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基础研究

未成熟树突状细胞对小鼠胶原诱导性关节炎的
治疗作用

杨骁　 彭昊　 周建林　 方洪松　 陈森

【摘要】 　 目的　 探讨未成熟树突状细胞(ｉｍＤＣ)对小鼠胶原诱导性关节炎(ＣＩＡ)的治疗作用及其机制ꎮ
方法　 分离、培养小鼠骨髓来源的单核细胞ꎬ经细胞因子和脂多糖( ＬＰＳ)分别诱导为未成熟树突状细胞

(ｉｍＤＣ)和成熟树突状细胞(ｍＤＣ)ꎬ并采用流式细胞技术核对细胞表型ꎮ 选取 ６~８ 周龄雌性 ＢＡＬＢ / ｃ 小鼠 ３０
只ꎬ鸡Ⅱ型胶原对所有小鼠初次免疫ꎬ于初次免疫后第 ６ 天按随机数字表法将小鼠分为 ｉｍＤＣ 组、ｍＤＣ 组和磷

酸盐缓冲液(ＰＢＳ)组ꎬ每组 １０ 只ꎬ并分别经尾静脉输注 ｉｍＤＣ、ｍＤＣ 和 ＰＢＳꎻ初次免疫后第 ７ 天对 ３ 组小鼠行

加强免疫ꎮ 于加强免疫后第 ２１ 天观察 ３ 组小鼠的关节变形程度ꎬ并检测其关节炎指数(ＡＩ)、血清抗炎因子

ＩＬ￣１０、ＴＧＦ￣β 水平以及脾脏 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋调节性 Ｔ 细胞(Ｔｒｅｇ)比例ꎮ 结果　 经 ＩＬ￣４ 和 ＧＭ￣ＣＳＦ 诱导后ꎬ骨髓单

核细胞 ＣＤ８０、ＣＤ８６、ＭＨＣ￣Ⅱ的表达率分别为 ３２.３％、２５.６％、４４.０％ꎬ经 ＩＬ￣４、ＧＭ￣ＣＳＦ 和 ＬＰＳ 诱导后ꎬＣＤ８０、
ＣＤ８６、ＭＨＣ￣Ⅱ的表达率分别为 ９１.５％、９０.９％、９４.２％ꎬ即 ｉｍＤＣ 和 ｍＤＣ 诱导分化成功ꎮ 加强免疫后第 ２１ 天ꎬ
ｉｍＤＣ 组小鼠 ＡＩ 值为(７.３２±１.６３)分ꎬ显著优于同时间点的 ｍＤＣ 组[(１３.６４±２.０２)分]和 ＰＢＳ 组[(１２.７８±
１.９６)分]ꎮ 加强免疫后第 ２１ 天ꎬ经 ＥＬＩＳＡ 检测ꎬｉｍＤＣ 组 ＣＩＡ 小鼠血清 ＩＬ￣１０ 和 ＴＧＦ￣β 以及脾脏 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋

Ｔｒｅｇ 比例均显著高于同时间点的 ｍＤＣ 组和 ＰＢＳ 组ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎮ 结论　 未成熟树突状细

胞可有效抑制小鼠 ＣＩＡ 的进展ꎬ其作用机制可能与未成熟树突状细胞可通过上调抗炎细胞因子的表达ꎬ刺激

Ｔｒｅｇ 细胞的增殖ꎬ从而诱导免疫耐受有关ꎮ
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Ｆｕｎｄ ｐｒｏｇｒａｍ:Ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ(８１３０１５９２)

　 　 类风湿性关节炎(ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓꎬＲＡ)是一种
常见的自身免疫病ꎬ以滑膜、软骨和软骨下骨的进行性

破坏为特征ꎬ最终导致关节变形、僵硬、强直ꎬ致残率极

高[１]ꎮ ＲＡ 病因及发病机制尚未完全明确ꎬ国内外研

究证实ꎬ滑膜组织炎性渗出ꎬ大量免疫细胞募集ꎬ各种

细胞因子形成级联反应是其发病机制的核心环节[２￣３]ꎮ
许多免疫细胞参与了 ＲＡ 的异常免疫过程ꎬ包括树突

状细胞、单核细胞、巨噬细胞、Ｔ 淋巴细胞、Ｂ 淋巴细

胞、ＮＫ 细胞等ꎮ 树突状细胞(ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ ｃｅｌｌｓꎬＤＣ)是迄
今发现的功能最强大的专职抗原提呈细胞( ａｎｔｉｇｅｎ￣
ｐｒｅｓｅｎｔｉｎｇ ｃｅｌｌｓꎬＡＰＣ)之一ꎬ是连接固有免疫和特异性

免疫的桥梁ꎬ具有未成熟和成熟两种表型ꎬ对于维持机

体免疫耐受与免疫应答之间的平衡至关重要[４]ꎮ 有

研究发现ꎬ 未成熟树突状细胞 ( ｉｍｍａｔｕｒｅ ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ
ｃｅｌｌｓꎬｉｍＤＣ)低表达 ＣＤ８０、ＣＤ８６、主要组织相容性复合

体(ｍａｊｏｒ ｈｉｓｔｏｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙ ｃｏｍｐｌｅｘ ｃｌａｓｓ ⅡꎬＭＨＣ￣Ⅱ)
等协同刺激因子时ꎬ可导致激活特异性免疫应答的低

能性[１ꎬ５]ꎻ同时ꎬｉｍＤＣ 在克罗恩病、多发性硬化等自身

免疫病的动物模型中可诱导幼稚 Ｔ 细胞 ( ｎａｉｖｅ Ｔ
ｃｅｌｌｓꎬＴｎ)向调节性 Ｔ 细胞( ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ Ｔ ｃｅｌｌｓꎬＴｒｅｇ)分
化ꎬ增加抗炎因子[如白细胞介素￣１０( ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣１０ꎬ
ＩＬ￣１０)、转化生长因子 β( ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ｂｅ￣
ｔａꎬＴＧＦ￣β)]的表达ꎬ诱导免疫耐受ꎬ抑制炎症病变[６]ꎮ
目前ꎬ尚缺少针对 ｉｍＤＣ 在 ＲＡ 病变中作用的随机对照

研究ꎮ 本研究通过建立小鼠Ⅱ型胶原诱导性关节炎
(ｃｏｌｌａｇｅｎ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓꎬＣＩＡ)模型ꎬ模拟人类 ＲＡ 并

采用 ｉｍＤＣ 和成熟树突状细胞(ｍａｔｕｒｅ ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ ｃｅｌｌｓꎬ
ｍＤＣ)分别进行干预ꎬ旨在探究 ｉｍＤＣ 对 ＣＩＡ 的作用及

其可能机制ꎬ为临床运用细胞疗法治疗或缓解 ＲＡꎬ提
供一定的理论依据ꎮ

材料与方法

一、实验动物及主要试剂和仪器

１.实验动物:选取 ６ ~ ８ 周龄、雌性 ＢＡＬＢ / ｃ 小

鼠 ４０ 只ꎬ 无 特 定 病 原 体 ( ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐａｔｈｏｇｅｎ ｆｒｅｅꎬ
ＳＰＦ)级ꎬ购于武汉大学动物实验中心[许可证号:
ＳＣＸＫ(鄂)２０１４￣０００４] ꎬ饲养于武汉大学人民医院
动物房ꎬ其中 １０ 只用于获取骨髓细胞ꎬ３０ 只用于动

物实验ꎮ
２.主要试剂和仪器:鸡Ⅱ型胶原(ｃｏｌｌａｇｅｎ ｔｙｐｅ Ⅱꎬ

ＣⅡ)、 完全弗氏佐剂 ( ｃｏｍｐｌｅｔｅ Ｆｒｅｕｎｄ′ ｓ ａｄｊｕｖａｎｔꎬ
ＣＦＡ)、冰醋酸、脂多糖( ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓꎬＬＰＳ)购于

美国 Ｓｉｇｍａ 公司ꎻ重组小鼠白细胞介素 ４( ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ
ｍｕｒｉｎｅ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣４ꎬｒｍＩＬ￣４)和重组小鼠粒细胞￣巨噬

细胞集落刺激因子( ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｍｕｒｉｎｅ ｇｒａｎｕｌｏ￣ｍａｃｒｏ￣
ｐｈａｇｅ ｃｏｌｏｎｙ￣ｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇ ｆａｃｔｏｒꎬ ｒｍＧＭ￣ＣＳＦ) 购于美国

ＰｅｐｒｏＴｅｃｈ 公 司ꎻ 三 氢￣吲 哚 菁 型 染 料 标 记 的 抗 鼠

ＣＤ１１ｃ 单抗(ＰＥ￣Ｃｙ７￣ａｎｔｉ￣ＣＤ１１ｃ)、藻红蛋白标记的抗

小鼠 ＣＤ８０ 单抗(ＰＥ￣ａｎｔｉ￣ＣＤ８０)、藻蓝蛋白标记的抗
小鼠 ＣＤ２５ 单抗和 ＣＤ８６ 单抗(ＡＰＣ￣ａｎｔｉ￣ＣＤ２５、ＡＰＣ￣
ａｎｔｉ￣ＣＤ８６)、 异硫氰酸荧光素标记的 ＣＤ４ 单抗和

ＭＨＣ￣Ⅱ单抗购于美国 ＢＤ 公司ꎻＩＬ￣１０ 和 ＴＧＦ￣β 酶联

免疫吸附法试剂盒购于 Ｒ＆Ｄ 公司ꎮ ＦＡＣＳｃａｌｉｂｕｒ 流式

细胞仪购自美国 ＢＤ 公司ꎬＩＸ７１ 型倒置相差显微镜日

本奥林巴斯公司ꎮ
二、小鼠骨髓来源 ＤＣ 的制备和鉴定

１.细胞分离、培养:参照吴舰宇等[７] 的方法并略

作改进ꎬ首先采用颈椎脱臼法处死用于获取骨髓细

胞的 １０ 只 ＢＡＬＢ / ｃ 小鼠ꎬ收集骨髓单核细胞ꎬ加入含

有 １０％灭活胎牛血清的洛斯维帕克纪念研究所￣
１６４０ 培养基 ( Ｒｏｓｗｅｌｌ Ｐａｒｋ Ｍｅｍｏｒｉａｌ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ １６４０ꎬ
ＲＰＭＩ１６４０)ꎬ调整细胞密度为 １×１０６ / ｍｌꎬ按每孔 ４ ｍｌ
接种于 ６ 孔培养板ꎬ每孔中添加 ｒｍＩＬ￣４(５ ｎｇ / ｍｌ)和

ｒｍＧＭ￣ＣＳＦ(１０ ｎｇ / ｍｌ)ꎬ３７ ℃ ５％ＣＯ２ 培养箱孵育ꎬ实
验第 ３ 天取 ６ 孔板中每孔悬浮培养基 ２ ｍｌꎬ加入新 ６
孔板ꎬ原 ６ 孔板及新 ６ 孔板中每孔再加入 ２ ｍｌ 含
ｒｍＩＬ￣４ 和 ｒｍＧＭ￣ＣＳＦ 的新鲜培养基ꎬ放入培养箱继续

孵育ꎬ实验第 ７ 天时所收集的悬浮和半贴壁细胞即

为 ｉｍＤＣꎻ同时设置对照组ꎬ采用相同的方法和试剂

培养ꎬ于实验第 ６ 天加入 ＬＰＳ(１ μｇ / ｍｌ)ꎬ培养 ２４ ｈ
后收集ꎬ即为 ｍＤＣꎮ

２.细胞形态学观察:每天在倒置相差显微镜下观
察细胞生长情况和形态变化ꎮ

３.ＤＣ 表型确定:收获 ｉｍＤＣ 和 ｍＤＣ 后ꎬ将细胞密

度调整为 １×１０６ / ｍｌꎬ在 １００ μｌ 反应体系中分别加入三

氢￣吲哚菁型染料标记的抗鼠 ＣＤ１１ｃ 单抗、藻红蛋白标

记的抗小鼠 ＣＤ８０ 单抗、藻蓝蛋白标记的抗小鼠 ＣＤ２５
单抗和 ＣＤ８６ 单抗ꎬ避光孵育 ３０ ｍｉｎꎬ磷酸盐缓冲液

(ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒｅｄ ｓａｌｉｎｅꎬＰＢＳ)洗涤两遍ꎬ加入 ４％多

聚甲醛固定后流式细胞仪检测ꎮ

２２７ 中华物理医学与康复杂志 ２０１６ 年 １０ 月第 ３８ 卷第 １０ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｐｈｙｓ Ｍｅｄ Ｒｅｈａｂｉｌꎬ Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０１６ꎬ Ｖｏｌ. ３８ꎬ Ｎｏ.１０



三、小鼠 ＣＩＡ 造模及实验分组
将 ＣⅡ加入 ０.１ ｍｏｌ / Ｌ 冰醋酸ꎬ在冰浴中充分搅拌

溶解ꎬ配成 ２ ｍｇ / ｍｌ 溶液ꎬ４ ℃冰箱放置过夜后ꎬ将 ＣⅡ
溶液与 ＣＦＡ 按 １ ∶ １ 等体积混合ꎬ充分混匀制成乳化
剂ꎬ对 ３０ 只小鼠进行初次免疫ꎬ取 ＣⅡ乳化剂 ５０ μｌ
(含 ＣⅡ５０ μｇ)对每只小鼠背部及尾根部多点皮下注
射ꎮ 初次免疫后第 ６ 天ꎬ按随机数字表法将小鼠分为
ｉｍＤＣ 组、ｍＤＣ 组和 ＰＢＳ 组ꎬ每组 １０ 只小鼠ꎮ 各组小
鼠均经尾静脉输注不同干预剂ꎬ其中 ｉｍＤＣ 组注射含
１×１０６ 个 ｉｍＤＣ 的 ＰＢＳ １００ μｌꎻｍＤＣ 组注射含 １×１０６ 个
ｍＤＣ 的 ＰＢＳ １００ μｌꎻＰＢＳ 组仅单纯注射 ＰＢＳ １００ μｌꎮ
初次免疫后第 ７ 天ꎬ对每组小鼠再行免疫 １ 次(加强免
疫)ꎬ所用药剂和剂量同初次免疫ꎮ

四、ＣＩＡ 检测指标及方法
关节炎指数(ａｒｔｈｒｉｔｉｃ ｉｎｄｅｘꎬＡＩ):于加强免疫当天

即对 ２ 组小鼠进行 ＡＩ 检测ꎬ以后每隔 ７ ｄ 检测 １ 次ꎬ共
检测 ４ 次(共用时 ３ 周)ꎬ检测方法采用 ０ ~ ４ 级评分
法ꎬ０ 分为无红肿ꎬ无炎症反应ꎻ１ 分为趾关节轻度肿
胀ꎻ２ 分为趾关节及足跖肿胀ꎻ３ 分为踝关节以下足爪
肿胀ꎻ４ 分为包括踝关节在内全部足爪肿胀[８]ꎮ

五、免疫抑制性指标检测
１.抗炎因子检测:采用酶联免疫吸附试验(ｅｎｚｙｍｅ

ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙꎬＥＬＩＳＡ)法进行抗炎因子检
测ꎮ 于加强免疫后第 ２１ 天在每只小鼠眼眶取血 ０.８ ~
１.０ ｍｌꎬ全血 ３７ ℃恒温箱静置 １ ｈ 后ꎬ放入离心管ꎬ离心
半径 ８ ｃｍꎬ２０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎꎬ吸取上清ꎬ按照
ＥＬＩＳＡ 试剂盒说明检测小鼠 ＩＬ￣１０ 和 ＴＧＦ￣β 浓度ꎮ

２. Ｔｒｅｇ 细胞检测:于加强免疫后第 ２１ 天处死 ３ 组
小鼠ꎬ取其脾脏组织在冰浴下制备细胞悬液ꎬ裂解红细
胞ꎬＰＢＳ 洗涤后加入异硫氰酸荧光素标记的 ＣＤ４ 单抗
和藻蓝蛋白标记的抗小鼠 ＣＤ２５ 单抗ꎬ４ ℃ 避光孵育
３０ ｍｉｎꎬＰＢＳ 洗涤 ２ 遍ꎬ加 ４％多聚甲醛固定ꎬ然后置于
ＦＡＣＳｃａｌｉｂｕｒ 流式细胞仪进行检测ꎮ

六、统计学处理
采用 ＳＰＳＳ １９.０ 版统计学软件对数据进行分析ꎬ

计量数据以( ｘ－ ± ｓ)表示ꎬ组间比较采用 ｔ 检验ꎬ以Ｐ<
０.０５为差异有统计学意义ꎮ

结　 　 果

一、ＤＣ 形态学观察
细胞培养 ２４ ｈ 后ꎬ可见大量单核细胞贴壁生长ꎬ

细胞聚集为均匀分布的集落ꎬ胞体小而不规则ꎻ细胞培
养第 ３~４ 天ꎬ可见大量集落形成ꎬ大多数细胞仍贴壁ꎬ
少量细胞悬浮ꎬ胞体出现细小突起的伪足ꎻ细胞培养第
６~７ 天ꎬ可见贴壁细胞集落明显减少ꎬ悬浮细胞增多ꎬ
胞体增大ꎬ胞浆透亮ꎬ胞核清楚ꎬ细胞突起粗大ꎬ呈树枝

样ꎬ即典型 ＤＣ 特点[９](图 １)ꎮ

图 １　 细胞培养第 ７ 天树突状细胞形态(×４００)

二、ＤＣ 表型确定
细胞培养第 ６~７ 天ꎬ经流式细胞仪检测ꎬ２ 种 ＤＣ

细胞 ＣＤ１１ｃ 的表达率均为 ８７.４％ꎻｉｍＤＣ 细胞 ＣＤ８０、
ＣＤ８６、ＭＨＣ￣Ⅱ表达率分别为 ３２.３％、２５.６％、４４. ０％ꎬ
ｍＤＣ 细胞 ＣＤ８０、ＣＤ８６、ＭＨＣ￣Ⅱ表达率分别为 ９１.５％、
９０.９％、 ９４. ２％ꎬ 证明 ｉｍＤＣ 和 ｍＤＣ 诱导分化成功
(图 ２) [９￣１０]ꎮ

三、ＡＩ 评估
初次免疫后ꎬ３ 组小鼠四只足爪均出现轻度肿胀ꎬ

局限于趾间关节ꎬ无畸形或强直ꎻ加强免疫后第 １ 天
(初次免疫后第 ７ 天)ꎬｉｍＤＣ 组和 ＰＢＳ 组肿胀加重ꎬ累
及踝关节ꎬ而部分小鼠开始逐渐减轻ꎬ至加强免疫后第
２１ 天ꎬｉｍＤＣ 组小鼠 ＡＩ 值为(７.３２±１.６３)分ꎬ显著优于
同时间点的 ｍＤＣ 组 [( １３. ６４ ± ２. ０２) 分] 和 ＰＢＳ 组
[(１２.７８±１.９６)分]ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎬ
详见表 １ꎮ

四、抗炎细胞因子测定
加强免疫后第 ２１ 天ꎬ经 ＥＬＩＳＡ 检测ꎬｉｍＤＣ 组 ＣＩＡ

小鼠血清 ＩＬ￣１０ 和 ＴＧＦ￣β 均显著高于同时间点的 ｍＤＣ
组和 ＰＢＳ 组ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ< ０.０１)ꎬ详见
表 １ꎮ

表 １　 加强免疫后第 ２１ 天 ３ 组小鼠 ＡＩ 值、细胞因子浓度

及 Ｔｒｅｇ 检测结果比较(ｘ－±ｓ)

组别　 只数 ＡＩ 值(分) ＩＬ￣１０
(ｐｇ / ｍｌ)

ＴＧＦ￣β
(ｐｇ / ｍｌ)

Ｔｒｅｇ 检测
(％)

ｉｍＤＣ 组 １０ ７.３２±１.６３ １１.６８±２.０４ ２６.９３±４.３２ ４.５２±１.２３
ｍＤＣ 组 １０ １３.６４±２.０２ａ ４.３２±１.７５ａ １２.１５±２.６７ａ ３.０９±０.９６ａ

ＰＢＳ 组 １０ １２.７８±１.９６ａ ５.０３±１.５８ａ １３.１０±２.５２ａ ３.１２±０.８９ａ

　 　 注:与 ｉｍＤＣ 组比较ꎬａＰ<０.０１

五、Ｔｒｅｇ 检测
加强免疫后第 ２１ 天ꎬ经流式细胞仪检测ꎬｉｍＤＣ 组

小鼠的脾脏 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ Ｔｒｅｇ 比例显著高于同时间点
的 ｍＤＣ 组和 ＰＢＳ 组ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎬ
详见表 １ 和图 ３ꎮ

３２７中华物理医学与康复杂志 ２０１６ 年 １０ 月第 ３８ 卷第 １０ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｐｈｙｓ Ｍｅｄ Ｒｅｈａｂｉｌꎬ Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０１６ꎬ Ｖｏｌ. ３８ꎬ Ｎｏ.１０



图 ２　 ２ 种 ＤＣ 细胞表型的流式细胞检测

图 ３　 流式细胞仪检测脾脏 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ 比例

讨　 　 论

ＲＡ 是以多关节受累为主要表现的慢性自身免疫

病ꎬ滑膜组织通过自分泌和旁分泌产生大量细胞因子ꎬ
募集免疫细胞ꎬ激活自身免疫反应[１１]ꎮ Ｔｎ 受到炎症因

子诱导ꎬ分化为 Ｔｈ１、Ｔｈ２ 和 Ｔｈ１７ꎬ其中 Ｔｈ１７ 在介导自
身免疫性炎症的过程中ꎬ发挥关键作用ꎮ 各种炎症细
胞因子与免疫细胞互相激活ꎬ形成级联式网络反应ꎬ导
致 ＲＡ 病情不断进展ꎬ迁延不愈[１２]ꎮ 传统治疗 ＲＡ 的

药物包括糖皮质激素、细胞毒药物、非甾体抗炎药
(ｎｏｎ￣ｓｔｅｒｏｉｄａｌ ａｎｔｉ￣ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｄｒｕｇｓꎬＮＳＡＩＤｓ)、缓解病
情抗风湿药 ( ｄｉｓｅａｓｅ￣ｍｏｄｉｆｙｉｎｇ ａｎｔｉ￣ｒｈｅｕｍａｔｉｃ ｄｒｕｇｓꎬ
ＤＭＡＲＤｓ)等药物ꎬ以及近年来广泛使用的生物制剂ꎬ

而被列为研究热点的受体或信号通路阻滞剂ꎬ也正在
积极向临床应用转化[１３]ꎮ

ＤＣ 作为最重要的 ＡＰＣꎬ具有未成熟和成熟两种表
型ꎬ分别介导免疫耐受和免疫应答ꎬ对于机体免疫稳态

的维持至关重要[４]ꎮ ｉｍＤＣ 已在诸多自身免疫病的动

物模型中ꎬ被证明可诱导免疫耐受ꎬ缓解炎症病变ꎬ是
蕴含巨大应用价值的细胞疗法[１４￣１６]ꎮ 作为公认理想的

ＲＡ 动物模型ꎬ小鼠 ＣＩＡ 成功模拟了 ＲＡ 的病理生理特
点和免疫学微环境ꎬ为探究 ｉｍＤＣ 治疗作用提供必需条
件ꎮ 本研究结果证实ꎬ小鼠骨髓来源的单核细胞经诱
导分化为 ｉｍＤＣ 后ꎬ低表达 ＣＤ８０、ＣＤ８６ 及 ＭＨＣ￣Ⅱ等
协同刺激因子ꎬ这种细胞表型不能有效地激活特异性
免疫反应ꎬ导致以 Ｔｈ１７ 为代表的淋巴细胞应答无

４２７ 中华物理医学与康复杂志 ２０１６ 年 １０ 月第 ３８ 卷第 １０ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｐｈｙｓ Ｍｅｄ Ｒｅｈａｂｉｌꎬ Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０１６ꎬ Ｖｏｌ. ３８ꎬ Ｎｏ.１０



能[１７]ꎮ 本研究中ꎬ ＣＩＡ 小鼠加强免疫后ꎬｍＤＣ 组和
ＰＢＳ 组足爪病理改变均较 ｉｍＤＣ 组严重ꎬ说明 ｉｍＤＣ 在
同源小鼠体内确实能有效遏制关节炎进展ꎮ 相关文献
报道ꎬｉｍＤＣ 进入机体后可刺激抗炎细胞因子 ＩＬ￣１０ 和
ＴＧＦ￣β 表达增加ꎬ拮抗炎症因子的作用ꎬ减轻组织病
变[１５]ꎬ而本研究采用 ＥＬＩＳＡ 法测小鼠血清 ＩＬ￣１０ 和
ＴＧＦ￣β 浓度ꎬ加强免疫后第 ２１ 天ꎬｉｍＤＣ 组 ＣＩＡ 小鼠血
清 ＩＬ￣１０ 和 ＴＧＦ￣β 均显著高于同时间点的 ｍＤＣ 组和
ＰＢＳ 组ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎬ其结果正好证
实了以上文献的结论ꎮ 关于抗炎介质表达增加的途
径ꎬ许多免疫学家认为是 ｉｍＤＣ 激活 Ｔｒｅｇ 细胞群ꎬ触发
了强大的免疫耐受效应[１８]ꎮ Ｔｒｅｇ 是特异性免疫的负
性调节因素ꎬ在炎症反应过于强烈或攻击自身组织时ꎬ
可由相关因子刺激 Ｔｎ 分化生成ꎻ有研究证明ꎬｉｍＤＣ 在
这一转化过程中发挥重要作用ꎬ被激活的 Ｔｒｅｇ 可大量
分泌 ＩＬ￣１０ 和 ＴＧＦ￣βꎬ实现免疫耐受和抗炎效果[１９]ꎮ
本研究以流式细胞技术检测小鼠脾脏细胞中 ＣＤ４＋

ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ 细胞比例ꎬ结果显示ꎬ加强免疫后第 ２１ 天ꎬ
ｉｍＤＣ 组的 Ｔｒｅｇ 细胞比例明显高于 ｍＤＣ 组和 ＰＢＳ 组ꎬ
充分说明 ｉｍＤＣ 诱导免疫耐受的途径ꎬ很可能是刺激
Ｔｒｅｇ 细胞群增殖所致ꎮ

综上所述ꎬ本研究证实了 ｉｍＤＣ 对 ＣＩＡ 的治疗效
果ꎬ并揭示其作用机制很可能是通过刺激 Ｔｒｅｇ 增殖ꎬ上
调 ＩＬ￣１０ 和 ＴＧＦ￣β 分泌ꎬ从而实现自身免疫耐受ꎬ该结
果可为 ＲＡ 的细胞治疗提供理论支持ꎮ
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