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小鼠腹腔巨噬细胞的分离培养与鉴定
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【摘要】 目的 建立一种小鼠腹腔巨噬细胞体外分离培养的简便方法。方法 以无血清的RPMI1640培

养液灌洗小鼠腹腔，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。通过细胞形

态学观察，台盼蓝染色计数细胞活力，瑞氏染色计算纯度，细胞吞噬墨汁颗粒测定其吞噬率，鉴定这些细胞是巨

噬细胞。结果 本实验获得高纯度的巨噬细胞，具备巨噬细胞的形态特征。结论 该方法是一种简便的巨噬

细胞体外分离培养方法。
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【Abstract】 Objective To establish a convenient method of separation and cultivation of mouse peritoneal

macrophages. Methods Abdominal cavity were douched using RPMI1640 mediun without serum, were isolated and

obtained mouse peritoneal macrophages, and the cells were cultured in RPMI1640 mediun with 10% fetal bovine se-

rum. The cells were identified by morphological observation, trypan blue staining, Wright's staining and phagocytosis.

Results In this experiment, the obtained were highly purified macrophages with morphologic characteristics Of the

macrophage in organism,favourable phagocytosis. Conclusion This was a simple and pragmatic method for separa-

tion and cultivation of mouse peritoneal macrophages.
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·论 著·

巨噬细胞是机体免疫系统的重要细胞成分，它在抗

感染、抗肿瘤和免疫调节中起着非常的重要作用[1-2]。巨

噬细胞来源于骨髓，它在机体中分布广泛，主要分布于

肝、脾、淋巴结、骨髓、胸腺、胸腔、腹腔、血液、皮肤等多种

组织器官。如何从这些组织器官中分离、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研究工作者的首要任务。本实

验以小鼠腹腔巨噬细胞为研究对象，探索建立一种巨噬

细胞体外分离培养与鉴定的简便方法。

1 材料与方法

1.1 主要试剂与仪器 RPMI1640培养液，10%

胎牛血清，瑞氏染液，台盼蓝染液，印度墨汁，二氧化

碳培养箱，倒置显微镜，TDL湘仪离心机。

1.2 实验动物 由第四军医大学实验动物中心

于2013年10月份提供雌性健康小鼠20只，6~8周龄，

体重18~22 g。

1.3 小鼠分离、培养 将小鼠颈椎脱臼法处

死，用 70%酒精消毒小鼠腹部皮肤，然后让其仰卧位

四肢展开，固定于解剖板上，无菌条件下打开小鼠

腹腔，用眼科镊提起下腹皮肤，剪一小口，并沿腹中

线剪开 3~5 cm 长的腹部皮肤，充分暴露腹膜，向腹腔

注射预冷的不含小牛血清的RPMI1640培养液5 ml，

注意进针勿过深，不要损伤内脏及血管，轻柔腹部约

2~3 min，静置 5 min后用镊子提起腹膜，用吸管吸取

腹腔灌洗液，并重复灌洗一次。将两次回收的的灌洗

液 4℃离心，所得细胞沉淀用预冷RPMI1640培养液

洗涤，1 000 r/min离心10 min两次，弃去上清，将沉淀

细胞再加入预冷RPMI1640培养液(青霉素100 U/ml、

链霉素 100 μg/ml和 10%胎牛血清)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，然后将细胞悬液接种于24孔培养板中，

1 ml/孔，置于37℃、5%CO2、饱和湿度的培养箱中静置

doi:10.3969/j.issn.1003-6350.2014.19.1109

··2814



培养，使巨噬细胞贴壁。孵育2~4 h后换液，取出培养
板，用RPMI1640培养液漂洗1~2次，弃去非粘附的其
他细胞，获得贴壁细胞即为单层的巨噬细胞。取少量
细胞悬液作台盼蓝染色检测细胞活性、并作瑞氏染色。

1.4 巨噬细胞的观察与鉴定
1.4.1 培养细胞形态学检查 细胞培养后每日

用显微镜观察细胞形态变化及生长状况。
1.4.2 台盼蓝染色 [3] 取巨噬细胞悬液 0.5 ml，

滴加等量 0.4%台盼蓝染液置于 Eppendorf 管中，混
匀，取一滴染色的细胞悬液滴加入牛鲍计数板中，静
置 2~3 min 待细胞下沉后，将计数板置显微镜下计
数：在3 min内分别计数死细胞、活细胞，并用活细胞
占计数细胞的百分比表示其活力。

1.4.3 瑞氏染色[4]计算细胞纯度 取细胞悬液1

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
用油镜计数细胞。

1.5 细胞吞噬功能的检测 细胞培养5 d (120 h)

后行墨汁吞噬试验[5]，在培养体系中加入10%滤纸滤过
的优质印度墨汁50 μl继续培养3 h后取出盖玻片，用等
渗液洗去游离的墨汁颗粒，晾干，瑞氏染色，油镜(10×

100倍)下计数200个巨噬细胞，巨噬细胞胞浆中吞有大
小墨粒5个以上的为阳性细胞，计算吞噬百分率，每张涂
片计数时应重复3次取平均值。吞噬百分率=阳性细胞
数/200个吞噬和未吞噬的巨噬细胞×100%。

2 结 果

2.1 活细胞形态观察 培养24 h后用倒置显微
镜可观察到贴壁细胞形态多样，呈圆形或椭圆形、梭
形、不规则形，细胞体积较大，胞浆丰富，培养 1周时
细胞表面伸出许多刺毛状小突起(伪足)。

2.1.1 台盼蓝染色 正常存活的细胞能够排斥
台盼蓝染料进入细胞，使活细胞不着色，呈无色透明
状，有折光性。当细胞坏死等造成细胞膜完整性丧失
后，染料弥散进入细胞中将死细胞染成明显的蓝色。
显微镜下可区分死细胞、活细胞，本次实验巨噬细胞
的成活率达98%以上。

2.1.2 瑞氏染色 在瑞氏染色下，在油镜(10×

100倍)下可见细胞形态多样，胞浆丰富，富含颗粒及
少许空泡。多为单核，呈卵圆形、肾形或不规则形，多
偏于一侧，着色深，细胞有突起和伪足，从腹腔分离出
来的巨噬细胞进行瑞氏染色结果显示巨噬细胞的纯
度>98%。

2.2 细胞吞噬功能结果 吞噬了墨汁颗粒的巨
噬细胞经瑞氏染色后胞体呈圆形或不规则形，胞质中
有大量大小不等的黑色墨汁颗粒，胞核形态不规则并

有明显扭曲折叠。细胞吞噬试验，显示巨噬细胞对墨

汁颗粒有很强的吞噬作用，吞噬百分率为96%。

3 讨 论

巨噬细胞属细胞免疫，有多种功能，是研究细胞

吞噬、细胞免疫和分子免疫学的重要对象。巨噬细胞

能表达数十种受体，可产生数十种酶并能分泌近百种

生物活性产物。巨噬细胞承担着吞噬、消除细胞内寄

生虫、真菌和消除衰老的自身细胞的功能，它在特异

性体液免疫和细胞免疫中都有重要作用，所以巨噬细

胞的吞噬消化功能，在一定程度上可作为衡量机体免

疫系统功能状态的一个重要指标。由于巨噬细胞具

有较强的吞噬功能，检测巨噬细胞吞噬功能对于判断

巨噬细胞的功能，了解机体的特异性和非特异性免疫

状态有重要作用。巨噬细胞吞噬功能低下，主要见于

原发性和继发性吞噬功能缺陷、胃癌、肠癌等多种肿

瘤患者，也可作为考核治疗效果及作为判定肿瘤复

发、转移的简易指标。

本实验获得的细胞经形态学观察，细胞形态多样，

胞浆丰富，富含颗粒及少许空泡。多为单核，呈卵圆

形、肾形或不规则形，多偏于一侧，着色深，有突起和伪

足，具有体内巨噬细胞的形态特征。提取细胞后进行

台盼蓝染色、瑞氏染色进行细胞鉴定，可获得高纯度>

98%、高活性的巨噬细胞。本实验检测巨噬细胞体外

吞噬功能主要采用墨汁吞噬实验显示细胞的吞噬率为

96%，说明培养贴壁巨噬细胞具有良好的吞噬能力。

综上所述，对小鼠腹腔巨噬细胞进行体外诱导，培

养后在短时间内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、体外吞噬功能检测，证

实所培养贴壁细胞是高纯度、高活性的巨噬细胞，与文

献报道一致[6]。此种测定方法操作较为简便，且重复性

较好，易于获得足量的巨噬细胞，是一种快速实用的小

鼠腹腔巨噬细胞的分离方法，为巨噬细胞体外分离培

养的简便方法，可广泛应用于临床及实验研究。
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