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树突状细胞(DCs )是目前发现的功能最强

的抗原提呈细胞 (APC) ，在抗肿瘤、抗感染 、移

植排斥和自身免疫疾病中发挥重要作用，迄今

已有用 DCs 过继回输治疗恶性肿瘤的临床报

道[ 1 ] 。 要获得足够数量的 DCs用于临床治疗，

外周血是较理想的来源。 我们自 1998 年底至

1999 年 6 月建立体外培养技术从外周血培养

DCs，现报告如下 。

材料与方法

一、标本来源

为两名健康志愿者。

二、民s 的培养

取静脉血 10 - 20时，肝素抗凝(终浓度为 50IUI

ml) ，经 2000rpm ， lOmin 离心，收集上层血浆备用。 压

实的血细胞用无钙、簇的 PBS 稀释、重悬浮后，轻轻加

到含淋巴细胞分离液(上海试剂二厂)的离心肾，室温

下 2000rpm ， 20min 离心，取界面细胞即外用血单个核

细胞(PBMNCs )o PBMNCs用 PBS 洗 2 次后，用完全

培养基，即含 1% 自体血浆的 RPMI1640 培养基 (Gib ­

∞)重悬浮 ，调整细胞密度为约 3 - 4 X 106 细胞In让，取

5 ml 加入T-25 塑料培养瓶(臼ming) ， 37'C , 5 %α马孵

箱培养。 1h 后 ，吸除非贴壁的 PBM'\!Cs，并用 PBS 轻

轻洗去非贴壁细胞 ，再加入 4 ml 含细胞因子的完全培

养基继续培养，细胞因子为 : rhIL-4 ( Phanningen) 

800 IU/mI和 rhGM-CSF(Ki rin ，中国膜麟绳鹏生物药业

有限公司惠赠 ) 1000IU/ml。 于培养的第 3、5 、 7 ， 9 天各

增加 1m! 新鲜的完全培养基，并添加细胞园子，剂量如

下:

第 3 天 rhIL-44000 IU , rhGM-CSF 5000 IU 

第 5 天 rhIL-44800 IU , rhGM-CSF 6000 IU 

第 7 天 rhIL-45600 IU , rhGM-CSF 7000 IU 

第 9 天 rhIL-46400 IU , rhGM-CSF 8000 JU , rhT­

:'-JFα(Pharmingen)8000 IU 佼 rhIL-4和 rhGM-CSF 终

浓度不低于初始浓度。 第 12 天收集所有非贴壁细胞。

三、超微结构分析

民s悬液经离心，沉淀的细胞用 3 %戊二醒1. 5 %

多聚甲M固定，经 PBS 擦洗后用 1%俄酸固定，梯度乙

醇-丙朋脱水，超薄切片，铅铀染色后 ， 经 Hu- 1 2A 透射

电镜观察，摄片 。

四、细胞表型分析

收获的民s 用 PBS 洗 涤并重悬浮后，将 PE 或

FITC 标 记的鼠抗人 CDla (harmingen) 、 CD14 (Im­

munotech)~ HLA-DR( Immunotech) 加入四马的 PBS

悬液， 4'C暗处放置 30 min ， 用 PBS 洗涤后在 FACScan

(Becton-Dikinson)检测，CellQuest 软件分析。

五、同种混合淋巴细胞反应

l 反应细胞的制备 取与田二气来源不同的健

康志愿者外周血，肝素抗凝，用淋巴细胞分离液梯度密

度离心分离 PBMNCs， PBS 洗 2 次后用含 10 %胎牛血

清(FBS，杭州 四季青生化公司)的 RPM11 640 培养基悬

浮， WJ整细胞浓度为约 5 X 107 /时，注入自制的 T 细胞

尼龙毛柱(尼龙毛为上海化纤九厂产品 )， 3TC 温 ff 1h 

后，用上述培养基冲洗出非粘附细胞作为反应细胞。

反应细胞用 PBS 洗涤并用上述培养基重悬浮，训整细

胞密度为 2 X 106 /ml 备用 。

2 刺激细胞的制备 收获的民吕用 PBS 洗涤

后用含 10 % FBS 的 RPMI L640 培养基悬浮 ，调整细胞

浓度为 5 X LQ5 /1时，加入丝裂霉素 C( 日本协和发酵工

业株式会社) ， 25μglÍ时 ， 3 7'C 温育 45 分钟后，用 PBS 洗

2 次，并用上述培养基重悬浮 ，作为刺激细胞，取与配s

来源相同的健康志愿者外用血分离 PßM)JCs，经上述

丝裂霉素 C处理后用上述培养基悬浮作为对照刺激细

胞。

3. 混合淋巴细胞反应 在 96 孔塑料培养板

(Corning) 加入刺激细胞 I 反 L03 ;孔、 3 反 103 /孔、 1 X 

104 /孔，每组 2 孔， 每孔再加入反应细胞 2 X 105 ，终体

2000 年 2 月 17 日收到， 2000 年 8 月 20 日 接受 。
本文承蒙美国哈佛大学医学院研究员刘立明博士

指导，特此致谢。

细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志



第 23 卷第 1 期 细胞生物 学杂志 41 

积 200μ! ， 37'C ， 5%m 孵箱培养 96h，培养结束前 16h

加3H-TdR(上海原子核研究所 ) 1μCi/孔 。 收集细胞，

T口Carb 2300TR 液闪分析仪(Packard 公司)检测，结果

用 2 孔均值表示。

六、rhlL-3 和重组人干细胞因子 (rhSCF l对配s 产

率的影晌

取一健康志愿者外周血，肝素抗凝，分离 PBM

'-JC沽，用培养民s 的完全培养基悬浮，调整细胞浓度为

3 X 106/ml ，分成 4 组，每组 3 孔，每孔 1rnl ，分别加入 6

孔塑料培养板(Coming) ，置 37'C , 5% C马孵箱温育 1h

后，去除非贴壁细胞，重新加入含细胞因子的完全培养

基继续培养。 细胞因子为 :

第 1 组 : rh IL-4(800 IU/ml) , rhGM-CSF(lOOO IU/ 

ml)和 rhTNFα(50IU/ml)

第 2 组 : rhIL-4 , rhGM-CSF , rhTNFα 和 rh l L-3

(Kirin 惠赠， 50 ng/rnl) 

第 3 组 : rhIL-4 , rhGM-CSF , rhTNFα 和 rhSCF

(Kirin 惠赠， 50 ng/ml ) 

第 4 组 : rhIL-4, rhGM-CSF , rhTNF a , rhlL-3 和

rhSC万

培养第 5 天加含相应细胞因子的完全培养基 1 ml 

继续培养，第 8 天收获各孔非贴壁细胞，分别计数，然

后将同一组的细胞混合， PBS 洗涤后 FACScan 检测细

胞免疫表型 。

结果

一、DCs 的生成

贴壁的 PBMNCs经 3-4 天培养 ，相差显

微镜下可见散在的悬浮细胞有短的突起，培养

7 - 10 天 ， 大部分悬浮细胞有伸长的大量毛刺，

为典型的 DCs 形态(图版图 1 ) 。 培养第 12 天

收获悬浮细胞的细胞数见表 1 。

表 1 贴壁的 PBMNCs培养 肮s 的得率和免疫表型

标本 细胞数 CD1a+ HLA-DR + CDl4 + 
× 105 / 1 x 107PBl\心~Cs % % % 

1 7.2 35.22 43 . 99 17.99 

24.3 22 . 05 36.40 4. 80 

二、超微结构分析

收获的细胞在透射电镜观察见多数细胞有

伸长的突起，胞浆洛酶体少，未找到 Bir忱ck 颗

粒(图版图 2) 。

三、DCs 的免度表型

见表 1 。

四、同种混合淋巴细胞反应

如图 1 示 ， 少量 DCs 可剌激同种淋巴细胞

增殖。

cpm 1 口刚NC. J!1附细胞

4ω。 因 DC.为刺激细胞

3 锁闭

2 创)()

l 侃"

I x l0 3 

细胞数

图 1 配s 刺激同种淋巴细胞反应

五、 rhIL-3 和 rhSCF 对 DCs 得率的影晌

如表 2 示，在培养体系中加入 rhIL-3 和

rhSCF不能增加 DCs 得率，免疫表型也无明显

改变。

表 2 rhIL.3 和 rhSCF对配s 培养得率和免疫表

型的影晌

细胞因子 细胞数 CD1 a+ 阳λ-DR + CDl4 + 
X L05 / 1 x L07PßMNCs % % % 

(云 1 SE , n = 3) 

不加 I L-3 或 SCF 2. 031 o. 68 20. 05 27. 85 6. 50 

加 IL-3 2.43 土 0.35 25.35 31. 74 7.16 

力o SCF 2.3610.42 25.12 30.96 4. 54 

加 IL-3 和 SCF 2.0710.91 26. 17 32.00 6.79 

讨 论

DCs 有多种细胞来源，大多数 DCs 来源于

髓系干细胞，此外，还有淋巴系干细胞来源的胸

腺内 DCs和来源尚不明的滤泡 DCs，它们各司

不同的功能[ 2 ] 。 骨髓来源的 DCs分布于除脑

以外的全身各脏器，含量极微，为初始 T 细胞

免疫反应的激活所必需。

从人外周血产生大量 DCs 可以用分离的
CD34 + 细胞[ 3 . 4 J 或用贴壁的 PBMì\ICS[ S.6 ] 在含

细胞因子如 rhGM-CSF、 rhTNFα， rh IL-4 等的

培养基培养生成。 本文用贴壁的 PBM:-JCs 在

含有 rh IL-4 , rhGM-CSF 和 rhTNFα 的条件下
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培养，获得的细胞在相差和电子显微镜下有典

型的 D03 形态学特征，表达 MHC II 类分子

HLA-DR 和成熟 DG 的特异性标记 CD1a，少

量细胞能剌激同种异体淋巴细胞增殖，这些均

符合鉴定 OCs 的标准。与国内、外类 似 研

究[ 5 ， 6] 比较，我们培养 DCs 的得率与之接近。

按治疗用 DG 的细胞数 5 X 1 06 的要求 [汀 ，采集

200-400 ml 外周血可以满足。不过所获细胞

的 HLA-DR 和 CD1a 阳性率较低，可能与培养

体系含较少血浆(或血清)(本文用 1 %，类似的

研究用 10%)有关。

CD34 + 细胞是 D03 的祖细胞，体外分离的

CD34 ' 细胞在 rhGM-CSF[3 J或 rh IL-3 [ 4J与 rhT­

NFα 协同作用下可形成有典型 D03 形态的细

胞，电镜下可见 Birbeck 颗粒，为树突状 Langer­

hans'DCs，在培养体系中加入 SCF[8J 或 Fl t3 配

体 [9]可显著增加 D03 的产量。 本文从贴壁的

PßMNCs 培养 DCs，收获的细胞在电镜下未见

Birbeck 颗粒，在培养体系中加入 rhSCF 和/或

rhILr3 ，收获细胞的得率及其中的 CD1a+ 和

HLA-DR+ 细胞比例均无明显增加，说明这些细

胞来源于 PBMNCs 中的单核细胞而不是

CD34 + 细胞，所获的细胞与上述树突状Langer

hans ' DCs 不 同，接近皮肤间质性 DCs(dermal

interstitial D03) [ 2 J 。

本文的培养方法除了能从 PBMNCs 获得

较高数量的 DCs 外还有以下优点 : ( 1 ) 从塑料

贴壁的 PBMNCs 培养生成，没有 CD34 + 细胞分

离过程，简便、经济 ;(2) 培养体系中除了即­

MI1640 培养基及细胞因子 rhGM-CSF、 rh IL-4

和 rhTNFα 外无其他外源物质; (3)用自体血

浆代替 F邸，避免外来抗原对 D03 的刺激，这

一点对 D03 用于免疫治疗非常重要 ; ( 4 ) 采取

隔日增加培养液的"换液"办法，不仅减少细胞

损失，而且降低污染危险。 这些方面均较适应

…• 

临床治疗需要，可以作为获得大量 DCs用于临

床免疫治疗的很好方法。

摘要

本文用塑料贴壁的外周血单个核细胞

(PBMN03) 在含自 体血浆 、 rhGM-CSF、 rhIL-4

和 TNF.α 的 RPMI1640 培养基 ， 37'C , 5% CÜz 

湿化空气培养树突状细胞 (DG) 。 经 10 天培

养，可获得大量具 DCs 形态学特征的细胞，其

有很强的剌激同种淋巴细胞增殖功能，约 30%

的细胞表达 HLA-DR 和 CD1a。 健康志愿者每

1 x 107pBMNCs 可收获细胞约 5 X 105 0 本文
培养方法产率高，培养体系简单，用自体血浆代

替小牛血清 ， 培养过程简便，这些均适应临床治

疗要求 。

关键词:树突状细胞 细胞培养 外

周血
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EX VIVO CULTURE OF DENDRITIC CELLS 
FROM PERIPHERAL BLOOD 

CJ-IEN J un Min 铮 WEI Xiu Mei' CJ-lEN Zhi Zhe" 

( 'The First AffiLiatpd Hosρiωl of Fuj ian Medical University , Fuzhou 350005 ) 

( **F，问jian Institute o.f H.凹ωωlogy ， Union Hosρrωl of Fujian Medical University , Fuzhou 350001 ) 

ABSTRACT 

43 

In order to set up an ex vivo culture procudure oblaining IXS from peripheral blo:对， periphera l blα对 cells were ∞llected 

fr，αn h臼l thy volunteers. Plastic-adherent peripheral blα对 mononuclear cells( PBMNCs) we陀 cultu red in PRM I 1640 mediun1 

∞ntaining autologous plasma , rhGM-CSF , rhIL-4 and rhTNFαat 3 T'C ,5 % c:üz humidified atmosphere. After 10 days of 

cullure we ∞llected 1缸苞e quanti ty of cells exhibiti ng a characteristic dendritic cell morphology and polential capabi li ty to slim­

ulale allogeneic lymph∞yte proliferation . Cytomelric analysis showed lhat some 30 % of cells expressed HLA cla'>S- II al1l igen 

HL八 DR and lhe characleristic marker of malure [X二s CDla. About 5 x 105 cells ∞uld be oblained from 1 x 107PBMl'lCs of 

h巳a l lhy volunl优r. The advanlages o[ lhe pr∞edure were higher 因主 product ion ， less reagents needed in culture s)"item , un­

laboured pr∞edure and unex阳sure to xenc毡en i c antigen. All these are sui table for pur归se in the setting of cl inical praclice 

Key words: Dend.ritic ceIls CeIl cuJture Peripheral bI例时

日臭神经革肖细胞的培养纯化及体外生长特性 祷

杨浩 王春婷程华玲鞠躬

(第四军医大学全军神经科学研究所细胞生物学研究室 西安 710032) 

神经再生的问题一直是困扰着神经科技工

作者的难题，近年来， 随着神经细胞生物学 、分

子生物学、神经生理学、神经移植的飞速发展，

使得中枢神经系统(CNS)损伤与再生的研究有

了突破性的进展。 嗅神经轴'细胞 (o]factory en ­

sh eathing cells , OECs)作为一种具有 CNS 星形

胶质细胞、少突胶质细胞和外周神 经 系统

(PNS)雪旺氏细胞特性的特殊细胞类型，已被

广泛用于神经系统(NS)损伤的细胞移植研究。

OECs 以它独具一格细胞学特性使得 CNS 再生

潜力得以发挥，已有研究表明 [ 1 - 7] 移植在中枢

神经损伤处的 OECs 能形成细胞桥引导神经突

起生长，并向很远距离延伸 。 使中枢神经损伤

得以修复。 OECs作为移植材料，其需求量大，

纯度要求高，活性要求好，因此必须通过体外培

养纯化获得 ， 本实验通过观察成年大鼠 OECS

的体外生长特性，比较不同时期细胞的活性，结

合嗅球组织的细胞生长和细胞学等特性得出了

一种简单 、快捷的纯化方案 ，为移植提供了活性

较好的 OECS。

材料和方法

1 材料和试剂

2 . 5 月的 SD 大鼠(第四军医大学实验动物中心提

供 ) ， DFI2 培养基 ， 胎牛血 ?古 (FCS) (GIBCO 产品) , 

Forskol i n ，牛垂体提取液 (BPE) 、阿糖胞背(Ara-C) ，膜

蛋白酶，膜蛋白酶终止剂， EDTA ， DM白， M了r ， Poly-L­

lysi ne(SIGMA 产品) ， DI -仅2日 ， p75抗体 ， 25cm2 塑料培

本文 2000 年 7 月 30 日收到， 12 月 5 日接受 。
祷国家"973 "课题资助项目 。
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