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Abstract:Objective　Tostud ythemethodfor generationlar ge2scalematuredendriticcellsfromnon prolifera2
tion progenitorsin patient’sblood. Methods　The procedureuses5%ABhuman plasmainthe placeof10%

fetalcalfserumandinvolvestwoste ps.Thefirstste pistoworkona5 ～72day2cultureof plastic2adherent

bloodmonoc ytecellsinmediumsu pplementedrhGM 2CSFandrhIL 24.Thesecondste pistoex posetomono 2
cyteconditionedmediummimicorTNF 2α. Results　Therewasnosi gnificantdifferenceobservedindendritic

cells yieldand purit ywhen5%ABhuman plasmare place10%fetalcalfserum.Dendriticcellsex posedto

monocyteconditionedmediummimicex pressahi gher percenta geofrestrictedmaturemarkerCD83 + and

strongerTcellstimulator yfunctioncom paringtoex posetoTNF 2α. Conclusion　Wesu ggestthatthesemature

dendriticcellswillbeeffectiveinvivoasad juvantforactiveimmunothera py.
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摘　要 :目的　探讨从患者外周血树突状细胞前体培养足够数量的树突状细胞及调控其成熟的方法。

方法　完全培养基用 5%人 AB型血浆代替 10%胎牛血清 ,培养过程分两阶段 ,第一阶段 :从患者外周血

分离出能黏附塑料的单核细胞 ,在 GM2CSF+IL 24存在条件下培养 5～7d;第二阶段 ,加入模拟单核细胞

条件性培养液或 TNF2α促进树突状细胞分化成熟。结果　5%人 AB型血浆代替 10%胎牛血清后 ,在树

突状细胞的获得率和纯度方面无统计学差异 ,模拟单核细胞条件性培养液使树突状细胞表达更高比例

的成熟标志 CD83 + ,具有更强的刺激 T细胞的能力。结论　通过以上方法培养的成熟树突状细胞将能

有效地应用于临床免疫治疗。
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0　引言

树突状细胞 (Dendriticcell,DC )是人体内功能

最强 , 也是体内唯一能活化静息 T细胞的抗原递呈

细胞。近年来国内外研究表明 ,DC 在体外和体内

都能诱导细胞毒性 T淋巴细胞发挥特异性肿瘤杀

伤作用 ,成熟的 DC是激发免疫反应的关键。但由

于体内 DC含量少 ,难以满足临床应用的需要 ,因此

获得大量成熟的 DC是临床应用的基础。本实验研

究了从患者外周血树突状细胞前体培养足够数量的

DC及调控其成熟的方法。

1　材料与方法

1.1 　试剂 　培养基 RPMI21640 购自 Gibco公司 ;

细胞因子人重组 IL24、GM2CSF、IL22、IL21β、PGE2、

IL26及 TNF2α购自 PeproTechEC 公司。荧光抗

体 :PE 标记的鼠抗人 CD14单抗、CD83单抗、HLA2
DR单抗、FITC 标记的鼠抗人 CD86单抗、CD40单

抗、HLA2A、B、C单抗及羊抗鼠二抗购自 Pharmin2
gen公司 ;MTT 和 DMSO 为 Sigma 公司产品 ;淋巴

细胞分离液购自上海试剂二厂 ,胎牛血清购自杭州

四季青公司 ,正常人 AB型血浆由广州市中心血站

提供。完全培养基两种 :一种为 RPMI21640+10%

胎牛血清 ,另一种为 RPMI21640+5%AB 型血浆。

1.2 　病例选择 　15 例经病理证实为肺癌患者 ,年

龄 29～78岁 ,平均年龄58.6 岁 ,男 11例 ,女 4例 ,鳞

癌 2例 ,腺癌 13例。

1.3 　DC 的体外培养及成熟 　采集肿瘤患者外周

血 20ml, 肝素抗凝 ( 20U/1ml ) 。将全血用 RPMI2
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1640 对倍稀释 ,充分混匀。取 50ml 离心管 ,加入

10mlFicoll 2PaquePlus (淋巴细胞分离液) ,在其上缓

慢加入 20ml 血液 ,2000 rpm 离心 20min, 小心吸取

富含单个核细胞的细胞层 ( PBMC) ,用 5 倍体积的

PBS洗涤 2 次 : 1500 rpm 离心 10min。用 RPMI2
1640洗涤 1 次 ,1500 rpm 离心 5min, 用0.2% 胎盘

蓝进行活细胞计数。10 例患者随机使用一种完全

培养液重悬细胞 ,调整细胞密度为 2×106/ml, 加入

12孔板 ,每孔 2×106 ,37 ℃5%CO 2培养箱孵育 2h。

轻摇培养板 ,用吸管取出上清及非贴壁细胞留作后

用 ,剩余的贴壁细胞用温 RPMI21640 洗涤 2 次 ,加

入 RPMI21640,24h 后小心取出上清 ,再加入完全培

养基内含 rhGM2CSF 1000U /ml,rhIL 24 1000 U/

ml,37 ℃5%CO 2 培养箱孵育 5～7 天收获未成熟

DC。含人 AB型血浆的完全培养基培养的 DC自第

6天始随机加入 TNF2α10ng/ml 或模拟单核细胞条

件培养液 ( monocyteconditionedmediummimic,

MCMmimic;IL 21β 10ng/ml 、PGE2 1μg/ml 、IL26

1000U /ml 及 TNF2α10ng/ml )第 9～10d 收获成熟

DC。

1.4 　DC 的获得率与纯度 　用倒置显微镜下观察

第 1、3、5、7 和 9 天的 DC生长及形态学变化情况 ,

进行 DC的获得率与纯度的计算。

DC获得率 =
第 9天收获的 DC细胞数
第 1天孵育的单个核细胞总数 ×100%

DC纯度 =
第 9天收获的 DC细胞数

第 9天收获的 DC细胞数 +单个核细胞数×100%

1.5 　流式细胞仪细胞表型检测 　用流式细胞标记

液 PBA(0.01M PBS+2%BSA+ 0.01%NaN3 )悬浮

细胞 5～10×105/ml, 加入离心管 (100μl/管) ,再加

入荧光标记的一抗 100μl, 单抗浓度为 5μg/ml,

4℃,30min,PBS 洗 2次 ,加入羊抗鼠 IgG荧光二抗

200μl/管 ,悬浮细胞 ,二抗浓度为 2μg/ml,4 ℃暗处

标记 30min,PBS 洗 2 次 ,细胞悬于含有 1%多聚甲

醛的 PBS荧光染色细胞保存液中。流式细胞仪 (美

国 Bio2RAD公司)表型分析。

1.6 　混合淋巴细胞培养 (MLR ) 　刺激细胞 :收集

第 9～10dDC 组 ,调整细胞密度为 1 ×106/ml, 加入

丝裂霉素 25μg/ml,37 ℃,30min 处理并充分洗涤 ,

再调整细胞密度为 10×104/ml 、2×104/ml 、1×104/

ml。效应细胞 :按上述方法分离同种异体来源的

PBMC, 调整细胞密度为 1 ×106/ml 。U 形底 96 孔

板 ,每孔加刺激细胞和效应细胞各 100μl, 每个样品

设 3 个复孔 ,并设空白对照。37℃,5%CO 2 培养

5d。加入 MTT20 μl,37 ℃5%CO 2孵箱培养 4h, 离

心 ,小心吸去 180μl培养液 ,加入 DMSO100μl,在微

量振荡器上振荡 15min。酶标仪 570nm 处测 OD

值 ,计算刺激指数 ,SI= 试验组 OD 值/对照组 OD

值。

1.7 　统计学处理 　使用 SPSS 10.0 软件进行数据

的多变量方差分析。

2　结果

2.1 　DC体外培养形态

患者外周血单个核细胞 ( PBMC) , 贴壁培养

2h, 获得贴壁细胞。第 1 天 ,细胞贴壁 ,体积小 ,多

为圆形 ,有少量半悬浮细胞 ;第 3 天 ,半悬浮细胞逐

渐增加 ,细胞呈聚集现象 ,体积略增大 ,有大突起 ;第

5天 ,大部分细胞脱壁悬浮 ,体积增大 ,形状不规则 ;

第 7天 ,细胞体积大 ,脱壁悬浮 ,有毛刺状突起 ;第 9

天 ,细胞突起变细 ,变多 ,为典型的 DC形状。

2.2 　DC获得率、纯度和成熟时间

完全培养基中用人 AB型血浆取代胎牛血清 ,

发现在 DC获得率、纯度和成熟所需时间上两者无

统计学显著性差异 ( F = 1.165 , P > 0.05 ,见表 1) 。

表 1　两种不同完全培养基培养 DC的比较

DC获得率 ( %) DC纯度 ( %) 成熟所需时间

含人 AB型血浆培养基 9.73 ±3.10 82.31 ±10.48 9.2 ±0.45

含胎牛血清的培养基 9.48 ±3.02 83.22 ±11.02 9.4 ±0.55

2.3 　DC细胞表型分析

经直接免疫荧光法测定 ,MCM2mimic和 TNF2α
诱导的第 9 天细胞均高表达共刺激分子 CD86、

CD80、MHC 分子 HLA2DR 和共刺激分子 CD40。

而 MCM2mimic组刺激的 DC和 TNF2α相比 ,CD83

上调性表达更为显著 ( F = 230.437 , P < 0.01 , 见表

2) 。

表 2　两种成熟刺激因子刺激 DC后的表型比较

TNF2α MCM2mimic

CD80 88.78 ±9.67 95.78 ±2.71

CD86 88.97 ±10.19 95.63 ±2.67

HLA2DR 93.05 ±8.86 96.64 ±2.20

CD40 77.68 ±10.12 84.16 ±6.78

CD83 28.72 ±3.91 82.98 ±6.97 3

　　与 TNF 组比 , 3 P < 0.01

2.4 　DC激发 T细胞增殖能力的测定

实验结果显示 ,患者体外培养的 DC 具有激发

同种异体外周血 T 细胞增殖的作用 ,且以 MCM2
minic诱导成熟的 DC刺激 T细胞增殖反应能力更

强 ( F = 37.67 , P < 0.01 , 见表 3) 。

3　讨论

DC作为体内唯一能活化初始 T细胞的抗原递
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表 3　两种成熟刺激因子刺激 DC后的增殖能力

1∶10 1∶50 1∶100

TNF 7.64 ±1.18 4.56 ±1.09 2.10 ±0.56

MCM2minic 13.36 ±1.58 3 11.04 ±1.11 3 9.32 ±1.21 3

　　与 TNF 组比 , 3 P < 0.01

呈细胞 ,其特点是高水平的表达与 T细胞激活有关

的第一信号和第二信号分子 (MHC2Ⅰ、Ⅱ类抗原和
B7～1、B7～2、CD40等共刺激分子) ,并能高效的摄

取和处理外源性抗原和向 T细胞递呈抗原 ,建立初

级免疫反应 ,这些特点使 DC成为一个理想的生物

免疫佐剂和肿瘤抗原载体[1,2] 。然而 ,天然存在的

DC的数量极少 ,广泛分布于机体所有组织和器官 ,

约占外周血中单个核细胞的 1%, 从而限制了在临

床上的应用。近年来采用细胞因子体外诱生 DC方

面已取得重大进展 ,满足了人们对 DC的研究需要 ,

使得科研工作者有机会去提高它的生物学效能。

DC一种来源于骨髓、脐血的很稀少但能增殖

的 CD34 +前体细胞[3] ,另一种来源于外周血的很多

但不能增殖的 CD14 +单核细胞 ( monocyte2derived

DCs,Mo 2DCs) 。在临床应用方面 , 与脐血、骨髓来

源相比 , 成人外周血来源 DC培养方法的好处除了

取材容易和供者适用性外 , 还具有成熟阶段易于调

控的优点。从外周血来源获取大量未成熟DC,使对

培养 DC进行调控并用于临床成为可能。特别是对

于肿瘤免疫的研究 ,外周血来源 DC是目前公认获

得成熟 DC的最佳途径[4] 。

目前 ,体外培养 DC的大多数培养基中加用胎

牛血清 ,而胎牛血清相对于人体是一种异体蛋白 ,应

用人体会产生过敏反应。为了更安全地应用于临

床 ,我们应用含人 AB型血浆的培养基进行培养 ,通

过相差显微镜、流式细胞仪观察 ,混合淋巴细胞反应

检测发现 ,在相同剂量细胞因子诱导下 ,同样可以得

到较高纯度和获得率、递呈能力强的 DC。

DC在分化成熟过程中具有未成熟 (immature )

与成熟 ( mature )两个阶段 ,这两个阶段的 DC 具有

不同的生物学特性与功能。研究表明成熟的 DC能

激发免疫反应 ,而不成熟 DC则引起免疫耐受。到

目前为止 ,有证据表明应避免使用不成熟的 DC,因

此种细胞是很差的免疫原并诱导产生调节性 T细

胞[5,6] 。GM2CSF 是诱导 DC 的关键因子 ,IL 24 可

抑制巨噬细胞形成。目前常用的促进 DC成熟的细

胞因子为 TNF2α。目前不清楚哪一种方法得到的
成熟DC诱导肿瘤特异性 T细胞反应最好 ,但MCM

或 MCMmimic 有成为标准的趋势。我们研究发

现 ,培养 6天的DC加入促成熟物质 TNF2α后 ,成熟

DC的特征标志 CD83 +达到 (28.72 ±3.91% ) ,而用

MCM2mimic后 CD83 +达到 (82.98 ±6.97% ) ,显著

高于 TNF2α组。应用 MCM2mimic促成熟的 DC激

发 T细胞的能力也显著高于 TNF2α组。从外周血
来源 ,经 GM2CSF+IL 24 培养所得 DC 多为未成熟

DC,这样的 DC脱离特定细胞因子环境后会完全改

变性状 ,显然不适用于临床应用[7] 。临床级 DC 必

须具有完全成熟 ,并具有稳定的性状 ,即便脱离体外

细胞因子培养环境 ,也能保持性质稳定。我们的研

究证实 ,体外培养 5～7天的 DC若脱离细胞因子 3

天内即变得贴壁 ,失去 DC性状 ,TNF 2α组使得部分
DC稳定 ,而经 MCM2mimic处理后的 DC,即便脱离

细胞因子 3 天仍保持 DC 的全部性状。这表明经

MCM2mimic处理后成熟、均一的 DC是适用于临床

应用的。

目前 ,肿瘤抗原体外冲击的 DC 疫苗回输治疗

肿瘤方法已经引起人们极大的兴趣。本研究建立了

适合临床应用的 DC分离、培养及鉴定的实验条件 ,

为今后肿瘤患者临床应用 DC疫苗提供了良好的基

础。
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