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　　摘要：通过冷ＰＢＳ气管灌洗法分离培养姜曲海猪肺泡巨噬细胞（ＰＡＭ），进行了 ＰＡＭ纯度鉴定、细胞吞噬功能和
存活率检测。从健康２０日龄仔猪，分离得到ＰＡＭ。以１０％ ＲＰＭＩ－１６４０培养液对 ＰＡＭ进行培养，观察细胞形态，用
墨汁吞噬和免疫荧光检测了ＰＡＭ的吞噬功能和纯度，比较冻存前和复苏后细胞的活率和细胞吞噬功能，以获得一批
高纯度的ＰＡＭ，用于猪体外呼吸道疾病发病机理的研究。
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　　肺泡巨噬细胞是机体抵御外来微生物侵袭肺脏的第一道
防线，一直是研究肺部抗感染模型的重要细胞类型［１］。猪肺

泡巨噬细胞（ｐｏｒｃｉｎｅａｌｖｅｏｌａｒｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ，ＰＡＭ）是猪肺脏重
要的功能细胞，它不仅可吞噬侵入肺脏的粒子，参与肺脏的防

御和免疫，而且还能分泌大量的生物活性物质，维持肺脏和机

体正常的生理活动［２］。目前，肺泡巨噬细胞的分离培养以小

动物，如大鼠、小鼠、豚鼠居多，国内关于猪肺泡巨噬细胞的分

离培养方法的报道很少。猪肺泡巨噬细胞属于不繁殖细胞

群，为多代培养，难以在体外长期生存［３］。随着体外分离细

胞技术的不断发展，巨噬细胞的提取方法有多种，又由于研究

目的不同，在体内提取细胞的部位也不尽相同［４－５］，巨噬细胞

在肝、脑等实质器官以及腹腔等空腹部位以不同的形式分布，

不少文献报道从多种组织器官中分离和纯化巨噬细胞［６］。

为获得存活率高，纯度高，吞噬功能强的ＰＡＭ，并节约试验材
料、减少因细胞来源不同造成的试验误差，本试验对地方猪姜

曲海猪ＰＡＭ进行了分离、纯化、鉴定和冷冻保存，探索 ＰＡＭ
生长和凋亡周期，观察生长过程中形态和吞噬能力的变化。

为利用ＰＡＭ在体外研究地方猪呼吸道疾病及其他肺部疾病
的治病机理探究等奠定基础。

１　试验方法

１．１　试验材料
２０日龄健康姜曲海猪由江苏姜曲海种猪场提供。

１．２　试验试剂
ＲＰＭＩ－１６４０培养液和胎牛血清ＦＢＳ为Ｇｉｂｏｃ公司产品，

ＤＭＳＯ为国产试剂，１∶１００稀释的小鼠源抗 ＭＡＣ３８７单抗
（ａｂｃａｍ，ａｂ２２５０６），１∶２００稀释的 ＦＩＴＣ标记的山羊抗小鼠
ＩｇＧ（Ｂｉｏｗｏｒｌｄ）。

１．３　试剂的配制
ＲＰＭＩ－１６４０完全培养液：ＲＰＭＩ－１６４０培养液，１０％胎牛

血清（ＦＢＳ）、１％双抗（ＰＳ）、１％非必需氨基酸（ＮＥＡＡ）、１％丙
酮酸；细胞冻存液：７０％ ＲＰＭＩ－１６４０培养基，２０％ ＦＢＳ，１０％
ＤＭＳＯ；墨汁：４．５ｍＬＰＢＳ加入０．５ｍＬ墨汁，均匀混合后高压
灭菌。

１．４　试验方法
１．４．１　ＰＡＭ的分离　将试验仔猪置于无菌室内解剖台上，
采取股动脉放血致死，剖开胸腔，小心剥离并结扎气管后连同

心脏取出完整的肺脏，用 ＰＢＳ充分清洗肺脏表面，清洗血块
污垢，从气管往肺脏注入双抗 ＰＢＳ５０～１００ｍＬ，轻轻拍打表
面，１～２ｍｉｎ后回收支气管肺泡灌洗液，重复灌洗２～３次，直
到共回收２００ｍＬ灌洗液，将灌洗液经４层无菌纱布过滤，去
除脂肪组织块等。１０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，倒掉上清，用 ＰＢＳ
重悬细胞，重复洗涤２次，ＲＰＭＩ－１６４０培养液洗涤１次，离心
去上清，得到肺泡巨噬细胞。

１．４．２　原代ＰＡＭ的培养　用 ＲＰＭＩ－１６４０完全培养液重悬
细胞，调整细胞浓度至２×１０６个／ｍＬ，吸取２ｍＬ铺于６孔板，
置于５％ ＣＯ２，３７℃培养箱，培养２ｈ后从细胞培养箱中取出
细胞板，弃掉旧培养液，用 ＰＢＳ轻轻润洗 ２次，加入新的
ＲＰＭＩ１６４０完全培养液。以后每２４ｈ更换１次新鲜培养液。
连续培养２０ｄ，观察记录细胞培养的全过程。
１．４．３　ＰＡＭ存活率和纯度鉴定
１．４．３．１　台盼蓝染色检测ＰＡＭ细胞的存活率　将０．４％的
台盼蓝染液与等体积的细胞悬液混合，染色２～３ｍｉｎ，取１滴
混合液加入细胞计数板内，在显微镜下计数着蓝色和未着色

的细胞。计算细胞存活率，细胞存活率 ＝未着色细胞数／（着
色细胞数＋未着细胞数）×１００％［１］。

１．４．３．２　免疫荧光法检测 ＰＡＭ　吸去培养液，用磷酸盐缓
冲液冲洗，加入４％多聚甲醛固定３０ｍｉｎ，经０．２％ Ｔｒｉｔｏｎ－
１００穿透２０ｍｉｎ后，用 ＰＢＳ清洗３次，每次５ｍｉｎ，加入一抗
（１∶１００稀释的小鼠源抗ＭＡＣ３８７单抗），室温孵育２ｈ，加入
二抗（１∶２００稀释的ＦＩＴＣ标记的山羊抗小鼠ＩｇＧ），室温孵育
１ｈ后，加入终浓度为１０μｇ／Ｌ的Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２，室温染色３～
５ｍｉｎ，荧光显微镜观察并拍照。试验每一步均需用ＰＢＳ充分
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洗涤。

１．４．４　ＰＡＭ的冷冻保存与复苏
１．４．４．１　细胞冻存　将培养皿中的细胞培养液弃掉，用 ＰＢＳ
冲洗２遍后，加入０．２５％胰酶消化４ｍｉｎ后加入完全培养基
终止反应，用移液器轻轻吹吸使细胞脱落，将细胞悬液移至

１５ｍＬ离心管中，１０００ｒ／ｍｉｎ，离心５ｍｉｎ，弃去上清。将 ４℃
预冷的冻存液加入１５ｍＬ离心管中，轻轻吹打，使细胞重悬于
冻存液中，将细胞悬液分装于细胞冻存管中，１ｍＬ／管，标记
细胞名称和冻存日期。放入４℃预冷的程序降温盒中，将程
序降温盒放至－７０℃，第２天移至液氮中保存。
１．４．４．２　细胞复苏　从液氮中取出冻存管，迅速放到３７℃
水浴箱中摇晃至解冻，完全解冻后，加入２ｍＬ完全培养基，混
匀后１５００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ。离心后弃去上清，加入４ｍＬ完
全培养基重悬细胞，将细胞悬液铺至新的细胞培养皿中，放置

于５％ ＣＯ２、３７℃培养箱中培养。
１．４．４．３　墨汁吞噬试验　将ＰＡＭ接种至２４孔板，接种的细
胞量为１×１０５个／孔，细胞培养２ｈ后，每孔加入１ｍＬ墨汁，

对照组加入等量的 ＰＢＳ，每组３个平行样。１６ｈ后更换新鲜
的培养液，随机选择５个视野，每个视野观察２００个细胞，单
个视野的墨汁吞噬率 ＝吞噬墨汁的细胞数／总细胞数 ×
１００％，所有视野的平均值即为墨汁吞噬百分率。

２　结果与分析

２．１　分离培养细胞３周内的形态学观察
从猪肺泡里分离出来的巨噬细胞大多呈圆形或者椭圆

形，细胞大小不一，培养２ｈ后洗去未贴壁的细胞，加入新鲜
培养液，ＰＡＭ细胞达到纯化、成圆形，继续培养至有伪足和突
出生出，细胞活力较好。培养２４ｈ后，在倒置显微镜下可见
细胞贴壁生长，体积逐渐增大，有椭圆形、长梭形和不规则的

形态，胞浆丰富。从３ｄ开始细胞周边或者两极可见伸展的
伪足。培养４ｄ，细胞生长依然良好。７～８ｄ，细胞开始出现
萎缩，贴壁细胞逐渐减少，生长状态较差，悬浮于培养液中，细

胞开始死亡。１４ｄ左右细胞大量死亡（图１）。２０ｄ左右细胞
全部死亡。

２．２　原代ＰＡＭ存活率与纯度鉴定
体外分离得到原代 ＰＡＭ后，用台盼蓝染色检测其存活

率，结果显示活率较高，约为９９．５０％。用间接免疫荧光检测
ＰＡＭ的纯度，即用免疫荧光法对纯化后ＢＡＬＦ细胞中ＰＡＭ进
行鉴定，纯度约为９４．７０％（图２）。
２．３　细胞冷冻复苏对ＰＡＭ存活率和吞噬功能的影响
２．３．１　冷冻和复苏对ＰＡＭ存活率的影响　细胞冻存时细胞
密度为 １．５１×１０７ 个／ｍＬ，复苏后，细胞密度为 １．４８×
１０７个／ｍＬ，细胞的存活率较高，为９８．０１％（图３）。
２．３．２　冷冻和复苏对ＰＡＭ吞噬功能的影响　猪肺泡巨噬细

胞的墨汁吞噬检测试验发现，胞质中有大量的墨汁颗粒，胞核

形态不规则并有明显扭曲折叠，细胞吞噬试验结果显示墨汁

吞噬率很高，冷冻前吞噬率约为９２．００％，复苏后吞噬率约为
９３．１０％（图４），表明巨噬细胞对墨汁颗粒有很强的吞噬作
用，并且冷冻保存和复苏对细胞的吞噬功能影响不大，复苏后

的细胞吞噬功能略大于冷冻前（Ｐ＞０．０５）。

３　讨论与结论

猪肺泡巨噬细胞属于不繁殖细胞群，难以在体外长期生

存，多做原代培养，因此将猪肺泡巨噬细胞进行体外分离、纯
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化、冷冻保存非常重要。预冷 ＰＢＳ灌洗法获得 ＢＡＬＦ是目前
分离ＰＡＭ通常采用的方法［３］，该方法获取的细胞超过９０％
是贴壁细胞为ＰＡＭ。由ＢＡＬＦ回收的细胞中除了ＰＡＭ外，还
有Ｔ、Ｂ淋巴细胞、ＮＫ细胞、单核细胞、嗜中性粒细胞等细胞，
杂细胞的存在会影响试验效果，本试验中利用贴壁速度的不

同，培养２ｈ后换液去除未贴壁的细胞获得了高纯度的ＰＡＭ。
用免疫荧光法对巨噬细胞特异性表达标记的ＭＡＣ３８７进行检
测，试验结果表明本试验中获得的ＰＡＭ纯度较高。分离培养
得到的ＰＡＭ纯度越高，越有利于后续相关试验的进行。

巨噬细胞是先天性免疫系统的重要组成部分，吞噬、清除

和呈递抗原异物的功能是其基本生物学功能和维持正常生理

状态所必需的。ＰＡＭ对细菌和异物的吞噬作用，测定其吞噬
功能，可作为机体免疫功能的一种指标，墨汁吞噬试验是检测

ＡＭ功能的一种简便易行的方法［１］。本试验检测了分离培养

１６ｈ和复苏后巨噬细胞的墨汁吞噬率，得出复苏后细胞吞噬能
力略微提高，但是差异不显著，与前人的试验结果基本一致。

原代培养的ＰＡＭ存在增殖速度慢、难以传代和在体外长
期生存的问题，但为节约试验动物成本和获得均一的用于体

外试验的ＰＡＭ，需要将同批次的 ＰＡＭ细胞进行冻存。本试
验中采用的冻存液和冻存方法较为合适，７０％的 ＲＰＭＩ－
１６４０，２０％胎牛血清和 １０％ ＤＭＳＯ配制成冻存液冻，并用

４℃ 预冷的程序降温盒冻存细胞，过夜后转移至液氮中长期
冻存，复苏后细胞的存活率在９７％以上，可以用于 ＰＡＭ的冷
冻与保存。

综上所述，本试验进行了ＰＡＭ的分离、纯化、鉴定及冷冻
保存，获得了一批纯度较高，吞噬能力较强的 ＰＡＭ。本试验
分离得到的ＰＡＭ可以用于体外研究猪呼吸道疾病及其他肺
部疾病的治病机理探究等奠定基础。
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