需

再进行有限稀释亚克隆-ELISA 检测，可有效解决存在的问题。此外，该技术也可以用于筛

选配对抗体阳性的杂交瘤细胞和未经融合的抗体分泌阳性的浆细胞[26-28]。
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图 2 a）细胞表面免疫荧光吸附技术原理；b）荧光染色后 c）使用单细胞显微挑取仪进行挑取；d）杂交

瘤染色后强荧光的两个细胞挑取；e）挑取细胞克隆化；f）一轮融合挑取细胞克隆化检测上清效价；g）

筛选配对抗体建立免疫层析试纸条。

2.3 单细胞显微挑取仪结合 CSFIA技术快速制备单抗

开发的 CFFIA 技术可以把单个抗体分泌阴性和阳性细胞克隆通过荧光区分开，区分后只

要把细胞分离出来就可以扩大培养为单克隆细胞株，因此我们使用开发的单细胞显微挑取

仪，对染色后的荧光杂交瘤细胞进行挑取（图 2c）。免疫 PRRSV 抗原蛋白的小鼠脾脏细胞

与骨髓瘤细胞融合，融合后使用细胞表面免疫荧光吸附技术对杂交瘤进行染色，染色后在荧

光显微镜下观察，对强荧光细胞（抗体分泌阳性细胞）进行挑取（图 2d），挑取后进行克

隆化培养，成功长出细胞团（图 2e）。对这些细胞进行扩大培养后，取细胞上清检测抗体

效价，均表现出较高的效价（图 2f），成功获得单克隆抗体细胞株。同时也可以用细胞表

面免疫荧光吸附技术进行配对抗体的筛选，筛选到的配对抗体可用于建立免疫层析试纸条鉴

别检测 C-PRRSV 和 H-PRRSV（图 2g）。

3 总结

总的来说，为了让国内的科研人员能把单细胞精准地分离出来，加速单细胞研究，我们

开发了全国产的首台单细胞显微挑取仪并推向市场，已经推向了多家知名的实验机构，在各

个领域得到了多种应用验证。在单抗开发领域，我们针对目前单抗制备过程中普遍存在的困

难和问题进行克服，开发了细胞表面免疫荧光吸附技术，可以快速、原位区分单抗阴阳性细

胞，大大节省了人力、时间和成本，再使用单细胞显微挑取仪对阳性细胞进行阳性细胞挑取，
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先了单抗的快速制备。本案例充分体现了实验技术人员解决专业问题的能力，同时有助于国

产仪器的示范推广。
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