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沙门菌外膜囊泡对小鼠髓源树突状细胞的免疫调控作用*
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【摘要】  目的　研究鼠伤寒沙门菌（Salmonella typhimurium, ST）外膜囊泡（outer membrane vesicles, OMVs）对树突状

细胞（dendritic cells, DC）超微结构及免疫功能的影响。方法　无菌取小鼠骨髓细胞，体外经重组鼠源粒细胞/巨噬细胞集

落刺激因子（recombinant mouse granulocyte-macrophage colony-stimulating factor, rm GM-CSF）和重组鼠源白细胞介素-
4（recombinant mouse interleukin-4, rm IL-4）联合诱导扩增出DC，倒置相差显微镜下观察细胞形态，流式细胞术鉴定表型；

超速离心分离获取ST-OMVs，CCK-8法测其对DC存活情况的影响，确定OMVs刺激浓度；透射电镜观察细胞负载OMVs后
超微结构特征；流式细胞术检测DC细胞因子分泌、表面分子表达、吞噬能力。结果　体外诱导和扩增的DC具有典型的细

胞形态，纯度达85%以上，透射电镜可见DC表面有大量丝状伪足；OMVs负载后，可见DC表面树突状结构减少，胞浆内有大

量囊泡状结构，线粒体增多，肿胀以及细胞凋亡；OMVs 5 μg/mL和10 μg/mL 处理后，DC吞噬能力下降（P<0.05），成熟表型

特征性分子表达上调（P<0.05），肿瘤坏死因子-α（tumor necrosis factor-α, TNF-α）和白细胞介素-1β（interleukin-1β, IL-1β）表
达升高（P<0.05）。结论　ST-OMVs可诱导DC分泌TNF-α和IL-1β，具有促进DC成熟和抗原提呈的能力。
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【Abstract】   Objective　To  study  the  effect  of  outer  membrane  vesicles  (OMVs)  derived  from Salmonella
typhimurium (ST)  on  the  ultrastructural  features  and  immune  function  of  dendritic  cells  (DC). Methods　Mice  bone
marrow  cells  were  collected  aseptically,  and  myeloid  DC  were  generated  by  the  combined  induction  and  amplification
with  recombinant  mouse  granulocyte-macrophage  colony-stimulating  factor  (GM-CSF)  and  recombinant  mouse
interleukin-4 (rm IL-4). Cell morphology was observed under inverted phase contrast microscope and the phenotype was
identified with flow cytometry. ST-OMVs were isolated through ultracentrifugation. The survival rate of DC was assessed
with  CCK-8  assay,  and  the  stimulus  concentration  of  OMVs  was  henceforth  determined.  The  ultrastructural
characteristics of  DC loaded with OMVs were observed with transmission electron microscopy.  The cytokine secretion,
surface  molecule  expression  and  phagocytic  capacity  of  DC  were  examined  with  flow  cytometry. Results　The  DC
induced and amplified in vitro displayed typical DC phenotype in morphological analysis and the purity of DC exceeded
85%.  Transmission electron microscopy showed that  there were large numbers  of  protrusions on the cell  surface.  After
stimulation with ST-OMVs, it was observed that the dendritic structures on the surface of DC were reduced and a large
number of phagolysosomes were found in the cytoplasm. In addition, increased numbers of mitochondria, swelling and
typical  apoptosis  were  observed.  After  treatment  with  ST-OMVs  at  5  μg/mL  and  10  μg/mL,  the  secretion  of  tumor
necrosis factor-α (TNF-α) and interleukin-1β (IL-1β) of DC increased significantly (P<0.05). Furthermore, the immature
DC  could  differentiate  into  mature  DCs  after  stimulation  with  ST-OMVs,  which  were  characterized  by  a  decrease  in
phagocytic capacity (P<0.05) and an upregulation of phenotypic markers (P<0.05). Conclusion　ST-OMVs can stimulate
DC to produce TNF-α and IL-1β and promote DC maturation and antigen presentation.
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细胞外囊泡是细胞释放的各种由膜包绕的囊泡样

结构的统称，普遍存在于真核细胞及原核细胞中。细菌

胞外囊泡首次是在大肠埃希菌中被发现[1]，革兰阴性菌以

出芽的方式分离出来的胞外囊泡通常被称为外膜囊泡

（outer membrane vesicles, OMVs）。OMVs是原核细胞有

目的产生的纳米结构[2]，保留了亲本细菌的理化特性，含

有功能特定的生物活性蛋白、核酸和代谢物等[3-4]。目
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前，OMVs的分泌已被认为是细胞间的通讯方式，细菌可

通过这一方式进行营养摄取、基因转移以及应激应答[5]。

OMVs也可与宿主细胞结合并将其中的生物活性物质运

输到细胞内，影响受体细胞的生物活性[6]。

随着研究的不断深入，OMVs对宿主免疫系统的调控

作用引起越来越多的关注。树突状细胞（dendritic cell,

D C）是起源于骨髓的专职抗原提呈细胞（a n t i g e n -

presenting cell, APC），处于启动、调控和维持免疫应答的

中心环节。DC在沙门菌入侵部位存在，可吞噬细菌并具

有向淋巴器官迁徙和刺激初始T淋巴细胞的能力，这些特

性决定了它们在启动针对沙门菌感染的特异性免疫应答

过程中发挥重要作用。本研究以鼠伤寒沙门菌（Salmonella

typhimurium CMCC50115, ST）为对象，利用超速离心法

提取ST-OMVs，通过检测其对DC超微结构及免疫功能的

影响，探索细菌OMVs的生物学活性，以期为进一步研究

ST致病性及机体免疫防御提供新思路。 

1     材料与方法
 

1.1    材料 

1.1.1    菌株和实验动物　鼠伤寒沙门菌（CMCC50115）购

于中国药品生物制品检定所（GMCC）。健康清洁级雄性

C57BL/6（B6）小鼠，鼠龄8～10周，购自扬州大学动物实验

中心，许可证号：SCXK苏2007-0001。 

1.1.2    主要试剂和仪器　RPMI 1640干粉（美国Gibco公

司）；胎牛血清（fetal bovine serum, FBS；美国Hyclone公

司）；重组小鼠白细胞介素 - 4（ r e c o m b i n a n t  m o u s e

interleukin-4, rm IL-4）和粒细胞/巨噬细胞集落刺激因子

（recombinant mouse granulocyte-macrophage colony-

stimulating factor, rm GM-CSF）购自美国Peprotech公司；

CD11c、CD54、CD86和MHC Ⅱ流式抗体及同型对照（美

国 e B i o s c i e n c e 公 司 ） ； 细 胞 因 子 白 细 胞 介 素 -

1β（interleukin-1β, IL-1β）、肿瘤坏死因子-α（tumor

necrosis factor α, TNF-α）检测试剂盒（美国Bender公司）；

其它试剂均为进口分装或国产分析纯；超速离心机（美国

Beckman-Coulter公司）；流式细胞仪FACS Calibur（美国

B D公司）；L e i c a  E M  U C  6超薄切片机（德国L e i c a

Company公司）；透射电子显微镜H-600 （日本Hitachi公

司）；CO2恒温培养箱（德国Heraeus公司）；倒置显微镜（日

本Olympus公司）。 

1.2    实验方法 

1.2.1    ST-OMVs的提取　细菌用LB液体培养基培养至

OD600为1.0时，进行超速冷冻离心，4 ℃，15 000×g，20 min；

离心后取上清经0.22 μm无菌滤膜过滤除菌，滤液于4 ℃

条件下150 000×g，离心2 h，弃上清，沉淀即为提取的胞外

囊泡。BCA法测蛋白浓度，调整至1 mg/mL，−80 ℃冰箱

中保存备用。 

1.2.2    小鼠骨髓源DC的制备及纯度鉴定　参照文献的

方法[7]并加以改进，麻醉后颈椎脱臼法处死小鼠，自来水

冲洗后置于体积分数75%乙醇内浸泡5 min，无菌状态下

取小鼠股骨及胫骨，尽量完全去除表面的肌肉和结缔组

织，浸泡在RPMI 1640培养基中。分别于骨两端剪去约

2 mm，用1 mL注射器吸取RPMI 1640培养液刺入骨髓腔

反复冲洗，直至骨变白，离心收集无菌培养皿中的骨髓细

胞悬液，加入3 mL无菌Tris-NH4Cl悬浮细胞，室温静置

5 min裂解红细胞，加入4 mL RPMI 1640培养液，混匀后，

离心弃上清，用RPMI 1640培养液洗涤，收集沉淀的骨髓

细胞。将小鼠骨髓细胞重悬于完全培养基（含10%胎牛

血清的RPMI 1640），接种于6孔培养板中，每孔补充完全

培养基至4 mL，加入细胞因子rm GM-CSF 20 ng/mL、rm

IL-4 10 ng/mL。置于37 ℃、体积分数5% CO2孵箱中孵育

48 h，轻轻吹打细胞后，弃悬浮细胞和细胞碎片。加入完

全培养基及相同浓度的细胞因子，继续孵育至第5天。半

量换液，尽量保留悬浮细胞，同时补足细胞因子，培养至

第7天时，于倒置相差显微镜下观察悬浮细胞形态变化情

况；用吸管轻轻吹打培养板收获半悬浮及疏松贴壁细胞，

用抗鼠 CD11c-FITC染色后经流式细胞术鉴定DC纯度。 

1.2.3    CCK8法测ST-OMVs对小鼠骨髓源DC存活率的影

响　调整DC细胞密度至5×104 mL－1，按200 μL/每孔加入

96孔板培养过夜，分别于各孔中加入不同质量浓度（0、

1、5、10、20、50 μg/mL）的ST-OMVs，置体积分数5% CO2中，

37 ℃细胞培养箱培养24 h后，每孔加入10 μL CCK-8，轻

轻混匀后继续培养3 h。在酶标免疫检测仪上以450 nm

测定吸光度值（A450）。计算细胞存活率：细胞存活率（%）=

〔（实验孔A450−空白孔A450）/（对照孔A450−空白孔A450）〕×

100%。 

1.2.4    超薄切片制备及透射电镜观察小鼠骨髓源DC超

微结构　分别用ST-OMVs 5、10 μg/mL刺激12 h后收集细

胞，将收获的小鼠骨髓源DC离心洗涤取沉淀，缓慢沿管

壁加入新鲜的戊二醛液（质量分数2.5%）固定2 h，磷酸盐

缓冲液漂洗，质量分数1%锇酸固定1 h，梯度丙酮脱水，环

氧树脂包埋，莱卡EM UC6超薄切片机切片，经醋酸铀-柠

檬酸铅染色，采用日立H600型透射电镜观察摄片。 

1.2.5    小鼠骨髓源DC吞噬功能检测　分别用ST-OMVs

5、10 μg/mL刺激骨髓源DC，同时设未刺激组阴性对照，

作用24 h后加入终质量浓度1 mg/mL FITC-dextran，体积

分数5% CO2、37 ℃孵育30 min。台盼蓝处理3 min淬灭
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细胞表面黏附的荧光颗粒，用预冷的PBS（含0.1% NaN3和

1% FBS）洗涤，应用流式细胞术检测，以DC的阳性荧光细

胞数与实验体系中所有细胞的比值表征DC的吞噬率。

Cellquest软件分析检测结果。 

1.2.6    ELISA法检测小鼠骨髓源DC细胞因子　通过测定

OMVs刺激后促炎性细胞因子（TNF-α、IL-1β）评定骨髓

源DC对ST-OMVs的应答反应。分别用ST-OMVs 5、10 μg/mL

刺激骨髓源DC，同时设未刺激组阴性对照，刺激后24 h收

集细胞培养液上清，于−80 ℃冰箱储存，ELISA检测试剂

盒测定细胞因子IL-1β和TNF-α的释放水平，步骤参照试

剂盒说明书。 

1.2.7    小鼠骨髓源DC表型检测　分别用ST-OMVs 5、

10 μg/mL刺激骨髓源DC，同时设未刺激组阴性对照，刺

激后24 h收集小鼠骨髓源DC，分别加入PE anti-CD86、

MHC Ⅱ或CD54单抗，于4 ℃避光孵育30 min，洗涤后流

式细胞仪检测并分析结果。 

1.3    统计学方法

x̄± s计量资料用 表示。采用单因素方差分析和q检

验进行组间比较，P<0.05为差异有统计学意义。 

2     结果
 

2.1    小鼠骨髓源DC形态学观察及纯度鉴定

小鼠骨髓细胞培养48 h后，弃未贴壁细胞及细胞碎

片，可见形状不规则的半贴壁细胞，呈梭形，有细胞聚集

现象，但集落较小（图1A）；第5天可见部分细胞脱壁，细胞

数渐增，集落逐渐变大，形状也趋典型，即细胞表面出现

放射状突起改变，在相差显微镜下其形态见图1B；培养至

第7天，可见较大体积的悬浮细胞，向四周伸展出大量毛

刺状胞质凸起，呈“刺猬状”，贴壁时有细长凸起，呈“树突

状”（图1C）。离心收集细胞样本经流式细胞仪检测分析，

扩增到的细胞中CD11c阳性的小鼠骨髓源DC纯度达到

85%以上（图1D）。 

2.2    ST-OMVs对小鼠骨髓源DC存活率的影响

见图2。低质量浓度ST-OMVs（1 、5 、10 μg/mL）对

小鼠骨髓源DC存活率影响小（P>0.05）。当ST-OMVs质

量浓度≥20 μg/mL，DC的存活率降低（P<0.05），ST-

OMVs质量浓度为50 μg/mL时，小鼠骨髓源DC的存活率

仅为54.9%，呈现明显的细胞毒作用。因此在本研究后续

实验中，选择ST-OMVs 5 μg/mL和10 μg/mL作为刺激

浓度。 

2.3    小鼠骨髓源DC超微结构观察

透射电镜观察发现未刺激小鼠骨髓源DC表面大量

突起呈触须状，胞质均匀，少量高密度颗粒，核偏在，核膜

清晰（图3A）。5 μg/mL ST-OMVs刺激后，骨髓源DC出现

体积变大，表面树突样结构减少，胞内细胞器丰富等改

变。图中所示为10 μg/mL ST-OMVs负载后，胞浆内出现

大量大小不等的囊泡状结构（图3B），线粒体增多，体积增
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图 1  小鼠骨髓源DC形态及纯度分析

Fig 1  Morphology and purity analysis of DC

A: The cells gathered and formed tiny colonies (as shown by the arrow) (×400); B: Cell colonies became larger (as shown by the arrows) (×400); C: The suspension

cell colonies extended a large number of radial protrusions (as shown by the arrows) (×400); D: Purity analysis of DC.

 950 四川大学学报（医学版） 第 52卷



大，胞核浓缩，染色质边缘化聚集于核膜及凋亡小体形成

等典型的凋亡改变（图3C）。细胞培养过程中，有些细胞

在培养液中死亡，骨髓源DC吞噬、消化坏死的细胞碎片

后，胞内出现明显的髓鞘样结构（一圈一圈的同心圆）

（图3D）。 

2.4    ST-OMVs对小鼠骨髓源DC吞噬功能的影响

未经刺激的骨髓源DC具有很强的吞噬能力，FITC-

dextran阳性细胞比率为（78.9±7.3）%，5 μg/mL和10 μg/mL

ST-OMVs作用组骨髓源DC吞噬率分别为（52.6±4.5）%和

（34.9±4.2）%，较对照组低（P<0.05）。 

2.5    ST-OMVs对小鼠骨髓源DC细胞因子分泌的影响

由图4可见，与对照组相比，5 μg/mL和10 μg/mL ST-

OMVs处理组炎症因子TNF-α和IL-1β表达升高（P<0.05），

但不同质量浓度组间 I L - 1 β含量差异无统计学意义

（P>0.05）。
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图 4  ST-OMVs刺激后的小鼠骨髓源DC细胞因子的分泌情况

Fig 4  The cytokine secretion of DC after stimulation by ST-OMVs
*P<0.05, vs. control group; #P<0.05, vs. 5 μg/mL ST-OMVs group. n=3.

2.6    小鼠骨髓源DC表型检测

由图5可见，5 μg/mL和10 μg/mL ST-OMVs刺激24 h

后，小鼠骨髓源DC表面CD54、CD86和MHC Ⅱ分子阳性

百分率上调（P<0.05），获得成熟表型。10 μg/mL ST-

OMVs处理组小鼠骨髓源DC表面CD54、CD86和MHC Ⅱ

分子阳性百分率均高于5  μ g / m L  S T - O M V s处理组

（P<0.05）。
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图 5  ST-OMVs刺激后的小鼠骨髓源DC表面分子表达情况

Fig 5  Effect of ST-OMVs on the expression of surface molecules on DC
*P<0.05, vs. control group; #P<0.05, vs. 5 μg/mL  ST-OMVs group. n=3.

3     讨论

大量研究表明，OMVs不是细菌受损或裂解的产物，
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图 2  ST-OMVs刺激对小鼠骨髓源DC存活率的影响

Fig 2  The survival rate of DC stimulated by ST-OMVs

*P<0.05, vs. control (0 μg/mL), n=3.
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图 3  吞噬前后小鼠骨髓源DC的超微结构

Fig 3  Ultrastructural characteristics of DC during phagocytosis

A: Unstimulated DC (×4 000); B: The number of synapses on DC

decreased, and the organelles in the cytoplasm, such as lysosomes (as shown by

the white arrows) and mitochondria (as shown by the black arrows), were

abundant (×5 000); C: Swollen mitochondria (as shown by the arrows) (×5 000);

D: Myelin-like structures in cells (as shown by the arrow) (×7 000).
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而是菌细胞程序性产生的膜泡结构，可作为媒介在细菌

和宿主之间传递生物信息，发挥类似于真核生物外泌体

的功能[8]。作为一个异质的、富含蛋白和脂类的分子载

体，OMVs可以看作是一种病原体相关分子模式（pathogen-

associated molecular patterns, PAMP）复合物[9]，通过与宿

主细胞模式识别受体（pattern recognition receptor, PRR）

结合启动信号级联反应，触发机体抗感染免疫。

DC作为机体免疫应答的始动者，能够识别并结合微

生物抗原，完成抗原呈递，启动免疫应答，从而实现机体

免疫防御。这一过程涉及一系列复杂的分子活动，任何

对DC功能的影响都可能改变感染结局[10-11]。研究病原体

成分和DC之间的相互作用，对于深入阐述病原微生物致

病机制及宿主免疫机制具有重要意义。本研究联合应用

rm GM-CSF和rm IL-4对小鼠骨髓细胞进行诱导和扩增，

可获得大量纯度较高的髓系DC，每只小鼠平均可获得

1×107～3×107细胞数。在倒置显微镜下可见培养液中大

量呈悬浮状态的细胞具有典型的DC形态特点。DC前体

细胞发育成熟过程中的一个很重要的特点是形成细胞集

落。我们观察到在GM-CSF的刺激下，于培养第3天便出

现由数个细胞形成的小集落[12]，以后逐渐增大，形成顶部

大、基部小的细胞集落，集落中有较典型的DC，体积大，

表面毛刺状。电镜观察可见DC表面大量突起和分支相

互缠绕，这一结构特征与DC强大的抗原捕获能力相一致。

在探究OMVs对DC超微结构影响的实验中，我们发

现负载ST-OMVs后DC体积变大，表面树突样结构减少，

胞内含有大量溶酶体和内体小泡，部分细胞出现线粒体

增多、肿胀及凋亡等改变。FOSSATI-JIMACK等[13]研究

表明，细胞被诱导凋亡后，磷脂酰丝氨酸和内质网肌钙蛋

白暴露于表面，可作为识别配体与DC表面的CD11b分子

结合，从而诱发DC对凋亡细胞的吞噬过程。本研究电镜

下观察到的胞内盘旋缠绕的膜样结构，就是DC吞噬细胞

碎片后膜性成分消化不全或磷脂类物质未能完全分解所

致。经ST-OMVs诱导凋亡的细胞可作为细菌抗原的贮存

库，被旁观DC抗原提呈。虽然目前针对DC加工、处理凋

亡及坏死细胞的研究并不充分，但可以肯定的是这一过

程为诱导免疫系统产生特异性的免疫应答提供了另外一

种方式。

DC的活化过程与抗原获取密切相关，是一个高度复

杂并受到严格调控的过程[14-15]。感染发生时，DC摄取加

工抗原，上调包括趋化因子受体（如CCR7）、黏附分子、

共刺激分子（CD54、CD80和CD86）、免疫蛋白体等分子

的表达，释放大量炎性因子，激发免疫应答。本研究发

现，负载ST-OMVs后DC分泌产生TNF-α和IL-1β增多，这

一阶段DC自分泌和旁分泌产生的TNF-α和IL-1β主要调

控DC在体内的成熟和迁移[16]。同时，ST-OMVs刺激后

DC表面CD54、CD86和MHC Ⅱ类分子表达量均显著升

高，但吞噬能力下降。实验结果显示暴露于ST-OMVs时，

作为专职抗原提呈的细胞DC能够识别OMVs抗原，并经

历一系列表型和功能改变，从而促进天然免疫和获得性

免疫的有效联结。

综上，本研究优化了体外扩增DC的方法，对ST-

OMVs的生物活性进行了探索，为厘清病原体成分与

DC相互作用的细胞生物学基础提供更多线索。近年来，

对于OMVs的组分分析、免疫调节以及早期诊断等研究

不断深入，但针对其生物起源、调节基因及与宿主相互作

用机制的研究尚不充分。在下一步研究中，我们将进一

步探讨ST-OMVs产生机制及其相关特性，期待能为疾病

的治疗及预防提供新思路。

* * *
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