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巨噬细胞: 一种理想的细胞骨架观察教学材料
薛雅蓉*  庄重  候冬霞  汪水娟

(南京大学生命科学学院, 南京 210023)

摘要      细胞骨架是细胞的重要结构之一, 也是《细胞生物学实验》教学的重要内容。然而, 
在目前的教学实践中, 缺乏较为理想的细胞骨架观察材料。基于对巨噬细胞易黏附、便于操作特

性的了解, 该研究以小鼠腹腔巨噬细胞为材料, 进行了细胞骨架显示的实验探索。结果表明, 无论

用曲通X-100处理细胞后再用考马斯亮蓝染色还是先对细胞进行固定、透膜后再用免疫荧光法染

色, 均可观察到清晰的细胞骨架结构。说明巨噬细胞是一种理想的细胞骨架观察教学材料。
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Macrophage: An Ideal Teaching Material for Cytoskeleton Observation

XUE Yarong*, ZHUANG Zhong, HOU Dongxia, WANG Shuijuan
(School of Life Science,Nanjing University, Najing 210023, China)

Abstract       Cytoskeleton is one of the important structure of cells, also is the important content of the course 
of Cell Biology Experiment. However, there is a lack of ideal cell materials for cytoskeleton observation in the cur-
rent teaching practice. According to our understanding of the characteristics of easy adhesion and operation of mac-
rophages, we used mouse abdominal macrophages as materials to observe cytoskeleton for experimental exploration. 
The results showed that clear cytoskeleton structure could be observed whether the cells were treated with Triton X-100 
and then stained with coomassie brilliant blue or the cells were fixed, permeabilized, and stained with immunofluores-
cence. It shows that macrophage is an ideal teaching material for cytoskeleton observation.
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细胞骨架(cytoskeleton)是细胞的重要结构之一, 
指真核细胞中的蛋白纤维网架体系, 包括微管(mi-
crotubule, MT)、微丝(microfilament, MF)和中间纤维

(intermediated filament, IF)。其在细胞形态维持、细胞

运动、物质运输等一系列方面均有重要作用[1], 所以, 
对于细胞骨架的研究是近代细胞生物学最活跃的领

域之一, 也是细胞生物学实验教学的重要内容。

教材及文献报道的细胞骨架教学中应用的细

胞材料主要为培养的动物贴壁细胞, 如肺癌细胞

系A549[2]、中国仓鼠卵巢 (Chinese hamsters Ovary, 
CHO)细胞[3]、HeLa细胞[4]等; 其次是植物组织[5-6]。

培养的动物贴壁细胞紧紧贴附于载玻片或盖玻片表

面, 便于细胞骨架的染色和洗涤等操作。但这类细

胞准备工作要求条件高, 并且繁琐、费时, 很难一次
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性准备大量细胞材料用于教学。植物组织呈游离状

态, 操作时易丢失, 并且容易受损。尤其是考马斯亮

蓝染色法显示骨架的实验, 因需要先用去垢剂曲通

X-100处理细胞使膜脂和非骨架蛋白溶解, 导致骨架

结构极不稳定、骨架蛋白大量断裂。因此, 有必要

寻找更为理想的细胞骨架显示实验材料。

小鼠腹腔巨噬细胞取材容易, 并且具有快速黏

附于载玻片表面而具有类似于贴壁培养细胞的特

点。国内外针对其骨架的研究报道很多[7-8], 但尚未

见到将其用于细胞骨架教学的报道。我们以小鼠腹

腔巨噬细胞为材料, 进行了考马斯亮蓝染色法和荧

光染色法检测细胞骨架的实验, 获得了比较理想的

结果。下文介绍相关实验材料、方法和结果, 以供

教学和巨噬细胞骨架研究参考。

1   材料和方法
1.1   供试小鼠 

为6~8周龄的健康小白鼠。

1.2   4%淀粉肉汤配制

用于实验前注射于小鼠腹腔募集和活化巨噬细

胞。配制方法[9]为: 0.3 g牛肉膏、1.0 g蛋白胨、0.5 g
氯化钠、4.0 g可溶性淀粉、100 mL蒸馏水。高压蒸

汽灭菌20 min, 保存于4 °C冰箱。

1.3   考马斯亮蓝染色法试剂准备

(1)M-缓冲液 : 60 mmol/L咪唑、50 mmol/L 
KCL、0.5 mmol/L MgCl2、1 mmol/L乙二醇双(2-氨
基乙基醚)四乙酸(EGTA)、0.1 mmol/L乙二胺四乙

酸(EDTA)、1 mmol/L巯基乙醇, pH7.2[9]。

(2)pH6.8的6 mmol/L磷酸盐缓冲液(PBS): 15.3 mL 
0.2 mol/L的NaH2PO4、14.7 mL 0.2 mol/L的Na2H-
PO4、8.6 g NaCl, 加水溶解并定容至1 000 mL。

(3)1.0%曲通X-100溶液: 用M-缓冲液配制。

(4)3.0%戊二醛溶液: 用M-缓冲液配制。

(5)0.2%考马斯亮蓝R250染液。 
1.4   荧光染色法试剂准备

(1)细胞骨架缓冲液(CB)[10]: 1.95 g吗啉乙磺

酸(MES)、8.76 g NaCl、10 mL 0.5 mol/L EGTA、

5 mL 1.0 mol/L MgCl2、0.9 g葡萄糖。用1.0 mol/L
的NaOH调pH至6.1, 定容到1 000 mL。

(2)0.01 mol/L pH7.4的PBS溶液[1,5]。

(3)4%多聚甲醛溶液: 北京索莱宝生物科技有

限公司产品, 用于细胞固定。

(4)含0.1%曲通X-100的CB: 用于细胞透膜。

(5)异硫氰酸荧光素(FITC)标记的抗鼠α-微管蛋

白抗体: 美国Sigma公司产品。

(6) 罗丹明标记的鬼笔环肽: 美国Sigma公司产品。

(7)抗体和鬼笔环肽稀释液: 含1%牛血清白蛋

白(BSA)的PBS溶液。

说明: FITC标记的抗鼠α-微管蛋白抗体和罗丹

明标记的鬼笔环肽根据需要购买, 可以只买其中之

一或两种都买。

1.5   巨噬细胞的募集与活化

实验前2天, 向每只小鼠腹腔无菌注射1 mL 4%淀

粉肉汤, 使更多巨噬细胞募集到小鼠腹腔并被激活。

1.6   腹腔巨噬细胞的收集

经南京大学实验动物福利伦理审查委员会审

查批准, 采用颈椎脱臼法或戊巴比妥钠过量麻醉法

处死小鼠, 向腹腔注射1 mL生理盐水, 静置3~5 min
后抽取腹腔液[9], 放入试管内。

1.7   巨噬细胞标本片的制备

将一张载玻片放进铺有数层湿滤纸的直径为

9 cm的平皿(自制湿盒)内; 给载玻片中央位置滴加

1~2滴小鼠腹腔液; 将平皿放进冰箱冷藏室30 min, 
使巨噬细胞黏附; 用0.01 mol/L pH7.4的PBS溶液冲

洗除去其他非黏附细胞。

1.8   荧光染色法显示细胞骨架

(1)细胞的固定与透膜处理。载玻片置自制湿

盒内, 向细胞标本加4%多聚甲醛溶液覆盖细胞, 室
温静置20 min固定细胞; 用CB浸洗2次, 每次5 min; 
再用0.1%曲通X-100透膜处理细胞10 min; 用CB浸
洗2次, 每次5 min。

(2)细胞骨架的荧光显示。按说明书稀释FITC
标记的抗鼠α-微管蛋白抗体溶液或/和罗丹明标记的

鬼笔环肽溶液, 分别或先后加在细胞标本片上, 使其

完全覆盖细胞样品, 用于分别或同时显示微管和肌

动蛋白微丝。加抗体反应时间45~60 min, 加鬼笔环

肽反应时间30 min。因鬼笔环肽和肌动蛋白的亲和

力比抗体和微管蛋白更高, 同时显示时最好先加抗

体。为减少荧光淬灭, 应避光进行。可用锡箔纸包

裹直径为9 cm的平皿(湿盒), 置实验台上或37 °C恒
温箱里。每种溶液反应结束后, 都要用PBS冲洗除

去反应液, 再浸泡洗涤2次, 每次5 min。最后用滤纸

吸干载玻片背面液体, 给细胞样品处加1滴PBS并加

盖玻片后用荧光显微镜或激光共聚焦显微镜观察、
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拍照。如暂时不观察, 标本需避光保存于4 °C冰箱。

1.9   考马斯亮蓝染色法显示细胞骨架

(1)细胞裂解及非骨架蛋白的去除: 载玻片置直

径为9 cm的平皿中, 加1%曲通X-100溶液覆盖细胞

样品, 室温静置10 min或20 min; 用M-缓冲液浸泡洗

涤3次, 每次5 min。
(2)固定: 加3%戊二醛溶液固定20 min; 用PBS

浸泡洗涤3次, 每次2 min。
(3)染色: 加0.2%考马斯亮蓝R250染液染色10 min; 

蒸馏水冲洗去除浮液。

(4)显微观察: 普通光学显微镜观察骨架分布。

2   实验结果
按照上述方法, 得到了荧光染色的巨噬细胞骨

架的共聚焦显微镜观察结果(图1)和考马亮蓝染色

法显示的巨噬细胞骨架(图2)。其中, 用FITC标记的

抗鼠α-微管蛋白抗体显示的巨噬细胞微管呈绿色

(图1A); 用罗丹明标记的鬼笔环肽显示的微丝呈红

色(图1B)。可以看出, 巨噬细胞的微管和微丝均在

细胞周边和细胞内有分布; 在细胞内呈分散状分布, 
以微丝更为丰富。从周边微丝可以看出, 细胞形态

基本维持了圆形, 有的细胞表面有明显突起, 微丝也

延伸至突起处(箭头所示)。
曲通X-100处理细胞时间对考马斯亮蓝染色法

显示巨噬细胞骨架的影响见图2。处理10 min, 细胞

形态维持较好、核尚未被破坏, 但骨架结构不很清

晰(图2A); 处理20 min, 核被破坏而不可见, 骨架结

构更为清晰, 但细胞也严重变形(图2B)。
上述结果说明: (1)相比于先进行细胞裂解, 对

细胞先进行固定, 再进行透膜和用荧光标记物反应, 

A: 用FITC标记的抗鼠α-微管蛋白抗体显示的巨噬细胞微管, 呈绿色; B: 用罗丹明标记的鬼笔环肽显示的微丝, 呈红色。

A: macrophage microtubules shown here in green with FITC-labeled anti-alpha tubuloprotein antibody; B: microfilaments shown here in red with rho-
damine-labeled phalloidin.

图1   荧光染色的巨噬细胞骨架共聚焦显微镜观察结果

Fig.1   Result of confocal microscopic observation of macrophage cytoskeleton stained by fluorescence

10 µm 10 µm

BA

10 µm 10 µm

BA

A: 曲通X-100处理细胞10 min; B: 曲通X-100处理细胞20 min。
A: the cells were treated with Triton X-100 for 10 min; B: the cells were treated with Triton X-100 for 20 min.  

图2   考马斯亮蓝染色法显示的巨噬细胞骨架

Fig.2   Macrophage cytoskeleton displayed by coomassie brilliant blue staining
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更有利于维持细胞形态和骨架的天然结构; (2)控制

去污剂曲通X-100的作用时间, 能够得到不同的骨架

显示结果。如要维持更完整的细胞形态, 可适当缩

短曲通X-100的处理时间。

3   讨论
巨噬细胞是一种重要的固有免疫细胞, 其广泛

分布于人和动物体内[11-12]。自然状态下, 腹腔中存在

一定数量的巨噬细胞, 并且由于其更易获取, 腹腔液

就成为小鼠、大鼠等实验动物巨噬细胞的最主要来

源。如预先向腹腔注射淀粉肉汤, 还可募集并激活

更多的巨噬细胞。实验时, 可先给腹腔注入生理盐

水等液体进行灌洗, 然后吸取灌洗液, 其中含有腹腔

巨噬细胞。这种方法较之培养贴壁细胞, 非常方便、

省时, 并且, 一只小鼠的腹腔灌洗液可以制备多个细

胞标本片, 用作多个学生的实验材料。如方法得当, 
向腹腔注入1 mL液体, 可以抽到不少于0.8 mL腹腔

液, 制备8~16张巨噬细胞标本片。

要想获取更多腹腔液并减少巨噬细胞损失, 需
注意下面几个环节。(1)向腹腔注射生理盐水时避

免注入皮下和内脏, 并减少从针眼流出。方法是: 用
左手拇指和食指夹住并提起小鼠腹中部的皮肤和腹

膜, 右手持注射器, 将针头由提起处下方空隙处扎进

腹腔, 缓缓推出其中液体; 稍作停留, 使液体分散于

腹腔后拔出针头; 轻揉腹部数次, 使液体与腹腔脏器

充分接触; 静置3~5 min, 使更多巨噬细胞进入灌洗

液。(2)抽取腹腔液时要避免腹腔液流失或肠系膜等

柔软组织堵塞针头。方法是: 先沿腹中线剪开整个

腹部皮肤(不要剪开腹膜), 再用双手将皮肤慢慢向

身体两侧尽可能撕开, 暴露腹膜; 用左手拇指和食指

夹住小鼠一侧皮肤, 左手中指从靠近背部处由外向

内推压小鼠, 使腹膜下出现一个无脏器的空隙; 将注

射器针头插入空隙处抽取腹腔液。一侧抽干净后再

用同样方法换到另一侧抽取。(3)减少巨噬细胞因黏

附于试管壁而损失。巨噬细胞易黏附于玻璃和塑料

试管, 抽取的腹腔液应及时制备细胞标本片。

对比荧光染色法和考马氏亮蓝染色法, 荧光染

色法因细胞先固定后透膜, 细胞及骨架结构维持较

好, 并且可以选择性染微管或微丝; 但因需要用到荧

光染料及相关观察设备, 成本及设备要求较高。后一

方法实验要求条件较低, 多数学校可以满足, 成本也

较低; 缺点是考马氏亮蓝对蛋白染色无选择性, 需要

先用去垢剂曲通X-100溶解膜结构及大部分非骨架蛋

白, 导致细胞骨架蛋白缺乏支撑, 容易变形、破坏, 显
示效果不及荧光染色法, 也无法区分骨架成分。具体

教学中可根据实验目的和条件选择不同的方法。

综上所述, 以巨噬细胞为材料进行骨架显示, 
具有材料易得、操作方便、结果可观察性强等优点, 
说明巨噬细胞不失为一种理想的细胞骨架显示教学

用细胞材料。
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