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ＢＡＬＢ／ｃ小鼠骨髓来源高产量成熟

树突状细胞的制备和初步鉴定

谢　峻，王　军，郑颖城，董玉梅，王琼书

　　【摘要】　目的　研究制备、鉴定小鼠骨髓来源的高产量树突状细胞（ｄｅｎｄｒｉｔｉｃｃｅｌｌｓ，ＤＣ）的方法，为制备ＤＣ及体外

研究提供依据。方法　取ＢＡＬＢ／ｃ小鼠骨髓细胞，经重组小鼠巨噬细胞粒细胞集落刺激因子（ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｍｏｕｓｅｇｒａｎ

ｕｌｏｃｙｔｅｍａｃｒｏｐｈａｇｅｃｏｌｏｎｙｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇｆａｃｔｏｒ，ｒｍＧＭＣＳＦ）、重组小鼠白细胞介素４（ｒｅｃｏｍｔｉｎａｎｔｍｏｕｓｅｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ４，

ｒｍＩＬ４）诱导、脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈｒｉｄｅｓ，ＬＰＳ）刺激制备高纯度ＤＣ。利用光学显微镜、扫描电镜对所制备细胞做形态学

观察；流式细胞术检测特定表型标记分子表达情况；酶联免疫吸附试验（ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）检

测肿瘤坏死因子α（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒａｌｐｈａ，ＴＮＦα）、干扰素γ（ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎｇａｍｍａ，ＩＦＮγ）的分泌量。从形态、表型标

记、细胞因子分泌功能三方面对所制备细胞进行初步鉴定。结果　所制备细胞具有典型的ＤＣ形态学特征，细胞表面高

表达ＣＤ１ａ、ＣＤ１１ｃ、ＣＤ８０和ＣＤ８６，相对于普通ＤＣ细胞有大量的ＴＮＦα和ＩＦＮγ分泌。结论　利用ＢＡＬＢ／ｃ小鼠骨髓

细胞在细胞因子ｒｍＧＭＣＳＦ、ｒｍＩＬ４诱导及ＬＰＳ的刺激下成功制备出纯度较高的成熟ＤＣ。
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　　树突状细胞（ｄｅｎｄｒｉｔｉｃｃｅｌｌ，ＤＣ）是骨髓分化过程

中形成的一类外形独特天然免疫细胞和抗原提呈细胞

（ａｎｔｉｇｅｎｐｒｅｓｅｎｔｉｎｇｃｅｌｌ，ＡＰＣ）
［１２］。ＤＣ与多种疾病

相关，包括感染性疾病、肿瘤、自身免疫性疾病等。传

统的将成熟ＤＣ分为ｃＤＣ和ｐＤＣ
［１］。依据组织定位，

又分为位于皮肤的朗罕氏细胞［３］、位于淋巴组织Ｔ细

胞区的交错突细胞和位于淋巴组织Ｂ细胞区的滤泡

树突细胞等［４］。无论其分类与分布如何，所有的ＤＣ

均源自于多功能造血干细胞，它们具有同源性。ＤＣ

主要是通过分泌细胞因子和激活适应性免疫细胞来发

挥作用，抗原激活的ＤＣ能够分泌肿瘤坏死因子α

（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒａｌｐｈａ，ＴＮＦα）、干扰素γ（ｉｎ

ｔｅｒｆｅｒｏｎｇａｍｍａ，ＩＦＮγ）等细胞因子来发挥抗菌、抗肿

瘤等功能，还通过表达丰富的抗原递呈分子、共刺激因

子和粘附分子等来激活适应性或固有免疫细胞发挥作

用［４５］。本实验主要是利用小鼠骨髓细胞来体外制备

成熟的髓源型ＤＣ。并对所制备的ＤＣ相关指标进行

检测，主要从形态学、细胞表面表型分子和相关细胞因

子分泌三方面对所制备细胞进行鉴定。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　动物　实验所用雌性ＢＡＬＢ／ｃ小鼠购自武汉
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大学实验动物中心，鼠龄为５～６周。于清洁级环境饲

养，稳定３～５ｄ后进行实验。

１．１．２　试剂　重组小鼠粒细胞巨噬细胞集落刺激因

子（ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｍｏｕｓｅｇｒａｎｕｌｏｃｙｔｅｍａｅｒｏｐｈａｇｅｃｏｌｏ

ｎｙｓｔｉｎａｌａｔｉｎｇｆａｃｔｏｒ，ｒｍＧＭＣＳＦ）购自杭州基隆生物

公司，重组小鼠白细胞介素４（ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｍｏｕｓｅｉｎ

ｔｅｒｌｅｕｋｉｎ４，ｒｍＩＬ４）及脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈｒｉｄｅｓ，

ＬＰＳ）购自美国Ｓｉｇｍａ公司，ＲＰＭＩ１６４０培养基购自

美国Ｈｙｃｌｏｎｅ公司，新生牛血清及双抗购自美国Ｇｉｂ

ｃｏ公司，戊二醛购自国药化学试剂厂，流式细胞术专

用固定缓冲液及抗小鼠ＣＤ８０ＰＥＣｙ５抗体和抗小鼠

ＣＤ１ａＦＩＴＣ 购自美国 ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ 公司，抗小鼠

ＣＤ１１ｃＰＥ抗体购自美国 ＢＤ 公司，抗小鼠 ＣＤ８６

ＦＩＴＣ抗体购自美国ＳｕｒｇｅｎＢｉｏｔｅｃｈ公司。独立型抗

体购自各抗体的对应厂家。

１．１．３　主要设备和仪器　ＣＯ２细胞培养箱购自美国

Ｆｏｒｍａ公司，超净工作台购自美国ＡｉｒＴｅｃｈ公司，流

式细胞仪购自美国Ｂａｃｋｍａｎ公司，倒置显微镜及折光

显微镜购自日本Ｏｌｙｍｐｕｓ公司，扫描电镜购自日本

ＨＩＴＡＣＨＩ公司。

１．２　方法

１．２．１　骨髓细胞提取　将ＢＡＬＢ／ｃ小鼠颈椎离断处

死，浸入７５％的乙醇溶液中约１０ｍｉｎ。解剖取其胫骨

和股骨，将骨表面所有附着组织剔除干净，浸入无菌玻

皿装载的７５％乙醇溶液１ｍｉｎ。用无菌玻皿装载的

４℃预冷磷酸盐缓冲液荡洗后，浸入无菌玻皿装载的

４℃预冷的ＲＰＭＩ１６４０培养基中。在超净操作台中，

用１ｍｌ注射器吸取ＲＰＭＩ１６４０培养基，刺穿骨骺端

冲洗骨髓腔，将骨髓冲洗到另一无菌培养皿中，每根骨

头反复冲洗３～４遍。用巴氏吸管吹打组织悬液，将组

织块吹散。将所得悬液用５０μｍ尼龙滤网过滤后室

温下以１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清。用５ｍｌ氯化

铵红细胞液裂解液重悬细胞，室温静置２ｍｉｎ，室温下

以１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ后弃上清。用４℃预冷ＲＰ

ＭＩ１６４０培养基以１０００ｒ／ｍｉｎ的离心５ｍｉｎ，将获取

细胞洗两次。所获得细胞即为小鼠骨髓细胞。再用含

１０％胎牛血清的ＲＰＭＩ１６４０培养基重悬细胞，收集移

入培养皿中。

１．２．２　ＤＣ的制备　调整所得骨髓细胞浓度达１×

１０５／ｍｌ～１×１０６／ｍｌ，加入ｒｍＩＬ４（使其终浓度达到

１０ｎｇ／ｍｌ）和ｒｍＧＭＣＳＦ（使其终浓度达到２０ｎｇ／ｍｌ）；放

入３７℃，５％ＣＯ２的细胞培养箱中，培养２ｄ后，轻晃

培养皿，去除悬浮细胞，保留贴壁细胞；加入新鲜的

ＲＰＭＩ１６４０培养基及相同浓度的ｒｍＩＬ４、ｒｍＧＭＣＳＦ

继续培养；每隔２ｄ换一次液，每次半量换液并且补充

适量ｒｍＩＬ４、ｒｍＧＭＣＳＦ，使其达到相同浓度；培养至

第６天用巴氏吸管轻轻吸吹培养基，收集所有悬浮细

胞。调整其浓度至１×１０５／ｍｌ～１×１０６／ｍｌ，加入ＬＰＳ

（使其终浓度达到２００ｍｇ／ｍｌ）刺激２４ｈ使其成熟。

收集细胞后，０．４％台盼蓝染色后用血细胞计数板计活

细胞数，活细胞数在９５％以上，再进行后续观察与鉴

定。

１．２．３　ＤＣ形态观察　①光镜观察：骨髓细胞经

ｒｍＧＭＣＳＦ和ｒｍＩＬ４诱导的第２天、第４天、第６天

和ＬＰＳ刺激２４ｈ，利用普通光学显微镜和折光显微镜

观察细胞集落及细胞形态。②扫描电镜观察细胞表面

结构：收集最终制备成熟的ＤＣ（将第６天收集的细胞，

接种到盖玻片表面，经ＬＰＳ刺激２４ｈ后，戊二醛固

定），利用扫描电镜观察细胞表面形态。

１．２．４　ＤＣ表面标记分子检测　用巴氏吸管轻轻吹打

培养基，收集最终制备的所有悬浮细胞，用磷酸盐缓冲

液以１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ洗两遍。用流式细胞仪专

用细胞固定液调整细胞浓度至１×１０６／ｍｌ，取３００μｌ

细胞悬液分别加入１μｌ的抗小鼠ＣＤ１ａＦＩＴＣ抗体、抗

小鼠ＣＤ１１ｃＰＥ抗体、抗小鼠ＣＤ８０ＰＥＣｙ５抗体和抗

小鼠ＣＤ８６ＦＩＴＣ抗体，冰上避光孵育３０ｍｉｎ。用２ｍｌ

的流式细胞仪专用细胞固定液以１０００ｒ／ｍｉｎ离心

５ｍｉｎ洗两遍细胞。３００μｌ重悬细胞后用流式细胞仪

检测荧光标记。

１．２．５　酶联免疫吸附试验（ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕ

ｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）测定所制备细胞ＴＮＦα和

ＩＦＮγ的分泌量　骨髓细胞经ｒｍＧＭＣＳＦ和ｒｍＩＬ４

诱导的第６天和ＬＰＳ刺激２４ｈ后，收集培养基，按照

ＥＬＩＳＡ试剂盒说明书进行操作，做出标准曲线，依据

标准曲线求出具体值。

２　结果

２．１　所制备ＤＣ前体细胞特异性集落形成

自小鼠股骨、胫骨取出的骨髓原代细胞呈圆形，细

胞表面光滑，细胞均匀分布于培养基中。利用细胞因

子ｒｍＧＭＣＳＦ（２０ｎｇ／ｍｌ）和ｒｍＩＬ４（１０ｎｇ／ｍｌ）持续

诱导ＢＡＬＢ／ｃ小鼠骨髓细胞，经２ｄ后，轻摇荡培养

皿，丢弃悬浮细胞后，在培养皿的底部发现细胞集落，

这些细胞集落呈半贴壁状态，集落大小不一，分布散

落，集落间可见散在细胞，集落中央细胞较多，边缘较

少，整体呈中央厚而边缘薄的状态。集落内细胞呈近

圆不规则形且大小不一。这些细胞集落是髓系ＤＣ诱
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导过程中出现的特异性细胞集落（如图１所示）。

图１　骨髓原代细胞及细胞因子狉犿犌犕犆犛犉和犐狉犿犔４

诱导２犱去除悬浮细胞后培养皿底部的细胞集落 （×２００）

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｐｒｉｍａｒｙｃｅｌｌｓａｎｄｔｈｅｃｏｌｏｎｙ

ｆｏｒｍｅｄｗｉｔｈｔｈｅＤＣｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒｃｅｌｌｓｉｎｄｕｃｅｄｗｉｔｈ

ｒｍＧＭＣＳＦａｎｄｒｍＩＬ４ａｆｔｅｒｔｗｏｄａｙｓ（×２００）

２．２　所制备ＤＣ的形态

成熟ＤＣ在折光显微镜下细胞表面观察到明显毛

刺。再经ＬＰＳ（２００ｍｇ／ｍｌ）刺激２４ｈ后，细胞形状略

不规则，表面毛刺更为明显（如图２所示）。

与此同时，作者利用扫描电镜观察诱导过程中的

细胞表面形态。经ＬＰＳ刺激成熟的ＤＣ细胞表面呈

现出毛刺状表面粗糙，有多个典型的树突状细长的突

触，可见伸出的伪足，胞体略小，呈现出典型的树突状，

为成熟ＤＣ形态（如图３Ｃ、Ｄ所示）。

Ａ：骨髓原代细胞，Ｂ：诱导２ｄ时，Ｃ：诱导４ｄ时，

Ｄ：诱导６ｄ时，Ｅ：继续用ＬＰＳ刺激２４ｈ后

图２　诱导不同时间长和犔犘犛刺激２４犺后的细胞形态（×４００）

Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｔｈｅｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｏｆｔｈｅｃｅｌｌｓｉｎｄｕｃｅｄ

ｗｉｔｈＧＭＣＳＦａｎｄＩＬ４ａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓ（×４００）

２．３　所制备ＤＣ形态表面标记分子表达

经细胞因子诱导６ｄ和ＬＰＳ刺激所制备ＤＣ的

ＣＤ１ａ、ＣＤ１１ｃ（髓源型ＤＣ标记）及其刺激因子ＣＤ８０

和ＣＤ８６分子表达率明显增高（狀＝３，犘＜０．０１）。细

胞表面ＤＣ的其刺激分子表达情况可以看出成功制备

了纯度较好的成熟髓系ＤＣ（如图４所示）。

Ａ：骨髓原代细胞，Ｂ：诱导２ｄ时的状态，Ｃ：成熟ＤＣ，Ｄ：细胞树突

图３　扫描电镜图

Ｆｉｇｕｒｅ３　Ｔｈｅｃｅｌｌｓ＇ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃｃｈａｒａｃｔｅｒｏｂｓｅｒｖｅｄｂｙＳＥＭ

图４　细胞犆犇１犪、犆犇１１犮、犆犇８０和犆犇８６分子表达情况

Ｆｉｇｕｒｅ４　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＤ１ａ、ＣＤ１１ｃ、

ＣＤ８０ａｎｄＣＤ８６ｏｆｔｈｅｇｅｎｅｒａｔｅｄＤＣ
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２．４　所制备细胞ＴＮＦα、ＩＦＮγ分泌量

ＥＬＩＳＡ对所制备ＤＣ培养液中ＴＮＦα、ＩＦＮγ分

泌量进行测定，与原代细胞相比，细胞对ＴＮＦα、ＩＦＮ

γ分泌量明显增加（狀＝４，犘＜０．０１）。由此看出所制

备的细胞具有天然免疫细胞活性（如图５所示）。

　

图５　细胞分泌犜犖犉α和犐犉犖γ的情况

Ｆｉｇｕｒｅ５　ＴＮＦαａｎｄＩＦＮγｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｌｅｖｅｌｓ

ｏｆｔｈｅｇｅｎｅｒａｔｅｄＤＣ

３　讨论

ＤＣ的体外制备和鉴定是对其进行体外研究的基

础。可以利用脾或骨髓中的 ＤＣ前体细胞进行制

备［６７］，相对于脾来源的ＤＣ来说，骨髓来源的ＤＣ具

有更多优点。首先，由于所有亚型的ＤＣ均来源于位于

骨髓的多功能造血干细胞［８９］，因此它能更好的反映广

泛的ＤＣ特点和功能。其次就是骨髓细胞诱导的ＤＣ

产量较脾来说较高。另外，还可以利用外周血中的单核

细胞进行体外制备［１０１１］，这也是常见的体外制备ＤＣ

的方法之一。体外制备ＤＣ主要是依赖于特定的细胞

因子的诱导来完成的，利用不同的细胞因子可以诱导

出不同的ＤＣ亚群，这使得对ＤＣ亚群的体外研究得

以实现。制备髓源型ＤＣ主要依赖的细胞因子是ＧＭ

ＣＳＦ和ＩＬ４来实现的。本实验利用这两种细胞因子

诱导，并用ＬＰＳ刺激制备成熟的髓系ＤＣ。ＬＰＳ可以

通过ＣＤ１４等受体使ＤＣ分化成熟
［１２１３］。体外制备

ＤＣ不仅对ＤＣ的基础研究至关重要，它对当下较为热

点的肿瘤过继细胞疗法也很关键［１４］。

无论是组织分离还是体外制备的ＤＣ，都要对其

进行质量的鉴定，这对于ＤＣ的体外研究和依赖于ＤＣ

的临床治疗都是必须的。ＤＣ作为最强大的ＡＰＣ，细

胞表面有丰富的抗原递呈分子（ＭＣＨⅠ、ＭＣＨⅡ）、

共刺激因子（ＣＤ８０／Ｂ７１、ＣＤ８６／Ｂ７２、ＣＤ４０、ＣＤ４０Ｌ）和

粘附分子（ＩＣＡＭ１、ＩＣＡＭ２、ＩＣＡＭ３、ＬＦＡ１、ＬＦＡ３

等）［４５］，再加之其亚型特定的分子，这样就完成了对其

的鉴别和鉴定。例如，ＣＤ１１ｃ和ＣＤ１ａ就是髓源型ＤＣ

的标记性分子之属，因此对这两个分子进行检测，以此

来对制备细胞的质量进行评估。ＬＰＳ作为细菌的重

要组分，能够激活多种天然免疫细胞，这些免疫细胞中

包括ＤＣ。ＬＰＳ能够通过Ｔｏｌｌ样受体４使ＤＣ成熟，

对ＴＮＦα及ＩＦＮγ等多种炎性因子的分泌量增

加［１５１６］。ＤＣ的体外制备目前虽已较为成熟，但是对

于提高制备纯度和对特定亚型ＤＣ的制备仍旧是一个

艰巨的挑战。
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（２０１４０３１１收稿　２０１４０４０３修回）

·７２５·华南国防医学杂志２０１４年６月２８日 第２８卷 第６期　ＭｉｌＭｅｄＪＳＣｈｉｎ，Ｖｏｌ．２８，Ｎｏ．６，Ｊｕｎｅ２８，２０１４


