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小鼠腹腔巨噬细胞的提取与鉴定
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　　摘　要：目的　探讨小鼠腹腔诱导和提取巨噬细胞的简便方法。方法　以５％淀粉肉汤刺激诱导小鼠产生炎性腹腔巨噬细

胞，分离获取小鼠腹腔巨噬细胞，在含有１０％小牛血清的ＲＰＭＩ１６４０培养液中培养，显微镜观察细胞形态，台盼蓝染色鉴定细胞

活力，体内吞噬鸡红细胞测定其吞噬率、吞噬指数，瑞氏染色、免疫细胞化学染色鉴定细胞纯度。结果　获得高纯度、高细胞活性

的巨噬细胞，具备巨噬细胞的形态特征。结论　该研究采用的方法简单实用，可提取大量巨噬细胞。
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　　巨噬细胞是主要的免疫调节和免疫应答细胞，广泛存在于

机体各种组织中，具有抗感染、抗肿瘤和参与免疫应答、免疫调

节等生物学功能［１２］。尽管国内外已有文献报道能从多种组织

和器官中分离、纯化巨噬细胞［３４］，但这些方法大多操作复杂，

对技术要求较高。因此，如何从组织器官中分离、纯化获得高

纯度、高活性的巨噬细胞，如何选择适当的细胞提取及鉴定方

法是体外细胞培养的研究热点。本研究以小鼠腹腔巨噬细胞

为研究对象，用淀粉刺激诱导小鼠腹腔产生炎性细胞，再贴壁

培养腹腔液，并进行鉴定和功能检测，旨在探讨这一方法培养

巨噬细胞的可行性。现将研究结果报道如下。

１　材料与方法

１．１　实验动物　健康小鼠１０只，体质量１８～２２ｇ，雌性，出生

６～８周龄，由第四军医大学实验动物中心提供。

１．２　仪器与试剂　ＲＰＭＩ１６４０培养液（青霉素１００Ｕ／ｍＬ、链

霉素１００μｇ／ｍＬ和１０％胎牛血清），无血清 ＲＰＭＩ１６４０培养

液，５％淀粉肉汤，５％鸡红细胞悬液，瑞氏染液，台盼蓝染液，非

特异性酯酶染色剂。超净工作台，二氧化碳培养箱，倒置显微

镜，高速低温冷冻离心机，牛鲍计数板，２４孔塑料培养板等。

１．３　方法

１．３．１　５％鸡红细胞悬液制备　鸡腋下静脉采血保存于

Ａｌｓｅｖｅｒ液中，血液与Ａｌｓｅｖｅｒ液的体积比为１∶４，置４℃冰箱

保存，２周内使用。临用前以无菌生理盐水洗涤３次，每次离

心弃上清液（２５００ｒ／ｍｉｎ，１０ｍｉｎ），最后用生理盐水配成５％的

鸡红细胞悬液。

１．３．２　５％淀粉肉汤制备　蒸馏水１００ｍＬ，加入牛肉膏０．３

ｇ，蛋白胨１．０ｇ，氯化钠０．５ｇ，可溶性淀粉５ｇ，加热助溶，再煮

沸灭菌，置４℃冰箱保存。

１．３．３　小鼠腹腔巨噬细胞的诱导　乙醇消毒小鼠腹部皮肤，

向每只小鼠腹腔注射５％淀粉肉汤溶液１ｍＬ，每天１次，连续

３ｄ。

１．３．４　小鼠腹腔液巨噬细胞的收集　将小鼠颈椎脱臼处死，

浸入７５％酒精溶液消毒２～３ｍｉｎ。取出小鼠，置于无菌纸上，

腹面向上固定小鼠，无菌条件下打开小鼠腹腔，用眼科镊提起

下腹部皮肤，用剪刀沿腹中线剪开一小口，暴露腹膜，注意勿伤

及腹膜壁，向腹膜腔注射预冷的不含小牛血清的ＲＰＭＩ１６４０培

养液５ｍＬ，轻柔小鼠腹部５ｍｉｎ后，用吸管反复冲洗腹膜腔灌

洗液２次，回收灌洗液。

１．３．５　贴壁、纯化培养巨噬细胞　将回收的灌洗液注入干净

的离心管中，１０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，连续离心２次，弃上清

液。所得细胞沉淀用预冷ＲＰＭＩ１６４０培养液洗涤，将沉淀细胞

再加入预冷ＲＰＭＩ１６４０培养液重悬细胞，以常规方法计数细

胞，用预冷培养液调整腹腔细胞浓度至２×１０６／ｍＬ。将细胞悬

液接种于２４孔培养板中，１ｍＬ每孔，置于３７℃、５％二氧化碳

饱和湿度的培养箱中静置培养，使巨噬细胞贴壁，孵育２～４ｈ

后，轻摇培养板，弃培养上清液，用３７℃预温的ＲＰＭＩ１６４０培

养液轻轻冲洗培养孔１～２次，充分弃去非黏附的淋巴细胞和
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其他细胞，获得贴壁细胞即为单层的巨噬细胞。

１．３．６　瑞氏染色　取１滴腹腔液滴加于洁净载玻片上，制备

涂片，自然干燥，瑞氏染色后将干燥好的涂片置光学显微镜下

观察。先用低倍镜观察涂片体尾交界处细胞薄厚分布及染色

情况，再用（１０×１００）油镜计数细胞。

１．３．７　台盼蓝染色　取巨噬细胞悬液０．５ｍＬ，滴加等量０．

４％台盼蓝染液置于Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ管中，混匀，取１滴染色的细胞

悬液滴加入牛鲍计数板中，静置２～３ｍｉｎ待细胞下沉后，将计

数板置显微镜下计数：３ｍｉｎ内计数２００个细胞，并用活细胞占

计数细胞的百分比表示其活力。

１．３．８　巨噬细胞体内吞噬功能检测　取巨噬细胞悬液０．５

ｍＬ，加入５％鸡红细胞悬液０．１ｍＬ，混匀，在３７℃、５％二氧化

碳饱和湿度的培养箱中静置孵育３０ｍｉｎ，每１０ｍｉｎ摇１次。

１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，取细胞沉淀物滴加于洁净载玻片上，

每片加０．５ｍＬ，制成涂片，晾干，瑞氏染色后在光学显微镜下

观察，每张涂片计数时重复３次取平均值。油镜（１０×１００）下

观察计数２００个巨噬细胞，同时记录被吞噬的鸡红细胞总数。

吞噬百分率（％）＝吞噬鸡红细胞的巨噬细胞数／２００×１００％，

吞噬指数＝被吞噬鸡红细胞数／２００。

１．３．９　细胞的酶化学检测　采用非特异性酯酶（ＮＳＥ）染色

法，α醋酸萘酚酯（αＡＮＥ）
［５］酶对培养３～５ｄ的细胞染色，以

１０％甲醛生理盐水固定，甲基绿水溶液复染，甘油明胶封片。

２　结　　果

２．１　培养细胞的形态观察　巨噬细胞贴壁培养２４ｈ后，用显

微镜可观察到细胞形态多样，呈圆形、椭圆形、梭形、不规则形，

体积较大，胞浆丰富，周围可见少许伪足。培养３～７ｄ后巨噬

细胞体积明显增大，周围伪足明显增多。见图１。

图１　　小鼠腹腔巨噬细胞光镜下的细胞形态（４×１０）

２．２　瑞氏染色形态观察　油镜下可见巨噬细胞胞体较大，形

状不规则，呈圆形、椭圆形或肾形，可见伪足和突起，胞浆丰富，

淡蓝色，含有空泡和着色颗粒。胞核较小，呈卵圆形、肾形或不

规则性，常偏于细胞一侧，具有典型巨噬细胞形态学特征。瑞

氏染色结果显示巨噬细胞的纯度大于９８％。

２．３　台盼蓝染色形态观察　在台盼蓝染色下，活细胞拒染呈无

色透明状，有折光性，而死细胞被染成明显的蓝色，体积略膨大。

巨噬细胞活力＝未被台盼蓝染色细胞总数／２００个巨噬细胞

数×１００％。台盼蓝染色结果显示巨噬细胞成活率大于９８％。

２．４　巨噬细胞体内吞噬功能检测结果　鸡红细胞吞噬率为

７９％，吞噬指数０．６８。油镜下观察可见鸡红细胞呈椭圆形，具

有椭圆形的细胞核，经瑞氏染色后胞浆呈粉红色，核呈紫蓝色，

镜下可见小鼠腹腔巨噬细胞体积较大呈肾形、圆形或不规则

形。巨噬细胞吞噬鸡红细胞可观察到有以下几种吞噬状态：１

个或多个鸡红细胞紧附于巨噬细胞表面，且部分已被吞入；１

个或几个红细胞已被吞噬细胞吞入，吞噬细胞的胞质中刚形成

椭圆形的吞噬体；已吞噬多个鸡红细胞的巨噬细胞，胞浆内可

见多个鸡红细胞，巨噬细胞核被挤压到一侧。见图２。

图２　　油镜下的小鼠腹腔巨噬细胞吞噬鸡红

细胞形态（１０×１００）

２．５　细胞的酶化学检测　酶活性部位为细胞胞浆内出现棕黑

色弥散颗粒状沉淀为酯酶阳性，胞浆内无沉淀者为阴性。光学

显微镜下计数２００个细胞，阳性率达８３％。

３　讨　　论

巨噬细胞是由血液中单核细胞分化而来，在正常情况下单

核细胞可以从血液中移行到各种组织中，并分化成相应组织的

巨噬细胞，如肺中肺泡巨噬细胞、骨组织中的破骨细胞、肝脏中

的库普弗细胞、中枢神经组织中的小胶质细胞等。当组织发生

损伤或炎性反应时，单核细胞可加速移行至损伤或炎性反应组

织，分化成巨噬细胞，参与免疫防御。巨噬细胞参与清除机体

组织在生长、发育、修复等过程中的衰老、凋亡及坏死细胞，对

机体的生长发育、组织修复、内环境稳定起着至关重要的作用。

巨噬细胞通过其吞噬功能可有效清除病原体，对机体抗感染起

着重要作用，被广泛应用于体外免疫增强药物的非特异性免疫

功能评价［６］。

随着体外分离技术的发展，巨噬细胞的提取方法有多种，

细胞来源有猪、兔、大鼠、小鼠等。由于研究目的不同，在体内

提取细胞的部位也不同，如提取肺血管巨噬细胞、肾小球巨噬

细胞，髓基质巨噬细胞、腹腔巨噬细胞等［７９］。本研究选择小鼠

腹腔取材，小鼠腹腔内血管丰富，通过在腹腔内注射淀粉溶液

后造成无菌炎症，血液中的单核细胞透过血管壁到腹腔内分化

成巨噬细胞。这种方法取材方便、价格便宜，且获取的巨噬细

胞为激活的巨噬细胞，体积大，周围有伪足，运动活跃，是研究

巨噬细胞运动和吞噬功能的理想原代细胞。再利用巨噬细胞

黏附能力强的特性取小鼠腹腔灌洗液，纯化巨噬细胞。本研究

表明淀粉肉汤刺激小鼠可以获得高纯度、高活性的巨噬细胞，

与相关文献报道一致［１０］。

巨噬细胞的鉴定指标主要包括形态学、生物学功能、酶细

胞化学检查等。取小鼠腹腔灌洗液，提取细胞后进行台盼蓝染

色、瑞氏染色进行鉴定，观察结果表明，本研究培养的贴壁细胞

具有巨噬细胞的形态特征，可获得纯度大于９８％活性高的巨

噬细胞。巨噬细胞最重要的生物学特征是具有强大的吞噬能

力，在鉴定中选用体内吞噬鸡红细胞实验来观察贴壁细胞的吞

噬功能，研究结果显示贴壁细胞吞噬鸡红细胞的吞噬率为

７９％，吞噬指数０．６８。说明本研究培养的贴壁细胞具有强大

的吞噬功能，进一步对贴壁细胞进行酶化学染色，结果显示贴

壁细胞ＮＳＥ染色阳性率为８３％。

综上所述，对小鼠腹腔巨噬细胞进行体外诱导，短时间培

养后获得大量贴壁生长细胞，通过形态学观察、细胞活力测定、

瑞氏染色、吞噬试验及酶化学检测，证实所培养贴壁细胞是高

纯度、高活性的巨噬细胞。本研究所采用的巨噬细胞体外分离

培养方法较为简单，易于操作且重复性较好，（下转第１７８页）
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中体外循环时间越长，围术期ＲＢＣ输注的风险越大，而主动脉

夹闭时间越长，患者围术期输注ＦＦＰ的风险也越大。

临床ＦＦＰ输注主要用于补充患者体内凝血因子水平，纠

正出血，ＰＴ和ＡＰＴＴ测定分别是外源性和内源性凝血系统较

理想和常用的筛选试验，可作为相应凝血因子的定量试验，通

常，其结果大于正常值的１．５倍可作为临床ＦＦＰ输注的指征，

然而，本研究并未发现ＦＦＰ输注与患者术前ＰＴ和 ＡＰＴＴ时

间的关系。另外，本研究却发现ＦＦＰ输注与术前 Ｈｂ水平具

有相关性，分析其原因在于临床实践中，尤其是冠脉搭桥这种

大型手术中，临床医生申请 ＲＢＣ时多与ＦＦＰ等比例配合申

请，以防止大量输注 ＲＢＣ而导致的稀释性凝血功能障碍，同

时，大量研究已经证明体外循环过程对患者血液正常凝血状态

的破坏［５６］，因此ＦＦＰ与悬浮ＲＢＣ配合的预防性输注，在补充

凝血因子的同时，可减少稀释性凝血因子缺乏和ＰＬＴ破坏所

导致凝血功能障碍发生的风险。然而，本研究中发现的ＦＦＰ

输注量与术前ＰＴ、ＡＰＴＴ检测无明显相关性，这是否是临床滥

用ＦＦＰ的表现之一，这种ＲＢＣ与ＦＦＰ的配合性等比例输注是

否真正有效，仍有待进一步研究。

ＯｎｐｕｍｐＣＡＢＧ患者围术期输注ＰＬＴ量则与术前ＰＬＴ

计数明显相关，２９１例患者中输注ＰＬＴ的患者仅３６例，术前

ＰＬＴ水平越高，患者输注 ＰＬＴ的风险就越小（Ｂ：－０．００２；

９５％置信区间－０．００３～０．００１），此外，本研究中ＰＬＴ输注的

影响因素还包括心功能分级，术前 Ｈｂ水平和主动脉夹闭时

间等。

血液是最宝贵的医疗资源之一，输血是疾病抢救和临床治

疗中不可替代的重要手段，然而随着输血医学的发展，人们逐

渐认识到输血作为治疗的同时，其导致的不良反应和负性作用

不可忽视，如溶血反应、过敏性休克、输血相关急性肺损伤、输

血相关疾病传播等［７］。此外，越来越多的研究表明，血液在保

存过程中发生了一系列的生物和物理变化，导致血液功能的改

变，大量输注此类血液可导致机体免疫抑制，感染风险增高，炎

症和肿瘤发生等［８１１］。因此，加强临床用血管理，推动临床合

理用血是一项重要而艰巨的任务［１２１３］。目前，针对体外循环

冠状动脉旁路移植手术的患者，国内并没有针对其输血量的参

考和指南，本研究通过对２９１例ｏｎｐｕｍｐＣＡＢＧ患者围术期输

血情况的分析，探讨了 ＲＢＣ，ＦＦＰ和ＰＬＴ输注的主要影响因

素，希望对此类患者的临床输血申请提供一定的参考，为输血

科指导临床合理用血提供一定实验依据。
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是一种快速实用的小鼠腹腔巨噬细胞的分离方法。
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