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小鼠腹腔巨噬细胞的快速提取及培养

范仕郡，刘　鑫，黄　敏，王　宁，郑　江　（第三军医大学西南医院中心实验室，重庆 ４０００３８）

　　［摘　要］　目的　建立一种小鼠腹腔巨噬细胞快速提取的方法，为细胞实验提供便捷。方法　用生理盐水灌洗小鼠腹腔，分
离获取小鼠腹腔巨噬细胞，转入高糖ＤＭＥＭ培养液中培养。采用台盼蓝染色计算存活率，瑞氏染色计算纯度，倒置显微镜观察细胞
形态。结果　获得较高纯度的巨噬细胞，具备巨噬细胞的形态特征。结论　本方法是一种简便实用的提取小鼠腹腔巨噬细胞的方法。
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　　巨噬细胞是一类重要的天然免疫细胞，来源于外
周血中的单核细胞，具有吞噬降解细菌、释放炎症介

质、介导炎性细胞趋化、抗原提呈等活性，在抗感染、抗

肿瘤免疫中发挥着非常重要的作用［１２］。因此研究巨

噬细胞的功能，对于深入理解机体免疫防御和免疫调

节机制具有重要意义。获取原代细胞是体外研究巨噬

细胞功能的重要方法。巨噬细胞在肺、肝、脑等实质器

官以及腹腔等空腔部位以不同的形式分布。国内外已

有不少文献报道从多种组织器官中成功分离和纯化巨

噬细胞［３５］。然而在实质脏器中的巨噬细胞，往往受到

环境介质中各种理化和生物刺激因素的影响，已发生

炎性活化或产生了定向分化，为其体外研究造成了干

扰。而腹腔中存在大量静息状态的巨噬细胞，且腹腔

中细胞种类较少简单，易于分离，是获取巨噬细胞的常

用部位［６９］。目前有关腹腔巨噬细胞的分离方法较为

复杂，且操作耗时较长。本方法在既往文献报道基础

上，对小鼠腹腔巨噬细胞提取方法加以改良，建立了一

种更为简便实用的小鼠腹腔巨噬细胞的提取方法。

１　材料与方法

１．１　材料及实验设备
　　实验用材料及试验设备有：８周龄ＢＡＬＢ／ｃ雌性小鼠（由北

京华阜康生物科技股份有限公司提供）、生理盐水、胶头滴管、

７５％乙醇、眼科剪、眼科镊、１０ｍＬ一次性注射器、５０ｍＬ离心
管、台盼蓝、瑞氏染液、奥林巴斯 ＩＸ７１倒置显微镜、奥林巴斯
Ｅ４００显微镜、细胞培养箱等。

１．２　实验方法
１．２．１　实验准备　　将眼科剪、眼科镊、胶头滴管高压灭菌；
离心管辐照消毒；ＢＡＬＢ／ｃ小鼠３只禁食８ｈ；实验前将超净台
紫外线消毒３０ｍｉｎ。
１．２．２　细胞提取　　将小鼠脱颈椎处死，并浸入７５％乙醇中
１０ｓ。然后取出小鼠，沥干，将其仰卧于不锈钢方盘上。用注射
器吸６ｍＬ生理盐水液注入腹腔中，轻揉小鼠腹部２ｍｉｎ，使液
体在腹腔内充分流动。用眼科镊提起下腹皮肤，使动物微倾向

一侧。剪开腹部皮肤后在肌肉层剪１个小口，用胶头滴管将腹
腔液吸出转入离心管中。每只吸出量约为４～５ｍＬ。
１．２．３　细胞培养　　在４℃条件下，将收集的腹腔灌洗液在
１０００ｒ／ｍｉｎ条件下离心１０ｍｉｎ，去上清，加入高糖 ＤＭＥＭ细胞
培养液用细胞计数板计数。显微镜下（１０×１００倍）计数巨噬
细胞。调整细胞浓度至所需，接种至细胞培养瓶，３７℃培养箱
孵育４ｈ，充分贴壁后，弃上清，除去非粘附细胞再加入高糖
ＤＭＥＭ细胞培养液，放回培养箱中培养备用。

２　结果

２．１　台盼蓝染色、瑞氏染色结果
　　分别用台盼蓝染色计数（图 １ａ）、瑞氏染色计算纯度
（图１ｂ）。台盼蓝染色后，３ｍｉｎ内，镜下分别计数活细胞和死
细胞。死细胞被染成蓝色，而活细胞呈无色透明状。细胞活力

（％）＝活细胞总数／（活细胞总数 ＋死细胞总数）×１００％ ＞

·０３１·
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９５％。瑞氏染色后，在镜下通过细胞形态计数巨噬细胞和细胞
总数。巨噬细胞获得率（％）＝巨噬细胞细胞总数／细胞总数×
１００％＞９０％。

ａ：台盼蓝染色；ｂ：巨噬细胞瑞氏染色，箭头指示为瑞氏染色后
巨噬细胞

图１　提取细胞台盼蓝染色、瑞氏染色（×１０００）

２．２　细胞形态观察
　　培养１２ｈ后，在倒置显微镜下可观察到细胞呈椭圆形、多
角形或不规则形，部分贴壁（图２ａ）。培养２４ｈ后观察可以观
察到细胞贴满培养瓶，大部分出现伪足。部分细胞伸展开并牢

固粘附在培养瓶表面（图２ｂ）。

ａ：培养１２ｈ后细胞形态；ｂ：培养２４ｈ后细胞形态
图２　培养后细胞形态

３　讨论

　　在鉴定细胞方面，采用台盼蓝染色其原理是活细
胞的胞膜结构完整，台盼蓝不能够进入胞内，不能着

色。反之死细胞的细胞膜通透性增加，台盼蓝进入后

被染成蓝色。因此，采用台盼蓝染色计数死细胞和活

细胞非常简便快捷，是组织和细胞培养中经典的鉴定

染色方法。瑞氏染液为中性染料，它使细胞核及胞浆

着色。染液中含有缓冲液来调节酸碱度，因此细胞染

色后，蓝色和红色都比较适中，细胞核、胞浆显色都非

常清楚，是目前在细胞染色中最简单和常用的方法。

在细胞的提取过程中要注意无菌操作，注意器械和实

验环境的消毒。选用雌性小鼠是因其肠壁脂肪较少，

方便腹腔液的收集。周龄较大的小鼠腹腔巨噬细胞数

量较少，最好选用６～８周龄小鼠。
　　巨噬细胞广泛分布于体内，它不仅在非特异性免
疫反应中发挥重要作用，而且也是机体特异性免疫中

的一类关键细胞［１０１１］。由于腹腔巨噬细胞多游离存

在，易于获得，因此，许多实验室在进行基础或配合临

床研究巨噬细胞功能及其与疾病的关系、或筛检免疫

增强药物和探讨其作用机制时，往往选用小鼠腹腔巨

噬细胞为研究对象［１２１３］。本方法在提取时，和其他方

法一样，均是灌洗腹腔后，吸出含有巨噬细胞的灌洗

液，然后离心培养。但传统方法中均采用淀粉肉汤、无

菌液体石蜡等腹腔注射预刺激几天，以提高其获得率。

预刺激处理一方面增加了操作的复杂程度，另一方面

可影响分离巨噬细胞的静息特征。本方法实验前不需

预刺激，减少了污染概率，大大缩短了细胞获取的准备

时间，所得的巨噬细胞活力和获得率均大于９０％。因
此，此方法是一种简便实用的小鼠腹腔巨噬细胞的提

取方法，为巨噬细胞的相关实验研究奠定了基础。
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ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓｕｂｓｅｔｓ：ｃａｎｃｅｒａｓａｐａｒａｄｉｇｍ［Ｊ］．ＮａｔＩｍｍｕｎｏｌ，２０１０，
１１（１０）：８８９－８９６．

［１１］ＭａｎｔｏｖａｎｉＡ，ＢｉｓｗａｓＳＫ，ＧａｌｄｉｅｒｏＭＲ，ｅｔａｌ．Ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｐｌａｓｔｉｃｉｔｙａｎｄ
ｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎｉｎｔｉｓｓｕｅｒｅｐａｉｒａｎｄｒｅｍｏｄｅｌｌｉｎｇ［Ｊ］．ＪＰａｔｈｏｌ，２０１３，２
２９（２）：１７６－１８５．

［１２］ＤａｖｉｅｓＪＱ，ＧｏｒｄｏｎＳ．Ｉｓｏｌａｔｉｏｎａｎｄｃｕｌｔｕｒｅｏｆｍｕｒｉｎｅｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ［Ｊ］．
ＭｅｔｈｏｄｓＭｏｌＢｉｏｌ，２００５，２９０（８）：９１－１０３．

［１３］ＧｈｏｓｎＥＥ，ＣａｓｓａｄｏＡＡ，ＧｏｖｏｎｉＧＲ，ｅｔａｌ．Ｔｗｏｐｈｙｓｉｃａｌｌｙ，ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ
ｌｙ，ａｎｄｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌｌｙｄｉｓｔｉｎｃｔｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓｕｂｓｅｔｓ［Ｊ］．
ＰｒｏｃＮａｔｌＡｃａｄＳｃｉＵＳＡ，２０１０，１０７（６）：２５６８－２５７３．

（编辑：周小林）
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