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目的
!

建立小鼠骨髓来源巨噬细胞的体外培养方法及其标志物表达&增殖情况!为相关研究提供

理论基础$方法
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周龄昆明小鼠股骨分离得到骨髓单细胞悬液!在含
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上清液的培养液中培

养$在
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不同时间点!利用免疫荧光染色检测其巨噬细胞标志物
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表达情况!同时利用
D!V

标记

法检测细胞增殖情况$结果
!

用含
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上清液的培养液诱导培养骨髓细胞
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!随着培养时间延长!
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阳性细胞率逐渐升高!培养骨髓细胞
-!

后吞噬能力明显!不同培养时间点
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阳性细胞率比较差异均有

统计学意义"
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#$随着培养时间延长
D!V

阳性细胞逐渐增高!培养
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后细胞
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阳性细胞率分别为"
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!不同培养时间点
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阳性细胞率比较!差异均有统计学意义"
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#$结论
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体外培养可成功获得小鼠骨髓来源巨噬细胞!培养
-!

是获得高纯度巨噬细胞的重要条件$
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巨噬细胞是机体重要的免疫细胞%在多种神经系

统疾病中发挥重要作用越来越受到研究者的重

视&

$.1

'

%尤其是以炎性反应为主的病理变化%其在抗感

染和免疫调节中均起着非常重要作用&

'.;

'

(巨噬细胞

主要来源骨髓%如何分离*原代培养获得高纯化骨髓

来源的巨噬细胞%并充分了解其生长特性%是体外研

究巨噬细胞功能的首要任务(目前%关于骨髓来源巨

噬细胞培养相对成熟%但是关于培养过程中其标志物
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及增殖能力情况鲜见具体描述(本研究拟以小鼠骨

髓来源的巨噬细胞研究对象%重点探索培养不同时间

点细胞表达巨噬细胞标志物和增殖动态情况%给以巨

噬细胞为靶点的相关后续研究奠定基础(
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材料与方法
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B&B&B
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实验动物和细胞
!

本实验所使用的实验动物

是
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级
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周龄成年昆明小鼠%由西安交通大学

医学院动物实验中心提供%实验过程中对动物的处置

符合动物伦理学标准(小鼠成纤维细胞株
F(1(

购自

中科研究细胞库(
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培养基高糖达尔伯克改良

伊格尔培养基#
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方法
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细胞培养及其上清液的收集
!
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细
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的
OEDE

#高糖$培养液约
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后%收集培养上清液%
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明小鼠处死后%无菌条件下取其股骨及胫骨置于预冷

的磷酸盐缓冲液#
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$中(转移于超净台内%全程于

冰袋上操作(剔除周围的肌肉组织%然后将两端干骺

端去除%用巨噬细胞条件培养液将骨髓从髓腔中冲洗

出%并将其吹打成均匀的单细胞悬液%以#
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个"皿的密度接种于
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荧光显微镜观察并分析结果(
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检测培养
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后巨噬细胞吞噬功

能%加入
]79!+$2

后洗涤*固定*荧光显微镜拍照并

分析结果(
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标志法检测增殖情况
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固定标本前
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孵育细胞%再固定*破膜
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%然后根据说明配制
D!>

反应溶液%避光反应
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%染核*洗涤*封片*观察及分析结果(
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统计学处理
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细胞形态学观察结果
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获取的小鼠骨髓细胞在

含
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上清液巨噬细胞培养液中培养
-!

后%

细胞在显微镜下观察%细胞形态不均一%可呈棱形*短

杆状或椭圆形等#图
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$%利用免疫荧光染色可观察

到所获得细胞的巨噬细胞标志物
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阳性率高达
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#图
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比较
!
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上清液的培养液中培

养
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后可获得高纯度的巨噬细胞#即
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胞$%培养
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阳性细

胞率比较差异均有统计学意义##
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阳性细胞率分别为#
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阳性细胞率比较%差异均有统计学意义#
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$(随着培养

时间延长%
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及
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阳性细胞表达率逐渐升高%

见图
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H
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]
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阳性表达)

@

!细胞吞噬能力

图
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显微镜下观察培养
-!

的巨噬细胞形态
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阳性表达及吞噬能力$
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图
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不同时间点体外培养细胞
C0

)

/%

免疫荧光染色结果$

[$%%
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图
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不同培养时间骨髓细胞
D!>

免疫荧光染色结果$

[$%%
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巨噬细胞分布在全身%其分为组织内巨噬细胞和

外周循环的巨噬细胞(在正常生理状态下%巨噬细胞

监视组织内环境%如吞噬病原体维持组织稳态%吞噬

死亡细胞%对局部环境的变化会做出迅速的反映(许

多疾病如脊髓损伤*肿瘤*动脉粥样硬化*哮喘都与巨

噬细胞息息相关%其也是主要治疗靶点&

'

%

)

'

(因此%巨

噬细胞是研究细胞免疫*分子免疫学等方面的重要对

象(充分了解巨噬细胞生长特性是体外研究巨噬细

胞功能的重要任务之一%目前关于骨髓来源的巨噬细

胞体外培养过程中其标志物及增殖能力情况鲜见

报道(

本研究中关注小鼠骨髓来源的巨噬细胞培养及

培养过程中不同时间点巨噬细胞标志物表达和增殖
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能力动态变化情况%

C0

"

/%

是常用巨噬细胞的标志

物%主要表达于细胞膜&

-

'

(骨髓细胞在
$;NF(1(

上

清液的培养液中培养
-!

后%经鉴定其表达
C0

"

/%

%并

且具有吞噬能力%说明骨髓来源的巨噬细胞在体外成

功培养%并且其纯度高%可满足实验条件%为以后进一

步研究巨噬细胞在肿瘤*纤维化等疾病中的作用奠定

了良好的基础(培养
$

*

'

*

;

*

-!

不同时间点
C0

"

/%

阳

性细胞率比较差异有统计学意义#

!

$

%&%;

$%随着培

养时间延长%

C0

"

/%

阳性率逐渐升高%并在培养
-!

达

到#

(;&0(c(&/'

$

N

(由此可见体外诱导时间是获得

高纯度巨噬细胞的必要条件%一般要至少培养
-!

%不

能提前使细胞进行实验%否则会影响实验结论(因

此%以巨噬细胞为研究对象时%需要保持培养时间恒

定%才能获得相对一致结果(

本实验中经过
-!

诱导培养后细胞形态多样%有

着突起和伪足%符合体内巨噬细胞的特征%结合
C0

"

/%

染色结果显示%体外经过含
$;NF(1(

上清液诱的培

养液诱导培养
-!

能够成功获成熟的巨噬细胞(目

前%用于巨噬细胞体外诱导大多是直接使用重组的巨

噬细胞
@=C

%但对于需要大量培养巨噬细胞的课题如

外泌体的分离等%则花费较大(而
F(1(

可以分泌大

量
@=C.$

%使用
F(1(

上清液进行巨噬细胞培养具有

获取简单*花费少*方便保存等优点(

过去认为组织中的巨噬细胞是已经分化成熟的

终末细胞%不再具备增殖能力&

/

'

(最新研究表明%巨

噬细胞的原位增殖现象不仅仅在
I21

型炎性反应发

生过程中&

(.$$

'

%在其他巨噬细胞极化过程也可观察到

巨噬细胞原位增殖现象%如肥胖造成的慢性炎症过程

中&

$1

'

%以及动脉粥样硬化的发生过程中&

$'

'

%均观察到

原位增殖巨噬细胞的存在(

D!>

是一种胸腺嘧啶核

苷类似物%能够在
OZH

复制时期代替胸腺嘧啶#

I

$

渗入正在合成的
OZH

分子中%通过基于
H

4

"::"

+荧

光染料与
D!>

的特异性反应即可直接并准确地检测

出
OZH

复制活性(有研究发现%通过检测
D!>

标记

便能准确地反映细胞增殖情况&

$0.$;

'

(本课题组的研

究结果表明%培养
-!

后获得骨髓来源的巨噬细胞部

分表现
D!>

阳性%具有增殖能力(可见体外培养巨

噬细胞可能存在两种来源!骨髓细胞诱导成熟和巨噬

细胞自身增殖%本研究发现将给后续研究工作提供新

的方向%下一步将对具有增殖能力的巨噬细胞进行分

选和功能研究(

综上所述%利用含
F(1(

上清液的培养液经
-!

诱导培养后%可从骨髓中获得高纯度的巨噬细胞%并

且具有较强的增殖能力(
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