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5-氮杂胞苷对 T淋巴细胞 Jurkat miR-126

及 IFN-酌、GATA3、ROR-酌、Foxp3表达的影响 *
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摘要目的：探究甲基化酶抑制剂 5-氮杂胞苷（5-azacytidin, 5-aza）对 T淋巴细胞（Jurkat）miR-126、Th1/Th2、Th17/Treg细胞亚群及

因子 IFN-酌、GATA3、ROR-酌和 Foxp3的调控作用。方法：采用不同浓度 5-aza干预 T淋巴细胞，24 h、48 h后检测其对细胞增殖抑

制作用；实时荧光定量 PCR、Western Blot检测 5-aza干预后 miR-126表达水平以及 IFN-酌、GATA3、ROR-酌和 Foxp3的 mRNA及

蛋白表达水平；流式细胞术检测 5-aza干预后 Th1/Th2、Th17/Treg细胞亚群分化比例。结果：甲基化酶抑制剂干预 T淋巴细胞后，

细胞抑制率随 5-aza浓度增大及作用时间延长呈递增趋势（P<0.01）；细胞抑制率在 24 h、48 h，低、中、高浓度下分别为（14.73依
0.93）%、（32.67依8.40）%、（60.87依5.78）%以及 (18.98依0.73)%、（39.80依8.42）%、（64.11依6.04）%；抑制率在 24 h与 48 h之间无差异

（P>0.05）。甲基化酶抑制剂干预后 miR-126表达降低（P<0.01）；IFN-酌蛋白表达降低（P<0.05）、Th1细胞亚群数目降低（P<0.01）；
GATA3 mRNA和蛋白表达升高（P<0.05）、Th2细胞亚群数目增加（P<0.01）；ROR-酌蛋白表达降低（P>0.05）、Th17细胞亚群数目
降低（P<0.05）；Foxp3 mRNA和蛋白表达升高（P>0.05）、Treg细胞亚群数目增加（P<0.05）。结论：甲基化酶抑制剂可以下调 Jurkat

细胞 miR-126基因表达；下调 Th1、Th17细胞亚群分化，上调 Th2、Treg细胞亚群分化；调控细胞因子 IFN-酌、GATA3、ROR-酌和
Foxp3的表达。
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Effects of 5-azacytidine on Expression of Jurkat miR-126 and IFN-酌,
GATA3, ROR-酌 and Foxp3 in T Lymphocytes*

To investigate the regulatory effects of methylase inhibitor 5-azacytidin (5-aza) on miR-126, Th1/Th2,

Th17/Treg cell subsets and cytokines IFN-酌, GATA3, ROR-酌 and Foxp3 in T lymphocytes (Jurkat). T lymphocytes were

treated with different concentrations of 5-aza. The inhibitory effects of 5-aza on T lymphocytes proliferation were measured at 24 h and

48 h after treatment. Real-time quantitative PCR and Western Blot were used to detect the expression level of miR-126 and the mRNA

and protein expression levels of IFN-酌, GATA3, ROR-酌 and Foxp3 after 5-aza intervention; Flow cytometry was used to detect the

differentiation ratio of Th1/Th2 and Th17/Treg cell subsets after 5-aza treatment. The cytostatic rate increased with increasing

5-aza concentration and duration of action after methylation enzyme inhibitor intervention on T lymphocytes (P<0.01). The cell inhibitory
rates were (14.73依0.93)%, (32.67依8.40)%, (60.87依5.78)% and (18.98依0.73)%, (39.80依8.42)%, (64.11依6.04)% at 24 h, 48 h, low,

medium and high concentrations, respectively. There was no difference in inhibition between 24 h and 48 h (P>0.05). The expression of
miR-126 decreased after methylase inhibitor intervention (P<0.01); The expression of IFN-酌 protein decreased (P<0.05), the number of
Th1 cell subsets decreased (P<0.01); GATA3 mRNA and protein expression increased (P<0.05), the number of Th2 cell subsets

increased (P<0.01); The expression of ROR-酌 protein was decreased (P>0.05), the number of Th17 cell subsets decreased (P<0.05);
Foxp3 mRNA and protein expression increased (P>0.05), the number of Treg cell subsets increased (P<0.05). Methylase

inhibitors could down-regulate miR-126 gene expression in Jurkat cells. The down-regulation of subpopulation differentiation of Th1 and

Th17 cells, up-regulation of subpopulation differentiation of Th2 and Treg cells, and expression of cytokines IFN-酌, GATA3, ROR-酌 and
Foxp3 were regulated by methylase inhibitors.
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Primer Sequence（5' to 3'）

GAPDH FORWARD GACCTGACCTGCCGCCTA

GAPDH REVERSE AGGAGTGGGTGTCGCGCTGT

FOXP3 FORWARD GCACGGCAGTTCCTCCAGATG

FOXP3 REVERSE GACATGGCAAGAGGCAGCAGAG

GATA-3 FORWARD CACCACCTACCCGCCCTACG

GATA-3 REVERSE GTTCACACACTCCCTGCCTTCTG

IFN-酌 FORWARD ATCCAAGTGATGGCTGAACTGTCG

IFN-酌 REVERSE GGCAGGACAACCATTACTGGGATG

ROR-酌 FORWARD GCTAGGTGCAGAGCTTCAGG

ROR-酌 REVERSE TGTTCTCATGACTGAGCCTTGG

表 1引物序列信息表

Table 1 Detailed Information about Primer Sequence

Allergic rhinitis; T lymphocytes; DNA methylation; 5-aza; miR-126; Th cell

前言

变应性鼻炎( allergic rhinitis，AR)是免疫球蛋白(IgE)介导、

鼻黏膜嗜酸性粒细胞(EOS)浸润和 Th2细胞因子分泌增加的变

应性炎症性疾病，症状以鼻痒、鼻塞、流涕、打喷嚏为主要表现。

发病机制复杂，CD4+T淋巴细胞 Th1/Th2、Th17/Treg细胞分化

失衡是 AR发生发展的基础。MicroRNA (miRNA)是非编码单

链 RNA小分子，参与信号转导、细胞增殖、分化以及凋亡等过

程[1]，是基因表达的基本调控机制之一。miR-126参与炎症、自

身免疫和器官衰竭等调控过程 [2-4]，是 miRNAs家族中重要一

员。过敏性呼吸系统疾病中 miR-126表达异常，抑制 miR-126

表达可减轻嗜酸性粒细胞在气道内的聚集[5]，在 AR发生发展

过程中发挥重要作用[6]。

5-氮杂胞苷（5-azacytidin, 5-aza）是一种环状核苷类似物

的 DNA甲基化酶抑制剂，可与高增殖细胞 DNA或 RNA结合

并消耗 DNMT1，诱导甲基化发生改变[7]，从而参与信号转导、

调控细胞周期以及调控癌细胞的发生发展[8]。有研究发现 5-aza

通过调节 Th细胞表达来调控炎症反应，缓解 AR大鼠过敏性

症状[9]；同时 5-aza作为甲基化酶抑制剂可以通过调节甲基化

来调节 miRNA的表达[10]。本课题组通过筛选 AR患者 miRNA

差异基因，发现 miR-126的表达差异明显，故本实验以 T淋巴

细胞 Jurkat为研究对象，初步探究 5-aza对 miR-126表达水平、

Th1/Th2、Th17/Treg细胞亚群及因子 IFN-酌、GATA3、ROR-酌和
Foxp3表达水平的影响。

1 材料与方法

1.1 实验材料、试剂

Jurkat细胞株（人外周血白血病 T细胞）购自中科院细胞

库；胎牛血清购自 BI公司；RPMI-164培养基购于 Hyclone公

司。5-aza（A2385）购自美国 Sigma 公司；逆转录试剂盒 miS-

cript Ⅱ RT Kit（218161）、荧光定量试剂盒 miScript SYBR

Green PCR kit （1046470）、miScript miRNA-126 Primer Assay

（MS00003430）、Hs-RNU6 miScript primer assay（MS00033740）

购于 QIAGEN 公司；CCK-8 细胞毒性检测试剂盒、IFN-酌
（BM4939）、GATA3（PB0195）一抗购于武汉博士德公司，均以

1:500稀释; ROR-酌（DF3196）、Foxp3（AF6544）一抗购于 Affinity

公司，均以 1:500稀释；GAPDH抗体（ab8245，1:10000稀释）购

于 abcam公司；辣根酶标记山羊抗兔 IgG（ZB-2301，1：50000稀

释）购于中杉金桥公司；实验所需引物序列见表 1。

1.2 实验仪器与设备

酶标仪（Thermo,美国），蛋白免疫印迹电泳设备（Bio-Rad,

美国），凝胶成像系统（全氏金，中国），倒置显微镜（Leica，美

国），实时荧光定量 PCR仪器（Applied Biosystems,美国），流式

细胞仪（贝克曼，美国）。

1.3 Jurkat细胞增殖及毒性检测

正常培养 Jurkat细胞，待细胞融合度达到 80%~90%时进

行细胞计数，按照每孔 5伊104个细胞 /100 滋L完全培养基接种
于 96孔板中；当细胞生长至对数期时，进行 5-aza干预。实验分

组为空白组（有培养基无细胞）、对照组（有培养基有细胞）以及

实验组（药物干预组）；实验组 5-aza给药浓度分别为 0.1、0.25、

1、5、10、25、50、100 mol/mL，每组设五个复孔。分别细胞培养

24h及 48h，取 10 滋L CCK-8溶液分别加入空白组、对照组和实
验组，37℃避光孵育 1 h，酶标仪测定 450 nm波长处的吸光度，

计算细胞抑制率。

1.4 实时荧光定量 PCR（RT-PCR）检测 mRNA表达

Jurkat细胞提前一天接种于六孔板中，每孔 5伊105个细胞；
当细胞生长至对数期时，按照实验分组进行甲基化酶抑制剂干
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图 1不同浓度 5-aza干预 Jurkat细胞活力的影响

Fig. 1 Effects of 5-aza at different concentrations on the viability of Jurkat cells

注：图 A，不同浓度 5-aza干预 Jurkat细胞 24 h的影响；图 B，不同浓度 5-aza干预 Jurkat细胞 48 h的影响；图 C，不同浓度 5-aza干预 Jurkat细胞

24 h与 48 h影响的比较。实验重复三次，统计结果用 x依s 表示；*P<0.05VS.对照组，**P<0.01 VS.对照组。
Note: Fig. A The effects of 5-aza at different concentrations on Jurkat cells for 24 h; Fig. B Effects of 5-aza at different concentrations on Jurkat cells for

48 h; Fig. C Comparison of the effects of 5-aza at different concentrations on Jurkat cells for 24 h and 48 h. The experiment was repeated three times, and

the statistical results were expressed as x依s. *P<0.05 vs. control group, **P<0.01 vs. control group.

Designation Clone Code Article Number

FITC Mouse Anti-Human CD4 RPA-T4 555346

BD PharmingentTM PE-CyTM5 Mouse Anti-Human

CD183(CXCR3)
1C6/CXCR3 551128

PE Mouse Anti-Human CD196 (CCR6) 11A9 559562

PE Mouse Anti-Human CD127 HIL-7R-M21 557938

BB515 Mouse Anti-Human CD25 2A3 564467

PE-CyTM7 Mouse Anti-Human CD4 SK3 557852

表 2流式抗体试剂及型号信息

Table 2 Flow Antibody Reagents and Model Information

预。干预 24h后，TRIzol裂解液提取各组 RNA，Nanodrop 2000

测定 RNA浓度。按照逆转录试剂盒说明书操作，MyCyclerTM

Thermal Cycler中进行逆转录反应，反应条件为：37℃，15 min；

85℃，5s；4℃，∞ 。将所得逆转录产物进行 cDNA扩增，反应体

系为 2伊Master Mix 10 滋L、10伊 PCR Universal Primer 2 滋L、10伊
PCR Primer Assay 2 滋L、cDNA模板 2 滋L、灭菌水补充至 20 滋L。
扩增反应采用两步法 PCR扩增标准程序：95℃ 15 min、94℃

15s，55℃ 30s，70℃ 34s；循环数：40。扩增结果根据 2-△ △ Ct法计

算各 mRNA相对表达量。

1.5 Western Blot检测蛋白表达水平

Jurkat细胞提前一天接种于六孔板中，每孔 5伊105个细
胞；当细胞生长至对数期时，按照实验分组进行甲基化酶抑制

剂干预。干预 24 h后，RIPA细胞裂解液裂解各组细胞，提取

总蛋白，BCA法测定蛋白浓度。预设蛋白变性后浓度为 20滋g/L，
蛋白样本与 loading buffer 以 1:4 体积混合，ddH2O 补充体积

至 20 滋L，100℃变性 10分钟。样品通过 SDS-PAGE电泳及转

膜过程转将目标蛋白移至 PVDF膜上，5%脱脂奶粉室温摇床

封闭 1 h，TBST洗膜，每次 5分钟；按照 marker分子量裁剪目

标蛋白，4℃水平摇床孵育一抗过夜。一抗回收，TBST洗膜，

每次 10分钟，洗三次；二抗室温摇床封闭 1h；二抗回收，TBST

洗膜，每次 10分钟，洗三次。显影曝光，使用 Image J 软件进

行灰度定量分析。

1.6 流式细胞仪器检测 Th1/Th2和 Th17/Treg细胞比例

Jurkat细胞提前一天接种于六孔板中，每孔 5伊105个细胞；
当细胞生长至对数期时，按照实验分组进行甲基化酶抑制剂干

预，干预 24h后收集细胞悬液。每个样本管分别加入 100 滋L细
胞悬液，向样本管加入相应体积：Th1/Th2/Th17：CD4，CD183，

CD196；Treg：CD4，CD127，CD25 流式抗体，室温避光孵育

15-30分钟。 PBS洗涤细胞，离心后弃上清，加入 500 滋L PBS

洗液上机检测。流式抗体试剂克隆号、染色通道、货号见表 2。

1.7 统计学分析

采用 SPSS25.0和 GraphPad Prism 9.0进行数据分析，统计

结果采用均数依标准差（x依s）表示。两组间比较采用非配对独立
样本 t检验，多组间比较采用单因素方差分析。实验均重复三

次，检验水准 琢=0.05。

2 结果

2.1 CCK-8检测 5-aza对 Jurkat细胞活力的影响

CCK-8结果显示，甲基化酶抑制剂干预 T淋巴细胞 24 h

和 48 h后，细胞抑制率随 5-aza浓度增大及作用时间延长呈递

增趋势（P<0.01，图 1-A~B）；细胞抑制率在 24 h、48 h，低、中、高

浓度下分别为（14.73依0.93）%、（32.67依8.40）%、（60.87依5.78）%
以及 (18.98依0.73)%、（39.80依8.42）%、（64.11依6.04）%（表 2）；

24 h抑制率与 48 h抑制率之间无差异（P>0.05，图 1-C）。
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图 2低、中、高浓度 5-aza干预 Jurkat细胞活力的影响（400倍）

Fig. 2 Effects of low, medium and high concentrations of 5-aza on Jurkat cell viability

注：A，正常组 Jurkat细胞状态；B，低浓度 5-aza作用 Jurkat细胞的状态影响；

C，中浓度 5-aza作用 Jurkat细胞的状态影响；D，高浓度 5-aza作用 Jurkat细胞的状态影响。

Note: A, Jurkat cell status in normal group; B, Effect of low concentration of 5-aza on the state of Jurkat cells;

C, Effect of 5-aza at medium concentration on the state of Jurkat cells; D, Effect of high concentration of 5-aza on state of Jurkat cells.

Drug concentration（滋mol/mL） 0.1 0.25 1 5 10 25 50 100

24h inhibition rate（%） 6.13 14.72** 32.70** 60.89** 82.35** 91.82** 94.02** 95.70**

48h inhibition rate（%） 12.03 18.98** 39.80** 64.11** 87.36** 94.93** 97.16** 97.60**

表 3不同浓度的 5-aza作用于 Jurkat细胞抑制率（%）

Table 3 Jurkat cell inhibition rate of 5-aza with different concentrations (%)

Note: *P<0.05 vs. control group, **P<0.01 vs. control group, the difference was statistically significant.

2.2 低、中、高浓度 5-aza对 Jurkat细胞形态的影响

选取低、中、高三个浓度的 5-aza干预六孔板中 Jurkat细胞

24 h，其细胞形态在 40倍镜下的观察如图 2。从图中可以观察

到，正常组 Jurkat细胞成晶莹剔透圆形，部分聚集成团状；5-aza

作用后，细胞部分回缩；随着 5-aza浓度增大，部分细胞回缩增

强甚至裂解。

2.3 5-aza干预 Jurkat细胞对 miR-126表达的影响

通过 RT-qPCR 检测不同浓度 5-aza 干预 Jurkat 细胞后

miR-126 的表达情况（表 4）。如图 3-A 所示，5-aza 干预后

miR-126表达水平升高（P<0.05），随着浓度升高表达降低，且在
高浓度作用下表达水平与对照组相比明显降低（P<0.01）。
2.4 5-aza 干预 Jurkat 细胞对 IFN-酌、GATA3、ROR-酌、Foxp3
mRNA表达的影响

通过 RT-qPCR检测低、中、高浓度 5-aza干预 Jurkat细胞

后 Th1、Th2、Th17 和 Treg 细胞因子 IFN-酌、GATA3、ROR-酌、
Foxp3 mRNA的表达情况（表 5）。如图 3-B~E所示，5-aza干预T

淋巴细胞后，在低浓度下，IFN-酌、GATA3、ROR-酌、Foxp3 mRNA
的表达增加（P>0.05）；随着 5-aza浓度的升高，IFN-酌、GATA3、
ROR-酌、Foxp3m RNA的表达随之增加（P<0.05）。

2.5 5-aza 干预 Jurkat 细胞对 IFN-酌、GATA3、ROR-酌、Foxp3 蛋
白表达的影响

通过Western Blot检测低、中、高 5-aza干预 Jurkat细胞后

Th1、Th2、Th17 和 Treg 细 胞 因 子 IFN-酌、GATA3、ROR-酌、
Foxp3蛋白的表达情况(表 6)。如图 4A~E所示，IFN-酌蛋白在
5-aza 作用下表达降低，随着 5-aza 浓度升高蛋白表达升高

（P<0.05）；GATA3 蛋白在高浓度 5-aza 作用下表达升高（P<0.
05）；ROR-酌蛋白在 5-aza作用下表达升高（P<0.05），随着 5-aza

浓度升高蛋白表达降低；Foxp3蛋白在 5-aza作用下表达降低

（P<0.05），随着 5-aza浓度升高蛋白表达升高。

2.6 5-aza干预 Jurkat细胞对 Th1/Th2和 Th17/Treg细胞比例的

影响

通过流式细胞术检测 Th1/Th2 和 Th17/Treg 的细胞比例
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图 3-B~E 5-aza干预 Jurkat细胞对 IFN-酌、GATA3、ROR-酌、Foxp3表达的影响
Fig. 3 B~E Effects of 5-aza on the expression of IFN-酌, GATA3, ROR-酌 and Foxp3 in Jurkat cells

注：IFN-酌、GATA3、ROR-酌和 Foxp3 mRNA的相对表达量，GAPDH作为内参，实验重复三次，统计结果用 x依s 表示；
*P<0.05VS.对照组，**P<0.01 VS.对照组。

Note: IFN-酌, GATA3, ROR-酌 and Foxp3 mRNA, relative expression of GAPDH as internal, experiment repeated three times,

the statistical results with x依s ; *P <0.05 vs. control group, **P <0.01 vs. control group.

图 3-A 5-aza干预 Jurkat细胞对miR-126表达的影响

Fig. 3-A Effects of 5-Aza intervention on miR-126 expression

in Jurkat cells

注：miR-126相对表达量。U6作为内参，实验重复三次，统计结果用

x依s表示；*P<0.05 VS.对照组，**P<0.01 VS.对照组。
Note: Relative expression level of miR-126. U6 was used as the internal

reference. The experiment was repeated three times, and the statistical

results were expressed as x依s. *P<0.05 vs. control group, **P<0.01 vs.
control group.

（表 7）。如图 5A~D所示，甲基化酶抑制剂干预后，Th1细胞亚

群比例相对于正常组表达下降（P<0.01）；Th2细胞亚群在 5-aza

干预后比例升高（P<0.01）；Th17细胞亚群相对于正常组比例
降低（P<0.05）；Treg细胞亚群在 5-aza干预后比例升高，在高浓

度时差异有统计学意义（P<0.05）。

3 讨论

AR是世界上常见的变应性疾病，全球患病率逐年上升[11]，

影响全球至少 10%～40%成年人和 2%～25%儿童[12]，极大影响

人们生活质量并且消耗社会医疗资源[13]。在 AR反应中起核心

作用的是 CD4+T淋巴细胞，通过活化鼻粘膜中浸润的炎性细

胞，激发炎性介质的释放，使患者出现变应性症状。根据 Th0分

泌的细胞因子不同可分为 Th1、Th2、Th17以及调节性 T细胞

（Treg）四个亚群。Th1参与细胞免疫，IFN-酌作为特异性细胞因
子可以调节嗜酸性粒细胞的分化和募集作用，抑制 Th2类细胞

因子产生；本实验中 5-aza干预 T淋巴细胞后 Th1细胞亚群比

例降低，IFN-酌蛋白表达降低，提示甲基化酶抑制剂通过下调Th1

参与细胞免疫。Th2参与体液免疫，特异性转录因子 GATA-3

可诱导 Th2细胞因子 IL-4的产生，促进 Th2再生；本实验中5-aza

作用于 T淋巴细胞后 Th2细胞亚群增加，GATA3 mRNA和蛋

白表达增加，提示甲基化酶抑制剂通过上调 Th2细胞及因子

GATA3参与细胞免疫。ROR-酌是 Th17细胞特异性转录因子，

能够促进炎症因子 IL-17细胞因子表达，从而诱发变应性炎

症 [14]；本实验中 Th17细胞亚群比例在 5-aza干预后呈下降趋

势，ROR-酌的蛋白表达也呈下降趋势，提示甲基化酶抑制剂可
通过下调 Th17细胞表达减少炎症因子的表达。Treg细胞可抑

制 Th0 细胞向 Th2 分化，下调气道变态性炎症反应 [15]，

Foxp3是其特异性转录因子，可上调 Th1细胞因子，在 Treg细

胞中高表达[16]；本实验中 Foxp3 mRNA和蛋白表达在 5-aza干

预后呈上升趋势，Treg细胞亚群比例也在甲基化酶抑制剂作用

下呈上升趋势，提示甲基化酶抑制剂上调 Treg 细胞及因子

Foxp3表达。 AR发病的关键在于 Th2>Th1、Th17>Treg反应，

因此，增加 Th1、Treg，减少 Th2、Th17细胞因子表达可能成为

未来治疗 AR的有效靶点。

Note: *P<0.05 vs. control group, **P<0.01 vs. control group, the difference was statistically significant.

表 4不同浓度 5-aza干预 Jurkat细胞后 miR-126表达水平（x依s）
Table 4 miR-126 expression levels in Jurkat cells after 5-aza intervention with different concentrations (x依s)

Groups Normal group 5-aza CONC.(low) 5-aza CONC.(medium) 5-aza CONC.(high)

miR-126 1.0415依0.36948 1.3935依0.15334* 0.884依0.11654 0.4176依0.1908**
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表 5不同浓度 5-aza干预 Jurkat细胞 mRNA表达水平（x依s）
Table 5 mRNA expression levels of Jurkat cells treated with 5-aza at different concentrations (x依s)

Note: *P<0.05 vs. control group, ** P<0.01 vs. control group, the difference was statistically significant.

图 4A~E 5-aza干预 Jurkat细胞对 IFN-酌、GATA3、ROR-酌、Foxp3蛋白表达的影响
Fig. 4A~E Effects of 5-aza Interventions on Expression of IFN-酌, GATA3, ROR-酌 and Foxp3 in Jurkat Cells

注：IFN-酌、GATA3、ROR-酌、Foxp3蛋白相对表达量，内参是 GAPDH，实验重复三次，统计结果用 x依s 表示；
*P<0.05VS.对照组，**P<0.01 VS.对照组。

Note: The relative expression levels of IF N-酌, GATA3, ROR-酌 and Foxp3 proteins, with GAPDH as the internal reference, were repeated for three times,

and the statistical results were expressed as x依s. *P<0.05 vs. control group, **P<0.01 vs. control group.

Groups Normal group 5-aza CONC.(low) 5-aza CONC.(medium) 5-aza CONC.(high)

IFN-酌 1.09依0.16 0.45依0.04** 0.49依0.07** 0.89依0.09*

GATA3 0.56依0.17 0.80依0.17* 0.72依0.06 0.92依0.09*

ROR-酌 0.60依0.17 0.88依0.13* 0.67依0.10 0.38依0.16

Foxp3 0.84依0.12 0.52依0.10* 0.68依0.03 0.82依0.13

表 6不同浓度 5-aza干预 Jurkat细胞蛋白表达水平（x依s）
Table 6 Intervention of 5-aza with Different Concentrations on Protein Expression in Jurkat Cells (x依s)

Note: *P<0.05 vs. control group, **P<0.01 vs. control group, the difference was statistically significant.

Groups Normal group 5-aza CONC.(low) 5-aza CONC.(medium) 5-aza CONC.(high)

IFN-酌 1.00依0.11 1.54依0.31 7.43依0.18** 13.50依2.47**

GATA3 1.00依0.06 1.41依0.10** 2.48依0.11** 3.89依0.16**

ROR-酌 1.00依0.06 2.26依0.08* 3.74依0.66** 6.45依0.697**

Foxp3 1.01依0.15 1.45依0.02 2.32依0.34** 2.73依0.31**
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miRNA调控和 DNA甲基化是表观遗传学重要的调控机

制。 miRNA是一类 20-25个核苷酸长的非编码 RNA小分子，

通过与 RNA诱导沉默复合体(RISC)结合，调节靶 mRNA3'-UTR

辨别位点，降解或抑制其靶 mRNA翻译[17]，在整个进化过程中

图 5A~D 5-aza干预 Jurkat细胞对 Th1/Th2和 Th17/Treg细胞比例的影响的影响

Fig. 5A~D Effects of 5-aza Intervention on Th1/Th2 and Th17/Treg Cell Ratios in Jurkat Cells

Groups Normal group 5-aza CONC.(low) 5-aza CONC.(medium) 5-aza CONC.(high)

Th1 1.77依0.52 0.35依0.04** 0.15依0.04** 0.08依0.17**

Th2 92.35依4.14 96.40依1.72 99.03依0.29** 99.48依0.19**

Th17 4.20依3.19 2.58依1.51 0.83依0.25* 0.35依0.16*

Treg 1.26依0.70 3.47依1.68 6.15依1.61 8.49依5.62*

表 7不同浓度 5-aza干预 Jurkat细胞 Th1/Th2和 Th17/Treg细胞比例（x依s，%）
Table 7 Intervention Ratios of Th1/Th2 and Th17/Treg cells in Jurkat cells with different concentrations of 5-aza (x依s, %)

Note: *P<0.05 vs. control group, **P<0.01 vs. control group, the difference was statistically significant.
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高度保守[14, 18]。研究表明，miRNA是 CD4+ T细胞分化的重要

调节因子，其缺失影响了 CD4+单阳性细胞的发育[19]。miR-126

不仅参与 CD4+T淋巴细胞发育和功能的调控 [20]，也可以通过

PI3K/Akt 通路调控 CD4+ Treg 细胞因子 Foxp3 的诱导和功

能[21]；miR-126在呼吸道感染小鼠肺组织中表达升高[22]；miR-126

可间接增加 T 细胞中 GATA-3 表达，促进 Th2 反应 [23]，在

哮喘患者的血清外泌体和哮喘小鼠的肺组织中均有高表达[24]；

miR-126表达下调可通过负调控 GATA-3表达减弱 Th2反应，

抑制 Th2细胞释放炎性介质，改善气道炎症反应和降低气道高

反应性[25, 26]。本实验中 5-aza作用于 Jurkat细胞后，miR-126表

达降低，相反 GATA3表达升高，miR-126与 GATA3表现出负

调控关系，与此前研究一致。同时，miRNA与 DNA甲基化调控

存在相互作用[27]。miRNA表达水平与 DNA甲基化功能密切相

关；DNA甲基化机制也受到 miRNAs[28]的翻译后调节。肿瘤患

者中 miR-126甲基化增加导致其表达下降,DNMT1可以下调

肿瘤细胞中 miR-126的表达[29]；CD4+T细胞中 miR-126通过靶

向 DNA甲基转移酶 1 (DNMT1)调控 DNA甲基化[30]。本实验

中 5-aza干预 T淋巴细胞后 miR-126表达下调，提示甲基化酶

抑制剂可以调控 miR-126的表达。因此，miRNA与 DNA甲基

化存在相互调控作用，与此前研究一致。

DNA甲基化是通过 DNA甲基转移酶（DNMTs）的催化，

将甲基基团从 S-腺苷氨酸转移到胞嘧啶残基的第五个碳上，

形成 5-甲基胞嘧啶，在不改变 DNA序列的前提下调控基因表

达，产生可遗传性改变[31]。已有研究表明 DNA甲基化通过调控

CD4+T淋巴细胞亚群因子表达，参与类风湿炎早期炎症的发生

发展[32]。此外，Nestor对 CD4+T淋巴细胞全基因组进行甲基化

分析，发现 DNA甲基化之间存在差异[33]；Yang对美国非裔儿

童健康对照组和哮喘组进行甲基化表达分析，结果显示 186个

基因 DNA甲基化产生显著差异 [34]；Erlean对比哮喘和健康患

者鼻上皮细胞的 DNA甲基化表达，发现甲基化存在差异[35]。

AR存在基因组甲基化状态的改变，高甲基化使得基因转录沉

默，低甲基化促进转录发生。本实验中不同浓度甲基化酶抑制

剂干预 T淋巴细胞后，CD4+细胞因子的 mRNA和蛋白水平以

及 Th细胞亚群的数目表达发生改变，但 IFN-酌和 ROR-酌 mR-
NA和其蛋白表达相反，可能是转录修饰水平上发生了改变。

因此，5-aza 作为甲基化酶抑制剂可以调控 IFN-酌、GATA3、
ROR-酌和 Foxp3的表达。

综上，甲基化酶抑制剂干预 T淋巴细胞后，miR-126表达

降低；Th2和 Treg细胞亚群比例增多、Th1 和 Th17 细胞亚群

比例减少；其细胞因子 IFN-酌、GATA3、ROR-酌、Foxp3 的表达
受到甲基化酶抑制剂影响。因此，表观遗传下的 miRNA以及

DNA甲基化可以作为 AR和气道敏感反应的有效切入点，有

待今后进一步探索。但对于甲基化酶抑制剂的安全浓度以及

miR-126和 Th1/Th2、Th17/Treg细胞亚群因子的调控关系还未

阐明，需要进一步研究。
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·重要信息·
《现代生物医学进展》2022年封面设计说明

新型冠状病毒肺炎（Corona Virus Disease 2019，COVID-19），简称“新冠肺炎”，是由指 2019新型冠状病毒

感染导致的肺炎。自 2019年 12月以来，湖北省武汉市部分医院陆续发现了多例有华南海鲜市场暴露史的不

明原因肺炎病例，证实为 2019新型冠状病毒感染引起的急性呼吸道传染病。截至 2021年 12月 27日 24时，

据 31个省（自治区、直辖市）和新疆生产建设兵团报告，我国现有确诊病例 2275例（其中重症病例 12例），累

计治愈出院病例 94575例，累计死亡病例 4636例，累计报告确诊病例 101486例，现有疑似病例 3例。目前，防

治该疾病的手段主要有隔离、接种疫苗和环境消毒，对于患者，目前还有注射新冠单克隆中和抗体这一新措

施，《现代生物医学进展》高度关注新冠肺炎防治，继去年以重拳抗击新冠作为封面之后，今年以注射治疗新冠

肺炎为寓意，设计了该封面，期盼广大医务、科研工作者能够早日战胜新冠肺炎。
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