
　
２０１８,３４ (８)

中国人兽共 患 病 学 报
ChineseJournalofZoonoses

DOI:１０．３９６９/j．issn．１００２－２６９４．２０１８．００．１２０ 􀅰实验研究􀅰

结核分枝杆菌感染对BALB/c小鼠
B细胞发育分化的影响

刘文文１,吕　艳１,王　聪１,赵　微１,王　涛１,白　丽１,２

国家自然科学基金项目(No．８１２４１１３３)

通讯作者:白　丽,Email:lbai＠dali．edu．cn
作者单位:１．大理大学基础医学院,大理　６７１０００２;

２．大理大学云南省昆虫生物医药研发重点实验室,大理　

６７１０００

摘　要:目的　探讨结核分枝杆菌感染对小鼠B淋巴细胞分化发育的影响.方法　建立 Mtb感染 BALB/c小鼠模型,

在感染早期(４周)及晚期(８周)分别取小鼠骨髓细胞及脾脏细胞,或经培养后,荧光抗体染色,用流式细胞术对感染早期及晚

期小鼠的B细胞表型进行分析,设生理盐水处理的小鼠作为对照.结果　Mtb感染组与对照组比较,proＧB细胞(CD４５R＋

CD４３＋ )(４周:t＝２．８８６,P＜０．０５)、未成熟 B细胞(CD４５R＋IgM＋IgD－ )(４周:t＝４．７６０,P＜０．０５)减少,骨髓成熟 B细胞

(CD４５R＋IgM＋/－IgD＋ )(４周:t＝－３．４８５,P＜０．０５;８周:t＝－２．５９４,P＜０．０５)与脾脏成熟B细胞(CD４５R＋IgMlowIgDhi)(４
周:t＝－２．２７５,P＜０．０５;８周:t＝－２．９７,P＜０．０５)增多;小鼠脾脏 B细胞活化分子 CD６９表达升高(４周:t＝－２．２７１,P＜
０􀆰０５;８周:t＝－２．０５２,P＜０．０５);小鼠脾脏记忆性B细胞 (CD４５R＋CD２７＋IgD＋/－ )升高(４周:t＝－４．２０３,P＜０．０５;８周:t＝
－５．２８０,P＜０．０５).结论　Mtb感染能影响B细胞的分化发育,促使 B细胞向成熟细胞分化,并能促使 B细胞活化,使机体

更有利于抗结核的感染.
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Abstract:ToexploretheimpactondevelopmentanddifferentiationofBcellinBALB/cmiceinfectedwithMycobacterium
tuberculosis(Mtb),miceinfectedmodelswereestablishedwithMtbofDaliclinicalisolates．After４weeksand８weeksofinＧ
fectedwithMtb,thebonemarrowcellsandspleniccellswerecollectedfromthemice,separately．Thecellsorculturedcells
werestainedbyspecificantibodiesconjugatedfluorescein．ThephenotypeofBcellswasanalyzedbyflowcytometer．Atthe
sametime,miceinjectedwithnormalsalineweresetascontrol．Comparedwiththecontrolgroup,proＧBcell(CD４５R＋CD４３＋ )
(４week:t＝２．８８６,P＜０．０５),immatureBcell(CD４５R＋IgM＋IgD－ )(４week:t＝４．７６０,P＜０．０５)weredecreasedatbothof
theearlyandlatestageinfectedwith Mtb,andthematureBcellsinbonemarrow(CD４５R＋IgM＋/－IgD＋ )(４week:t＝
－３􀆰４８５,P＜０．０５;８week:t＝－２．５９４,P＜０．０５)andspleen(CD４５R＋IgMlowIgDhi)(４week:t＝－２．２７,P＜０．０５５;８
week:t＝－２．９７,P＜０．０５)increased．Comparedwiththecontrolgroup,expressionofCD６９onmurinesplenicBcellsincreased
(４week:t＝－２．２７１,P＜０．０５;８week:t＝－２．０５２,P＜０．０５)．Inaddition,ThememoryBcell(CD４５R＋CD２７＋IgD＋/－ )(４
week:t＝－４．２０３,P＜０．０５;８week:t＝－５．２８０．P＜０．０５)increasedintheinfectionmice．TheinfectionofMtbcanaffectthe
developmentanddifferentiationofBcell,inducingdifferentiationofBcellsintomaturecellsandactivationofBcells,sothat
thebodyismoreconducivetoMtbinfection．
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　　由结核分枝杆菌(Mycobacteriumtuberculosis,

Mtb)引起的结核病(tuberculoＧsis,TB)是全世界范

围内高发、危害大的呼吸道传染病,位居单一病原引

起死亡的严重传染病之首[１Ｇ２].从骨髓的造血干细

胞(或胎肝)到能够分泌免疫球蛋白的浆细胞,B细

胞经历了复杂的发育分化过程,不同的发育分化阶

段呈现出特征性的表面分子[３Ｇ４],虽然目前国外对B
细胞分化发育研究较多,但 TB感染时,对B细胞分

化发育的各个阶段的影响尚不清楚,且B细胞在结

核感染中的作用也不清楚.本研究分析了 Mtb感

染小鼠B细胞发育分化情况,并试图了解B细胞分

化发育对抗结核感染的作用.

１　材料与方法

１　材　料

１．１．１　实验动物　SPF(Specificpathogenfree)级

BALB/c小鼠,许可证编号SCXK京２００６Ｇ０００９(已
通过大理大学动物伦理委员会批准),５~６周龄,体
重(１８±２)g,雌性,购于北京维通利华实验动物技术

有限公司.

１．１．２　菌株　Mtb临床分离株分离自大理肺结核

病人,经鉴定为大理地区流行的优势菌株(由吴利先

教授提供).

１．１．３　主要仪器及分析软件　FACSCalibur流式

细胞仪(美国 BD 公司),分析软件使用 CellQuest
software(美 国 BD 公 司).CO２ 培 养 箱 (MCOＧ
１８AIC,日本SANYO).

１．１．４　荧光抗体及其他试剂　全部抗小鼠荧光抗

体购自BD公司:CD４３ＧAPC(Cat:５６０６６３)、CD４５RＧ
PE(Cat:５５３０９０)、IgDＧFITC(Cat:５５３４３９)、IgMＧ
PerCPＧCy５．５(Cat:５５０８８１)、CD６９ＧFITC (Cat:

５６１９２９)、CD２７ＧAPC(Cat:５６０６９１).新鲜配制 的

Gey’s液(０．１５mol/LNH４Cl、１mmol/LKHCO３
和０．１ mmol/LNa２EDTA)、PKＧ３０L 血液稀释液

(Cat:G１９０６,sysmex公司).

１．２　方　法

１．２．１　动物感染模型的建立　将BALB/c小鼠２４
只随机分为２组,感染组每只小鼠从尾静脉注射

Mtb临床分离株１０６CFU/０．２mL、对照组０．２mL
生理盐水(NS).感染后４周和８周取小鼠的肺、肾
及肝组织,经罗氏培养基培养均有 Mtb生长,提示

成功建立了 Mtb鼠感染模型.

１．２．２　小鼠细胞获取与处理　于感染４周及８周后

分别处死小鼠,获取下列细胞:

１．２．２．１　骨髓细胞　取小鼠股骨和胫骨,剥离肌肉,

用５mL注射器吸取含３％FBSＧ血细胞稀释液冲洗

骨髓细胞于无菌离心管中,洗涤并调细胞浓度至

１０７/mL备用.

１．２．２．２　脾细胞　取小鼠脾脏用孔径为７０μm 的

细胞滤器(CellStrainer,BDFalcon)研磨并滤过细

胞以除去包膜及结缔组织制成单细胞悬液,用 Gey’

s液溶解红细胞,经３％FBSＧ血细胞稀释液洗涤并调

细胞浓度至１０７/mL备用.

１．２．２．３　脾细胞培养　获取小鼠脾细胞,除去红细

胞后被用含１０％FBSＧRPMIＧ１６４０(GIBCO)培养液

(含LＧ谷氨酰胺、１００U/mL青霉素、１００μg/mL 链

霉素)培养在１２Ｇ孔 “U”形底培养板上,培养的细胞

浓度为１０６/mL,按０．１IU/１０６/mL加入结核纯蛋

白衍生物(TBＧPurifiedproteinderivative,TBＧPPD,
北京祥瑞生物制品有限公司),３７℃、５％ CO２ 培养

２４h,收集细胞染色,设不加 TBＧPPD作对照.

１．２．３　染色及流式细胞仪分析　取骨髓细胞１０６,
用CD４５RＧPE/IgMＧPerCPＧCy５．５/CD４３ＧAPC/IgDＧ
FITC染色;取脾细胞或刺激培养的脾细胞１０６,用

CD４５RＧPE/IgMＧPerCPＧCy５．５/IgDＧFITC、CD４５RＧ
PE/CD６９ＧFITC、CD４５RＧPE/CD２７ＧAPC/IgDＧFITC染

色.染色按BD公司推荐在细胞中加入上述适量荧

光抗体,４℃避光反应３０min,３％FBSＧ血细胞稀释

液洗涤２次,末次离心后加入４００μL３％FBSＧ血细

胞稀释液,样品经 FACSCalibor收集适量细胞,然
后用CellQuestsoftware分析,对于所有样品的分

析均需首先通 过 FSC(Forwardlightscatter)和

SSC(Sidelightscatter)分析去除死细胞和细胞碎

片,只分析活细胞.

１．２．４　数据统计　采用SPSS２２．０统计软件建立数

据库,对实验结果以x±s表示,组间比较采用两组

独立样本的t检验,P＜０．０５有统计学意义.

２　结　果

２．１　Mtb感染促进了骨髓B细胞的分化发育　骨

髓B细胞的分析参照文献[４Ｇ６]进行,骨髓细胞经

CD４５RＧPE/IgMＧPerCPＧCy５􀆰５/CD４３ＧAPC/IgDＧ
FITC染色.经SSC和 FSC分析,“gate”淋巴细胞

群分析骨髓总B细胞、祖B细胞(proＧB)、前B细胞

(preＧB),然后“gate”CD４５R＋B细胞进行未成熟 B
细胞(immatureBcell)和成熟 B 细胞(matureB
cell)分析.感染４周时,Mtb感染小鼠与 NS对照

小鼠比较,骨髓总B细胞(CD４５R＋ )(t＝３．４２９,P＜
０．０５)、proＧB细胞(CD４５R＋CD４３＋ )(t＝２．８８６,P＜
０．０５)、proＧB＋preＧB 细 胞 (CD４５R＋IgM－ )(t＝
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５􀆰９３９,P＜０．０５)及未成熟 B细胞(CD４５R＋IgM＋

IgD－ )(t＝４．７６０,P ＜０．０５)降 低,成 熟 B 细 胞

(CD４５R＋IgM＋/－IgD＋ )增 加 (t＝ －３．４８５,P ＜
０􀆰０５),该细胞８周时也有所增加(t＝－２．５９４,P＜
０．０５).与４周相比,感染８周时,proＧB＋preＧB细

胞(t＝５．９８３,P＜０．０５)及未成熟B细胞(t＝３．４７２,

P＜０．０５)升高.感染不同时期,骨髓各发育阶段B
细胞分布基本一致(见图１、图２),Mtb感染促进了

骨髓B细胞向成熟B细胞发育.

注:∗,P＜０．０５

图１　Mtb感染小鼠与对照小鼠骨髓B细胞分析

Fig．１　AnalysisofBcellsofmiceinfectedwithMtband
uninfectedinbonemarrow

２．２　Mtb感染促进了脾B细胞的分化发育　脾脏

B细胞的分析参照文献[５Ｇ６]进行,脾细胞经CD４５R
－PE/IgMＧPerCPＧCy５．５/IgDＧFITC 抗体染色,经

FSC、SSC分析,“gate”淋巴细胞群,分析小鼠脾 B
淋巴细胞亚群分布情况(见图３、图４).Mtb感染小

鼠与 NS对照小鼠比较,脾脏总 B细胞(CD４５R＋ )
(４周:t＝２．７０９,P＜０．０５;８周:t＝１􀆰９４５,P＜０．０５)
及 T１B 细胞(transitional１Bcell,CD４５R＋IgMhi
IgDlow)(４周:t＝２．２３８,P＜０．０５;８周:t＝２．１４８,P
＜０．０５)降低;脾脏成 熟 B 细 胞 (matureBcell,

CD４５R＋IgMlowIgDhi)升高４周:t＝－２．２７,P＜
０􀆰０５５;８周:t＝－２．９７,P＜０．０５);感染８周与４周

时比较,Mtb感染小鼠脾脏 T２B细胞(transitional
２Bcell,CD４５R＋IgMhiIgDhi)(t＝２􀆰１８９,P＜０．０５)
及成熟 B细胞(t＝－２．７３３,P＜０􀆰０５)升高.

２．３　Mtb感染促进了B细胞的活化　Mtb感染小

鼠的脾脏细胞体外培养或与 TBＧPPD共同培养２４
h后,细胞经 CD４５RＧPE/CD６９ＧFITC 染色,“gate”

CD４５R＋ 细胞群,分析 B细胞活化分子 CD６９的表

达.感染４周及８周时,Mtb感染小鼠与 NS对照

小鼠比较,脾脏B细胞CD６９分子的表达升高,表现

注:上图所示为各对照组(６例)及感染组(６例)中的一个典型个

体.图 A显示骨髓总B细胞分布;图B显示proＧB细胞的分布;

图C显示proＧB＋preＧB的分布;图 D显示未成熟B细胞和成熟

B细胞的分布.

图２　感染４周时骨髓B细胞的分布图

Fig．２　DistributionofBcellsinbonemarrowatinfection
４week

注:∗,P＜０．０５

图３　Mtb感染小鼠与对照小鼠脾脏B细胞分析

Fig．３　AnalysisofsplenicBcellsofmiceinfectedwith
Mtbanduninfected

为只加培养液(４周:t＝－２．２７１,P＜０．０５;８周:t＝
－２．０５２,P ＜０．０５);加 入 TBＧPPD(４ 周:t＝
－２􀆰２６５,P＜０．０５;８周:t＝－４．０６２,P＜０．０５),即

Mtb感染促进了B细胞的活化,且感染４周时,B细

胞已得到充分活化,表现为感染４周和８周的活化
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注:上图所示为各对照组(６例)及感染组(６例)中的一个典型个

体

图４　感染４周时脾脏B细胞的分布

Fig．４　DistributionofBcellsinspleenat４weekofMtb
infection

B细胞比例相似,且感染４周体外培养加入特异性

抗原 TBＧPPD 再刺激时活化 B细胞比例未见明显

增加.

注:▲体外培养时只加培养液,无 TBＧPPD;▲▲体外培养时加

入 TBＧPPD

图５　Mtb感染小鼠与对照小鼠脾脏活化B细胞分析

Fig．５　AnalysisofsplenicactivatedBcellsofmiceinfected
withMtbanduninfected

２．４　Mtb感染促进了记忆性 B细胞的产生　Mtb
感染 小 鼠 的 脾 脏 细 胞 经 CD４５RＧPE/CD２７ＧAPC/

IgDＧFITC染色,“gate”CD４５R＋ 细胞群,分析记忆性

B细胞的分布.感染４周与８周时,Mtb感染小鼠

与 NS对照小鼠比较,脾脏记忆性B细胞 (CD４５R＋

注:上图所示为各对照组(６例)及感染组(６例)中的一个典型个

体

图６　感染４周时脾脏B细胞CD６９分子的表达

Fig．６　ExpressionofCD６９moleculeonsplenicBcellsat４
weekofMtbinfection

CD２７＋IgD＋/－ )(４周:t＝－４．２０３,P＜０􀆰０５;８周:t
＝ －５．２８０,P ＜０．０５)、类 别 转 换 记 忆 B 细 胞

(CD４５R＋CD２７＋IgD－ )升高(４周:t＝－４．２１７,P＜
０．０５;８周:t＝－４．６６１,P＜０．０５);Mtb感染８周与

４周比较,脾脏记忆性 B 细胞(t＝ －４．３１２,P＜
０􀆰０５)及类别转换记忆 B细胞升高(t＝－３．８２１,P
＜０．０５)(见图７、图８).

图７　Mtb感染小鼠与对照小鼠脾脏记忆性B细胞分析

Fig．７　AnalysisofmemoryBcellsofmiceinfectedwith
Mtbanduninfected

３　讨　论

在B细胞的分化发育进程中,一些表面分子的

表达呈现规律性改变,据此可以将整个过程分为５
个阶段[７],即proＧB、preＧB、未成熟 B细胞、过渡 B
细胞(包括过渡型 T１和过渡型 T２细胞)和成熟 B
细胞,前３个阶段在骨髓进行,后２个阶段在脾脏中

进行[８Ｇ９].未成熟 B细胞被从骨髓运送到脾脏,在
脾脏内,BCR信号促使未成熟 B细胞继续发育,先
形成过渡型 T１和过渡型 T２细胞,最后成熟主要定

居于淋巴滤泡.成熟 B细胞在受到抗原刺激后分
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注:上图所示为各对照组(６例)及感染组(６例)中的一个典型个

体

图８　感染早期及晚期脾脏记忆性B细胞的分布

Fig．８　DistributionofmemorysplenicBcellsatdifferent
infectedstageintheBALB/cmice

化为记忆性B细胞和效应性B细胞(浆细胞)[９Ｇ１０].
近年来,随着免疫学的发展,新的细胞亚群的不断发

现,B细胞在结核中的研究越来越受到重视,B细胞

不仅是结核结节中数量最多的细胞,而且其在参与

结核的保护性免疫中也发挥重要作用.在本实验

中,在感染早期,骨髓 B细胞与脾脏 B细胞总量呈

减少趋势.Mtb感染时,proＧB 细胞、未成熟 B 细

胞、T１B细胞减少,而骨髓成熟B细胞与脾脏成熟

B细胞增多,且感染晚期与早期相比,proＧB＋preＧB
细胞、未成熟B细胞、T２B细胞及成熟B细胞均有

所增加,提示 Mtb感染促使B细胞向成熟细胞方向

发育;另外,感染小鼠脾脏B细胞CD６９分子的表达

升高,经抗原(TBＧPPD)刺激后 CD６９增加显著,即
感染能促使活化B细胞增多,且在感染４周时,B细

胞已得到充分活化,表现为感染４周和８周的活化

B细胞比例相似;另外,小鼠的记忆性B细胞、类别

转换记忆B细胞也增多,且晚期较早期增多得更为

明显.上述结果提示,结核感染能影响B细胞的分

化发育,促使 B细胞向成熟细胞分化,并使 B细胞

活化增强,产生更多的记忆性 B 细胞,有利于抗

Mtb作用.
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