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树突状细胞(IX；)是一种功能最强的抗原提呈 

细胞，其最显著的特征是能够刺激初始型 T细胞增 

殖 ，而 B细胞和巨噬细胞只能刺激记忆型或被活化 

的 T细胞，因此 DC在免疫应答诱导中起重要作用。 

然而 ，由于 I3(2在外周血中含量极低 ，因此 限制 了 

DC的研究和应用 ，所以，在体外分离扩增 IX；对 IX； 

生物学特性的研究和临床应用具有重要意义。在 以 

往的研究 中，已成功地完成了健康人 DC的培养扩 

增和鉴定⋯1，本研究在此基础之上 ，进一步对 DC在 

诱导分化过程中特异性分子表达的变化进行分析， 

以找出最佳收集细胞的时问 ，为 IX；的进一步研究 

提供必要条件。 

1 材料和方 法 

1．1 主要 试 剂 

重组人粒细胞 巨噬细胞集落刺激 因子 (rhGM 一 F)、 

重组人白细胞 介 素 4(rhlL一4)、CDIa一异硫 氰 酸荧 光 素 

(FITC)、CIM0一FITC、CD86一 FITC、HLA —DR —FITC、 

HLA ABC—FI FC、鼠抗人 IgGl购 自 PharMingen公司。 

Hyclone小牛血清购于 Hyclone公司。 

1640培养液购于 GIBC0。 

淋巴细胞分离液 (Ficol1)购于中国医学科学院基础 医学 

研究所血液病研究所。 

正常人外周血源于研究者 自身。 

1．2 正常人外周血 DC体外培养 

参照文献[1]。取人抗凝外周血 20ml，常规分离外周血 

单个核细胞(PBMC)。用 RPMI 1640完全培养基重悬细胞， 

并以2×10 ／ml浓度加到 24孔培养板 中，每孔 lml，放置于 

37C，5％co2孵 箱内培 养 3h，吸弃细胞悬液 ，用 pH 7．0的 
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RPMI 1640轻洗 3次 ，洗去 非粘附细胞 ，获得粘附细胞 ，按 

rhGM—CSF 1000U／mL，rhlI 一4 500U／mL终浓度加入细胞 

因子 ，隔 日加细胞 因子 (首 次浓度 的 l／2)和培 养基 (吸弃 

30％，加 50％)，收集细胞 ，以待作进一步的分析。 

1．3 DC特异性表面分子的表达分析 

收集第 8天 的 I)C细胞 ，用 PBS洗 2次，加入 CI)40一 

FITC、CD86一FITC、HLA—DR FITC、HLA —AEj(、一FITC， 

412避光 ，30min，再用预冷的 PBS洗两次 ，用 FACS分析。 

l、4 IX；表面 CDla的 FACS动态分析 

收集不同培养时期 的 DC，如前法用 FITC—CDIa单抗 

标记后 ，FACS进行分析 ，动态观察其表达情况。 

2 结 果 

2．1 DC体外培养过程中形态学观察 

PBMC贴壁 3h后获得黏附细胞，加入细胞因子 

24h后可见到贴壁细胞有所减少，而悬浮细胞增多 ， 

并呈细胞积聚现象 ，以后悬浮细胞逐渐增多并具有 

树突样突起 。培养至 7天以后 ，可见到大量具有树 

突样突起的悬浮细胞 ，并随着培养时间的延长，细胞 

逐渐增大，突起更加明显 ，而在培养 1周以后细胞状 

态逐渐变差。 

2．2 DC表型检测 

收集诱导培养第 8天的细胞 ，经 FAGS分析，用 

GM—CSF和 lL一4扩增到的树突状细胞表达高水 

平的 CDla、CD40、CD86，HLA～DR和 HLA—ABC 

分子 ，其 表 达率 分别 为 65％、98％、73％，78％和 

99％ 。 

2．3 DC表面特异性表面分子 CD1a表达的动 态观 

察 

分别在培养的第 3、5、8、9、10、13天收集细胞， 

用流式细胞仪检测 CDla表达情况。结果 ，其分子 
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表达分 别 为 32．8％、50％、65％、72．4％、49％和 

51％，即在培养的前 9天 内，随着培养时间的延长， 

CDla表达逐渐增高，9天后呈下降趋势(图 1)。 

Days of induction 

图 1 GM—CSF和 IL一4诱导扩增的人外周血树突状细胞 

3 讨 论 

树突状细胞是功能最强的抗原提呈细胞 ，由于 

在血液中含量极低 ，因此限制了 DC的研究和应用。 

但自90年代，DC体外扩增的方法成功建立以后，才 

使 DC研究进入快速发展的阶段 ，目前已从大鼠、小 

鼠骨髓 、人外周血和脐血 中扩增 出大量 DCE -3 J，并 

广泛地应用于抗病毒 、抗肿瘤免疫研究。目前 ，已成 

功地从外周血单核细胞 中培养扩增 出 DCE1j，并证 

明其对乙肝表面抗原具有显著的提呈作用E 。然 

而 ，在反复培养 DC过程中发现，培养 7天后 ，DC表 

面的树突状突起虽然更加 明显 ，但细胞状态逐渐变 

差。DC的成熟程度 、数量和细胞状态直接影响 DC 

疫苗的临床治疗效果 ，因此 ，选择收集细胞的最佳时 

期至关重要。 

该研究就是基于临床治疗 的需要，系统观察细 

胞分化过程中，细胞的生长状态 ，以及在不同培养时 

期特异性表面标记 CDla的表达情况。结果，在培 

养的第3、5、8、9、10、13天 ，CDla表达分别为 

32．8％、50％、65％、72．4％、49％和 51％，即在培养 

的前 9天 内，随着培养时间的延长，CDla表达逐渐 

增高 ，9天后呈下降趋势(图 1)，其细胞状态也逐渐 

变差 ，一直到培养的第 22天，已发现大部分细胞 已 

经死亡 。 

从该实验结果可以得出初步的结论 ，选择培养 

第 7天或第 8天的 DC可能更利于基础研究和临床 

治疗的需要。 
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