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人外周血树突状细胞的体外培养扩增 
李用国，罗云萍，梁增伟，任 红 

(重庆医科大学病毒性肝炎研究所 重从 40001O) 

【摘 要】目的：在体外从人外周血中培养扩增树突状细胞。方法：从lE常人外周血分离PBMC，经两次孵育粘附，弃去悬 

浮细胞后加细胞冈子 (GM．CSF．【 4)和培养液进行培养．并对培养过程进行观察监定。结果：培养I周后即可培养 典型 

的树突状细胞，经FITC-CDla．~抗标记后用流式细胞仪检测Dc的CDla表达率为65％．并能刺激同种淋巴细胞增殖反应。结论 

： 利用CdVI-CSF和【 可以从人外周血中扩增m大量DC．可为后续研究做准备。 
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Proliferation of human dendritic cells frOm monocyte in vitro 

L／Yong-guo，etal 

(Viral Hepatitis Institute，Chongqing MedicaI University，400010) 

【Abstract】 Objective：To proliferate dendritic cells from human peripheral blood．Methods：PBMC isolated 

from healthy human peripheral blood were incubated for 3 hours twice at 37℃ in humidified 5％CO2．After 3 

hours．nonadhemnt cells were gently removed，then the adhemnt cells wel'~cultured at 37℃ in humidified 5％C02 

in alvin medium with GM．CSF and IL4 f0r more than 7 days．Finally．DCs were collected and idemified in 

morphology，function and specific symbol of cell surface．Results：After 7 days，typical dendritic cells appeared 

and gradually became larger and m0re typica1．By using flow cytometric cell surface marker analysis，the level ot 

expressing CDla was 65％．DCs could also induce proliferation ofallogeneic lymphocytes．Conclusion：A large 

amount ofDCs could be induced from peripheral blood monocyte by adding GM—CSF and 1 4． 

[Key words]Dendritic cells=Monocyte：hGM-CSF；hlL-4 

树突状细胞 (dandritic cell，DC)是一种功能最 

强的抗原提早细胞．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DC在外周血中含量极低， 

冈此限制了DC的研究和应用 ．所以，在体外分离 

扩增DC对DC生物学特性的研究和临床应用具有重 

要意义。目前研究证实外周血中的单核细胞是巨噬 

细胞和DC 前体细胞 ．因此本研究从正常人外周 

血中获取贴鼙细胞，然后在细胞因子的作用下培养 

出成熟的树突状细胞，并对其形态、表面标记戏功 

能进行鉴定，为DC的进一步研究提供必要条件。 

1 材料和方法 

1．I 主要试卉4 

ifi'ml~：国家自然科学基盘资助 (39970673) 

作者升蠼t李用国 (1966- )．男，博士生 

重组人粒细胞-臣噬细胞集落刺激网子 (rhGM-CSF)． 

重组人自细胞介素4(rhlL4)异硫氰陵荧光素 (RTC)标记 

的鼠抗人CDIa、CD40、IgGl单抗 购 ~PhaxMingcn公司 胎 

牛血清购于Hyclone公刊。1640培养液购丁GIBCO，淋巴细 

胞分离液 (Ficol1)购于tI1陶医学科学院血液病研究所。 

I．2 正常八外问血DC体外培养 

墩新鲜的JE常人抗凝外周血20m1．用PBS以1：l的比例稀 

释后沿离心管壁缓慢加到淋巴细胞分离液 ，离心后 (1000g 

／rain．20min)取白膜 细胞，坩PBS洗涤2次，埘pH 7,0的 

RPMI l64O冼1次，最后朋RPMI I640完全培养基重悬细胞， 

并以2×IO~ml浓度加到6孔培养扳巾．每孔3m1．放簧37"C． 

5％COz孵箱内孵育3h，吸弃细胞悬液，增pH 7．0的RPMI 

1640轻洗3扶．洗去非黏附细胞 ，获得黏附细胞．按rhGM- 

CSF1000U／m1．rh1L4 500U／ml终浓度加入细胞冈子．隔 H 

加细胞冈子 (首次浓度的 112)和培养辈 (吸弃30％．加 

50％)，培养7～2O天收集细胞 丁FACS分析、形卷学鉴定 

和MLR反庵 

1 3 DC的FACS分析 

收集Dc并用PBS~'t2次．稀释成5×IO~／m1．加入RTC标 

已的单抗I 5 I．混匀后放入4℃冰箱r{|孵育30rain，再用 

PBs洗2次．然后通过流式细胞仪进行检测。 
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I．4 混夸淋巴细胞培养 

取J 常人抗凝外周Jf『L，常规分离井周Jf『L单个核纲胞 

(peripI1e bloodmononuclc~rcell，PBMC)，存37℃，5％ 

CO2孵箱内孵育3h，墩怂浮细胞，H=I古浓度为200U／mL白细 

胞 介索2(inteerleukine-2，IL-2)的 I640完全培 养辈培养 

7灭，作为同种异体淋巴细胞。按Dc与效应细胞 I：5，1：L0， 

1：20，I：40的比例加入96孔扳，每组设3个复扎，终体秋为 

200 1，在37℃，5％CO2孵箱内培养5灭， 收获前12h加 

入 H—TdR，I u Ci坷L。收集细胞，硝液附仪榆测cpm值。 

I．5 电镜标本制作 

透射电镜：呶培养的细胞标本，州磷酸缓冲液洗涤两次 

后，埘3％戊二醛Ⅲ定，然后埘洒精逐级脱水。进 。步的 

透、包埋和超薄切片的制作山电镜室完成 

扫描电镜：墩培养的细胞， 生理盐水洗涤2次，用3％ 

戊二醛及1％阳氧化锇 (OsO~)分前后两次 定，再 小同 

浓度酒精连绂脱水．以后的置换、 卜燥镀膜等制蔷程序山f乜 

镜室完成。 

2 结 果 

图1 培养七天光镜下的DC形态×400 

图2 培养七天扫描电镜下的影态×2400 

2、l 13(2体外培养过程中形态学观察 

PBMC贴壁3h后获得黏附细胞，加入细胞冈了 

24h后可见到贴肇细胞有所减少，、而悬浮细胞增 

多，并旱细胞积聚现象，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，可见到大罱具 

有树突样突起的悬浮细胞 (见图1～2)，并髓着培 

养时阊的延长．细胞变大．突起更加明显。同时观 

察到．从第三天起出现贴壁拉长的 “巨堪细胞 ”， 

图3 培养10夭光镜下的巨噬细胞彩态×4o0 

图4 巨噬细胞的超徽结构×iocoo 

图6 粒细胞的超徽结构×15000 

同样也随培养时问延长．细胞逐渐变大(见图3)。 

2．2 通过透射电镜初步鉴定黏附细胞 

对培养l2灭的贴肇细胞经透射电镜鉴定 (山奉 

校电镜室鉴定)，结果，在贴壁细胞中至少有三种 

细胞 巨噬细胞、树突状细胞和粒细胞。图4～6显 

示三种小同细胞的超微结构。 

2、3 同种混合淋巴细胞培养 

以13(2为刺激细胞，按小同比例与同种淋巴细胞 
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混合，可产生很强的增殖效应 (图7)。 
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圈7 Dc刺激同种淋巴细胞增建能力 

2,4 DE袁型检测 

培养7天的外』封血Dc和±许养22天的贴蹙细胞， 

被鼠抗人的CDla单抗标记后，经流式细胞仪检测。 

结果，cDla+的表达分别为65％和10％。 

3 讨 论 

3，I 催外由单棱细胞向DC分化 

树突状细胞是功能最强的抗原提吊细胞，山于 

在血液中含最极低，冈此限制了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、小鼠骨髓及人外』爿血和脐血 中扩增出大量 

DC ，并广泛地席用于抗病 毒、抗肿瘤免疫研 

究。冈此我们借鉴前人培养DC的基础上，从外』封 

血中获取PBMC，经反复贴肇培养后得到黏附的单 

核细胞，再auGM-CSF和lL-4诱生出大量DC，同时 

埘培养过程进行详细的观察和分析。 

单核细胞属黏附型细胞，世在培养过程中发 

现．PBMC经3h的贴肇培养后仍有大最没有贴鼙的 

单核细胞，冈此，采取两次孵育的方法 (即第一次 

孵育3h后．吸出细胞悬液加到另一个培养孔中，继 

续孵育3h)使培养的DC总晕约从2×1O~20ml增加到 

2．5×10~／20ml左右。在血液来源困难的情况下，该 

方法是增加DC数量的最佳途径。 

单核细胞是巨噬细胞和DC的共同前体，困此 

单加GM—CSF可诱生出Dc和巨噬细胞，而且以巨噬 

细胞为主。山于IL-4可封闭单核细胞向巨噬细胞转 

化．冈此联合应用IL—4后使DC的晕增加而巨噬细胞 

减少。作者埘黏附细胞通过透射电镜初步鉴定了培 

养过程中这两类细胞共存现象。同时在培养过稃中 

还发现．在第一次收集Dc后，以后产生的DC主要 

山贴肇的巨噬细胞产生．撤除IL-4后，J{有极少景 

DC产生。冈此，IL-4在诱生DC的过程中起到重要 

作用。尽管GM-CSF是体外扩增IX：的关键冈予．但 

必颁协同JL4／j‘能扩增出足景的DC，以满足后续实 

验的需要。此外，通过电镜观察，在黏附细胞中还 

发现 了粒细胞(山奉校电镜室鉴定)，这可能是粒细 

胞与单核巨噬细胞及DC有共同的前体，在细胞阏予 

的作用下互相转化有关。 

3．2 DC表型鉴定 

CDla是人外间血DC的特征性标志，冈此用 

FITC标记的CDIa单克隆抗体包披DC，再经流式细 

胞仪检测，其表达仅为65％左右，低于国外撤道的 

结果。Francoise 等人对培养小同时期DC表商CDIa 

表达情况进行比较。缩果，培养第4天 CDla的表达 

在60％左右，第7天可高达80％。这一差异，目 还 

未找出原冈。冈为，串=实验采用的细胞冈了及单抗都 

是世界著名公司的近期产品，而且所培养的细胞无 

论通过电镜还是光镜观察，的确具备DC的形态和结 

构特征。此外，我们也埘贴肇的细胞进行检测．结 

果jl有1僻 左右。这可能是山巨噬细胞转化而柬的 

DC尚未成熟释放，但己具有CDla的表达。 

3．3 混合淋巴细胞培养 

图4所示，从人外，l刮血培养的DC，按小同比例 

与同种淋巴细胞混合培养，均可产生强烈的增殖效 

应，而且 。’Dc与T细胞比值为1：5时增殖效庵最 

显。这一结果说叫DC具有很强的刺激T细胞增殖能 

力，同时也表明DC具有很强的抗原提早功能。 

近年来，出于Dc培养扩增方法的建立．DC的 

生物学特性及功能得到了进一步的认识，特别是其 

强大的抗原递旱作用在抗肿瘤免疫及抗病毒免疫研 

究中得到了广泛的应用。冈此，该研究从外岗血中 

培养出大景的DC．并对其部分生物学特性及功能进 

行研究．为进一步研究DC在抗乙肝病毒和抗肝癌免 

疫中的作用奠定基础。 
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