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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Ｍｏｌｔ４细胞为模型，探讨甲基化抑制剂５杂氮胞苷（５ａｚａｃｙｔｉｄｉｎｅ，５Ｚａｃ）
对淋巴细胞表面程序性死亡受体１（ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄｄｅａｔｈｒｅｃｅｐｔｏｒ１，ＰＤ１）基因启动子的去甲基化作用及其诱导
的ＰＤ１基因表达的改变，并进一步研究去甲基化作用与ＰＤ１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Ｍｏｌｔ４细胞７２ｈ，流式细胞仪（ｆｌｏｗｃｙ
ｔｏｍｅｔｒｙ，ＦＣＭ）检测细胞表面表达ＰＤ１的Ｍｏｌｔ４细胞比例和细胞凋亡率；反转录聚合酶链反应（ｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎ
ｓｃｒｉｐｔｉｏｎｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＲＴＰＣＲ）检测５Ｚａｃ作用后ＰＤ１基因ｍＲＮＡ的转录水平；亚硫酸氢钠处理
各组Ｍｏｌｔ４细胞ＤＮＡ，ＰＣＲ扩增ＰＤ１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ＰＤ１
启动子片段甲基化状态。结果：０μｍｏｌ／Ｌ组、５μｍｏｌ／Ｌ组、１０μｍｏｌ／Ｌ组的５Ｚａｃ作用于Ｍｏｌｔ４细胞７２ｈ后，
ＰＤ１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；ＰＤ１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５Ｚａｃ处理７２ｈ后Ｍｏｌｔ４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５Ｚａｃ处理后，ＰＤ１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５Ｚａｃ可导致体外培养的Ｔ淋巴细胞系Ｍｏｌｔ４细胞表面 ＰＤ１ｍＲＮＡ表达显
著增加，细胞凋亡率增高，这种增高可能与ＰＤ１基因启动子区域出现的去甲基化有关。

［关键词］　 程序性死亡受体１；　去甲基化；　５杂氮胞苷；　亚硫酸氢钠测序
ＤＯＩ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７２７３４７．２０１１．１２．００７

Ｅｆｆｅｃｔｏｆｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｎｄｅｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ
ｐａｔｔｅｒｎｏｆｔｈｅＰＤ１ｇｅｎｅｉｎｐｒｏｍｏｔｅｒｒｅｇｉｏｎａｎｄ
ＰＤ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｈｕｍａｎＴｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｃｅｌｌｌｉｎｅ

ＺＨＡＮＧＭｉｎ１，ＸＩＡＯＸｉｎｑｉａｎｇ１，ＬＩＡＮＧＹｕｎｓｈｅｎｇ２，ＰＥＮＧＭｉｎｙｕａｎ３，
ＪＩＡＮＧＹｏｎｇｆａｎｇ１，ＸＵＹｕｎ１，ＧＯＮＧＧｕｏｚｈｏｎｇ１

（１．ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＩｎｆｅｃｔｉｏｕｓＤｉｓｅａｓｅｓ，ＳｅｃｏｎｄＸｉａｎｇｙａＨｏｓｐｉｔａｌ，ＣｅｎｔｒａｌＳｏｕｔｈＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｃｈａｎｇｓｈａ４１００１１；
２．ＥｐｉｇｅｎｅｔｉｃｓＲｅｓｅａｒｃｈＣｅｎｔｅｒ，ＳｅｃｏｎｄＸｉａｎｇｙａＨｏｓｐｉｔａｌ，ＣｅｎｔｒａｌＳｏｕｔｈＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｃｈａｎｇｓｈａ４１００１１；
３．ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＨｅｍａｔｏｌｏｇｙ，ＸｉａｎｇｙａＨｏｓｐｉｔａｌ，ＣｅｎｔｒａｌＳｏｕｔｈＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｃｈａｎｇｓｈａ４１０００８，Ｃｈｉｎａ）

３６１１



中南大学学报（医学版），２０１１，３６（１２）　　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｓｕｍｅｄ．ｏｒｇ；ｈｔｔｐ：／／ｘｂｙｘ．ｘｙｓｍ．ｎｅｔ

Ａｂｓｔｒａｃｔ：　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｏｂｓｅｒｖｅｔｈｅｄｅｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｅｆｆｅｃｔｏｆｄｅｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｉｎｈｉｂｉｔｏｒ５ａｚａ
ｃｙｔｉｄｉｎｅ（５Ｚａｃ）ｏｎｐｒｏｇｒａｍｍｅｄｄｅａｔｈｒｅｃｅｐｔｏｒ１（ＰＤ１）ｉｎＭｏｌｔ４ｃｅｌｌｓ（Ｔｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｃｅｌｌｌｉｎｅ）
ａｎｄｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎＤＮＡｄｅｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎａｎｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＤ１．Ｍｅｔｈｏｄｓ　
Ｍｏｌｔ４ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｃｕｌｔｕｒｅｄｉｎｔｈｅｍｅｄｉｕｍｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆ５Ｚａｃ（０，５，１０
μｍｏｌ／Ｌ）ｆｏｒ７２ｈ．Ａｃｃｏｒｄｉｎｇｔｏｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆ５Ｚａｃ，ｔｈｅＭｏｌｔ４ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏａ０
μｍｏｌ／Ｌ５Ｚａｃｇｒｏｕｐ，ａ５μｍｏｌ／Ｌ５Ｚａｃｇｒｏｕｐ，ａｎｄａ１０μｍｏｌ／Ｌ５Ｚａｃｇｒｏｕｐ．Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
ＰＤ１ｉｎＭｏｌｔ４ｃｅｌｌｓｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙａｎｄｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｗａｓｃａｌｃｕｌａｔｅｄ．ＴｈｅｍＲ
ＮＡｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＰＤ１ｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｒｅａｌｔｉｍｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ；Ｍｏｌｔ４ｃｅｌｌ
ＤＮＡｉｎａｌｌｇｒｏｕｐｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｂｙｓｏｄｉｕｍｂｉｓｕｌｆｉｔｅ．ＴｈｅＰＤ１ｐｒｏｍｏｔｅｒｆｒａｇｍｅｎｔｗａｓａｍｐｌｉｆｉｅｄｂｙ
ＰＣＲ，ｔｈｅａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｆｒａｇｍｅｎｔｓｗｅｒｅｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄｉｎｔｏＥ．ｃｏｌｉ．，ｔｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅｃｌｏｎｅｓｗｅｒｅｓｅｌｅｃｔｅｄ
ｆｏｒｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ａｎｄｔｈｅｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｓｔａｔｕｓｏｆｔｈｅｆｒａｇｍｅｎｔｓｏｆＰＤ１ｐｒｏｍｏｔｅｒｗａｓｅｘａｍｉｎｅｄ．Ｒｅｓｕｌｔｓ
　Ｓｅｖｅｎｔｙｔｗｏｈｏｕｒｓａｆｔｅｒｔｈｅ５Ｚａｃｔｒｅａｔｍｅｎｔ，ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｒａｔｅｏｆＰＤ１ｉｎｔｈｅＭｏｌｔ４ｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅ
０μｍｏｌ／Ｌ５Ｚａｃｇｒｏｕｐ，ｔｈｅ５μｍｏｌ／Ｌ５Ｚａｃｇｒｏｕｐ，ａｎｄｔｈｅ１０μｍｏｌ／Ｌ５Ｚａｃｇｒｏｕｐｗａｓ（１．１３±
０．０１）％，（１８．９６±１．８７）％，ａｎｄ（６３．０９±６．２５）％ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ｉｎａｌｏｗｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｄｅｐｅｎｄ
ｅｎｔｗａｙ．ＴｈｅＰＤ１ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｗａｓｉｎｃｒｅａｓｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｗｉｔｈｔｈｅ５Ｚａｃｔｒｅａｔｍｅｎｔ．
Ｃｅｌｌｓａｐｏｐｔｏｓｉｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔ：ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅ０μｍｏｌ／Ｌ５Ｚａｃｇｒｏｕｐ，ｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｄｒａｔｅｉｎｔｈｅ５
μｍｏｌ／Ｌ５Ｚａｃｇｒｏｕｐａｎｄ１０μｍｏｌ／Ｌ５Ｚａｃｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄ，ｗｈｉｃｈｗａｓ（１．９±
０．０６）％，（８．８９±１．３６）％，ａｎｄ（２４．５０±３．６８）％ ｉｎｔｈｅ０μｍｏｌ／Ｌ５Ｚａｃｇｒｏｕｐ，ｔｈｅ５μｍｏｌ／Ｌ
５Ｚａｃｇｒｏｕｐ，ａｎｄｔｈｅ１０μｍｏｌ／Ｌ５Ｚａｃｍｏｌ／Ｌｇｒｏｕｐｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｔｈｅｂｉｓｕｌｆｉｔｅｇｅｎｏｍｉｃｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ
ｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｄｅｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｐｒｏｂａｂｉｌｉｔｙｏｆＣｐＧｐｏｉｎｔｓｏｎ－６０１ｂｐａｎｄ－５５３ｂｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄｉｎｔｈｅ５Ｚａｃｔｒｅａｔｅｄｃｅｌｌｓｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｏｓｅｕｎｔｒｅａｔｅｄ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　５Ｚａｃｃａｎｒｅｓｕｌｔｉｎ
ｔｈｅｉｎｃｒｅａｓｅｏｆＰＤ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｈｅｈｕｍａｎｌｙｍｐｈｏｉｄｃｅｌｌｓｅｒｉｅｓＭｏｌｔ４ｉｎｖｉｔｒｏ，ａｎｄｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓ
ｒａｔｅｉｎｃｒｅａｓｅｓ，ｗｈｉｃｈｉｓｒｅｌａｔｅｄｔｏＰＤ１ｇｅｎｅｐｒｏｍｏｔｅｒｄｅｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄｄｅａｔｈｒｅｃｅｐｔｏｒ１；　ｄｅｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ；　５ａｚａｃｙｔｉｄｉｎｅ；　ｂｉｓｕｌｆｉｔｅｇｅ
ｎｏｍｉｃｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ

　　程序性死亡受体１（ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄｄｅａｔｈｒｅｃｅｐｔｏｒ
１，ＰＤ１）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／ＣＴＬＡ４免疫球蛋白超家族
的免疫抑制性受体［１］。外周血中的 ＰＤ１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：ＰＤ１高表
达与Ｔ淋巴细胞数量耗竭及功能低下关系密切［３５］。

５杂氮胞苷（５ａｚａｃｙｔｉｄｉｎｅ，５Ｚａｃ）是一种甲基化抑制
剂，去甲基化处理对 ＰＤ１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
Ｍｏｌｔ４细胞为研究对象，观察不同浓度的 ５Ｚａｃ对
Ｍｏｌｔ４细胞的生长抑制及诱导凋亡作用，检测Ｍｏｌｔ４
细胞表面ＰＤ１表达水平的变化，并进一步用亚硫酸
氢钠测序法检测ＰＤ１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Ｍｏｌｔ４细
胞表面表达 ＰＤ１的影响及其对 ＰＤ１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Ｍｏｌｔ４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
５Ｚａｃ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ＰＤ１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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１．２　方法
１．２．１　细胞培养

Ｍｏｌｔ４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５Ｚａｃ处理
实验前１ｄ将 Ｍｏｌｔ４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／Ｌ５Ｚａｃ组、５μｍｏｌ／Ｌ５Ｚａｃ组和１０μｍｏｌ／Ｌ
５Ｚａｃ组，依次加入终浓度为０，５，１０μｍｏｌ／Ｌ５Ｚａｃ，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 Ｍｏｌｔ４细胞表面ＰＤ１表达
和细胞凋亡率

收集经不同终浓度 ５Ｚａｃ去甲基化处理的
Ｍｏｌｔ４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 ＰＤ１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ＰＤ１表达率及细胞凋亡率。
１．２．４　ＰＤ１基因ｍＲＮＡ表达的ＲＴＰＣＲ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
ＣＡＴＧ３′，下游引物５′ＴＣＴＡＧＡＣＧＧＣＡＧＧＴＣＡＧＧＴＣ
ＣＡＣＣ３′；ＰＤ１（２６３ｂｐ）：上 游 引 物 ５′ＣＧＴＣＴ
ＧＧＧＣＧＧＴＧＣＴＡＣＡＡ３′，下 游 引 物 ５′ＴＧＡＣＡＣＧ
ＧＡＡＧＣＧＧＣＡＧＴ３′。ＰＣＲ扩增在 ＭＪＲｅｓｅａｒｃｈ公司
ＰＴＣ１００ＴＭ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 ＰＤ１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 ＰＤ１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ＰＤ１启动子ＰＣＲ引物序列、退火温度及扩增片段大小
Ｔａｂ．１　Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓ，ａｎｎｅａｌｉｎｇｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ，ａｎｄａｍｐｌｉｆｉｅｄｆｒａｇｍｅｎｔｓｉｚｅｏｆＰＤ１ｐｒｏｍｏｔｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｔｈｅｓｏｄｉ

ｕｍｈｙｄｒｏｇｅｎｓｕｌｆｉｔｅ

片段 引物序列 片段大小／ｂｐ 退火温度／℃

片段１（－６３２～－４２８） Ｆ：５′ＴＡＴＴＴＡＴＡＡＧＧＴＧＧＡＡＧＴＴＴＴＧＡＧＧ３′ ２０５ ５６

Ｒ：５′ＡＴＡＡＡＡＡＡＴＡＡＡＣＴＣＡＡＣＣＣＣＡＣＴＣ３′

片段２（－４５１～－２３７） Ｆ：５′ＡＧＴＧＧＧＧＴＴＧＡＧＴＴＴＡＴＴＴＴＴＴＡＴＴＧ３′ ２１５ ５６

Ｒ：５′ＡＣＣＣＣＴＴＣＣＴＣＣＴＣＴＡＴＡＴＣＴＣＴＡＣＴ３′

片段３（－２８８～－１６８） Ｆ：５′ＧＧＡＴＡＴＧＧＡＡＡＧＡＧＧＴＴＡＴＡＧＴＡＧＴ３′ １２１ ５５

Ｒ：５′ＡＡＡＡＡＡＡＡＴＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＴＡＡＡＣＣ３′

片段４（－９７～＋１１） Ｆ：５′ＴＴＴＴＴＡＧＴＡＴＴＧＴＴＴＴＴＧＴＴＡＴＴＴＴ３′ １０９ ５５

Ｒ：５′ＡＡＡＡＡＡＡＡＡＣＴＡＴＣＣＣＡＡＡＴＣＡＡＡＴ３′

　　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　５Ｚａｃ处理对 Ｔ淋巴细胞系 Ｍｏｌｔ４细胞 ＰＤ１
基因ｍＲＮＡ表达的影响

计算未加５Ｚａｃ处理的 ＰＤ１和加入不同浓度
５Ｚａｃ处理的Ｔ淋巴细胞株Ｍｏｌｔ４细胞ＰＤ１的表达
差异，统计结果显示 ５Ｚａｃ处理后的 Ｔ细胞 ＰＤ１
ｍＲＮＡ水平表达上调，呈浓度依赖性；各组 ＰＤ１条
带灰度值与 ＧＡＰＤＨ条带灰度比值：空白对照组（０
μｍｏｌ／Ｌ５Ｚａｃ组）为０．３５±０．０３；５μｍｏｌ／Ｌ５Ｚａｃ
组为０．４１±０．０４，１０μｍｏｌ／Ｌ５Ｚａｃ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／Ｌ５Ｚａｃ组 Ｐ＜０．０５，１０μｍｏｌ／Ｌ５Ｚａｃ组 Ｐ＜
０．０１）；５μｍｏｌ／Ｌ５Ｚｚａｃ组与１０μｍｏｌ／Ｌ５Ｚｚａｃ组比
较，差异有统计学意义（Ｐ＝０．００１，图１）。
２．２　５Ｚａｃ处理对 Ｍｏｌｔ４细胞表面 ＰＤ１表达率的
影响

流式细胞仪检测 ＰＤ１在 Ｍｏｌｔ４细胞表面表达
率结果显示：未加５Ｚａｃ培养的 Ｍｏｌｔ４细胞表面表
达ＰＤ１比例为（１．１３±０．０１）％，这一比例与正常
ＣＤ８＋Ｔ淋巴细胞表面 ＰＤ１的比例相似。加入 １０
μｍｏｌ／Ｌ５Ｚａｃ共培养７２ｈ后，细胞表面表达ＰＤ１比
例明显增高（图２）；５μｍｏｌ／Ｌ５Ｚａｃ组和１０μｍｏｌ／Ｌ
５Ｚａｃ组 ＰＤ１表达率比例升高至（１８．９６±１．８７）％
和（６３．０９±６．２５）％，与未加５Ｚａｃ培养组相比，１０
μｍｏｌ／Ｌ５Ｚａｃ组ＰＤ１表达率明显升高，差异有统计
学意义（Ｐ＜０．０１），且加入５Ｚａｃ浓度越高，ＰＤ１表
达比例越高。
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图１　ＰＤ１基因转录水平随着５Ｚａｃ的浓度而增加。Ａ：ＰＤ１基因 ｍＲＮＡ的 ＲＴＰＣＲ结果。１～３：０μｍｏｌ／Ｌ５Ｚａｃ组；
４～６：５μｍｏｌ／Ｌ５Ｚａｃ组；７～９：１０μｍｏｌ／Ｌ５Ｚａｃ组。ＧＡＰＤＨ为内参照。Ｂ：ＰＤ１ｍＲＮＡ表达的统计学结果。与０
μｍｏｌ／Ｌ５Ｚａｃ组比较，Ｐ＜０．０１；与５μｍｏｌ／Ｌ５Ｚａｃ组比较，△△Ｐ＜０．０１。

Ｆｉｇ．１　ＰＤ１ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｌｅｖｅｌｓｉｎｃｒｅａｓｅｗｉｔｈｔｈｅｉｎｃｒｅａｓｉｎｇｏｆ５Ｚａｃｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ．Ａ：ＰＤ１ｍＲＮＡｉｎＭｏｌｔ４ｃｅｌｌｓ
ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄｗｉｔｈ５Ｚａｃ．１－３：０μｍｏｌ／Ｌ５Ｚａｃｇｒｏｕｐ；４－６：５μｍｏｌ／Ｌ５Ｚａｃｇｒｏｕｐ；７－９：１０μｍｏｌ／Ｌ５Ｚａｃｇｒｏｕｐ．
ＧＡＰＤＨｗａｓｔｈｅｉｎｔｅｒｎａｌｃｏｎｔｒｏｌ；Ｂ：ＳｔａｔｉｓｔｉｃａｌｒｅｓｕｌｔｓｏｆＰＤ１ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅ０μｍｏｌ／Ｌ５Ｚａｃ
ｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０．０１；ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅ５μｍｏｌ／Ｌ５Ｚａｃｇｒｏｕｐ，△△Ｐ＜０．０１．
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图２　５Ｚａｃ刺激ＰＤ１在体外培养的Ｍｏｌｔ４细胞上表达的流式结果图。Ａ：不同浓度５Ｚａｃ处理组的流式结果。基线以
上的细胞群为 ＰＤ１阳性细胞。Ｂ：不同浓度５Ｚａｃ处理组的 ＰＤ１阳性细胞率的统计结果图。与０μｍｏｌ／Ｌ５Ｚａｃ
组比较，Ｐ＜０．０１；与５μｍｏｌ／Ｌ５Ｚａｃ组比较，△△Ｐ＜０．０１。

Ｆｉｇ．２　ＰＤ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＭｏｌｔ４ｃｅｌｌｓｓｔｉｍｕｌａｔｅｄｂｙ５Ｚａｃｉｎｖｉｔｒｏ．Ａ：Ｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｅｒｒｅｓｕｌｔｓｆｏｒｃｅｌｌｓｉｎｖａｒｉｏｕｓ５Ｚａｃｃｏｎ
ｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐｓ．ＴｈｅｎｕｍｂｅｒｓｉｎｔｈｅｕｐｐｅｒｑｕａｄｒａｎｔｓｒｅｐｒｅｓｅｎｔｔｈｅａｂｓｏｌｕｔｅｎｕｍｂｅｒｓｏｆＰＤ１ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓ；Ｂ：Ｓｔａｔｉｓｔｉ
ｃａｌｒｅｓｕｌｔｓｏｆＰＤ１ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓｒａｔｉｏｓｉｎＭｏｌｔ４ｃｅｌｌｇｒｏｕｐｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｄ５Ｚａｃ．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅ
０μｍｏｌ／Ｌ５Ｚａｃｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０．０１；ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅ５μｍｏｌ／Ｌ５Ｚａｃｇｒｏｕｐ，△△Ｐ＜０．０１．
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２．３　５Ｚａｃ处理对Ｍｏｌｔ４细胞凋亡率的影响
对不同浓度５Ｚａｃ处理后的细胞凋亡情况分析

后发现，随着加入５Ｚａｃ浓度增高，Ｍｏｌｔ４细胞的凋
亡率也逐渐增高（图 ３），与未加 ５Ｚａｃ组比较，５

μｍｏｌ／Ｌ５Ｚａｃ组和１０μｍｏｌ／Ｌ５Ｚａｃ组的细胞凋亡
率比较，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。且 ＰＤ１
表达与细胞凋亡率呈平行增高。
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图３　５Ｚａｃ刺激体外培养的Ｍｏｌｔ４细胞凋亡。Ａ：不同浓度５Ｚａｃ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５Ｚａｃ处理后细胞凋亡率的统计结果。与０μｍｏｌ／Ｌ５Ｚａｃ组比较，Ｐ＜０．０１；与５μｍｏｌ／Ｌ５Ｚａｃ组
比较，△△Ｐ＜０．０１。

Ｆｉｇ．３　ＡｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＭｏｌｔ４ｃｅｌｌｓｓｔｉｍｕｌａｔｅｄｂｙ５Ｚａｃｉｎｖｉｔｒｏ．Ａ：Ｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｖａｒｉｏｕｓ５Ｚａｃｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐｓ，ｔｈｅ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓｃｅｌｌｓｉｓｓｈｏｗｎ；Ｂ：Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｒｅｓｕｌｔｓｏｆａｐｏｐｔｏｔｉｃｒａｔｉｏｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔ５Ｚａｃｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｄｇｒｏｕｐｓ．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ
ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ０μｍｏｌ／Ｌ５Ｚａｃｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０．０１；ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ５μｍｏｌ／Ｌ５Ｚａｃｇｒｏｕｐ，△△Ｐ＜０．０１．

２．４　５Ｚａｃ处理对 ＰＤ１基因启动子甲基化状态的
影响

检测５Ｚａｃ处理后的各组 Ｍｏｌｔ４细胞 ＰＤ１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 ５Ｚａｃ处理后，ＰＤ１启动子上
－６０１ｂｐ和－５５３ｂｐＣｐＧ点去甲基化程度明显增
高，与０μｍｏｌ／Ｌ５Ｚａｃ组比较，５μｍｏｌ／Ｌ５Ｚａｃ组１０
μｍｏｌ／Ｌ５Ｚａｃ组去甲基化有明显增高（图 ４）。其
中，－６０１ｂｐ处为预测的转录因子 Ｂｒｎ２结合位置。
据此推测甲基化抑制剂 ５Ｚａｃ对 Ｍｏｌｔ４细胞 ＰＤ１
表达的影响可能与 ＰＤ１启动子与转录因子 Ｂｒｎ２
结合位置的ＣｐＧ点去甲基化有关。
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图４　不同浓度５Ｚａｃ对ＰＤ１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５Ｚａｃ浓度增加而增加。与０μｍｏｌ／Ｌ５Ｚａｃ组比较，Ｐ＜０．０１；与５μｍｏｌ／Ｌ５Ｚａｃ组比较，△△Ｐ＜
０．０１。

Ｆｉｇ．４　ＤｅｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎａｔＣｐＧｓｉｔｅｓｉｎｔｈｅＰＤ１ｐｒｏｍｏｔｅｒｒｅｇｉｏｎ．ＴｈｅｌｅｖｅｌｏｆＣｐＧｄｅｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｉｎｃｒｅａｓｅｓｉｎｔｈｅ－６０１ｂｐ
ａｎｄ－５５３ｂｐｗｉｔｈｔｈｅｉｎｃｒｅａｓｅｄ５Ｚａｃｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅ０μｍｏｌ／Ｌ５Ｚａｃｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０．０１；ｃｏｍ
ｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅ５μｍｏｌ／Ｌ５Ｚａｃｇｒｏｕｐ，△△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［７９］。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［１０１３］。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 ＡＰ２，Ｂｒｎ２，ＣＭｙｃ／Ｍｙｎ，
ＣＡＲＥＢ，ＥＺＦ和ＮＦκＢ）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。ＰＤ１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。ＰＤ１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ＰＤ１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，ＰＤ１还能抑制
ＺＡＰ７０的磷酸化，还能弱化蛋白激酶Ｃθ（ｐｒｏｔｅｉｎｋｉ
ｎａｓｅＣθ，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：ＰＤ１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 ＰＤ１分子的高表达相
关，阻断ＰＤ１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［１５１８］。在

持续感染淋巴细胞性 ＬＣＭＶ小鼠的研究中发现：阻
断ＰＤ１／ＰＤＬ１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：ＰＤ１
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 ＰＤ１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ＰＤ１分子高水平表达，随着急性感染者的康
复，ＰＤ１表达明显下调。而 ＨＢＶ慢性感染者特异
性ＣＴＬ细胞 ＰＤ１分子仍维持高水平表达，并伴随
功能低下［２０２１］。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 ＰＤ１的表达下调［２２］。以上

研究提示：ＰＤ１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，ＰＤ１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 ＰＤ１高
表达有关，但是目前仍未从基因调控的水平上阐明

ＰＤ１表达异常的原因。
５Ｚａｃ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［２４２５］，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［２６２８］。

ＰＤ１基因启动子区域有１６个 ＣｐＧ位点，ＤＮＡ
去甲基化处理是否对 ＰＤ１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Ｍｏｌｔ４细胞在不同浓
度的甲基化抑制剂５Ｚａｃ作用下细胞表面 ＰＤ１表
达、ＰＤ１基因ｍＲＮＡ的转录水平、ＰＤ１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５Ｚａｃ浓度的增加，Ｍｏｌｔ４细胞表面 ＰＤ１的表达
和ｍＲＮＡ转录均逐渐增强，且与 Ｍｏｌｔ４细胞的凋亡
率呈正相关。在进一步的研究中发现：加５Ｚａｃ处
理后，ＰＤ１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Ｂｒｎ２结合位置。据此推测甲基化抑制
剂５Ｚａｃ对 Ｍｏｌｔ４细胞ＰＤ１表达的影响可能与
ＰＤ１启动子与转录因子 Ｂｒｎ２结合位置的 ＣｐＧ点
去甲基化有关。以上研究提示：ＰＤ１表达及其基因
启动子甲基化状态可以受到甲基化抑制剂５Ｚａｃ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 ＰＤ１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ＰＤ１基因甲基化状态恢复 Ｔ细胞功能提出
一个新的方向。
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