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硫酸酯化马尾松花粉多糖对小鼠脾脏

B淋巴细胞免疫调节作用的研究
刘  铭  李娜娜  耿  越*

(山东省动物抗性生物学重点实验室, 山东师范大学生命科学学院, 济南 250014)

摘要      研究60%乙醇提取的马尾松花粉多糖组分D(PPM60-D)及其硫酸酯化物(SPPM60-D)对
小鼠脾脏B淋巴细胞增殖、细胞内游离钙离子浓度([Ca2+]i)及抗体生成的影响。水煮醇沉法提取得到

粗多糖, 乙醇分级沉淀得到60%乙醇沉淀多糖PPM60, Sephacryl S-400HR分离纯化得到多糖组分D, 用
氯磺酸–吡啶法对组分D进行硫酸酯化, 尼龙毛法分离B淋巴细胞, MTT法测定其增殖, 荧光分光光度

计测定B淋巴细胞[Ca2+]i, 溶血空斑实验(PFC)和定量溶血分光光度(QHS)法测定B细胞抗体生成情况。

结果显示, SPPM60-D相对于PPM60-D能更显著地提高B淋巴细胞的增殖以及[Ca2+]i(P<0.01); 经TAK-
242、LY294002、U73122、低分子肝素、维拉帕米和2-APB抑制剂作用后, 均可抑制SPPM60-D和

PPM60-D所致的[Ca2+]i升高(P<0.05或P<0.01); PFC和QHS检测证实, SPPM60-D对于促进B淋巴细

胞的分化及抗体的生成有显著作用, 而PPM60-D的作用较弱。以上研究表明, PPM60-D经过硫酸酯

化改性后, 活性明显提高, 推测SPPM60-D可与B淋巴细胞上TOLL样受体4(TLR4)结合, 通过TLR4-
PI3K-PLC-IP3R信号通路使钙库释放激活的钙通道(CRAC)打开, 从而使[Ca2+]i升高来激活B淋巴细

胞, 进而提高其体外增殖和抗体生成能力。
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Influences of Sulfated Polysaccharide from Pine (Pinus massoniana) 
Pollen on the Immunomodulatory Effects of B Lymphocytes in Mice

Liu Ming, Li Nana, Geng Yue*
(Key Laboratory of Animal Resistance Biology of Shandong Province, College of Life Science, 

Shandong Normal University, Jinan 250014, China)

Abstract       We investigated the influences of a polysaccharide component D (PPM60-D) and its sulphate 
(SPPM60-D) from masson pine pollen on the proliferation, intracellular free calcium concentration ([Ca2+]i) and 
antibody production of B lymphocytes in mice. Polysaccharides (PPM60) were extracted from masson pine pollen 
with hot water and precipitated by 60% ethanol. PPM60-D was purified from PPM60 with Sephacryl S-400HR. 
Sulfated polysaccharides (SPPM60-D) was derivated by chlorosulfonic acid-pyridine method. B lymphocytes were 
separated through nylon wool column. [Ca2+]i of B lymphocytes were measured by fluorescence sepectrophotom-
eter. The antibody production were measured by PFC and QHS methods. The results showed that SPPM60-D could 
more significantly improve the proliferation, [Ca2+]i and antibody production of B lymphocytes than PPM60-D 
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(P<0.01). TAK-242, LY294002, U73122, low molecular heparin, verapamil and 2-APB could inhibit the increase-
ment of [Ca2+]i in B lymphocytes which was induced by PPM60-D and SPPM60-D (P<0.05 or P<0.01). These sug-
gested that SPPM60-D had higher activity than PPM60-D and one of the possible receptors of SPPM60-D was toll 
like receptor 4 (TLR4). We speculated that SPPM60-D could increase [Ca2+]i via Ca2+ release-activated Ca2+ (CRAC) 
channel which was activated by TLR4-PI3K-PLC-IP3R signaling pathway, so that it could improve the ability of 
proliferation and antibody production of B lymphocytes.

Key words        masson pine pollen; sulfated polysaccharide; B lymphocyte; proliferation; [Ca2+]i; antibody 
production

多糖(polysaccharide)是一类广泛存在于动植物

体内和微生物细胞壁中、由多个单糖分子聚合而

成的天然高分子聚合物, 是构成生命的四大基本物

质之一[1]。硫酸酯化多糖(sulfated polysaccharides, 
SPS)是多糖中研究较多的一类天然或人工化学修饰

多糖, 具有广泛的生物学性质, 如抗病毒、抗肿瘤、

抗艾滋病、抗疲劳、抗凝血和活化免疫系统作用等, 
因而受到了极大的关注[2]。为了进一步提高多糖的

生物活性或增强多糖原有的生物功能, 利用化学方

法对多糖进行硫酸化修饰已是近年来比较成熟和有

效的方法之一。

研究表明, 多糖及硫酸酯化多糖对免疫系统有

重要的调节作用, 通过与免疫细胞表面的受体结合

后, 可以激活细胞内多种信号通路, 最终表现为能够

刺激淋巴细胞增殖并产生免疫相关因子等[3-6]。钙离

子信号通路在调控淋巴细胞的增殖、分化、基因转

录和免疫应答方面发挥着重要作用[7]。本研究室前

期已证实, 硫酸酯化马尾松花粉多糖能促进脾脏淋

巴混悬细胞的增殖, 提高[Ca2+]i并促进细胞因子IL-2
和IL-4的产生[8], 同时能够增强小鼠体内的抗肿瘤和

机体免疫能力[9], 但是并没有进一步研究硫酸酯化马

尾松花粉多糖对经分离纯化的T、B淋巴细胞的具

体作用效果。本实验通过从小鼠脾脏中分离B淋巴

细胞, 研究马尾松花粉多糖酯化前后对B淋巴细胞增

殖、[Ca2+]i、钙离子信号通路以及抗体生成的影响。

1   材料与方法
1.1   材料与试剂

破壁马尾松(Pinus massonian)花粉由烟台新

时代健康产业集团提供, 破壁率大于95%。参照

本实验室的方法[10]提取纯化多糖, 60%乙醇沉淀组

分命名为PPM60。经Sephacryl S-400HR分离纯化

后得到5个组分, 选取其中含量较高的组分命名为

PPM60-D。用氯磺酸–吡啶法对PPM60-D进行硫酸

酯化, 得到相应的酯化多糖SPPM60-D, 经红外光谱

分析, 并用硫酸钡比浊法测定硫含量代入公式计算

得硫酸基的取代度。

RPMI1640(Gibco, 美国 ); HBSS(含钙镁 , Hy-
clone, 美国 ); 胎牛血清 (杭州四季青生物工程有限

公司); MTT(Klontech, 美国); 石蜡、LPS、U73122、
2-APB、EGTA(Sigma, 美国 ); LY294002(上海碧云

天生物技术有限公司 ); DMSO(北京索莱宝科技有

限公司 ); TAK-242(Invitrigen, 美国 ); Fura-2/AM、

Pluronic F127(Dojin, 日本); Triton X-100、2-巯基乙

醇 (Amresco, 美国 ); 维拉帕米 (Verapamil, Ver.)注射

液 (上海禾丰制药有限公司 ); 低分子肝素 (LMWH)
钠注射液 (Sanofi-aventis, 法国 ); Anti-Mouse-CD19 
PE(eBioscience, 美国 ); 尼龙毛 (Kisker, 德国 ); 无菌

脱纤维绵羊血、豚鼠血清(广州瑞特生物有限公司); 
其他均为国产分析纯试剂。

昆明种小鼠, 2月龄, 购自山东中医药大学SPF
级实验动物中心。

1.2   仪器

TU-1810PC紫外可见分光光度计(北京普析

通用仪器有限责任公司); StatFax-2100型酶联免疫

检测仪(Awareness, 美国); 双波长荧光分光光度计

(Cary Eclipse, 美国); 二氧化碳培养箱(NUAIRE, 美
国); 5804R离心机(Eppendorf, 德国); 倒置显微镜

(Olympus, 日本)。
1.3   SPPM60-D对B淋巴细胞增殖的影响

实验室常规无菌制备小鼠脾脏细胞, 采用尼

龙毛柱法分离制备B淋巴细胞。经台盼蓝(Trypan 
blue)排斥实验检查细胞成活率≥90%, 将所得的B
淋巴细胞悬液加入PE染料标记的CD19单克隆抗体

后, 经流式细胞仪检测细胞纯度≥65.5%。调整细胞

浓度为2×106/mL, MTT法检测对B淋巴细胞增殖的
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影响。以10 mg/L的LPS作为阳性对照, PPM60-D和

SPMM60-D的终浓度分别为50, 100, 200, 400 mg/L, 
于37 °C、5% CO2培养箱中培养24, 48, 72 h后, 每孔

加入MTT作用液20 μL, 孵育4 h后, 离心去上清, 再
在每孔加入150 μL DMSO, 测定吸光值。

1.4   B淋巴细胞[Ca2+]i的测定

调细胞浓度为1×107/mL, LPS终浓度为10 mg/L, 
PPM60-D和SPPM60-D的终浓度为200 mg/L, 参照文

献[11]的方法进行。[Ca2+]i计算公式如下:

[Ca2+]i=

生理条件下, Kd=224 nmol/L, Ca2+浓度的单位

为nmol/L。
1.5   SPPM60-D与钙离子信号通路抑制剂对B细
胞[Ca2+]i的影响

调细胞浓度为1×106/mL, 实验组分别加入终浓

度为200 mg/L的PPM60-D或SPPM60-D。抑制剂组

分别加入TAK-242(终浓度1 mg/L)、LY294002(终
浓度20 μmol/L)、U73122(终浓度10 μmol/L)、低

分子量肝素(终浓度0.1 IU/L)、维拉帕米(终浓度

10 mg/L)和2-APB(终浓度50 μmol/L)孵育后, 再加

入PPM60-D和SPPM60-D, 之后的[Ca2+]i的测定同

“1.4”进行。

1.6   B淋巴细胞免疫功能的检测

溶血空斑实验(plaque forming cell assay, PFC)
和定量溶血分光光度法(quantitated hemolysis spec-

trophotometric method, QHS)参照文献[12-15]并进行

适当修改。实验分为体外免疫实验和体内免疫体外

刺激实验两部分。

体外免疫实验: 处死小鼠, 常规无菌取脾, 制
成约5×106/mL的细胞悬液并分别用LPS(10 mg/L)、
PPM60-D(200 mg/L)和SPPM60-D(200 mg/L)培 养。

3 d后IgM水平通过QHS法测定, 抗体生成细胞(anti-
body forming cells, AFCs)用PFC实验来计数。PFC
实验采用Cunningham-Szenberg小室液相法, 将免疫

的细胞、15% SRBC以及1:5稀释的补体(使用前已

经SRBC吸收)混合后成为小室液(共2 000 μL), 分别

取40 μL各组小室液注入一对小室中, 小室两端封蜡

后连同剩余的小室液于37 °C培养箱中孵育, 1 h后
显微镜下计数空斑并以AFCs/106细胞计数。将剩余

的小室液取出, 1 500 r/min离心5 min, 取上清液在

413 nm处检测SRBC释放的血红蛋白值, 以光吸收值

表示B淋巴细胞IgM抗体的产量。

体内免疫体外刺激实验: 用5% SRBC对小鼠

进行免疫, 4 d后处死小鼠, 常规无菌取脾, 制成约

1×107/mL的细胞悬液备用, 参照“体外免疫实验”的
方法制备小室液, 其中小室液分为空白对照组和

实验组, 实验组中的小室液分别含LPS(10 mg/L)、
PPM60-D(200 mg/L)和SPPM60-D(200 mg/L)。分别

取40 μL各处理组小室液注入一对小室中, 小室两端

封蜡后连同剩余的小室液于37 °C培养箱中孵育, 1 h
后按“体外免疫实验”的方法进行检测。

A: B淋巴细胞在不同浓度PPM60-D、SPPM60-D作用下48 h的增殖率; B: B淋巴细胞在200 mg/L浓度PPM60-D和SPPM60-D作用下48 h增殖效

果的比较。*P<0.05, **P<0.01, 与空白对照组比较; #P<0.05, 与PPM60-D处理组比较。

A: the proliferation rate of B lymphocytes in different PPM60-D and SPPM60-D concentrations at 48 h; B: the proliferation effect of B lymphocytes in 
200 mg/L PPM60-D and SPPM60-D at 48 h. *P<0.05, **P<0.01 compared with control group; #P<0.05 compared with PPM60-D group.

图1  B淋巴细胞在不同浓度PPM60-D、SPPM60-D作用下48 h的增殖情况

Fig.1  The proliferation effects of B lymphocytes in different PPM60-D and SPPM60-D concentrations at 48 h
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**P<0.01, ***P<0.001, 与空白对照组比较; ##P<0.01, 与PPM60-D处

理组比较。

**P<0.01, ***P<0.001 compared with control group; ##P<0.01 com-
pared with PPM60-D group.

图2  PPM60-D及SPPM60-D对B淋巴细胞[Ca2+]i的影响

Fig.2  The influence of PPM60-D and SPPM60-D on
 [Ca2+]i in B lymphocytes 
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图3  6种抑制剂对PPM60-D和SPPM60-D升高B淋巴细胞[Ca2+]i的抑制作用

Fig.3  The inhibitory effect of 6 inhibitors on [Ca2+]i level increasement in B cells 
induced by PPM60-D and SPPM60-D

1.7   统计学处理

采用SPSS 17.0统计软件进行数据分析, 结果以

(x
_
±s)表示, 组间差异用t检验进行显著性分析。

2   结果
2.1   SPPM60-D的红外光谱分析和取代度测定

红外光谱分析证实, SPPM60-D具有硫酸酯化

的特征性吸收峰, 表明PPM60-D已被成功硫酸酯

化。经硫酸钡比浊法测得硫含量, 代入公式计算得

SPPM60-D的取代度为1.202。
2.2   SPPM60-D对B淋巴细胞增殖的影响

在培养24, 48, 72 h后, PPM60-D和SPPM60-D对

B淋巴细胞增殖有不同程度的促进作用, 且存在最

适剂量(图1A)。在200 mg/L的浓度下培养48 h后, 增
殖效果最高, 并且SPPM60-D的促进效果要显著高于
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图4  PPM60-D和SPPM60-D体外对B细胞抗体生成的影响

Fig.4  The influence of PPM60-D and SPPM60-D on IgM antibody production of B cells in vitro
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图5  PPM60-D和SPPM60-D体外对已经免疫的B细胞抗体生成的影响

Fig.5  The influence of PPM60-D and SPPM60-D on IgM antibody production of immunized B cells in vitro
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PPM60-D(图1B), 因此后续实验都采用200 mg/L的
浓度进行。

2.3   SPPM60-D对B淋巴细胞[Ca2+]i的影响

小鼠B淋巴细胞在未受刺激状态下[Ca2+]i为

(93.54±3.54) nmol/L, 加 入PPM60-D作 用5 min后
[Ca2+]i为(132.10±3.79) nmol/L(P<0.01); 而SPPM60-D
作用后[Ca2+]i为(308.90±9.24) nmol/L(P<0.001), 对B
细胞[Ca2+]i有极显著升高作用, 与空白组相比[Ca2+]i

上升了230.23%, 与PPM60-D组相比上升了133.84% 
(P<0.01), 如图2所示。

2.4   钙离子信号通路抑制剂对SPPM60-D作用的

小鼠B细胞[Ca2+]i的影响

结果如图3所示, 经TLR4抑制剂TAK-242处理

后, PPM60-D和SPPM60-D所致的[Ca2+]i升高率分别

由41.22%和230.23%下降为15.49%和64.72%, 分别

被抑制了18.22%和50.12%(与PPM60-D和SPPM60-D
单独处理相比, 下同), 说明PPM60-D和SPPM60-D
都主要通过TLR4来发挥对B细胞的刺激作用, 同时

也通过其他B细胞表面受体来发挥作用; 经PI3K抑

制剂LY294002处理后, [Ca2+]i升高率降为24.29%和

108.78%, 分别被抑制了11.99%和36.78%, 说明PI3K
部分参与了B细胞内Ca2+信号通路; 经PLC抑制剂

U73122处理后, [Ca2+]i升高率降为17.39%和77.63%, 
分别被抑制了16.02%和46.21%, 说明PLC主要参与

了B细胞内Ca2+信号通路; 经IP3R抑制剂LMWH处理

后, 使得B细胞[Ca2+]i不升反降, 与空白组比分别下

降了51.83%和39.61%, 说明IP3R是[Ca2+]i升高的关键

位点, [Ca2+]i的大幅升高可能是由内质网钙库中Ca2+

的释放引起的; 经L-型钙离子通道抑制剂维拉帕米

处理后, [Ca2+]i升高率降为13.09%和128.19%, 分别

被抑制了19.92%和30.90%, 说明B细胞[Ca2+]i的升高

部分上是由细胞外的Ca2+通过L-型钙离子通道内流

到细胞内造成的, 但不是主要的钙离子通道; 而经

CRAC通道抑制剂2-APB处理后, [Ca2+]i升高率降为

18.50%和63.61%, 分别被抑制了16.09%和50.46%, 
说明B细胞中钙离子的大量内流主要是通过CRAC
通道引起的。

2.5   SPPM60-D对B细胞抗体生成的影响

经PFC和QHS检测发现, SPPM60-D能在体外显

著激活B细胞成为分泌抗体的浆细胞并且促进IgM抗

体水平的升高, 而PPM60-D的作用较弱(结果见图4)。
体内免疫体外刺激试验可见, B细胞在体外经

SPPM60-D作用5 min后, [Ca2+]i便会有显著地升高, 
说明SPPM60-D可能对B淋巴细胞有较快的激活作

用。因此, 用已在体内免疫的脾脏细胞, 通过在体

外与SRBC反应时加入PPM60-D和SPPM60-D共同

孵育, 检测PPM60-D和SPPM60-D是否可以快速地

刺激浆细胞促进抗体的分泌水平。结果如图5所示, 
SPPM60-D可以在体外快速激活浆细胞, 促进其抗体

的分泌。

3   讨论
近年来, 很多研究已经发现多糖经过硫酸酯

化分子修饰以后, 可以提高其活性, 或使其具有新

的功能。本实验室前期已经证实, 马尾松花粉多

糖(PPM)经过硫酸酯化后, 其活性相对于PPM明显

增强, 能显著促进体外脾脏混悬淋巴细胞的增殖、

[Ca2+]i的升高以及IL-2和IL-4的分泌[8-11]。本实验发

现, 经硫酸酯化后得到的SPPM60-D的活性要显著

高于PPM60-D, 能明显激活B淋巴细胞, 同时存在最

适的作用浓度。分析其可能的原因为天然多糖的

相对分子质量大, 离子性差, 而经硫酸化修饰后, 游
离羟基引入硫酸基团, 支链带上负电荷, 从而使多

糖具有了聚阴离子的特性。另外, 硫酸基团也造成

了空间非共价键的重新分布, 带来的静电排斥效应

改变了多糖的构象, 使多糖更易与细胞表面的受体

结合, 从而能更好地发挥其生物活性。然而, 本实验

也发现, PPM60-D对B淋巴细胞也有一定的激活作

用, 可能的原因在于B淋巴细胞表面受体的多样性, 
使PPM60-D能够与B淋巴细胞表面的某些受体结合, 
从而对活化B淋巴细胞也能发挥一定的作用。

钙离子作为细胞内重要的第二信使, 参与调控

淋巴细胞的增殖、分化以及效应功能[16], 因此研究淋

巴细胞中钙离子信号通路具有重要的意义。[Ca2+]i

的升高是细胞活化早期的表现之一[17], 本实验检测

经SPPM60-D作用后B淋巴细胞的[Ca2+]i, 证实了

SPPM60所致的B淋巴细胞的活化伴随着细胞内钙

离子信号通路的激活。与本实验室前期以及同步

进行的SPPM60对脾脏混悬淋巴细胞和SPPM60-D
对T细胞[18]的研究进行比较发现, SPPM60-D作用

于B淋巴细胞后, 跟T细胞有相似的钙离子信号通

路。SPPM60-D与细胞表面受体作用后, 都经过

PI3K-PLC-IP3R通路激活内质网钙库, 使得内质网

中的钙离子释放到细胞质中。当钙库耗竭后, 会刺
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激CRAC通道打开, 使得细胞外钙离子大量内流, 最
终造成[Ca2+]i的大幅升高, 即钙库操纵的钙离子内

流(store-operated Ca2+ entry, SOCE)过 程。 其 中 经

PI3K抑 制 剂LY294002和PLC抑 制 剂U73122作 用

后, SPPM60-D所致的细胞内钙离子浓度升高被抑

制了36.78%和46.21%, 说明PI3K和PLC在钙离子信

号通路中发挥重要作用, 而上述抑制剂的处理并没

有使B淋巴[Ca2+]i的升高降到空白水平, 说明除了

PI3K、PLC这条通路, 还有其他的分子及通路参与

了B淋巴细胞内钙离子浓度的升高; 经IP3R抑制剂

LMWH作用后, SPPM60-D对细胞内钙离子的浓度

不升反降, 说明IP3R对于内质网钙库中钙离子的释

放发挥着重要作用, 同时也说明了内质网钙库对于

最终细胞外钙离子的大量流入所造成的[Ca2+]i的升

高发挥了关键的作用; 另外, 经L-型钙离子通道抑

制剂维拉帕米和CRAC通道抑制剂2-APB作用后, 
SPPM60-D所致的细胞内钙离子浓度升高分别被

抑制了30.90%和63.61%, 说明L-型钙离子通道和

CRAC通道都在细胞外钙离子大量流入中发挥了

作用, 其中CRAC通道更是发挥了主要作用, 其结

果与报道相一致[19]。但上述两种抑制剂并未完全

阻断细胞内钙离子浓度的升高。综上, 可以推断出

SPPM60-D所引起的B淋巴细胞[Ca2+]i升高的一种

可能的信号通路: SPPM60-D作用于TLR4和其他受

体后激活PI3K, PI3K和其他信号分子的活化激活

了PLCγ2, PLCγ2可以使PIP2水解成DAG和IP3两个

信号分子, 其中IP3作用于内质网上的IP3受体使得

内质网钙库中的Ca2+释放出来, 引起[Ca2+]i的小幅上

升, 内质网钙库的耗竭又导致了CRAC通道的开放, 
引起细胞外Ca2+的大量内流, 最终造成了B淋巴细胞

中[Ca2+]i的大幅升高。同时, L-型钙离子通道和其他

钙离子通道可能也参与到了SPPM60-D所致的B淋
巴细胞[Ca2+]i升高的过程中, 如图6所示。

关于B淋巴细胞表面多糖的受体, 从目前的报

道来看, 大都集中在TLR2/4、CD19、CD79b和mIg
等[20]。但由于B淋巴细胞表面受体复杂, 多糖结构存

在多样性和复杂性, 因此, 不同多糖所作用的细胞表

面受体可能是不同的, 或者多糖与几种受体共同结

合才能更好地发挥其对细胞的调节激活作用[21]。本

实验结果表明, 经TAK-242抑制TLR4以后, SPPM60-D
所致的细胞内钙离子浓度升高被抑制了50.12%, 说
明TLR4作为B淋巴细胞的表面受体确实主要参与了

SPPM60-D对B淋巴细胞的活化, 并且能够激活下游

的钙离子信号通路。但TAK-242并未完全抑制[Ca2+]i

的升高, 说明还有其他的受体或表面分子与TLR4共
同参与了SPPM60-D对B淋巴细胞的活化过程。本

实验室同步对T淋巴细胞上SPPM60-D的受体研究

表明, SPPM60-D与脾脏T淋巴细胞的结合不是依赖
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SPPM60-D

Other recepter

2-APB

CRAC channel
Verapamil
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calcium channel

Other calcium
channel

Ca2+
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Ca2+

Ca2+

Ca2+

B lymphocyte

LMWH

DAG

PLCγ2

PI3K PIP2

IP3 IP
3R

Endoplasmic
reticulum

STIM1

(SOCE)

图6  推测的SPPM60-D激活B淋巴细胞的钙离子信号通路

Fig.6  Speculated calcium signaling pathway in B lymphocyte activated by SPPM60-D
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于与TLR4之间结合发挥作用的, 推测其原因可能为

T细胞表面不表达TLR4, SPPM60-D可能是作用于

TCR来激活T淋巴细胞的[18], 说明SPPM60-D在细胞

表面的受体可能具有多样性, 可以与多种受体结合, 
从而推测其可以通过多种受体来激活不同细胞或同

一细胞。另外, 实验中LPS对B细胞[Ca2+]i的升高程

度不如SPPM60-D, 说明LPS对B细胞的活化可能并

非主要通过钙离子信号通路进行, 从现有的报道来

看, 可能主要是通过JNK、p38 MAPK、NF-κB等信

号通路来活化细胞[17,22-23]。而PPM60-D也能使B淋巴

细胞[Ca2+]i有所升高, 但升高的幅度更小, 分析可能

的原因为PPM60-D的空间结构与SPPM60-D有差异; 
也可能与LPS类似, 并非主要通过细胞内钙离子信号

通路来激活B淋巴细胞。因此, 未来的工作应当进一

步检测PPM60和SPPM60对其他信号通路的作用, 并
在基因水平上检测它们对B淋巴细胞的影响。

本实验还证实了SPPM60-D能在体外促进B淋
巴细胞分化为产生抗体的浆细胞, 提高IgM抗体的水

平。B细胞在体外经SPPM60-D作用5 min后, [Ca2+]i

有显著地升高, 说明SPPM60-D可能对B淋巴细胞有

较快的激活作用。因此, 用已在体内免疫的脾脏细

胞, 在体外与SRBC反应时分别加入LPS、PPM60-D
和SPPM60-D孵育, 发现SPPM60-D相对于空白组, 其
产生的AFC数量和IgM抗体水平都有显著地提高, 说
明其能较快地促进浆细胞IgM抗体的生成。但是, 体
外实验并不能完全代替体内的实验结果, 用离体的

细胞培养, 脱离了机体内复杂环境, 没有神经激素及

体液的调控, 缺乏整体协调[15]。因此, 未来还应当进

一步研究SPPM在体内对小鼠免疫的调节效果, 明确

SPPM体内的免疫调节机理, 从而在将来或许能够开

发SPPM来改善某些免疫低下人群的免疫力, 提高他

们机体的抗肿瘤、抗病毒能力。

总之, 本实验研究结果证实, SPPM60-D相对于

PPM60-D能更有效地激活B淋巴细胞, 显著增强B
淋巴细胞的增殖和抗体生成能力, 并能相应提高其

[Ca2+]i。SPPM60-D是通过调控Ca2+信号通路来激活

B淋巴细胞的, 其具体信号通路为TLR4-PI3K-PLC-
IP3R, 然后再通过钙池操纵的钙离子内流(SOCE)途
径激活CRAC通道打开, 使得细胞外钙离子大量内

流, 从而导致[Ca2+]i的大幅升高。而B淋巴细胞内高

浓度的钙离子可能进一步会通过钙调蛋白和钙调磷

酸酶或RasGRP等其他信号通路来调控B淋巴细胞相

关基因的表达, 从而最终发挥其对B淋巴细胞的免

疫激活作用[24]。
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