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树突状细胞的培养$鉴定及在移植中应用的研究进展

邹林洪 综述!王豫蓉!审校

"重庆医科大学附属口腔医院正畸科
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树突状细胞&

C"FCK/I/55"##

!

>]

'由
7I"/F-.F

和
]60F

)

$

*于

$*(%

年首次在小鼠脾淋巴结中分离出来!因在体内成熟时细

胞表面伸出树突样或伪足样突起而得名!是目前已知的专职抗

原提呈细胞)

:

*

!能够激活初始
!

细胞$有研究表明
>]

在免疫

应答中起着关键作用)

%

*

!在移植免疫中起着双向作用$一方

面!

>]

向受体
!

细胞提呈供体抗原以及激活信号!诱导排斥

反应的发生#另一方面!某些
>]

具有免疫调节作用!诱导机体

对自体和外来抗原免疫耐受的发生$因此!利用
>]

的免疫调

节作用诱导特异性的免疫耐受已成为当前移植领域的研究热

点之一$

7I"/F-.F

和
@.F50"K".O

)

'

*研究表明
>]

的免疫功能

与细胞成熟与否有关!成熟
>]

启动免疫排斥反应!未成熟
>]

诱导免疫耐受$

>]

存在体内的部位较多!但数量有限!目前

尚不能直接从组织中大量分离获得!需要进行培养扩增并纯化

才能满足应用的需要$因此!如何培养获得大量且纯度更高的

>]

是进行各种研究的前提!是目前研究的重点之一$

目前!已能利用小鼠(大鼠和人的多种组织进行
>]

的体

外培养!在基础实验中以小鼠和大鼠
>]

的培养研究最常见$

现将对
>]

体外培养的取材来源(培养方法(鉴定方法及在器

官移植中应用的研究进展综述如下$

B

"

>]

培养的取材来源

B4B

"

小鼠

B4B4B

"

骨髓
"

最早开始用于体外培养
>]

的动物是小鼠$

>]

是由骨髓干细胞分化而来!因而用于培养小鼠
>]

的组织

来源主要是骨髓!也是目前动物体外培养
>]

最常见的来源$

G&G:

重庆医学
:)$$

年
*

月第
')

卷第
:G

期



骨髓中含有大量的
]>%'

l造血干细胞!可在细胞因子的刺激

下诱导产生一定数量及质量的
>]

$常采用的方法是取出小鼠

四肢的股骨和胫骨)

G

*

!用
[8R=,$3')

培养基冲洗出骨髓腔内

的骨髓及髓内细胞!分离得到
]>%'

l造血干细胞后进行诱导

培养$

B4B4C

"

脾脏
"

$*(%

年
>]

首次由
7I"/F-.F

和
]60F

)

$

*从小鼠

脾脏中分离而来$他们先利用酶消化脾脏!再通过梯度密度离

心过滤悬浮细胞!经过短时间贴壁后!培养过夜进行分离!可以

得到一定数量的
>]

$

d.6

等)

3

*将小鼠脾脏消化培养获得了大

于
*)T

纯度和
*GT

生存能力的
>]

$

WOM"K

等)

(

*也用小鼠脾

脏成功培养出
>]

$

B4B4D

"

淋巴结
"

从各种淋巴结收集培养
>]

是另外一个获得

>]

有效的方法!

]#.K",7.#1#"K

和
RO##"F

)

&

*将小鼠断颈处死!将

淋巴结无菌分离!切碎制备细胞悬浮液!再进行分离培养!可以

获得大量
()T

"

*)T

纯度的
>]

$胰腺淋巴结&

8<;

'(窝引

流淋巴结&

8?,<;E

'

)

*

*

(肠系膜淋巴结)

$)

*均是小鼠
>]

培养的

重要来源$

B4C

"

大鼠

B4C4B

"

骨髓
"

骨髓来源的
>]

是大鼠
>]

培养研究的重要途

径$

$*&:

年
\#/FQ"KI

等)

$$

*首次利用伴刀豆球蛋白
9

处理的

脾细胞上清液来刺激低密度的大鼠骨髓前体细胞而获得大鼠

骨髓来源的
>]

$此后!不断有研究报道成功从骨髓细胞培养

获取大鼠骨髓来源
>]

!但是产量均较低$随着研究的深入!在

利用重组大鼠
ZR,]7A

的基础上联合应用重组大鼠
=<,'

和

=<,$)

等细胞因子!使大鼠骨髓来源的
>]

的产量有了显著提

高!现在每只大鼠可获得具有典型特征的
>]

约
$c$)

( 个!采

用免疫分选法可使其纯度达
*)T

以上$在实验研究中!其骨

髓采集容易!易于培养(扩增!费用相对便宜$因此!从大鼠骨

髓中分离诱导培养
>]

是许多学者主要的选择方法$

B4C4C

"

脾脏
"

脾脏是一个重要的免疫器官!

>]

在脾脏中参与

调节免疫反应)

$:

*

$大鼠脾脏来源
>]

的收集培养同小鼠一样

也多采取消化过滤的方法)

$%

*

!可获得较高纯度的
>]

$大鼠的

脾脏
>]

可以分为
%

种形态和表型不同的亚型"

]>'

l

(

]>'

V

(

类浆细胞)

$'

*

$最近研究表明未培养过夜而分离的脾脏
>]

较

按常规方法培养的
>]

表现出更多未成熟
>]

的典型特征)

$G

*

$

B4C4D

"

淋巴结
"

R.IEOF6

等)

$3

*直接通过周围淋巴结或中枢

淋巴管收集
>]

!是在最接近生理条件状况下收集得到
&)T

"

*)T

纯度的
>]

!其生存能力达到
*GT

以上!更具备
>]

本身的

活性$

B4C4E

"

外周血
"

有研究指出
>]

的含量在大鼠外周血中小于

)4$T

)

$(

*

!大鼠外周血
>]

的培养一般是采取大鼠的髂外静脉

血进行培养$有报道指出脐带血和外周血来源的
>]

不能用

于免疫正常动物的体内研究!而只能用于免疫缺陷动物的体内

研究)

$&

*

$因而有学者建议用外周血来源的
>]

进行免疫缺陷

的治疗!但这一特性也缩小了对外周血来源
>]

研究应用的

范围$

B4D

"

人类

B4D4B

"

脐带血
"

脐带血是
>]

体外诱导培养的一个重要来

源!是目前
>]

培养研究的热点之一)

$*,:)

*

$脐带血一般用于对

人类
>]

培养的相关研究)

:$

*

$脐带血中含有较多的
]>%'

l造

血干细胞!其来源广泛!培养相对方便!具有较好的组织相容

性$常采取新生胎儿脐带血!离心后加入细胞因子定向诱导

>]

的生成$

B4D4C

"

外周血
"

大量的基础研究证实通过细胞因子可以将人

类外周血单个核细胞进行分离诱导培养出
>]

)

::

*

$外周血来

源广泛!采集方法简单(方便!不易污染$但此方法存在以下缺

点"&

$

'外周血中
>]

量相对骨髓中较少#&

:

'对实验人员的技

术操作要求高!操作步骤相对较复杂!容易造成
>]

分离不纯(

丢弃过多或混入较多的杂质$

C

"

>]

的分离及培养方法

C4B

"

培养
>]

常用细胞因子的种类
"

目前用来诱导培养
>]

的细胞因子主要有粒细胞巨噬细胞集落刺激因子&

ZR,]7A

'(

白细胞介素
,$)

&

=<,$)

'(白细胞介素
,'

&

=<,'

'(肿瘤坏死因子
)

&

!;A,

)

'(

2

干扰素&

=A;,

2

'(核因子
,

'

@

&

;A,

'

@

'圈套寡核苷

酸!脂多糖&

<87

'(转化生长因子
+

&

!ZA,

+

'等$细胞因子的单

独或几种联合使用诱导扩增
>]

(是最常用的方法$其中
ZR,

]7A

是最基本(最重要的细胞因子)

:%

*

!有研究指出单独使用低

剂量的
ZR,]7A

即可以培养出未成熟的
>]

$根据培养要求

的不同常在使用
ZR,]7A

的基础上联合其他细胞因子进行培

养!如
<87

(

!;A,

)

(

=A;,

2

是比较常用的促
>]

成熟的细胞因

子!而
=<,'

)

:'

*

(

=<,$)

)

:G

*

(

!ZA,

+

)

:3

*和
;A,

'

@

圈套寡核苷酸则

能抑制中性粒细胞和巨噬细胞等促炎性细胞因子的产生!维持

>]

处于未成熟状态$其中经
=<,$)

处理的
>]

可致
!

细胞无

能或凋亡!有报道称这些细胞可引起
!0$

向
!0:

的免疫偏离!

!ZA,

+

则不仅抑制
>]

成熟!还可增加
>]

的产量$这些细胞

因子对
>]

的作用机制比较复杂!其效果与培养
>]

的组织来

源和培养方法有密切的关系$

C4C

"

分离
>]

的方法

C4C4B

"

物理方法
"

亦称+培养黏附法,!是根据
>]

和单核细

胞的黏附性(密度大小等的不同进行分离)

$G

*

!培养一定时间后

收集悬浮的细胞即为
>]

!

>]

纯度达
3)T

"

&)T

$由于+培养

黏附法,方法简单!价格便宜!是目前最常用的获取
>]

的方

法$+培养黏附法,最主要缺点是收集的
>]

常出现抗原标志

的改变!容易造成部分
>]

前体细胞的丢失从而使产量减少!

且纯度尚有待进一步提高$

C4C4C

"

免疫分选法
"

亦称+单抗法,!包括流式细胞术(磁性细

胞分离术等!是以密度梯度离心法)

:(

*配合以免疫磁珠清除

法)

:&

*或流式细胞术法!此法培养出的
>]

纯度可达
*)T

以上$

+单抗法,分离纯度高!可保持
>]

原有特征!一些要求较高的

实验研究中常用+单抗法,来获取
>]

!但单抗消耗量大!价格昂

贵!如果单抗选用不当!很容易造成部分
>]

丢失$

C4D

"

>]

的培养方法
"

最常见的是先将
>]

的前体细胞分离

出来!然后再在细胞因子的作用下诱导分化成为
>]

)

:$

*

!但是

这种方法由于受到前体细胞数量的限制!分离得到的
>]

数量

有限$因此!有学者先对干细胞进行扩增后再诱导分化成
>]

$

对脐带血通常采取+两步法,!首先选择重组人卵泡抑素

&

A7!

'(

=<,%

(

=<,(

(

=<,$%

等从脐带血中将
]>%'

l造血干细胞

中分离出!并将
]>%'

l造血干细胞扩增至一定数量!然后再选

择适当的细胞因子如用
ZR,]7A

(

=<,'

等诱导培养)

:*,%)

*

!最终

培育出大量成熟的或未成熟的
>]

$李纪鹏等)

%$

*先利用
]>%'

抗体将骨髓中
]>%'

l细胞进行分离纯化及传代扩增!至第
'

代时加入
ZR,]7A

(

=<,'

等诱导骨髓
]>%'

l细胞向
>]

分化!

从而获得大量
>]

细胞$

D

"

>]

的鉴定方法

D4B

"

>]

形态学鉴定
"

&

$

'倒置相差显微镜下观察"根据培养

方法的不同!培养后的细胞逐渐出现细胞集落!大部分贴壁!细

胞逐渐增大而不规则!有树枝状的突起伸出!呈现出未成熟
>]

的特点$随着培养时间的延长细胞逐渐成熟!细胞从集落中释

放出来!细胞呈悬浮或半贴壁生长!伪足逐渐生长!分叉逐渐增

多)

%:

*

$&

:

'扫描电镜观察"根据培养方法及培养阶段的不同!

3&G:

重庆医学
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主要表现为细胞形态不规则!表面粗糙!有皱褶和不规则突起!

胞质内可见吞饮泡以及多泡体等特点$

D4C

"

>]

表面特异性标记物鉴定
"

流式细胞学是目前应用最

广泛的细胞鉴定术!

>]

的表型鉴定主要用流式细胞学进行分

析$小鼠的表面特异性标志物主要是
]>$$5

和共刺激因子

RW],

#

(

]>&)

(

]>&3

等$大鼠的表面特殊标记物较少!目前

较多的主要有
?g3

(

?g3:

和共刺激因子
RW],

#

(

]>')

(

]>G'

(

]>&)

(

]>&3

等)

%%

*

$随着对大鼠
>]

生物学特性的深入

研究发现!大鼠
>]

的表面标记物
?g3:

的表达率高于
?g3

!

因而近年来越来越多的学者将
?g3:

作为表面特异性标记物

来对大鼠
>]

进行研究$共刺激因子
]>&)

(

]>&3

(

RW],

#

等

表达的高低主要反应
>]

成熟度的高低!其表达越高说明
>]

细胞成熟度越高$

D4D

"

功能学鉴定
"

混合淋巴细胞反应是目前检测
>]

抗原提

呈能力的重要方法!通过四甲基偶氮唑盐法检测混合淋巴细胞

反应!计算淋巴细胞刺激指数&加刺激细胞的
9

值%不加刺激

细胞的
9

值'!刺激指数与
>]

%

!

细胞的比值呈正相关!随

>]

%

!

细胞的比值增大而增大)

%'

*

$

E

"

>]

在器官移植中应用

近年来
>]

的应用得到许多学科的肯定)

%G

*

!

>]

具有诱导

免疫耐受的特性在诱导移植免疫耐受方面已经展现出独特的

应用价值!在器官移植中得到了广泛应用!在心脏(肾脏(肝脏(

小肠(胰腺(肢体移植等的报道较多!在角膜(皮肤(动脉(性腺(

胰岛(喉(脾(肾上腺等器官移植中也有报道$研究结果指出将

具有致耐受作用的
>]

输入受体体内能明显减低受体的免疫

排斥作用!能够在一定程度上延长移植物或受体存活时间$

L

"

展
""

望

>]

通过多种机制诱导免疫耐受或减轻同种异体免疫反

应!在移植中展示出极强的可塑性已成为当前研究热点$目前

人们对
>]

的研究尚处于初级阶段!现有实验尚停留在动物实

验阶段!许多问题如
>]

诱导耐受的具体机制尚不完全清楚!

细胞的类型和剂量(输注时间和时机(输注的途径等都有待进

一步深入研究$提取高纯度的
>]

是进行各项研究的基础!虽

然目前已能在体外培养并诱导产生
>]

!但依然存在不足!仍然

有许多问题需要进行更深层次的研究$相信随着对
>]

的进

一步研究和细胞生物学的进一步发展!培养出具有致耐受作用

的
>]

!诱导移植免疫耐受的目的最终是有望实现的$
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急性肺损伤&

9<=

'%急性呼吸窘迫综合征&

9[>7

'的发生

机制异常复杂!缺乏有效治疗手段 $近年来研究表明!他汀类

药物除具有降低胆固醇作用之外!还有许多非调脂作用!包括

抑制炎症介质的释放和血小板的聚集(抗凝(抗氧化(改善血管

内皮功能(稳定动脉粥样硬化斑块(抑制系膜细胞增生和免疫

调节反应等$他汀药类药物的非调脂作用可能对
9<=

患者的

治疗有更为乐观的应用前景!本文就近年来他汀类药物多途径

作用的研究作一综述$

B

"

9<=

的主要发病机制

迄今为止
9<=

的发病机制尚未完全阐明!但在损伤过程

中!中性粒细胞激活与凋亡抑制(炎症反应(凝血纤溶系统的改

变(氧化应激反应和内皮功能破坏等参与了
9<=

的发生(发

展$中性粒细胞激活与凋亡抑制而持续活化(炎症反应与抗炎

反应之间微妙的平衡与失衡关系在其发病过程起着重要作用$

在
9<=

%

9[>7

时!中性粒细胞在肺毛细血管内大量黏附(

聚集!移至肺泡腔!并持续活化!凋亡延迟$一方面通过释放活

性氧(蛋白酶及脂类代谢产物等炎症介质直接损伤肺组织#另

一方面通过激活核因子
,

'

@

&

FO5#".KN.5I6K,Q.

LL

.@

!

;A,

'

@

'诱

导白介素
,$

+

&

=<,$

+

'(白介素
,&

&

=<,&

'(肿瘤坏死因子
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'等促炎性细胞因子的释放引起瀑布效应!在炎症部位生存周

期明显延长$

8"K#

等)

$

*发现在炎性或非感染性因素诱发的

9<=

中!中性粒细胞的凋亡延迟能够增加肺组织的炎症反应!

从而增加肺损伤的严重程度!降低患者的存活率 $

9<=

和
9[>7

本质是肺组织失控的炎症反应!大量促炎

性细胞因子互相激活(互相作用!使炎症反应级联放大$
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可调节炎症相关基因!是促炎症基因表达的枢纽之一$
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的活化可上调促炎性细胞因子的表达!诱发炎症反应!导致

脏器损伤)
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