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［摘 要］ 目的：探究免疫球蛋白G（IgG）在CpG DNA诱导巨噬细胞活化过程中的调节作用及其对信号通路的影响。方法：体

外培养小鼠骨髓源巨噬细胞，采用流式细胞仪和免疫荧光技术对巨噬细胞表面标志物和吞噬功能进行鉴定。IgG、CpG DNA
以及 IgG联合CpG DNA分别处理巨噬细胞后，采用流式细胞技术检测巨噬细胞表面活化分子及胞内细胞因子，免疫蛋白印迹

检测核因子（nuclear factor，NF）⁃κB和MAPK信号通路相关蛋白磷酸化。结果：体外培养巨噬细胞表面标志物CD11b和F4/80
的表达率约 99.7%，巨噬细胞对FITC⁃IgG吞噬比例约 70%；IgG上调CpG DNA活化巨噬细胞表面CD40、CD80和CD86的表达

（P < 0.05）；IgG促进CpG DNA诱导巨噬细胞内 JNK和p38磷酸化，但对ERKp44/42和NF⁃κBp65的磷酸化没有明显作用；IgG联

合CpG DNA诱导巨噬细胞分泌大量的细胞因子肿瘤坏死因子（tumor necrosis factor，TNF）⁃α。结论：IgG在CpG DNA诱导巨噬

细胞活化与MAPK信号通路 JNK和p38磷酸化中起促进作用，通过促使表达上调共刺激分子CD40、CD80和CD86与分泌TNF⁃
α进一步活化巨噬细胞。
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［Abstract］ Objective：This study aims to investigate the effect of IgG on activating signaling pathway of macrophages induced by
CpG DNA. Methods：Bone ⁃ marrow derived macrophages were cultured in vitro and their surface markers and phagocytic functions
were identified by flow cytometry and immunofluorescence technique. After the treatment of macrophages with IgG，CpG DNA and IgG
plus CpG DNA，the activated molecules on the surface of macrophages were detected by flow cytometry，and the protein
phosphorylation was detected by immuno⁃protein Western blot. Results：The expression rate of CD11b and F4/80 on the surface of
macrophage in vitro was about 99.7 %，and the proportion of macrophage to FITC ⁃ IgG was about 70 %；IgG up ⁃ regulated the
expression of CD40，CD80 and CD86 on the surface of macrophage induced by CpG DNA（P < 0.05）；IgG promotes the
phosphorylation of JNK and p38 in macrophages induced by CpG DNA，but it has no effect on the phosphorylation of ERK and NF⁃κB；
CpG DNA induces macrophages to secrete TNF⁃α，and combination of IgG with CpG DNA enhanced this process. Conclusion：CpG
DNA activates macrophages and increases the phosphorylation of JNK and p38，and the combined treatment of CpG DNA and IgG
highly induced this process；CpG DNA increased the co⁃stimulation molecule of CD40，CD80and CD86 on the surface of macrophages，
while the co⁃therapy of IgG and CpG DNA highly up⁃regulates this expression.
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系统性红斑狼疮（systemic lupus erythematosus，
SLE）是一种以血清中含有高水平自身抗体和多脏

器损害为临床特征表现的全身性慢性自身免疫性

疾病［1］。据报道，免疫球蛋白G（（IgG）抗体介导的

补体激活与 Fc受体（FcR）途径是先天免疫系统保

护宿主免受感染的重要机制。在SLE自身免疫性疾

病中，IgG型抗体形成的免疫复合物是 SLE自身免

疫性疾病致病的重要因素之一［2］，但具体机制尚不

清楚。目前为止，关于 SLE发病机制的研究大多集

中于适应性免疫应答的T、B淋巴细胞上［3］。骨髓源

巨噬细胞（bone marrow⁃derived macrophage，BMM）来
源于骨髓源成熟的单核细胞，在吞噬、清除凋亡细

胞和特异性抗原提呈过程中发挥重要作用。巨噬

细胞作为抗原提呈细胞，活化后高表达协同共刺激

分子CD40、MHC、CD80和CD86，活化的巨噬细胞释

放炎症因子介导组织损伤。自身免疫病中细胞凋

亡失调是重要的致病因素，巨噬细胞对凋亡细胞的

清除受损，凋亡细胞DNA甲基化水平显著低于正常

DNA［4］，且与正常人相比，SLE活动期患者外周血单

个核细胞尤其是CD4+T细胞含有更多的低甲基化

DNA［5］，提示凋亡DNA与非甲基化的CpG DNA很可

能具有类似的胞内受体或活化信号转导机制［6］。

CpG DNA 主要通过与胞内的 Toll 样受体 9（Toll⁃
like receptor 9，TLR9）结合招募MyD88样适配蛋白

最终活化 MAPK 和核因子（nuclear factor，NF）⁃κB
信号转导通路，释放大量原发性致炎因子，参与机

体炎症反应，进而参与 SLE疾病的发展［7］。基于

此，本实验以小鼠 BMM为模型，探讨人外周血分

离的 IgG）在CpG DNA诱导巨噬细胞活化与信号通

路中的作用，从而为 SLE的发病机制提供新的理

论依据。

1 材料和方法

1.1 材料

6~8周 C57BL/6雌性小鼠（南京医科大学 SPF
级医药实验动物中心），体重 15~20 g；CpG DNA序

列号：5′ ⁃ TCCATGACGTTCCTGATGCT ⁃ 3′；人 IgG
（36110ES60，上海翊圣公司）；人FITC⁃IgG（Sigma公
司，美国）；DMEM培养基、胎牛血清（Gibco公司，美

国）；巨噬细胞集落刺激因子（macrophage colony stim⁃
ulating factor，M⁃CSF）（PeproTech公司，美国）；p⁃JNK、
p⁃ERK、p⁃P38、p⁃Akt、p⁃NF⁃κB、JNK、ERK和Akt抗体

（CST公司，美国）；p38抗体（ab32142，Abcam公司，

美国）；GAPDH抗体（30201ES20，上海翳圣公司）；

流式抗体 APC⁃CD11b（Clone：M1/70）和 PE⁃F4/80
（BM8）（Biolegend 公 司 ，美 国）；FITC ⁃ MHC Ⅱ
（Clone：In⁃1）（BD Biosciences公司，美国）；PE⁃CD40
（Clone：1C10）、APC ⁃CD80（Clone：16 ⁃ 10A1）、PE ⁃
CD86（PO3.1）和 APC⁃TNF⁃α（MP6⁃XT22）（eBiosci⁃
ence公司，美国）。

1.2 方法

1.2.1 小鼠BMM培养

小鼠颈椎脱臼处死后，75%酒精浸泡 5 min，
用 DMEM 培养基冲出胫骨与股骨中骨髓，重悬，

1 500 r/min 离心 5 min，红细胞裂解 2 min，预冷PBS
终止，离心，PBS清洗1次，1 500 r/min 离心5 min，加
入 10 mL DMEM（含 10 % FBS）培养基于 37 ℃ 5%
CO2条件下放置3 h。取悬浮细胞，加入30 ng/mL M⁃
CSF 10 % FBS DMEM（含 2 mmol/L L⁃谷氨酰胺，100
U/mL青霉素与100 μg/mL链霉素）于10 cm平皿中培

养3 d，铺板相同条件下继续培养3 d。
1.2.2 免疫荧光检测BMM吞噬功能

BMM 细胞 2×105 个/孔种于 48 孔培养板，用

FITC⁃IgG处理2 h，对照组加入等量的培养基，每组设

3个复孔，实验重复3次。PBS清洗细胞3次，4%多聚

甲醛固定 10 min，PBS清洗3次，0.1%Triton X⁃100通
透5 min，PBS清洗 3次，1%BSA封闭 10 min，按说明

书加入 Phalloidin⁃TRITC（20 μmol/L），室温避光孵育

30 min，PBS清洗3次，加入DAPI（1∶100 000）5 min，
正置荧光显微镜观察。

1.2.3 流式细胞术检测BMM表面分子标志物和表

面活化分子的表达

将 BMM 按 1×106个/孔的密度铺于 12 孔培养

板中，分别用 IgG（100 μg/mL）、CpG DNA（终浓度

0.3 μmol/L）、CpG DNA联合 IgG处理24 h，对照组加

入等量的培养基，每组设 3个复孔，实验重复 3次。

24 h后弃培养上清，预冷的PBS清洗2次，胰酶消化

后，用DMEM培养基收集细胞于EP管中，1 500 r/min
离心 5 min，弃上清，PBS重悬细胞，1 500 r/min离

心 5 min，分别加入荧光素标记的抗体 PE⁃F4/80、
APC⁃CD11b、PE⁃CD40、FITC⁃MHC Ⅱ、APC⁃CD80、
PE⁃CD86和 APC⁃TNF⁃α，抗体终浓度为 1 μg/mL，
4 ℃条件下避光放置 40 min后用 PBS洗涤，重悬于

200 μL PBS 中，Beckman 流式细胞仪上机检测，

FlowJo7.6进行数据分析。

1.2.4 免疫蛋白印迹法检测相关信号通路蛋白磷

酸化

将 BMM 按 1×106个/孔的密度铺于 12 孔培养
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图2 BMM对FITC⁃IgG的吞噬作用（×1 000）

Figure 2 Phagocytosis of BMM on FITC⁃IgG（×1 000）
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板中，分别用 IgG（100 μg/mL）、CpG DNA（终浓度

0.3 μmol/L）、CpG DNA与 IgG处理 30 min，同时对

照组加入等量的培养基，每组设 3个复孔，实验重

复 3次。用蛋白裂解液提取细胞总蛋白，BCA 蛋

白定量试剂进行蛋白量归一化，100 ℃蛋白变性

5 min，上样。按浓缩胶 60 V 30 min，分离胶 110 V
90 min电泳，PVDF膜 0.2 A 2 h 湿转转膜。用 5%
脱脂奶粉溶液室温封闭 60 min。分别加入一抗 p⁃
JNK（1∶1 000）、p⁃ERK（1∶2 000）、p⁃p38（1∶1 000）、p⁃
Akt（1∶1 000）、p⁃NF⁃κB（1∶1 000）、JNK（1∶1 000）、

ERK（1∶1 000）、p38（1∶1 000）、Akt（1∶1 000）和

GAPDH（1∶5 000）4 ℃孵育过夜，TBST洗涤后加入

相应二抗，室温孵育 1 h，TBST洗涤后，将ECL发光

显色后，用Tanon5200成像系统采集图像。

1.3 统计学方法

所有统计分析采用GraphPad PRISM.6软件，计

量数据表述采用均数±标准差（x ± s），组间比较采用

方差分析（ANOVA）或 t检验。P ≤ 0.05为差异有统

计学意义。

2 结 果

2.1 BMM表面标志物检测

培养约6 d的小鼠BMM经荧光标记的CD11b和
F4/80抗体染色后流式细胞仪检测，发现CD11b和F4/
80表达阳性率达99.7%（图1）。
2.2 BMM吞噬功能鉴定

BMM是体内主要发挥吞噬摄取作用的细胞，为

观察BMM对FITC⁃IgG的吞噬作用，将小鼠BMM与

FITC⁃IgG孵育 2 h后进行免疫荧光染色。BMM对

FITC⁃IgG具有吞噬作用，吞噬比例约为70%（图2）。
2.3 IgG对BMM增殖的影响

为了检测人外周血提取的 IgG 是否会影响

BMM的增殖，使用不同剂量的 IgG与相同浓度的M⁃
CSF共同培养BMM，然后使用CCK⁃8试剂盒进行波

长为 450 nm的吸光度值检测。发现 IgG对BMM的

增殖无明显作用（图3）。

图1 体外培养小鼠BMM CD11b和F4/80的表达

Figure 1 The expression of CD11b and F4/80 in cultured BMM in vitro
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2.4 IgG上调CpG DNA对BMM表面活化分子的表达

为了研究 IgG 是否会影响 CpG DNA 诱导的

BMM表面协同共刺激分子的表达，分别加入 IgG、

CpG DNA、CpG DNA和 IgG刺激BMM 24 h。结果如

图4所示，CpG DNA体外刺激BMM能够活化其表面

CD40、MHCⅡ、CD80和 CD86的表达，其中 CD40、
CD80和CD86的活化具有统计学差异（P < 0.05），而
MHC Ⅱ与对照组相比差异无统计学意义（P >
0.05）。 IgG 联合 CpG DNA 处理后可进一步促进

CpG DNA活化巨噬细胞表面分子 CD40、MHC Ⅱ、

CD80和CD86表达，其中CD40、CD80和CD86的表

达上调具有统计学意义（P均 < 0.05），MHC Ⅱ的改

变差异无统计学意义（P > 0.05）。
2.5 IgG 促进 CpG DNA 诱导 BMM MAPK（JNK 和

p38）的磷酸化

为了进一步探究 IgG 在 CpG DNA 诱导 BMM
MAPK 和 NF⁃κB活化中的作用，接下来分别使用

IgG、CpG DNA、CpG DNA+IgG刺激BMM 30 min。结

果如图5所示，CpG DNA活化BMM后可诱导MAPK
（ERKp44/42、p38和 JNK）途径活化。且 IgG能够促

进 CpG DNA诱导 BMM JNK和 p38的磷酸化，但对

ERKp44/42 磷酸化无明显促进作用，提示 IgG 与

CpG DNA在诱导BMM JNK和 p38通路活化中具有

协同作用，从而共同上调 BM表面 CD40、MHC Ⅱ、

CD80和 CD86的表达。IgG和 CpG DNA均能引起

NF⁃κB的磷酸化，但两者并没有联合促进作用（图

5），因此，IgG在CpG DNA诱导的BMM NF⁃κB磷酸

化中无明显作用。以上结果表明 IgG在 CpG DNA
诱导BMM活化可能是通过 JNK和 p38通路而不是

NF⁃κB途径。

2.6 IgG促进CpG DNA诱导的BMM分泌肿瘤坏死

因子⁃α（tumor necrosis factor⁃α，TNF⁃α）
为了进一步研究 IgG在CpG DNA诱导BMM分

泌细胞因子中的作用，用 IgG、CpG DNA、CpG DNA
联合 IgG刺激BMM 20 h。利用细胞流式仪检测细

胞表面和胞内细胞因子TNF⁃α与γ⁃干扰素（interfer⁃
on⁃γ，IFN⁃γ）的分泌。结果如图 6，IgG 能够引起
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图4 IgG促进CpG DNA活化BMM表面分子表达上调

Figure 4 IgG up⁃regulated the surface molecular expression in CpG DNA⁃activated BMM
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图3 IgG对BMM增殖的影响

Figure 3 The effect of different concentrations of IgG on
BMM proliferation
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CpG DNA诱导BMM分泌更多的TNF⁃α，且具有统计

学意义，而 IFN⁃γ的分泌无统计学差异，推测 IgG在

CpG DNA诱导BMM活化中通过分泌大量的TNF⁃α，
进一步活化BMM。

3 讨 论

SLE的病因是多因素的，遗传、环境等因素相互

作用导致免疫细胞过度活化，产生大量自身抗体、

免疫复合物及炎性细胞因子，并随血液循环到达各

脏器，进而损害相应靶器官［8］。其中，DNA低甲基化

在SLE的病因学中发挥重要作用［9］。CpG DNA包括

细菌DNA和人工合成的CpG寡核苷酸序列。其中

细菌DNA是富含未甲基化CpG的核苷酸序列，能够

诱导体内外多种免疫学变化［10］，可能在SLE的发生

发展中起了重要的作用。另外，某些合成的低甲基化

CpG脱氧核苷酸也能诱导多克隆B细胞活化并产生

抗DNA抗体［11］，提示某些人工合成的低甲基化CpG
DNA与细菌DNA在SLE上具有相似的效应。此外，

肾脏是SLE一个重要的受累器官，狼疮模型鼠体内的

图5 IgG促进CpG DNA活化BMM JNK和p38磷酸化

Figure 5 IgG promotes JNK and p38 phosporylation in
CpG DNA⁃activated BMM
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图6 IgG促进CpG DNA诱导的BMM分泌细胞因子TNF⁃α

Figure 6 IgG promotes BMM secreteing TNF⁃α induced by CpG DNA
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巨噬细胞清除可显著缓解其肾炎及疾病活动度［12］，提

示巨噬细胞在 SLE 发病过程中具有重要意义。

CpG DNA也可直接或间接激活免疫效应细胞如树

突状细胞、B淋巴细胞和 T淋巴细胞等，促进白介

素（interleukin，IL）⁃6、IL⁃12 等细胞因子的分泌。

本实验发现CpG DNA能够活化骨髓源巨噬细胞分

泌TNF⁃α。
一方面抗体 IgG在保护宿主不受细菌、病毒等

微生物感染中很重要，且在治疗免疫性疾病如SLE
中也具有一定疗效［13-14］；另一方面自身 IgG抗体也是

SLE自身免疫性疾病致病的主要因素［1］，如红斑狼疮

血清 IgG通过TNFR1信号通路诱导皮肤炎症、抗ds⁃
DNA的 IgG沉积导致皮肤狼疮和沉积于肾小球基底

膜的含 IgG的免疫复合物介导的狼疮肾炎等［15］。由

于SLE患者体内部分自身抗体以 IgG的形式存在［8］，

这可能与凋亡细胞来源的低甲基化抗原DNA活化

抗原提呈细胞表达共刺激分子释放炎症因子，继而

活化自身反应性T细胞与辅助自身反应性B细胞的

活化，分泌更多的自身抗体有关，从而促进狼疮疾

病的发展［16］。因此，本实验探究了自身抗体 IgG与

未甲基化的CpG DNA在巨噬细胞中的关系。结果

表明CpG DNA对巨噬细胞表达共刺激分子CD40、
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MHC Ⅱ、CD80和CD86有上调作用，IgG处理后，该

上调作用更加明显；CpG DNA能够诱导巨噬细胞

MAPK和NF⁃κB通路活化。IgG处理后，CpG DNA
对巨噬细胞内 p38和 JNK的磷酸化有促进作用，但

对CpG DNA诱导的ERK磷酸化几乎没有改变。结

果也显示，IgG能够使CpG DNA诱导的巨噬细胞分

泌更多的细胞因子TNF⁃α，而对 IFN⁃γ的分泌虽有增

加但无统计学意义。综上所述，本研究发现 IgG在

CpG DNA诱导巨噬细胞活化与 JNK和p38⁃MAPK通

路中起促进作用，通过促进上调巨噬细胞表达共刺

激分子与分泌TNF⁃α活化巨噬细胞。本实验结果将

有助于探究自身抗体 IgG与CpG DNA在SLE巨噬细

胞上的相互作用，为SLE的致病机制提供新方向，从

而为 SLE的治疗提供新思路，如分离和消除 SLE患

者外周血自身抗体 IgG，使其与自身抗原分离，减少

免疫复合物介导的免疫炎症反应，有效预防和治疗

组织器官损伤。
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