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  摘 要:目的 研究髓源树突状细胞(BMDCs)对Ⅱ型胶原诱导关节炎(CIA)小鼠CD4+CD25+ 调节性T
细胞(Treg细胞)的影响及作用机制。方法 从40只雄性BALB/c小鼠中,随机选择10只颈椎脱臼法处死,收
集来自骨髓的单核细胞,用白细胞介素(IL)-4、粒细胞-巨噬细胞集落刺激因子(GM-CSF)及脂多糖(LPS)分别

诱导使其成为未成熟树突状细胞(imDC)及成熟树突状细胞(mDC),同时应用流式细胞术对细胞表型进行分

析,采用免疫印迹法(Western
 

blotting)检测共刺激分子CD80、CD86和主要组织相容性复合体(MHCⅡ)蛋白

表达。另取上述小鼠30只,采用Ⅱ型胶原免疫,建立类风湿关节炎(RA)小鼠模型。在免疫之后第6天,按照随

机数字表法把小鼠分为空白对照组(10只)、imDC组(10只)和mDC组(10只),分别沿小鼠尾静脉注射磷酸盐

缓冲液(PBS)、imDC和mDC;于免疫之后第7天对3组小鼠进行免疫强化操作,于免疫强化之后第21天检测

3组小鼠的关节变形情况,并测定关节炎指数(AI)评分;酶联免疫吸附试验(ELISA)及 Western
 

blotting测定

小鼠血清转化生长因子(TGF)-β和IL-10的表达,流式细胞术检测小鼠脾脏组织Treg细胞比例。结果 髓源

单核细胞经IL-4+GM-CSF诱导后,其共刺激分子CD80、CD86、MHC-Ⅱ表达率分别为36.80%±5.86%、
32.80%±6.42%、56.80%±5.36%,即 为imDC;经IL-4+GM-CSF+LPS诱 导 后,其 共 刺 激 分 子 CD80、
CD86、MHC-Ⅱ表达率分别为90.03%±7.38%、89.87%±7.10%、93.03%±7.76%,即为mDC;结果表明,树

突状细胞(DC)成功诱导分化为imDC和mDC。强化免疫后第21天,imDC组AI评分[(7.28±1.45)分]显著

高于mDC组[(13.78±2.14)分]和空白对照组AI评分[(12.31±1.83)分],差异有统计学意义(P<0.05);
imDC组血清IL-10和TGF-β[(11.32±2.17)pg/mL和(27.15±4.71)pg/mL]显著高于 mDC组[(5.47±
1.83)pg/mL和(11.64±2.67)pg/mL]及空白对照组[(4.96±1.79)pg/mL和(12.06±2.25)pg/mL],差异均

有统计学意义(P<0.05);imDC组脾脏Treg细胞比例(4.62%±1.03%)显著高于mDC组(3.05%±0.87%)
和空白对照组(3.03%±0.91%),差异均有统计学意义(P<0.05)。结论 髓源imDC可缓解CIA小鼠的病

情,促进抗炎细胞因子IL-10和TGF-β表达,加快Treg细胞增殖,从而导致免疫耐受。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

effects
 

of
 

bone
 

marrow
 

derived
 

dendritic
 

cells
 

(BMDCs)
 

on
 

CD4+

CD25+Treg
 

cells
 

in
 

type
 

Ⅱ
 

collagen-induced
 

arthritis
 

(CIA)
 

mice
 

and
 

its
 

mechanism.Methods From
 

40
 

male
 

BALB/c
 

mice,10
 

were
 

randomly
 

selected
 

to
 

be
 

sacrificed
 

by
 

cervical
 

dislocation
 

method,and
 

murine
 

marrow-
derivedmonocyteswere

  

isolated
 

and
 

collected.Immature
 

dendritic
 

cells
 

(imDCs)
 

and
 

mature
 

dendritic
 

cells
 

(mDC)
 

were
 

induced
 

by
 

interleukin
 

(IL-4),granulocyte-macrophage
 

colony-stimulating
 

factor
 

(GM-CSF)
 

and
 

lipopolysaccharide
 

(LPS),and
 

their
 

cell
 

phenotypes
 

were
 

confirmed
 

with
 

flow
 

cytometry.The
 

expressions
 

of
 

costimulatory
 

molecules
 

CD80,CD86
 

and
 

MHCⅡ
 

were
 

detected
 

by
 

Western
 

blotting.Another
 

30
 

mice
 

were
 

selected
 

and
 

immunized
 

with
 

type
 

Ⅱ
 

collagen
 

to
 

establish
 

rheumatoid
 

arthritis
 

(RA)
 

mice
 

models.On
 

day
 

6
 

after
 

first
 

immunization,mice
 

were
 

divided
 

into
 

blank
 

control
 

group
 

(n=10),imDC
 

group
 

(n=10)
 

and
 

mDC
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group
 

(n=10)
 

according
 

to
 

random
 

number
 

table
 

method.Phosphate
 

buffer
 

solution
 

(PBS),imDC
 

and
 

mDC
 

were
 

injected
 

through
 

the
 

caudal
 

vein
 

respectively.On
 

day
 

7
 

after
 

immunization,the
 

three
 

groups
 

of
 

mice
 

were
 

subjected
 

to
 

immunization
 

enhancement.The
 

joint
 

deformation
 

of
 

the
 

three
 

groups
 

of
 

mice
 

was
 

observed
 

on
 

day
 

21
 

after
 

immunization
 

enhancement,and
 

the
 

arthritis
 

index
 

(AI)
 

was
 

determined.The
 

expressions
 

of
 

ser-
um

 

TGF-β
 

and
 

IL-10
 

were
 

determined
 

by
 

enzyme-linked
 

immunosorbent
 

assay
 

(ELISA)
 

and
 

Western
 

blot-
ting,while

 

the
 

proportion
 

of
 

Treg
 

cells
 

was
 

determined
 

by
 

flow
 

cytometry.Results After
 

induction
 

by
 

IL-4+
GM-CSF,the

 

expression
 

rates
 

of
 

CD80,CD86
 

and
 

MHC-Ⅱof
 

were
 

36.80%±5.86%,32.80%±6.42%
 

and
 

56.80%±5.36%
 

respectively,which
 

were
 

imDCs.After
 

induction
 

by
 

IL-4+GM-CSF+LPS,the
 

expression
 

rates
 

of
 

CD80,CD86
 

and
 

MHC-Ⅱ
 

were
 

90.03%±7.38%,89.87%±7.10%
 

and
 

93.03%±7.76%
 

respective-
ly,which

 

were
 

mDCs.The
 

results
 

showed
 

that
 

DCs
 

was
 

successfully
 

induced
 

into
 

imDCs
 

and
 

mDCs.On
 

day
 

21
 

after
 

immunization,AI
 

score
 

of
 

imDC
 

group
 

[(7.28±1.45)
 

points]
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

mDC
 

group
 

[(13.78±2.14)
 

points]
 

and
 

blank
 

control
 

group
 

[(12.31±1.83)
 

points],and
 

the
 

differences
 

were
 

sta-
tistically

 

significant
 

(P<0.05).Serum
 

IL-10
 

and
 

TGF-β
 

[(11.32±2.17)
 

pg/mL
 

and
 

(27.15±4.71)
 

pg/mL]
 

in
 

imDC
 

group
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

mDC
 

group
 

[(5.47±1.83)
 

pg/mL
 

and
 

(11.64±2.67)
 

pg/mL]
 

and
 

blank
 

control
 

group
 

[(4.96±1.79)
 

pg/mL
 

and
 

(12.06±2.25)
 

pg/mL],and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).The
 

proportion
 

of
 

spleen
 

Treg
 

cells
 

in
 

imDC
 

group
 

(4.62%±1.03%)
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

mDC
 

group
 

(3.05%±0.87%)
 

and
 

blank
 

control
 

group
 

(3.03%±0.91%),
with

 

statistical
 

significance
 

(P<0.05).Conclusion ImDC
 

derived
 

from
 

bone
 

marrow
 

is
 

likely
 

to
 

alleviate
 

the
 

disease
 

in
 

CIA
 

mice,promote
 

the
 

expression
 

of
 

anti-inflammatory
 

cytokines
 

IL-10
 

and
 

TGF-β,and
 

accelerate
 

the
 

proliferation
 

of
 

Treg
 

cells,leading
 

to
 

immune
 

tolerance.
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  类风湿关节炎(RA)是一类较为多见的自身免疫

性疾病,以滑膜、骨及软骨的进展性损伤为显著特点,
最后能够使关节出现形状改变、硬化强直等现象,具
有特别高的致残率[1-2]。实验研究表明,包括淋巴细

胞、滑膜细胞、树突状细胞(DC)等免疫细胞通过分泌

各种细胞因子参与RA的发病[3-4]。DC是目前已知

的作用最大的专职抗原提呈细胞(APC)之一,是固有

免疫及获得性免疫之间的重要纽带,其在保持人体免

疫耐受和免疫应答之间的平衡中发挥重要作用[5-6]。
有研究表明,当未成熟树突状细胞(imDC)低表达

CD80、CD86、主要组织相容性复合体(MHCⅡ)等细

胞因子时,能使特异性免疫应答的较低潜能活化[7-9];
也有研究表明,imDC在克罗恩病、多发性硬化症等自

身免疫性疾病的动物模型上能诱导幼稚T细胞(Tn)
向调节性T细胞(Treg)分化,促进抗炎因子如白细胞

介素(IL)-10、转化生长因子(TGF)-β的表达,诱导免

疫耐受,抑制炎症性病变[10]。本实验通过制作Ⅱ型胶

原(CⅡ)诱导关节炎(CIA)小鼠模型,利用imDC和成

熟树突状细胞(mDC)对其进行干预操作,以探讨im-
DC对CIA的作用及其作用机制,为临床开展RA细

胞治疗提供新的方案。
1 材料与方法

1.1 实验动物 40只6~8周龄的雄性BALB/c小

鼠饲养于郑州大学动物实验中心无特定病原体(SPF)
环境内,自由进食及进水,试验操作中对动物的处理

遵照动物伦理学的规则,动物许可证号:SYXK(豫)

2017-0028。其中10只小鼠用于获取骨髓源单核细

胞,另外30只用于制作CIA动物模型。
1.2 仪器与试剂 CⅡ、完全弗氏佐剂(CFA)、冰醋

酸、脂多糖(LPS)购自美国Sigma公司,重组小鼠白

细胞介素(rmIL)-4和重组小鼠粒细胞-巨噬细胞集落

刺激因子(rmGM-CSF)购自美国PeproTech公司,三
氢-吲哚菁型染料标记的抗鼠CD11c单抗(FE-Cy7-
anti-CD11c)、藻蓝蛋白(PE)标记的抗小鼠CD25单

抗、CD86单抗(APC-anti-CD25、APC-anti-CD86)、藻
红蛋白标记的抗小鼠CD80单抗(PE-anti-CD80)、异
硫氰酸荧光素(FITC)标记的CD4单抗以及 MHCⅡ
单抗购自美国BD公司,抗IL-10、抗-TGF-β和抗β-
actin

 

单克隆抗体购自美国Santa
 

Cruz公司,荧光标

记山羊抗兔二抗及荧光标记大鼠抗山羊二抗购自英

国Abcam公司,TGF-β和IL-10
 

ELISA试剂盒购自

德国R&D公司。FACSCalibur流式细胞仪购自美国

BD公司,倒置相差显微镜IX71型购自日本Olympus
公司。
1.3 方法

1.3.1 小鼠 BMDCs的分离[11]及培养 取10只

BALB/c小鼠,用颈椎脱臼的方法将其处死,分离小鼠

的股骨以及胫骨,再使用 RPMI
 

1640培养基洗涤3
次,除去两边的骨骺,用1

 

mL
 

的细空针吸取 RPMI
 

1640培养基,多次洗涤骨髓空腔,同时使其完全分散

开来,于25
 

℃下2
 

000
 

r/min离心10
 

min,弃上层清

液,收集骨髓单核细胞,按1︰1的比例滴加红细胞
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裂解液,25
 

℃放置2
 

min,待裂解结束,1
 

500
 

r/min
离心5

 

min,除去上层清液,用培养基重悬细胞,使细

胞浓度达到1×106/L,以4毫升/孔的密度将其种于

6孔板内,每孔中加入含GM-CSF(20
 

ng/mL)+IL-4
(10

 

ng/mL)的 RPMI
 

1640培养基2
 

mL,5%CO2、
37

 

℃培养箱中孵育,培养第3天时用6孔板内的单孔

悬浮培养液2
 

mL,加入全新的6孔板内再培养,每孔

再加入含GM-CSF(20
 

ng/mL)及IL-4(10
 

ng/mL)的
RPMI

 

1640培养基2
 

mL,5%CO2、37
 

℃培养箱中继

续培养,培养7
 

d时,采集悬浮及半贴壁的细胞即为

imDC。同时设置同型对照组。采用相同培养方法,
培养第6天于6孔板中加入含LPS(1

 

μg/mL)RPMI
 

1640培 养 基2
 

mL,5%CO2、37
 

℃培 养 箱 中 培 养

24
 

h,收获的细胞即为mDC。在光学显微镜下观察其

形态同时采集照片。
1.3.2 小鼠BMDCs的电镜形态观察 取上述培养

的DC,以1
 

500
 

r/min离心10
 

min,弃上层清液,用
0.1

 

mol/L磷酸盐缓冲液(PBS)洗涤3次。用50
 

μL
 

PBS重新悬浮细胞,把细胞悬浮液滴在多聚赖氨酸包

被的盖玻片上,37
 

℃的恒温电烤箱中加热15
 

min,然
后待细胞自然沉于盖玻片上。细胞沉淀之后,用冷的

PBS缓慢漂洗3
 

次,再在4
 

℃下用冷的pH7.4、3%戊

二醛固定1
 

h。再用PBS
 

洗涤3次,每次约30
 

min,
用1%锇酸固定1

 

h。PBS漂洗3次,然后使用不同浓

度的乙醇慢慢逐步脱水,置换、干燥镀膜。采用电子

显微镜观察细胞形态并记录。
1.3.3 小鼠BMDCs的表型检测 取上述imDC和

mDC,将细胞调整为1×106/mL,在100
 

μL反应体系

中分别加入1
 

μL的三氢-吲哚菁型染料标记的抗鼠

CD11c单抗、0.3
 

μL用PE标记的抗小鼠CD80单抗、
0.6

 

μL用PE标记的抗小鼠CD25单抗以及CD86单

抗,0.9
 

μL用FITC标记的 MHCⅡ单抗,4
 

℃黑暗条

件下反应30
 

min,用PBS漂洗2次,除去尚未结合上

的抗体,滴加4%的多聚甲醛进行固定之后,同时做空

白对照,采用流式细胞仪检测,并用FlowJo软件进行

结果分析。
1.3.4 小鼠 BMDCs共刺激分子 CD80、CD86和

MHCⅡ蛋白表达 用蛋白质裂解液提取蛋白,测定

蛋白质浓度(Bradford法)。将蛋白质样品进行10%
的SDS-PAGE电泳,把转移蛋白质于聚偏氟乙烯膜

上。于25
 

℃下封闭1
 

h,加入兔抗人CD80多克隆抗

体(1∶1
 

000)以 及 兔 抗 人 CD86 多 克 隆 抗 体

(1∶1
 

000),25
 

℃下培育2
 

h,同时用小鼠抗人GAD-
PH单克隆抗体(1∶2

 

000)作为内参照。洗涤之后加

入辣根过氧化物酶(HRP)标记的羊抗兔二抗(1∶
2

 

000)反应1
 

h,然后加ECL发光剂,暗室X光胶片

曝光,在10~20
 

min内显影及定影。用 Quantity
 

One系统对目的条带的灰度值进行计算分析,用目的

条带灰度和内参条带灰度比值作为目的蛋白的相对

表达量。
1.3.5 CIA小鼠模型及实验分组 在CⅡ中滴加

0.1
 

mol/L的冰醋酸,将其在4
 

℃条件下缓慢溶解,得
到2

 

mg/mL
 

的溶液,4
 

℃冰箱静置一夜之后,把CⅡ
溶液和CFA按照1︰1的比例混匀即为乳化剂,用
30只小鼠对其进行首次免疫,取50

 

μL的CⅡ乳化剂

在每只小鼠的尾根部和背部等部位进行皮下注射。
首次免疫之后的第6天,依照随机原则把小鼠分为

imDC组(10只)、空白对照组(10只)和 mDC组(10
只)。每组小鼠都从尾静脉注入相异的干预剂,其中

imDC组静注含有1×106 个imDC的PBS
 

100
 

μL,
mDC组静注含有1×106 个 mDC的PBS

 

100
 

μL,空
白对照组静注100

 

μL的PBS。首次免疫后1周时,
各组小鼠分别再进行1次免疫强化,使用的药物及剂

量与首次免疫相同。
1.4 观察指标

1.4.1 关节炎指数(AI)评分 测定在免疫强化的同

一天对两组小鼠的AI评分进行测定,之后每隔7
 

d测

定1次,一共测定4次(用时3周),检测方法采用5
 

级

评分法进行评估。0级:正常的关节;1级:关节发红

但是不肿;2级:关节有轻微红肿;3级:关节中等程度

红肿;4级:关节重度红肿同时伴有功能受限。AI评

分为每只小鼠四肢关节评分的汇总,最高分为16分。
各实验组所有小鼠关节炎的总得分除以该组小鼠的

数量为该组小鼠的平均AI评分。
1.4.2 血清IL-10及TGF-β水平检测 于免疫强化

之后第21天,在各组小鼠眼眶上取血1.0
 

mL,以
2

 

000
 

r/min离心15
 

min,收集上层清液,遵照ELISA
试剂盒的说明书测定小鼠血清IL-10及TGF-β水平。
1.4.3 流式细胞术测定 CD4+于强化免疫第21天

处死3组小鼠,取出脾脏,在冰浴条件下分离脾细胞,
裂解红细胞,用PBS洗涤3次,用免疫磁珠试剂盒分

选CD4+T细胞,使细胞的浓度变为4×106/100
 

μL,
接种至含 RPMI

 

1640培养基的24孔培养板,5%
CO2、37

 

℃的培养箱中培育48
 

h,收集各组细胞,PBS
洗涤3次,使细胞浓度达到1×106/mL,用FITC标记

的CD4单抗以及PE标记的抗小鼠CD25单抗,4
 

℃
黑暗条件下反应30

 

min,PBS漂洗2次,滴加4%的多

聚甲醛固定,同时做空白对照,最后放于流式细胞仪

进行测定。
1.4.4 免疫印迹法检测 检测小鼠脾脏组织IL-10
和TGF-β蛋白表达在4℃条件下(冰水中)将上述脾

脏组织匀浆裂解,提取蛋白。使用紫外分光光度计测

量蛋白质浓度。蛋白质的单孔上样量为25
 

μg。十二

烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE)电泳

后,将蛋白质转到PVDF膜上,再使用5%的脱脂奶

粉封闭2
 

h,TBST将膜洗涤3次,之后分别孵育羊抗
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小鼠的抗IL-10(1∶100)、TGF-β(1∶1
 

000)抗体及抗

β-actin(1∶5
 

000)抗体,4
 

℃放置一夜;用TBST将膜

洗涤3次之后,再用IL-10及TGF-β孵育辣根过氧化

物酶(HRP)标记二抗(1∶5
 

000),反应2
 

h之后,用
TBST将膜再洗涤3次。最后,Luminol

 

Ecl
 

Reagent
显影,并采用Image

 

J软件对图像做灰度值扫描。
1.5 统计学处理 应用SPSS20.0版统计学软件分

析数据,服从正态分布的计量数据以x±s表示,采用

方差分析,组间进一步两两比较采用LSD-t 法。以

P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 小鼠BMDCs的体外培养形态变化 分离的小

鼠骨髓细胞,经 GM-CSF加IL-4诱导后培养的第3
天,能够见到具有树突状突起的细胞,形态上体积小,
比较圆润,贴壁生长,不牢固,同时也有集落样生长现

象。培养第5天细胞的突起慢慢增加,细胞团也慢慢

增加,细胞的形态体积逐渐变大,细胞膜上的树突状

突起变多,剧烈晃动时会从培养板上脱离,见图1A、
1B。骨髓细胞经 GM-CSF+IL-4+LPS诱导后第8
天,悬浮细胞的形态逐渐变大,突起显著变多变长,细
胞膜上也慢慢伸出显著的树突样结构,长短不均,集
中生长,见图1C、1D。
2.2 小鼠BMDCs细胞表型分析 髓源单核细胞经

IL-4+GM-CSF诱导后,其共刺激分子CD80、CD86、
MHC-Ⅱ表达率分别为36.80%±5.86%、32.80%±
6.42%、56.80%±5.36%,即为imDC;经IL-4+GM-
CSF+LPS 诱 导 后,其 共 刺 激 分 子 CD80、CD86、
MHC-Ⅱ表达率分别为90.03%±7.38%、89.87%±
7.10%、93.03%±7.76%,即为mDC。与imDC组比

较,mDC 组 标 志 性 分 子 CD11c,以 及 共 刺 激 分 子

CD80、CD86和 MHCⅡ表达率显著升高,差异均统计

学意义(P<0.05)。结果表明DC成功诱导分化为

imDC和mDC。

  注:A为imDC第5
 

天倒置显微镜下(×100);B为imDC第5
 

天扫描电镜下(×3
 

000);C为mDC第8
 

天倒置显微镜下(×100);D为mDC第8
 

天扫描电镜下(×3
 

000)。

图1  小鼠BMDCs体外培养形态变化

2.3 小鼠BMDCs
 

CD80、CD86和 MHCⅡ蛋白表

达 与imDC 组 比 较,mDC 组 的 CD80、CD86 和

MHCⅡ蛋白表达明显升高,差异均有统计学意义

(P<0.05);表 明imDC 受 到 刺 激 后,共 刺 激 分 子

CD80、CD86和 MHCⅡ表达会明显上升,进一步证实

imDC和mDC诱导分化成功。见图2。

图2  树突状细胞CD80/CD86和 MHCⅡ蛋白表达

2.4 CIA小鼠AI的变化 首次免疫之后,3组小鼠

的足部均有不同程度的轻微肿胀,但仅位于趾间关

节,并没有畸形或者是强直现象。强化免疫之后第1
天(首次免疫后第7天),imDC组和空白对照组肿胀

加重,累及踝关节,但部分小鼠症状开始逐步缓解。
强化免疫后第21天,imDC组AI评分[(7.28±1.45)

分]显著高于mDC组[(13.78±2.14)分]和空白对照

组AI评分[(12.31±1.83)分],差异均有统计学意义

(P<0.05)。

2.5 CIA小鼠血清IL-10和TGF-β水平变化 强化

免疫 后 第 21 天,imDC 组 血 清 IL-10 和 TGF-β
[(11.32±2.17)pg/mL和(27.15±4.71)pg/mL]显
著高于 mDC组[(5.47±1.83)pg/mL和(11.64±
2.67)pg/mL]及空白对照组[(4.96±1.79)pg/mL和

(12.06±2.25)pg/mL],差异均有统计学意义(P<
0.05)。

2.6 CIA小鼠脾脏IL-10和TGF-β蛋白表达 强化

免疫后第21天,imDC 组 CIA 小 鼠 脾 脏IL-10和

TGF-β蛋白表达均明显高于 mDC组和空白对照组,
差异均有统计学意义(P<0.05)。见图3。

2.7 CIA小鼠脾脏Treg细胞变化 强化免疫后第

21天,imDC组脾脏Treg细胞比例(4.62%±1.03%)
显著高于 mDC组(3.05%±0.87%)和空白对照组

(3.03%±0.91%),差异均有统计学意义(P<0.05)。
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  注:A为imDC组;B为mDC组;C为空白对照组。

图3  小鼠脾脏IL-10和TGF-β蛋白表达

3 讨  论

  RA起病通常是由人体内免疫耐受被破坏、体液

免疫亢进[12]造成的。DC作为机体内仅存的能够使

初始T细胞发生免疫应答的抗原提呈细胞[13],在RA
的发生发展中起着关键的作用。有研究提出,imDC
在很大程度上能够诱导Treg细胞产生,同时使自身

免疫性T淋巴细胞发挥清除作用来维持机体的免疫

稳态[14-16]。这为RA患者体内自身反应性T淋巴细

胞的清扫,以及免疫耐受重建提供了新的治疗希望。
但是对于机体内能够捕捉自身抗原的DC来说,使其

处于imDC状态则能很大程度上控制RA的病情,甚
至将其彻底治愈。

在众多的自身免疫性疾病的动物模型上,imDC
作为一种含有重大使用价值的细胞疗法,可以诱导机

体产生免疫耐受,从而治疗炎性疾病。CIA小鼠模型

能够有效地仿照RA患者的病理生理特征及其免疫

系统的微生态,是一种被大家所公认的 RA 动物模

型,可用于imDC相关实验研究。本研究结果表明,
小鼠髓源单核细胞被诱导分化成为imDC之后,能够

使共刺激分子CD80、CD86和 MHCⅡ等细胞因子出

现低表达现象,这类细胞的表型不具有强大的活化特

异性免疫反应的功能,从而致使以Th17细胞为首的

T淋巴细胞产生无效应答[16]。在本研究中,CIA小鼠

经再次免疫强化之后,mDC组及空白对照组小鼠的

足部病理变化与imDC组相比较为严重,说明在同源

的小鼠体内imDC的确可以在一定程度上缓解关节

炎的进展,改善病情。有文献提出,imDC进入体内之

后可以增加抗炎细胞因子IL-10及TGF-β的表达,对
炎症因子产生强烈的抑制效果,从而缓解组织处的病

变[18]。本研究结果表明,小鼠免疫强化之后的第21
天,imDC组CIA小鼠血清、脾脏的IL-10和 TGF-β
均显著高于mDC组和对照组,结果与上述文献报道

一致。相关类型抗炎介质表达增加的过程中,有许多

免疫学者认为是imDC激活Treg细胞群,激发了巨

大的免疫耐受反应[19]。Treg细胞作为特异性免疫的

负向调控因子,在炎症过程处于剧烈状态下或者有自

身的组织细胞受到攻击时,能够由相关细胞因子刺激

Tn的分化从而使其产生。有研究表明,imDC在整个

的变化过程中产生了相当关键的作用,被活化的Treg
细胞能够产生大量的IL-10及TGF-β,从而达到免疫

耐受及抗炎的目的[20]。本研究结果表明,小鼠强化免

疫之后第21天,imDC组小鼠脾脏Treg细胞比值与

mDC组及空白对照组相比显著增高,这提示imDC诱

导免疫耐受的途径可能是由于Treg细胞群受到某种因

素的刺激进而获得增殖所致。
因此,imDC能够诱导Treg细胞的产生及体内自

身反应性T细胞的清除,目前这是RA研究的热点,
至于怎样用最佳的药物保持递呈自身抗原DC在im-
DC状态当前尚未发现。但是,随着免疫学、分子生物

学以及基因组学等先进性学科的快速发展,以后的科

研探究有望就如何调节imDC来重建自身免疫性疾

病患者免疫耐受进行讨论,为RA的治疗乃至彻底治

愈提供最佳的治疗策略。
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