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协同刺激分子配体ICOSL参与高亲和力抗体

筛选生成的新机制
刘  丹  徐和平  祁  海*

(清华大学医学院, 清华大学免疫学研究所, 动态免疫生物学实验室, 北京 100084)

摘要      生发中心(germinal center, GC)支持B细胞竞争与亲和力成熟的过程。滤泡辅助T细胞

通过与B细胞长时程互作来传递辅助信号并促进生发中心形成。然而 , 当生发中心形成以后 , T细
胞如何调控B细胞间的竞争及选择尚不明确。借助骨髓嵌合体和活体成像研究发现, GC里T-B互作

短暂而重复 , 由 ICOS-ICOSL分子以一种正反馈的方式调控 , 而这种正反馈对于迅速、有效地筛选

出高亲和力抗体至关重要。这些结果使我们更进一步理解了生发中心亲和力选择的机制。
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A New ICOSL-driven Mechanism for Germinal Center Selection

 Liu Dan, Xu Heping, Qi Hai*
(Laboratory of Dynamic Immunobiology, School of Medicine, Institute for Immunology, Tsinghua University, Beijing 100084, China)

Abstract    The germinal center (GC) reaction supports affinity-based B cell competition and generation of high-
affinity plasma cells. Follicular T-helper (Tfh) cells promote GC formation by delivering help through long-lasting, 
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stable conjugation with antigen-specific B cells, but how they regulate GC B cell competition and selection is not clear. 
Here we show that GC T-B interactions are short and reiterative in nature and controlled by ICOSL-ICOS interactions 
between the B and T cells in a feedforward manner so that high-affinity B cells can be rapidly selected into the PC 
(plasma  cell) compartment. These new findings represent an important leap forward in our understanding of the GC 
selection.

Keywords    germinal center; follicular helper T cells; immunological synapse; humoral immunity; antibody 

免疫系统是机体抵抗感染、维护自身健康的重

要屏障。以产生高亲和力抗体为主要效应的体液免

疫应答 , 是免疫系统清除外界抗原物质的重要生理

过程。B淋巴细胞在外周淋巴组织中进行增殖和分

化 , 然后进入B细胞区识别抗原 , 与T淋巴细胞发生

相互作用, 从而出现增殖性原发灶, 继而形成生发中

心 (germinal center, GC)[1-2]。被抗原激活的B淋巴细

胞在此发生克隆性增殖、Ig可变区基因的体细胞高

频突变、Ig类型转换、高亲和力B淋巴细胞克隆的

阳性选择以及无关或自身反应性B淋巴细胞克隆的

阴性选择, 最终生成记忆性B淋巴细胞和浆细胞 [3-4]。

在这个过程中 , T淋巴细胞给予B淋巴细胞的辅助信

号是筛选高亲和力抗体生成B细胞的决定性因素之

一, 而滤泡辅助T细胞(follicular T-helper cells, Tfh细
胞 )则可专一地给B淋巴细胞提供帮助 , 促进B淋巴

细胞免疫应答及生发中心的产生和维持的T细胞亚

群[5-6]。

Tfh细胞选择性地高表达其特有的表面分子 , 
如CXCR5(C-X-C chemokine receptor type 5)、PD-
1(programmed cell death protein-1)、SAP(SLAM-
associated protein)、IL-21(interleukin-21)、SLAM
家族成员 CD84、CD40L和 ICOS(inducible co-
st imulatory molecule)以及低表达 Blimp-1(B-
lymphocyte-induced maturation protein-1)[7-8]。这个特

有的表达谱反映了Tfh细胞两大关键特点: 独特的解

剖定位和通过接触性互作为抗原特异性B淋巴细胞

提供帮助。在免疫反应过程中, B淋巴细胞上表达的

CXCR5使其对CXCL13(C-X-C motif chemokine 13)
产生响应并运动到一定区域从而形成滤泡区。继而, 
表达CXCR5的CD4+ T淋巴细胞也能对CXCL13产生

响应并定位到B淋巴细胞形成的滤泡区 , 成为Tfh细
胞 [9-10]。这种T淋巴细胞与B淋巴细胞共定位的关系

对于T-B细胞之间的相互作用以及TCR与MHC之间

的结合都起到了非常关键的作用, 直接影响T淋巴细

胞在这一过程中对抗原特异性B淋巴细胞的帮助。

比如 , SAP的缺失或突变会导致T淋巴细胞与B淋巴

细胞之间无法形成紧密的长时间的相互作用 , 从而

影响生发中心和Tfh细胞的生成, 进而影响高亲和力

抗体的形成 , 造成X-连锁淋巴细胞增生症等疾病的

发生 [11-13]。之所以Tfh-B细胞间抗原特异的长时程

接触性作用很重要 , 是因为B细胞所需的重要辅助

因子多是膜表面分子。比如, Tfh细胞表达的CD40L
结合B细胞表面CD40受体 , 从而刺激B细胞增殖及

分化。CD40或者CD40L的缺失均会导致生发中心

及Tfh细胞的缺失, 并且当用抗体来封闭CD40L的活

性时, 已发育成熟的GC会也迅速萎缩[14]。有趣的是, 
尽管Tfh细胞与抗原特异性的B淋巴细胞在滤泡区

进行长时程的相互作用 , 它们在生发中心里往往以

很快的速度穿梭 , 两者间的相互作用大部分是短暂

的(一般小于5 min)[4,13]。那么, 在这些短暂的相互作

用过程中 , Tfh细胞是如何来调节生发中心反应并筛

选高亲和力B细胞的？这是我们一直希望回答的问

题。 
协同刺激分子 ICOS及其配体 ICOSL均对GC的

形成与发育起到重要作用。在小鼠模型中 , ICOS
或者 ICOSL的缺失均会导致生发中心和Tfh细胞的

缺失 [15-17], 而在 ICOS的抑制基因Roquin突变情况下 , 
ICOS的持续表达会增加Tfh细胞的比例 , 从而引发自

身免疫疾病狼疮[18]。临床研究也发现, 在ICOS突变的

情况下, 人类会出现IgG、IgM和浆细胞缺失的免疫缺

陷病 , 并且这些病人易被细菌和病毒感染 [19-21]。在细

胞水平上 , ICOS和 ICOSL这对分子至少有两方面重

要作用 : 一方面 , T细胞能够从树突状细胞的 ICOSL
上获得 ICOS的信号刺激来维持并促进其分化成Tfh
细胞 , 同时 ICOS缺陷的T细胞不能上调CXCR5的
表达 , 从而缺失了迁徙进入滤泡区的能力[17]; 另一

方面 , 最新的研究表明 , 独立于协同刺激信号以外 , 
ICOS信号可以通过PI3K通路来诱导T淋巴细胞伪足

的产生 , 直接控制T淋巴细胞在体内迁移运动能力 , 
从而决定其在滤泡区组织中的迁移和分布 [22]。在这
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个过程中 , 抗原非特异的滤泡旁观B淋巴细胞表面

表达的ICOSL至关重要。然而, 抗原激活的B细胞以

及GC B细胞都表达 ICOSL, ICOS-ICOSL在抗原特

异GC B-Tfh细胞互作中起何种作用并不明确。我们

猜测, ICOS-ICOSL信号或许参与调控了那种短暂的

GC B-Tfh细胞间互作, 进而影响生发中心反应。 
为了检验 ICOS-ICOSL信号是否调控生发中心

反应 , 我们使用50%的 ICOSL+/+骨髓细胞和50%的

ICOSL–/–骨髓细胞构建了混合骨髓重建模型 , 在免

疫反应的不同时间点检测两种B细胞在生发中心及

浆细胞中所占据的比例。我们发现 , 在这种竞争条

件下 , ICOSL–/– B细胞在维持生发中心反应以及发

育成浆细胞方面存在缺陷。这些结果说明 , ICOS-
ICOSL信号确实会调控生发中心反应。那么 , 这是

否是通过调控GC B细胞与T细胞之间的互作而实现

的呢？对此 , 我们利用了双光子显微成像技术来观

测ICOSL+/+与ICOSL–/– B淋巴细胞与T淋巴细胞生发

中心附近相互运动。我们发现 , ICOSL–/– B淋巴细

胞与T细胞的接触多是 “擦肩 ”而过的形式 , 即两种

细胞相互接触的面积很小 ; 而 ICOSL+/+ B淋巴细胞

却更加倾向于与T淋巴细胞以 “交互纠缠 ”模式进行

相互作用 , 两者接触表面积很大很充分。另外 , 实
验发现, T淋巴细胞分别与抗原非特异性的ICOSL+/+

和 ICOSL–/– B淋巴细胞的相互作用形式没有区别 , 
均倾向于“擦肩”模式。由此可见, 抗原特异性ICOS-
ICOSL的信号能够促进T-B细胞的胞膜接触面积, 使
得T细胞能够通过这个接触面更好、更迅速地向B
淋巴细胞传递B细胞生存增殖分化所需要的辅助信

号, 并且这种“纠缠”般的接触是T细胞受体刺激产生

的。

那么 , 这种 “纠缠 ”般的T-B细胞间的互作形式

对于生发中心反应的发生具体有什么功能性的作用

呢？已有的研究结果表明 , 与抗原特异性B淋巴细

胞相互作用时 , T细胞能够产生钙信号 [23], 所以我们

构建了体内基于FRET(fluorescence resonance energy 
transfer)的钙信号报告系统 [24-25], 能够实时监测T淋
巴细胞产生的钙信号。我们发现 , T-B细胞间短暂而

频繁地 “纠缠 ”般的相互作用能够促使T细胞产生大

量的钙信号 , 而即使在这种充分地T-B细胞接触下 , 
ICOSL–/– B淋巴细胞依然不能刺激T细胞产生钙响

应。同时我们还关注到, 当共刺激T细胞受体和ICOS
时 , T细胞能够产生更多的钙响应。CD40信号是B

淋巴细胞生存增殖所必需的 , 活化的T淋巴细胞内有

着大量的CD40L, 但T细胞膜表面的CD40L量是被严

格控制的 , 其主要是通过外排的过程表达到细胞膜

上, 从而跟B细胞接触来给予CD40信号刺激[26-28]。通

过共刺激 ICOS增强钙信号 , T细胞就可以在与B细

胞纠缠互作过程中通过胞吐过程给B淋巴细胞传递

的更多的CD40信号。而更加有趣的是 , 接收了更多

CD40信号的B淋巴细胞会进一步上调其ICOSL的表

达量, 从而能够更加容易与T淋巴细胞进行“纠缠”互
作 , 产生更多的钙信号 , 进而得到更多的辅助信号 , 
这就形成了一个正反馈调节。于是我们猜想, T-B细
胞之间的这种正反馈调节可能会在生发中心B细胞

群相互竞争中构成一种 “马太效应 ”: 高亲和力B细

胞将通过更有优势的抗原受体获取更多的抗原 , 从
而能与Tfh细胞更好地“纠缠”互作 ; 这会导致B细胞

获得更多的CD40L辅助信号进而表达更多 ICOSL; 
ICOSL升高会促进这些B细胞更有效地与T细胞“纠
缠”互作 , 从而在竞争T细胞帮助的过程中更容易获

胜。如此, 正反馈调节可能是高亲和力B细胞能从生

发中心被有效选择出来的一个重要保证。

为了进一步验证上述我们的假说 , 我们从B细

胞定位分化及亲和力成熟两方面进行了实验。获得

足够T细胞帮助的B细胞会离开生发中心而分化成

浆细胞。所以, 我们将ICOSL+/+和ICOSL–/– B细胞与

T细胞共同回输到小鼠体内并免疫, 利用双光子活体

成像显微技术来观测两种B细胞与T细胞的分布及

运动。结果发现 , ICOSL+/+ B细胞与Tfh细胞在主要

由ICOSL+/+ B细胞构成的生发中心里均匀分布, 而当

生发中心主要是由 ICOSL–/– B细胞构成时 , Tfh细胞

与 ICOSL+/+ B细胞共定位在生发中心的外周边缘。

边缘分布显示, 这些ICOSL+/+ B细胞可能即将离开生

发中心, 而少量ICOSL+/+ B细胞在与多数ICOSL–/– B
细胞竞争时仍能“纠缠”住Tfh细胞, 暗示正反馈循环

的存在使得ICOSL+/+ B细胞更受Tfh细胞的“青睐”。
选择高亲和力B细胞是生发中心反应的主要功

能。为了直接检验B细胞亲和力成熟的过程 , 我们

使用了NP(4-hydroxy-3-nitrophenyl hapten)半抗原系

统 , 由此我们可以通过克隆结合NP的B细胞受体然

后测序来检测亲和力谱 [29-31]。实验结果显示 , 在GC 
B细胞群里高表达 ICOSL的细胞多为高亲和力B细

胞 ; 在 ICOSL+/+:ICOS–/–骨髓嵌合小鼠中 , 无论是在

GC B细胞还是骨髓浆细胞中, ICOSL–/– GC B细胞都
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有更高的相对抗原亲和力 , 说明 ICOSL分子缺失导

致的竞争缺陷需要由更高亲和力的B细胞受体来弥

补; 当我们选择性地从GC B细胞上去掉ICOSL从而

打破这种正反馈循环时 , 生发中心的形成不受影响 , 
B细胞受体随机突变频率不变 , B细胞间对抗原和T
细胞的竞争也仍然存在 , 唯一改变的是这种生发中

心不能再有效地选择出高亲和力B细胞。由此可见 , 
ICOSL驱动的正反馈循环对生发中心里亲和力B细
胞的选择及分化至关重要。 

总结起来 , 我们的研究显示 , 在生发中心T-B细
胞间短暂而反复的互作中 , ICOSL能够促进T-B细

胞以更大的胞膜接触面积进行相互作用 , 通过刺激

ICOS促进T细胞钙响应 , 从而进一步增大 “纠缠 ”互
作及传递辅助信号给B细胞 ; 而获得更多辅助信号

的B细胞会进一步上调 ICOSL, 更容易与T细胞 “纠
缠”互作 , 从而获得更多的T细胞帮助。这种 ICOSL
分子驱动的T-B细胞间正反馈调节是机体免疫应答

中有效提高抗体亲和力的新机制 , 是看似随机、混

乱的细胞间竞争过程的内在调节规律。更重要的是, 
过去我们几乎不可能人为地在疫苗诱导保护性抗

体过程中对亲和力进行干预 , 而这项研究为改善抗

体疫苗的研发提供了一个可操控的重要靶点 , 为开

发更有效的抗病毒中和抗体疫苗指明了潜在的新方

向。
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