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人树突状细胞的大量培养及鉴定 *
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摘要目的：探讨人树突状细胞体外大量培养及鉴定方法。方法：采用免疫磁珠法分离纯化 CD34+干细胞；采用含有 TPO、SCF、

Flt3L和 IL-3的扩增培养基培养 1周，以及含有 SCF、Flt3L、GM-CSF和 IL-4的分化培养基培养 2-3周，获得 CD34+细胞来源树突

状细胞。采用普通光学显微镜观察细胞形态，牛鲍氏血细胞计数板进行细胞计数，荧光抗体标记、流式细胞仪检测细胞纯度和细

胞表面共刺激分子的表达情况。结果：以含有 TPO、SCF、Flt3L和 IL-3的培养基扩展培养一周，及含有 SCF、Flt3L、GM-CSF和

IL-4的培养基诱导分化 3周，可获得大量悬浮细胞；细胞数目扩增倍数约达 50倍；普通光学显微镜下可见悬浮细胞有明显的树突

状凸起；流式细胞术检测结果显示悬浮细胞中 CD141和 CD11c双阳性细胞（等同于单核细胞来源树突状细胞）比例达 30%，此群

细胞高表达 HLA-DR和 CD209，低表达共刺激分子 CD80和 CD86；细胞寿命较短，40天时培养体系中悬浮细胞和 CD34+细胞来

源树突状细胞数目急剧减少。结论：采用多细胞因子联合刺激可获得大量的树突状细胞，为树突状细胞的特性及功能学研究奠定

了基础。
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Culture and Identification of Human CD34+ Stem Cell
Derived Dendritic Cells*

To explore a method to obtain mass human dendritic cells in vitro, and suitable method to identify them.
CD34+ stem cells were isolated and purified from stem cell collection using immunomagnetic bead method, which was then

cultured in the expansion medium containing TPO, SCF, Flt3L and IL-3, for one week, and differentiation medium containing SCF,

Flt3L, GM-CSF and IL-4 for two to three weeks, CD34+ stem cells were induced to CD34+ derived dendritic cells in vitro. The
morphology of these cells was observed using optical microscopy, and the cell numbers were counted using NiuBao's blood count plate.

After multi-color immunofluorescence labeling, purity of dendritic cell and expression of costimulatory molecules on cell membrane

were detected by flow cytometry. When cultured in the expansion medium containing TPO, SCF, Flt3L and IL-3 for one week,

and differentiation medium containing SCF, Flt3L, GM-CSF and IL-4 for three weeks, a large number of suspension cells were obtained.

The numbers of cell increased about by 50 times compared with the initial number. The dendritic bumps were observed obviously on

cells under optical microscope. Among them, the proportion of CD141 and CD11c double-positive cells, which are similar to monocyte

derived dendritic cells, is more than 30% of total cells by flow cytometry. These cells highly express HLA-DR and CD209, and express

low levels of co-stimulatory molecules CD80 and CD86. The cell life span of cultured dendritic cells is short. The cell number of

suspension cells and dendritic cells (CD141+ CD11c+ cells) decreases sharply by 40 days. A large number of dendritic cells

could be obtained by stimulating CD34+ stem cells separated from stem cell collection by expansion and differentiation medium with

multiple cytokines, which may provide foundation for the characteristics and functional study of dendritic cells.
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图 1普通光学显微镜下第 11天 CD34+细胞来源树突状细胞的形态

（200伊）
Fig. 1 Morphology of dendritic cells derived from CD34+ cells on day 11

under light microscope (200伊)

前言

树突状细胞（Dendritic Cell，DC）起源于骨髓造血祖细胞或

单核细胞，尽管含量少，却广泛分布于机体的所有组织和器官，

特别是淋巴器官以及环境接触面，如肠道和皮肤。DC是目前公

认的体内功能最强大的专职性抗原提呈细胞，能够捕获和加工

处理抗原，并将其呈递给 T淋巴细胞，同时提供共刺激信号和

细胞因子，诱导免疫应答[1]。因此，DC是固有和适应性免疫反

应的桥梁细胞[2]。

由于 DC在免疫应答和免疫调节中的重要作用，近年来

DC成为疾病免疫机制或免疫治疗研究的热点，如感染、肿瘤、

自身免疫病、过敏性疾病等[3-6]。但 DC种类多、数量少、寿命短，

获得大量表型稳定的 DC是其相关疾病和治疗研究的关键。目

前常用的体外 DC诱导培养方法主要通过诱导单核细胞或脐

带血 CD34+造血干细胞获得[7，8]。然而单核细胞通常需要从大

量的外周血中获得，而大量外周血和脐血标本的来源珍贵，不

易广泛开展研究。

本研究将利用已经完成临床检测的健康干细胞供者的干

细胞采集物作为标本来源，分离 CD34+干细胞，建立树突状细

胞的体外大量培养方法，为树突状细胞的研究奠定基础。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 干细胞采集物 干细胞采集物（0.5-1 mL）来自于上海市

第一人民医院检验科检测完毕废弃的标本。已获得上海市第一

人民医院伦理委员会批准。

1.1.2 主要试剂 牛血清白蛋白 BSA购自美国 Sigma公司；

胎牛血清、RPMI1640培养基、丙酮酸钠，青链霉素和 L-谷氨酰

胺购自美国 Gibco公司；Stem span无血清培养基购自 stem cell

公司；人酪氨酸激酶受体 3配体（Flt3L）、人血小板生成素

（TPO）、重组人干细胞生长因子（rhSCF）、重组人白细胞介素 3

（rhIL-3）、重组人粒 -巨噬细胞集落刺激因子（rhGM-CSF）和重

组人白细胞介素 4（rhIL-4）购自美国 PeproTech公司；小鼠抗人

FITC-HLA-DR、PE-CD86、KO-CD45、FITC-CD80 和 PE-CD34

购自 Beckman Coulter 公司，小鼠抗人 PerCP/Cyanine5.

5-CD141、APC-CD11c 和 PE/Cyanine7-CD209 购自 Biolegend

公司。CD34 MicroBead Kit和MACS MultiStand/MACS分选架

购自Miltenyi Biotec公司。

1.2 方法

1.2.1 CD34+干细胞的分离和鉴定 收集临床供干细胞者造

血干细胞采集物新鲜标本，用荧光抗体标记、流式细胞术检测

CD34+细胞和有核细胞数。根据细胞计数，添加抗体。每 108细

胞添加 100 滋L FcR封闭试剂、100 滋L CD34+磁珠，搅拌均匀。

4℃孵育 30 min。加入清洗缓冲液，300伊g离心 10 min。弃去上

清，加入每 108个细胞加入 500 滋L缓冲液。采用MACS磁式细

胞分选器，经磁性细胞分离柱分选，收集 CD34+细胞，荧光抗体

标记、流式细胞术检测 CD34+干细胞浓度和纯度。

1.2.2 DC 的体外诱导培养 将 CD34+细胞以扩增培养基

（StemSpan 无血清培养基，10%FBS，100 ng/mL FLT3-L，100

ng/mL SCF，20 ng/mL IL-3和 50 ng/mL TPO）培养，第 7天更换

培养基，将细胞置于分化培养基（RPMI 1640 培养基，10 %

FCS，1 mM丙酮酸钠，青链霉素，2 mM L-谷氨酰胺，100 ng/mL

FLT3-L，20 ng/mL SCF，2.5 ng/mL IL-4，2.5 ng/mL GM-CSF）中

培养，每 5天换液一次[9]。

1.2.3 形态学观察和计数 培养过程中采用倒置显微镜观察

细胞生长情况、形态变化，并拍照记录。并采用牛鲍氏血细胞计

数板进行细胞计数。

1.2.4 流式鉴定 收集 DC，用含有 1% BSA的 PBS溶液洗

涤，调整细胞浓度为 1伊106/mL，每管加入 100 滋L细胞悬液，分
别 采 用 FITC-HLA-DR、PE-CD34、PE-CD86、PerCP/Cyanine5.

5-CD141、APC-CD11c、PE/Cyanine7-CD209、KO-CD45 和FITC-

CD80标记，4℃避光孵育 30 min。3 mL 1 %BSA-PBS 洗涤 2

次，加入 0.5 mL 1 % BSA-PBS重悬，流式细胞仪检测，Kaluza

Analysis软件分析。

1.3 统计学分析

采用 SPSS 19.0对所得数据进行统计学分析。

2 结果

2.1 细胞数目和形态变化

1mL干细胞采集物可获得 1-2伊106 CD34+干细胞，纯度约
90.2依5.45 %。扩增培养一周，细胞数目可增加 43.9依12.1倍。

倒置显微镜下，可见第 3-4天开始形成细胞集落。第 10天

开始集落逐渐减少，悬浮细胞增多；部分细胞贴壁生长，呈梭

形，可能为巨噬细胞（图 1）。随着 DC细胞成熟，可见悬浮细胞

表面出现毛刺状凸起。

2.2 细胞免疫表型鉴定

收集培养第 27天的细胞，流式细胞术检测 DC纯度和共

刺激分子表达情况。根据细胞表面标记分子 CD141和 CD11c

的表达情况，细胞主要分成 2群，一群为 CD141low/-CD11clow/-

群；另一群为 CD141+CD11chigh，这部分细胞与单核细胞来源的

树突状细胞性状相似，约占细胞总数的 30%。进一步分析

CD141+CD11chigh 细胞群表面分子对表达情况，可见其表达

CD209和 HLA-DR，低表达 CD80和 CD86（如表 1和图 2）。
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CD80 CD86 CD209 HLA-DR

% positive cell 31.42依15.14 87.05依2.74 84.44依5.6 85.87依12.15

MFI 4.59依2.34 22.7依10.83 21.71依9.61 25.63依15.64

图 3不同时间点 CD141+CD11chigh细胞群比例变化

Fig. 3 Changes in the proportion of CD141+CD11chigh cell populations at different time points

2.3 树突状细胞数目变化

分析了不同时间 CD141+CD11chigh细胞群数目的变化，随

着培养时间延长，CD141+CD11chigh细胞比例增加；到第 27天

时，比例最高；随后比例出现下降，到 day40，2.3%。

图 2流式细胞术检测 CD141+CD11chigh细胞群表面分子表达情况

Fig. 2 Expression of molecules on the surface of CD141+CD11c+ cell population using flow cytometry

表 1 CD34+DC中 CD141+CD11chigh细胞表面分子水平（n=3）

Table 1 The level of surface molecules of CD141+CD11chigh cells in CD34+DC（n=3）
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3 讨论

树突状细胞是连接固有免疫和适应性免疫的重要细胞。未

成熟的树突状细胞可接受外界刺激被激活，从而发挥重要的免

疫调控作用。不仅如此，未成熟 DC还可通过负载抗原制备成

DC疫苗，用于肿瘤、自身免疫病等疾病的治疗[10-12]。目前 DC常

见培养方法是通过诱导外周血中分离纯化的单核细胞形

成 [13，14]。然而，单核细胞在诱导分化过程中不扩增，导致 DC得

率低、数目少，严重阻碍了DC相关免疫机制和疫苗研究的进展。

研究已经证实，新鲜 CD34+造血干细胞可分化为 DC[15]。本

研究从临床废弃的干细胞采集标本着手，分离纯化 CD34+造血

干细胞，建立大量未成熟 DC的培养方法，以满足 DC相关的

基础与临床研究。根据文献报道，研究者主要采用多种细胞因

子联合刺激 CD34+干细胞扩增并分化为 DC。但不同研究使用

的细胞因子种类尚不统一，扩增效果叙述也不明确。总结下来，

CD34+干细胞诱导 DC 的培养体系主要分为一步培养法和两

步培养法。一步法采用 Flt3L、SCF、GM-CSF、IL-4、肿瘤坏死因

子（TNF）等直接诱导干细胞形成 DC。但该方法诱导培养的

DC存在较大异质性，不能满足临床需求[16，17]。而在两步法中，

CD34+干细胞通过 SCF、TPO、Flt3L、IL-3、IL-6 和 GM-CSF 等

细胞因子的联合作用扩增培养，获得大量的 DC前体细胞；后

者在 GM-CSF、IL-4、Flt3L、SCF和 TNF-琢等细胞因子的诱导作
用下分化成 DC[18]。

不仅如此，DCs细胞在定位、表型和免疫功能上存在高度

异质性 [19]。按其来源和分化途径不同，可分为浆细胞样 DC

（plasmacytoid DC，pDC）、髓样 /常规 DC（myeloid/conventional

DC，cDC）1和 cDC2[20]。按照发育阶段，又可分为前体细胞、未

成熟 DC（immature DC，imDC）、迁移期 DC和成熟 DC（mature

DC，mDC）。如此，导致 DC扩增分化培养方法的更是千差万

别。在本研究中我们主要聚焦未成熟髓样 DC的诱导培养。

大量的研究已经证实 SCF和 Flit3L有助于维持造血干细

胞的干性并刺激造血干细胞的扩增[15]。TPO也是体外扩增造血

干 /祖细胞最有效的细胞因子之一[21]。研究者采用 Flt3L、SCF

和 TPO联合刺激造血干细胞，DC前体细胞扩增达 453倍[22]。

据报道，在含有 IL-3和 IL-6的培养基中，DC前体细胞的增长

速度快，经培养获得大 量 CD1a+CD11c+CD40+HLA-DR+

CD14-CD123-髓样 DC [23]。此外，GM-CSF/IL-4无法直接诱导

CD34+形成 imDC，但是诱导 DC前体细胞形成 imDC最重要

的细胞因子组合[24]。

为了获得髓样 DC，结合前期文献报道，本研究利用 SCF、

Flt-3L、TPO和 IL-3扩展培养 CD34+干细胞一周获得 DC前体

细胞；再利用 GM-CSF、IL-4、Flt-3L和 SCF培养 2-3周，诱导

DC 前体细胞分化形成 DC。本研究成功地获得了大量的

imDC，细胞扩增量达到 50倍左右。光镜下可见细胞出现毛刺

状凸起，显示出 imDC的形态特征。imDC表面缺乏较特异的标

记分子，本研究通过多色标记、流式细胞术检测尽可能准确地

鉴定 imDC。培养 27天时，我们以 CD141和 CD11c射门，圈定

CD141+CD11c+群细胞，约占细胞总数的 34%，此群细胞被认为

与MoDC特征类似 [9]。进一步地，我们通过分析细胞表面的

CD209和 HLA-DR表达水平对 DC进行鉴定。CD209（也称为

DC-SIGN），是一种 II型跨膜蛋白，属于 C-型外源性凝集素家

族成员，是 DC表面较为特异的识别受体与粘附受体[25]。在 Lin-

（CD3、CD14、CD19和 CD56）HLA-DR+树突状细胞中，只有单

核细胞来源的 DC (MoDC) CD209阳性，使 CD209成为MoDC

的良好生物标志物[26]。HLA-DR是MHC-II类分子，在抗原递呈

细胞表面呈现高表达。结果显示，CD141+CD11c+细胞群 CD209

和 HLA-DR均呈阳性（阳性率分别为 88.21%和 90.41%），而其

他细胞群体不表达 CD209；这一结果进一步证实了本研究成功

地诱导了 imDC，特征类似于MoDC。此外，还分析了 imDC表

面共刺激分子 CD80和 CD86的表达情况，发现两者呈弱表

达。为了提高 CD141+CD11c+DC的纯度，本研究采用人 CD209

（DC-SIGN）分选试剂盒对细胞进行分选（结果未显示），获得的

CD209+细胞即为 CD141+CD11c+DC，纯度达 95%以上，可满足

不同实验对 DC纯度的需求。

有研究表明，在脐带血 CD34+干细胞的诱导过程中，当干

细胞与基质细胞和 Flt3-L、SCF和 GM-CSF共培养时，细胞可

能朝单核细胞、粒细胞、B细胞、pDC、CD1c+和 CD141+ cDC细

胞诱导 [27]。在实验过程中也发现随着培养时间延长，细胞在

CD45和 SS的散点图中，SS变大，CD45变强，与巨噬细胞所处

的位置较为接近。对于其免疫表型，有待进一步检测细胞表面

分子进行确定。

DC具有寿命短的特点，这也是 DC研究的难点之一[28]。本

研究连续监测了所诱导的 imDC的比例变化情况。结果显示，

随着培养时间延长，DC细胞的比例逐渐增加，大概 27天左右

达到高峰。随后 DC细胞比例下降，到第 40天，其比例降为 3%

以下。因此，若以该方法诱导的 DC进行实验，应尽量在培养的

第 21天到 35天左右使用，此时间段的 DC状态最佳。

综上，本研究成功地建立了人 DC的培养方法，可获得大

量 imDC，方法简便可靠，为 DC相关的研究奠定了坚实的基础。
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