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小鼠骨髓来源肥大细胞的培养及鉴定 *
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摘要目的：探讨小鼠骨髓来源肥大细胞体外大量培养及鉴定方法。方法：采用 IL-3（10 ng/mL）和不同浓度的 SCF联合刺激小鼠骨

髓细胞，培养四周，采用普通光学显微镜观察细胞形态，牛鲍氏血细胞计数板进行细胞计数，甲苯胺蓝染色观察其胞浆颗粒物质，

流式细胞仪检测细胞表面 CD117和 Fc着RI的表达情况，茁-己糖苷酶释放试验评估肥大细胞活化能力。结果：培养条件为 10

ng/mL IL-3和 20 ng/mL SCF时，悬浮细胞数目能达到 1× 108细胞，其中 CD117和 Fc着RI双阳性细胞比例达 90 %以上；甲苯胺蓝

染色可见细胞胞浆含有大量紫红色颗粒；细胞经 IgE-DNP致敏及 DNP-HSA激发后，茁-己糖苷酶释放率明显增加，且 SCF能促进

肥大细胞释放 茁-己糖苷酶。结论：采用 10 ng/mL IL-3和 20 ng/mL SCF诱导骨髓细胞能够获得大量高纯度的小鼠骨髓来源肥大

细胞，为肥大细胞特性及功能学研究提供了基础。
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Culture and Identification of Bone Marrow-derived Mast Cells in Mice觹

To explore a method to obtain mass mast cells with high purity in vitro. Murine bone marrow

cells were cultured in the medium containing 10 ng/mL IL-3 and different concentration of SCF in vitro. After 4 weeks, the morphology

of cells was observed using optical microscopy, and the cell numbers were counted using NiuBao's blood count plate. Then, the particles

in the cytoplasm of the cells were analyzed using toluidine blue staining. Besides, the expression of CD117 and Fc着RI on the cell surface
was detected by flow cytometry. Finally, the cell activation was evaluated by 茁-hexosaminidase release assay. When cultured in

the medium containing 10 ng/mL IL-3 and 20 ng/mL SCF, 1× 108 suspension cells were obtained, and the ration of CD117 and Fc着RI
double positive cells was above 90%. A large number of purple red granules were observed in the cytoplasm of the cells. After sensitized

with anti-DNP IgE and challenged with DNP-HSA, the rate of released 茁-hexosaminidase was significantly increased compare with

control group, and 茁-hexosaminidase release of mast cells could be potentiated by SCF. A large number of mast cells with

high purity could be obtained by stimulating the bone marrow cells by 10 ng/mL IL-3 and 20 ng/mL SCF, which may provide foundation

for the characteristics and functional study of mast cell.
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前言

肥大细胞起源于骨髓造血干细胞，进入外周组织后在细胞

因子的作用下分化成熟。肥大细胞最广为熟知的功能是作为过

敏反应的效应细胞，主要的作用机制是其表面的 IgE高亲和力

受体（Fc着RI）与过敏原特异性 IgE结合，当过敏原与肥大细胞

表面的 IgE结合后引起肥大细胞表面相邻的 Fc着RI交联，导致
肥大细胞活化，释放颗粒物质（酶类、组胺等）、脂类介质（白三

烯、前列腺素等）和细胞因子（IL-6、TNF-琢等），引起局部或全
身性的过敏症状，导致过敏性哮喘、鼻炎、皮炎、过敏性休克等

疾病的发生[1]。随着对肥大细胞研究的不断深入，发现肥大细胞

除参与过敏反应外，还参与了多种生理病理过程。近年来研究

发现，肥大细胞的数目及其释放的酶类在自身免疫病、肿瘤、动

脉粥样硬化等疾病中显著增加，且与疾病严重程度呈正相关，

这就说明肥大细胞可能在这些疾病中也发挥重要的致病作用
[2-6]。尽管存在传代的肥大细胞株（如 P815、MC/9、HMC-1）用于
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图 1光镜下的肥大细胞的特征（200× ）

Fig.1 Characteristic of mast cells under light microscope

(magnification × 200)

肥大细胞功能学研究，实验室在前期研究中发现这些细胞株缺

乏成熟肥大细胞的表面特征性分子（Fc着RI）或活化能力，不能
完全满足实验需求。体外原代培养的肥大细胞具备成熟肥大细

胞的特性，因此获得大量原代培养的肥大细胞对于肥大细胞的

研究至关重要。利用细胞因子白介素 -3（interleukin-3,简称

IL-3）、干细胞因子（stem cell factor,简称 SCF）诱导骨髓细胞分

化是目前获取原代培养的肥大细胞的常用的方法，并通过甲苯

胺蓝染色检测胞浆嗜碱性颗粒及流式细胞仪检测细胞表面的

特征性分子 Fc着RI和干细胞因子受体（stem cell factor receptor,

简称 KIT，亦称 CD117）鉴定肥大细胞的纯度和成熟度。然而各

实验室采用的细胞因子浓度（尤其是 SCF浓度）尚不一致，由

此获得的细胞纯度和数目也存在差异[7, 8]。本研究分析不同 SCF

浓度刺激下小鼠骨髓来源肥大细胞的数目和纯度，以建立一种

经济、高效的大量肥大细胞培养方法，为肥大细胞的研究提供

参考。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物 雌性 BABL/c小鼠，4-6 周龄，清洁级，购自

上海西普尔 -必凯实验动物有限公司。

1.1.2 主要试剂 小鼠重组 IL-3（rmIL-3）、SCF（rmSCF）（Pe-

protech），RPMI 1640 培养基、胎牛血清（FBS）、牛血清白蛋白

（BSA）、非必需氨基酸、丙酮酸钠、青链霉素、L-谷氨酰胺（Ther-

mofisher），FITC-CD117、PE-Cyanine7-Fc着RⅠ（eBioscience），甲苯
胺蓝、对硝基苯 -N-乙酰 -茁-D葡萄糖酰胺、抗 DNP IgE（IgE

-DNP）（sigma），DNP-HSA（Biosearch），台式缓冲液（上海君瑞

生物技术有限公司），CCK-8检测试剂（碧云天），其他试剂购自

国药试剂。

1.2 方法

1.2.1 小鼠骨髓来源肥大细胞的制备和培养 无菌条件下取

小鼠的股骨和胫骨，剔除肌肉组织，用 2 mL注射器抽取冲洗液

（RPMI 1640培养基 +10 % FBS），将骨髓细胞从骨髓腔冲出，

直至骨髓腔变白，将未冲干净的股骨两端剪碎，放入冲洗液中。

收集液体至 15 mL离心管中，用吸管吸取离心管中的液体，对

着管底吹打，反复多次，以 1500 rpm离心 3 min，弃上清液，用

培养液（RPMI 1640培养基、10 % FBS、青霉素 100 U/mL、链霉

素 100 滋g/mL、0.1 mM 非必需氨基酸、2 mM L- 谷氨酰胺、10

ng/mL rmIL-3、20 ng/mL rmSCF）重悬细胞沉淀，调整细胞浓度

为 1× 106/mL，加入 6孔板中，置于 37℃、5%CO2中培养。第 7

天，收集细胞，1500 rpm离心 3 min，弃上清，用培养液重悬细胞

沉淀，调整细胞浓度至 1× 106/mL，转移至 175 cm2培养瓶中继

续培养，每 7天更换一次培养基。培养第 4周，收集悬浮细胞，

对细胞形态及功能进行鉴定。

1.2.2 SCF对小鼠骨髓来源肥大细胞数目的影响 骨髓细胞

在含有 10 ng/mL rmIL-3和不同浓度的 rmSCF（0、5、10、15、20、

30、40 ng/mL）的培养基培养四周，收集培养瓶中的悬浮细胞，

充入牛鲍氏血细胞计数板计数，计算细胞数目。

1.2.3 小鼠骨髓来源肥大细胞甲苯胺蓝染色 收集悬浮细胞，

磷酸盐缓冲液（PBS）洗涤 1次，细胞沉淀以 200 滋L PBS重悬，

滴至载玻片上，待干燥后，用 1 % pH3.5的甲苯胺蓝染液染 20

s，再以 95 %酒精分色，中性树胶封片，显微镜下观察细胞颗粒。

1.2.4 流式细胞术鉴定 收集悬浮细胞，PBS洗涤 2次，加入

含有 100 滋L 1%BSA的 PBS重悬，再加 1 滋L FITC标记的抗小
鼠 CD117抗体和 0.5 滋L PE-Cyanine7标记的抗小鼠 Fc着RI抗
体进行标记，4℃孵育 45 min，PBS洗涤 2次，加 0.3 mL PBS重

悬细胞，采用流式细胞仪检测细胞表面 Fc着RI和 CD117的表

达水平。

1.2.5 肥大细胞活化鉴定 收集悬浮细胞，分别在含有或不含

有 SCF的培养基中培养 24 h，调整细胞浓度为 6× 105/mL，接

种在 24孔板上，每孔 0.5 mL。加入 0.5 滋g/mL IgE-DNP致敏，

37℃、5 % CO2培养过夜。用台式缓冲液洗涤 2次，以 0.2 mL台

式缓冲液重悬细胞，再加 0.5 滋g/mL DNP-HSA 激发 30 min，

3000 rpm，离心 5 min，收集上清（标记为 A液），于 4℃保存。细

胞沉淀加 200 滋L含有 0.5 % Triton X-100的裂解液，37℃中裂

解 30 min，9000 rpm离心 10 min，收集上清（标记为 B液），于

4℃保存。对照组以 PBS进行致敏和激发。

样本与底物（对硝基苯 -N-乙酰 -茁-D葡萄糖酰胺溶液）以
1:1的比例混合，加入 96孔板中，37℃反应 1.5 h，再加 0.4 M甘

氨酸终止反应，于 405 nm检测吸光度。茁-己糖苷酶释放率按
照以下公式进行计算。

茁已糖苷酶释放率 = A液 OD值
A液 OD值 +B液 OD值

× 100%

1.3 统计学分析

采用 SPSS 19.0对所得数据进行统计学分析，采用单因素方

差分析对组件数据进行比较，以 P＜0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 肥大细胞形态学观察

培养第 3天开始出现贴壁细胞，贴壁细胞呈梭形，同时可

见大小不一的悬浮细胞，悬浮细胞中包括骨髓中的大量红细胞

（体积偏小）以及有核细胞（体积偏大）。由于营养成分缺乏，红

细胞逐渐死亡，约 2周时完全消失，此时悬浮细胞大小、形态逐
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图 3小鼠骨髓来源肥大细胞甲苯胺蓝染色（1000× ）

Fig.3 Toluidine blue staining of mast cells (magnification × 1000)

渐趋于均一且具有折光性。随着培养时间增加，悬浮细胞逐渐

增多。

2.2 SCF对小鼠骨髓肥大细胞数目的影响

在小鼠骨髓来源肥大细胞培养基中加入不同浓度的 rm-

SCF（0、5、10、15、20、30、40 ng/mL），观察肥大细胞增殖情况。研

究发现，随着 SCF浓度增加，细胞数目增加，但当 SCF超过 20

ng/mL时，细胞数目的增长趋势变缓；20 ng/mL SCF培养四周

时，每只小鼠能获得的悬浮细胞数目能够达约 1× 108（图 2）。

2.3 小鼠骨髓来源肥大细胞甲苯胺蓝染色

培养 1周时，可见部分细胞胞浆存在紫红色颗粒，但由于

颗粒较少，着色偏浅；随着培养时间增加，细胞内紫红色颗粒逐

渐增多；第四周时，可见细胞胞浆呈明显紫红色，充斥着大量嗜

碱性颗粒，镜下计数超过 90 %的细胞胞浆含有紫红色颗粒，说

明本研究诱导的细胞为肥大细胞且具有较高纯度（图 3）。

2.4 小鼠骨髓来源肥大细胞表面分子检测

采用流式细胞分析术检测细胞表面的 CD117和 Fc着RI的
表达情况。图 4可见，培养第 2天，Fc着RI即大量表达，Fc着RI阳
性率在 70 %以上，相比而言，CD117的表达则较缓慢；随着培

养时间延长，CD117的表达量逐渐增加，Fc着RI和 CD117表达

双阳性细胞比例也增多；培养至第四周，Fc着RI和 CD117表达

双阳性细胞比例达到 90 %以上。说明本研究获得的肥大细胞

具有较高的纯度。

2.5 小鼠骨髓来源肥大细胞脱颗粒能力检测

用 IgE-DNP致敏和 DP-HSA激发激活肥大细胞，通过检

测 茁-己糖苷酶的释放率评估其活化水平。结果可见，小鼠骨髓
来源肥大细胞经 IgE介导的途径激活后，茁-己糖苷酶释放率出
现增加，与对照组相比，差异有统计学意义（P＜0.05）。尽管单

纯的 SCF不能促进小鼠骨髓来源肥大细胞脱颗粒，在含有

SCF的条件下，小鼠骨髓来源肥大细胞的 茁-己糖苷酶释放率
进一步增加，与不含 SCF状态下的激发组相比，差异有统计学

意义（P＜0.05），且随着 SCF浓度增加，肥大细胞 茁-己糖苷酶
释放率也增加（图 5）。这说明在含有 SCF的条件下，IgE介导的

小鼠骨髓来源肥大细胞的活化能够增强。

3 讨论

肥大细胞起源于骨髓 CD34+的多能干细胞，迁移至各组织

后在细胞因子的作用下分化成熟，是一种定居在组织的长寿细

胞。肥大细胞表面表达大量的受体如 IgE高亲和力受体、细胞

因子受体、趋化因子受体、凋亡受体、Toll样受体；胞质内充满

粗大的嗜碱性颗粒，颗粒内含肝素、组胺、酶类、嗜酸性粒细胞

趋化因子等；被激活后，肥大细胞还能新合成脂类介质和细胞

因子。这些特性使肥大细胞的功能存在多样性，在固有免疫和

适应性免疫应答中都发挥了重要的作用[9,10]。

IL-3也称为多克隆集落刺激因子，是促小鼠肥大细胞分化

作用最强的细胞因子，主要在肥大细胞分化早期发挥重要作

用。SCF是维持肥大细胞生存并促进肥大细胞增殖的重要细胞

因子，SCF的浓度将影响肥大细胞的数量；此外，SCF也能协助

IL-3介导的肥大细胞分化，在肥大细胞成熟晚期发挥较 IL-3

更重要的作用[11,12]。使用 IL-3或 /和 SCF诱导小鼠骨髓干细胞

分化成肥大细胞是目前常用的原代肥大细胞培养方法[13,14]。目

前培养方法尚无统一标准，尤其是培养过程中 SCF浓度差异

较大：SCF浓度从 0 ng/mL到 50 ng/mL不等[7,15-19]。这给实验室

原代肥大细胞的培养带来一些困难：① SCF浓度过低时获得

的肥大细胞数目过少，② 由于细胞因子价格较昂贵，SCF浓度

过高时培养成本增加。因此本研究分析了 SCF浓度对肥大细

胞数量的影响，确定合适的用于肥大细胞培养的细胞因子浓

度，以建立一种经济高效的肥大细胞大量培养方法。

在探讨 SCF浓度对小鼠骨髓来源肥大细胞数目影响的研

究中，我们发现 SCF超过 20 ng/mL后，随着 SCF浓度增加，细

胞数目的增幅变缓，可能此时 CD117与 SCF的结合趋于饱和。

有文献报道，SCF浓度过高时会限制肥大细胞表面 Fc着RI和
CD117的表达水平，从而影响肥大细胞纯度[20]。本研究发现，

SCF浓度≤ 20 ng/mL时，Fc着RI和 CD117表达双阳性细胞比例

在 93 %以上；SCF浓度达到 30 ng/mL时，Fc着RI和 CD117 表

达双阳性细胞比例减少为 80 %左右，说明 20 ng/mL SCF是比

图 2 SCF对肥大细胞数目的影响

注：数据以 ± SD表示，n=3。

Fig. 2 The effect of SCF to mast cell proliferation

Note: Data were expressed as ± SD, n=3.
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图 4小鼠骨髓来源肥大细胞 Fc着RI和 CD117的表达情况

Fig.4 Expression of Fc着RI and CD117 on mast cells

图 5小鼠骨髓来源肥大细胞 茁-己糖苷酶释放实验
Fig.5 茁-hexosaminidase release of bone marrow-derived mast cells in mice

注：数据以 ± SD表示，n=3，*表示 P< 0.05。

Note: Data were expressed as ± SD, n=3,*P< 0.05.

较适合肥大细胞培养的浓度，在此条件下培养能获得大量高纯

度的肥大细胞。

另外，本研究采用普通光学显微镜观察了肥大细胞的形

态、甲苯胺蓝染色法观察了肥大细胞的颗粒。研究发现，培养体

系中存在贴壁细胞和悬浮细胞，肥大细胞为悬浮状态。有研究

发现随着培养时间延长，贴壁细胞逐渐减少甚至消失[20]。本研

究发现，贴壁细胞在培养过程中一直存在，铺满培养瓶底部，且

第三天是否出现贴壁细胞是早期判断肥大细胞培养是否功能

的一个重要指标。这可能与 SCF的作用相关，作为一种多功能

细胞因子，其具有维持细胞生存并促进增殖的作用：一方面培

养基中添加的 SCF能促进贴壁的骨髓基质细胞的生存及增

殖，减少其凋亡；另一方面，这些贴壁的骨髓基质细胞也能分泌

SCF及其他多种营养因子，促进自身及肥大细胞的增殖和分

化，因此贴壁的基质细胞的生存状态会影响骨髓细胞的分化，

尤其在早期阶段[21]。

肥大细胞颗粒通过甲苯胺蓝染色进行分析，研究中发现培

养至第四周时，细胞胞浆出现大量的紫红色颗粒。这些结果也

佐证了本研究培养的细胞为肥大细胞。

本研究还采用流式细胞术检测细胞表面 CD117和 Fc着RI
的表达情况以分析肥大细胞的成熟度和纯度。在骨髓中，

CD117仅表达在 CD34+造血干细胞以及肥大细胞表面，在其

他成熟的造血细胞上不表达，因此是用于鉴定及计数肥大细胞

的可靠标志之一；Fc着RI在肥大细胞和嗜碱性粒细胞表面大量
表达，是肥大细胞发挥功能的重要表面分子，尽管单核细胞、嗜

酸性粒细胞、树突状细胞等细胞表面也表达 Fc着RI，但其数量
不及肥大细胞和嗜碱性粒细胞的 1/100[22,23]。因此，采用流式细

胞术检测 CD117和 Fc着RI双阳性表达细胞是判断肥大细胞成
熟度和纯度的可靠指标[24，25]。本研究发现，以细胞因子诱导四周

后，CD117和 Fc着RI双阳性细胞比例达到 92 %以上，这也进一

步证实了所获得的细胞为肥大细胞，且具有较高的纯度。

茁-己糖苷酶是肥大细胞颗粒中预先合成的一种酶类，是肥
大细胞脱颗粒的重要标志之一，因此检测肥大细胞 茁-己糖苷
酶释放率是评估肥大细胞活化的有效方式[26]。本研究发现小鼠

骨髓来源肥大细胞能通过经典的 IgE途径活化，在含有 SCF的

条件下，IgE介导的肥大细胞活化作用被增强。这可能与 SCF

及 CD117介导的肥大细胞增殖信号通路和 IgE及 Fc着RI介导
的活化信号通路之间存在共同的信号转导环节或关键调控分

子有关，即共同的调控分子同时接收来自 SCF-KIT 和

IgE-Fc着RI通路的信号，导致自身活化水平增高[27-29]。
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4 结论

本研究采用 20 ng/mL SCF和 10 ng/mL IL-3 诱导骨髓细

胞产生大量的肥大细胞，每只小鼠能获得的肥大细胞数量高达

1× 108，细胞纯度达 92 %以上，形态学和功能学鉴定结果显示

获得的细胞具备成熟肥大细胞的特征和活化能力。这些研究结

果表明 20 ng/mL SCF和 10 ng/mL IL-3 可在体外成功地培养

出大量高纯度成熟的肥大细胞，所建立的肥大细胞培养方法简

单、经济、高效，可用于肥大细胞及其相关疾病的研究。
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