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人巨细胞病毒ＵＬ１４４基因克隆表达及其对树突状细胞功能的影响
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［摘要］　目的：构建携带人巨细胞病毒（ｈＣＭＶ）ＵＬ１４４基因的重组腺病毒，研究ＵＬ１４４基因修饰的树突状细胞（ｄｅｎｄｒｉｔｉｃｃｅｌｌ，

ＤＣ）的功能变化。方法：从ｈＣＭＶＤＮＡ阳性患者外周血提取ｃＤＮＡ，采用ＰＣＲ技术扩增出ＵＬ１４４基因。采用ＡｄＥａｓｙ系统构建

携带ｈＣＭＶＵＬ１４４基因的重组腺病毒载体ｐＡｄＵＬ１４４，转染ＨＥＫ２９３细胞后包装产生重组腺病毒ＡｄＵＬ１４４。通过ＲＴＰＣＲ检

测目的基因的表达。将此重组腺病毒转染小鼠骨髓来源的ＤＣ，采用流式细胞术检测ＤＣ表面分子，采用ＥＬＩＳＡ技术分析ＤＣ培

养上清中的细胞因子，采用３ＨＴｄＲ掺入法检测ＵＬ１４４基因修饰的ＤＣ激活Ｔ细胞增殖的能力。结果：成功将ＵＬ１４４基因片段

克隆至载体上，并经ＨＥＫ２９３细胞包装出病毒颗粒，经测定病毒滴度为３×１０１０ｐｆｕ／ｍｌ。流式细胞术检测显示，ＵＬ１４４基因修饰的

ＤＣ表面分子ＣＤ８０、ＣＤ８６和ＩＡｄ表达水平低于对照组（Ｐ＜０．０１）。ＥＬＩＳＡ分析表明，ＵＬ１４４基因修饰的ＤＣ分泌ＴＮＦα、ＩＬ６和

ＩＬ１β的能力减弱（Ｐ＜０．０５）。ＵＬ１４４基因修饰的ＤＣ介导的Ｔ细胞增殖功能明显低于ＤＣ对照组（Ｐ＜０．０１）。结论：ＵＬ１４４基

因修饰的ＤＣ具有维持相对未成熟状态的能力，并减弱了对抗原特异性Ｔ效应细胞的刺激功能。

［关键词］　人巨细胞病毒；ＵＬ１４４基因；疱疹病毒侵入介体；树突状细胞；免疫耐受
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　　１９９６年Ｃｈａ等［１］在人巨细胞病毒（ｈＣＭＶ）Ｔｏｌｅｄｏ
和几个低传代临床分离株中发现了在ＡＤ１６９、Ｔｏｗｎｅ
等实验室株不存在的１９个开放阅读框架（ｏｐｅｎｒｅａｄ
ｉｎｇｆｒａｍｅ，ＯＲＦ），定位于ｈＣＭＶ基因 ＵＬ／ｂ′区，分别
命名为ＵＬ１３３～ＵＬ１５５基因。ｈＣＭＶＵＬ１４４ＯＲＦ编

码产物是一种Ⅰ型跨膜糖蛋白，与疱疹病毒侵入介体
（ｈｅｒｐｅｓｖｉｒｕｓｅｎｔｒｙｍｅｄｉａｔｏｒ，ＨＶＥＭ）具有高度同源
性［２］。ＨＶＥＭ属于ＴＮＦ受体超家族的成员，它具有
双向调节Ｔ细胞激活的作用，通过结合ＴＮＦ家族的

ＬＩＧＨＴ （ｌｙｍｐｈｏｔｏｘｉｎｌｉｋｅ，ｅｘｈｉｂｉｔｓｉｎｄｕｃｉｂｌｅｅｘｐｒｅｓ
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ｓｉｏｎ，ａｎｄｃｏｍｐｅｔｅｓ ｗｉｔｈ ＨＳＶ ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ Ｄ ｆｏｒ
ＨＶＥＭ，ａｒｅｃｅｐｔｏｒｅｘｐｒｅｓｓｅｄｂｙＴｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ；ＴＮ
ＦＳＦ１４）提供给Ｔ细胞一个刺激信号，通过结合Ｉｇ超
家族的Ｂ／Ｔ淋巴细胞弱化因子（ＢａｎｄＴｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ
ａｔｔｅｎｕａｔｏｒ，ＢＴＬＡ）提供给Ｔ细胞一个抑制性信号［３］。
研究［４］表明，ＵＬ１４４蛋白能够和ＢＴＬＡ结合，并且抑
制Ｔ细胞的增殖，模拟了ＨＶＥＭ的共抑制功能。树突
状细胞（ｄｅｎｄｒｉｔｉｃｃｅｌｌ，ＤＣ）是重要的专职抗原递呈细胞，
在免疫应答中起关键作用；ｈＣＭＶ能够通过感染ＤＣ影
响其抗原递呈功能，抑制Ｔ细胞活化［５６］。本实验构建
了携带ｈＣＭＶＵＬ１４４基因的重组腺病毒，并将其转染

ＤＣ，研究ＵＬ１４４基因修饰的ＤＣ的功能变化。

１　材料和方法

１．１　动物和试剂　 雄性、６～８周龄的Ｃ５７ＢＬ／６小
鼠（Ｈ２ｂ）和ＢＡＬＢ／ｃ小鼠（Ｈ２ｄ），购于上海西普尔
必凯实验动物有限公司。ＯＶＡ３２３３３９肽特异性 Ｔ细
胞受体（Ｔｃｅｌｌｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＴＣＲ）转基因小鼠，由第二
军医大学免疫学研究所曹雪涛教授馈赠。ＨＥＫ２９３
和 ＨｅＬａ细胞株由本科保存。空载病毒ＡｄＧＦＰ和
携带 ＨＶＥＭ 基因的腺病毒（ＡｄＨＶＥＭ）由本实验
室蔡刚博士构建。各种限制性内切酶（ＢｇｌⅡ、Ｓａｌ
Ⅰ、ＰｍｅⅠ、ＰａｃⅠ）、Ｔ４ＤＮＡ连接酶、ＴａｑＤＮＡ聚
合酶均为 ＴａＫａＲａ公司或ＢｉｏＬａｂ公司产品。转染
试剂ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００购自Ｇｉｂｃｏ公司；ＴＲＩｚｏｌ
试剂购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；反转录试剂盒购自Ｆｅｒ
ｍｅｎｔｅｓ公司；ＬＰＳ购自Ｓｉｇｍａ公司；ｒｍＧＭＣＳＦ和

ｒｍＩＬ４购自Ｒ＆Ｄ公司。胎牛血清（ＦＣＳ）及ＲＰＭＩ
１６４０培养液购自 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司。ＰＥ标记抗小鼠Ｉ
Ａｄ、ＣＤ４０、ＣＤ８０、ＣＤ８６抗体均购自ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公
司。ＣＤ１１ｃ（Ｎ４１８）Ｍｉｃｒｏｂｅａｄｓ购自 ＭｉｌｔｅｎｙｉＢｉｏ
ｔｅｃ公司。３ＨＴｄＲ购自中国科学院原子能研究所。
引物由上海生工生物工程技术服务有限公司合成。

１．２　ＡｄＵＬ１４４的构建、包装及滴度检测　采集

ｈＣＭＶＤＮＡ阳性患者外周血２～４ｍｌ，５％ＥＤＴＡ 抗
凝，按说明书用ＡｘｙＶａｃＶａｃｕｕｍＭａｎｉｆｏｌｄ试剂盒提取

ＤＮＡ，制备扩增模板。根据 ＵＬ１４４基因序列设计引
物，上游：５′ＧＡＣＡＧＡＴＣＴＣＧＧＣＣＣＣＡＴ ＧＡＧ
ＴＴＡ ＴＴ３′，加入ＢｇｌⅡ酶切位点；下游：５′ＴＡＣＴ
ＧＴＣＧＡＣＣＡＧＧＧＴＧＣＧＧＴＡ ＧＡＡＡＡ３′，加入

ＳａｌⅠ酶切位点。以ｈＣＭＶＤＮＡ阳性标本的ｃＤＮＡ为
模板，扩增ＵＬ１４４基因。将ＵＬ１４４基因的ＰＣＲ产物
克隆至ｐＭＤ１８Ｔ载体中，并进行ＰＣＲ鉴定和序列测
定。载体经ＢｇｌⅡ和ＳａｌⅠ双酶切后，回收片段连接到
穿梭质粒载体ｐＡｄＴｒａｃｋＣＭＶ的多克隆位点上，构建

含 ＵＬ１４４基因的穿梭质粒载体 ｐＡｄＴｒａｃｋＣＭＶ
ＵＬ１４４。将线性化和去磷酸化处理的 ｐＡｄＴｒａｃｋ
ＣＭＶＵＬ１４４质粒与腺病毒骨架质粒ｐＡｄＥａｓｙ１在大
肠杆菌ＢＪ５１８３中进行同源重组，得到重组腺病毒表达
载体ｐＡｄＵＬ１４４。用脂质体法转染ＨＥＫ２９３细胞，转
染过程按ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００的要求进行，根据致细
胞病变现象和绿色荧光蛋白（ｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｐｒｏ
ｔｅｉｎ，ＧＦＰ）的合成判断腺病毒包装完成。大量扩增病
毒，并用ＣｓＣｌ双密度梯度离心法纯化病毒，纯化的病
毒经空斑形成实验（ＰＦＵ）定量后分装保存于－８０℃冰
箱中。

１．３　ＲＴＰＣＲ检测受感染细胞内ＵＬ１４４ｍＲＮＡ的
表达　传代ＨｅＬａ细胞培养于２４孔板内，观察细胞生
长呈单层约铺满板底部８０％时，加入重组腺病毒（Ａｄ
ＵＬ１４４为实验组，ＡｄＧＦＰ为对照组），以 ＭＯＩ为５转
染ＨｅＬａ细胞；次日在荧光倒置显微镜下观察呈绿色
荧光的细胞应为受染细胞。４８ｈ后收集细胞，用ＴＲ
Ｉｚｏｌ提取总ＲＮＡ，以总ＲＮＡ为模板进行ＲＴＰＣＲ反
应，反应产物经琼脂糖凝胶电泳鉴定。

１．４　小鼠骨髓来源ＤＣ培养　 ＤＣ的培养参考Ｉｎ
ａｂａ等［７］的方法并稍作改进：ＢＡＬＢ／ｃ小鼠颈椎脱臼
处死，７５％乙醇浸泡５ｍｉｎ，在无菌条件下剪下股骨、
胫骨，除去表面肌肉组织；剪去两侧骨干端以便暴露
骨髓腔，用 ＲＰＭＩ１６４０培养液冲洗出骨髓细胞，

ＴｒｉｓＮＨ４Ｃｌ裂解红细胞，ＲＰＭＩ１６４０培养液洗２次
后，溶于含１０ｎｇ／ｍｌｒｍＧＭＣＳＦ、２ｎｇ／ｍｌｒｍＩＬ４
和１０％ ＦＣＳ的 ＲＰＭＩ１６４０完全培养液，置３７℃、

５％ＣＯ２孵箱内培养。第３天吸去培养液及悬浮细
胞，重新加入含ｒｍＧＭＣＳＦ和ｒｍＩＬ４的新鲜培养
液。第６天吸取疏松贴壁的增殖性细胞聚集体，用

ＣＤ１１ｃ磁珠进行阳性分选。

１．５　ＤＣ表面分子检测　将新鲜纯化的ＤＣ按１×
１０６／孔加入２４孔板中，每孔总量为２００μｌ，按 ＭＯＩ
为５０的量分别加入ＡｄＵＬ１４４和ＡｄＧＦＰ，并设立
不加任何病毒处理的对照组。病毒感染４ｈ后，更换
培养液，分别加入含或不含１００ｎｇ／ｍｌＬＰＳ的ＤＣ完
全培养液在３７℃、５％ＣＯ２条件下继续培养２４ｈ，收
集上清用于细胞因子测定。收集细胞进行流式细胞
仪（ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ，ＢＤ公司）检测，表面分子的表达以
平均荧光强度（ＭＦＩ）表示。

１．６　ＤＣ培养上清细胞因子检测　 采用ＥＬＩＳＡ试
剂盒（ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司）检测收集的细胞培养上清中
的细胞因子ＩＦＮγ、ＩＬ１β、ＩＬ６、ＴＮＦα和ＩＬ２，按说
明书操作。

１．７　抗原特异性Ｔ细胞增殖反应　 将按前述方法
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用２种重组腺病毒感染ＢＡＬＢ／ｃ小鼠来源的ＤＣ与
未感染病毒、同培养时间的ＤＣ（空白对照），在含有
或不含有ＬＰＳ（１００ｎｇ／ｍｌ）的培养液中培养１８ｈ后，
洗涤细胞并调整细胞密度，按２．０×１０４／孔加入圆底

９６孔板中，每组细胞每种处理方式做３复孔。将用

ＭｉｌｔｅｎｙｉＢｉｏｔｅｃＣＤ４＋磁珠阳性分离纯化的静息期的

ＤＯ１１．１０小鼠来源的ＯＶＡ３２３３３９特异性ＣＤ４＋ Ｔ细胞
调整密度至５×１０６／ｍｌ，１００μｌ／孔加入上述ＤＣ的圆
底９６孔板中，同时加入 ＯＶＡ３２３３３９肽（４００μｇ／ｍｌ）冲
击。３７℃、５％ＣＯ２条件下培养９６ｈ，最后１８ｈ按１

μＣｉ／孔掺入
３ＨＴｄＲ（１Ｃｉ＝３．７×１０１０Ｂｑ），多头细胞收

集器收集细胞，Ｗａｌｌａｃ公司的 Ｍｉｃｒｏｂｅｔａ液闪仪测定
每分钟放射活性（ｃｏｕｎｔｓｐｅｒｍｉｎｕｔｅ，ｃｐｍ）。

１．８　统计学处理　所有结果均以珔ｘ±ｓ表示，各组间
差异显著性统计采用单因素方差分析（ｏｎｅｗａｙＡＮＯ
ＶＡ），所有统计学处理均采用ＳＰＳＳ１０．０统计软件。

２　结　果

２．１　ＵＬ１４４目的基因的扩增　ＵＬ１４４经ＰＣＲ扩
增后，进行琼脂糖凝胶电泳分析显示，扩增片段的大
小为５３１ｂｐ，同预期的结果一致（图１）。序列测定结
果表明：ＵＬ１４４基因与 ＧｅｎＢａｎｋ中登录的ｈＣＭＶ
ＵＬ１４４（Ｇｉ：１１６７９１７）的序列完全一致。

图１　ＰＣＲ克隆ＵＬ１４４片段

Ｆｉｇ１　ＵＬ１４４ｆｒａｇｍｅｎｔｃｌｏｎｅｄｂｙＰＣＲ

１：ＦｒａｇｍｅｎｔｏｆＵＬ１４４；２：１ｋｂＤＮＡｌａｄｄｅｒ

２．２　重组腺病毒质粒的构建　将正确构建的腺病
毒骨架载体在细菌内进行同源重组，得到不同的克
隆，提取质粒。先用ＰＣＲ技术验证含有目的基因的
重组腺病毒质粒，得到约５３１ｂｐ的片段。再用

ＰａｃⅠ酶切重组腺病毒骨架可见有大小２个片段，小
的约４．５ｋｂ，大的约３０ｋｂ，而ｐＡｄＥａｓｙ１只有大片
段，没有小片段（图２）。

２．３　ＲＴＰＣＲ检测受感染细胞内ＵＬ１４４ｍＲＮＡ的

表达　空载病毒 ＡｄＧＦＰ和重组腺病毒 ＡｄＵＬ１４４
感染的 ＨｅＬａ细胞，ＲＴＰＣＲ检测结果显示重组病
毒中有ＵＬ１４４基因的表达，空载病毒中无目的基因
的表达（图３）。

图２　ｐＡｄＵＬ１４４骨架ＰａｃⅠ酶切鉴定

Ｆｉｇ２　ＰａｃⅠｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｍａｐｆｏｒｐＡｄＵＬ１４４
１：ｐＡｄＥａｓｙ１；２：ＴｒａｃｋＬｕｃ；３：ＴａＫａＲａ ＷｉｄｅＲａｎｇｅＤＮＡｌａｄｄｅｒ；

４：ｐＡｄＥａｓｙＬｕｃ；５：ｐＡｄＣＭＶＵＬ１４４

图３　ＲＴＰＣＲ鉴定重组缺陷型病毒包装

Ｆｉｇ３　ＲＴＰＣＲｉｄｅｎｔｉｆｙｉｎｇＵＬ１４４ｆｒａｇｍｅｎｔｆｏｒ

ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ
１：ＲＴＰＣＲｆｏｒＵＬ１４４ｆｒｏｍＡｄＵＬ１４４ｉｎｆｅｃｔｅｄｃｅｌｌｓ；２：ＴａＫａＲａ Ｗｉｄｅ

ＲａｎｇｅＤＮＡｌａｄｄｅｒ；３：ＲＴＰＣＲｆｏｒＵＬ１４４ｆｒｏｍｎｏｎｉｎｆｅｃｔｅｄｃｅｌｌｓ；４：ＲＴ

ＰＣＲｆｏｒＵＬ１４４ｆｒｏｍＡｄＧＦＰｉｎｆｅｃｔｅｄｃｅｌｌｓ；５：ＵＬ１４４ｇｅｎｅ

２．４　病毒滴度测定　腺病毒扩增完毕后，检测重组
腺病毒ＡｄＵＬ１４４和空载病毒ＡｄＧＦＰ的病毒滴度
分别为：３×１０１０ｐｆｕ／ｍｌ和１×１０１０ｐｆｕ／ｍｌ。

２．５　ＤＣ表面分子检测　结果显示，ＡｄＵＬ１４４处理
组ＩＡｄ、ＣＤ８０、ＣＤ８６和ＣＤ４０的表达水平在多次实验
中均为相近结果，其中ＣＤ８０、ＣＤ８６和ＩＡｄ的表达水
平均明显低于ＡｄＧＦＰ组（Ｐ＜０．０１），ＣＤ４０水平略低
于ＡｄＧＦＰ组，但无明显差异。这些数据表明目的基
因ＵＬ１４４在ＤＣｓ的表达可下调ＤＣｓ表面ＣＤ８６、ＣＤ８０
和ＩＡｄ的表达，但与空白对照相比，不能逆转ＬＰＳ诱
导的ＤＣ成熟（表１）。
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表１　表达ＵＬ１４４对小鼠骨髓来源ＤＣ的表型的影响（ＭＦＩ）

Ｔａｂ１　ＥｆｆｅｃｔｏｆＵＬ１４４ｏｎｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓｏｆｍｙｅｌｏｉｄＤＣｓ（ＭＦＩ）
（ｎ＝３，珚ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ＣＤ８０ ＣＤ８６ ＣＤ４０ ＩＡｄ

ＡｄＵＬ１４４ １８６．４±７．０ ３１６．９± ８．３ ９８．１±４．９ ３１８．１±１２．２

ＡｄＧＦＰ ２４５．５±５．９ ４１４．８± ７．６ １０５．４±５．１ ４６５．３±１３．２
Ｃｏｎｔｒｏｌ １５３．５±５．９ ２４３．４± ５．６ ９２．１±３．４ ２４６．６±１３．２
ＡｄＵＬ１４４＋ＬＰＳ ２９０．９±３．４△△ ４６６．０±１１．８△ １７０．２±５．４ ６３８．９± ９．２
ＡｄＧＦＰ＋ＬＰＳ ３１０．９±４．３ ４９２．６± ６．６ １６６．４±３．３ ６５２．７± ７．４
Ｃｏｎｔｒｏｌ＋ＬＰＳ ２３８．５±６．８ ４７７．５± ７．５ １７３．１±４．７ ６３７．２± ８．６

　Ｐ＜０．０１ｖｓＡｄＧＦＰｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５，△△Ｐ＜０．０１ｖｓＡｄＧＦＰ＋ＬＰＳｇｒｏｕｐ

２．６　ＤＣ培养上清细胞因子检测　结果显示，病毒
介导ＤＣ表达 ＵＬ１４４后，与 ＡｄＧＦＰ对照组相比，
能明显下调 ＴＮＦα、ＩＬ６以及ＩＬ１β的分泌水平
（Ｐ＜０．０５），其中，ＩＬ６水平在ＬＰＳ刺激成熟状态下

比空白对照组也有明显降低；对于ＩＦＮγ，Ａｄ
ＵＬ１４４处理组虽较ＡｄＧＦＰ处理组有下调趋势，但
无统计学意义；ＩＬ２的分泌水平在各组之间无明显
差异。具体结果见表２。

表２　表达ＵＬ１４４对小鼠骨髓来源ＤＣ分泌细胞因子的影响

Ｔａｂ２　ＥｆｆｅｃｔｏｆＵＬ１４４ｏｎｃｙｔｏｋｉｎｅｓｓｅｃｒｅｔｉｏｎｉｎｍｙｅｌｏｉｄＤＣｓ
（ｎ＝３，珚ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ＴＮＦα
ρＢ／（ｎｇ·ｍｌ－１）

ＩＬ６
ρＢ／（ｎｇ·ｍｌ－１）

ＩＮＦγ
ρＢ／（ｐｇ·ｍｌ－１）

ＩＬ２
ρＢ／（ｐｇ·ｍｌ－１）

ＩＬ１β
ρＢ／（ｐｇ·ｍｌ－１）

ＡｄＵＬ１４４ ４．８±０．５ ３．７±１．１ ６５．９±１９．３ １６．０±２．２ １６７．９±３０．４

ＡｄＧＦＰ ９．５±０．９ ５．２±１．１ ７６．１±２６．４ １４．９±２．１ ３１５．６±５３．３
Ｃｏｎｔｒｏｌ １．８±０．２ ０．７±０．１ ７３．８± ５．０ １７．２±３．９ ３９．１±１６．７
ＡｄＵＬ１４４＋ＬＰＳ ２３．０±２．３△ １４．１±１．０△▲ １１０．５± ６．３ １９．７±６．８ ３３０．６±２２．６△

ＡｄＧＦＰ＋ＬＰＳ ２６．６±２．７ ２０．９±４．２ １２２．２±１３．２ １６．６±２．６ ３９７．２±３４．１
Ｃｏｎｔｒｏｌ＋ＬＰＳ １６．７±１．７ ２３．０±２．６ １１７．８±２１．７ １６．７±２．９ ２４７．９±３４．８

　Ｐ＜０．０１ｖｓＡｄＧＦＰｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５ｖｓＡｄＧＦＰ＋ＬＰＳｇｒｏｕｐ；▲Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌ＋ＬＰＳｇｒｏｕｐ

２．７　抗原特异性Ｔ细胞增殖反应　 用ＯＶＡ冲击
的各病毒感染的ＤＣ促ＯＶＡ３２３３３９特异反应性ＣＤ４＋

Ｔ细胞的增殖，反映 ＵＬ１４４基因修饰的ＤＣ对初始

ＣＤ４＋Ｔ 细胞增殖的抑制功能。同时设立 Ａｄ
ＨＶＥＭ对照。结果显示，过度表达 ＵＬ１４４的 ＤＣ
对初始型ＣＤ４＋ Ｔ细胞的增殖有明显的抑制作用
（Ｐ＜０．０１），抑制作用与 ＨＶＥＭ接近（图４）。

３　讨　论

　　ＢＴＬＡ是最近发现的ＣＤ２８家族中的成员，主
要表达于Ｔ、Ｂ细胞表面，在巨噬细胞、ＤＣ和ＮＫ细
胞表面也有较低的表达［８］。ＨＶＥＭ 为ＢＴＬＡ的配
体，主要表达于 ＡＰＣ、Ｔ和Ｂ细胞表面。一方面，

ＨＶＥＭＢＴＬＡ可负相调节ＤＣ内环境的稳定［９］；另
一方面，ＢＴＬＡ结合其配体后可介导抑制性信号，抑
制Ｔ细胞的活化。ＨＶＥＭ和ＢＴＬＡ是迄今发现的
第一对联系 ＴＮＦＲ家族和Ｉｇ超家族的分子，同时

ＨＶＥＭ也作为ＬＩＧＨＴ的配体发挥共刺激活性。鉴
于ＨＶＥＭ这两方面的特性，它可以作为免疫系统
的活性开关蛋白，在体内免疫反应平衡的维持中起

图４　ＵＬ１４４基因修饰的ＤＣ抑制

特异性ＣＤ４＋ Ｔ细胞的增殖

Ｆｉｇ４　ＵＬ１４４ｇｅｎｅｍｏｄｉｆｉｅｄＤＣｓｉｎｈｉｂｉｔ

ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆａｎｔｉｇｅｎｓｐｅｃｉｆｉｃＣＤ４＋ Ｔｃｅｌｌｓ
Ｐ＜０．０１ｖｓＡｄＧＦＰｇｒｏｕｐ；△△Ｐ＜０．０１ｖｓｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ．ｎ＝３，

珚ｘ±ｓ．１ｃｐｍ＝６．１７×１０８Ｂｑ

重要作用［１０］。ＤＣ作为功能至为强大的抗原递呈细

胞，通过对天然免疫与获得性免疫的联系，在免疫耐

受与免疫激活中均具有不可或缺的作用。研究［５６］

表明，ｈＣＭＶ可有效感染ＤＣ，能下调ＤＣ表面的主
要组织相容性复合物Ⅰ、Ⅱ分子，ＣＤ８０、ＣＤ８６和

ＣＤ４０的表达，降低ＤＣ的抗原递呈能力，抑制ＤＣ
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激活初始型Ｔ细胞的功能，延迟或抑制 Ｔｃ细胞的
增殖，使ｈＣＭＶ逃避细胞免疫反应并持续感染。本
研究构建携带人巨细胞病毒ＵＬ１４４基因的腺病毒，
并将此重组腺病毒转染小鼠骨髓来源的ＤＣ。我们
观察到 ＵＬ１４４基因修饰的ＤＣ具有维持相对未成
熟状态的能力，ＤＣ激活初始Ｔ细胞的“免疫原性”
减弱。

　　重复多次实验结果显示，在适宜的效靶比范围
内，ＵＬ１４４基因修饰的 ＤＣ较对照 ＤＣ促特异性

ＣＤ４＋ Ｔ细胞的增殖能力可降低４０％～８０％。这种
促增殖能力减弱的机制可能是多方面的：其一，直接
经ＤＣ上的ＵＬ１４４与Ｔ细胞上其相关结合分子介
导Ｔ细胞激活抑制作用。ＵＬ１４４是疱疹病毒中唯
一编码 ＴＮＦＲ 超家族成员的基因，它有２个和

ＨＶＥＭ具同源性的半胱氨酸富集区（ｃｙｓｔｅｉｎｅｒｉｃｈ
ｄｏｍａｉｎ，ＣＲＤ），但缺少与ＴＮＦ家族成员结合的第３
个ＣＲＤ，不能和任何已知的 ＴＮＦ配体结合［２］。而

Ｃｈｅｕｎｇ等［４］的研究表明，ＵＬ１４４能和ＢＴＬＡ以较
低的亲和力结合，并向 Ｔ细胞传递抑制信号，其抑
制作用强于ＢＴＬＡ的天然配体———ＨＶＥＭ。其二，

ＵＬ１４４基因修饰的ＤＣ刺激 Ｔ细胞增殖低反应性
的机制可能来源于这种ＤＣ本身性质及功能方面的
改变。我们观察到 ＵＬ１４４基因修饰ＤＣ其表面分
子发生了向幼稚型转换的某些改变。结果表明，无
论有无ＬＰＳ刺激，ＵＬ１４４基因修饰的ＤＣ的表面分
子 ＭＨＣⅡ类抗原、ＣＤ８０和ＣＤ８６的表达水平均不
同程度低于它们在对照病毒处理ＤＣ上的表达（Ｐ＜
０．０１）。这些表面分子表达的减少可导致其对Ｔ细
胞，尤其是童贞Ｔ细胞活化能力的减低。其三，ＤＣ
功能改变致Ｔ细胞活化障碍的另一个可能性是其
细胞因子表达谱的某些改变。研究［１１］已经证实，

ＴＮＦα、ＩＬ６等均有强烈的促 Ｔ细胞增殖的作用。
在本研究中，我们虽发现ＩＬ２的表达水平在各处理
组之间无明显差异，但 ＴＮＦα和ＩＬ６的表达水平
以及ＩＬ１β的表达水平均有不同程度的下调，说明

Ｔ细胞的活化抑制可能部分依赖于上述细胞因子的
相关变化。

　　本研究发现人巨细胞病毒 ＵＬ１４４基因修饰的

ＤＣ具有维持相对未成熟状态的能力，并抑制抗原特
异性Ｔ细胞的激活。这些特性有利于病毒逃避细
胞免疫应答，造成持续感染或潜伏感染，提示

ＵＬ１４４基因在针对病毒的免疫应答中发挥重要作

用。这为以后以此病毒基因或基因产物为靶点进一
步探讨人巨细胞病毒的免疫应答提供了实验基础。
同时，ＵＬＬ１４４基因修饰ＤＣ诱导的免疫耐受作为
一种免疫调节性策略，在今后自身免疫性疾病基础
及临床研究中具有更广阔的前景。
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