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胃癌患者外周血来源树突状细胞诱导培养及

表型分析

张坤１，余佩武１，高朋芬２，饶云１

（第三军医大学西南医院 １．普通外科 ２．眼科，重庆 ４０００３８）

　　摘要：目的　分析胃癌患者外周血单个核细胞，经诱导培养获取树突状细胞（ＤＣ）的形态学特
点及表面分子表达的特点，为基于 ＤＣ的胃癌生物学治疗提供实验基础。方法　胃癌患者外周血单
个核细胞经 ＧＭＣＳＦ，ＩＬ４及 ＴＮＦα诱导培养，获取成熟 ＤＣ。利用光镜、电镜观察其形态特点。利用
流式细胞术检测其表面分子表达特点。结果　诱导培养 ７ｄ即可获取成熟 ＤＣ，细胞表面出现大量典
型树枝状突起；细胞表面分子表达随细胞的成熟而逐渐升高，至培养 ７ｄ时逐渐趋于稳定。结论　胃
癌患者外周血单个核细胞经 ＧＭＣＳＦ，ＩＬ４及 ＴＮＦα诱导培养，可获得大量成熟 ＤＣ。所获取 ＤＣ具备
典型形态学特点及表面分子表达特点。该研究结果可作为胃癌生物学治疗进一步研究的基础。
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　　胃癌是严重威胁人类健康的高发恶性肿瘤之
一，传统的治疗手段，如手术、放疗、化疗的治疗效
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果均较差，不能显著提高胃癌患者的 ５年生存率。

近年来基于树突状细胞（ｄｅｎｄｒｉｔｉｃｃｅｌｌ，ＤＣ）的抗肿

瘤生物学治疗，为克服胃癌的威胁带来新的希望。

ＤＣ广泛分布于全身各脏器，但数量很少，仅占外周

血单个核细胞总数的 １％以下。因此获取一定量有

功能的 ＤＣ是进一步研究其生物学特性的关键。本

实验采用贴壁培养法，自胃癌患者外周血诱导培养

获取大量具有典型形态学特征的 ＤＣ，分析其形态



　第３期　　　　　 张坤，等：胃癌患者外周血来源树突状细胞诱导培养及表型分析

特点及表面分子表达变化的特点。

１　材料与方法

１．１　主要试剂

ＤＭＥＭ培养基（ＧｉｂｃｏｌＢｒｌＵＳＡ），淋巴细胞分离

液（ＴＤＢ），重组人单核巨噬细胞集落刺激因子（ｒｈ

ＧＭＣＳＦ，ＰｒｏｍｅｇａＵＳＡ），重组人白细胞介素 ４（ｒｈＩＬ

４，Ｒ＆ＤＳｙｓｔｅｍ），肿瘤坏死因子 α（ＴＮＦα，Ｒ＆ＤＳｙｓ

ｔｅｍ）。

１．２　实验方法

１．２．１　胃癌患者外周血 ＤＣ的分离培养　 无菌、

肝素钠抗凝胃癌患者外周全血 ８０ｍＬ。淋巴细胞分

离液（Ｆｉｃｏｌｌｐａｑｕｅ）２５００ｒ／ｍｉｎ，３０ｍｉｎ离心，分离

并收集单个核细胞。１０００ｒ／ｍｉｎ，１０ｍｉｎＰＢＳ离心

洗涤细胞 ２次。用经 ３７℃预温、含 １０％胎牛血清

的 ＤＭＥＭ 培 养 基 充 分 吹 打 重 悬 离 心 沉 淀 细 胞。

３７℃，饱和湿度，５％ＣＯ２孵育箱静置培养。２．５ｈ

后吸除培养基，去除未贴壁细胞，并加入细胞因子

使其终浓度为 ｒｈＧＭＣＳＦ１００ｎｇ／ｍＬ，ｒｈＩＬ４５０ｎｇ／

ｍＬ。２４ｈ后补加细胞因子 １次。静置培养 ６ｄ后，

加入 ＴＮＦα２０ｎｇ／ｍＬ，第 ７天收获 ＤＣ。

１．２．２　ＤＣ形态学观察　 取均匀悬浮生长的 ＤＣ，

倒置显微镜下观察其形态特点并拍照。取均匀悬

浮 ＤＣ，送扫描电镜及透射电镜检查，观察其超微结

构特点。

１．２．３　培养 ＤＣＣＤ８３，ＣＤ１ａ，ＣＤ８０及 ＨＬＡＤＲ表

型检测　 培养第 ３，７，１４天，分别取悬浮生长 ＤＣ，

制备 均 匀 单 细 胞 悬 液。ＰＥＣＤ８０，ＰＥＣＤ１ａ，ＰＥ

ＨＬＡＤＲ，ＰＥＩｇＧ１（对照），ＦＩＴＣＣＤ８３，ＦＩＴＣＩｇＧ２ｂ

（对照）直标荧光单克隆抗体，充分震荡均匀染色

（４℃，避光，３０ｍｉｎ）后，行流式细胞仪细胞表型检

测。

１．３　统计分析

所得数据取平均值，以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）

表示；采用 ＳＰＳＳ统计程序进行统计分析；均数的比

较用 ｔ检验及单因素方差分析，率的比较用卡方检

验及多个独立样本比较的秩和检验，确定差异显著

性。Ｐ＜０．０５为统计学差异的界值。

２　结　果

２．１　培养的 ＤＣ形态特点

ＤＣ诱导培养第 ２天，可见细胞聚集成团，悬浮

生长，多为比较规则的圆形，细胞表面尚未形成明

显的毛刺样突起。培养第 ７天，细胞数量增多，分

散悬浮生长，细胞表面有大量细小毛刺样突起形成

（图 １）。培养第 ７天透射电镜观察，可见悬浮生长

ＤＣ细胞表面具有典型的形态学特征 －由胞膜伸出

长短不一的突起，细胞核形状不规则，多偏于一侧；

胞浆中富含线粒体，吞饮小泡及大泡较多，溶酶体

较少（图 ２）。扫描电镜观察，ＤＣ表面粗糙，胞体向

周围伸出大量树枝状或裙褶状不规则突起，使细胞

表面呈现密集的绒毛状（图 ３）。

图 １　ＤＣ诱导培养第 ７天（倒置显微镜 ×２００）

图 ２　ＤＣ诱导培养第 ７天（ＴＥＭ×４０００）

图 ３　ＤＣ诱导培养第 ７天（ＳＥＭ×２５００）

９７１
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２．２　培养 ＤＣＣＤ８３，ＣＤ１ａ，ＣＤ８０及 ＨＬＡＤＲ表
型检测

ＤＣ诱导培养第 ７天，第 １４天细胞表面分子表

达与培养 ３ｄ比较，经统计学分析有非常显著性差
异（Ｐ＜０．０１）。而培养第 ７天与第 １４天比较差
异无显著性（Ｐ＞０．０５）（图 ４，附表）。

（１）ＦＩＴＣ对照 　 （２）ＣＤ８３　

（３）ＰＥ对照 　 （４）ＣＤ８０　

（５）ＣＤ１ａ　 （６）ＨＬＡＤＲ　
图 ４　培养 ７ｄＤＣ表型流式图

附表 　 ＤＣ表型表达的变化（ｘ±ｓ，％）

时相点（ｄ）
细胞表型

ＣＤ８３ ＣＤ１ａ ＣＤ８０ ＨＬＡＤＲ

３ 　　７．５６２±０．１７９ 　　３．２２４±０．３７６ 　　７．３８±０．０９３ 　　１２．７６±０．２４０

７ 　　７５．５４±０．７２６１） 　　６４．９４±０．５１６１） 　　６１．５６±０．２７３１） 　　６２．５±０．６５７１）

１４ 　　７６．０４±０．０９５１），２） 　　６７．９６±０．３８４１），２） 　　６５．６６±０．５５６１），２） 　　６７．４８±０．２８０１），２）

　　　　注：１）与培养３ｄ比较，Ｐ＜０．０１；２）与培养７ｄ比较，Ｐ＞０．０５

０８１
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３　讨　论
ＤＣ是机体内重要的专职抗原提呈细胞（ａｎｔｉｇｅｎ

ｐｒｅｓｅｎｔｉｎｇｃｅｌｌ，ＡＰＣ）。ＤＣ捕获、加工处理抗原后将

抗原信息进一步提呈，激活后续特异性细胞和体液

免疫反应［１］。因此，ＤＣ在自身免疫性疾病、移植物

排斥 反 应、肿 瘤 免 疫 治 疗 及 人 类 免 疫 缺 陷 病 毒

（ＨＩＶ）感染治疗等方面都具有重要意义［２］。人体

内 ＤＣ大多处于成熟状态，表达低水平的共刺激分

子和黏附分子，体外激发同种混合淋巴细胞反应

（ＭＬＲ）的能力较低，但具有极强的抗原内吞能力，

在摄取抗原或接受某些刺激因素（如 ＬＰＳ）后则可

以分化成熟。ＤＣ系统作为机体内免疫反应的启动

子和调节子，具有激活 ＣＤ８＋ＣＴＬ和 ＣＤ４＋Ｔ辅助

细胞的能力，控制着机体内的免疫反应过程。成熟

的 ＤＣ是机体内最有效、功能最强的 ＡＰＣ，通过激活

辅助性 Ｔ细胞（Ｔｈ）和杀伤性 Ｔ细胞（Ｔｃ），甚至 Ｂ

细胞，诱导逐步放大的级联特异性免疫反应，因而

已成为抗肿瘤免疫的中心环节。ＤＣ对 Ｔ细胞的激

活，依赖主要组织相容性复合体（ＭＨＣ）递呈的特异

肿瘤抗原与受体结合以及抗原递呈细胞表面的共

刺激分子与 Ｔ细胞表面特异受体结合的双信号激

活途径［３］。目前研究表明：ＣＤ８３是成熟 ＤＣ所特有

的膜标志分子，成熟 ＤＣ表面同时还可以表达丰富

的协同刺激分子（Ｂ７），主要包括 Ｂ７１（ＣＤ８０）和

Ｂ７２（ＣＤ８６），通过和 Ｔ细胞膜表面的相应配体

ＣＤ２８和 ＣＴＬＡ４相 互 作 用 而 活 化 Ｔ辅 助 细 胞

（Ｔｈ），并使 Ｔｈ细胞产生大量细胞因子，如白细胞介

素 ２（ＩＬ２），ＩＬ６，干 扰 素γ（ＩＦＮγ），ＧＭＣＳＦ，

ＴＮＦα等，进一步调节活化的 Ｔｈ细胞，以增强机体

的细胞免疫和体液免疫功能，发挥主动免疫的抗肿

瘤作用。

目前一致认为，ＤＣ是具有典型树枝状突起，膜

表面高表达 ＭＨＣＩＩ类分子，能移行至淋巴器官和

刺激初始型 Ｔ淋巴细胞增殖活化，并具有一些相对

特异性表面标志的一类细胞，在分布和功能上表现

出很强的异质性。与 ＤＣ的抗原提呈功能相适应，

成熟 ＤＣ具备 ４个主要特征：（１）细胞形态不规则，

细胞膜具有较强的伸缩能力，甚至可以扩展到数百

微米；扩展的形式主要有树突、伪足、面纱等，表现

为细胞表面的大量树枝状突起。（２）细胞表面具有

丰富的有助于抗原提呈的分子，如高表达 ＭＨＣＩ，

ＩＩ，共刺激分子 Ｂ７１，Ｂ７２，细胞黏附分子 ＩＣＡＭ１，

ＩＣＡＭ３以及淋巴细胞功能相关抗原３（ＬＦＡ３）等。

（３）在混合淋巴细胞反应中具有激活静止 Ｔ淋巴细

胞的能力。（４）具有向局部淋巴细胞 Ｔ细胞区迁移

的能力；不同淋巴器官内的 ＤＣ表型存在差异，可能

与其功能有关。

本实验通过将获取的胃癌患者外周血单个核细

胞经细胞因子体外诱导分化，获得具有典型光镜、

电镜形态特征的 ＤＣ。ＤＣ表面毛刺样突起随着细胞

的分化成熟而逐渐增多，与既往研究中所发现的体

外诱导培养 ＤＣ表面树枝状突起随培养时间推移而

增多、变长的形态变化规律相符。文献［４］报道，体

外诱导培养的 ＤＣ至 ７ｄ左右其表面分子到达较高

水平且趋于稳定。本实验结果显示，诱导培养 ７ｄ

后，其细胞表面分子表达分别与培养早期比较相差

非常显著（Ｐ＜０．０１），与文献报道结果相一致。

ＤＣ主要分为髓系和淋巴系来源两大类：骨髓来

源的 ＤＣ分布较为广泛，参与抗原的摄取、加工和处

理，提呈抗原给 Ｔ淋巴细胞并引起 Ｔ细胞的活化。

ＤＣ前体细胞由骨髓进入外周血，再分布至全身各

组织。ＣＤ３４＋干细胞经 ＧＭＣＳＦ和 ＴＮＦα刺激后

可出现含有粒细胞、巨噬细胞、ＤＣ三系细胞的克

隆。淋巴组织起源的 ＤＣ则主要分布于胸腺髓质和

脾脏 Ｔ淋巴细胞聚集区，可杀伤表达 Ｆａｓ的被激活

Ｔ淋巴细胞，限制 ＣＤ８＋Ｔ细胞增殖，诱导对自身及

部分外来抗原的免疫耐受。

作为 ＤＣ来源的巨噬 －ＤＣ二向分化祖细胞，在

不同微环境、不同细胞刺激因子和不同诱导分化途

径中，可分化为巨噬细胞或者 ＤＣ。有学者［５］发现，

在 ＤＣ培养基中仅加入 ＧＭＣＳＦ和 ＩＬ４只能培养出

不成熟的 ＤＣ，只有加入另外的一种或多种细胞因

子（如 ＴＮＦα，ＩＦＮβ，ＩＦＮγ，ＩＬβ，ＰＧＦ２等）才能诱

导出成熟的 ＤＣ。由于非成熟的 ＤＣ与成熟的 ＤＣ功

能差异大，非成熟 ＤＣ的抗原摄取功能强，而成熟

ＤＣ刺激 Ｔ细胞反应能力强，因而在应用 ＤＣ进行免

疫治疗时，宜依据应用目的选择不同发育程度的

ＤＣ。在决定 ＤＣ是否可以发育成熟的调控因素中，

ＧＭＣＳＦ，ＩＬ４，ＴＮＦα是极其重要的三大细胞因子，

其中 ＧＭＣＳＦ和 ＩＬ４使 ＤＣ前体细胞向巨噬细胞分

化受抑制［６］，使之分化成为 ＣＤ１４－ＣＤ１ａ－的非成

熟 ＤＣ。另 外 ＩＬ４还 充 当 Ｔｈ２细 胞 诱 导 的 ＩＬ１２

ｐ７０的辅助因子，加强具有生物活性的 ＩＬ１２ｐ７０
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异二聚体的产生，使 Ｔｈ２细胞辅助细胞免疫，增强

抗肿瘤免疫。加入 ＴＮＦα后，ＤＣ前体细胞即分化

成为 ＣＤ１ａ＋ＣＤ８３＋的成熟 ＤＣ［７］；用 ＣＤ３４＋的 ＤＣ

前体细胞培养成熟 ＤＣ时，会出现相同现象。外周

血来源的 ＤＣ只有在 ＴＮＦα存在时才表达成熟 ＤＣ

的特征性表面抗原 ＣＤ８３＋，且 ＴＮＦα介导 ＤＣ的进

一步成熟［８］。另外，ＦＬＴ３配体（ＦＬＴ３ｌｉｇａｎｄ）作为

一种能够刺激早期造血的细胞因子，可调节最原始

的造血干／祖细胞的增殖和分化［９］。其与 ＧＭＣＳＦ，

ＩＬ４，ＴＮＦα或 ＩＦＮγ联合应用，可促进来自骨髓的

ＣＤ３４＋祖细胞分化、发育产生 ＤＣ。

本实验中在 ＤＣ培养过程中加入 ＧＭＣＳＦ，ＩＬ４，

诱导单个核细胞向 ＤＣ方向生长分化［１０］，同时抑制

粒细胞、巨噬细胞的产生，可获得纯净 ＤＣ，维持诱

导培养 ＤＣ的强抗原提呈能力［１１］；加入 ＴＮＦα促进

ＤＣ的成熟，使 ＤＣ具有强的刺激 Ｔ淋巴细胞的活

性［１２］。结果获得具有典型形态学及细胞表面分子

表达特征的 ＤＣ，且细胞数量较多，可以满足进一步

研究的需要。
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第四届布 －加综合征诊疗进展学习班暨全国首届肝脏血管学术研讨会
征文通知

由郑州大学（原河南医科大学）第一附属医院主办的国家级继续医学教育项目·第四届布 －加综合征诊疗进展
学习班暨全国首届肝脏血管疾病学术研讨会［项目编号：２００５－０４－０１－０５０（国）］定于 ２００５年 ５月在郑州召开，
届时将邀请国内知名专家、教授做专题学术讲座和手术演示，欢迎从事肝脏血管疾病相关的内科、外科、影像和护理

等医务人员踊跃投稿并参加会议。参会代表将获得国家级继续医学教育 Ｉ类学分 １２分。
征文内容：肝脏血管疾病（包括门静脉、肝动脉和肝静脉等）的基础与临床研究；微创技术在肝脏血管疾病诊疗中

的应用；内镜在门静脉高压症诊疗中的应用；影像学在肝脏血管疾病诊疗中的应用；肝脏血管疾病手术的护理体会。

征文要求：参加会议的论文必须是未公开发表过，用 Ｗｏｒｄ格式打印，附 ５００字左右的摘要，注明作者单位及联系
地址，欢迎以电子邮件形式投稿。

截稿日期：２００５年 ４月 ３０日　收稿地址：郑州市建设东路 １号·郑州大学第一附属医院普外科 党晓卫（请在信

封上注明会议征文）　邮政编码：４５００５２　联系电话：０３７１－６９６４３０８　电子信箱：Ｖ１－ｉｎｓｔｉｔｕｔｅｌ０８６＠１６３．ｃｏｍ

郑州大学第一附属医院继续教育办公室

２００５年 ２月 ２０日
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