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低剂量粒细胞巨噬细胞集落刺激因子 

诱导的小鼠骨髓未成熟树突状细胞 

抗成熟特性的研究 

王强 彭毅志 

【摘要】 目的 观察内毒素／脂多糖(LPS)、肿瘤坏死因子 (TNF— )、干扰素 (IFN一 )等促成 

熟物质对低剂量粒细胞 巨噬细 胞集 落刺激 因子(rmGM—CSF)诱 导的小鼠骨髓 未成熟 树突状细胞 

(DC)成熟特性的影响。 方法 制备小鼠骨髓细胞，分别用不同剂量 rmGM—CSF培养 ，6 d后收集悬 

浮细胞进行检测。用 LPS、TNF— 、IFN一 与小剂量 rmGM—CSF培养获得的 Dc(GM Dc)共同孵育 3 d 

后 ，行混合淋巴细胞反应，观察其诱导未致敏脾淋巴细胞增殖的情况，并与大剂量 rmGM—CSF培养获 

得的 DC(GM highDC)进行比较。 结果 GM DC不能激活未致敏脾淋巴细胞，且在与 LPS、TNF— 和 

IFN一 共同培养 3 d后 ，仍不能有效诱导未致敏脾淋巴细胞增殖，刺激指数(SI)均 <2．00；而 GM DC 

刺激未致敏脾淋巴细胞增殖的能力较强 ，sI为 4．7l。 结论 GM DC具有对 LPS、TNF— 和 IFN一 

刺激不敏感的抗成熟特性。 
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【Abstract】 0bje'ctive To investigate the influence of maturative agents，including lip。p0lysaccharide 
(LPS)，tumor necrosis factor (TNF— )and interferon (IFN一 )on the maturation of immature dendritic 

ceils originated from murine bone marrow induced by low dose of granuloeyte macrophage colony stimulating 

factor(rm GM．CSF)． Methods Dendritic cells from murine bone marrow progenitors were cultured in low 

and high doses of GM —CSF for 6 days，and then the suspending cells were harvested for the experiment Af- 

ter 3 days of co·culture of the obtained DC with low dose rinGM—CSF(GM DC)with LPS，TNF． and IFN一 

， the stimulatory capacity of inducing proliferation of non—sensitized splenocytes of GM DC in mixed lyre— 

phoeyte reaction(M LR)was observed and compared with that of GM high DC． Results GM low DC could n0t 

activate the non—sensitized splenocytes or induee it into proliferation after 3 days of co—incubation with LPS
． 

TNF—ot，IFN· ，with the stimulation index(SI)lower than 2．Whereas GM DC could strongly activate na— 

ive splenocytes(SI=4．71)． Conclusion GM DC was resistant to maturation and insensitive to the 

stimulation by LPS．TNF． or IFN． ． 

【Key words】 Dendritic cells； Endotoxins； Tumor necrosis factor； Interferon Type 1I： Lymph0一 
cyte reaction，mixed 

研究证实，联合移植来 自同一供者的皮肤和未 

成熟树突状细胞 (dendritic cell，DC)可以成功地诱 

导耐受，但烧伤患者体内存在的内毒素／脂多糖(1i． 

p0p0lysaccharide，LPS)、肿瘤坏死因子 ot(TNF．ot)等 

物质能增加未成熟 DC表面主要组织相容性复合物 

(MHC)Ⅱ类分子和协同刺激分子的表达，促使其发 
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育成熟，而未成熟 DC与异基因皮肤联合移植，可借 

助未成熟 DC的不成熟特性，诱导抗原特异性 T淋 

巴细胞无能，从而延长异基因皮肤的存活时问 。 

本实验拟在体外用 LPS、TNF．ot、干扰素 (IFN．-y)与 

未成熟 DC共同孵育，观察其诱导小鼠未致敏脾淋 

巴细胞增殖的情况 。 

材 料 与 方 法 

1．主要试剂：粒细胞 巨噬细胞集落刺激 因子 

(rmGM·CSF)、LPS购 自美国 Sigma公司；人抗小鼠 

CD4、CD8、B淋巴细胞单克隆抗体为美国 Phar Min． 

gen公司产品；TNF—ot、IFN一 购 自美 国 Genzyme公 
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反应，而骨髓分离的成熟 DC则强烈刺激 T淋巴细 

胞的上述反应；两种 DC分别注入受体后，前者出现 

单个核细胞克隆，其能分泌白细胞介素(IL)10等可 

诱导耐受的细胞因子；后者出现 IFN- 阳性的可诱 

发排斥反应的细胞克隆。因此，在诱导免疫耐受中 

一 般采用未成熟 DC。 

DC由未成熟前体细胞向成熟细胞转变的过程， 

可受多种因素的影响，并同时伴有 DC表面标志及 

功能的改变。其中细胞因子是调节 DC成熟过程的 

重要因素。参与 DC个体发育起始阶段的细胞因子 

种类很多，有促进 DC分化 的 GM-CSF、IL4、IL-7、 

Flt-3L、干细胞因子(SCF)、转化生长因子B(TGF-p)、 

TNF．0【等。Flt．3L+SCF+ IL一7主要诱导淋巴系 

DC前体细胞分化为 DC；GM-CSF+TNF-0【+SCF+ 

IL4主要诱导髓系 DC前体细胞分化 DC，而 TGF-B 

主要抑制 DC前体细胞分化发育和成熟。此外，DC 

所处的局部微环境在调节其成熟的过程中也起着十 

分重要的作用。例如，小鼠肝脏的 DC在成熟过程 

中，需要 I型胶原作为其生长的基质 。 

来源于骨髓的 DC前体经血液循环进入非淋巴 

组织，分化为未成熟的 DC，定居于上皮组织 、胃肠 

道、生殖和泌尿道 、气道以及肝 、心、肾等实质脏器的 

间质。这种未成熟 DC具有很强的摄取、处理和加 

工抗原的能力，但其递呈抗原的能力很弱。在微环 

境中炎性因子(如 TNF-0【、LPS)和抗原物质的刺激 

下，DC逐渐成熟 ，细胞表面表达归巢受体 CCR．7，并 

进入局部淋巴结。在迁移过程中，DC逐渐成熟，其 

摄取和加工抗原的能力逐渐减弱，而抗原递呈能力 

逐渐增强，表现为形态学的改变，诸如胞浆减少，树 

枝状形态的增加以及表型的改变，使 DC中 MHC．II 

类分子的表 达保 持在较 高 水平，并 上调 CD40、 

CD80、CD86等辅助分子的表达，同时其产生 IL．1等 

细胞因子的能力增强。 

大面积烧伤患者体内存在大量的 LPS以及炎 

性介质，这些物质已被证实能促进 DC的成熟 ，提高 

协同刺激分子水平的表达 。而对于原先建立的 

体外培养 DC的方法，已有研究报道 ，依靠这些方法 

获得的细胞在与 LPS、TNF．d和 IFN． 共同孵育一 

段时间后，从表型和功能上均有进一步发育成熟的 

倾向。因此，当这些细胞与异基因皮肤进行联合移 

植时，容易被体内的促成熟物质刺激而继续发育，不 

能很好地保持诱导免疫耐受的特性 ，最终导致移植 

皮肤的排斥。 

在本研究中，笔者采用小剂量(较以往的浓度 

低40～100倍)rmGM-CSF体外培养扩增小鼠骨髓 

单个核细胞获得 GM DC，它们除在表型和功能上 

保持了未成熟 DC的特性外，还对 LPS、TNF-0【和 

IFN． 等促成熟物质的刺激有耐受现象，但其确切 

机制有待阐明。笔者认为，小剂量的 rmGM-CSF诱 

导增生的 GM DC主要是未成熟 DC，它具有 DC的 

典型形态，在体外不能激发未致敏脾淋巴细胞增殖， 

并且与 LPS、TNF．0【和 IFN- 等促成熟物质共同孵 

育后，其诱导未致敏脾淋巴细胞增殖的能力无明显 

增强，说明 GM DC并不完全等同于以往意义上的 

未成熟 DC，它具有抗 成熟 的特性；而 大剂量 的 

rmGM-CSF培养获得的 GM 曲DC主要是成熟 DC，能 

够强烈地激发未致敏脾淋巴细胞增殖。Austyni s]也 

从小鼠骨髓中获得了具有抗成熟特性的DC，并在动 

物实验中成功诱导耐受，这与笔者的结果相似。在 

此基础上，有学者提出该种细胞可能是一种新型的 

DC，不同于体内处于某一发育阶段的未成熟 DC，关 

于它的分类及细胞行为有待进一步研究 。本研究 

中，笔者建立的方法所获得的未成熟 DC不仪可诱 

导未致敏脾淋巴细胞无能，还有对抗 LPS、TNF．d和 

IFN- 等促成熟物质的特性，拥有 良好的应用前景， 

为今后的研究奠定了良好的基础。 
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