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AGM-S3基质细胞共培养对中性粒细胞自发凋亡

及其免疫功能的影响
王永荣  范玉龙  吕梦楠  马润芝  孙孟宇  孔鑫   王彤  冯四洲  韩明哲  许元富*

(中国医学科学院北京协和医学院血液病医院血液学研究所, 实验血液学国家重点实验室, 
国家血液病临床医学研究中心, 天津 300020)

摘要      AGM-S3细胞是从小鼠主动脉–性腺–中肾区(aorta-gonad-mesonephros, AGM)分离的

细胞系。该文通过建立体外AGM-S3基质细胞共培养体系, 以揭示AGM-S3细胞对终末分化中性

粒细胞存活和功能的影响。结果表明, AGM-S3细胞共培养显著延迟了中性粒细胞的死亡(半衰期

从20 h延长到48 h), 同时维持中性粒细胞正常的趋化、吞噬和活性氧释放功能。进一步研究表明, 
AGM-S3细胞可能通过分泌细胞因子(如IL-6、MCP-1和IL-1α等)激活中性粒细胞促存活信号通路

(比如Akt), 促进Mcl-1和Bcl-xl持续表达, 且抑制Caspase-3分子活化。在腹膜炎小鼠模型中, 将体外

共培养24 h的中性粒细胞从尾静脉输注到小鼠体内, 其可以正常募集到炎症部位。研究结论提示, 
AGM-S3细胞可以维持终末分化中性粒细胞的存活和功能, 而且这些中性粒细胞在移植到小鼠体

内后具有正常的免疫活性。该研究将为今后针对粒缺和难治性感染病人的输注, 以及中性粒细胞

功能修饰等研究提供新的策略和实验依据。

关键词       中性粒细胞; AGM-S3细胞; 凋亡; 细胞因子

Effects of Co-culture of AGM-S3 Stromal Cells on Spontaneous 
Apoptosis and Immune Function of Neutrophils 

Wang Yongrong, Fan Yulong, Lü Mengnan, Ma Runzhi, Sun Mengyu, Kong Xinyao, Wang Tong, 
Feng Sizhou, Han Mingzhe, Xu Yuanfu*

(State Key Laboratory of Experimental Hematology, Institute of Hematology & Blood Diseases Hospital,Chinese Academy of 
Medical Sciences & Peking Union Medical College, National clinical research center for hematology, Tianjin 300020, China)

Abstract       AGM-S3, a cell line derived from the aorta-gonad-mesonephros (AGM) region. We established 
a co-culture system in vitro to study the effect of AGM-S3 cells on the neutrophils. The results showed that co-
culture with AGM-S3 cells could significantly delayed neutrophils death (the half-life was extended from 20 h to 48 
h), maintained the functions of chemotaxis, phagocytosis and the release of reactive oxygen species (ROS) as well. 
Further studies indicated that AGM-S3 cells mainly activated pro-survival signaling pathways (such as Akt) in neu-
trophils by secreting cytokines (such as IL-6, MCP-1, and IL-1α, etc.), which promoted the continuous expression 

中
国
细
胞
生
物
学
学
报



王永荣等: AGM-S3基质细胞共培养对中性粒细胞自发凋亡及其免疫功能的影响 1559

of Mcl-1/Bcl-xl and inhibited the activation of Caspase-3. In the mouse model of peritonitis, neutrophils co-cultured 
for 24 h were reinfused from the tail vein into mice, and they could be recruited to the abdominal inflamation site. 
Our results indicated that AGM-S3 cells were durable in maintaining the survival and function of neutrophils in vi-
tro, furthermore, those neutrophils bear normal immunological activity after being refused to mice. This study will 
provide new strategies and experimental basis for future studies on infusion of granulocytes in patients with granu-
locyte deficiency or refractory infection, as well as functional modification of neutrophils.

Keywords       neutrophils; AGM-S3 cells; apoptosis; cytokines

中性粒细胞是髓系终末分化细胞, 在骨髓中产

生, 然后在各种炎症刺激下被释放到血液循环中, 它
们在人体抵御病原微生物入侵方面起着重要的作

用[1-2]。中性粒细胞缺乏症(中性粒细胞绝对数小于

0.5×109/L), 简称粒缺, 通常发生在癌症患者放疗和

化疗后。粒缺患者免疫低下, 易发生致命的细菌或

真菌感染(如粒缺相关性肺炎)。一般来说, 用抗生

素治疗临床感染是有效的, 然而近年来, 由于抗生素

的滥用, 细菌产生耐药性, 导致抗生素对一些感染患

者没有治疗效果。因此, 我们能否找到一种治疗方

法来弥补传统抗生素治疗的不足？中性粒细胞输注

增加外周循环的中性粒细胞无疑是一种可行的临床

辅助抗感染治疗手段。由于中性粒细胞在体内循环

的半衰期较短, 通常只有8~20 h[3], 而在细胞输注过

程中的中性粒细胞采集和体外保存阶段没有很好的

维持其活性的手段, 这严重影响了细胞输注方案的

实施和有效性。因此, 如何在体外维持中性粒细胞

的存活和免疫活性是该疗法的关键问题。细胞因子

或/和化学小分子处理中性粒细胞, 增加存活基因的

表达或/和抑制死亡基因的表达, 这在理论上是可行

的解决方案, 而基质细胞和中性粒细胞共培养来模

拟体内造血微环境维持血细胞存活无疑是另一种

选择。间充质干细胞(mesenchymal stem cell, MSC)
是骨髓造血微环境中的重要组成细胞, 有文献报道, 
骨髓间充质干细胞与中性粒细胞共培养能够维持

中性粒细胞在体外存活60 h。主动脉–性腺–中肾区

(aorta-gonad-mesonephros, AGM)区被认为是永久性

造血干细胞出现的最早区域, 而AGM-S3基质细胞

是AGM区造血微环境的主要组成细胞, 它可以支

持造血细胞的增殖和分化[4-5], 但其维持终末分化血

细胞存活和功能的作用尚不清楚。在本研究中, 我
们比对了AGM-S3基质细胞与中性粒细胞共培养和

中性粒细胞单独培养方法, 以探讨共培养体系中的

AGM-S3细胞在维持中性粒细胞存活和功能的作用

和机制。

1   材料和方法
1.1   小鼠和细胞株

8~11周龄的 C57BL6-Ly5.2/CD45.2(C57)和
C57BL6-Ly5.1/CD45.1(B6)雄性小鼠在特定的无病

原体条件下进行饲养 , 所有实验涉及的小鼠均得到

中国医学科学院北京协和医学院血液学研究所动物

管理中心及伦理委员会的批准。AGM-S3细胞株由

马峰教授和周家喜教授赠与。

1.2   中性粒细胞分离和培养

小鼠骨髓中性粒细胞经Percoll(GE公司)密度梯

度离心后 , 吸取中性粒细胞层 , 用HBSS-EDTA-BSA
溶液洗涤1次 , 2 mL重悬 , 再经Histopaque-1119溶液

密度梯度离心去除红细胞 , 收集位于液面分界处的

中性粒细胞, 洗涤2次, 然后用含10% FBS和1%双抗

的RPMI-1640培养基重悬中性粒细胞。

1.3   AGM-S3细胞培养

将1 mL(2×104)或3 mL(1.5×105)的用含5% FBS 
(Gibico公司 )和1%双抗 (Thermo Fisher)的MEMα培
养基重悬的AGM-S3细胞种入经0.2%明胶处理的24
孔板或6孔板中 , 放入37 °C、5% CO2的细胞培养箱

中培养[6], 当贴壁细胞为80%~90%的覆盖率时, 用含

10 μg/mL丝裂霉素(mitomycin, MMC)的上述培养基

处理2.5 h, 使AGM-S3细胞停止增殖, 然后用磷酸盐

缓冲液(PBS, Sigma-Aldrich公司)洗涤3次, 最后加入

适量上述培养基放于细胞培养箱中备用。

1.4   中性粒细胞与AGM-S3细胞共培养

共培养实验分为2组: 中性粒细胞培养组(接种

中性粒细胞)和共培养组(接种中性粒细胞与AGM-
S3细胞)。将两组设置在同一块细胞培养板中, 一半

的孔接种AGM-S3细胞, 另一半只加培养基, 然后以

5×105/mL的浓度加入中性粒细胞悬液, 放入37 °C、
5% CO2的细胞培养箱中培养。此外, 采用孔径0.4 μm
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的Transwell隔离小室(#3413, Corning公司)阻断中性

粒细胞和AGM-S3细胞的胞间接触, 进行分隔式共

培养实验。

1.5   中性粒细胞纯度和凋亡检测

中性粒细胞在体外培养0 h、24 h、48 h、72 h
后的各个时间点, 通过锥虫蓝染色后显微镜计数检

测中性粒细胞的数量和活度。用CD11b-APC和Gr1-
APCcy7抗体 (Becton Dickinson公司 )标记中性粒细

胞 , 同时用AnnexinV-FITC/PI(Thermo Fisher Scien-
tific公司)标记凋亡细胞, 然后使用流式细胞仪检测

其纯度和凋亡比例[7]。此外, 通过瑞氏染色观察各个

时间点的中性粒细胞形态。

1.6   免疫印迹分析

各组分别取1×106中性粒细胞, 离心弃上清, 用
100 μL包含蛋白酶抑制剂(Invitrogen公司)和DFP的
细胞裂解液将细胞充分裂解, 然后迅速加入100 μL
提前预热到95 °C的蛋白上样缓冲液, 充分混匀后, 
分装到EP管内放于–80 °C冰箱冻存或者直接做免疫

印迹分析实验。

在上样之前, 细胞溶解产物须超声处理5~10 s, 经
12% SDS-PAGE凝胶电泳和转膜后, 依次孵育一抗和

二抗, 最后, 加曝光液并用ImageQuantLas4000(GE公
司)检测免疫复合物。采用ImageJ软件来测定灰度[8]。

1.7   活性氧检测

通过鲁米诺化学发光法测定刺激剂激活的中性

粒细胞所产生的总ROS。即用含1% BSA的PBS缓冲

液重悬中性粒细胞, 并将浓度调至5×103/μL, 放于细胞

培养箱中备用。配制阳性反应混合液, 包含: 10 mol/L
的鲁米诺、1 000 U/mL的辣根过氧化物酶(Type XII, 
Sigma Aldrich公司)的fMLP(Genscript公司)和生理盐

水。与其相对应的阴性反应液没有 fMLP刺激剂 , 配
置过程在冰上操作。实验步骤: 取100 μL的细胞悬液

添加到96孔板 (Nunc-F96 Maxisorp)小孔内 , 37 °C孵
育30 min后, 用酶标仪(Synergy H4, BioTek公司)上配

置的自动注射器将阳性和阴性反应液分别加入含有

细胞的小孔中, 定时记录其激发光情况[9]。

1.8   中性粒细胞趋化实验

通过TAXIScan-FL趋化检测仪来检测中性粒细

胞的趋化功能。将各组中性粒细胞用含10% FBS的
RPMI-1640培养基重悬并调至浓度为1×104细胞/μL, 
将260 μm宽×4 μm厚的蚀刻硅片与相关配件组装

好之后加入4 mL上述培养基, 放入提前开机预热的

TAXIScan小室中[10]。取1 μL中性粒细胞悬液加入硅

片下孔, 用1 mL注射器从上孔轻吸培养基, 使中性粒

细胞排成一条横线, 在硅片上方小孔加入1 μL浓度

为1 μM的fMLP刺激剂, 然后每隔30 s连续捕捉硅片

各通道里中性粒细胞的迁移情况, 拍摄30 min。采

用Gradient-Tech软件对中性粒细胞迁移轨迹、速度

和方向进行分析[9]。

1.9   中性粒细胞吞噬实验

各组分别取1×105中性粒细胞, 标记CD11b-APC
抗体。同时用含20%小鼠血清的生理盐水于37 °C调
理FITC染料偶联的酵母聚糖颗粒30 min, 然后将酵

母聚糖颗粒与中性粒细胞以51׃的比例混合, 并吸到

一个专用的玻璃底细胞培养皿中(NEST Scientific公
司, F15 mol/L), 放于细胞培养箱中孵育30 min后, 利
用DV(DeltaVision Ultra-resolution living cell imaging 
system, GE公司)超高分辨率显微镜拍摄吞噬图片, 
统计吞噬指数(中性粒细胞吞噬酵母颗粒的总数/发
生吞噬的中性粒细胞数)和吞噬细胞百分比(发生吞

噬的中性粒细胞数/总细胞数), 每组统计中性粒细胞

100个以上[10]。

1.10   细胞因子检测

利用LEGENDplexTM小鼠炎症因子检测盒 (Bio-
Legend公司 )检测共培养上清液中分泌的细胞因子 , 
可以同时检测 13个小鼠细胞因子 ,包括 IL-1α、IL-
1β、IL-6、IL-10、IL-12p70、IL-17A、IL-23、IL-27、
CCL2(MCP-1)、IFN-β、IFN-γ、TNF-α、GM-CSF。
1.11   小鼠腹膜炎模型和中性粒细胞输注实验

无菌性腹膜炎模型 : 给C57(CD45.2)-WT受体

小鼠腹腔注射1 mL 3%的巯基乙酸盐溶液溶液(thio-
glycollate medium, TG)诱导无菌性腹膜炎。中性粒

细胞输注实验步骤: 分离带绿色荧光的C57(CD45.2)
小鼠骨髓中性粒细胞 , 与AGM-S3细胞共培养24 h, 
收集存活的绿色荧光中性粒细胞 , 我们称之为 “共
培养24 h的中性粒细胞”, 将其与新鲜分离的不带荧

光的B6(CD45.1)小鼠骨髓中性粒细胞 1混合׃1 , 调
整总细胞浓度为 8×106/300 μL生理盐水 , 然后将制

备好的细胞混合液通过尾静脉注射到产生腹膜炎

的C57(CD45.2)-WT受体小鼠体内。在给腹膜炎小

鼠尾静脉注射细胞混合液5 h后 , 用冰PE(含0.02% 
EDTA的PBS)灌洗小鼠腹腔, 离心收集细胞, 用Ly6G-
APC抗体标记其中所有的中性粒细胞, CD45.1-PE抗
体标记B6小鼠分离的新鲜中性粒细胞。最后用流式
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细胞仪检测募集到腹腔的各群中性粒细胞的数量和

比例。

2   结果
2.1   AGM-S3细胞共培养可以延缓中性粒细胞凋亡

AGM-S3细胞贴壁生长时形态呈梭形, 瑞氏染

色显示其胞质丰富, 呈浅蓝色, 胞核为深蓝色, 细胞

体积显著大于中性粒细胞(图1A)。通过流式细胞术

和瑞氏染色检测小鼠骨髓分离的中性粒细胞纯度为

95%左右(图1B), 新鲜分离的中性粒细胞活率为95%
以上(图1C)。

中性粒细胞凋亡检测结果表明在各个时间点, 
中性粒细胞培养组的凋亡率(50%、70%、85%)均高

于共培养组(20%、30%、50%)(图1C), 两者之间具

有显著性差异(P<0.001)。每组取1×105个中性粒细

胞标记AnnexinV-FITC和PI, 用DV成像系统拍摄两组

中性粒细胞的存活情况(图1D)。从图中可以看出, 在
培养24 h或48 h后, 共培养组存活细胞占比(96.1%、

76.9%)均明显高于中性粒细胞培养组 (37 .9%、

23.4%)(显示绿色荧光的细胞为早期凋亡细胞, 同时

显示绿色和红色荧光的细胞为晚期凋亡细胞)。
2.2   AGM-S3细胞共培养可以维持中性粒细胞的

趋化功能

通常走向凋亡的中性粒细胞趋化性受损, 采用

TAXIScan-FL趋化检测仪记录共培养24 h或48 h的
中性粒细胞的趋化过程(图2A), 对应的细胞趋化轨

迹如图所示(图2B)。可以发现与中性粒细胞培养组

相比, 共培养组的中性粒细胞在趋化过程中方向性

较强, 迁移速度也较快, 即使在体外培养48 h后, 共
培养组的中性粒细胞仍具有正常的趋化能力, 而中

性粒细胞培养组的中性粒细胞丧失了趋化能力(图
2D)。而且共培养组的中性粒细胞经fMLP刺激后, 
表现出正常的多伪足, 而中性粒细胞培养组的中性

粒细胞没有伪足(图2C)。
2.3   AGM-S3细胞共培养可以维持中性粒细胞内

吞作用和ROS生成能力

中性粒细胞是第一批被募集到病原体入侵部

位的细胞, 通过多种方式杀灭病原体。例如, 中性

粒细胞会吞噬病原体, 然后通过NADPH氧合酶合成

ROS或抗菌蛋白(组织蛋白酶、防御蛋白、乳铁蛋

白和溶菌酶)杀灭病原体[11]。

本研究发现, 共培养组的中性粒细胞在培养24 h

或48 h后, 仍具有几乎正常的吞噬能力, 其吞噬指数

(平均每个中性粒细胞吞没4个酵母颗粒)明显多于

中性粒细胞培养组(平均每个中性粒细胞吞没2.6个
酵母颗粒)(图3A和图3B), 而单独培养48 h后的中性

粒细胞几乎丧失了吞噬能力(图3B)。此外, 我们发现, 
AGM-S3细胞共培养可以维持中性粒细胞产生ROS
的能力, 在fMLP刺激下, 共培养组中培养24 h或48 h
的中性粒细胞, 活性氧产生明显升高, 接近新鲜分离

的中性粒细胞的水平, 然而在中性粒细胞培养组中, 
几乎没有ROS生成(图3C和图3D)。
2.4   AGM-S3细胞共培养延迟中性粒细胞凋亡的

机制

中性粒细胞自发死亡是其主要的死亡方式, 具
有凋亡的典型特征, 如细胞皱缩、细胞核浓缩、磷

脂酰丝氨酸(PS)外翻等[12-13]。在培养24 h或48 h后, 
光学显微镜下观察到中性粒细胞培养组有大量中性

粒细胞变暗, 有许多呈胞质空泡化或肿大的形态(有
研究称之为“膨大细胞”)[14](图4A)。此外, 细胞瑞氏

染色显示培养24 h后, 中性粒细胞培养组的中性粒

细胞核浓缩较多, 而共培养组的中性粒细胞的核型

为正常的环状分叶核(图4B)。
进一步的免疫印迹实验(Western blot)发现, 共

培养组的中性粒细胞中, 活化的Caspase-3减少, 而促

进细胞存活的Mcl-1和Bcl-xl的表达以及Akt的磷酸

化水平显著升高(P<0.01, 图4C和图4D)。随后, 我们

通过分隔式共培养实验来分析AGM-S3细胞对中性

粒细胞的作用方式, 结果显示, 中性粒细胞与AGM-
S3细胞间是否接触, 对于延迟中性粒细胞凋亡的

效果没有明显差异(图5A)。此外, 用培养了48 h的
AGM-S3细胞上清液加等体积的新鲜培养基培养中

性粒细胞, 发现其对延迟中性粒细胞凋亡有一定作

用(图5B)。因此, 我们推断, 中性粒细胞凋亡延迟与

AGM-S3细胞分泌的细胞因子有关。

于是我们检测了共培养组和中性粒细胞培养

组在培养12 h、24 h、48 h后的上清液中的细胞因

子, 结果发现, 共培养组上清液中MCP-1、IL-6、IL-
1α、TNF-α的表达量均明显高于中性粒细胞培养组(图
5C)。对上述细胞因子的基因转录水平进行分析, 发
现在共培养条件下, AGM-S3细胞中MCP-1和IL-6的
转录水平较高, 在单独培养的AGM-S3细胞中也有

这两个基因的转录。而两组的中性粒细胞中MCP-1
和IL-6转录水平均非常低, 但IL-1α和TNF-α的转录
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A: AGM-S3细胞在光学显微镜下的形态以及AGM-S3细胞瑞氏染色形态; B: 中性粒细胞纯度及其瑞氏染色; C: 中性粒细胞凋亡率以及存活中

性粒细胞的绝对数, **P<0.01, ***P<0.001; D: 荧光显微镜拍摄中性粒细胞凋亡情况。

A: light microscopy of AGM-S3 cells, and the morphology of AGM-S3 cells with Wright staining; B: the purity and morphology of neutrophils; C: the 
ratio of apoptotic neutrophils, and the absolute number of surviving neutrophils, **P<0.01, ***P<0.001; D: neutrophil apoptosis were taken by fluores-
cence microscope. 

图1   AGM-S3细胞共培养延迟中性粒细胞凋亡

Fig.1   Coculture with AGM-S3 cells delayed neutrophil apoptosis
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水平较高(图5D)。
综上所述, AGM-S3细胞共培养通过抑制中性

粒细胞凋亡基因表达, 促进其存活基因表达, 起到延

缓中性粒细胞凋亡的作用。在此过程中AGM-S3细
胞分泌了大量的MCP-1和IL-6, 可能对于延缓中性

粒细胞凋亡和维持其免疫功能发挥了主要作用。

2.5   AGM-S3细胞共培养可以维持中性粒细胞在

体内的部分募集能力

共培养24 h的中性粒细胞在体内是否仍有正常

功能？我们在小鼠腹膜炎模型下进行了中性粒细胞

输注实验(图6A)。给小鼠回输这些“共培养24 h的中

性粒细胞”5 h后, 收集腹腔内中性粒细胞(图6B), 经流

式分析, 结果显示, “共培养24 h的中性粒细胞”具有较

好的生物学功能, 能在体内趋化到腹腔炎症部位,与对

照细胞(输注的新鲜中性粒细胞)相比, 趋化到腹腔炎

症部位的细胞数较少(图6C和图6D)。

3   讨论
中性粒细胞是天然免疫系统的第一道防线, 当

机体遭到病原微生物入侵时, 中性粒细胞第一时间

被招募到感染部位杀灭病原体[15]。但它们的寿命

是短暂的(外周循环中, 其半衰期仅8~20 h), 即使在

稳态下, 也需要不断从骨髓造血干祖细胞分化产

生, 以补充损耗的中性粒细胞, 成人正常每天产生

0.5×1011~1×1011个中性粒细胞。

临床上有很多患者因为不能产生足够的中性
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A: 中性粒细胞趋化过程; B: 中性粒细胞趋化运动轨迹; C: 中性粒细胞伪足形成; D: 中性粒细胞趋化运动的速度和方向性分析, *P<0.05, 
***P<0.001。
A: the chemotaxis process of neutrophils; B: tracks of neutrophils migration; C: the formation of pseudopodia; D: the velocity and directionality anal-
ysis of neutrophil chemotaxis, *P<0.05, ***P<0.001.

图2   AGM-S3细胞共培养可以维持中性粒细胞的趋化能力

Fig.2   Coculture with AGM-S3 cells could maintain the chemotaxis of neutrophils
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粒细胞, 导致严重感染, 甚至危及生命。比如癌症患

者经放化疗之后, 会发生粒缺, 容易引发严重的感

染。而且近年来由于抗生素的滥用, 催生了一些“超
级细菌”, 目前对其没有有效的治疗手段, 患者具有

很高的死亡率。粒细胞输注可能是改善粒缺状态, 
优化患者预后的可行治疗方案, 但是粒细胞输注过

程受限于其较短的寿命, 因此延长中性粒细胞体外

存活是一个亟待解决的问题。

作为固有免疫的主力军, 中性粒细胞死亡和存

活的平衡对宿主的稳态至关重要, 这一过程受到胞

外各种细胞刺激因子的调节, 涉及到复杂的细胞内

死亡/存活信号网络。坏死和凋亡是中性粒细胞死

亡的主要方式[16-17], 现在也有一些关于中性粒细胞

与焦亡关系的研究, 他们在小鼠腹膜炎模型中发现

焦亡执行者Gasdermin D通过促进中性粒细胞死亡

发挥抗炎作用[18-19]。

我们实验室的前期研究表明, 中性粒细胞内的

ROS积累会导致PI3K活性下降, 抑制PI3K-AKT信号

通路, 导致细胞凋亡, 而酸性培养环境(pH6.0)可以

降低中性粒细胞ROS产生, 从而延迟中性粒细胞凋

亡; 香烟烟雾和尼古丁可以通过抑制IP7(5-焦磷酸–
五磷酸肌醇)产生, 促进AKT磷酸化, 进而延迟中性

A: 中性粒细胞吞噬酵母聚糖颗粒的荧光图片; B: 发生吞噬的中性粒细胞占总细胞数的百分比以及吞噬指数, **P<0.01; C: 中性粒细胞产生的

ROS; D: ROS产生的最高水平, **P<0.01, ***P<0.001。
A: the fluorescence pictures of neutrophil phagocytosis of FITC-Zymosan. B: the percentage of phagocytosis neutrophil, and phagocytosis index, **P< 
0.01; C: the production of ROS by neutrophils; D: the maximal level of ROS production, **P<0.01, ***P<0.001.

图3   AGM-S3细胞共培养可以维持中性粒细胞吞噬作用和ROS生成能力

Fig.3   Coculture with AGM-S3 cells could maintain the phagocytosis and ROS production of neutrophils
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粒细胞凋亡; 我们也发现了Caspase-8/9非依赖性的

细胞凋亡途径, 即中性粒细胞胞内的PR3(丝氨酸蛋

白酶-3)可以直接切割Caspase-3前体, 活化Caspase-3, 
导致中性粒细胞凋亡。此外, 有研究报道骨髓MSC
与中性粒细胞共培养可以延迟其凋亡, 共培养40 h
后, 中性粒细胞存活率为60%[20]。

基于以上研究, 我们进行了AGM-S3细胞与中

性粒细胞共培养实验, 证明了AGM-S3细胞可以显

著延缓中性粒细胞凋亡, 共培养48 h后, 还有70%以

上的中性粒细胞存活。AGM-S3细胞是一种来源于

小鼠AGM区的基质细胞系, 支持哺乳动物的早期造

血, 已有研究表明, AGM-S3细胞会产生干细胞因子

(stem cell factor, SCF)、白细胞介素-6(interleukin-6, 
IL-6)以及抑癌蛋白M(oncostatin M, OSM)等细胞因

子参与造血调控[21], 但尚没有AGM-S3细胞维持中

性粒细胞存活和功能的作用的报道。

AGM-S3细胞共培养是怎样起到延迟中性粒细

胞凋亡的作用呢？我们通过分隔式共培养实验, 发
现AGM-S3细胞可能通过分泌细胞因子对中性粒细

胞产生影响, 而且已有研究表明, 内皮细胞的活化对

炎症部位中性粒细胞的招募和功能调节具有重要作

用, 活化的内皮细胞可分泌多种细胞因子, 而这些细

胞因子可以延长中性粒细胞的寿命[22]。

通过检测共培养上清液中的细胞因子, 发现

A: 光学显微镜下中性粒细胞的形态图; B: 培养24 h后的中性粒细胞瑞氏染色形态图, 红色箭头指示凋亡的中性粒细胞; C: Western blot检测结

果; D: 蛋白条带的灰度值分析, *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001。
A: the morphology of neutrophils under light microscope. B: Wright staining of neutrophils cultured for 24 h, the red arrows indicate apoptotic neutro-
phils; C: results of Western blot; D: gray value analysis of  relatedprotein bands, *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.

图4   AGM-S3细胞共培养可以促进中性粒细胞存活基因表达, 抑制其凋亡基因表达

Fig.4   Coculture with AGM-S3 cells could promote the expression of survival genes and inhibit the expression 
of apoptotic genes in neutrophils
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AGM-S3细胞主要分泌了大量的MCP-1和IL-6, 而中

性粒细胞分泌了少量的TNF-α和IL-1α。据相关文献

报道 , 许多促炎性刺激可以延长中性粒细胞的寿命 , 
比如 : IL-1β、IL-2、IL-6、IL-8、IL-15、IL-18、G-
CSF、GM-CSF、TNF-α和IFN-γ等细胞因子可以延长

中性粒细胞的存活[23-24]。IL-6通过激活stat3转录因

子延长中性粒细胞的寿命[20]。MCP-1(CCL2)是一种

化学引诱剂, 可由多种细胞产生, 包括单核细胞、巨
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噬细胞、成纤维细胞、血管内皮细胞、平滑肌细胞等, 
其作用的受体CCR2是一种G蛋白偶联受体, 在单核

细胞、自然杀伤细胞、T细胞、B细胞和中性粒细

胞中均有表达。CCL2与CCR2相互作用诱导细胞内

信号转导, 引起细胞激活, 然后发挥与宿主防御相关

的功能[25]。有文献报道, 体外培养中性粒细胞时, 添
加高浓度的MCP-1(100 ng/mL)可以延迟中性粒细

胞凋亡, 24 h后存活50%[25], 效果明显差于AGM-S3

A: 分隔式共培养24 h后, 存活中性粒细胞的数量和百分比, *P<0.05, **P<0.01; B: 利用AGM-S3细胞上清液培养中性粒细胞24 h后, 存活细胞的

数量和百分比, *P<0.05, **P<0.01; C: 细胞因子检测结果; D: 细胞因子的转录水平分析, ***P<0.001。
A: the number and percentage of surviving neutrophils after isolated co-culture for 24 h, *P<0.05, **P<0.01; B: the number and percentage of surviv-
ing neutrophils cultured with AGM-S3 cell supernatant for 24 h, *P<0.05, **P<0.01; C: detection of cytokines; D: transcription levels of cytokines, 
***P<0.001.

图5   AGM-S3细胞共培养通过分泌细胞因子延缓中性粒细胞凋亡

Fig.5   Coculture with AGM-S3 cells could delay neutrophil apoptosis by secreting cytokines

中
国
细
胞
生
物
学
学
报



王永荣等: AGM-S3基质细胞共培养对中性粒细胞自发凋亡及其免疫功能的影响 1567

A: 中性粒细胞输注实验; B: 小鼠腹腔内的中性粒细胞百分比; C: 新鲜中性粒细胞和共培养24 h的中性粒细胞的比例; D: 募集到腹腔的中性粒

细胞的比例和数量, ***P<0.001。
A: the neutrophil transfusion process; B: the percentage of neutrophils in peritoneal cavity of mice; C: the ratio of fresh neutrophils and neutrophils 
cocultured for 24 h; D: the proportion and number of neutrophils recruited to the peritoneal cavity, ***P<0.001.

图6   共培养24 h的中性粒细胞回输到小鼠体内时仍具有部分募集能力

Fig.6   Neutrophils cocultured for 24 h with AGM-S3 cells had partial recruitment ability when they were transfused into the mouse
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细胞共培养。而TNF-α对中性粒细胞的影响是复杂

的, 其作用取决于浓度和时间, 而且对不同亚群细

胞的作用也不同[26-27]; 有研究表明, 在体外用高浓度

TNF-α(100 ng/mL)处理中性粒细胞会诱导其加速死

亡[28]。

综上, 通过AGM-S3细胞与中性粒细胞的共培

养实验, 我们研究了造血区基质细胞对成熟中性粒

细胞寿命和功能的维持作用, 发现其受到多种因素

共同调节, MCP-1和IL-6可能起了主导作用。这一

发现有助于探索延缓中性粒细胞凋亡的方法, 推进

临床上中性粒细胞输注的应用, 也对中性粒细胞凋

亡的调控机制有进一步认识。
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