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甲基化抑制剂５杂氮胞苷对 Ｔ淋巴细胞株程序性死亡
受体１基因启动子区域甲基化水平及其表达的影响
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［摘要］　目的：以Ｔ淋巴细胞株Ｍｏｌｔ４细胞为模型，探讨甲基化抑制剂５杂氮胞苷（５ａｚａｃｙｔｉｄｉｎｅ，５Ｚａｃ）
对淋巴细胞表面程序性死亡受体１（ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄｄｅａｔｈｒｅｃｅｐｔｏｒ１，ＰＤ１）基因启动子的去甲基化作用及其诱导
的ＰＤ１基因表达的改变，并进一步研究去甲基化作用与ＰＤ１基因表达之间的关系。方法：以不同浓度的５
Ｚａｃ分组（０μｍｏｌ／Ｌ组、５μｍｏｌ／Ｌ组、１０μｍｏｌ／Ｌ组）作用于体外培养的Ｍｏｌｔ４细胞７２ｈ，流式细胞仪（ｆｌｏｗｃｙ
ｔｏｍｅｔｒｙ，ＦＣＭ）检测细胞表面表达ＰＤ１的Ｍｏｌｔ４细胞比例和细胞凋亡率；反转录聚合酶链反应（ｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎ
ｓｃｒｉｐｔｉｏｎｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＲＴＰＣＲ）检测５Ｚａｃ作用后ＰＤ１基因ｍＲＮＡ的转录水平；亚硫酸氢钠处理
各组Ｍｏｌｔ４细胞ＤＮＡ，ＰＣＲ扩增ＰＤ１启动子基因片段，转化感受态大肠杆菌，挑克隆测序，检测扩增的ＰＤ１
启动子片段甲基化状态。结果：０μｍｏｌ／Ｌ组、５μｍｏｌ／Ｌ组、１０μｍｏｌ／Ｌ组的５Ｚａｃ作用于Ｍｏｌｔ４细胞７２ｈ后，
ＰＤ１在细胞表面的表达率分别为（１．１３±０．０１）％，（１８．９６±１．８７）％和（６３．０９±６．２５）％，并呈现浓度依赖
性；ＰＤ１基因ｍＲＮＡ表达量显著增加；细胞凋亡检测结果显示：与０μｍｏｌ／Ｌ组相比，５μｍｏｌ／Ｌ组、１０μｍｏｌ／Ｌ
组５Ｚａｃ处理７２ｈ后Ｍｏｌｔ４细胞的凋亡率显著增加，０μｍｏｌ／Ｌ组、５μｍｏｌ／Ｌ组、１０μｍｏｌ／Ｌ组凋亡率分别为
（１．９±０．０６）％，（８．９８±１．３６）％和（２４．５±３．６８）％，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）；上述３组ＤＮＡ亚硫酸氢
钠测序结果表明：加入甲基化抑制剂５Ｚａｃ处理后，ＰＤ１启动子上－６０１ｂｐ和－５５３ｂｐＣｐＧ点去甲基化程度
明显增高。结论：甲基化抑制剂５Ｚａｃ可导致体外培养的Ｔ淋巴细胞系Ｍｏｌｔ４细胞表面 ＰＤ１ｍＲＮＡ表达显
著增加，细胞凋亡率增高，这种增高可能与ＰＤ１基因启动子区域出现的去甲基化有关。
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　　程序性死亡受体１（ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄｄｅａｔｈｒｅｃｅｐｔｏｒ
１，ＰＤ１）也称为 ＣＤ２７９或 ＰＤＣＤ１，是在发生程序性
死亡的 Ｔ细胞上发现的分子质量为５５ｋＤ的单体 Ｉ
型跨膜蛋白，属于 ＣＤ２８／ＣＴＬＡ４免疫球蛋白超家族
的免疫抑制性受体［１］。外周血中的 ＰＤ１主要诱导
表达于活化的淋巴细胞表面，在 Ｔ，Ｂ细胞的免疫应
答中起负向调控作用［２］。大量研究证实：ＰＤ１高表
达与Ｔ淋巴细胞数量耗竭及功能低下关系密切［３５］。

５杂氮胞苷（５ａｚａｃｙｔｉｄｉｎｅ，５Ｚａｃ）是一种甲基化抑制
剂，去甲基化处理对 ＰＤ１表达的影响及其可能机制
目前尚未见报道。本研究以体外培养的 Ｔ淋巴系
Ｍｏｌｔ４细胞为研究对象，观察不同浓度的 ５Ｚａｃ对
Ｍｏｌｔ４细胞的生长抑制及诱导凋亡作用，检测Ｍｏｌｔ４
细胞表面ＰＤ１表达水平的变化，并进一步用亚硫酸
氢钠测序法检测ＰＤ１基因启动子片段甲基化状态，
旨在探讨去甲基化处理对人Ｔ淋巴细胞系Ｍｏｌｔ４细
胞表面表达 ＰＤ１的影响及其对 ＰＤ１基因启动子
ＣｐＧ点甲基化状态的影响，并探讨两者之间的关系。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　细胞株

Ｔ淋巴细胞株Ｍｏｌｔ４细胞由中南大学湘雅医学
院细胞培养中心提供。

１．１．２　主要试剂与仪器
５Ｚａｃ分子式为 Ｃ８Ｈ１２Ｎ４Ｏ５，相对分子质量为

２４４．２０５，购自美国Ｓｉｇｍａ公司，培养液ＲＰＭＩ１６４０和
澳洲胎牛血清购自美国ＧＩＢＣＯ公司，异硫氰酸荧光素
（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅ，ＦＩＴＣ）标记的抗人ＰＤ１流
式抗体及相应同型对照抗体ＦＩＴＣＭｏｕｓｅＩｇＧ均购自
美国ＢＤ公司，ＤＮＡ提取试剂盒、Ｔａｑ酶、ｄＮＴＰ及反转
录试剂盒购自美国Ｐｒｏｍｅｇａ公司，ＤＮＡ标准参照物购
自美国Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司，ＴＲＩｚｏｌ购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公
司，亚硫酸氢钠处理试剂盒购自美国Ｃｈｅｍｉｃｏｎ公司。
流式细胞仪为 ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒＦｌｏｗＣｙｔｏｍｅｔｅｒ（ＢＤＢｉ
ｓｃｉｅｎｃｅｓ，ＳａｎＪｏｓｅ，ＣＡ）。
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甲基化抑制剂５杂氮胞苷对Ｔ淋巴细胞株程序性死亡受体１基因启动子区域甲基化水平及其表达的影响　张，等

１．２　方法
１．２．１　细胞培养

Ｍｏｌｔ４细胞用含１０％胎牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０培
养液，置于３７℃，５％ ＣＯ２，饱和湿度条件下培养、传
代。每２～３ｄ换液１次，收集对数生长期的细胞用于
实验。

１．２．２　甲基化抑制剂５Ｚａｃ处理
实验前１ｄ将 Ｍｏｌｔ４细胞传代，实验当天将细

胞接种在５０ｍＬ细胞培养瓶中，每个培养瓶的细胞
数为５×１０６个，并加入１０ｍＬ完全培养基。实验分
为０μｍｏｌ／Ｌ５Ｚａｃ组、５μｍｏｌ／Ｌ５Ｚａｃ组和１０μｍｏｌ／Ｌ
５Ｚａｃ组，依次加入终浓度为０，５，１０μｍｏｌ／Ｌ５Ｚａｃ，细
胞继续置于３７℃，５％ ＣＯ２，饱和湿度孵箱中培养。
每隔２４ｈ更换新鲜培养液及相同终浓度的药物，于
处理７２ｈ后收获细胞，进行后续检测。
１．２．３　流式细胞仪检测 Ｍｏｌｔ４细胞表面ＰＤ１表达
和细胞凋亡率

收集经不同终浓度 ５Ｚａｃ去甲基化处理的
Ｍｏｌｔ４细胞２×１０５个，用ＰＢＳ洗涤２次后，部分细胞
采用直接标记法分别用ＦＩＴＣ标记的抗人 ＰＤ１单克
隆抗体标记细胞，以相应的同型对照抗体标记细胞

作为阴性对照，置于４℃，避光条件下孵育３０ｍｉｎ，
ＰＢＳ洗涤２次以除去过量的未结合的抗体，用流式
细胞仪分析阳性细胞数。部分细胞加入碘化丙啶

（ｐｒｏｄｉｕｍｉｏｄｉｄｅ，ＰＩ）上机检测凋亡细胞，分别计算
各组ＰＤ１表达率及细胞凋亡率。
１．２．４　ＰＤ１基因ｍＲＮＡ表达的ＲＴＰＣＲ检测

按照ＴＲＩｚｏｌ说明书操作法提取总ＲＮＡ。经紫外
分光光度法鉴定和定量后，分别取总 ＲＮＡ１μｇ，按
反转录试剂盒说明书操作，反转录反应合成 ｃＤＮＡ。
以反应所得 ｃＤＮＡ进行 ＰＣＲ扩增。内参照 ＧＡＰＤＨ

（５９８ｂｐ）：上游 引物 ５′ＣＣＡＣＣＣＡＴＧＧＣＡＡＡＴＴＣ
ＣＡＴＧ３′，下游引物５′ＴＣＴＡＧＡＣＧＧＣＡＧＧＴＣＡＧＧＴＣ
ＣＡＣＣ３′；ＰＤ１（２６３ｂｐ）：上 游 引 物 ５′ＣＧＴＣＴ
ＧＧＧＣＧＧＴＧＣＴＡＣＡＡ３′，下 游 引 物 ５′ＴＧＡＣＡＣＧ
ＧＡＡＧＣＧＧＣＡＧＴ３′。ＰＣＲ扩增在 ＭＪＲｅｓｅａｒｃｈ公司
ＰＴＣ１００ＴＭ扩增仪上进行，反应步骤如下：９４℃预变
性３ｍｉｎ，９４℃变性３０ｓ，５８℃退火３０ｓ，７２℃延伸
３０ｓ，共３０个循环，最后７２℃再延伸７ｍｉｎ。产物
与上样缓冲液以６∶１混合后，于１６ｇ／Ｌ琼脂糖凝胶
电泳，用凝胶图像分析仪自动分析成像。以目的基

因与内参照ＧＡＰＤＨ的灰度比进行半定量分析。
１．２．５　亚硫酸氢钠基因测序检测 ＰＤ１基因启动子
甲基化状态

亚硫酸氢钠基因测序的主要原理是 ＤＮＡ被亚
硫酸氢钠处理后，未发生甲基化的胞嘧啶脱氨基变

为尿嘧啶，进一步转化为胸腺嘧啶，甲基化的胞嘧啶

保持不变。按照 ＤＮＡ提取试剂盒操作说明提取细
胞基因组ＤＮＡ。经紫外分光光度法鉴定和定量后取
１μｇＤＮＡ，用 Ｃｈｅｍｉｃｏｎ公司的 ＣｐＧｅｎｏｍｅＴＭ ＤＮＡ
Ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ试剂盒进行亚硫酸氢钠转换处理，操作
步骤按试剂盒说明书进行。

将亚硫酸氢钠转换处理后的 ＤＮＡ进行 ＰＤ１启
动子ＰＣＲ扩增。ＰＣＲ引物序列表见表１。将ＰＣＲ产
物于１％的低熔点胶电泳，电泳后在紫外灯下切下
目标条带，与 Ｔ载体于１６℃水浴１６ｈ进行胶连。
将胶连产物转化入大肠杆菌感受态细胞（ＤＨ５α），
将转化的感受态大肠杆菌接种于氨苄青霉素（＋）
（１００μｇ／ｍＬ）ＬＢ琼脂平板，３７℃孵育１２～１６ｈ，取
至少５个克隆送测序分析，测序步骤由北京华大基
因生物技术有限公司完成。

表１　亚硫酸氢钠转换处理后ＰＤ１启动子ＰＣＲ引物序列、退火温度及扩增片段大小
Ｔａｂ．１　Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓ，ａｎｎｅａｌｉｎｇｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ，ａｎｄａｍｐｌｉｆｉｅｄｆｒａｇｍｅｎｔｓｉｚｅｏｆＰＤ１ｐｒｏｍｏｔｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｔｈｅｓｏｄｉ

ｕｍｈｙｄｒｏｇｅｎｓｕｌｆｉｔｅ

片段 引物序列 片段大小／ｂｐ 退火温度／℃

片段１（－６３２～－４２８） Ｆ：５′ＴＡＴＴＴＡＴＡＡＧＧＴＧＧＡＡＧＴＴＴＴＧＡＧＧ３′ ２０５ ５６

Ｒ：５′ＡＴＡＡＡＡＡＡＴＡＡＡＣＴＣＡＡＣＣＣＣＡＣＴＣ３′

片段２（－４５１～－２３７） Ｆ：５′ＡＧＴＧＧＧＧＴＴＧＡＧＴＴＴＡＴＴＴＴＴＴＡＴＴＧ３′ ２１５ ５６

Ｒ：５′ＡＣＣＣＣＴＴＣＣＴＣＣＴＣＴＡＴＡＴＣＴＣＴＡＣＴ３′

片段３（－２８８～－１６８） Ｆ：５′ＧＧＡＴＡＴＧＧＡＡＡＧＡＧＧＴＴＡＴＡＧＴＡＧＴ３′ １２１ ５５

Ｒ：５′ＡＡＡＡＡＡＡＡＴＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＴＡＡＡＣＣ３′

片段４（－９７～＋１１） Ｆ：５′ＴＴＴＴＴＡＧＴＡＴＴＧＴＴＴＴＴＧＴＴＡＴＴＴＴ３′ １０９ ５５

Ｒ：５′ＡＡＡＡＡＡＡＡＡＣＴＡＴＣＣＣＡＡＡＴＣＡＡＡＴ３′

　　Ｆ：上游引物；Ｒ：下游引物。
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中南大学学报（医学版），２０１１，３６（１２）　　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｓｕｍｅｄ．ｏｒｇ；ｈｔｔｐ：／／ｘｂｙｘ．ｘｙｓｍ．ｎｅｔ

１．３　统计学处理
各实验独立重复３次。采用 ＳＰＳＳ１６．０统计软

件储存和分析数据。常规进行方差齐性检验和正态

性检验。计量资料实验数据以 ｘ±ｓ表示。多组资
料之间的比较采用ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ检验。Ｐ＜０．０５
为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　５Ｚａｃ处理对 Ｔ淋巴细胞系 Ｍｏｌｔ４细胞 ＰＤ１
基因ｍＲＮＡ表达的影响

计算未加５Ｚａｃ处理的 ＰＤ１和加入不同浓度
５Ｚａｃ处理的Ｔ淋巴细胞株Ｍｏｌｔ４细胞ＰＤ１的表达
差异，统计结果显示 ５Ｚａｃ处理后的 Ｔ细胞 ＰＤ１
ｍＲＮＡ水平表达上调，呈浓度依赖性；各组 ＰＤ１条
带灰度值与 ＧＡＰＤＨ条带灰度比值：空白对照组（０
μｍｏｌ／Ｌ５Ｚａｃ组）为０．３５±０．０３；５μｍｏｌ／Ｌ５Ｚａｃ
组为０．４１±０．０４，１０μｍｏｌ／Ｌ５Ｚａｃ组为 ０．４９±

０．０６。与空白对照组相比，差异均有统计学意义（５
μｍｏｌ／Ｌ５Ｚａｃ组 Ｐ＜０．０５，１０μｍｏｌ／Ｌ５Ｚａｃ组 Ｐ＜
０．０１）；５μｍｏｌ／Ｌ５Ｚｚａｃ组与１０μｍｏｌ／Ｌ５Ｚｚａｃ组比
较，差异有统计学意义（Ｐ＝０．００１，图１）。
２．２　５Ｚａｃ处理对 Ｍｏｌｔ４细胞表面 ＰＤ１表达率的
影响

流式细胞仪检测 ＰＤ１在 Ｍｏｌｔ４细胞表面表达
率结果显示：未加５Ｚａｃ培养的 Ｍｏｌｔ４细胞表面表
达ＰＤ１比例为（１．１３±０．０１）％，这一比例与正常
ＣＤ８＋Ｔ淋巴细胞表面 ＰＤ１的比例相似。加入 １０
μｍｏｌ／Ｌ５Ｚａｃ共培养７２ｈ后，细胞表面表达ＰＤ１比
例明显增高（图２）；５μｍｏｌ／Ｌ５Ｚａｃ组和１０μｍｏｌ／Ｌ
５Ｚａｃ组 ＰＤ１表达率比例升高至（１８．９６±１．８７）％
和（６３．０９±６．２５）％，与未加５Ｚａｃ培养组相比，１０
μｍｏｌ／Ｌ５Ｚａｃ组ＰＤ１表达率明显升高，差异有统计
学意义（Ｐ＜０．０１），且加入５Ｚａｃ浓度越高，ＰＤ１表
达比例越高。
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图１　ＰＤ１基因转录水平随着５Ｚａｃ的浓度而增加。Ａ：ＰＤ１基因 ｍＲＮＡ的 ＲＴＰＣＲ结果。１～３：０μｍｏｌ／Ｌ５Ｚａｃ组；
４～６：５μｍｏｌ／Ｌ５Ｚａｃ组；７～９：１０μｍｏｌ／Ｌ５Ｚａｃ组。ＧＡＰＤＨ为内参照。Ｂ：ＰＤ１ｍＲＮＡ表达的统计学结果。与０
μｍｏｌ／Ｌ５Ｚａｃ组比较，Ｐ＜０．０１；与５μｍｏｌ／Ｌ５Ｚａｃ组比较，△△Ｐ＜０．０１。

Ｆｉｇ．１　ＰＤ１ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｌｅｖｅｌｓｉｎｃｒｅａｓｅｗｉｔｈｔｈｅｉｎｃｒｅａｓｉｎｇｏｆ５Ｚａｃｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ．Ａ：ＰＤ１ｍＲＮＡｉｎＭｏｌｔ４ｃｅｌｌｓ
ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄｗｉｔｈ５Ｚａｃ．１－３：０μｍｏｌ／Ｌ５Ｚａｃｇｒｏｕｐ；４－６：５μｍｏｌ／Ｌ５Ｚａｃｇｒｏｕｐ；７－９：１０μｍｏｌ／Ｌ５Ｚａｃｇｒｏｕｐ．
ＧＡＰＤＨｗａｓｔｈｅｉｎｔｅｒｎａｌｃｏｎｔｒｏｌ；Ｂ：ＳｔａｔｉｓｔｉｃａｌｒｅｓｕｌｔｓｏｆＰＤ１ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅ０μｍｏｌ／Ｌ５Ｚａｃ
ｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０．０１；ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅ５μｍｏｌ／Ｌ５Ｚａｃｇｒｏｕｐ，△△Ｐ＜０．０１．
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图２　５Ｚａｃ刺激ＰＤ１在体外培养的Ｍｏｌｔ４细胞上表达的流式结果图。Ａ：不同浓度５Ｚａｃ处理组的流式结果。基线以
上的细胞群为 ＰＤ１阳性细胞。Ｂ：不同浓度５Ｚａｃ处理组的 ＰＤ１阳性细胞率的统计结果图。与０μｍｏｌ／Ｌ５Ｚａｃ
组比较，Ｐ＜０．０１；与５μｍｏｌ／Ｌ５Ｚａｃ组比较，△△Ｐ＜０．０１。

Ｆｉｇ．２　ＰＤ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＭｏｌｔ４ｃｅｌｌｓｓｔｉｍｕｌａｔｅｄｂｙ５Ｚａｃｉｎｖｉｔｒｏ．Ａ：Ｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｅｒｒｅｓｕｌｔｓｆｏｒｃｅｌｌｓｉｎｖａｒｉｏｕｓ５Ｚａｃｃｏｎ
ｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐｓ．ＴｈｅｎｕｍｂｅｒｓｉｎｔｈｅｕｐｐｅｒｑｕａｄｒａｎｔｓｒｅｐｒｅｓｅｎｔｔｈｅａｂｓｏｌｕｔｅｎｕｍｂｅｒｓｏｆＰＤ１ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓ；Ｂ：Ｓｔａｔｉｓｔｉ
ｃａｌｒｅｓｕｌｔｓｏｆＰＤ１ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓｒａｔｉｏｓｉｎＭｏｌｔ４ｃｅｌｌｇｒｏｕｐｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｄ５Ｚａｃ．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅ
０μｍｏｌ／Ｌ５Ｚａｃｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０．０１；ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅ５μｍｏｌ／Ｌ５Ｚａｃｇｒｏｕｐ，△△Ｐ＜０．０１．
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２．３　５Ｚａｃ处理对Ｍｏｌｔ４细胞凋亡率的影响
对不同浓度５Ｚａｃ处理后的细胞凋亡情况分析

后发现，随着加入５Ｚａｃ浓度增高，Ｍｏｌｔ４细胞的凋
亡率也逐渐增高（图 ３），与未加 ５Ｚａｃ组比较，５

μｍｏｌ／Ｌ５Ｚａｃ组和１０μｍｏｌ／Ｌ５Ｚａｃ组的细胞凋亡
率比较，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。且 ＰＤ１
表达与细胞凋亡率呈平行增高。
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图３　５Ｚａｃ刺激体外培养的Ｍｏｌｔ４细胞凋亡。Ａ：不同浓度５Ｚａｃ处理后的细胞凋亡情况。图上标记处为凋亡细胞群。
Ｂ：不同浓度５Ｚａｃ处理后细胞凋亡率的统计结果。与０μｍｏｌ／Ｌ５Ｚａｃ组比较，Ｐ＜０．０１；与５μｍｏｌ／Ｌ５Ｚａｃ组
比较，△△Ｐ＜０．０１。

Ｆｉｇ．３　ＡｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＭｏｌｔ４ｃｅｌｌｓｓｔｉｍｕｌａｔｅｄｂｙ５Ｚａｃｉｎｖｉｔｒｏ．Ａ：Ｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｖａｒｉｏｕｓ５Ｚａｃｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐｓ，ｔｈｅ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓｃｅｌｌｓｉｓｓｈｏｗｎ；Ｂ：Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｒｅｓｕｌｔｓｏｆａｐｏｐｔｏｔｉｃｒａｔｉｏｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔ５Ｚａｃｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｄｇｒｏｕｐｓ．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ
ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ０μｍｏｌ／Ｌ５Ｚａｃｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０．０１；ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ５μｍｏｌ／Ｌ５Ｚａｃｇｒｏｕｐ，△△Ｐ＜０．０１．

２．４　５Ｚａｃ处理对 ＰＤ１基因启动子甲基化状态的
影响

检测５Ｚａｃ处理后的各组 Ｍｏｌｔ４细胞 ＰＤ１基
因启动子１６个ＣｐＧ位点甲基化程度。每组挑５个
克隆送测序，测序后的每个 ＣｐＧ位点的甲基化水平
为各组１５个克隆５个ＣｐＧ位点的平均甲基化水平，
即每个ＣｐＧ平均甲基化水平由１５个ＣｐＧ的甲基化
水平计算所得，１代表完全去甲基化，０代表完全甲
基化。结果显示：与该片段其他位置 ＣｐＧ点比较，

加入甲基化抑制剂 ５Ｚａｃ处理后，ＰＤ１启动子上
－６０１ｂｐ和－５５３ｂｐＣｐＧ点去甲基化程度明显增
高，与０μｍｏｌ／Ｌ５Ｚａｃ组比较，５μｍｏｌ／Ｌ５Ｚａｃ组１０
μｍｏｌ／Ｌ５Ｚａｃ组去甲基化有明显增高（图 ４）。其
中，－６０１ｂｐ处为预测的转录因子 Ｂｒｎ２结合位置。
据此推测甲基化抑制剂 ５Ｚａｃ对 Ｍｏｌｔ４细胞 ＰＤ１
表达的影响可能与 ＰＤ１启动子与转录因子 Ｂｒｎ２
结合位置的ＣｐＧ点去甲基化有关。
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图４　不同浓度５Ｚａｃ对ＰＤ１启动子１６个ＣｐＧ位点的去甲基化水平的影响。－６０１ｂｐ和－５５３ｂｐ处ＣＧ点去甲基化
水平随着５Ｚａｃ浓度增加而增加。与０μｍｏｌ／Ｌ５Ｚａｃ组比较，Ｐ＜０．０１；与５μｍｏｌ／Ｌ５Ｚａｃ组比较，△△Ｐ＜
０．０１。

Ｆｉｇ．４　ＤｅｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎａｔＣｐＧｓｉｔｅｓｉｎｔｈｅＰＤ１ｐｒｏｍｏｔｅｒｒｅｇｉｏｎ．ＴｈｅｌｅｖｅｌｏｆＣｐＧｄｅｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｉｎｃｒｅａｓｅｓｉｎｔｈｅ－６０１ｂｐ
ａｎｄ－５５３ｂｐｗｉｔｈｔｈｅｉｎｃｒｅａｓｅｄ５Ｚａｃｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅ０μｍｏｌ／Ｌ５Ｚａｃｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０．０１；ｃｏｍ
ｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅ５μｍｏｌ／Ｌ５Ｚａｃｇｒｏｕｐ，△△Ｐ＜０．０１．
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３　讨　　论

ＤＮＡ甲基化是最早发现的基因转录前调控途
径之一［６］。在真核生物基因组中约８０％ 的 ＣｐＧ位
点被甲基化，这些甲基化主要发生在基因启动子区

域的ＣｐＧ岛［７９］。研究表明：ＤＮＡ甲基化能引起染
色质结构、ＤＮＡ构象、ＤＮＡ稳定性及ＤＮＡ与蛋白质
相互作用方式的改变，自身或结合甲基结合蛋白后

阻遏转录因子与启动子的结合，从而调控基因表

达，是表观遗传学修饰最重要的基因转录前调控方

式［１０１３］。基因启动子是一个对于基因转录调控至关

重要的区域。各种转录因子在基因启动子上结合并

对基因转录进行调控［１４］。

几种转录因子（如 ＡＰ２，Ｂｒｎ２，ＣＭｙｃ／Ｍｙｎ，
ＣＡＲＥＢ，ＥＺＦ和ＮＦκＢ）识别 ＣｐＧ残基。当 ＣｐＧ残
基上的Ｃ被甲基化后，结合作用即被抑制。但有一
些转录因子（如ＳＰ１，ＧＦ等）对其结合位置上的甲基
化不敏感。基因启动子甲基化修饰已经成为目前研

究基因表达与调控的热点之一。ＰＤ１在外周血中
表达于活化的 ＣＤ４＋，ＣＤ８＋Ｔ，Ｂ细胞以及单核细胞
表面，与免疫细胞的程序性死亡和功能低下密切相

关。ＰＤ１通过阻断ＣＤ３／ＣＤ２８介导的磷酯酰肌醇３
激酶（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ３ｋｉｎａｓｅ，ＰＩ３Ｋ）的激活而
抑制ＡｋＴ的磷酸化，进一步研究证实ＰＤ１对ＰＩ３Ｋ／
ＡｋＴ抑制活性依赖于胞内的 ＩＴＳＭ基序，ＩＴＳＭ基序
通过招募包含血细胞磷酸酶１和血细胞磷酸酶２的
同源结构 Ｓｒｃ２而抑制 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ的活性，从而发挥
其对Ｔ细胞活化的抑制［３］。另外，ＰＤ１还能抑制
ＺＡＰ７０的磷酸化，还能弱化蛋白激酶Ｃθ（ｐｒｏｔｅｉｎｋｉ
ｎａｓｅＣθ，ＰＫＣθ）激活的磷酸化环路，而ＰＫＣθ是ＩＬ
２产生所必需的［４］。动物实验已经证实：ＰＤ１与其
配体结合可以抑制 ＣＤ４＋，ＣＤ８＋Ｔ细胞的激活［５］。

研究表明：在小鼠淋巴细胞性脉络丛脑膜炎病毒

（ＬＣＭＶ）和人艾滋病病毒、丙型肝炎病毒等病毒持
续感染中表位特异性 Ｔ淋巴细胞处于功能耗竭状
态，这种功能低下与其表面 ＰＤ１分子的高表达相
关，阻断ＰＤ１与其配体 ＰＤＬ１的相互作用可使病毒
特异性ＣＴＬ功能部分恢复，促进病毒清除［１５１８］。在

持续感染淋巴细胞性 ＬＣＭＶ小鼠的研究中发现：阻
断ＰＤ１／ＰＤＬ１抑制性信号系统，可以部分恢复感染
小鼠病毒特异性Ｔ细胞功能，增强治疗性疫苗的抗
病毒作用［１９］。多项动物研究试验结果均提示：ＰＤ１
受体与动物慢性病毒性感染时的病毒特异性Ｔ淋巴
细胞功能低下关系密切。随后有多项针对慢性／急
性感染乙肝病毒的人群外周血病毒特异性的Ｔ淋巴
细胞上的 ＰＤ１表达水平进行的研究发现：在急性

ＨＢＶ感染早期，病毒特异性细胞毒性 Ｔ淋巴结细胞
表面ＰＤ１分子高水平表达，随着急性感染者的康
复，ＰＤ１表达明显下调。而 ＨＢＶ慢性感染者特异
性ＣＴＬ细胞 ＰＤ１分子仍维持高水平表达，并伴随
功能低下［２０２１］。并且有研究者观察发现：在慢性乙

肝患者抗病毒治疗发生 ＨＢｅＡｇ／ＨＢｅＡｂ血清学转换
时，ＨＢＶ特异Ｔ细胞的 ＰＤ１的表达下调［２２］。以上

研究提示：ＰＤ１与慢性 ＨＢＶ感染者体内 ＨＢＶ特异
性Ｔ细胞细胞功能状态密切相关，ＰＤ１的水平可以
影响ＨＢＶ特异性 Ｔ细胞对乙肝病毒的免疫反应。
虽然现在的研究结果已经明确慢性 ＨＢＶ感染者外
周血病毒特异性 Ｔ细胞功能低下与其表面 ＰＤ１高
表达有关，但是目前仍未从基因调控的水平上阐明

ＰＤ１表达异常的原因。
５Ｚａｃ是一种胞嘧啶类似物，在 ＤＮＡ复制、ＲＮＡ

合成过程中能够进入核酸分子内部，并以共价结合

的方式与ＤＮＡ甲基转移酶（ＤＮＡｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｓ，
ＤＮＭＴｓ）相互作用，从而抑制核酸分子的甲基化［２３］。

有学者用氮杂胞苷等 ＤＮＡ甲基化抑制剂处理鼠或
人克隆Ｔ细胞后，其新合成的ＤＮＡ中末甲基化的胞
嘧啶含量明显下降。这种 Ｔ细胞无需抗原刺激，便
可与自身人类白细胞抗原分子反应，成为自身反应

性细胞。将这种Ｔ细胞转入同系雌性小鼠体内可诱
发狼疮样自身免疫性疾病［２４２５］，说明ＤＮＡ甲基化在
Ｔ细胞的基因表达中起着重要的调控作用。ＤＮＡ甲
基化抑制剂氮杂胞苷确实可以使外周血 Ｔ细胞的
ＤＮＡ失去一定程度的甲基化，促进多种分子的表达
分泌［２６２８］。

ＰＤ１基因启动子区域有１６个 ＣｐＧ位点，ＤＮＡ
去甲基化处理是否对 ＰＤ１基因表达和启动子甲基
化程度有影响，目前国内外尚未见报道。本研究观

察了体外培养的Ｔ淋巴细胞株Ｍｏｌｔ４细胞在不同浓
度的甲基化抑制剂５Ｚａｃ作用下细胞表面 ＰＤ１表
达、ＰＤ１基因ｍＲＮＡ的转录水平、ＰＤ１启动子的甲
基化状态的影响及其相关性。本研究首次发现：随

着５Ｚａｃ浓度的增加，Ｍｏｌｔ４细胞表面 ＰＤ１的表达
和ｍＲＮＡ转录均逐渐增强，且与 Ｍｏｌｔ４细胞的凋亡
率呈正相关。在进一步的研究中发现：加５Ｚａｃ处
理后，ＰＤ１的启动子上－６０１ｂｐ和－５５３ｂｐＣｐＧ点
去甲基化程度明显增高。其中，－６０１ｂｐ处为预测
的转录因子Ｂｒｎ２结合位置。据此推测甲基化抑制
剂５Ｚａｃ对 Ｍｏｌｔ４细胞ＰＤ１表达的影响可能与
ＰＤ１启动子与转录因子 Ｂｒｎ２结合位置的 ＣｐＧ点
去甲基化有关。以上研究提示：ＰＤ１表达及其基因
启动子甲基化状态可以受到甲基化抑制剂５Ｚａｃ影
响，其基因转录水平可能受甲基化调控。为进一步

研究与Ｔ细胞功能低下密切相关的 ＰＤ１的基因调
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控机制提供了新的视角，为研究慢性病毒感染时通

过改变ＰＤ１基因甲基化状态恢复 Ｔ细胞功能提出
一个新的方向。

参考文献：

［１］　ＩｓｈｉｄａＹ，ＡｇａｔａＹ，ＳｈｉｂａｈａｒａＫ，ｅｔａｌ．ＩｎｄｕｃｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＤ
１，ａｎｏｖｅｌｍｅｍｂｅｒｏｆｔｈｅｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎｇｅｎｅｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙ，ｕｐｏｎ
ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄｃｅｌｌｄｅａｔｈ［Ｊ］．ＥＭＢＯＪ，１９９２，１１：３８８７３８９５．

［２］　ＣｈｅｎＬ．ＣｏｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｍｏｌｅｃｕｌｅｓｏｆｔｈｅＢ７ＣＤ２８ｆａｍｉｌｙｉｎｔｈｅ
ｃｏｎｔｒｏｌｏｆＴｃｅｌｌｉｍｍｕｎｉｔｙ［Ｊ］．ＮａｔＲｅｖＩｍｍｕｎｏｌ，２００４，４（３）：
３３６３４７．

［３］　ＬｏｋｅＰ，ＡｌｌｉｓｏｎＪＰ．ＰＤＬ１ａｎｄＰＤＬ２ａｒｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｒｅｇｕｌａ
ｔｅｄｂｙＴｈ１ａｎｄＴｈ２ｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＰＮＡＳ，２００３，１００（９）：５３３６５３４１．

［４］　ＫｅｌｌｙＡｎｎＳ，ＦｉｔｚＬＪ，ＬｅｅＪＭ，ｅｔａｌ．ＰＤ１ｉｎｈｉｂｉｔｓＴｃｅｌｌｒｅ
ｃｅｐｔｏｒｉｎｄｕｃｅｄｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｏｆｔｈｅＺＡＰ７０／ＣＤ３ｚｅｔａｓｉｇｎａｌｏ
ｓｏｍｅａｎｄｄｏｗｎｓｔｒｅａｍｓｉｇｎａｌｉｎｇｔｏＰＫＣｔｈｅｔａ［Ｊ］．ＦＥＢＳＬｅｔｔ，
２００４，５７４（１／３）：３７４１．

［５］　ＬｏｋｅＰ，ＡｌｌｉｓｏｎＪＰ．Ｅｍｅｒｇｉｎｇｍｅｃｈａｎｉｓｍｓｏｆｉｍｍｕｎｅｒｅｇｕｌａ
ｔｉｏｎ：ｔｈｅｅｘｔｅｎｄｅｄＢ７ｆａｍｉｌｙａｎｄｒｅｇｕｌａｔｏｒｙＴｃｅｌｌｓ．［Ｊ］．Ａｒ
ｔｈｒｉｔｉｓＲｅｓＴｈｅｒ，２００４，６（５）：２０８２１４．

［６］　冯伟兴，王科俊，贺波，等．基因启动子甲基化对转录因子
结合的抑制作用分析方法［Ｊ］．生物化学与生物物理进展，
２０１１，３８（２）：１７７１８４．
ＦＥＮＧＷｅｉｘｉｎｇ，ＷＡＮＧＫｅｊｕｎ，ＨＥＢｏ，ｅｔａｌ．Ｍｅｔｈｏｄｔｏａｎａ
ｌｙｚｅｇｅｎｅｐｒｏｍｏｔｅｒｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｅｆｆｅｃｔｏｎｂｉｎｄｉｎｇｏｆ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｓ［Ｊ］．ＰｒｏｇｒｅｓｓｉｎＢｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙａｎｄＢｉｏｐｈｙｓ
ｉｃｓ，２０１１，３８（２）：１７７１８４．

［７］　戴亚丽，张帆，叶静，等．促甲状腺激素受体基因启动子
区甲基化与乳头状甲状腺癌的关系研究［Ｊ］．中国全科医
学，２００９，１２（２４）：２１９４２１９６．
ＤＡＩＹａｌｉ，ＺＨＡＮＧＦａｎ，ＹＥＪｉｎｇ，ｅｔａｌ．Ａｓｔｕｄｙｏｎｔｈｅｐｒｏ
ｍｏｔｅｒｈｙｐｅｒｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｏｆＴＳＨＲｉｎｈｕｍａｎｐａｐｉｌｌａｒｙｔｈｙｒｏｉｄ
ｃａｒｃｉｎｏｍａ［Ｊ］．ＣｈｉｎｅｓｅＧｅｎｅｒａｌＰｒａｃｔｉｃｅ，２００９，１２（２４）：
２１９４２１９６．

［８］　ＭｏｓｈｅｒＲＡ，ＭｅｌｎｙｋＣＷ．ｓｉＲＮＡｓａｎｄＤＮＡｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ：
ｓｅｅｄｙｅｐｉｇｅｎｅｔｉｃｓ［Ｊ］．ＴｒｅｎｄｓＰｌａｎｔＳｃｉ，２０１０，１５（４）：２０４
２１０．

［９］　ＧｉｂｎｅｙＥＲ，ＮｏｌａｎＣＭ．Ｅｐｉｇｅｎｅｔｉｃｓａｎｄｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ［Ｊ］．
Ｈｅｒｅｄｉｔｙ，２０１０，１０５（１）：４１３．

［１０］ＣｒｅｗｓＤ．Ｅｐｉｇｅｎｅｔｉｃｓ，ｂｒａｉｎ，ｂｅｈａｖｉｏｒ，ａｎｄｔｈｅｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ
［Ｊ］．Ｈｏｒｍｏｎｅｓ（Ａｔｈｅｎｓ），２０１０，９（１）：４１５０．

［１１］ＢｏｌｌａｔｉＶ，ＢａｃｃａｒｅｌｌｉＡ．Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌｅｐｉｇｅｎｅｔｉｃｓ［Ｊ］．Ｈｅ
ｒｅｄｉｔｙ，２０１０，１０５（１）：１０５１１２．

［１２］ＢｈａｒｇａｖａＰ．Ｅｐｉｇｅｎｅｔｉｃｓｔｏｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ：ｆｒｏｍｙｅａｓｔｔｏｂｒａｉｎ
［Ｊ］．Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ，２０１０，１０（４）：７４９７７０．

［１３］ＡｓａｄｏｌｌａｈｉＲ，ＨｙｄｅＣＡ，ＺｈｏｎｇＸＹ．Ｅｐｉｇｅｎｅｔｉｃｓｏｆｏｖａｒｉａｎ
ｃａｎｃｅｒ：ｆｒｏｍｔｈｅｌａｂｔｏｔｈｅｃｌｉｎｉｃ［Ｊ］．ＧｙｎｅｃｏｌＯｎｃｏｌ，２０１０，
１１８（１）：８１８７．

［１４］ＡｇｕｉｌｅｒａＯ，ＦｅｒｎａｎｄｅｚＡＦ，ＭｕｎｏｚＡ，ｅｔａｌ．Ｅｐｉｇｅｎｅｔｉｃｓａｎｄ
ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ：ａｃｏｍｐｌｅｘｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ［Ｊ］．ＪＡｐｐｌＰｈｙｓｉｏｌ，
２０１０，１０９（１）：２４３２５１．

［１５］ＢａｒｂｅｒＤＬ，ＷｈｅｒｒｙＥＪ，ＭａｓｏｐｕｓｔＤ，ｅｔａｌ．Ｒｅｓｔｏｒｉｎｇｆｕｎｃ
ｔｉｏｎｉｎｅｘｈａｕｓｔｅｄＣＤ８Ｔｃｅｌｌｓｄｕｒｉｎｇｃｈｒｏｎｉｃｖｉｒａｌｉｎｆｅｃｔｉｏｎ
［Ｊ］．Ｎａｔｕｒｅ，２００６，４３９（７０７７）：６８２６８７．

［１６］ＤａｙＣＬ，ＫａｕｆｍａｎｎＤＥ，ＫｉｅｐｉｅｌａＰ，ｅｔａｌ．ＰＤ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｏｎＨＩＶｓｐｅｃｉｆｉｃＴｃｅｌｌｓｉｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈＴｃｅｌｌｅｘｈａｕｓｔｉｏｎａｎｄ
ｄｉｓｅａｓｅｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ［Ｊ］．Ｎａｔｕｒｅ，２００６，４４３（７１０９）：３５０３５４．

［１７］ＰｅｔｒｏｖａｓＣ，ＣａｓａｚｚａｌＪＰ，ＢｒｅｎｃｈｌｅｙＪＭ，ｅｔａｌ．ＰＤ１ｉｓａｒｅ
ｇｕｌａｅｏｒｏｆｖｉｒｕｓｓｐｅｃｉｆｉｃＣＤ８＋ＴｃｅｌｌｓｕｒｖｉｖａｌｉｎＨＩＶｉｎｆｅｃｔｉｏｎ
［Ｊ］．ＪＥｘｐＭｅｄ，２００６，２０３（１０）：２２８１２２９２．

［１８］ＵｒｂａｎｉＳ，ＡｍａｄｅｉＢ，ＴｏｌａＤ，ｅｔａｌ．ＰＤ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎａｃｕｔｅ
ｈｅｐａｔｉｔｉｓＣｖｉｒｕｓ（ＨＣＶ）ｉｎｆｅｃｔｉｏｎｉｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈＨＣＶｓｐｅ
ｃｉｆｉｃＣＤ８ｅｘｈａｕｓｔｉｏｎ［Ｊ］．ＪＶｉｒｏｌ，２００６，８０（２２）：１１３９８
１１４０３．

［１９］ＨａＳＪ，ＭｕｅｌｌｅｒＳＮ，ＷｈｅｒｒｙＥＪ，ｅｔａｌ．Ｅｎｈａｎｃｉｎｇｔｈｅｒａｐｅｕ
ｔｉｃｖａｃｃｉｎａｔｉｏｎｂｙｂｌｏｃｋｉｎｇＰＤ１ｍｅｄｉａｔｅｄｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｓｉｇｎａｌｓ
ｄｕｒｉｎｇｃｈｒｏｎｉｃｉｎｆｅｃｔｉｏｎ［Ｊ］．ＪＥｘｐＭｅｄ，２００８，２０５（３）：５４３
５５５．

［２０］金波，张纪元，张政，等．ＰＤ１表达对急性乙型肝炎患者
ＨＢＶ特异性ＣＤ８＋Ｔ细胞功能的影响［Ｊ］．肝脏，２００８，１３
（４）：３１０３１４．
ＪＩＮＢｏ，ＺＡＨＮＧＪｉｙｕａｎ，ＺＨＡＮＧＺｈｅｎｇ，ｅｔａｌ．Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ
ａｎｄｃｌｉｎｉｃａｌｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅｏｆＰＤ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｎＨＢＶｅｐｉｔｏｐｅ
ｓｐｅｃｉｆｉｃＣＤ８＋Ｔｃｅｌｌｓｉｎｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈａｃｕｔｅｓｅｌｆｌｉｍｉｔｅｄｈｅｐａｔｉ
ｔｉｓＢ［Ｊ］．ＣｈｉｎｅｓｅＨｅｐａｔｏｌｏｇｙ，２００８，１３（４）：３１０３１４．

［２１］谢谆怡，陈永文，付晓岚，等．慢性乙型肝炎患者 ＨＢＶ特异
性细胞毒性 Ｔ细胞 ＰＤ１的表达研究［Ｊ］．免疫学杂志，
２００７，２３（６）：６０２６０５．
ＸＩＥＺｈｕｎｙｉ，ＣＨＥＮＹｏｎｇｗｅｎ，ＦＵＸｉａｏｌａｎ，ｅｔａｌ．Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｆｐｒｏｇｒａｍｍｅｄｃｅｌｌｄｅａｔｈ１ｏｎＨＢＶｓｐｅｃｉｆｉｃＣＴＬｓｉｎｃｈｒｏｎｉｃ
ｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｐａｔｉｅｎｔｓ［Ｊ］．ＩｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌＪｏｕｒｎａｌ，２００７，２３（６）：
６０２６０５．

［２２］ＥｖａｎｓＡ，ＲｉｖａＡ，ＣｏｏｋｓｌｅｙＨ，ｅｔａｌＰｒｏｇｒａｍｍｅｄｄｅａｔｈ１ｅｘ
ｐｒｅｓｓｉｏｎｄｕｒｉｎｇａｎｔｉｖｉｒａｌｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆｃｈｒｏｎｉｃｈｅｐａｔｉｔｉｓＢ：Ｉｍ
ｐａｃｔｏｆｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｅａｎｔｉｇｅｎｓｅｒｏｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ［Ｊ］Ｈｅｐａｔｏｌｏｇｙ，
２００８，４８（３）：７５９７６９．

［２３］ＧｏｗｈｅｒＨ，ＪｅｌｔｓｃｈＡ．ＭｅｃｈａｎｉｓｍｏｆｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆＤＮＡｍｅｔｈｙｌ
ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｓｂｙｃｙｔｉｄｉｎｅａｎａｌｏｇｓｉｎｃａｎｃｅｒｔｈｅｒａｐｙ［Ｊ］．Ｃａｎｃｅｒ
ＢｉｏｌＴｈｅｒ，２００４，３（１１）：１０６２１０６８．

［２４］ＲｉｃｈａｒｄｓｏｎＢ，ＲａｙＤ，ＹｕｎｇＲ．Ｍｕｒｉｎｅｍｏｄｅｌｓｏｆｌｕｐｕｓｉｎｄｕｃｅｄ
ｂｙｈｙｐｏｍｅｔｈｙｌａｔｅｄＴｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＭｅｔｈｏｄｓＭｏｌＭｅｄ，２００４，１０２：
２８５２９４．

［２５］ＱｕｄｄｕｓＪ，ＪｏｈｎｓｏｎＫＪ，ＧａｖａｌｃｈｉｎＪ，ｅｔａｌ．Ｔｒｅａｔｉｎｇａｃｔｉｖａｔｅｄ
ＣＤ４＋ＴｃｅｌｌｓｗｉｔｈｅｉｔｈｅｒｏｆｔｗｏｄｉｓｔｉｎｃｔＤＮＡｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓｉｓｓｕｆｆｉｃｉｅｎｔｔｏｃａｕｓｅａｌｕｐｕｓｌｉｋｅｄｉｓｅａｓｅｉｎｓｙｎｇｅｎｅｉｃ
ｍｉｃｅ［Ｊ］．ＪＣｌｉｎＩｎｖｅｓｔ，１９９３，９２（１）：３８５３．

［２６］ＫａｐｌａｎＭＪ，ＬｕＱ，ＷｕＡ，ｅｔａｌ．Ｄｅｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｏｆｐｒｏｍｏｔｅｒ
ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｅｌｅｍｅｎｔｓｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｓｔｏｐｅｒｆｏｒｉｎｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎ
ＣＤ４＋ｌｕｐｕｓＴＣｅｌｌｓ［Ｊ］．ＪＩｍｍｕｎｏｌ，２００４，１７２（６）：３６５２
３６６１．

［２７］ＬｕＱ，ＫａｐｌａｎＭ，ＲａｙＤ，ｅｔａｌ．ＤｅｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｏｆＩＴＧＡＬ
（ＣＤ１１ａ）ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｓｅｑｕｅｎｃｅｓｉｎｓｙｓｔｅｍｉｃｌｕｐｕｓｅｒｙｔｈｅｍａｔｏｓｕｓ
［Ｊ］．ＡｒｔｈｒｉｔｉｓＲｈｅｕｍ，２００２，４６（５）：１２８２１２９１．

［２８］米向斌，邱贤文，谭国珍．氮杂胞苷对ＳＬＥ患者外周血Ｔ淋
巴细胞表达 ＣＤ７０的影响［Ｊ］．中国热带医学，２０１０，１０
（４）：４０８４０９．
ＭＩＸｉａｎｇｂｉｎ，ＱＩＵＸｉａｎｗｅｎ，ＴＡＮＧｕｏｚｈｅｎ．Ｔｈｅｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆ
ａｚａｃｙｔｉｄｉｎｅｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＤ７０ｂｙＴｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｆｒｏｍ
ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄ［Ｊ］．ＣｈｉｎａＴｒｏｐｉｃａｌＭｅｄｉｃｉｎｅ，２０１０，１０
（４）：４０８４０９．

（本文编辑　傅希文）

９６１１


