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人脐血 CD34
+
细胞和贴壁细胞体外诱导树突状细胞及其鉴定

Generation and identification of dendritic cells from human cord blood CD34
+
cells and

adherent cells

裴　莉 ,陈洁平 ,梁后杰　　(第三军医大学附属西南医院肿瘤血液科 , 重庆 400038)

　　提　要:目的　从人脐血中不同的前体细胞扩增树突状细胞(DCs), 并对其进行鉴定。方法　用免疫磁珠法分离人

脐血 CD34 +细胞 , 以GM-CSF、TNF-α、FL、SCF 和 IL-4 诱导生成 DC;用 Ficoll分离脐血单个核细胞 , 2 h 贴壁后的细胞 , 以 GM-

CSF、IL-4和 TNF-α诱导生成 DC。观察细胞形态 , 流式细胞仪分析表面标志(CD1a、CD80、 HLA-DR), 并检测其刺激同种异

体 T细胞增殖的能力。结果　人脐血 CD34+细胞和贴壁细胞体外诱导生成的细胞均具有典型的 DC 形态特征 , 表达高水

平的 DC 分化抗原 CDla ,MHCⅡ类抗原递呈分子 HLA-DR和 CD80 共刺激分子 ,并具有刺激同种异体 T 细胞增殖的能力。

前者扩增 DC 的效率更高。结论　从人脐血 CD34+细胞和贴壁细胞均可诱生出功能性 DC ,是 DC理想的组织来源。

　　树突状细胞(Dendritic cells ,DCs)是目前已知的功

能最强的抗原提呈细胞 ,它能显著地刺激初始 T 细胞

的增殖
[ 1]
,启动机体免疫反应 ,在许多疾病 ,尤其是肿

瘤的生物治疗中起着重要的作用
[ 2 , 3]
。但在正常人组

织中 DC含量少 ,单纯的分离 、纯化 DC 难以满足需要。

所以 ,在体外扩增出大量 DC ,对其生物学特征的研究
和临床应用具有重要意义 。本研究从人脐血中分离出

CD34
+
细胞和单核细胞两种 DC前体细胞 ,用不同方法

诱生出 DC ,并对其形态 、表面标记和功能进行鉴定 ,现

报告如下 。

1　材料与方法

1.1　资料来源
　　脐血样本来自第三军医大学附属西南医院妇产科正常足

月分娩产妇。

1.2　脐带血CD34
+
细胞分离和 DC体外诱导

　　脐血经 Ficoll分离出单个核细胞(MNC), 然后按照产品生

产商提供方法 ,应用Mini Macs 系统阳性分离法分离 CD34 +细

胞 ,流式细胞仪检测其纯度为 99.08%。 DC体外诱导分化用含

15%胎牛血清的 IMDM 培养液 , 并加入 GM-CSF(100 ng ml)、SCF

(100 ng ml)、IL-4(1 000 U ml)、FL(40 ng ml)和 TNF-α(50 U ml),

置于 5%CO2 、37 ℃的培养箱培养 ,每 3 天半量换液一次。

1.3　脐带血贴壁细胞分离和 DC体外诱导

　　脐带血分离出MNC ,置于 5%CO2 、37 ℃的培养箱培养孵育

2 h ,吸弃悬浮细胞 , 用 37 ℃预热的 IMDM 培养轻洗 2 次 , 贴壁

细胞继续培养 , 用含 15%胎牛血清的 IMDM 培养液 , 并加入

GM-CSF、IL-4和 TNF-α(浓度同 1.2),置于 5%CO2 、37 ℃的培养

箱培养 ,每 3 天半量换液一次。

1.4　DC形态观察

　　细胞培养过程中倒置显微镜观察。收集培养第 10 天细
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胞 ,常规制作透射电镜和扫描电镜标本 , 分别用透射和扫描电

镜观察并摄片。

1.5　流式细胞仪检测细胞表型
　　直接免疫荧光法标记细胞 , 其然后用流式细胞仪检测细

胞表型 CD1a、CD80 和 HLA-DR。

1.6　DC刺激同种异体 T 细胞增殖反应

　　常规分离成人外周血MNC , 用尼龙毛法获得 T 淋巴细胞。

DC以每孔 1×103 , 2×103 , 1×104 接种于 96 孔板 , 每组 5 个复

孔 ,经60 Coγ射线照射灭活(3 000 cGy), 然后以1∶10、1∶50、1∶100

加入T 淋巴细胞 ,培养 72 h , 然后加入3 H-TdR, 3.7×104 Bq 孔 ,

作用14 h后收集细胞 ,液闪计数仪检测放射性核素每分钟闪烁

计数值。

1.7　统计学处理
　　数据用 x±s采用 Student' s test非配对 t 检验。

2　结果

2.1　DC形态学观察

　　脐血 CD34 +细胞培养至第 5 天以后 , 光镜下可见细胞体积

增大 ,胞体出现树枝状突起。扫描电镜观察 , 胞浆突起形成不

规则树枝样 ,细胞表面粗糙 , 有层叠状的皱襞。 透射电镜观察

细胞表面突起明显 ,细胞核形态不规则 ,多偏于一侧 , 胞浆内线

粒体丰富 ,偶见溶酶体。脐血单个核细胞贴壁 2 h后(主要为单

核细胞),加入细胞因子诱导 ,第 3 天即可见细胞胞体出现数枝

状突起 , 随着培养时间延长 , 细胞变大 , 不规则突起更加明显。
电镜下形态结构与 CD34 +细胞来源 DC 无明显差别(P>0.05)。

2.2　DC表型分析和扩增效率

　　脐血 CD34+在细胞因子 GM-CSF+TNF-α+FL+SCF+IL-4

的诱导下 ,生长迅速 ,细胞数量不断增加 , 10 d 左右细胞量达到

最多 ,以后细胞增殖渐缓。细胞总数约为培养前 CD34+细胞数

的 70 ～ 85 倍 , CD1a+ 、CD80+和 HLA-DR+细胞的比例分别为

(47.08±7.10)%、(68.00±7.30)%和(85.77±5.80)%。而脐血

单个核贴壁细胞在GM-CSF+TNF-α+IL-4 的作用下迅速分化成

熟 ,但培养后细胞总数仅为培养前的 1.2 倍 , CD1a+ 、CD80 +和

HLA-DR+细胞的比例分别为(41.30±5.20)%、(73.10±6.50)和

(81.10±11.30)%。从增殖效率来看 ,在本实验细胞因子组合
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的作用下 ,每 1×106 个脐血 MNC 中分离纯化的 CD34+细胞可

以扩增出约 3×106 的 CD1a+细胞;而 1×106 个 MNC 贴壁 2 h

后细胞数约为 1×105 ,诱导分化后可获得 0.5×105 的 CDla+细

胞。可见 ,前者扩增 DC 的效率明显高于后者。

2.3　DC刺激同种 T 细胞增殖反应

　　从脐血 CD34+细胞和贴壁细胞分化而来的 DC ,按不同比

例 ,即 1∶100、1∶50、1∶10 与同种T 淋巴细胞混合培养 , 均可以产

生明显的增殖效应。 1∶10 时刺激效果最为明显 , 细胞3H-TdR

的掺入率分别为(3 883±176)%和(3 266±201)%, 两组比较无

显著性差异 ,但两组分别与对照组 CPM 值(316±112)和(297±

76)比较有显著性差异。说明脐血 CD34+细胞和贴壁细胞诱导

分化形成的 DCs 均能刺激同种异体 T细胞增殖反应 , 有较强的

抗原提呈能力。

3　讨论

　　研究表明 ,在细胞因子作用下 ,外周血 CD34
+
单

核细胞 , 以及骨髓 、脐血和 G-CSF 动员后的外周血

CD34
+
细胞均可以在体外诱导分化为 DC 。外周血来

源方便 ,制备简单经济 ,所以采集肿瘤患者自体外周血
单核细胞诱导生成 DC已用于临床试验治疗 。但是肿

瘤患者经过放疗 、化疗后常会出现骨髓抑制和外周血
白细胞减少 ,难以从外周血中获得足量 DC 满足临床

需要。脐血来源广泛 、采集方便 ,免疫原性弱 ,同时富
含造血干祖细胞和单核细胞两种 DC 的前体细胞 ,有

可能成为 DC的较好的组织来源。

　　我们的实验结果表明 ,脐血 CD34
+
细胞在细胞因子

GM-CSF+TNF-α+FL+SCF +IL-4作用下 ,以及单核细
胞在GM-CSF+IL-4+TNF-α作用下 ,诱导生成的细胞均

具有典型的 DC 形态特征 ,表达高水平的 DC分化抗原

CD1a ,以及MHCⅡ类抗原递呈分子 HLA-DR和 CD80共

刺激分子 ,并具有刺激同种异体T 细胞增殖的能力。
　　可见我们从人脐血两种前体细胞中诱导扩增出的
细胞均具有良好刺激活性的 DCs ,脐血是 DC理想的来

源。脐血分离 CD34
+
细胞诱导分化可获得更大量的

DC ,而单个核细胞 2 h贴壁细胞诱生 DC 则更简单经

济 ,我们可根据不同目的对其进行选择 。
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细胞培养法应用聚乙二醇提高沙眼衣原体检测灵敏度初探

Preliminary study on the increased detective sensitivity to Chlamydia trachomatis by us-
ing polyethylene glycol in cell culture

刘官信 ,韦　红 ,吴仕孝　　(重庆医科大学附属儿童医院儿科研究所 , 重庆 400014)

　　提　要:目的　探讨聚乙二醇(PEG)提高沙眼衣原体(CT)细胞培养灵敏度的方法。方法　使用含有 PEG的生长培养

基增殖 CT标准株 ,用碘染色法检测 CT。并对 100 例新生儿肺炎鼻咽部标本 CT 进行检测。结果　用含 7%PEG 的生长培

养基培养增殖的 CT是不含 PEG生长培养基的 1.5 ～ 2.5 倍。 用于临床检测新生儿肺炎鼻咽部标本 , 包涵体数目明显增

多。结论　在 CT细胞培养中应用 PEG , 可提高检测 CT的灵敏度。含 7%PEG 的生长培养基最适合增殖 CT。

　　1956年我国汤飞凡教授首次用鸡胚卵黄囊培养

沙眼衣原体(Chlamydia trachomatis , CT)获得成功 。10

年后细胞培养成功 。此法特异性高 ,一直被认为是诊

断CT 的“金标准” , 且能检出病人是否存在活的病原
体 ,可作为疗效的判断 ,但其敏感性较低 。聚乙二醇
(Polyethylene glycol , PEG)是常用的细胞融合诱导剂 ,

用于 CT 的培养中可增加 CT 包涵体数目 ,从而提高

　　作者简介:刘官信(1950-),男 ,重庆市人 ,主管技师 ,主要从事细胞培养方面
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培养检测的敏感性。我们对 PEG在 CT 培养的作用及

最佳作用浓度进行了初步研究 ,报告如下。

1　资料和方法

1.1　标本采集
　　CT标准株 B TW-5(2×108 IFU ml),由我室保存。选择我院

住院的新生儿肺炎患儿的鼻咽部拭子共145 例, 置入 0.5 ml衣原

体运输保护液[ 0.2 mol L蔗糖-磷酸盐缓冲液(2SP)] ,含 3.3%胎

牛血清 ,链霉素50μg ml , 万古霉素50μg ml , 洗片刻后弃去。4 ℃

转运到实验室 , 24 h 内接种或贮存于-70 ℃待接种。
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