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摘  要 : 本研究旨在对比分析小鼠骨髓源巨噬细胞 (BMDM) 和腹腔巨噬细胞 (PM) 原代培养及巨噬细胞生物

学特性差异，为合理选择原代巨噬细胞培养方法提供参考依据。原代培养小鼠 BMDM 和 PM，细胞计数仪测定

细胞数量，倒置显微镜观察形态学变化，流式细胞仪检测细胞纯度，CCK-8 法测定细胞增殖，中性红吞噬实验测

定细胞吞噬功能，实时荧光定量 PCR 分析巨噬细胞表型变化。结果显示，BMDM 原代培养获取的细胞数量显著

高于 PM (P<0.01)，PM 贴壁及伸展时间早于 BMDM。BMDM 中 F4/80+CD11b+百分比 (98.30%±0.53%) 高于 PM 

(94.83%±1.42%)，但无统计学差异 (P>0.05)。在 L929 细胞条件培养基培养体系中，BMDM 增殖能力显著高于

PM (P<0.001)。吞噬实验发现，基础状态下 BMDM 吞噬能力显著高于 PM (P<0.01)，经 LPS 刺激 24 h 后，除低

剂量 LPS (0.1 μg/mL) 外，BMDM 吞噬能力均显著高于 PM (P<0.01 或 P<0.001)，提示 BMDM 吞噬能力在基础和

激活状态下均强于 PM。巨噬细胞极化实验发现，基础状态下 Tnfα在 BMDM 中表达显著高于 PM (P<0.001)，Arg1

和 Ym1 在 BMDM 中表达显著低于 PM (P<0.001)，这一差异在极化诱导剂 (LPS+IFN-γ 或 IL-4) 处理后依然存在。

上述结果表明，原代培养 BMDM 较 PM 可获取更多细胞，且两种细胞在吞噬功能和极化状态上存在一定生物学

差异，应谨慎合理选择巨噬细胞原代培养方法。 

关键词 : 巨噬细胞，原代培养，增殖，吞噬功能，极化 

·生物技术与方法·
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Characteristic comparison of mouse primary macrophages 
cultured in L929 cell conditioned medium 
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Abstract:  The purpose of this study is to provide a culture for mouse bone marrow-derived macrophages (BMDM) and 

peritoneal macrophages (PM) and to characterize their molecular and cellular biology. The cell number and purity from the 

primary culture were assessed by cell counter and flow cytometry, respectively. Morphological features were evaluated by 

inverted microscope. Phagocytosis by macrophages was detected by the neutral red dye uptake assay. Phenotypic markers 

were analyzed by real-time fluorescent quantitative PCR. Our results show that the cell number was much higher from culture 

of BMDM than PM, while there was no significant difference regarding the percentage of F4/80+CD11b+ cells (98.30%±0.53% 

vs. 94.83%±1.42%; P>0.05). The proliferation rate of BMDM was significantly higher than PM in the presence of L929 cell 

conditioned medium, by using CCK-8 assay. However, PM appeared to adhere to the flask wall and extend earlier than 

BMDM. The phagocytosis capability of un-stimulated BMDM was significantly higher than PM, as well as lipopolysaccharide 

(LPS)-stimulated BMDM, except the BMDM stimulated by low dose LPS (0.1 μg/mL). Furthermore, Tnfα expression was 

significantly higher in un-stimulated BMDM than PM, while Arg1 and Ym1 mRNA expression were significantly lower than 

PM. The expression difference was persistent if stimulated by LPS+IFN-γ or IL-4. Our data indicate that bone marrow can get 

larger amounts of macrophages than peritoneal cavity. However, it should be aware that the molecular and cellular 

characteristics were different between these two culture systems. 

Keywords:  macrophages, primary culture, proliferation, phagocytosis, polarization 

巨噬细胞在固有免疫和适应性免疫中都起着

至关重要的作用[1]。巨噬细胞在机体的各种组织

中均有分布，其在发育早期阶段就能通过执行特

定免疫反应对抗不同类型病原微生物感染，因此

是宿主防御系统必不可少的部分。巨噬细胞具有

显著的异质性和可塑性，在维持组织稳态、重塑

组织、清除细胞碎片、调节免疫反应等方面发挥

重要生理作用[2]。目前已证实，巨噬细胞参与多

种炎症性疾病病理过程，包括动脉粥样硬化、哮

喘、炎性肠病、类风湿关节炎、纤维化和癌症    

等[3-8]。鉴于巨噬细胞在生理及病理过程中的重要

作用，基于靶向巨噬细胞功能研究日益增多，而

巨噬细胞体外培养在其中扮演不可或缺的角色。 

体外培养的巨噬细胞主要来自于永生化细胞

系和原代细胞，常用的巨噬细胞细胞系包括人单

核细胞株  (THP-1) 和小鼠巨噬细胞株  (RAW 

264.7) 等，前者需要在佛波酯 (PMA) 诱导下分

化为巨噬细胞进行后续研究[9]。相对于经过基因

修饰永生化的细胞系，原代细胞生物学性质和特

点上更接近于真实的生理及病理环境。目前，原

代巨噬细胞培养多来源于小鼠腹腔巨噬细胞 

(PM) 和骨髓源巨噬细胞 (BMDM)，然而上述两

种原代细胞培养难度、培养时间以及生物学功能

是否存在差异目前仍不清楚。本实验通过对比分

析两种不同来源的小鼠巨噬细胞在细胞数量、形

态学、生长曲线、细胞纯度、吞噬和极化功能上

的差异，为巨噬细胞原代培养方法的选择提供理

论和实验依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  实验动物及细胞 

雄性 C57BL/6 小鼠 (体重(22±3) g)购自北京

维通利华实验动物技术有限公司，许可证号：
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SCXK (京 ) 2012-0001。L929 细胞株购于美国

ATCC 公司。  

1.1.2  试剂 

DMEM 培养基 (高糖型)、RPMI-1640 培养

基、胎牛血清 (FBS，经 56 30 min℃ 热灭活) 购

自以色列 BI 公司；胰蛋白酶购自北京索莱宝生物

科技有限公司；红细胞裂解液、中性红试剂盒、

CCK-8 试剂盒购自江苏碧云天生物技术有限公

司；细菌脂多糖 (LPS，大肠杆菌 055:B5) 和巯基

乙酸钠购自美国 Sigma-Aldrich 公司；IFN-γ、IL-4

购自美国 Peprotech 公司；大鼠抗小鼠 CD11b 抗

体 (FITC)、大鼠抗小鼠 CD11b 同型对照抗体 (大

鼠 IgG2b，kappa 单克隆抗体 -FITC) 购自英国

Abcam 公司；大鼠抗小鼠 F4/80 抗体 (APC)、大

鼠抗小鼠 F4/80 同型对照抗体 (大鼠 IgG2a，kappa

单克隆抗体-APC) 购自美国 eBioscience 公司；

Trizol、RNA 酶抑制剂和 SBYR Green 购自美国

Thermo Fisher Scientific 公司；M-MLV 逆转录酶

购自美国 Promega；引物由上海捷瑞生物工程有

限公司设计合成。 

1.1.3  仪器 

CO2 培养箱 (美国 Thermo Fisher Scientific 公

司， #3111)；细胞计数仪  (美国 Inno-Alliance 

Biotech 公司，#IC 1000)；全波长多功能酶标仪 

(美国 MD 公司，#SpectraMax M2)；倒置显微镜 

(日本 OLYMPUS 公司，#IX71)；流式细胞仪 (美

国 BD 公司，#C6)；台式高速冷冻离心机 (美国

Beckman 公司，# Allegra X-30R)；实时荧光定量

PCR 仪 (美国 Applied Biosystems 公司，#Stepone)。 

1.2  方法 

1.2.1  L929 细胞培养 

常规复苏 L929 细胞，用含 10% FBS 的 DMEM

培养基培养 24 h 后，更换培养液 1 次，继续培养

24 h 后消化传代，传代过程中离心 (1 000 r/min   

5 min) 收集细胞上清液(L929 细胞条件培养基)，

0.22 µm 滤膜过滤后放置−80 ℃冰箱保存。 

1.2.2  小鼠 PM 原代培养 

小鼠腹腔注射 4.0%巯基乙酸钠 3.0 mL，刺激

72 h后颈椎脱臼法处死小鼠，75%酒精浸泡 3 min，

超净台内剪开皮肤后充分暴露腹膜，腹腔注射

4 ℃预冷 RPMI-1640 培养基 4.0 mL，轻揉小鼠腹

部 2 min，用注射器回抽腹腔灌洗液，收集于    

15 mL 离心管中，重复抽吸过程 2–3 次。上述操

作均需避免刺破腹腔脏器及血管。将获得的细胞

悬液离心 (1 000 r/min 5 min) 后弃上清。用含

10% FBS 的 RPMI-1640 培养基重悬细胞至培养皿

内，细胞计数仪计算总细胞数，细胞培养箱 

(37 ℃、5% CO2) 培养 2 h 后，更换培养液去除未

贴壁细胞以纯化巨噬细胞[10]，细胞计数仪计数未

贴壁悬浮细胞。PM 细胞数=总细胞数−未贴壁悬

浮细胞数。 

1.2.3  小鼠 BMDM 原代培养 

颈椎脱臼法处死小鼠后放入 75%的酒精中完

全浸没 3–5 min，分离双侧股骨和胫骨，仔细去除

骨骼外肌组织及结缔组织，完全暴露出骨质，放

于 75%酒精内浸泡 5 min 后转移至超净工作台，

眼科剪沿骨垢线剪断长骨两端，用 DMEM 培养液

(10% FBS+15% L929 细胞条件培养基) 冲洗骨髓

腔内细胞，200 目筛网过滤冲洗液以去除细胞团

块和骨骼碎片，滤液离心 (1 000 r/min 5 min) 后

弃上清，用红细胞裂解液 (1.0 mL) 重悬细胞，室

温裂解 2 min 后加入 10 mL DMEM 培养液，200 目

筛 网 过 滤 以 去 除 裂 解 的 红 细 胞 ， 滤 液 离 心      

(1 000 r/min 5 min) 后用 DMEM 培养液重悬细胞

接种至培养皿内，细胞计数仪分析细胞数量。 

1.2.4  巨噬细胞纯度测定 

原代细胞以相同密度 (5×105 个/mL) 接种 6 孔

毎板， 孔加入 2.0 mL 细胞悬液。原代细胞培养过

程中观察细胞形态学变化。培养 7 d 后，吸出各

孔内细胞培养液，用 4 ℃预冷的 PBS 清洗后胰蛋

白酶消化细胞，离心弃上清液后每管加入 100 µL 

PBS 重悬细胞，分别加入 CD11b 抗体、CD11b 同

型对照抗体、F4/80 抗体和 F4/80 同型对照抗体，
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室温下避光孵育 30 min，流式细胞仪检测荧光信

号 (FL1-H 和 FL4-H 通道)。 

1.2.5  细胞增殖检测 

胰蛋白酶消化收集原代培养 7 d 后巨噬细胞，

以相同密度 (1×104 个/mL) 接种于 96 毎孔板， 孔

200 µL 细胞悬液。两种来源的巨噬细胞培养液均

为 DMEM 培养液 (10% FBS+15% L929 细胞条件

培养基)。铺板后第 1、3、5 和 7 天分别使用 CCK-8

毎法检测细胞活性及增殖情况。 孔内加入 20 µL

的 CCK-8 溶液，细胞培养箱内孵育 2 h，全波长

多功能检测仪测定 450 nm 波长下的 OD 值。 

1.2.6  巨噬细胞吞噬功能检测 

原代细胞以相同密度 (1×104 个/mL) 接种于

96 孔板。培养 7 d 后，采用不同浓度 LPS (0.1、1、

10 μg/mL) 作用细胞 24 h，每孔加入 20 µL 中性

红染色液，细胞培养箱内孵育 2 h，吸出含有中性

红染色液的细胞培养液，PBS 洗涤 1 次，各孔加

入 200 µL 中性红检测裂解液，室温摇床上裂解

10 min，全波长多功能检测仪测定 540 nm 波长下

的 OD 值。 

1.2.7  巨噬细胞极化功能检测 

原代细胞培养 7 d 后，采用 LPS (100 ng/mL)+ 

IFN-γ (20 ng/mL) 作为巨噬细胞 M1 型诱导剂，

采用 IL-4 (20 ng/mL) 作为巨噬细胞 M2 型诱导

剂，分别刺激两种来源巨噬细胞 24 h，刺激结束

毎后 孔加入 1 mL Trizol 提取总 RNA，统一 RNA

浓度后逆转录合成 cDNA，逆转录体系为 DEPC

水 (10.125 μL)、5×Buffer (5 μL)、dNTPs (1.25 μL)、

RNA 酶抑制剂 (0.625 μL) 和 M-MLV 逆转录酶 

(1 μL)，反应结束后，取出 cDNA 样品，加入 75 μL 

DEPC 水，吹打混匀后备用。实时荧光定量 PCR 

(qPCR) 反应体系为 2 μL 模板 cDNA、7 μL DEPC

水、10 μL SBYR Green Master Mix、0.5 μL 上游

引物、0.5 μL 下游引物，引物序列见表 1。反应

程序：95  5 min℃ ；95  15 s℃ ，60  1 min℃ ，循

环 40 次。以 GAPDH 为内参基因，采用 2−ΔΔCt 法

计算 mRNA 相对表达水平。 

表 1  Real-time PCR 引物序列 
Table 1  Sequence of the primers for real-time PCR 
Primer name Primer sequence (5–3) 

Tnfα-forward CAGGCGGTGCCTATGTCTC 

Tnfα-reverse CGATCACCCCGAAGTTCAGTAG 

Nos2-forward ATCTTTGCCACCAAGATGGCCTGG 

Nos2-reverse TTCCTGTGCTGTGCTACAGTTCCG 

Arg1-forward TGACTGAAGTAGACAAGCTGGGGAT

Arg1-reverse CGACATCAAAGCTCAGGTGAATCGG

Ym1-forward ATGAAGCATTGAATGGTCTGAAAG 

Ym1-reverse TGAATATCTGACGGTTCTGAGGAG 

Gapdh-forward AAGAAGGTGGTGAAGCAGG 

Gapdh-reverse GAAGGTGGAAGAGTGGGAGT 
 

1.2.8  统计学分析 

采用 GraphPad Prism 8.0 软件进行统计学分

析，实验数据以平均值±标准误 ( x ±s) 表示，两

组间比较采用独立样本 t 检验 (双尾法)，P<0.05

表示差异有显著性意义。 

2  结果与分析 

2.1  细胞数量分析 

细胞计数结果显示，从单只小鼠腹腔中获取的

巨噬细胞数为 (18.33±3.63)×104 个/mL，而经骨髓

腔冲洗获得的细胞数为 (416.70±72.65)×104 个/mL。

经独立样本 t 检验 (双尾)，P=0.009 8，差异具有

显著统计学意义，说明从骨髓中获取的细胞数显

著高于腹腔 (图 1)。 

 

 
 

图 1  对比分析不同来源巨噬细胞数量 
Fig. 1  Comparison of the number of macrophages from 
different sources. **P<0.01. 
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2.2  细胞形态学观察 

倒置显微镜观察发现，PM 贴壁速度快，细

胞在悬浮状态时或者刚开始贴壁时呈圆形，原代

培养 1 d 后呈现出具有突起的不规则形态。骨髓

源细胞贴壁速度较 PM 慢，原代培养 3 d 后部分

细胞贴壁生长，原代培养 7 d 后，多数细胞开始

伸展呈细长梭形，有钝圆形的突起，部分细胞呈

现出星形，有伪足和突起，呈现出典型的巨噬细

胞体外培养形态 (图 2)。 

2.3  巨噬细胞纯度鉴定  

原代培养 7 d 后，流式细胞仪检测发现，PM

中 F4/80+CD11b+ 细胞比例为 94.83%±1.42% ，

BMDM 中 F4/80+CD11b+ 细 胞 比 例 为

98.30%±0.53%，经独立样本 t 检验  (双尾 )，

P=0.083 7，差异无统计学意义，说明两种原代巨

噬细胞培养均可获得高纯度的巨噬细胞 (图 3)。 

 

 
 

图 2  对比分析不同来源巨噬细胞形态学变化 
Fig. 2  Comparison of the morphology of macrophages from different sources (scale bar=25 µm). 

 

 
 
图 3  对比分析不同来源巨噬细胞纯度 
Fig. 3  Comparison of the purity of macrophages from different sources. 



 
ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  生物工程学报  Chin J Biotech 

 
 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

1436 

 

2.4  巨噬细胞增殖情况 

CCK-8 检测结果表明，两种来源的巨噬细  

胞生长曲线具有相似特征，对数生长期均出现在

5–7 d。培养 7 d 后，BMDM 数量显著高于 PM   

(P<0.001)，说明在 L929 细胞条件培养基培养体

系中，BMDM 体外增殖能力显著高于 PM (图 4)。 

2.5  巨噬细胞吞噬功能检测 

中性红检测发现，基础状态下 PM 吞噬能力

显著低于 BMDM (P<0.01)，经 LPS 刺激 24 h 后，

除低剂量 LPS (0.1 μg/mL) 外，PM 吞噬能力均显

著低于 BMDM (P<0.01 或 P<0.001)，说明不同来

源巨噬细胞吞噬能力上存在差异，BMDM 吞噬功

能在基础和细菌内毒素 LPS 刺激状态下均强于

PM (图 5)。 

2.6  巨噬细胞极化功能检测 

qPCR 结果显示，基础状态下巨噬细胞 M1 型

标志基因肿瘤坏死因子-α (Tnfα) 在 PM 中表达显

著低于 BMDM (P<0.001)，M2 型标志基因精氨酸

酶-1 (Arg1) 和类几丁质酶 3 样分子 1 (Ym1) 在

PM 中表达显著高于 BMDM (P<0.001)，说明基础

状态下，不同来源巨噬细胞 M1/M2 型标志基因表

达存在差异 (图 6A)。 

与对照组相比，细胞经 LPS 和 IFN-γ 的共同

诱导后，M1 型标志基因一氧化氮合成酶 2 (Nos2)

和 Tnfα 在 PM 和 BMDM 中表达均显著升高

(P<0.001)。与对照组相比，细胞经 IL-4 诱导后，

M2 型标志基因 (Arg1 和 Ym1) 在 PM 和 BMDM

中表达均显著升高 (P<0.001)，说明两种不同来源

的巨噬细胞极化功能均可满足极化实验要求 (图

6B 和 C)。进一步分析发现，细胞经 LPS 和 IFN-γ

的共同诱导后，Tnfα 在 PM 中表达显著低于

BMDM (P<0.001) (图 6D)。细胞经 IL-4 诱导后，

M2 型标志基因 (Arg1 和 Ym1) 在 PM 中表达显著

高于 BMDM (P<0.001) (图 6E)，说明 PM 向 M2

型极化能力可能高于 BMDM，而在 M1 型极化能

力上 BMDM 更占优势。 

 

 
 

图 4  对比分析不同来源巨噬细胞增殖能力 
Fig. 4  Comparison of the proliferation of macrophages 
from different sources. ***P<0.001. 

 
 

 
 
 

图 5  对比分析不同来源巨噬细胞吞噬功能 
Fig. 5  Comparison of the phagocytic function of macrophages from different sources (scale bar, 25 µm). **P<0.01, 
***P<0.001. 
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图 6  对比分析不同来源巨噬细胞极化特征 
Fig. 6  Comparison of the polarization properties of macrophages from different sources. (A) Untreated cells. (B and D) 
LPS and IFN-γ treated cells. (C and E) IL-4 treated cells. ***P<0.001. 

3  讨论 

目前认为，巨噬细胞并非终分化细胞且广泛

分布于多种组织中[11-12]，然而体外实验中获取大

量巨噬细胞仍十分困难。腹腔是小鼠原代巨噬细

胞常见来源，腹腔中除了巨噬细胞外，还含有大

量的淋巴细胞，包括 B 淋巴细胞、T 淋巴细胞和

自然杀伤  (NK) 细胞，而巨噬细胞只占其中

35%[13]。我们发现小鼠经巯基乙酸钠腹腔刺激后，

单只鼠可获取 PM 数量为 (18.33±3.63)×104 个/mL。

与之前报道一致[14]，本实验发现单只小鼠经骨髓

可获取细胞数为 (416.70±72.65)×104 个/mL，显著

高于腹腔 (P<0.01)。细胞增殖实验发现，在 L929

细胞条件培养基体系中，不同来源巨噬细胞具有

类似的生长曲线，但 BMDM 增殖能力显著高于

PM。L929 细胞上清液中含有其分泌的巨噬细胞

集落刺激因子 (M-CSF)，而 M-CSF 可显著诱导

巨噬细胞增殖[15]。与本实验发现一致，在 M-CSF

诱导下，体外培养的 BMDM 增殖能力显著高于

PM[16]。在阿霉素诱导的小鼠肾病模型发现，相对

于脾脏源巨噬细胞，静脉输注的 M2 型 BMDM 在

肾脏中显示出更加显著的增殖能力，但增加的 M2

型 BMDM 却未表现出肾损伤保护作用[17]，提示巨噬

细胞增殖能力可能与其功能和表型稳定呈负相关。 

巨噬细胞具有极强的可塑性，能通过相关受

体激活或所处微环境变化进行表型转换[18-19]。巨

噬细胞可极化为具有促炎作用的经典激活表型

(M1 型巨噬细胞) 或具有抗炎、抗纤维化和伤口

愈合作用的替代激活表型 (M2 型巨噬细胞)。M1

型巨噬细胞高表达 Fc 受体并产生促炎细胞因子

(MCP-1、IL-6、TNF、IL-12) 和一氧化氮。相反，

M2 型巨噬细胞高表达 Arg1、Ym1、Il10 和 Tgfβ

等基因[20]。我们发现原代培养 7 d 后，基础状态

下 M1 型巨噬细胞标志基因 Tnfα在 PM 中表达显
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著低于 BMDM，M2 型标志基因 Arg1 和 Ym1 在

PM 中表达显著高于 BMDM，说明基础状态下，

与 PM 相比，BMDM 更偏向 M1 型状态，原因可

能是骨髓祖细胞经 M-CSF 诱导分化的巨噬细胞

多为 M1 型[21]。M1 型诱导剂 (LPS 和 IFN-γ) 刺

激后，M1 型标志基因 Tnfα 在 PM 中表达依然显

著低于 BMDM，而 M2 型诱导剂 (IL-4) 诱导细

胞后，M2 型标志基因 (Arg1 和 Ym1) 在 PM 中表

达显著高于 BMDM，提示基础状态下两种不同来

源的巨噬细胞表型差异在特定表型诱导剂刺激后

依然存在。 

巨噬细胞表型对其吞噬功能有着直接的影

响。体外实验证实，M1 表型巨噬细胞 (人或鼠源)

吞噬能力均显著强于 M2 表型[22-24]。原代培养 7 d

后，BMDM 吞噬能力显著高于 PM。在经细菌内

毒素 LPS 进一步刺激后，上述差异依然存在，提

示体外培养的 BMDM 在基础状态和激活状态，其

吞噬功能均强于 PM。该发现进一步佐证了巨噬

细胞极化功能检测结果，BMDM 表型偏向于 M1

极化状态。然而，表型差异如何影响吞噬功能还

有待进一步研究。 

综上所述，尽管原代培养的腹腔源和骨髓源

巨噬细胞在纯度和诱导后极化状态均可满足实验

要求，然而 PM 和 BMDM 无论在体外培养过程或

生物学特性均存在一定差异。BMDM 在可获取数

量上明显多于 PM，但其基础状态较 PM 却呈现出

M1 表型特征及较强的吞噬能力，这一差异在特定

诱导剂处理后依然存在。因此，在巨噬细胞相关

病理或药理研究过程中应谨慎合理选择巨噬细胞

原代培养方法，以避免原代培养巨噬细胞生物学

特性差异对实验结果产生影响。 
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