
JOURNAL OF ZHEJIANG UNIVERSITY（MEDICAL SCIENCES）
浙 江 大 学 学 报（ 医 学 版 ） 2026 年 4 月

April 2026

B细胞内源性拟素化可调控小鼠免疫反应
金 鑫 1，竺露瑶 2，章力之 2，陈天杭 1，周明倩 1

1. 浙江中医药大学基础医学院，浙江 杭州 310053
2. 浙江中医药大学生命科学学院，浙江 杭州 310053

［摘 要］　目的:探究拟素化在 B 细胞介导免疫应答中的调控作用。方法:利用

Cre-LoxP 系统构建 B 细胞特异性 Ube2m 基因敲除的 CD19cre/+Ube2mfl/fl 小鼠，以同窝

出生的 Ube2mfl/fl 小鼠作为正常对照。分别采用非胸腺依赖性抗原 4-羟基-3-硝基

苯乙酰基（NP）-脂多糖（LPS）、2，4-二硝基苯基（DNP）-Ficoll 和胸腺依赖性抗原

NP-鸡丙种球蛋白（CGG）、DNP-匙孔血蓝蛋白（KLH）免疫接种小鼠，采用酶联免疫

吸附试验检测血清中各类特异性抗体水平，并对 NP-LPS 和 NP-CGG 免疫接种的小

鼠通过流式细胞术检测脾脏生发中心 B 淋巴细胞、脾脏浆细胞、骨髓浆细胞比例，

结合统计学分析评估各组免疫应答差异。结果: 与对照组比较，Ube2m 敲除小鼠

在接受 NP-LPS 免疫后，抗 NP 免疫球蛋白（Ig）G2a、IgG2b、IgG2c、IgG3 抗体水平均

降低（均 P<0.05）；DNP-Ficoll 免疫后，抗 DNP 各类 IgG 抗体水平均降低（均 P<
0.05），IgM 水平无显著改变。NP-LPS 免疫后脾脏总生发中心 B 淋巴细胞和骨髓总

浆细胞及 NP 特异性浆细胞比例均减小（均 P<0.01）。与对照组比较，Ube2m 敲除小

鼠在接受 NP-CGG 或 DNP-KLH 免疫后，抗 NP 或抗 DNP IgM 和各类 IgG 抗体水平均

降低（均 P<0.05），且不同抗原诱导下抗体下降时间和幅度存在差异。NP-CGG 免

疫后脾脏总浆细胞及 NP 特异性浆细胞、NP 特异性生发中心 B 淋巴细胞比例均减

小（均 P<0.01）。结论:B 细胞内源性拟素化缺失会广泛损害小鼠对非胸腺依赖性

抗原和胸腺依赖性抗原的免疫应答，且其调控作用具有抗原依赖性。

［关键词］  拟素化；Ube2m；B 淋巴细胞；胸腺依赖性抗原；非胸腺依赖性抗原；
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［Abstract］  Objective: To investigate the regulatory role of endogenous neddylation 
in B cell-mediated immune responses. Methods: B cell-specific Ube2m knockout mice 
(CD19cre/+Ube2mfl/fl) were generated using the Cre-LoxP system, with littermate Ube2mfl/fl 
mice serving as normal controls. Mice were immunized with thymus-independent antigens 
4-hydroxy-3-nitrophenylacetyl (NP)-lipopoly saccharide (LPS) and 2,4-dinitrophenyl (DNP)-
Ficoll, as well as thymus-dependent antigens NP-chicken gamma globulin (CGG) and DNP-

keyhole limpet hemocyanin (KLH). Serum levels of specific antibodies were measured by 
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). Flow cytometry was used to determine the 
proportions of splenic germinal center B cells, splenic plasma cells, and bone marrow 
plasma cells in mice immunized with NP-LPS or NP-CGG. Statistical analyses were 
performed to assess differences in immune responses among the groups. Results: Compared 
with controls, Ube2m-deficient mice showed significantly lower levels of anti-NP 
immunoglobulin (Ig)G2a, IgG2b, IgG2c, and IgG3 after NP-LPS immunization, and 
reduced levels of all anti-DNP IgG subclasses after DNP-Ficoll immunization (all P<
0.05), with no significant change in IgM levels. The proportions of total splenic germinal 
center B cells, total bone marrow plasma cells, and NP-specific plasma cells were also 
significantly decreased after NP-LPS immunization (all P<0.01). Following immunization 
with NP-CGG or DNP-KLH, Ube2m knockout mice exhibited reduced levels of anti-NP 
or anti-DNP IgM and all IgG subclasses (all P<0.05), with antigen-dependent differences in 
the timing and extent of antibody reduction. After NP-CGG immunization, the proportions 
of total splenic plasma cells, NP-specific plasma cells, and NP-specific germinal center 
B cells were markedly decreased (all P<0.01). Conclusion: Endogenous neddylation 
deficiency in B cells broadly impairs immune responses to both thymus-independent and 
thymus-dependent antigens in mice, and its regulatory effects are antigen-dependent.

［Key words］ Neddylation; Ube2m; B lymphocyte; Thymus dependent antigen; Thymus 
independent antigen; Mice

[J Zhejiang Univ (Med Sci), 2026, 55(4): 321-331.]
［缩略语］ 辅助性 T细胞（helper T cell，Th细胞）；分化抗原（cluster of differentiation，

CD）；2，4-二硝基苯基（2，4-dinitrophenyl，DNP）；卵清蛋白（ovalbumin，OVA）；匙孔

血蓝蛋白（keyhole limpet hemocyanin，KLH）；4-羟基-3-硝基苯乙酰基（4-hydroxy-3-

nitrophenylacetyl，NP）；鸡丙种球蛋白（chicken gamma globulin，CGG）；脂多糖（lipo-

polysaccharide，LPS）；牛 血 清 白 蛋 白（bovine serum albumin，BSA）；藻 红 蛋 白

（phycoerythrin，PE）；辣根过氧化物酶（horseradish peroxidase，HRP）；免疫球蛋白

（immunoglobulin，Ig）；酶联免疫吸附试验（enzyme-linked immunosorbent assay，

·· 322



金 鑫，等 .B 细胞内源性拟素化可调控小鼠免疫反应

ELISA）；四甲基联苯胺（tetramethylbenzidine，TMB）；异硫氰酸荧光素（fluorescein 
isothiocyanate，FITC）；磷酸盐缓冲液（phosphate buffered solution，PBS）；BCL-2 相互

作用细胞死亡中介蛋白（BCL-2 interacting mediator of cell death，BIM）

拟素化是由 NEDD8 激活酶、NEDD8 结合酶

（Ube2m 或 Ube2f）和 NEDD8 连接酶组成的三步酶

级 联 催 化 的 蛋 白 质 翻 译 后 修 饰 ，其 特 征 是 将

NEDD8 蛋白共价连接到底物的赖氨酸残基上，能

够增强 Cullin-RING 泛素连接酶活性，促进其介

导泛素转移，从而高效催化目标蛋白的泛素化修

饰［1］。拟素化通过调控底物蛋白的稳定性、亚细

胞定位及生物学功能广泛参与细胞增殖、细胞自

噬、能量代谢、免疫稳态维持等重要生理过程，在

肿瘤发生发展、炎症反应、自身免疫病等病理过

程中发挥调控作用［2-8］。

B 淋巴细胞（以下简称 B 细胞）是适应性免疫

应答的关键组成部分［9］。B 细胞通过 B 细胞受体

特异性识别抗原，与抗原结合后启动下游信号通

路，进而得到活化；活化的 B 细胞迁移至淋巴滤

泡，在生发中心经历突变和扩增，最终分化为浆细

胞，产生特异性抗体，进入体液，发挥免疫效应［10］。

目前，拟素化在 B 细胞介导的免疫应答中的调控

作用仍未被阐明。B 细胞介导的免疫应答依据抗

原的不同可分为对胸腺依赖性抗原的免疫应答和

对非胸腺依赖性抗原的免疫应答。其中，胸腺

依赖性抗原多为蛋白质类抗原，B 细胞需通过

B 细胞受体结合抗原后提呈给 Th 细胞，同时依赖

Th细胞表面 CD40配体与 B 细胞 CD40相互作用及

Th 细胞分泌的细胞因子（如 IL-21），才能驱动 B 细

胞充分活化、发生抗体类别转换和亲和力成熟；而

非胸腺依赖性抗原主要包括细菌脂多糖等，可通

过交联 B 细胞表面 B 细胞受体或结合 B 细胞 Toll
样受体直接激活 B 细胞［11］。本研究利用 Cre-LoxP
系统构建了 B 细胞特异性 Ube2m 基因敲除小鼠，

通过胸腺依赖性抗原和非胸腺依赖性抗原免疫策

略，探究拟素化在 B细胞免疫应答中的调控作用。

1　材料与方法

1. 1　实验动物

Ube2mfl/fl 小鼠由浙江大学医学院孙毅教授提

供。CD19cre/+小鼠购自上海南方模式生物科技股

份有限公司。将 CD19cre/+小鼠与 Ube2mfl/fl 小鼠交

配，获得在 B 细胞中特异性敲除 Ube2m 基因的子

代小鼠 CD19cre/+Ube2mfl/fl（以下称为敲除组），同窝

出生的 Ube2mfl/fl小鼠作为对照组。所有动物饲养

于浙江中医药大学实验动物中心，使用许可证号

SYXK（浙）2013-0184，环境温度 20~24 ℃，湿度

40%~70%，通风（10~15 次/h 空气交换率）。

1. 2　主要试剂和仪器

DNP-OVA（D-5051-10）、DNP-KLH（D-5060-5）、

DNP-Ficoll（F-1200-10）、NP-CGG Ratio 20-29（N-

5055C-5）和 NP-LPS（N-5065-5）为 美 国 LGC Bio-

search Technologies 公司产品；NP-BSA（Ratio 1-9）
（DAGB493）、NP-BSA（Ratio>20）（DAGB491）和 NP-

PE（DAGB511，稀 释 比 例 1∶200~1∶400）为 美 国

Creative Diagnostics 公司产品；铝佐剂（C5084）为

中国北京博奥森生物技术有限公司产品；HRP
标记抗小鼠 IgM 抗体（SA00012-6）为中国武汉三

鹰 生 物 技 术 有 限 公 司 产 品 ；HRP 标 记 抗 小 鼠

IgG1 抗体（ab97240）、HRP 标记抗小鼠 IgG2a 抗

体（ab97245）、HRP 标 记 抗 小 鼠 IgG2b 抗 体

（ab97250）、HRP 标记抗小鼠 IgG2c抗体（ab97255）
和 HRP 标记抗小鼠 IgG3 抗体（ab97260）为美国

Abcam 公司产品；ELISA 包被液（R40024-500 mL）

为中国上海源叶生物科技有限公司产品；TMB 显

色液（P0209-500ml）为中国上海碧云天生物技术

有限公司产品；ELISA 终止液（abs9472）为中国上

海爱必信生物科技有限公司产品；抗小鼠 B220
（103236）、抗小鼠 CD138（142518）和抗小鼠 GL7
（144620）为 美 国 Biolegend 公 司 产 品 ；Fixable 
Viability Dye（65-0865-14）为美国 eBioscience 公

司产品；B220-FITC（103205）、B220-PE/Cyanine5.5
（103235）、CD138-BV650（142517）、CD138-BV421
（142507）和 GL7-PE/Cyanine5.5（144619）为 美 国

BioLegend 公司产品。

流 式 细 胞 仪（CytoFlex S）为 美 国 Beckman 
Coulter 公司产品；全自动酶标仪（ELX800）为美国

BioTek 公司产品。

1. 3　制备小鼠免疫模型及收集血清

将 NP-LPS、DNP-Ficoll、NP-CGG 和 DNP-KLH
分别与铝佐剂按 1∶1 比例混合，充分振荡乳化后，

经腹腔注射免疫小鼠（每只 100 μg），每组 5 只，共
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40 只。每 7 天通过小鼠眼眶后血管丛取血法采集

血液标本，室温静置 30 min，待血液凝结后，于 4 ℃
1000×g 离心 15 min，收集上层血清，于－80 ℃保存

备用。至实验规定时间点处死小鼠。

1. 4　ELISA 法检测小鼠特异性抗体水平

用包被液分别将包被抗原 NP-BSA（Ratio 1-9）
（NP 高亲和力抗原）、NP-BSA（Ratio>20）（NP 低亲

和力抗原）、DNP-OVA 稀释至每孔 1 μg/100 μL，

4 ℃过夜孵育；用洗涤液将反应板充分洗涤三次

后，每孔加入 200 μL 封闭液，室温孵育 2 h；同前

洗板；每孔加入 100 μL 稀释后的待测血清标本

（血清稀释比例见表 1），室温孵育 1 h；每孔加入

100 μL HRP 标 记 的 抗 小 鼠 IgG1、IgG2a、IgG2b、

IgG2c、IgG3、IgM 酶标抗体工作液（1∶10 000 稀

释），室 温 孵 育 1 h；同 前 洗 板 五 次 ；每 孔 加 入

100 μL TMB 显色液，室温避光反应 15 min；每孔

加入 100 μL 终止液，通过酶标仪在波长 450 nm
下测量各孔的吸光度值。参考文献［12］，采用相

对吸光度值进行比较。

1. 5　流式细胞术检测小鼠 B 细胞数和浆细胞数

根据小鼠血清学检测结果（血清 Ig 抗体明

显降低时）解剖并分别获取小鼠脾脏和股骨。

将腹腔注射 NP-LPS 和 NP-CGG 的小鼠脾脏置于

含 RPMI 1640 培养基的培养皿中，使用无菌注射

器芯轻轻研磨，经 40 μm 细胞过滤器过滤，收集滤

液。对于股骨，采用无菌注射器吸取 5 mL RPMI 
1640 培养基轻柔冲洗骨髓腔 2~3 次，收集细胞悬

液后同样经 40 μm 过滤器过滤。将两种滤液分

别置于 15 mL 离心管中，300×g 离心 5 min，弃上清

液。每管加入 1 mL 红细胞裂解液重悬细胞，吹打

30 s，再加入 3 mL 培养基终止裂解，300×g 离心

5 min，弃上清液，该过程重复两次。最后，分别使

用 PBS 重悬细胞并计数。

将细胞浓度调整至 1×107/mL，分别取 200 μL
单细胞悬液加入流式管中，并加入相应抗体：浆细

胞加入 B220（0.7 μL/管）、CD138（1 μL/管）、NP-PE
（1 μL/管）；生发中心 B 细胞加入 B220（0.7 μL/管）、

GL7（1 μL/管）、NP-PE（1 μL/管）。涡旋混匀后，于

冰上避光孵育 30 min；加入 2 mL PBS 重悬细胞，

300×g 离心 5 min，弃上清液，重复两次。用 1 mL 
PBS 重悬细胞，使用流式细胞仪检测。

1. 6　统计学方法

采用 GraphPad Prism 软件进行统计分析。正

态分布的计量数据采用均数±标准误（x̄±sx̄）表示。

组间比较采用双因素方差分析；若方差分析结果

显著，则采用 Tukey 事后检验进行组间差异比较，

P<0.05 为差异具有统计学意义。

2　结 果

2. 1　B 细胞内源性拟素化缺失抑制 NP-LPS 免疫

后 IgG2a、IgG2b、IgG2c 和 IgG3 抗体分泌

与免疫前比较，对照组和敲除组在免疫后第

7 天血清抗 NP IgM、IgG1、IgG2a、IgG2b、IgG2c 和

IgG3 抗体水平升高，并在第 14 天和第 21 天达到

高峰，表明免疫接种成功。与对照组比较，敲除

组高亲和力及低亲和力抗 NP IgG2a、IgG2b、IgG2c
和 IgG3 抗体从第 7 天和第 14 天开始均降低或有

降低趋势，应答水平较弱，仅为对照组的 10%~
20%，其中 IgG2a 和 IgG2c 水平与免疫前无显著差

异。而抗 NP IgG1 抗体水平 NP 高亲和力抗原敲

除组降低（P<0.05），为相应对照组的 30%~50%；

NP 低亲和力抗原敲除组无显著差异。抗 NP IgM
抗体水平未受明显影响。

见图 1。结果提示，B 细

胞内源性拟素化缺失主

要 损 害 NP-LPS 免 疫 后

IgG2a、IgG2b、IgG2c 和

IgG3 抗体分泌。

与 对 照 组 比 较 ，敲

除 组 脾 脏 总 生 发 中 心

B 细 胞 比 例 减 小（P<
0.01），而 NP 特异性生发

中心 B 细胞比例差异无

统 计 学 意 义（P>0.05）；

表 1　Ig 抗体在多种抗原包被后对应的血清稀释比例
Table 1　 Serum dilution ratios for detection of Ig antibodies with different coating antigens

注射药物

NP-LPS

DNP-Ficoll
NP-CGG

DNP-KLH

包被抗原

NP-BSA（Ratio 1-9）
NP-BSA（Ratio>20）
DNP-OVA
NP-BSA（Ratio 1-9）
NP-BSA（Ratio>20）
DNP-OVA

Ig 抗体检测对应的血清稀释比例

IgG1
1∶20 000
1∶20 000
1∶250
1∶20 000
1∶20 000
1∶1000

IgG2a
1∶20 000
1∶20 000
1∶100
1∶20 000
1∶20 000
1∶1000

IgG2b
1∶20 000
1∶20 000
1∶500
1∶20 000
1∶20 000
1∶1000

IgG2c
1∶20 000
1∶20 000
1∶500
1∶20 000
1∶20 000
1∶1000

IgG3
1∶20 000
1∶20 000
1∶250
1∶20 000
1∶20 000
1∶1000

IgM
1∶1000
1∶1000
1∶100
1∶1000
1∶1000
1∶100

Ig：免疫球蛋白；NP：4-羟基-3-硝基苯乙酰基；LPS：脂多糖；DNP：2，4-二硝基苯基；CGG：鸡丙种

球蛋白；KLH：匙孔血蓝蛋白；BSA：牛血清白蛋白；OVA：卵清蛋白 .
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敲除组骨髓总浆细胞、NP 特异性浆细胞比例均减

小（均 P<0.01），而脾脏总浆细胞、NP 特异性浆细

胞比例差异无统计学意义（均 P>0.05），见图 2 和

表 2。提示 B 细胞内源性拟素化缺失可能通过影

响 B 细胞分化损害小鼠对 NP-LPS 的抗体应答。

2. 2　B 细胞内源性拟素化缺失抑制 DNP-Ficoll
免疫后各类 IgG 抗体分泌

对照组和敲除组在免疫后第 7 天血清中抗

DNP IgM、IgG1、IgG2a、IgG2b、IgG2c、IgG3 抗体水

平均升高，表明免疫接种成功。与对照组比较，

敲除组血清中抗 DNP IgG1、IgG2a、IgG2b、IgG2c

和 IgG3 抗体水平降低（均 P<0.05），仅为对照组的

30%~50%；而 IgM 抗体水平差异无统计学意义

（P>0.05）。见图 3。提示 B 细胞内源性拟素化缺

失 主 要 损 害 DNP-Ficoll 免 疫 后 各 类 IgG 抗 体 分

泌，但不影响 IgM 抗体产生。

2. 3　B 细胞内源性拟素化缺失抑制 NP-CGG 免

疫后 IgM 及各类 IgG 抗体分泌

与免疫前比较，对照组和敲除组在免疫后

第 7 天血清抗 NP IgM、IgG1、IgG2a、IgG2b、IgG2c、

IgG3 抗体水平开始升高，其中 IgM 抗体水平在第

14 天达到高峰，IgG 类抗体水平在第 21 天达到高
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Figure 2　Proportions of B cell subsets in NP-LPS immunized mice
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与相应对照组比较，*P<0.05，**P<0.01. NP：4-羟基-3-硝基苯乙酰基；LPS：脂多糖；Ig：免疫球蛋白 .
图 1　NP-LPS 免疫后各组血清 NP 特异性抗体水平变化
Figure 1　Serum levels of NP-specific antibodies in NP-LPS immunized mice
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峰，表明免疫接种成功。与对照组比较，敲除组高

亲和力及低亲和力抗 NP IgG2a、IgG2b、IgG2c 和

IgG3 抗体水平均降低（均 P<0.01），且应答水平较

弱，仅为对照组的 10%~20%。此外，尽管敲除组

高亲和力及低亲和力抗 NP IgM 和 IgG1 抗体较免

疫前升高，但仍低于对照组相应抗体水平（均 P<
0.05），为对照组的 50%（图 4）。提示 B 细胞内源

性 拟 素 化 缺 失 显 著 损

害 NP-CGG 免疫后 IgM
及各类 IgG 抗体分泌，

尤 其 是 IgG2a、IgG2b、

IgG2c和 IgG3。

与对照组比较，敲

除组脾脏 NP 特异性生

发 中 心 B 细 胞 比 例 减

小（P<0.01），总生发中

心 B 细胞、非 NP 特异性生发中心

B 细胞比例差异均无统计学意义

（均 P>0.05）；敲 除 组 脾 脏 总 浆 细

胞、NP 特异性浆细胞比例均减小

（均 P<0.01），而骨髓总浆细胞、NP
特异性浆细胞比例差异均无统计

学意义（均 P>0.05），见图 5 和表 3。

提示 B 细胞内源性拟素化缺失可

能通过影响 B 细胞分化损害小鼠

对 NP-CGG 的抗体应答。

2. 4　B 细胞内源性拟素化缺失抑

制 DNP-KLH 免 疫 后 IgM 及 各 类

IgG 抗体分泌

对照组和敲除组在免疫后第

7 天血清中抗 DNP 抗体水平均升

高，表明免疫接种成功。与对照组

比较，敲除组血清中抗 DNP IgM、

IgG1 和 IgG3 抗体水平降低（均 P<
0.01），为 对 照 组 的 50%~80%；抗

DNP IgG2b、IgG2c 抗体水平在免疫

后第 14 天降低（均 P<0.05），为正

常对照的 70%~90%；抗 DNP IgG2a
抗体水平在第 28 天时才出现显著

升高（P<0.01），为正常对照的 90%，

见图 6。提示 B 细胞内源性拟素化

缺失损害 DNP-KLH 免疫后 IgM 及

各类 IgG 抗体分泌，但其损害程度

不如其他类型抗原免疫显著。

3　讨 论

NP 和 DNP 是一种半抗原，通常与载体蛋白

结合后作为抗原表位激活 B 细胞，诱导体液免疫

反应，常用于研究免疫应答中 B 细胞选择和亲和

力成熟［13］。Ficoll 是一种人工合成的高分子多

表 2　NP-LPS 免疫后两组 B 细胞亚群比例比较
Table 2　Proportions of B cell subsets in NP-LPS immunized mice

（x̄±sx̄，n=5）
组 别

对照组

敲除组

脾 脏

GCB
0.327±0.068
0.180±0.056**

NP+ GCB
0.877±0.460
1.042±0.386

浆细胞

0.485±0.239
0.512±0.166

NP+ 浆细胞

0.665±0.190
0.657±0.171

骨 髓

浆细胞

0.307±0.127
0.127±0.045**

NP+浆细胞

0.340±0.139
0.145±0.033**

与对照组比较，**P<0.01. NP：4-羟基-3-硝基苯乙酰基；LPS：脂多糖；GCB：生发中心 B 细胞；NP+：

NP 特异性 .
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与对照组比较，*P<0.05，**P<0.01. DNP：2，4-二硝基苯基；Ig：免疫球蛋白 .
图 3　DNP-Ficoll 免疫后两组血清 DNP 特异性抗体水平变化
Figure 3　Serum levels of DNP-specific antibodies in DNP-Ficoll immunized 

mice
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糖，与 LPS 类似，不需要依赖 Th 细胞即可激活

B 细胞，是非胸腺依赖性抗原［14］。CGG 和 KLH 都

是典型的胸腺依赖性抗原，必须依赖 Th 细胞才能

诱导 B 细胞反应［15］。KLH 比 CGG 的相对分子质
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与相应对照组比较，*P<0.05，**P<0.01. NP：4-羟基-3-硝基苯乙酰基；CGG：鸡丙种球蛋白；Ig：免疫球蛋白 .
图 4　NP-CGG 免疫后各组血清 NP 特异性抗体水平变化
Figure 4　Serum levels of NP-specific antibodies in NP-CGG immunized mice
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图 5　NP-CGG 免疫后两组 B 细胞亚群流式细胞术检测结果
Figure 5　Proportions of B cell subsets in NP-CGG immunized mice

表 3　NP-CGG 免疫后两组 B 细胞亚群比例比较
Table 3　Proportions of B cell subsets in NP-CGG immunized mice

（x̄±sx̄，n=5）
组 别

对照组

敲除组

脾 脏

GCB
0.430±0.112
0.336±0.032

NP+GCB
1.368±0.240
0.773±0.061**

NP－ GCB
0.157±0.038
0.110±0.017

浆细胞

0.492±0.082
0.200±0.062**

NP+浆细胞

0.475±0.071
0.273±0.066**

骨 髓

浆细胞

0.182±0.053
0.112±0.030

NP+浆细胞

0.820±0.274
0.455±0.148

与对照组比较，**P<0.01. NP：4-羟基-3-硝基苯乙酰基；CGG：鸡丙种球蛋白；GCB：生发中心 B 细胞；NP+：NP 特异性；NP－：非 NP 特

异性 .
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量更大。KLH 来源于无脊椎动物，对哺乳动物高

度异源，含有大量潜在的 T 细胞表位，能引起更强

烈的 Th 细胞反应，诱导更强烈、更广泛的 B 细胞

激活和更高滴度抗体［16］。本研究利用 NP-LPS、

DNP-Ficoll、NP-CGG、DNP-KLH 四种不同抗原，免

疫接种正常对照和 Ube2m 基因敲除小鼠，以探究

B 细胞固有拟素化缺失对非胸腺依赖性抗原和胸

腺依赖性抗原免疫应答的影响。

小鼠的免疫球蛋白家族包含多种亚型（如

IgM、IgG1、IgG2a、IgG2b、IgG2c、IgG3、IgA、IgE），

每种亚型在免疫反应中扮演不同角色，包括中和

作用、调理吞噬、抗体依赖性细胞毒性和补体激

活等［17］。本研究主要关注 IgM 和各类 IgG。IgM
是在抗原初次刺激后最早产生的抗体，在抗原初

次刺激后 5~7 d 内达到峰值［18］；IgG1 是 Th2 型体

液免疫应答的标志，由 Th2 细胞分泌的细胞因子

IL-4 驱动，具有中和病原体和调理作用，是小鼠体

内最常见的 IgG 亚型［19］；IgG2a 和 IgG2c 是 Th1 型

细胞免疫应答的标志，由 Th1 细胞分泌的细胞因

子 γ 干扰素驱动，具有强大的补体活化能力，介导

抗体依赖性细胞毒性［20］；IgG2b 是介于 Th1 型和

Th2 型之间的多面手，由多种细胞因子（包括 IL-4、

γ 干扰素和转化生长因子 β）驱动产生，具有中等

强度的补体活化能力和良好的调理作用，功能较

为全面［21］；IgG3 对非胸腺依赖性抗原应答强烈，

能够激活补体，但在抗体依赖性细胞毒性方面

较弱［22-24］。

抗原免疫结果显示，B 细胞内源性拟素化缺

失对体液免疫应答的调控具有明确的抗原类型

与抗体亚型偏好性。在非胸腺依赖性抗原 NP-

LPS 和 DNP⁃Ficoll 免疫后，敲除组 IgM 应答基本

不受影响，但 IgG2a、IgG2b、IgG2c、IgG3 等 Th1 型

相关 IgG 亚型普遍降低，同时伴随骨髓浆细胞及

抗原特异性浆细胞比例显著减小，表明 B 细胞内

源 性 拟 素 化 缺 失 对 非 胸 腺 依 赖 性 抗 原 介 导 的

Th1 型体液免疫应答损害尤为显著。而在胸腺

依赖性抗原 NP⁃CGG 和 DNP⁃KLH 免疫后，敲除组

抗原特异性 IgM 和 IgG 各类亚型均广泛降低，其

中 IgM、IgG1、IgG3 下 降 最 为 明 显 且 出 现 较 早 ，

IgG2a 等亚型改变相对延迟，同时脾脏抗原特异

性生发中心 B 细胞和浆细胞比例显著减小，提示

该缺失主要损害胸腺依赖抗原诱导的 Th2 型体液

免疫及早期初次应答，对 Th1 型应答的调控则呈

现明显的抗原依赖性。

不 同 类 型 的 抗 原 选 择 性 地 刺 激 不 同 亚 类

IgG 抗体应答，主要取决于抗原如何被呈递及其

激活 B 细胞的机制。胸腺依赖性抗原需要 B 细

胞 和 Th 细 胞 协 作 才 能 激 活 B 细 胞 ，优 先 刺 激
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与对照组比较，*P<0.05，**P<0.01. DNP：2，4-二硝基苯基；KLH：匙孔血蓝蛋白；Ig：免疫球蛋白 .
图 6　DNP-KLH 免疫后两组血清 DNP 特异性抗体水平变化
Figure 6　Serum levels of DNP-specific antibodies in DNP-KLH immunized mice
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IgG1；非胸腺依赖性抗原 LPS 需要同时激活 Toll
样受体信号和 B 细胞受体信号才能激活 B 细胞，

优先刺激 IgG2b 和 IgG3；非胸腺依赖性抗原 Ficoll
则通过重复表位强烈交联 B 细胞受体激活 B 细

胞，优先刺激 IgG3［25］。研究发现，在非胸腺依赖

性抗原（NP-LPS、DNP-Ficoll）免疫中，敲除组 IgM
水平较对照组无显著性改变，或仅出现一过性下

降，而胸腺依赖性抗原免疫中敲除组 IgM 水平较

对照组显著降低，提示 B 细胞内源性拟素化缺失

不影响非胸腺依赖性抗原介导的快速体液免疫应

答，但损害胸腺依赖性抗原介导的早期 IgM 反应。

此外，NP-LPS 免疫中 IgG1 水平仅在 NP 高亲和力

抗原敲除组下降，而 NP 低亲和力抗原敲除组 IgG1
水平较对照组无显著性改变；DNP-KLH 免疫中敲

除组 IgM、IgG1 和 IgG3 水平下降幅度大于 IgG2a、

IgG2b 和 IgG2c，且 IgG2a 抗体下降时序延迟，提示

B 细胞内源性拟素化缺失并非以统一方式调控抗

体应答，其效应取决于抗原刺激的类型，最终导

致多样化的抗体产生，具有一定的抗原依赖性。

目前尚不清楚 B 细胞内源性拟素化缺失对抗体

形成产生此类差异性影响的原因。值得注意的

是 ，即使在同属胸腺依赖性抗原的 NP-CGG 和

NP-KLH 免疫模型中，敲除组的抗体反应也不一

致。此外，LPS 作为一种强效的 B 细胞多克隆激

活剂，在低剂量时可引发抗原特异性应答，而在

高剂量下则倾向于诱导非特异性的多克隆 B 细

胞活化［26］，提示 B 细胞内源性拟素化缺失对抗体

应答的调控可能不仅依赖于抗原类型，还受到刺

激强度的调节。因此，后续研究可通过应用不同

剂量刺激条件建立免疫模型，进一步探究 B 细胞

内源性拟素化缺失对抗体应答的调控作用。

B 细胞通过 B 细胞受体识别脾脏或淋巴结中

的外来抗原后，被激活并增殖，分化为生发中心

B 细胞，完成亲和力成熟和类别转换，进而分化为

浆细胞。脾脏浆细胞是早期、短效的抗体生产

者，提供快速的初期保护，骨髓浆细胞是长效、稳

定的抗体生产者，维持长期体液免疫记忆［26］。流

式细胞术分析结果显示，非胸腺依赖性抗原免疫

模型中敲除组脾脏生发中心 B 细胞比例较对照

组减小，NP 特异性生发中心 B 细胞比例与对照组

相似，骨髓中浆细胞及 NP 特异性浆细胞比例较

对照组显著减小，而脾脏浆细胞比例与对照组相

近。在胸腺依赖性抗原免疫模型中，尽管敲除组

脾脏中 NP 特异性生发中心 B 细胞的比例显著减

小，但脾脏生发中心 B 细胞以及非 NP 特异性生发

中心 B 细胞的比例与对照组均相近，推测 NP 特异

性生发中心 B 细胞比例减小可能因为总体细胞

背景的稀释效应而被掩盖，且脾脏浆细胞及 NP
特异性浆细胞比例显著减小，而骨髓浆细胞比例

则无变化。理论上，非胸腺依赖性抗原多产生髓

外短寿命浆细胞，少量迁移至骨髓；胸腺依赖性

抗原通常更易引起生发中心反应，产生进入骨髓

的长期驻留浆细胞［27］。脾脏浆细胞和骨髓浆细

胞的形成不仅受抗原类型的影响，其分化还是一

个涉及输出-迁移-归巢-存活动态的、有时序的

过程［28］。敲除组浆细胞对非胸腺依赖性抗原和

胸腺依赖性抗原的相反表型可能受到检测时间

的影响，如果取样时间偏早，骨髓中尚未见差异；

取样时间偏晚，则脾脏浆细胞可能已衰减。后续

可以通过在免疫后不同时间点（如第 7、14、21、

28 天）检测脾脏和骨髓中的浆细胞动态变化，探

究 B 细胞内源性拟素化的缺失对 B 细胞分化的调

控作用。

已有研究表明，与对照小鼠比较，拟素化缺

陷小鼠在感染约氏疟原虫后表现出血清 IgG 水

平降低、花生凝集素阳性（PNA+）生发中心数减

少以及 B 细胞滤泡结构紊乱［29］。拟素化抑制剂

MLN4924 在慢性淋巴细胞白血病中可通过抑制

Cullin-RING 泛素连接酶活性阻断 p65 和 p52 的核

转位，从而抑制核因子 κB 信号通路，导致磷酸化

核因子 κB 抑制蛋白 α、Noxa 和 BIM 积累，促使在

IL-21 和 CD40 配体刺激下增殖的 B 细胞凋亡，同

时增强慢性淋巴细胞白血病 B 细胞对烷化剂苯

达莫司汀和氯胺醌的敏感性［30-31］。这些结果均支

持了本文资料结论，即拟素化在促进生发中心形

成及抗体产生中具有重要作用，B 细胞内源性拟

素化缺失会广泛损害小鼠对非胸腺依赖性抗原

和胸腺依赖性抗原的抗体产生和 B 细胞分化应

答。除生发中心 B 细胞和浆细胞外，B 细胞还包

括其他比例较低但仍具备抗体分泌能力的亚型。

本文资料未涉及抗体中和活性、浆细胞分泌功能

等功能学指标，后续将通过体外抗体中和实验、

浆细胞体外培养分泌功能检测补充验证，同时有

必要扩大 B 细胞亚群的检测范围，并借助 Elispot
等技术精确鉴定抗原特异性抗体分泌细胞。此

外，还可通过添加细胞因子刺激，在体外更精确
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地模拟 B 细胞对非胸腺依赖性抗原和胸腺依赖

性抗原信号的应答。

综上，B 细胞内源性拟素化缺失会广泛损害

小鼠对非胸腺依赖性抗原和胸腺依赖性抗原的

抗体产生和 B 细胞分化，包括早期初次免疫应

答、Th1 型细胞免疫应答和 Th2 型体液免疫应答，

且具有一定的抗原依赖性。

本文附加文件见电子版。
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