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　　［摘要］　目的　观察ＳＯＣＳ３基因对小鼠ＣＤ４＋Ｔｈ细胞分化及细胞因子表达的影响。方法　分离、培养并转染小鼠ＣＤ４＋Ｔｈ

细胞，以植物血凝素（ＰＨＡ）刺激靶细胞，采用逆转录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）检测相应细胞因子基因表达；蛋白质印迹法（Ｗｅｓｔ

ｅｒｎｂｌｏｔ）检测目的细胞因子蛋白表达。结果　与对照组相比较，转染组Ｔｂｅｔ、白细胞介素（ＩＬ）２、干扰素γ（ＩＦＮγ）、信号转导及

转录激活因子（ＳＴＡＴ）４、ＩＬ１２Ｒβ２基因表达明显下调，细胞因子信号抑制物（ＳＯＣＳ）３、ＧＡＴＡ３、ＩＬ４、ＩＬ６、ＩＬ１０、ＳＴＡＴ６基因表

达明显上调，Ｔｂｅｔ、ＩＬ２、ＩＦＮγ、ＳＴＡＴ４、ＩＬ１２Ｒβ２蛋白表达明显下调，ＳＯＣＳ３、ＧＡＴＡ３、ＩＬ４、ＩＬ６、ＩＬ１０、ＳＴＡＴ６蛋白表达明显

上调，差异均有统计学意义（犘＜０．０１）。结论　ＳＯＣＳ３基因转染可上调小鼠ＣＤ４＋Ｔｈ细胞ＳＯＣＳ３基因表达，下调ＳＴＡＴ４活化和

磷酸化，抑制Ｔｈ１细胞分化，并下调炎症细胞因子基因和蛋白表达，同时间接促进Ｔｈ２细胞分化，并上调相应炎症细胞因子基因

和蛋白表达。
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　　移植物血管病（ＣＡＶ）的典型病理表现是移植物内血管内

膜增生，引起弥漫性和向心性的冠状动脉狭窄，最终导致移植

物缺血和失功能。在移植物内局部浸润的炎症细胞及其所表

达的炎性细胞因子、生长因子是调控内膜增生的重要因素［１］。

而在这些炎症细胞中，Ｔｈ１细胞及其所表达的细胞因子，对内

膜增生最为重要。因此，Ｔｈ１细胞是对移植物血管病研究中的

重要靶细胞［２］。

细胞因子信号抑制物（ＳＯＣＳ）蛋白家族具有广泛的功能和

复杂的调控机制，ＳＯＣＳ３作为其中功能最强大的一员，通过调

控细胞因子和激素表达，可以对多种疾病产生调控作用［３］。目

前认为，由于ＳＯＣＳ３蛋白功能强大，可以调节多条信号通路，

在疾病进程中，能够通过不同的信号通路协作或拮抗性地调节

同一目的信号因子或靶细胞，因此，研究中有时会得到与预期

不符的效果［４］。但是，ＳＯＣＳ３基因对Ｔｈ细胞的作用和机制尚

不明确，本实验利用植物血凝素（ｐｈｙｔｏｈｅｍａｇｇｌｕｔｉｎｉｎ，ＰＨＡ）刺

激诱导小鼠脾脏来源 ＣＤ４＋ Ｔｈ细胞分化，观察重组小鼠

ＳＯＣＳ３基因腺病毒载体转染对其分化和炎症细胞因子表达的

影响。利用该体外实验，进一步研究移植物血管病中ＳＯＣＳ３

对Ｔｈ细胞分化的影响和机制。

１　材料与方法

１．１　实验动物及试剂　８周大雄性ＳＰＦ级Ｃ５７ＢＬ／６小鼠（Ｈ

２ｂ）购于武汉大学动物实验中心。小鼠ＳＯＣＳ３基因重组腺病

毒载体由（苏州）赛业生物科技有限公司构建，行空斑形成实

验，检测鉴定病毒滴度为１×１０１０ｐｆｕ／ｍＬ。磁珠分选装置及
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ＣＤ４＋Ｔｈ细胞磁珠分选试剂盒购于德国 ＭｉｌｔｅｎｙｉＢｉｏｔｅｃ公司。

ＳＯＣＳ３、信号转导及转录激活因子（ＳＴＡＴ）４、ＰＳＴＡＴ４抗体购

于美国Ｂｉｏｗｏｒｌｄｅ公司，干扰素γ（ＩＦＮγ）、白细胞介素（ＩＬ）２

抗体购于美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，重组抗小鼠ＩＬ４抗体、ＦＩＴＣ

抗小鼠 ＣＤ４抗体、ＦＩＴＣ抗小鼠ＩＦＮγ抗体、ＦＩＴＣ抗小鼠

ＧＡＴＡ３抗体、重组小鼠ＩＬ１２购于加拿大ｅＢｉｏｓｉｅｎｃｅ公司。

ＰＨＡ购于美国ｓｉｇｍａ公司，其他试剂均为国产分析纯。引物

合成、测序均由南京金斯瑞生物技术公司完成。

１．２　方法

１．２．１　小鼠脾脏ＣＤ４
＋Ｔｈ细胞原代培养　９０只Ｃ５７ＢＬ／６小

鼠随机分为３个组：对照组、ＡｄＳＯＣＳ３组、ＡｄＧＦＰ组，每组

３０只。脱颈椎法处死小鼠，无菌获取Ｃ５７ＢＬ／６小鼠脾脏，制

成单个细胞悬液。加入无菌磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）稀释至总体

积２ｍＬ，加入同等体积的淋巴细胞分离液，以密度梯度离心法

２０００ｒ／ｍｉｎ条件下离心１５ｍｉｎ，ＲＰＭＩ１６４０培养基重悬，加

ＣＤ４微珠，混匀，２～８℃避光孵育１５ｍｉｎ，洗涤后，ＰＢＳ重悬，

将细胞置入事先用ＲＰＭＩ１６４０培养基润洗过的 ＭＳ柱中，收

集 ＭＳ柱吸附的细胞，即为ＣＤ４＋细胞。

１．２．２　小鼠ＳＯＣＳ３基因重组腺病毒载体体外转染小鼠脾脏

ＣＤ４＋Ｔｈ细胞　以无血清的ＲＰＭＩ１６４０培养基，使待转染细

胞同步化。收集细胞悬液，１０００ｒ／ｍｉｎ条件下离心１０ｍｉｎ，调

整细胞浓度为２×１０６／ｍＬ。２×１０５／孔接种于１２孔细胞培养

板。每孔中加入含１０％胎牛血清（ＦＢＳ）ＲＰＭＩ１６４０培养基１

ｍＬ，同时加入不同感染复数（ＭＯＩ）值的 ＡｄＳＯＣＳ３，然后在

５％ＣＯ２、３７℃培养箱内继续培养。培养２ｈ后，收集细胞悬

液，１０００ｒ／ｍｉｎ条件下离心１０ｍｉｎ，重悬，加入１０％ＦＢＳＲＰＭＩ

１６４０培养基，于５％ＣＯ２、３７℃继续培养。分别在不同时点于

荧光显微镜下观察转染效果，观察不同 ＭＯＩ和不同时间点的

ＡｄＳＯＣＳ３对小鼠脾脏ＣＤ４＋Ｔｈ细胞转染效果的影响。

１．２．３　细胞制备及转染　根据实验分组，在 ＡｄＳＯＣＳ３组、

ＡｄＧＦＰ组和对照组中，根据上一步实验结果所得出的最佳

ＭＯＩ值及最佳转染时间，分别照上一步方法转染 ＡｄＳＯＣＳ３、

ＡｄＧＦＰ和１００μＬ无菌ＰＢＳ，荧光显微镜下直接观察细胞感

染效率，并用于后续部分实验。

１．２．４　小鼠脾脏ＣＤ４
＋Ｔｈ细胞的体外诱导分化　重组腺病

毒载体转染小鼠巨噬细胞成功后，在３组细胞培养瓶中，分别

加入浓度１０μｇ／ｍＬ的ＰＨＡ，在３７℃、５％ＣＯ２ 条件下培养４８

ｈ，刺激诱导小鼠脾脏ＣＤ４＋Ｔｈ向Ｔｈ１型细胞分化。收集细胞

悬液，离心，弃上清液，得到分化后的ＣＤ４＋Ｔｈ细胞，用于下一

步检测。

１．２．５　逆转录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）　检测 ＡｄＳＯＣＳ３、

ＡｄＧＦＰ和１００μＬ无菌ＰＢＳ干预后，各组小鼠脾脏ＣＤ４
＋Ｔｈ

细胞ＳＯＣＳ３ｍＲＮＡ表达，以及体外诱导Ｔｈ分化后的小鼠脾

脏ＣＤ４＋Ｔｈ细胞的ＳＯＣＳ３、ＳＴＡＴ４、ＩＦＮγ、ＩＬ２ｍＲＮＡ表达。

１．２．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ　检测各组体外诱导分化后的小鼠脾脏

ＣＤ４＋Ｔｈ细胞的ＳＯＣＳ３、ＳＴＡＴ４、ＰＳＴＡＴ４、ＩＦＮγ、ＩＬ２蛋白表达。

１．３　统计学处理　ＳＯＣＳ３ｍＲＮＡ和蛋白表达实验均在不同

时间重复３次。采用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５．０软件或ＳＰＳＳ１９．０

软件对数据进行统计分析，计量数据以狓±狊表示，多组间比较

采用单因素方差分析，犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　小鼠脾脏ＣＤ４
＋Ｔｈ细胞的获取及鉴定　成功获取小鼠

脾脏ＣＤ４＋Ｔｈ细胞，细胞形态多为圆形，悬浮生长，随培养时

间延长，可聚拢呈团块状生长，流式细胞学检测证实为ＣＤ４＋

Ｔｈ细胞，且纯度大于９５％，适用于后续实验。

２．２　腺病毒载体转染小鼠脾脏ＣＤ４
＋Ｔｈ细胞的条件　转染后

不同时间点，荧光显微镜下分别观察各组不同 ＭＯＩ值转染效

果。其中 ＭＯＩ＝１６０转染细胞组，转染７２ｈ后，转染效果佳，荧

光显微镜下观察见９０％以上的小鼠脾脏ＣＤ４＋Ｔｈ细胞均表达

绿色荧光蛋白，转染效率高，满足后续实验要求。后续实验即按

照 ＭＯＩ为１６０感染小鼠脾脏ＣＤ４＋Ｔｈ细胞７２ｈ条件进行。

２．３　重组腺病毒感染小鼠脾脏ＣＤ４
＋Ｔｈ细胞效率　分别将

感染复数 ＭＯＩ为１６０的ＡｄＳｄＣＳ３及 ＡｄＧＦＰ感染小鼠脾脏

ＣＤ４＋Ｔｈ细胞，１０％ＦＢＳＲＰＭＩ１６４０培养液中继续培养７２ｈ。

荧光显微镜下观察发出绿色荧光信号的细胞数占细胞总数

９０％以上，说明小鼠ＳＯＣＳ３基因重组腺病毒载体感染效率高。

见图１、２。

图１　　光镜下小鼠ＣＤ４
＋Ｔｈ细胞（×２００）

图２　　荧光显微镜下小鼠ＣＤ４
＋Ｔｈ细胞转染效果图（×２００）

２．４　各组小鼠 ＣＤ４
＋ Ｔｈ细胞 ＳＯＣＳ３ｍＲＮＡ 表达　Ａｄ

ＳＯＣＳ３组ＳＯＣＳ３ｍＲＮＡ表达较 ＡｄＧＦＰ组及对照组明显上

调（犘＜０．０１），而 ＡｄＧＦＰ组与对照组比较无明显差异（犘＞

０．０５）。见图３。

２．５　ＳＯＣＳ３基因转染对小鼠脾脏ＣＤ４
＋Ｔｈ细胞各种炎症细

胞因子ｍＲＮＡ表达的影响　与对照组和 ＡｄＧＦＰ组相比较，

ＡｄＳＯＣＳ３组Ｔｂｅｔ、ＩＬ２、ＩＦＮγ、ＳＴＡＴ４、ＩＬ１２Ｒβ２基因表达

明显下调（犘＜０．０１），ＳＯＣＳ３、ＧＡＴＡ３、ＩＬ４、ＩＬ６、ＩＬ１０、

ＳＴＡＴ６基因表达明显上调（犘＜０．０１）。ＡｄＧＦＰ组与对照组

比较，差异均无统计学意义（犘＞０．０５）。见图４。

２．６　ＳＯＣＳ３基因转染对小鼠脾脏ＣＤ４
＋Ｔｈ细胞各种炎症细

胞因子蛋白表达的影响　ＡｄＳＯＣＳ３组与对照组比较，Ｔｂｅｔ、

ＩＬ２、ＩＦＮγ、ＳＴＡＴ４、ＩＬ１２Ｒβ２蛋白表达明显下调，ＳＯＣＳ３、

ＧＡＴＡ３、ＩＬ４、ＩＬ６、ＩＬ１０、ＳＴＡＴ６蛋白表达明显上调，差异

均有统计学意义（犘＜０．０１）。ＡｄＧＦＰ组与对照组比较，差异
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无统计学意义（犘＞０．０５）。见图５。

　　：犘＜０．０５，与对照组、ＡｄＧＦＰ组比较。

图３　　各组ＳＯＣＳ３ｍＲＮＡ表达

图４　　各组小鼠脾脏ＣＤ４
＋Ｔｈ细胞中炎症因子

ｍＲＮＡ相对表达量

　　１：ＡｄＳＯＣＳ３组；２：ＡｄＧＦＰ组；３：对照组。

图５　　各组小鼠脾脏ＣＤ４
＋Ｔｈ细胞中炎症因子蛋白表达

３　讨　　论

Ｔｈ细胞是机体中一类重要的免疫细胞，其正常功能表达

依赖它在免疫器官内或作用靶点的外周分化的正常进行。本

实验利用ＰＨＡ刺激诱导小鼠脾脏来源ＣＤ４＋Ｔｈ细胞分化，观

察重组小鼠ＳＯＣＳ３基因腺病毒载体转染对其分化和炎症细胞

因子表达的影响。结果发现小鼠脾脏来源ＣＤ４＋Ｔｈ细胞内

ＳＯＣＳ３基因过表达，可抑制其在促炎因素诱导下的Ｔｈ１型炎

症因子表达，与此同时，上调Ｔｈ２型炎症因子表达。

在抗原刺激、细胞因子等微环境的协同作用下，ＣＤ４＋Ｔｈ

细胞可分化成为不同的亚群以发挥特定的生理学作用［５］。

Ｔｈ１细胞主要分泌ＩＬ２、ＩＦＮγ和ＴＮＦβ等细胞因子，介导细

胞免疫应答，在对抗病原体、肿瘤中起重要作用［６］。自然杀伤

细胞表达的ＩＦＮγ和抗原呈递细胞（ＡＰＣｓ）表达的ＩＬ２７可激

活信号通路 ＳＴＡＴ１，ＡＰＣｓ表达的ＩＬ１２可激活信号通路

ＳＴＡＴ４，以上３种途径，可以分别启动Ｔｈ１细胞分化。其中前

两条途径，主要通过上调ＩＦＮγ表达，使Ｔｈ１细胞分化随细胞

数量增加而稳定保持。后一条途径，一方面通过上调ＩＦＮγ表

达，保持Ｔｈ１细胞分化数量，另一方面可以通过抑制ＩＬ４负向

调节Ｔｈ２细胞分化，维持Ｔｈ１细胞分化的方向
［７］。在本实验

中，利用ＰＨＡ刺激诱导小鼠脾脏来源ＣＤ４＋Ｔｈ细胞分化，结

果发现Ｔｂｅｔ、ＩＬ２和ＩＦＮγ表达增加，说明该条件下，ＣＤ４＋

Ｔｈ细胞向Ｔｈ１细胞分化。同时，ＳＴＡＴ４和ＩＬ１２Ｒβ２基因和

蛋白表达均增加，磷酸化上调，说明ＩＬ１２／ＳＴＡＴ４信号通路在

极化过程中被激活，并发挥信号转导作用。

ＳＯＣＳ蛋白是先天和获得性免疫反应系统中关键的生理

性调节物质［８］。ＳＯＣＳ家族成员广泛参与并调节了Ｔｈ细胞的

分化，以及干预炎症因子的产生和炎症反应的程度，从而在免

疫性疾病中发挥重要作用［９］。其中ＳＯＣＳ３的调节功能与Ｔｈ

细胞分化关系密切。在胸腺细胞发育的最早阶段，也就是其分

化成为不同Ｔ细胞受体表型的阶段，ＳＯＣＳ３即有表达
［１０］。而

此时在选择性敲除ＳＯＣＳ３基因动物模型中，会发现不同亚群

Ｔ细胞比例改变。而在这之后，Ｔ细胞发育的多个阶段中，

ＳＯＣＳ３都高水平表达，尤其在ＣＤ４＋、ＣＤ８＋Ｔｈ细胞中，有着相

对更高的表达量［１１］。本实验中，利用腺病毒载体转染小鼠脾

脏来源ＣＤ４＋Ｔｈ细胞，使ＳＯＣＳ３过表达，可下调ＳＴＡＴ４基因

和蛋白表达，抑制其磷酸化，从而抑制 Ｔｈ１分化中ＩＬ１２／

ＳＴＡＴ４信号通路活性，负向调节 Ｔｈ１细胞分化，继而降低

ＩＦＮγ、ＩＬ２等细胞因子表达水平。因为ＳＯＣＳ３不能直接调节

ＳＴＡＴ４信号通路，而ＳＴＡＴ４通路活性下调在实验中被观察

到，笔者认为ＳＯＣＳ３通过间接抑制ＳＴＡＴ４通路活性作用达到

这一效果。

Ｔｈ２细胞是另一种重要的 Ｔ细胞亚群。其主要表达ＩＬ

４、ＩＬ５、ＩＬ６、ＩＬ９、ＩＬ１０等细胞因子，主要在机体内参与体液

免疫的调节作用［１２］。Ｔｈ２细胞分化主要通过ＳＴＡＴ６通路调

控，而ＳＯＣＳ３基因不能直接作用该通路，因此，ＳＯＣＳ３基因不

能直接调控Ｔｈ２分化。但是在Ｔｈ细胞分化过程中，Ｔｈ１／Ｔｈ２

细胞亚群可以通过各自表达的细胞因子相互作用，产生竞争和

抑制的关系。Ｔｈ１细胞特异性表达的ＩＦＮγ、ＩＬ２可抑制Ｔｈ２

细胞的增殖和功能，而同样Ｔｈ２细胞表达的ＩＬ４和ＩＬ１０也

可以抑制Ｔｈ１细胞分化。外源性增加ＳＯＣＳ３基因表达，通过

作用于ＩＬ１２／ＳＴＡＴ４通路，减弱Ｔｈ１细胞分化作用，使ＩＦＮ

γ、Ｔｂｅｔ、ＩＬ２等细胞因子表达下调，从而间接性减弱了对Ｔｈ２

分化的抑制作用。一定程度上促进了Ｔｈ２细胞分化。本实验

中，Ｔｈ２细胞亚群活化通路ＳＴＡＴ６及特异性细胞因子 ＧＡ

ＴＡ３、ＩＬ４、ＩＬ６、ＩＬ１０表达上调，证实了这一结论。而 Ｔｈ２

细胞分化增强，ＩＬ４、ＩＬ１０细胞因子表达上调，又可以进一步抑

制Ｔｈ１细胞分化。最终达到调节Ｔｈ１／Ｔｈ２亚群比例的效果。

在本研究中，外源性增加ＳＯＣＳ３基因表达，（下转第５０５５页）
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导致的ＩＦＮγ、ＩＬ２下调和ＩＬ４、ＩＬ１０上调，均对抑制炎症反

应和ＣＡＶ进程起到了关键作用，对术后排斥反应起到了保护

作用。

本实验证明腺病毒载体介导的供体ＳＯＣＳ３基因转染能够

通过调控Ｔｈ１／Ｔｈ２细胞分化，抑制其促炎功能。在该研究方

向上继续深入挖掘，可能会获得更多信息。进一步明确

ＳＯＣＳ３对移植物血管病的影响和机制，可能会在慢性排斥反

应的治疗方面取得新的突破口。
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