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摘 要 用 2<OGH2方法从人单核 <EGO"细胞系克隆人 QO"__\胞外区基因，将其重组到 -7[]表达载体中，构建成人 QO"__\
胞外区基因表达载体。将该载体转化大肠杆菌 "8H%，获得稳定表达，表达产物主要以可溶性状态存在；+F+OG7NR和 W,>.,1C

0(’.分析显示，其分子量约为 !!@F，与预期结果一致。这是首次在大肠杆菌中获得 QO"__\胞外区可溶性表达。生物学活性检

测显示 QO"__\对于维持 <淋巴细胞系因子释放非常有益，同时 GV单染表明它能抑制 UA1@:.细胞的凋亡。这将在抗肿瘤免疫

治疗中具有潜在应用前景。
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在诱导 !细胞进行增殖进而分化成效应细胞
时，除抗原"#$%分子复合物介导的特异性刺激外，
还需要协同刺激分子提供第二信号。如果缺乏协同

刺激信号，则 !细胞将进入无反应状态，甚至发生凋
亡。因此，协同刺激分子强有力地影响着 !细胞的
应答。而肿瘤细胞往往缺少或者低表达这些协同刺

激分子，而不能活化 !细胞介导有效的细胞免疫应
答。%&’()*+分子是研究最多的途径，认为是起始
!细胞激活发生最主要的机制。然而，随着 !细胞
的激活，也有许多其它分子有助于扩增 !细胞反应。
其中 ,"-**),"-**.是近年来研究的热点。,"-**),"
-**.是 !/01)!/0 配体家族的成员。大量动物和
人的肿瘤体内外研究表明 ,"-**),"-**. 在很多方
面参与转导信号，影响着 !细胞的扩增和存活。在
肿瘤免疫治疗中发挥着很重要的作用［-，’］。

由于难以在体外获得足够量的 ,"-**.蛋白，因
此关于人 ,"-**),"-**. 途径的研究还相对较少。
因此我们设计针对胞外区的引物，从 !$2"-细胞提
取总 1/3，通过 1!"2%1 克隆 ,"-**. 胞外区基因，
并且在首次原核系统表达获得可溶性 ,"-**.。然
后证实了它维持 !细胞系因子释放及抑制其凋亡的
生物学功能。

! 材料与方法

!"! 材料
!"!"! 载体和细胞系：表达载体 4356、大肠杆菌
! 7 "#$% -8%9、人单核 !$2"-细胞系、:;<=>? !淋巴细
胞系由本室保存。细胞系用含 -@A胎牛血清 12#B"
-8,@培养液传代培养。
!"!"# 试剂：2C; &/3聚合酶（上海申博生物科技有
限公司），!<DEFG、#"#.H 逆转录酶、!, &/3 连接酶
（ BIJD?<FKLI），限 制 性 内 切 酶 &$’ ! 和 (#) !
（!>M>1>），胶回收试剂盒、质粒提取试剂盒（北京赛
百盛生物技术有限公司），放射免疫测定 B."’ 试剂
盒（天津洁瑞公司），2$3"2（NDKO>），$12标记的鼠抗
P"?>K抗体、抗 P"?>K柱（2Q><O>RD>）。
!"!"$ 引物：2-、2’为扩增 ,"-**.胞外区的引物，
由上海生工公司合成，画线部分为酶切位点：

2-：ST"U!%3%333%U%U!3%U%!%!%%U%U3UUU!%%%U3U%"
VT（&$’!）
2’：ST"U%U%U%!U%UU%%U%!!%%U3%%!%UU!U33UUU3U"VT
（(#)!）
!"# 方法
!"#"! 人 ,"-**.胞外区基因的克隆及表达载体的

构建：取 ’ W -@+ 个培养的 !$2"-细胞，用 !<DEFG试剂
提取总 1/3，并以 O1/3为模板反转录成 R&/3。以
R&/3为模板，以 2-、2’引物进行 2%1扩增，扩增产
物经琼脂糖凝胶电泳分离纯化后，用 &$’!和(#)!
消化，并与经 &$’!和 (#)!消化后的表达载体
4356连接，形成人 ,"-**. 胞外区基因表达载体
4356,"-**.。表达载体 4356,"-**. 经 2%1 鉴定，
并用双脱氧终止法测定其 &/3 序列。
!"#"# 人 ,"-**.胞外区基因的表达和纯化：将含
有表达载体 4356,"-**.的 ! 7 "#$% -8%9接种于 ’5!
培养基（ 含氨苄青霉素 -@@"K)O.）中，V+X振荡培养
(Q后，转接于 34S培养基（@Y-SA葡萄糖，-Y-A酸水
解酪蛋白，@Y@8A 酵母抽提物，@Y@-9A #KNZ,，

@Y-@+A /$,%G，@YV+VA M%G，@Y-’A />%G，@Y-’OFG).
三乙醇胺，4$+Y,，氨苄青霉素 -@@"K)O.）中，V@X振
荡培养 ’,Q，,X离心收集菌体，将菌体于 [ ’@ X冻
存 -Q，化冻后加入细菌外周质腔蛋白质提取液（三
羟甲基氨基甲烷 ’SOOFG).，乙二胺四乙酸 -OOFG).，
苯甲基磺酰氟（2#N0）@Y-OOFG).，蔗糖 ’@A（* )+），
氯化钠 ’@@OOFG).，4$+YS），于 ,X轻摇 -Q，-’@@@
<)ODI，,X离心 ’@ODI，上清液经磷酸盐缓冲液（2*N）
透析后，上样于抗 P"?>K柱，经 2*N 洗柱后，用 4$VY@
的甘氨酸溶液洗脱，洗脱液立即用 4$(Y@的 !<D\缓
冲液中和。

!"#"$ N&N"23UP电泳和 ]L\?L<I ^GF?检测：表达产
物经 -’A N&N"23UP电泳，将其转移至醋酸纤维素
膜上，VA脱脂奶溶液 ,X封闭过夜，用 $12标记的
鼠抗 P"?>K 抗体室温孵育 -Q，2*N 洗 V 次，每次
-@ODI，然后用二氨基联苯胺（&3*）显色。
!"#"% 人 ,"-**. 胞外区蛋白影响激活 ! 细胞系
B."’释放的测定：将生长良好的 :;<=>? 细胞，分组
-Y@ W -@S 细胞，设空白对照分别不同处理，SA %Z’

孵育 ,(Q，’@@@<)ODI离心 -@ODI，收集上清，采用放射
免疫分析测定 B."’的释放。
!"#"& 人 ,"-**.胞外区蛋白对激活 !细胞系凋亡
的影响：取生长良好的 :;<=>?细胞，调整细胞浓度加
样于 ’,孔板，- W -@8 )孔。用 2*N作阴性对照，各孔
分别加入 2$3"4（终浓度 ’"K)O.）及 ,"-**.胞外区
蛋白（终浓度 -"K)O.）。V+X，SA %Z’ 孵育 ,(Q。

’@@@<)ODI，,X离心 SODI，用 2*N洗 -次，然后加入预
冷 +@A乙醇固定 ’,Q。’@@@<)ODI，,X离心 SODI，弃
去乙醇，用 2*N洗 -次，加入 2B -O. ,X 避光 ,@ODI，
用 ,@@目的筛网过滤 -次，然后流式细胞仪检测。
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! 结 果

!"# 人 $%#&&’胞外区基因的克隆及表达载体的构
建

从 !"#$% 细胞中提取总 &’(，经 &!$#)&扩增
后，用 %*+,的琼脂糖凝胶电泳检测 #)&扩增产物，
可见清晰条带，大小约为 -./01（图 %(）。扩增的产
物经酶切插入到 1(23载体，构建成人 4$%556胞外
区基因表达载体 1(234$%556，阳性克隆提取质粒采
用 !"#!和 $%&!酶切消化后的产物可见一条分子
量约 -./01的条带，与预计分子量相同（图 %5）。双
脱氧末端终止法测定结果显示，克隆的人 4$%556胞
外区序列与已知序列相同。

图 % #)&扩增产物琼脂糖凝胶电泳
789:% (;<=>?8? @A #)& <;B CD?EC8FE8@; B89D?E8@;

1C@BGFE? 0> <9<C@?D 9D= D=DFEC@1H@CD?8?
%、.：I’( J<CKDC（I6L///）；L：#)& 1C@BGFE @A EHD DMEC<FD==G=<C B@J<8;

@A 4$%556，4：1(234$%556N!"# ! O ’()! :

!"! 人 $%#&&’胞外区基因的表达和纯化
含有表达载体 1(234$%556 的 * : +(",%-)P 在

L2!培养基中生长，转接于 (1+培养基后，碱性磷酸
酶启动子（1H@(）在低磷酸盐的诱导下，合成 J&’(，
并在该 J&’( 的 QI序列位置合成带 R$E<9纯化标
志的人 4$%556胞外区基因蛋白质，该蛋白质在 QE"
信号肽的作用下分泌到细菌外周质腔中。发酵液经

离心、高渗溶液处理，人 4$%556胞外区蛋白从细菌
外周质腔释放出来，然后用抗 R$E<9柱分离纯化，纯
化产物以可溶性状态存在，摇瓶培养的产量达

%*/J9N6以上。纯化产物经 %L,的 QIQ$#(SR 分析
显示，在分子量约 LLKI 处有一条蛋白质带，无其他
蛋白质带（图 L(）。TD?EDC; 0=@E 结果表明，抗 R$E<9
抗体能与该蛋白质带杂交，纯化前溶液在相应位置

也有一条蛋白质杂交带，而纯化后的流出液无任何

蛋白质杂交带，与预期结果相符（图 L5）。

图 L 4$%556胞外区的 QIQ$#(SR及 TD?EDC; 0=@E分析
789:L QIQ$#(SR <;B TD?EDC; 0=@E <;<=>?8? @A

DMEC<FD==G=<C B@J<8; @A 4$%556
(：QIQ$#(SR %：1C@ED8; J<CKDC；L：1DC81=<?J8F DMEC<FE @A 0<FEDC8< FD==?

DM1CD??8;9 EHD DMEC<FD==G=<C B@J<8; @A 4$%556；.：A=@U EHC@G9H AC@J EHD

<;E8$R E<9 <AA8;8E> F@=GJ;；4：DMEC<FD==G=<C B@J<8; @A 4$%556 1GC8A8DB 0>

<;E8$R E<9 <AA8;8E> F@=GJ;:

5：TD?EDC; 0=@E %：1CD?E<8;DB J<CKDC；L：1DC81=<?J8F DMEC<FE @A 0<FEDC8<

FD==? DM1CD??8;9 EHD DMEC<FD==G=<C B@J<8; @A 4$%556；.：A=@U EHC@G9H AC@J

EHD <;E8$R E<9 <AA8;8E> F@=GJ;；4：DMEC<FD==G=<C B@J<8; @A 4$%556 1GC8A8DB

0> <;E8$R E<9 <AA8;8E> F@=GJ;:

!"( 人 $%#&&’胞外区蛋白对 )*+,-.细胞 /’%! 释
放的影响

V6$L主要由活化的 !淋巴细胞产生，它能促进
!淋巴细胞和 ’W细胞的增殖，促进 5细胞分化和
增殖，促进抗体生成等。因此，在人 4$%556胞外区
蛋白影响下 XGCK<E !淋巴细胞系 V6$L水平的变化可
以间接反映出它在疾病治疗中潜在的重要作用。本

实验采用放射免疫测定试剂盒可以方便的监测不同

处理组 V6$L水平的变化，可见 XGCK<E细胞激活以后
V6$L释放减少，但是 4$%556能使激活的 XGCK<E细胞

+/Y姜文国等：人 4$%556胞外区基因的克隆与表达研究



图 ! "#$%%&胞外区蛋白对 ’()*+,细胞 -&#.释放的影响
/012! 345 56657, 86 59,)+75::(:+) ;8<+0= 86 "#$%%&

8= ,45 )5:5+>5 86 -&#. 0= ’()*+, 75::>
?%@：=51+,0A5 78=,)8:；?BC：.!1D<&；"#$%%&：$!1D<&，345 ;+,+ >48E=

0> <5+= 86 ,4)55 ;5,5)<0=+,08=>2$：?%@；.：?BC；!：?BC F "#$%%&；"：

?BC F *GH.；G：?BC F *GH." I $%%&2

-&#.的释放增加 JK$H=1D<&，在有肿瘤抗原细胞存在
的情况下 -&#.的释放可增加 JK!.=1D<&（图 !），说明
"#$%%&对于维持 3淋巴细胞系因子释放非常有益。
!"# 人 #$%&&’胞外区蛋白对 ()*+,- 细胞凋亡的
影响

为进一步评价人 "#$%%&胞外区蛋白的生物学
活性，我们用 ?-单染法研究它对 ’()*+,细胞凋亡的
影响。?-用氩离子激发荧光，在 ?-荧光直方图上，
凋亡细胞在 L$DLJ 期前出现一亚二倍体峰（>(M#
L$）。实验结果表明，?BC#N刺激 ’()*+,细胞活化以
后，细胞凋亡增加为 OK"JP，当同时加入人 "#$%%&
胞外区蛋白时，细胞凋亡减少约 $倍为 "KJ.P。这
初步说明人 "#$%%&胞外区蛋白具有抑制细胞凋亡，
延长其存活的功能（图 "）。

图 " 人 "#$%%&胞外区蛋白对 ’()*+,细胞凋亡的影响
/012" 345 56657, 86 59,)+75::(:+) ;8<+0= 86 "#$%%& N)8,50= 8= +N8N,8>0> 86 ’()*+, 75::>

C：?%@；%：?BC#N；Q：?BC#N F "#$%%&2

. 讨 论
肿瘤发生是因为它能逃脱免疫监视。其中一个

重要的机制就是肿瘤细胞缺乏协同刺激分子的表

达。许多临床研究揭示了应用协同刺激分子是有效

的靶标，其中有关 QR.OD%S途径的临床实验已取得
很大进展。人 "#$%%&包含 .G"氨基酸，是存在于细
胞膜表面的"型膜蛋白，人 "#$%%&基因位于 $T号
染色体 $TN$!K!，主要表达在巨噬细胞、单核细胞、树
突状细胞、%细胞和活化的 3细胞［!］，并且在一些癌
细胞表面也有表达。研究发现，"#$%%&的功能主要
在于通过胞外区和 "#$%%结合，传导信号来发挥协
同刺激作用，动物试验显示增强了 3细胞介导的抗
肿瘤免疫性，揭示了 "#$%%D"#$%%&在抗肿瘤方面是
很有前途的靶标。至为重要的，"#$%%&能够协同刺
激 QR.O#3细胞，导致细胞分裂，细胞因子的释放以

及增加穿孔素水平和增强细胞毒性效应器功能［"］；

并且，"#$%%D"#%%&途径具有抑制记忆潜能，可能通
过一种 3L/#依赖的机制，在介导肿瘤清除和抑制
自身免疫病方面的发挥双重作用，使得 QRO F 3细
胞达到杀伤恶性细胞而不会因为过度刺激导致健康

器官的自身免疫损害这样一个相对平衡［G］。同时，

"#$%%D"#$%%&是一个对已存在协同刺激的放大器，
它能有利于产生肿瘤特异性的具有持续性杀伤活性

的 QRO F 3细胞。比仅仅单独应用 %S#$ 或 %S#. 更
有效。许多数据表明 "#$%%D"#$%%& 和 %SDQR.O 协
同刺激途径之间有协同效应［H］。

现阶段的对 "#$%%D"#$%%& 的研究主要集中在
以下三个方面，包括：过继性转移活体外协同刺激 3
细胞［S］、抗#"#$%% 单抗治疗［$，.］和 "#$%%& 制造的全
细胞疫苗［$，H］。虽然在体外和动物模型获得令人鼓

舞的结果，但是很难获得足够量的过继性转移 3细
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胞和全细胞疫苗移植入患者体内。而抗!"!#$$的单
抗在体内显示能通过诱导 %&细胞无能消除了 %细
胞依赖的体液免疫应答，这也限制了它的应用。

本研究基于 "!#$$’基因和蛋白的特性，克隆了
"!#$$’胞外区基因，并在原核表达系统获得稳定性
表达，表达产物在引导肽 ()!引导下分泌入细菌周
质腔，在周质腔中折叠成正确的空间构象，并以有活

性的可溶状态存在，这是首次在大肠杆菌中获得 "!
#$$’胞外区蛋白可溶性表达，以分泌形式表达外源
蛋白，可避免细菌蛋白酶对外源蛋白的降解，提高外

源蛋白的表达量，同时可降低外源蛋白对宿主细胞

的毒性作用［*］。相对包涵体而言，避免了对包涵体

所进行的变性和复性中客观条件所造成的活性的丧

失。生物学活性检测显示 "!#$$’对于维持 %淋巴
细胞系因子释放非常有益，特别是在有肿瘤抗原存

在的情况下效果更明显，同时 +,单染表明它能抑制
-./01)细胞的凋亡。基于抗!2345抗!2367和抗 2345
抗!+89 3:1;<=>的联合应用以及三特异功能分子的
构建将是今后的研究方向［*，?］。
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