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小鼠骨髓源树突状细胞的体外培养及鉴定
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［摘要］目的 建立小鼠骨髓源树突状细胞（bone marrow dendritic cell， BMDC）的培养方法并对其表型和功

能进行鉴定．方法 无菌取 BALB/c小鼠股骨、胫骨中的骨髓细胞，以粒 -巨噬细胞集落刺激因子体外诱导分化

为 BMDC，倒置显微镜动态观察 BMDC增殖和形态变化情况，流式细胞术分析细胞表型，并检测其抗原吞噬功

能．结果 小鼠骨髓细胞体外诱导可获得大量未成熟和成熟 BMDC，呈现典型的树突状形态．未成熟 BMDC的细

胞表型为 CD11chighCD40lowCD86low MHC-IIlow，具有较强的抗原吞噬能力．未成熟 BMDC经细菌脂多糖刺激后

可分化为高表达 CD11c、CD40、CD86及 MHC-II类分子的成熟 BMDC．结论 体外诱导培养可获得小鼠骨髓来

源的未成熟和成熟 DC．
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［Abstract］ Objective To establish a method of cultivation of dendritic cells（DC) from mouse bone marrow

in vitro and identify their phenotype and function. Methods Under aseptic condition， bone marrow cells were

extracted from the tibia and femur bones of BALB/c mice. Bone marrow cells were cultured with recombinant mouse
granulocyte-macrophage colony-stimulating factor（ rmGM-CSF） in vitro. The expansion and morphological

changes of DC were observed with light inverted microscope. Phenotype was identified with flow cytometry and

biological function was studied with antigen phagocytosis test. Results A large number of immature and mature DC

with typical dendritic morphological characteristics could be generated from murine bone marrow. Immature DC，

which had high expression in CD11c and low expression in CD40， MHC-II and CD86， could phagocytize antigen.

Mature DC， which could be induced from immature DC by lipopolysaccharides， had high expression in CD11c，

CD40， CD86 and MHC-II molecules. Conclusion Immature and mature DC can be generated from mouse bone

marrow cells through cytokine induction in vitro and be used for further study associated with DC.
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1973 年 Steinman 等首次分离出树突状细胞

（dendritic cells，DC），DC是目前已知功能最强的

专职抗原递呈细胞 （antigen presenting cells，

APC），在激发 T细胞免疫应答和 T细胞依赖性抗
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体生成中具有重要作用[1，2]．由于 DC在外周血中含

量极少，仅占单核细胞总数的 0.1%-10%，分离纯

化困难，故临床应用受到极大限制[2]．DC 的来源

包括骨髓、外周血和脐血，其中骨髓以其富含 DC

的前体细胞、来源广泛及体外诱导成本低等特点倍

受关注[2]．本研究从小鼠骨髓中获取 DC 的前体细

胞，然后在细胞因子的诱导下培养出不成熟和成熟

DC，并对其进行表型和功能鉴定，为进一步研究

DC奠定了基础．

1 材料与方法

1.1 实验动物和试剂

6～8周龄 BALB/c小鼠，体重 18～20 g，购自

昆明医科大学动物科：重组小鼠粒 -巨噬细胞集
落 刺 激 因 子 （ recombinant mouse granulocyte

macrophage colony stimulating factor， rmGM-CSF）；

荧光标记大鼠抗小鼠 CD11c（克隆号 N418）、

CD40（克隆号 3/23）、CD86（克隆号 GL-1） 和

I-A/I-E（MHC-II类分子） （克隆号 M5/114.15.2）

单克隆抗体购自美国 Biolegend公司；RPMI1640培

养液、胎牛血清（fetal bovine serum， FBS）购自美

国 Gibco公司；脂多糖（lipopolysaccharides， LPS）

购自美国 Sigma 公司；FITC 标记的卵清白蛋白

（ovalbumin， OVA） （OVA-FITC）购自中科晨宇

（北京）生物科技公司．

1.2 小鼠骨髓来源 DC体外诱导和扩增

参照文献[3]的方法制备 BALB/c小鼠骨髓来源

DC（bone marrow DC，BMDC）．脱颈处死 BALB/c

小鼠，浸入 75%的酒精中 2 min，无菌游离小鼠股

骨和胫骨．剪去股骨、胫骨两端骨骺，用无血清

RPMI1640 培养基反复冲洗骨髓腔，直至骨头变
白，冲洗液离心后弃去上清．含 10% FBS 的

RPMI1640 培养基 （含青霉素 100 U/mL，链霉素

100 滋g/mL）重悬细胞并调整浓度为 1×106/mL．将

细胞接种到 24 孔板中，按 10 ng/mL 加 入

rmGM-CSF，放 37 ℃、饱和湿度、5%CO2 培养箱

中培养．倒置显微镜观察细胞形态及增殖情况，每

3 d半量换液．

1.3 BMDC表型分析

收集新鲜制备的小鼠骨髓细胞和体外诱导至第

5天和第 7天时 BMDC，加入荧光标记大鼠抗小鼠

CD11c、CD40、CD86、I-A/I-E单抗，室温避光孵

育 30 min，PBS洗涤细胞 1次后用流式细胞仪（美

国 Beckman Coulter公司）检测．

1.4 BMDC抗原吞噬实验

体外诱导小鼠骨髓细胞至第 5天和第 7天时收

集 BMDC，按照 1×106/mL BMDC 加入 10 滋L

OVA-FITC（浓度 10 滋g/mL），混匀后 37℃培养箱

中孵育 3 h， PBS 洗 2 次，加 1%多聚甲醛

（paraformaldehyde， PFA） 600 滋L，流式细胞仪检
测 BMDC 对 OVA-FITC的吞噬率．另将 BMDC与

OVA-FITC共孵育后 PBS洗 2次，加入 PE-CD11c

单抗室温避光孵育 30 min，PBS洗涤细胞 1 次后

4%PFA固定，激光共聚焦显微镜观察．

2 结果

2.1 小鼠 BMDC体外诱导和细胞形态

小鼠骨髓细胞在体外经 rmGM-CSF诱导 24 h，

倒置相差显微镜下可见呈簇状生长的细胞团，形如
葡萄串（图 1A）．培养 3 d，细胞簇较前增多，大

多数细胞仍然贴壁，少数细胞呈半悬浮状态．培养

5d，大量细胞呈半悬浮生长，细胞体积较以前增

大，呈圆形或梭型，细胞表面可见树突状突起（图

1B）．将第 5天的 DC经 LPS刺激 48 h，细胞体积

较前显著增大，细胞呈圆形、星形或梭形，细胞核

明显，细胞表面突起较前增多、分支明显 （图

1C）．

2.2 BMDC的吞噬功能检测

BMDC与 OVA-FITC共同孵育后细胞内可见绿

色微粒（图 2A），PE-CD11c单抗标记的细胞表面

呈红色（图 2B），激光共聚焦显微镜观察见表面呈

红色的细胞内包含大量绿色微粒（图 2C）．培养

第 5d 时 FITC 阳性细胞达 45.4% （图 2D）；第 7d

时 FITC 的阳性细胞为 9.7%（图 2E）．结果表明

未成熟 BMDC 具有极强的抗原吞噬能力；相反，

成熟 BMDC吞噬抗原的能力下降．
2.3 BMDC表型分析

第 0天时小鼠骨髓细胞 CD11c、CD40、CD86、

I-A/I-E 阳性表达率分别为 14.0%、 18.2% 、

31.1%、 30.6%；体外诱导至第 5 天时 CD11c、

CD40、 CD86、 I-A/I-E 的阳性表达率 44.8%、

31.5%、53.9%和 26%；经 LPS 刺激 48 h 后细胞

CD11c、 CD40、 CD86、 I-A/I-E 的阳性表达率

76%、81.5%、79%和 72.9% （图 3），为成熟 DC

表型．

3 讨论

目前已知 DC可从骨髓、脾脏、脐血及外周血

单个核细胞等多种途径获得[4]．小鼠 DC常用制备



图 2 小鼠 BMDC吞噬功能检测

Fig. 2 Phagocytosis test of mice BMDC

A， B， C:激光共聚焦显微镜观察 BMDC吞噬 OVA-FITC（100×）；D:流式细胞仪检测不成熟BMDC对 OVA-FITC吞噬；

E:流式细胞仪检测成熟 BMDC对 OVA-FITC吞噬

图 1 体外诱导小鼠 BMDC倒置显微镜像

Fig. 1 Morphology of mice BMDC under inverted microscope

A:BALB/c小鼠骨髓细胞体外诱导 DC（1 d，10×）；B:BALB/c小鼠骨髓细胞体外诱导获得不成熟 DC（5 d，10×）；

C:BALB/c小鼠骨髓细胞体外诱导获得成熟 DC（7 d，40×）
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方法主要包括：（1）直接分选：该方法根据 DC

表面标志进行阳性或阴性筛选，但由于 DC缺乏特

异性的表面标志，常采用表达较高的 MHC及其他

CD分子进行筛选，不仅费用高而且步骤较复杂，

最终获得的 DC 数量有限； （2）运用外周血、骨

髓及脾脏单核细胞体外诱导的方法：此方法采用

GM-CSF、白细胞介素（interleukine，IL） -4及肿

瘤坏死因子（tumor necrosis factor，TNF）等多种细

胞因子进行体外定向诱导而获得大量的 DC[5]．本研

究采用 rmGM-CSF体外诱导小鼠骨髓细胞的方法
获得 DC，该细胞在体外培养 3～5 d时增殖显著，

呈贴壁或半贴壁生长，细胞增大并可见树突状突

起，此时主要为未成熟 DC；LPS刺激后 DC逐渐分

化成熟，呈悬浮生长，细胞表面突起增多，分支明

显．未成熟 DC 高表达 CD11c，低表达 CD40、

CD86 和 MHC-II类分子并具有极强的吞噬抗原的

能力；成熟 DC表面 CD11c表达进一步增加，同时

高表达 CD40、CD86和 MHC-II类分子，但其吞噬

抗原能力显著下降．根据以上结果，可判定培养的

细胞为 DC且纯度较高（CD11c+细胞 >75%）．本
实验所采用的 DC体外原代培养的方法，可为进一

步研究 DC的特性和功能提供足量的实验材料，而

且培养的 DC具有一定的纯度和保持体内 DC所具

有的生物学特征，这不仅为 DC的体外培养提供了

有效的研究方法，而且也为在细胞水平研究 DC的

表型、功能及抗肿瘤作用提供可靠的体外实验材

料．
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图 3 小鼠 BMDC表型分析

Fig. 3 Phenotypic analysis of BMDC
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