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　 　 摘要:　 为获得 Ｃ５７ＢＬ/ ６小鼠骨髓源树突状细胞(ＤＣ)的体外制备方法并探讨免疫增强剂 ＣＶＣ１３０２ 对 ＤＣ 免疫调控

的影响ꎬ取 ８周龄的 Ｃ５７ＢＬ/ ６小鼠骨髓细胞ꎬ在体外经过重组鼠源粒细胞 /巨噬细胞集落刺激因子(Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｍｏｕｓｅ
ｇｒａｎｕｌｏｃｙｔｅ￣ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｃｏｌｏｎｙ￣ｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇ ｆａｃｔｏｒꎬ ｒｍ ＧＭ￣ＣＳＦ)诱导分化为 ＤＣꎮ 诱导当天与诱导第 ３ ｄ、第 ７ ｄ 时ꎬ用倒置显

微镜观察细胞形态ꎻ诱导第 ７ ｄ 时ꎬ收获细胞ꎬ鉴定表型ꎮ 利用流式细胞术评价 ＣＶＣ１３０２对ＤＣ 表面分子表达水平的影响ꎬ
用超高分辨率显微镜评价 ＣＶＣ１３０２对 ＤＣ 递呈抗原的影响ꎬ采用流式细胞术检测 Ｔ 淋巴细胞的活化数量ꎬ利用酶联免疫

吸附试验(Ｅｎｚｙｍｅ ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙꎬＥＬＩＳＡ)方法检测 Ｔ 淋巴细胞活化后干扰素 γ(ＩＦＮ￣γ)的分泌水平ꎮ 结果表

明ꎬ体外诱导的ＤＣ 在显微镜下具有非常典型的树突状细胞形态ꎬ流式细胞术检测结果表明ꎬ经典的 １型树突状细胞(Ｃｏｎ￣
ｖｅｎｔｉｏｎａｌ ｔｙｐｅ １ ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ ｃｅｌｌꎬｃＤＣ１)和经典的 ２ 型树突状细胞(Ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌ ｔｙｐｅ ２ ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ ｃｅｌｌꎬｃＤＣ２)亚群均可检测到ꎮ
ＣＶＣ１３０２能够显著促进 ＤＣ 表面分子活化并且增强 ＤＣ 对鸡卵清白蛋白(ＯＶＡ)抗原的递呈ꎻＣＶＣ１３０２ 能够显著活化 Ｔ 淋

巴细胞并且提高 Ｔ 淋巴细胞活化后 ＩＦＮ￣γ 的分泌水平ꎮ 本研究利用 ｒｍ ＧＭ￣ＣＳＦ 成功在体外刺激诱导ＤＣ 的产生ꎬ并证实

了 ＣＶＣ１３０２在体外同样具有促进 ＤＣ 成熟、ＤＣ 对 ＯＶＡ 抗原的递呈及 Ｔ 淋巴细胞活化的能力ꎮ
关键词:　 Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠ꎻ 树突状细胞ꎻ ＣＶＣ１３０２ꎻ 抗原递呈ꎻ Ｔ 淋巴细胞活化
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ｎｏｔｙｐｅ ｗａｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｏｎ ｄａｙ ７ ｏｆ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＤＣ ｓｕｒｆａｃｅ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ ａｎｄ ａｎｔｉｇｅｎ ｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ ＤＣ ａｆｆｅｃｔｅｄ ｂｙ
ＣＶＣ１３０２ ｗｅｒｅ ｅｖａｌｕａｔｅｄ ｂｙ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ａｎｄ ｕｌｔｒａ￣ｈｉｇｈ ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ａｃｔｉｖａｔｅｄ Ｔ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ ｃｅｌｌｓ
ａｎｄ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ￣γ (ＩＦＮ￣γ) ａｆｔｅｒ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ Ｔ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ａｎｄ ｅｎｚｙｍｅ ｌｉｎｋｅｄ ｉｍ￣
ｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙ(ＥＬＩＳＡ) ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ＤＣ ｉｎｄｕｃｅｄ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｈａｄ ｖｅｒｙ ｔｙｐｉｃａｌ ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ ｃｅｌｌ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ. Ｍｏｒｅ￣
ｏｖｅｒꎬ ｓｕｂｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌ ｔｙｐｅ １ ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ ｃｅｌｌ (ｃＤＣ１) ａｎｄ ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌ ｔｙｐｅ ２ ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ ｃｅｌｌ (ｃＤＣ２) ｃｏｕｌｄ ｂｏｔｈ ｂｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ
ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ. ＣＶＣ１３０２ ｃｏｕｌｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｐｒｏｍｏｔｅ ｔｈｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ＤＣ ｓｕｒｆａｃｅ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ ａｎｄ ｅｎｈａｎｃｅ ｔｈｅ ｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＤＣ ｔｏ
ｏｖａｌｂｕｍｉｎ (ＯＶＡ) ａｎｔｉｇｅｎꎬ ａｎｄ ＣＶＣ１３０２ ｃｏｕｌｄ ａｃｔｉｖａｔｅ Ｔ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ ｃｅｌｌｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ａｎｄ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｔｈｅ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＩＦＮ￣γ ａｆｔｅｒ ａｃ￣
ｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ Ｔ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ ｃｅｌｌｓ. Ｔｈｅ ｒｍ ＧＭ￣ＣＳＦ ｃｏｕｌｄ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｓｔｉｍｕｌａｔｅ ＤＣ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｉｎ ｖｉｔｒｏꎬ ａｎｄ ＣＶＣ１３０２ ａｌｓｏ ｈａｄ ｔｈｅ ａｂｉｌｉｔｙ ｔｏ
ｐｒｏｍｏｔｅ ＤＣ ｍａｔｕｒａｔｉｏｎꎬ ＯＶＡ ａｎｔｉｇｅｎ ｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎ ｂｙ ＤＣ ａｎｄ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ Ｔ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｖｉｔｒｏ.
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　 　 有研究结果表明ꎬ免疫增强剂 ＣＶＣ１３０２ 能够显著

提高 Ｏ 型口蹄疫灭活疫苗的免疫效力[１]ꎮ 一些病原相

关分子模式受体激动剂及细胞因子可作为免疫增强剂

的首选来调节机体反应ꎬ对先天免疫和适应性免疫反

应具有重要的影响[２￣３]ꎮ 有研究结果证实ꎬＣＶＣ１３０２ 能

够引起机体产生长效体液免疫反应ꎬ并且在注射部位

通过诱导高水平的趋化因子来招募抗原递呈细胞[４]ꎮ
树突状细胞(Ｄｅｎｔｒｉｔｉｃ ｃｅｌｌｓꎬ ＤＣ)不仅能摄取、加

工处理和递呈抗原ꎬ还能释放多种细胞因子ꎬ有效激活

Ｔ 淋巴细胞ꎬ具有启动免疫反应和诱导免疫耐受的双向

免疫调节作用[５￣６]ꎮ ＤＣ 具有未成熟ＤＣ 和成熟ＤＣ ２ 种

形式ꎬ未成熟的 ＤＣ 对抗原的内吞、加工处理能力较强ꎻ
成熟的 ＤＣ 具有较强的抗原递呈能力[７]ꎮ 近年来ꎬ国内

外研究者利用 ＧＭ￣ＣＳＦ、ＩＬ￣４、Ｆｌｔ３ 等细胞因子成功诱导

分化小鼠骨髓源树突状细胞[８￣９]ꎮ 骨髓源 ＤＣ 的体外诱

导技术相对成熟ꎬ在免疫增强剂的筛选、抗原递呈及免

疫激活相关领域已被广泛应用ꎮ
ＣＶＣ１３０２ 诱导机体产生长效体液免疫反应与抗原

递呈细胞的招募有关ꎬ但在体外该增强剂是否同样具

有活化 Ｔ 淋巴细胞的能力呢? 本研究拟利用重组鼠源

粒细胞 /巨噬细胞集落刺激因子(Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｍｏｕｓｅ
ｇｒａｎｕｌｏｃｙｔｅ￣ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｃｏｌｏｎｙ￣ｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇ ｆａｃｔｏｒꎬ ｒｍ
ＧＭ￣ＣＳＦ)诱导分化出骨髓源 ＤＣꎬ以骨髓源 ＤＣ 为模型ꎬ
在体外评价免疫增强剂 ＣＶＣ１３０２ 对 ＤＣ 激活、抗原的

递呈及 Ｔ 淋巴细胞活化的作用ꎬ进一步分析机体产生

长效体液免疫反应与 ＤＣ 有效激活的相关性ꎬ以期为免

疫增强剂的筛选提供有效方法ꎬ为免疫增强剂的免疫

效力评价奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

８ 周龄的健康雌性 Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠购自扬州大学

比较医学中心ꎻＲＰＭＩ￣１６４０ 培养基、胎牛血清(ＦＢＳ)
购自 Ｇｉｂｃｏ 公司ꎻ红细胞裂解液购自白鲨生物科技

有限公司ꎻｒｍ ＧＭ￣ＣＳＦ 购自 Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ 公司ꎻ流式抗

体 Ａｎｔｉ￣ｍｏｕｓｅ ＣＤ１１ｂ ＰｅｒＣＰ￣Ｃｙａｎｉｎｅ５.５、Ａｎｔｉ￣ｍｏｕｓｅ
ＣＤ１１ｃ ＦＩＴＣ、 Ａｎｔｉ￣ｍｏｕｓｅ ＭＨＣ Ⅰ ＡＰＣ、 Ａｎｔｉ￣ｍｏｕｓｅ
ＣＤ８０ ＡＰＣ、Ａｎｔｉ￣ｍｏｕｓｅ ＣＤ４０ ＡＰＣ、Ａｎｔｉ￣ｍｏｕｓｅ ＭＨＣ
ⅡＡＰＣ、Ａｎｔｉ￣ｍｏｕｓｅ ＣＤ８６ ＡＰＣ、Ａｎｔｉ￣ｍｏｕｓｅ ＣＤ３ ＦＩＴＣ
购自 ＢＤ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ 公司ꎻ鸡卵清白蛋白(ＯＶＡ)、异
硫氰酸荧光素(ＦＩＴＣ)标记的鸡卵清白蛋白(ＦＩＴＣ￣
ＯＶＡ)购自北京索莱宝科技有限公司ꎻ小鼠干扰素 γ
(ＩＦＮ￣γ)检测试剂盒购自南京奥青生物技术有限公

司ꎻ免疫增强剂 ＣＶＣ１３０２ 由江苏省农业科学院动物

免疫工程研究所动物疫苗免疫技术创新团队提供ꎮ
１.２　 Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠骨髓源 ＤＣ 的分离诱导及鉴定

取 Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠断颈处死ꎬ置于 ７５％乙醇内浸

泡 ５ ｍｉｎꎬ摘取小鼠的股骨、胫骨ꎬ剪去骨头两端ꎬ用
５ ｍｌ 注射器吸取 ５ ｍｌ 磷酸盐缓冲液(ＰＢＳ)ꎬ接着将

５ ｍｌ 注射器插入骨髓腔进行反复冲洗直至骨变白ꎮ
将骨髓反复吹吸直至细胞完全分散ꎬ将其过无菌

２００ 目滤网后移至 １５ ｍｌ 离心管中ꎬ１ ５００ ｒ / ｍｉｎ、５
ｍｉｎꎬ取细胞ꎬ加到红细胞裂解液中ꎬ轻轻混匀ꎬ室温

下作用 ５ ｍｉｎꎬ离心ꎬ弃上清液ꎬ加入 ５ ｍｌ ＲＰＭＩ￣１６４０
培养基清洗 １ 次沉淀ꎬ离心收集细胞进行计数ꎮ 细

胞密度调整为 １ ｍｌ ３×１０５个ꎬ置于 ６ 孔板中ꎬ１ 个孔

４ ｍｌꎬ加入质量浓度为 １０ ｎｇ / ｍｌ 的 ｒｍ ＧＭ￣ＣＳＦ 进行

培养ꎬ第 ３ ｄ 置换培养基ꎬ每天用倒置显微镜观察细

胞形态ꎬ培养至第 ７ ｄ 时ꎬ收获半悬浮及疏松贴壁细

胞ꎬ用抗鼠 ＣＤ１１ｃ￣ＦＩＴＣ、ＣＤ１１ｂ￣ＰＥ￣ｃｙ５.５ 染色后经

流式细胞术鉴定 ＤＣ 的纯度ꎮ
１.３　 ＤＣ 表面分子 ＭＨＣ Ｉ、ＭＨＣ ＩＩ、ＣＤ４０、ＣＤ８０、
ＣＤ８６ 的表达

　 　 用 ＲＰＭＩ￣１６４０ 培养基调整未成熟骨髓源 ＤＣ 的
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细胞密度为 １ ｍｌ １×１０６ 个ꎬ接种于 ６ 孔板中ꎬ加入

ＣＶＣ１３０２ 进行刺激ꎮ 同时设置 ＰＢＳ 对照组ꎬ于细胞

培养箱中培养 １６ ｈ 后ꎬ收集细胞ꎬ分别加入 ＣＤ１１ｃ￣
ＦＩＴＣ、ＡＰＣ￣ＭＨＣⅠ、ＡＰＣ￣ＭＨＣⅡ、ＡＰＣ￣ＣＤ４０、ＡＰＣ￣
ＣＤ８０、ＡＰＣ￣ＣＤ８６ 抗体ꎬ置于 ４ ℃条件下ꎬ避光温育

３０ ｍｉｎ 后ꎬ上机检测并分析结果ꎮ
１.４　 ＤＣ 对鸡卵清白蛋白抗原递呈能力的检测

　 　 用 ＲＰＭＩ￣１６４０ 培养基调整未成熟骨髓源 ＤＣ 的

细胞密度为 １ ｍｌ ５×１０５个ꎬ接种于 ６ 孔板中(装有细

胞爬片)ꎬ培养至第 ７ ｄꎬ挑取爬片置于 ２４ 孔板ꎬ用预

冷的 ＰＢＳ 清洗 ２ 遍ꎬ加入 ＲＰＭＩ￣１６４０ 培养基ꎬ每孔

加入 １ ｍｌ 含 ＣＶＣ１３０２＋ＯＶＡ￣ＦＩＴＣ 或 ＯＶＡ￣ＦＩＴＣ 的

预热 ＲＰＭＩ￣１６４０ 培养基ꎮ 孵育 ６０ ｍｉｎ 后ꎬ用预冷的

ＰＢＳ 清洗 ２ 遍ꎬ加入 ８０％丙酮固定 １０ ｍｉｎꎬ用预冷的

ＰＢＳ 清洗 ２ 遍ꎬ封片ꎬ观察ꎮ
１.５　 ＣＶＣ１３０２ 对 Ｔ 淋巴细胞的活化

无菌条件下采集小鼠脾脏ꎬ分离 Ｔ 淋巴细胞ꎬ
用 ＲＰＭＩ￣１６４０ 培养基调整 Ｔ 淋巴细胞的细胞密度

约为 １ ｍｌ ４×１０６个ꎮ 取分离诱导第 ７ ｄ 的 ＤＣꎬ调整

细胞密度为 １ ｍｌ １×１０６个ꎬ接种于 ６ 孔板中ꎬ每孔加

入 １ ｍｌ 含 ＣＶＣ１３０２ ＋ＯＶＡ 或 ＯＶＡ 的预热 ＲＰＭＩ￣
１６４０ 培养基ꎬ孵育 １６ ｈ 后收集细胞ꎬ调整细胞密度

为 １ ｍｌ １×１０６个ꎮ 分别取 １００ μｌ 脾脏淋巴细胞和

ＤＣ 置于 ９６ 孔板共培养 ３ ｄ 后半数换液ꎬ同时在培

养基中添加佛波醇酯类多克隆刺激剂(ＰＭＡ)和离

子霉素ꎬ 终质量浓度分别为 ５０􀆰 ０ ｎｇ / ｍｌ 和 ０􀆰 ５
μｇ / ｍｌꎬ培养 １８ ｈ 后分别收集细胞和上清液ꎬ细胞中

加入 ＣＤ３￣ＦＩＴＣ 抗体ꎬ置于 ４ ℃条件下ꎬ避光孵育 ３０
ｍｉｎꎬ细胞清洗 ３ 遍后ꎬ用流式细胞仪检测并分析结

果ꎮ 用酶联免疫吸附试验 ( Ｅｎｚｙｍｅ ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕ￣
ｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙꎬＥＬＩＳＡ)试剂盒检测上清液中 ＩＦＮ￣γ
的分泌水平ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠骨髓源 ＤＣ 形态及鉴定

每只 Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠中分离到的骨髓细胞有 １
ｍｌ ２×１０７ ~ ５×１０７ 个ꎬ添加 ｒｍ ＧＭ￣ＣＳＦ 进行诱导分

化ꎮ 在诱导的当天与诱导第 ３ ｄ、第 ７ ｄ 利用倒置显

微镜观察细胞形态ꎬ结果(图 １)表明ꎬ诱导当天ꎬ细
胞呈现规则形态ꎬ体积较小ꎬ圆形ꎬ悬浮于细胞培养

基中(图 １Ａ)ꎻ诱导第 ３ ｄ 时ꎬ细胞呈现不规则形态ꎬ
可观察到明显的细胞聚集ꎬ集落较小ꎬ聚集成团生长

的细胞数量明显增多(图 １Ｂ)ꎻ诱导第 ７ ｄ 时ꎬ细胞

团体积增大ꎬ形态不规则ꎬ有毛刺状突起ꎬ形成明显

的集落细胞团(图 １Ｃ)ꎮ 收集诱导第 ７ ｄ 的 ＤＣꎬ经
流式细胞仪检测分析ꎬ分离诱导的细胞为树突状细

胞ꎬ并且 ｃＤＣ１(ＣＤ１１ｃ＋ ＣＤ１１ｂ－ )的比例为 ２１􀆰 ３％ꎬ
ｃＤＣ２(ＣＤ１１ｃ＋ＣＤ１１ｂ＋)的比例为 ４８.４％(图 １Ｄ)ꎬ二
者占淋巴细胞的比例具有极显著差异(Ｐ<０􀆰 ００１)
(图 １Ｅ)ꎮ
２.２　 ＤＣ 表面分子鉴定

成熟的 ＤＣ 表面高表达 ＭＨＣⅠ、ＭＨＣⅡ及共

刺激分子 ＣＤ４０、ＣＤ８０、ＣＤ８６ꎬ利用流式细胞术检

测 ＣＶＣ１３０２ 对 ＤＣ 表 面 分 子 ＭＨＣ Ⅰ、 ＭＨＣ Ⅱ、
ＣＤ４０、ＣＤ８０、ＣＤ８６ 的表达情况ꎮ 本研究设置添加

ＣＶＣ１３０２ 的试验组和 ＰＢＳ 对照组ꎮ 图 ２ 显示ꎬ在
ＣＶＣ１３０２ 试 验 组 中ꎬ ＣＤ１１ｃ＋ＭＨＣⅠ＋ 的 占 比 为

６６􀆰 ５０％ꎬ ＣＤ１１ｃ＋ＭＨＣⅡ＋ 的 占 比 为 ６５􀆰 １０％ꎬ
ＣＤ１１ｃ＋ＣＤ４０＋的占比为 ２０􀆰 ２０％ꎬＣＤ１１ｃ＋ＣＤ８０＋的

占比为 ５５􀆰 ９０％ꎬＣＤ１１ｃ＋ＣＤ８６＋的占比为 ４１􀆰 ００％ꎬ
其表面分子的表达水平都显著或极显著高于 ＰＢＳ
对照组ꎮ 试验结果表明 ＣＶＣ１３０２ 能够上调小鼠骨

髓源 ＤＣ 表面分子的表达ꎬ刺激 ＤＣ 的成熟ꎮ
２.３　 ＤＣ 对 ＯＶＡ 抗原递呈能力的检测

ＤＣ 是专职的抗原递呈细胞ꎬ能够激发免疫应答ꎮ
利用超高分辨率显微镜检测 ＣＶＣ１３０２ 对 ＤＣ 递呈 ＯＶＡ
抗原的影响ꎬ对荧光的数量和强度进行分析ꎬ结果(图
３)表明ꎬＣＶＣ１３０２￣ＯＶＡ 组的荧光强度高于 ＯＶＡ 对照

组ꎬ说明 ＣＶＣ１３０２ 能够促进 ＤＣ 对 ＯＶＡ 抗原的递呈ꎬ
调节机体的免疫应答反应ꎮ
２.４　 Ｔ 淋巴细胞活化检测

Ｔ 淋巴细胞增殖分化为效应性 Ｔ 淋巴细胞ꎬ进
而促进机体免疫反应ꎬＩＦＮ￣γ 的分泌是 Ｔ 淋巴细胞

活化的标志之一ꎮ 分别利用流式细胞术和 ＥＬＩＳＡ
方法ꎬ检测 Ｔ 淋巴细胞的活化数量及 ＩＦＮ￣γ 分泌水

平ꎮ 图 ４ 显示ꎬ将刺激成熟的 ＤＣ 与 Ｔ 淋巴细胞共

培养后ꎬＣＶＣ１３０２￣ＯＶＡ 组的 Ｔ 淋巴细胞的活化数

量为 １ ｍｌ (３.８４±０􀆰 ２４) ×１０５个ꎬＩＦＮ￣γ 分泌含量为

(１８１.４００±８􀆰 １６５) ｐｇ / ｍｌꎬＯＶＡ 组的 Ｔ 淋巴细胞的

活化数量为 １ ｍｌ (１.９１±０􀆰 １９) ×１０５个ꎬＩＦＮ￣γ 分泌

含量为(４６.７８０±１􀆰 １３６) ｐｇ / ｍｌꎬＣＶＣ１３０２￣ＯＶＡ 组

的 Ｔ 淋巴细胞活化数量及 ＩＦＮ￣γ 分泌含量均极显

著高于 ＯＶＡ 组(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎬ表明 ＣＶＣ１３０２ 能够促

进 Ｔ 淋巴细胞的活化ꎮ
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Ａ:重组鼠源粒细胞 / 巨噬细胞集落刺激因子(ｒｍ ＧＭ￣ＣＳＦ)诱导当天的细胞形态(×２００)ꎻＢ:ｒｍ ＧＭ￣ＣＳＦ 诱导第 ３ ｄ 时的细胞形态(×２００)ꎻＣ:
ｒｍ ＧＭ￣ＣＳＦ 诱导第 ７ ｄ 时的细胞形态(×２００)ꎻＤ:树突状细胞的流式分析结果ꎻＥ:不同亚型 ＤＣ 的对比分析图ꎮ ＤＣ:树突状细胞ꎮ ∗∗:不同

亚型树突状细胞占淋巴细胞的比例差异极显著(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ Ｑ１~Ｑ４ 表示象限ꎮ
图 １　 Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠骨髓源树突状细胞形态及鉴定

Ｆｉｇ.１　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ￣ｄｅｒｉｖｅｄ ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ ｃｅｌｌｓ ｆｒｏｍ Ｃ５７ＢＬ / ６ ｍｉｃｅ

Ａ１~Ａ１０:树突状细胞不同表面分子表达水平的流式分析图ꎻＢ:树突状细胞不同表面分子表达水平的对比分析图ꎮ ∗:不同处理的表面分子

占比之间差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ∗∗∗:不同处理的表面分子占比之间差异极显著(Ｐ<０􀆰 ００１)ꎮ ＰＢＳ:磷酸盐缓冲液ꎮ Ｑ１~Ｑ４ 表示象限ꎮ
图 ２　 ＣＶＣ１３０２ 对小鼠骨髓源树突状细胞表面分子表达的影响

Ｆｉｇ.２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＣＶＣ１３０２ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｓｕｒｆａｃｅ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ ｏｎ ｍｏｕｓｅ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ￣ｄｅｒｉｖｅｄ ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ ｃｅｌｌｓ

３８３１侯立婷等:ＣＶＣ１３０２ 通过小鼠骨髓源树突状细胞对免疫反应的调控



Ａ:ＯＶＡ 对照组ꎻＢ:ＣＶＣ１３０２￣ＯＶＡ 组ꎮ
图 ３　 ＣＶＣ１３０２ 促进树突状细胞对抗原的吞噬检测

Ｆｉｇ.３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＣＶＣ１３０２ ｏｎ ａｎｔｉｇｅｎ ｐｈａｇｏｃｙｔｏｓｉｓ ｂｙ ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ ｃｅｌｌｓ

Ａ:Ｔ 淋巴细胞的活化数量ꎻＢ:ＩＦＮ￣γ 的分泌水平ꎮ ∗∗:不同处理间差异极显著(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ ＯＶＡ:鸡卵清白蛋白ꎮ
图 ４　 ＣＶＣ１３０２ 促进 Ｔ 细胞活化检测

Ｆｉｇ.４　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ Ｔ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ＣＶＣ１３０２

３　 讨 论

ＤＣ 作为机体免疫应答的启动者ꎬ对机体的免疫

防御具有重要作用[１０]ꎮ 近年来ꎬ随着众多学者对

ＤＣ 研究的深入ꎬ发现其在抗肿瘤、过敏性免疫反应、
疫苗佐剂及免疫增强剂研究等方面都具有重要的作

用[１１￣１２]ꎮ 经典的 ＤＣ 分为 ｃＤＣ１ 和 ｃＤＣ２ ２ 个亚群ꎬ
ｃＤＣ１ 和 ｃＤＣ２ 对于 Ｔ 淋巴细胞的激活至关重

要[１３￣１５]ꎮ 有研究结果表明ꎬ利用 Ｆｌｔ３、ＧＭ￣ＣＳＦ 和 ＩＬ￣
４ 能够诱导分化小鼠骨髓源 ＤＣꎬ并且无论是成熟还

是未成熟的 ＤＣꎬＣＤ１１ｃ 的表达均为阳性[１６]ꎮ 本研

究经过摸索ꎬ通过体外分离小鼠骨髓源细胞ꎬ利用

ｒｍ ＧＭ￣ＣＳＦ 刺激诱导的细胞具有典型的 ＤＣ 形态特

征ꎬ与韦莉等[１７]研究结果一致ꎮ 流式细胞仪检测结

果表明ꎬ培养的细胞为 ＤＣꎬ并且 ｃＤＣ１ 和 ｃＤＣ２ 亚群

都占有一定的比例ꎬ这为后续研究体液和细胞免疫

反应机理提供了体外模型ꎮ
免疫增强剂的研发是快速提高疫苗免疫效力的

有效手段之一ꎮ 近几年ꎬ笔者所在实验室系统阐明

了免疫增强剂 ＣＶＣ１３０２ 介导长效体液免疫应答的

机理ꎬ证明 ＣＶＣ１３０２ 是一种安全、有效的免疫增强

剂[１８￣１９]ꎮ 经 ＣＶＣ１３０２ 刺激后ꎬ成熟的 ＤＣ 高表达

ＭＨＣⅠ、ＭＨＣⅡ及共刺激分子 ＣＤ４０、ＣＤ８０、ＣＤ８６ꎮ
ＤＣ 表面分子表达水平的显著提升能更加有效地触

发效应 Ｔ 淋巴细胞的激活ꎬ在共刺激信号的作用下

增殖、分化ꎬ分泌更多抗病原体细胞因子( ＩＦＮ￣γ 和

ＴＮＦ￣α)ꎬ从而更加有效地提升机体抵抗病原体的能

力ꎬ并且 Ｔ 淋巴细胞分泌的 ＩＦＮ￣γ 有利于进一步介

导抗原的递呈过程[２０￣２１]ꎮ 本研究结果证实了免疫

增强剂 ＣＶＣ１３０２ 对 ＤＣ 表面分子表达水平有明显

提升作用ꎬ添加 ＣＶＣ１３０２ 后ꎬＤＣ 对 ＯＶＡ 抗原的递

呈也增多ꎬ并且 ＣＶＣ１３０２ 激活后的 ＤＣ 能促进 Ｔ 淋

巴细胞的活化ꎮ 本研究结果表明ꎬ免疫增强剂

ＣＶＣ１３０２ 在体外同样具有促进 Ｔ 淋巴细胞活化的

功能ꎬ这与前期体内的研究结果[１８]相一致ꎮ
综上所述ꎬ本研究成功建立了 Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠骨

髓源 ＤＣ 的稳定培养方法ꎬ并对其表型进行有效的

鉴定ꎻ体外试验结果证实了免疫增强剂 ＣＶＣ１３０２ 能

够促进 ＤＣ 的活化ꎬ进一步有效活化 Ｔ 淋巴细胞ꎮ
本研究结果为后续新型免疫增强剂的筛选及评价提
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