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摘要!目的 探讨体外无血清条件下诱导人外周血单核细胞!!)*+"迅速生成树突状细胞!,+"的方法#并初步探讨钙
离子载体!+-"诱导分化的信号转导途径与肿瘤坏死因子!./0"1!所诱导的是否相同$方法 分离健康献血者的 !)*+#
给予无血清培养基及 ’(234567 的 89:*1$;< 过夜培养后#再分别给予 %((234567 的 =&>%?@ 或 ’(234567 的 ./<1!#或预
先加入 (A’2"4567 的环胞菌素 =!+B=">(26C3 后#再加入 =&>%?@%./<1!#共培养 D(29$ 于相差显微镜下观察细胞形态的
变化#流式细胞仪检测细胞的表面标志#*.. 比色法检测不同方法处理的 !"*$ 刺激同种异体 . 细胞的增殖作用$ 结
果 健康献血者的 !"*$ 在无血清条件下#给予 89:*1$;< 及 $E 或 ./<1!培养 D(29#均可获得 ,$ 的典型形态#包括
$,%D表达下调%$,?> 及共刺激分子!$,?(%$,?F"表达上调#以及较强刺激同种异体 . 细胞增殖的作用&上述由 $E 诱
导的细胞形态的改变%表面分子的表达以及刺激 .细胞增殖的作用均可被 $B=所抑制$ 而 ./<1!所诱导的细胞形态的
改变%表面分子的表达以及刺激 .细胞增殖的作用均不受 $B=影响$ 结论 健康献血者的 !"*$B在体外无血清条件下#
可以被 89:*1$;< 及 $E 或 ./<1!迅速诱导成 ,$#但 $E 与 ./<1!诱导 !"*$ 分化为 ,$ 的细胞信号转导途径不同$
关键词!树突状细胞&肿瘤坏死因子 1!&钙离子载体&细胞信号转导
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PPPPPPPP树突状细胞!_U3_8C\CVPVU77OPZ+"是近 %( 年来研
究得最为透彻的抗原呈递细胞 !R3\C4U3P[8UBU3\C34P

VU77OP=!+"$ 对 Z+ 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 Z+ 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 Z+
的方法 # 其中应用粒 1 巨噬细胞集落刺激因子
!g*1+;0" 和 -i1D 从人外周血单核细胞![U8C[9U8R7P
e7SS_P6S3SV^\UOP!)*+"%应用 g*1+;0 和肿瘤坏死
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因子 !!"#"$!从人 %&’()造血干细胞扩增 &% 的方
法得到了广泛应用# 但大多数方法均需要体外培养
*+,周甚至更长时间才能获得成熟的 &%$ 增加了污
染机会$同时不能给患者及时回输%而且培养体系中
所需要的胎牛血清或人 -. 型血清对需要治疗的对
象来说$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$近来国外的某些实验室相继报道了
&%的快速无血清培养方法&/+0’$主要涉及的试剂为钙
离子载体12342567859:9;<9=>?8%@A# 以下是我们实验室
关于 %@ 在体外快速诱导 B.C% 生成 &% 的研究及
其信号转导机制的初步探讨#

*88材料和方法
*D/88主要试剂和仪器
人重组 ECF%G#!=<ECF%G#"购自南方医科大学

中心实验室%淋巴细胞分离液 #52944 为上海生化试剂
二厂产品%#@!% 标记的鼠抗人 %&/((%&0H(%&0I(
%&0J 单克隆抗体及流式细胞仪均为 .& 公司产品%
无血清培养基!G#C"为 K5L>8!>2<:949M5>N 公司产品%
!"#F!为 B<3=75:M>: 公司产品%OBC@8*J(P 培养液(
-,H/0Q !%@" 为 G5M73 公司产品% 环胞菌素 -!2RF
249N;9=5:8-S8%N-"为 G3:T9U 公司产品%胎牛血清 #%G
为 VR249:> 公司产品%酶标仪!.@W%XKK8V!"为奥地
利 -:Y<9N8K3ZY>28@:NY=67>:YN8E>N[7[Z[V公司产品#
\[]88&%及混合 !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

#52944 密度梯度离心分离单个核细胞 !B.C"%"$以
OBC@88\J(^调整细胞浓度至 \!\^Q_74$于 ‘8a8%W](HQ8"
条件下培养 (8<#用力晃动培养瓶后洗出非粘附细胞$
在剩下的贴壁细胞!即 B.C%"中加入 G#C 及终浓度
为 ‘^8:M_74 的 =<EC$%G# 培养 ]^8<# 然后分别加入
\^^8:M_74的 -]H\0Q或 ‘^8:M_74的 !"#$!$或预先加
入 ^[‘8"M_74 的磷酸蛋白酶拮抗剂 %N-8H^875: 后$再
加入 -]H\0Q(!"#$!$继续培养 ]^8<$即所有实验组
均置于 ‘8b8%W](HQ8"条件下共培养 (^8<# 另取其它
健康献血员的外周血经 #52944 密度梯度离心分离出
B.C"%$以 OBC@8\J(^ 悬浮$注入 ! 细胞尼龙毛柱$
HQ8"孵育 \8<后$冲洗出非粘附细胞为同种异体 ! 淋
巴细胞$用作混合 !淋巴细胞的刺激增殖实验#
\[H88形态学观察及细胞表型分析
用相差倒置显微镜每 J+08< 观察细胞的生长状

态及形态变化# (^8< 后$收集各组细胞经 B.G 悬浮(
离心!(8"(\8]‘^8=_75:(‘875:"$弃上清# 采用直接免
疫荧光法 $ 加入 #@!% 标记的鼠抗人 %&0^8 (抗
%&0J(抗 %&0H(抗 %&\( 单克隆抗体$(8"避光标记

H^875:后$B.G洗涤 ] 次$用 \8b多聚甲醛固定$流式
细胞仪检测细胞表面分子的表达#
\[(88!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 H 遍$用 #$ 射
线照射灭活!H^8ER"后作抗原呈递细胞$用含 \^8b8
#%G的 OBC@8\J(^制成浓度为 \!\^J_74$倍比稀释后
加入 cJ孔培养板中!\^^874_孔"#然后每孔加入固定
数量的混合 ! 淋巴细胞 !‘!\^J_74$\^^874_ 孔"$使
-B%!!分别为 \#‘(\$]^(\$0^(\$H]^(\$\8]0^# 同时设
无 -B%组为对照$在 ‘b8%W](HQ8"条件下培养 cJ8<#
加入 C!!8]^8"4!‘8M_K"$于 ‘b8%W](HQ8"条件下继续
培养 (8<#离心(弃上清$加入 &CGW8\^^8"4_孔溶解结
晶$用酶标仪双波长检测!检测波长 ‘Q^8:7$参考波
长 JH^8:7"$测定 &1$A值$并计算刺激指数!G@"$G@d8
&1$A实验组 _8&1$A对照组&c’#

]88结果
][\88-]H\0Q诱导前后细胞的形态
在相差显微镜下$未处理的 B.C% 呈球形$表面

光滑!图 \-"#经 ‘^8:M_74的 =<EC$%G#和 \^^8:M_74
的 -]H\0Q 联合刺激 (^8<$ 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 \."# 经 ‘^8
:M_74 的 =<EC$%G# 和 ‘^8:M_74 的 !"#$%联合刺激
(^8<$也可见典型 &% 形态的变化!图 \%"# 但给予
%N- 预先处理 H^875: 后 $ 再给予 =<EC$%G#8及
-]H\0Q联合刺激的细胞$ 细胞形态明显受抑制 !图
\&"# 而 %N- 基本不影响 !"#$!诱导的细胞形态的
改变!图略"#相差显微镜下 &%周围的小亮点为血小
板#
][]88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 (^8< 所获的细胞进行表型分析# 结果表明$经
‘^8:M_74 的 =<EC$%G#8和 \^^8:M_74 的 -]H\0Q 联合
刺激 (^8<$细胞表面 %&0H(%&0^ 和 %&0J 等分子的
表达明显增高$%&\( 分子的表达明显下降# 经 ‘^8
:M_74 的 =<EC$%G# 和 ‘^8:M_74 的 !"#$!联合刺激
(^8<$细胞表面上述分子的表达有同样的改变# 但给
予 %N- 预先处理 H^875: 后$ 再给予 =<EC$%G#8及
-]H\0Q 联合刺激的细胞$%&0H(%&0^ 和 %&0J 等分
子的上调被明显抑制$%&\( 分子的下调基本不受影
响#而经 =<EC$%G#和 !"#$!联合刺激 (^8<的细胞$
%&0H(%&0^ 和 %&0J 等分子的上调及 %&\( 分子的
下调均不受 %N-的影响!图 ]"#
][H88混合 !淋巴细胞的刺激增殖实验
正常人的 B.C%在体外经 ‘^8:M_74的=<EC$%G#8

和 \^^8:M_74的 -]H\0Q联合刺激 (^8<后$ 具有明显
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图 !""外周血单核细胞在 #$%&’()*+和 ,-.!/0 或 12*’!处理前及处理 34+$ 后相差显微镜下的形态变化
5原放大倍数!!3446
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;:F=,-.!/0=;?AE#=KE8:9=L#E’A#E;AEF=I8A$=(M,

, H ( J

图 -==外周血单核细胞经不同
方法培养 34=$ 后细胞表面分

子的改变
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图 .""不同方法培养的抗原呈递细胞对同种异体 1 淋巴细胞的刺
激增殖作用

C"0$G N(’+"@9(L="’/ ’@ L++’09/9". J +Q>)*’.Q=92 2="><+L=9; 8Q
;"@@9(9/= L/="09/")(929/="/0 .9++2 REN7S

#$%&O()*P,-."!/0

#$%&O()*P12*O!

#$%&O()*P,-."!/0P(M,
#$%&O()*P12*O!P(M,

D:A#E;A>E:A

-S

-4

!S

!4

S

4

)T

U;A8B"B?",V(C+1+@E<<

!"! !"-4 !"/4 !"!N4 !".-4 !"!+-/4

刺激同种异体 1 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 (M, 完全抑制$ 而 VH&(
经 S4+:9W>< 的 #$%&O()*+和 S4+:9W>< 的 12*O! 联合
刺激 34+$ 后# 同样具有较强的刺激同种异体 1 淋巴
细胞增殖的作用# 但这种对混合 1 淋巴细胞的刺激
增殖作用却不受 (M,的影响%图 .&’

.++讨论
早在 !XX! 年 Y8Q 等 (!4)的研究就表明 ,-.!/0 可

以增强 J( 的免疫辅佐功能’ (T 可提高胞浆游离
(;-P+浓度* 导致 (;-P+结合其调节蛋白即钙调蛋白
%(;&+*使 (;&的构象发生改变*从而结合各种蛋白

受 体 分 子 * 如 依 赖 (;& 的 蛋 白 激 酶
%(;&Z&和蛋白磷酸酶%(;2&*进而参与诱
导依赖 (;-P+的基因转录*导致多基因活化’
已有多个实验室证实 (!*3*S*!!)*不管是健康人
还是癌症患者的单核细胞*(T 处理后 -4[34+
$ 皆可迅速获得活化 J( 的许多典型特征*
它包括 J( 的典型形态*上调表达 &\( 分
子, 共刺激分子 (J/4 和 (J/N, 粘附分子
(J34 和 (JS3, 新表达 J( 的活化标志
(J/. 分子,不再表达单核细胞的免疫标志
(J!3 分子*明显提高初次和回忆抗原致敏
1细胞增殖的能力等’

(M,的主要作用靶点为 (;2*可选择性
地结合 (;2 的亚单位*关闭 (;2 的活性部
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位! 从而抑制依赖 !"# 的事件" 由实验结果可知!
!"$ 拮抗剂#%&’$不阻断 !( 诱导的 %)*+ 分子的下
调! 但却明显阻断由 %, 引起的 %)-.%%)-/%%)-0
分子的上调! 故推测 %( 诱导 123% 向 )% 的分化!
可能受控于 %"456%"7 下游的某些信号转导途径的调
节" 8$9:! 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%8$9 受体等的受体 ; 配体膜信号转导机制!来
诱导 )%的分化"尽管 %(诱导 127%发生 )%&样变
化与细胞因子诱导 127% 分化为 )% 之 <=>2 的表
达无差异 &+’!但 %&’ 却不影响 8$9:! 诱导的 127%
分化为 )%!故推测!由 %( 诱导 127% 向 )% 分化的
信号! 与 8$9:!诱导 127% 分化为 )% 的信号转导
途径不完全相同( %( 诱导 )% 的分化过程可能是通
过干扰细胞内 %"4?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!@A&BC 等&D’报道!在无血清及有血清两种培

养条件下!%, 均能诱导 %)*+5 单核细胞下调 %)*+
分子及上调 %)-/%%)-0%%)-.分子" 但在无血清培
养条件下!%, 诱导 127% 分化的最佳浓度为 E/F*-/G
HI;J>* 而在含有 */GK人血清培养条件下!%, 诱导
127% 分化的最佳浓度为 .LDFLD/GHI6J>* 而且在有
血清培养条件下! 须尽早加入 %, #最好在开始培养
时$才能获得较好活性的 )%)在 )% 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 )% 的成熟时间%)% 的功能及其诱
导的免疫应答类型有影响"
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