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　　［摘要］　目的　观察ＴＬＲ４配体脂多糖（ＬＰＳ）对Ｂ细胞功能影响及相关的信号转导通路。方法　利用免疫磁珠法分
选小鼠脾脏ＣＤ１９＋Ｂ细胞，体外用ＬＰＳ刺激后，ＣＢＡ（ｃｙｔｏｍｅｔｒｉｃｂｅａｄａｒｒａｙ）法检测Ｂ细胞分泌的Ｉｇ（ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ）亚型；

流式细胞术（ｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ，ＦＣＭ）检测Ｂ细胞表型；ＣＢＡ法检测培养上清中细胞因子ＩＬ６、ＩＬ１０、ＩＬ１２ｐ７０、ＴＮＦ浓度。利

用ＥＲＫ、ＪＮＫ、ｐ３８ＭＡＰＫ和 ＮＦκＢ信号转导抑制剂检测Ｂ细胞内细胞因子分泌的信号转导通路。结果　ＬＰＳ可以诱导Ｂ
细胞产生ＩｇＧ１κ和ＩｇＭκ抗体，上调Ｂ细胞表面ＣＤ４０、ＣＤ８０、ＣＤ８６和 ＭＨＣⅡ类分子的表达，促进ＩＬ６、ＩＬ１０和ＴＮＦ的高

分泌。ＪＮＫ、ｐ３８ＭＡＰＫ和ＮＦκＢ信号转导通路调控Ｂ细胞ＩＬ６、ＩＬ１０和ＴＮＦ的分泌。结论　ＬＰＳ可以通过诱导抗体产
生、上调共刺激分子表达和促进细胞因子分泌等多方面调节Ｂ细胞功能。
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　　Ｔｏｌｌ样受体（Ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＴＬＲ）是一类
极为重要的免疫识别受体，可识别病原体及其产物
所共有的某些高度保守的特定分子结构，即病原相
关分 子 模 式 （ｐａｔｈｏｇｅｎａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｍｏｌｅｃｕｌｅｐａｔ
ｔｅｒｎｓ，ＰＡＭＰ）如脂多糖（ＬＰＳ），通过 ＭｙＤ８８依赖
途径和非依赖途径激活下游 ＭＡＰＫ和 ＮＦκＢ信号
途径传递活化信号，使固有免疫细胞，如抗原提呈

细胞活化，从而启动免疫应答［１］。树突状细胞（ｄｅｎ
ｄｒｉｔｉｃｃｅｌｌ，ＤＣ）是体内功能最强的抗原提呈细胞，
以往的研究多集中在对ＤＣ的ＴＬＲ信号研究方面。

　　Ｂ细胞除了作为抗体产生细胞介导体液免疫之
外，也是体内重要的抗原提呈细胞。最近的研究表
明，与其他抗原提呈细胞一样，Ｂ 细胞也表达

ＴＬＲ［２］。但到目前为止，对于Ｂ细胞接受 ＴＬＲ信
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号刺激后的功能变化，尤其是Ｂ细胞内 ＴＬＲ介导
的信号转导途径还不是十分了解。本研究就ＴＬＲ４
配体ＬＰＳ对小鼠脾脏 ＣＤ１９＋ Ｂ细胞功能的影响及
其相关的信号转导通路进行初步探讨。

１　材料和方法

１．１　材料和试剂　Ｃ５７ＢＬ／６小鼠购自扬州大学实
验动物中心；ＬＰＳ购自Ｓｉｇｍａ公司；ＲＰＭＩ１６４０培养
液购自Ｇｉｂｃｏ公司；抗小鼠ＣＤ１９磁珠购自 Ｍｉｌｔｅｎｙｉ
Ｂｉｏｔｅｃ公司；ＦＩＴＣ标记的ＣＤ１９，ＰＥ标记的ＣＤ４０、

ＣＤ８０、ＣＤ８６、ＩＡｂ购自Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ公司；小鼠ＩＬ６、

ＩＬ１０、ＩＬ１２ｐ７０和ＴＮＦＣＢＡＦｌｅｘＳｅｔ和检测小鼠

Ｉｇ亚型的ＣＢＡ（ｃｙｔｏｍｅｔｒｉｃｂｅａｄａｒｒａｙ）试剂盒均购
自ＢＤ 公司。ＥＲＫ 抑制剂 ＰＤ９８０５９、ＪＮＫ 抑制剂

ＳＰ６００１２５、ｐ３８ＭＡＰＫ抑制剂ＳＢ２０３５８０和 ＮＦκＢ
抑制剂吡咯烷二硫代氨基甲酸盐（ＰＤＴＣ）均购自碧
云天生物技术研究所。

１．２　免疫磁珠法分选小鼠ＣＤ１９＋Ｂ细胞　无菌分
离获取Ｃ５７ＢＬ／６小鼠脾脏，用无菌针芯研磨脾脏，
经４００目钢网过滤并收集单细胞，ＴｒｉｓＮＨ４Ｃｌ裂解
红细胞，ＰＢＳ洗涤２遍后加入抗小鼠ＣＤ１９磁珠。
在４℃ 下孵育１５ｍｉｎ后用ＰＢＳ洗１遍，经 ＭＡＣＳ
分选柱收集ＣＤ１９＋细胞，置于含１０％ＦＣＳ的ＲＰＭＩ
１６４０培养液中。经流式细胞仪检测，磁珠分选的

ＣＤ１９＋ Ｂ细胞的纯度＞９５％。

１．３　ＬＰＳ刺激Ｂ细胞　将纯化的Ｂ细胞用含１０％
ＦＣＳ的ＲＰＭＩ１６４０培养液重悬，按１×１０６／ｍｌ的密
度铺入９６孔平底板中，每孔液体量为２００μｌ，加入

ＬＰＳ（２００ｎｇ／ｍｌ），同时设不加ＬＰＳ的对照孔，置于

３７℃、５％ＣＯ２饱和湿度的培养箱中培养。２４ｈ后收
集培养上清，用ＣＢＡ试剂盒检测细胞因子浓度。收
集细胞用于Ｂ细胞功能检测。

１．４　ＣＢＡ法检测Ｂ细胞分泌的Ｉｇ亚型　收集被

ＬＰＳ刺激５ｄ后的细胞培养上清，用ＣＢＡ试剂盒检
测上清中各种Ｉｇ亚型，实验按照试剂盒的说明书进
行，最后用流式细胞仪检测并分析数据。

１．５　流式细胞仪检测Ｂ细胞表型　收集ＬＰＳ刺激

２４ｈ后的Ｂ细胞，用预冷的ＰＢＳ洗１遍后重悬于１００

μｌＰＢＳ中，加入大鼠血清消除非特异性结合，加入各

种荧光素标记的流式抗体至终浓度１μｇ／ｍｌ。所用抗

体如下：ＦＩＴＣＣＤ１９、ＰＥＣＤ４０、ＰＥＣＤ８０、ＰＥＣＤ８６、

ＰＥＩＡｂ，于４℃中标记２０ｍｉｎ，加入１ｍｌＰＢＳ洗２
遍，重悬于２００μｌＰＢＳ中，后上机检测并分析。

１．６　ＣＢＡ法检测细胞因子　收集ＬＰＳ刺激２４ｈ
后的细胞培养上清，用 ＣＢＡ 法检测培养上清中

ＩＬ６、ＩＬ１０、ＩＬ１２ｐ７０和ＴＮＦ的含量。实验按照说
明书的操作步骤进行。最后根据标准曲线确定所测
细胞因子的浓度。

１．７　信号转导抑制剂对 Ｂ 细胞进行检测及处
理　在处理细胞之前，先用信号转导抑制剂来检测
细胞的活性及增殖情况。首先将新鲜纯化的Ｂ细胞
按２×１０５／孔铺至９６孔平底板，２００μｌ／孔。分别加
入１０μｍｏｌ／ＬＰＤ９８０５９、５０μｍｏｌ／ＬＳＰ６００１２５、２０

μｇ／ｍｌＳＢ２０３５８０和１００μｍｏｌ／ＬＰＤＴＣ，同时设不
加抑制剂的对照，２４ｈ后收集细胞，用ＡｎｎｅｘｉｎⅤ
ＡＰＣ和７ＡＡＤ标记，检测ＡｎｎｅｘｉｎⅤ－７ＡＡＤ－的
活细胞数。然后，再将羟基荧光素二醋酸盐琥珀酰
亚胺酯 （ｃａｒｂｏｘｙｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎｄｉａｃｅｔａｔｅｓｕｃｃｉｎｉｍｉｄｙｌ
ｅｓｔｅｒ，ＣＦＳＥ）标记的Ｂ细胞（５μｍｏｌ／ＬＣＦＳＥ，３７℃
标记１０ｍｉｎ）按２×１０５／孔铺至９６孔平底板，加入
上述浓度的抑制剂，同时设不加抑制剂的对照，

２４ｈ后收集细胞，检测ＣＦＳＥ的分裂情况。结果发
现，应用这些抑制剂后，９５％以上的Ｂ细胞仍然存
活，并且这些抑制剂对Ｂ细胞的增殖无明显影响。
因此，将新鲜纯化的Ｂ细胞按２×１０５／孔铺至９６孔
平底板，２００μｌ／孔。分别加入上述浓度的抑制剂，
同时设加 ＤＭＳＯ对照组，处理细胞３０ｍｉｎ，再用

２００ｎｇ／ｍｌＬＰＳ刺激２４ｈ后收集培养上清，按１．６
项下方法检测细胞因子浓度。

１．８　统计学处理　实验数据以珔ｘ±ｓ表示，采用ｔ检
验进行统计学分析。检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　ＬＰＳ对Ｂ细胞分泌抗体的影响　 结果发现，ＬＰＳ
可以诱导Ｂ细胞分泌ＩｇＧ１κ和ＩｇＭκ类抗体（图１）。

图１　ＬＰＳ对Ｂ细胞分泌抗体的影响

Ｆｉｇ１　ＥｆｆｅｃｔｏｆＬＰＳｏｎａｎｔｉｂｏｄｙｓｅｃｒｅｔｉｏｎｉｎＢｃｅｌｌｓ
ＬＰＳ：Ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ
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２．２　ＬＰＳ对Ｂ细胞表型的影响　结果如图２所示，

ＬＰＳ能够上调Ｂ细胞表面ＣＤ４０、ＣＤ８０、ＣＤ８６和Ｉ
Ａｂ的表达，对于ＣＤ８６的上调作用最为明显。

图２　ＬＰＳ上调Ｂ细胞表面共刺激分子表达

Ｆｉｇ２　ＬＰＳｅｎｈａｎｃｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ

ｃｏｓｔｉｍｕｌａｔｏｒｙｍｏｌｅｃｕｌｅｓｏｎＢｃｅｌｌｓ
ＬＰＳ：Ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ

２．３　ＬＰＳ对Ｂ细胞分泌细胞因子的影响　结果如
图３所示，ＬＰＳ能够促进Ｂ细胞高分泌ＩＬ６、ＩＬ１０
和ＴＮＦ（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１），对ＩＬ１２ｐ７０的分
泌没有明显影响。

图３　ＬＰＳ诱导Ｂ细胞分泌的影响

Ｆｉｇ３　ＬＰＳｐｒｏｍｏｔｅｄＩＬ６，ＩＬ１０，

ａｎｄＴＮＦｓｅｃｒｅｔｉｏｎｉｎＢｃｅｌｌｓ
Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓｍｅｄｉｕｍ．ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

２．４　ＪＮＫ、ｐ３８ＭＡＰＫ和 ＮＦκＢ通路对Ｂ细胞内

ＬＰＳ所诱导的细胞因子分泌的影响　结果发现，

ＳＰ６００１２５、ＳＢ２０３５８０和ＰＤＴＣ能够完全阻断Ｂ细胞内

ＬＰＳ所诱导的ＩＬ６、ＩＬ１０和ＴＮＦ的分泌（图４）。

图４　ＪＮＫ、ｐ３８ＭＡＰＫ和ＮＦκＢ通路对Ｂ细胞分泌细胞因子的影响

Ｆｉｇ４　ＪＮＫ，ｐ３８，ａｎｄＮＦκＢｐａｔｈｗａｙｓｗｅｒｅｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎＩＬ６，ＩＬ１０，ａｎｄＴＮＦｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｂｙＢｃｅｌｌｓ
ＬＰＳ：Ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ．ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　ＴＬＲ４可识别革兰阴性细菌表面的ＬＰＳ，通过

ＭｙＤ８８依赖途径和非依赖途径激活下游 ＭＡＰＫ和

ＮＦκＢ信号途径传递活化信号，使免疫细胞活化，
从而启动免疫应答［３］。机体对ＴＬＲ刺激剂的完全
应答可有效清除病原体，但对ＴＬＲ刺激剂的过度
应答会对机体造成损害，导致慢性炎症和自身免疫
病等。如给雌性 ＭＲＬ／ｎ、ＢＸＳＢ或 ＮＺＷ 小鼠反复
注射低剂量ＬＰＳ可加速狼疮的进展，增加自身抗体
的产生和加重小鼠肾功能的损害［４］。因此，调节

ＴＬＲ激发的炎症反应至适度水平，既有利于机体清
除病原体又不致引起组织损伤或自身免疫病的发

生。

　　Ｂ细胞在自身免疫病的发生机制中起着极其重
要的作用。研究表明，Ｂ细胞能够促进自身免疫病
的发生，不仅与其产生自身反应性抗体有关，也与
其作为抗原提呈细胞活化自身反应性 Ｔ细胞和产
生细胞因子有关［５］。大多数正常人体内存在一定数
量的自身反应性Ｂ细胞［６］，提示一定有其他的事件
打破了体内的Ｂ细胞耐受，从而启动了自身免疫病
的发生。而这一始动因素很可能就是 ＴＬＲ信号，



·１２３４　 · 第二军医大学学报　２０１１年１１月，第３２卷

因为自身免疫病的发生或者恶化常与感染有关。如

ＴＬＲ４的转基因小鼠，在没有外源性刺激的条件下，
会产生与自发性狼疮类似的症状。虽然自身免疫病
发生的精确机制我们还不是十分清楚，但推测可能
与受ＴＬＲ刺激后释放的促炎症因子有关，如ＩＬ６，
其在狼疮的发生发展着起着重要的作用［７］。

　　最近的研究表明，Ｂ细胞与其他抗原提呈细胞
一样，也表达ＴＬＲ４［８］，且Ｂ细胞受ＴＬＲ４配体刺
激后分泌哪些促炎症因子，现有的文献数量有限且
结果并不一致，如 Ｘｕ等［９］用不同浓度的ＬＰＳ（从

１００ｐｇ／ｍｌ～１０μｇ／ｍｌ）刺激Ｂ细胞２４ｈ，均能诱导

Ｂ细胞产生ＩＬ１０，但不能诱导ＩＬ４、ＩＬ６、ＩＬ１２和

ＩＦＮγ的分泌。而Ｂａｒｒ等［２］却发现１μｇ／ｍｌ的ＬＰＳ
刺激Ｂ细胞５ｄ可诱导Ｂ细胞高分泌ＩＬ６和ＩＬ
１０。因此，我们期望通过建立自己的实验体系，明
确ＬＰＳ作用于Ｂ细胞后究竟能否诱导ＩＬ６的高分
泌。最初我们考虑可能是由于ＬＰＳ刺激时间过短
（２４ｈ），导致Ｘｕ等［９］未能检测到ＩＬ６的分泌。但
我们发现，用２００ｎｇ／ｍｌ的ＬＰＳ刺激Ｂ细胞２４ｈ，
就能明确检测到ＩＬ６的分泌。进一步的分析发现，

Ｘｕ等［９］用ＬＰＳ刺激的是ＢＡＬＢ／ｃＡｒｃ小鼠的Ｂ细
胞，而我们和Ｂａｒｒ等［２］一样，刺激的是Ｃ５７ＢＬ／６
小鼠的Ｂ细胞。可能是由于小鼠背景品系的差异从
而导致ＩＬ６分泌的差异。因此，我们将在后续实验
中利用不同剂量的ＬＰＳ刺激ＢＡＬＢ／ｃＡｒｃ小鼠的Ｂ
细胞进一步验证。

　　此外，我们还对Ｂ细胞接受ＬＰＳ刺激后的表型
特征和抗体分泌进行了检测，发现Ｂ细胞接受ＬＰＳ
刺激后共刺激分子表达上调，ＩＬ１０、ＩＬ６和 ＴＮＦ
的分泌增加。我们知道，共刺激分子的上调可增强

Ｂ细胞的抗原提呈能力，促进Ｔ细胞免疫应答，但
是ＩＬ１０作为一种重要的免疫负向调节因子，可以
有效的抑制 Ｔ 细胞介导的免疫应答。那么接受

ＴＬＲ４刺激后的Ｂ细胞对Ｔ细胞应答的影响究竟如
何，是我们下一步研究所要明确的。

　　对ＴＬＲ４活化后的信号转导途径，在巨噬细
胞、ＤＣ和培养的细胞系中研究得较为深入。对于Ｂ
细胞内ＴＬＲ４信号通路的研究主要集中在对Ｂ细胞
增殖和存活的影响方面，如有文献报道，Ｂ细胞内

ＴＬＲ４活化后可激活ＮＦκＢ通路，调节Ｂ细胞的分
裂和存活［１０］。而对于Ｂ细胞内 ＴＬＲ４活化后细胞
因子的分泌与信号通路的相关性了解不多。本研究
中我们通过应用ＥＲＫ、ＪＮＫ、ｐ３８ＭＡＰＫ和 ＮＦκＢ
特异性抑制剂，发现Ｂ细胞ＴＬＲ４活化后ＩＬ６、ＩＬ
１０和ＴＮＦ的分泌依赖于ＪＮＫ、ｐ３８ＭＡＰＫ和 ＮＦ

κＢ通路，并不依赖于ＥＲＫ通路。这一结果与ＤＣ
内ＴＬＲ４活化后细胞因子的分泌依赖于ＥＲＫ不同，
我们推测这一差异可能与ＤＣ和Ｂ细胞内ＴＬＲ４信
号通路分子的表达并不完全相同有关，如 ＤＣ受

ＬＰＳ刺激后会下调Ｂｔｋ表达，而Ｂ细胞会上调Ｂｔｋ
表达［２］。因此，虽然接受同样的ＬＰＳ刺激后，不同
的细胞会利用不同的接头蛋白，通过不同的胞内信
号转导通路产生不同的效应。

　　总之，本研究显示ＴＬＲ４活化可多方面调节Ｂ
细胞的功能，尤其是明确了Ｂ细胞内ＴＬＲ４活化后
可诱导ＩＬ６、ＩＬ１０和ＴＮＦ的分泌，并且这些细胞
因子的分泌依赖于ＪＮＫ、ｐ３８ＭＡＰＫ和 ＮＦκＢ通
路。这一结果为我们进一步研究负向调节Ｂ细胞内

ＴＬＲ４信号奠定了实验基础，也为自身免疫性疾病
的发生机制研究及免疫治疗的应用提供了线索。
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