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小鼠脾脏B淋巴细胞纯化培养方法的建立 

 
李文娟，邹家琦，韩欣欣，田志辉，刘  杰，李海东(天津医科大学基础医学院生物化学与分子生物学系，天津市  300070) 

 

文章亮点： 

从脾脏获取的淋巴细胞难以区分 B淋巴细胞和 T淋巴细胞，作者研究在培养基中加入 CD3单克隆抗体、白细

胞介素 4可以去除 T淋巴细胞，获得较为单一的 B淋巴细胞并维持 B淋巴细胞在体外的增殖。 
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摘要 

背景：B 淋巴细胞是机体免疫系统重要的参与者，目前的研究主要采用磁珠、补体等方法进行 B 淋巴细胞的

分离纯化，但是这些方法费用高或者细胞损伤大、纯度低，体外分离、培养 B 淋巴细胞的方法还有待进一步

改进。 

目的：探讨从小鼠脾脏细胞中对 B 淋巴细胞同时进行分离、培养的方法。采用加入白细胞介素 4、脂多糖或

者 CD3单克隆抗体及其组合，探讨体外分离、培养小鼠脾脏 B淋巴细胞的适宜条件。 

方法：体外分离培养小鼠脾脏细胞，随机分为 7组，分别用白细胞介素 4，CD3，脂多糖，白细胞介素 4+CD3，

白细胞介素 4+脂多糖，CD3+脂多糖组进行干预、将未给予刺激的脾细胞作为对照组。用流式细胞仪检测在

不同培养条件下小鼠脾脏细胞 T、B淋巴细胞及其亚群的变化。 

结果与结论：与对照组比较，白细胞介素 4组淋巴细胞在培养后第 3-5天数量达到高峰；脂多糖组在培养初

期无明显作用，第 3天开始淋巴细胞数量有明显的增加，第 5天达到高峰；培养体系中加入 CD3单克隆抗体，

可导致 T淋巴细胞消失，培养 2 d后，可得到较为单一的 B淋巴细胞，其细胞数量在第 3天达到高峰。其中

B220+IgD+成熟 B淋巴细胞亚群数量显著增加。体外培养 24 h后，各组 B220+CD93+Transitional B淋巴细

胞亚群均完全消失。结果说明，体外培养的小鼠脾脏细胞加入 CD3单克隆抗体和白细胞介素 4可以去除 T淋

巴细胞，并维持成熟 B淋巴细胞的生存和增殖。 
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Purification and culture methods of murine splenic B-lymphocytes   

 

Li Wen-juan, Zou Jia-qi, Han Xin-xin, Tian Zhi-hui, Liu Jie, Li Hai-dong (Department of Biochemistry and 

Molecular Biology, School of Basic Medicine, Tianjin Medical University, Tianjin 300070, China) 

 

Abstract 

BACKGROUND: B-lymphocytes are an important participant in the immunity system. Currently, magnetic beads 

and complement methods are mainly used to isolate and purify B-lymphocytes. However, these methods are 

costly or cause large cell damage and low purity, which need further improvement. 

OBJECTIVE: To explore the isolation and culture methods of B-lymphocytes from mouse spleen and to study 

suitable conditions for B-lymphocyte isolation and culture in vitro by using interleukin-4, lipopolysaccharide, CD3 

monoclonal antibody or their combination. 

METHODS: B-lymphocytes from mouse spleen were isolated and randomly divided into seven groups, 

respectively treated with interleukin-4, CD3 monoclonal antibody, lipopolysaccharide, interleukin-4+CD3, 

interleukin-4+lipopolysaccharide, CD3+lipopolysaccharide, and no stimulation (control group). Flow cytometry 

was used to detect the changes in the number and proportion of T-lymphocytes, B lymphocytes, and their 

subpopulations under different culture conditions. 

RESULTS AND CONCLUSION: The number of lymphocytes peaked at 3-5 days after addition of interleukin-4. In 

the lipopolysaccharide group, the number of lymphocytes began to increase at 3 days, and then peaked at 5 days. 

T-lymphocytes disappeared after addition of CD3 monoclonal antibody, so relatively pure B-lymphocytes could be 

obtained after 2 days and the number of B-lymphocytes reached the peak at 3 days. The number of mature 

B-lymphocytes (B220+IgD+) increased significantly after addition of CD3 antibody. In all the conditions we tested, 

transitional B cell subset (B220+CD93+) disappeared completely after 24 hours of culture. Experimental results 
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indicate that after addition of CD3 monoclonal antibody and interleukin-4, T-lymphocytes can be removed in mouse 

spleen cells cultured, but mature B-lymphocytes remain to survive and proliferate. 
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0  引言  Introduction 

B淋巴细胞是机体特异性免疫系统的重要成员。B淋巴

细胞的发育开始于骨髓中，经历原B(pro-B)、前B(pre-B)

和表达表面受体IgM的未成熟B细胞阶段。刚刚离开骨髓的

B淋巴细胞为Transitional B细胞。在脾脏等外周淋巴系统

中，它们转变为成熟B细胞
[1-3]
。在淋巴细胞发育过程中，

需要去除掉有自身反应性的细胞，这一过程是通过自身抗

原与细胞表面的特异受体结合诱导细胞凋亡来实现的
[4]
。 

B淋巴细胞的生存、增殖和分化成为浆细胞或者记忆B

细胞需要T淋巴细胞的帮助，特别是白细胞介素等细胞因子

的作用
[5-6]
。外源性的刺激因子例如细菌脂多糖也可以促进

B淋巴细胞增殖
[7]
。 

对B淋巴细胞功能的研究多需要纯化的细胞，并且经

常需要在体外培养系统中进行研究。因此B淋巴细胞的分

离、纯化和培养是研究其功能必不可少的环节。 

目前分离B淋巴细胞主要采用以下3类方法
[8-11]
：①利

用抗体磁珠和强磁铁的吸引作用或者利用流式细胞仪直接

分离标记的B淋巴细胞。②利用多价抗体将不需要的细胞

聚集起来去除掉或者利用绵羊红细胞对T淋巴细胞的聚簇

作用去除T淋巴细胞来分离B淋巴细胞。③采用补体介导的

细胞毒性作用去除不需要的细胞。这些方法或者费用很高，

或者分离繁琐，或者对需要的细胞有毒性作用。实验报道

的方法采用抗体诱导的细胞凋亡作用去除T淋巴细胞，得到

较为纯净的B淋巴细胞，并能够在一定时间范围内维持其

生存和增殖。 

实验主要采用小鼠脾脏进行研究。脾脏中的细胞主

要是淋巴细胞。B淋巴细胞比例多于T淋巴细胞，约占

55%，而T淋巴细胞约占35%。其他的细胞在脾脏中所占

比例少于5%，包括巨噬细胞、树突状细胞和中性粒细胞

等
[12]
。因此，脾脏是研究淋巴细胞，特别是B淋巴细胞功

能的常用组织。 

脾脏细胞的体外培养可以被用来进行特异性免疫反应

的研究。在抗原刺激后，淋巴细胞活化、增殖、分化，产

生细胞因子和抗原特异性抗体，并通过细胞间和细胞与微

环境的相互作用发挥免疫效应
[13-14]
。体外培养脾细胞并筛

选出抗原特异性T或者B淋巴细胞，进行克隆并建立细胞

系，是研究特异性免疫反应的重要手段。建立适当的基本

培养体系是研究特异性免疫，并进一步研究特定因子作用

机制的基础
[15-16]
。因此，利用脾脏进行B淋巴细胞的分离、

纯化和体外培养是进行特异性免疫反应研究的重要途径。 

1  材料和方法  Materials and methods  

设计：细胞学体外对比观察。 

时间及地点：于2012年10月至2014年7月在天津医科

大学生物化学与分子生物学系实验室完成。 

材料：健康的七八周龄雌性Balb/c小鼠，购自于北京

华 阜 康 生 物 科 技 公 司 ， 动 物 质 量 合 格 证 号 ：

11401300008413，许可证号：SCXK(京)2009-0004。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

方法： 

小鼠脾细胞体外培养，分组及免疫刺激：小鼠脱臼处

死，在体积分数75%的乙醇中浸泡1 min，无菌操作取出脾

脏制成单细胞悬液
[14]
，离心洗涤后培养于24孔板内，随机

分成7组，依次为白细胞介素4组、CD3组、脂多糖组以及

白细胞介素4+CD3组、白细胞介素4+脂多糖组、CD3+脂

多糖组、对照组，每组3个复孔，细胞以6.0×10
9
 L

-1
浓度悬

浮于RMPI培养基中，分别加入白细胞介素4 (20 µg/L)、

CD3单克隆抗体(5 mg/L)、脂多糖(100 µg/L)及白细胞介素

4+CD3、白细胞介素4+脂多糖、CD3+脂多糖刺激细胞，

将未给予刺激的脾细胞作为对照组，置于37 ℃，体积分数

5%CO2的培养箱中培养。培养期间，每隔一两天取细胞进

行流式检测，并加入等体积的培养基和刺激因子继续培养。 

流式细胞仪检测淋巴细胞及其亚群：每组取相同体积

的细胞，PBS洗涤，400 g/min离心5 min，弃上清，加入抗

CD19抗体(FITC标记)、抗CD3抗体(PE标记)、抗CD4抗体

(PE-Cy5标记)和抗IgD抗体(APC标记)，浓度均为10 mg/L，

混合均匀，4 ℃下避光30 min，PBS洗涤2次后，弃上清，

细胞悬浮于100 µL PBS中上机检测。送检样本次数5次。

采用BD C6流式细胞仪获取数据，并用FlowJo软件分析流

式细胞仪数据，结果利用平均荧光强度划分细胞群，再计

算出各亚群细胞数量和百分比。 

小鼠脾脏B淋巴细胞的分离、纯化相关试剂及仪器： 

试剂及仪器 来源 

RMPI1640培养基、青霉素、链霉素 Invitrogen，USA 

胎牛血清 上海生工生物 

白细胞介素4   Peprotech，USA     

脂多糖 Sigma，USA   

FITC-CD19，PE-CD3，PE-Cy5， 

APC-IgD抗体 

BioLegend，USA 

CO2孵育箱 Thermo Fisher，USA 

流式细胞仪 BD Biosciences，USA 
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图 1  白细胞介素 4(IL-4)、CD3单克隆抗体(CD3)、脂多糖(LPS)促进小鼠脾淋巴细胞在体外培养体系中的增殖 

Figure 1  Stimulation of lymphocyte proliferation by interleukin-4/CD3 monoclonal antibody/lipopolysaccharide in vitro 

图注：IL-4和 IL-4+CD3组在处理后第 3-5天细胞数量与第 0，1，7，9天比较有显著增加(
b
P < 0.01)；CD3和 CD3+LPS组在处理后第 3天

细胞数量与其他时间点比较有显著增加(
c
P < 0.01)；LPS和 IL-4+LPS组在处理后第 3天细胞数量与第 0，7，9天比较有显著增加(

a
P < 0.01)。

LPS：脂多糖；IL-4：白细胞介素 4。 

图 2  白细胞介素 4(IL-4)、CD3单克隆抗体(CD3)促进 B淋巴细胞在体外培养体系中的增殖 

Figure 2  Stimulation of B-lymphocyte proliferation by interleukin-4/CD3 monoclonal antibody in vitro 

图注：IL-4处理后第 3天与第 0，7，9天样品比较 B淋巴细胞的数量差异有显著性意义(
b
P < 0.01)；LPS和 IL-4+LPS组处理后第 3天与第 7，

9天样品比较 B淋巴细胞的数量差异有显著性意义(
a
P <0.01)；CD3和 CD3+LPS组处理后第 3天与其他天样品比较 B淋巴细胞的数量差异有

显著性意义(
c
P < 0.01)；IL-4+CD3组处理后第 5天 B淋巴细胞数量与第 0，1，7，9天样品比较差异有显著性意义(

d
P < 0.01)。LPS：脂多糖；

IL-4：白细胞介素 4。 

图 3  白细胞介素 4(IL-4)、脂多糖(LPS)促进 T淋巴细胞在体外培养体系中的增殖 

Figure 3  Stimulation of T-lymphocyte proliferation by interleukin-4 /lipopolysaccharide in vitro 

图注：IL-4处理后第 5天与其他天样品比较 T淋巴细胞的数量差异有显著性意义(
c
P < 0.01)；LPS和 IL-4+LPS组处理后第 5天与第 0，7，9

天样品比较 T淋巴细胞的数量差异有显著性意义(
a
P < 0.01)；CD3，IL-4+CD3和 CD3+LPS组处理后第 3天 T淋巴细胞的数量与 0值比较差

异无显著性意义(
e
P < 0.05)。LPS：脂多糖；IL-4：白细胞介素 4。
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图 4  CD3抗体处理增加了 B淋巴细胞的比例 

Figure 4  The proportion of B-lymphocytes was increased by addition of CD3 monoclonal antibody 

图注：CD3抗体处理后的样品中 B淋巴细胞的比例与处理前(第 0天)比较差异有显著性意义(
f
P < 0.01)。LPS：脂多糖；IL-4：白细胞介素 4。

图 5  未成熟 B淋巴细胞在体外培养体系中消失 

Figure 5  Disappearance of immature B-lymphocytes in the in vitro culture system 

图注：横坐标与纵坐标单位均为相对荧光强度。培养 1 d后各组的未成熟 Transitional B淋巴细胞比例均 < 0.6%，与对照组相比有显著下降(P < 0.01)。

LPS：脂多糖；IL-4：白细胞介素 4。 

图 6  成熟 B淋巴细胞数量在体外培养体系中的变化 

Figure 6  Mature B-lymphocytes changes in the in vitro culture system 

图注：白细胞介素 4处理后第 3天与其他天数样品和其他处理组的样品比较，成熟 B淋巴细胞的数量均差异有显著性意义(
g
P < 0.01)；处理后

各组成熟 B淋巴细胞数量均在第 1-3天达到峰值。峰值显著高于其他天样品细胞数量(
c
P < 0.01)或随后时间点样品的细胞数量(

a
P < 0.01)。CT

为没有加入任何因子的对照组。LPS：脂多糖；IL-4：白细胞介素 4。 
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主要观察指标：小鼠脾细胞表面分子的表达和细胞数

量的变化。 

统计学分析：计量结果以x
_

±s表示，使用GraphPad 

Prism 5统计学软件处理数据。组间均数差异的比较采用单

因素方差分析法。检验水准α=0.05。 

 

2  结果  Results  

2.1  小鼠脾细胞淋巴细胞数量变化  小鼠脾细胞体外培

养，每隔一两天取细胞做染色和流式分析，检测淋巴细胞

数目的变化。 

与对照组相比较，用白细胞介素4和/或脂多糖刺激脾

细胞3-5 d，明显增加了淋巴细胞数量，在第3-5天达到高

峰，与第0天比较有五六倍的增加(图1)。加入白细胞介素4

和脂多糖组的B淋巴细胞(B220+)数量随着培养时间延长

在第3天有一短暂峰值(P < 0.01)，随后逐渐下降(图2)。 

用CD3抗体处理脾细胞，导致T细胞数量显著下降：处

理后第3天T淋巴细胞数量与0值比较差异无显著性意义 

(P > 0.05，图3)。此时，培养体系约90%细胞均为B淋巴

细胞(图4)；同时，CD3抗体对B淋巴细胞增殖有显著促进

作用。峰值B淋巴细胞的数量超过培养开始时的5倍(图2)。 

2.2  小鼠脾B淋巴细胞亚群的变化  Transitional B细胞是 

从骨髓新迁移至外周的未成熟B细胞，特征为表达CD93表

面抗原，在正常小鼠脾脏淋巴细胞中占有7-8%。体外培养

1天后，Transitional B细胞基本消失(< 0.6%，图5)。加入

白细胞介素4、脂多糖、CD3抗体及其组合并不能维持

Transitional B细胞的存在，相反这些因子可能有促进细胞

成熟的作用(图2)。 

CD3抗体处理后CD3
+
T细胞比例显著下降，培养体系

中B细胞可以达到90%。其中，IgD+成熟B细胞数量在第1-3

天达到峰值。白细胞介素4处理组可以得到> 1.5×10
6
成熟B

淋巴细胞，显著高于其他组的数量(P < 0.01，图6)。 

 

3  讨论  Discussion 

实验利用机体内淋巴细胞凋亡和增殖的机制实现体外

B淋巴细胞的纯化和培养。淋巴细胞的发育需要去除掉有

自身反应性的细胞，这一过程是通过未成熟淋巴细胞表面

受体与自身抗原的结合来激发的
[17-18]
。淋巴细胞的活化和

之后的增殖也需要抗原及其他刺激分子和细胞因子与表面

受体的结合
[19-22]
。表达特异性受体的淋巴细胞比例很低，

因此通常采用抗体联合其他辅助因子来激活细胞。但是，

在体外单独使用抗体激活淋巴细胞会引起细胞的死亡
[23]
。

因此，采用单克隆抗体可以选择性的去除特定细胞。 

本次实验方法与其他方法比较有其优点。目前最常用

的分离纯化B淋巴细胞的方法是采用抗体磁珠，通过强磁

铁的吸引可以有效进行细胞分离，但是分离费用昂贵。采

用补体依赖的细胞毒性作用可以去除其他细胞，或者采用

尼龙纤维吸附的方法也可以进行选择性的吸附特定细胞

[24]
，但是均对细胞有毒性作用

[25]
。本次实验方法的优点是

流程简单、成本低、方便，并且在分离的同时进行B淋巴

细胞的培养。 

方法中也探索了保持B淋巴细胞生存和增殖的时间。

采用CD3抗体处理脾细胞，在培养后第3-5天，B淋巴细胞

数量达到峰值。CD3抗体刺激T细胞表达CD40L，并分泌

多种细胞因子包括白细胞介素4
[26-27]
，从而促进B细胞的增

殖，因此CD3抗体处理过的培养体系中B淋巴细胞数量有

显著增加。如果需要继续保持B淋巴细胞的存活和增殖，

有可能需要加入其他因子，例如BAFF
[28-29]
。  

相比体内微环境，体外细胞培养体系有其独特优势。

体外培养可以维持稳定的微环境，有利于相对长时间保持

淋巴细胞亚群的状态，并可以重新输回体内进行功能的研

究。但是研究也发现一些细胞，例如辅助T细胞亚群在被注

射回体内后发生了亚群间的转化
[30]
，说明了体内环境的复

杂性和难于控制。 

实验的体外培养条件可以进一步调整和优化，从而得

到不同亚群B淋巴细胞，为进一步的功能研究打下基础。

目前的条件可以维持成熟B淋巴细胞的生存和增殖，但是

未成熟Transitional B细胞却很快消失(< 24 h)，它们可能转

变成为成熟B细胞或者经历了细胞凋亡而被去除掉
[31]
。

Transitional B细胞在脾细胞中所占比例低，约为B细胞总

数的15%，但是它们却处于免疫耐受性形成的重要调节阶

段：有自身反应性的B细胞在此阶段中通过细胞凋亡途径

被去除掉
[32]
。因此，进一步研究维持Transitional B细胞在

体外生存，并进行增殖的方法有重要意义。 
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