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技术与方法

小鼠肺组织单个核细胞三种分离方法的比较研究
余倩1  李寅时1  郑旭然1  阿比旦·艾尼瓦尔1  刘览2  李静1  张传山1,2  王慧1,2*

(1新疆医科大学基础医学院, 乌鲁木齐 830017; 2新疆医科大学第一附属医院临床医学研究院, 
省部共建中亚高发病成因与防治国家重点实验室, 乌鲁木齐 830054)

 
摘要      该文综合比较了三种不同方法分离小鼠肺组织单个核细胞的效果 , 并提供了一种能

够有效分离小鼠肺脏全免疫细胞亚群的方法。将 15只6~8周龄雌性C57BL/6小鼠随机分为三组

(n=5只/组), 分别为研磨+淋巴细胞分离液梯度离心分离组(M1组)、胶原酶IV消化+淋巴细胞分离

液梯度离心分离组(M2组)和胶原酶IV消化分离组(M3组)。采用颈椎脱臼处死法处死小鼠, 摘取肺

脏, 再分别采用上述三种方法制备小鼠肺脏单个核细胞悬液, 于显微镜下拍照并计数, 流式细胞术

检测单个核细胞悬液中不同免疫细胞亚群的比例和数量 , 采用SPSS 26.0软件进行统计分析。结

果显示 , M3组制备的肺单个核细胞数量显著高于M1和M2组 (F=44.49, P<0.001); M2组制备的肺

单个核细胞中NK(F=16.68, P<0.001)、CD4+ T(F=12.28, P<0.01)和B细胞(F=4.49, P<0.05)比例均

显著高于M1和M3组; M3组制备的肺CD3+ T、MDSC、中性粒细胞和间质巨噬细胞的比例显著高

于M1和M2组; M3组制备的肺NK、CD3+ T、CD4+ T、CD8+ T、B细胞以及髓系细胞(MDSC、中

性粒细胞、DC、肺泡巨噬细胞和间质巨噬细胞)的数量均显著高于M1和M2组。应用胶原酶IV消

化直接分离法制备的小鼠肺组织单个核细胞得率最高 , 可有效分离到小鼠肺脏NK、T、B等淋巴

细胞以及髓系来源免疫细胞亚群 , 且操作过程简便。该研究为肺部相关疾病的免疫学发病机制研

究提供实验基础。
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Comparative Study on Three Methods for Isolating Mononuclear Cells 
from Mouse Lung Tissue
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Abstract       This study comprehensively compared the effects of three different methods for isolating 
mononuclear cells from mouse lung tissue, and provided an effective method for isolating the subpopulations of 
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mouse lung immune cells. Fifteen female C57BL/6 mice (6-8 weeks old) were randomly divided into three groups 
(n=5/group), including the grinding with lymphocyte separation solution gradient centrifugation group (M1 
group), collagenase IV digestion with lymphocyte separation solution gradient centrifugation group (M2 group), 
and collagenase IV digestion group (M3 group). The mice were sacrificed by cervical dislocation, and their 
lungs were extracted. The suspension of lung mononuclear cells was prepared by the above three methods, and 
photographed and counted under the microscope. The proportion and number of different immune cell subsets 
in lung tissues were detected by flow cytometry. Statistical analysis was conducted using SPSS 26.0 software. 
The results showed that the number of lung mononuclear cells in the M3 group was significantly higher than that 
in the M1 and M2 groups (F=44.49, P<0.001). the proportion of NK (F=16.68, P<0.001), CD4+ T (F=12.28, 
P<0.01) and B cells (F=4.49, P<0.05) in lung mononuclear cells in M2 group were higher than that in the M1 
and M3 groups, and the proportion of CD3+ T, MDSC, neutrophils and lung interstitial macrophages prepared in 
M3 group was significantly higher than that in the M1 and M2 groups; the number of NK cells, CD3+ T, CD4+ 
T, CD8+ T, B cells, and myeloid cells (MDSC, neutrophils, DC and macrophages) prepared in M3 group were 
higher than that in the M1 and M2 groups. M3 group obtained the highest yield of lung mononuclear cells in 
mouse, and this method could effectively separate the lung NK, T, B lymphocytes and subpopulations of myeloid 
derived immune cells. This study provides an experimental basis for the immunological pathogenesis of lung re-
lated diseases.

Keywords       mice; lung; mononuclear cell; isolation; immune cell subpopulation

肺脏是机体维持生命活动重要的呼吸器官。据

统计 , 每年约有700万人死于肺部疾病 , 约占全球死

亡病例的六分之一 [1]。肺脏的主要功能是呼吸 , 它
是气体交换的场所 , 同时也具有免疫防御和代谢功

能 , 在抵御有害物质的入侵中发挥重要作用 [2-4]。肺

脏主要由上皮细胞、基底细胞、内皮细胞和各类免

疫细胞等组成 [3,5], 肺脏中的免疫细胞可以感知外界

环境带来的各种变化, 以保证肺部免疫系统的稳定。

一旦肺部免疫细胞功能发生失调 , 则会导致多种肺

部疾病的发生。因此 , 研究机体肺脏免疫细胞亚群

的功能变化, 对阐明肺部相关疾病的发病机制, 探索

有效的防治策略具有重要意义。

小鼠遗传背景清晰 , 其生理生化和发育过程与

人类相似, 基因组和人类98%同源, 已成为研究人类

基因功能和肺部等疾病发病机制最为理想的实验动

物 [6]。因而 , 建立一种高效分离小鼠肺脏全免疫细

胞的方法, 是开展小鼠肺部疾病免疫学研究的前提。

本研究结合以往小鼠肝脏、脾脏等实质器官淋巴细

胞的分离经验 , 分别采用研磨+小鼠淋巴细胞分离

液梯度离心、胶原酶 IV消化+小鼠淋巴细胞分离液

梯度离心和胶原酶 IV消化三种不同分离方法 , 制备

小鼠肺组织的单个核细胞悬液 , 通过流式细胞术检

测并分析小鼠肺脏中不同免疫细胞亚群的比例和数

量, 综合比较三种方法的分离效果, 旨在提供一种高

效制备小鼠肺脏全免疫细胞亚群的方法 , 为研究肺

部相关疾病的免疫学发病机制提供实验平台。

1   材料与方法
1.1   材料

1.1.1   实验动物      15只无特定病原体 (specific 
pathogen free, SPF)的6~8周龄雌性C57BL/6小鼠购

自北京维通利华实验动物技术有限公司 [许可证号 : 
SCXK(京 )2021-0006], 饲养于新疆医科大学实验动

物中心。本文中所有涉及小鼠的实验方案均经新疆

医科大学第一附属医院伦理委员会批准 , 批准编号

为K202206-27。
1.1.2   主要试剂及仪器      实验试剂主要包括: 胶原

酶 IV(collagenase IV)、脱氧核糖核酸酶 I(deoxyribo-
nuclease I, DNase I)和牛血清白蛋白 (BSA)均购自美

国Sigma-Aldrich公司 ; RPMI 1640培养基购自美国

BI公司; 胎牛血清(fetal bovine serum, FBS)购自杭州

四季青生物工程材料有限公司 ; 小鼠脏器组织淋巴

细胞分离液试剂盒 (lymphocyte separation solution, 
LSM)购自北京索莱宝科技有限公司 ; 10× 红细胞

裂解液 (10× RBC lysis buffer)和抗小鼠 (anti-mouse) 
CD16/32、各类流式细胞检测抗体均购自美国Biole-
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gend公司; 1× PBS购自美国Hyclone公司。实验仪器

主要包括 : 流式细胞仪 (BD, BD LSRFortessaTM Cell 
Analyzer 649225B5)购自美国BD公司 ; 恒温摇床

(ZWY-240)购自上海智城分析仪器制造有限公司 ; 低
速冷冻离心机(Centrifuge 5424 R)购自德国Eppendorf
公司 ; 细胞培养皿 (60 mm×75 mm)和离心管 (15 mL)
购自无锡耐思生命科技股份有限公司。

1.1.3   试剂配制      参照文献 [7]的方法 , 配制胶原

酶 IV消化液 , 此消化液包含胶原酶 IV、DNase I、
RPMI 1640培养基、胎牛血清 , 详见表1。使用灭菌

水将10× 红细胞裂解液(10× RBC lysis buffer)配制为

1× RBC备用。

1.2   实验方法

1.2.1   小鼠肺脏组织的采集      采用眼球取血法放

血后进行颈椎脱臼处死小鼠, 打开胸腔, 迅速摘取完

整的肺脏组织置于平皿中 , 用无菌PBS缓冲液清洗

残留血液并去除多余软组织, 备用。

1.2.2   研磨+小鼠淋巴细胞分离液梯度离心分离组

(method 1, M1)      将摘取的5只小鼠肺脏组织分别放

入74 μm钢网中, 加入适量含0.2% BSA(bovine serum 
albumin)的PBS, 剪碎(1 mm×1 mm×1 mm), 用5 mL注
射器活塞研磨获得肺脏细胞悬液 , 过滤至15 mL离
心管, 25 °C、2 000 r/min离心5 min, 弃上清, 用5 mL 
RPMI 1640培养基重悬, 并缓缓转移至预先装有5 mL 
LSM的15 mL离心管中, 保持液面分界清晰[8], 25 °C、
800 ×g, 升6降2, 梯度离心30 min; 离心后液体由上

至下分四层 , 小心吸取第二层环状乳白色淋巴细胞

至新的15 mL离心管中 , 加入含0.2 % BSA的PBS至
10 mL, 25 °C、250 ×g离心10 min, 弃上清; 加入

1 mL红细胞裂解液重悬细胞 , 冰上孵育12 min后加

入10 mL PBS终止, 25 °C、2 000 r/min离心5 min, 弃
上清; 最后加入1 mL PBS重悬备用。

1.2.3   胶原酶 IV消化 +小鼠淋巴细胞分离液梯度

离心分离组 (method 2, M2)      按照表1[7]配制消

化液 , 提前预热至室温 ; 将摘取的 5只小鼠肺脏组

织分别浸入含 500 μL消化液的细胞培养皿中 , 剪
碎(1 mm×1 mm×1 mm), 再加入2 mL消化液, 于37 °C
振荡消化(120 r/min离心30 min), 结束后用注射器活

塞在钢网上研磨粗大组织块 , 并将细胞悬液过滤至

离心管中, 25 °C、2 000 r/min离心5 min, 弃上清; 后
续使用小鼠淋巴细胞分离液分离, 方法与1.2.2相同。

1.2.4   胶原酶 IV消化直接分离组 (method 3, M3)      
按照1.2.3的方法将摘取的5只小鼠肺脏组织分别剪

碎, 加入3.5 mL消化液, 于37 °C振荡消化(200 r/min
离心 60 min, 每 15 min混匀 1次 ), 消化结束后按照

1.2.3收集细胞悬液 , 离心弃上清 , 直接加入2 mL红
细胞裂解液重悬细胞, 冰上孵育12 min后加入10 mL 
PBS缓冲液终止, 25 °C、2 000 r/min离心5 min, 弃上

清; 最后加入1 mL PBS重悬备用。

三种方法提取小鼠肺脏单个核细胞的流程见

图1。  
1.2.5   小鼠肺单个核细胞的形态学观察      于光学

显微镜下观察肺单个核细胞的形态, 并吸取10 μL细
胞悬液与10 μL锥虫蓝溶液混合 , 取10 μL混悬液加

入细胞计数板中, 于镜下计数。

1.2.6   流式细胞术检测小鼠肺脏免疫细胞亚群      
细胞计数后 , 分别取 1×106的小鼠肺单个核细胞至

1.5 mL离心管中 , 4 °C、6 000 r/min离心2 min, 弃
上清 , 加入 30 μL Anti-CD16/32(1100׃), 4 °C封闭

30 min, 加入预先配制好的流式检测抗体 , 4 °C避

光放置 30 min, 加 500 μL PBS, 4 °C、6 000 r/min
离心2 min, 弃上清 , 加300 μL PBS重悬细胞 , 使用

74 μm尼龙网过滤后上流式细胞仪进行检测 , 使用

FlowJo-10应用软件进行分析。小鼠肺脏免疫细胞

流式检测抗体见表2。
1.2.7   统计学分析      实验数据采用GraphPad Prism 
8.0软件进行作图 , 采用SPSS 26.0软件进行统计分

析。计量资料用 x
_
±s表示 , 多组之间比较采用单因

表1   小鼠肺组织消化液组分表(根据参考文献[7]修改)
Table 1   The components of digestive fluid for mouse lung tissue (modified from reference [7])

试剂

Reagent
每1 mL中的含量

Content per 1 mL

RPMI 1640 775 μL

Collagenase IV (10 mg/mL) 100 μL

DNase I (2 000 U/mL)   25 μL

Fetal bovine serum 100 μL
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素方差分析 (One-Way ANOVA), 两组之间比较采

用 t检验。P<0.05表示差异有统计学意义 , *P<0.05, 
**P<0.01, ***P<0.001。

2   结果
2.1   小鼠肺脏组织单个核细胞的形态学观察和

计数

光镜下显示上述三种分离方法制备的小鼠肺组

织单个核细胞的形态完整多样、大小不一 , 其中M3
组细胞密度最高 (图2A)。计数结果显示M1、M2和
M3三种方法制备的小鼠肺脏单个核细胞数量分别为

(0.40±0.26)×106、(0.92±0.65)×106和 (2.96±0.49)×106, 
M3组获得的肺脏单个核细胞数量显著高于M1组和

M2组 (F=44.49, P<0.001)(图2B)。锥虫蓝染色结果显

示三组小鼠肺组织单个核细胞活性较好 , 无明显差

异。

2.2   流式细胞术检测小鼠肺脏免疫细胞亚群代表

性分析策略

使用流式细胞术对上述三种分离方法制备的小

鼠肺脏单个核细胞进行检测, 分析小鼠肺脏各类免疫

细胞亚群特征 , 包括 : NK细胞 (NK1.1+CD3–)、T细胞

(NK1.1–CD3+)、CD4+ T细胞(NK1.1–CD3+CD4+CD8–)、
CD8+ T细胞(NK1.1–CD3+CD4–CD8+)、 B细胞(CD19+)
和骨髓来源的抑制性细胞 (myeloid-derived suppres-
sor cells, MDSCs, CD11b+Gr-1+)、中性粒细胞 (neu-
trophils, NEs, CD11b+Ly6G+)、树突状细胞 (dendritic 
cells, DCs, CD11c+F4/80–)、肺泡巨噬细胞 (alveolar 
macrophages, AMs, F4/80+CD11c+)和间质巨噬细胞

(interstitial macrophages, IMs, F4/80+CD11c–)等髓系

来源免疫细胞亚群[9-11]的代表性设门策略(图3)。

图1   三种方法提取小鼠肺脏单个核细胞流程图

Fig.1   Flow chart of three methods for extracting mouse lung mononuclear cells

M1

M2

M3

表2   小鼠肺脏免疫细胞流式检测抗体

Table 2   Antibodies for detecting mouse lung mononuclear cells
荧光抗体名称

Fluorescent antibody name
克隆号

Clone No.
厂家

Manufacturer

FITC anti-mouse/human CD11b antibody M1/70 Biolegend

PerCP/Cyanine5.5 anti-mouse Ly6G/Ly6C (Gr-1) antibody RB6-8C5 Biolegend

PE/DazzlaTM 594 anti-mouse I-A/I-E antibody M5/114.15.2 Biolegend

APC anti-mouse CD11c antibody N418 Biolegend

PE/Cyanine7 anti-mouse CD19 antibody 6D5 Biolegend

PE/Cyanine7 anti-mouse NK1.1 antibody PK136 Biolegend

FITC anti-mouse CD3 antibody 17A2 Biolegend

Brilliant Violet 605TM anti-mouse CD4 antibody GK1.5 Biolegend

APC/Cyanine7 anti-mouse CD8a antibody 53-6.7 Biolegend

APC/Cyanine7 anti-mouse Ly6G antibody 1A8 Biolegend
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2.3   小鼠肺脏组织单个核细胞中NK和T细胞亚

群分析

流式细胞术分析结果显示 ,  M2组制备的肺

单个核细胞中NK细胞的比例显著高于M1组 [M1 
vs M2 vs M3: (4.20±1.42)% vs (22.66±9.33)% vs 
(8.62±1.85)%, F=16.68, P<0.001], M3组制备的肺

单个核细胞中NK细胞的数量显著高于M1和M2组
[M1 vs M2 vs M3:  (0.51±0.59)×104 vs (3.41±2.72)×104 
vs (10.28±3.77)×104, F=16.21, P<0.001](图 4A
和图 4 B )。M 3组制备的肺 CD3 + T的比例 [ M 1 
vs M2 vs M3: (3.33±1.09)% vs (15.88±3.49)% vs 
(27.48±4.70)%, F=54.19, P<0.001]和数量 [M1 vs 

M2 vs M3: (0.04±0.05)×105 vs (0.28±0.23)×105 vs 
(3.32±1.14)×105, F=31.34, P<0.001]均显著高于M1
和M2组 (图4A和图4D)。进一步对T细胞亚群分析

显示, M2组制备的肺CD4+ T细胞比例高于M1和M3
组(F=12.28, P<0.01), M1组、M3组制备的肺CD8+ T
细胞比例高于M2组 (F=17.78, P<0.001), 而M3组制

备的肺CD4+ T和CD8+ T细胞数量均显著高于M1和
M2组(CD4+ T: F=34.00, P<0.001; CD8+ T:  F=20.47, 
P<0.001)(图4C、图4E和图4F)。
2.4   小鼠肺脏组织单个核细胞中B细胞亚群分析

流式细胞术分析结果显示 , M2组制备的肺单个

核细胞中B细胞的比例显著高于M1组 [M1 vs M2 vs 

A: 肺脏单个核细胞形态学观察; B: 肺脏单个核细胞计数。***P<0.001。
A: morphological observation of lung mononuclear cells; B: lung mononuclear cell count. ***P<0.001.

图2   三种方法提取小鼠肺脏单个核细胞形态学观察和计数结果

Fig.2   Morphological observation and cell counting results of three methods for extracting mouse lung mononuclear cells

100 μm 100 μm 100 μm

C
el

ls
 n

u
m

b
er

 /
1
0

6

4

3

2

1

0

图3   小鼠肺脏不同免疫亚群代表性设门策略图

Fig.3   Representative gating strategies for different immune subpopulations in mouse lungs
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M3:  (8.20±3.23)% vs (14.90±4.74)% vs (12.08±2.22)%, 
F=4.49, P<0.05 ]; M3组制备的B细胞的数量显著

高于M1和M2组 [M1 vs M2 vs M3: (1.09±1.10)×104 
vs (3.72±2.40)×104 vs (15.27±4.50)×104, F=29.16, 
P<0.001](图5A和图5B)。
2.5   小鼠肺脏组织单个核细胞中髓系来源细胞亚

群分析

流式细胞术分析结果显示 ,  M3组制备的肺

MDSC的比例 [M1 vs M2 vs M3=(0.17±0.06)% vs 
(3.12±1.06)% vs (6.00±1.36)%, F=37.38, P<0.001]和数

量[M1 vs M2 vs M3: (0.06±0.05)×104 vs (1.93±1.41)×104 
vs (15.37±5.49)×104, F=27.86, P<0.001]均显著高于M1
和M2组 (图6A和图6B)。M3组制备的肺中性粒细胞

的比例及数量均高于M1和M2组 (F=41.03和29.01, 
P<0.001)(图6C和图6D)。M2和M3组制备的肺AMs
细胞亚群比例显著高于M1组 (F=8.86, P<0.01), M3
组AMs细胞亚群数量显著高于M1和M2组(F=25.40, 
P<0.001); M3组制备的肺 IMs细胞亚群比例和数量

显著高于M1和M2组 (F=87.03和98.35, P<0.001)(图
6E~图6G)。M1、M2和M3组制备的肺DC细胞亚群

比例差异无统计学意义 , M3组制备的肺DC细胞数

量显著高于M1组(F=10.33, P<0.01)(图6H)。

3   讨论
肺是机体与外界环境进行气体交换获取氧气

的场所, 由于肺部经常暴露在外界环境中, 同时也是

A: NK和CD3+ T细胞流式细胞检测代表图; B: NK细胞比例及数量; C: CD4+ T和CD8+ T细胞流式细胞检测代表图; D: CD3+ T细胞比例及数量; E、
F: CD4+ T和CD8+ T细胞比例及数量。*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001。
A: representative flow cytometry plots of NK and CD3+ T cells; B: the proportion and number of NK cells; C: representative flow cytometry plots 
of CD4+ T and CD8+ T cells; D: the proportion and number of CD3+ T cells; E,F: the proportion and number of CD4+ T and CD8+ T cells. *P<0.05, 
**P<0.01, ***P<0.001.

图4   三种方法提取小鼠肺脏中NK、T细胞亚群分析

Fig.4   Analysis of NK and T cell subpopulations extracted from mouse lung tissues using three methods
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细菌、病毒等有害抗原进入机体的主要入口 , 因此

很容易受到损害 , 从而导致感染、损伤和疾病的发

生。肺脏包含T细胞、NK细胞、B细胞、MDSC、

DC和巨噬细胞等多种免疫细胞 [12-13], 各免疫细胞亚

群的功能状态对抵御外界有害病原体的入侵和抑制

肺部疾病的发生发展至关重要。流式细胞术是近年

来发展起来的一项广泛应用于生命科学和医学研究

领域的强大技术, 能够进行细胞分群鉴定, 细胞功能

分子、细胞周期和凋亡检测等 [14-15]。流式细胞术检

测分析均以有效获得单个细胞为基础 , 细胞数量不

足、细胞死亡黏连成块、样品中含杂质碎片过多等, 
都会影响到检测的准确性或导致失败 [16]。因而 , 制
备适宜的单细胞悬液是确保其准确检测和分析的关

键环节。

目前 , 小鼠肺组织单细胞悬液的制备主要采用

传统的研磨法 [17]或酶消化法 [18-20], 再通过细胞密度

梯度离心获得小鼠肺组织单细胞悬液。本研究结合

小鼠肝脏、脾脏等实质器官淋巴细胞的分离经验 , 
分别采用研磨+小鼠淋巴细胞分离液梯度离心(M1)、
胶原酶 IV消化+小鼠淋巴细胞分离液梯度离心 (M2)
和胶原酶 IV消化+红细胞裂解液直接裂解分离 (M3)
三种方法进行小鼠肺组织的单个核细胞悬液的制

备。由于肺脏免疫微环境在小鼠发育不同时期有所

不同 , 胚胎晚期的肺主要由特殊的增殖性巨噬细胞

组成; 出生时肺免疫细胞的异质性显著增加, 从以未

成熟的、增殖的巨噬细胞为主的胚胎环境转变为由

多种类型的巨噬细胞、树突状细胞、粒细胞和淋巴

细胞组成的复杂环境 ; 出生1周 , 肺泡巨噬细胞和间

质巨噬细胞群出现, 出生3周淋巴细胞的丰度从出生

前的几乎为零增加到占肺免疫细胞的一半以上 , 以

CD4+和CD8+ T细胞为主 [21]。本研究选取6~8周龄小

鼠进行研究 , 结果显示M3组分离到的单个核细胞得

率最高 , M1组分离到的单个核细胞得率最低 , 其原

因可能是由于肺固有层中含有胶质纤维、弹性纤维

和网状纤维、纤维细胞等 [22], 使用研磨法不能够彻

底分离肺组织、含有较多的组织块 , 且对组织的损

伤较大 , 易引起细胞损伤和丢失 , 因而分离到的细

胞数量偏少 ; 而使用胶原酶能够降解肺组织中的天

然胶原和网状纤维 , 有效水解结缔组织和上皮组织

细胞外基质内的其他蛋白、多糖和脂质 , 使得肺组

织分离较彻底, 因而分离到的细胞数量相对较多[23]。

本研究采用含有较低胰酶活性的胶原酶IV对肺组织

进行消化, 不仅可以获得更多的单个核细胞, 还可有

效限制对膜蛋白和受体的损伤 , 以下几个环节较为

关键: (1) 37 °C消化肺组织可提高分离效果, 其余步

骤保持在4 °C有助于提高细胞存活率; (2) 消化液需

新鲜配制且恢复室温后使用 , 否则将直接影响分离

效果 ; (3) 严格控制消化时间 , 防止解离过度或解离

不足导致单个核细胞数量减少。对三种分离方法获

得的小鼠肺组织的单个核细胞悬液进行流式细胞术

分析显示 , M1组获得的肺脏NK、T、B和其他髓系

来源细胞的比例和数量均显著低于M2或M3组 ; M2
组获得的肺NK细胞亚群比例最高 , 适用于对NK细

胞介导的肺部疾病的研究 ; 而M3组获得的肺T、B
细胞以及髓系来源免疫细胞亚群(MDSC、中性粒细

胞和巨噬细胞)的比例均显著高于M1和M2组 , 能够

有效分离到小鼠肺脏全免疫细胞亚群。

综上 , 本研究通过比较以上三种分离方法制

备的小鼠肺组织单个核细胞的数量和免疫细胞亚

群构成 , 筛选出使用M3组 , 即胶原酶 IV消化获得

A: B细胞流式细胞检测代表图; B: B细胞比例及数量。*P<0.05, ***P<0.001。
A: representative flow cytometry plots of B cells; B: the proportion and number of B cells. *P<0.05,  ***P<0.001.

图5   三种方法提取小鼠肺脏中B细胞分析

Fig.5   Analysis of B cells extracted from mouse lung tissues using three methods
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细胞悬液 , 再使用红细胞裂解液直接裂解制备的

小鼠肺组织单个核细胞得率最高 , 且能够有效分

离到小鼠肺脏NK、T、B等淋巴细胞以及MDSC、

巨噬细胞等髓系来源的免疫细胞亚群。此分离方

法操作过程简便 , 为肺部相关疾病的免疫学发病

机制研究提供了实验基础 , 更好地推动了肺部疾

病的研究进展。
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