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人树突状细胞
（Human Dendritic Cells ，HDC）

树突状细胞（DCs）是免疫系统的信使细胞，通过处理来自病原体的抗原并将抗原呈递给T细胞，
以启动免疫应答。正常人树突状细胞具有一系列特定的表面标记物，包括CD11c+、CD86+、
CD80+、HLADR+和CD14-。这些细胞在适当的细胞因子（IL-4和GM-CSF）的培养条件下可以存
活长达7天，以保持细胞处于未成熟的树突状细胞（iDCs）状态。通过添加TNF-α和IL-1β，细胞
可以进一步分化为成熟的树突状细胞。

HDC分化培养方式

HDC在培养基中培养4天后，HDC细胞的CD11c和CD86表面抗原阳性率≥90%。

操作步骤：

1)细胞解冻之前，将LGM-3™平衡至室温。

2)解冻后的细胞（解冻时间不超过2 min）转移至50 ml离心管中，并用LGM-3™缓慢稀释至25 
ml，400×g室温离心10 min。

3)吸除上清培养基，用LGM-3™重新悬浮细胞，使其达到适当的密度，

（推荐密度为2~5×104cells/cm2）。

4)添加细胞因子轻柔混匀后加入至培养容器中（IL-4（50 ng/ml）和GM-CSF（50 ng/ml））。
并放于细胞培养箱中培养4天后便可用于实验。

生长条件：在CO2浓度为5%，温度为37℃，相对湿度（RH）为95%的细胞培养箱中培养。

HDC培养材料（Lonza）
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人外周血单核细胞
（PBMC）

外周血单个核细胞（PBMC）是一种混合的单核细胞群体。可以进一步纯化以分离出单个细胞类
型，如自然杀伤细胞、T细胞和B细胞。此外，PBMC是单核细胞的丰富来源，可以通过与各种细
胞因子的培养来使其分化为巨噬细胞或树突状细胞。

培养方式

操作步骤：

1)将LGM-3™培养基平衡至室温。添加DNase I（20 U/ml）。

2)解冻后的细胞（解冻时间不超过2 min）转移到50 ml离心管中。

3)向离心管中加入1 ml培养基后，将解冻后的细胞转移至离心管中。逐滴加入培养基至离心管中
直到总体积达到50 ml，并每次加入培养基后轻轻旋转离心管。

4)室温200×g离心15 min。

5)小心地用移液管除去除上清（保留2 ml）。轻轻悬浮细胞沉淀并计数。

6)用LGM-3™重新悬浮细胞，使其达到适当的密度（推荐密度为1~5×106cells/cm2）并加入培养
容器中，置于细胞培养箱中培养（可根据实验需求添加细胞因子）。

生长条件：在CO2浓度为5%，温度为37℃，相对湿度（RH）为95%的细胞培养箱中培养。

 hPBMC培养材料（Lonza）
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人CD4+ T细胞
（CD4+ T）

CD4+ T细胞也被称为辅助T细胞，因为它们对免疫系统中的其他细胞起着调节作用，促进免疫应
答的各个方面，包括免疫球蛋白亚型转换和抗体应答的亲和力成熟，巨噬细胞的激活以及自然杀
伤细胞和细胞毒性T细胞的活性增强。

培养方式

操作步骤：

1)将含有10% FBS或1% BSA的培养基室温平衡。将细胞置于37°C的水浴中解冻（不超过2 min）
。用70%乙醇擦拭瓶子外部。

2)向50 ml离心管中加入1 ml培养基后，将解冻后的细胞转移至离心管中，少于100万的个细胞可
使用15 ml离心管）.

3)逐滴加入培养基至细胞悬液中，滴加过程中旋转离心管，直到总体积达到5 ml（约3 min）。

4)用巴氏管按1 ml到2 ml量缓慢加入的培养基，直到达到离心管的总体积，并在每次加入培养基
的过程中轻轻旋转（约5-10 min）。

5)室温200×g离心15 min。

6)小心地用移液管除去大部分上清液并保存在第二个管子中，留下少量液体以保持细胞沉淀不被
干扰。轻轻悬浮细胞沉淀。如果使用50 ml离心管，请将细胞转移到15 ml离心管中，并用5 ml培
养基冲洗50 ml离心管并慢慢加入5 ml到细胞悬浮液中并轻轻旋转。

7)用巴氏管按1 ml到2 ml量缓慢加入培养基，直到达到离心管总体积15 ml，并在每次加入培养基
的过程中轻轻旋转。

8)室温200×g离心15 min。

9)小心地用移液管除去除上清液（保留2 ml）。轻轻悬浮细胞沉淀并计数。

10)用LGM-3™重悬细胞沉淀以达到合适的细胞密度，可根据实验需求添加细胞因子。

生长条件：在CO2浓度为5%，温度为37℃，相对湿度（RH）为95%的细胞培养箱中培养。

 CD4+T培养材料（Lonza）
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人淋巴管内皮细胞
（Human Lymphatic Endothelial Cells，HLEC）

淋巴系统是免疫系统的重要组成部分。它有助于维持组织内稳态，包括间质蛋白运输、组织液平
衡和细胞免疫的发育。淋巴结分布在整个淋巴系统中，含有大量的淋巴细胞、巨噬细胞和抗原呈
递细胞，共同启动初级免疫反应。

人淋巴管内皮细胞分离自淋巴管组织，是衬覆于淋巴管内表面的一种单层扁平上皮，构成淋巴管
壁的主要结构，参与维持体液平衡，调节淋巴细胞再循环、机体的免疫反应和组织液及蛋白质的
运输。皮质中的特化淋巴内皮细胞（LEC）通过吸引循环中的血管内淋巴细胞，协助进行初级免
疫反应。此外，LEC负责促进血管内淋巴细胞的向网状网迁移，使淋巴细胞可以与抗原呈递细胞
相互作用。近年研究表明，LEC在伤口愈合、淋巴管水肿和炎症扩散等病理过程中起重要作用，
而且与肿瘤转移密切相关。

培养方式

培养瓶：纤连蛋白（Bovine Plasma Fibronectin, 2 µg/cm2）包被培养瓶。

培养基：HLEC用提供的ECM完全培养基（包含基础培养基、5% FBS、

1% ECG和1% P/S）培养。

操作步骤：

1)包被纤连蛋白（2 µg/cm2）培养瓶的准备（T-75培养瓶）：将5 mL无菌的Dulbecco's磷酸盐
缓冲盐（DPBS）与150 µL纤连蛋白原液混匀后加入到T-75培养瓶中，将培养瓶放置在37°C的孵
育箱中过夜（或至少2小时）。在铺细胞前将未凝固纤连蛋白溶液吸出（可重复使用2次），加入
20 mL ECM完全培养基（基础培养基、FBS、FGS和P/S按比例混合配制）。

2)将HLEC细胞量为5 x 105cells的冻存管放入37℃水浴中，待细胞融化后用75%酒精进行表面消
毒后，转移至细胞操作台。小心地取下冻存管盖子（不要接触内螺纹）。轻轻地重新悬浮并将小
瓶中的内容物放入37℃平衡、纤连蛋白包被的培养瓶中，十字交叉法轻柔平晃培养瓶，使细胞分
散均匀。（注：不建议在解冻后对细胞进行稀释和离心，因为这些与培养物中残留DMSO的作用
相比，这些作用对细胞的损伤更大；将HLEC置于纤连蛋白包被的培养瓶中，促进生长同样重要。
）

换液：培养开始后16小时内不要干扰培养。次日更换培养液，去除残留的DMSO和未贴壁细胞。
之后每三天更换一次培养基，直到培养达到大约70%的密度。一旦培养达到大约70%的密度，每
隔一天更换一次培养基，直到培养达到大约90%的密度。

传代：当细胞密度达到90%时进行传代。

1)将T/E、包被培养皿、DPBS、培养基提前置于室温平衡（不建议37℃加热）。

2)弃除旧培养基，并用DPBS清洗细胞后吸除加入8 mL DPBS和2 mL 0.05% T/E solution 轻柔晃
动培养瓶后放入37℃培养箱（注：原代细胞传代时请勿使用未稀释的胰蛋白酶），一段时间后镜
下观察，待细胞完全变圆、脱落，轻轻拍打底部和侧面，加入1 mL FBS，将细胞悬液转移至15 
mL离心管中，1000 rpm离心5 min，用新培养基重悬细胞沉淀后计数，根据5000-7000 
cells/cm2的密度传代至预先用Bovine Plasma Fibronectin包被的培养皿中。

生长条件：在CO2浓度为5%，温度为37℃，相对湿度（RH）为95%的细胞培养箱中培养。
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 HLEC培养材料（Sciencell)
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人淋巴成纤维细胞
（Human Lymphatic Fibroblasts, HLF）

成纤维细胞是起源于胚胎中胚层的间充质细胞，广泛用于各种细胞和分子研究，适用于从基因转
染到微注射等各种操作。成纤维细胞分泌富含I型和/或III型胶原的非刚性细胞外基质。研究表明，
不同器官中的成纤维细胞具有异质性。在淋巴组织中，成纤维细胞构建了一个独特导管系统，其
在调节免疫应答和组织液体稳态方面起着基础性的作用。

培养方式

培养瓶：PLL（多聚-L-赖氨酸）包被的培养瓶。

培养基：HLF用提供的FM完全培养基（包含基础培养基、2% FBS、1% FGS和1% P/S）培养。

操作步骤：

1)包被PLL（2 μg/cm2）培养瓶（T-75培养瓶）的准备：将10 mL无菌水加入到T-75培养瓶中，
加入15 μL PLL原液，轻轻吹匀后将培养瓶放置在37°C的孵育箱中过夜（或至少1小时）。

2)无菌水清洗包被PLL的T-75 2次，加入20 mL FM完全培养基（基础培养基、FBS、FGS和P/S按
比例混合配制），将解冻后的HLF加入至包被的T-75中（推荐细胞密度为5000 cells/cm2），十
字交叉法轻柔摇晃培养瓶使细胞分布均匀，将培养瓶放入细胞培养箱中。（注：不建议在解冻后
稀释和离心细胞，因为这些操作对细胞的伤害比培养中残留的二甲基亚砜（DMSO）的影响更大
。同时，细胞在PLL包被培养瓶中有助于促进细胞附着。）

换液：为了获得最佳结果，在培养开始后至少16小时内不要干扰培养。第二天更换培养基，以去
除残留的二甲基亚砜和未附着的细胞，之后每隔三天更换一次培养基，直到培养达到约70%的密
度，一旦培养达到约70%的密度，每隔一天更换一次培养基，直到培养达到约90%的密度。

传代：当细胞密度达到90%时进行传代。

1)将T/E、包被培养瓶、DPBS、培养基提前置于室温平衡（不建议37℃加热）。

2)弃除旧培养基，并用DPBS清洗细胞后吸除加入5 mL DPBS和5 mL 0.05% T/E solution 轻柔晃
动培养瓶后放入37℃培养箱（注：原代细胞传代时请勿使用未稀释的胰蛋白酶），一段时间后镜
下观察，待细胞完全变圆、脱落，轻轻拍打底部和侧面，加入2 mL FBS终止消化，将细胞悬液转
移至15 mL离心管中，1000 rpm离心5 min，用新培养基重悬细胞沉淀后计数，根据5000 
cells/cm2的密度传代至预先用PLL包被的培养瓶中。

生长条件：在CO2浓度为5%，温度为37℃，相对湿度（RH）为95%的细胞培养箱中培养。
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 HLF培养材料（Sciencell)
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