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技术与方法—流式细胞术专题

神经系统小胶质细胞流式检测及分选
姜博文  陈玲玲*

(中国科学院分子细胞科学卓越创新中心/生物化学与细胞生物学研究所, 上海 200031)

摘要      小胶质细胞是中枢神经系统中主要的免疫细胞, 数量上占大脑的5%~10%。作为中枢

神经系统的巨噬细胞, 它们会不断清除中枢神经系统中的斑块、受损或不必要的神经元和突触以

及感染因子。从中枢神经系统组织中分离小胶质细胞为研究基础细胞生物学和检测体内治疗对小

胶质细胞免疫功能的影响提供了强有力的工具。该文描述了利用小胶质细胞特异性表面标志物, 
通过流式细胞分选(FACS)纯化小胶质细胞的方法。
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Abstract       Microglia are the main immune cells in CNS (central nervous system), representing 5%-10% 
of cells in the brain. As the macrophage, they constantly scavenge the CNS for plaques, damaged or unnecessary 
neurons and synapses, and infectious agents. Isolation of microglia from CNS tissue provides a powerful tool to 
study basic cell biology and examine the effects of in vivo treatments on microglia function. This article describes 
approaches for purification of microglia by FACS (fluorescence-activated cell sorting) using microglia-specific sur-
face markers.
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脑是中枢神经系统的主要部分, 起源于神经管

的头段。小鼠大脑尽管表面上和人类大脑有很多差

异, 尤其在大小和重量上, 但是负责构建、运行小鼠

和人类大脑的基因有90%是相同的, 所以小鼠大脑

可作为研究人类大脑疾病或精神障碍的强大动物模

型。小鼠大脑由不同类型细胞构成, 主要包括神经

元和胶质细胞。神经元即神经细胞, 由胞体和突起

组成, 突起分为树突和轴突。神经元可以将信号远

程传递到特定的细胞, 这是它们和其他细胞最大的

区别[1]。

在中枢神经系统中, 神经胶质细胞包括星形胶

质细胞、少突胶质细胞、小胶质细胞、管周膜细

胞和脉络丛上皮细胞。长期以来, 人们对胶质细胞

的认识存在很大的局限性, 认为它只是被动的支持

成分。20世纪70年代, 对于星形胶质细胞和少突胶

质细胞的功能有了很大的研究进展, 20世纪80年代
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对小胶质细胞的研究开始涌现, 科研人员发现其除

了可以作为中枢神经系统的巨噬细胞以外, 还可以

作为脑的免疫系统发挥功能, 在正常脑发育、神经

元调控和中枢再生等方面也可发挥重要作用。

胶质细胞功能异常与神经系统退行性疾病之

间具有很强的相关性。例如, 帕金森病与激活的小

胶质细胞和反应性星形胶质细胞有关[2]。小胶质

细胞分泌胰岛素样生长因子-1(insulin-like growth 
factor 1, IGF-1), 神经元对神经营养信号通路IGF-
1R/IRS-2/PI3K的反应减弱, 因此在阿尔茨海默病中

产生淀粉样变和血管发育不良[3]。胶质增生可能在

各种形式的癫痫中无所不在[4]。神经胶质细胞还与

肌萎缩侧索硬化、多发性硬化等多种疾病相关[5]。

因此小胶质细胞分析方法的应用尤为重要。

流式细胞分选技术是通过对特定细胞进行加

电分选的技术, 是一种对任何组织样本中细胞进行

定量和鉴定的重要方法, 包括含有小胶质细胞的脑

组织样品[6-8]。在进行流式分析或分选前, 我们需

要将组织样本制备成单细胞悬液。小鼠大脑组织

单细胞悬液的制备方法包括机械研磨法和酶消化

法。

机械研磨法首先将小鼠灌流并取出脑组织, 剪
碎之后分别利用粗和细的组织研磨杵手动对剪碎的

脑组织进行旋转研磨, 然后利用70 μm细胞过滤器去

除组织碎片, 重复过滤从而进一步去除髓鞘碎片, 流
式缓冲液重悬细胞进行后续抗体染色, 最后上机分

析分选[9]。

酶消化法是将小鼠灌流、脑组织剪碎之后, 
利用不同的消化酶将脑组织进行消化, 去除细胞

间质使细胞解离分散。使用的酶通常包括: 胰蛋白

酶、木瓜蛋白酶、分散酶II和accutase细胞解离试

剂等。胰蛋白酶是从胰脏中提取的丝氨酸蛋白水

解酶、肽链内切酶, 它能把多肽链中赖氨酸和精氨

酸残基中的羧基侧切断, 是特异性最强的蛋白酶。

木瓜蛋白酶是木瓜中含有的一种低特异性巯基蛋

白酶, 可降解大多数蛋白质底物, 与胰蛋白酶相比, 
木瓜蛋白酶对神经组织中细胞的损伤更小, 所以

在神经组织消化过程中大多使用木瓜蛋白酶。分

散酶II即中性蛋白酶, 是一种非特异性金属蛋白酶, 
能快速且温和消化不同组织中细胞外基质, 通常

与胰蛋白酶组合使用, 用于韧性强、胶原丰富的组

织消化。accutase细胞解离试剂是一种即用型, 包

含蛋白水解酶和胶原酶活性的一种中性酶细胞消

化液, 是胰酶/EDTA消化液的替换产品, 与胰蛋白

酶相比在细胞活性方面更胜一筹。在细胞悬液制

备过程中, 蛋白酶会损伤部分细胞导致DNA释放

引起细胞聚团并影响蛋白酶的消化率, 所以上述

蛋白酶消化过程中可以与DNA酶联用, 消化DNA
而不损伤完整细胞。

关于髓鞘去除, 有三种常见的方法: Percoll离
心、髓鞘去除试剂盒和不去除(不去除即利用70 μm
细胞过滤器过滤离心之后, 直接用流式细胞缓冲液

重悬细胞沉淀进行后续的染色分析)。
小胶质细胞标记物有多种: TMEM119、CD11b

和CD45、Iba1、CX3CR1、F4/80、CD68、CD40。
TMEM119是一种细胞表面蛋白 , 同时也是鼠源和

人源小胶质细胞的特异性标记物。TMEM119的特

点是其不在巨噬细胞或其他免疫 /神经细胞上表达 , 
这一点不同于其他小胶质细胞标记物 [10]。CD11b与
CD45组合标记可用于区分小胶质细胞与巨噬细胞。

小胶质细胞表面标记物为CD11b+、CD45low, 而巨噬

细胞为CD11b+、CD45high[11]。离子钙结合衔接分子

1(ionized calcium binding adapter molecule 1, Iba1)
是小胶质细胞和巨噬细胞特异性的钙结合蛋白 , 参
与激活的小胶质细胞的细胞膜皱褶形成和吞噬作

用 [12-13]。CX3CR1是一种趋化因子受体 , 存在于中

枢神经系统中小胶质细胞和巨噬细胞的表面 , 可被

神经元分泌的CX3CL1(一种趋化因子 )激活。F4/80
是一种位于巨噬细胞和静息小胶质细胞表面的糖

蛋白 , 分子量为160 kDa[14]。CD68是一种溶酶体蛋

白 , 在巨噬细胞和活化的小胶质细胞表面表达水

平较高 , 而在静息小胶质细胞表面表达水平低 [15]。

CD40是抗原呈递所必需的细胞表面分子 , 在活化

的小胶质细胞和巨噬细胞上表达[16]。

小胶质细胞是位于大脑和脊髓中的巨噬细胞, 
负责中枢神经系统的免疫防御。由于小胶质细胞与

巨噬细胞同源, 因此这两类细胞的许多标记物都相

同。

1   实验材料与方法
1.1   实验动物 

成体野生型小鼠均来自上海灵畅生物科技有

限公司。实验小鼠饲养地点为中国科学院分子细胞

科学卓越创新中心的SPF级屏障设施。饲料为辐照
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除菌后的商品化无菌饲料(货号: 10100100), 由江苏

协同医药生物工程有限责任公司提供。饮水为去离

子水, 经高温高压除菌后备用。动物实验方案经过

中国科学院分子细胞科学卓越创新中心实验动物管

理委员会审批[批准号: SIBCB-(S338)-1612-039]。 
1.2   主要试剂和仪器

主要试剂见表1。
剪刀、镊子、5 mL流式管 (Falcon® Round Bot-

tom Polystyrene Tubes)(货号 : 352008)购自美国Life 
Sciences公司。低温离心机(Heraeus Labofuge 400/400 
R)购自ThermoFisher公司 ; 流式细胞分选仪MA900购
自Sony公司。 
1.3   小鼠大脑单细胞悬液制备

小鼠麻醉后立即将其四肢用针头固定在泡沫

板上, 一只手用镊子夹起胸部皮肤, 另一只手用剪

刀从剑突处剪开胸腔的皮肤和肋骨, 暴露出心脏

和肝脏。将注射针头插入小鼠左心室, 同时将小鼠

右心耳减掉, 以使血液流出。灌注HBSS, 时间维

持在5~10 min, 血液排出后肝脏会变白。将心脏针

头拔出, 剪刀将头剪下, 从剪断处沿着脑中缝将小

鼠头骨剪开, 之后镊子夹住头骨向两侧拨开, 取出

小鼠大脑, 去掉嗅球、中脑、小脑以及内部核团, 
保留小鼠大脑皮层和海马部分, 放在预冷的HBSS

中, 将组织剪切成2~3 mm的小块, 用于后续消化。

将消化液用注射器和0.22 μm针头过滤器过滤到

一个15 mL无菌的离心管中, 加上皮层和海马组织。

旋紧瓶塞, 置于37 °C培养箱中消化18 min。消化完

成以后, 去除管中多余的消化液, 然后加10 mL 10% 
FBS-DMEM培养基于组织中作用1~2 min, 终止消

化。吸去终止液后, 加1 mL含10% FBS-DMEM培

养基, 用1 mL的枪轻轻吹打15~20次。然后沉淀

1~2 min, 这样单个细胞在上清中, 沉淀为组织块, 将
上清转移到一新的离心管, 原来的管中再加1 mL 
10% FBS-DMEM培养基继续吹打。再沉淀, 再转移。

弃去没有消化完全的组织。将上清置于离心机中

1 000 r/min离心5 min。离心后, 吸除上清中的细

胞碎片, 将沉淀用FACS缓冲液重悬, 1 000 r/min离
心10 min(图1)。
1.4   溶液配制

FACS缓冲液: 0.5% BSA、1 mmol/L EDTA溶于

1× PBS中。

消化液: 10 mL解剖液、2 mg L-Cysteine、100 μL 
EDTA(50 mmol/L, pH8.0)、100 μL CaCl2(100 mmol/L)、
30 μL NaOH(1 mol/L)、100 μL DNA酶 I(DNase I)、
90 μL木瓜蛋白酶(Papain)。

解剖液 : 18.8 g NaCl、0.74 g KCl、0.26 g 

表1   主要试剂

Table 1   Key reagents
试剂名称

Reagent
公司

Company
货号

Product code

PE anti-mouse/human CD11b Biolegend 101207

APC/Cyanine 7 anti-mouse CD45 Biolegend 103115

FBS Gibco 10099-141C

Hanks’ balanced salt solution (HBSS) Gibco 14175079

Papain suspension Worthington LS003126

DNAse I Sigma DN25

Bovine serum albumin (BSA) Genview FA016

L-Cysteine Sigma 30089

EDTA Invitrogen 15575-038

CaCl2 Sigma C5080

NaOH Sigma S8045

NaCl ABCONE S39168

KCl SINOPHARM 10016318

MgSO4 Sigma M2773

Hepes Sigma H3784

Glucose Sigma G5834

DMEM Gibco 11965-092
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MgSO4、0.86 g CaCl2、2.4 g Hepes、2.0 g Glucose, 
配制好以后定容到2 L, 将pH值调到7.4, 用0.22 μm的

过滤器过滤除菌, 置于4 °C冰箱保存。

1.5   抗体染色

弃上清 , 沉淀用包含抗体 (CD11b-PE, CD45-
APC)的500 μL FACS缓冲液冰上避光孵育30 min。
同时需要准备未经抗体染色的样品以及每个通道

对应抗体的单染管用于调节补偿。之后用10 mL
预冷FACS缓冲液重新洗涤, 1 000 r/min离心5 min, 
500 μL FACS缓冲液重悬过流式滤网至5 mL流式管

中。

1.6   流式补偿调节

首先调节阳性对照管, 通过阳性对照管调节电

压, 电压确定后上阴性对照管和单染管, 通过流式细

胞分选仪(Sony MA900)自动补偿调节获取合适的补

偿矩阵。最后上阳性管确定阳性细胞分群。在此过

程中, 保证空白管和单染管以及最后的样品管的每

个通道电压值一致。最后进行流式分析及分选, 利
用无标记抗体管进行圈门, 单标抗体管调节补偿, 开
始收集数据。

1.7   RNA测序验证分选效果

流式分选过程中, 收集管中放入1 mL Trizol, 
分选的小胶质细胞直接收集在Trizol里, 后续利用

Trizol法提取RNA, 进行RNA测序分析细胞中小鼠大

脑中不同细胞分子标记物的表达以验证小胶质细胞

的分选效果。

2   结果
首先根据前向侧向参数排除细胞碎片及细胞

粘连, 之后根据无标记抗体管及单染管圈定阴性细

胞群体(图2)。CD11b+CD45–为小鼠大脑中的小胶质

细胞类群(图3)。可以利用这种方法比较不同模型

小鼠或者药物处理后的小鼠大脑小胶质细胞比例的

变化, 从而反映药物处理对大脑中炎症状态的影响。

将分选得到的细胞进行RNA测序之后, 根据已经鉴

定的小鼠大脑中细胞类群的分子标志物[17]分析其在

分选细胞中的表达情况, 结果显示分选得到的细胞

特异性高表达Tmem119(引言中提到的小胶质细胞

的另一种分子标记物), 而几乎不表达小鼠大脑中其

他细胞类群的分子标记物(图4), 提示我们流式分选

A C E

B D F

G

A: 小鼠心脏灌流后取出整个鼠脑, 去掉箭头所指的前端嗅球和后端小脑和脑干部分。B: 去掉嗅球和小脑后得到端脑。C: 去掉箭头所指的区域, 
只保留皮层。D: 获取两侧大脑皮层。E: 将取好的皮层组织放入预冷的HBSS中。F: 用剪刀将组织剪切成2~3 mm的小块。G: 终止消化后, 离
心得到细胞沉淀, 可进行后续抗体染色。

A: the entire mouse brain was taken out after heart perfusion and the anterior olfactory bulb, cerebellum, and brainstem indicated by the arrow were 
removed. B: the forebrain was obtained after removing the olfactory bulb and cerebellum. C: the area indicated by the arrow was removed, only leaving 
the cortex. D: both hemispheres of the cerebral cortex were obtained. E: the obtained cortical tissue was placed in pre-cooled HBSS. F: the tissue was 
cut into small pieces of 2-3 mm with scissors. G: after digestion was stopped, the cell pellet was obtained by centrifugation, and subsequent antibody 
staining could be performed.

图1   小鼠大脑单细胞悬液制备流程

Fig.1   Workflow for preparation of single-cell suspension from mouse brain



1070 · 技术与方法—流式细胞术专题 ·

得到的细胞为小胶质细胞, 详细细胞分群见图4的图

注。

3   讨论
3.1   单细胞悬液的制备

大脑不同于小鼠其他组织, 大脑分左右两个半

球, 两半球间有横行的神经纤维相联系, 大脑半球表

层为皮层, 皮层的深部由髓质或白质构成, 髓质中又

含神经纤维和基底核(灰质团块), 主要由神经元的

胞体和神经胶质细胞构成, 神经元通过相互之间形

成的突触彼此连接, 形成复杂的神经网络和通路, 大
量紧密交织的神经元突起和神经胶质细胞突起组成

神经纤维网, 包围在神经元胞体周围。

用于流式分选的小鼠大脑组织单细胞悬液的

制备, 通常有机械研磨法和酶消化法。但是我们在

操作过程中发现这种机械研磨法非常不好掌握力

度, 导致产生了大量的细胞碎片、上机后分选出小

胶质细胞比例明显降低(图5和表2)。因此, 消化大脑

过程中, 我们使用木瓜蛋白酶和DNA酶I, 已证明木

瓜蛋白酶比其他蛋白酶更有效且破坏性更低。DNA 
酶I用于消化游离的DNA, 防止细胞聚团, 同时不损

伤细胞[18-19]。总体来说, 酶消化方法比机械研磨方

法更加温和, 可得到更多完整的细胞。整个取材制

备单细胞的过程不要持续太长时间, 通常不超过2个
小时, 以保证细胞活力。所有的操作过程及试剂均

应在冰上或者保证低温状态, 以保证细胞活性。

关于分选小胶质细胞髓鞘去除的方法通常有三

种: Percoll、蔗糖和不去除。我们使用Percoll离心后

A~C: 进一步通过散点图的宽度和高度去除细胞粘连体。D: 根据空白管圈定阴性群体位置。

A-C: cell clumps were further removed by the width and height of the scatter plot. D: the negative population was defined according to the control tube gating.
图2   利用无标记抗体组圈门(根据前向和侧向散射面积去除细胞粘连体及碎片) 

Fig.2   Using the unlabeled antibody group to gate (cell clumps and debris were removed based on forward and side scatter area)
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A~D: 去除细胞粘连体和细胞碎片之后根据空白管圈定的阴性细胞群来确定CD11b+CD45–类群即小胶质细胞。

A-D: after removing cell clumps and debris, the CD11b+CD45– population, i.e., microglia, was identified according to the negative cell population de-
fined by the control tube gating.

图3   野生型小鼠大脑皮层中小胶质细胞表达情况(通过木瓜蛋白酶、DNA酶I消化并且不加Percoll离心制备单细胞悬液)
Fig.3   Expression of microglia in the cortex of the wild type mice (single-cell suspension was prepared by papain, DNase I 

digestion and without Percoll centrifugation)
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分子标记物及细胞类群对应关系如下: Syt1, 成熟神经元; Cd209a, 树突状细胞; S100a9, 中性粒细胞; Alas2, 表达血红蛋白的输精管细胞; Cd44, 
星形胶质细胞前体细胞; Sox11, 未成熟神经元; Npy, 嗅鞘胶质细胞; Cdk1, 神经元前体细胞; Pdgfra, 少突胶质细胞前体细胞; Baiap3, 神经内分泌

细胞; Sspo, 下膜室管膜细胞; Kcnj8, 周细胞; Thbs4, 神经干细胞; Slc47a1, 蛛网膜屏障细胞; Rax, 伸展细胞; Ccdc153, 室管膜细胞; Plac8, 单核细

胞; Slc6a13血管和软脑膜细胞。

The molecular markers and cell populations correspond as follows: Syt1, mature neurons; Cd209a, dendritic cells; S100a9, neutrophils; Alas2, epididy-
mal cells expressing hemoglobin; Cd44, precursor cells of astrocytes; Sox11, immature neurons; Npy, olfactory ensheathing glial cells; Cdk1, precursor 
cells of neurons; Pdgfra, precursor cells of oligodendrocytes; Baiap3, neuroendocrine cells; Sspo, ependymal cells; Kcnj8, pericytes; Thbs4, neural stem 
cells; Slc47a1, blood-brain barrier cells; Rax, radial glia-like cells; Ccdc153, ependymal cells; Plac8, monocytes; Slc6a13, vascular and pia mater cells.

图4   RNA测序显示分选细胞表达大脑不同细胞分子标记物的情况

Fig.4   RNA sequencing shows the expression of different cell molecular markers in the brain by sorting cells
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A~D: 去除细胞粘连体和细胞碎片之后根据空白管圈定的阴性细胞群来确定CD11b+CD45–类群即小胶质细胞。

A-D: after removing cell clumps and debris, the CD11b+CD45– population, i.e., microglia, was identified according to the negative cell population de-
fined by the control tube gating. 

图5   野生型小鼠大脑皮层中小胶质细胞表达情况(通过机械研磨法并且不加Percoll离心制备单细胞悬液) 
Fig.5   Expression of microglia in the cortex of the wild type mice (single-cell suspension was prepared by mechanical grinding 

and without Percoll centrifugation)
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表2   机械研磨法得到的总细胞数及最终小胶质细胞所占比例

Table 2   Total cell number and the percentage of microglia obtained by mechanical grinding
名称

Name
数量

Number
占分离比/%
Percentage of the parent /%

占总数比/%
Percentage of the total /%

All cells 29 222   0 100.00

Cells of A gate 26 113 87.27   87.27

Cells of B gate 22 779 87.23   76.13

Cells of C gate 21 583 94.75   72.13

Cells of D gate (CD11b+CD45–)      246   1.14     0.82

细胞沉淀进行后续重悬、抗体染色和流式上机过程

发现细胞得率非常低(图6和表3)。Percoll是一种密

度梯度离心法中常用的梯度介质, 用于分离不同密

度的细胞或亚细胞结构。在脑组织单细胞悬液制备

过程中使用Percoll进行离心分离时, 细胞得率低可能

由以下几个因素导致: 细胞溶解或破裂, 在制备过程

中, 离心速度、离心时间或其他操作参数可能导致

细胞的溶解或破裂, 使细胞无法完整地被分离和收

集; 细胞聚集, 某些细胞类型具有亲合性, 容易在悬

液中发生聚集, 形成团块, 这些聚集体可能无法在离

心过程中有效地被分离, 并导致细胞得率降低; 细胞

黏附, 部分细胞在Percoll介质中可能会黏附在管壁或
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A~D: 去除细胞粘连体和细胞碎片之后根据空白管圈定的阴性细胞群来确定CD11b+CD45–类群即小胶质细胞。

A-D: After removing cell clumps and debris, the CD11b+CD45– population, i.e., microglia, was identified according to the negative cell population de-
fined by the control tube gating. 

图6   野生型小鼠大脑皮层中小胶质细胞表达情况(通过木瓜蛋白酶、DNA酶I消化法, Percoll离心制备单细胞悬液)
Fig.6   Expression of microglia in the cortex of the wild type mice (single-cell suspension was prepared by papain, DNase I 

digestion and with Percoll centrifugation)
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表3   酶消化法(Percoll过滤)制备单细胞悬液的流式分选效率

Table 3   Flow separation efficiency of single-cell suspension prepared by enzyme digestion with Percoll centrifugation
名称

Name
数量

Number
占分离比/%
Percentage of the parent /%

占总数比/%
Percentage of the total /%

All cells 10 944   0 100.00

Cells of A gate c   9 573 87.47   87.47

Cells of B gate   8 537 89.18   78.01

Cells of C gate   8 160 95.58   74.56

Cells of C gate (CD11b+CD45–)        84   1.03     0.77

其他杂质上, 而无法顺利被分离和收集, 这会导致细

胞得率降低。所以采取了不加Percoll离心, 只利用细

胞过滤器过滤的方式, 结果显示细胞得率和小胶质

细胞比例效果较好可以保证细胞得率(图3)。因此, 
最后采用酶消化的方法和不利用Percoll离心的实验

方案进行流式分析分选。

3.2   抗体孵育

在进行抗体孵育时, 设置空白对照(未染色细

胞)和单阳对照。

3.3   流式分选后样品收集

由于流式分选样品收集是随着液滴喷在收集

管中, 所以会有细胞喷在收集管壁上, 为了更好地收
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集细胞, 可以利用平转离心机离心, 将细胞收集到管

底。如果后续的细胞是用于提取RNA, 也可直接将

细胞收集在Trizol中。

4   结论
        制备小鼠大脑单细胞悬液用于后续流式分选小

胶质细胞是一项关键的实验步骤, 主要包括: 组织采

集和分离, 确保在操作过程中保持组织的完整性和

细胞的活力; 细胞过滤和洗涤; 细胞计数和调整浓

度, 根据流式细胞仪的要求和实验设计, 通常需要在

一定的细胞浓度范围内进行分选; 细胞标记, 根据实

验需求, 可以选择使用单克隆抗体或多克隆抗体对

特定表面标记物进行染色, 确保选择的抗体能够产

生明确的信号; 流式细胞分选, 设置合适的仪器参数

和门控策略来选择和收集目标小胶质细胞。需要注

意的是, 流式分选小胶质细胞的成功与多个因素包

括单细胞悬液的制备、细胞染色的效果、抗体的选

择和特异性, 以及流式细胞仪的性能等有关。在进

行实验前, 建议对单细胞悬液制备和分选技术进行

充分优化和验证, 以确保准确性和可靠性。
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