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小鼠骨髓源树突状细胞的扩增及鉴定 
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[摘 要] 目的 建立小鼠骨髓源树突状细胞的体外扩增方法并研究树突状细胞的相关特征。方法 根据不同时期树突状 

细胞的粘附性质不同，设计简便的树突状细胞的体外扩增和纯化方法，并利用瑞氏染色和流式细胞仪(FACS)鉴定其生物学特征。 

结果 体外培养24 h后，可见增殖性细胞集落，3 d后集落增多明显，体外培养7 d，收集悬浮细胞即为Dc。光镜显示细胞表面不规 

则，呈树突状突起，瑞氏染色嗜碱性。流式细胞鉴定为髓系Dc，高表达 MHC I1类分子及共刺激分子(CIM0、CD80、CD83、CD86)。 

结论 此简便方法制备的树突状细胞具有髓系树突状细胞的生物学特性，及较高的纯度，可广泛的应用于临床及实验研究。 

[关键词]树突状细胞；细胞培养；小鼠；流式细胞仪。 

[中图分类号]R392；Q813．11 [文献标识码]A [文章编号]1672—5042(2006)03—0154—03 

Generation and identification of dendritic cell from murine bone marrow 
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Abstract：Objective To ereate a method of generate dendritic cell(DC)from murine bone marrow，and explore the correlative char- 

acter of DC．Methods According to different adhesiveness of DC in vary period，a simple method was used to generate and purifieate DC， 

and their biology character were identified by Wright staining and FACS．Results The clusters of cell were saw after 24 hours cell cultured， 

and increased significantly after 3 days．After 7 days。the suspension cells were collected，which were DCs．The branching structures on the 

Dendritic Cell were visualized under the inverted light microscope．The bias nucleus of DC WaS basophilic after Wright staining．These DCs 

belonged to myeloid lineage DC with high expression of MHC I1 and CO-stimulatory molecules(CD40。CD83，CD80，CD86)．Conclusion 

The cultured murine bone marrow DC have the same characteristics as myeloid DC and are widely used for clinical study and Experiment． 

Keywords：dendritic cell；cell culture；mouse；FACS 

树突状细胞(dendritic cell，DC)是机体内最重要、 

功能最强的抗 原递呈细胞 (antigen presenting cell， 

APC)，在所有参与启动特异性免疫反应的细胞中DC 

扮演了中心角色 J̈，而且 DC是唯一能够激活初始 T 

细胞反应的APC，因此 DC是决定T细胞反应状态的 

重要因素 ]。DC不仅能激活和调节免疫，而且在调 

节T细胞的功能分化和诱导自身耐受中起着重要作 

用。近年来 DC被广泛应用于免疫治疗 。但由于体 

内缺乏成熟 DC，所以如何获得大量的成熟DC便成为 

核心问题。本实验是在经典树突状细胞培养方法基础 

上加以改进，建立一种简单、有效扩增纯化 DC的实验 

方法，为临床及实验研究奠定基础。 

1 材料与方法 

1．1 实验材料 

实验动物：雌性 C57BL／6小鼠，6～8周龄，18～22 g，购 自 

北京军事医学科学院。主要试剂：rmGM—CSF、rmlL-4和I111TNF 

购自PeproTech EC公司；RPMI一1640购 自 Gibco公 司。PE 
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标记小鼠抗小鼠MHC 11、CD1lc单克隆抗体、PE／CY5标记小 

鼠抗小鼠CD40、CD80、CD86单克隆抗体均购自Biolegend公 

司。实验仪器：细胞培养箱(FORMA)，流式细胞仪(FACS Cali— 

bur)。 

1．2 骨髓树突状细胞的制备 

脱颈法处死小鼠，75％酒精浸泡5 min，超净工作台无菌条 

件下取小鼠股骨、胫骨，pH7．4的PBS液冲洗骨髓至髓腔变白， 

收集冲洗液。冲洗液离心(1 300 r／min)5 rain，PBS洗2次。用 

含 10％FBS、100 U／ml青霉素、100 U／ml链霉素、2 mmoL／L谷 

氨酰胺、2 mmol／L丙酮酸钠、50~mol／L 2-ME、20 ng／ml rmGM· 

CSF和 1 ng／ml rmlL-4的完伞 1640培养基，重悬至(1—2)× 

10 ／ml。台盼蓝拒染法测定细胞活力大于95％，转移人25 ml 

塑料培养瓶，置37℃、5％CO 饱和湿度培养箱培养24 h后，可 

见增殖性细胞集落悬浮于瓶底部。第3天更换培养液，轻轻晃 

动培养瓶底部，弃去全部上清，补人浓度相同的含细胞因子的 

完全 1640培养基。第6天细胞换液，稍用力晃动培养瓶底部， 

收集上清，1 300 r／min离心5 rain，加入含 10％FBS、20 rig／ml 

rmGM—CSF、l ng／ml rmlL-4和 15 ng／ml rmTNF的等体积完全 

1640培养基重悬细胞，分别转移人25 ml培养瓶中。继续置于 

培养箱中培养 24 h后收获细胞。 

1．3 瑞氏染 色 

培养第7天收集 Dc，固定后瑞氏染色 。显微镜 卜观察 

细胞形态特 。 
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1．4 细胞表型流式细胞仪分析 

收集第7天细胞，用 Ns悬浮为 1×10。／ml，离心后加入 1 

Illl Ns，重悬细胞，1 300 r／min离心5 min，去上清后加入NS 100 

l，加入 MHC lI类分子 (Ia)及共刺激分子(CD40，CDS0， 

CD86)荧光标记抗体各l l。混匀后于4 孵育 30 min，加入 

NS 1 ml洗去多余抗体，l 300 r／min离心5 min，倾去上清后加 

入l％多聚甲醛0．6 ml，混匀使细胞呈单细胞悬液，应用流式细 

胞仪(FACS)检测。 

2 结果 

2．1 DC的体外扩增 

骨髓细胞在加入 rmGM-CSF、traiL-4体外培养24 h后，培 

养瓶底部可见半贴壁细胞。少量的刺激细胞集落形成。体外培 

养3 d后，可见疏松粘附于瓶壁的增殖性细胞集落增多，并可见 

少量单个存在的DC，瓶底可见贴壁生长伴伪足样突起的形态 

不规则的巨噬细胞。此时轻轻晃动培养瓶，倾去培养基及悬浮 

细胞，弃去的悬浮细胞中主要包括 T细胞、B细胞、粒细胞、死 

细胞、细胞碎片及少量单核细胞和 DC。体外培养第5天，增殖 

性细胞集落增多，体外培养第7天，集落分散，培养液中悬浮细 

胞增多，高倍镜下可见表面有许多树枝状、刺状突起，收集悬 
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浮细胞即为扩增的骨髓 DC。 

2．2 瑞氏染色鉴定 

染色后的小鼠骨髓源DC，核嗜碱性，核圆，细胞形态不规 

则(图 1)。 

图 1 小鼠骨髓源DC(_+)瑞氏染色 (x40) 

2．3 流式细胞仪检测鉴定 

FACS检测结果见图2，CDIlc、CDIa显示其为髓系而非淋 

巴系DC，成熟DC高表达MHC U及共刺激分子 CD40、CD80、 

CD86。 

品 

； 
扁 

图2 FACS分析结果 

机体的免疫系统是一个精密、准确的反应体系，免 

疫应答的触发、进展、终止受到精确的调控，免疫应答 

的主体是免疫细胞，而树突细胞作为专职APC是免疫 

应答的中心环节 。在人体及实验小鼠DC的功能和 

表型因其来源、迁移位置、不同的发育阶段而不同，DC 

的高度不均匀性和不同亚群是免疫平衡与免疫耐受的 

重要环节。DC根据来源分为淋巴源DC(LDC)和骨髓 

来源DC(MDC)；根据表面标记可分为CD8 、CD8一及 

CD220 等亚群；根据刺激 rrh分化可分 DC1、DC2、 

品 

l 

宝 

l 

： 

DC3[6 3；根据移行部位不同可分为定位于淋巴滤泡的 

滤泡状细胞(FDC)、定位于淋巴组织胸腺依赖区的并 

指状细胞(IDC)、定位于皮肤和胃肠上皮层的朗罕氏 

细胞(LC)、及分布于淋巴管的隐蔽细胞(VC)。目前 

认为髓系 DC主要介导免疫激活功能，能摄取、加工、 

递呈抗原并表达高水平的MHCⅡ类分子及共刺激分 

子，具有激活初始型T细胞的能力。淋巴系 DC则通 

过杀伤与之作用的T细胞而起免疫抑制作用。而未 

成熟的DC及DC的前体细胞仅有一定的吞噬、胞饮抗 

原的能力，成熟DC高度表达MHCⅡ类分子及共刺激 

分子CD40、CD80、CD86、细胞问粘附分子(ICAM-1)、 
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LFA-3／CD58，能诱导特异性细胞毒性T细胞(CTL)和 

T辅助细胞(Th)的增殖。小鼠髓系DC起源于骨髓的 

CD34 ，可经过体外扩增，在培养基及细胞因子的作用 

下，发育为成熟 DC，具有体内DC的相同功能。目前 

DC已成为重要的科研载体与治疗靶细胞，应用于器官 

移植和自身免疫疾病及治疗癌症 。为了更好的研 

究和开发利用DC的功能，DC的制备成为首要问题。 

而体内成熟DC较少，体外DC的分离纯化和扩增成为 

必要。目前对 DC体外扩增方法有培养板亲和粘附 

法、免疫磁珠法、CD34 体外细胞因子诱生法。后者研 

究主要集中在 巨噬细胞集落刺激因子(GM，CSF)、 

白介索．4(IL．4)、肿瘤坏死因子一a(TNF．a)等细胞因 

子，不同组合及不同刺激时机对 DC产量和功能均有 

影响。相关机制为：GM—CSF可以促进髓系细胞发育， 

是维持 DC发育和分化的最根本的细胞因子；IL．4协 

同CSF增强细胞集落的生成，刺激细胞增殖，并维持 

DC成熟；TNF-a可以刺激 DC的成熟 J。经典的 DC 

培养细胞因子组合是 GM．CSF+IL-4【1o 3。本实验在经 

典的细胞因子组合上加以改进，刺激 DC的分化和成 

熟，并根据DC的粘附性不同，利用物理方法建立了简 

便的DC体外扩增方法。DC的鉴定主要依靠细胞形 

态，其表面有不规则树突样突起及细胞表面的粘附分 

子，高度表达 MHC 1I类分子及共刺激分子 CD40、 
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CD80、CD86。本实验中体外扩增 Dc的FACS分析结 

果与Dc的以上的生物学特性相符。本文认为该简单 

有效的Dc扩增方法具有较好的应用前景。 
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浅谈接触抗肿瘤药物的防护 
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抗肿瘤药物在临床上的应用十分广泛，但是大多数化疗药 

物又具有致畸、致癌等副作用，不但使化疗病人出现一系列副 

反应，并且通过操作时的反复接触，经过皮肤、呼吸道等途径使 

护理人员受到伤害。目前我国对化疗药物缺乏规范管理，操作 

者缺少必要的防护用具以及存在对抗肿瘤药物废弃物管理不 

善等一系列问题。本文就化疗药物的防护措施及操作规程作 
一 介绍。 

1 接触抗肿瘤药物的防护措施 

1．1 护理人员要求 

抗肿瘤药物的配制一定要由接受过专f~iJll练的护理人员 

[收稿Et期]2006—01—10 [修回Et期]2006—02—22 

在必要的防护条件下进行操作，同时尽量减少对化疗药物不必 

要的接触。护理人员应定期体检，检查肝肾功能、白细胞及血 

小板计数等，一旦出现毒副反应征象，应立即进行人员调整。 

护士怀孕和哺乳期应考虑暂时停止接触化疗药物。医院应加 

强管理，除增强护士的防护意识，进行专职培训，实行常规性防 

护知识考核外，还要制定相应的操作规程。 

1．2 防护设施 

条件较好的医院应设置专门的配制室、层流操作台，同时 

配备一次性口罩、帽子、防护衣裤、一次性隔离衣、聚氯乙烯手 

套、乳胶手套、防护镜、一次性注射器、防护垫、污物专用袋及污 

物箱。条件稍差时也应将抗肿瘤药物配制室设置在人流较少 

处，并在室内安装排风设备，保证空气流通。 
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