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抑制性寡脱氧核苷酸对小鼠犆犇４＋犜细胞犜犫犲狋、犛犜犃犜４及犛犜犃犜６表达

的影响
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［摘　要］　目的　探讨体外实验中，抑制性寡脱氧核苷酸（ＳｕｐＯＤＮ）对小鼠脾脏ＣＤ４＋Ｔ细胞转录因子Ｔ细胞表

达的Ｔ盒（Ｔｂｅｔ）、信号转导子和转录激动子（ＳＴＡＴ）４及ＳＴＡＴ６表达的影响。方法　分离小鼠脾脏淋巴细胞，

免疫磁珠阳选法纯化ＣＤ４＋Ｔ细胞，流式细胞仪分析分选纯度，在抗ＣＤ３ε抗体、抗ＣＤ２８抗体、白细胞介素（ＩＬ）

１２作用下，加入ＳｕｐＯＤＮ或对照寡脱氧核苷酸（ＣｏｎＯＤＮ）培养７２ｈ后，常规提取核蛋白。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ测定核蛋

白中磷酸化的ＳＴＡＴ（ｐＳＴＡＴ）４、ｐＳＴＡＴ６和Ｔｂｅｔ蛋白表达。结果　与ＣｏｎＯＤＮ组和ＰＢＳ组比较，ＳｕｐＯＤＮ

组中Ｔｂｅｔ和ｐＳＴＡＴ４的表达水平明显降低（犘＜０．０５），而ｐＳＴＡＴ６表达水平明显升高（犘＜０．０５）。结论　Ｓｕｐ

ＯＤＮ可能通过下调ｐＳＴＡＴ４和Ｔｂｅｔ的表达，体外抑制小鼠ＣＤ４＋Ｔ细胞向Ｔｈ１细胞的功能性分化，上调

ｐＳＴＡＴ６的表达，促进Ｔｈ２细胞的分化。
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［犓犲狔狑狅狉犱狊］　ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｖｅｏｌｉｇｏｄｅｏｘｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ（ＳｕｐＯＤＮ）；ＣＤ４＋Ｔｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ；Ｔｈｅｌｐｅｒｃｅｌｌ；Ｔｂｅｔ；ＳＴＡＴ４；

ＳＴＡＴ６

［ＣｈｉｎＩｎｆｅｃｔＣｏｎｔｒｏｌ，２０１１，１０（５）：３３１－３３６］

　　抑制性寡脱氧核苷酸（ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｖｅｏｌｉｇｏｄｅｏｘｙ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ，ＳｕｐＯＤＮ）是一类富含多聚Ｇ结构的具
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有广泛免疫抑制活性的核苷酸序列。研究表明，富

含多聚Ｇ的ＳｕｐＯＤＮ能选择性地阻止Ｔｈ１型细胞

的激活与分化，并对白细胞介素（ＩＬ）１２、干扰素

（ＩＦＮ）γ等的分泌和一氧化氮的释放有抑制作用。

近来的研究认为，对影响 Ｔｈ１、Ｔｈ２分化的细

胞因子微环境可以在转录水平进行调控，包括染色

体重排、组织特异性转录因子及靶基因的激活。

Ｔｈ１和Ｔｈ２的分化方向受其特异的基因序列调控，

不同的细胞因子、抗原种类和浓度及协同刺激分子

决定了不同调控序列的激活，这一过程严格地受特

异的转录因子的调节。有多种转录因子参与Ｔｈ１／

Ｔｈ２的分化以及ＩＬ４／ＩＦＮγ的表达，其中信号转导

子和转录激动子（ｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｅｒｓａｎｄａｃｔｉｖａｔｏｒｓ

ｏｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ，ＳＴＡＴ）６特异性表达于 Ｔｈ２细

胞，促进幼稚ＣＤ４＋Ｔ细胞向Ｔｈ２细胞分化并正调

控Ｔｈ２细胞因子的表达。Ｔ细胞表达的Ｔ盒（Ｔ

ｂｏｘｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎＴｃｅｌｌｓ，Ｔｂｅｔ）特异表达于Ｔｈ１细

胞，促进幼稚ＣＤ４＋Ｔ细胞向Ｔｈ１细胞分化并正调

控ＩＦＮγ的表达
［１］，二者的相互制衡对Ｔ细胞的分

化及其细胞因子的分泌至关重要。ＳＴＡＴ４是Ｔｈ１

细胞分化过程中的关键因子，有证据［２］表明ＳＴＡＴ４

转录因子可能在胶原诱导的小鼠关节炎的发生和持

续过程中发挥作用，这就使ＳＴＡＴ４作为自身免疫

性疾病治疗的靶点成为可能。

研究报道［３－４］，ＳｕｐＯＤＮ显著抑制Ｔｈ１型细胞

因子ＩＦＮγ分泌，同时促进Ｔｈ２型细胞因子ＩＬ４

分泌，本课题组也有类似结果［５］。但其作用机制尚

不清楚，其抑制作用是否与调节 Ｔｈ淋巴细胞亚群

有关，对转录因子ＳＴＡＴ６、ＳＴＡＴ４和Ｔｂｅｔ有何作

用，此部分实验将从基因的转录水平进一步探讨。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　实验动物　正常雌性６～８周龄ＢＡＬＢ／ｃ

小鼠（ＳＰＦ级，６０只，１６～２０ｇ／只），购自中南大学

湘雅医学院实验动物中心。

１．１．２　试剂　ＲＰＭＩ１６４０培养基及胎牛血清

（ＦＢＳ）购自美国ＧＩＢＣＯ公司；ＥＺＳｅｐＴＭ小鼠淋巴

细胞分离液购自深圳达科为生物技术有限公司；免

疫磁珠（抗小鼠ＣＤ４，阳性分选）及配套ＭＳ分离柱、

荧光素标记抗体（抗小鼠ＣＤ４ＦＩＴＣ）均购自德国

ＭｉｌｉｔｅｎｙｉＢｉｏｔｅｃ公司；抗小鼠ＣＤ２８、抗小鼠ＣＤ３ε

购自美国 ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司；重组鼠ＩＬ１２购自

ＰＥＰＲＯＴＥＣＨ Ａｓｉａ 公 司。Ｓｕｐ ＯＤＮ 序 列 为

ＴＴＡＧＧＧＴＴＡＧＧＧＴＴＡＧＧＧＴＴＡＧＧＧ，对照

ＯＤＮ 序 列 为 ＴＴＡＣＣＣ ＴＴＡＣＣＣ ＴＴＡＣＣＣ

ＴＴＡＣＣＣ，均由上海Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ生物工程公司合

成。核蛋白提取试剂盒购自美国Ｍｅｒｃｋ公司；Ｔ细

胞表达的Ｔｂｅｔ购自美国Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司；兔抗鼠磷

酸化ＳＴＡＴ（ｐＳＴＡＴ）４抗体、兔抗鼠ｐＳＴＡＴ６均

购自美国ａｂｃａｍ公司；山羊抗兔ＩｇＧＨＲＰ第二抗

体购自中国北京中杉生物有限公司，进口分装；其余

为分析纯试剂。

１．２　方法

１．２．１　ＣＤ４＋Ｔ 细胞制备　颈椎脱臼法处死

ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，取脾脏置于２００目不锈钢标准筛上

研磨，ＰＢＳ冲洗的细胞悬液再经２００目不锈钢标准

筛过滤，ＰＢＳ洗涤２次，按小鼠淋巴细胞分离液说明

方法分离淋巴细胞。将分离后的小鼠脾脏淋巴细胞

用免疫磁珠法阳性分选ＣＤ４＋Ｔ细胞，具体步骤按

试剂盒说明进行。

１．２．２　流式细胞仪分析　以分选前不加荧光素标

记抗体（抗小鼠ＣＤ４ＦＩＴＣ）的小鼠脾脏淋巴细胞作

阴性对照，各取分选前及分选后细胞若干加入荧光

素标记抗体（抗小鼠ＣＤ４ＦＩＴＣ）行流式细胞分析，

具体步骤按试剂盒说明进行。

１．２．３　细胞培养和ＯＤＮ作用　调整分选的ＣＤ４＋

Ｔ细胞浓度为５×１０５／ｍＬ～９×１０５／ｍＬ，以１ｍＬ／

孔加入２４孔平底培养板，分别加入抗ＣＤ３ε抗体

（０．１ｍｇ／Ｌ）、抗ＣＤ２８抗体（１ｍｇ／Ｌ）、ＩＬ１２（３００

ｎｇ／Ｌ）。在上述ＣＤ４＋Ｔ细胞培养体系中分别加入

终浓度为５μｍｏｌ／Ｌ的ＳｕｐＯＤＮ和ＣｏｎＯＤＮ（空白

对照为培养体系中加入ＰＢＳ），加样后细胞置于

３７℃、５％ＣＯ２孵育７２ｈ，收获培养上清与细胞。

１．２．４　蛋白质抽提及蛋白免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ）分析　采用Ｍｅｒｃｋ公司的核蛋白提取试剂盒，

按其说明进行操作。考马斯亮蓝Ｇ２５０法检测蛋

白浓度后，以裂解液调节各样品蛋白浓度均一。以

１０％ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶电泳分离，５％脱脂奶粉／

ＴＢＳＴ室温封闭６０ｍｉｎ；一抗４℃孵育过夜；ＴＢＳＴ

（Ｔｗｅｅｎ２０５００μＬ，１０×ＴＢＳ５０ｍＬ，ｄｄＨ２Ｏ４５０ｍＬ）

漂洗３次，每次１０ｍｉｎ；二抗室温孵育１２０ｍｉｎ，ＴＢＳＴ

漂洗３次，每次１０ｍｉｎ。ＥＣＬ作用后胶片曝光，经显

影、定影处理后观察结果。结果以凝胶成像仪器成

像，ＳｅｎｓｉＡｎｓｙｓ凝胶图像分析系统拍照分析。

１．３　统计学处理　所有数据均应用ＳＰＳＳ１３．０软

件统计。实验数据以狓±狊表示，组间比较采用方差
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分析，犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　流式细胞仪检测Ｔ细胞纯度　结果显示，以

未加抗体ＣＤ４ＦＩＴＣ的分选前小鼠脾脏淋巴细胞为

阴性对照，其ＣＤ４＋Ｔ细胞计数占计数细胞总数的

０．０５％，而加入抗体ＣＤ４ＦＩＴＣ的分选前小鼠脾脏

淋巴细胞，其ＣＤ４＋Ｔ细胞计数占计数细胞总数的

６８．３５％，经磁珠分选后，ＣＤ４＋Ｔ细胞的纯度则大

幅升至分选后的９６．８０％，达到实验要求。见图１。
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图１　流式细胞仪分析免疫磁珠法阳性分选ＣＤ４＋Ｔ细胞

犉犻犵狌狉犲１　ＦｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙａｎａｌｙｓｉｓｏｎｉｍｍｕｎｏｍａｇｎｅｔｉｃｂｅａｄｓｂａｓｅｄｐｏｓｉｔｉｖｅｓｏｒｔｉｎｇｆｏｒＣＤ４＋Ｔｃｅｌｌｓ

２．２　各组小鼠Ｔ细胞中Ｔｂｅｔ、ｐＳＴＡＴ４、ｐＳＴＡＴ６

蛋白的表达　各组小鼠Ｔ细胞核蛋白Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

结果显示，在蛋白质相对分子量为５８、８５、９４和３６

ｋＤ 处 有 表 达 条 带，分 别 是 Ｔｂｅｔ、ｐＳＴＡＴ４、

ｐＳＴＡＴ６和增殖细胞核抗原（ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇｃｅｌｌｎｕ

ｃｌｅａｒａｎｔｉｇｅｎ，ＰＣＮＡ）。ＰＣＮＡ作为内参，它是在
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细胞周期Ｓ期广泛表达的一种核蛋白，仅在增殖细

胞中合成与表达，是常用的核蛋白内参之一。方差

分析结果表明，ＳｕｐＯＤＮ组Ｔｂｅｔ和ｐＳＴＡＴ４较

ＣｏｎＯＤＮ组和ＰＢＳ组表达降低，差异有统计学意

义（犘＜０．０５）；ｐＳＴＡＴ６表达增高，差异亦有统计

学意义（犘＜０．０５），见表１～３及图２～５。

表１　组间Ｔｂｅｔ方差分析结果（狀＝４，狓±狊）

犜犪犫犾犲１　ＡｎａｌｙｓｉｓｏｆｖａｒｉａｎｃｅｏｎＴｂｅｔｂｅｔｗｅｅｎｇｒｏｕｐｓ（狀＝

４，狓±狊）

Ｇｒｏｕｐｓ
Ｔｂｅｔ

Ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ 犉 犘

ＳｕｐＯＤＮ ０．３８±０．１１

ＣｏｎＯＤＮ ０．５４±０．０７ １０．５１４ ０．００４

ＰＢＳ ０．６２±０．０３

　　ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＣｏｎＯＤＮｇｒｏｕｐａｎｄＰＢＳｇｒｏｕｐｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，犘＜

０．０５
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１：ＰＢＳｇｒｏｕｐ；２：ＣｏｎＯＤＮｇｒｏｕｐ；３：ＳｕｐＯＤＮｇｒｏｕｐ

图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｔ细胞中Ｔｂｅｔ蛋白表达

犉犻犵狌狉犲２　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴｂｅｔｉｎＴｃｅｌｌｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙ

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

表２　组间ｐＳＴＡＴ４方差分析结果（狀＝４，狓±狊）

犜犪犫犾犲２　ＡｎａｌｙｓｉｓｏｆｖａｒｉａｎｃｅｏｎｐＳＴＡＴ４ｂｅｔｗｅｅｎｇｒｏｕｐｓ

（狀＝４，狓±狊）

Ｇｒｏｕｐｓ
ｐＳＴＡＴ４

Ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ 犉 犘

ＳｕｐＯＤＮ ０．２９±０．０５

ＣｏｎＯＤＮ ０．６３±０．０３ １０．３６４ ０．００５

ＰＢＳ ０．５３±０．１８

　　ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＣｏｎＯＤＮｇｒｏｕｐａｎｄＰＢＳｇｒｏｕｐｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，犘＜
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图３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｔ细胞中ｐＳＴＡＴ４蛋白表达

犉犻犵狌狉犲３　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐＳＴＡＴ４ｉｎＴｃｅｌｌｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙ

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

表３　组间ｐＳＴＡＴ６方差分析结果（狀＝４，狓±狊）

犜犪犫犾犲３　ＡｎａｌｙｓｉｓｏｆｖａｒｉａｎｃｅｏｎｐＳＴＡＴ６ｂｅｔｗｅｅｎｇｒｏｕｐｓ

（狀＝４，狓±狊）

Ｇｒｏｕｐｓ
ｐＳＴＡＴ６

Ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ 犉 犘

ＳｕｐＯＤＮ ０．７９±０．１２

ＣｏｎＯＤＮ ０．４８±０．２０ ５．０８７ ０．０３３

ＰＢＳ ０．５４±０．０７
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图４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｔ细胞中ｐＳＴＡＴ６蛋白表达
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ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＣｏｎＯＤＮｇｒｏｕｐａｎｄＰＢＳｇｒｏｕｐｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，

犘＜０．０５

图５　ＳｕｐＯＤＮ、ＣｏｎＯＤＮ及ＰＢＳ作用后Ｔｂｅｔ、ｐＳＴＡＴ４

和ｐＳＴＡＴ６在Ｔ细胞中含量的比较图

犉犻犵狌狉犲５　ＴｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆＴｂｅｔ，ｐＳＴＡＴ４ａｎｄｐＳＴＡＴ６ｉｎＴ

ｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＳｕｐＯＤＮ，ＣｏｎＯＤＮｏｒＰＢＳ

３　讨论

ＣＤ４＋Ｔ细胞激活以后，通过不同的分化途径

获得特定的生物学功能。根据产生的细胞因子和生

物学功能不同，传统上将ＣＤ４＋Ｔ细胞分为Ｔｈ１和

Ｔｈ２细胞亚群。Ｔｈ１细胞产生ＩＦＮγ、ＩＬ６和ＩＬ

１２，介导细胞内病原微生物的清除和迟发型变态反

应；Ｔｈ２细胞产生ＩＬ４、ＩＬ５和ＩＬ１３，介导细胞外
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病原微生物的清除并参与变态反应［６］。Ｔｈ１和Ｔｈ２

细胞为解释一些自身免疫性疾病提供了很好的模

型。有研究［７］表明，Ｔｈ１细胞主要参与器官特异性

自身免疫性疾病，如多发性硬化和类风湿性关节炎

等；而Ｔｈ２细胞在系统性红斑狼疮及过敏性疾病中

占优势。

本课题组前期的研究发现，ＳｕｐＯＤＮ显著抑制

ＩＬ１２诱导的ＣＤ４＋Ｔ细胞向Ｔｈ１细胞的分化，具

体表现为ＩＦＮγ的分泌减少，同时促进Ｔｈ２型细胞

因子ＩＬ４的分泌，ＩＬ４／ＩＦＮγ比值明显升高，表现

出Ｔｈ２细胞因子占优势的免疫状态
［５］。本实验发

现，与ＣｏｎＯＤＮ组比较，在Ｔｈ０细胞分化过程中加

入富含ＴＴＡＧＧＧ重复序列的ＳｕｐＯＤＮ可明显下

调Ｔｂｅｔ的表达。而Ｔｂｅｔ对于Ｔｈ１细胞的分化起

决定作用［８］。另外，ＩＦＮγ的表达也直接受Ｔｂｅｔ

调控［９］。因此，Ｔｂｅｔ是反映Ｔｈ１细胞释放细胞因

子的良好标志［１０－１２］。ＩＦＮγ可诱导转录因子Ｔｂｅｔ

的表达，Ｔｂｅｔ可促进ＩＬ１２Ｒβ２的产生，使ＣＤ４＋

Ｔ细胞产生更多的ＩＦＮγ，形成正反馈回路
［１３］。我

们推测，ＳｕｐＯＤＮ可能通过下调信号途径Ｔｂｅｔ，从

而抑制Ｔｈ１细胞因子ＩＦＮγ的分泌。我们的研究

还发现ＳｕｐＯＤＮ可明显下调ｐＳＴＡＴ４的表达。

我们推测，ＳｕｐＯＤＮ可能通过下调信号途径

ＳＴＡＴ４的磷酸化，从而抑制Ｔｈ１细胞因子的分化。

研究［１４－１６］表明，ＩＦＮγ除受Ｔｂｅｔ调节影响外，还

受ＳＴＡＴ４的影响。我们在实验中发现，加入Ｓｕｐ

ＯＤＮ后，Ｔ细胞ｐＳＴＡＴ４及Ｔｂｅｔ表达均下调，这

提示我们，ＳｕｐＯＤＮ很可能是通过抑制ＳＴＡＴ４的

磷酸化阻断ＩＬ１２依赖的信号通路，从而产生广泛

的抑制Ｔｈ１免疫反应的作用。

而ＩＬ１２Ｒβ２的表达受ＩＦＮγ和ＩＬ４的正负

调节。如果ＩＬ４出现，β２亚单位表达受阻，剩下的

β１亚单位不足以和ＩＬ１２结合而不能启动由Ｊａｋ２／

Ｔｙｋ２和ＳＴＡＴ６参与的通路转导激活信号，而转为

由ＩＬ４借助相应的受体，通过另一条由Ｊａｋ１和

ＳＴＡＴ６等成分参与的通路转导激活信号，结果引起

Ｔｈ２的分化。而我们的研究结果显示，ＳｕｐＯＤＮ上

调了ＳＴＡＴ６的磷酸化，强化了ＩＬ４、ＳＴＡＴ６信号

通路，从而促进了Ｔｈ２细胞的分化。但此种效应除

了ＳｕｐＯＤＮ的直接作用抑制了Ｔｈ１型分化，间接

促进了向Ｔｈ２的分化外，是否还存在ＳｕｐＯＤＮ对

Ｔｈ２分化的直接促进作用，有待进一步研究。

体内的Ｔｈ１和Ｔｈ２细胞互为抑制细胞，两者分

泌的细胞因子分别可以抑制对方的分化和功能。

ＳｕｐＯＤＮ对Ｔｈ１型细胞因子的抑制效应从某种程

度上促进了Ｔｈ２细胞的分化与成熟，改变了体内

Ｔｈ１／Ｔｈ２的构成比
［４］。而Ｔｈ１细胞主要参与器官

特异性自身免疫性疾病，故ＳｕｐＯＤＮ可用于治疗

Ｔｈ１免疫相关的疾病
［１４－１５］。自身免疫性疾病的治

疗尚缺乏理想的方法，通常针对疾病的病理变化和

组织损伤所致的后果进行治疗，也可通过调节免疫

应答的各个环节以阻断疾病过程来达到治疗的目

的。但如果能从基因的转录水平进行干预，不仅可

以调节一大类细胞因子的表达，还可利用生物信号

传导的级联放大效应，在相同的治疗强度下，对下游

细胞因子起到更有效的调节作用。Ｋｒｉｇ等
［１６］进行

的基因芯片研究表明，ＳｕｐＯＤＮ 抑制和干扰

ＳＴＡＴ１及ＳＴＡＴ４，从而阻止炎症因子介导的相关

信号级联反应。这些结果表明，端粒序列的多聚态

可能会在由过度旺盛的免疫反应引起的自身免疫性

疾病的治疗中具有广泛的作用。

ＳｕｐＯＤＮ的发现，使我们有理由相信它会在自

身免疫性疾病的治疗中发挥重要作用。ＳｕｐＯＤＮ

作为免疫抑制剂的优点可能包括以下２个方面。

（１）选择性强：传统的免疫抑制剂往往能广泛地抑制

机体的免疫功能，这样虽能达到某些治疗目的，但患

者用药后，感染和肿瘤的发生率也大为增加；Ｓｕｐ

ＯＤＮ主要选择性抑制过强的Ｔｈ１细胞免疫应答，

而对其他免疫细胞则影响不大，因此这在一定程度

上减少了感染和肿瘤的发生。（２）安全性高：据已有

的文献报道［１７－１８］，不论是ＣｐＧＳＯＤＮ，还是Ｓｕｐ

ＯＤＮ，其在动物体内均未引起明显的毒副作用。本

研究为ＳｕｐＯＤＮ作为抑制剂临床治疗自身免疫性

疾病和器官移植后排斥反应提供了理论和实验依

据，并为自身免疫性疾病的防治提供了新的思路。
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［１７］段莹，何玮．过氧化氢等离子低温灭菌效果观察［Ｊ］．中华医院

感染学杂志，２００６，１６（２）：１８３．
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