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·技术与方法·
小鼠巨噬细胞 RAW264.7的培养技巧及经验总结 *

方 瑶 毛旭虎△

(第三军医大学医学检验系临床微生物教研室 重庆 400038)

摘要：RAW264.7细胞具有很强的黏附和吞噬抗原的能力，是研究微生物学、免疫学的常用细胞株。很多研究者发现这种细胞形态
极不稳定，细胞状态的评价也很困难。本文作者结合 RAW264.7培养经历及文献资料探讨 RAW264.7细胞培养的经验教训和评
价细胞状态的方法，旨在为培养该细胞的科研工作者提供一定的借鉴。
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Culture Skill and Experience of RAW264.7*
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ABSTRACT: RAW264.7 has doughty capability of adhesion and antigen phagocytosis, so it is commonly used in microbiology and

immunology. However, many researchers find that the cell is very unstable because of its morphous variation, and it is difficult to value
its state. In this paper we mainly discussed the skills and experience in culturing RAW264.7 and method of evaluating cell state. We hope
to provide some references to researchers who would culture such cell line.
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RAW264.7是由 Abelson鼠白血病病毒诱导 BALB/c小鼠
产生肿瘤后收集小鼠腹水单核样巨噬细胞得到的细胞株

（ATCC Number: TIB-71）。该细胞具有很强的黏附和吞噬抗原
的能力，是微生物学、免疫学研究中的常用细胞株[1]。美国模式
培养物集存库(American type culture collection，ATCC）网站上
提供了培养该细胞的标准方案，但是在具体的科研工作中，很

多研究者发现这种细胞较难培养，具体表现在：复苏不易成功、
细胞形态变异明显（易形成多角的大细胞、长梭形细胞）、消化
困难（0.25%胰酶消化 10 min以上都达不到理想效果，还要借
助细胞刮）等一系列的问题。研究人员在细胞状态的评价上观
点不一。有的认为 RAW264.7是巨噬细胞，摄取抗原的能力强，
摄取少量抗原就会发生形态的变异明显，是正常现象；有的则

认为细胞形态变异是细胞衰老的表现，这时的细胞用于实验的

话数据就不可靠[2]。具体怎样通过细胞形态来评价细胞的状态，
如何培养得到状态良好的细胞，正是本文关注的内容。

1 RAW264.7培养的准备工作

RAW264.7细胞培养之前，一切与该细胞直接接触的玻璃
器皿和器具都要进过去热源处理（200-250℃烘烤 4-6h），
RAW264.7细胞接触过多的热源会导致巨噬细胞形态发生明
显变异，影响实验中的观察。培养细胞的相关试剂在分装时也
尽量减少热源的污染。这样，RAW264.7细胞的状态才可能达

到最好，确保实验的可靠性和真实性。

2 RAW264.7的形态特点与培养

ATCC 官方网站上提供有 RAW264.7 细胞的参考图片
（http://www.atcc.org/Attachments/2005.jpg），细胞形态多为有细
长伪足的细胞和类圆形的细胞。作者认为，RAW264.7细胞是
类单核的细胞，最好的形态是小的圆形透亮的细胞。因为在作
者培养 RAW264.7细胞过程中，通过优化培养条件后能逐步改
善细胞的形态，最终使这种具有较好形态细胞生长密度占 99%
以上。而参考图片中的细胞有可能是接触了少量变异源才导致
了分化的状态。小的圆形透亮的细胞也许才能称为标准的
RAW264.7形态。

RAW264.7极易出现多伪足的细胞形态，这也是造成很多
研究者困惑的原因[3]。同时这也是之后细胞的消化和传代困难
的根源。RAW264.7具有很强的吞噬能力，当吞噬抗原后，细胞
会释放趋化因子，进一步促使细胞伸出伪足，增强黏附攀爬能

力。细胞吞噬抗原过多、培养环境恶劣都会促使该细胞呈现梭
形、长梭形，镜下会看到具有细长的伪足的小细胞被类似上皮
的梭形大细胞取代。这种细胞形态表明细胞已经老化，细胞之
间也很难像圆形小细胞那样聚集成簇。培养中我们发现，通过
改善细胞的培养状况，变异的细胞形态可以在一定程度上得到

改善的。将细胞复苏培养在未经去热源的玻璃培养瓶中，接触
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细胞的器具是一般的高温高压的器具（未经去热源处理），培养

的细胞形态就多呈梭形，传代中消化非常困难（胰酶消化

20min后效果很差，用细胞刮刮取都很难刮取干净）。通过改善
细胞的培养环境（换用 250mL flask培养瓶，玻璃器皿经高温烘
烤处理，采用一次性器具）后，细胞形态转为主要以细长伪足的

细胞和类圆形的透亮细胞为主了，但是很难达到更为理想的细

胞形态。

3 RAW264.7的传代

胰酶的消化效果与细胞的形态有紧密的关系。细胞的伪足
多而长，会使细胞很难消化，用细胞刮对细胞损伤较大，需要的

贴壁的时间更长，增值速度也会很慢。因此往往 RAW264.7的
消化是传代中工作量最大的步骤[4]。本文作者的做法是：1）待培
养瓶中 RAW264.7 细胞的密度达到 80%，弃去培养基；2）用
HBSS洗液洗涤两次，完全去除含胎牛血清的培养基（以免影
响胰酶的消化效果）；3）0.25%胰酶消化 5-10min。形态好（指
小、圆形）的细胞 5min就可达到理想的消化效果；4）弯嘴吸管
稍用力均匀吹打，重复一次，即可将 RAW264.7细胞吹打下来。
但是形态不好（多触角、长梭形）的细胞即使消化 10min后，镜
下观察，悬浮的 RAW264.7细胞都很少，这时的细胞状态就不
太好，对后续的实验有较大的影响。

4 RAW264.7的冻存及复苏

RAW264.7的冻存过程应尽量减少热源对细胞的影响，这
样对细胞种子的洁净度有更好的保障[5]。该细胞对空间状态很
敏感，所以复苏的细胞密度应适中，如果密度太高复苏时细胞

增殖太快，过密的生长会加剧细胞的营养缺乏，促使细胞老化。
一般接种或复苏的细胞数量控制在 104-105为宜，这种密度接

种 75cm2药瓶培养瓶 2天细胞的密度即可达到 70-80%，状态
好的话就可以进行后续的试验或者冻存了。细胞培养的其它步
骤同一般的贴壁细胞[6]。

5 结论

RAW264.7细胞具有很强的黏附和吞噬抗原的能力，是研
究免疫中抗原递呈、微生物中宿主与病原体相互作用的常用菌

株。但是 RAW264.7又是很“娇气”的细胞，对空间很敏感，喜聚
集成片生长，易吞噬抗原、易老化、易发生形态的变异，研究中
对于细胞的状态很难把握。本文作者觉得，多角的、梭形的细胞
形态可能指示细胞的生长状态不好。因为这时的 RAW264.7因
为接触了太多的抗原成分，致使细胞的各种生理状态发生变

化，后续的实验会受到很大的影响，尤其是做一些抗原递呈相

关的实验。类单核状态的巨噬细胞会比老化的巨噬细胞对抗原
的反应更强烈[7]。通过实验我们知道，在去除热源的情况下，细
胞是可以达到很理想的细胞形态的，而且这种小，圆形的细胞

才是 RAW264.7细胞形态的本来面目。本文结合文献资料和自
身的培养经验教训，旨在能为同仁们提供一定的借鉴，节约宝

贵的研究时间。
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