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抗炎调节物对人树突状细胞表型及

致炎细胞因子分泌的影响

周同*孙桂芝张玉梅赵亚鹏张雁云 1 张冬青 l 陈楠

(上海交通大学医学院瑞金医院肾内科，上海 200025; 1 上海交通大学医学院上海市免疫学研究所，

上海 200025)

摘要 观察了抗 P- 选择素凝集素 -EGF功能域单抗(PsL-EGFmAb)和 IL-I0 两种抗炎物质对

体外培养人树突状细胞(DC)表型以及致炎细胞因子正-12 分泌的影响，并初步探讨其作用机制。通

过 SCF、 GM-CSF、 TGF-ßt 、F1t-3L 和 TNF-α体外培养体系，从脐血 CD34+造血千细胞中诱导扩

增获得DC，并于成熟过程中分别用 PsL-EGFmAb 和 IL-I0进行干预。采用流式细胞仪分析细胞表

型 CDla、 CDllc 、 CD83 、 CD80、 CD86和HLA-DR;采用 RT-PCR检测 IL-12 p35 、 IL-12 p40 mRNA 

表达;以及ELISA法测定IL-12 p70分泌的含量。结果显示， PsL-EGFmAb和IL-lO对DC表面CDllc 、

CD83 、 CD80 、 CD86表达均有抑制作用，且PsL-EGFmAb可下调 HLA-DR表达，同时两者也能抑

制 DC 内 IL-12 p35 、 IL-12 p40 mRNA 的转录和 IL-12 p70 的分;法。研究结果表明， PsL-EGFmAb 

和 IL-I0 对 DC和附共剌激分子表达和致炎细胞因子合成具有抑制作用，由此可能影响和调抑 DC

成熟及其递主抗原功能。

关键词 树突状细胞:细胞表型:白细胞介素 -12; 抗 P- 选择素凝集素 -EGF 功能域单

树突状细胞(dendritic cell, DC) 是功能最强和唯

一能诱导机体初始免疫应答的抗原递呈细胞，其在

自身免疫病等免疫相关性疾病的发生发展中起重要

作用[ 1. 2] 。作为免疫调节细胞，其既有免疫激活作

用，也可诱导免疫耐受，与其发育成熟状态密切相

关[3]0 DC 在发育成熟过程中，表面茹附分子和共

剌激分子表达上调，以及 IL-12 分泌增加，这些均

对其功能发挥起着至关重要的作用 [2]。未成熟DC 可

在薪附分子选择素以及趋化与细胞因子共同作用

下，由血循环迁移至炎症部位，捕获与加工抗原井

产生抗原递里效应，启动局部免疫炎症反应[4ι4.5叽5

干预和调抑 DC 成熟或抗原递呈功能，对免疫炎症

性疾病防治具有重要意义[6]。我们研究发现，肾炎

组织中可见大量 DC 分布，其浸润积聚与 P- 选择素

炎性介导有关，针对 P- 选择素的单抗抑制可明显阻

抑 DC 肾炎组织的茹附聚集[7，8]0 IL-I0 也是目前公认

的免疫炎症病理损伤中负调节因子，在抑制 Thl 为

主的细胞免疫中具有重要作用[9]。为此我们在以往

工作基础上，进一步体外观察了抗 p- 选择素凝集

素-EGF功能域单抗(anti-P-selectin lectin-EGF domain 

monoc1onal antibody, PsL-EGFmAb)和IL-l。这两种抗

炎调节物质对 DC表型和 IL-12 分泌的影响，拟为免

疫炎症性疾病的防治进一步提供实验依据和新

手段。

1 材料与方法

1.1 试剂

IMDM 购白 Gibco 公司， CD34 抗人磁珠标记

抗体购白 Miltenvi Biotec 公司，淋巴细胞分离液

Ficoll 购自上海生化试剂二厂， rhSCF 、 rhGM

CSF 、 rhTGF-ßt 、 rhFlt-3L 、 rhTNF-α 、 rhIL-I0 、

rhIL-12 p70 ELISA 试剂盒均购自 Biosource 公司，

FITC 标记的鼠抗人 CD83 、 CD86 单抗， PE 标记的

鼠抗人 CD80 单抗， CY-CHROME 标记的鼠抗人

HLA-DR 、 CDla 单抗均购白 BD 公司， PE 标记的

鼠抗人 CDllc 单抗购自 Biosource 公司，羊抗鼠 Ig

R-PE、 Ig-FITC 和 Ig-CY购自 SouthemBiotech 公司，
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RNA 抽提液 Trizol 购白 Invitrogen 公司， TaqE 、

dATP 、 dCTP 、 dGTP 、 dTTP ， RT 试剂盒购自

Promega 公司，抗人 P- 选择素凝集素 -EGF 功能域

单抗(PsL-EGFmAb) 由本科室自由U[川。

1.2 细胞来源

脐血样品采自瑞金医院产科，肝素抗凝终浓度

为 10-20 JU/ml，平均采血量为 30-50 ml，样品在

采集 2-6 h 内分选，细胞经 PBE 续冲液稀释， Ficoll 

梯度离心，收集界面层单个核细胞， PBE 洗涤备用。

1.3 DC 诱导分化

利用抗 CD34+ 吸附单克隆抗体.磁珠分离系统

(MACS)从脐血单个核细胞中分离出 CD34+ 细胞，

用 20%IMDM培养液调整其浓度为 0.5 X 106 个/时，

接种 f24 孔板中，分为 4 组。①未成熟组:加 SCF

(50 ng/ml) 、 GM-CSF (1 00 ng/ml) 、 TGF-ßl (0.5 ng/ 

ml)、 Flt-3L (75 ng/ml)培养至 7 天:②成熟组:在

未成熟组培养基础上于第 12 天加入 TNF-α (1 00 ng/ 

ml) ，培养至 14 天:③ PsL-EGFmAb 抑制组:在

未成熟组培养的基础上于第 7 天加入不同浓度的

PsL-EGFmAb (5 , 10, 50, 100μg/ml) ，且于收集前

48 h 力llTNF-α (1 00 ng/ml); ④ IL-I0 抑制组:在未

成熟组培养的基础上于第 7 天加入不同浓度的 IL- lO

(1 0, 50, 100, 200 ng/ml)，也于收集前 48 h 加 TNF

α (1 00 ng/ml)。未成熟组于第 7 天，成熟组、 PsL…

EGFmAb 抑制组和 IL-lO抑制组于第 14 天分别收获

细胞，进行相关检测。

1.4 DC 形态及表型分析
倒置显微镜(Olympus公司)及电镜F观察培养细

胞的形态、数目和活力。另收集 0.5 X 106 个细胞，

分别加入上述荧光标记的细胞表型单抗各 20μ1，同

时以羊抗鼠 Ig县PE、 Ig-FITC 和 Ig-CY 抗体为同型对

照，进行常规步骤后，用流式细胞仪检测细胞表型。

1.5 IL-12 p70 含量检测

收集各组 DC 培养上清液，采用 ELISA 试剂盒

按说明书检测 IL-12 p70 的含量。

1.6 IL-12 p35 、 IL-12 p40 mRNA 表达检测

1.6.1 引物设计 参考人 IL-12 p35 、 IL-12 p40 

和 P 肌动蛋白基因序列，应用 Primer Designer 3.0 

软件设计引物。 IL-12 p35 引物序列:正链 5'-TCT

CCA TTC CCC ATT CTC AG-3'，负链 5'-ATGTGG

CAG AAT TTG CAT GA-3' ，扩增产物长度为 200

bp: IL-12 p40 引物序列:正链 5'-CAT GGG CCT 

TCA TGC TAT TT-3'，负链 5'-TGA TGT ACTTGC 

-研究论文·

AGC CTT GC-3' ，扩增产物长度为 203 bp; ß 肌

动蛋白引物字列:正链 5' -TGC TAT CCC TGT ACG 

CCTCT-3'，负链 5'-AGT ACT TGC GCT CAG GAG 

GA -3' ，扩增产物长度为 597 bp。引物由上海生物

工程公司合成。

1.6.2 RT-PCR 分别收集各组细胞(1 X 106 个细

胞) ，总 RNA 提取按 Trizol 试剂盒说明书进行。应

用 RT试剂盒进行 cDNA 第一链合成， 0Iig(dT)为引

物， RNA 样品 3.0μ1，总体积为 20μ10 PCR 反应

体系为: 5μ1 10 X RT 缓冲液， 2.5μ125 mmol/L 

MgC12 , 0.5μ1 25 mmol/L dNTP , 0.2μ150 pmol/L 

IL-12 引物， 0.1μ1 50 pmol/L ß 肌动蛋白引物， 1 

μ1 cDNA , 0.25μ1 1 U/μ1 TaqE，反应总体积为 25

μl。反应条件为: 95 .C预变性 5 min , 94 .C变性

1 min , 60 .C 复'性 40 s , 72 .C延伸 1 min , 34 个

循环，然后 72 .C再延伸 10 min。扩增产物进行 2%

琼脂糖凝胶电泳，澳化乙链显色，紫外灯下观察并

用计算机图像分析系统扫描和分析。

1.7 数据处理

每组实验均重复 3 次，所有数据以均数土标准

差(王士 s)表示，应用 SPSS 11.0 统计软件包进行分

析。各组间指标比较用方差分析或 t 检验 ， P<0.05 

为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 DC 形态学及活力变化

倒置显微镜及电镜下观察可见，人脐血 CD34+

细胞经 GM-CSF 、 SCF 、 Flt-3L 、 TGF币 1 联合诱

导培养的第 5 天起，细胞表面开始出现明显的树突

状改变，呈典型的 DC 形态特征，并呈半悬浮状态

生长，但未成熟组、成熟组、 PsL-EGFmAb 抑制

组、 IL-I0 抑制组的 DC 形态无明显差异(图 1)。此

外发现， 4 组 DC 分别于培养第 7天后数目增加最为

明显，至第 14 夭可增加到细胞培养起始的 12 倍:

另经台盼蓝染色的细胞活力判断， 4组 DC 活细胞均

大于 90%，且 4 组之间 DC 活力以及扩增数目无显

著不同。

2.2 DC 表型变化
流式细胞仪分析发现，未成熟组 DC 低表达

CDla 、 CD11c 、 CD83 、 CD80 、 CD86 ，呈现未

成熟 DC 的表型:成熟组经 TNF-α 诱导培养后细胞

表面 CD11c 、 CD83 、 CD80 、 CD86 的表达明显增

高(P<O.O日，此外 CDla 较未成熟组亦有增高，表
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成熟组第 14 天培养 DC 形态图 1
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4 组 DC 表面标志的 FACS 分析结果图 2
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图 3 4 组 DC 表型变化(王士。
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图 4 DC IL-12 p35 、 IL-12 p40 mRNA 表达
A 、 B 术成熟红[; M: marker; C 、 D: 成熟m; E 、 F: PsL-EGFmAb 抑制组 G 、 H: IL-I0 抑;J;ljfll 。

IL也 12 p40 

M G 11 E F 

表 1 DC IL-12 p35 、 IL-12 p40 mRNA 转录水平检测结果

(IL-12 p35 、 IL-12 p40/ß 肌动蛋白，王士"

IL-12 p35 mRNA 
0.1226 土 0.0752'

0.3761 士 0.1642

IL-12 p40 mRNA 
0.0899 ::!:: 0.0479' 
0.2889 士 0.1520

0.0942 士 0.0659'

0.1091 士 0.106γ

。肌必蛋 1'1

IL-12 p35 

图 5 不同浓度 PsL-EGFmAb 对 DC IL-12 p35、 IL-12 p40 mRNA 表达的影晌

A 、 E: 5μg/ml PsL-EGFmAb; B 、 F: 10μg/ml PsL-EGFmAb; C 、 G: 50μg/ml PsL-EGFmAb; D 、 H: 100μg/ml PsL-EGFmAb; 
M: markero 

未成熟组

成熟m

PsL-EGFmAb 抑制纤1 0.1651 土 0.1020'

IL-10 仰制 r~1 0.1649 士 0.1108 本

勺成熟红1 比较 ， 'P<O.05 0 

.EIj~为特征性的成熟 DC 表型:两个抑制组 DC 的

CDllc 、 CD83 、 CD80 、 CD86 表达较成熟组明显

减低(P<O.O日，且 PsL-EGFmAb 抑制组 HLA-DR 表

达也低于成熟纤1. DC( 国 2 、国 3) 。

2.3 DC IL-12 p35 、 IL-12 p40 mRNA 表达变化

经观察，用 PsL-EGFmAb 和 IL-IO 处 flll后， DC 

细胞内的 IL-12 p35 、 IL-12 p40 mRNA 表达受到抑

制(P<0.05)(国 4，表 1)。且不同剂量 PsL-EGFmAb

对 DC IL-12 p35 、 IL-12 p40 mRNA 表达的抑制作

用呈剂量依赖、关系(图 5) 。

2.4 DC IL-12 p70 分泌变化

ELISA检测结果显示，未成熟组DC培养上消液

中检测到极微量的 IL-12 p70(0.42 ::!::: 0.04) pg/ml; 成

熟组 DC 的 IL-12 p70 含量(364.75 ::!::: 22.81) pg/ml 明

显增高(P<O.Ol); 而 PsL-EGFmAb 拥制细 DC 的 IL-12

p70 含量(10.95 土 9.76) pg/时，和 IL-lO抑制细 IL-12
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图 6 不同浓度 IL-I0 对 DC IL-12 p70 分泌的影响(王士"

p70 含量(168.66 i:: 140.14) pglml 均明显低于成熟组(P

<0.01)。进'步发现，不同剂量 IL-10 对 DC IL-12 

p70 分泌的抑制作用呈剂量依赖、关系(图 6) 。

3 讨论

DC 是一类形态、结构和功能异质性的专职抗

原递呈细胞，能够启动和维持组织器官的免疫炎症

反应，是免疫应答强有力的启动者不IJ参与者11-川 J ，

其免疫调节作用与发育成熟状况密切相关[3J 0 随着

近年对DC及其在免疫炎症反应及多种相关疾病中作

用的重视，对于 DC 炎症组织溢出/迁移中伴随着由

未成熟向成熟细胞分化，拟或由炎症细胞向抗原递

呈细胞转化等机制，以及对之的干预和调抑拟用于

免疫炎症性疾病的防治，也己引起人们关注[4 ， 12J 。

己发现未成熟DC炎症组织迁移主要依赖站附分子选

择素介导[4J 。前者可在黠附分子、趋化和细胞因子

共同作用下，于迁移同时摄取和处理抗原并发育为

成熟 DC ，递呈外来或自身抗原并激活于 T 细胞，

启动或维持免疫炎症反应[4.5 J 。然而 DC 过度的迁移

成熟及通呈抗原功能上调，则是免疫炎症反应和免

疫调节机制失调和紊乱的关键因素。

委占附分子 P- 选择素是炎症早期介导 DC 等臼细

胞茹附级联反应的重要分子和初始基础[1坷，其分子

结构中的凝集素和表皮生长因子共同区域，是 P- 、

E- 、 L- 选择素 3 种成分识别勃附的功能结构域[叫，

针对该功能域的抗 P- 选择素单抗不仅具有良好的靶

向抗茹附/抗炎效应，且发现对免疫细胞功能也具

有调节作用 [15J。结合我们研究发现，肾炎时伴随着:

1 选择素以肾小管上皮细胞为主表达上调， DC 则

以肾小管问质为主分布聚集增多，出现了明显的小

管问质损害及肾功能改变。利用单抗抑制 P- 选择

素，对此可显著抑制 DC 肾内浸润及改善病理损伤

与肾功能[7 ，81 。目前已知， DC 成熟后可分泌 IL-12 ，

而后者是诱导 T 细胞向 Th1 分化的关键炎性细胞因

子，并可能在 Th1 型为主免疫反应的调节中起关键

作用。资料显不，以 IL-12 为主的 Th1 型免疫反应

是诱发或参与肾脏疾病的关键因素[旧91 0 IL-10 作为

重要抗炎因子，其在病理情况 F肾脏分布主要位于

病变肾小球及小管间质部位[川，并可能在抑制炎症

反应中起重要作用。为作进一步探讨，本研究在首

先获得 PsL-EGFmAb 基础上llO]，利用人脐血 CD34+

细胞来源的 DC，体外观察了 PsL-EGFmAb 和 IL-10

对 DC 站附共剌激分子表型和炎性细胞冈子 IL-12 分

泌的影响。

本研究结果显示，细胞培养的 5 至 7 天，形态

学 t虽己出现典型的 DC 形态， {'=!细胞表面 CDla 、

CDllc 、 CD83 、 CD80 及 CD86 低表达，且 IL-12

的分泌水平亦低，表现为未成熟 DC 特征。经炎住;

因子 TNF-α剌激诱导后，细胞表由f~占附共剌激分子

表达明显增强，表现出特征性成熟 DC 的表型:此

外细胞内 IL-12 两个单体即 IL-12p35 、 IL-12 p40 

mRNA 明显表达，且培养上洁液中其具生物活性异

二聚体的 IL-12 p70 含量也明显增高。己知许多抗

原递呈细胞可以产生 IL-12，但 DC 是 IL-12 产生的

主要细胞，且认为 DC 必须发育到一定程度才能产

生 IL-12 ，我们的实验结果亦与此相符合。本研究

进-步发现，在 TNF-α 作用的炎性状态 F，经过

PsL-EGFmAb 和 IL-I0 处理后的 DC 其形态和细胞活

力均无明显变化，但其 CDllc 、 CD83 、 CD80 、

CD86 的表达较成熟组明显减低，且细胞内 IL-12

p35 、 IL-12 p40 mRNA 的表达显著减少，两组培

养上清液中 IL-12 p70 的含量也明显低于成熟组。此

外， PsL-EGFmAb 手U IL-IO 对 IL-12 表达分泌的抑制

作用呈剂量依赖关系。表明 PsL-EGFmAb 和 IL-IO

对 DC 薪附共剌激分子表达和致炎细胞因子合成具

有调抑作用。对此分析推测，两种药物可能通过抑

制 DC表面黠附共剌激分子表达，进而i抑制 DC 的抗

原递呈功能，并相应使 T 细胞缺乏必需的第二信号

而不能被充分活化，以此可调节iDC 诱发的 T 细胞

免疫应答。与此同时，两种药物可在基因转录和翻

译水平上调抑 DC 的 IL-12 分泌，相应可阻抑初始

CD4+T 细胞过多分化为 Thl 细胞，从另'个方面调

节了机体的细胞免疫反应。歪于两种药物通过何种

途径和机制影响DC茹附共剌激分子及炎性细胞因子

合成尚不清楚。推测它们抑制由 TNF-α 诱导的 DC

活化成熟，可能与抑制 DC 内与 NF-KB 相关信号途

径有关，且 PsL-EGFmAb 的作用靶点可能是与选择

素同属 C 型凝集素家族，参与免疫炎症反应的 DC

模式识别受体 DC-SING/CD209[20J (待发表资料)。有

待作进一步探讨。此外，研究表明 IL-I0 过多产生则
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与活动性和/或进行性肾小球及小管间质损伤有关

I21l ，这可能与此时 IL-IO 抑制细胞免疫，促进抗体

形成及体液免疫有关，进而对机体产生不利的影

响。 PsL-EGFmAb 对体外培养 DC 的抑制作用与 IL-

10 相类似，{g前者具有良好的靶向抗站附/抗炎效

应，可能在抑制细胞免疫及炎症反应的同时对体液

免疫的影响较小，故更具有安全性。因此，利用

抗敬附干预手段来调节 DC成熟和抗原递呈功能，这

可能不失为一个防治免疫炎症性疾病新的思路和途

径。但如何进行合适的免疫干预，尚有待进一步研

究。
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The Influence of Anti-inflammatory Agents upon the Phenotype and 

Proinflammatory Cytokine Secretion of Cultured Human Dendritic Cells 

Tong Zhou气 Gui-Zhi Sun , Yu-Mei Zhang , Ya-Peng Zhao, Yan-Yun Zhang1, Dong-Qing Zhang1, Nan Chen 
(Department of Nephrology, Ruijin Hospital, Medical School of Shanghai Jiaotong Universiη， Shanghai 200025, China; 、
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Abstract To observe the influence of anti-P-selectin lectin-EGF domain monoclonal antibody (PsL-

EGFmAb) and interleukin- lO (IL-l 0) upon the mo叩hologic features of cultured human dendritic cells (DCs), as 

well as IL-12 secretion. Cord blood CD34+ stem cells were isolated and cultured in 20% IMDM medium with SCF, 

GM-CSF, TGF-队， Flt-3L, TNF-α. DCs were interfered by PsL-EGFmAb and IL- lO. HLA-DR, CDla, CDl1c, 

CD83 , CD80 and CD86 was assayed by flow cytometry. IL-12 p35 , IL-12 p40 mRNA was detected by RT-PCR, 

IL-12 p70 secreted in culture medium was detected by ELISA. The expression of CDllc, CD83 , CD80, CD86 was 

lower in PsL-EGFmAb and IL- lO groups than mature DCs group, and HLA-DR was lower in PsL-EGFmAb group 

compared with mature group. The mRNA level of IL-12 p35 , IL-12 p40 and the secretion of IL-12 p70 was 

suppressed with PsL-EGFmAb or IL- lO treated, respectively. It showed PsL-EGFmAb and IL- lO might inhibit the 

expression of adhesion and co-stimulation molecules, and inhibit the secretion of proinflammatory cytokine. PsL

EGFmAb and IL- lO might adjust the antigen presenting function of DCs. 

Key words dendritic cells; phenotype; interleukin-12; anti-P-selectin lectin-EGF domain monoclonal 

antibody; interleukin- lO 
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