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微生物未甲基化 CpG DNA对动物肠道的免疫调节作用
高侃，刘丽，汪海峰 *

浙江农林大学动物科技学院，浙江 临安 311300

摘要:微生物未甲基化 CpG DNA 为富含未甲基化胞嘧啶-鸟嘌呤二核苷酸的 DNA 片段，能够被动物肠道细
胞 Toll 样受体家族中的 TLＲ9 受体(Toll-like receptor 9，TLＲ9)特异性识别。未甲基化 CpG DNA 作为一种动
物肠道免疫刺激因子，不仅能够直接调节肠道固有免疫应答，同时还能间接介导肠道适应性免疫应答。未甲
基化 CpG DNA 具有调节机体免疫应答作用的应用前景，成为免疫佐剂开发的研究热点。本文主要综述微生
物未甲基化 CpG DNA 基本概念、受体 TLＲ9 的特征、调节动物肠道免疫作用及其信号机制，同时阐述了未甲
基化 CpG DNA 作为免疫佐剂在实际中的应用，最后对微生物未甲基化 CpG DNA 研究与开发利用前景进行
了展望。
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微生物在初生动物肠道中定植逐步形成不同微
生物区系，成年动物肠道中含有 500 多种不同种类
细菌菌群。共生微生物粘附在动物肠道表面形成微
生物屏障，抵御病原微生物的侵袭，介导肠道免疫应
答，维持动物肠道稳态［1］。微生物通过微生物相关
分 子 模 式 ( Microorganism-associated molecular
patterns，MAMPs)与肠道细胞生物膜表面的模式识
别受体( Pattern recognition receptors，PＲＲs)结合激
活下游级联反应，介导肠道免疫反应。微生物及其
成分与肠道免疫细胞、上皮细胞的相互作用机制是
目前肠道粘膜免疫的研究热点。研究报道表明，微
生物成分包括脂多糖(Lipopolysaccharide，LPS)、磷
壁酸 ( Teichoic acid，TA )、肽聚糖 ( Peptidoglycan，
PGN)等微生物成分在动物肠道中发挥免疫调节作
用，微生物中含有未甲基化胞嘧啶-鸟嘌呤二核苷酸

(Cytosine-guanine，CpG)的 DNA 片段同样也能被机
体免疫系统所识别，并介导动物肠道粘膜免疫［2 － 3］。
目前国内外最新研究表明，未甲基化 CpG DNA 作为
一种潜在的免疫刺激因子，能够激活动物免疫系统
并增强机体免疫应答能力，因此成为国内外免疫佐
剂开发利用研究热点。本文综述了未甲基化 CpG
DNA 的基本概念、受体 TLＲ9 的特征、调节动物肠道
免疫作用及其信号机制，同时阐述了未甲基化 CpG
DNA 作为免疫佐剂在实际中的应用，并对微生物未
甲基化 CpG DNA 研究与开发利用前景进行了展望。

1 未甲基化 CpG DNA

微生物内未甲基化的 CpG DNA 具有免疫刺激
作用，能够直接或间接激活肠道免疫系统，增强肠道
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免疫应答，从而维持肠道稳态。菌体 DNA 对哺乳动
物免疫系统是否具有免疫刺激作用，取决于菌体
DNA 中未甲基化 CpG 二核苷酸的含量。哺乳动物
DNA 中多为甲基化 CpG 二核苷酸，所以哺乳动物
DNA 不具备免疫刺激效应［4］。动物肠道微生物菌
群构成随动物生理状态(如年龄、健康状况等)不同
而产生差异。不同肠道微生物菌群未甲基化 CpG
DNA 对动物肠道免疫调节效果也不同。据报道，动
物肠道中的肠球菌(Enterococcus faecalis)、干酪乳酸

杆 菌 ( Lactobacillus casei )、植 物 乳 酸 杆 菌
( Lactobacillus plantarum )、鼠 李 糖 乳 酸 杆 菌
( Lactobacillus rhamnosus )、 双 歧 杆 菌
(Bifidobacteria )、变形菌 ( Proteobacteria )、拟杆菌
(Bacteroidetes)等细菌富含未甲基化 CpG 二核苷酸
的 DNA 片段(表 1)，未甲基化 CpG 基序与肠道细胞
特异性受体相互作用，调控动物肠道粘膜免疫功能，
维持肠道免疫系统功能平衡［5］。

表 1．不同菌株 CpG 基序比较［5］

Table 1． CpG motif content in different strains［5］

Strains GC /% Mb CpG motif / genome CpG motif frequency /Mb

Enterococcus faecalisV583 37 3. 2 225216 70380
Lactobacillus caseiBL23 46 3. 1 346378 111735
Lactobacillus plantarumWCFS1 44 3. 4 366552 108127
Lactobacillus rhamnosusGG 47 3. 0 360288 119697
BifidobacterialongumATCC 15697 59 2. 8 604886 216031
Pseudomonas aeruginosa PAO1 67 6. 3 1526246 243809
Parabacteroidesdistasonis ATCC 8503 45 4. 8 581492 120892

人工合成的单链未甲基化 CpG 脱氧核糖寡核
甘酸 ( Oligodeoxynucleotides，ODNs)能够模拟微生
物菌体未甲基化 CpG DNA 的免疫刺激效应。根据
特定序列组成和免疫功能，人工合成的 CpG-ODN
可被分为三大类，即 A 类、B 类和 C 类，根据不同体
外试验需要，用于替代菌体未甲基化 CpG DNA。A
类 CpG-ODN 主要由嵌合的硫代磷酸和磷酸二酯骨
架构成，3'端或 5'端含有至少一个未甲基化 CpG 二
核苷酸的多聚鸟嘌呤回文结构，主要用于刺激树突
细胞产生干扰素( Interferon，IFN)从而激活自然杀
伤细胞(Natural killer cells，NK);B 类 CpG-ODN 主
要由硫代磷酸骨架构成，多个未甲基化 CpG 基序存
在于骨架之间，主要用于刺激 B 细胞的增殖分化;
而 C 类 CpG-ODN 的 5’端具有六聚未甲基化 CpG
基序，3’端具有富含 GC 回文序列结构，功能上同时
具备 A 类和 B 类 ODN 的特点［6］。

2 未甲基化 CpG DNA 受体

微生物 MAMP 通过与机体肠道细胞表面的
PＲＲ 结合，发挥调节效应。Toll 样受体家族 ( Toll-
like receptors，TLＲs)是一类存在于动物肠道细胞生
物膜表面的Ⅰ类跨膜蛋白，通过特异性识别并结合

相对应微生物 MAMP，引起机体细胞免疫应答，在介
导机体肠道固有免疫中发挥着重要的作用［7］。研
究报道已有 10 种特异性配体的 TLＲ，如 TLＲ2、
TLＲ4、TLＲ5 和 TLＲ9 分别能够特异性识别并结合磷
壁酸 LTA、脂多糖 LPS、鞭毛和未甲基化 CpG DNA
等。本课题组先前已经对 Toll 样受体介导的肠道免
疫调节相关研究进行了详细的综述［8 － 10］。TLＲ 受
体的激活取决于 TLＲ 受体的结构特性、不同细胞表
面 TLＲ 受体的表达分布，以及特异性配体的结构特
性 等。本 课 题 组 研 究 发 现 鼠 李 糖 乳 酸 杆 菌
Lactobacillus rhamnosus GG ( LGG) 通过调控 TLＲ2、
TLＲ4 和 TLＲ9 受体表达，介导猪肠上皮细胞炎症免
疫反应，发挥益生效应(未发表)。

TLＲ9 受体不仅分布于肠道细胞膜表面［11］，同
样存在于动物肠道细胞胞浆的包涵体中，通过识别
并结合菌体未甲基化 CpG DNA 激活下游信号通
路［12］。TLＲ9 作为未甲基化 CpG DNA 特异性识别
受体，与其他 TLＲ 家族受体具有结构相似性。TLＲ9
受体胞外结构域 ( Extracellular domain，ECD)由 25
个富含赖氨酸结构域 ( Leucine-rich repeats，LＲＲs)
与 1 个富含半胱氨酸结构域组成，胞内结构域由 α
螺旋与 β 折叠构成，胞外结构域 ECD 通过跨膜结构
域与胞内结构域连接。胞外结构域 ECD 识别未甲
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基化 CpG DNA 后，胞内结构域能够活化相关蛋白，
激活细胞下游级联信号通路，从而产生相应免疫应
答，如产生细胞因子、诱导细胞增殖或凋亡等［13 － 14］。
研究发现，TLＲ9 通过胞外结构域 ECD 含有的 LＲＲ
与 CpG 基序相结合，从而激活胞内相应信号激酶，
LＲＲ 中 LＲＲ2、LＲＲ5 和 LＲＲ11 对 CpG 基序具有较
强的亲和力，尤其是 LＲＲ11［15］。同时研究发现，
TLＲ9 胞外结构域的 C 端和 N 端在结合激活 TLＲ9
受体过程中发挥重要作用，进一步研究发现 C 端的
组氨酸 His505、谷氨酰胺 Gln510、组氨酸 His530 和
丝氨酸 Tyr554 在 TLＲ9 受体激活中必不可少［16］。

图 1．未甲基化 CpG DNA /TLＲ9 MyD88 依赖信号通路图［13］

Figure 1． Schematic representation of unmethylatedCpG DNA /TLＲ9 MyD88-dependent signaling pathway［13］ ．

3 未甲基化 CpG DNA 经由 TLＲ9 介
导的肠道免疫调节作用

3. 1 未甲基化 CpG 免疫调节的信号通路
肠道微生物富含未甲基化 CpG 的 DNA 片段随

细菌的复制、凋亡等过程释放至肠道内环境中。由
未甲基化 CpG DNA 与肠道 TLＲ9 结合，通过骨髓样
分化因子 88(Myeloiddifferentiationfactor88，MyD88)
介导，激 活 下 游 的 白 介 素 受 体 相 关 激 酶-1
( Interleukin-1 receptor-associated kinase，IＲAK-1 )、
肿瘤 坏 死 因 子 相 关 因 子 6 ( Tumornecrosisfactor
receptor-associated factor 6，TＲAF6)与转化生长因子
活化激酶 1 ( Transforming growth factor -activated
kinase 1，TAK1 )，从而激活核因子 κB ( Nuclear
factor-kappa B，NF-κB)信号通路与丝裂原活化蛋白
激酶(Mitogen-activated protein kinase，MAPK)信号
通路。激活的 MAPK 信号通路包括 p38MAPK 信号
通路、细 胞 外 调 节 蛋 白 激 酶 1 /2 ( Extracellular
regulated protein kinases，EＲK1 /2)信号通路以及 c-
Jun 氨基末端激酶( c-Jun N-terminal kinase，JNK)信
号通路，激活的信号分子通过进入胞核调控 DNA 的
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转录，引起肠道细胞产生细胞因子、介导免疫调控、
促使细胞增殖或募集免疫细胞等［13 － 14］。同时，在特
定的外环境因子的刺激下，IＲAK-4 蛋白选择性激活
含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶 ( Cysteinyl
aspartate specific proteinase，Caspase)，介导细胞凋
亡信号通路引起受感染肠道细胞程序性死亡
(图 1)。

因此，未甲基化 CpG DNA 与肠道细胞 TLＲ9 识
别后，通过 NF-κB 和 MAPK 信号通路增强细胞的免
疫应答功能，在维持动物肠道稳态中发挥重要的作
用［13］。未甲基化 CpG DNA 作用于人结肠癌细胞
HT-29，通过 TLＲ9 介导的 MyD88 /NF-κB 信号通路
引起 HT-29 细胞中白介素-8( Interleukin-8，IL-8)的
表达分泌增加［17］。与以上研究结果相一致，本课题
组研究发现鼠李糖乳酸杆菌 LGG 的未甲基化 CpG
DNA 能够被猪肠上皮细胞 TLＲ9 受体识别，并且激
活下游 NF-κB、p38MAPK 和 EＲK1 /2 信号通路，引
起细胞致炎性细胞因子表达升高，表明 LGG 的未甲
基化 CpG DNA 介导 TLＲ9 激活炎性信号通路，在肠
道粘膜免疫中发挥免疫刺激效应(未发表)。
3. 2 未甲基化 CpG DNA 对肠道的免疫调节作用

目前国内外主要采用人工合成的未甲基化 CpG
ODN 代替肠道微生物未甲基化 CpG DNA，用于研究
动物肠道免疫应答。研究发现未甲基化 CpG DNA
不仅能够被机体肠道上皮细胞 TLＲ9 受体识别，引
起肠道上皮细胞中致炎性细胞因子(肿瘤坏死因子-
α(Tumor necrosis factor-alpha，TNF-α)、IFN-γ 等)、
CC 类趋化因子(CCL2、CCL7 等)以及 CXC 类趋化
因子 ( CXCL1、CXCL10 等) 蛋白分泌上升［18］，而且
未甲基化 CpG DNA 作为一类肠道免疫刺激因子，还
可促进动物肠道中树突状细胞(Dendritic cells，DC)
和巨噬细胞等抗原提呈细胞 ( Antigen presenting
cell，APC)大量增殖，分泌 CC 类趋化因子、单核细
胞趋化蛋白-1 (Monocyte chemoattractant protein-1，
MCP-1 ) 和 巨 噬 细 胞 炎 症 蛋 白 ( Macrophage
inflammatory protein，MIP)［19］。未甲基化 CpG DNA
通过 TLＲ9 受体介导的信号通路增强肠道上皮细
胞、APC 细胞免疫应答反应，在调控机体肠道固有
免疫应答中发挥重要作用，维持动物肠道稳态。

未甲基化 CpG DNA 不仅能够调控机体肠道固
有免疫应答，而且能够通过肠道上皮细胞、APC 细
胞等间接介导机体肠道适应性免疫应答。未甲基化

CpG DNA 调节动物肠道适应性免疫应答的研究主
要集中于小鼠肠道炎症的预防、治疗等方面。研究
利用未甲基化 CpG ODN 饲喂新生小鼠和成年小鼠，
未甲基化 CpG ODN 被小鼠肠道粘膜层 APC 细胞如
DC 细胞识别，诱导 B 淋巴细胞增殖分化分泌抗体，
也促进辅助性 T 细胞 Th1 细胞因子 IL-12p40 和
IFN-γ 表达，增强小鼠肠道免疫细胞免疫应答反
应［18］，表明未甲基化 CpG DNA 能够通过激活 APC
细胞间接调控小鼠肠道适应性免疫应答反应。最新
研究进一步发现，对患有肠道炎症的小鼠饲喂未甲
基化 CpG ODN 后，小鼠肠道 DC 细胞 TLＲ9 受体特
异性识别未甲基化 CpG ODN，DC 细胞激活后分泌
相关细胞因子和趋化因子，从而活化小鼠肠道调节
性 B 细胞 (Ｒegulatory B cell，Breg cell)分泌 IL-10，
进一步调节小鼠肠道适应性免疫反应，减轻小鼠肠
道炎症反应［20］。研究利用未甲基化 CpG ODN 刺激
患有慢性肠道炎症的小鼠试验中，未甲基化 CpG
ODN 通过 TLＲ9 信号通路激活小鼠肠道免疫反应，
刺激肠道 B 淋巴细胞活化，分泌大量免疫球蛋白 A
( Immunoglobulin A，IgA)，从而缓解小鼠肠道炎症
免疫反应［21］。另有研究报道未甲基化 CpG ODN 刺
激小鼠肠道 DC 细胞分泌致炎性细胞因子，引起
CD8 + T 淋巴细胞增殖;与此同时，未甲基化 CpG
ODN 激活的 DC 细胞间接介导辅助性 T 细胞 Th1 和
Th17 免疫应答，诱导细胞毒性 T 淋巴细胞(Cytotoxic
lymphocyte，CTL)活性［22］。以上研究均表明，未甲
基化 CpG DNA 通过小鼠肠道 APC 细胞的递呈作
用，活化免疫细胞功能，进而间接介导小鼠肠道的适
应性免疫应答。基于未甲基化的 CpG DNA 调控小
鼠肠道免疫应答的众多研究成果，未甲基化的 CpG
DNA 调控猪肠免疫应答的研究亦取得进展。对新
生仔猪鼻腔给予未甲基化 CpG ODN 刺激新生仔猪
肠道免疫应答，发现未甲基化 CpG ODN 显著增强肠
道淋巴结中辅助性 T 细胞 Th1 的免疫应答，致炎性
细胞因子 TNF-α 的表达显著升高［23］。另有研究发
现在预防由大肠杆菌引起的断奶仔猪肠道腹泻试验
中，利用未甲基化 CpG ODN 饲喂断奶仔猪能够显著
增加猪肠道 B 细胞免疫球蛋白 M ( Immunoglobulin
M，IgM)和免疫球蛋白 G( Immunoglobulin G，IgG)
的分泌，同时显著增加辅助性 T 细胞 Th1 中 TNF-α、
IFN-γ、IL-12p40 和 IL-1β，以及 Th2 中 IL-4、IL-6 的
表达［24］。以上未甲基化 CpG DNA 调节猪肠道免疫
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的研究表明，未甲基化 CpG DNA 通过激活猪肠道
APC 细胞、活化 B 细胞而引起大量抗体分泌，同时
可以调控 IgM 的转变类别以及肠道辅助性 T 细胞
Th1 与 Th2 免疫应答平衡，在猪肠道免疫应答系统
中发挥重要的调节功能。结合目前本课题组有关微
生物未甲基化 CpG DNA 的研究，未甲基化 CpG
DNA 通过被机体肠道上皮细胞、APC 细胞 TLＲ9 受
体识别，激活细胞分泌免疫因子，引起肠道固有免疫
应答的同时，还可活化免疫细胞间接调节肠道适应
性免疫应答。可见，未甲基化 CpG DNA 在介导动物
肠道固有免疫和适应性免疫应答中发挥着重要的
作用。

然而，未甲基化 CpG DNA 与机体免疫系统相
互作用的机制并没有完全了解。使用高剂量未甲
基化 CpG ODN 刺 激 小 鼠 浆 细 胞 样 树 突 细 胞
( plasmacytoid dendritic cells，pDCs)，发现高剂量的
未甲基化 CpG ODN 并没有激活 pDC 细胞免疫应
答，反而呈现免疫耐受效应。通过进一步检测
pDC 细胞中细胞信号通路分子表达，发现高剂量
未甲基化 CpG ODN 与 pDC 细胞 TLＲ9 识别后，通
过 TLＲ9-IＲF3( Interferon regulatory factor 3，干扰素
调节因子 3 )信号通路，而非 TLＲ9-MyD88 信号通
路，激活下游转化生长因子 β( Transforming growth
factor-beta，TGF-β)，从而引起 pDC 细胞免疫耐受
效应［25］。因此，有必要在目前研究基础上，对未甲
基化 CpG DNA /TLＲ9 介导的信号通路进行进一步
的研究。

4 未甲基化 CpG DNA 在调节机体免
疫中的应用

人工合成的未甲基化 CpG ODN 代替肠道微生
物未甲基化 CpG DNA 被广泛用于预防、治疗动物肠
道疾病，具有重要的免疫佐剂作用。研究发现未甲
基化 CpG ODN 通过激活人和小鼠 APC 细胞( pDC

细胞)分泌表达细胞因子、趋化因子等，从而募集免
疫 B 细胞增殖分化，在预防和治疗感染性疾病中发
挥着重要的免疫佐剂功能［26］。研究显示肠道微生
物菌群未甲基化 CpG DNA 能够通过增强辅助性 T

细胞 Th1 免 疫 应 答，调 节 动 物 肠 道 自 身 免 疫
紊乱［5］。

未甲基化 CpG DNA 作为一类免疫刺激因子，具
有免疫佐剂效应。最新研究发现，利用未甲基化
CpG ODN 处 理 鸡 髓 系 树 突 状 细 胞 ( Bone
marrowderived dendritic cells，BMDC)，通过形态学、

表型鉴定以及活性功能检测，发现未甲基化 CpG
ODN 能够活化 BMDC 细胞，活化的 BMDC 细胞可进
一步诱导鸡 T 淋巴细胞增殖分化并产生免疫应答
反应［27］。对鸡饲喂未甲基化 CpG ODN，未甲基化
CpG ODN 显著增强鸡肠道粘膜免疫应答，同时激活
机体免疫系统功能，通过分泌大量 IgA 抵抗禽流感
病毒 H5N1 侵袭，具有免疫佐剂效应［28］。未甲基化
CpG ODN 预处理的军曹鱼肠道被细菌感染后，与单
独细菌感染的鱼类相比较，成活率升高，且无明显肠
道组织损伤和炎症［29］。未甲基化 CpG ODN 在刺激
南美对虾 12 h 后，能够显著提高南美对虾血液中
TNF-α 的表达量以及一氧化氮(NO)的含量，增强机
体的免疫应答能力［30］。研究对新生仔猪鼻腔给予

人工合成的未甲基化 CpG ODN 与先天免疫调节肽
HH2 ( Innate defense regulator peptides-HH2， IDＲ-
HH2)复合物(CpG-IDＲ-HH2 complex)，发现仔猪肠
道细胞因子、趋化因子 mＲNA 表达量显著上升;同
时对受致病性大肠杆菌感染的新生仔猪鼻腔给予未
甲基化 CpG ODN 与 IDＲ-HH2 复合物，发现仔猪肠
道致炎性细胞因子 TNF-α 的 mＲNA 水平显著降
低［23］，研究结果表明未甲基化 CpG DNA 协同 IDＲ

增强猪肠道粘膜免疫抵抗病原微生物感染，同时对
于肠道炎症有免疫治疗效果，在机体肠道中发挥重
要的免疫佐剂作用。另有研究采用人工合成的未甲
基化 CpG ODN 与 IDＲ-HH2 形成的免疫佐剂复合物
饲喂新生仔猪，能够增加猪肠道免疫细胞的细胞因
子 IL-12、TNF-α 和 IFN-γ 的表达，同时显著增强辅
助性 T 细胞 Th1 (分泌 IgG 抗体)和 Th2 (分泌 IgA

抗体)的免疫应答，并可抵抗伪狂犬病毒感染［31］，研

究结果进一步佐证未甲基化 CpG DNA 与 IDＲ-HH2

协同介导机体肠道免疫功能;还有相关研究发现未
甲基化 CpG DNA / IL-6 复合物佐剂在猪生产养殖中
可有效地防止猪瘟的发生［32］。以上已有研究均表

明，未甲基化 CpG DNA 作为一种肠道免疫佐剂，通
过与其他物质构成复合物的形式，能够显著提高动
物机体免疫功能，在实际动物生产中具有重要的应
用价值。
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5 展望

动物肠道免疫系统是动物机体防御病原微生物
侵袭的第一道免疫防线。以上综述表明，作为一类
免疫刺激因子，微生物未甲基化 CpG DNA 可激活动
物肠道免疫系统、增强机体免疫应答能力，从而抵御
病原微生物的侵袭。未甲基化 CpG DNA 对动物具
有免疫调节作用，能够直接或间接介导机体固有免
疫和适应性免疫应答，是国内外免疫佐剂开发利用
的热点。然而，目前未甲基化 CpG DNA 调节机体肠
道免疫应答的机制尚未完全明晰，应用于实际生产
的安全性尚未被完全阐明，需要进行更多研究来验
证。因此，在目前国内外研究基础上，有必要进一步
深入研究未甲基化 CpG DNA 在动物肠道免疫调节
中的作用，阐明未甲基化 CpG DNA /TLＲ9 介导动物
肠道粘膜免疫的机制，为开发和利用未甲基化 CpG
DNA 作为肠道免疫佐剂提供理论基础，将对预防和
治疗动物肠道疾病、提高动物免疫力、促进动物健康
等具有重要意义。本课题组致力于乳酸杆菌肠道粘
膜免疫调控效应及其机制研究，业已发现鼠李糖乳
酸杆菌 LGG 的未甲基化 CpG DNA 具有肠道粘膜免
疫调节效应，后续将进一步分析益生菌未甲基化
CpG DNA 肠道免疫调节效应及其详细分子信号机
制，为更好开发利用益生菌提供理论基础。
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Advances in immunomodulation of microbial unmethylated
CpG DNA on animal intestinal tract － A review
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Abstract:Unmethylated cytosine-guanine (CpG) dinucleotides motifs in bacterial DNA can be recognized by specific Toll-
like receptor 9 (TLＲ9) in intestinal cells． As one of the intestinal immunostimulatory factors，unmethylated CpG DNA
can modulate intestinal innate immune responses directly and adaptive immune responses indirectly． There is a great
prospect for unmethylated CpG DNA as an immunomodulator in the rapy of intestinal diseases． This article illustrated the
basic concepts of unmethylated CpG DNA， the characteristics of TLＲ9． We also reviewed specific applications of
unmethylated CpG DNA as adjuvants in modulating intestinal immune responses． At last，we elaborated the research and
application prospects of CpG DNA in the future．
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