
1.1 使用20%乌拉坦麻醉大鼠（1-1.5 g/kg）。麻醉后将大鼠浸泡
至75%的酒精中消毒。

2.1 在颈部开口，暴露气管
2.2 在气管中插管

3.1 用2 mL冰冷的加入三抗的PBS缓冲液通过插管注射到肺中，
按摩3分钟后收集灌洗液。重复10次，所有的灌洗液都收集到同
一个离心管中。

4.1 将离心管中的细胞4℃, 300 g, 10 min离心，收集底部沉淀细
胞

5.1 用2 mL冰冷的PBS缓冲液重悬细胞沉淀，离心弃上清（4℃, 
300 g, 10 min），重复一次后使用2ml完全培养基重悬。

1.麻醉

2.插管

3.灌洗

4.收集

5.洗涤

肺泡巨噬细胞原代提取

6.1 取1 uL原细胞+100 uL PBS，重悬后用台盼蓝染色，在自动
细胞计数仪上进行细胞计数和活力检测

7.1 将细胞接种到T25细胞培养瓶中。置于37℃，5% CO₂培养箱
中孵育2小时。弃上清，用预温的培养基轻柔洗涤贴壁细胞1次，
彻底去除未贴壁细胞。加入5 mL的完全培养基培养。

8.1 流式细胞术检测肺泡巨噬细胞表面标志物

6.计数

7.富集

8.鉴定



1.1 使用20%乌拉坦麻醉大鼠，1-1.5g/kg。麻醉后将大鼠浸泡至
75%的酒精中消毒。

2.1 在颈部开口，暴露气管
2.2 在气管中插管

3.1 心尖灌注：在心尖插管，心耳剪小口，连接输液装置，输入
PBS，大鼠大约200 mL，至肺脏呈苍白色，去除肺泡巨噬细胞
和血细胞。

4.1 完整取出肺组织，用冰冷的PBS洗涤，后将肺组织转移到培
养皿中，用锋利剪刀将其剪成非常细小的碎片。

1.麻醉

2.插管

3.灌注

4.取肺

肺间质巨噬细胞原代提取

5.1 加入含有I型胶原酶（0.5 mg/mL）、DNA酶I（50 μg/mL）
的PBS，浓度可根据不同品牌的酶浓度微调，37℃摇床中孵育
60分钟。

6.1 加入完全培养基终止消化反应。通过70μm细胞滤网过滤，
得到单细胞悬液。用培养基冲洗滤网和残留组织。

7.1 用2 mL冰冷的PBS缓冲液重悬细胞沉淀，离心弃上清（4 ℃, 
300 g, 10 min），重复一次后使用2ml完全培养基重悬。

5.消化

6.终止

7.洗涤

8.1取1 uL原细胞+100 uL PBS，重悬后用台盼蓝染色，在自动细
胞计数仪上进行细胞计数和活力检测

9.1 将细胞接种到T25细胞培养瓶中。置于37℃，5% CO₂培养箱
中孵育2小时。弃上清，用预温的培养基轻柔洗涤贴壁细胞1次，
彻底去除未贴壁细胞。加入5 mL的完全培养基培养。

8.计数

9.富集

10.1 流式细胞术检测肺泡巨噬细胞表面标志物10.鉴定



常见问题解析

1、细胞不贴壁或者贴壁很少？

原代培养时间需控制，一般原代贴壁培养90 min-120 min较好，其实要检

查血清批次活性或培养瓶表面涂层（如用多聚赖氨酸）。

2、细胞数量越来越少？

首先细胞培养时，初始细胞接种量应不少于每5×104个/cm2。其次巨噬

细胞属于不增值细胞，培养时间过长数量会逐渐减少，鉴定后应尽快开展

试验。

3、污染预防应该怎么做？

操作过程严格遵循无菌操作，所有的试剂耗材都应保证无菌，原代时添

加抗生素，待细胞稳定后去除，但避免长期使用。

4、形态异常是什么原因，怎么办？

激活状态可能致细胞形态改变。模型鼠可能是受炎症刺激，正常鼠可能

是采取细胞时有机械刺激，因此操作时要动作轻柔避免机械刺激。
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