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鸭骨髓源树突状细胞的诱导培养及功能分析
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摘要： 旨在建立鸭骨髓源树突状细胞 （ＤＣ） 体外诱导培养方法， 分析 ＤＣ 基本生物学功能。 在无菌条件下分离鸭骨髓单核细胞， 优化粒细胞－巨
噬细胞集落刺激因子 （ＧＭ－ＣＳＦ） 和白细胞介素 ４ （ＩＬ－４） 工作浓度， 在体外进行诱导培养， 然后通过形态学观察、 吞噬活性检测、 表面标志物

流式鉴定、 分泌细胞因子和刺激淋巴细胞增殖能力的测定， 对制备的 ＤＣ 进行形态和生物功能评价。 结果： 添加 ２０ ｎｇ ／ ｍＬ 的 ＩＬ－４ 和 ４０ ｎｇ ／ ｍＬ 的

ＧＭ－ＣＳＦ 可以诱导出高吞噬活性的 ＤＣ， 诱导培养后 ３ ｄ 可见菱形、 有纤突的细胞； 经脂多糖 （ＬＰＳ） 刺激成熟的 ＤＣ， 呈现典型的树突状结构，
细胞表面 ＣＤ１１ｃ、 ＣＤ８０ 和 ＭＨＣ Ⅱ分子表达量分别为 ８０􀆰 ０８％、 ８１􀆰 ２７％和 ９１􀆰 ４７％； ＤＣ 培养体系中白细胞介素 ２ （ＩＬ－２）、 γ 干扰素 （ＩＦＮ－γ） 分

泌量随着培养时间延长而增加， 并在成熟后分泌量显著升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； ＣＣＫ－８ 法检测结果显示成熟后的 ＤＣ 以 １ ∶ ５ 比例与淋巴细胞混合培养，
能够显著刺激淋巴细胞增殖。 本试验成功建立鸭骨髓源 ＤＣ 体外诱导培养方法， 制备细胞具备了树突状细胞的基本生物学功能。
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　 　 自从上世纪 ７０ 年代 Ｓｔｅｉｎｍａｎ 等［１］ 发现树突状细

胞 （ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ ｃｅｌｌ， ＤＣ） 以来， 研究人员对 ＤＣ 及其

功能的认知不断深入， 作为机体最重要的专职抗原递

呈细胞 （ａｎｔｉｇｅｎ ｐｒｅｓｅｎｔｉｎｇ ｃｅｌｌ， ＡＰＣ）， ＤＣ 在启动获

得性免疫和维持免疫耐受方面发挥重要作用， 同时也
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的工作， Ｅ－ｍａｉｌ： ｌｌ２０２２０２１５＠ １６３􀆰 ｃｏｍ。

是连接先天免疫与获得免疫之间的重要桥梁［２－３］。 根

据 ＤＣ 的来源、 功能及其表面标志物的不同， 可分为

经典 ＤＣ、 浆细胞样 ＤＣ 和单核细胞来源 ＤＣ［４－５］。 根

据抗原的来源和性质， ＤＣ 主要通过 ＭＨＣⅠ、 Ⅱ类和

交叉提呈途径对抗原进行加工和递呈。 内源性抗原被

ＤＣ 降解成抗原多肽并装载于 ＭＨＣⅠ类分子， 提呈给

ＣＤ８＋ Ｔ 细胞， 以诱导细胞免疫为主； 而外源性抗原

通过吞噬、 胞饮、 受体介导等内吞作用被 ＤＣ 摄取，
加工后装载到 ＭＨＣⅡ类分子， 提呈给 ＣＤ４＋ Ｔ 细胞，
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主要激发体液免疫［３，６］。
虽然 ＤＣ 在机体内分布较为广泛， 但细胞的实际

数量小， 且难以与其他类型细胞进行有效地分离纯

化［７］， 因此需要建立体外培养方法来获得大量高纯

度的 ＤＣ， 从而便于开展生物学、 免疫学以及医学等

领域的研究工作。 目前， 体外培养哺乳动物 ＤＣ 的技

术已相对成熟， 鼠源、 猪源和人源 ＤＣ 均有成功报道

的案例［８－１０］。 而家禽 ＤＣ 体外培养的报道相对较少，
仅见付佳等［１１］、 张淑君等［１２］利用白细胞介素 ４ （ＩＬ－
４）、 粒细胞－巨噬细胞集落刺激因子 （ＧＭ－ＣＳＦ） 成

功诱导培养出鸡骨髓源 ＤＣ。 由于缺乏鸭源的诱导因

子以及鸭 ＤＣ 表面标志物特异性二抗， 制约了鸭 ＤＣ
诱导培养方法的建立及后续鉴定工作的开展。 因此，
建立鸭 ＤＣ 体外诱导培养方法对进一步研究其生物学

功能及鸭其他相关疾病的研究工作均具有重要意义。
本研究尝试利用鼠源的重组 ＩＬ－４、 ＧＭ－ＣＳＦ 作

为诱导因子， 诱导鸭骨髓源单核细胞向 ＤＣ 定向分

化， 从而建立鸭骨髓源 ＤＣ 的体外培养方法， 并结合

形态学观察、 ＤＣ 表面标志物检测以及生物学功能测

定对制备的 ＤＣ 做进一步分析。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 试验材料

ＳＰＦ 鸭胚购于山东昊泰实验动物繁育有限公司，
本实验室自行孵化， 并饲养至 ７ 日龄用于后续试验。

重组鼠 ＩＬ－４ （货号 ２１４－１４， ＰｅｐｒｏＴｅｃｈ 公司），
重组鼠 ＧＭ－ＣＳＦ （货号 ３１５ － ０３， ＰｅｐｒｏＴｅｃｈ 公司），
ＰＥ Ａｎｔｉ － ＣＤ１１ｃ 抗体 （货号 ａｂ２１０３０９， Ａｂｃａｍ 公

司）， ＦＩＴＣ Ａｎｔｉ － ＣＤ８６ 抗 体 （ 货 号 ａｂ２３４２２３７，
Ａｂｃａｍ 公 司 ）， ＦＩＴＣ Ａｎｔｉ － ＭＨＣ Ⅱ 抗 体 （ 货 号

ａｂ２４８８２， Ａｂｃａｍ 公司）， 淋巴细胞分离液和配套分离

管 （天津灏洋公司）， ＣＣＫ－８ 溶液 （货号 ＣＡ１２１０，
Ｓｏｌａｒｂｉｏ 公司）， ＲＰＭＩ １６４０ 培养液和胎牛血清 （美国

Ｇｉｂｃｏ 公司）， 脂多糖 （ＬＰＳ） （货号 Ｌ５２９３， Ｓｉｇｍａ 公

司）， 鸭白细胞介素 ２ （ＩＬ－２） 和鹅 γ 干扰素 （ ＩＦＮ－
γ） （南京森贝伽生物科技有限公司）， ｍＲＮＡ 提取试

剂盒及分子生物学 （大连宝生物公司）。 其余试剂均

为分析纯。
光学倒置显微镜 （日本尼康公司）， 流式细胞仪

（美国 ＢＤ 公司）， ＥＬＳＩＡ 酶标仪 （美国 Ｂｉｏ －Ｒａｄ 公

司）， 台式离心机 （美国 Ｂｅｃｋ－ｍａｎ 公司）， 荧光定量

ＰＣＲ 仪 （美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ 公司）。
１􀆰 ２　 鸭骨髓细胞的分离培养

翅静脉注入空气处死 ７ 日龄雏鸭， 然后浸泡于

７５％酒精 ２～５ ｍｉｎ， 转至无菌水中浸泡 １ ｍｉｎ 以去除

酒精。 在洁净工作台内剥离出所有股骨和胫骨， 剔除

骨头上粘连的肌肉组织， 再浸泡于含 ２％双抗的 ＰＢＳ
中 ５ ｍｉｎ。 剪去骨头两端， 用无菌 ＰＢＳ 反复冲洗出骨

髓至平皿中， 直至骨髓腔变白。 收集骨髓悬液， 经

２００ 目尼龙网过滤小碎片和肌肉组织。 滤过液用 ＰＢＳ
洗涤 ２ 次并重悬至 ３ ｍＬ， 按照等体积比将骨髓细胞

缓缓加入预先装有淋巴细胞分离液的离心管中，
１ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ２５ ｍｉｎ， 小心吸取中间白雾层细胞

至另一离心管中， ＰＢＳ 洗涤 ２ 次， 用 ３ ｍＬ 含 １０％胎

牛血清的 ＲＰＭＩ １６４０ 培养液重悬细胞， 台酚蓝染色

计数并计算细胞活力。
１􀆰 ３　 ＤＣ 诱导分化条件的优化

如表 １ 所示， 选择血清、 ＩＬ－４ 和 ＧＭ－ＣＳＦ 这 ３
个因素， 每个因素对应 ２ 个浓度水平， 设计正交试

验， 对比 Ａ、 Ｂ、 Ｃ、 Ｄ 共 ４ 个培养组中 ＤＣ 的吞噬能

力。 用 ＲＰＭＩ １６４０ 培养液调整制备的骨髓单核细胞

浓度至 ２×１０５个 ／ ｍＬ， ２ ｍＬ 每孔铺细胞至 ６ 孔板中，
置于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２培养箱中持续培养。 每隔 １ ｄ 更

换 ５０％的培养液， 同时补足工作浓度的 ＩＬ－４、 ＧＭ－
ＣＳＦ， 并于诱导培养后的第 ５ 天加入工作浓度为

１ μｇ ／ ｍＬ 的 ＬＰＳ， 刺激 ４８ ｈ 后收集细胞。 诱导培养

期间， 用光学倒置显微镜观察细胞形态变化并拍照

记录。

表 １　 细胞培养条件优化

分组 血清 ／ ％
ＩＬ－４ ／

（ ｎｇ·ｍＬ－１）

ＧＭ－ＣＳＦ ／

（ ｎｇ·ｍＬ－１）

Ａ １０ ２０ ３０

Ｂ １０ ３０ ４０

Ｃ １５ ２０ ４０

Ｄ １５ ３０ ３０

１􀆰 ４　 ＤＣ 吞噬功能的测定

参照文献 ［１３］， 分别在诱导培养后第 １、 ３、 ５、
７ 天从 ４ 个培养组收集细胞， 计数后调整细胞浓度至

１×１０５个 ／ ｍＬ， 转移 ５００ μＬ 细胞至 １２ 孔细胞板， 加

入等体积 ０􀆰 １％中性红生理盐水溶液， ３７ ℃孵育 ２ ｈ，
收集细胞并用 ＰＢＳ 缓冲液洗涤 ３ 次， 加入 ５００ μＬ １％
ＳＤＳ 溶液， 室温作用 ２ ｈ 裂解细胞， 取 １００ μＬ 至

ＥＬＩＳＡ 板中， 并设置 ３ 个重复， 测定波长 ５７０ ｎｍ 处

吸光值， 以 ＯＤ 值表示 ＤＣ 的吞噬能力。
１􀆰 ５　 流式检测 ＤＣ 表面标志物

采用最佳培养条件， 收集培养至第 ７ 天的 ＤＣ，
１ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ 后弃上清液， 用 ＰＢＳ 缓冲液

重悬细胞， 并调整细胞浓度至 ５×１０５个 ／ ｍＬ； 调整未

经诱导培养的骨髓单核细胞至相同浓度。 分别将 ２ 种

细胞分成 ４ 等份， 取其中 ３ 份分别加入工作浓度的抗
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ＣＤ１１ｃ、 ＣＤ８０ 和 ＭＨＣⅡ荧光二抗， 室温避光孵育

３０ ｍｉｎ， 另 １ 份不做处理用作空白对照。 孵育后的细

胞用 ＰＢＳ 缓冲液洗涤细胞 ３ 次 （１ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心

５ ｍｉｎ）， 最后用 ２００ μＬ ＰＢＳ 重悬细胞， 经流式细胞

仪检测 ＤＣ 表面标志物的表达情况。
１􀆰 ６　 ＤＣ 培养上清液中细胞含量测定

选择最佳培养条件， 分别在诱导培养第 １、 ３、
５、 ７ 天细胞中收集 ２００ μＬ 培养配液， ５ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离

心 １０ ｍｉｎ， 收集上清液， －８０ ℃冻存备用。 根据细胞

因子检测试剂盒操作说明书， 分别测定 ＤＣ 培养上清

液中 ＩＬ－２ 和 ＩＦＮ－γ 的含量。
１􀆰 ７　 同种异体混合淋巴细胞反应

分离雏鸭外周血淋巴细胞［１４］， 调整细胞浓度并

以每 １００ μＬ １×１０５个接入 ９６ 孔板作为应答细胞。 诱

导培养 ＤＣ 至第 ５ 天， 将细胞等分成 ２ 组， 其中 １ 组

添加工作浓度的 ＬＰＳ 来促进 ＤＣ 成熟， 另 １ 组不做任

何处理。 ４８ ｈ 后分别收集 ２ 组 ＤＣ 作为刺激细胞。 按

照 １ ∶ １、 １ ∶ ５ 和 １ ∶ １０ 的比例混合刺激细胞和应答

细胞， 置于 ３７ ℃继续培养 ４８～７２ ｈ， 每个样品设置 ３
个重复， 并同时设置应答细胞、 刺激细胞的对照。 培

养结束后， 每孔加入 １０ μＬ ＣＣＫ－８ 溶液， 继续孵育

４ ｈ， 读取 ４５０ ｎｍ 处吸光值 （ＯＤ４５０）。 按照公式计算

刺激指数 （ＳＩ）， ＳＩ ＝ （试验组 ＯＤ４５０值－刺激细胞对

照 ＯＤ４５０值） ／应答细胞 ＯＤ４５０值。
１􀆰 ８　 数据统计和分析

采用 ＳＰＳＳ １９􀆰 ０ 软件包对数据进行分析， Ｏｎｅ－
ｗａｙ ＡＮＯＶＡ 法检验差异显著性， 试验结果以 “平均

数±标准差” 表示， Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异显著。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 体外培养鸭骨髓源 ＤＣ 形态观察

从鸭骨髓中分离的单核细胞经 ＧＭ－ＣＳＦ 和 ＩＬ－４
诱导后逐渐向 ＤＣ 定向分化。 每天于倒置显微镜下观

察细胞形态变化， 结果显示： 刚分离的骨髓单核细胞

呈球状， 直径较小自然沉降于细胞板底部， 轻轻晃动

即重新悬浮。 诱导培养至第 ３ 天， 部分细胞贴壁、 拉

伸， 可见短小刺突 （图 １Ａ）； 继续培养至第 ５ 天， 大

部分细胞贴壁生长， 且以菱形结构为主， 刺突增多

（图 １Ｂ）； 经 ＬＰＳ 刺激后， ＤＣ 趋于成熟且呈多形性，
刺突明显增多且粗壮 （图 １Ｃ）。 经诱导分化， 体外培

养的细胞形态上呈现出典型的 ＤＣ 特性， 初步说明已

成功培养出目的细胞。

Ａ、 Ｂ、 Ｃ． 分别为诱导培养第 ３、 ５ 和 ７ 天的细胞形态。

图 １　 鸭骨髓源 ＤＣ 培养过程中形态变化

２􀆰 ２　 不同培养体系中 ＤＣ 吞噬能力的比较

如图 ２ 所示， 用 １５％胎牛血清、 ２０ ｎｇ ／ ｍＬ ＩＬ－４
和 ４０ ｎｇ ／ ｍＬ ＧＭ－ＣＳＦ 的 Ｃ 组所诱导的 ＤＣ 吞噬能力

最强。 此外， 随着诱导培养天数的增加， 其 ＤＣ 吞噬

能力亦相应增强， 并在培养后第 ５ 天达到高峰； 而

ＬＰＳ 刺激熟化 ４８ ｈ 后的 ＤＣ， 其吞噬能力有所下降。
上述吞噬能力的差异， 间接说明通过优化诱导培养条

件可以提高单位时间内 ＤＣ 的活力和数量， 且成熟后

的 ＤＣ 吞噬能力较成熟前略有下降。
２􀆰 ３　 ＤＣ 表面标志物检测

分别用抗鸡源、 鼠源 ＤＣ 表面标志物的荧光抗体

标记制备的鸭骨髓源 ＤＣ， 经过流式细胞仪检测发现，
诱导分化至第 ７ 天的 ＤＣ 表面标志物的表达量 （图

３Ｄ、 Ｅ、 Ｆ） 较起始的骨髓单核细胞 （图 ３Ａ、 Ｂ、 Ｃ）
有显著上调， ＤＣ 表面标志物 ＣＤ１１ｃ、 ＣＤ８０、 ＭＨＣ
Ⅱ的表达量分别为 ８０􀆰 ０８％、 ８１􀆰 ２７％和 ９１􀆰 ４７％。 该

结果表明成功诱导培养出 ＤＣ， 且具有较高的纯度。

图 ２　 不同培养条件的 ＤＣ 吞噬能力比较
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注： 黑色线为空白对照检测曲线， 红色线为检测曲线。

图 ３　 培养 ５ ｄ 后鸭骨髓源 ＤＣ 表面标志的表达量

２􀆰 ４　 ＤＣ 分泌细胞因子的含量

根据细胞因子检测试剂操作说明书， 测定不同时

间点细胞培养上清液中 ＩＬ－２ 和 ＩＦＮ－γ 的含量变化。
从表 ２ 可以看出， 随着培养天数的增加， ２ 种细胞因

子的分泌量整体呈上升趋势， ＩＬ－２ 的含量在第 ３、 ５

天差异不显著。 培养至第 ５ 天的 ＤＣ 经 ＬＰＳ 刺激后，
在第 ７ 天 ＤＣ 分泌细胞因子量显著上升， ＩＬ － ２ 和

ＩＦＮ－γ 的含量分别达到 （５１􀆰 ２８±２􀆰 １６） 和 （１１３􀆰 ３６±
８􀆰 ６４） ｐｇ ／ ｍＬ， 比刺激前提高约 ２ 倍。

表 ２　 树突状细胞培养上清液中细胞因子含量测定 ｐｇ ／ ｍＬ　 　 　

细胞因子 第 １ 天 第 ３ 天 第 ５ 天 第 ７ 天

ＩＬ－２ １６􀆰 ４８±１􀆰 ７８ｃ ２４􀆰 ８９±２􀆰 ９０ｂ ２８􀆰 １１±３􀆰 ９２ｂ ５１􀆰 ２８±２􀆰 １６ａ

ＩＦＮ－γ ２４􀆰 ７２±２􀆰 ３８ｄ ５３􀆰 ９５±３􀆰 ２６ｃ ６７􀆰 ６６±４􀆰 １５ｂ １１３􀆰 ３６±８􀆰 ６４ａ

　 　 　 　 注： 字母相同表示差异不显著 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 不同表示差异显著 （ Ｐ＜０􀆰 ０５）。

２􀆰 ５　 ＤＣ 激活淋巴细胞的能力

ＤＣｓ 作为刺激细胞与淋巴细胞按照不同比例混合

培养， 从图 ４ 可以看出， ＤＣ 作为刺激细胞可以刺激

淋巴细胞增殖， 但 ＬＰＳ 刺激成熟后的 ＤＣ 激活淋巴细

胞的能力更强。 成熟前后的 ＤＣ 与淋巴细胞以 １ ∶ ５
比例混合培养时， 其刺激能力较强， ＳＩ 值分别达到

１􀆰 ３ 和 １􀆰 ７。

注： ∗表示 Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ４　 ＤＣ 对同种异体淋巴细胞的刺激增殖

３　 讨论

现在普遍认为绝大多数的 ＤＣ 发育起源于骨髓造

血干 细 胞， 然 后 在 多 种 细 胞 因 子 （ ＧＭ － ＣＳＦ、
ＦＬＴ３Ｌ） 和转录因子 （ ＰＵ􀆰 １、 Ｅ２ － ２、 Ｉｄ２、 Ｂａｔｆ３、
ＩＲＦ４、 ＩＲＦ８） 的共同作用下， 骨髓造血干细胞定向

分化成髓系和淋巴系 ＤＣ 前体细胞， 这些前体细胞进

入血液循环， 最后在淋巴组织和非淋巴组织中进一步

分化成熟［１５－１６］。 在体内， ＧＭ－ＣＳＦ 对 ＤＣ 的分化是非

必需的， 但在体外， 该因子可以促进骨髓造血干细胞

或单核细胞向 ＤＣ 定向分化， 是维持 ＤＣ 发育和分化

的最根本的细胞因子［１７］。 此外， ＩＬ－４ 能够协同 ＧＭ－
ＣＳＦ 增强细胞集落的生产， 刺激细胞增殖并维持 ＤＣ
的成熟状态， ＴＮＦ－α 可以刺激 ＤＣ 趋于成熟［１８］。 目

前， 已经建立的 ＤＣ 体外诱导培养方法都必需有细胞

因子的参与。
本试验中首次采用鼠源 ＧＭ－ＣＳＦ 和 ＩＬ－４ 联合刺

激培养鸭骨髓单核细胞向 ＤＣ 的定向分化。 刘迪［１９］

利用重组人源 ＧＭ－ＣＳＦ、 ＩＬ－４ 体外诱导培养出鸡骨
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髓源 ＤＣ， 说明异源细胞因子也可以用于 ＤＣ 的诱导

培养。 为了确保 ＤＣ 体外诱导培养的成功， 本试验针

对培养体系中的血清、 ＧＭ－ＣＳＦ 和 ＩＬ－４ 这 ３ 个关键

因素进行正交试验优化， 通过评价不同时间点 ＤＣ 的

吞噬能力最终确定最佳培养条件， 发现在培养基中添

加 １５％胎牛血清、 ２０ ｎｇ ／ ｍＬ 的 ＩＬ－４ 和 ４０ ｎｇ ／ ｍＬ 的

ＧＭ－ＣＳＦ 诱导培养的 ＤＣ 吞噬能力最强。 在培养后

３ ｄ， 可以在显微下观察到细胞从球形向菱形的转变，
继续培养至第 ７ 天可以明显看到典型的树突状细胞形

态。 细胞表面特异性标志物是鉴定细胞的关键， 本试

验中由于缺乏鸭 ＤＣ 表面标志物的荧光二抗， 故选择

抗鸡 ＭＨＣⅡ、 抗鼠 ＣＤ１１ｃ 和 ＣＤ８０ 的抗体进行替代，
用于流式检测鸭 ＤＣ 的纯度， 从结果可以看出， ３ 个

抗体均能与鸭表面标志物结合， 其 ＣＤ１１ｃ、 ＣＤ８０ 和

ＭＨＣ Ⅱ 的 表 达 量 分 别 达 到 ８０􀆰 ０８％、 ８１􀆰 ２７％ 和

９１􀆰 ４７％， 显现出较高的纯度。 综合 ＤＣ 形态学变化

和表面标志物的检测结果， 表明已经在体外成功培养

出高品质的鸭骨髓源树突状细胞。
有研究表明， 未成熟的 ＤＣ 能够高效地摄取病原

体、 死亡细胞和其他抗原物质， 并对其进行加工处

理［２０］， 此时 ＤＣ 表面的 ＭＨＣⅠ、 Ⅱ类分子， Ｔ 细胞

共刺激因子以及黏附分子的表达量较低［２１］； 而成熟

的 ＤＣ 的抗原摄取能力下降， 但 ＭＨＣⅠ、 Ⅱ类分子，
共刺激分子和黏附分子等表达量上调， 此外还会分泌

和表达一些细胞因子和趋化因子来调控 Ｔ 细胞分

化［２２］。 本试验中用 ＬＰＳ 刺激培养至第 ５ 天的 ＤＣ 以

促进其成熟， 成熟后的 ＤＣ 吞噬能力下降， 而培养上

清液中分泌的 ＩＬ－２、 ＩＦＮ－γ 量显著增加， 并且成熟

的 ＤＣ 更能刺激淋巴细胞的增殖。 这些试验结果与上

述报道相符， 说明制备的细胞具备了树突状细胞的基

本生物学功能， 进一步证明了体外诱导培养鸭骨髓源

ＤＣ 取得成功。
综上， 本研究诱导培养的鸭骨髓源 ＤＣ 具备较高

的纯度， 能够满足后续科学研究的需求， 为鸭 ＤＣ 相

关研究奠定了坚实的基础。
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