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DA 大鼠骨髓来源 PD-L1hitol-DC 构建及其
免疫学功能鉴定

杨志琦　侯培博　吴浪　刘晶　丁洋　李明皓

【摘要】　目的　 构建 DA 大鼠骨髓来源程序性细胞死亡蛋白配体 1（PD-LI）hi 耐受性树突状细胞（tol-DC）

并鉴定其免疫学功能。方法　 提取 DA 大鼠骨髓细胞，联合应用重组小鼠粒细胞巨噬细胞集落刺激因子和重组小

鼠白细胞介素（IL）-4，体外培养 6 d 诱导骨髓细胞分化为未成熟树突状细胞（imDC）；应用脂多糖刺激细胞成

熟，继续培养 2 d 收集成熟树突状细胞（mDC）；加入 PD-L1 慢病毒载体病毒原液或同等剂量慢病毒病毒原液，

培养 2 d 后收集 PD-L1hitol-DC 和 Lv-imDC。应用倒置相差显微镜及透射电镜观察 PD-L1hitol-DC 形态；实时荧光

定量逆转录聚合酶链反应、蛋白质印迹法及流式细胞术检测细胞表面特异性标志物表达水平。将 imDC、mDC、
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Lv-imDC 及 PD-L1hitol-DC 分别与 Lewis 大鼠脾脏来源 CD8+T 细胞共培养，酶联免疫吸附试验检测各组上清液炎

症因子水平，流式细胞术分析各组 T 细胞凋亡及调节性 T 细胞（Treg）分化情况。结果　 经 PD-L1 基因修饰构建

的 PD-L1hitol-DC 形态符合 tol-DC 特征，表面 CD80、CD86、主要组织相容性复合体（MHC）表达水平较低。与

CD8+ T 细胞混合培养后，PD-L1hitol-DC 组上清液 IL-10、转化生长因子（TGF）-β1 水平较高，肿瘤坏死因子

（TNF）-α、IL-17A 水平较低，T 细胞凋亡及 Treg 分化增多。结论　通过慢病毒载体过表达 PD-L1 可成功诱导构

建 DA 大鼠骨髓来源 PD-L1hitol-DC，促进抑炎因子分泌及 T 细胞凋亡，诱导 Treg 分化，抑制同种异体 CD8+T 细

胞免疫反应，这为下一步器官移植免疫耐受研究提供了实验依据。

【关键词】　树突状细胞；器官移植；免疫耐受；免疫抑制；程序性细胞死亡蛋白配体 1；T 细胞；调节性

T 细胞；炎症因子
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Construction  of  PD-L1hitol-DC  derived  from  bone  marrow  of  DA  rats  and  identification  of  its  immunological  function
Yang Zhiqi, Hou Peibo, Wu Lang, Liu Jing, Ding Yang, Li Minghao. Department of Hepatobiliary Surgery, People＇s Hospital of
Ningxia Hui Autonomous Region, Ningxia Medical University, Yinchuan 750000, China
Corresponding author: Li Minghao, Email: liminghao317@163.com

【Abstract】  Objective   To  construct  programmed  cell  death  protein-ligand  1(PD-LI)hi  tolerogenic  dendritic  cell
(tol-DC) derived from bone marrow of DA rats and identify its immunological function. Methods   DA rat bone marrow
cells  were  extracted,  combined  with  recombinant  mouse  granulocyte  macrophage  colony-stimulating  factor  and
recombinant mouse interleukin (IL)-4, and cultured for 6 days in vitro to induce the differentiation of bone marrow cells
into immature dendritic cells (imDC). Lipopolysaccharide was used to stimulate cell maturation and cultured for 2 days to
collect  mature  dendritic  cells  (mDC).  PD-L1  lentiviral  vector  virus  stock  solution  or  equivalent  dose  lentiviral  stock
solution was added, and PD-L1hitol-DC and Lv-imDC were collected after culture for 2 days. The morphology of PD-L1hi

tol-DC was observed by inverted phase contrast microscope and transmission electron microscope. Real-time fluorescence
quantitative reverse transcription polymerase chain reaction, Western blotting and flow cytometry were used to detect the
expression  level  of  specific  markers  on  cell  surface.  CD8+T  cells  derived  from  Lewis  rat  spleen  were  co-cultured  with
imDC,  mDC,  Lv-imDC and  PD-L1hitol-DC,  respectively.  The  levels  of  inflammatory  factors  in  the  supernatant  of  each
group were detected by enzyme-linked immunosorbent assay. The apoptosis of T cells and the differentiation of regulatory
T cells (Treg) in each group were analyzed by flow cytometry. Results   The morphology of PD-L1hitol-DC modified by
PD-L1  gene  was  consistent  with  tol-DC  characteristics,  and  the  expression  levels  of  CD80,  CD86  and  major
histocompatibility complex (MHC) on the surface were low. After mixed culture with CD8+ T cells, the levels of IL-10 and
transforming growth factor (TGF) -β1 in the supernatant of PD-L1hitol-DC group were higher, the levels of tumor necrosis
factor (TNF) -α and IL-17A were lower, and the apoptosis of T cells and Treg differentiation were increased. Conclusions
 Overexpression  of  PD-L1  through  lentiviral  vectors  may  successfully  induce  the  construction  of  bone-marrow  derived
PD-L1hitol-DC  in  DA  rats,  promote  the  secretion  of  anti-inflammatory  factors  and  T  cell  apoptosis,  induce  the
differentiation of Treg, and inhibit the immune response of allogeneic CD8+T cells, which provides experimental basis for
the next organ transplantation immune tolerance study.

【Key  words】  Dendritic  cell;  Organ  transplantation;  Immune  tolerance;  Immunosuppression;  Programmed  cell
death protein-ligand 1; T cell; Regulatory T cell; Inflammatory factor

 

耐 受 性 树 突 状 细 胞 （ tolerogenic  dendritic  cell，

tol-DC）专指具有稳定、半成熟表型和耐受性属性的

树突状细胞（dendritic cell，DC）亚群[1]，因其显著

性诱导 T 细胞免疫耐受的生物学功能，逐渐被应用到

器官移植免疫耐受诱导及自身免疫性疾病治疗领

域[2-3]。然而，分离具有耐受性的人成熟树突状细胞

（mature dendritic cell，mDC）亚群相对困难，许多

从 单 核 细 胞 来 源 耐 受 性 树 突 状 细 胞 （monocyte-

derived tolerogenic dendritic cell ，mo-tol DC）中体外

生成方案逐渐被开发出来 [4]，通过改变细胞因子分

泌，减少共刺激分子的表达以抑制 T 细胞增殖。

DC 表达的免疫抑制性分子程序性细胞死亡蛋白
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配体 1（programmed cell  death  protein-ligand  1，PD-
L1） ， 与 T 细 胞 表 达 的 程 序 性 细 胞 死 亡 蛋 白 1
（programmed cell  death protein 1，PD-1）相互作用

可触发 T 细胞克隆无能[5]。基于该细胞生物学机制的

临床应用研究已逐渐成熟，同时也引起了移植免疫学

者们的高度关注[6]。最新研究表明，PD-L1 可以作为

同样具有耐受属性的调节性树突状细胞（regulatory
dendritic cell，DCreg）的表征[7]，后者通过影响 CD8+

T 细胞及自然杀伤（natural killer，NK）细胞免疫反

应，介导肝移植免疫耐受调控过程[8]。但是，既往文

献中未见利用 PD-L1 的免疫抑制功能体外诱导 tol-
DC 生成的相关研究报道。因此，为了探索 PD-L1 在

诱导 tol-DC 方面的应用价值，本实验通过 PD-L1 慢

病毒载体转染 DA 大鼠骨髓来源的未成熟树突状细胞

（immature dendritic cell，imDC）以构建 PD-L1hitol-
DC，并与 Lewis 大鼠脾脏来源的 CD8+ T 细胞进行混

合培养，探索 DA 大鼠骨髓来源的 PD-L1hitol-DC 对

同种异体 CD8+T 细胞的免疫学反应机制，以期为供

体来源 tol-DC 干预受体介导器官移植免疫耐受提供

更多的实验依据。 

1    材料与方法
 

1.1    实验动物

无特定病原体级雄性 DA 大鼠及 Lewis 大鼠，

6~8 周龄，体质量约 250 g，由宁夏医科大学动物中

心购买。实验方案经宁夏医科大学第三临床学院伦理

委员会批准，审批号为伦理［2023］-NZR-039。实

验过程遵循国际兽医学编辑协会《关于动物伦理与福

利的作者指南共识》和国家法规。实验动物在异氟烷

麻醉下进行所有的手术，并最大限度地减少其疼痛、

痛苦和死亡。 

1.2    试剂和仪器

粒细胞集落刺激因子和白细胞介素（interleukin，

IL） -4 购 自 美 国 PepreTech 公 司 ；RPMI-1640 培 养

基、胎牛血清购自以色列 Biological Industries 公司；

藻红蛋白（phycoerythrin，PE）标记的抗大鼠 CD80
抗 体 （CD80-PE） 、PE 标 记 的 抗 大 鼠 CD86 抗 体

（CD86-PE）、别藻蓝蛋白（allophycocyanin，APC）

标 记 的 抗 大 鼠 主 要 组 织 相 容 性 复 合 体 （ major
histocompatibility complex，MHC）Ⅱ抗体、PE 标记

的抗大鼠 PD-L1 抗体（PD-L1-PE）均购自北京博奥

森生物有限公司；红细胞裂解液购自天津市灏洋公

司；脂多糖购自美国 Sigma 公司；酶联免疫吸附试验

（enzyme-linked immune absorbent assay，ELISA）试

剂盒购自武汉基因美科技有限公司；流式细胞仪购自

美国贝克曼公司。 

1.3    研究内容与方法 

1.3.1    大鼠骨髓细胞分离与 imDC、mDC、Lv-imDC、

PD-L1hitol-DC 的体外诱导培养　DA 大鼠异氟烷过量

吸入安乐死后 75% 乙醇浸泡 5 min，无菌取出股骨；

无菌操作下剪开股骨两端，5 mL 注射针头插入骨髓

腔，磷酸盐缓冲液（phosphate buffer saline，PBS）反

复冲洗骨髓腔至变白；收集骨髓细胞后 PBS 重悬，

收集冲洗液离心，弃上清；RPMI-1 640 培养液重悬细

胞并调整细胞数接种于细胞培养板，加入粒细胞集落

刺激因子、重组小鼠 IL-4；隔日半量换液，补充细胞

因子；连续诱导培养 6 d 收集 imDC[9-10]。imDC 加入

l µg/mL 的脂多糖，刺激细胞成熟，细胞培养箱继续

培养 2 d 可收集 mDC；按照感染复数（multiplicity of
infection，MOI）值为 50，每孔 imDC 加入预先制备

好的 PD-L1 慢病毒载体病毒原液（同等剂量的慢病

毒病毒原液干预 imDC 作为 Lv-imDC 对照组），培

养 24 h 后更换新鲜培养基，置于培养箱中孵育；再

培养 24 h 后可收集 PD-L1hitol-DC 和 Lv-imDC，应用

倒置相差显微镜观察转染前后细胞形态并应用透射电

镜鉴定。 

1.3.2   CD8+T 细胞分离　Lewis 大鼠异氟烷麻醉下开

腹取出脾脏，眼科剪剪碎放置于 100 目细胞筛上，

5 mL 无菌注射器针芯反复碾压脾脏，RPMI-1640 培

养基冲洗细胞筛 3 次，得到单细胞悬液，然后加入大

鼠 外 周 血 淋 巴 细 胞 分 离 液 10  mL， 900×g 离 心

30 min。按照细胞悬液∶分离液为 1∶2 配比，调整

细胞浓度为 2×109/L，分装至 EP 管，经 MACS CD8+

T 细胞分选试剂盒磁珠分选 CD8+T 细胞。 

1.3.3   实时荧光定量逆转录聚合酶链反应　收取各组

细胞（每组约 1×105 个细胞），裂解提取总 RNA，

实 时 荧 光 定 量 聚 合 酶 链 反 应 （ real-time  fluorescent
quantitative  polymerase  chain  reaction，RT-qPCR）检

测各组细胞表面标志物。以相对表达量 2−ΔΔCt 计算各

组信使 RNA（messenger  RNA，mRNA）相对表达

量，引物序列见表 1。 

1.3.4    蛋 白 质 印 迹 法 　 收 集 imDC、 mDC、 Lv-
imDC、PD-L1hitol-DC（每组约 1×105 个细胞），裂

解提取组织总蛋白。经电泳、转膜后，室温封闭 2 h
（5% 脱脂奶粉）。分别加入 CD80（1∶5 000）、
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CD86（1∶1 000）、MHCⅡ（1∶1 000）、GAPDH

（1∶2 000）一抗 4 ℃ 孵育过夜。洗涤后加入辣根过

氧化物酶标记的二抗，室温孵育 1.2 h。洗涤后检测

蛋白条带。 

1.3.5    流式细胞术 　 离 心 收 集 imDC、mDC、Lv-

imDC、PD-L1hitol-DC， 检 测 各 组 细 胞 表 面 标 志 物

表达。 

1.3.6    DC 与 CD8+  T 细胞共培养 　 收 集 CD8+T 细

胞，PBS 洗涤 1~2 遍，用 RPMI-1 640 完全培养基重

悬，调整细胞浓度，以每孔 1~5×105 接种于 24 孔培

养板。按照 imDC、mDC、Lv-imDC、PD-L1hitol-DC
与 CD8+  T 细 胞 比 例 为 1∶10[11]， 将 imDC、mDC、

Lv-imDC、PD-L1hitol-DC 细胞以（1~5）×104 分别铺

板到 Transwell 小室中，培养 6 d。 

1.3.7   ELISA　收集与 CD8+ T 细胞共培养的 imDC、

mDC、Lv-imDC、PD-L1hitol-DC，经离心后收取上清

液，使用 ELISA 试剂盒检测 IL-10、转化生长因子

（transforming growth factor，TGF）-β、肿瘤坏死因

子（tumor necrosis factor，TNF）-α、IL-17A 水平。 

1.3.8   CD8+ T 细胞凋亡　离心收集经与各组 DC 共培

养的 CD8+ T 细胞，预冷 PBS 离心洗涤 2 次，弃上

清，离心收集（1~3）×106 个细胞。通过细胞凋亡试

剂盒检测各组细胞凋亡情况。 

1.3.9   调节性 T 细胞检测　离心收集共培养后的 CD8+

T 细 胞 ， 预 冷 PBS 离 心 洗 涤 2 次 ， 弃 上 清 ， 加 入

PBS 重悬细胞，调整细胞浓度为 1×107/mL，进行流

式细胞术检测各组调节性 T 细胞（regulatory T cell，
Treg）分化情况。 

1.4    统计学方法

采用 SPSS 21.0 软件进行统计学分析。符合正态

分布的计量资料以均数±标准差表示，多组间比较采

用单因素方差分析，进一步两两比较采用 LSD-t 检

验。P<0.05 为差异有统计学意义。 

2    结　果
 

2.1    PD-L1hitol-DC 形态学鉴定

倒 置 相 差 显 微 镜 下 观 察 PD-L1hitol-DC 生 长 变

化 ： 转 染 前 imDC 细 胞 形 态 状 态 ， 突 起 明 显

（图 1A）；转染后培养 48 h 的 PD-L1hitol-DC 细胞

体积变小（图 1B），透射电镜显示 PD-L1hitol-DC 细

胞结构完整、少量突起（图 1C）。 

2.2    细胞表面标志物检测

RT-qPCR 结 果 显 示 ， 与 mDC 比 较 ， imDC 的

PD-L1  mRNA 表 达 更 多 ， 表 面 成 熟 标 志 物 CD80、

CD86 及 MHCⅡ mRNA 表达减少；与 imDC 比较，

PD-L1hitol-DC 的 PD-L1 mRNA 表达增多，表面成熟

标 志 物 CD80、CD86 及 MHCⅡ  mRNA 表 达 减 少

（均为 P<0.05，图 2A）。
 

表 1    引物序列

Table 1    Primers sequences

基因 扩增长度（bp） 上游引物（5'→3'） 下游引物（5'→3'）
β-actin 150 CCCATCTATGAGGGTTACGC TTTAATGTCACGCACGATTTC
PD-L1 88 GAGTATGGCAGCAATGTCAC CCTTTTCCCAGTACACCACT
CD80 178 CTGTCAAATTCCGACGCTG ACCAGAGAGGCTTCACCTAGA
CD86 122 TGTCTCTTTCTGCTGGTCGT ATCGACTCGTCAACACCACT
MHCⅡ 100 ACAACAAATGAAACCGGAAC AAAGACTGCTAATGGGTCAG

 

注：A 图为倒置相差显微镜 imDC 培养 6 d 形态（×400）；B 图为倒置相差显微镜 imDC 转染 PD-L1 后培养 48 h 形态

（×400）；C 图为 PD-L1hitol-DC 透射电镜形态（×1 000）。

图 1    PD-L1hitol-DC 形态学鉴定

Figure 1    Morphological identification of PD-L1hitol-DC
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蛋白质印迹法结果显示，与 mDC 比较，imDC

的 PD-L1 蛋白表达増多，表面成熟标志物 CD80、

CD86 及 MHCⅡ蛋白表达更少；与 imDC 比较，PD-

L1hitol-DC 的 PD-L1 蛋白表达增多，表面成熟标志

物 CD80、CD86 及 MHCⅡ 蛋 白 表 达 减 少 （ 均 为

P<0.05，图 2B）。

流式细胞术进一步发现，与 imDC 组比较，PD-

L1hitol-DC 组 CD80、 CD86 及 MHCⅡ阳 性 率 较 低

（均为 P<0.05，图 2C）。
 

2.3    PD-L1hitol-DC 免疫学功能

与 T 细胞混合培养后，PD-L1hitol-DC 上清液 IL-

17A、TNF-α 表 达 减 少 ， IL-10、TGF-β1 表 达 增 多

 

注：A 图为 RT-qPCR 检测各组细胞表面标志物表达；B 图为蛋白质印迹法检测各组细胞表面标志物表达；C 图为流式

细胞术检测各组细胞表面标志物表达。与 imDC 组比较，aP<0.05。

图 2    PD-L1hitol-DC 中 CD80、CD86 及 MHCⅡ的表达情况

Figure 2    Expression of CD80, CD86 and MHC Ⅱ in PD-L1hitol-DC
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（ P<0.05， 图 3A） ；PD-L1hitol-DC 诱 导 同 种 异 体

T 细胞凋亡率增加（P<0.05，图 3B）；PD-L1hitol-
DC 诱导同种异体 T 细胞 CD25+Foxp3+Treg 分化比例

增加（P<0.05，图 3C）。 

3    讨　论

DC 作为经典的抗原提呈细胞，启动 T 细胞的激

活，继而介导机体适应性免疫调控过程[12]。T 细胞免

疫效应的产生需要抗原提呈细胞提供的 3 个主要信号

刺激：肽-MHC 复合物，CD80/CD86 分子提供的共

刺激信号，以及细胞因子介导的极化信号 IL-12[13]。
tol-DC 作为 DC 的特殊亚群，由于低或无表达抗原提

呈信号而削弱了自身抗原提呈能力，导致 T 细胞不能

正常发挥免疫反应效能。在这一免疫细胞学机制的基

础上，形成了器官移植免疫耐受诱导的主要策略之一。

相比较于 mDC，imDC 低或无表达 CD40、CD80、

CD86 等表面标志物及 MHC，导致其抗原提呈能力

减 弱 ， 刺 激 T 细 胞 增 殖 水 平 降 低 或 凋 亡 ， 诱 导

Treg 分化，因而被认为是经典的 tol-DC[14-15]。然而，

人 体 内 imDC 水 平 极 低 ， 目 前 又 尚 无 统 一 的 tol-

DC 体外诱导策略或制备方案[16]。本研究尝试性应用

PD-L1 慢病毒载体转染 imDC 构建大鼠骨髓来源的

PD-L1hitol-DC，免疫学功能实验验证表明其具备诱导

免疫耐受潜能，期望能够拓展既往研究[11]，提高对

PD-L1/PD-1 信号通路参与器官移植免疫耐受的认识。

DC 的 成 熟 程 度 决 定 了 其 抗 原 提 呈 能 力 ， 而

CD80、CD86 及 MHC 等表达情况间接反映了 DC 的

成熟程度[17]。本研究通过细胞形态学及分子学双重验

证发现，PD-L1hitol-DC 相比较于 imDC、mDC 的突

触更少，CD80、CD86 及 MHC Ⅱ等表面标志物表达

更低、而抑制性分子 PD-L1 表达更高，从 mRNA 及

蛋白水平说明经 PD-L1 基因修饰 imDC 构建的 PD-L1hi

tol-DC 的抗原提呈能力进一步减弱，这与既往研究报

道 的 IL-10 诱 导 tol-DC 具 有 同 样 的 免 疫 生 物 学 效

应[18]。本实验的优势在于通过慢病毒载体 PD-L1 基

因转染构建 tol-DC，理论上能够维持 DC 更加稳定的

免疫耐受性[19]。

本 研 究 还 发 现 PD-L1hitol-DC 相 比 较 于 imDC、

mDC 分泌产生促炎因子 IL-17、TNF-α 更少，而抑炎

因子 IL-10、TGF-β1 分泌产生更多，说明 PD-L1 基
 

注：A 图为各组上清液中炎症因子 IL-10、IL-17A、TGF-β1 和 TNF-α 水平；B 图为各组 T 细胞凋亡的情况；C 图为各

组 Treg 分化情况。与 imDC 组比较，aP<0.05。

图 3    PD-L1hitol-DC 的免疫抑制功能

Figure 3    Immunosuppressive functions of PD-L1hitol-DC
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因修饰构建 PD-L1hitol-DC 作为抗原提呈细胞向 T 细

胞传递促炎第三信号减少、抑炎第三信号增多，是诱

导 T 细胞免疫耐受的重要影响因素之一，该结果与

Castenmiller 等 [20] 报道的 tol-DC 耐受性表型特征一

致。而进一步分析，炎症因子作为细胞代谢的一部分

参与了 tol-DC 诱导免疫耐受的调控过程[21-22]。近年来

有报道通过改变细胞外代谢环境使得 DC 获得强大的

免疫耐受性，以及脂肪酸氧化、氧化代谢和锌稳态等

细胞代谢功能与 tol-DC 耐受性相关的机制研究[23-24]。

这提示我们可以从 PD-L1hitol-DC 自身代谢角度进一

步改造组织或器官免疫微环境，或可成为诱导免疫耐

受的一种策略。

tol-DC 最为重要的免疫学功能评估指标为诱导

T 细 胞 凋 亡 及 Treg 分 化 的 能 力 [25-26]。 本 研 究 通 过

DA 大鼠骨髓来源的前体细胞成功构建 PD-L1hitol-
DC，最终实验结果表明，与 imDC、mDC 相比较，

PD-L1hitol-DC 诱导 T 细胞凋亡及 Treg 分化的能力更

为显著。但是，与既往多数有关 tol-DC 免疫学功能

的体外实验研究不同[27-29]，本研究选择 Lewis 大鼠脾

脏来源的 CD8+T 细胞作为反应细胞，观察 PD-L1hi

tol-DC 作为刺激细胞对同种异体 CD8+ T 细胞的刺激

反应，实验设计更加符合同种异体器官移植的实际需

求，进一步证实了 PD-L1 诱导 Treg 分化介导免疫耐

受的重要性[30-31]。

综上所述，本研究通过 PD-L1 基因修饰 imDC
成功构建了一种 tol-DC，具有诱导 T 细胞凋亡及诱

导 Treg 分化的免疫学功能，从而拓宽了 tol-DC 的体

外诱导途径。然而，PD-L1 增强 imDC 耐受性的细胞

内机制尚需进一步研究[32]。另外，Treg 是一种双向

免疫调控细胞[33]，进一步筛选 Treg 亚群对于精准诱

导免疫耐受具有重要意义。我们在大鼠肝移植急性排

斥 反 应 模 型 中 ， 将 供 体 大 鼠 骨 髓 来 源 PD-L1hitol-
DC 术前干预受体大鼠，初步研究结果显示受体大鼠

生存期有所改善，其体内机制作用在进一步挖掘之

中。相信随着供体或受体自身来源的调节性免疫细胞

在术前或术后干预移植受体的临床前试验逐渐开

展[34-35]，基于基因组测序技术及基因编辑技术探索不

同策略诱导 tol-DC 调控器官移植免疫反应的体内机

制研究或将极大推动其临床应用[36-38]。
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