
■背景资料
树 突 状 细 胞
(dendr i t ic  ce l l , 
DC)是专职的抗
原提呈细胞 ,  与
移植免疫识别关
系密切 ,  在各种
肿瘤和微生物感
染性疾病中 ,  起
到重要作用 .  其
可作为诱导机体
产生免疫耐受而
用以治疗自身免
疫性疾病和减轻
器官移植免疫排
斥 ,  诱导免疫耐
受 ,  因此任何基
础与临床研究均
是建立在对其成
功 诱 导 的 基 础
上的 ,  而用GM-
CSF协同白介素
4(interleukin 4, 
IL-4)是较为常用
的方法之一 .  但
诸多报道其应用
浓度范围太宽泛, 
实用性欠缺.
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Abstract
AIM: To investigate the effect of granulocyte-
macrophage colony stimulating factor (GM-
CSF) with interleukin (IL)-4 on the morphology, 
purity, and number of mouse bone marrow-
derived dendritic-like cells, in order to explore 
the optimal conditions for culturing dendritic 
cells.

METHODS: Mouse bone marrow mononuclear 
cells were dissociated and purified, and then 
different concentrations of GM-CSF with IL-4 
were added. The morphology and phenotype 
of dendritic-like cells were assessed, and their 
ability to activate allogeneic lymphocytes was 
measured. 

RESULTS: In a certain concentration range, with 
the increase of the concentration of GM-CSF, 
the number, purity and maturity of mouse bone 
marrow-derived dendritic cells increased, but 
high concentrations of GM-CSF had an inhibitory 
effect. The optimal GM-CSF concentration range 
was 10-20 ng/mL.

CONCLUSION: Optimal concentrations of 
GM-CSF and IL-4 can be combined to enhance 
the ability to induce murine bone marrow 
mononuclear cells to differentiate into dendritic 
cells. Rational use of these two factors can 
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■研发前沿
基 于 D C 与 肿 瘤
的发生和器官移
植免疫耐受的相
关研究一直是最
热门的研究方向
之一 ,  部分研究
结果已经显示了
其强大的临床效
应 ,  但同样其中
的诸多机制和通
路依然未能阐述
清楚 ,  需大量研
究明确.

increase the number, purity and maturity of 
dendritic cells.

© 2016 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的:  观察不同浓度粒 -巨噬细胞集落刺
激因子(granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor, GM-CSF)联合白介素
4(interleukin, IL-4)对小鼠骨髓源性树突状细
胞(dendritic cell, DC)形态、纯度、细胞数目
的影响, 探究树突状细胞诱导培养的最适宜
条件. 

方法: 分离、纯化小鼠骨髓单个核样细胞, 
分别加入不同浓度梯度的GM-CSF和定量的
IL-4, 对其进行形态学观察和细胞表型检测, 
以及对异基因淋巴细胞的激活作用测定. 

结果: 在一定浓度范围内, 随着GM-CSF浓度
的增加, 小鼠骨髓源性树突状细胞的数目、

纯度及成熟度亦随之增加. 而过高浓度的
GM-CSF反而导致抑制作用. 据此, 可推测理
想的GM-CSF浓度范围应为10-20 ng/mL.  

结论: 适宜浓度的GM-CSF联合IL-4可提升
小鼠骨髓单个核样细胞向树突状细胞分化
的能力, 两种细胞刺激因子的合理运用, 可
增加树突状细胞的数目、纯度及成熟度. 

© 2016年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 本实验对粒-巨噬细胞集落刺激因

子(granulocyte-macrophage colony-stimulating 
factor, GM-CSF)最适宜浓度范围做了初步探究, 
用实验证明了其最适宜浓度, 为后续的树突状

细胞(dendritic cell, DC)研究奠定了坚实的基础, 

同样是肿瘤免疫、器官移植免疫等多种疾病研

究中需要用到的相关DC培养诱导方式, 也阐明

了GM-CSF的双重诱导结果. 
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0  引言

树突状细胞(dendritic cell, DC)是专职的抗原

提呈细胞(antigen present cells, APC), 与移植

免疫识别关系密切, 在各种肿瘤和微生物感

染性疾病中, 亦起到重要作用[1]. 其可作为诱

导机体产生免疫耐受而用以治疗自身免疫性

疾病和减轻器官移植免疫排斥, 诱导免疫耐

受, 髓源性DC起源于骨髓, 其由CD34+造血干

细胞诱导分化而来, 因成熟时有多样突起而得

名. DC分布于全身各组织器官. 多数处于未成

熟状态, 摄取抗原或被其他因素刺激分化成熟

成mDC[1,2]. 
DC虽分布广泛, 但数量稀少. 在血液中, 其

含量约为血细胞总数的1%左右, 因此DC的研

究及应用主要依赖体外培养扩增而获得[1-4]. 当
前体外培养获得DC的方法有多种, 培养较为

常用的方法是细胞因子粒-巨噬细胞集落刺激

因子(granulocyte-macrophage colony-stimulating 
factor, GM-CSF)联合白介素4(interleukin 4, 
IL-4)诱导法. 该方法主要为对采集的单个核细

胞或骨髓干细胞, 用GM-CSF联合IL-4等细胞刺

激因子进行体外定向诱导分化, 得到未成熟树

突状细胞(immature dendritic cell, imDC), 再根

据不同研究需要使用不同抗原刺激得到半成

熟DC(semmi ature dendritic cell, smDC)[3-5]. 但对

于培养DC和所要的最适宜的细胞因子浓度及

不同细胞因子对于DC培养成熟状态及影响的

研究尚存不少争议, 且文献使用浓度范围相差

较大. 本研究通过不同浓度梯度GM-CSF诱导

得到DC, 以期明确培养DC的最适宜细胞因子

浓度, 为今后研究DC提供必要的理论支持及操

作方法. 

1  材料和方法

1.1 材料 SPF级♂C57BL/6小鼠60只、LBALB/c
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■相关报道
付必莽等报道半
成 熟 D C 的 器 官
移植免疫耐受的
诱导及相关机制, 
并创新性的使用
逆向解剖法游离
股骨/胫骨快捷制
备小鼠骨髓细胞, 
相关研究结果具
有极强新意.

小鼠60只, 6-8周龄, 体质量20 g±4 g, 由中山

大学实验动物中心提供. FACSCal ibur流式

细胞仪(美国BD公司)、重组小鼠GM-CSF、
IL-4(Peprotech公司), FITC标记的大鼠抗小鼠

CD86, MHC-Ⅱ抗体(I-Ab), PE标记的大鼠抗小

鼠CD80抗体和PE-CY5标记的鼠抗CDllc购自

美国(Laboratories公司). 
1.2 方法

1.2.1 骨髓细胞的制备: 参考文献[5], 并稍做修

改. 脱颈法处死小鼠, 置于700 mL/L的乙醇中, 
浸泡5 min. 超净台内取出股骨和胫骨, 浸泡于

PBS中. 用10 mL注射器吸取PBS从骨干的一端

刺入骨髓腔, 将骨髓细胞冲入10 mL离心管, 反
复冲洗, 直至骨变白为止. 离心, 3000 r/min, 离
心10 min后弃上清, 加入红细胞裂解液, 吹打

混匀, 室温静置5 min待红细胞溶解后, 再次离

心, 3000 r/min, 离心l0 min后, 弃上清. PBS洗涤

2次, 并以完全培养液重悬后分装培养, 恒温培

养3-4 h, 换8孔培养板中培养, 加入完全培养基

3 mL, 再加入不同浓度梯度的GM-CSF, 孵箱中

继续培养, 适时补充培养基及细胞因子(同等

浓度梯度), 7 d后吹打并收集细胞. 
按加入细胞因子浓度不同共分7组, 每组

设3个复孔. 第1组: GM-CSF 2 ng/mL, 第2组: 
GM-CSF为5 ng/mL, 第3组: GM-CSF为10 ng/
mL, 第4组: GM-CSF为20 ng/mL, 第5组: GM-
CSF为50 ng/mL, 第6组: GM-CSF为100 ng/mL, 
以上各组IL-4的浓度均为40 ng/mL, 第7组为空

白对照组, 培养基中不加任何细胞因子. 该研

究实验操作重复5次. 
1.2.2 细胞形态学观察: 倒置相差显微镜(日本

OLYMPUS公司)观察细胞形态学变化, 并于第

1、3、5、7天拍摄细胞照片. 
1.2.3 DC细胞的表型鉴定: (1)细胞表面标志鉴

定: 在培养的第6天收集上述各组的细胞, 离心

后悬于100 µL, 分别加入8 µL鼠抗CD11c, 避
光孵育15-30 min, PBS洗涤3次, 最后用400 µL
的PBS悬浮细胞, 流式上机检测各组DC细胞

CD11c、主要组织相容复合体二类分子(major 
histocompatibility complex class Ⅱ, MHC-Ⅱ)、
CD80、CD86表达情况. 采用Flowjo流式细胞

图分析软件分析流式图, 结果以图表列出; (2)
细胞因子表达水平测定: 收集以上各组细胞上

清液, 用ELISA试剂盒检测IL-6、IL-10等细胞

因子表达水平, 每组设6复孔. 

1.2.4 异基因淋巴细胞的激活作用: 参考文献[3]
获取BALB/c小鼠脾脏淋巴细胞, 24孔板中加

入100 µL BALB/c小鼠淋巴细胞作为反应细胞

(细胞数约为107/mL). 各组DC经丝裂霉素灭活

后作为刺激细胞, PBS洗涤细胞2次后, 将100 
µL(约106个细胞)各组灭活细胞分别加入反应细

胞中培养2 d后用细胞计数试剂盒(cell counting 
Kit-80, CCK-8)检测淋巴细胞活化情况. 用酶标

仪检测450 nm波长处的光密度OD值. 各组设6
个复孔. 

统计学处理 采集数据用mean±SD表示, 采
用方差分析, 组间差异有统计学意义(P<0.05)时
选用Q检验(New-man-Keuls法)SAS6.12统计软

件计算结果. P<0.05表示差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 细胞形态观察 细胞置于37 ℃, 50 mL/L 
CO2的孵箱中培养3-4 h后, 除部分细胞贴壁外, 
可见大量悬浮细胞. 各组可获得骨髓源性细胞

数为(3.4-4.5)×107个, 去除悬浮细胞后继续培

养24 h, 倒置显微镜下部分细胞呈簇状集聚. 
细胞贴壁生长, 胞体较小, 多为圆形. 补充含

细胞因子的完全培养基后第2天, 1-4组细胞体

积增大, 1、2组未见明显的聚集情况, 3、4组
出现贴壁细胞聚集生长趋势, 细胞呈梭形, 似
蝌蚪状, 有集落开始形成, 第5、6组细胞数量

减少, 可见细胞碎片. 7组细胞数目较少, 未出

现聚集. 陪养至第4天, 各组均可见半贴壁DC
集落形成, 镜下亦有少量巨噬细胞和成纤维细

胞, 1、2组集落较小且较少、分布较为分散, 
第3组形成集落数目较为密集, 形态较大, 偶见

细小棘突, 第4组集落细胞表面可见数支短小

突起, 集落大小及密度较前三组明显, 第5、
6组细胞稀疏, 部分出现空泡, 无DC出现, 第7
天, 1-4组细胞集落数开始减少, DC形态更趋明

显. 3、4组较1、2组细胞集落数目多, 突起也

较1、2组明显(图1A, B). 第4组细胞突起及集

落数目在各组中最为明显, 突起细长且数量最

多(图1D), 放大后可较为清晰地看到部分突起

(图1E, F).
2.2 流式细胞术细胞表型分析 收集第7天的

细胞, 检测各组活细胞率均>85%, 提示细胞

生理状态正常. 荧光抗体染色后上机行流式

细胞分析术. 以流式单克隆鼠抗CDllc抗体首

先标出阳性表达的细胞, 再检测CDllc+细胞的

谢楠, 等. GM-CSF浓度梯度对树突状细胞体外诱导培养的影响
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■创新盘点
目前 ,  大多数研
究都未明确粒-巨
噬细胞集落刺激
因子(granulocyte-
m a c r o p h a g e 
colony-stimulating 
factor, GM-CSF)
协同IL-4诱导DC
的最适宜浓度, 多
数研究浓度范围
太广且重复性欠
佳, 未能证明GM-
CSF对DC诱导的
双重效果. 本实验
最后得到一个具
有探讨性的实验
条件, 研究极具实
用性.

MHC-Ⅱ、CD80及CD86分子表达量. 结果显

示如图2. 
2.3 细胞因子表达水平 IL-1β、IL-6、IL-12
三种细胞因子的分泌 ,  4组显著高于前三组

(P <0.05), 在IL-10的表达上, 三者之间无统计

学差异(P >0.05)(表1). 

2.4 异基因淋巴细胞的激活 CCK-8检测各组不

同状态DC对异基因淋巴细胞的激活作用, 结
果显示1组(OD450 = 0.17±0.09), 4组(OD450 = 
2.35±0.26), 1、4组各组结果差别明显, 对淋巴

细胞的激活数量呈渐进式增加. 其余3组结果均

呈下降趋势. 

图  1  不同GM-CSF浓度条件下协同IL-4对DC的诱导(×100). A: GM-CSF浓度2 ng/mL, 可见少许集落(集落为树突状细

胞); B: GM-CSF浓度5 ng/mL, 见集落数目明显增多; C: GM-CSF浓度为10 ng/mL, 见集落数目及小大均明显增加; D: 

GM-CSF浓度为20 ng/mL, 见突起形态数目均达最大表达量; E: 树突状细胞放大后的图像, 可看到细胞表面部分突起; F: 

树突状细胞放大后的图像, 可看到细胞表面部分突起. 箭头所示处为树突状细胞.

A B

C D

E F

     

表  1  DC表达细胞因子的水平 (mean±SD)

因子 1组 2组 3组 4组 5组

IL-1β 52.973±3.046   54.053±4.743   60.721±5.533  72.638±2.277b   58.577±2.359 

IL-6 109.330±11.320 157.831±9.710 276.540±5.620  308.278±12.284b 225.336±7.128

IL-10 60.690±4.389   61.498±5.390   56.430±4.348 52.896±2.750   50.720±3.192

IL-12 60.825±3.956 196.760±8.795 224.880±5.795  500.560±14.959b 337.280±8.848

bP<0.01 vs  3组(临近高值比对组). IL: 白介素.
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■应用要点
对GM-CSF协同
IL-4诱导DC提出
了新的探究性实
验结果 ,  同时比
对不同浓度GM-
CSF对DC诱导过
程中的影响 ,  具
有一定实验指导
价值.

3  讨论

DC膜表面高表达MHC-Ⅰ类和MHC-Ⅱ类分

子, 具有特异性表面标志的细胞. 其对抗原摄

取, 加工以及刺激T细胞使其激活, 并最终决定

T细胞的分化方向[6,7]. 近年来随着对DC研究的

不断深入, 已经明确其在肿瘤免疫、器官移植

免疫等多种疾病中的机制及其治疗方法, 多项

临床研究也已开展, 特别是在肿瘤免疫机制及

治疗研究方面[8]. 
DC的不同成熟状态决定了其在免疫应答

中的作用, imDC具有很强的抗原摄取和加工

能力, 其低表达MHC-Ⅱ类分子和共刺激分子

CD80、CD86和CD40等, 不能活化T细胞, 致
使T细胞无反应能力或低反应性, 在诱导机体

免疫耐受中起到关键作用, 在器官移植排斥

反应中被广泛研究与应用[5-9]. 但由于DC在体

内数量稀少, 致使研究受限. 因此如何简单、

高效获得足量高纯度DC是免疫研究的前提条

件. DC的前体是骨髓来源的CD34+干细胞, 由
于小鼠骨髓易于取得, 目前多数方法都是建立

在以小鼠骨髓来源细胞为模型并结合多种细

胞因子诱导. 目前公认的诱导方法是由Inaba
等人建立的[10-14], 随后Califano等[15]改进方法

获得了更多的DC. 培养扩增DC最常用的细胞

因子为GM-CSF联合IL-4. GM-CSF可诱导骨

髓干细胞向单核细胞、巨噬细胞及DC方向分

化, 因此, GM-CSF是公认的维持DC发育和分

化必不可少的细胞因子, IL-4可抑制单核细胞

前体分化为巨噬细胞, 从而诱导其向DC方向

分化, 亦可维持DC处于未成熟状态, 所以被广

泛用于小鼠骨髓DC的培养中. GM-CSF参与诱

导CD34+细胞向粒系分化使其产生CFU-Mo-
DC,该物质是维持DC发育及分化的最重要的

细胞因子[12,13]. 已有文献报道GM-CSF联合IL-4
诱导DC的分化及成熟, 但GM-CSF最佳培养浓

度仍然没有统一认识, 报道浓度在2 ng/mL至
500 ng/mL之间. 对IL-4的浓度及其作用机制亦

无定论, 部分学者认为, IL-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, 
促使CD14表达量下调, 并使CD14+细胞向DC
方向分化[14-17]. 

即使在同一培养基中, DC成熟分化也不是

图  2  GM-CSF浓度梯度与DC表型之间的关系. A: CD11c的分子表达情况; B: CD80的分子表达情况; C: CD86的分子表
达情况; D: MHC-Ⅱ的分子表达情况.
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■名词解释
DC: 是机体功能
最强的专职抗原
递呈细胞 ,  他能
高效地摄取、加
工 处 理 和 递 呈
抗原, 未成熟DC
具有较强的迁移
能力, 成熟DC能
有效激活初始型
T 细 胞 ,  处 于 启
动、调控、并维
持免疫应答的中
心环节 .  其与肿
瘤及器官移植免
疫耐受的形成密
切相关.

同步的, 获得的DC常为mDC与imDC的混合物, 
但imDC所占比例易受诱导细胞因子浓度不同

而有较大差别, 因此, 最适宜的细胞因子浓度的

掌握显得极为关键[5,7,13,16]. 
本实验通过不同浓度GM-CSF联合定量

IL-4培养DC, 旨在探索DC培养所需细胞因子

最佳浓度以及不同浓度GM-CSF联合IL-4对
DC分化、成熟及纯度的影响. 本研究结果表

明, 两种细胞因子混合物具有双重作用, 在较

低浓度时, 随着GM-CSF及IL-4浓度的提高, 
DC的集落生长趋势及细胞突起数目均明显提

升, 但浓度过高, 反而不利于DC的生长、分化

及成熟, 有明显的抑制作用. 
CD11c阳性表达率在GM-CSF浓度较低

时(多数<50 ng/mL时), 随着GM-CSF等浓度提

高, CD11c阳性表达率随之提高(P <0.01), 提示

DC的纯度等随之增加, 但在50-200 ng/mL时, 
随着GM-CSF浓度增加, DC纯度等反而下降. 
MHC-Ⅱ类分子、CD80和CD86是DC成熟程

度的指标, 未成熟DC低表达MHC-Ⅱ类分子、

CD80和CD86分子. 通过图2可以看出, 本实验

中培养至第7天的DC均主要为imDC, 且imDC
的纯度、成熟度与细胞因子浓度有关, 细胞刺

激物浓度增加, 各组CD80、CD86及MHC-Ⅱ
类分子表达率均有不同程度提升, 第4组imDC
纯度最高, 也说明了上述两种细胞因子的促成

熟作用. 高剂量组imDC纯度及细胞数目降低, 
CD80、CD86及MHC-Ⅱ类分子表达随之降低, 
考虑浓度过高对DC的抑制作用占据主导地位. 
另外, 各组所得DC均对异基因淋巴细胞有较

强的激活作用, 提示随着GM-CSF浓度的增加, 
成熟状态DC所占比例逐渐提升, 说明该方法

诱导DC的可靠性, 细胞增殖指数在5、6组达

顶峰, 说明两组细胞mDC数目较多. 
总之, 研究发现GM-CSF最适宜浓度范围为

10-20 ng/mL, 在该浓度范围内, 低浓度与较高浓

度细胞因子均可成功诱导培养出DC. 此外, 我
们后期探究发现随着IL-4配伍浓度的增加, 能
够使诱导所得DC在数量及纯度上亦有所增加, 
且能够提升其成熟度, 但过高的两者浓度, 反
而会使细胞凋亡(目前机制不清, 亦未见相关报

道), 待进一步研究阐明其机制[15-17]. 
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■同行评价
本文较系统地阐
述 了 粒 - 巨 噬 细
胞 集 落 刺 激 因
子联合IL-4对小
鼠骨髓源性树突
状细胞形态、纯
度、细胞数目的
影响 ,  探究树突
状细胞诱导培养
的 最 适 宜 条 件 . 
得到一个具有探
讨性的实验条件, 
具有一定的实用
性 .  本文逻辑清
楚, 重点突出, 有
一定的学术价值.
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