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摘  要：【背景】尽管已有多种人和鼠细胞系可以作为布鲁氏菌(Brucella)的体外侵染模型，但目

前仍缺乏能够准确模拟其在体内感染过程的大动物体外细胞模型。【目的】获得具有单一克隆特性

的、能稳定传代的山羊肺泡巨噬细胞系，优化布鲁氏菌体外侵染山羊细胞系模型。【方法】在无菌

环境下用 PBS 灌洗山羊肺脏，分离得到原代山羊肺泡巨噬细胞；采用转染 SV40 大 T 抗原(SV40 large 
T antigen, SV40LT)、嘌呤霉素抗性筛选的方法建立了永生化山羊肺泡巨噬细胞系；使用细胞免疫荧

光和流式细胞术检测单核巨噬细胞表面特征性标志物分化抗原簇 14 (cluster of differentiation antigen 
14, CD14)，利用鸡红细胞吞噬实验检测其吞噬能力；随后将布鲁氏菌(Brucella) M5 疫苗株侵染该细

胞系，在不同时期统计胞内活菌数。【结果】成功分离并构建了山羊肺泡巨噬细胞系，并且具有

典型的巨噬细胞形态学特征，呈现不规则形状，有伪足伸出，胞体较大，吞噬能力强；体外培养

10 d，有 95.40%原代细胞特异性表达 CD14，永生化后仍有 92.4%的细胞特异性表达 CD14；相较于另

外 3 种细胞，永生化后的肺泡巨噬细胞对布鲁氏菌敏感性与 RAW264.7 细胞近似，高于绵羊间质

睾丸细胞(sheep testicular interstitial cell, STIC)。【结论】成功建立永生化山羊肺泡巨噬细胞系，该

细胞系为研究布鲁氏菌的致病机制及免疫逃逸机制提供了体外试验对象。 
关键词：SV40LT；慢病毒；布鲁氏菌；攻毒模型；流式细胞术 
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Abstract: [Background] Although a variety of human and murine cell lines have been utilized 
as models for Brucella infection in vitro, there remains a lack of large animal cell models that 
can accurately simulate the infection process. [Objective] To obtain a stable passable goat 
alveolar macrophage line with single cloning characteristics and optimize the goat cell infection 
model of Brucella infection. [Methods] Goat alveolar macrophages were isolated by perfusing 
goat lungs with PBS under sterile conditions. An immortalized goat alveolar macrophage cell 
line was established by transfection with SV40 large T antigen (SV40LT) and puromycin 
resistance screening. The characteristic surface marker of mononuclear macrophages, CD14, was 
detected by immunofluorescence and flow cytometry. The phagocytic ability of the established 
cell line was assessed with chicken red blood cells. Subsequently, the cell line was infected with 
Brucella vaccine strain M5, and the intracellular bacteria were counted at different time points. 
[Results] The alveolar macrophage cell line of goat was successfully isolated and constructed, and 
it had typical macrophage morphological characteristics, showing an irregular shape, pseudopodium 
protruding, large cells, and strong phagocytosis. After 10 d of cultivation, 95.40% of the primary 
cells specifically expressed CD14, and 92.4% of the cells specifically expressed CD14 after 
immortalization. Compared with the other three cell lines, the immortalized alveolar macrophage 
cells were sensitive to Brucella, with the sensitivity similar to that of RAW264.7 cells and higher 
than that of sheep testicular interstitial cell (STIC). [Conclusion] An immortalized goat alveolar 
macrophage cell line was successfully established, providing an in vitro experimental object for 
studying the pathogenicity and immune escape mechanism of Brucella. 
Keywords: SV40LT; lentivirus; Brucella; cell challenge model; flow cytometry 
 
 

巨噬细胞(macrophages)是先天免疫的重要

组成部分之一[1]，广泛存在于机体的各个组织，

在防御病原微生物入侵等方面发挥重要作用[2]。

布鲁氏菌病 (brucellosis)又称马耳他热 (Malta 
fever)、地中海张弛热(Mediterranean remittent 

fever)，是一种全球常见的重要人畜共患传染病[3]。

该疾病病原为布鲁氏菌(Brucella)，主要寄生于

淋巴细胞、单核细胞、巨噬细胞、胎盘滋养细

胞及树突状等细胞内[4-5]，能够感染人和多种哺

乳动物，其中包括绵羊、山羊、牛、猪、马等
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在内的常见家畜[6]。然而作为其重要的天然宿

主，山羊、绵羊仍无合适的体外细胞模型。因

此，构建永生化山羊巨噬细胞系并进一步制备

布鲁氏菌体外大动物细胞侵染模型，对于深入

理解布鲁氏菌入侵巨噬细胞过程并由此引发的

动物慢性感染的作用机制具有重要意义。 
不同组织的巨噬细胞在功能与结构上表现

出特异性[7-8]，如脾脏中的边缘区巨噬细胞特异

性的表达 SIGN-R1，从而在免疫反应中发挥重

要作用；肺泡巨噬细胞表面则会分解代谢表面

活性剂[9-10]。相较于其他巨噬细胞群体，肺泡巨

噬细胞与环境直接接触[11]，是最先接触到空气

传播病原微生物的细胞之一[12-14]。肺泡巨噬细

胞能够清除进入机体的异物和病原体，同时为

了避免肺部过度的组织损伤，并保障气体交换，

机体需要控制肺部免疫反应。细菌和病毒会利

用肺泡巨噬细胞的相对低反应性使其能够在组

织内持续存在和传播[15-16]。结核病通常是一种

肺部疾病，通过活动性感染者的气溶胶传播[17]，

布鲁氏菌作为常见的人畜共患传染病同样会经

过呼吸道途径感染[18]。布鲁氏菌通过其毒力因

子[脂多糖(lipopolysaccharide, LPS)、T4SS 分泌

系统、BvrR/BvrS 系统和外膜蛋白]，可以与宿

主细胞表面相互作用，形成早期、晚期布氏小

体(Brucella containing vacuole, BCV)，从而介导

其逃避免疫系统攻击[19]。作为肺脏抗病原感染

的首道防线，肺泡巨噬细胞是研究细菌感染的

良好模型[20]。 
建立永生化细胞的方法有很多种，包括物

理、化学和生物学方法[21]。目前应用最多的为

SV40 大 T 抗原(SV40 large T antigen, SV40LT)转
染和端粒酶催化亚基(human telomerase reverse 
transcriptase, hTERT)转染两种方式[22]。hTERT
的功能是在细胞中维持足够的端粒长度，已被

观察到在肿瘤细胞中具有选择性表达[23]。 

本研究在分离纯化山羊肺泡巨噬细胞的基

础上，利用 SV40LT 慢病毒稳定转染的方式获得

一株永生化的山羊肺泡巨噬细胞，以期为布鲁

氏菌等人畜共患传染病病原在大动物体外模型

研究中填补空缺。 

1  材料与方法 
1.1  菌株、细胞系和质粒 

小鼠单核巨噬细胞 RAW264.7、人单核细

胞白血病细胞株 THP-1、绵羊间质睾丸细胞

(sheep testicular interstitial cell, STIC)、人胚肾

细胞 HEK 293T 和羊种布鲁氏菌 M5 均由本实

验室保存；pBABE-puro SV40LT 质粒载体购自

湖南丰晖生物科技有限公司；pMD2.G 质粒和

psPAX2 质粒由本实验室保存。 
八周龄健康白绒公山羊，山东某种羊场提

供。本研究实验过程符合动物伦理要求，通过中

国农业科学院北京畜牧兽医研究所实验动物福

利伦理委员会审批(审批编号为 IAS2024-84)。 

1.2  培养基和主要试剂、仪器 
TSB 培养基、TSA 培养基，Oxoid 公司；

DMEM 完全培养基和 1640 细胞培养基，Gibco
公司。TSA 培养基配方：胰酪蛋白胨 15 g，大

豆蛋白胨 5.0 g，氯化钠 5.0 g，琼脂粉 15 g。 
胎牛血清(fetal bovine serum, FBS)，NSERA

公司；0.25% trypsin-EDTA、PBS、羊外周血单

核细胞分离液试剂盒、4%鸡红细胞(无菌)、瑞

氏-吉姆萨复合染色液、多聚甲醛(PFA)、TC 处

理细胞爬片(24 孔板用，直径 14 mm)、青链霉素

混合液 (100×)、庆大霉素、嘌呤霉素、Triton 
X-100，Solarbio 公司；T25、T75 细胞培养瓶，

Corning 公司；血球计数板，Marienfeld 公司；

细胞培养孔板，上海卧宏生物科技有限公司；

兔抗内毒素受体抗体分化抗原簇 14 (cluster of 
differentiation antigen 14, CD14)，Bioss 公司；
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Fluorescein (FITC)-conjugated AffiniPure Goat 
Anti-Rabbit IgG (H+L)荧光二抗，Proteintech 公

司；Goat Anti-Rabbit IgG H&L (Cy5®) preadsorbed 
Ab6564 荧光二抗，abcam 公司；Fluoromount-G
荧光封片剂，SouthernBiotech 公司；jetPRIME®、

Jet Prime Buffer，PolyPlus-transfection 公司。 
生物安全柜，济南鑫贝西生物技术有限公

司；CO2 细胞培养箱，上海博迅实业有限公司；

荧光倒置显微镜，Nikon 公司；高速冷冻离心

机，Thermo Fisher 公司。 

1.3  山羊肺泡巨噬细胞的分离培养 
将山羊处死后提起肺脏，结扎气管，取出新

鲜肺脏并快速转移至实验室生物安全柜中。打开

气管，用 50 mL 无菌 PBS 清洗肺脏内部，并轻

轻按压肺叶，使肺巨噬细胞释放，重复 4−5 次。

收集上述肺泡冲洗液，用无菌纱布过滤杂质，依

照外周血单核细胞分离液试剂盒说明从冲洗液

中分离肺单核巨噬细胞。随后按照 1×106 个/mL
的细胞密度重悬于含有 10% FBS 和 1% P/S 的

DMEM 完全培养基中，将细胞瓶置于 37 ℃、

5% CO2 培养箱中，静置培养 2 h 后更换 DMEM
完全培养基，去除未贴壁的细胞。 

1.4  细胞免疫荧光鉴定 
将 2×104 个细胞接种到预先放置有处理过

的盖玻片的 24 孔细胞板中，37 ℃细胞培养箱

中静置培养 12−15 h，细胞爬片后，吸出培养基，

用 PBS 洗 1 遍，加入 4% PFA，4 ℃固定 30 min，
PBS 洗 3 次后，除去水分，取 50 μL 破膜封闭液

滴于防水膜上，将玻片上有细胞的一面盖上，培

养箱中静置 2 h。破膜封闭后，取 50 μL 兔抗内

毒素受体抗体于防水膜上，将玻片有细胞一面盖

上，4 ℃条件下孵育过夜，使用 PBS 洗涤 3 次后，

避光条件下加入 cy5 荧光标记二抗，室温孵育 2 h，
PBS 洗涤 3 次。用 DAPI 室温染 5 min 后用 PBS
洗涤 3 次，在玻片上滴 1 滴 Fluoromount-G，将

有细胞的一面盖上，于荧光倒置显微镜上观察。 

1.5  细胞免疫流式鉴定 
取分离后培养 10 d 的原代山羊肺泡巨噬细

胞或永生化细胞，弃掉培养基后用 PBS 清洗细

胞，加入 0.25% trypsin-EDTA 将细胞消化，待

细胞分散悬浮，终止反应收集细胞，300×g 离心

5 min，弃去上清，用 5 mL PBS 重悬，再次离

心弃上清，重复 2 次，最后用 0.1 mL PBS (含
2% FBS)重悬细胞。在重悬液中加入 10 μL 兔抗

内毒素受体抗体混匀，室温避光孵育 30 min，
PBS 再次洗涤细胞 2 遍，随后用 0.1 mL PBS 重

悬细胞，加入 FITC 荧光标记二抗混匀，避光孵

育 30 min，PBS 再次洗涤，弃上清，0.1 mL PBS
重悬细胞，对照为经相同处理的肺成纤维细胞，

检测细胞表面 CD14 抗体表达水平。  

1.6  肺泡巨噬细胞吞噬鸡红细胞试验 
将分离培养 10 d 的原代细胞或永生化细胞

按照 1×106 个细胞铺于 6 孔板，4%的鸡红细胞

用 DMEM 完全培养基洗涤 2 次后，用 0.5 mL
的培养液重悬，加入含巨噬细胞的培养板中，

5% CO2、37 ℃培养箱中孵育。1 h 后轻轻吹打，

收集细胞，将细胞悬液涂片，晾干后使用瑞氏-
吉姆萨复合染色液染细胞，染色后置于显微镜

下观察细胞吞噬情况。 

1.7  稳转细胞系构建与传代 
1.7.1  嘌呤霉素最低致死浓度确立 

将原代细胞按照每孔 5×104 个铺到 24 孔板

中，37 ℃细胞培养箱培养 12 h，第 2 天去除旧

培养基，将含不同浓度嘌呤霉素(1、2、3、4、5、
6、7 μg/mL)的新鲜培养基分别加入铺有细胞的

24 孔板中，每 2 d 更换新鲜的筛选培养基。每天

观察细胞存活比例，以 4 d 内杀死所有细胞的最

低浓度作为最佳筛选工作浓度。实验共重复 3 次。 

1.7.2  慢病毒包装 
从液氮中取 HEK 293T 细胞复苏，状态稳
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定后进行后续操作。细胞铺板，6 孔板接种密

度为 7×105 个/孔，培养 24−36 h 后，此时细胞汇

合度为 70%−80%。转染前弃去原培养液，更换

为含 2% FBS 的无抗 DMEM，随后用移液枪吸

取 200 μL Jet Prime Buffer 至 1.5 mL 离心管中，

向管中按照 1:2:3 的比例加入 PMD2.G、psPAX2
及慢病毒载体质粒，质粒总质量为 3.3 μg，随

后按照 jetPRIME®说明书进行慢病毒包装。 

1.7.3  细胞慢病毒转染 
将分离的原代肺泡巨噬细胞按照 1×106个/孔

的密度接种于 24 孔板中，过夜贴壁后更换新

鲜 DMEM 完全培养基，随后加入 500 μL SV40
过表达慢病毒上清液，摇晃混匀，12 h 后观察

细胞状态，并将转染细胞按照每孔 5×104 铺入

24 孔板，同时铺入未转染细胞作为对照，继续

培养，第 2 天去除 24 孔板中旧的培养液，加入

含嘌呤霉素(2 μg/mL)的 DMEM 完全培养基，孵

育。每隔 2 d 更换新鲜的筛选培养基，每天观察

细胞存活比例，在同一时间点(4 d)存活的细胞，

即为转染成功的细胞。 

1.7.4  细胞传代扩增 
对筛选后的细胞进行扩增，将长成单层的

细胞瓶从培养箱中取出，弃掉旧培养基，加入

3 mL PBS 清洗细胞，加入 2 mL 0.25% trypsin-EDTA
静置 3−5 min 将细胞消化，待细胞分散悬浮，

加入相同体积 DMEM 完全培养基终止反应，收

集细胞，1 000 r/min 离心 5 min，弃去上清液，

加入 3 mL 完全培养基将细胞重悬，将重悬细胞

加入新细胞瓶中继续培养。筛选后的细胞记为

P1 代，重复扩增至 P12 代。将永生化细胞命名

为永生化山羊肺泡巨噬细胞(immortalized goat 
alveolar macrophages, GAMs)。 

1.8  布鲁氏菌感染永生化细胞模型构建 
1.8.1  细菌培养 

吸取 3 mL TSB 至 15 mL 离心管中，取复

苏后培养 1 d 至对数生长期的 M5 布鲁氏菌，按

照 1%的接种量接种至 TSA 培养基中，封口膜

密封。37 ℃、220 r/min 摇床培养约 20 h，此时

OD600 约为 0.8，取 100 μL 菌液梯度稀释涂板，

计算 CFU，此过程中菌液保存在 4 ℃冰箱。以

感染复数(multiplicity of infection, MOI)=100 条

件进行细胞感染实验。 

1.8.2  布鲁氏菌感染模型构建 
按照 2.5×105 个/孔，将 RAW264.7、THP-1、

STICs、GAMs 铺于 24 孔细胞板，以 2% FBS、
无抗 DMEM 培养基在 37 ℃、5% CO2 培养箱中

培养 15 h，按照 MOI=100 计算菌液 CFU，加入

铺板后的细胞中，400×g 离心 10 min，孵育 1 h，
感染完成后，弃掉上清，PBS 洗涤 3 遍，加入

含 50 μg/mL 庆大霉素、2% FBS 的 DMEM 培养

基，37 ℃杀菌 1 h。杀菌完成后，再次弃上清，

PBS 清洗 1 遍，更换为含 25 μg/mL 庆大霉素、

2% FBS 的 DMEM 培养基维持培养。 
在 M5 感染后分别于第 24、48、72、96 h

收集细胞样品，进行胞内存活计数。具体操作

为：使用预热过的 PBS 清洗细胞板细胞，加入

500 μL 0.1% Triton X-100 37 ℃裂解细胞 10 min，
轻微吹打，取 100 μL 梯度稀释，涂布于 TSA
固体培养平板上，37 ℃培养箱中培养，48 h 后

进行菌落计数，每组 3 个平行。 

2  结果与分析 
2.1  山羊原代肺泡巨噬细胞形态学观察 

分离的原代细胞铺板后在显微镜下观察，

可见细胞形态饱满圆润，大小均一(图 1A)。细

胞培养 6 d 后，细胞密度有所减少，部分细胞

伸出伪足，细胞体积变化不大，贴壁能力增强

(图 1B)。继续培养至 10 d，细胞密度进一步减

少，伸出伪足细胞比例增加，绝大部分细胞变

得不规则，部分细胞伸出较长伪足(图 1C)。 



 
张文鑫 等 | 山羊肺泡巨噬细胞永生化建立与表型鉴定 827 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 
 
图 1  体外培养的山羊原代肺泡巨噬细胞不同时

期形态   A：体外培养 1 d，细胞形态圆润；B：

体外培养 6 d，部分细胞伸出伪足；C：体外培养

10 d，细胞形态趋于不规则。 
Figure 1  Morphology of primary alveolar macrophages 
from goats cultured in vitro at different periods. A: 
After 1 d of culture in vitro, cell morphology was 
round; B: After 6 d of culture in vitro, some cells 
extended pseudopods; C: After 10 d of culture in 
vitro, cell morphology tended to be irregular. 
 
2.2  山羊原代肺泡巨噬细胞表面抗原

CD14 免疫荧光鉴定结果 
收集原代山羊肺泡巨噬细胞，与抗羊 CD14

抗体共孵育，分别再与 cy5 荧光二抗、FITC 荧

光二抗共孵育，分别进行免疫荧光鉴定及流式

细胞术分析。在荧光显微镜下观察，结果如图 2
所示，在细胞核周围有大量红色荧光呈现，CD14

呈阳性反应。用流式细胞仪进一步分析鉴定，

山羊原代肺泡巨噬细胞 CD14 的表达比例达到

95.40%，而作为对照的肺成纤维细胞表面 CD14

的表达比例仅为 0.73% (图 3)，这与免疫荧光检

测的细胞 CD14 表达情况相符，表明本实验分离

到高纯度的山羊肺泡巨噬细胞。 

 
 

图 2  山羊原代肺泡巨噬细胞免疫荧光图     
Figure 2  Immunofluorescence of primary goat 
alveolar macrophages (100×). A: DAPI; B: 
Fluorescence; C: Immunological fluorescence assay 
(IFA) merge. 
 
2.3  山羊原代肺泡巨噬细胞吞噬能力

检测 
体外培养 10 d 的肺泡巨噬细胞，铺板后，加

入鸡红细胞孵育 1 h，收集细胞后，采用瑞氏-吉
姆萨复合染色液染色，在油镜下观察。如图 4
所示，细胞涂片中清晰可见较为明亮的鸡红细

胞，羊肺泡巨噬细胞整体更加暗淡，在吞噬多

个鸡红细胞后胞体也变得明亮；有些鸡红细胞

正在被巨噬细胞消化，细胞形态消失，有些红

细胞附着在巨噬细胞膜周围，仍保留正常细胞 
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图 3  山羊原代肺泡巨噬细胞表面 CD14 表达情况   A：流式细胞收集散点图，前向散射光(FSC)，侧向

散射光(SSC)；B：流式检测肺泡巨噬细胞 CD14 的表达；C：流式检测肺成纤维细胞 CD14 的表达。 
Figure 3  CD14 expression on the surface of goat primary alveolar macrophages. A: Flow cytometric 
collection of scatter plots, forward scattered (FSC), side scattered (SSC); B: Flow assay for alveolar 
macrophage CD14 expression; C: Flow assay for lung fibroblast CD14 expression. 
 

 
 
图 4  山羊原代肺泡巨噬细胞吞噬鸡红细胞(100×)   A：肺泡巨噬细胞吞噬鸡红细胞-明场；B：肺泡巨

噬细胞吞噬鸡红细胞-瑞氏-吉姆萨复合染色液染色。 
Figure 4  Goat primary alveolar macrophages phagocytose chicken erythrocytes (100×). A: Alveolar 
macrophage phagocytosis of chicken erythrocytes-bright field; B: Alveolar macrophage phagocytosis of 
chicken erythrocytes- Giemsa staining. 
 
形态。结果表明分离得到的山羊肺泡巨噬细胞

具有很强的吞噬能力，但仍有部分伸出伪足分

化严重的细胞已经丧失了吞噬能力。 
2.4  山羊肺泡巨噬细胞永生化建立及

传代扩增 
在原代细胞中分别加入不同浓度的嘌呤霉

素，确定最佳筛选浓度为 2 μg/mL。利用 SV40LT
过表达慢病毒转染细胞，在 2 μg/mL 嘌呤霉素

压力筛选下，将存活细胞收集起来进行传代培

养，扩增至 P12 代，即为永生化细胞。所得细

胞在显微镜下观察，如图 5 所示，永生化细胞

形态不规则，多有伪足，贴壁牢固，细胞体积

增大，能够稳定传代。 

2.5  永生化山羊肺泡巨噬细胞免疫荧

光鉴定与流式检测结果 
将永生化肺泡巨噬细胞与荧光标记的抗羊
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CD14 抗体共孵育，分别进行免疫荧光鉴定及流

式细胞术分析。如图 6 所示，在荧光显微镜下，

清晰可见细胞膜表面绿色荧光。通过流式细胞

术分析，如图 7 所示，细胞表面特征性标志物

CD14 阳性率为 92.40%，结合 2.2 结果，原代细

胞表面特征性标志物 CD14 阳性率为 95.40%，

进一步证实永生化细胞系为高纯度的山羊肺泡

巨噬细胞系(goat alveolar macrophage, GAM)。 

2.6  布鲁氏菌侵染永生化细胞模型构建 
采用 4 种不同类型的细胞，同时使用

MOI=100 的布鲁氏菌侵染 1 h，对感染后 24、

48、72、96 h 进行胞内存活计数用以比较布鲁

氏菌在不同细胞系中的存活情况。结果如图 8
所示，在感染 24 h 后，THP-1 中布鲁氏菌胞内

菌最多；随着时间推移，24−48 h 进入复制型布

鲁氏菌囊泡(repetitive brucella⁃containing vacuole, 
rBCV)周期，RAW264.7、STIC、GAM 细胞胞

内菌均有所升高；72 h 后为自噬相关型布鲁氏菌

囊泡(autophagic-like Brucella-containing vacuole, 
aBCV)形成周期，胞内菌数量均有所减少。其

中 GAM 胞内存活曲线与 RAW264.7 细胞近似，

并且敏感性高于 STIC 细胞。 
 

 
 

图 5  永生化山羊肺泡巨噬细胞形态图(100×)   A：P4 代肺泡巨噬细胞形态图；B：P12 代肺泡巨噬细

胞形态图。 
Figure 5  Morphology of alveolar macrophages in immortalized goats (100×). A: Morphology of alveolar 
macrophages of P4 generation; B: Morphology of alveolar macrophages of P12 generation. 
 

 
 
图 6  永生化山羊肺泡巨噬细胞免疫荧光图    
Figure 6  Immunofluorescence of immortalized goat alveolar macrophages (100×). A: DAPI; B: Fluorescence; 
C: IFA merge. 



 
830 微生物学通报 Microbiol. China 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 
 

图 7  永生化山羊肺泡巨噬细胞表面 CD14 表达情况   A：流式细胞收集散点图，前向散射光(FSC)，侧

向散射光(SSC)；B：流式检测肺泡巨噬细胞 CD14 的表达；C：流式检测肺成纤维细胞 CD14 的表达。 
Figure 7  CD14 expression on the surface of immortalized goat alveolar macrophages. A: Flow cytometric 
collection of scatter plots, forward scattered (FSC), side scattered (SSC); B: Flow assay for alveolar 
macrophage CD14 expression; C: Flow assay for lung fibroblast CD14 expression. 

 

 
 
图 8  布鲁氏菌在 4 种细胞系中胞内存活情况 
Figure 8  Intracellular survival of Brucella abortus 
in four cell lines.  
 

3  讨论 
肺泡巨噬细胞存在于独特的气管微环境

中，这种独特的环境对肺泡巨噬细胞的表型、功

能和周转的许多方面都有较大的影响[24]。近年

来，已有研究人员尝试分离山羊肺泡巨噬细

胞用作体外试验，但并未进行细胞永生化的

构建[20,25]。 
CD14 是一种位于单核细胞和巨噬细胞表面

的脂多糖(lipopolysaccharide, LPS)受体，被广泛

用来作为鉴定单核巨噬细胞的标志物[26-28]。本

研究分离得到的原代肺泡巨噬细胞经免疫荧光

鉴定及流式细胞术分析，CD14 阳性率达到了 95%
以上；永生化后，CD14 阳性率仍然在 90%以上，

证明该永生化细胞系为高纯度的肺泡巨噬细

胞。同时，鸡红细胞吞噬实验表明，该细胞系

具有良好的异源物质吞噬能力，这对于布鲁氏

菌体外侵袭试验是极为重要的。 
在此前的研究报道中，马耳他布鲁氏菌

(B. melitensis)感染模型的研究都是基于细胞系

RAW264.7 或 THP-1[29-30]。布鲁氏菌侵染试验表

明，GAM 对布鲁氏菌具有较强的易感性，优于

上皮状细胞系 STIC，与经典布鲁氏菌侵染细胞模

型 RAW264.7 易感性相当。以上实验结果表明，

山羊肺泡巨噬细胞被成功永生化，细胞表面标志

物清晰，吞噬功能良好，是良好的布鲁氏菌体外

侵染细胞模型。该永生化细胞系的建立为研究布

鲁氏菌、口蹄疫病毒等以羊为宿主的病原菌的致

病机制及免疫逃逸机制提供了便利。 
然而，本研究仍存在局限性：(1) 虽然山羊

肺泡巨噬细胞系被成功永生化，检测到细胞表
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面标志物 CD14，吞噬能力良好，但与原代细胞

相比，细胞形态发生较大改变，由圆润变为伸

出多对伪足的树突状细胞形态。后续，需要进

一步通过实验讨论细胞形态改变对细胞极化、

免疫应答等指标的影响。(2) 本研究在永生化细

胞建立的基础上，重点探究了该细胞系在不同

侵染时期对布鲁氏菌的易感性，仍需要对布鲁

氏菌在该细胞系的免疫逃逸机制进行充分解

析；同时，补充其他羊源病原对该细胞系的易

感性研究。 

4  结论 
本研究创建了一株永生化的山羊肺泡巨噬

细胞系，所构建永生化山羊肺泡巨噬细胞具备

巨噬细胞特性，能够稳定传代，并且对布鲁氏

菌易感，对于解析相关病原在大动物的致病机

制提供了便利。 
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