
第１６卷第９期
２００７年９月

中国普通外科杂志

ＣｈｉｎｅｓｅＪｏｕｒｎａｌｏｆＧｅｎｅｒａｌＳｕｒｇｅｒｙ
Ｖｏｌ．１６　Ｎｏ．９
Ｓｅｐ．　２００７

　　文章编号：１００５－６９４７（２００７）０９－０８５９－０５
·基础研究·

大鼠未成熟树突状细胞体外扩增及功能鉴定

李纪鹏，黄怡，王为忠，董光龙，杜建军 ，陈冬利，季刚，刘骥

（第四军医大学西京医院 胃肠外科，陕西 西安 ７１００３２）

　　摘要：目的　探讨建立大鼠体外大量扩增未成熟树突状细胞（ＤＣ）的方法，以及不同剂量粒细胞
巨噬细胞集落刺激因子（ＧＭＣＳＦ）对大鼠 ＤＣ分化成熟的影响。方法　分离纯化并扩增大鼠骨髓细

胞，用不同剂量 ＧＭＣＳＦ培养，６ｄ和 １０ｄ后收集悬浮细胞进行扫描电镜观察和免疫表型鉴定，并行混

合淋巴细胞反应，观察其诱导未致敏 Ｔ淋巴细胞增殖的情况。结果　小剂量 ＧＭＣＳＦ培养获得的 ＤＣ

（ＧＭｌｏｗＤＣ）形态上具有 ＤＣ的典型特征，在细胞表型、细胞功能试验上具有未成熟的特性，具有 ＤＣ的

典型特征，细胞表面高表达 ＣＤ１１ｃ，低表达 ＣＤ８０，ＣＤ８６及 ＭＨＣＩＩ类分子，与大剂量 ＧＭＣＳＦ加 ＩＬ４的

联合组培养获得的 ＤＣ（ＧＭｈｉｇｈＤＣ）相比，其体外刺激未致敏 Ｔ淋巴细胞的增殖能力较弱。结论　笔

者所建立的培养未成熟 ＤＣ的方法是可行的；ＧＭＣＳＦ的剂量与细胞的成熟程度相关。
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　　树突状细胞（ＤＣ）不仅是最有效的抗原提呈
细胞，也是惟一能激活初始 Ｔ细胞的抗原提呈细
胞［１－３］。笔者拟采用转化生长因子 β１（ＴＧＦβ１）
修饰未成熟树突状细胞，试图诱导大鼠小肠移植

免疫耐受，为解决临床小肠移植高排斥反应提供

思路。为此拟先建立体外大量扩增大鼠未成熟

ＤＣ的方法，即分别运用大剂量和小剂量粒细胞巨
噬细胞集落刺激因子（ＧＭＣＳＦ）培养大鼠骨髓源
的祖细胞，并从形态学、组合性细胞表面标志、混

合淋巴细胞反应中刺激未致敏 Ｔ淋巴细胞增殖等
方面进行鉴定，探讨不同剂量 ＧＭＣＳＦ对大鼠 ＤＣ
分化成熟的影响。

１　材料和方法

１．１　主要材料
白细胞介素 ４、肿瘤坏死因子和粒 －巨噬细胞

集落 刺 激 因 子 （ＣＹＴＯＬＡＢ／Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈａｓｉａ），抗 兔
ＣＤ１１ｃ（ＯＸ４２，ＭｏｕｓｅＩｇＧ ２ａ，ＦＩＴＣｃｏｎｊｕｇａｔｅｄ，
ＢｉｏＬｅｇｅｎｄ），抗 兔 ＣＤ８６（Ｂ７－２，Ｂ７０，Ｍｏｕｓｅ
ＩｇＧ１，κ，ＦＩＴＣｃｏｎｊｕｇａｔｅｄ，ＢｉｏＬｅｇｅｎｄ），抗兔 ＣＤ８０
（Ｂ７１，Ｂ７，ＢＢ１，ＭｏｕｓｅＩｇＧ１，κ，ＰＥｃｏｎｊｕｇａｔｅｄ，
ＢｉｏＬｅｇｅｎｄ），抗 兔 ＭＨＣ ｃｌａｓｓＩＩ（ＨＩＳ１９，Ｍｏｕｓｅ
ＩｇＧ１，ＰＥｃｏｎｊｕｇａｔｅｄ，ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ），ＩＭＤＭ培养基干
粉 （ＧＩＢＣＯ ＢＲＬ），ＤＣ 完 全 培 养 液 ＲＰＭＩ１６４０
（ＧＩＢＣＯ），小牛血清（杭州四季青公司），Ｈｅｐｅｓ
（Ｐｒｏｍｅｇａ），丙酮酸钠（上海广深化工试剂有限公
司），２－巯基乙醇（ＧＩＢＣＯＢＲＬ）。８周龄，健康
Ｆ３４４／Ｎ大鼠（北京大学实验动物中心）。
１．２　实验方法
１．２．１　骨髓 ＣＤ３４＋细胞的分离纯化及扩增
１．２．１．１　分离和原代培养　无菌取出大鼠股骨
和胫腓骨，浸泡于加双抗的磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）
中，将长骨两端剪开，用针管将骨髓冲出，反复直

至发白后将其抽入离心管。在离心管中反复轻柔

吹打骨髓，以３００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，弃去上层脂肪
约 ２～３ｍＬ。在短中管中加入 ７ｍＬ淋巴细胞分离
液。取骨髓悬液与 ＲＰＭＩ１６４０充分混匀，用滴管
沿管壁缓慢叠加于分层液面上，注意保持清楚的

界面。水平离心 ２０００ｒ／ｍｉｎ×２０ｍｉｎ。离心后管
内分为 ３层。用直头毛细吸管插到云雾层，吸取
单个核细胞，置入另一短中管中；加入 ５倍以上体
积的 ＲＰＭＩ１６４０，离心 １５００ｒ／ｍｉｎ×１０ｍｉｎ，留下
细胞沉淀加入 ３ｍＬ红细胞裂解液，置于孵箱内
５ｍｉｎ后，加入 １％血清的 ＰＢＳ至 １０ｍＬ８００ｒ／ｍｉｎ
×７ｍｉｎ后弃上液，留下细胞沉淀加 １％血清的
ＰＢＳ液 １０ｍＬ；反复离心洗涤 ３遍弃上清；在细胞

沉淀中加入 ３００μｌＬＣＤ３４抗体悬浮后于 ４℃冰箱
静置 １～２ｈ后，加入含 １％血清的 ＰＢＳ５ｍＬ离心
洗涤 ３遍，沉淀用 １ｍＬ含 １％血清的 ＰＢＳ重悬后
于４℃冰箱内静置４５ｍｉｎ后加入磁珠，在磁力架上
放置 ２ｍｉｎ后将阳性细胞吸出；用含 １０％ 小牛血

清的 １６４０培养液悬浮，然后装入培养瓶中，在
３７℃，５０％ ＣＯ２环境下贴壁 ２ｈ，用预热的培养液
轻轻洗出非贴壁细胞。隔日观察细胞生长状况，

２～３ｄ更换培养液。
１．２．１．２　传代培养　待细胞基本长满培养瓶底
时，用 ０．２５％胰蛋白酶 ３７℃消化 ６ｍｉｎ；在倒置显
微镜下见大部分细胞已经回缩，并有少量细胞悬

浮于培养液中，用等量含血清的培养液终止消化；

离心后用培养液再悬，按 １∶２比例传代。３７℃孵
育 ４０ｍｉｎ后，在倒置显微镜下观察大部分细胞已
经贴壁，弃上清液加入新鲜培养液继续培养。

１．２．１．３　生长曲线的绘制　取第 ４代细胞消化
再悬，将其稀释至 １×１０５／ｍＬ，接种于 ２４孔培养
板中，每孔 １ｍＬ，隔 ３ｄ换液 １次。每天取 ３孔，用
０．２５％ 胰蛋白酶和 １％ ＥＤＴＡ各 ０．５ｍＬ消化形
成细胞悬液，混匀。取少量细胞悬液，滴于细胞计

数板上，在倒置显微镜下计数，每孔计 ３次，取其
平均值。以时间（ｄ）为横坐标，细胞数为纵坐标，
绘制生长曲线。

１．２．２　诱导骨髓 ＣＤ３４＋细胞向 ＤＣ分化　贴壁
细胞加 ＲＰＭＩ１６４０培养液，并分别加 ２０ｎｇ／ｍＬＧＭ
ＣＳＦ（小剂量组），１００ｎｇ／ｍＬＧＭＣＳＦ（大剂量）和
５００－１０００Ｕ／ｍＬ的 ＩＬ４（联合组）以刺激诱导
ＤＣ分化，第 ６天收集小剂量 ＧＭＣＳＦ刺激诱导的
ＤＣ，联合组至第 １０天收集，每天观察记录细胞的
形态和生长情况。

１．２．３　细胞形态及超微结构观察　培养第 ０，４，
６，１０ｄ时分别在倒置相差显微镜下观察并摄片。
收获的 ＤＣ滴于多聚赖氨酸被覆的玻片上，３７℃
温育 ４ｈ后用 ４％戊二醛固定，ＰＢＳ洗涤 １次，制
成悬液滴片，再用质量浓度１％的锇酸固定１ｈ，梯
度乙醇脱水，扫描电镜观察并摄片（由本校电镜教

研室协助进行）。

１．２．４　细胞表型检测　收集培养至第 ６天及第
１０天的细胞进行免疫荧光染色，步骤：将 ＣＤ１１ｃ，
ＣＤ８０，ＣＤ８６和 ＭＨＣＩＩ的单抗贮存液用 ＰＢＳ稀释
５０倍，终浓度为 １０μｇ／ｍＬ；用 ＰＢＳ将 １～５×１０５

个细胞洗 ２次（８００ｒ／ｍｉｎ×５ｍｉｎ），分别加稀释后
的抗体 ８０μＬ，４℃染色 ２ｈ；再用 ＰＢＳ洗 ３次，去除
多余的荧光抗体。用同型无关抗体染色作阴性对

照，流式细胞仪分析。
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１．２．５　ＤＣ对混合淋巴细胞反应（ＭＬＲ）　采用
ＭＡＣＳ方法从 ＢＮ大鼠脾脏细胞中纯化 ＣＤ４＋ Ｔ
淋巴细胞，用 ＩＭＤＭ调整至 ２×１０６细胞／ｍＬ，于 ９６
孔圆底培养板小孔内加入 ０．１ｍＬ作为反应细胞。
刺激细胞为收获的 ＤＣ，用 ＩＭＤＭ调整至 ２×１０６细
胞／ｍＬ，加入 ５０μｇ／ｍＬ丝裂霉素，３７℃水浴温育
３０ｍｉｎ后，离心洗涤 ３次，重悬于 ＩＭＤＭ中。调整
至适当细胞浓度（６．７×１０细胞／ｍＬ，２×１０２细
胞／ｍＬ，６．７×１０２ 细 胞／ｍＬ，２×１０３细 胞／ｍＬ，
６．７×１０３细胞／ｍＬ，２×１０４细胞／ｍＬ，６．７×１０４细
胞／ｍＬ，２×１０５细胞／ｍＬ）后每孔加入 ０．１ｍＬ。各
浓度组重复 ８个孔，同时设反应细胞和刺激细胞
单独培养组作为对照。培养 ４ｄ后用 ＭＴＴ法测定
活细胞［４］。

１．３　统计学处理
采用 Ｓｔｕｄｅｎｔｔ检验作组间统计学分析。

２　结　果

２．１　ＣＤ３４＋细胞生长曲线和倍增时间
接种后 １ｄ，细胞数量有所下降，接种后 ２ｄ开

始增加，至第 ３ｄ进入对数生长期，第 ６天进入平
台期，第 ８天 开 始 下 降，整 个 曲 线 呈 “Ｓ”形
（图１）。根据下列公式计算细胞倍增时间（ＤＴ）：

　　　　　ＤＴ＝
（ｔｔ０）ｌｏｇ２
ｌｏｇＮｔｌｏｇＮ０

ｔ０为培养起始时间；ｔ为培养终止时间；Ｎ０为培养起始细

胞数；Ｎｔ为培养终止细胞数。根据公式推算出大鼠 ＣＤ３４＋细
胞的倍增时间为 ３０．２８ｈ。
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图 １　大鼠 ＣＤ３４＋干细胞的生长曲线图

２．２　ＣＤ３４＋细胞的体外培养扩增
从骨髓中采用 ＭＡＣＳ技术获取的 ＣＤ３４＋细胞

大小均一，为圆形的非黏附细胞；在加入小剂量

ＧＭＣＳＦ培养２４ｈ后，倒置相差显微镜下可见贴壁
的单核细胞聚集成均匀分布的细胞聚体，２ｄ后大
量细胞疏松地贴附于板壁上呈松散黏附的圆形细

胞团块。随着培养时间的延长，细胞逐渐发育呈

悬浮生长状态，形态不规则，细胞表面仅有不规则

的毛刺状突起，培养板上留有少量贴壁伸展的巨

噬细胞（图 ２Ａ）。扫描电镜下（图 ２Ｂ）可见毛刺
状细胞形态不规则，表面粗糙，如罩薄纱，有少量

皱摺和不规则突起，有较少分叉的树突状胞浆突

起，符合未成熟树突状细胞的形态特征。大剂量

ＧＭＣＳＦ培养的树突状细胞于第 ６天细胞表面即
出现明显的毛刺，至第 １０天已完全成熟，可见大
量毛刺状的非黏附细胞（图 ３Ａ）。扫描电镜下这
些毛刺状细胞表面可见丰富的，成分叉状的胞浆

突起（图 ３Ｂ），符合典型的成熟树突状细胞形态
特征。

图 ２Ａ　未成熟的 ＤＣ细胞
（×２００）

图２Ｂ　未成熟的 ＤＣ细胞扫
描电镜（×２０００）

图 ３Ａ　 成熟 的 ＤＣ细 胞
（×２００）

图３Ｂ　成熟的 ＤＣ细胞扫描
电镜（×４０００）

２．３　ＤＣ体外鉴定
在大剂量 ＧＭＣＳＦ加 ＩＬ４的联合组培养的细

胞中 ８０．６２％高表达共刺激分子 ＣＤ８０（Ｂ７１），
９３．２６％表达 ＣＤ８６（Ｂ７２），９５．４３％表达 ＭＨＣ
ＩＩ类分子，ＣＤ１１ｃ阳性率为 ６４．８％；小剂量 ＧＭ
ＣＳＦ组培养的细胞中 ３９．８５％低表达共刺激分子

ＣＤ８０（Ｂ７１），２５．６７％ 表 达 ＣＤ８６（Ｂ７２），
４３．６％表 达 ＭＨＣ ＩＩ类 分 子，ＣＤ１１ｃ阳 性 率 为
７０．２％ （图 ４）。此结果与文献报道的未成熟 ＤＣ
表型特征［３］一致。

２．４　树突状细胞在 ＭＬＲ中的刺激作用
不同浓度的成熟的 ＤＣ（０，１∶３０００，１∶１０００，
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１∶３００，１∶１００，１∶３０，１∶１０）与 ２×１０５反应细胞
一并培养，能有效地刺激 Ｔ细胞增殖。将刺激细
胞数量降低 ３００倍时，ＤＣ仍保持明显的刺激作
用。而不同浓度未成熟 ＤＣ（Ｂ组）与 ２×１０５反

应细胞一起培养，不但不能有效地刺激 Ｔ细胞增
殖，甚至无法维持 Ｔ细胞的存活（图 ５）。成熟与
未成熟 ＤＣ两组间的差异具有显著性（Ｐ＜０．０１）。
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图４　未成熟的树突状细胞表型分析
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图５　ＤＣ的混合淋巴细胞反应

３　讨　论

器官移植前给予来源于供者的未成熟 ＤＣ，由

于其细胞表面携有供者抗原又缺乏 Ｂ７分子；当

它与受者体内能特异性识别供者抗原的 Ｔ细胞

结合，可诱导该细胞无能，导致受者特异性地对

供者抗原不应答，从而建立移植耐受［５－６］。体内

成熟和不成熟 ＤＣ数量极少，要获得足够的 ＤＣ以

供研究和应用，只有依赖体外培养增殖。骨髓、

脐血、外周血单核细胞，都可作为前体用以诱导

分化为 ＤＣ。但无论用何种前体细胞作体外诱

导，要获得足够数量 ＤＣ目前尚存在很大困难。

有报道用 ＧＭＣＳＦ，ＴＮＦα和 ＩＬ４刺激 的骨髓

ＣＤ３４＋细胞培养体系中加入 Ｆｌｔ３配体可使 ＤＣ的

收获率提高 ５倍，再加入 ＣＳＦ可进一步提高［７］。

人体 ＣＤ３４＋细胞是 ＤＣ的前体细胞，经过体外培

养仍可被诱导分化为 ＤＣ。据此，一些学者［８］提出

先对 ＣＤ３４＋细胞进行体外培养扩增，诱导扩增后

的造血细胞分化为 ＤＣ。

ＧＭＣＳＦ的量与培养 ＤＣ的成熟程度明显相

关。一般说来，较大剂量的 ＧＭＣＳＦ诱导生成的

细胞以成熟 ＤＣ为主，而小剂量 ＧＭＣＳＦ诱导生成

的细胞以未成熟 ＤＣ为主。ＩＬ４浓度为 ５００～

１０００Ｕ／ｍＬ时可抑制巨噬细胞的生成，并与小剂量

ＧＭＣＳＦ有协同作用，增加收获细胞的数量和成

熟程度；而与大剂量的 ＧＭＣＳＦ时，未观察到明显

的效果［９］。ＴＮＦα和 γ型干扰素（ＩＦＮγ）是被公

认的促使 ＤＣ成熟的因子，而 ＩＬ１０和 ＴＧＦβ则

可抑制 ＤＣ的发育成熟；其中经 ＩＬ１０处理的 ＤＣ

可致 Ｔ细胞无能或凋亡。有报道这些细胞可引

起 Ｔｈ１向 Ｔｈ２的免疫偏离；ＴＧＦβ则不仅抑制 ＤＣ

成熟，还可增加 ＤＣ的产量［１０］。上述细胞因子对

２６８
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ＤＣ的作用机制比较复杂，其效果与 ＤＣ的组织来

源和培养方法有关［１１］。

本实验所得的细胞具有典型的 ＤＣ形态特

征，综合上述观察指标，可以认定本实验获得的

细胞确系 ＤＣ，而 ６ｄ时所获的 ＤＣ，高表达 ＤＣ的

特异性抗原 ＣＤ１１ｃ，低表达主要组织相容性复合

物Ⅱ类分子和协同刺激分子 Ｂ７１等，体外激发

未致敏 Ｔ淋巴细胞增殖能力较弱，实为未成熟

ＤＣ。因此大鼠 ＣＤ３４＋细胞无论是否经过体外培

养均能被诱导分化为 ＤＣ。通过 ＣＤ３４＋细胞体外

培养后再使其分化为 ＤＣ，旨在是显著提高 ＤＣ产

量。但究竟能多大程度提高 ＤＣ产量，目前还缺

乏确切的数据。本实验表明，１只大鼠骨髓经过

体外培养扩增后可分离获得 １×１０７ＣＤ３４＋细胞，

经诱导后可得 ３×１０７ＤＣ；而直接从骨髓中分离仅

能获得约 ３×１０５ＣＤ３４＋细胞（约占骨髓细胞总数

的 １％ ），经诱导后可得 ７×１０５ＤＣ。因此通过

ＣＤ３４＋细胞培养可使 ＤＣ数量增加 ４０余倍。此

外，培养扩增的骨髓细胞含有高比例的 ＣＤ３４＋细

胞，可不经分离纯化步骤直接用于 ＤＣ诱导，而正

常骨髓细胞不经分离纯化不能用于 ＤＣ诱导。因

此，应用培养的骨髓细胞诱导 ＤＣ不仅能显著节

省费用，而且还能进一步使 ＤＣ数量达到 ３×１０８

细胞／鼠，约增加 ４００余倍。本实验还证实应用

本方法能稳定地诱导获得高纯度的 ＤＣ细胞群。

综上所述，大鼠骨髓 ＣＤ３４＋细胞不论是否经

过体外培养均可被诱导分化为 ＤＣ；提示大鼠 ＤＣ

与人体的相应细胞相似，是由 ＣＤ３４＋细胞分化而

成。本实验提示用此方法可在体外大量扩增未

成熟 ＤＣ，为对其下一步研究及临床应用打下基

础。本实验所建立的一种经济、高效的 ＤＣ诱导方

法，能在体外大量培养高纯度 ＤＣ，供进一步研究。
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［１１］ ＹａｎｇＤ，ＨｏｗａｒｄＯＭ．Ｃｕｔｔｉｎｇｅｄｇｅ：ｉｍｍａｔｕｒｅｄｅｎｄｒｉｔｉｃｃｅｌｌｓ
ｇｅｎｅｒａｔｅｄｆｒｏｍｍｏｎｏｃｙｔｅｓｉｎｔｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆＴＧＦｂｅｔａ１ｅｘｐｒｅｓｓ
ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌＣＣｃｈｅｍｏｋｉｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒ［Ｊ］．ＪＩｍｍｕｎｏｌ，１９９９，
１６３（１６）：１７３７－１７４１．
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