
［收稿日期］　２０１６－１２－２０

［基金项目］　深圳市科技创新项目科技研发基金（ＪＣＹＩ２０１４０４１４１２３７３８２５６）；深圳市龙岗区科技发展基金（ＹＬＷＳ２０１５０５１４１５００４１４５３）

［作者简介］　唐玫琴（１９８１－），女（汉族），湖南省常德市人，主治医师，主要从事血栓与止血相关研究。

［通信作者］　田发青　　Ｅｍａｉｌ：ｔｒｕｍａｎｔｆｑ＠１６３．ｃｏｍ

犇犗犐：１０．３９６９／犼．犻狊狊狀．１６７１－９６３８．２０１７．１０．００５

·论著·
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［摘　要］　目的　研究肺炎链球菌疫苗通过树突状细胞抗原递呈作用对ＣＲＴＨ２（ＣＤ４＋ＣＤ２９４＋Ｔｈ２）细胞促增殖

作用，为扩增及分选Ｔｈ２细胞提供新方法。方法　外周血单核细胞培养为树突状细胞，负载肺炎链球菌疫苗抗原后

与Ｔ淋巴细胞共培养，ＣＣＫ８法测定混合淋巴细胞反应，流式细胞仪分析ＤＣ及ＣＲＴＨ２细胞。结果　肺炎链球菌

疫苗可促进树突状细胞成熟，与ＴＮＦａ共同是ＤＣ成熟佐剂。ＤＣ负载肺炎链球菌疫苗抗原能使第５天ＣＲＴＨ２

细胞亚群比率［（０．９３±０．１０）％］较首日［（０．７０±０．０２）％］升高，其绝对数也升高（均犘＜０．０５）。结论　树突状细

胞负载肺炎链球菌疫苗抗原能够促进ＣＲＴＨ２细胞增殖，可能是扩增Ｔｈ２细胞有效方法之一。

［关　键　词］　肺炎链球菌疫苗；树突状细胞；ＣＲＴＨ２细胞；细胞增殖
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ｔｏｉｎｄｕｃｅａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＴｈ２ｃｅｌｌｓ．

［犓犲狔狑狅狉犱狊］　ｐｎｅｕｍｏｃｏｃｃａｌｖａｃｃｉｎｅ；ｄｅｎｄｒｉｔｉｃｃｅｌｌ；ＣＲＴＨ２ｃｅｌｌ；ｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ

［ＣｈｉｎＪＩｎｆｅｃｔＣｏｎｔｒｏｌ，２０１７，１６（１０）：９１６－９１９，９３０］

　　Ｔｈ２细胞是重要的辅助Ｔ淋巴细胞，辅助Ｂ细

胞增殖及分化。本世纪初 Ｃｏｓｍｉ等
［１］研究证实

ＣＲＴＨ２（ＣＤ２９４）可以用来鉴别 Ｔｈ２细胞，即ＣＤ４＋

ＣＤ２９４＋Ｔ细胞，提供一种新的分离Ｔｈ２细胞的方法。

Ｔｓｕｄａ等
［２］的实验也表明ＣＲＴＨ２表达于Ｔｈ２和Ｔｃ２

表面，而不表达于Ｔｈ１和Ｔｃ１表面，是检测人Ｔｈ２和

Ｔｃ２可靠的表面标志，已经作为商品化的试剂用磁珠

分选Ｔｈ２细胞。ＣＲＴＨ２是一种新的Ｇ蛋白偶联受

体，与Ｃ５ａ受体和ＦＭＬＰ受体高度同源，ＩＬ４能够上

调其表达，而ＩＦＮγ则下调其表达。ＣＲＴＨ２同时也

是前列腺素Ｄ２的一种受体，参与白细胞的迁移，可

能与炎症反应有关［３５］。ＣＲＴＨ２细胞包括 Ｔｈ２或
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Ｔｃ２细胞，不包括Ｔｈ０或Ｔｃ０细胞，亦不包括Ｔｈ１或

Ｔｃ１细胞，所以通过ＣＤ４＋联合ＣＤ２９４＋磁珠分选可

以分选出Ｔｈ２细胞（ＣＤ４＋ＣＤ２９４＋Ｔｈ２细胞）。目前

ＣＲＴＨ２细胞研究较少，主要集中在过敏性疾病和炎

症性疾病中，其促进Ｂ细胞分泌ＩｇＥ，导致免疫损

伤［６］。本课题组前期研究中发现树突状细胞（ｄｅｎ

ｄｒｉｔｉｃｃｅｌｌｓ，ＤＣ）递呈卡介苗抗原激活ＣＤ４＋ＣＤ２９４＋

Ｔｈ２细胞，该Ｔｈ２细胞可促进骨髓瘤细胞增殖及克隆

形成，因此，ＣＤ４＋ＣＤ２９４＋Ｔｈ２细胞不仅在过敏性疾

病中发挥作用，在某些肿瘤的发病机制中亦有重要作

用，有必要对其进一步研究［７］。本实验拟研究肺炎链

球菌疫苗是否亦能通过ＤＣ递呈抗原促进ＣＲＴＨ２细

胞增殖和分化。

１　材料与方法

１．１　主要试剂　ＣＣＫ８试剂盒为Ｄｏｊｉｎｄｏ、Ｋｕｍａｍｏ

ｔｏ、Ｊａｐａｎ产品，ｒｈＩＬ２为ＰｅｐｒｏＴｅｃｈ、ＵＳＡ产品，ｒｈ

ＧＭＣＳＦ、ｒｈＩＬ４、ｒｈＴＮＦα、ｒｈＩＦＮγ来自于Ｓｈａｎｇ

ｈａｉＰｒｉｍｅＧｅｎｅＢｉｏＴｅｃｈＣｏ，肺炎链球菌疫苗为辉

瑞公司产品，抗人ＣＤ１ａＰＥ、ＣＤ４ＦＩＴＣ、ＣＤ１１ｃＰＥ、

ＣＤ８０ＦＩＴＣ、ＣＤ８３ＦＩＴＣ、ＣＤ８６ＰＥ、ＨＬＡＤＲ

ＦＩＴＣ单抗为Ｂｕｒｌｉｎｇａｍｅ公司产品，ＣＤ４
＋ 细胞和

ＴＨ２细胞磁珠分选试剂盒（ＣＤ２９４ＰＥ）为美天旎

（ＭｉｌｔｅｎｙｉＢｉｏｔｅｃＧｍｂＨ，Ｇｅｒｍａｎｙ）。

１．２　单个核细胞的分离　实验通过医院伦理委员

会批准，所采集标本得到健康志愿者本人自愿同意

并签署同意书。采集健康供者外周血 １０ ｍＬ

（４０Ｕ／ｍＬ肝素抗凝）加等体积的ＰＢＳ溶液稀释，沿

管壁徐徐叠加于盛有２倍体积的淋巴细胞分离液的

离心管行单个核细胞分离（注意要保证液面界面清

晰，勿与淋巴细胞分离液混合），离心后由上至下分

为四层：血清、单个核细胞（ＢＭＭＮＣ）、淋巴细胞分

离液、红细胞。收集单个核细胞层于１０ｍＬ离心管

中，用ＰＢＳ溶液稀释洗涤３次、分别离心１０ｍｉｎ，收

集细胞，用含１０％胎牛血清，１００Ｕ／ｍＬ的青霉素、

１００Ｕ／ｍＬ链霉素和２ｍｍｏｌ／ＬＬ谷氨酰胺的ＲＰ

ＭＩ１６４０作为完全培养基悬浮沉淀细胞，贴壁培养

２～４ｈ，收集贴壁细胞，调整浓度为１０
６／ｍＬ，作为单

核细胞培养ＤＣ。非贴壁细胞作为Ｔ淋巴细胞。

１．３　细胞培养　单核细胞培养板中加入ｒｈＧＭ

ＣＳＦ（终浓度为１０００Ｕ／ｍＬ）、ｒｈＩＬ４（终浓度为

５００Ｕ／ｍＬ），第 ５ 天，加 入 ＴＮＦａ（终 浓 度 为

１００ｎｇ／ｍＬ）和稀释百倍的肺炎链球菌疫苗，再培养

４８ｈ。培养成熟ＤＣ用丝裂霉素（２５μｇ／Ｌ）处理１ｈ

去增殖后作为刺激细胞与外周血分离的Ｔ淋巴细

胞混合培养。调整细胞浓度为１０６／ｍＬ后，以不同

比例（ＤＣ∶Ｔ细胞分别为１∶１００、１∶５０、１∶１０、

１∶１）与Ｔ细胞（２×１０５ 个／ｍＬ）在９６孔平底培养

板中作用５ｄ。终体积为每孔２００μＬ，对每个浓度

均作４个平行孔。以同样抗原处理后的单核细胞

（Ｍｏ）与Ｔ细胞共培养孔作为ＤＣ与Ｔ淋巴细胞作

用的对照孔。培养第五天以ＣＣＫ８法测定混合淋

巴细胞反应（ｍｉｘｅｄｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｒｅａｃｔｉｏｎ ＭＬＲ），

ＣＣＫ８（２０μＬ／孔），每孔加入ＣＣＫ８试剂后在３７℃

饱和湿度、５％ＣＯ２ 孵箱中培养４ｈ，用酶标仪检测

波长４５０ｎｍ 时的吸光度（Ａ）值，参比波长为６３０

ｎｍ，结果取均值。算增殖指数（犘犐）。犘犐＝ＡＤＣ＋犜犮犲犾犾

－ＡＤＣ／Ａ犜犮犲犾犾－Ａ犫犾犪狀犽。

１．４　流式细胞仪（ＦＣＭ）检测　ＤＣ培养第５、７天，

ＦＣＭ测定其膜 ＣＤ 分子表达调节。取细胞悬液

１００μＬ／管（细胞浓度为１×１０
６／ｍＬ），分别加入相

应单克隆抗体各１５μＬ，混匀后置室温下暗室反应

３０ｍｉｎ，加ＰＢＳ缓冲液，离心洗涤，以１％多聚甲醛

固定备作ＦＣＭ 测定。ＤＣ以１∶１０在培养瓶中与

外周血分离的Ｔ淋巴细胞混合培养，ＦＣＭ 测定首

日及第５天ＣＤ４＋ＣＤ２９４＋Ｔｈ２细胞。ＣｅｌｌＱｕｅｓｔ软

件进行分析。

１．５　统计学分析　应用ＳＰＳＳ１６．０软件进行统计

分析，数据用均数±标准差（狓±狊）表示，采用ｔｈｅ

Ｓｔｕｄｅｎｔｓ’Ｔｔｅｓｔ检验方法，犘≤０．０５为差异有统计

学意义。

２　结果

２．１　ＤＣ分析　ＤＣ培养第４～５天即可见典型树

突状突起，见图１。第５、７天ＦＣＭ 检测其表型，第

７天ＤＣ成熟标志ＣＤ８３升高，而ＣＤ１ａ表达下调，差

异均有统计学意义（犘＜０．０５），见表１。

图１　树突状细胞（倒置显微镜：１００×１０）

犉犻犵狌狉犲１　Ｄｅｎｄｒｉｔｉｃｃｅｌｌｓ（ｉｎｖｅｒｔｅｄｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ：１００×１０）
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表１　 ＤＣ免疫表型分型（％，狓±狊）

犜犪犫犾犲１　ＩｍｍｕｎｏｐｈｅｎｏｔｙｐｉｎｇｏｆＤＣｓ（％，狓±狊）

时间 ＨＬＡＤＲ ＣＤ１ａ ＣＤ８３ ＣＤ８０ ＣＤ８６ ＣＤ１１ｃ

第５天 ９８．３３±１．３２ ７８．４２±５．２２ １７．８３±３．１５ ９３．１２±４．７６ ９４．８１±２．３４ ９２．６０±３．３５

第７天 ９８．５６±１．０８ ４３．６１±４．１６ ５１．９２±２．５２ ９２．６０±５．２４ ９５．１６±３．５７ ９４．８５±３．８８

狋 ０．２４ １０．４３ １６．９１ ０．１４１ ０．１６ ０．８６

犘 ０．４１ ＜０．０１ ＜０．０１ ０．４５ ０．４４ ０．２１

２．２　混合淋巴细胞反应（ＭＬＲ）　ＤＣ与Ｔ淋巴细

胞混合培养，第２天即见淋巴细胞集落样抱团样生

长，见图２。ＣＣＫ８法测定 ＭＬＲ，结果显示ＤＣ刺激

淋巴细胞犘犐能力呈数量依赖性，并较 Ｍｏ明显，提

示Ｔ淋巴细胞在ＤＣ作用下明显扩增。ＤＣ以１∶１０

与淋巴细胞混合培养时ＰＩ约（８．０２±１．１２），即较混

合培养第１天细胞数增加约８倍，见图３。

图２　淋巴细胞（倒置显微镜：５×１０）

犉犻犵狌狉犲２　Ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ（ｉｎｖｅｒｔｅｄｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ：５×１０）
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　　：表示ＤＣ刺激淋巴细胞增殖呈数量依赖性，与 Ｍｏ比较增强，

差异有统计学意义（犘＜０．０５）

图３　混合淋巴细胞反应

犉犻犵狌狉犲３　Ｍｉｘｅｄｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｒｅａｃｔｉｏｎ

２．３　ＦＣＭ检测ＣＤ４
＋ＣＤ２９４＋细胞亚群　ＤＣ与外

周血淋巴细胞培养首日及第５天，ＦＣＭ 检测ＣＤ４＋

ＣＤ２９４＋ Ｔｈ２细胞比率分别为（０．７０±０．０２）％、

（０．９３±０．１０）％，差异有统计学意义（犘＜０．０５），见

图４。
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图４　ＣＤ４
＋ＣＤ２９４＋ Ｔｈ２细胞ＦＣＭ测定

犉犻犵狌狉犲４　ＦｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＣＤ４
＋ＣＤ２９４＋ Ｔｈ２

ｃｅｌｌｓ

２．４　ＣＤ４
＋ＣＤ２９４＋细胞绝对值计算　肺炎链球菌

疫苗处理的ＤＣ（ｔｒｅａｔｅｄＤＣ组）与未用肺炎链球菌

疫苗处理的ＤＣ（ｕｎｔｒｅａｔｅｄＤＣ组）分别与Ｔ淋巴细

胞混合培养（ＤＣ∶Ｔ＝１∶１０），第５天，流式细胞仪

测定ＣＤ４＋ＣＤ２９４＋ Ｔｈ２亚群，计算ＣＤ４＋ＣＤ２９４＋

Ｔｈ２细胞绝对值。结果显示ｔｒｅａｔｅｄＤＣ组较ｕｎ

ｔｒｅａｔｅｄＤＣ组ＣＤ４＋ＣＤ２９４＋Ｔｈ２绝对值增加，差异

有统计学意义（犘＜０．０５），见图５。
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图５　ＣＤ４
＋ＣＤ２９４＋ Ｔｈ２细胞绝对值

犉犻犵狌狉犲５　ＡｂｓｏｌｕｔｅｖａｌｕｅｏｆＣＤ４
＋ＣＤ２９４＋ Ｔｈ２ｃｅｌｌｓ

３　讨论

ＤＣ是目前已知的功能最强大的抗原递呈细胞

（ａｎｔｉｇｅｎｐｒｅｓｅｎｔｉｎｇｃｅｌｌ，ＡＰＣ）
［８９］。不成熟 ＤＣ能

高效地摄取、加工处理抗原，但抗原递呈能力弱；成

熟ＤＣ有强大的抗原递呈能力，其抗原递呈能力是

·８１９· 中国感染控制杂志２０１７年１０月第１６卷第１０期　ＣｈｉｎＪＩｎｆｅｃｔＣｏｎｔｒｏｌＶｏｌ１６Ｎｏ１０Ｏｃｔ２０１７



单核细胞的１０～１００倍，能有效激活ＮａｖｅＴ细胞。

ＤＣ有较强的迁移能力，处于启动、调控、并维持免疫

应答的中心环节。ＤＣ尽管数量少，不足外周血单核

细胞的 １％，但表面具有丰富的抗原递呈分子

（ＭＨＣⅠ和 ＭＨＣⅡ）、共刺激因子（ＣＤ８０／Ｂ７１、

ＣＤ８６／Ｂ７２、ＣＤ４０、ＣＤ４０Ｌ 等 ）和 黏 附 因 子

（ＩＣＡＭ１、ＩＣＡＭ２、ＩＣＡＭ３、ＬＦＡ１、ＬＦＡ３等），所

以有强大的刺激ＮａｖｅＴ细胞向ＣＴＬ、Ｔｈ１及Ｔｈ２

细胞分化及增殖［１０１２］。通过 ＡＰＣ递呈抗原激活

ＮａｖｅＴ细胞，一般递呈外源性抗原例如微生物抗原

通过 ＭＨＣⅡ类分子，使ＮａｖｅＴ细胞向ＣＤ４
＋Ｔ细

胞方向发展。其中，Ｔｈ１细胞分泌ＩＬ２、ＩＦＮγ、

ＴＮＦβ等细胞因子，辅助细胞毒性Ｔ细胞（ＣＴＬ）或

者作用于单核细胞发挥细胞免疫功能，而Ｔｈ２细胞

则分泌ＩＬ４、ＩＬ５、ＩＬ６等细胞因子，辅助Ｂ细胞增

殖、分化，介导体液免疫应答［１３１４］。本研究中通过

ＴＮＦａ和肺炎链球菌疫苗作为成熟佐剂，促进ＤＣ

成熟。实验结果提示，在ＴＮＦａ和肺炎链球菌疫苗

作用下，出现 ＤＣ 典型形态学变化，其成熟标志

ＣＤ８３分子表达明显升高，与本课题组前期研究ＤＣ

时使用卡介苗做成熟佐剂的结果相似［７］，提示肺炎

链球菌疫苗也是良好的 ＤＣ成熟的佐剂。成熟的

ＤＣ有明显促进Ｔ淋巴细胞增殖的效应，提示ＤＣ递

呈肺炎链球菌疫苗某些抗原促进了ＮａｖｅＴ细胞分

化。ＭＬＲ实验提示ＤＣ使Ｔ淋巴细胞增殖后，Ｔ细

胞数量增高可达８倍之上，并且 ＦＣＭ 结果提示

ＣＤ４＋ＣＤ２９４＋Ｔｈ２（ＣＲＴＨ２）细胞亚群比例亦较前增

加。因此，ＣＤ４＋ＣＤ２９４＋Ｔｈ２（ＣＲＴＨ２）细胞绝对值

较ＤＣ作用前增加，提示ＤＣ递呈肺炎链球菌疫苗促

进了ＣＲＴＨ２细胞的增殖。

ＣＲＴＨ２（ＣＤ４＋ＣＤ２９４＋Ｔｈ２）细胞属于 Ｔｈ２细

胞，膜分子 ＣＤ２９４是前列腺素 Ｄ２（ｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎ

Ｄ２，ＰＧＤ２）的 Ｇ蛋白偶联受体，通过与配体ＰＧＤ２

结合而活化，调节细胞功能［１５］。肥大细胞可分泌

ＰＧＤ２，通过募集Ｔｈ２细胞而促进分泌ＩｇＥ，同时也

作用于嗜酸粒细胞、嗜碱粒细胞膜上 ＣＤ２９４受

体［６］。动物实验证实抑制ＣＲＴＨ２细胞可恢复中性

粒细胞的迁移能力，延长中性粒细胞生存，恢复中性

粒细胞对败血症的敏感性，提示其可能是调节中性

粒细胞迁移、恢复对败血症敏感性的关键调节机制

之一［１６］。有资料显示 ＣＲＴＨ２亦与ＩｇＧ４分泌有

关［１７］。本课题组在前期研究中，以卡介苗诱导

ＣＲＴＨ２细胞增殖，该Ｔｈ２细胞可促进递呈同类抗

原的骨髓瘤细胞增殖及集落形成［１４］，并且该Ｔｈ２细

胞可辅助Ｂ细胞分泌免疫球蛋白。本研究进一步说

明微生物抗原可通过ＤＣ递呈促进ＣＲＴＨ２细胞增

殖和分化。总之，本课题研究为获得足够数量

ＣＲＴＨ２细胞及Ｔｈ２细胞，提供一个新方法，可保证

分选足够数量的Ｔｈ２细胞。
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强健康咨询与宣教结合，以促进患者保持较好的服

药依从性，不断提高抗病毒治疗工作质量。

致谢：感谢贵州省所有从事艾滋病随访管理和

治疗的医务工作人员！
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