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　 　 摘要：　 为建立猪外周血单核细胞来源的树突状细胞（ＭｏＤＣ）体外培养模型，从猪外周新鲜血液中分离外周血

单核细胞（ＰＢＭＣ），通过贴壁法获得树突状细胞前体细胞，采用重组猪的集落共刺激因子（ ｒｐＧＭ⁃ＣＳＦ）和白细胞介

素 ４（ｒｐＩＬ⁃４）双因子诱导及脂多糖（ＬＰＳ）刺激成熟法，收集不同时间段的细胞，利用扫描电子显微镜观察其形态，流
式细胞分析仪检测表面分子表达率及其对 ＦＩＴＣ⁃ｄｅｘｔｒａｎ 的吞噬能力，混合淋巴细胞反应检测细胞对同种异体 Ｔ 细

胞的刺激能力。 结果表明，经体外诱导的细胞具有典型的树突状形态；经脂多糖刺激的树突状细胞表型分子

ＣＤ１ａ、ＣＤ８０、ＣＤ８６、ＳＬＡＩＩ、ＣＤ１７２ａ 与未经刺激的树突状细胞有明显增高，其吞噬能力有所下降，刺激同种异体 Ｔ 淋

巴细胞的能力增强。 本研究成功建立了猪 ＭｏＤＣ 的体外诱导培养方法，为进一步研究其在机体免疫调节和抗病毒

感染中的作用奠定了基础。
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　 　 树突状细胞（ Ｄｅｎｔｒｉｔｉｃ ｃｅｌｌ， ＤＣ）是一类不同

于巨噬细胞和 Ｂ 淋巴细胞的特殊抗原提呈细胞

（Ａｎｔｉｇｅｎ ｐｒｅｓｅｎｔｉｎｇ ｃｅｌｌ， ＡＰＣ） ， 在免疫应答的首

要环节中扮演着重要作用，是目前公认的体内最

强大、唯 一 能 激 活 初 始 型 Ｔ 淋 巴 细 胞 的 专 职

ＡＰＣ ［１］ 。 树突状细胞同时参与先天性免疫和获

得性免疫，与病原微生物感染和机体免疫预防都

有着十分密切的联系，而树突状细胞的状态决定

着其所诱导免疫反应的方向 ［２］ 。 因树突状细胞

在体内分布广泛，亚群复杂，且不同成熟阶段的

树突状细胞具有不同的功能，故被认为是联系天

然防御功能和获得性障碍免疫的关键 ［３］ 。 近年

来，树突状细胞作为一种重要的免疫细胞在病毒

感染中的作用及意义引起了国内外医学界的广

泛关注。 鉴于猪外周血单核细胞（ ＰＢＭＣ）来源的

树突状细胞（ＭｏＤＣ）具有较好的模型意义，且来

源方便、操作简单、成本低、数量大，本研究拟探

索建立体外猪外周血单核细胞诱导树突状细胞

的方法。

１　 材料和方法

１．１　 主要试剂

重组猪集落共刺激因子（ＧＭ⁃ＣＳＦ）和白细胞介

素 ４（ＩＬ⁃４）购自 Ｐｒｏｓｐｅｃ 公司；Ｆｉｃｏｌｌ⁃Ｈｙｐａｑｕｅ 淋巴细

胞分离液（相对密度 １．０７７）购自天津血液研究所；
ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养液 Ｈｙｃｌｏｎｅ、胎牛血清购自 Ｈｙｃｌｏｎｅ
公司；Ｍｏｕｓｅ Ａｎｔｉ Ｐｉｇ ＣＤ１⁃ＦＩＴＣ、Ｍｏｕｓｅ Ａｎｔｉ Ｈｕｍａｎ
ＣＤ８０⁃ＦＩＴＣ、 Ｍｏｕｓｅ Ａｎｔｉ Ｈｕｍａｎ ＣＤ８６⁃ＦＩＴＣ 购 自

Ｓｏｕｔｈｅｒｎ Ｂｉｏｔｅｃｈ 公司；Ｍｏｕｓｅ Ａｎｔｉ Ｐｏｒｃｉｎｅ ＳＬＡＩＩ⁃ＤＲ⁃
ＦＩＴＣ、Ｍｏｕｓｅ Ａｎｔｉ Ｐｉｇ ＣＤ１７２ａ⁃ＦＩＴＣ 购自 Ｓｅｒｏｔｅｃ 公

司；脂多糖购自 Ｓｉｇｍａ 公司；ＦＩＴＣ⁃ｄｅｘｔｒａｎ 购自北京

博奥森生物技术有限公司；Ｃｅｌｌ Ｃｏｕｎｔｉｎｇ Ｋｉｔ⁃ＷＳＴ⁃８
试剂盒购自 Ｂｅｙｏｔｉｍｅ 公司。
１．２　 试验动物

６～８ 周龄杂交猪，实验室常规 ＰＣＲ 检测伪狂犬

病毒 （ ＰＲＶ ）、 猪 繁 殖 与 呼 吸 道 综 合 症 病 毒

（ＰＲＲＳＶ）、口蹄疫病毒（ＦＭＤＶ）均为阴性。
１．３　 猪外周血单核细胞的分离、诱导及培养

参照文献［４］、［５］的方法并略作调整。 无菌条

件下于猪前腔静脉采取外周新鲜血液，肝素（１００
Ｕ ／ ｍｌ）抗凝，以猪淋巴细胞分离液常规密度梯度离

心，获取单个核细胞。 １０％ ＦＢＳ ＲＰＭＩ１６４０ 调整

ＰＢＭＣｓ浓度为 １ ｍｌ ３×１０６，台盼蓝染色测定细胞活

力＞９５％，以每孔 ３ ｍｌ 接种于 ６ 孔板，５％ ＣＯ２、３７ ℃培

养 ３ ｈ，去除非贴壁细胞，获得贴壁的单核细胞⁃树突

状细胞前体细胞。 每孔中加入 ３ ｍｌ 含有 １０％ ＦＢＳ、
２０ ｎｇ ／ ｍｌ ＧＭ⁃ＣＳＦ、２０ ｎｇ ／ ｍｌ ＩＬ⁃４ 的完全培养液，在
５％ ＣＯ２、３７ ℃条件下培养，每隔 ２ ｄ 半量换液 １ 次，
在培养的第 ５ ｄ，将细胞分为两组，其中一组完全培养

液中加入 ＬＰＳ 使其终浓度为 １００ ｎｇ ／ ｍｌ，另外一组继

续加完全培养液即 ＬＰＳ 未处理组，继续培养 ４８ ｈ。
１．４　 细胞形态学观察

在相差显微镜和扫描电镜［６］ 下逐日观察细胞

的变化。
１．５　 流式细胞仪检测细胞表型

参照文献［７］方法，取无 ＬＰＳ 处理组和 ＬＰＳ 处

理组的细胞用 ４ ℃预冷的 ＰＢＳ 洗涤 ２ 次，ＰＢＳ 调整

其浓度为 １ ｍｌ １×１０５，分别加入流式抗体 Ｍｏｕｓｅ Ａｎｔｉ
Ｐｉｇ ＣＤ１⁃ＦＩＴＣ、Ｍｏｕｓｅ Ａｎｔｉ ｈｕｍａｎ ＣＤ８０⁃ＦＩＴＣ、Ｍｏｕｓｅ
Ａｎｔｉ ｈｕｍａｎ ＣＤ８６⁃ＦＩＴＣ、Ｍｏｕｓｅ Ａｎｔｉ Ｐｏｒｃｉｎｅ ＳＬＡＩＩ⁃
ＤＲ⁃ＦＩＴＣ 和 Ｍｏｕｓｅ Ａｎｔｉ Ｐｉｇ ＣＤ１７２ａ⁃ＦＩＴＣ， ４ ℃避光

反应 ３０ ｍｉｎ，用 ＰＢＳ 液洗涤细胞，最后加入 １００ μｌ
ＰＢＳ 重悬细胞，待测。
１．６　 细胞吞噬功能检测

参照文献［７］ ，收集无 ＬＰＳ 处理组和 ＬＰＳ 处

理组的树突状细胞，用 ４ ℃ 预冷的 ＰＢＳ 洗涤 ２
次，ＰＢＳ 调整浓度为 １ ｍｌ １×１０ ５细胞，加入 ＦＩＴＣ⁃
ｄｅｘｔｒａｎ，使其终浓度为 １００ μｇ ／ ｍｌ，５％ ＣＯ２、３７ ℃
培养 １ ｈ，冰上预冷 １０ ｍｉｎ，ＰＢＳ 洗涤细胞 ２ 次，
流式细胞仪检测。
１．７　 同种异体混合淋巴细胞试验

参照文献［８］方法，将同种异体猪外周血淋巴

细胞作为反应细胞，无 ＬＰＳ 处理组和 ＬＰＳ 处理组的

细胞为刺激细胞。 将刺激细胞与 Ｔ 淋巴细胞按

１ ∶ ５、１ ∶ ２５、１ ∶ １２５ 比例分别加入 ９６ 孔板中混合

培养。 每个比例设置 ３ 个复孔，同时设 Ｔ 细胞对照

组、刺激细胞对照组及培养基对照组。 每孔终体积

９８５刘　 芳等：猪外周血单核细胞来源的树突状细胞体外诱导培养



为 ２００ μｌ，５％ ＣＯ２、３７ ℃培养 ９６ ｈ，结束前 ２ ｈ 加入

ＣＣＫ⁃８，酶标仪检测 ＯＤ４５０值。
１．８　 数据处理

采用 ＳＰＳＳ１８．０ 统计分析软件处理，数据以均数

（ｘ）±标准差（ ｓ）表示，组间比较采用方差分析，以Ｐ＜
０􀆰 ０５ 为差异显著。

２　 结 果

２．１　 细胞形态鉴定

分离 ＰＢＭＣ 培养 ２ ｈ 后贴壁的单核细胞经含

细胞因子的诱导液培养，用相差显微镜观察培养

不同时间所诱导的细胞变化（图 １） 。 培养１ ～ ２ ｄ
的细胞体积小，多为单个圆形细胞，表面光滑无

突起，后期有部分聚集生长；第 ３ ｄ 细胞体积变

大，细胞疏松地附着在培养板上；第 ５ ｄ 未经 ＬＰＳ
处理的细胞大部分呈悬浮生长，体积变大，表面

突起，形态不规则（图 １Ａ） ；第 ７ ｄ 经 ＬＰＳ 刺激的

细胞树突状形态更为典型，细胞变大，表面粗糙，
突起更加明显（图 １Ｂ） 。

Ａ：未经 ＬＰＳ 处理的猪 ＭｏＤＣｓ；Ｂ：经 ＬＰＳ 处理的猪 ＭｏＤＣｓ。
图 １　 相差显微镜下猪 ＭｏＤＣｓ的形态特点

Ｆｉｇ．１　 Ｐｏｒｃｉｎｅ ＭｏＤＣｓ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｕｎｄｅｒ ａｎ
ｐｈａｓｅ ｃｏｎｔｒａｓｔ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ

　 　 扫描电镜下，未经 ＬＰＳ 处理的细胞表面粗糙，
有大量皱褶，毛刺样突起较少，且短小（图 ２Ａ）；经
ＬＰＳ 处理后的细胞表面大量树枝样突起，部分树枝

长度甚至超过细胞体（图 ２Ｂ）。
２．２　 猪外周血 ＭｏＤＣｓ 表面分子的表达

通过流式细胞仪检测，不同培养阶段的树突状

细胞均表达 ＣＤ１７２ａ、ＣＤ１、ＣＤ８０、ＣＤ８６ 和 ＳＬＡ⁃ＩＩ⁃
ＤＲ，且表达水平随树突状细胞成熟而不同，表 １ 显

示 ＬＰＳ 处理组树突状细胞各表型较未经 ＬＰＳ 处理

的各表型表达率明显增高，其中 ＣＤ１、ＣＤ８０、ＣＤ８６

Ａ：未经 ＬＰＳ 处理的猪 ＭｏＤＣｓ 形态；Ｂ：经 ＬＰＳ 处理的猪 ＭｏＤＣｓ
形态。
图 ２　 扫描电镜下猪 ＭｏＤＣｓ形态特点（×４ ０００）
Ｆｉｇ．２　 Ｐｏｒｃｉｎｅ ＭｏＤＣｓ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｕｎｄｅｒ ａｎ

ｓｃａｎｎｉｎｇ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ（×４ ０００）

和 ＳＬＡ⁃ＩＩ⁃ＤＲ 增高达显著水平（Ｐ＜０􀆰 ０５），表明 ＬＰＳ
刺激可诱导树突状细胞表型成熟。

表 １　 ＬＰＳ 刺激前后树突状细胞表型分子的表达率

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ ｏｆ ＤＣ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ＬＰＳ ｓｔｉｍｕｌａ⁃
ｔｉｏｎ

表型分子
未经 ＬＰＳ 处理组

表达率（％）
ＬＰＳ 处理组
表达率（％）

ＣＤ１ａ ４３．１０±１．０４ ５３．４７±０．７１∗

ＣＤ１７２ａ ５４．７７±０．８５ ５６．０３±０．７４

ＣＤ８０ ２４．７３±１．１９ ４４．２３±０．６５∗

ＣＤ８６ ５５．０７±０．７８ ６０．１７±０．９３∗

ＳＬＡ⁃ＩＩ⁃ＤＲ ４９．２０±０．９５ ６０．３３±０．７８∗

∗代表 ＬＰＳ 处理组与未经 ＬＰＳ 处理组比较差异达 ０􀆰 ０５ 显著水平。

　 　 从图 ３ 可见，培养第 ５ ｄ 的树突状细胞表型分子

ＣＤ１ａ、ＣＤ１７２ａ、ＣＤ８０、ＣＤ８６ 和 ＳＬＡ⁃ＩＩ⁃ＤＲ 表达率分别

为 ４２􀆰 ４０％、５３􀆰 ８０％、２３􀆰 ４０％、５４􀆰 ２０％和 ４８􀆰 ２０％；经
ＬＰＳ 处理的树突状细胞各表型分子表达率分别为

５３􀆰 ６０％、５５􀆰 ２０％、４３􀆰 ６０％、６３􀆰 ４０％和 ６１􀆰 １０％，较未经

ＬＰＳ 处理的树突状细胞表达率均增高。
２．３　 树突状细胞吞噬功能

体外诱导培养的 ＬＰＳ 处理组树突状细胞的吞

噬能力较未经 ＬＰＳ 处理的树突状细胞组有所下降

（表 ２）。
２．４　 对同种异体 Ｔ 细胞的刺激能力

如图 ４ 所示，ＬＰＳ 处理组树突状细胞与 ＬＰＳ 未

处理组树突状细胞相比，具有很强的刺激同种异体

Ｔ 淋巴细胞增殖的能力，其刺激能力随着刺激细胞

与反应细胞比例（ＤＣ ／ Ｔ）的升高而增强（图 ４）。
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图 ３　 猪 ＭｏＤＣｓ细胞表型的流式细胞仪检测

Ｆｉｇ．３　 Ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｉｃ ｐｈｅｎｏｔｙｐｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｐｏｒｃｉｎｅ ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ⁃ｔｙｐｅ ｃｅｌｌ

表 ２　 ＬＰＳ 处理前后树突状细胞对 ＦＩＦＣ⁃ｄｅｘｔｒａｎ 的吞噬能力

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｈａｇｏｃｙｔｏｓｉｓ ｏｆ ＤＣ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ＬＰＳ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ

项目 未经 ＬＰＳ 处理 ＬＰＳ 处理

吞噬率（％） ７４．６３±２．４９ ５１．６７±１．５３∗

∗表示 ＬＰＳ 处理组与未经 ＬＰＳ 处理组比较差异达 ０．０５ 显著水平。

３　 讨 论

虽然 ＤＣｓ 在猪体内分布广泛，但数量少且比较

分散，很难直接分离得到足够数量的细胞用于研究。
而骨髓和血液中都存在一定数量的 ＤＣｓ 前体细胞，
在体外可以经过一些细胞因子的刺激后分化产生

ＤＣｓ。 但骨髓前体细胞的获取比较困难，且数量较

少，而外周血中含有丰富的单核细胞可以作为 ＤＣｓ

图 ４　 猪 ＭｏＤＣ 对同种异体 Ｔ 细胞的刺激增殖

Ｆｉｇ．４　 ＭｏＤＣ’ｓ ｓｔｉｍｕｌａｔｏｒｙ ｃａｐａｃｉｔｙ ｔｏ ａｌｌｏｇｅｎｅｉｃ Ｔ ｃｅｌｌ ｂｅｆｏｒｅ
ａｎｄ ａｆｔｅｒ ＬＰＳ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ

的前体细胞，因此从外周血中获得 ＤＣｓ 逐渐成为一

１９５刘　 芳等：猪外周血单核细胞来源的树突状细胞体外诱导培养



种主要途径。 因此，本研究采用猪外周血单核细胞

作为体外诱导分化 ＭｏＤＣｓ 的前体细胞。 再结合国

内外文献报道［４⁃５，９⁃１３］，并经前期试验表明 ＧＭ⁃ＣＳＦ
（２０ ｎｇ ／ ｍｌ）和 ＩＬ⁃４（２０ ｎｇ ／ ｍｌ） 共同作用可刺激诱导

分化成大量的 ＭｏＤＣｓ， 在此基础上用 ＬＰＳ （ １００
ｎｇ ／ ｍｌ）刺激 ４８ ｈ，促使 ＭｏＤＣｓ 成熟。 本研究采用

ＧＭ⁃ＣＳＦ、ＩＬ⁃４ 双因子结合 ＬＰＳ 体外诱导分离猪外周

血单核细胞，建立了一套稳定的体外诱导培养猪

ＭｏＤＣｓ 的方法。
不同发育阶段的 ＭｏＤＣｓ，其形态、功能有很大

差异，本研究结果表明未经 ＬＰＳ 处理的树突状细胞

表面粗燥，有大量皱褶，毛刺样突起较少，且较短小，
具有较强的吞噬功能，但刺激同种异体淋巴细胞增

殖能力较弱；而 ＬＰＳ 刺激的 ＭｏＤＣｓ 具有明显的树突

样形态学特征，体积增大，表面大量树枝样突起。
有学者认为，ＣＤ１７２ａ＋ＣＤ１＋ＣＤ８０ ／ ＣＤ８６＋ＭＨＣ⁃

ＩＩ 能够代表猪的 ＭｏＤＣｓ 表型特征［４⁃５，１１，１３］。 本研究

结果 亦 表 明 不 同 培 养 阶 段 猪 ＭｏＤＣｓ 均 表 达

ＣＤ１７２ａ、ＣＤ１、ＣＤ８０、ＣＤ８６ 和 ＭＨＣ⁃ＩＩ，能够代表猪

的 ＭｏＤＣｓ 表型特征。 未经 ＬＰＳ 处理的 ＭｏＤＣｓ 表面

各表型分子表达率均低于 ＬＰＳ 处理的 ＭｏＤＣｓ，说明

ＬＰＳ 可以刺激 ＭｏＤＣｓ 成熟，且 ＭｏＤＣｓ 表面分子的表

达率随其刺激成熟而有所升高。
在本研究中我们还发现在培养树突状细胞第 ５

ｄ 时添加 ＬＰＳ 持续刺激至第 ７ ｄ，其吞噬功能与未经

ＬＰＳ 处理的树突状细胞相比有所降低，但其刺激淋

巴细胞增殖的能力增强，表明树突状细胞随着培养

日龄的延长逐渐分化为成熟的树突状细胞，这与国

内外文献［５，１２⁃１４］研究结果一致。 本研究选用了一种

新型的检测方法 ＣＣＫ⁃８ （ ｃｅｌｌ ｃｏｕｎｔｉｎｇ ｋｉｔ⁃８） 检测

ＭｏＤＣｓ 刺激淋巴细胞增殖，该方法不需要裂解细

胞，可直接进行比色，灵敏度高，数据可靠，重现性

好，操作简便，省时省力且对细胞毒性较低。
体外诱导培养猪 ＭｏＤＣｓ 模型的成功建立，有助

于进一步了解 ＤＣｓ 在免疫调节和微生物感染中发

挥的作用，为深入研究 ＤＣｓ 在机体抗感染免疫中发

挥的重要作用打下基础。
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ａｎｄ ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ ｃｅｌｌｓ［Ｊ］ ． Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｉｍｍｕｎｏｐａｔｈｏｌ⁃
ｏｇｙ， ２０１１，１４１（１⁃２）：１１⁃１５．

［１１］ ＬＩＮ Ｃ Ｍ， ＪＥＮＧ Ｃ Ｒ， ＨＳＩＡＯ Ｓ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｍｏｎｏｃｙｔｅ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｄｅｎ⁃
ｄｒｉｔｉｃ ｃｅｌｌｓ ｅｎｈａｎｃｅ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｏｒｃｉｎｅ ｃｉｒｃｏｖｉｒｕｓ ｔｙｐｅ ２
ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｉｎ ｃｏｎｃａｎａｖａｌｉｎ Ａ⁃ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ｓｗｉｎｅ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ
ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ ｉｎ ｖｉｔｒｏ［ Ｊ］ ． Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｉｍｍｕｎｏｐａ⁃
ｔｈｏｌｏｇｙ，２０１２，１４５（１⁃２）：３６８⁃３７８．

［１２］ 聂晓华，遇　 奇，李建东，等．猪血源树突状细胞诱导培养与鉴

定［Ｊ］ ．中国农学通报，２０１１，２７（１）：４０７⁃４１１．
［１３］ 沈海燕，赵明秋，琚春梅，等．猪树突状细胞的体外培养及其主

要免疫生物学特性研究［Ｊ］ ．中国预防兽医学报，２０１０，３２（５）：
３８８⁃３９３．

［１４］ 周谦君，范慧敏，刘中民，等． ＩＬ⁃４， ＧＭ⁃ＣＳＦ 体外诱导猪单核来

源树突状细胞和功能鉴定［Ｊ］ ． 实验动物与比较医学，２０１０，３０
（３）：１７４⁃１７９．

（责任编辑：孙　 宁）
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