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摘要　 采用健康人外周血体外诱导 Ｂ 淋巴细胞增殖分化为

浆母细胞及浆细胞。 通过观察细胞形态特征，流式细胞术分

析 Ｂ 细胞膜表面分子表达水平及细胞活力，发现 ＣＤ４０Ｌ 信

号激发、ＣｐＧ 免疫调节序列联合及优化细胞因子组合运用，
能有效促进人 Ｂ 淋巴细胞的转化及体外建系。
关键词　 Ｂ 细胞；浆母细胞；浆细胞；体外
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　 　 Ｂ 淋巴细胞又称骨髓依赖性淋巴细胞，由骨髓

中的造血干细胞分化发育而来，在人体内合适环境

刺激下增殖分化为浆母细胞及浆细胞，而浆细胞合

成和分泌免疫球蛋白，在体液免疫反应中起着至关

重要的作用［１］。 近十年，有越来越多的实验研究 Ｂ
细胞在体外增殖分化为浆细胞的步骤，但过程繁琐

且周期长［２ － ３］。 该研究用 ３ 个步骤建立从 Ｂ 细胞增

殖分化成浆母细胞和浆细胞的体外模型，这种体外

模型有助于对浆母细胞及浆细胞的功能进一步研

究，也为研究多发性骨髓瘤一类浆细胞发育不良疾

病提供实验依据。

１　 材料与方法

１． １ 　 材料 　 健康捐献者外周血单个核细胞，用
ＣＤ１９ ＭｉｃｒｏＢｅａｄｓ ｈｕｍａｎ Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ Ｋｉｔ 分离 Ｂ 细胞，纯
度 ＞ ９５％ 。 接种于 ２４ 孔板进行细胞培养，分为

ＣＤ４０Ｌ 对照组及 ＣＤ４０Ｌ ＋ ＣｐＧ 组，每孔 ２ ｍｌ 培养

液，Ｂ 细胞浓度为 １. ５ × １０３ 个 ／ Ｌ。 标本已获得健康

捐赠者知情同意。
１． ２　 试剂与仪器　 ＣｐＧ、白细胞介素（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ）⁃

２、ＩＬ⁃４、ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃２１、干扰素 α（ ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ⁃α，ＩＦＮ⁃α）、
Ａｐｒｉｌ、 抗 体 ＣＤ１９⁃ＰｅｒｃＰ⁃Ｃｙ、 ＣＤ２７⁃ＰＥ ／ Ｃｙ７、 ＣＤ３８⁃
ＡＰＣ、ＣＤ２４⁃ＰＥ、ＣＤ１３８⁃Ｎ４２１、ＣＤ２０⁃ＦＩＴＣ、Ｆｃ ｂｌｏｃｋ、
培养液均购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司；胎牛血清购自美国

Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司；ＢＤ ＬＳＲ Ⅱ流式细胞检测仪购自美国

ＢＤ 公司；超净工作台购自苏州市洁净技术研究所；
台式离心机购自上海安亭科学仪器厂；温水浴锅和

恒温箱购自上海精宏实验设备有限公司。
１． ３　 实验方法　 优化 Ｂ 细胞的增殖和分化。 步骤

１：Ｂ 细胞激活，将纯化的 Ｂ 细胞以 １. ５ × １０３ 个 ／ Ｌ
浓度置于 ２４ 孔板的 ＲＰＭＩ１６４０ 培养液，１０％ ＦＢＳ，
以 ０. ００２ Ｌ ／孔培养细胞。 加入 ＣＤ４０Ｌ （０. ０５ μｇ ／
Ｌ）、ＩＬ⁃２ （０. ０５ μｇ ／ Ｌ）、ＩＬ⁃４ （０. ０５ μｇ ／ Ｌ）或 ＣＤ４０Ｌ
（０. ０５ μｇ ／ Ｌ）、ＣｐＧ （０. ０１ μｇ ／ Ｌ）、 ＩＬ⁃２ （０. ０５ μｇ ／
Ｌ）、ＩＬ⁃４（０. ０５ μｇ ／ Ｌ）培养 ４ ｄ。 步骤 ２：浆母细胞分

化，在培养第 ４ 天，收集细胞并用培养液清洗，去除

ＣＤ４０Ｌ、ＣｐＧ，加入细胞因子组合：ＩＬ⁃２（０. ０５ μｇ ／ Ｌ）、
ＩＬ⁃６（０. ０５ μｇ ／ Ｌ） 或 ＩＬ⁃２ （０. ０５ μｇ ／ Ｌ）、 ＩＬ⁃６ （０. ０５
μｇ ／ Ｌ）、ＩＬ⁃２１（０. ０５ μｇ ／ Ｌ）、ＩＦＮ⁃α（０. ０２ μｇ ／ Ｌ）促进

浆细胞分化 ３ ｄ。 步骤 ３：浆细胞分化，在培养第 ７
天，洗涤细胞，分别以 ＩＬ⁃２（０. ０５ μｇ ／ Ｌ）、ＩＬ⁃６（０. ０５
μｇ ／ Ｌ）、Ａｐｒｉｌ（０. ０２ μｇ ／ Ｌ）、ＩＦＮ⁃α（０. ０２ μｇ ／ Ｌ）或 ＩＬ⁃
２（０. ０５ μｇ ／ Ｌ）、ＩＬ⁃６（０. ０５ μｇ ／ Ｌ）、ＩＬ⁃２１ （０. ０５ μｇ ／
Ｌ）、ＩＦＮ⁃α（０. ０２ μｇ ／ Ｌ）培养 ３ ｄ，整个过程共 １０ ｄ。
１． ３． １　 倒置显微镜下观察不同时期 Ｂ 细胞形态学

变化　 Ｂ 细胞激活后体积逐渐增大，在第 ７ 天及第

１０ 天观察细胞形态变化。 在每一个步骤结束用台

盼蓝对细胞生存率进行测定。
１． ３． ２　 流式细胞仪分析　 通过荧光素 ＦＩＴＣ 结合抗

ＣＤ２０ 抗原，ＰＥ 结合抗 ＣＤ３８ 抗原进行多色荧光激

活细胞分选，对第 ７ 天浆母细胞（ＣＤ２０ － ＣＤ３８ ＋ ）进
行染色。 使用 ＦＩＴＣ 结合抗 ＣＤ２０ 和 ＰＥ 结合抗

ＣＤ１３８ 抗原对第 １０ 天的浆细胞（ＣＤ２０ － ＣＤ１３８ ＋ ）进
行染色。 在 ＢＤ ＬＳＲ Ⅱ流式细胞仪上直接免疫荧光

染色分析细胞。
１． ４　 统计学处理　 采用 ＳＰＳＳ ２２. ０ 软件使用非参

数 Ｍａｎｎ⁃Ｗｈｉｔｎｅｙ 检验，计量资料以 �ｘ ± ｓ 表示，组间
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比较采用配对 ｔ 检验。 Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计学意

义。

２　 结果

２． １　 优化 Ｂ 细胞的增殖和分化　 用 ＣＤ４０Ｌ、ＣｐＧ、
ＩＬ⁃２、ＩＬ⁃４ 激活 Ｂ 细胞 ４ ｄ。 去除 ＣＤ４０Ｌ 及 ＣｐＧ，加
入 ＩＬ⁃２、ＩＬ⁃２１ 促进浆母细胞分化 ３ ｄ。 加入 ＩＬ⁃２、ＩＬ⁃
６、ＩＦＮ⁃α、Ａｐｒｉｌ 促进浆细胞分化 ３ ｄ，得到浆细胞数

量及活性最佳。 见表 １。
２． ２　 倒置显微镜下细胞形态变化　 第 ７ 天及第 １０
天倒置显微镜下可见 Ｂ 细胞在分化过程中，形态由球

形变为不规则形，胞质丰富，表面光滑，由分散生长逐

渐到成簇生长。 ＣＤ４０Ｌ 组及 ＣＤ４０Ｌ ＋ ＣｐＧ 组均可见

大量 Ｂ 细胞增殖，在第７ 天细胞存活率均在８０. ０％以

上，而第 １０ 天大量细胞死亡，存活率降至 ３９. ０％。
２． ３　 流式细胞仪对细胞表面分子表达水平检测　
步骤 １：从健康人外周血单个核细胞获得纯化的 Ｂ
细胞，用 ＣＤ４０Ｌ ＋ ＣｐＧ、ＩＬ⁃２、ＩＬ⁃４ 激活 Ｂ 细胞获得

大量活性 Ｂ 细胞。 ＣＤ４０Ｌ 和 ＣｐＧ 同时刺激 Ｂ 细胞

激活时，增殖能力会大大增强，并且诱导浆母细胞分

化。 第 ４ 天扩增的细胞中得到 ４０. ２％ ＣＤ２０ ＋

ＣＤ３８ － 细胞， １２. ６％ ＣＤ２０ － ＣＤ３８ ＋ ＋ 细胞， ３. ９％
ＣＤ２０ － ＣＤ３８ ＋ ＣＤ１３８ ＋ ＋ 细胞。 步骤 ２：在这个阶段

ＣＤ４０Ｌ 及 ＣｐＧ 可以阻止浆细胞进一步分化，故首先

去除 ＣＤ４０Ｌ 及 ＣｐＧ，而 ＩＬ⁃２、ＩＬ⁃２１ 可促进浆母细胞

分化和存活。 如果在步骤 １ 中用 ＣＤ４０Ｌ 培养细胞，
第 ７ 天细胞形态无明显差异，但在第 ７ 天抗 ＣＤ２０、
ＣＤ３８、ＣＤ１３８ 抗原标记细胞时发现 ＣＤ２０ ＋ ＣＤ３８ － 细

胞的百分比从 ４０. ２％降至 １０. ６％ （Ｐ ＝ ０. ０００ １，ｔ ＝
０. １９ ）， 此 外 还 检 测 到 １９. ８％ ＣＤ２０ － ＣＤ３８ ＋

ＣＤ１３８ ＋ ＋ 细胞。 对比使用不同的细胞因子组合，加
用 ＩＬ⁃６ 及 ＩＦＮ⁃α 组在细胞形态及生长情况无明显

差异，得到 １０. ６％ ＣＤ２０ ＋ ＣＤ３８ － 细胞（Ｐ ＝ ０. ９５，ｔ ＝
０. ７４），５７. ９％ ＣＤ２０ － ＣＤ３８ ＋ ＋ 细胞（Ｐ ＝ ０. ９１， ｔ ＝
０. ７６），１９. ８％ ＣＤ２０ － ＣＤ１３８ ＋ ＋ 细胞（Ｐ ＝ ０. ９０， ｔ ＝
０. ４１），差异无统计学意义，且存活率均在 ８５. ０％以

上。 由于 ３ ｄ 后浆母细胞将快速死亡，因此第 ２ 步

骤培养不超过 ３ ｄ。 步骤 ３：为了避免浆母细胞发生

快速死亡，先洗涤细胞，并加入 ＩＬ⁃２、ＩＬ⁃６、ＩＦＮ⁃α、Ａ⁃
ｐｒｉｌ 培养 ３ ｄ，此阶段 ６０. ０％细胞将死亡。 添加细胞

生长因子并不能提高细胞存活率。 ＩＬ⁃６、ＩＦＮ⁃α 促进

表达 ＣＤ１３８ 的浆细胞生成，而添加 ＩＬ⁃２１ 并不能提

高浆细胞的生成和存活率（２１. ０％ ），换用 Ａｐｒｉｌ 使
细胞存活率达 ３９. ０％ ，存活的细胞主要由 ６９. ５％
ＣＤ２０ － ＣＤ３８ ＋ ＋ 组成， 其中 ４０. １％ ＣＤ２０ － ＣＤ３８ ＋

ＣＤ１３８ ＋ ＋ 。 见表 １，图 １、２。

表 １　 优化体外 Ｂ 细胞增殖分化为浆母细胞及浆细胞的步骤（ｎ ＝ ９）

项目
Ｂ 细胞增殖分化

（步骤 １，第 ０ ～ ４ 天）
浆母细胞分化

（步骤 ２，第 ４ ～ ７ 天）
浆细胞分化

（步骤 ３，第 ７ ～ １０ 天）
激活因子 ＣＤ４０Ｌ ＋ ＣｐＧ － －
细胞因子 ＩＬ⁃２、ＩＬ⁃４ ＩＬ⁃２、ＩＬ⁃２１ ＩＬ⁃２、ＩＬ⁃６、ＩＦＮ⁃α、Ａｐｒｉｌ
细胞生存率（％ ） ９６． ０ ８０． ０ ３９． ０
ＣＤ２０ ＋ ＣＤ３８ － Ｂ 细胞（�ｘ ± ｓ，％ ） ４０． ２ ± １０． １ １０． ６ ± ３． ２ １０． ６ ± ３． ２
ＣＤ２０ － ＣＤ３８ ＋ ＋ 浆母细胞（�ｘ ± ｓ，％ ） １２． ６ ± １５． ９ ５７． ９ ± ９． ９ ６９． ５ ± ５． ８
ＣＤ２０ － ＣＤ３８ ＋ ＣＤ１３８ ＋ ＋ 浆细胞（�ｘ ± ｓ，％ ） ３． ９ ± ３． ２ １９． ８ ± ９． ７ ４０． １ ± ９． １

图 １　 浆母细胞及浆细胞形态
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图 ２　 Ｂ 细胞体外诱导分化表面标记分子

３　 讨论

　 　 Ｂ 细胞在外周血、骨髓、次级淋巴组织中循环，
接触抗原后增殖分化为浆母细胞，浆母细胞进一步

分化为浆细胞，而浆细胞是体液免疫的终末效应物。
如果没有合适的条件及环境，Ｂ 细胞在体外存活时

间非常短暂，极大限制对 Ｂ 细胞终端体外分化的轨

迹研究［４］。 本课题组通过对 Ｂ 细胞激活信号和细

胞因子组合的研究，在以往的实验基础上，用 ３ 个步

骤建立从 Ｂ 细胞增殖分化成浆母细胞和浆细胞的

体外模型。
　 　 Ｂ 细胞向浆母细胞及浆细胞的增殖分化受到提

供 ＣＤ４０Ｌ 的滤泡辅助 Ｔ 细胞的帮助和细胞因子提

供的信号整合调节，共刺激分子和细胞因子可以促

进 Ｂ 细胞的存活、增殖以及分化。 ＣＤ４０Ｌ 是辅助 Ｔ
细胞表面配体刺激幼稚 Ｂ 细胞以及记忆 Ｂ 细胞增

殖，但不能诱导浆细胞分化［５］。 首先用表达 ＣＤ４０Ｌ
的饲养细胞，该细胞支持人类骨髓干细胞的长期培

养。 ＣｐＧ 可以刺激非 Ｔ 细胞依赖性 Ｂ 细胞的增殖

分化，并在后期提示诱导分泌 ＩｇＭ 的增加。 有研

究［６］显示，仅用 ＣｐＧ 刺激外周血单个核细胞 ７ ｄ
后，Ｂ 细胞明显增殖并分化为浆母细胞和分泌的免

疫球蛋白，ＣｐＧ 上调了编码 ＢＬＩＭＰ⁃１ 的 ＰＲＤＭ１ 的

表达，而 ＢＬＩＭＰ⁃１ 是浆细胞分化至关重要的转录因

子。 在步骤 １ 中将实验分为 ２ 组， ＣＤ４０Ｌ 组及

ＣＤ４０Ｌ ＋ ＣｐＧ 组，分别加入 ＩＬ⁃２、 ＩＬ⁃４，已经有研

究［７］提示，ＩＬ⁃２、ＩＬ⁃４ 可以通过 ＥＲＫ ／ ＥＬＫ１ 信号通路

的 ＢＡＣＨ２ 刺激活化的 Ｂ 细胞增殖。 增殖 ４ ｄ 后从

倒置显微镜上可以看到 Ｂ 细胞体积逐渐增大，大小

均匀，由分散生长逐渐趋化成团状，两组细胞形态无

明显差别，细胞存活率均 ＞ ９５. ０％ 。
　 　 目前报道有各种方法激活信号和细胞因子组

合，以获取最大数量的浆细胞［８］。 浆母细胞在外周

血中如果没有受到趋化因子受体表达的影响被招募

到黏膜或骨髓中，在外周血中存活时间非常短。 正

因为这些环境为浆母细胞提供生存的必要条件，使
其进一步分化成为持久存活成熟的浆细胞。 研究表

明［９］表达 ＣＤ４０Ｌ 和 ＣＤ４ ＋ Ｔ 细胞为 Ｂ 系统提供强大

的共刺激信号 ＣＤ４０Ｌ 和 Ｂ 细胞表面表达的 ＣＤ４０
结合可使幼稚 Ｂ 细胞以及记忆 Ｂ 细胞增殖，但不会

诱导浆细胞分化，也有研究表明［５，１０］ ＣｐＧ 在后期会

抑制 Ｂ 细胞分化。 在步骤 ２ 中，首先去除 ＣＤ４０Ｌ 及

ＣｐＧ，并清洗细胞。 自 ２０００ 年以来，已经有较多 Ｔ
细胞对 Ｂ 细胞的帮助进行详尽的研究，并发现 ＩＬ⁃２１
被认为是重要的细胞因子，人类 Ｂ 细胞向分泌抗体

的浆细胞分化的重要因素。 ＩＬ⁃２１ 通过 ＳＴＡＴ１、
ＳＴＡＴ３、ＳＴＡＴ５ 以及 ＭＡＰＫ ／ ＥＲＫ 和 Ｐ１３Ｋ ／ Ａｋｔ 途径，
促进 Ｂ 细胞增殖、浆细胞分化以及大多数细胞分

泌［１１］。 第 ７ 天可以观察到 ＣＤ４０Ｌ 组及 ＣＤ４０Ｌ ＋
ＣｐＧ 组细胞形态大小基本相同，表面光滑，可见成簇

细胞。 在步骤 ２ 中加入不同细胞因子组合，已发表

的文献提示［１０］，ＩＬ⁃６、ＩＦＮ⁃α 可以促进浆细胞分化，
本研究对比后发现在步骤 ２ 中加入 ＩＬ⁃６、ＩＦＮ⁃α 对

浆细胞的分化没有明显影响。 在 ＩＬ⁃２１ 存在的情况

下，ＣＤ４０Ｌ 诱导 Ｂ 细胞增殖，荧光显微镜下可见细

胞团块形成，但它既不促进 Ｂ 细胞增殖，也不诱导
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浆细胞形成人浆细胞及其前体在体液免疫反应中起

着至关重要的作用。 流式细胞仪分析可见 ＣＤ２０ －

ＣＤ３８ ＋ ＋ ＣＤ１３８ － 浆母细胞阶段。
　 　 在步骤 ３ 中，ＣＤ４０Ｌ 组和 ＣＤ４０Ｌ ＋ ＣｐＧ 组细胞

形态基本相同，细胞存活率均 ＞ ３０％ 。 有研究［１２］ 表

明，表达 ＣＤ４０Ｌ 和分泌 ＩＬ⁃２１ 的 ＣＤ４ ＋ Ｔ 细胞为 Ｂ 系

统提供强大的共刺激信号 ＣＤ４０Ｌ 和 Ｂ 细胞表面表

达的 ＣＤ４０ 结合可使幼稚 Ｂ 细胞以及记忆 Ｂ 细胞增

殖，但不会诱导浆细胞分化，Ａｐｒｉｌ 是肿瘤坏死因子

家族成员，作为增殖诱导配体，在浆细胞的分化及抗

体类别转换的作用越来越受到重视［１３］。 用 Ａｐｒｉｌ 培
养 ３ ｄ，在建模第 １０ 天 ＣＤ２０ － ＣＤ３８ ＋ ＋ ＣＤ１３８ ＋ ＋ 浆

细胞表达增加。 通过检测提示获得的浆细胞优先来

源于记忆 Ｂ 细胞，并具有类似于人骨髓浆细胞的

ＣＤ１３８ ＋ ＋ 表型通过模仿 Ｔ 细胞的辅助功能提供

ＣＤ４０Ｌ，树突细胞产生的细胞因子，来模仿 Ｂ 细胞增

殖和分化过程。 除了研究 Ｂ 细胞体外增殖分化外，
该体外模型同样对进一步了解多发性骨髓瘤中浆细

胞发育不良的分子学具有重要意义，而寻找多发性

骨髓瘤骨髓环境是否可以在体外触发这些浆细胞存

活［１４］，也将带给研究人员新的思路。
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