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A B S T R A C T
本实验采用 3% 巯基乙酸盐（thioglycollate，TG）腹腔注射诱导小鼠无菌性腹膜炎，在约
48 h 后给予脂多糖（lipopolysaccharide，LPS）二次刺激，并通过腹腔灌洗获得炎性细胞及
上清。实验以腹腔灌洗液离心后细胞沉淀作为炎性细胞募集的直观观察指标，采用双抗体夹
心 ELISA 检测上清中肿瘤坏死因子 α（TNF-α），并使用 MCP-1 建立 Transwell 趋化梯
度评价腹腔细胞迁移能力。现有结果显示，TG+LPS 实验组可见较明显细胞沉淀，TNF-α
ELISA 中实验组 OD450 为 0.941，高于空白及两个对照；0–100 pg/mL 标准范围线性拟
合良好（R² 约为 0.993）。Transwell 显微镜图像可观察到结晶紫阳性迁移细胞，但不同组起
始细胞数未严格归一且可追溯视野数量不完全一致，因此迁移结果以代表性图像和定性比较
为主。本实验由模型建立、炎症因子检测和细胞迁移功能评价构成一条连续证据链，可用于
理解 TG 诱导腹腔炎症及 LPS 进一步激活巨噬细胞的实验逻辑。
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1. 引言
急性腹膜炎可由感染、化学刺激或其他损伤因素引

发，其共同特征之一是局部先天免疫反应迅速启动并伴
随炎性细胞募集。单核细胞和巨噬细胞既能参与外源性
刺激的识别与清除，也能够通过分泌细胞因子、趋化因
子以及调节其他免疫细胞活动参与炎症反应。因此，建
立稳定、可重复的实验性腹膜炎模型，有助于观察炎性
细胞募集并进一步研究巨噬细胞的活化与功能变化。
巯基乙酸盐（thioglycollate，TG）腹腔注射是获得

炎性腹腔巨噬细胞的经典方法。既往标准化方法中常以
约 1 mL 3% TG 腹腔注射诱导无菌性腹腔炎症，数日
后通过腹腔灌洗回收富集的炎性腹腔细胞；与未经刺激
的腹腔细胞相比，TG 处理能够显著提高可回收炎性巨
噬细胞数量。 [2]
脂多糖（lipopolysaccharide，LPS）是革兰阴性菌外

膜的重要组成成分，可经 CD14、MD-2 和 Toll 样受体
4（Toll-like receptor 4，TLR4）组成的识别体系启动
信号转导。TLR4 下游可激活 MyD88 依赖和非依赖通
路，并进一步启动 NF-κB及 MAPK等信号网络，促进
TNF-α 等促炎介质的表达和释放。 [3]因此，在 TG募
集腹腔炎性细胞后给予 LPS二次刺激，并检测 TNF-α，
可从细胞因子释放层面反映炎症细胞的进一步活化。
除炎症因子分泌外，定向迁移也是单核-巨噬细胞系

统的重要功能。单核细胞趋化蛋白 1（monocyte chemoat-
tractant protein-1，MCP-1，又称 CCL2）主要通过
CCR2介导单核细胞及巨噬细胞趋化，CCL2/CCR2轴
在炎症部位的单核细胞募集过程中具有重要作用。 [4]
Transwell 体系可在多孔膜两侧建立趋化梯度，通过观
察穿膜细胞评价其迁移能力。

本实验将三次课堂实验整合为一个连续研究过程：
首先以 TG 腹腔注射诱导无菌性腹膜炎并募集腹腔炎
性细胞；随后以 LPS 进行二次刺激并获取腹腔灌洗液；
最后分别通过 TNF-α ELISA 和 MCP-1 Transwell 实
验，从炎症因子释放和迁移功能两个方面评价腹腔炎性
细胞的活化状态。实验目的在于掌握小鼠腹腔注射与腹
腔灌洗等基本操作，理解 TG-LPS 炎症模型的建立逻
辑，并学习使用 ELISA 和 Transwell 方法对模型进行
功能性鉴定。 [1]

2. 材料与方法
2.1. 实验动物、分组与主要试剂
实验使用 3 只小鼠，分别设为对照 1 组、对照 2 组

和实验组。主要试剂包括 PBS、3% TG、LPS、RPMI
1640 培养基、胎牛血清（fetal bovine serum，FBS）、
MCP-1、TNF-α ELISA 检测试剂、4% 固定液及 0.1%
结晶紫染液等。主要器材包括注射器、离心管、离心设
备、酶标板与酶标仪、Transwell小室、载玻片及光学显
微镜等。 [1]

Table 1
实验动物、分组与主要试剂

组别 首次腹腔处理 约 48 h 后刺激

对照 1 组 PBS 1 mL PBS 200 µL
对照 2 组 PBS 1 mL LPS 200 µL
实验组 3% TG 1 mL LPS 200 µL

2.2. TG 诱导急性腹膜炎模型
对 3只小鼠完成分组标记。固定小鼠后暴露腹部，常

规消毒，在下腹部选择合适位置进行腹腔注射。对照 1
组和对照 2 组分别注射 PBS 1 mL，实验组注射 3%
TG 1 mL。注射过程中注意避免进针过浅形成皮下液体
隆起，并尽量避开腹腔重要脏器。处理后将小鼠继续饲
养，约 48 h 后进行后续刺激和取材。 [1] TG 诱导炎
性腹腔细胞的思路与经典腹腔巨噬细胞获取方法一致。
[2]
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2.3. LPS 二次刺激与腹腔灌洗
约 48 h 后，对照 2 组与实验组分别腹腔注射 200

µL、浓度为 5 µg/mL 的 LPS，对照 1 组注射等体积
PBS。刺激 15 min 后观察并记录动物状态，随后按课
堂实验流程完成处置与腹腔取材。
以 75% 乙醇处理体表后暴露腹部，向腹腔内注入约

2 mL PBS，轻柔按摩腹部约 1 min，使腹腔细胞充分进
入灌洗液；随后回收约 1 mL 腹腔灌洗液至对应标记的
离心管。灌洗液按课堂设定离心 5 min后分离上清和细
胞沉淀。观察各组离心后管底细胞沉淀及样本外观并拍
照记录；上清用于 TNF-α ELISA，细胞沉淀用于后续
Transwell 实验。 [1]

2.4. TNF-α 双抗体夹心 ELISA
采用双抗体夹心 ELISA 检测腹腔灌洗液上清中的

TNF-α。TNF-α 标准品设置 0、3.125、6.25、12.5、25、
50、100 和 200 pg/mL 共 8 个浓度，每一浓度设置双
孔。样品及标准品加入酶标板后，依照课堂实验流程完
成特异性抗体反应、洗板、酶结合物反应及 TMB显色；
加入终止液后，于 450 nm 读取各孔吸光度（OD450）。
[1]
标准品 OD 值以零标准进行背景校正。根据标准品

浓度与校正 OD450绘制标准曲线。由于 200 pg/mL标
准点已进入明显的高浓度非线性/平台区，本实验结果
处理采用 0–100 pg/mL 范围进行线性拟合，并以决定
系数 R² 评价拟合质量。样品结果结合本组空白进行比
较和换算。

2.5. Transwell 趋化实验
离心所得细胞沉淀以无血清 RPMI 1640 培养基重

悬。Transwell 下室加入 2.5 mL 含 10% FBS 及 20
ng/mL MCP-1 的培养液，建立趋化梯度；上室加入各
组腹腔细胞悬液。对照 1 组和对照 2 组分别加入 1 mL
细胞悬液。由于实验组回收细胞明显较多，课堂实际操
作中实验组取 200 µL 细胞悬液并加入 800 µL 无血清
RPMI 1640 补足至 1 mL 后加入上室。该处理能够降
低实验组细胞负荷，但并不等同于经过细胞计数后的严
格起始细胞数归一化。
培养约 4–6 h后取出 Transwell膜，以 4%固定液固

定约 30 min，再以 0.1%结晶紫染色约 20 min。洗去多
余染液后，用湿润棉签轻轻擦除膜上表面未穿膜细胞，
剪取膜并铺于载玻片，在光学显微镜下观察膜下表面的
结晶紫阳性迁移细胞并拍照记录。MCP-1/CCL2 具有
促进单核细胞谱系细胞趋化迁移的经典作用，因此可作
为本实验下室趋化刺激。 [4]

2.6. 数据处理原则
ELISA 标准曲线以 TNF-α 浓度为横坐标、背景校

正后的 OD450 为纵坐标进行线性拟合。9/1 组最终采
用的样品身份映射为：空白 0.119、实验组 0.941、对照
1 组 0.189、对照 2 组 0.207。后续结果部分据此报告各
组 OD450 并进行 TNF-α 水平解释。

Transwell结果仅使用可追溯的原始显微镜照片。存
在明显反光、严重细胞聚团或无法可靠区分单细胞的视
野不用于制造精确单细胞计数；考虑到对照 1组仅保留
2 个可追溯视野、且三组起始细胞数并未通过计数严格
归一，本实验以后续代表性显微图和定性/半定量比较
为主，并将这些因素作为讨论中的实验局限。
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