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白色念珠菌对 M2巨噬细胞极化逆转作用的研究

台立,汤兴丽

(皖南医学院基础医学院,安徽 芜湖 241002)

摘 要:目的 探究高温灭活的白色念珠菌对人外周血来源的 M2巨噬细胞极化逆转的作用,并探讨其作用位点是否与

Dectin-1相关。方法 分离健康人外周血单核细胞,并在体外将其分化为 M2型巨噬细胞。利用高温灭活的白色念珠菌

刺激M2,通过ELISA法测定其M2相关特征的变化;利用抗Dectin-1抗体对该过程进行阻断,判断Dectin-1是否参与该

过程。结果 经过热灭活白色念珠菌预处理的 M2巨噬细胞再一次接触到外来刺激物LPS时,会分泌更多的炎性细胞

因子,并且白色念珠菌对 M2巨噬细胞的刺激作用具有剂量依赖性,即 M2巨噬细胞对LPS的反应性也随着白色念珠菌

的刺激浓度的升高而增大。除此之外,Dectin-1的抗体可以阻断白色念珠菌对 M2巨噬细胞的极化逆转作用。结论 高

温灭活的白色念珠菌处理后的 M2巨噬细胞,其极化状态发生了明显改变,由抑炎性的状态逐渐转变为促炎性的状态,

并且Dectin-1参与了此过程。
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StudyonthereversaleffectofCandidaalbicansonM2macrophagepolarization

TAILi,TANGXingli

(SchoolofBasicMedicalSciences,WannanMedicalCollege,Wuhu241002,Anhui,China)

  Abstract: Objective Toexploretheeffectofheat-inactivatedCandidaalbicansonthepolarizationrever-
salofM2macrophagesderivedfromhumanperipheralbloodandtoinvestigatewhetheritssiteofactionisre-
latedtoDectin-1. Methods Monocytesisolatedfromtheperipheralbloodofhealthyindividualswerediffer-
entiatedintoM2macrophagesinvitro.Heat-inactivatedCandidaalbicanswasusedtostimulateM2macropha-
ges,andchangesinM2-relatedcharacteristicsweremeasuredbyELISA.Anti-Dectin-1antibodieswereusedto
blockthisprocesstodeterminewhetherDectin-1wasinvolved. Results M2macrophagespretreatedwith
heat-inactivatedCandidaalbicanssecretedmoreinflammatorycytokineswhenre-exposedtotheforeignstimu-
lusLPS.ThestimulatoryeffectofCandidaalbicansonM2macrophagesexhibitedadose-dependentrelation-
ship,meaningthatthereactivityofM2macrophagestoLPSincreasedwiththeconcentrationofCandidaalbi-
cansstimulation.Inaddition,antibodiesagainstDectin-1couldblockthepolarizationreversaleffectofCandida
albicansonM2macrophages. Conclusion M2macrophagestreatedwithheat-inactivatedCandidaalbicans
showedasignificantchangeinpolarizationstate,graduallytransitioningfromananti-inflammatorytoapro-in-
flammatorystate,andDectin-1wasinvolvedinthisprocess.
  Keywords: M2macrophages;Candidaalbicans;polarization
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  巨噬细胞在机体的固有免疫应答和适应性免疫应

答过程中都发挥着关键性的作用,巨噬细胞具有很强

的可塑性和异质性。血液中的单核细胞在体内外不同

微环境的影响下,可以显著改变其生物学功能,分化为

不同的亚群,即 M1和 M2。其中 M1型巨噬细胞能够

释放大量的促炎性细胞因子,在机体中发挥细胞毒作

用和导致组织损伤;M2型巨噬细胞能够分泌抑炎性

的细胞因子,在机体中发挥免疫调节作用和组织修复

的功能[1]。体内巨噬细胞极化状态的不平衡能构成许

多病理过程,包括肿瘤发展、自身免疫病和慢性炎症疾

病。但在近年的许多文献报道中,发现 M2型巨噬细

胞在某些疾病的发展过程中发挥着促炎性的作用。在

类风湿性关节炎病人关节滑膜组织中,有相当一部分

的 M2细胞能够产生促炎性细胞因子TNF-α[2];除此

之外,在小鼠的心肌炎模型中也发现了小鼠 M2型巨

噬细胞上的 TLR4、IL-1β等标志物的表达相对高于

M1型巨噬细胞[3],以上研究成果皆提示了 M2型巨

噬细胞在机体某些特定的病理性状况下扮演着活化而

不是抑制性的角色。白色念珠菌是人类共生微生物群

不可分割的一部分,在机体微环境产生变化时,白色念

珠菌的入侵会导致机体发生炎症反应和黏膜表面感

染[4]。据相关报道,白色念珠菌及其配体β-葡聚糖(β-
glucan)能够诱导单核细胞功能重组,导致其炎症细胞

因子产生增加[5]。作为一种病原相关分子模式,β-
glucan已被发现可触发巨噬细胞的吞噬作用并且诱导

其产生炎性细胞因子[6-7]。此外,β-glucan与其主要模

式识别受体Dectin-1结合能够形成吞噬突触,进而导

致直接的细胞抗菌反应[8]。然而,白色念珠菌是否影

响组织中巨噬细胞的极化目前尚不清楚。
本次研究证实了经过热处理的白色念珠菌预刺激

M2巨噬细胞后,当其再次接触刺激因子时能够诱发

产生大量的炎性细胞因子。这种现象是具有剂量依赖

性的,并且Dectin-1的抗体可以阻断这一现象,这提

示Dectin-1可能与白色念珠菌诱导 M2巨噬细胞极化

逆转有关,为后续研究提供了新的思路。
1 材料与方法

1.1 M2巨噬细胞的分化与培养 采集健康人外周

血于EDTA抗凝管中,利用人淋巴细胞分离液经过密

度梯度离心将血液中的PBMC分离出来。采用单核

细胞阳选试剂盒将PBMC中的CD14+ 单核细胞分离

出来。对提取出的单核细胞进行计数,每孔以5×105

个细胞的密度接种在24孔板中;同时加入20ng/mL
细胞因子 M-CSF培养6d,再加入20ng/mL细胞因

子IL-4继续分化1d,更换1640培养基静息。即分化

完成的 M2型巨噬细胞,可用于后续处理。分化成功

的 M2巨噬细胞,重新提取计数重悬于1640培养基并

接种于96孔板中,每个孔接种5×104 个细胞,同时加

入相应的刺激物于二氧化碳培养箱中培养12h,收取

上清液后再加入含100ng/mLLPS的1640完全培养

基中,刺激24h后再收取上清液,收集上清液储存于

-20℃冰箱待测。在阻断实验中,将细胞与Dectin-1
抗体(购自Abcam公司)提前共同培养2h,再加入相

应的刺激物,其余步骤与上述一致。
1.2 流式细胞术鉴定 M2巨噬细胞 将体外分化的

M2型巨噬细胞收集起来并计数,取适量细胞分装在

EP管中,将流式抗体(CD14、CD163、CD206购自Bio-
legend公司)用PBS1∶50稀释,在放置细胞的EP管

中加入相应抗体于4℃染色30min,期间每隔10min
混匀1次,染色结束后,每管加入1mLPBS离心500
g/5min洗去多余抗体,弃去上清液,最后加入荧光抗

体保存液,利用流式细胞仪进行检测。
1.3 酶联免疫吸附实验(ELISA) 采用细胞因子

ELISA检测试剂盒检测TNF-α、IL-1β、IL-6、IL-10细

胞因子(购自eBioscience公司)的释放情况。具体检

测步骤如下,包被:将捕获抗体用包被液稀释,在酶标

板中每孔加入100μL包被液,4℃冰箱过夜,次日取

出甩尽液体备用;用0.05% PBST重复洗板3次,每
次3min,甩干;封闭:用5%脱脂奶封闭检测孔,每孔

加入230μL,放置37℃封闭2h后甩干;加样:将标准

品按照递减倍数稀释成7个不同浓度梯度,TNF-α标

准品第一孔浓度为1000pg/mL,其余为300pg/mL,
最后一孔浓度为0,每个孔中加入100μL;同时在其余

的孔中加入待测细胞上清液,然后在37℃ 孵育2h;
甩干待测样品后用0.05%PBST重复洗板3次,每次

3min,甩干;加入检测抗体:将检测抗体稀释至要求倍

数,每个孔加入100μL,37 ℃ 孵育1h,甩干后用

0.05%PBST重复洗板3次,每次3min,甩干;加入

Avidin-HRP:Avidin-HRP用稀释液稀释至要求倍数,
每个孔加入100μL,37 ℃ 孵育30min;甩干后用

0.05%PBST重复洗板3次,每次3min,甩干;显色:
在每个孔中加入100μLTMB显色液,室温显色5~
10min后注入50μL终止液以终止显色反应;读数:
使用酶标仪测定波长为450nm处的吸收度值,根据

标准曲线和相应稀释倍数对上清液中细胞因子含量进

行计算。
1.4 统计学方法 本实验数据采用GraphPadPrism
5软件处理,组间比较采用方差分析和两样本的t检

验,P<0.05表示差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 人单核细胞来源的 M2巨噬细胞的分化及表型

的鉴定 按照上述介绍的方式体外分化人 M2巨噬细

胞,染上相应的流式抗体并对其进行表型分析鉴定,流
式结果显示 M2巨噬细胞表面的特异性标志物CD14、
CD163和CD206均是高表达,提示 M2巨噬细胞在体
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外分化成功,见图1A和图1B。

注:A为 M2巨噬细胞在体外的分化步骤;

B为流式鉴定分化完成后的 M2巨噬细胞。
图1 M2巨噬细胞的分化及鉴定

2.2 白色念珠菌刺激 M2巨噬细胞诱导其释放大量

炎性细胞因子 白色念珠菌经过95℃水浴处理30
min后使其灭活,然后计数并保存于PBS中。首先

将 M2巨噬细胞培养于96孔板,每孔铺5×104 个细

胞。用浓度为5×105 个/毫升的白色念珠菌处理 M2
巨噬细胞18h后收集其上清液,同时再用10ng/mL
的LPS对其进行二轮刺激24h,再收集上清液。利用

ELISA试剂盒对以上两轮上清液中细胞因子(TNF-
α、IL-1β、IL-6、IL-10)的分泌进行检测,结果如下:经过

白色念珠菌预处理的 M2巨噬细胞,再次接受LPS的

刺激时,促炎性细胞因子TNF-α、IL-1β和IL-6的释放

都有明显的升高,而抑炎性细胞因子IL-10的释放却

有明显的降低。随后,又用大肠杆菌(E.coli)对 M2
巨噬细胞进行预处理18h,再用不同的刺激剂如

LPS、酵 母 聚 糖(zymsan)、白 色 念 珠 菌、大 肠 杆 菌

(E.coli)对其进行二轮刺激24h,检测其上清液中

TNF-α的释放,结果表明只有白色念珠菌预处理的

M2巨噬细胞再次接受其他刺激时才能释放大量的

TNF-α。以上结果显示了白色念珠菌能促进 M2巨噬

细胞产生更多的促炎性细胞因子,见图2A和图2B。

注:A为白色念珠菌处理后的 M2再次接受LPS刺激,其两轮上清液中细胞因子的含量;B为大肠杆菌(E.coli)预刺激的

M2再次接受其他刺激物处理,两轮上清液中细胞因子TNF-α的含量变化;RPMI为RPMI1640培养基;*P<0.05。
图2 白色念珠菌刺激 M2细胞诱导其释放大量炎性细胞因子

2.3 白色念珠菌对 M2巨噬细胞的刺激具有剂量依

赖性 首先将 M2巨噬细胞培养于96孔板,每孔铺5
×104 个细胞。用不同浓度(0.6×104、1.2×105、2.5
×105、5×105、1×106、2×106、4×106/mL)的白色念

珠菌处理18h后收集其上清液,同时再用10ng/mL
的LPS对其进行二轮刺激24h,再收集上清液。利用

ELISA试剂盒对以上两轮上清液中细胞因子(TNF-
α、IL-1β、IL-6、IL-10)的释放进行检测,结果如下:随着

白色念珠菌浓度升高,M2巨噬细胞释放的促炎性细胞

因子TNF-α、IL-1β、IL-6浓度逐渐升高,而抑炎性细胞

因子IL-10浓度逐渐降低。当再次接受LPS的刺激

后,其促炎性细胞因子TNF-α、IL-1β、IL-6的释放随着

白色念珠菌的浓度升高而升高;反之,抑炎性细胞因子

IL-10的释放却随着白色念珠菌的浓度升高而降低。
以上结果说明了白色念珠菌处理后的 M2巨噬细胞,
其极化状态发生了明显改变,由抑炎性的状态逐渐转

变为促炎性的状态。这意味着经过白色念珠菌的刺

激,M2巨噬细胞的极化状态发生了逆转,见图3A和

3B。
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注:A为不同剂量的白色念珠菌刺激 M2后其上清液中各细胞因子的分泌量;

B为再次接受LPS刺激时,其上清液中各细胞因子的分泌量。

图3 白色念珠菌对 M2巨噬细胞的刺激具有剂量依赖性

2.4 Dectin-1对热处理白色念珠菌介导的 M2巨噬

细胞极化逆转的影响 为了阐明加热白色念珠菌对

M2巨噬细胞极化逆转作用的机制,首先关注到β-葡
聚糖受体Dectin-1,通过使用抗Dectin-1抗体来测定

Dectin-1对热处理白色念珠菌介导的 M2巨噬细胞极

化逆转的影响。首先将 M2巨噬细胞培养于96孔板,
每孔铺5×104 个细胞,将细胞与抗Dectin-1(30μg/

mL)抗体和同型对照mIgG(30μg/mL)共培养2h,再
加入热处理的白色念珠菌刺激18h后收集其上清液,
同时用10ng/mL的LPS进行二次刺激24h,之后收

集上清液。利用ELISA试剂盒对以上两轮上清液中

细胞因子(TNF-α、IL-10)的释放进行检测,结果发现

抗Dectin-1抗体明显消除了白色念珠菌介导的 M2巨

噬细胞TNF-α释放增加以及IL-10释放降低的现象,
说明了Dectin-1参与了此过程,为后续机制层面的研

究提供了新的靶点,见图4。

注:**P<0.01。

图4 加入抗Dectin-1抗体后上清液

中细胞因子含量的变化

3 讨论

白色念珠菌是人类共生微生物群不可分割的一部

分。据报道,在肠炎模型中遇到白色念珠菌会导致肠

道炎症的严重程度增加[9],β-葡聚糖受体Dectin-1参

与了这种作用,该受体的多态性与溃疡性结肠炎的严

重程度有关[10],但与溃疡性肠炎或克罗恩病易感性无

关[11]。有文献报道,白色念珠菌之所以可以和人类共

生,其原因在于白色念珠菌可以诱导且增强单核细胞

的促炎反应[12],并且白色念珠菌还可以驯化单核细

胞,使其在预先接触白色念珠菌或β-葡聚糖后对微生

物成分表现出增强和持续的反应。这种作用是由

Dectin-1受体/Rf-1通路介导的,致使p38等信号分子

能更快、更有效地激活[5]。微生物对宿主免疫细胞的

慢性刺激导致免疫增强功能状态,从而增加对感染的

抵抗力或免疫耐受性,后者可能在预防组织损伤方面

发挥作用。了解这两种影响之间的相互作用可以让人

们更好地了解真菌是如何适应人体免疫系统的。白色

念珠菌可能通过促进耐受性或通过扩大炎症,导致克

罗恩病的产生[13]。在近期研究中,白色念珠菌并不能

诱导细胞产生耐受,相反它可以促进人单核细胞对细

菌菌落的炎性增强反应。这种促进可能与单核细胞内

的白色念珠菌相关的表观遗传学重编程有关[5]。因

此,真菌微生物可能对黏膜部位的宿主防御状态产生

积极影响。当先前由白色念珠菌引起的黏膜部位的白

细胞遇到潜在的病原定植时,宿主通过增强炎症反应

(即通过募集和激活活性免疫细胞以及通过诱导黏膜

炎的扩张)来增强防御。
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巨噬细胞作为机体重要的免疫细胞之一,在免疫

应答中发挥着非常重要的作用。血液中的单核细胞受

体内外不同微环境的影响下,能够分化成具有不同形

态和功能的表型,主要包括两大类,即经典活化型巨噬

细胞 M1和替代活化型巨噬细胞 M2。在机体正常情

况下,M1/M2细胞处于动态平衡,调节机体免疫应答

有条不紊地进行。当 M1/M2细胞数量出现失衡,就
会导致机体的病理变化。当 M1型巨噬细胞数量显著

增加时,会引起机体产生慢性炎症性疾病,而当 M2型

巨噬细胞数量增加时,则会导致机体产生严重的免疫

抑制[1]。但在近年的许多文献报道中发现 M2型巨噬

细胞在某些疾病的发展过程中扮演着促炎性的角色。
在类风湿性关节炎病人关节滑膜组织中,有相当一部

分的 M2细胞能够产生促炎性细胞因子TNF-α[2];除
此之外,在肿瘤微环境中,肿瘤相关巨噬细胞的某些表

型也更类似于具有强大免疫抑制活性的 M2巨噬细

胞[14]。据报道[15],β-葡聚糖可通过激活Dectin-1将肿

瘤相关巨噬细胞转化为 M1样巨噬细胞,因此是癌症

免疫治疗药物的一个有吸引力的靶点。所有这些都表

明 M2细胞在某些特定的病理条件下是活跃的而不是

抑制性的,这值得进一步探索。
本次研究证明了人类单核细胞来源的 M2巨噬细

胞与白色念珠菌预培养后再次接受外界刺激时可以产

生大量的促炎细胞因子。由此可知,白色念珠菌可能

诱导 M2巨噬细胞从抑炎型到促炎型的“炎症转换”,
并在LPS和其他刺激物刺激后表现出促炎细胞因子

的产生增强。这种作用是剂量依赖性的,且该途径与

白色念珠菌细胞壁成分β-葡聚糖的结合受体Dectin-1
有关。这一现象为后续探究真菌感染等疾病提供了潜

在的治疗靶点。
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