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摘要 目的：探讨哮喘小鼠与正常小鼠骨髓源性树突状细胞（DC）负荷 Der p2抗原后表达表面分子(CD11c、CD86)和细胞因子
(IL-10、IL-12p70)的差异及其对 Th1和 Th2型细胞因子平衡的影响，进一步研究过敏性哮喘发生中 DC的可能作用。方法：分别从

哮喘组和对照组提取骨髓培养 DC，第五天负荷 Der p2，24小时后吹打收集细胞，观察 DC形态，用流式细胞仪检测孵育后细胞表

面 CD11c、CD86表达。并留取负荷 Der f2前后培养上清，ELISA法检测 IL-10及 IL-12p70含量。同时以 DC：反应细胞比例为 1：

10混合培养，72 h后 ELISA法检测混合培养上清中 IL-4、IL-5、IFN-酌的水平。结果：①负荷 Der p2后，哮喘组 CD86、CD11c表达

比对照组高，分别为（t=11，P<0.05）（t=4.9，P<0.05），差异有统计学意义；②在细胞因子分泌方面，Der p2负荷前，两组 DC均能分

泌 IL-10 与 IL-12p70，IL-10 水平哮喘组高（t=9.5，P<0.05），而 IL-12p70 水平对照组高（P<0.05）；负荷 Der p2 后，对照组 IL-10、

IL-12p7分泌量比负荷前明显增加（P<0.05），哮喘组无明显差异（P>0.05）；③在 DC刺激同种 T细胞因子分泌方面，负荷 Der p2后

哮喘组 DC刺激 T细胞分泌 IL-4、IL-5分泌能力明显增强（P<0.05），而刺激 INF-酌能力降低（P<0.05）。结论：DC在过敏性哮喘中

起着重要作用，异常 DC通过增加 CD86、CD11c的表达和减少 IL-10及 IL-12的合成，致使 T细胞向 Th2细胞优势分化。
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Effects of Der p2 on DC and the Relationship between DC
and T Cell Proliferation*

To investigate the differences of the expression of CD11c, CD86 and the secretion of IL-10 and IL-12p70

in the dendritic cells (DCs) from allergic asthmatics and healthy donors, which loaded the Der p2 antigen, and further study the possible

role of DCs in the occurrence of allergic asthma. Marrow-derived dendritic cells (DC) were extracted and cultured, and the

cells were collected after the Derp2 load 24 hours at the 5th day, the cells morphology was observed, and the CD11c, CD86 expression

was tested with flow cytometry cell. After and before the Derp2 loaded, the culture supernatants was collected to test the IL-10 and

IL-12P70 levels with ELISA, then co-culture the DC and T cells with a proportion of 1:10 to test the levels of IL-4, IL-5 and INF-酌 in

culture supernatant with ELISA. ① After loading Der p2, compared with control group, the expression of CD86, CD11c in

asthma group was increased with statistical significance, respectively (t=11, P <0.05) (t=4.9, P<0.05); ② In the aspect of secretion of the

cytokines, both groups could secrete IL-10 and IL-12P70 before Der p2 loaded, and the level of IL-10 in the asthma group was higher

(t=9.5, P<0.05), while the level of IL-12p70 in the control group was higher (t=6.56, P<0.05); after Der p2 load, the level of IL-10 and

IL-12p70 of the control group was increased significantly (t=19.4, P< 0.05), while asthma group had no significant difference(P>0.05). ③

In the aspect of DC stimulation on secretion of T cells, after Der p2 loaded, for the asthma group, the levels of IL-4 and IL-5 secreted by

T cells by DC stimulation was significantly enhanced (P<0.05), while the level of INF-酌 was decreased (P <0.05). These

results identify abnormal DC can increase CD86 and CD11c expression and reduce the synthesis of IL-10 and IL-12 which are necessary

and sufficient for the T cells differentiation into Th2 cells.
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前言

过敏性哮喘是一种严重危害健康的常见病和多发病，其发

病机制并不十分清楚。目前认为，过敏性哮喘是一种机体对外

界过敏原的免疫耐受发生缺陷的疾病，由于对过敏原免疫耐受

缺乏，使得机体在接触过敏原后出现 Th2型免疫反应，导致气

道炎症和气道高反应性的发生[1]。树突状细胞（Dendritic cells，

DC）被认为是机体在稳定状态下最重要的 APCs（antigen pre-

senting cells），越来越多的证据表明在过敏原激发过程中 DC

影响着 Th2相关细胞激活，在诱导初始型 T细胞对吸入抗原

的初次免疫和过敏反应中起着重要作用[2]。某种程度上来讲，过

敏性哮喘就是由变应原诱导 DC异常成熟，进而引起 T细胞活

化引发的病理应答所致的一系列症候群。本文通过 DC培养、

抗原负载以及混合淋巴细胞培养，探讨 DC在过敏性哮喘中的

作用与机制。

1 材料与方法

1.1 试验材料

健康 4～ 6周 BALB／ c小鼠(中科院实验动物中心提供)，

体重 l6～ 20 g，SPF级饲养于第二军医大学实验动物中心；试

剂：RPMI 1640培养基(Hwclone)，干粉尘螨（复旦大学寄生虫教

研室程训佳与庄义军老师惠赠），重组小鼠细胞因子 IL-4、

GM-CSF（peprotech），FITC-CD11c、FITC-CD86 ( eBioscience)，

红细胞裂解液（Genmed），T细胞分离尼龙毛柱（PolyScience），

重组 Der p2 蛋白（盐城卫生技术学院崔玉宝老师赠），IL-4、

IL-5、INF-酌 ELISA试剂盒（R&D公司，美国），Al(OH)3（上海生

物试剂公司），酶标仪（MK3型，Thermo Electron Corporation）。

1.2 过敏性哮喘模型的建立

18只 Balb/c小鼠随机分成两组，9只 /组，任取一组作为

对照组，对照组小鼠暂不做处理，另外一组采用腹腔注射 50

滋L含 Al(OH)3(4 mg/50 滋L)尘螨粗提浸液（CDM），第 21 天开

始用尘螨粗提浸液 50 滋L /只滴鼻（滴注时间不小于三分钟），

连续三天，致使哮喘组 Balb/c小鼠产生过敏性哮喘相关特征，

具体方法见文献《尘螨粗提浸液致敏小鼠的方法学研究》[3]。

1.3 树突状细胞（DC）的培养

第 25天，将两组小鼠脱颈处死，75 %的乙醇浸泡 5 min，无

菌取出股骨、肱骨，剔除肌肉，PBS缓冲液冲洗，用 1 mL注射器

反复冲洗出骨髓，收入 15 mL离心管中，离心（1500 r/min，5

min），弃上清，收集沉淀的骨髓细胞。以 1:5的体积比加入 37

℃预温的红细胞裂解液，反复吹打混匀，置室温 1 min，除去红

细胞。收集除去红细胞的骨髓细胞，以含体积分数为 10 %的胎

牛血清的 RPMI 1640配成 2× 109 /L骨髓细胞悬液，分装于细

胞培养板，温育 3 h，然后用 RMPI 1640完全培养加入培养瓶

中，放入 37 ℃、体积分数为 5 %的 CO2培养箱中培养，在培养

的第 48 h除去未贴壁细胞，继续培养至第 5天，加入 1 mg/L

Der p2孵育 24 h，强力吹打收集 DC。

1.4 DC的形态学观察

用倒置显微镜观察对照组及哮喘组 DC 的细胞群形态及

生长情况并拍照。

1.5 DC 表面表达 CD11c、CD86 水平及分泌 IL-10 、IL-12p70

量的检测

分别取对照组及哮喘组的悬浮细胞，调整细胞浓度为 5×

1010个 /L。各取 100 滋L细胞悬液加入离心管，依据试剂说明书

分别加入相应 1 滋L FITC标记的 CD11c、CD86单克隆抗体，设

立空白对照，4 ℃避光孵育 30 min，洗涤 1次，最后用 1 mL PBS

液悬浮细胞并上流式细胞仪(Beckman公司)检测。培养 7 d的

细胞孵育 Der p2 后，ELISA 检测培养上清液 IL-10、IL-12p70

水平。

1.6 制备反应 T细胞

常规分离对照组小鼠外周脾脏，于 100目不锈钢网上，用

无菌注射器芯挤压研磨，并用 RPMI 1640培养基轻轻冲洗钢

网，制成脾细胞悬液。用 37 ℃预温的含 5 % FCS的 RPMI 1640

培养液调至浓度约 1× 107/mL，注入 37 ℃预温的尼龙毛柱上，5

% CO2 37 ℃条件下培养 30 min，用预温的 RPMl l640培养液轻

轻洗柱，收集流出液即获 T细胞(同种异体 T细胞，作为反应 T

细胞，调节细胞浓度至 1× 107/mL，加入 96孔板培养板，100 滋L

/孔。

1.7 同种异体的混合淋巴细胞反应

分别收集哮喘组和对照组 Der p2孵育前 1天（第 4天）及

后 1天（第 6天）的 DC，调整浓度至 1× 106/mL，加入终浓度为

25 滋g/mL的丝裂霉素 C。然后以 DC：反应细胞 1：10的浓度比

例调整经尼龙毛柱分离的小鼠的脾脏 T细胞，以 200 滋L/孔置

96孔板混合培养，每个浓度设三复孔，设立单一 T细胞对照。

37 ℃，5 % CO2孵箱继续培养 72 h。ELISA法检测混合培养上

清 IL-4、IL-5、INF-酌的水平。
1.8 统计学处理

数据采用 SPASS19.0软件分析，结果均以均数± 标准差

（x± s）表示。两样本经方差齐性检验后，同组治疗前后比较采

用配对 t检验，治疗组与对照组比较采用独立样本 t检验，P<0.05

为有统计学意义。

2 结果

2.1 DC的形态学特征

每只小鼠能分离出骨髓细胞约 4× 106个，溶红细胞后加

入含 GM-CSF、IL-4培养基，体外培养约 24 h～ 48 h，培养皿底

部可见贴壁细胞以及少许细胞集落，重新换培养基后继续培

养。体外培养 3 d 后倒置显微镜观察到细胞集落数目明显增

多，直径也逐渐增大，可见呈贴壁生长伴伪足样突起的单核巨

噬细胞，并可见形状不规则，呈星状、蝌蚪状、梭形等有突起的

细胞。体外培养至第 5d，集落分散，培养液中悬浮细胞增多，高

倍镜下可见表面有许多树枝状、刺状突起，甚至遮盖了胞体。正

常组与哮喘组分别加入生理盐水和 1 mg/L Der p 250 滋L继续

孵育 24 h 后，各组细胞均呈现脱壁，细胞形态大小不等，毛刺

明显，但尚不能确定过敏性哮喘小鼠和正常小鼠 DC镜下形态

是否有明显差异。

2.2 DC表达分子水平检测
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培养 7天的细胞 Der p2孵育后，吹打收集，调整细胞浓度

后流式细胞仪检测 CD11c，CD86表达情况。其中 CD86在对照

组表达处于较低水平（26.79± 5.21），哮喘组较高水平（54.02±

5.32），差异有统计学意义（t=11，P<0.05）；CD11c表达在对照组

为（51.49± 7.72），哮喘组为（67.51± 5.99），差异有统计学意义

（t=4.9，P<0.05）。

表 1 DC表面表达分子检测（n=9，x± s，%）

Table 1 Effects of Der p2 on the expression of CD11c, CD86 of DC

between the two groups (n=9, x± s, %)

2.3 DC分泌细胞因子 IL-10与 IL-12p70水平的检测

培养 5 d的细胞孵育 Der p2后，经 ELISA检测培养上清

液中 IL-10和 IL-12p70水平。结果表明：负荷前后哮喘组培养

上清中 IL-12p70水平均较对照组降低（P<0.05）；负荷后对照组

培养上清中 IL-12p70较负荷前明显增多（P<0.05），而哮喘组差

别不明显（P>0.05）。

表 2 DC细胞分泌 IL-12P70水平比较（n=9，x± s，ng·L-1）

Table 2 Effects of Der p2 on IL-12 p70 synthesis of DC between the two

groups (n=9, x± s, ng·L-1)

负荷前哮喘组培养上清中 IL-10 水平明显高于对照组

（t=9.5，P<0.05），而负荷后哮喘组培养上清中 IL-10水平低于对

照组（P<0.05）；对照组负荷后培养上清中 IL-10水平比负荷前

明显增加（t=19.4，P<0.05），哮喘组无明显差异（P>0.05）。

表 3 DC细胞分泌 IL-10水平比较（n=9，x± s，ng/L）

Table 3 Effects of Der p2 on IL-10 synthesis of DC between the two

groups (n=9, x± s, ng/L)

2.4 Der p2负荷前后的 DC 刺激 T 淋巴细胞 IL-4、IL-5、INF-酌
分泌情况

哮喘小鼠 DC与对照小鼠 DC均与反应细胞比例为 1：10

混合培养，72 h 后 ELISA 法检测混合培养上清中 IL-4、IL-5、

IFN-酌的水平。结果表明：①组间：与正常对照组比较，哮喘组
IL-4、IL-5的水平在负荷前后均增加，而 IFN-酌在负荷前与负荷
后较正常对照组均减少，两组间差异均有统计学意义（P<0.

05）；②组内：对照组 IL-4、IL-5、IFN-酌水平负荷前后差异显著
（P<0.05），过敏性哮喘组 IL-4、IL-5负荷前后有明显差异（P<0.

05），IFN-酌负荷前后差异不明显（P>0.05）。

3 讨论

过敏性哮喘是一种严重危害健康的常见病和多发病，其发

病机制并不十分清楚。目前认为[4]T淋巴细胞异常激活和释放

的多种细胞因子在哮喘发病中起着重要作用，但过敏原吸入的

激活过程却知道较少，越来越多的证据表明树突状细胞 [5]

（Dendritic cells，DC）在过敏原激发过程中影响着 Th2相关细

图 1 DC负荷 Der p2前后的变化

Fig. 1 Effects of Der p2 load on DC

注：a、b图示显微镜观测的培养第 5d的 DC；c、d图示抗原刺激后的 DC。

Note:a and b showed DC at 5d under microscopy; c and d represents the DC incubated with Der p2 under microscopy.

Control group Asthma group

CD11c

CD86

51.49± 7.72

26.79± 5.26

67.51± 5.99*

54.02± 5.32*

注：与对照组比较，* P<0.05。

Note:* P <0.05, compared with control group.

Control group Asthma group

Before load

After load

1.99± 0.19

6.71± 0.48 #

1.29± 0.26*

2.08± 0.52*

注：与对照组相比，* P<0.05；Der p2孵育前后对比，# P<0,05。

Note:*P<0.05, compared with control group; #P<0.05,comparison of

before and after Der p2 load.

Control group Asthma group

before load

after load

48.78± 13.62

289.00± 34.60#

104.05± 11.36*

143.58± 64.86*

注：与对照组相比，* P<0.05；Der p2孵育前后对比，# P<0,05。

Note:*P<0.05, compared with control group; #P<0.05, compari son of

before and after Der p2 load.
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表 4 DC刺激 T淋巴细胞分泌 IL-4、IL-5、INF-酌情况（n=9，x± s，pg/L）

Table 4 Effects of DC stimulation on the synthesis of IL-4, IL-5, INF-酌 by T lymphocytes (n=9, x± s, pg/L)

IL-4 IL-5 IFN-酌
Before load After load Before load After load Before load After load

Control group

Asthma group

15.5± 9.8

125.3± 45.6*

49.1± 18.3#

425.3± 45*#

16.7± 8.3

39.7± 15.1*

57.8± 16.7#

274.0± 80.5*#

284.6± 103.4

168.0± .83.1*

484.4± 173.1#

153.1± 47.9*

胞激活，DC可以作为过敏性哮喘控制中的一个干预环节。Der

p1和 Der p2是屋尘螨最重要的变应原，在螨过敏患者的血清

中，70 %-80 %患者的 IgE结合这两类抗原，并呈现强反应性[6]。

本研究采用 Der p2 作为负荷物，检测 DC 负荷 Der p2 前后

CD86、CD11的表达水平，并对 DC自身分泌的 IL-10和 IL-12

水平进行检测，同时通过过敏性哮喘小鼠的 DC在体外与同种

T细胞共培养，初步推断这些指标与 T细胞因子分泌的 IL-4、

IL-5、INF-酌之间的联系。
T细胞是获得性免疫系统中最重要的细胞，其活化、增殖、

分化及产生细胞因子是其发挥免疫功能的基础[7]。Th1细胞分

泌 INF-酌等细胞因子，介导细胞免疫和炎症反应，Th 2细胞分

泌 IL-4、IL-5等细胞因子，介导体液免疫应答和超敏反应。选择

性激活 Th 1或 Th 2细胞是调节免疫应答的关键环节，而 DC

的抗原致敏信号及微环境中的炎症因子共同决定了初始 T细

胞向 Th 1 或 Th 2 分化。DC 在体内大部分处于非成熟状态

（immature DC，imDC），在摄取抗原（包括体外加工）或受到某

些因素刺激时即分化为成熟 DC（mature DC，mDC）[8,9]。抗原及

微环境中的炎症因子正是通过影响 DC表面分子的表达，进而

影响着 DC的成熟状态，并通过改变 DC自分泌因子的动态平

衡影响 T细胞的分化。有研究[10]表明在哮喘患者支气管灌洗液

中发现，T细胞的活化增殖依赖于 CD86启动初始 T细胞的活

化，并且诱导 Th细胞向 Th2细胞分化，诱发 EOS增多的气道

炎症。而 DC表达分子检测的另一指标 CD11c也与过敏性哮

喘的发生有着重要关系 [11]，Leonie S等 [12] 试验表明体内去除

CD11c+树突状细胞能够抑制过敏性哮喘相关特征。本研究中，

哮喘组 DC 在负荷 Der p2 后 CD86、CD11c 表达更高水平

（P<0.05），但是其自身分泌 IL-10、IL-12P70 能力下降（P<0.

05），同时 DC刺激 T细胞分泌 IL-4、IL-5分泌能力明显增强

（P<0.05），而刺激 INF-酌能力降低（P<0.05）。不容否认，在过敏

性哮喘的发生过程中，DC发挥了重要作用，但诸多影响因素，

尚有待进一步研究证实，但各种指标相同或相反方向的变化关

系，支持 DC表达分子及自分泌因子水平与其刺激 T细胞分化

存在相关性。

DC是功能强大的抗原递呈细胞，它不仅能递呈抗原，激活

淋巴细胞，而且可以分泌多种可溶性的细胞因子，其中 IL-10

和 IL-12 是其分泌的并与 Th1/Th2平衡有密切关系的细胞因

子[13]。IL-10是公认的 T细胞免疫耐受抑制性细胞因子[14]，我们

的试验数据表明两组 DC 在 Der p2 负荷前均能产生少量的

IL-10，可能来自于 imDC自分泌。IL-10水平在负荷 Der p2前

哮喘组高（t=9.5，P<0.05），负荷 Der p2 后对照组 IL-10 分泌量

明显增加（t=19.4，P<0.05），哮喘组变化不明显。结合哮喘小鼠

骨髓 DC表达 CD86分子水平较对照鼠有明显升高（P<0.05），

提示过敏性哮喘 DC成熟度可能影响 IL-10产生。同时 Giada

Amodio等研究[15]表明成熟的单核细胞衍生的 DC由于失去表

达 IL-10受体的能力，致使 IL-10对其没有作用。我们的试验表

明 IL-10在对照组负荷 Der p2后产生的量明显增多，在哮喘组

增多不明显，可能正是因为在正常小鼠负荷 Der p2后增多的

IL-10能够抑制 DC成熟，刺激 IL-10继续产生，发挥免疫耐受

作用，而在过敏性哮喘小鼠 DC 可能拥有相对成熟的 DC，

IL-10受体表达异常，发挥不了其作为抑制因子的作用，进一步

影响 T细胞的平衡。DC参与免疫耐受的机制有待于进一步认

识，该种功能可用于诱导自身免疫病的治疗。

IL-12 是启动和维持 Th1 细胞反应的关键的细胞因子，

IL-12由 p35和 p40两种亚单位组成，其中 p35亚单位可以在

多种细胞表达，但 p40亚单位的表达比较局限，IL-12是以两亚

基结合形式存在（IL-12p70）而发挥功能的[16，17]。Zedan等[18]研究

表明哮喘儿童与正常儿童相比，血清 IL-12水平明显下降，并

提出 IL-12的产生不足可能是哮喘发病机制中的重要组分。我

们的体外实验结果支持上述观点，两组 DC在 Der p2刺激前均

能产生 IL-12p70，且哮喘组较对照组低（t=6.56，P<0.05），负荷

Der p2后，又与 Ebner等[19]研究结果相近，他们研究显示 DC在

没有受到刺激的情况下就可产生 IL-12，但在受到细菌或细菌

产物、病毒、CIN0配体等刺激后可以大量产生 IL-12，本实验中

两组负荷Der p2后 IL-12p70分泌量均比负荷前增加（P<0.05）），

且对照组 IL-12p70 分泌水平提高远大于哮喘组（t=19.6，

P<0.05），提示过敏性哮喘小鼠 DC分泌 IL-12异常。IL-12正是

使 Th细胞向 Th1 细胞应答的重要因素[20]，哮喘组 IL-12 提高

不足，可能导致 T细胞向 Th2优势分化，致使 IL-4、IL-5分泌增

多，而 IFN-酌分泌不足，与本研究结果一致。
总体而言，过敏性哮喘 DC异常，通过增加 CD86、CD11c

的表达和减少 IL-10及 IL-12的合成，共同启动原始 T细胞向

Th2细胞优势分化，增加 Th2型细胞因子 IL-4、IL-5等的释放，

导致哮喘发生。本实验证明了 DC表达分子及自身分泌因子与

T细胞分泌因子存在关系，有待后续试验进一步阐述。总之，

注：与对照组相比，* P<0.05；Def2孵育前后对比，# P<0.05。

Note:* P <0.05, compared with control group; # P<0.05, comparison of before and after Der p2 load.
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[19] Shi S, Kirk M, Kahn AJ.The role of type I collagen in the regulation

of the osteoblast phenotype [J]. J Bone Miner Res,1996,11 (8):

1139-1145

[20] Price PA, Otsuka AA, Poser JW. Charaeterization of a

gamma-carboxyglutamic acid-containing Protein from bone [J]. Proe
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[21] Roach HI. Why does bone matrix contain non-collagenous proteins?

The possible roles of osteocalcin, osteonectin, osteopontin and bone
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DC表型和自身因子分泌的机制如果能进一步认识，可以为过

敏性哮喘治疗提供一种新的手段。
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