
外周血PBMC来源的树突状细胞的快速无血清培养方法及细胞信号转导机制  

    树突状细胞(dendritic cell, DC)是近10年来研究得最为透彻的抗原呈递细胞(antigen presenting cell, APC)。对

DC的研究不仅有助于深刻了解机体免疫应答的调控机制，而且可以通过调节DC的功能来调节机体的免疫应答，对肿瘤、移植排

斥、感染、自身免疫性疾病的发生机制的认识和防治均具有重要意义。目前，人们已建立并完善了多种培养扩增DC的方法，其

中应用粒-巨噬细胞集落刺激因子(GM-CSF)和IL-4从人外周血单核细胞(peripheral blood monocyte, PBMC)、应用GM-CSF

和肿瘤坏死因子(TNF)-α从人CD34+造血干细胞扩增DC的方法得到了广泛应用。但大多数方法均需要体外培养1~2周甚至更长时

间才能获得成熟的DC，增加了污染机会，同时不能给患者及时回输；而且培养体系中所需要的胎牛血清或人AB型血清对需要治

疗的对象来说，均为不安全的异体血清；另外多种细胞因子的组合及血清的使用大大增加了实验及治疗的成本。为解决上述问

题，近来国外的某些实验室相继报道了DC的快速无血清培养方法[1][2][3][4][5][6][7][8]，主要涉及的试剂为钙离子载体

(calcium ionophore, CI)。以下是我们实验室关于CI在体外快速诱导PBMC生成DC的研究及其信号转导机制的初步探讨。 

    

1  材料和方法 

    1.1  主要试剂和仪器 

    人重组GM-CSF(rhGM-CSF)购自南方医科大学中心实验室；淋巴细胞分离液Ficoll为上海生化试剂二厂产品；FITC标记的

鼠抗人CD14、CD83、CD80、CD86单克隆抗体及流式细胞仪均为BD公司产品；无血清培养基(SFM)为Life Technologies公司

产品；TNF-α为Pharmingen公司产品；RPMI 1640培养液、A23187(CI)为Sigma公司产品；环胞菌素A(cy-closporin A, 

CsA)为 Sandoz公司产品；胎牛血清FCS为Hyclone公司产品；酶标仪(BIOCELL HT)为奥地利 Anthos Labtec Instruments 

Ges.m.b.H公司产品。 

    1.2  DC及混合T淋巴细胞的制备 

    采集健康献血员外周血(由我院输血科提供)，经Ficoll密度梯度离心分离单个核细胞(PBMNC)，以RPMI 1640调整细胞浓

度至1×107/ml，于5 % CO
2
、37 ℃条件下培养4 h。用力晃动培养瓶后洗出非粘附细胞，在剩下的贴壁细胞(即PBMC)中加入

SFM及终浓度为50 ng/ml的rhGM-CSF培养20 h。然后分别加入100 ng/ml的A23187或50 ng/ml的TNF-α，或预先加入0.5 μ

g/ml的磷酸蛋白酶拮抗剂CsA 30 min后，再加入A23187、TNF-α，继续培养20 h，即所有实验组均置于5 % CO
2
、37 ℃条件

下共培养40 h。另取其它健康献血员的外周血经Ficoll密度梯度离心分离出PBMNC，以RPMI 1640悬浮，注入T细胞尼龙毛

柱，37 ℃孵育1 h后，冲洗出非粘附细胞为同种异体T淋巴细胞，用作混合T淋巴细胞的刺激增殖实验。 

    1.3  形态学观察及细胞表型分析 

    用相差倒置显微镜每6~8 h观察细胞的生长状态及形态变化。40 h后，收集各组细胞经PBS悬浮、离心(4 ℃、1 250 

r/min、5 min)，弃上清。采用直接免疫荧光法，加入FITC标记的鼠抗人CD80 、抗CD86、抗CD83、抗CD14单克隆抗体，4 ℃

避光标记30 min后，PBS洗涤2次，用1 %多聚甲醛固定，流式细胞仪检测细胞表面分子的表达。 

    1.4  T淋巴细胞的刺激增殖实验 

    分别将不同方法处理的上述细胞洗涤3遍，用γ-射线照射灭活(30 Gy)后作抗原呈递细胞，用含10 % FCS的RPMI 1640制

成浓度为1×106/ml，倍比稀释后加入96孔培养板中(100 ml/孔)。然后每孔加入固定数量的混合T淋巴细胞(5×106/ml，100 
ml/孔)，使APC﹕T分别为1∶5、1∶20、1∶80、1∶320、1∶1 280。同时设无APC组为对照，在5% CO

2
、37 ℃条件下培养96 

h。加入MTT 20 μl(5 g/L)，于5% CO
2
、37 ℃条件下继续培养4 h。离心、弃上清，加入DMSO 100 μl/孔溶解结晶，用酶标

仪双波长检测(检测波长570 nm，参考波长630 nm)，测定D(λ)值，并计算刺激指数(SI)，SI= D(λ)实验组/ D(λ)对照组

[9]。 

    

2  结果 
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    2.1  A23187诱导前后细胞的形态 

    在相差显微镜下，未处理的PBMC呈球形，表面光滑(图1A)。经50 ng/ml的 rhGM-CSF和100 ng/ml的A23187联合刺激40 

h，就可见胞体变大及不规则，具有典型树突状及细刺状突起(图1B)。经50 ng/ml的 rhGM-CSF和50 ng/ml的TNF-α联合刺激

40 h，也可见典型DC形态的变化(图1C)。但给予CsA预先处理30 min后，再给予rhGM-CSF 及A23187联合刺激的细胞，细胞形

态明显受抑制(图1D)。而CsA基本不影响TNF-α诱导的细胞形态的改变(图略)。相差显微镜下DC周围的小亮点为血小板。 

    图1  外周血单核细胞在rhGM-CSF 和A23187或TNF-α处理前及处理40 h后相差显微镜下的形态变化(原放大倍数：
×400) 

    Fig.1  Morphological changes of PBMCs observed under phase-contrast microscope before and after the 
treatment of rhGM-CSF in combination with A23187 or TNF-α (Original magnification: ×400) 

    A: Untreated; B: Treated with rhGM-CSF and A23187; C: Treated with rhGM-CSF and TNF-α; D: Treated 
with rhGM-CSF and A23187 after being pre-treated with CsA

    2.2  免疫表型检测 

    采用直接免疫荧光法和流式细胞仪对不同方法培养40 h所获的细胞进行表型分析。结果表明，经50 ng/ml的rhGM-CSF 

和100 ng/ml的A23187联合刺激40 h，细胞表面CD83、CD80和CD86等分子的表达明显增高，CD14分子的表达明显下降。经50 

ng/ml的rhGM-CSF和50 ng/ml的TNF-α联合刺激40 h，细胞表面上述分子的表达有同样的改变。但给予CsA预先处理30 min

后，再给予rhGM-CSF 及A23187联合刺激的细胞，CD83、CD80和CD86等分子的上调被明显抑制，CD14分子的下调基本不受影

响。而经rhGM-CSF和TNF-α联合刺激40 h的细胞，CD83、CD80和CD86等分子的上调及CD14分子的下调均不受CsA的影响(图

2)。 

    图2  外周血单核细胞经不同方法培养40 h后细胞表面分子的改变 
    Fig.2  Changes of surface markers of PBMCs cultured in different media for 40 h



    2.3  混合T淋巴细胞的刺激增殖实验 

    正常人的PBMC在体外经50 ng/ml的rhGM-CSF 和100 ng/ml的A23187联合刺激40 h后，具有明显刺激同种异体T淋巴细胞

增殖的作用，但这种强有力的刺激增殖作用可以被CsA完全抑制；而PBMC经50 ng/ml的rhGM-CSF 和50 ng/ml的TNF-α联合刺

激40 h后，同样具有较强的刺激同种异体T淋巴细胞增殖的作用，但这种对混合T淋巴细胞的刺激增殖作用却不受CsA的影响

(图3)。 

    图3  不同方法培养的抗原呈递细胞对同种异体T淋巴细胞的刺激增殖作用 
    Fig.3  Proliferation of allogeneic T lymphocytes stimulated by different antigen·presenting cells 

(APC)

    

3  讨论 

    早在1991年Liu等[10]的研究就表明A23187可以增强DC的免疫辅佐功能。CI可提高胞浆游离Ca2+ 浓度，导致Ca2+ 结合

其调节蛋白即钙调蛋白(CaM)，使CaM的构象发生改变，从而结合各种蛋白受体分子，如依赖CaM的蛋白激酶(CaMK)和蛋白磷酸

酶(CaN)，进而参与诱导依赖Ca2+ 的基因转录，导致多基因活化。已有多个实验室证实[1][4][5][11]，不管是健康人还是癌

症患者的单核细胞，CI处理后20~40 h皆可迅速获得活化DC的许多典型特征，它包括DC的典型形态，上调表达MHC分子、共刺

激分子CD80和CD86、粘附分子CD40和CD54、新表达DC的活化标志CD83分子、不再表达单核细胞的免疫标志CD14分子，明显提

高初次和回忆抗原致敏T细胞增殖的能力等。 

    CsA的主要作用靶点为CaN，可选择性地结合CaN的亚单位，关闭CaN的活性部位，从而抑制依赖CaN的事件。由实验结果可

知，CaN拮抗剂(CsA)不阻断CI诱导的CD14分子的下调，但却明显阻断由CI引起的CD83、CD80、CD86分子的上调，故推测CI诱

导PBMC向DC的分化，可能受控于Ca2+/CaM下游的某些信号转导途径的调节。TNF-α等细胞因子主要通过细胞因子受体如造血细

胞因子受体超家族、具有蛋白酪氨酸激酶活性的受体、TNF受体等的受体/配体膜信号转导机制，来诱导DC的分化。尽管CI诱导

PBMC发生DCs样变化与细胞因子诱导PBMC分化为DC之RelB的表达无差异[4]，但CsA却不影响TNF-α诱导的PBMC分化为DC，故推

测，由CI诱导PBMC向DC分化的信号，与TNF-α诱导PBMC分化为DC的信号转导途径不完全相同。CI诱导DC的分化过程可能是通过

干扰细胞内Ca2+内平衡，而直接激活核内转录因子，而不必向细胞因子一样，需首先通过受体/配体介导的膜信号转导。 

    另外，Koski等[5]报道，在无血清及有血清两种培养条件下，CI均能诱导CD14+单核细胞下调CD14分子及上调CD80、

CD86、CD83分子。但在无血清培养条件下，CI诱导PBMC分化的最佳浓度为90~180 ng/ml；而在含有10 %人血清培养条件下，

CI诱导PBMC分化的最佳浓度为375~750 ng/ml；而且在有血清培养条件下，须尽早加入CI(最好在开始培养时)才能获得较好活

性的DC。在DC的培养过程中是否使用含血清的培养基、使用血清的种类、联合什么样的细胞因子或配体以及加入诱导剂的种

类、时间及顺序等可能都对DC的成熟时间、DC的功能及其诱导的免疫应答类型有影响。 
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