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Abstract: Macrophage is an important component of innate immunity, which plays a great role in anti-infection im-
munity. The accurate evaluation of non-opsonic phagocytosis of macrophages is often used as an important indicator of 
the non-specific immune responses when bacterial infection occurs. In the present study, the non-opsonic phagocytosis 
of macrophages in resident or inflammatory infiltrating condition was quantificationally detected by using flow cyto-
metry method combined with bacterial counts. This method will contribute to the quantitative evaluation for the ability 
of macrophage phagocytosis and the accurate response to macrophage immunity in a variety of physiological and pa-
thological conditions. 
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摘  要：巨噬细胞是重要的天然免疫细胞，在抗细菌感染等免疫应答中发挥重要调控作用。当细菌等病原微生

物感染机体时，准确的定量评价巨噬细胞的非调理素吞噬能力，常常被作为评价机体非特异免疫应答能力的重

要指标。本文采用流式细胞仪结合细菌计数的方法，定量的检测了定居巨噬细胞和炎症浸润的巨噬细胞对细菌

的非调理素吞噬能力变化。该研究方法将有助于定量评价在免疫应答中巨噬细胞的吞噬能力变化，以更准确反

映在各种生理或病理条件下巨噬细胞的免疫应答状态。 
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1. 引言 

巨噬细胞是重要的天然免疫细胞，在抗细菌感染

等免疫应答中发挥重要调控作用[1]。当细菌等病原微

生物感染机体时，巨噬细胞常常是首先发挥免疫应答

反应的细胞。在局部炎症因子刺激下，局部定居的巨*汉丽梅和刘光伟同为通讯作者。 
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噬细胞和炎症浸润的巨噬细胞迅速集聚到炎症局部，

通过有效的吞噬反应，进行抗原处理、消化并最终提

呈抗原给适应性免疫细胞，同时也伴随大量的细胞因

子分泌[2-4]。在这一巨噬细胞炎症反应过程中，对巨噬

细胞吞噬能力的评价常常可以直接反映机体早期的

免疫应答状态。因此，如何有效和准确的评价巨噬细

胞的非调理素吞噬能力，就成为巨噬细胞免疫能力检

测的重要指标。 
本文采用流式细胞仪结合细菌计数的方法，定量

地检测定居巨噬细胞(peritoneal macrophages; PEMs)
和炎症浸润巨噬细胞 (thioglycollate-induced macro-
phages; TEMs)对细菌的非调理素吞噬能力变化。该研

究将有助于定量评价免疫应答中巨噬细胞吞噬能力，

以更准确反映在各种生理或病理条件下巨噬细胞的

免疫应答状态。 

2. 材料与方法 

2.1. 实验动物 

C57BL/6 小鼠，体质量(20 ± 2)g，雌雄兼用，购

自复旦大学实验动物中心。 

2.2. 小鼠腹腔巨噬细胞悬液的制备 

采用 5 mL 注射器和冷 0.1 mol/L 磷酸盐缓冲液

(PBS)反复灌洗小鼠腹膜腔，将灌洗液收集于 50 mL
离心管中，离心(1500 r/min, 5 min)。弃上清液，再用

冷 PBS 液洗两次。混匀后用台盼蓝(北京中杉生物技

术公司)染色和计数，并调整活细胞数至 1 × 106个/mL。
将 1 mL 腹腔悬液加入预先用 2%明胶(eBioscience)处
理的 24孔板(Costar)中，于 5% CO2细胞培养箱中 37℃
培养 30 min 后，将其上清液轻轻吸弃。收取贴壁纯化

的巨噬细胞，并调整细胞浓度为 1 × 106个/mL 备用。

台盼蓝染色观察细胞活性(活细胞率 > 95%)和小鼠巨

噬细胞标志 F4/80 抗体(BD Bioscience)染色及流式细

胞仪鉴定巨噬细胞纯度(阳性率 > 95%)。 

2.3. 硫胶质诱导的化学性腹膜炎 

采用 1 mL 无菌的 3%硫胶质(Thioglycollate; TG)
腹腔注射入小鼠诱导化学性腹膜炎，3 天后，常规腹

腔灌洗，获得巨噬细胞，混匀后用台盼蓝染色(活性率 > 
95%)和计数。小鼠巨噬细胞标志 F4/80 抗体染色进行

流式细胞仪鉴定巨噬细胞纯度(阳性率 > 95%)。调整

活细胞数至 1 × 106个/mL，备用。 

2.4. RAW264.7 培养 

RAW264.7 巨噬细胞系进行常规培养在预先用 2%
明胶(eBioscience)处理的 24 孔板(Costar)中。实验前，

收取贴壁的 RAW264.7 巨噬细胞，离心收集在 15 ml
离心管中。采用台盼蓝染色和计数，调整活细胞数至

1 × 106个/mL，备用。 

2.5. 大肠杆菌标记 

将带有绿色荧光蛋白(GFP)标签的质粒(pGFPuv)
转入大肠杆菌，氨苄抗性筛选得到绿色标记的细菌

(DH5α-pGFPuv)，细菌培养平板上保存。实验前，从

培养平板上挑取一个单菌落接种于 5 ml LB(Luria- 
Bertani)液体培养基(胰蛋白胨 10 g/L；酵母提取物 5 
g/L 和氯化钠 10 g/L)的试管中，37℃振荡培养 3~4 小

时。采用分光光度计测定细菌 OD 值，调整细菌浓度

为 109 CFU/mL，备用。 

2.6. 流式细胞仪检测巨噬细胞吞噬百分率 

将巨噬细胞和细菌按照一定比例混合培养，观察

巨噬细胞对细菌的吞噬效应。为检测其吞噬效应，将

培养板中待检孔上清液收集，离心并进行菌落培养和

计数。同时，用冷 PBS 收取巨噬细胞，加入抗-鼠 FcγR
抗体 CD16/32(2.4 G2; BD Bioscience)以阻断非特异染

色后，在流式测定管中加入 1 × 106个细胞与藻红蛋白

荧光素(PE)-抗-鼠 F4/80 单克隆抗体(BD Bioscience)，
4℃孵育 30 min。冷 PBS 洗 2 次，上机检测。在流式

细胞仪 (BD Biosciences)的散点图上根据前向角

(forward scatter, FS)与侧向散射角(side scatter, SS)两
个参数圈定巨噬细胞群并排除细胞碎片，FL1 通道检

测绿色荧光 GFP，FL2 通道检测红色荧光。应用红色

荧光和绿色荧光双阳性细胞占总巨噬细胞(红荧光单

阳性 + 红荧光和绿荧光双阳性)的百分数来计算其吞

噬百分率。其中巨噬细胞未吞噬 E. coli 组作为对照实

验组，而吞噬 E. coli 组作为实验组。 

2.7. 统计学分析 

实验数据均用均数 ± 标准差表示，采用 SPSS 
11.0 统计软件包进行检验分析。学生的非配对 t 检验
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用来比较两组之间差异。而对于具有一个重复测量值

的单因素实验，采用单因素方差分析方法。P 值小于

0.05 被认为具有统计学显著性差异。 

3. 结果 

3.1. 巨噬细胞对细菌吞噬的时程变化 

将 RAW264.7 巨噬细胞与标记了 GFP 的 E. coli
共同孵育不同时间后，应用 PE-F4/80 抗体标记巨噬细

胞。用流式细胞仪定量检测 RAW264.7 巨噬细胞吞噬

GFP-E. coli 的情况。对照组检测巨噬细胞未吞噬 GFP- 
E. coli 情况(图 1(a)-(b))。如图 1 所示，RAW264.7 部

分巨噬细胞吞噬 GFP-E. coli，在 30 min 时阳性吞噬百

分率明显增加，而后下降，但仍可以通过流式细胞仪

检测到，证明巨噬细胞对 E. coli 具有明显吞噬效应。 

3.2. 巨噬细胞对细菌吞噬的量效变化 

将 RAW264.7 巨噬细胞与不同剂量的 GFP 标记

E. coli 共同孵育 30 min 后，应用 PE-F4/80 抗体标记

巨噬细胞。用流式细胞仪定量检测 RAW264.7 巨噬细

胞吞噬 GFP-E. coli 的情况。如图 1(c)所示，流式细胞

检测显示 RAW264.7 巨噬细胞可以明显吞噬 E. coli，
而且与 5 × 108 CFU 细菌共孵育后，巨噬细胞吞噬细

菌的阳性百分率明显增加，且高于 1 × 108 CFU 组的

阳性百分率，具有明显的剂量依赖性变化效应。 

3.3. 定居与浸润的巨噬细胞对细菌吞噬的效应 

进一步，分离小鼠腹腔定居的巨噬细胞和 3%硫

胶质诱导的化学性腹膜炎腹腔炎症浸润的巨噬细胞，

并观察定居巨噬细胞与炎症浸润巨噬细胞对E. coli吞
噬的变化规律。5 × 108 CFU 的 E. coli 与巨噬细胞共孵

育 30 min 后，取培养上清菌液进行菌培养，其菌落生

长情况和细菌数被显示(图 2(a))，吞噬后定居巨噬细 
 

 
Figure 1. Time-courses and dose-effects of macrophage phagocyto-
sis on E. coli. (a). Phagocytosis of RAW264.7 on E. coli measured 

by flow cytometry; (b). Time-course effects of macrophage phago-
cytosis on E. coli; (c). Dose-effects of macrophage phagocytosis on 

E. coli 
图1. 巨噬细胞对细菌E. coli吞噬的时程和量效变化 (a) 流式细胞

仪检测RAW264.7对E. coli的吞噬；(b) RAW264.7对E. coli吞噬效

应时程变化规律；(c) RAW264.7对E. coli吞噬效应的量效变化规律 
 

 
Figure 2. Phagocytosis effects of peritoneal resident macrophages (PEMs; resident) and thioglycollate-induced macrophages (TEM) on E. coli. 

(a). Following the phagocytosis of macrophages to E. coli in the culture plate, the supernatants were harvested and bacterial were counted; 
(b). And, the phagocytosis of PEMs and TEMs on E. coli was detected by flow cytometry and results were summarized 

图2. 腹腔定居巨噬细胞和硫胶质诱导的腹腔炎症浸润巨噬细胞对细菌(E. coli)的吞噬效应 (a) 在培养板中观察巨噬细胞对细菌的吞噬效应，

吞噬完成后，培养上清中未被吞噬的细菌涂板进行细菌计数；(b)流式细胞仪定量检测PEMs和TEMs对细菌的吞噬情况 
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胞吞噬组存活细菌数明显多于炎性巨噬细胞吞噬组，

提示炎性巨噬细胞比定居巨噬细胞可能有更高的吞

噬效应。 
结果一致，在细菌与巨噬细胞共孵育后，采用流

式细胞仪定量检测巨噬细胞吞噬 E. coli 的情况。结果

显示，吞噬细菌的定居巨噬细胞百分率明显低于吞噬

细菌的炎性浸润巨噬细胞百分率(图 2(b))。这表明，

炎性巨噬细胞确实比定居巨噬细胞具有更高的吞噬

效应。综合上述结果提示，炎性巨噬细胞在炎症部位

集聚，对最终解决炎症可能起到至关重要的作用。同

时，也表明采用流式细胞仪方法可以更精确定量巨噬

细胞的吞噬能力，从而定量反映其抗细菌感染能力。 

4. 讨论 

单核巨噬细胞系统是机体的主要防御系统之一，

具有非调理素依赖的和抗体及补体等调理素依赖的

吞噬细菌或异物的吞噬清除功能[4-6]。E. coli 常被作为

经典的吞噬功能检测物，并通过检查巨噬细胞对 E. 
coli 的吞噬能力和速率来检测该系统的功能[7,8]。应用

预先荧光标记的E. coli或其他细菌结合流式细胞仪方

法可以检测巨噬细胞吞噬能力强弱和比较巨噬细胞

不同亚群的吞噬效应，以评价机体单核巨噬细胞系统

的功能[9]。同时结合未被吞噬的细菌计数等方法，可

以间接反映巨噬细胞对细菌吞噬能力变化。传统的巨

噬细胞吞噬能力评价是采用 Gimesa 染色，光镜下观

察巨噬细胞吞噬细菌的情况，并在镜下计数获得巨噬

细胞对细菌的吞噬指数[8]。流式细胞仪检测和传统方

法相比其优点是可以定量检测巨噬细胞吞噬率，较之

传统 Gimesa 染色检测吞噬指数等方法更敏感。由于

流式细胞仪属于高精度仪器，价格昂贵，可能在一定

程度上限制了该方法的广泛应用，但是对于基础科学

研究和重要病理过程巨噬细胞功能评价将大有助益。

将多染色流式细胞仪技术进一步应用于此项检测，可

以同时进行巨噬细胞多个亚群吞噬能力的测定与功

能比较，其优越性将进一步提高。 
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