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STING激动剂细胞筛选模型的建立和应用
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摘要: 肿瘤免疫疗法已成为当今抗癌药物研发的重要领域, STING激动剂的研究为肿瘤免疫治疗提供了新思

路。哺乳动物胞质中的核酸可有效引起固有免疫反应, 近年大量研究证实 cGAS-cGAMP-STING信号通路在胞浆

DNA识别和免疫防御激活过程中发挥关键作用。cGAS-cGAMP-STING信号通路的异常与肿瘤的发生发展密切相

关 , 是药物研发的热门靶点。本研究利用稳定表达 cGAS-STING 通路的 THP-1-Dual 细胞和稳定敲除 STING 的

THP-1 KO-STING细胞, 建立了荧光素酶检测的STING激动剂筛选模型。进一步应用阳性药物验证了本模型的准

确性和灵敏度, 为高通量筛选STING激动剂提供了简便、高效、准确的筛选平台。
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Abstract: Tumor immunotherapy is a critical field in the development of anticancer drugs. The research of

stimulator of interferon genes (STING) agonist provides a new idea for immunotherapy. Innate immune response

can effectively be induced by nucleic acids in mammalian cytoplasm. In recent years, a large number of studies

have confirmed that the cGAS-cGAMP-STING signaling pathway plays a key role in cytoplasmic DNA recognition

and immune defense activation. The dysfunction of cGAS-cGAMP-STING is closely related to the tumorigenesis,

and is a potent target for drug development. In this study, based on THP-1 dual cells which are stably expressing

cGAS-STING pathway and THP-1 KO-STING cells which are stably depleted STING, a screening method for

STING agonists was established by detection of luciferase. Furthermore, the accuracy and sensitivity of the model

were verified using positive compound, providing a simple, efficient and accurate screening platform for high-

throughput screening of STING agonists.
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固有免疫系统是机体抵抗外源微生物病原体的

第一道防线 , 通过模式识别受体 (pattern recognition

receptors, PRRs) 接收胞外、胞内的病原体相关分子模

式 (pathogen-associated molecular patterns, PAMP) 和损

伤相关分子模式 (damage-associated molecular patterns,

DAMPs), 与相应配体结合后 PRRs激活下游通路引发

适当的固有免疫反应并进一步调节适应性免疫系

统[1], 干扰素基因刺激因子 (stimulator of interferon

genes, STING) 是近年来新发现的一种胞内 PRR。胞
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质内的DNA作为 PAMPs或DAMPs中的一种, 可被环

GMP-AMP 合成酶 (cyclic GMP-AMP synthase, cGAS)

识别, 后者产生第二信使 2'3'-cGAMP激活位于内质网

膜上的 STING蛋白, 继之激活干扰素调节因子 (inter‐

feron regulatory factor 3, IRF3) 和核因子 κB (NF-κB),

分别促进Ⅰ型 IFN和多种炎性因子 (如CXCL10和 IL6

等)的转录和表达[2,3]。研究表明 , STING 的突变失活

或 cGAS-STING信号通路的功能抑制与多种肿瘤的发

生发展密切相关。因此, STING已成为一个重要的肿

瘤免疫药物治疗靶点, 开发靶向STING激动剂对研发

新型抗肿瘤药物具有重要意义。

本研究应用 THP-1 Dual 细胞和 THP-1-Dual KO-

STING 细胞建立了 STING 激动剂的细胞筛选模型。

THP-1 Dual细胞来源于人THP-1单核细胞系, 它不仅

稳定表达完整的 cGAS-STING信号通路, 而且还具有

与 IRF3 转录相关的 LUC 报告基因 (Lucia luciferase

gene)。THP-1-Dual KO-STING 细胞在 THP-1 Dual 细

胞基础上稳定敲除了 STING。THP-1-Dual 细胞在

cGAMP或 STING激动剂的刺激下, 胞质内的 IRF3被

激活入核, 结合到LuciaTM荧光素酶 (LUC) 报告基因上

启动转录, 最终产生可分泌到细胞外的LUC。细胞上

清中荧光素酶的含量可通过LUC检测试剂QUANTI-

LUCTM 进行定量。本研究利用 THP-1-Dual 细胞和

THP-1-Dual KO-STING 细胞建立了 STING 激动剂的

细胞筛选平台, 并通过阳性药物进一步对STING磷酸

化情况和下游因子的表达情况进行了验证。

材料与方法

细胞株 THP-1-Dual 细胞和 THP-1-Dual KO-

STING 细胞购自 Invivogen 公司。参照 THP-1-Dual

细胞和 THP-1-Dual KO-STING 细胞培养说明书 , 细

胞培养条件为 2 mmol·L-1 L-谷氨酰胺、25 mmol·L-1

HEPES、10% 热灭活 Gibco FBS (56 ℃, 30 min)、青链

霉素 (100 u·mL-1、100 μg·mL-1) 的RPMI 1640培养基。

试 剂 2'3'-cGAMP、2'3'-c-di-AM(PS)2(Rp, Rp)

(ADU-S100)、QUANTI-LUCTM 购 自 Invivogen 公 司 ,

CellTiter 96® Aqueous Non-Radioactive Cell Proliferation

Assay (MTS) 购自Promega公司, STING (D2P2F) rabbit

mAb 和 phospho-STING (Ser366) (E9A9K) rabbit mAb

购自Cell Signal Technology公司, mouse anti-β actin mAb

购自中杉金桥, qPCR引物由 Invitrogen公司合成。

仪器 PE公司EnVision多功能酶标仪Synergy H1,

PerkinElmer 公司 EnSpire 多功能读板仪 , Tanon 5200

ECL 蛋白印迹发光仪 , 德国 ANALYTIKJENA (耶拿)

QTOWER实时荧光定量PCR仪。

THP-1 LUC检测 将 180 μL状态良好的细胞以

1×105个/孔铺至圆底 96孔细胞培养板, 每孔分别加入

20 μL 不同浓度的 2'3'-cGAMP、ADU-S100, 设立 3 个

平行孔, 37 ℃、5% CO2细胞培养箱孵育 20 h。之后取

10 μL上清液加入至不透明白色酶标板, 随后每孔加入

50 μL QUANTI-LucTM检测试剂, 轻轻拍打孔板数次混

匀溶液, 并使用终点法检测化学发光值 (EnSpire多功

能读板仪)。

细胞增殖检测 为排除样品的细胞毒性对荧光值

产生的影响 , 用 MTS 对细胞活性进行检测。在经过

LUC 检测后剩余的细胞液中加入 10 μL MTS 试剂 ,

37 ℃静置 3～4 h, 用酶标仪 (EnVision) 检测细胞液在

492 nm 下的吸光度 (A) 值。细胞生长抑制率 (%) =

(ANC-AT)/ANC×100%, 其中 T代表待测化合物, NC代表

阴性对照组。

Western blot 收集并清洗细胞 , 加入一定体积

的 RIPA 液 , 冰上裂解 , 12 000 r·min-1 离心 20 min 得

到上清蛋白溶液, 使用 BCA蛋白定量试剂盒 (Beijing

Lablead Biotech公司) 对蛋白浓度进行测定。将蛋白溶

液与5×SDS上样缓冲液1∶4混合, 95 ℃煮5 min。样品

冷却后以 20 μg的总蛋白量上样至 10% SDS-PAGE胶

中 , 进行电泳 (积层胶恒压 70 V, 20 min; 分离胶恒压

100 V, 80 min)。而后将凝胶上的蛋白电转移至0.45 μm

PVDF膜上。将PVDF膜用含5%脱脂奶粉的TBST封闭

1 h 后 , 使用 p-STING、STING 以及 β-actin进行免疫杂

交反应, 并在 4 ℃摇床孵育过夜。次晨, 洗膜 10 min×3

次, 分别加入HRP标记的抗兔或者抗鼠二抗室温孵育

1 h, 洗膜 10 min×3 次。PVDF 膜取出 , 在表面加上发

光底物液 (AB液等比例混合) 置于ECL蛋白印迹系统

中曝光和拍照, 得到Western blot图像。

qPCR 首先使用RNA快速提取试剂盒 (ES Science

公司) 提取细胞总RNA, 大致方法如下: 用 500 μL裂解

液裂解细胞并加入等体积无水乙醇混匀后移至离心

柱, 4 000 ×g离心1 min。加入500 μL漂洗液, 12 000 ×g

离心 1 min。将离心柱移至 1.5 mL RNase-free EP管上,

并加 20～100 μL洗脱液至离心柱中央, 室温孵育 1 min

后12 000 ×g离心1 min得到RNA溶液。使用EnVision

多功能酶标仪的核酸定量模块检测RNA的浓度, 而后

用逆转录试剂盒逆转录得到 cDNA 溶液。为了检验

IFN-β、CXCL10、IL6 的 mRNA 水平 , 本研究使用了

SYBRgreen qPCR Mix 和 96 孔实时荧光定量 PCR 仪 ,

并设计合成了一系列引物 , 序列如下 : 5'-GAACTTT

GACATCCCTGAGGAGATT-3' 和 5'-TGCGGCGTCCT

CCTTCT-3' (ifnβ), 5'-ATTTGCTGCCTTATCTTTCTG-

3' 和 5'-CTTGATGGCCTTCGATTCTG-3' (cxcl10), 5'-
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CTTCGGTCCAGTTGCCTTCTC-3' 和 5'-GCCTCTTT

GCTGCTTTCACAC-3' (il6), 5'-AAGGCTGTGGGCA

AGGTCATC-3'和 5'-AGGTGGAGGAGTGGGTGTCG-

3' (gapdh)。以 Folds = 2-ΔΔCt表示实验组与对照组目的

基因表达的倍比关系 , 公式如下 : ΔΔCt = (Ct目的-

Ct内参)实验组-(Ct目的-Ct内参)对照组。

ELISA 检测 使用 Quantikine® Human IFN-β免

疫检测试剂盒对细胞上清液中的 IFN-β进行定量, 大

致方法如下: 加 50 μL Assay Diluent至反应孔, 并在相

应孔中加入空白稀释液、标准片以及样品原液, 用封板

纸密封后室温摇床孵育 2 h。洗板后, 加 200 μL IFN-β

抗体液至反应孔, 密封后室温摇床孵育 2 h。重复洗板

操作, 向反应孔中加入配制好的反应底物, 避光室温孵

育30 min。最后加入50 μL终止液, 轻拍混匀后使用多

功能酶标仪 (Synergy H1, BioTek 公司) 立即检测 A450

值。样品的浓度使用四参数分析法计算得出。

数据处理 本研究中实验均至少重复 3次, 数据

以平均值±标准误表示, 由 Excel进行数据处理, 使用

GraphPad Prism计算EC50并作图。

结果

1 STING激动剂筛选模型的建立

本研究首先检测了THP-1-Dual细胞和THP-1-Dual

KO-STING 细胞对 STING 天然配体 2'3'-cGAMP 的反

应性。使用一系列浓度的2'3'-cGAMP刺激THP-1 Dual

细胞和THP-1 Dual KO-STING细胞, 随后用QUANTI-

Luc 试剂检测 STING 通路激活情况。结果显示 (图

1A), THP1-Dual 细胞上清液中分泌的 LUC 浓度与配

体浓度呈正相关, 说明配体成功激活了 STING-IRF通

路。而在 THP1-Dual KO-STING 细胞中, 荧光强度随

着配体浓度的增加并无改变。提示 THP-1-Dual细胞

对于STING配体具有反应性和特异性。

为确证本模型可用于化合物筛选, 本研究首先应

用诺华公司与 Aduro Biotech 公司合作开发的位于Ⅰ

期临床试验的药物环二核苷酸 (cyclic dinucleotide,

CDN) 类 STING 激动剂 ADU-S100 作为阳性对照药

对模型进行了验证。环二腺苷酸 (cyclic diadenosine

monophosphate, c-di-AMP) 是在细菌中新发现的一种

第二信使分子, 在哺乳动物体内可引起强烈的免疫反

应[4]。ADU-S100是 c-di-AMP的 2'3'-双硫代磷酸酯类

似物的Rp,Rp-异构体, 相较于 c-di-AMP, ADU-S100对

STING具有更高亲和力, 并且能够激活所有人源已知

的 STING 等位基因[5]。结果显示 , ADU-S100 (EC50=

2.95 μg·mL-1) 较 2'3'-cGAMP (EC50=27.73 μg·mL-1) 能

够更加有效地促进THP-1 Dual细胞分泌LUC (图 1B),

且EC50值与文献报道相当[6]。证明该方法能够准确地

检测化合物对STING的激动活性。

2 药物对THP-1增殖活性的影响

化合物对细胞的生长抑制作用常常会在药物筛选

过程中产生干扰, 使结果出现假阳性或者假阴性, 因此

化合物的细胞毒性评价对于前体化合物的筛选具有重

要作用。由于THP-1细胞为悬浮细胞, 本研究采用MTS

方法进行药物的毒性评价。研究发现, 仅高浓度的2'3'-

cGAMP (图2A) 和ADU-S100 (图2B) 对THP-1 Dual细

胞有 50%的生长抑制作用, 而其他浓度的药物对细胞

增殖无显著影响。有趣的是, 高浓度药物对THP-1 Dual

细胞的生长抑制作用并未在 STING 敲除的细胞中

观测到, 且这种抑制作用与 STING的激活情况一致。

已有研究报道, STING信号可通过激活经典炎症小体

(NLRP3/caspase-1) 和非经典炎性小体 (AIM2/caspase-

11) 导致细胞焦亡 (pyrotosis)[7], 因此推测这种现象可

能与STING激活相关。

3 STING激动剂筛选模型的验证

3.1 Western blot 验证 STING 激动剂对 STING 磷

酸化水平的影响 Liu等[8]发现位于 STING C端结构

Figure 1 THP-1 Dual cell and THP-1 Dual KO-STING cell

following 20 h treated with 2'3'-cGAMP (A) or ADU-S100 (B)

demonstrate dose-dependent activation of STING with secretion

of Lucia luciferase. 2'3'-cGAMP induced dose-dependent secretion

of LUC with EC50 of 27.73 µg·mL-1. ADU-S100 is therefore around

10-fold more potent than cGAMP, with EC50 of 2.95 µg·mL-1

Figure 2 Cytotoxicity to THP-1 Dual cell and THP-1 Dual KO-

STING cell with increasing concentrations of 2'3'- cGAMP (A) or

ADU-S100 (B)
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域的 S366 蛋白被 TANK 结合激酶 1 (TANK binding

kinase 1, TBK1) 磷酸化对于 IRF3 的结合和激活不可

或缺。使用 Western blot 方法检测了天然配体 2'3'-

cGAMP和ADU-S100对该位点的磷酸化水平, 结果显

示 (图 3), 2'3'-cGAMP能够剂量依赖地增加 STING的

磷酸化水平, 从 10 µg·mL-1剂量起磷酸化水平呈现增

加趋势。而ADU-S100处理的细胞在 10 µg·mL-1时磷

酸化水平就达到了峰值, 说明ADU-S100对 STING的

激动活性强于2'3'-cGAMP, 此结果与EC50结果一致。

3.2 Real-time PCR检测 STING激动剂对 STING下

游基因表达的影响 2'3'-cGAMP 和 ADU-S100 作为

STING的激动剂, 可使STING磷酸化并启动下游基因

转录, 使 IFN-β、IL6、CXCL10等表达增加[9]。Ⅰ型 IFN

是构成肿瘤免疫监视的基础, 在常规化疗、靶向免疫疗

法甚至放射疗法都需要有完整的Ⅰ型 IFN信号通路存

在[10]。CXCL10也叫做干扰素诱导蛋白 10 (interferon

γ-induced protein 10, IP-10) 被 IFN-γ、IFN-α/β和NF-κB

强烈诱导 , 有研究证明 CXCL10 可作用于 CD4+和

CD8+ T细胞发挥抗肿瘤作用。CXCL10可抑制肺癌、

黑色素瘤和胶质瘤骨髓瘤等肿瘤生长迁移[11]。IL-6作

为一种炎性因子, 可调控代谢和肿瘤。肿瘤中的 IL-6

信号对肿瘤的生长、转移以及复发都有影响[12,13]。因

此, 本研究对上述 3种因子进行mRNA水平检测。高

浓度的 2'3'-cGAMP (图 4A) 和ADU-S100 (图 4B) 能够

使这 3种因子的转录水平显著升高, 且与 STING磷酸

化水平一致。

3.3 ELISA 检测 STING 激动剂对上清中细胞分泌

IFN-β的影响 作为STING激动后最终的抗肿瘤效应

细胞因子, IFN-β的分泌量在很大程度上决定了药物

作用强度的高低。因此, 本研究通过ELISA方法进一

步检测了药物刺激后细胞上清 IFN-β的含量。如图 4C

所示, 两个阳性药物均能刺激 IFN-β, 且 ADU-S100的

效果更为显著, 与LUC检测结果相符。同时, LUC在

低浓度下的响应值要明显好于检测 IFN-β含量, 说明

了本筛选模型具有很高的灵敏度。通过以上几种方法

验证对比可知, 使用THP-1-Dual细胞建立的筛选模型

是一种灵敏度高、稳定性好、快速准确且成本低廉的高

通量筛选方法。

讨论

胞质DNA作为一种重要的 PAMP和DAMP, 不仅

能够提示病原体入侵和自身损伤, 还在自身免疫病和

癌症的发生发展过程中占据着重要的地位[14]。cGAS-

STING通路在固有免疫系统中发挥至关重要的作用,

随着 cGAS 和 cGAMP 的发现 , cGAS-cGAMP-STING

信号通路才被完整地阐述出来[6,15], 该信号通路在多种

疾病中发挥的重要作用也被逐步发掘[5,10,16-19], 这无疑

为研究者带来许多极具潜力的药物靶点, 以及治疗感

染、癌症和自身免疫病的新途径。

研究表明, 多种肿瘤中存在 STING的失活或该通

路的缺陷, 进而促进肿瘤的发生或抗肿瘤效应的减弱。

STING激活后产生的Ⅰ型 IFN一方面有利于抗原交叉

呈递和细胞毒性T细胞 (cytotoxic T cell, TC或CTL) 的

抗肿瘤反应; 另一方面亦能够促进趋化因子的产生, 吸

引更多的效应 T 细胞进入肿瘤微环境中[16], T 细胞的

反应性在 STING缺陷的小鼠体内被大大削弱, Sting-/-

小鼠无法产生有效的 T 细胞反应阻止黑色素瘤生

长[17]。研究显示, 向肿瘤微环境中直接注射2'3'-cGAMP

和经修饰的CDNs可产生强效的抗肿瘤效果[5]。癌症

患者的胞质DNA识别通路常受到抑制, 以致受损细胞

或肿瘤逃离免疫监视, 从而继续突变提高癌症的发病

几率[20]。而 STING的失活会使组织修复减缓, 导致黏

膜表层受损使病原体更易入侵、扩散, 加速了DNA的

破坏[21]。以往研究表明, 一些癌症细胞 (如肠腺癌细胞)

cGAS和STING表达沉默是由启动子区基因的表观修

饰 (如高度甲基化) 所致[18], 使用DNA去甲基化物能够

抑制肿瘤的发展。此外, cGAS-STING通路对免疫检查

点抑制剂的抗癌作用亦有影响, 阻断细胞毒性T淋巴

细胞相关蛋白 4 (the cytotoxic T-lymphocyte-associated

antigen 4, CTLA-4) 和程序性死亡受体 1 (programmed

death 1, PD-1) 对野生型小鼠的肿瘤有很好的疗效, 而

在 Sting-/-小鼠体内大部分治疗效果消失[17]。cGAS-

STING通路介导的DNA识别还可以在一定程度上解

释放射疗法和化学疗法的抗癌效果[22]。化疗药物 (如

顺铂、依托泊苷) 通过破坏 DNA 促使细胞死亡, 加速

DNA泄漏入细胞质激活 cGAS-STING通路, 而后大量

产生Ⅰ型 IFN。相反, STING信号的缺失可能导致特

定种类的肿瘤对化疗药物的耐受[19]。因此 , 开发

STING激动剂无疑是抗肿瘤免疫治疗的有效途径。

目前, STING激动剂的寻找已经成为了全球各大

Figure 3 Validation of the screening models by Western blot.

Phosphorylation of STING in THP-1 Dual cell following 4 h incu‐

bation with increasing concentrations of 2'3'-cGAMP and ADU-

S100 (0.1, 1, 10 and 100 µg·mL-1)
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药企以及科研机构的研究热点。DMXAA是最早由哈

佛医学院的 Tim Mitchison 课题组与诺华公司共同研

发的STING激动剂, 其Ⅲ期临床试验的失败让人们开

始重新审视 STING 激动剂的肿瘤免疫治疗作用 ; 但

后续研究表明, DMXAA不是一个特异的 STING激动

剂, 并且对STING的激动存在种属差异。因此在后期

开发中 , 人们往往更倾向选择人源细胞和模型进行

STING激动剂的寻找。THP1是来源于人的白血病细

胞, 而之前用于 DMXAA 筛选的 RAW264.7 细胞是鼠

源的巨噬细胞, 因此本实验所建立的筛选平台将更有

助于STING激动剂的寻找和开发。截止目前, 默沙东

和诺华目前各自都有处于临床Ⅰ期的合成 CDN 类

STING激动剂。但这类激动剂均为核苷酸类, 分子量

较大, 这使该类药物后续的开发受到很大的限制作用。

因此, 本实验室也正在通过建立的平台, 对化合物库和

定向合成的小分子 STING 激动剂进行筛选研究 , 希

望未来能够找到具有更好成药性的小分子 STING 激

动剂。

综上所述, 本研究利用THP-1-Dual细胞和THP-1-

Dual KO-STING 细胞建立了针对 STING 激动剂的

筛选模型 , 并应用阳性药物 , 通过考察 STING 磷酸

化及下游信号蛋白和分泌蛋白, 对本模型进行了验证。

该方法成本低、操作简单, 可用于高通量筛选, 使用人

源细胞可同时排除种属差异, THP-1 Dual KO-STING

细胞还能排除药物对 STING 上游蛋白的影响 , 为结

构新颖小分子 STING 激动剂的寻找开发奠定了坚实

的基础。
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