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不同方法诱导 ＴＨＰ⁃１ 细胞分化效果比较
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　 　 【摘要】 　 目的　 优化不同方法刺激 ＴＨＰ⁃１ 细胞定向分化为 Ｍ１、Ｍ２ 巨噬细胞及 ＤＣ 细胞，为 Ｍ１、Ｍ２ 和 ＤＣ 三

种体外细胞模型研究奠定基础。 方法　 首先用 ＰＭＡ 和 ＧＭ⁃ＣＳＦ ／ Ｍ⁃ＣＳＦ 两种方法刺激诱导 ＴＨＰ⁃１ 细胞分化，再分

别添加不同细胞因子诱导其分化为 Ｍ１、Ｍ２ 和 ＤＣ 细胞，观察细胞形态的变化，并用流式细胞术检测细胞表面分子

的表达情况。 结果　 两种方法刺激细胞 ＣＤ 分子表达的整体趋势基本一致。 ＴＨＰ⁃１⁃Ｍ１ 细胞表面 ＣＤ８０ 和 ＣＤ８６ 表

达量显著增加；ＴＨＰ⁃１⁃Ｍ２ 细胞高表达 ＣＤ１６３ 和 ＣＤ２０９；ＴＨＰ⁃１⁃ＤＣ 细胞 ＣＤ１４ 表达量显著降低，高表达 ＣＤ８０、ＣＤ８６
和 ＣＤ１１ｃ。 ＰＭＡ 刺激后，Ｍ１、Ｍ２ 和 ＤＣ 细胞均贴壁生长；ＧＭ⁃ＣＳＦ ／ Ｍ⁃ＣＳＦ 刺激后，只有 ＤＣ 细胞部分贴壁生长，Ｍ１
和 Ｍ２ 细胞仍呈悬浮生长。 结论　 两种方法均能成功地诱导 ＴＨＰ⁃１ 细胞向不同细胞亚型分化，但是诱导出来的细

胞在形态上存在一定差异，可根据实验需求选择刺激方法。
【关键词】 　 ＴＨＰ⁃１；佛波酯；粒细胞巨噬细胞刺激因子 ／巨噬细胞集落刺激因子；Ｍ１ 巨噬细胞；Ｍ２ 巨噬细胞；

树突状细胞；分化
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ｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｒｅｑｕｉｒｅｍｅｎｔｓ．

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】 　 ＴＨＰ⁃１ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ； Ｐｈｏｒｂｏｌ １２⁃ｍｙｒｉｓｔａｔｅ １３⁃ａｃｅｔａｔｅ， ＰＭＡ； ＧＭ⁃ＣＳＦ ／ Ｍ⁃ＣＳＦ； Ｍ１ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ； Ｍ２
ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ； Ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ ｃｅｌｌ； Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ

　 　 单核细胞经细胞因子刺激后，细胞的形态和功
能会发生不同的变化，可向不同方向分化成若干亚型
巨噬细胞（ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ，Ｍφ） 及树突细胞 （ ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ
ｃｅｌｌ，ＤＣ） ［１］。 国际上多用佛波酯（ｐｈｏｒｂｏｌ １２⁃ｍｙｒｉｓｔａｔｅ
１３⁃ａｃｅｔａｔｅ，ＰＭＡ）、粒细胞巨噬细胞刺激因子（ｇｒａｎｕｌｏ⁃
ｃｙｔｅ⁃ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｃｏｌｏｎｙ⁃ｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇ ｆａｃｔｏｒ，ＧＭ⁃ＣＳＦ）和
巨噬细胞集落刺激因子（ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｃｏｌｏｎｙ⁃ｓｔｉｍｕｌａ⁃
ｔｉｎｇ ｆａｃｔｏｒ，Ｍ⁃ＣＳＦ）协同其他细胞因子刺激人单核细
胞系 ＴＨＰ⁃１ 细胞定向分化，作为体外细胞模型对巨噬
细胞和树突状细胞开展相应研究［１， ２］。 本文分别用
以上方法刺激 ＴＨＰ⁃１ 定向分化为 Ｍ１、Ｍ２ 和 ＤＣ 细
胞，比较不同细胞因子组合刺激分化出的同种细胞在
形态和细胞表面 ＣＤ 分子表达方面的差异，以期为开
展巨噬细胞和树突细胞的功能研究奠定基础。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 材料
人单核细胞系 ＴＨＰ⁃１ 购自中国医学科学院基

础所细胞中心；ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养基、胎牛血清、胰酶
均购自 Ｇｉｂｃｏ 公司；细胞因子 ＧＭ⁃ＣＳＦ、 ＩＬ⁃６ 购自
Ｒ＆Ｄ 公司，ＩＦＮ⁃γ、Ｍ⁃ＣＳＦ、ＩＬ⁃１３ 和 ＩＬ⁃４ 购自 Ｐｅｐｒｏ⁃
ｔｅｃｈ 公司，ＬＰＳ、ＰＭＡ 购自 Ｓｉｇｍａ 公司；流式抗体 ＰＥ
Ｍｏｕｓｅ Ａｎｔｉ⁃Ｈｕｍａｎ ＣＤ１４、 ＦＩＴＣ Ｍｏｕｓｅ Ａｎｔｉ⁃Ｈｕｍａｎ
ＣＤ１６３ 和 ＰｅｒＣＰ⁃ＣｙＴＭ５􀆰 ５ Ｍｏｕｓｅ Ａｎｔｉ⁃Ｈｕｍａｎ ＣＤ２０９
购自 ＢＤ 公司，ＡＰＣ Ｍｏｕｓｅ Ａｎｔｉ⁃Ｈｕｍａｎ ＣＤ１１ｃ、ＦＩＴＣ
Ｍｏｕｓｅ Ａｎｔｉ⁃Ｈｕｍａｎ ＣＤ８０ 和 ＰＥ Ｍｏｕｓｅ Ａｎｔｉ⁃Ｈｕｍａｎ
ＣＤ８６ 购自 ＢｉｏＬｅｇｅｎｄ 公司；同型对照抗体 ＰＥ Ｍｏｕｓｅ
ＩｇＧ２ａ、ＦＩＴＣ Ｍｏｕｓｅ ＩｇＧ１、ＰｅｒＣＰ⁃ＣｙＴＭ５􀆰 ５ Ｍｏｕｓｅ ＩｇＧ２ｂ、
ＡＰＣ Ｍｏｕｓｅ ＩｇＧ１ 和 ＰＥ Ｍｏｕｓｅ ＩｇＧ２ｂ 分别购自 ＢＤ 和
ＢｉｏＬｅｇｅｎｄ 公司；ＩＣ Ｆｉｘａｔｉｏｎ Ｂｕｆｆｅｒ 和 １０ × Ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉ⁃

ｚａｔｉｏｎ Ｂｕｆｆｅｒ 购自 ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ 公司。
１􀆰 ２　 实验方法
１􀆰 ２􀆰 １　 细胞培养

ＴＨＰ⁃１ 为悬浮细胞，生长速度较快，在含 １０％
胎牛血清的 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 完全培养基中培养，细胞浓
度一般控制在 ５ × １０５ ～ １ × １０６个 ／ ｍＬ，置于 ３７℃、
５％ ＣＯ２孵箱中培养。
１􀆰 ２􀆰 ２　 ＰＭＡ 诱导 ＴＨＰ⁃１ 细胞定向分化为 Ｍ１、Ｍ２
和 ＤＣ［１， ２］

取 ９ × １０６个 ＴＨＰ⁃１ 细胞接种于 Ｔ２５ 培养瓶内，
定期向培养瓶内加入不同细胞因子（表 １），ＰＭＡ 终
浓度为 ５０ ｎｇ ／ ｍＬ，其余细胞因子终浓度均为 ２０ ｎｇ ／
ｍＬ，第 ６ 天收集细胞进行流式检测。
１􀆰 ２􀆰 ３　 ＧＭ⁃ＣＳＦ ／ Ｍ⁃ＣＳＦ 诱导 ＴＨＰ⁃１ 细胞定向分化
为 Ｍ１、Ｍ２ 和 ＤＣ［１］

取 ７ × １０６个 ＴＨＰ⁃１ 细胞接种于 Ｔ２５ 培养瓶内，
定期向培养瓶内加入不同细胞因子（表 ２），其中刺
激 ＤＣ 分化所使用的 ＧＭ⁃ＣＳＦ 的终浓度为 １００ ｎｇ ／
ｍＬ，其余细胞因子终浓度均为 ２０ ｎｇ ／ ｍＬ，第 ９ 天收
集细胞进行流式检测。
１􀆰 ２􀆰 ４　 流式细胞术检测细胞表面 ＣＤ 分子表达量
的变化

培养瓶内的细胞经胰酶消化后，用 ＰＢＳ 洗涤 ２
次后重悬，调整细胞浓度为 １ × １０７个细胞 ／ ｍＬ，轻轻
混匀后加入流式管内，每管 １００ μＬ 细胞悬液。

（１）胞外染色：每管细胞中加入相应抗体，４℃
避光孵育 ３０ ｍｉｎ，ＰＢＳ 洗 ２ 次，细胞筛过滤后上机。

（２）胞内染色［３］：向每个流式管内加入 ２００ μＬ
ＩＣ ｆｉｘａｔｉｏｎ ｂｕｆｆｅｒ，轻轻混匀后 ４℃避光孵育 ２０ ｍｉｎ，
随后 加 入 ２ ｍＬ １ × ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｂｕｆｆｅｒ 洗 ２ 次 ，

表 １　 ＰＭＡ 诱导 ＴＨＰ⁃１ 细胞定向分化方案
Ｔａｂ． １　 Ｐｒｏｃｅｄｕｒｅ ｏｆ ＰＭＡ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ＴＨＰ⁃１ ｃｅｌｌ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｉｎｔｏ Ｍ１， Ｍ２ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ａｎｄ ＤＣ ｃｅｌｌｓ

第 ０ 天（Ｄａｙ ０） 第 ３ 天（Ｄａｙ ３） 第 ５ 天（Ｄａｙ ５）

ＴＨＰ⁃１⁃Ｍ１ ＰＭＡ 换液并加入 ＬＰＳ、ＩＦＮ⁃γ 和 ＩＬ⁃６
Ｃｈａｎｇｅ ｍｅｄｉｕｍ ａｎｄ ａｄｄ ＬＰＳ， ＩＦＮ⁃γ， ＩＬ⁃６ ／

ＴＨＰ⁃１⁃Ｍ２ ＰＭＡ 换液并加入 ＩＬ⁃４、ＩＬ⁃１３ 和 ＩＬ⁃６
Ｃｈａｎｇｅ ｍｅｄｉｕｍ ａｎｄ ａｄｄ ＩＬ⁃４， ＩＬ⁃１３， ＩＬ⁃６ ／

ＴＨＰ⁃１⁃ＤＣ ＰＭＡ，ＩＬ⁃４ 换液并加入 ＩＬ⁃４
Ｃｈａｎｇｅ ｍｅｄｉｕｍ ａｎｄ ａｄｄ ＩＬ⁃４

加入 ＬＰＳ 和 ＩＬ⁃６
Ａｄｄ ＬＰＳ， ＩＬ⁃６
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１００ μＬ １ × ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｂｕｆｆｅｒ 重悬细胞后加入
相应抗体，轻轻混匀后 ４℃ 避光孵育 ３０ ｍｉｎ，１ ×
ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｂｕｆｆｅｒ 洗 ２ 次，ＰＢＳ 洗 １ 次，细胞筛
过滤后上机。
１􀆰 ３　 流式分析与数据统计

应用 ＢＤ Ａｃｃｕｒｉ Ｃ６ 流式细胞仪进行样本检测，
ＦｌｏｗＪｏ ｖ１０ 进行数据分析，Ｇｒａｐｈｐａｄ ５ 软件作图和
统计分析，不同组数据间进行方差分析，以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５
为差异有显著性。

２　 结果

２􀆰 １　 ＴＨＰ⁃１ 细胞经不同细胞因子诱导分化后的形
态学变化

正常 ＴＨＰ⁃１ 细胞形态饱满、折光性好，为单个
细胞悬浮生长（图 １Ａ）。

当 ＴＨＰ⁃１ 被 ＰＭＡ 刺激 ４８ ｈ 后细胞全部贴壁，
且发生明显聚团（图 １Ｂ）。 随后加入不同细胞因子

诱导细胞定向分化，显微镜下观察发现 ＴＨＰ⁃１⁃Ｍ１
细胞形态具有多样性，部分细胞呈长梭形（图 １Ｄ）；
ＴＨＰ⁃１⁃Ｍ２ 细胞为多边形，体积有所增加（图 １Ｅ）；
ＴＨＰ⁃１⁃ＤＣ 细胞贴壁较牢固，体积增大较明显，大多
具有细长的树突状结构，ＬＰＳ 和 ＩＬ⁃６ 的加入未对细
胞形态产生影响（图 １Ｆ）。
　 　 当 ＴＨＰ⁃１ 被 ＧＭ⁃ＣＳＦ ／ Ｍ⁃ＣＳＦ 刺激 ４ ｄ 后细胞仍
呈悬浮生长，部分发生聚团，其中 ＧＭ⁃ＣＳＦ 所刺激的
细胞表面出现非常细小的突起（图 １Ｃ），而 Ｍ⁃ＣＳＦ
所刺激的细胞表面未发生变化。 随后加入不同细胞
因子诱导细胞定向分化，显微镜下观察发现 ＴＨＰ⁃１⁃
Ｍ１ 细胞表面突起增多，胞膜出现褶皱 （图 １Ｇ）；
ＴＨＰ⁃１⁃Ｍ２ 细胞表面突起较 ＴＨＰ⁃１⁃Ｍ１ 少，细胞多呈
圆形（图 １Ｈ）；而 ＴＨＰ⁃１⁃ＤＣ 细胞大部分贴壁生长，
形状不规则，伸出许多短小的树突样或伪足样突起，
第 ８ 天加入 ＬＰＳ 和 ＩＬ⁃６ 后细胞形态未发生明显改
变（图 １Ｉ）。

表 ２　 ＧＭ⁃ＣＳＦ ／ Ｍ⁃ＣＳＦ 诱导 ＴＨＰ⁃１ 细胞定向分化方案
Ｔａｂ． ２　 Ｐｒｏｃｅｄｕｒｅ ｏｆ ＧＭ⁃ＣＳＦ ／ Ｍ⁃ＣＳＦ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ＴＨＰ⁃１ ｃｅｌｌ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｉｎｔｏ Ｍ１， Ｍ２ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ａｎｄ ＤＣ ｃｅｌｌｓ

第 ０ 天（Ｄａｙ ０） 第 ５ 天（Ｄａｙ ５） 第 ８ 天（Ｄａｙ ８）

ＴＨＰ⁃１⁃Ｍ１ ＧＭ⁃ＣＳＦ 换液并加入 ＧＭ⁃ＣＳＦ、ＬＰＳ、ＩＦＮ⁃γ 和 ＩＬ⁃６
Ｃｈａｎｇｅ ｍｅｄｉｕｍ ａｎｄ ａｄｄ ＧＭ⁃ＣＳＦ， ＬＰＳ， ＩＦＮ⁃γ， ＩＬ⁃６ ／

ＴＨＰ⁃１⁃Ｍ２ Ｍ⁃ＣＳＦ 换液并加入 Ｍ⁃ＣＳＦ、ＩＬ⁃４、ＩＬ⁃１３ 和 ＩＬ⁃６
Ｃｈａｎｇｅ ｍｅｄｉｕｍ ａｎｄ ａｄｄ Ｍ⁃ＣＳＦ， ＩＬ⁃４， ＩＬ⁃１３， ＩＬ⁃６ ／

ＴＨＰ⁃１⁃ＤＣ ＧＭ⁃ＣＳＦ，ＩＬ⁃４ 换液并加入 ＧＭ⁃ＣＳＦ 和 ＩＬ⁃４
Ｃｈａｎｇｅ ｍｅｄｉｕｍ ａｎｄ ａｄｄ ＧＭ⁃ＣＳＦ， ＩＬ⁃４

加入 ＬＰＳ 和 ＩＬ⁃６
Ａｄｄ ＬＰＳ， ＩＬ⁃６

注：Ａ：正常 ＴＨＰ⁃１； Ｂ：ＰＭＡ 刺激后的 ＴＨＰ⁃１； Ｃ：ＧＭ⁃ＣＳＦ 刺激后的 ＴＨＰ⁃１； Ｄ：ＴＨＰ⁃１⁃Ｍ１（ＰＭＡ）；Ｅ：ＴＨＰ⁃１⁃Ｍ２（ＰＭＡ）； Ｆ：ＴＨＰ⁃１⁃ＤＣ（ＰＭＡ）；
Ｇ：ＴＨＰ⁃１⁃Ｍ１（ＧＭ⁃ＣＳＦ）； Ｈ： ＴＨＰ⁃１⁃Ｍ２（Ｍ⁃ＣＳＦ）； Ｉ： ＴＨＰ⁃１⁃ＤＣ（ＧＭ⁃ＣＳＦ）。

图 １　 不同细胞因子刺激后 ＴＨＰ⁃１ 细胞的形态学改变（ × ４０）
Ｎｏｔｅ． Ａ： Ｎｏｒｍａｌ ＴＨＰ⁃１ ｃｅｌｌｓ； Ｂ： ＴＨＰ⁃１ ｃｅｌｌｓ ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ｂｙ ＰＭＡ； Ｃ： ＴＨＰ⁃１ ｃｅｌｌｓ ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ｂｙ ＧＭ⁃ＣＳＦ； Ｄ： ＴＨＰ⁃１⁃Ｍ１ （ＰＭＡ） ｃｅｌｌｓ； Ｅ： ＴＨＰ⁃１⁃
Ｍ２ （ＰＭＡ） ｃｅｌｌｓ； Ｆ： ＴＨＰ⁃１⁃ＤＣ （ＰＭＡ） ｃｅｌｌｓ； Ｇ： ＴＨＰ⁃１⁃Ｍ１ （ＧＭ⁃ＣＳＦ） ｃｅｌｌｓ； Ｈ： ＴＨＰ⁃１⁃Ｍ２ （Ｍ⁃ＣＳＦ） ｃｅｌｌｓ； Ｉ： ＴＨＰ⁃１⁃ＤＣ （ＧＭ⁃ＣＳＦ） ｃｅｌｌｓ．

Ｆｉｇ． １　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ＴＨＰ⁃１ ｃｅｌｌｓ ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ
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２􀆰 ２　 ＴＨＰ⁃１ 细胞经不同细胞因子诱导分化后的细

胞表面 ＣＤ 分子表达的差异

２􀆰 ２􀆰 １　 ＴＨＰ⁃１⁃Ｍ１ 细胞表面 ＣＤ 分子的表达

正常 ＴＨＰ⁃１ 细胞表面低表达 ＣＤ８０［（１１􀆰 ２７ ±
２􀆰 ７３）％ ］。 当 ＰＭＡ 或 ＧＭ⁃ＣＳＦ 刺激 ＴＨＰ⁃１ 为 ＴＨＰ⁃
１⁃Ｍ１ 后，细胞表面的 ＣＤ８０ 显著升高，其表达量分

别达到（７７􀆰 ０５ ± ７􀆰 ２８）％ 和（９３􀆰 １０ ± ８􀆰 ２０）％ ，Ｐ 值

分别为 ０􀆰 ００６９ 和 ０􀆰 ００５５；两种方法所诱导的 ＣＤ８０
的表达差异无显著性（Ｐ ＝ ０􀆰 １７４４）。

正常 ＴＨＰ⁃１ 细胞表面不表达 ＣＤ８６。 而分化后

的 ＴＨＰ⁃１⁃Ｍ１ 细胞高表达 ＣＤ８６，其表达量分别高达

（７８􀆰 ０ ± ６􀆰 ９３）％ 和（４９． ６５ ± ６􀆰 ７２）％ ，Ｐ 值分别为

０􀆰 ００４３ 和 ０􀆰 ０１０３；两种方法所诱导的 ＣＤ８６ 的表达

量差异无显著性（Ｐ ＝ ０􀆰 ０５３４）（图 ２）。

注：“……”同型对照；“ ”ＣＤ 分子。 与 ＴＨＰ⁃１ 组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。
图 ２　 两种方法刺激 ＴＨＰ⁃１ 分化为 ＴＨＰ⁃１⁃Ｍ１ 细胞后 ＣＤ 分子的表达情况

Ｎｏｔｅ． “……”Ｉｓｏｔｙｐｅ ｃｏｎｔｒｏｌ； “ ”ＣＤ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＴＨＰ⁃１ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１􀆰
Ｆｉｇ． ２　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣＤ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ ｏｎ ＴＨＰ⁃１⁃Ｍ１ ｃｅｌｌｓ ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ

２􀆰 ２􀆰 ２　 ＴＨＰ⁃１⁃Ｍ２ 细胞表面 ＣＤ 分子的表达

正常 ＴＨＰ⁃１ 细胞胞内低表达 ＣＤ１６３［（１５􀆰 １０ ±
５􀆰 ６６）％ ］。 当分化为 ＴＨＰ⁃１⁃Ｍ２ 后，ＣＤ１６３ 的表达

量显著升高，其表达量分别为（５３􀆰 ８０ ± ９． ９０）％ 和

（６７􀆰 １５ ± ４􀆰 ６０）％ ，Ｐ 值分别为 ０􀆰 ０４０８ 和 ０􀆰 ００９７；
两种方法所诱导的 ＣＤ１６３ 的表达量差异无显著性

（Ｐ ＝ ０􀆰 ２２５８）。
ＣＤ２０９ 在正常 ＴＨＰ⁃１ 细胞表面低表达［（２５􀆰 ３０ ±

７􀆰 ０７）％］。 而 ＴＨＰ⁃１⁃Ｍ２ 细胞则高表达 ＣＤ２０９，其表达

量分别达到（９３􀆰 ００ ± ３􀆰 ３９）％和（７２􀆰 ７０ ± １１􀆰 ８８）％，Ｐ
值为 ０􀆰 ００６６ 和 ０􀆰 ０４００；两种方法所诱导的 ＣＤ２０９ 的表

达量差异无显著性（Ｐ ＝ ０􀆰 １４５８）（图 ３）。
２􀆰 ２􀆰 ３　 ＴＨＰ⁃１⁃ＤＣ 细胞表面 ＣＤ 分子的表达

正常 ＴＨＰ⁃１ 细胞高表达 ＣＤ１４ ［（ ８９． ７０ ±
１􀆰 ４１）％ ］、ＣＤ１１ｃ ［（７８􀆰 １５ ± １１􀆰 ９５）％ ］、ＣＤ８０ 和

ＣＤ８６ 表达呈阴性。 当 ＰＭＡ 和 ＧＭ⁃ＣＳＦ 刺激 ＴＨＰ⁃１
为 ＴＨＰ⁃１⁃ＤＣ 后，细胞表面的 ＣＤ１４ 显著降低，其表

达量分别为（１７􀆰 ３ ± ２􀆰 ４０）％ 和（２０􀆰 ８５ ± ７􀆰 ２８）％
（Ｐ 值分别为 ０􀆰 ０００７ 和 ０􀆰 ００５８）。 ＣＤ１１ｃ 的表达无

明显变化，分别为 （５８􀆰 ０ ± １０􀆰 ０４）％ 和 （７４􀆰 ９５ ±
６􀆰 ０１）％ （Ｐ 值分别为 ０􀆰 ２０９４ 和 ０􀆰 ７６７３）。 ＣＤ８０ 和

ＣＤ８６ 的表达量显著升高，ＣＤ８０ 的表达量分别达到

（３９． ４１ ± ７􀆰 ４８）％和（２０􀆰 ５６ ± ４􀆰 ５９）％ （Ｐ 值分别为

０􀆰 ０１９５ 和 ０􀆰 ０３０２）；ＣＤ８６ 表达量分别为（７８􀆰 ３５ ±
４􀆰 ８８）％ 和（７３􀆰 １０ ± ６􀆰 ７９）％ （Ｐ 值分别为 ０􀆰 ００２４
和 ０􀆰 ００４９）。 两种方法所诱导的 ＣＤ 分子的表达差

异无显著性，Ｐ ＞ ０􀆰 ０５（图 ４）。

３　 讨论

一直以来，单核巨噬细胞和树突状细胞都是固

有免疫系统中研究的重点。 然而由于其数量少、分
离困难［４，５］，使得其研究工作受限。 ＴＨＰ⁃１ 是来源

于急性单核细胞性白血病患者的一种单核细胞系，
高表达 ＣＤ１４ 分子［６］，目前多用来代替原代单核细

胞进行相关研究。 对于巨噬细胞和树突状细胞，国
际上较通用的方法为以 ＧＭ⁃ＣＳＦ ／ Ｍ⁃ＣＳＦ 为主，辅以

ＩＬ⁃４、ＬＰＳ 等其他相关细胞因子刺激原代单核细胞

进行分化，单核细胞系的分化则多用 ＰＭＡ 进行诱

导，然而 ＧＭ⁃ＣＳＦ ／ Ｍ⁃ＣＳＦ 刺激单核细胞系分化的研

究比较欠缺。 为了明确两种刺激方法诱导单核细

胞系分化的差异，本文利用 ＴＨＰ⁃１ 为单核细胞系模

型，并在 ＧＭ⁃ＣＳＦ ／ Ｍ⁃ＣＳＦ 和 ＰＭＡ 两种方法的基础

上做了进一步优化［１］，对其诱导 ＴＨＰ⁃１ 细胞的分化

效果进行对比。

４ 中国比较医学杂志 ２０１７ 年 ９ 月第 ２７ 卷第 ９ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ ２０１７，Ｖｏｌ． ２７􀆰 Ｎｏ． ９



注：“……”同型对照；“ ”ＣＤ 分子。 与 ＴＨＰ⁃１ 组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。
图 ３　 两种方法刺激 ＴＨＰ⁃１ 分化为 ＴＨＰ⁃１⁃Ｍ２ 细胞后 ＣＤ 分子的表达情况

Ｎｏｔｅ： “……”Ｉｓｏｔｙｐｅ ｃｏｎｔｒｏｌ； “ ”ＣＤ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＴＨＰ⁃１ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１􀆰
Ｆｉｇ． ３　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣＤ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ ｉｎ ＴＨＰ⁃１⁃Ｍ２ ｃｅｌｌｓ ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ

注：“…… ”同型对照；“ ”ＣＤ 分子。 与 ＴＨＰ⁃１ 组相比，ｎｓ：差异无显著性；∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１。
图 ４　 两种方法刺激 ＴＨＰ⁃１ 分化为 ＴＨＰ⁃１⁃ＤＣ 细胞后 ＣＤ 分子的表达情况

Ｎ ｏｔｅ． “…… ”Ｉｓｏｔｙｐｅ ｃｏｎｔｒｏｌ； “ ”ＣＤ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ． Ｃｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＴＨＰ⁃１ ｇｒｏｕｐ， ｎｓ：ｎｏｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１．
Ｆｉｇ． ４　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣＤ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ ｏｎ ＴＨＰ⁃１⁃ＤＣ ｃｅｌｌｓ ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ
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　 　 Ｍ１ 巨噬细胞表面较典型的分子为 ＣＤ８０ 和

ＣＤ８６［１］。 当单核细胞分化为 Ｍ１ 后，细胞表面的协

同刺激因子 ＣＤ８０ 和 ＣＤ８６ 的表达量都会增加，此时

细胞在免疫反应中对抗原的提呈能力增强［７］。 研

究结果发现，ＴＨＰ⁃１ 细胞经 ＰＭＡ 与 ＧＭ⁃ＣＳＦ 刺激诱

导出的 ＴＨＰ⁃１⁃Ｍ１ 均可高表达这两种 ＣＤ 分子，但是

Ｍ１ 细胞的形态差异较大。 ＰＭＡ 刺激后的细胞贴壁

明显，可清晰观察到细胞表面的突起，形态上接近

巨噬细胞，但是后期消化极度困难，易破碎，细胞不

好再利用；ＧＭ⁃ＣＳＦ 刺激后的 ＴＨＰ⁃１⁃Ｍ１ 细胞一直为

悬浮生长，表面突起不明显，但细胞表面标志性的

ＣＤ 分子表达量正常，与 ＰＭＡ 刺激的 ＴＨＰ⁃１⁃Ｍ１ 细

胞没有明显差异。
Ｍ２ 巨噬细胞高表达 ＣＤ１６３ 和 ＤＣ⁃ＳＩＧＮ［８］。

ＣＤ１６３ 分子为清道夫受体蛋白，可参与机体多种免

疫活动，对正常生理功能有非常重要的作用［９］；ＤＣ⁃
ＳＩＧＮ 又被称作 ＣＤ２０９，巨噬细胞表面的 ＣＤ２０９ 可

识别并结合病毒或细菌表面的病原相关分子模式

受体［１０］。 本研究中 ＰＭＡ 与Ｍ⁃ＣＳＦ 均可成功诱导出

Ｍ２ 细胞，高表达 ＣＤ１６３ 与 ＣＤ２０９，但与 Ｍ１ 细胞相

同，两种方法刺激分化出的 ＴＨＰ⁃１⁃Ｍ２ 细胞在形态

上同样有很大差别。
ＤＣ 细胞没有特征性的标志分子，一般会通过

细胞表面 ＣＤ１４、ＣＤ８０、ＣＤ８６ 和 ＣＤ１１ｃ 等分子的表

达来判断细胞的分化情况。 研究结果显示，ＰＭＡ 与

ＧＭ⁃ＣＳＦ 所刺激分化出的细胞表面分子的变化与文

献中报道一致［１１， １２］，ＣＤ１４ 明显下降，高表达 ＣＤ８０、
ＣＤ８６ 和 ＣＤ１１ｃ。 细胞贴壁生长，体积明显增大，大
多具有细长的树突状结构。 ＰＭＡ 刺激出的 ＤＣ 细胞

整体形态及树突均偏细长，而 ＧＭ⁃ＣＳＦ 刺激出的 ＤＣ
细胞偏多边形，树突短粗。

综上所述，ＧＭ⁃ＣＳＦ ／ Ｍ⁃ＣＳＦ 和 ＰＭＡ 两种方法均

可诱导单核细胞系 ＴＨＰ⁃１ 向 Ｍ１、Ｍ２ 型巨噬细胞和

ＤＣ 细胞方向分化，所诱导的细胞表面分子的变化

趋势较一致，但是在形态学方面差异较大。 ＧＭ⁃
ＣＳＦ ／ Ｍ⁃ＣＳＦ 诱导出的 Ｍ１ 和 Ｍ２ 型巨噬细胞均为悬

浮生长，ＤＣ 细胞处于半贴壁状态，有利于细胞的获

取再利用方面的研究，如流式细胞术检测；ＰＭＡ 所

诱导出的 Ｍ１、Ｍ２ 和 ＤＣ 细胞贴壁较牢固，消化困

难，但其形态上更接近原代细胞，有利于细胞形态

学方面的研究，如间接免疫荧光染色、激光共聚焦

等。 因此可以根据实验目的，针对性选择刺激方

法，这将有助于我们更好地开展巨噬细胞和树突状

细胞的功能研究。
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