
·1186　 ·
第 二 军 医 大 学 学 报
Acad J Sec Mil Med Univ　2006 Nov ;27 (11)

·论　著·
重组病毒 rAAV22PD2L1的构建及其转染小鼠血管内皮细胞的生物学效应

康晓燕1 ,王孟龙2 3 ,董　刚1 ,李　瑾1 ,钱海华1 ,殷正丰1

(1.第二军医大学东方肝胆外科医院分子肿瘤实验室 ,上海 200438 ;2.南方医科大学南方医院肝胆外科 ,广州 510515)

[摘要 ]　目的 :构建腺相关病毒 rAAV2介导的 PD2L1表达系统 ,检测感染 rAAV22PD2L1的血管内皮细胞共刺激 T细胞分

泌细胞因子的作用。方法 :以鼠肝脏组织来源的总 RNA 为模板 ,应用 RT2PCR 扩增 PD2L1 cDNA ,克隆入穿梭质粒

pSNAV1 ,脂质体法转染包装细胞 B H K21 ,筛选获得重组病毒 rAAV22PD2L1。以 rAAV22PD2L1 感染小鼠血管内皮细胞株

2F22B后 ,与活化的小鼠 T 细胞共培养 ,EL ISA法检测培养上清 IFNγ浓度。结果 :测序结果表明 ,克隆的小鼠 PD2L1 cDNA

和重组质粒 p SNAV2PD2L1序列正确。重组病毒 rAAV22PD2L1 经 PCR 扩增出目的基因片段 ,在 SDS2PA GE电泳上显示

AAV2三条特征带 ,纯度大于 98 %。病毒物理滴度为 4×1012 virus genome/ ml ;蛋白浓度为 0. 355 mg/ ml。感染 rAAV22PD2

L1的血管内皮细胞高表达 PD2L1。活化 T 细胞与其共培养后 ,培养上清 IFNγ浓度显著降低。结论 :构建的重组病毒

rAAV22PD2L1可感染血管内皮细胞 ,并且共刺激可抑制活化 T细胞分泌 IFNγ。

[关键词 ]　PD2L1 ;腺相关病毒 ;内皮细胞 ; T淋巴细胞

[中图分类号 ] 　Q 784　　　[文献标识码 ]　A　　　[文章编号 ]　02582879X(2006) 1121186204

Construction of recombinant adeno2associated virus vector rAAV22PD2L1 and its biological eff iciency in trans2
fecting mouse vascular endothel ial cells
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[ ABSTRACT] 　Objective :To const ruct a recombinant adeno2associated virus vector rAAV22PD2L1 and to investigate the biolog2
ical efficiency of rAAV22PD2L12t ransfected vascular endothelial cells in co2stimulating secretion of cytokines by T cells. Meth2
ods : Mouse PD2L1 cDNA was amplified by RT2PCR from total RNA of mouse liver tissues and was cloned into shuttle vector

pSNAV1 ;the product s were then transferred into B H K21 cells by lipofectamine and rAAV22PD2L1 was screened out . Mouse

vascular endothelial cell line 2F22B was infected with rAAV22PD2L1 and were co2cultured with activated mouse T cells , and the

IFNγcontent was identified by EL ISA in the supernatant . Results : The sequences of PD2L1 cDNA and pSNAV2PD2L1 were

confirmed to be correct . The recombinant rAAV22PD2L1 was verified by PCR and SDS2PA GE analysis. The virus physical titer

was 4×1012 virus genome/ ml and the protein concentration was 0. 355 mg/ ml. There was a high expression of PD2L1 in mouse

vascular endothelial cells infected with rAAV22PD2L1. The content of IFNγ in the culture supernatant was significantly de2
creased 48 hours after co2culture. Conclusion : The recombinant rAAV22PD2L1 can infect vascular endothelial cells and inhibit

secretion of IFNγ by activated T cells through co2stimulation.
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　　PD2L1 (programmed deat h21 ligand 1)是一个

新近发现的 B7家族分子 ,广泛表达在多种非淋巴组

织 ,与活化 T细胞表面的 PD21受体相互作用 ,下调

T细胞抗原抗体信号转导 ,在调节免疫反应 ,维持自

我耐受方面可能具有重要作用[1 ,2 ]。为了建立表达

PD2L1的血管内皮细胞共刺激活化 T 细胞的试验

模型 ,进一步研究 PD2L1 基因表达的生物学效应 ,

本研究克隆了小鼠 PD2L1 cDNA ,构建、包装了以新

型腺相关病毒介导的 PD2L1重组病毒 ( rAAV22PD2
L1) ,并体外转染小鼠血管内皮细胞株 2F22B ,初步

分析过表达 PD2L1的血管内皮细胞对活化 T 细胞

分泌细胞因子 IFNγ的影响。

1　材料和方法

1. 1 　质粒、宿主菌、病毒载体及细胞株 　p UCm2T

(上海申能博彩生物科技有限公司) ; AAV2 穿梭质

粒 p SNAV1、B H K21细胞和具有 AAV2重组、包装
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功能的重组 1型单纯疱疹病毒 HSV12RC以及介导

绿色荧光蛋白基因表达的重组病毒 rAAV22EGFP

(本元正阳基因技术股份有限公司) 。质粒在大肠杆

菌 J M109 (本实验室保存)中扩增。B H K21 细胞在

含 10 %胎牛血清的 RPMI 1640培养液中培养。小

鼠血管内皮细胞株 2F22B (A TCC)在含 10 %胎牛血

清、4. 5 g/ L 葡萄糖的 DM EM液中培养。

1. 2　工具酶和其他试剂　T4 DNA连接酶、Pf u酶

(上海申能博彩生物科技有限公司) ;各种限制性内

切酶 (生物晶美工程上海分公司) ; TRIzol ( MBI) ;

AMV 逆 转 录 酶 ( Sangon ) ; DL2000 marker、

DL15000 marker ( Ta KaRa 公司 ) ;脂质体 Lipo2
fectamine ( Invit rogen) ; PD2L1 抗体 ( Santa Cruz) ;

CD3抗体 ( R & D Systems) ; Percoll TM ( Amersham

Pharmacia Biotech) ; IFNγ检测试剂盒 ( Pharmin2
gen) 。

1. 3　鼠 PD2L1 cDNA的克隆　应用 TRIzol试剂从

新鲜鼠肝脏组织中提取总 RNA ,以 AMV 逆转录

酶、随机六聚体引物进行逆转录 ,并以逆转录产物作

模板进行 PCR。上游引物 (引入 KOZA K序列) :5′2
ACT CAC CA T GA G GA T A T T T GC T GG CA T

T23′;下游引物 : 5′2A T T ACG TCT CCT CGA

A T T GT G TA T C23′。目的扩增片段长度为 879

bp。反应条件如下 : 94℃ 5 min ,94℃ 45 s、55℃ 1

min、72℃1 min进行 30 个循环后于 72℃延伸 10

min。所得 PCR产物连接入载体 p UCm2T ,转化、筛

选 ,得到质粒 p UCm2T2PD2L1 ,经酶切、测序鉴定。

1. 4　重组病毒 rAAV22PD2L1的构建、包装与制备

　用 EcoRⅠ+ S al Ⅰ双酶切 p UCm2T2PD2L1 ,回收

900 bp 左右大小的目的基因片段 ,连接入相同切点

的穿梭质粒 p SNAV1 ,转化 ,筛选 ,获得重组质粒

p SNAV2PD2L1 ,经酶切、PCR和测序鉴定。大量抽

提质粒 p SNAV2PD2L1 ,以脂质体转染 B H K21 细

胞 ,在 G418压力下筛选 ,得到稳定携带目的质粒的

细胞系。转瓶扩大培养细胞 ,在辅助病毒 HSV12RC

(含有编码病毒复制、包装必需蛋白的 rep、cap 基

因)感染参与下包装病毒 48 h ,细胞完全病变后 ,将

细胞洗脱至培养液中 ,采用“氯仿处理2PEG/ NaCl

沉淀2氯仿抽提”纯化重组 AAV ,最后得到具有感染

性的 重 组 病 毒 rAAV22PD2L1。对 重 组 病 毒

rAAV22PD2L1进行理化分析 ,包括 PCR 扩增目的

基因片段、SDS2PA GE鉴定纯度、BCA 法测定病毒

蛋白浓度检测、点杂交法测定病毒滴度。

1. 5　rAAV22PD2L1体外感染小鼠血管内皮细胞株

2F22B　2F22B 细胞贴壁培养后 12 h ,加入病毒 ,继

续培养 1 h。吸去液体 ,补给新鲜培养液 ,并加入丁

酸钠 ,终浓度为 20 mmol/ L。48 h 后收集感染

rAAV22PD2L1的细胞 ,用 Western印迹检测 PD2L1

的表达情况。而感染 rAAV22EGFP的细胞则在荧

光显微镜下直接观察 EGFP表达情况。

1. 6　感染 rAAV22PD2L1 的小鼠血管内皮细胞共

刺激活化 T 细胞 　用 Percoll TM细胞分离液通过不

连续密度离心法分离 BALB/ c 小鼠外周血单核细

胞 ,通过尼龙2毛柱纯化 T 细胞 ( > 75 % CD3 + 细

胞) ,以 22×106细胞/ ml在含有 Con A (3μg/ ml)和

CD3抗体 (5μg/ ml)的培养液中与感染重组病毒的

2F22B细胞共培养 ,分别在 0、24 和 48 h 后收集上

清 ,用 EL ISA检测 IFNγ浓度。每个试验重复 3次 ,

结果取平均值。

2　结　果

2. 1 　鼠 PD2L1 cDNA 的鉴定 　R T2PCR 产物经

1 %琼脂糖电泳显示单一条带 ,大小与理论预期值一

致 (图 1A) 。p UCm2T2PD2L1经 EcoRⅠ/ S alⅠ双酶

切后释放出的条带大于 PCR 产物长度 ,约 1 kb 左

右 ,中间一条较亮的条带是没有切开的原始质粒 (图

1B) 。测序结果与 GenBank 数据库资料比对 ,全部

序列和阅读框架正确。

2. 2 　重组质粒 p SNAV2PD2L1 的鉴定 　p SNAV2
PD2L1经 PCR和 EcoR Ⅰ/ S al Ⅰ双酶切鉴定 ,均得

到比 1 kb略小的片段 (图 2A、图 2B) 。测序结果也

证实构建正确。

2. 3　重组病毒 rAAV22PD2L1质量鉴定　rAAV22
PD2L1经 PCR扩增 ,结果与图 1A 类似 (未显示) 。

经 SDS2PA GE电泳 , rAAV22PD2L1 可显示 AAV2

三条特征带 ,纯度大于 98 %。rAAV2/ 11 TN FR : Fc

病毒颗粒经点杂交方法测定 ,病毒物理滴度为 4 ×

1012 virus genome/ ml。BCA 法测得的病毒蛋白浓

度为 0. 355 mg/ ml。

2. 4　感染 rAAV22PD2L1 的血管内皮细胞表达产

物和生物学活性鉴定　感染 rAAV22EGFP的血管

内皮细胞在荧光显微镜下可观察到大量荧光 ;与亲

本细胞和感染 rAAV22EGFP 的细胞相比 ,感染

rAAV22PD2L1 的细胞明显表达 PD2L1 (图 3 ) 。

EL ISA检测结果显示 ,与感染 rAAV22EGFP 的血
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管内皮细胞相比 ,感染 rAAV22PD2L1 的细胞可抑 制活化 T细胞分泌 IFNγ水平 (图 4 , P < 0. 01) 。

图 1　RT2PCR扩增鼠 PD2L1 cDNA( A)及质粒 pUCm2T2PD2L1酶切鉴定( B)结果

Fig 1　RT2PCR amplif ication of mouse PD2L1 cDNA( A) and endonuclease digestion of plasmid pUCm2T2PD2L1( B)

M1 ,M2 : DL 2 000 marker ;1 : Negative cont rol ;2 : R T2PCR product ;3 :pUCm2T2PD2L1/ EcoRⅠ+ HindⅢ

图 2　质粒 pSNAV2PD2L1 PCR( A)及酶切( B)鉴定结果

Fig 2　Analysis of plasmid pSNAV2PD2L1 by PCR( A) and endonuclease digestion( B)

M1 :DL 2 000 marker ; M2 :DL 15 000 marker ;1 :Negative cont rol ;2 : Templete of pSNAV2PD2L1 ;3 : Templete of pUCm2T2PD2L1 ;4 ,5 :pSNAV2

PD2L1/ EcoRⅠ+ S alⅠ

图 3　Western 印迹检测病毒

感染细胞表达 PD2L1

Fig 3　Expression of PD2L1 in cells after

infected with virus by Western blot

1 : Infected wit h rAAV22EGFP ;2 : Infected wit h rAAV22PD2L1

图 4　表达 PD2L1的 2F22B细胞抑制 T细胞分泌 IFNγ

Fig 4　IFNγ levels secreted by T cells after

treated with PD2L1 expressed in 2F22B cells

n = 3 , �x ±s ; 3 3 P < 0. 01 vs rAAV22PD2L1
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3　讨　论

　　T细胞活化除需要 TCR转导的第一信号外 ,还

需要共刺激分子转导的第二信号的参与。B721 和

B722分子是人们熟知的共刺激分子 ,与其相应受体

CD28分子或 CTL A24 分子相互作用 ,在 T 细胞分

化、生长和死亡中发挥重要作用[3 ,4 ]。PD2L1 又称

B72H1 (B7 homolog 1) ,是近来发现的一个细胞表

面糖蛋白 ,属于共刺激分子 B7家族的新成员。初步

研究显示 ,PD2L1与相应受体结合 ,参与细胞免疫和

体液免疫应答的调节[1 ,2 ,5 ]。小鼠 PD2L1 基因于

2000年被克隆 ,与人 PD2L1 具有 69 %氨基酸同源

性[6 ]。

　　已有的研究报道提示 ,血管内皮细胞具有潜在

的直接调节淋巴细胞激活和消除免疫反应 ,抑制免

疫疾病发生的双重作用 ,而 PD2L1可能是其涉及的

重要分子[7～9 ]。为了研究表达 PD2L1的血管内皮细

胞共刺激活化 T细胞在体内外产生的生物学效应 ,

本研究通过 R T2PCR克隆了小鼠 PD2L1基因 ,并将

PD2L1基因重组入腺相关病毒载体 ,通过包装 ,获得

具有感染能力的 rAAV22PD2L1 重组病毒颗粒 ,然

后感染小鼠血管内皮细胞株 2F22B ,使其高表达 PD2
L1。已有研究表明 ,固定化的 PD2L1 共刺激 T 细

胞 ,使其分泌细胞因子减少。因此 ,本研究初步检测

了 T细胞与感染不同重组病毒的血管内皮细胞共

培养后培养上清 IFNγ的浓度。将感染 rAAV22PD2
L1的血管内皮细胞与活化 T细胞共培养 ,连续检测

培养液中细胞因子含量。为了排除感染腺相关病毒

本身可能影响实验结果的真实性 ,我们设置了感染

rAAV22EGFP的血管内皮细胞作为对照。实验结

果显示 ,高表达 PD2L1的血管内皮细胞可导致 T细

胞分泌 IFNγ降低。这一结果表明本研究建立的表

达 PD2L1的血管内皮细胞共刺激活化 T细胞的试

验模型具有可用性 ,为进一步研究 T细胞在不同条

件下对不同基因型血管内皮细胞的应答 ,以及这些

应答引起的病理过程奠定了基础。
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