
网络出版时间：２０２４－１１－１８１５：５８：５６　网络出版地址：ｈｔｔｐｓ：／／ｌｉｎｋ．ｃｎｋｉ．ｎｅｔ／ｕｒｌｉｄ／３４．１０６５．Ｒ．２０２４１１１５．１５４２．０１１

老年大鼠脑组织小胶质细胞的分离及表型的流式鉴定
刘苗苗１，管美琪２，余　莲１，杨小荣３，王　洁１，李艳丽１

（１山西医科大学第一医院神经内科，太原　０３０００１；
山西医科大学２儿科医学系，３生理学系细胞生理学教育部重点实验室，太原　０３０００１）

摘要　目的　建立一种优化的方法，从老年大鼠脑组织中分离纯化小胶质细胞，并对小胶质细胞表面表型进行流式鉴定。方
法　以年轻大鼠（３月龄）为对照，采用ＩＶ型胶原酶联合机械消化的方式制备老年大鼠脑组织单细胞悬液，用３０％ －３７％ －
７０％ Ｐｅｒｃｏｌｌ分离液分离纯化小胶质细胞，并对细胞进行荧光标记，通过流式细胞术检测老年大鼠脑组织的小胶质细胞表型。
结果　采用ＩＶ型胶原酶联合机械消化，并结合密度梯度离心的方法，可以获得更多数量的单细胞，且细胞存活率均大于
９０％。流式检测结果显示：与年轻大鼠相比，老年大鼠脑组织Ｍ１型小胶质细胞表面标志物ＣＤ８６和ＭＨＣＩＩ表达均增多（Ｐ＜
０.０１），Ｍ２型小胶质细胞表面标志物ＣＤ２００Ｒ表达也增多（Ｐ＜０.０１）。结论　采用ＩＶ型胶原酶联合机械消化，并结合密度梯
度离心分离，是较好的分离纯化成年和老年大鼠脑组织小胶质细胞的方法。
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　　小胶质细胞作为中枢神经系统的天然免疫细
胞，在生理情况及多种疾病中发挥着关键作用［１］。

正常情况下，小胶质细胞呈静息状态，维持整个大脑

内环境稳态。受到异常刺激时，小胶质细胞被激活

对外来刺激作出反应［２］。活化的小胶质细胞能够

获得多样而复杂的表型，执行不同的生物学功

能［３］。小胶质细胞的激活及不同表型在衰老的慢

性低度神经炎症中起着重要作用［４］。所以通过鉴

定小胶质细胞表型识别其激活状态，能更好地理解

它在衰老中的作用。

　　流式细胞术是研究小胶质细胞表型提供了强有
力的工具。要进行小胶质细胞流式鉴定，必须快速

高质量地分离出单个小胶质细胞。目前小胶质细胞

分离纯化的方式很多，但分离得到的细胞数、细胞活

力有很大差异。该研究通过 ＩＶ型胶原酶联合机械

消化，进一步优化年轻和老年大鼠小胶质细胞提取

分离技术，并对其不同表型进行流式鉴定。

１　材料与方法

１．１　实验动物　３月龄雄性 ＳＤ大鼠（ｎ＝６）和２２
～２４月龄雄性ＳＤ大鼠（ｎ＝６），体质量５００～６００ｇ，
购自成都达硕实验动物有限公司［生产许可证号为

ＳＣＸＫ（川）２０２０-０３０］，在山西医科大学 ＳＰＦ级实验
动物中心饲养，每笼２只，环境温度保持在２２～２５
℃，湿度 ４５％ ～５０％，昼夜明暗交替时间为 １２ｈ。
所有实验动物自由进食和水。实验内容经山西医科

大学第一医院伦理委员会审核批准。

１．２　主要试剂与仪器
１．２．１　主要试剂　ＩＶ型胶原酶购自德国默克 Ｓｉｇ-
ｍａ-Ａｌｄｒｉｃｈ；ＤＮＡ酶 Ｉ、Ｐｅｒｃｏｌｌ分离液购自北京索莱
宝科技有限公司；ＲＰＭＩ-１６４０培养基购自美国Ｇｉｂｃｏ
公司；胎牛血清购自北京赛澳美细胞技术有限公司；

乙二胺四乙酸购自天津市北辰方正试剂厂；牛血清

白蛋白、ＨＢＳＳ购自武汉博士德生物工程有限公司；
ＰＢＳ购自大连美仑生物技术有限公司；纯化小鼠抗
大鼠 ＣＤ３２抗体购自美国 ＢＤ公司；Ａｎｔｉ-ＣＤ８６-ＰＥ、
Ａｎｔｉ-ＭＨＣＣｌａｓｓＩＩ-ＡＰＣ购自美国 ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司；
ＺｏｍｂｉｅＮＩＲＴＭ ＦｉｘａｂｌｅＶｉａｂｉｌｉｔｙＫｉｔ、Ａｎｔｉ-ＣＤ１１ｂ／ｃ－
ＰｅｒＣＰ-Ｃｙ５.５、Ａｎｔｉ-ＣＤ４５-ＰａｃｉｆｉｃＢｌｕｅ、Ａｎｔｉ-ＣＤ２００Ｒ-
ＦＩＴＣ以及上述抗体同型对照抗体购自美国 ＢｉｏＬｅｇ-
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ｅｎｄ公司。
１．２．２　仪器　ｇｅｎｔｌｅＭＡＣＳ全自动组织处理器、ｇｅｎ-
ｔｌｅＭＡＣＳＣ管购自德国Ｍｉｌｔｅｎｙｉ公司；７０μｍ细胞筛
购自无锡耐思生命科技股份有限公司；振荡培养箱

购自上海知楚仪器有限公司；ＦＡＣＳＣａｎｔｏⅡ流式细
胞仪购自美国ＢＤ公司。
１．３　方法
１．３．１　试剂的制备　每个组织（２０～５０ｍｇ）需要５
ｍｌ消化酶混合物。消化酶混合物配制：ＩＶ型胶原酶
０.５ｍｇ，ＤＮＡ酶Ｉ０.０５ｍｇ，用 ＲＰＭＩ-１６４０培养基定
容至５ｍｌ，加入２５μｌ胎牛血清。Ｐｅｒｃｏｌｌ分离液配
制：用９份Ｐｅｒｃｏｌｌ分离液与１份８.５％ ＮａＣｌ溶液混
合为１００％ Ｐｅｒｃｏｌｌ分离液并达到生理性渗透压，接
着用 ＨＢＳＳ将 １００％ Ｐｅｒｃｏｌｌ分离液分别稀释成
３０％、３７％、７０％ Ｐｅｒｃｏｌｌ分离液。
１．３．２　单细胞悬液的制备　大鼠腹腔注射１％ 戊
巴比妥钠（４０ｍｇ／ｋｇ）麻醉片刻后，迅速取出大脑，
用生理盐水清洗表面血液，眼科弯镊剥膜并去除嗅

球，随后分离出海马和内侧前额叶（ｍｅｄｉａｌｐｒｅｆｒｏｎｔａｌ
ｃｏｒｔｅｘ，ｍＰＦＣ），将组织剪成约１ｍｍ３的小块后，分
别放置于美天旎ｇｅｎｔｌｅＭＡＣＳＣ管中，向其中加入提
前配制的消化酶混合物。拧紧Ｃ管盖子，将 Ｃ管倒
置在ｇｅｎｔｌｅＭＡＣＳ全自动组织处理器上。选择程序
ｍ＿ｂｒａｉｎ＿０１，反应结束后 ３７℃摇床缓慢消化 ３０
ｍｉｎ。选择程序ｍ＿ｂｒａｉｎ＿０２解离脑组织，反应结束
后３７℃摇床缓慢消化３０ｍｉｎ。选择程序 ｍ＿ｂｒａｉｎ＿
０３再次解离脑组织，反应结束后立即向每个Ｃ管中
加入 ５ｍｌＭＡＣＳ液（２ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，２.５ｇＢＳＡ，
ＰＢＳ定容至５００ｍｌ）混匀终止消化。用１ｍｌＨＢＳＳ
润湿７０μｍ细胞筛后，将细胞悬液过滤至５０ｍｌ离
心管，在４℃，２００ｒ／ｍｉｎ的条件下离心１０ｍｉｎ，去除
上清液后收集细胞沉淀，用４ｍｌ３７％ Ｐｅｒｃｏｌｌ分离液
重悬。

１．３．３　小胶质细胞的分离纯化　在１５ｍｌ离心管
中分离小胶质细胞。提前用胎牛血清润湿管壁，并

除去管中残留血清。从管底向上依次加入 ４ｍｌ
７０％ Ｐｅｒｃｏｌｌ分离液、含细胞的３７％ Ｐｅｒｃｏｌｌ分离液、
４ｍｌ３０％ Ｐｅｒｃｏｌｌ分离液，最后在最上层加入 ２ｍｌ
ＰＢＳ溶液。在 １８℃、５３５ｒ／ｍｉｎ的条件下离心 ４０
ｍｉｎ，将加速度设置为０，同时禁用离心机上的制动
设置。离心后可见分层，如图１所示。
　　小心吸出３７％和７０％ Ｐｅｒｃｏｌｌ分离液之间的小
胶质细胞层，将其置于干净的１５ｍｌ离心管中，加入
３倍体积的ＨＢＳＳ混匀，在４℃、２００ｒ／ｍｉｎ条件下离

心１０ｍｉｎ，去除上清液，收集细胞。用 ＨＢＳＳ重悬后
进行细胞计数，调整细胞浓度保证１００μｌ溶液中含
有１×１０６个细胞，取１００μｌ放入 ＥＰ管进行后续测
定。

图１　离心后密度梯度示意图

Ｆｉｇ．１　Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆｄｅｎｓｉｔｙ

ｇｒａｄｉｅｎｔａｆｔｅｒｃｅｎｔｒｉｆｕｇａｔｉｏｎ

１．３．４　流式细胞术的细胞荧光标记　在１００μｌ细
胞溶液中加入纯化小鼠抗大鼠 ＣＤ３２抗体（用于避
免抗体非特异性结合），轻轻混匀，４℃避光孵育５
ｍｉｎ后进行表面染色。直接在上述溶液中加入Ｚｏｍ-
ｂｉｅＮＩＲＴＭ ＦｉｘａｂｌｅＶｉａｂｉｌｉｔｙＫｉｔ、ＣＤ１１ｂ／ｃ抗体、
ＣＤ４５抗体、ＣＤ８６抗体、ＭＨＣＣｌａｓｓⅡ抗体、ＣＤ２００Ｒ
抗体对细胞表面染色。同时设置空白管、单阳管、同

型对照管。室温避光孵育３０ｍｉｎ。孵育后，直接在
上述溶液中加入２ｍｌＨＢＳＳ混匀，在４℃、２００ｒ／ｍｉｎ
条件下离心５ｍｉｎ，弃上清液。用２００μｌＨＢＳＳ重悬
细胞沉淀，转移至流式管，用流式细胞仪进行检测并

采集数据。用ＦｌｏｗＪｏ１０.８.１进行数据及图像分析，
调整补偿，排除荧光之间的相互干扰。

１．４　统计学处理　实验数据均以 �ｘ±ｓ表示，用
ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ９.０软件进行统计分析及图表制作，
组间比较采用独立样本 ｔ检验，Ｐ＜０.０５为差异有
统计学意义。

２　结果

２．１　年轻和老年大鼠海马和 ｍＰＦＣ小胶质细胞的
获得率　首先根据前向角散射光（ｆｏｒｗａｒｄｓｃａｔｔｅｒ，
ＦＳＣ）和侧向角散射光（ｓｉｄｅｓｃａｔｔｅｒ，ＳＳＣ）圈出目标细
胞群，再根据ＦＳＣ-Ａ和ＦＳＣ-Ｈ去除黏连细胞圈出单
个细胞，接下来用ＺｏｍｂｉｅＮＩＲ染料排除死细胞圈出
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活细胞，该方法得出的年轻大鼠和老年大鼠脑组织

海马和 ｍＰＦＣ的活细胞率均 ＞９０％（图 ２Ａ－Ｃ）。
ＣＤ１１ｂ＋ＣＤ４５ｉｎｔ特异性标记小胶质细胞。以同型对
照作为参考，圈出样本中ＣＤ１１ｂ＋ＣＤ４５ｉｎｔ的细胞群，
属于小胶质细胞。该方法获得的年轻大鼠和老年大

鼠海马和ｍＰＦＣ小胶质细胞占活细胞的比率为５％
～２０％（图２Ｄ、Ｅ）。
２．２　年轻和老年大鼠小胶质细胞 ＣＤ８６的表达　
中位荧光强度（ｍｅｄｉａｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙ，ＭＦＩ）是
流式细胞术中用来衡量细胞荧光信号强度的指标，

可以用于检测细胞表面分子的表达水平。ＣＤ８６是
Ｂ７家族的成员，主要表达于小胶质细胞在内的抗原
呈递细胞表面。小胶质细胞激活，其表面 ＣＤ８６上
调促进神经炎症。研究结果显示，在海马组织中，与

年轻大鼠相比，老年大鼠小胶质细胞 ＣＤ８６的 ＭＦＩ
增加且差异有统计学意义（ｔ＝８.６８，Ｐ＜０.０１，图
３Ｂ），表明老年大鼠海马小胶质细胞ＣＤ８６表达水平
高于年轻大鼠（图３Ａ、Ｂ）。ｍＰＦＣ的结果与海马结
果类似（ｔ＝６.８３，Ｐ＜０.０１，图３Ｄ），表明老年大鼠
ｍＰＦＣ小胶质细胞ＣＤ８６表达水平高于年轻大鼠（图
３Ｃ、Ｄ）。

２．３　年轻和老年大鼠小胶质细胞 ＭＨＣⅡ的表达
　ＭＨＣⅡ是小胶质细胞等抗原呈递细胞的显著标
记，活化小胶质细胞可以通过表达 ＭＨＣⅡ刺激 Ｔ
细胞增殖分化，参与疾病的病理损害过程。研究结

果显示，在海马组织中，与年轻大鼠相比，老年大鼠

的ＭＨＣⅡ的ＭＦＩ增加且有统计学差异（ｔ＝６.７８，Ｐ
＜０.０１，图 ４Ｂ），说明老年大鼠海马小胶质细胞
ＭＨＣⅡ平均表达水平高于年轻大鼠（图 ４Ａ、Ｂ）。
ｍＰＦＣ的结果与海马结果类似（ｔ＝７.９６，Ｐ＜０.０１，
图４Ｄ），说明老年大鼠ｍＰＦＣ小胶质细胞ＭＨＣⅡ平
均表达水平高于年轻大鼠（图４Ｃ、Ｄ）。
２．４　年轻和老年大鼠小胶质细胞 ＣＤ２００Ｒ的表达
　ＣＤ２００及其受体ＣＤ２００Ｒ是细胞表面的跨膜糖蛋
白。ＣＤ２００与ＣＤ２００Ｒ相互作用后，可以抑制小胶
质细胞活化，调节小胶质细胞的增殖、迁移、吞噬和

凋亡，抑制神经系统的炎性反应，减轻脑组织损伤，

对神经元及中枢神经系统细胞起保护作用。研究结

果显示，在海马组织中，与年轻大鼠相比，老年大鼠

ＣＤ２００Ｒ的ＭＦＩ增加且有统计学差异（ｔ＝１４.４４，Ｐ
＜０.０１，图 ５Ｂ），说明老年大鼠海马小胶质细胞
ＣＤ２００Ｒ平均表达水平高于年轻大鼠（图５Ａ、Ｂ）。

图２　代表性的小胶质细胞圈门策略及荧光标记
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图３　年轻和老年大鼠海马和ｍＰＦＣ小胶质细胞表面ＣＤ８６中位荧光强度
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ｍＰＦＣ的结果与海马结果类似（ｔ＝７.１９，Ｐ＜０.０１，
图５Ｄ），说明老年大鼠 ｍＰＦＣ小胶质细胞 ＣＤ２００Ｒ
平均表达水平高于年轻大鼠（图５Ｃ、Ｄ）。

３　讨论

　　海马和ｍＰＦＣ是大鼠认知功能的重要区域。本
研究通过文献检索和实验进一步优化了分离提取大

鼠脑组织小胶质细胞的方法。神经细胞的分离制备

难度较大，相比于新生鼠，成年鼠和老年鼠的脑组织

解离更加复杂。市售的神经组织解离试剂盒价格昂

贵。胰蛋白酶消化脑组织可激活神经胶质细胞并损

害其活力［５］，也可能会增加 ＣＤ４５表面抗原的表
达［６］。使用Ａｃｃｕｔａｓｅ解离试剂、木瓜蛋白酶消化脑
组织产生的活细胞较少［７］。ＩＶ型胶原酶含有低胰
酶活性，作用缓和，对组织损伤较小。本实验采用

ＩＶ型胶原酶联合美天旎 ｇｅｎｔｌｅＭＡＣＳ全自动组织处
理器制备脑组织单细胞悬液，保证了细胞活性，同时

自动标准化的程序使结果可靠且具有重复性。

　　去除髓鞘及碎片是小胶质细胞分离的重要步
骤。目前，常用的方式有３种：蔗糖、Ｐｅｒｃｏｌｌ以及用
７０μｍ细胞筛直接过滤。其中 Ｐｅｒｃｏｌｌ分离得到的
小胶质细胞数显著增多。然而，不同研究中所用

Ｐｅｒｃｏｌｌ溶液的浓度存在差异，大多数研究者使用２
～３种不同浓度梯度的 Ｐｅｒｃｏｌｌ更有效地去除髓鞘。
有研究［８］证明，在不进行灌注的情况下，有效去除

红细胞是分离小胶质细胞的关键步骤。本研究使用

３０％ －３７％ －７０％ ３种浓度梯度的 Ｐｅｒｃｏｌｌ分离
脑组织小胶质细胞，能更好地去除红细胞，最终得到

数量多、活性好、纯度高的小胶质细胞。

　　小胶质细胞是中枢神经系统的常驻巨噬细胞，
有两种主要的活化状态 Ｍ１型（促炎型）和 Ｍ２型
（抗炎型）。ＣＤ８６和ＭＨＣⅡ是Ｍ１型小胶质细胞激
活的标志物。在正常衰老过程中，中枢神经系统受

到炎症刺激，小胶质细胞被激活，其表面的 ＣＤ８６、
ＭＨＣⅡ表达显著上调，小胶质细胞通过ＣＤ８６、ＭＨＣ
Ⅱ与进入中枢的Ｔ细胞相互作用，释放炎症因子，
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图４　年轻和老年大鼠海马和ｍＰＦＣ小胶质细胞表面ＭＨＣⅡ中位荧光强度
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导致神经炎症加重［９－１０］。

　　ＣＤ２０６和 ＣＤ２００Ｒ是 Ｍ２型小胶质细胞标记。
先前的研究［１１］发现，ＣＤ２０６在选择性激活的小胶质
细胞中表达增加，促进神经保护作用。Ｚöｌｌｅｒｅｔ
ａｌ［１２］采用流式细胞术检测发现，老年小鼠皮质
ＣＤ２０６表达显著增加。由于选择受到抗大鼠特异性
试剂有限的限制，本研究通过检测 ＣＤ２００Ｒ的表达
来确定Ｍ２型小胶质细胞的激活。结果显示，老年
大鼠海马和 ｍＰＦＣＣＤ２００Ｒ表达增加。ＣＤ２００Ｒ是
ＣＤ２００的受体，主要在小胶质细胞表面表达，ＣＤ２００
与小胶质细胞的ＣＤ２００Ｒ相互作用会触发细胞内级
联反应，抑制 Ｒａｓ-ＥＲＫ和 Ｒａｓ-ＰＩ３Ｋ信号通路，减少
促炎细胞因子的产生［１３］。小胶质细胞不同表型之

间的平衡在衰老进展过程中起重要作用。在炎症初

期，活化小胶质细胞的初始反应是促炎型的，随着时

间的推移，小胶质细胞被活化为抗炎型起神经保护

作用，这是体内维持平衡所必须的［１４］。然而当出现

长期慢性炎症时，小胶质细胞不断被促炎性刺激激

活，持续产生炎症因子，最终加重神经炎症，导致组

织损伤。

　　本研究对提取老年大鼠脑组织小胶质细胞的方
法进行了改良。采用机械解离联合 ＩＶ型胶原酶消
化的方式，用３０％ －３７％ －７０％ Ｐｅｒｃｏｌｌ分离液
对细胞进行分离纯化，最终从老年大鼠脑组织中成

功分离出细胞数多、活细胞率高的小胶质细胞，并且

不会影响小胶质细胞的表面标志物，是较好的分离

纯化成年和老年大鼠脑组织小胶质细胞的方法。获

得的单细胞通过流式细胞术进行免疫表型分析。但

是，本研究也存在一定的局限性。第一，均质消化组

织分离小胶质细胞仍依赖美天旎公司的 ｇｅｎ-
ｔｌｅＭＡＣＳ全自动组织处理器，该设备价格昂贵，未来
还需要进一步探索机械消化脑组织的方法；第二，目

前仍没有荧光标记的大鼠 ＣＤ２０６的抗体，因此本研
究选择检测老年大鼠脑组织小胶质细胞ＣＤ２００Ｒ的
表达；第三，流式细胞术鉴定速度快，精确度高，一次

性能够处理大批样本，但是仅流式细胞术不能有效
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图５　年轻和老年大鼠海马和ｍＰＦＣ小胶质细胞表面ＣＤ２００Ｒ中位荧光强度

Ｆｉｇ．５　ＴｈｅＭＦＩｏｆＣＤ２００ＲｏｎｔｈｅｓｕｒｆａｃｅｏｆｍｉｃｒｏｇｌｉａｉｎｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓａｎｄｍＰＦＣｏｆｙｏｕｎｇａｎｄａｇｅｄｒａｔｓ

　　Ａ：ＦｌｏｗｈｉｓｔｏｇｒａｍｓｏｆＣＤ２００Ｒｉｎｔｈｅｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｏｆｔｗｏｇｒｏｕｐｓｏｆｒａｔｓ；Ｂ：ＣｏｌｕｍｎｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｃｈａｒｔｏｆＭＦＩｏｆＣＤ２００Ｒｉｎｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｏｆｔｗｏ

ｇｒｏｕｐｓｏｆｒａｔｓ；Ｃ：ＦｌｏｗｈｉｓｔｏｇｒａｍｓｏｆＣＤ２００ＲｉｎｔｈｅｍＰＦＣｏｆｔｗｏｇｒｏｕｐｓｏｆｒａｔｓ；Ｄ：ＣｏｌｕｍｎｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｃｈａｒｔｏｆＭＦＩｏｆＣＤ２００ＲｉｎｍＰＦＣｏｆｔｗｏｇｒｏｕｐｓ

ｏｆｒａｔｓ；**Ｐ＜０.０１ｖｓｙｏｕｎｇｒａｔｓ．

确定组织结构，对一些较为罕见的大细胞的检测也

存在困难。未来仍需要结合免疫组织化学技术或免

疫荧光技术对小胶质细胞进行更深入的研究。
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