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不同浓度粒巨噬细胞集落刺激因子在未成熟树突状细胞 

培养中的效果研究 
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【摘 要】目的：探讨不同浓度细胞因子在培养小鼠骨髓来源未成熟树突状细胞(Dendritic cells，DC)中的作用，寻找培养所需最 

佳细胞因子浓度。方法：分别用低 、中、高剂量粒细胞 一巨噬细胞集落刺激 因子(Granulocyte—macrophage colony—stimulating 

factor，GM—CSF)联合或不联合白细胞介素4(Interlenkin一4，IL一4)培养小鼠骨髓源性未成熟 DC，对其进行形态学观察和细胞表 

型检测。结果：培养第 7 d，低剂量组 Dc数量最少、突起细小，CD80、CD86及主要组织相容(Majorhistocompatibility complex， 

MHC II)类分子表达低，如联合IL一4培养可提高DC数量；中等剂量组与高剂量组DC较低剂量组为多，CD80、CD86及MHC I1 

类分子表达亦较前者提高，但二组无明显差异，有无联合 IL一4培养的差异亦不显著。结论：GM—CSF低剂量时，可诱导出纯度较 

高的未成熟 DC，而 GM—CSF中等剂量和高剂量时，无论是否联合诱导 IL一4培养，诱导未成熟 DC的产量及纯度无明显差异。 
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Generation of jmmature dendritic cells with different dose of 

granulocyte-macrophage colony-stimulating factor 

LI Wen—ying，et al 

(Department ofOrthodontics，the Affiliated Stomatologic Hospital，ChongqingMedical University) 

【Abstract】Objective：To demonstrate the effect of cytokine with different concentration in mouse bone marrow—derived immature DCs 

and find the optimal cytokine dose for DC culture．Methods：mouse bone marrow—derived immature DCs were cultured in the presence of 

low，moderate and high dose of GM-CSF cytokine with or without IL一4．The morphology of cells were observed and the phenotype were 

detected．Results：On day 7，DCs in low dose group had the least quantity，small cell process and low expression of CD80，CD86 and 

MHC class II．The quantity of DCs increased if cultured with IL一4；DCs in moderate dose group and high dose group were more than that 

in low dose group and the expression of CD80，CD86 and MHC class I1 were higher，but it is no difference between moderate dose group 

and high dose group，however cultured with or without IL一4．Conclusion ：Higher purity of immature DCs could be get when cultured 

with low dose of GM—CSF．It was no difference of yield and purity of immature DCs when cuhured with moderate or high dose of GM—CSF 

whether or not combine IL一4． 

【Keywords】Dendritic ceils；Granulocyte-macrophage colony—stimulatingfactor；Interleukin一4 

树突状细胞 (Dendritic cells，DC)是功能强大的 

抗原提呈细胞，因成熟时伸出许多树突样突起而得 

名f1_。DC起源于骨髓，由骨髓进入循环系统，分布于 

除脑以外的全身各组织器官，大多处于未成熟状态， 

当摄取抗原或接受某些刺激因素后可分化成熟。未 

成熟 DC因主要参与免疫耐受的诱导而在抑制移植 

排斥反应的研究中被广泛应用．对异体牙移植排斥 

作者介绍：李闻颖(1982一)，女，硕士， 

研究方向：树突状细胞与异体牙移植排斥反应。 

通讯作者：王豫蓉，女，副教授，E—maid：rywmin66@yahoo．tom．an。 

反应作用的相关研究也正在进行。DC在体内分布 

稀少 ，研究及运用主要依靠体外培养扩增i21。培养最 

常用的细胞因子为GM—CSF和 IL一4，但对于培养未 

成熟状态 DC适宜的细胞因子浓度及不同浓度细胞 

因子对 DC培养成熟度的影响目前仍没有明确的研 

究结果l3-6]。因此，本研究将探讨不同浓度细胞因子 

作用下对未成熟 DC培养的影响，寻找出培养未成熟 

DC所需的适宜细胞因子浓度，为今后的实验研究提 

供参考 
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1 材 料 与 方 法

1 ． 1 实验 动 物

C 5 7 B L ／6 小 鼠 ， 6 ～ 8 周 ， 雄 性 ， 购 自重 庆 医 科 大 学 实 验 动

物 中心 。

1 ． 2 主 要 试 剂 和 材 料

R P M l l 6 4 0 培 养 液 ( 含 1 0 0 u ，m l 青 霉 素 、 1 0 0 “ g ／m l 链 霉

素 、 2 m m o l／L L 一 谷 胺 酰 胺 、 5 0 斗 m o l／L 2 一 巯 基 乙 醇 )本 室 配

制 ， 1 0 ％ 胎 牛 血 清( G i b c o 公 司 ) 、 r m G M — C S F 、 I L 一 4 ( P e p r o t e c h 公

司 ) 、 流 式 单 克 隆抗 小 鼠 C D l l c 、 C D 8 0 、 C D 8 6
、 抗 小 鼠 M H C l I

类分子抗 体 ( e b 公 司 ) 、 小 鼠淋 巴 细胞 分 离 液 ( T B D 公 司 ) 。

1 ． 3 骨 髓 制 备

I n a b a 法 m 稍加 改动 颈椎 脱 臼 处 死 C 5 7 B L ／6 ／J~ 鼠 ， 2 ％ 碘 酊

浸 泡 1 0 m i n ， 7 5 ％ 乙 醇 脱 碘 ， 无 菌条 件 下 取 双 侧 股 骨 、 胫 骨 剥

出附着 的肌 肉 ，
1 m l 注 射 器 抽 取 R P M l l 6 4 0 ， 分别从 骨 两 端插

入 骨髓 腔 反 复 冲洗 直 至 变 自 ， 清洗 骨 髓 细 胞 ， 加 入 淋 巴 细 胞

分 离 液 ， 吸 取 中间 白膜 层 ， 清 洗 所 获 细 胞 ， 以 含 1 0 ％ 胎 牛 血

清 的 R P M l l 6 4 0 混 悬 成 2 × 10
‘

个 的细胞 悬 液 。

1 ． 4 未成 熟 D C 的 培 养

按加入 G M — C S F 的剂量分为 3 组 ，低剂量组浓度为 5 0 U ／m l ，

中等剂量 组 浓度为 2 0 0 U ／m l ，高剂量 组浓 度 为 l 0 0 0 U ／m l 。 再

将各 剂 量 组 分 为 2 个 小 组 ， 其 中 一 小 组 加 入 恒 定 10 0 U ／m l

的 I L ' 4 。 将 细 胞 悬 液 接种 于 6 孔 培 养板 中 ， 每 孔 4 m 1 ， 置 于

3 7 ℃ ， 5 ％ C O ： 培养箱 中孵 育 。 3 h 贴 壁 后 吸 走 上 清 液 ， 重 新 加

入 全 培 养 液 ， 加入 预 定 剂 量 细 胞 因 子 ， 隔 天 半 量 换 液 ， 并 补 充

等量 细 胞 因子 。 连 续 培 养 至 第 7 d ， 轻 轻 吹 打 培养 板 ， 收集 悬

浮细胞用 于 实验 。

1 ． 5 D C 的 形 态观 察

在 培 养 第 0 、 2 、 4 、 7 d 用 光 学 倒 置 显 微 镜 观 察 细 胞 形 态

及 数 量 ， 并 拍 照 。

1 ． 6 流 式 细 胞 术 分 析

在 培 养 的第 7 d 每 组 收 集 约 ( 1 ～ 5 ) × 1 0
’ 个 D C ， 离 心 后

悬 于 1 0 0 “ l P B S ， 加 入 M H C ll 类 分 子 及 共 刺 激 分 子 C D l l c 、

C D 8 0 、 C D 8 6 荧 光标 记 抗 体 。 4 ℃ 避 光 孵 育 3 0 m i n ， 离 心 去 上

清 液 ， 加 1 m l P B S 清 洗 细 胞 后 ， 将 细 胞 重 悬 于 0 ． 5 m l P B S 避

光 置 于 4 ℃ ， 2 4 h 内上 机 检测 。

曩

■

一

1 ． 7 统 计 学处 理

数 据 以 互± s 进 行 表 示 ， 采 用 方 差 分 析 及 q 检 验 ( N e w —

m a n
— K e u l s 法 ) ， 经 S A S 6 ． 1 2 统计 软件计算 。 尸< 0 ． 0 5 认 为差 异

有 显 著性 。

2 结 果

2 ． 1 形 态 学观 察

细 胞 贴 壁 3 h 除 去 未 贴 壁 细 胞 ， 可 见 贴 壁 细 胞

呈 圆 形 、 胞 体 小 ， 边 缘 清 晰 ， 均 匀 分 布 ， 在 培 养 液 中

悬 浮 生 长 。 每 只 小 鼠 约 能 分 离 出 ( 1 ～ 2 ) x l O
’

个 单 个

核 细 胞 。 补 充 含 细 胞 因 子 的 完 全 培 养 基 后 第 2 d ， 各

剂 量 组 均 可 见 贴 壁 细 胞 体 积 增 大 ， 低 剂 量 组 无 明 显

的 细 胞 聚 集 生 长 ；中 等 剂 量 组 表 现 出 贴 壁 细 胞 聚 集

生 长 趋 势 ；高 剂 量 G M — C S F 组 聚 集 生 长 趋 势 较 中 等

剂 量 组 和 低 剂 量 组 明 显 ， 有 集 落 开 始 形 成 。 培 养 第 4

d
， 各 剂 量 组 均 可 见 贴 壁 的 巨 噬 细 胞 及 半 贴 壁 D C ．

半 贴 壁 D C 集 落 形 成 ， 低 剂 量 G M — C S F 组 形 成 集 落

较 小 较 少 、 散 在 分 布 、 细 胞 表 面 稍 粗 糙 ； 中 等 剂 量

G M — C S F 组 形 成 集 落 较 多 ， 集 落 更 大 ， 细 胞 表 面 偶 可

见 少 量 细 小 突 起 ；高 剂 量 G M — C S F 组 集 落 细 胞 表 面

可 见 2 ～ 3 支 短 小 突 起 ， 但 集 落 大 小 及 密 度 反 较 中 等

剂 量 组 少 。 培 养 第 7 d ， 各 剂 量 组 细 胞 集 落 均 开 始 减

少 ，
D C 从 集 落 中 脱 落 释 放 出 来 ， 呈 半 悬 浮 状 。 低 剂

量 组 D C 可 见 2 ～ 3 支 细 小 突 起 ( 图 1 ， 2 ) ；中 等 剂 量

组 D C 较 低 剂 量 组 密 集 ， 仍 可 见 少 许 集 落 ， 细 胞 表 面

3 - 6 支 突 起 ， 突 起 较 低 剂 量 组 明 显 ( 图 3 ，
4 ) ；高 剂 量

组 D C 密 度 与 中 等 剂 量 组 相 似 ， 但 细 胞 突 起 在 3 组

之 中最 为 明 显 ， 突起 细 长 ( 图 5 ， 6 ) 。 低 剂 量 + I L 一 4 组

D C 较 低 剂 量 未 加 I L 一 4 组 多 ， 细 胞 突 起 亦 稍 显 明

显 。 中等 剂 量 和 高 剂 量 组 + I L 一 4 与 不 加 I L 一 4 组 之 间

未 见 明显 差 异 ， 但 + I L - 4 组 巨 噬 细 胞 似 较 未 加 I L ．4 者

似 稍 少 。

图 1 低 剂 量 未加 I L 一 4 组 图 2 {~ UI + I L - 4 组 图 3 中等 剂 量 未 加 I L 一 4 组
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图 4 中等~ lJi + I L 一 4 组 图 5 高剂 量 未加 I L 一 4 组 图 6 高剂 量 + I I ．
一 4 组

2 ． 2 流 式 细 胞 术 细 胞 表 型 分 析

收 集 第 7 d 的 细 胞 ， 经 不 同荧 光 抗 体 染 色 后 流

式 细 胞 仪 上 机 检 测 。 以 流 式 单 克 隆抗 小 鼠 C D l l c 抗

体 首 先 圈 出 阳性 表 达 的 细 胞 ， 再 检 测 C D I l c
’

细 胞 的

M H C Ⅱ 类 分 子 及 C D 8 0 、
C D 8 6 表 达 。 结 果 显 示 如

下 。

表 1 G M — C S F 低 剂 量 组 D C 表 型 流 式 细 胞 术检 测 结 果 (；± s )

3 讨 论

成 熟 及 未 成 熟 D C 在 免 疫 应 答 中具 有 不 同 的 作

用 ， 未 成 熟 D C 具 有 很 强 的 抗 原 摄 取 加 工
z

日匕

~ t -
,

力 ， 其 细

胞 表 面 突起 短 小 ， 细 胞 表 面 低 表 达 M H C Ⅱ类 分 子 和

共 刺 激 分 子 C D 8 0 、 C D 8 6 和 C D 4 0 等 ， 由 于 缺 乏 多 种

共 同刺 激 分 子 ， 不 能 活 化 T 细 胞 ， 导 致 T 细 胞 的 无 能

或 低 反 应 性 ， 主 要 参 与 免 疫 耐 受 的 诱 导 ㈣
， 因 此 在 抑

制各 组 织 器 官移 植 排 斥 反 应 的研 究 中被 广 泛 应 用 。

但 D C 数 量 极 为 有 限 ， 无 法 直 接 从 活 体 组 织 大 量 分

离 获 得 ， 对 其进 行 的 研 究 几 乎 均 依 赖 体 外 扩 增 。

目前 公 认 的诱 导 方 法 是 由 I n a b a 等 人 建 立 的 l7 l
，

随 后 L u t z 等 人 『5 _改 进 方 法 收 获 了 更 多 的 D C 。 培 养 扩

增 未 成 熟 D C 中最 常 用 的 细 胞 因 子 为 G M — C S F 联 合

I L 一 4 。 G M — C S F 调 控 C D 3 4
’

细 胞 向粒 系 分 化 并 产 生

C F U — M o — D C ， 是 维 持 D C 发 育 及 分 化 的 最 根 本 细 胞

因 子 I⋯
。 但 至 今 为 止 对 诱 导 未 成 熟 D C 时 G M — C S F

的 最 佳 剂 量 仍 然 没 有 统 一 的 认 识 ， 诱 导 剂 量 从 5 0 —

2 0 0 0 U ／m l 不 等 【3 1。J 】
。 对 I L 一 4 的 浓 度 及 在 其 中 的 作

用 亦 无 定 论 ， 有 学 者 认 为 ， I L 一 4 能 抑 制 单 核 细 胞 的

发 展 ， 抑 制 培 养 物 中 粒 细 胞 和 巨 噬 细 胞 的 产 生 ， 下

调 C D l 4 的 表 达 ， 促 使 C D l 4
’

细 胞 向 D C 方 向分 化 ，

并 维 持 D C 处 于 未 成 熟 状 态 19 J
， 但 也 有 学 者 认 为 ，

G M —

C S F 联 合 I L 一 4 比 单 用 G M — C S F 会 导 致 更 多 的早 期

D C 成 熟”0 1
。

实 验 中单 纯 培 养 未 成 熟 D C 较 为 困 难 ， 因 未 成

熟 D C 在 培 养 过 程 中会 自分 化 成 熟 ， 通 常 获 得 的 D C

为 成 熟 与 未 成 熟 的 混 合 物 ， 且 未 成 熟 D C 所 占 比 例

因 所 用 诱 导 细 胞 因 子 浓 度 不 同 而 变 异 很 大 ， 如 需 获

得 纯 度 较 高 的 未 成 熟 D C 则 需 加 入 抑 制 成 熟 的细 胞

因 子 或 选 用 分 离 提 纯 方 法 ， 操 作 繁 琐 且 费用 昂贵 。 因
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此，掌握培养未成熟 DC适宜的细胞因子浓度就显 

得尤为重要。 

本实验通过不同浓度 GM—CSF联合或不联合 

IL一4培养出未成熟 DC，旨在摸索培养未成熟 DC所 

需的基本细胞 因子 GM—CSF的最佳浓度 ．以及不同 

GM—CSF浓度下，联合与不联合IL一4的区别。而 IL一 

4用于联合培养的浓度及其对培养未成熟 DC的影 

响没有定论，因此，为排除 IL一4浓度差异对诱导未 

成熟 DC的影响，本实验设计中将实验条件标准化， 

参考以往的研究『ll】，设定 IL一4浓度固定为 100 U／ml。 

我们的形态学结果表 明．随着 GM—CSF浓度 的 

提高，DC的集落生长趋势及细胞突起均更加明显， 

未+IL一4组巨噬细胞较+IL一4组稍多，但差异不甚 

明显。 

CD1lc即N418，小鼠DC高表达 N418。本研究 

发现，CD1lc阳性率表达率在 GM—CSF低浓度时最 

低，随着 GM—CSF浓度提高，CD1lc阳性表达率随 

之提高(P<0．01)，但 中等剂量组和高剂量组之间 

CD1lc阳性表达率差异不显著 ，无统计学意义(P> 

0．05)。低浓度 GM—CSF如联合同浓度IL一4培养时， 

CD1lc阳性率有提高(P<0．01)，而中等剂量组和高 

剂量组联合 IL一4培养，虽显示阳性率可少量提高， 

但提高幅度较低剂量 GM—CSF诱导时明显减少，组 

间差异 无统 计学 意义 (P>0．05)。CD80、CD86和 

MHC II类分子是 DC成熟程度的指标 ，未成熟 DC 

低表达 CD80、CD86及 MHC 11类分子。通过表一、 

二 、三可以看出，本实验中培养至第 7天的 DC均 

主要为未成熟 DC，但不同组别其未成熟 DC纯度与 

所用于诱导的细胞因子浓度有关。低剂量联合 IL一4 

组与不联合 IL一4组 CD80、CD86及 MHCⅡ类分子 

表达率均较其余组低(P<O．05)，未成熟DC纯度最高， 

其中联合 IL一4者 CD80、CD86及 MHC 11类分子表 

达率较不加 IL一4者表达高(P<0．05)，表明联合 IL一 

4培养有一定程度促成熟作用。中等剂量组和高剂量 

组未成熟 DC纯度降低，CD80、CD86及 MHC II类分 

子表达无 明显差异 (P>0．05)，加入 IL一4者 CD80、 

CD86及 MHC 11类分子表达较不加者略高，但差异亦 

无统计学意义(P>0．05)。 

因此。可以得出结论 ，DC细胞产量与 GM—CSF 

剂量有关，随着 GM—CSF剂量的降低，总 DC产量减 

少，但当GM—CSF增加至一定浓度后，DC产量提高 

不显著。降低 GM—CSF剂量会导致成熟 DC显著降 

低。因此未成熟 DC相对增多。GM—CSF低剂量组加 

入 IL一4能补偿 DC产量的降低，但有一定程度促成 

熟作用。GM—CSF剂量提高，DC产量随之增加．但未 

成熟 DC相对减少。联合 IL一4培养所得 DC与未联 

合 IL一4者无明显差异。 

综上所述 ，本文认为 ，GM—CSF低剂量时 ，可诱 

导出纯度较高的未成熟 DC，IL一4提高 DC产量仅在 

GM—CSF低剂量时才明显，其在促 DC成熟中的作 

用，也仅在低剂量 GM—CSF培养时才明显。而 GM— 

CSF中等剂量和高剂量时，无论是否联合诱导 IL一4 

培养，诱导未成熟DC的产量及纯度无明显差异。 
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