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大鼠肺泡和间质巨噬细胞的形态功能差异
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　　提　要:目的　观察正常大鼠肺泡与间质巨噬细胞形态结构及吞噬功能差异。方法　支气管肺泡灌洗获取肺泡巨

噬细胞 ,肺组织机械处理结合酶消化法(DNA 酶 、胶原酶)分离间质巨噬细胞;电镜下比较两种细胞的形态 、结构差异 ,并以

无色孔雀绿显色法比较两种细胞吞噬功能以及 LPS 攻击对它们的不同影响。结果　肺内两种巨噬细胞亚群在形态 、结构

上有明显不同;在功能上 , 肺泡巨噬细胞的吞噬能力显著强于间质巨噬细胞 , 体外复合 LPS 攻击能明显增强间质巨噬细胞

的吞噬能力 ,而肺泡巨噬细胞未受影响。结论　肺内两种巨噬细胞亚群间存在异质性 ,肺间质巨噬细胞不应被单纯看作

是肺泡巨噬细胞的前体细胞。
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　　Abstract:Objective　To observe the difference of morphology and phagocytosis between alveolar macrophages

(AMs)and pulmonary interstitial macrophages(IMs).Methods　AMs were collected by lung lavage and IMs by

treatment of the lung tissue with DNAse and collagenase.The two cell populations were analyzed with respect to mor-

phology by transmission electron microscopy , and the variation of these macrophages of phagocytosis were tested by

malachite green colorimetry.Results　There were great differences in morphology between AMs and IMs.The

phagocytosis of AMs was much stronger than that of IMs.Conclusion　There is functional and morphological hetero-
geneity between AMs and IMs.IMs should not be regarded as the precursors to AMs.
　　Key words:pulmonary macrophage;electron microscope;phagocytosis;rat

　　巨噬细胞来源于骨髓单核细胞系列 ,血中单核细

胞移行进入肺组织成为间质巨噬细胞(IM),进一步发
育至终末期肺泡巨噬细胞(AM)。因此 , IM 常被看作
是一个细胞发育期间的中间物

[ 1]
。但最近有资料表

明 ,肺泡和间质巨噬细胞是肺内最重要的两个巨噬细
胞亚群 ,正常情况下两者存在明显的异质性 ,表现在形

态 、结构 、功能及表型等方面
[ 2]
;另一方面 ,肺内巨噬细

胞在抵抗病原微生物的入侵中具有极为重要的地位 ,

而在抗感染的免疫防御反应中 ,其吞噬杀菌活性是其
最基本的功能 。目前由于 IM 取材困难 ,使得大部分

　　基金项目:全军医学科研“十五”计划面上项目(01MA167)

　　　　　 　Supported by the “Tenth Five-year Plan” for Sci &Tech Research of PLA

(01MA167)

　　作者简介:张　伟(1966-),男 ,重庆市人 ,博士 ,主治医师 ,主要从事创伤免

疫方面的研究。电话:(023)68765330

　　通信作者:李　磊 ,电话:(023)68757431

　　收稿日期:2003-11-26;修回日期:2004-02-27

的研究局限于 AM。为此 ,本研究在建立了这两种细

胞分离纯化方法的基础上 ,观察它们在形态 、结构及功
能上的差异 ,为进一步研究肺内巨噬细胞亚群间的异
质性提供实验依据。

1　材料与方法

1.1　动物
　　健康雄性Wistar大鼠 20 只(第三军医大学实验动物中心提

供), 体质量 150～ 200 g。腹腔注射 20%乌拉坦(1 mg kg)麻醉 ,

麻醉前动物自由饮水进食。

1.2　肺泡巨噬细胞(AM)与间质巨噬细胞(IM)的分离

培养
[ 3]

　　正中切开胸腔 , 充分暴露心肺 ,经右心室将一导管插入主

肺动脉并固定 ,于肝脏上方切断主动脉。 活体状态下迅速将
4 ℃冷 PBS 经导管注入肺血管床 , 反复灌洗 5～ 8次 , 速度为 20

ml min , 直到肺表面呈苍白色胶冻状。从胸腔取出气管及肺脏 ,

PBS(无 Ca2+ 、Mg2+ , pH 7.4 , 37 ℃)行支气管肺泡灌洗 ,反复 15
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～ 20 次 ,直到镜下偶见肺泡巨噬细胞。将灌洗后的肺组织剪碎

至1 mm3 以下 , 加入 20 ml酶消化液中(含胶原酶Ⅳ140 U ml ,

DNAseⅠ 50 U ml), 在 37 ℃恒温震荡水浴箱中消化 60 min , 200

目钢网过滤。肺泡灌洗液用酶消化液作同样处理。将收集到

的灌洗液及组织消化液分别离心 1 000 r min , 10 min , RPMI1640

培养基重悬 , 于 37 ℃、5%CO2 、饱和湿度条件下孵育 2 h , 洗去

未贴壁细胞;台盼蓝染色 , 贴壁细胞存活率>99%。

1.3　巨噬细胞纯度鉴定
　　以巨噬细胞特异性 ED1 单克隆抗体行免疫组化鉴定巨噬

细胞及计算纯度。

1.4　透射电镜标本制备
　　电镜样本取材 , 2.5%戊二醛磷酸缓冲液固定 , 1%锇酸后

固定 ,梯度乙醇脱水 , 环氧树脂 812 包埋 , 醋酸钠和柠檬酸铝双

染 , JEM1200电镜观察 , 测定细胞直径 、核浆比。

1.5　吞噬功能测定
　　将制备好的细胞悬液 1 ml(细胞浓度为 1×105 ml)加入 24

孔培养板中 ,加入 0.1 ml 孔 RPMI1640 完全培养液[ 分 LPS(-)

组及LPS(+)组 , LPS 终浓度为100 ng ml] ,继续培养 2 h , 再加入

0.1 ml 孔绵羊红细胞悬液(1×108 个 ml)作用 40 min , 倾去上

清 , PBS 洗涤两次 , 然后加入 1 ml无色孔雀绿显色液 ,室温作用

20 min。取 100 μl反应液转入 96孔微培养板内 , 于 620 nm 波长

下比色 ,检测各孔 A 值。

1.6　主要仪器和试剂
　　酶标仪(MODEL450 , BIO-RAD , USA), LPS(Escherichia coli.

O111∶B4)、胶原酶和 DNAse 购自 Sigma 公司 , RPMI 1640 购自

Hyclone公司。

1.7　统计学处理
　　数据以 x±s表示 , SPSS10.0统计软件行 t 检验。

2　结果

2.1　光镜观察
　　光镜下 , 肺泡灌洗液获取的样本中 99%～ 100%为 AM;机

械方法处理后的肺组织 , 经酶消化后仍可获取大量细胞 , 细胞

种类繁多 , 包括巨噬细胞 、中性粒细胞 、内皮细胞和淋巴细胞

等 ,贴壁纯化后 , 经免疫组化证实 IM 的纯度为 90%以上。光镜

下见 AM 直径较大 , 大小不一 ,细胞可呈圆形 、椭圆形或不规则

形 ,而 IM 体积明显小于 AM , 形态均一 ,多为圆形。HE 染色 AM

胞质呈浅粉红色 ,细胞核呈肾形或卵圆形 , 偏向胞浆一侧 ,核质

较松散 , 胞核小;IM 胞浆呈绛红色 , 胞核呈圆形或半圆形 , 占据

胞浆绝大部分 ,核质深染致密(图 1)。

A:Alveolar macrophages;B:Interstitial macrophages

图 1　肺巨噬细胞光镜观察　(HE×100)

Fig 1　Pulmonary macrophages under microscope　(HE×100)

2.2　电镜观察
　　图 2 显示 , 与 AM 相比 , IM 细胞表面较光滑 , 几乎没有突

起 ,胞浆内含有很少的初级 、次级 溶酶体 , 核内异染色质丰富 ,

其细胞直径为(9.3±1.1)μm , 显著小于 AM(12.1±1.16)μm , 两

者相比有非常显著性意义(P<0.01);IM 的核占有细胞较大部

分 ,核浆比为 0.87±0.038 , AM 为 0.23±0.025 , 两者相比差异

非常显著(P<0.01)。

A:Alveolar macrophages;B:Interstitial macrophages

图 2　肺巨噬细胞电镜观察　(TEM×5 000)

Fig 2　Pulmonary macrophages under transmission electroscope　

(TEM×5 000)

2.3　吞噬功能比较
　　AM 吞噬功能明显强于 IM , 两者相比有显著差异;体外复

合 LPS 攻击能明显增强间质巨噬细胞的吞噬能力(P <0.05),

而肺泡巨噬细胞未受影响(表 1)。

表 1　AM与 IM的功能比较(A ,  x±s)

Tab 1　Comparison of phagocytosis between AM and IM(A ,  x±s)

G(n=10) LPS(-) LPS(+)

AM 0.073 5±0.002 7＊＊ 0.077 2±0.003 8

IM 0.027 5±0.002 1 0.036 8±0.004 0■

＊＊:P<0.01 , vs IM;■:P<0.05 , vs LPS(-)

3　讨论

　　肺巨噬细胞按照不同的解剖位置可分为若干亚

群 ,最大的两个亚群是 AM 与 IM。AM 位于气道和肺

泡内 ,易于从肺泡灌洗液中获得 ,是呼吸道非特异性防

御反应的第一道防线 ,能有效地溶解 、吞噬水溶性差的

有机颗粒 ,释放炎症介质 ,提呈抗原 ,表达不同的膜受

体 ,是重要的杀微生物效应细胞
[ 4]
。 IM 位于肺间质

内 ,在局部免疫防御中发挥作用 ,是重要的免疫功能调

节细胞
[ 5]
。肺组织由于在解剖上存在免疫分隔(immu-

nologic compartmentalization),AM与 IM分别反映肺泡炎

与间质炎 。由于 IM分离方法复杂 ,获取较困难 ,使大
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部份研究局限于 AM ,有关 IM的研究资料报道很少
[ 6]
。

但仅对AM免疫功能的研究不能真实反应整体肺的免

疫状态 ,甚至有时可能会得出错误的结论
[ 7]
。近几年国

外对这个细胞越来越重视 ,对它的研究越来越多 。最近

研究提示在表型方面 ,两者有所不同 ,AM 表面高表达

CD45和 CD71 ,而 IM 表面表达的MHC-Ⅱ及 CD54却比

AM高
[ 3]
;而且 IM可能在肺损伤中具有更重要作用 ,与

AM相比 ,尽管产生的反应性氧代谢产物(ROI)、TNF-α

和NO量相对较少 ,但 IM存在于肺间质中 ,它所释放的

细胞毒性介质和炎症介质能更直接引起肺组织损伤
[ 7]
。

　　许多细胞有相互交叉的生物学特性 ,获取高纯度

的单一细胞群是研究细胞生物学行为的基本手段。

IM的分离是一项困难的工作 ,它在整个肺组织中仅占

各种细胞总数的 3%～ 5%。既往多以单纯机械分离

方法获取 IM ,其数量及纯度均不能满足对功能分析要

求的条件 。近年来 , IM的分离逐渐采用机械分离加酶

消化的方法 ,通过耗竭性灌洗支气管肺泡及肺血管床 ,

能充分去除 AM及血内单核细胞 ,纯化后 IM纯度可达

90%以上 ,且 IM 中 AM 的混杂率低于 5%
[ 8]
。我们的

结果显示 ,肺泡灌洗液获取的样本中 99%～ 100%为

AM;机械方法处理后的肺组织 ,经酶消化后仍可获取

大量细胞 ,细胞种类繁多 ,包括巨噬细胞 、中性粒细胞 、

内皮细胞和淋巴细胞等 ,贴壁纯化后 ,经免疫组化证实

IM的纯度为90%以上。病理证实 ,AM 体积明显大于

IM ,形态具多形性 ,而 IM 形态较均一 ,细胞核占据细

胞较大部分 ,核内异染色质丰富;AM细胞表面突起较

多 ,胞浆内含有较多的溶酶体 ,两者在形态及结构上的

不同决定了两者在功能上的差异。

　　巨噬细胞是体内最重要的免疫效应及吞噬细胞之

一 ,专司吞噬销毁入侵的病原体 、异物 、自身衰颓死亡

的细胞及代谢产物 ,其趋化 、吞噬在启动和诱导免疫反

应过程中起着承上启下的关键作用
[ 9]
。因此 ,吞噬是

巨噬细胞最基本的功能 。研究显示 ,AM 吞噬异物的

能力强于 IM ,两者相比差异显著 。Fathi等
[ 10]
研究显

示 , IM 粘附微粒的能力弱于 AM ,推测与其体积小 、细

胞表面光滑有关 ,这与我们的结果类似;另外 ,AM 细

胞内含有丰富的溶酶体 ,这些因素可能是导致这两类

巨噬细胞亚群吞噬能力显著不同的重要因素 。实验结

果还提示 ,体外复合 LPS刺激后能进一步增强 IM 的吞

噬功能 ,但 AM 未受 LPS 攻击的影响。LPS 是革兰阴

性细菌细胞壁重要组成部分 ,是巨噬细胞的重要激活

剂。Wizemann
[ 11]
证实大鼠体内注射 LPS 后 ,吞噬绵羊

红细胞的细胞总数和单个巨噬细胞的吞噬量均增加 ,

而AM没有显著变化 ,这与我们结果类似。另外 ,从细

胞的发生学看 ,AM 为巨噬细胞的终末期 ,而 IM 可能

是血单核细胞发育为 AM 的中间物 ,两者对 LPS 的反

应不同是否与其受激活化空间的差异相关 ,值得进一

步探讨。不仅如此 ,我们的后续研究还显示 AM 与 IM

在抗原提呈 、分泌细胞因子等其他免疫功能方面也存

在差异 ,因此 , IM并不单纯是AM的前体细胞。

　　总之 ,巨噬细胞亚群间在形态 、结构及功能等方面

存在异质性 ,这种异质性决定了它们在机体免疫反应过

程中所发挥的不同作用。AM与 IM是肺组织内最为重

要的两类巨噬细胞亚群 ,目前有关 IM的研究报道较少 ,

进一步加深对 IM 的研究 ,有助于更深地认识在不同刺

激因素下肺组织内产生不同免疫反应变化的机制 。
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