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CpG基元在细菌 DNA诱导小白鼠 THP-1释放细胞因子中的作用
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　　提　要:目的　探讨 CpG 基元在细菌 DNA 诱导的细胞因子释放中的作用。方法　实验前 1 h 经腹腔注射 600 mg/kg

D-氨基半乳糖(D-Galactoamine , D-GalN)敏化小鼠 ,采用纯化的大肠杆菌 DNA(Escherichia coli DNA , EC DNA)、小牛胸腺 DNA

(Calf thymus DNA , CT DNA)、含有 CpG基元的硫代寡核苷酸(CpG-oligodeoxynucleotides , CpG ODN)和 C 与 G序列颠倒的硫代

寡核苷酸(Non-CpG ODN)静脉给予小鼠 , DNA 的注射剂量为 30 mg/kg , ODN 的剂量为 10 nmol/只 , 观察 EC DNA、DNA、CpG

ODN与 CT DNA、NON-CpG ODN导致小鼠死亡情况的差异。体外培养THP-1细胞系 , 在 THP-1细胞培养体系中加入上述制

剂后 , 测定细胞因子 TNF-α、IL-6 、 IL-1β 的释放情况 , 观察上述制剂诱导细胞因子释放能力的不同。 结果　EC DNA、CpG

ODN 可诱导小鼠的死亡以及细胞因子的大量释放 , 而CT DNA、NON-CpG ODN则无此能力。结论　含有CpG基元的寡核苷

酸具有诱导巨噬细胞大量释放细胞因子的作用 , CpG基元在细菌 DNA诱导的细胞因子释放中具有重要的作用 , 可能是细

菌 DNA 作用的结构基础。
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Roles of CpG motifs in the release of cytokines induced by bacterial DNA in rats
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400038 , China)

　　Abstract:Objective　To investigate the roles of CpG motifs in the release of cytokines induced by bacterial

DNA.Methods　Mice were sensitized with injection of D-GalN(600 mg/kg)into the abdominal cavity 1 h before

experiment.Mortality was observed after purified Escherichia coli DNA(EC DNA), calf thymus DNA(CT DNA),

phosphorothioate backbone CpG-oligodeoxy nucleotides(CpG ODN)and CG sequence inverted oligodeoxy nucleotides

(non-CpG ODN)were injected venously into mice.The injection dosage of DNA given was 30 mg/kg but ODN was

10 nmol/mouse.THP-1 cell lines were cultured in vitro.After the above reagents were added into the culture , TNF-

α, IL-6 , IL-1β levels were detected to observe the different abilities of these reagents to induce the release of cy-

tokines.Results　EC DNA and CpG ODN could induce the death of mice and the large amount of release of cy-

tokines , but CT DNA and Non-CpG ODN could not.Conclusion　CpG ODN has the ability to induce macrophage to

release cytokines largely.CpG motifs , which may play an important role in the release of cytokines induced by bacte-

rial DNA , may probably be the structural basis of bacterial DNA.
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　　近年来临床感染患者因细菌引起的全身性炎症反

应综 合征 (Systemic inflammatory response syndrome ,

SIRS)以及脓毒血症的病死率呈上升趋势 ,已成为当前

治疗的重点和难点之一。因此多层次 、多侧面地研究

引起 SIRS发生的致病因子和可能的致病机制及其分
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子机制 ,对寻找有效的治疗措施 、提高病人的生存率具

有重要意义。

　　我们实验室的前期研究显示双链细菌 DNA可导

致小鼠死亡[ 1] , 并引起大鼠血清 TNF-α、IL-6 的升

高[ 2] ,提示细菌 DNA可能参与细菌所致的炎症反应。

由于含有未甲基化 CpG基元 (CpG motifs)的寡核苷酸

片段(CpG-oligodeoxynucleotide , CpG ODN)是细菌 DNA

的最小作用单位[ 3] ,因此本研究采用纯化的大肠杆菌

株DNA(Escherichia coli DNA ,EC DNA)、小牛胸腺 DNA

(Calf thymus DNA ,CT DNA)、含有 CpG基元的寡核苷酸
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(CpG-oligodeoxy nucleotides , CpG ODN , 5′-TCCATCACG-

TT CCTGATGCT-3′)和 CG 序列颠倒的寡核苷酸(Non-

CpG ODN , 5′-TCCATCAGCTTCCTGATGCT -3′), 比较它

们诱导动物死亡以及诱导人单核细胞系 THP-1 释放

TNF-α、IL-6 、 IL-1等细胞因子释放能力的差异 , 探讨

CpG基元在细菌DNA诱导的细胞因子释放中的作用。

1　材料与方法

1.1　实验材料
　　THP-1 细胞系购自上海生化细胞所;EC DNA、CT DNA均为

Sigma产品;实验中所用硫代 CpG ODN、硫代 Non-CpG ODN寡核

苷酸片段均由上海生工合成 , 经 PAGE 电泳分离纯化;人 TNF-

α、IL-6、IL-1β ELISA检测试剂盒分别购自法国 Diaclone Research

和美国 Biosource International公司。试验所用塑料容器均经60Co

辐照去热源;玻璃容器清洁干燥后 250 ℃、1.5 h处理 。

1.2　不同制剂对小鼠的致死作用
　　清洁级昆明种小白鼠 50 只(本校实验动物中心提供), 体

质量(19.45±0.15)g , 雌雄不拘 , 随机分为 EC DNA、CT DNA、

CpG ODN、Non-CpG ODN和对照组 , 每组 10 只 , 实验前 1 h 经腹

腔注射 600 mg/ kg D-氨基半乳糖(D-Galactoamine , D-GalN)敏

化。实验组尾静脉注射 EC DNA、CT DNA、CpG ODN、Non-CpG

ODN , 按照文献及我们预实验的结果 , DNA 的注射剂量为 30

mg/ kg , ODN的剂量为 10 nmol/只 , 空白对照组给予注射用水 , 注

射体积为 200μl/20 g ,观察 7 d 内小鼠一般情况。

1.3　不同制剂诱导 THP-1释放细胞因子
　　采用 RPML1640培养人单核细胞 THP-1 , 并调整细胞浓度

为 106/ml。取灭菌去热原的 48 孔板 , 每孔分别加入 0.5 ml细

胞混悬液 , 每孔分别加入终浓度为 10 μg/ml EC DNA、10 μg/ml

CT DNA、10 mmol/ L CpG ODN 、10 mmol/ L Non-CpG ODN 刺激细

胞 ,加入体积为 25 μl , 对照组仅加入与实验组相同体积的去热

原生理盐水。37 ℃CO2 孵箱中培养 20 h 后离心取上清 ,采用

ELISA 法检测培养液中 TNF-α、IL-6 、 IL-1β 的浓度。

1.4　统计学处理
　　动物死亡率采用χ2 检验 ,细胞因子浓度采用 t 检验进行均

数比较。

2　结果

2.1　不同制剂导致小鼠死亡的情况
　　小鼠注射 EC DNA、CpG ODN 后 , 于 1 h 开始出现死亡 , 7 ～

12 h 达高峰 , 持续至 24 h , 48 h 后未再发生死亡 , 见表 1 , CT

DNA、Non-CpG ODN 不能导致动物死亡。 EC DNA 组 、CpG ODN

组与 CT DNA组 、Non-CpG ODN 组 、对照组小鼠死亡率相差显著

(P<0.01)。

2.2　不同制剂诱导THP-1释放TNF-α、IL-6 、IL-1β情况
　　CpG ODN与 EC DNA具有诱导 THP-1 大量释放 TNF-α、IL-

6 、IL-1β 的作用 , 而 Non-CpG ODN、CT DNA 则无此能力。 EC

DNA组细胞因子水平与 CT DNA组 、对照组具有明显差别(P <

0.01), CpG ODN 组与 Non-CpG ODN、对照组具有明显差别(P <

0.01),表明有无 CpG 基元对诱导 TNF-α等细胞因子释放具有

重要作用 ,见表 2。

表 1　小鼠死亡的时间分布

Tab 1　The death numbers of mice at different time after given

different agents

Time(h)
Group

1～ 6 7～ 12 13～ 18 19～ 24 Total
EC DNA 3 5 1 1 10☆★

CT DNA 0 0 0 0 0

CpG ODN 2 5 1 2 10▲★

Non-CpG ODN 0 0 0 0 0
Control 0 0 0 0 0

☆:P<0.01 vs CT DNA group;★:P<0.01 vs control group;

▲:P<0.01 vs non-CpG ODN group

表 2　不同制剂诱导细胞因子释放能力的测定(n=3 ,  x±s)

Tab 2　Determination of the release levels of cytokines induced

by different reagents(n=3 ,  x±s)

Group
Cytokines (pg/ml)

TNF-α IL-6 IL-1β

EC DNA 1352.3±92.6☆★ 565.0±32.5☆★ 344.3±40.4☆★

CT DNA 15.7±2.1 5.7±3.5 12.7±6.0
CpG ODN 1509.3±74.4▲★ 415.3±23.1▲★ 304.0±19.3▲★

Non-CpG ODN 27.3±8.1 81.7±10.4 12.0±6.1

Control 10.0±2.6 20.0±5.6 10.0±3.0

☆:P<0.01 vs CT DNA group;★:P<0.01 vs control group;

▲:P<0.01 vs non-CpG ODN group

3　讨论

　　SIRS是一系列由感染或非感染因素引起的炎症

介质(包括 TNF-α、IL-1 、IL-6等)诱发的全身性炎症反
应综合征。目前已知介导 SIRS的主要物质为革兰阴

性杆菌外膜上的内毒素(Lipopolysacchride , LPS)、革兰
阳性细菌细胞壁上的肽多糖 、磷壁酸及外毒素 、原核细

菌的基因组 DNA ,其中存在于革兰阴性杆菌和革兰阳
性球菌的基因组 DNA在SIRS中的作用越来越受到大

家的重视 ,其在 SIRS 中可单独或与其它介质协同发挥

诱导 SIRS的发生[ 4] 。
　　本研究的前期工作提示双链大肠杆菌 DNA静脉

注射正常小鼠可致小鼠死亡 ,且具有明显的量效关系;
CT DNA 并不能导致小鼠死亡 , 说明 EC DNA 与 CT

DNA在生物学活性上具有很大的差异[ 1] 。提示细菌

DNA是导致炎症反应的重要因素 ,但细菌 DNA 引起

SIRS的作用及其结构基础是什么尚不清楚。

　　为进一步探索细菌DNA诱导细胞因子释放的结构

基础 , 本研究采用含有未甲基化的CpG基元的寡核苷

酸 ,比较含有未甲基化的 CpG基元的寡核苷酸和 CG序

列颠倒的寡核苷酸导致小鼠死亡发生情况以及诱导细

胞因子释放能力的差异 ,阐明 CpG基元在细菌 DNA引

起的细胞因子释放中的重要性。为提高小鼠对影响因
素的敏感性 ,本实验中采用腹腔注射 D-氨基半乳糖破

坏小鼠的肝细胞 ,降低小鼠肝组织的解毒功能 ,从而使
小剂量的细菌DNA更易引起小鼠的死亡[ 1] 。
　　有文献[ 5]报道哺乳动物巨噬细胞可通过模式识

别受体 TLR9(Toll-like receptor 9)识别细菌 DNA ,TLR9

识别细菌 DNA 的结构基础则是未甲基化 CpG 基元。
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由于细菌等原核细胞的 DNA中含有大量的未甲基化

CpG基元 ,而在真核细胞的 CpG基元出现频度很低而

且80%为甲基化状态 ,因此哺乳动物巨噬细胞可通过

识别 CpG基元来判断是否有细菌入侵
[ 6 ,7]
。

　　本研究中使用的 CpG ODN序列在许多微生物的

基因组中都存在 ,而且出现频率较高 ,是多数学者用来
研究 CpG 基元作用的序列[ 8] 。我们的研究结果显示
CpG ODN 与 EC DNA 一样可以导致动物的死亡 ,而

CpG序列颠倒的寡核苷酸和 CT DNA 却不能导致动物

的死亡。CpG ODN 和 CpG序列颠倒的 Non-CpG ODN

尽管只是 C 与 G 序列的颠倒 ,但是其作用却完全不
同 ,说明有无CpG基元对细菌诱导 TNF-α等细胞因子

释放具有重要作用 ,这与文献[ 9 ,10]报道的一致。
　　为进一步说明 CpG ODN 诱导 SIRS发生的作用机

制 ,我们观察了与SIRS发生密切相关的细胞因子变化

情况 ,其中 TNF-α、IL-6水平的升高常被作为 SIRS发生

中细胞因子级联反应的启动及其严重程度的标志
[ 11]
。

结果发现细菌 EC DNA 、CpG ODN 可诱导 TNF-α、IL-6 、

IL-1的升高 ,但 CT DNA 、CpG序列颠倒的寡核苷酸则

无此作用 , 进一步说明 CpG 序列在细菌 DNA引起的

细胞因子释放中具有重要作用 ,是引起动物死亡和细

胞因子大量释放的物质基础。
　　LPS是引起 SIRS发生的重要物质 ,在自然界中无处

不在 ,为排除 LPS 在实验中的干扰 ,本研究中所用物品
均经去热原处理 ,细胞培养用血清为 Hyclone公司的去

热原小牛血清 ,细胞培养上清经鲎试剂检测 ,内毒素含
量均小于 50 pg/ml , 有效保证了实验结果的可靠性 。
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讨论

　　癌肉瘤是一种非常少见的肿瘤
[ 1]
。Wargotz等
[ 2]
认为癌肉瘤

为化生性癌的一种亚型 , 但有人主张癌肉瘤这一名称应仅限于

用来指癌与肉瘤成分分别起源于上皮与间叶的乳腺肿瘤 , 也有
人认为该肿瘤是叶状囊肉瘤中的癌[ 3] 。它好发于中年以上妇

女,表现为乳腺内肿块 , 大小不等, 质地硬 ,边界清楚 , 多数可活
动, 少数肿块与皮肤粘连 , 腋窝淋巴结常不肿大 ,发病时间自几

周至数十年不等。组织学上, 癌的成分常为浸润性导管癌 , 肉瘤
成分常是纤维肉瘤 、恶性纤维组织细胞瘤 、多形性肉瘤、脂肪肉

瘤、骨肉瘤 、横纹肌肉瘤 、两种或两种以上的肉瘤成分混合[ 4] 。
　　癌肉瘤需与肉瘤化癌 、叶状囊肉瘤 、产生基质的癌相鉴别。

癌肉瘤的癌与肉瘤的成分分别来自上皮与间叶组织, 它的肉瘤
样区 Cytokeratin表达阴性 , Vinmentin 表达阳性 , S-100 表达阳性,

网状纤维染色肉瘤细胞见大量网状纤维, 癌的成分也很明显 , 癌
与肉瘤的成分无明显移行;肉瘤化癌的肉瘤样区 Cytokeratin 表达

阳性 ,网状纤维染色癌细胞间无网状纤维 ,癌细胞巢周围有网状
纤维包绕 ,癌与肉瘤样区之间有移行;叶状囊肉瘤是由良性上皮

成分和异型间叶成分构成 ,当其上皮成分发生恶变时 ,可诊断为
癌肉瘤;如果肿瘤从癌的成分直接移行为软骨和(或)骨基质而

没有梭形细胞介于中间 ,应诊断为产生基质的癌[ 2] 。

　　本例癌的成分为明确的浸润性导管癌 , 肉瘤成分为骨肉

瘤 ,两者之间无明显移行 , 癌肉瘤的诊断是明确的。在乳腺癌
肉瘤中 , 肉瘤成分是骨肉瘤的尚少见 , 而不同的肉瘤成分与预

后的关系目前尚无定论。此病一经确诊 , 应立即手术 , 手术以
乳腺癌改良根治术为主要手术方式 , 同时应辅助放疗 、化疗等

综合治疗方法。本病预后较化生性癌的其他亚型稍差 , 5 年生
存率为 49%, 临床病期和初次切除时肿瘤的大小是影响预后的

关键。研究表明:当肿块的大小为 4 cm 时 , 复发率显著增高;
TNM分期Ⅰ 、Ⅱ 、Ⅲ期 5 年生存率分别为 100%、63%、35%[ 2] 。

　　关键词:乳腺;癌肉瘤
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