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组蛋白去乙酰化酶抑制剂对人外周血ＣＤ４＋Ｔ细胞Ｔｈ１／Ｔｈ２分化的影响
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　　［摘要］　目的　探讨曲古抑菌素 Ａ（ＴＳＡ）和丁酸钠（ＮａＢ）对人外周血 ＣＤ４＋Ｔ细胞向 Ｔｈ１／Ｔｈ２分化的影响。方
法　体外分离并培养人外周血ＣＤ４＋Ｔ细胞，分为ＴＳＡ组（０．３３μｍｏｌ／Ｌ）、ＮａＢ组（１．４ｍｍｏｌ／Ｌ）和对照组（ＣＯＮ组）。采用
ＭＴＴ、流式细胞术、ｑＲＴＰＣＲ和酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）法检测ＴＳＡ组、ＮａＢ组及对照组细胞因子ＩＦＮγ、ＩＬ４表达水平

及ＩＦＮγ＋细胞／ＩＬ４＋细胞比值。结果　外周血ＣＤ４＋Ｔ细胞在植物血凝素（ＰＨＡ）刺激４８ｈ后，ＥＬＩＳＡ检测细胞培养上清
显示：ＴＳＡ组、ＮａＢ组上清ＩＦＮγ、ＩＬ４分泌水平均明显高于对照组（Ｐ＜０．０５）。ｑＲＴＰＣＲ检测显示：ＴＳＡ组、ＮａＢ组ＩＦＮγ
ｍＲＮＡ表达高于对照组，相比对照组提高到（３．１２±０．３４）、（２．３±０．５１）倍，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；ＩＬ４ｍＲＮＡ提高到

（１．８７±０．４２）、（１．６３±０．５１）倍，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。流式细胞术对胞内因子检测显示：ＴＳＡ组、ＮａＢ组ＩＦＮγ＋细

胞／ＩＬ４＋细胞比值明显升高，是对照组的１．９３、１．５５倍，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。结论　ＴＳＡ、ＮａＢ暴露可引起人外周
血ＣＤ４＋Ｔ细胞Ｔｈ１／Ｔｈ２分化平衡改变，出现向Ｔｈ１方向的“Ｔｈ１／Ｔｈ２平衡的漂移”。

　　［关键词］　曲古抑菌素Ａ；丁酸钠；辅助Ｔ细胞；干扰素γ；白介素４
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　　表观遗传学（ｅｐｉｇｅｎｅｔｉｃｓ）修饰是基因表达调控
的重要形式之一，即在不改变特定基因的条件下，通
过ＤＮＡ的甲基化、组蛋白的共价修饰等作用使基因

表达发生可遗传的变化。其中，组蛋白乙酰转移酶
（ｈｉｓｔｏｎｅａｃｅｔｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＨＡＴ）及组蛋白去乙酰化
酶（ＨＤＡＣ）可通过调控组蛋白的乙酰化状态参与染色
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质重塑，进而导致转录抑制［１］。因此调控 ＨＡＴ 和

ＨＤＡＣ在细胞内的动态平衡可改变基因的表达。组
蛋白去乙酰化酶抑制剂（ＨＤＩｓ）是近年来引起极大关
注的一类新型药物，尤其在抗肿瘤药物筛选上，ＨＤＩｓ
表现出了较大的优势，其中曲古抑菌素Ａ（ＴＳＡ）和丁
酸钠（ＮａＢ）在临床应用较多［２３］。但ＨＤＩｓ发挥作用的
分子机制并不十分明确。

　　Ｔｈ１／Ｔｈ２平衡是维持机体处于健康状态的重要
机制之一，一旦此平衡被打破，将可能引起异常的免
疫应答。本实验室的前期研究表明，ＴＳＡ可下调小
鼠过度表达的 Ｔｈ２型细胞因子ＩＬ４，而明显促进

Ｔｈ１型细胞因子ＩＦＮγ的分泌［４］，但没有涉及人外周
血Ｔｈ细胞的分化，且未检验更多 ＨＤＩｓ。因此，本研
究以人外周血ＣＤ４＋ Ｔ细胞为研究对象，加入２种不
同的ＨＤＩｓ抑制 ＨＤＡＣ活性，检测Ｔｈ１／Ｔｈ２，探讨组
蛋白Ｈ３乙酰化水平对Ｔｈ１和Ｔｈ２分化的影响。

１　材料和方法

１．１　主要药品及试剂　ＴＳＡ、ＮａＢ、植物血凝素
（ＰＨＡ）、ＭＴＴ、二甲亚砜（ＤＭＳＯ）均购自Ｓｉｇｍａ公司，

ＣＤ４＋ Ｔ细胞分离试剂盒（ｈｕｍａｎ）购自 ＭｉｌｔｅｎｙｉＢｉｏ
ｔｅｃｈ公司，ＩＦＮγ和ＩＬ４ＥＬＩＳＡ检测试剂盒（Ｂｉｏｓｃｉ
ｅｎｃｅ公司）；ＴＲＩｚｏｌＲｅａｇｅｎｔ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）；ＳＹＢＲ?

ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ（ＴａＫａＲａ公司）；ＲｅｖｅｒｔＡｉｄＴＭ Ｆｉｒｓｔ
ＳｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ（Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司）、ＭＰＣＳ
磁力架（Ｄｙｎａｌ公司）、流式细胞仪（ＢＤ公司）、酶标仪
（南京华东电子集团有限公司）等。

１．２　外周血采集及Ｔ细胞分离培养　采集ＥＤＴＡ
Ｎａ２抗凝静脉血１００ｍｌ，在冰浴中保存，即送实验室，
使用淋巴细胞分离液分离外周血单个核细胞（ｐｅ
ｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒｃｅｌｌ，ＰＢＭＣ），再使用

ＭｉｌｔｅｎｙｉＢｉｏｔｅｃｈＣＤ４＋Ｔ细胞阳性分选试剂盒按说
明书进行ＣＤ４＋Ｔ细胞分离，上清一并收集到上述离
心管。将分离好的淋巴细胞以４×１０６ｃｅｌｌｓ／ｗｅｌｌ接
种于９６孔培养板，分别设置ＴＳＡ／ＮａＢ刺激组及对
照组（ＰＨＡ终浓度１０ｍｇ／Ｌ）。在３７℃、５％ＣＯ２条
件下根据实验需要培养４８ｈ。

１．３　ＥＬＩＳＡ 法测定培养上清中ＩＦＮγ、ＩＬ４水
平　收取对照组和 ＴＳＡ、ＮａＢ组４８ｈ的培养上清

１ｍｌ，根据各试剂盒说明书严格操作。

１．４　实时定量 ＲＴＰＣＲ检测ＩＦＮγ、ＩＬ４ｍＲＮＡ
表达　离心细胞培养液，得到沉淀。ＴＲＩｚｏｌ法抽提

ＲＮＡ，并将其反转录为ｃＤＮＡ，－２０℃保存。实时荧
光定量ＰＣＲ（ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ）用ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ染料
法。引物采用Ｐｒｉｍｅｒｐｒｅｍｉｅｒ５．０辅助设计，由上海
生工生物工程技术有限公司合成。合成上下游引物

序列如下：ＩＬ４（２５２ｂｐ），上游５′ＣＧＡＧＴＴＧＡＣ
ＣＧＴＡＡＣＡＧＡＣＡＴ３′；下游５′ＡＡＣＧＴＡＣＴＣ
ＴＧＧＴＴＧ ＧＣＴＴＣ３′；ＩＦＮγ（２８０ｂｐ），上游５′
ＧＣＡＧＣＣＡＡＣＣＴＡＡＧＣＡＡＧ３′，下游５′ＣＡＣ
ＣＴＧＡＣＡ ＣＡＴ ＴＣＡ ＡＧＴ ＴＣ３′；ＧＡＰＤＨ（２４０
ｂｐ），上游 ５′ＴＧＡ ＴＧＡ ＣＡＴ ＣＡＡ ＧＡＡ ＧＧＴ
ＧＧＴ ＧＡＡ Ｇ３′，下游 ５′ＴＣＣ ＴＴＧ ＧＡＧ ＧＣＣ
ＡＴＧＴＧＧ ＧＣＣ ＡＴ３′。反应体系２５μｌ，ＳＹＢＲ
ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ１２．５μｌ，１０μｍｏｌ／Ｌ引物各１μｌ，

ｃＤＮＡ２μｌ，灭菌双蒸水８．５μｌ。反应条件：预变性

９５℃１５ｓ；４０个循环，每循环为９５℃１５ｓ，６０℃２０
ｓ，７２℃１５ｓ；７２℃采集荧光。所用ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ扩
增仪为 ＭＸ３０００Ｐ（美国Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ公司）。

１．５　流式细胞术检测ＣＤ３＋Ｔ细胞及ＩＦＮγ或ＩＬ
４阳性细胞的比例　根据荧光确定细胞门，每份标本
计数２×１０５个细胞，并计算出表达ＣＤ３、ＩＦＮγ或

ＩＬ４阳性细胞的百分率，用阴性对照设定阳性染色
细胞的ｃｕｔｏｆｆ值。

１．６　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１５．０统计软件进行
分析，数据以珚ｘ±ｓ表示，两组间数据比较采用配对
样本ｔ检验。检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　外周血ＣＤ４＋Ｔ细胞分离和ＴＳＡ、ＮａＢ暴露下
细胞增殖情况　磁珠法分离健康人外周血ＣＤ４＋Ｔ
细胞，纯度达（９６．４±２．６）％，得率８０％以上，可以一
次性得到３×１０７ＣＤ４＋Ｔ细胞（图１Ａ）。当ＴＳＡ和

ＮａＢ暴露浓度分别为０．３３μｍｏｌ／Ｌ和１．４ｍｍｏｌ／Ｌ
时，镜下观察发现ＣＤ４＋Ｔ细胞数目高于对照组（图

１Ｂ）。

２．２　上清中细胞因子ＩＬ４、ＩＦＮγ水平的检测结
果　在ＴＳＡ、ＮａＢ作用下，ＨＤＡＣ受抑制。实验采
用ＥＬＩＳＡ方法检测ＣＤ４＋Ｔ细胞细胞因子分泌情
况。ＣＤ４＋Ｔ细胞在体外培养４８ｈ后，细胞因子的分
泌量达到平台期（图２Ａ），所以本研究选择加入

ＰＨＡ刺激４８ｈ作为检测时间点。结果显示：ＴＳＡ
和ＮａＢ组细胞上清中ＩＦＮγ、ＩＬ４分泌量均上升
（Ｐ＝０．００２、０．００，Ｐ＝０．００１、０．００７），各组与对照组
的差异均有统计学意义，而ＩＦＮγ分泌增加幅度高
于ＩＬ４（图２Ｂ）。

２．３　细胞因子ＩＬ４、ＩＦＮγｍＲＮＡ的表达　采用

ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ荧光嵌合法ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测各组

ＩＦＮγ、ＩＬ４ｍＲＮＡ表达的变化，结果用ΔΔＣｔ法分
析，ＧＡＰＤＨ作为参照基因对各组样品进行归一化
处理，系统自动计算出各组 ｍＲＮＡ变化倍数。结果
显示：ＴＳＡ组、ＮａＢ组相比对照组ＩＦＮγｍＲＮＡ提
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高到（３．１２±０．３４）倍、（２．３±０．５１）倍，差异有统计
学意义（Ｐ＝０．００，Ｐ＝０．００）；ＩＬ４ｍＲＮＡ表达提
高到（１．８７±０．４２）倍、（１．６３±０．５１）倍，差异有统计

学意义 （Ｐ＝０．００，Ｐ＝０．００），即ＴＳＡ、ＮａＢ能够从

ｍＲＮＡ水平上调ＩＦＮγ和ＩＬ４表达（图３）。

图１　ＴＳＡ和ＮａＢ作用对磁珠分离纯化的ＣＤ４＋Ｔ细胞增殖的影响

Ｆｉｇ１　ＰｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＣＤ４＋ＴｃｅｌｌｓｅｎｒｉｃｈｅｄｆｒｏｍＰＢＭＣｕｓｉｎｇｍａｇｎｅｔｉｃｂｅａｄｓａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈＴＳＡａｎｄＮａＢ
Ａ：ＦｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙａｎａｌｙｓｉｓｏｆＣＤ３ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＣＤ４＋Ｔｃｅｌｌｓ；Ｂ：ＣＤ４＋ＴｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｉｎＴＳＡ（０．３３μｍｏｌ／Ｌ）ａｎｄＮａＢ（１．４ｍｍｏｌ／Ｌ）

ｇｒｏｕｐｓａｔ４８ｈ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００（Ｂ）

图２　ＴＳＡ、ＮａＢ暴露对ＣＤ４＋Ｔ细胞

ＩＬ４、ＩＦＮγ等细胞因子表达的影响

Ｆｉｇ２　ＥｆｆｅｃｔｏｆＴＳＡａｎｄＮａＢｏｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＩＬ４，

ＩＦＮγ，ａｎｄＩＬ１２ｉｎＣＤ４＋Ｔｃｅｌｌｓ
Ａ：ＴｉｍｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔｃｕｒｖｅｏｆｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＴＳＡａｎｄＮａＢｇｒｏｕｐｓ；Ｂ：

ＴＳＡａｎｄＮａＢｔｒｅａｔｍｅｎｔｉｎｃｒｅａｓｅｄＩＬ４ａｎｄＩＦＮγｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎ

ＣＤ４＋Ｔｃｅｌｌｓａｔ４８ｈ．Ｐ＜０．０１ｖｓＣＯＮｇｒｏｕｐ；ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

２．４　ＣＤ４＋Ｔ 淋巴细胞亚群的检测　ＰＨＡ 刺激

４８ｈ后，分别用ＩＬ４和ＩＦＮγ抗体标记干预组
（ＴＳＡ、ＮａＢ）和对照组ＣＤ４＋Ｔ细胞。检测数据显
示，干预组ＩＦＮγ＋ Ｔ细胞比例（６１．６％、４２．５％）分
别比对照组（３２．６％）上升了１．８９倍和１．３０倍，差
异有统计学意义（Ｐ＝０．００，０．００７）。干预组ＩＬ４＋

Ｔ细胞比例（４５．６％、３９．２１％）与对照组（４６．５％）相
比则有降低，但差异没有统计学意义（Ｐ＝０．５７４，

０．０５７）。其净效应是改变了ＩＦＮγ＋细胞／ＩＬ４＋细胞

比值。ＴＳＡ组和ＮａＢ组ＩＦＮγ＋细胞／ＩＬ４＋细胞比
值明显升高，是对照组的１．９３倍和１．５５倍（Ｐ＝
０．００，０．００１２，图４）。结果提示在抑制剂的作用下

Ｔｈ０向Ｔｈ１分化方向上占优势，出现了“Ｔｈ１／Ｔｈ２
平衡的漂移”现象。

图３　ＴＳＡ、ＮａＢ对ＣＤ４＋Ｔ细胞ＩＬ４、

ＩＦＮγｍＲＮＡ表达的影响

Ｆｉｇ３　ＴＳＡａｎｄＮａＢｉｎｃｒｅａｓｅｄＩＬ４ａｎｄＩＦＮγ
ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＣＤ４＋Ｔｃｅｌｌｓａｔ４８ｈ

Ｐ＜０．０１ｖｓＣＯＮｇｒｏｕｐ；ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　Ｔｈ１和Ｔｈ２细胞因子分别介导细胞免疫反应和
体液免疫反应。它们之间存在着交互调节的关系，即

Ｔｈ１／Ｔｈ２功能平衡［４］。但在某些疾病状态下，Ｔｈ０细
胞受特异抗原的刺激时，一方面可能向Ｔｈ１方向发
展，另一方面可能向Ｔｈ２方向发展。当Ｔｈ１细胞因
子分泌增多，将导致炎症的慢性迁移、器官特异性自
身免疫病、急性排斥反应和接触性皮炎的发病或免疫
病理损伤；而Ｔｈ２细胞因子分泌增多，将导致特异性
过敏反应以及高ＩｇＥ综合征和嗜酸性粒细胞增多症
等病变。由此可见，Ｔｈ１／Ｔｈ２的平衡是维持机体处于
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健康状态的重要机制之一，一旦此平衡被打破，可能
引起异常的免疫应答，出现病理状态［５］。

图４　ＴＳＡ、ＮａＢ对ＣＤ４＋Ｔ细胞胞内

ＩＬ４和ＩＦＮγ分子表达的影响

Ｆｉｇ４　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＴＳＡａｎｄＮａＢｏｎｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ

ＩＬ４ａｎｄＩＦＮγｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＣＤ４＋Ｔｃｅｌｌｓ
Ａ：ＦｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙａｎａｌｙｓｉｓｏｆＩＬ４＋／ＩＦＮγ＋ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＣＤ４＋Ｔ

ｃｅｌｌｓ；Ｂ：ＴｈｅｒａｔｉｏｏｆＩＮＦγ＋／ＩＬ４＋ ＣＤ４＋ＴｃｅｌｌｓｉｎＴＳＡ，ＮａＢ，

ａｎｄＣＯＮｇｒｏｕｐｓ．Ｐ＜０．０１ｖｓＣＯＮｇｒｏｕｐ；ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

　　Ｔｈ１和Ｔｈ２的分化受细胞内、外环境因素和遗
传因素影响，包括ＡＰＣ特性、抗原的结构和剂量、共
刺激分子、ＭＨＣ背景、细胞因子等。当把内外因素
整合起来，发现表观遗传修饰改变是其表达调控的
主要方式［６］。目前，表观遗传修饰调控方式中研究
最多的是组蛋白乙酰化和ＤＮＡ去甲基化及染色质
重塑。核心组蛋白的乙酰化状态存在着组蛋白乙酰
基转移酶（ＨＡＴ）和组蛋白去乙酰化酶（ＨＤＡＣｓ）间
的动态平衡，ＨＤＩｓ通过抑制 ＨＤＡＣｓ而改变染色质
结构，在转录水平进行基因表达调控。通过基因表
达谱分析，虽然 ＨＤＩｓ仅可调节４％～１２％的基因表
达，但许多 ＨＤＩｓ却具有共同分子靶标，其中也包括
免疫功能的分子。因此 ＨＤＩｓ为抗炎免疫药设计提
供了一种新思路［２］。

　　ＴＳＡ和ＮａＢ都是良好的ＨＤＩｓ，其中ＴＳＡ来源
于链霉素的代谢产物，而ＮａＢ则来源于肠道细菌发
酵食物纤维产生的四碳短链脂肪酸［２］。近年来研究
显示，ＴＳＡ对多种实体瘤和白血病均有明显治疗效
果，甚至在皮肤Ｔ细胞淋巴瘤治疗中已进入Ⅱ期临
床试验阶段［７］。抑制癌细胞的增殖、调控细胞周期
进程、诱导癌细胞凋亡这三方面作用是ＴＳＡ对抗肿

瘤的主要机制［２］；同样作为 ＨＤＩｓ，ＮａＢ则可以在更
低的生理浓度下发挥与ＴＳＡ相似的抑癌和调节细
胞周期功能［３，８１０］。上述研究也展示了 ＨＤＡＣ介导
的组蛋白脱乙酰化参与相关重要疾病的进展，并有
望成为筛选易感人群的一个重要指标。

　　本研究通过同时检测 ＣＤ４＋Ｔ 细胞的ＩＬ４、

ＩＦＮγ基因表达情况，研究了组蛋白乙酰化抑制剂

ＴＳＡ和ＮａＢ对于 Ｔｈ１／Ｔｈ２分化的影响。结果表
明，在ＴＳＡ和 ＮａＢ作用下，ＣＤ４＋Ｔ细胞培养上清
中的ＩＦＮγ增加幅度高于ＩＬ４；同时流式细胞术数
据显示：ＴＳＡ和 ＮａＢ组ＩＦＮγ＋细胞／ＩＬ４＋细胞比
值明显升高，是对照组的１．９３倍和１．５５倍，表现为

Ｔｈ１／Ｔｈ２平衡向 Ｔｈ１方向漂移。另外，ＴＳＡ 和

ＮａＢ暴露条件下ＩＦＮγ表达增加，符合 Ｈ３Ｋ（ｈｉｓ
ｔｏｎｅ３ｌｙｓｉｎｅ）乙酰化水平增加对基因的调控效果。

　　综上所述，本研究结果提示组蛋白乙酰化修饰
在Ｔｈ１／Ｔｈ２分化调控中扮演重要角色，ＨＤＡＣ介
导Ｈ３Ｋ位置上的组蛋白脱乙酰化作用对这一过程
进行调控。
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