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结核分枝杆菌感染对小鼠树突状细胞功能的影响

金齐力1,2,孙摇 悝1,吕小艳1,韦摇 莉2,3

[摘要]目的:探讨结核分枝杆菌(Mycobacterium tuberculosis,Mtb)感染对小鼠骨髓来源的树突状细胞(DC)功能的影响。 方法:
将 DC 分为 4 组,即脂多糖(LPS)感染组、Mtb 感染组、灭活 Mtb 感染组和正常细胞对照组。 以 LPS、Mtb 及灭活的 Mtb 与小鼠

骨髓来源的 DC 建立小鼠体外感染模型,用酶联免疫吸附法测定白细胞介素( IL)鄄6、IL鄄12 及肿瘤坏死因子鄄琢 的表达;流式细

胞术检测 DC 表面主要组织相容性复合体域类分子、CD40、CD80 和 CD86 的表达。 结果:每只小鼠的股骨骨髓可扩增获得 5 伊
106 ~ 1 伊 107 个具有典型细胞形态的 DC,纯度达 85%以上;与对照组比较,流式细胞术结果显示 LPS、Mtb 和灭活 Mtb 感染组

均能促进 DC 表面分子的表达(P < 0. 01)。 Mtb 感染组 DC 表面分子上调显著低于 LPS 感染组与灭活 Mtb 感染组(P < 0. 01);
LPS、Mtb 或灭活 Mtb 作用后,DC 的 IL鄄6、IL鄄12 和肿瘤坏死因子鄄琢 分泌量显著增加(P < 0. 01),Mtb 感染组 DC 的细胞因子分

泌量显著低于 LPS 感染组与灭活Mtb 感染组(P < 0. 01)。 结论:Mtb 活菌可干扰 DC 的细胞因子分泌,抑制 DC 成熟,从而削弱

其抗原递呈的功能,影响抗原特异性细胞的免疫活化。
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Effects of Mycobacterium tuberculosis on dendritic cells function
JIN Qi鄄li1,2,SUN Li1,LV Xiao鄄yan1,WEI Li2,3
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Bengbu Anhui 233040;2. Anhui Key Laboratory of Infection and Immunity,

3. Department of Microbiology and Parasitology,Bengbu Medical College,Bengbu Anhui 233030,China)

[Abstract] Objective:To investigate the effect of Mycobacterium tuberculosis(Mtb) on the function of mouse bone marrow derived
dendritic cells(DC). Methods:DC were divided into 4 groups,lipopolysaccharide(LPS)鄄treated group,Mtb鄄treated group,inactivated
Mtb鄄treated group and control group. Cytokines including interleukin( IL)鄄6,IL鄄12 and tumor necrosis factor 琢 secretion of infected
cells were examined by ELISA method. And the expression of surface molecules of infected DC including major histocompatibility
complex class 域,CD40,CD80 and CD86 were detected by flow cytometry. Results:About 5 伊 106 to 1 伊 107 DC were obtained from
bone marrow of one mouse,and the purity of DC was more than 85% . The cells had the typical morphology of DC. The expressions of
major histocompatibility complex class 域,CD40,CD80 and CD86 on stimulated DC increased in LPS鄄treated group,Mtb鄄treated group,
inactivated Mtb鄄treated group in contrast to control group;while the percentage of the upregulation of surface molecules in Mtb鄄treated
DC was significantly lower than that of LPS or inactivated Mtb鄄treated DC. The cytokine levels in all groups significantly increased,and
IL鄄6,IL鄄12 and tumor necrosis factor 琢 secretions of DC infected by Mtb were significantly lower than those of LPS or inactivated Mtb鄄
treated DC. Conclusions:Mtb can decrease the antigen presenting function through interfering the secretion of cytokines and inhibiting
maturation of DC,and consequently suppress DC and T cell activation and result in the more serious damage of host.
[Key words] mycobacterium tuberculosis;dendritic cells;immune response;mouse

摇 摇 结核病作为全球性的健康问题,其发病率和死亡

率逐年上升,结核分枝杆菌(Mycobacterium tuberculosis,
Mtb)是结核病的病原菌,每年导致 800 万人发病,超
过 200 万人死亡,其中死亡人口主要集中在发展中

国家,Mtb 成为世界范围内的头号杀手[1]。 尽管在

全世界约有 20 亿人口感染,但超过 90% 的受染人

群体内有病原体的长期存在却并不发病,因此对

Mtb 与宿主免疫系统相互作用的充分研究,无论是

在结核病的防治以及疫苗的开发方面都有举足轻重

的作用。 树突状细胞(DC)作为体内最重要的专职

抗原递呈细胞,是特异性和非特异性免疫应答的关

键连接,在宿主抵抗 Mtb 感染的过程中,发挥着十分

重要的作用,能有效引起细胞免疫反应对抗 Mtb[2]。
本研究建立 Mtb 与小鼠骨髓来源的 DC(BMDC)体
外感染模型,观察 DC 与 Mtb 的相互作用以及 Mtb
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对 DC 功能的影响,从而为结核病的致病机制研究

提供理论参考。

1摇 材料与方法

1. 1摇 材料摇
1. 1. 1摇 菌株和实验动物摇 结核杆菌 H37Ra 株购于

中国生物制品检定所北京菌种保藏中心,批号:
93020 - 5。 6 ~ 8 周年龄健康清洁级雌性 C57BL / 6J
小鼠购于扬州大学动物实验中心。
1. 1. 2 摇 主要试剂和仪器 摇 RPMI 1640 培养基为

Hyclone 公司产品;FITC 标记抗小鼠 CD11c 单克隆

抗体,PerCP鄄Cy5. 5 标记抗小鼠主要组织相容性复

合体(MHC)域类分子单克隆抗体,PE 标记抗小鼠

CD40 单克隆抗体,PE 标记抗小鼠 CD80 单克隆抗

体,PE 标记抗小鼠 CD86 单克隆抗体,均购自美国

eBioscience 公司;其他试剂均为进口或国产分析纯;
光学显微镜:日本 Nikon 公司;超净工作台:上海浦

东物理光学仪器厂;Multiskan MK 3 酶标仪:芬兰

Labsystems 公司;流式细胞仪: FACS Calibur,美国

BD 公司。
1. 2摇 方法摇
1. 2. 1 摇 Mtb 悬液的制备[3 - 4] 摇 将 Mtb H37Ra 接种

至苏通液体培养基,37 益 培养至对数生长期(约

1 个月),获取细菌用含 0. 05% 吐温 - 80 的无菌

0. 9%氯化钠注射液研磨均匀,无菌 PBS 洗 2 次,取
部分细菌经 56 益 1 h 灭活,分别用不含抗生素的

RPMI 1640(含 10%胎牛血清)培养液将灭活和未经

灭活细菌调整为 3 伊 108 CFU / ml,待用。
1. 2. 2 摇 小鼠 BMDC 的诱导 摇 颈椎脱臼法处死小

鼠,自来水冲洗后浸泡在 75%乙醇中 5 min,无菌状

态下取股骨和胫骨,浸泡在 RPMI 1640 培养液中;小
心剪掉骨两端,用 RPMI 1640 培养液反复冲洗直

至骨变白,收集培养皿中的骨髓细胞悬液,1 500 r /
min 离心 10 min,弃上清液;加 3 ml 红细胞裂解液,
静置 2 min,加 RPMI 1640 培养液 5 ml,混匀后,
1 500 r / min 离心 5 min,弃上清液;RPMI 1640 培养

液洗涤 1 次,将细胞分至 6 孔培养板中,再加入终浓

度为 20 ng / ml 的重组鼠粒细胞 - 巨噬细胞集落刺

激因子及白细胞介素(IL)鄄4 10 ng / ml,培养 48 h;轻
轻吹打细胞后,保留贴壁细胞,加入新鲜的完全培养

液及相同终浓度的重组鼠粒细胞 -巨噬细胞集落刺

激因子和 IL鄄4,继续培养至第 5 天,半量换液;第
7 天,轻轻吹打收集悬浮细胞,即为富集的 BMDC,
以 CD11c 检测纯度。

1. 2. 3摇 细胞分组和培养摇 将 DC 分为 4 组,即脂多

糖(LPS)终浓度 1 滋g / ml 感染组、Mtb 感染组、灭活

Mtb 感染组和正常细胞对照组。 各组细胞按实验要

求调整至相应浓度,培养并加入相应作用的因素。
表型检测时细胞浓度调至每毫升 5 伊 105 个,按每孔

1 ml 加入 24 孔细胞培养板;测定细胞因子时细胞浓

度调至每毫升 106 个,按每孔 100 滋l 加入 96 孔细胞

培养板。
1. 2. 4摇 细胞感染模型的制备摇 按感染复数为 10颐 1
加入菌悬液,5% CO2 37 益条件下孵育 2 h。 用预冷

的 PBS 洗 3 次,1 500 r / min 离心 5 min,轻轻吸弃上

清液以洗脱未结合的细菌,继续培养相应时间后收

集细胞进行检测。
1. 2. 5 摇 流式细胞术检测 DC 表达的相关表面分子

摇 收集感染 24 h 后的 DC,用预冷的 PBS 洗涤 1 次,
1 500r / min 离心 5 min,轻轻吸弃上清液。 分别用抗

MHC域鄄PerCP鄄Cy5. 5 单抗、 抗 CD40鄄PE 单抗、 抗

CD80鄄PE 单抗或抗 CD86鄄PE 单抗标记,另设同型对

照管。 4 益避光染色 30 min,用 FCM 检测细胞表面

MHC域类分子、CD40、CD80 和 CD86 的表达。
1. 2. 6摇 细胞因子的检测摇 刺激 24 h 后收集细胞培

养上清液,保存于 - 80 益冰箱待测。 按照酶联免疫

吸附测定试剂盒说明书操作:每孔分别加入 100 滋l
标准品或待测标本,各设 3 个复孔,另设空白孔对

照,盖板后室温孵育 2 h,弃液体,洗涤液洗板 4 次;
每孔加入 100 滋l 生物素标记的抗 IL鄄6、IL鄄12 和肿瘤

坏死因子(TNF)鄄琢 混匀,盖板,室温孵育 1 h,弃液

体,洗涤液洗板 4 次;每孔加入 100 滋l 辣根过氧化

物酶标记的链酶亲和素,盖板,室温孵育 1 h,弃液

体,洗涤液洗板 4 次;每孔加入 100 滋l 四甲基联苯

胺底物溶液,液体变蓝,盖板,室温避光孵育10 min;
反应终止后酶标仪上读取 450 nm 处吸光度值。
1. 3摇 统计学方法摇 采用方差分析和 q 检验。

2摇 结果

2. 1摇 体外培养 DC 的光镜观察摇 每只小鼠的股骨

骨髓可扩增获得 5 伊 106 ~ 1 伊 107 个 DC。 光镜检查

显示,大量细胞呈簇状生长,细胞表面突起似树枝,
细胞形态呈梭形及不规则形状(见图 1A、B)。 经流

式细胞仪分析,扩增到的细胞中 DC 细胞占总细胞

比例大于 85% (见图 1C)。
2. 2摇 DC 共刺激分子和 MHC 分子的表达情况摇 流

式细胞术结果显示,与对照组比较,LPS、Mtb 和灭活

Mtb 感染组 3 种作用因素均能促进 DC 表面 MHC域
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类分子、 CD40、 CD80 和 CD86 分子的表达 ( P <
0. 01)。 Mtb 感染组 DC 表面分子的表达量均显著

低于 LPS 感染组与灭活 Mtb 感染组(P < 0. 01) (见
表 1)。

表 1摇 DC 表型比较[ni = 5;x 依 s;百分率(% )]

分组 MHC域类分子 CD40 CD80 CD86

对照组 6. 8 依 1. 3 4. 8 依 1. 0 4. 4 依 0. 8 1. 9 依 0. 4

LPS 感染组 69. 1 依 12. 9**
## 86. 1 依 12. 4**

## 75. 5 依 10. 4**
## 83. 2 依 14. 5**

##

Mtb 感染组 28. 6 依 9. 1** 35. 0 依 4. 8** 28. 5 依 5. 1** 24. 6 依 6. 3**

灭活 Mtb 感染组 50. 9 依 10. 8**
## 69. 6 依 9. 8**

## 47. 7 依 7. 4**
## 54. 3 依 8. 3**

##

F 39. 54 96. 17 95. 49 78. 49

P < 0. 01 < 0. 01 < 0. 01 < 0. 01
MS组内 92. 430 68. 460 47. 393 79. 748

摇 摇 q 检验:与对照组比较 ** P < 0. 01;与 Mtb 感染组比较 ## P < 0. 01

2. 3摇 各组细胞因子 IL鄄6、IL鄄12 和 TNF鄄琢 的分泌情

况比较摇 LPS、Mtb 或灭活 Mtb 作用后,DC 的 IL鄄6、
IL鄄12 和 TNF鄄琢 的分泌量均显著高于对照组(P <
0. 01);Mtb 感染组 DC 的 IL鄄6、IL鄄12 和 TNF鄄琢 的分

泌量均显著低于 LPS 感染组(P < 0. 01),而 IL鄄12 和

TNF鄄琢 亦明显低于灭活 Mtb 感染组(P < 0. 01) (见
表 2)。

摇 表 2摇 酶联免疫吸附法测定 DC 细胞因子水平的变化比较

(ni = 5;x 依 s;pg / ml)

分组 IL鄄6 IL鄄12 TNF鄄琢

对照组 35. 1 依 2. 8 89. 6 依 3. 0 58. 1 依 4. 2

LPS 感染组 190. 5 依 34. 9**
## 451. 7 依 25. 7**

## 199. 7 依 16. 8**
##

Mtb 感染组 122. 0 依 11. 5** 174. 3 依 14. 4** 81. 2 依 8. 0**

灭活 Mtb 感染组 134. 9 依 12. 7** 396. 0 依 21. 8**
## 131. 1 依 11. 7**

##

F 54. 42 445. 45 156. 93

P <0. 01 < 0. 01 < 0. 01
MS组内 379. 848 338. 023 125. 193

摇 摇 q 检验:与对照组比较 ** P <0. 01;与 Mtb 感染组比较 ## P <0. 01

3摇 讨论

摇 摇 近年来,DC 在抗感染免疫过程中所扮演的角色

越来越受到人们的重视。 在免疫稳定状态下,分布

于外周非淋巴组织的 DC 处于未成熟状态。 感染发

生时,未成熟 DC 就会向炎症部位迁移,摄取加工抗

原,同时释放大量的炎性因子,激发天然免疫应答,
避免感染的扩散。 同时,未成熟 DC 发生一系列变

化,获得成熟表型及功能,有效激活初始 T 细胞启

动免疫应答。 在 Mtb 感染宿主机体的过程中,与宿

主抗原递呈细胞 DC 的相互作用决定了机体免疫应

答的起始[5]。 因此研究 DC 在抗 Mtb 感染中的作

用,能为阐明 Mtb 免疫逃避机制及设计免疫治疗方

案提供重要的信息。
本研究发现 LPS、Mtb 和灭活 Mtb 3 种作用因素

均可促进 DC 成熟,表现在细胞表面抗原递呈分子、
协同刺激因子表达增加。 成熟 DC 表面高效表达免

疫相关分子和趋化因子受体,在趋化因子梯度影响

下细胞向淋巴结迁移,随后同 T 细胞相互作用,从
而有效地提呈抗原并刺激产生 T 细胞免疫反应。
本实验结果也发现,Mtb 感染组 DC 表面抗原递呈

分子、T 细胞共刺激因子上调不如 LPS 感染组和灭

活 Mtb 感染组明显,表明 Mtb 活菌可抑制 DC 成熟,
从而削弱其抗原递呈的功能。

感染组织内先天免疫细胞的局部炎症反应影响

抗原递呈和 T 细胞的活化。 在结核杆菌感染中,IL鄄
6 不仅为分泌 酌 干扰素 T 细胞的激活所必需,而且

是一种主要的诱导保护性 T 细胞分子,加强 酌 干扰

素的作用[6]。 IL鄄12 是 IL 家族中比较新的成员,是
促进辅助性 T 细胞分化的关键细胞因子。 对于许

多感染性疾病而言,IL鄄12 是由 DC 和吞噬细胞在免

疫应答初期与病原体接触后产生[7 - 8]。 TNF鄄琢 也是

DC 与 T 细胞作用能力增强的重要因素,DC 分泌的

TNF鄄琢 会以自分泌和旁分泌的方式调控 DC 在体内

的成熟和迁移。 通过这种方式,分泌 TNF鄄琢 的 DC
可将天然免疫和获得性免疫联结起来。 本研究结果

发现,Mtb 感染组 DC IL鄄6、IL鄄12 和 TNF鄄琢 的分泌量

(下转第 1151 页)
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挥的作用还有待进一步阐明。
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均显著低于 LPS 感染组 (P < 0. 01),而 IL鄄12 和

TNF鄄琢 亦明显低于灭活 Mtb 感染组(P < 0. 01)。 提

示 Mtb 活菌干扰 DC 的细胞因子分泌,导致感染的

DC 具有较低的激活辅助性 T 细胞能力,从而影响

抗原特异性细胞免疫活化。
Mtb 与免疫系统的动态关系直接影响 Mtb 感染

转归。 Mtb 感染后抑制 DC 成熟及炎症反应可能是

细菌逃避机体免疫反应的一种机制。 本研究结果为

Mtb 感染与免疫机制的研究提供了参考,对控制

Mtb 感染具有重要的参考价值。
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