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人外周血树突状细胞体外诱导扩增的研究
吴 楠 1 刘 薇 2 卢光琇 2△

（1 深圳南山区疾病预防控制中心 广东 深圳 518054；2 中南大学干细胞研究所 湖南 长沙 410078）

摘要 目的：探讨可用于临床治疗功能成熟的 DC 体外扩增的优化培养方案。方法：胎牛血清培养基联合细胞因子 rhGM-CSF(100
ng/mL)和 rhIL-4(50 ng/mL)扩增人外周血分离的单个核细胞，细胞培养分别按 5×106/mL、6×106/mL和 7×106/mL的密度，加入 6
孔培养板。第 6d 加入 rhTNF-a(100 ng/mL)联合培养，分别于第 6 d，第 9 d 和 12 d 收获细胞。从形态学、细胞表面标志方面进行鉴

定。结果：显微镜观察，经过 9 d 诱导后, 培养细胞具有典型树突细胞外形。流式细胞仪分析，6×106/mL密度的细胞培养组培养到

第 9 天最宜。结论：细胞具有典型的 DC 的形态特征，细胞表型及功能实验证实其 DC 的特性，说明建立的血清培养基联合细胞因

子 rhGM-CSF、rhIL-4 和 rhTNF-a 体外诱导 DC 的方法是切实可行的。
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ABSTRACT Objective: To investigate a culture system for DC expansion. Methods: Using serum medium with rhGM-CSF
(100ng/mL) and rhIL-4 (50ng/mL) for 6 days, rhTNF-a (100ng/mL) was added on the 6th day of culture. Human peripheral blood were
seeding at the concentration of 5×106/mL, 6×106/mL and 7×106/mL in 6-well flat-bottomed plates. Suspension cells were harvested at
days 6, 9 and 12 and analysed on morphology, phenotype observed. Result: Cells on day 9 of culture displayed DC-like morphology.
Phenotype analysis on DCs acquired showed that the cells of 6×106/mL cultured for 9 days contained a higher percentage of DC cells.
Conclusion: The results suggested the culture method was feasible.
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前言

树突状细胞（Dendritic cells，DCs）是 1973 年 Steinman 和

Cohn 在小鼠脾脏贴壁细胞中发现的一种新型细胞，因其表面

具有星状多形性或树枝状突起而得名[1]。DC 因其表面具有大

量的 MHC 分子和共刺激分子而具有递呈抗原的能力，激发机

体的免疫应答,也因此而成为肿瘤免疫治疗的手段之一。然而

DC 数量极少，约占外周血单个核细胞的 1 %，且广泛分布于全

身淋巴组织和非淋巴组织中，直接从组织中分离、提取十分困

难。DC 体外培养及扩增是 DC 应用于临床的前提条件。本研究

旨在探索 DC 体外扩增的优化培养方案。

1 材料和方法

1.1 实验材料

细胞因子 rhGM-CSF 购自美国 R&D Systems 公司，细胞因

子 rhIL-4 购自美国 R&D Systems 公司，细胞因子 rhTNF-a 购自

美国 R&D Systems 公司，胎牛血清培养基购自中国四季青公

司。
1.2 方法

1.2.1 人外周血树突状细胞的培养 采用密度梯度离心法分离

外周血单个核细胞。将洗涤后的细胞重悬于胎牛血清培养液

中，并加入细胞因子 rhGM-CSF 100 ng/mL，rhIL-4 50 ng/mL调

细胞密度为 5×106/mL、6×106/mL和 7×106/mL加入 6 孔板每

孔 2mL，置于 37℃，5 % CO2 培养箱。培养第 6 d，换液时同时加

入细胞因子 rhTNF-a 100 ng/mL，继续培养。
1.2.2 人外周血树突状细胞的鉴定 分别于第 6 d、9 d、12 d 收

集悬浮细胞，采用流式细胞仪对细胞表面分子 CD1a 鉴定。
1.2.3 统计分析方法 以 Epidata3.0 建立数据库，采用 SPSS
13.0 进行分析，所有数据采用均数 + 标准差表示。

2 结果

2.1 树突状细胞形态观察

从外周血获得单个核细胞，贴壁 2h 后，去悬浮细胞，获得

的贴壁细胞即单核细胞。加入细胞因子 rhGM-CSF 100 ng/mL，

rhIL-4 50ng/mL。培 养 到 第 6 d 加 入 细 胞 因 子 rhTNF-a 100
ng/mL，培养到第 9 d 可见大部分细胞悬浮不贴壁，胞质变大，
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形态不规则。培养板上仅有少量贴壁，形态拉长的巨噬细胞（图

1）。

2.2 细胞培养密度和培养时间的细胞表型比较

细胞培养密度 5×106/mL，6×106/mL和 7×106/mL分别于

第 6 d，9 d，12 d 通过流式细胞仪检测 DC 特异的细胞表面标志

分子 CD1a，发现细胞密度 6×106/mL和培养到 9 d 时，培养 DC
的效果最好（表 1）。

3 讨论

DC 起源于骨髓多功能造血干细胞[2]，是迄今发现的功能

最强的抗原呈递细胞(antigen-presenting cell,APC)，其激发 T 细

胞增殖能力及抗原呈递能力是巨噬细胞和 B 细胞的 100～
1000 倍[3]。而且 DC 是体内唯一能够活化 Naive T 细胞的 APC，

并能特异性的激活细胞毒性 T 细胞，在抗感染、抗肿瘤和治疗

自身免疫性疾病等过程中发挥了重要作用[4-8]。然而，尽管 DC
在体内广泛分布于除脑以外的各个脏器[9-11]，但数量少(仅占外

周血单个核细胞的 1%左右)且分散，不能满足体内或体外研究

及临床应用的需要。因而在体外利用前体细胞对未成熟 DC 进

行扩增有重大意义[12]。
DC 表 面 表达丰富的免疫分子，不同种属的 DC 其细胞表

面特异性标志物并不相同[13]。CDla 是目前国内外鉴定人 DC 常

用的主要分子。CDla 主要表达于人胸腺细胞、DC 细胞表面，是

鉴定 DC 的最好标记[14-18]。本研究中在培养时我们发现初始细

胞的浓度对于集落的形成也很重要。我们对不同培养细胞密度

比较发现培养细胞密度 6×106/mL，使 DC 前体细胞能互相接

触有利于集落的形成但又不至于太拥挤互相抑制生长。我们对

不同的培养时间比较发现培养到第 9 天，培养细胞其表面共刺

激分子 CD1a 的表达率最高。

图 1 第 9 天细胞形态

Fig.1 The morphology of cell at 9 day

表 1 细胞表面标志 CD1a 分析

Table 1 Analysis of Phenotype CD1a of cells

Culture density
Culture time

At 6 day CD1a(%) At 9 day CD1a(%) At 12 day CD1a(%)

5×106/mL 10.83 + 1.50 30.69 + 4.42 16.25 + 2.81

6×106/mL 37.15 + 2.72 65.00+ 5.27 27.05 + 0.52

7×106/mL 34.43 + 0.53 46.95 + 1.36 19.85 + 1.74

综合培养密度和培养时间考虑，以细胞密度 6×106/mL和

培养时间 9 天为宜。本研究的 DC 培养方案为进一步研究及临

床应用打下了基础。
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要密切监测肝、肾功能，根据病情及时调整剂量，把肝损害的危

险程度降至最低；尽量不要与其他药物合用，避免药物相互作

用。由于儿童用药不能进行临床试验，所以对儿童用药一定需

要特别谨慎。
参 考 文 献（References）

[1] Koval'chuk VV, Efimov MA. Efficacy and tolerability of short courses

of nonsteroid anti-inflammatory drugs in the treatment of dorsalgia:

results of the comparative study [J]. Zh Nevrol Psikhiatr Im S S Kor-

sakova, 2010,110(1): 55-58

[2] Kean W.F, Buchanan W.W. The use of NSAIDs in rheumatic disorders

2005: a global perspective [J]. In覲ammopharmacology, 2005, 13:

343-370

[3] Chopra S, Saini RK, Sanyal SN. Intestinal toxicity of non-steroidal anti-

inflammatory drugs with differential cyclooxygenase inhibition selec-

tivity [J]. Nutr Hosp, 2007, 22(5): 528-537

[4] Ilic KV, Sefik-Bukilica M, Jankovic S. Efficacy and safety of two

generic copies of nimesulide in patients with low back pain or knee

osteoarthritis [J]. Reumatismo, 2009, 61(1): 27-33

[5] Su B, Cai X, Hong Y. COX-2 inhibitor nimesulide analogs are aro-

matase suppressors in breast cancer cells [J]. J Steroid Biochem Mol

Biol, 2010, 122(4):232-238

[6] Xu JM. Therapeutic effect and adverse reaction observation of Nime-

sulide to hyperpyrexia child [J]. Public Medical Forum Magazine,

2009, 13: 31-32

[7] Piyush Gupta, HPS. Sachdev. Safety of oral use of Nimesulide in chil-

dren: systematic review of randomized controlled trials [J]. Indian Pe-

diatrics, 2003, 40:518-531

[8] Wang YL. Pharmacologic actions and pharmacologic actions of Nime-

sulide [J]. China contemporary Medicn, 2006, 3(5):52-53

[9] Candelario-Jalil E.Nimesulide as a promising neuroprotectant in brain

ischemia: new experimental evidences [J]. Pharmacol Res, 2008, 57

(4):266-273

[10] Laporte JR., Ibanez I, Vidal X. Upper gastro-intestinal bleeding asso-

ciated with the use of NSAIDs: newer vs. older agents [J]. Drug Safety,

2004, 27: 411-420

[11] Bjarnason I, Thjodleifsson,B. Gastrointestinal toxicity of non-ster-

oidal anti- in覲ammatory drugs: the effect of nimesulide compared

with naproxen on the human gastrointestinal tract [J].Rheumatology,

1999, 38: 24-32

[12] Zhang L, Fan CH. Nimesulide induced one liver functional lesion and

upper gastrointestinal hemorrhage [J]. Chinese Journal of Drug Appli-

cation and Monitoring, 2007, (2): 63-64

[13] Venegoni M., Da Cas R, Menniti-Ippolito F. Effects of the European

restrictive actions concerning nimesulide prescription: a simulation

study on hepatopathies and gastrointestinal bleedings in Italy [J]. Ann

Ist Super Sanita, 2010, 46(2):153-157

[14] Bessone F.Non-steroidal anti-inflammatory drugs: What is the actual

risk of liver damage [J]. World J Gastroenterol, 2010, 16 (45):

5651-5661

[15] Yu RH. Retrospective analysis of Nimesulide cause liver severity ad-

verse reaction [J]. China Medical Herald, 2008, 5(9): 175-175

[16] Zhu JX, Shi QP, Xing R, et al. Literature analysis on the preparations

for oral of nimesulide induced adverse reactions [J]. China Medical

Herald, 2008, 5(36): 104-105

[17] He P, Zhang SR., Qiang DM., et al. Analysis of nimesulide induced

five neonatus kidney adverse reaction [J]. Shaanxi Medical Journal,

2009, 38(10): 1410-1410

[18] Khanna D, Khanna, PP, Furst DE. COX-2 controversy: where do we

go from here [J].In覲ammopharmacology, 2005, 13: 395-402

[19] Carrasco-Portugal Mdel C, Flores-Murrieta FJ. Comparison of sus-

pension composition on the pharmacokinetics of nimesulide in rats

[J]. Proc West Pharmacol Soc, 2008, 51: 58-59

4997· ·


