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小鼠腹腔巨噬细胞的分离纯化 

组织胚胎学教研室 郭瑞清* 祝彼得 

墨 羹 本文报告一种血清被覆培养瓶分离纯化小鼠腹崆巨噬细胞的方法．可以得到高纯度、 

高活性的巨噬细胞．且基本上保持分离前的生物学特性。实验中纯化的巨噬细胞未经任 何 诱导 剂 

刺激 

关■饵 巨噬细胞，分离；鉴定 

中圈分类● (2954．8332 

巨噬细胞是参与免疫反应的重要细胞成 

份，它在处理、传递抗原及抗感染、抗肿瘤等 

方面发挥着重要作用【I 1。欲精确地研究巨 

噬细胞的复杂功能，首要的工作是分离纯化 

巨噬细胞。分离纯化巨 噬 细 胞 的方法有多 

种，，但多存在不尽人意之处‘2-4 30本 文报告 

一 种血清被覆培养瓶分离纯化巨噬 细 胞 的 

方法。 

材料与方法 

1．动朔 C57BL／bJ雌性小鼠，8一l2周囊争． 

体重18—24g。 

2．t性曩t一 (ACP)作用液 参考 张氏方 

法 ‘】．含醋酸巴比妥缓冲液6ml，3．396硝酸铅0．38 

m1．蒸馏水32ml，3．296B一甘油磷酸钠4m1．0．696 

硫酸镁lOinl。混匀后用0．1N盐酸调奎pH5．6． 

5．小簟奠艟皂毫柚奠的分膏纯亿 

(I)loml灭活新生小牛血清加入培养瓶，晃 

动数次，使血清被覆整个瓶底．置4"C冰箱过夜，用 

前用1640培养液洗三次． 

(2)小鼠腹腔渗出细胞 (Peritoneal Exud- 

ate Cel1．PEC)的收集；颈椎脱臼处死小鼠． 

75％酒精消毒后，剪开腹壁皮肤，暴露腹膜，腹腔 

注入冰冷1640培养液lOm1．轻揉腹壁5o次，用注射 

器轻轻回抽腹腔液，洗涤两次后调整细胞浓度至I 

×10'／mI． 

(3)取调整后的细胞悬液2ml，加入血清被覆 

后的培养瓶，然后加ISml1640培养液 (分硒％小牛 

血清)，混匀后置37℃、含5 二氧化碳、饱和湿度的 

培养翱|内髀育1．Oh． ’ 

(4)弃去非贴壁细胞，用 1640培养液轻轻漂 

洗．直至非贴壁细胞全部洗去．加入 10 mlEDTA 

- 2Na(4℃．40min)．用吸管吸取培养瓶申溶液冲 

洗瓶 g 部，使贴壁细胞睨落．回收细胞悬液，离 

心洗涤三次 (15oor／min)。计 数 并调 整 至所需 

浓度． 

●．小鼠应腔巨噬细胞存活宰、纯度及回收率 

(1)小鼠腹腔巨噬细胞存活率。取分 离纯化 

前后的腹腔巨噬细胞悬液各0．5m1．加等量0．496 

胎盘兰染液．死亡细胞染成淡兰色。计数 200个细 

胞，计算巨噬细胞存活率。存活率即200个细胞申 

活细胞的百分率． 

(2)小鼠腹腔巨噬细胞纯度。取分离纯化前 

后的腹腔巨噬细胞涂片分别作瑞氏染色和酸性磷酸 
一酶组织化学祭色．计数 200个细胞．分别计算瑞氏 

染色和酸性磷酸酶组化染色两种方法所得巨噬细胞 

纯度 (公式①，@)。 

①巨噬细胞纯度= ×l0。96 

② 巨噬细胞纯度= 

×iO0％ 

(3)，小鼠腹腔巨噬细胞回收率t · 

— —  
J 
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回收率一 星 
s．囊腔巨哇细胞晷囊，I红细胞。参考 文献方 

法 ．把巨噬细胞和鸡红细胞混悬液加入相同规格 

的塑料培养皿申。~37-c：氧化碳培养箱啦孵育3o 

rain．生理盐巾漂洗、冷风吹干．瑞氏染色后油 镜 

实验结果 

1．分离前后腹腔巨噬细 胞 含量、存活 

率及回收率 (表1) 

计数。分级标准及计算方法同文献。 平均每只小鼠腹腔可收集1．O1±O．16× 

表 1 分离前后小鼠腹腔巨噬细胞的纯度、存活率、回收率 

分离前 

分离后 

XtOTcells／鼠 

n ± 

纯 度(％) 

n 土 

9 52．O±4．5 

10 95．4±2．20 

存活率(％) 

n ± 

14 84．4±7．4 

12 96
． 0±1．8 

回收率(％) 

n +s 

9 ‘29．8±3．8 

×lO 个细胞。分离后巨噬细胞纯度 为 95．4 

±2．2％。其存活举为96．O±1．8o／o。回收率 

平均为29．8 。 

鉴别腹腔巨噬细胞方面无明显差别。 

3．分离前后小鼠腹腔巨噬细胞 吞 噬鸡 

红细胞的吞噬率、吞噬级别及吞噬积分的比 

较 (表 3) 

结果显示，分离前后的巨噬细胞对鸡红 

细胞吞噬的基本生物学特性无明显改变。 

讨 论 

分离纯化巨噬细胞的方法有多种，如密 

度梯度离心法、橡皮刮(Rttber Polleeman) 

机械剖取、利多卡因药物消化及非连续密度 

梯度离心等【z-‘，。在这些方法中，或是需要 

昂贵的特殊设备及药品，或是分离方法本身 

会影响所纯化巨噬细胞的生物学特性等，多 

有不尽人意之处。本文报告一种血清被覆培 

表 3 分离前后腹腔巨噬细胞对鸡红细胞的吞噬率、．

，霉噬积分专匕欺 

分 离 前 ． 分 离 后 ‘ 
⋯ 一 ⋯ ⋯  —

——■——一 ———————————·——_  

n ±s舅 一 ±s 
一 ’ ⋯ ～ ⋯ — 一 — — — — 。 ～ — — — ～ ～

— — 一 — — — — — — 一 一 ～ ⋯ 。 · — —  

吞噬率( ) 8 38．5±28 8 ．． 39．s+s．2 

吞噬级别( ) 

I级 

I级 

I级 

吞噬积分 

9 9
．99±1．60 

9 
． 18±0．80 

9 18：82±0．80 

94 8±23．0 

9 ．8=8±1．14 

9 14．76±0．8o 

9 ． 19．8
．

1l±1．40 

99．8±20．0 

·p值 

． —  一 ．  

：一  ． — —  

。 >9．05 ： 

l58 

一 一一一一一 一～∞． ． 一 蝻 鲡一 ～ 一 一 一一一一～ ．一盯 昭 ％～ 鉴 鉴一 一 靴 瓤～ ～。 。4 。 +一 

5 5 5 5 ；詈． 肼 

O ． O  O  O  

．
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养瓶分离纯化巨 细胞的方法，可得到高纯 

度、高活性巨噬细胞，且能保持分离前巨噬 

细胞的基本生物学特性。 

在无血清的条件下，巨噬细胞只是被动 

粘附玻璃或塑料表面，这种粘附既不依赖 温 

度，也不依赖二价阳离子。实验中发现在巨 

噬细胞混悬液中加入一定量小牛血清，可以 

促进巨噬细胞的粘附 。有学者认为，存有 

血清时，似乎可以防I卜巨噬细胞的被动粘附 

和促进其主动粘附，这种粘附有赖于温度和 

二价阳离子 。关于血清被覆后促进巨嗽细 

胞粘附的机制至今不清。有人推测，血清中 

的一些负离子基质通过结合塑料表面币i干挠 

了巨噬细胞的被动粘附，促进其选择性主动 

粘附，当0口入乙二胺四乙酸二钠后，便破坏 

了血清的这种作用。从而有助于巨噬细胞脱 

离粘附表面。 

代表巨噬细胞生物学特性的指标很多， 

不同作者往往有不同的选择 。本实验选用 

代表巨噬细胞运动活力的吞噬百分比和代表 

巨噬细咆内溶酶体消化功能活性的吞噬级别 

作指标，而 喊积分代表巨噬细胞运动和消 

化活性的总功能[5 。实验表明，分离前后巨 

噬细胞的这三项功能活性无明显改变 (P> 

0
．05，表3)。}三l往的作者实验报告，大都是 

在实验前几天，腹腔内先注射一定的细胞诱 

导剂，然后制备腹腔细胞悬液c 2-4]0如此分 

离的腹腔巨噬细胞是否能代表正常状态下的 

巨噬细胞，值得商榷。单核巨噬细胞系统是 

广泛存在于体内不同部位，具有异质性的细 

胞群体。不同来源的巨噬细胞及同一来源不 

同状态的巨噬 细 胞 其 溶酶体含量、吞噬能 

力、Fc受体活性及其分泌功能等均不完全相 

同 ，扪。本实验在未经任何刺激的状态下，进 

行小鼠腹腔巨噬细胞收集、分离和纯化，似 

乎可基本上代表正常状态下小鼠腹腔“常居 

巨噬细胞的生物学特性及其功能。 
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A SIM PLE METNOD FOR MACROPHAG E ISOLA TION 

FROM M 0U SE PERITONEAL EXUDATE 
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MaCrophage S are ireportant in'Imuno—active cells．They are integral components in 

the specific or nonsFecific immunologic rf sFc，ns￡s．W e report a method for separation 

of macrophages using serum—coated flasks．The high viability and Mghly p rified 

ac m acrophages can be obtained
．

There are flO apparent differences in basic biological 

activity between isolated and original macrophages．No soimulus is used in our method 
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