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大鼠骨髓来源未成熟与成熟树突状细胞的对比研究

曹 姣 1 李 杨 2 杨 阳 2 郭树忠 3△ 韩 岩 3

（西京医院整形外科 陕西 西安 710032）

摘要 目的：对比培养大鼠骨髓来源的未成熟树突状细胞与成熟树突状细胞，并从形态学、表型及功能检测等多方面进行对比研

究，为后续的实验做出基础研究。方法:大鼠脱臼法处死后取两侧胫骨、股骨，PBS 冲洗骨髓腔收集骨髓细胞，经 GM-CSF 和 IL-4

刺激培养六天后，对比研究经 LPS 刺激组与未经 LPS 刺激培养组细胞状况。结果：①成熟树突状细胞悬浮生长，集落分散，扫描电

镜下见其突起数目明显多于未成熟树突状细胞。②成熟树突状细胞高表达表面标记分子 CD80、CD86、MHCⅡ，而未成熟树突状

细胞均低表达。③成熟树突状细胞培养基上清中 IL-12 水平高，而未成熟树突状细胞培养基上清中 IL-12 水平低。④成熟树突状细

胞具有强的刺激 T 细胞增殖能力，而未成熟树突状细胞基本不具有诱导 T 细胞增殖能力。结论:未成熟状态的树突状细胞具备致

耐受原性，可抑制 T 细胞的应答，而成熟状态的树突状细胞由于获得了免疫刺激潜能从而会对炎性刺激做出反应。
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ABSTRACT Objectives: To investigate the difference of morphology and phenotype and functionally tested between the rat bone

marrow-derived immature dendritic cells and the rat bone marrow-derived mature dendritic cells as a basic research for latter experiment.

Methods: The rats were put to death by dislocationing, and then all the shin bones and thigh bones were take to collect the bone marrow

cells by flushing the marrow cavity with PBS, culture the collecting cells with GM-CSF and IL-4 for 6 days. One sample was cultured

with LPS and the other without LPS. Results: ① Mature dendritic cells are suspending growth and have the disperse colonies, promi-

nence increased significantly. ② Surface molecular markers including CD80 and CD86 and MHCⅡ had high expression in mature den-

dritic cells while which was low in immature dendritic cells. ③ The content of IL-12 in cell culture medium was detected by IL-12 kit.

Mature dendritic cells had a high level and the immature dendritic cells had a low level.④ Mature dendritic cells had strong stimulation

abilities to the growth of T cells while immature dendritic cells do not have. Conclusion: The immature dendritic cells have the tolerance

to restrain the response of T cells, while the mature dendritic cells will do a response to the inflammatory stimulation due to getting the

potential of immune irritancy.
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前言

树突状细胞是一类分布广泛且功能最强的抗原提呈细胞，

同时具备调节固有免疫应答及适应性免疫应答的能力。未成熟

状态的树突状细胞具备致耐受原性，可抑制 T 细胞的应答，而

成熟状态的树突状细胞由于获得了免疫刺激潜能从而会对炎

性刺激做出反应。本文对未成熟 DCs 与成熟 DCs 的培养方法

及生物学性状做了详细的对比分析，为各种实验中对这两种细

胞的选择做了良好的基础研究。

1 材料与方法

1.1 动物

健康 8-10 周龄 SD 大鼠，240~280g，雌雄不限，由第四军医

大学动物实验中心提供。
1.2 试剂

rrGM-CSF、rrIL-4 为 PEPROTECH 公司产品；LPS 为 Sig-

ma 公司产品；异硫氰酸荧光素(FITC)或藻红蛋白(PE)标记的抗

大鼠 CD80、CD86、OX62 及 MHC-II 购自英国 Serotec 公司。红

细胞裂解液购自碧云天生物技术研究所。
1.3 骨髓前体细胞的制备

健康 8-10 周龄 SD 大鼠，颈椎脱臼法处死后下腹及双后肢

备皮，以 75%医用酒精浸泡 5-10 min。无菌手术取出大鼠两侧

股骨及胫骨，用 PBS 冲洗 3 次后，用盛有 PBS 的培养皿，移至

超净台中进行操作。咬骨钳咬去长骨两端，10 ml 灭菌注射器抽
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2.2 表型检测

培养至第 6 天的未成熟树突状细胞，其表面标志分子

OX62 的 表 达 率 为 为 61.10%，OX62 阳 性 细 胞 的 CD80、86、
MHC II 低表达 3.72%、6.44%、6.58%。培养至第 9 天经 LPS 刺

激 成 熟 的 树 突 状 细 胞 其 表 面 标 志 分 子 OX62 的 表 达 率 为

72.41％，OX62 阳 性 细 胞 的 CD80、CD86、MHC Ⅱ 高 表 达

79.12％，74.85％，84.73％。
2.3 测上清 IL-12 的表达情况

细胞因子检测结果表明：未经 LPS 刺激组，上清中 IL-12

水平为 252.6 pg/ml，经脂多糖刺激成熟组，上清中 IL-12 的水

平为 836.9 pg/ml,明显高于未经 LPS 刺激组。如图 2（1 为未经

脂多糖刺激组，2 为经脂多糖刺激成熟组）所示。
2.4 混合淋巴细胞反应

由图 3 可见，未成熟树突状细胞基本不具有诱导 T 细胞增

殖能力，而成熟的树突状细胞具有强的刺激 T 细胞增殖能力。

3 讨论

DCs 引发免疫应答依赖于其成熟状态及机能分化[1]，其前

图 1 电镜下观察 DC 突起数目大于 50 和小于 50 细胞数占总细胞数的百分比

Fig. 1 Percentage of cells accounted for the total cell number refers to <50%,>50% by observing dendrite number of DCs in electron microscopy

取PBS，将针头分别插入骨髓腔两端，进行反复冲洗，将骨髓腔

内的骨髓冲至新培养皿中，吹打均匀后收集入离心管。4℃，1

300-1500 rpm/min，离心 3-5 min，弃上清。加入红细胞裂解液

1-2 ml，重悬，混匀，离心，弃上清。加入 PBS 2 ml 重悬，混匀，离

心，弃上清，重复 2 次后，收集沉淀的骨髓细胞。
1.4 未成熟树突状细胞的分离与培养

DC 细胞培养基(即含 rrGM-CSF 20 ng/ml、rrIL-4 10 ng/ml、
1%青、链霉素、10% FBS 的 RPMI 1640 培养基)将制备的骨髓

细胞重悬至 10 ml，接种于无菌大培养皿中，37℃，5% CO2 培

养。第 2、4 天半量更换培养基，即轻轻吸出半量培养上清后，补

充等量的 DC 细胞培养基，第 6 天收获细胞，吸弃悬浮细胞的

培养基上清，以 PBS 轻轻吹打剩余的贴壁细胞并收集之即可

得到未成熟的树突状细胞。
1.5 脂多糖刺激未成熟树突状细胞成熟

将收获的未成熟树突状细胞重悬于 10 mlDC 培养基中，接

种于无菌大培养皿，加入 LPS 浓度为 1 μg/mL，培养 3 天（总培

养流程的第 9 天）收获悬浮细胞，为成熟的树突状细胞。
1.6 培养液上清 IL-12 的检测

分别收集第 6 天未成熟树突状细胞的培养液上清及第 9

天成熟树突状细胞的培养液上清，采用双抗夹心 ELISA 法测

定 IL-12 含量，按试剂盒说明书操作,根据标准曲线用间接法求

出各孔 IL-l2 的含量(pg／mL)。
1.7 流式细胞分析术

在两组细胞中，分别取 1×106 个 /ml 细胞 ,分别加入 1 μg

的 CD80-FITC,CD86-FITC、MHCII-FITC ,4 ℃孵 育 30 min ,

1500 r/min 离心 5 min ,弃上清液,加入 PBS 漂洗,应用流式细胞

仪检测,CellQuest Plot 软件分析数据。

1.8 混合淋巴细胞反应

取 200gSD 大鼠外周血，Percoll 分离液提取外周血单个核

细胞 （PBMC），以 RPMI1640 重悬，37℃，5%CO2 条件下贴壁

2h，收集悬浮细胞，并用尼龙毛刷柱富集 T 淋巴细胞作为效应

细胞。分别取未成熟树突状细胞、诱导至成熟的树突状细胞、未
经诱导的骨髓间充质干细胞（对照），经 60℃（30Gy）照射灭活，

作为刺激细胞。将刺激细胞和效应细胞以 1:6.6、1:20、1:66、1:

200、1:666、1:2000 的比例（其中效应细胞为 2×105/ 孔，每组 4

个复孔）混合，终体积 200μL；37℃、5%CO2、100%湿度条件下

进行混合淋巴细胞培养；96h 后，加入 MTT 20μL/ 孔，继续孵育

4h，终止培养；离心（1000 rpm，5 min）后弃去上清，加入 DMSO

150 μL/ 孔，震荡 10 min；酶联免疫分析仪于波长 490 nm 处检

测 A490 值，结果以 4 孔均值表示。最后的刺激指数 SI = (实验

孔 - 空白)/(对照孔 - 空白)。
1.9 统计学处理

采用 SPSS17.0 软件进行数据处理及图表绘制。

2 结果

2.1 形态学观察的结果

未经 LPS 刺激的未成熟树突状细胞，在光镜下可观察到呈

葡萄串样生长，轻轻吹打可脱落。电镜下观察到细胞表面褶皱

多、短刺状突起少；经 LPS 刺激成熟的树突状细胞，光镜下见集

落分散，大部分呈细胞悬浮生长，细胞体积进一步增大，分布较

均匀，边界可见明显的毛刺样突起。电镜下观察到细胞表面大

量褶皱和粗细不等的树枝样突起。图 1 为 LPS 刺激前后，电镜

下观察 DC 突起数目大于 50 和小于 50 细胞数占总细胞数的

百分比。
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体来源于骨髓多能干细胞，从骨髓进入外周血，继续发育并经

血循环穿过血管内皮进人外周各组织成为非淋巴组织内定居

的未成熟树突状细胞[2]。未成熟状态的树突状细胞具备致耐受

原性[3]，可抑制 T 细胞的应答[4,5]，而成熟状态的树突状细胞由于

获得了免疫刺激潜能从而会对炎性刺激做出反应[4]。DCs 的这

双 重 功 能 为 调 节 性 DCs 应 用 于 临 床 治 疗 提 供 了 基 础 [6]。
GM-CSF 是维持 DCs 发育、分化的根本，大剂量 GM-CSF 可促

使 imDCs 成熟，而单独应用 GM-CSF 诱导则生成以单核细胞

为主的细胞群[7]。IL-4 能抑制细胞群内巨噬细胞和中性粒细胞

的产生，并使 DCs 维持于未成熟状态，并具备强大的加工异体

抗原的能力[8,9]。LPS 是人革兰氏阴性菌的主要致病物质，在研

究 DC 成熟的实验中，通常在 DC 培养的后期用 LPS 短期刺

激，以诱导 DC 成熟[10]。表现为 MHC-Ⅱ、共刺激分子和某些黏

附分子表达增加，摄取抗原的能力降低，提呈抗原的能力增强，

刺激同种异基因 T 细胞增殖能力提高。OX62 是大鼠 DCs 的特

异性表面标记物[11]，共刺激分子 CD80、CD86 为 B7 分子家族

成员，通过第二信号途径诱导 T 细胞活化；MHCⅡ分子是主要

组织相容性抗原复合物，是提呈抗原的结构功能单位。本研究

对扩增培养出的大鼠未成熟树突状细胞及成熟树突状细胞进

行形态学、表型及体外功能鉴定。典型的未成熟树突状细胞呈

半贴壁生长，在 GM-CSF 的作用下形成葡萄串样集落，细胞大

而形态不规则，表面皱褶多，亦可见少量短刺状突，胞内细胞器

丰富并可见吞噬泡[12]；而成熟的树突状细胞呈悬浮生长，细胞

体积进一步增大，表面大量粗细不等的树枝样突起。每只 SD

大鼠可成功收获未成熟或成熟树突状细胞约 2.0×107 个，纯度

61.0%，活细胞率 91.0%，为后续实验做了良好的基础研究。
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图 3 未成熟与成熟树突状细胞诱导的混合淋巴细胞反应

Fig. 3 MLR induced by immature dendritic cells and mature dendritic cells
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形态学观察，把 Gxu03 鉴定为嗜热子囊菌。Gxu04 与嗜热革节

孢（Scytalidium thermophilum）的 3 个菌株相聚一起，自展支持

率为 100%，尽管其序列与其它菌株有一定的差异性，可视为种

内差异，因此把 Gxu04 鉴定为嗜热革节孢。从系统树还可看

出，4 个嗜热真菌中，杜邦青霉与疏绵状嗜热丝孢菌亲缘关系

最近，其次是嗜热子囊菌，最远的是嗜热革节孢。
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