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稳定表达可诱导共刺激分子ＣＨＯ细胞株的筛选及其生物学活性鉴定
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［摘要］　目的：构建携带人可诱导共刺激分子（ｉｎｄｕｃｉｂｌｅｃｏｓｔｉｍｕｌａｔｏｒｍｏｌｅｃｕｌｅ，ＩＣＯＳ）基因的重组逆转录病毒载体，筛选稳定

表达ＩＣＯＳ蛋白的ＣＨＯ细胞株，并对其生物学活性进行鉴定。方法：ＲＴＰＣＲ法从人ＰＢＭＣ中获取ＩＣＯＳｃＤＮＡ，定向克隆到

逆转录病毒载体上，制备逆转录病毒重组体ｐＭＳＣＶＩＣＯＳ；经病毒包装细胞包装后抗性筛选出产高滴度病毒的细胞株，用高滴

度病毒上清感染ＣＨＯ细胞，抗性筛选出稳定表达细胞株。将ＣＨＯＩＣＯＳ细胞和ＰＢＭＣ以不同比例（１１、１２、１５、１１０）

共培养，加入亚刺激剂量（２００ｎｇ／ｍｌ）的抗人ＣＤ３抗体，采用３ＨＴｄＲ掺入法检测ＰＢＭＣ的增殖，流式细胞仪检测Ｔ细胞表面

活化分子ＣＤ２５表达情况，并以ＣＨＯｐＭＳＣＶ细胞和ＰＢＭＣ以１１比例共培养作为阴性对照以及未处理的ＰＢＭＣ作为空白

对照。结果：成功构建逆转录病毒重组体ｐＭＳＣＶＩＣＯＳ，筛选出稳定表达ＩＣＯＳ蛋白的ＣＨＯ细胞株。３ＨＴｄＲ掺入法和流式

细胞仪检测结果表明，与阴性对照及空白对照相比，ＣＨＯＩＣＯＳ细胞与ＰＢＭＣ共培养能抑制ＣＤ３抗体诱导的ＰＢＭＣ增殖及活

化（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１），细胞比例为１１时抑制率最大，分别为（６８±５．９）％、（４４．０８±３．２６）％。结论：成功建立具有生物

学活性的膜稳定表达人ＩＣＯＳ蛋白的ＣＨＯ细胞株，为今后研究奠定了基础。
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　　Ｔ细胞完全活化不仅需要 Ｔ细胞受体（ＴＣＲ） 提供的第一信号，还需要Ｔ细胞表面共刺激分子与



第３期．丁庆莉 ，等．稳定表达可诱导共刺激分子ＣＨＯ细胞株的筛选及其生物学活性鉴定 ·２５５　　 ·

抗原递呈细胞（ＡＰＣ）表面相应受体结合所提供的共

刺激信号（第二信号）。缺乏共刺激信号，则会发生

抗原特异性 Ｔ细胞凋亡或失能。共刺激分子家族

中，研究最广泛也最深入的是ＣＤ２８及其配体Ｂ７ｌ
（ＣＤ８０）和Ｂ７２（ＣＤ８６）。Ｈｕｔｌｏｆｆ等［１］发现局限表

达于活化Ｔ细胞膜上ＣＤ２８家族新成员———可诱导

共 刺 激 分 子 （ｉｎｄｕｃｉｂｌｅｃｏｓｔｉｍｕｌａｔｏｒ ｍｏｌｅｃｕｌｅ，

ＩＣＯＳ）。进一步的研究［２３］发现其生物学功能与

ＣＤ２８介导的共刺激信号不尽相同：ＣＤ２８是诱导初

始Ｔ细胞增殖活化的关键性分子，而ＩＣＯＳ则是活

化后促进Ｔ细胞分化并发挥效应的主要共刺激分

子；ＣＤ２８分子主要参与机体的初次免疫应答，而

ＩＣＯＳ主要是在再次免疫应答以及免疫记忆中发挥

着重要作用。

　　国外研究［４６］发现，ＩＣＯＳ共刺激途径在自身免

疫性疾病、移植物抗宿主反应等的发生和发展中均

起着至关重要的作用，成为目前相关研究的热点。

Ｊａｎｋｅ等［７］研究认为，ＩＣＯＳ共刺激途径在Ｔ调节细

胞、髓样树突状细胞等的生成和效应上也起主要作

用。目前国内不少实验室已经表达出ＩＣＯＳ的融合

蛋白用于实验研究，但体内ＩＣＯＳ蛋白并不以可溶

性蛋白形式存在，而是锚定于Ｔ细胞膜表面发挥生

物学作用。因此，本研究应用ＰＣＲ方法制备逆转录

病毒重组体ｐＭＳＣＶＩＣＯＳ，表达高滴度病毒，感染

ＣＨＯ细胞，筛选稳定高表达ＩＣＯＳ蛋白的细胞株，

并对其生物学功能进行初步鉴定，为今后的研究奠

定基础。

１　材料和方法

１．１　主要试剂　逆转录病毒载体ｐＭＳＣＶｐｕｒｏ、病

毒包装细胞系ＰＴ６７和 ＮＩＨ３Ｔ３由第二军医大学

细胞生物学教研室惠赠。ＣＨＯ细胞和ＪＭ１０９菌为

本实验室常规保存。人ＩＣＯＳＰＣＲ引物由基康公司

合成，胶回收试剂盒购于华舜公司，质粒抽提试剂盒

购于 Ｖｇｅｎｅ 公 司，脂 质 体 转 染 试 剂 盒 Ｌｉｐｏ

ｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００购于Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，各种限制性内

切酶、Ｔ４ＤＮＡ连接酶、逆转录ＰＣＲ试剂盒、ＤＮＡ
相对分子质量标准物 ＤＬ２０００均购于 ＴａＫａＲａ公

司，重组逆病毒转化菌ＤＮＡ序列由 ＴａＫａＲａ公司

测序。ＦＩＴＣ标记抗人ＩＣＯＳ抗体、ＦＩＴＣ标记抗人

ＣＤ４抗体、ＡＰＣ标记抗人ＣＤ２５抗体均购于ｅＢｉｏ

ｓｃｉｅｎｃｅ公司。

１．２　重组逆转录病毒载体的制备

１．２．１　人外周血单个核细胞（ＰＢＭＣ）的 ＲＮＡ抽

提　取２份正常献血员外周血各３ｍｌ，经淋巴细胞

分离液（Ｆｉｃｏｌｌ）密度梯度离心分离出ＰＢＭＣ，按照

ＲＮＡ抽提常规操作步骤，从 ＰＢＭＣ中提取出总

ＲＮＡ。

１．２．２　逆转录ＰＣＲ（ＲＴＰＣＲ）及ＰＣＲ反应　逆转

录反应体系２０μｌ，包括总 ＲＮＡ、缓冲液、ｄＮＴＰ混

合物、ＲＮＡ酶抑制剂、ＡＭＶ逆转录酶和随机引物

等。反应条件：２５℃１０ｍｉｎ，４２℃１ｈ，７０℃１０ｍｉｎ，

产物ｃＤＮＡ进行ＰＣＲ反应。人ＩＣＯＳ上游引物：５′

ＧＴＴＧＧＡＴＣＣＧＣＣＡＣＣＡＴＧＡＡＧＴＣＡＧＧＣ

ＣＴＣ３′，下游引物：５′ＧＡＧＡＡＴＴＣＴＴＡＴＡＧＧ

ＧＴＣＡＣＡＴＣＴＧ３′。ＰＣＲ反应体系５０μｌ，包括

引物、ＲＴＰＣＲ产物、ｄＮＴＰ、ＴａｑＤＮＡ酶等；反应条

件：９４℃２ｍｉｎ，９４℃３０ｓ，６０℃３０ｓ，７２℃４０ｓ，共

３５个循环，之后７２℃延伸２ｍｉｎ；反应完毕后１％琼

脂糖凝胶电泳分析。

１．２．３　重组载体的构建与鉴定　ＩＣＯＳ的ＰＣＲ产

物胶回收后经ＢａｍＨⅠ和ＥｃｏＲⅠ双酶切，酶切产物

电泳后再次胶回收用于连接和转化；同时，逆转录病

毒载体ｐＭＳＣＶｐｕｒｏ也经上述酶切与胶回收。将

ＩＣＯＳ的酶切胶回收产物与ｐＭＳＣＶｐｕｒｏ载体经Ｔ４

ＤＮＡ连接酶连接过夜（１６℃），连接产物转化感受态

ＪＭ１０９菌，转化菌涂布于抗性平板后３７℃孵箱培养

过夜。次日挑选单克隆菌落再次扩增过夜，用碱裂

解法抽提出重组逆转录病毒载体ｐＭＳＣＶＩＣＯＳ后

利用ＸｂａⅠ位点酶切鉴定，并进行ＤＮＡ序列测定。

１．３　重组逆转录病毒的包装与产高滴度病毒细胞

株的筛选　采用脂质体转染法。于转染前２４ｈ，铺

１×１０６个ＰＴ６７包装细胞于６孔板内，当细胞汇合

率达 ７０％ ～８０％ 时，按 照 转 染 试 剂 盒 Ｌｉｐｏ

ｆｅｃｔａｍｉｎ２０００的操作步骤将ｐＭＳＣＶ空载（对照）及

ｐＭＳＣＶＩＣＯＳ转染入ＰＴ６７包装细胞，６ｈ后更换

培养基。转染２４ｈ后加入嘌呤霉素筛选１周，筛选

出的单克隆细胞利用 ＮＩＨ３Ｔ３细胞检测其产生病

毒的滴度。滴度测定前２４ｈ，于６孔板内每孔铺

１×１０５个ＮＩＨ３Ｔ３细胞，共铺６孔，测定时每孔分别

加入１０倍系列稀释的病毒上清，２４ｈ后更换为抗性

培养基，筛选１周。１周后根据滴度测定值挑选出

能产生高滴度病毒的稳定ＰＴ６７细胞株，并扩增此

细胞株，收集病毒上清，于－８０℃保存备用。

１．４　重组逆转录病毒感染ＣＨＯ细胞与稳定细胞
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株筛选　铺２×１０５个ＣＨＯ细胞于６孔板内，１８～
２４ｈ后当细胞汇合率至６０％～７０％时，加入病毒上

清，并同时加入８μｇ／ｍｌｐｏｌｙｂｒｅｎｅ，培养２４ｈ后更

换为含嘌呤霉素的抗性培养基进行稳定细胞株的筛

选。挑选出单克隆细胞抗性扩增并应用流式细胞仪

对其进行鉴定，直至筛选出ＩＣＯＳ表达率较高的

ＣＨＯＩＣＯＳ细胞株及仅具有嘌呤霉素抗性但不表达

ＩＣＯＳ的ＣＨＯｐＭＳＣＶ空载细胞株。

１．５　ＣＨＯＩＣＯＳ的生物学活性检测　采用３Ｈ

ＴｄＲ掺入法检测细胞ＰＢＭＣ增殖，利用流式细胞仪

检测ＰＢＭＣ细胞表面活性分子ＣＤ２５的表达。取正

常献血员外周血５ｍｌ，经Ｆｉｃｏｌｌ密度梯度离心分离

出ＰＢＭＣ，调整细胞密度至４×１０５／孔，共９６孔。同

时，ＣＨＯＩＣＯＳ 细 胞以及 ＣＨＯｐＭＳＣＶ 细胞经

０．５％戊二醛处理３０ｓ后再加入甘氨酸３ｍｉｎ中和

固定细胞，以保持其活性但不再增殖［８］，并能悬浮于

培养基中与ＰＢＭＣ更好的相互作用。将处理好的

ＣＨＯＩＣＯＳ细胞和ＰＢＭＣ分别以１１、１２、１５、

１１０比例加入９６孔板内共培养，并设ＣＨＯｐＭ

ＳＣＶ细胞和ＰＢＭＣ以１１比例共培养对照孔以及

未处理的ＰＢＭＣ空白对照孔。

　　ＰＢＭＣ在亚剂量（２００ｎｇ／ｍｌ）抗ＣＤ３抗体刺激

下，可以引起Ｔ细胞的活化和增殖。外源性ＣＨＯ

ＩＣＯＳ可竞争结合ＩＣＯＳ配体（ＩＣＯＳＬ），抑制或阻断

ＩＣＯＳ共刺激通路，从而使 Ｔ细胞的活化和增殖降

低。因此，本研究在各孔内加入亚刺激剂量（２００

ｎｇ／ｍｌ）的抗人ＣＤ３抗体，培养５４ｈ后实验孔及对

照孔均加入３ＨＴｄＲ５０μｌ／孔，１８ｈ后吸取细胞，每

孔加入闪烁液３００μｌ后液闪仪（Ｗａｌｌａｃ）测定每分钟

脉冲计数，观察细胞增殖程度。另一组在加入相同

浓度抗ＣＤ３抗体刺激培养７２ｈ后，吸取细胞应用流

式细胞仪检测其表面活性分子ＣＤ２５的表达。以上

实验中分离出５例正常献血员ＰＢＭＣ，进行了５次

重复性实验，取平均值。

１．６　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１２．０统计分析软件

进行单因素方差分析，结果用珚ｘ±ｓ表示，Ｐ＜０．０５
为差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　ＰＣＲ扩增产物　从人ＰＢＭＣ提取并逆转录

出的ＩＣＯＳｃＤＮＡ经ＰＣＲ扩增后，其产物通过琼脂

糖凝胶电泳可见１条６００ｂｐ的特异性条带（图１），

与预期结果一致。

图１　ＩＣＯＳＰＣＲ鉴定结果

Ｆｉｇ１　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＩＣＯＳｏｎ

ＣＨＯｃｅｌｌｍｅｍｂｒａｎｅｂｙＰＣＲ
１：ＤＬ２０００ｍａｒｋｅｒ；２：ＩＣＯＳ

２．２　重组逆转录病毒载体酶切鉴定　ｐＭＳＣＶｐｕｒｏ
上有２个 ＸｂａⅠ酶切位点，将ＩＣＯＳ连接入ｐＭ
ＳＣＶｐｕｒｏ载体后，由于ＩＣＯＳ内部也存在ＸｂａⅠ位
点，因此用ＸｂａⅠ对ｐＭＳＣＶＩＣＯＳ进行酶切鉴定，
结果（图２）出现３条条带（３．６、１．８、１．４ｋｂ），与预期
结果一致。测序结果也与已知序列相符。

图２　重组逆病毒载体酶切鉴定结果

Ｆｉｇ２　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ

ｐＭＳＣＶＩＣＯＳｂｙｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎ
１：ｐＭＳＣＶＩＣＯＳ；２：ＤＬ２０００ｍａｒｋｅｒ

２．３　ＣＨＯ细胞膜上ＩＣＯＳ分子的稳定表达　流式

细胞仪检测抗性培养基筛选后的ＣＨＯＩＣＯＳ细胞，

结果（图３）发现，ＩＣＯＳ表达的阳性率（９８．４３％）＞

９８％，而转染空载体的ＣＨＯｐＭＳＣＶ细胞ＩＣＯＳ的

阳性率仅为０．７４％。
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图３　流式细胞术检测ＣＨＯ细胞膜ＩＣＯＳ的表达

Ｆｉｇ３　ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＩＣＯＳｏｎＣＨＯ

ｃｅｌｌｍｅｍｂｒａｎｅｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ
Ａ：ＣＨＯｐＭＳＣＶ；Ｂ：ＣＨＯＩＣＯＳ

２．４　ＣＨＯＩＣＯＳ的生物学活性检测　３ＨＴｄＲ掺

入法（图４）及流式细胞结果（图５）发现：与仅存在抗

ＣＤ３抗体刺激而不加入任何 ＣＨＯ细胞共培养的

ＰＢＭＣ相比，对照ＣＨＯｐＭＳＣＶ空载对 Ｔ细胞的

增殖以及ＣＤ４＋Ｔ细胞表面活化标志ＣＤ２５的表达

均没有影响；ＣＨＯＩＣＯＳ细胞与ＰＢＭＣ共培养能抑

制ＣＤ３抗体诱导的ＰＢＭＣ增殖及活化（Ｐ＜０．０５或

Ｐ＜０．０１），细胞比例为１１时抑制率最大，分别为

（６８±５．９）％、（４４．０８±３．２６）％。

图４　ＣＨＯＣＯＳ抑制ＰＢＭＣ的增殖

Ｆｉｇ４　ＩｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆＰＢＭＣｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｂｙＣＨＯＩＣＯＳ
Ｎ：ＰＢＭＣａｌｏｎｅ；１１１１０：ＣｏｃｕｌｔｕｒｅｏｆＣＨＯＩＣＯＳａｎｄＰＢＭＣａｔ

ｉｎｄｉｃａｔｅｄｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｓ＋ ａｎｔｉＣＤ３；Ｃ１：ＣｏｃｕｌｔｕｒｅｏｆＣＨＯｐＭＳＣＶ

ａｎｄＰＢＭＣａｔ１１ ＋ ａｎｔｉＣＤ３；Ｃ２：ＰＢＭＣ＋ａｎｔｉＣＤ３．Ｐ＜

０．０５，Ｐ ＜０．０１ｖｓＣ１ｇｒｏｕｐ；ｎ＝５，珚ｘ±ｓ

图５　ＣＨＯＩＣＯＳ抑制ＰＢＭＣ的活化

Ｆｉｇ５　ＩｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆＰＢＭＣａｃｔｉｖａｔｉｏｎｂｙＣＨＯＩＣＯＳ
ＡＤ：ＣｏｃｕｌｔｕｒｅｏｆＣＨＯＩＣＯＳａｎｄＰＢＭＣａｔ１１，１２，１５，１１０＋ａｎｔｉＣＤ３；Ｅ：ＣｏｃｕｌｔｕｒｅｏｆＣＨＯｐＭＳＣＶａｎｄＰＢＭＣａｔ１１＋ａｎｔｉ

ＣＤ３；Ｆ：ＰＢＭＣ＋ａｎｔｉＣＤ３．Ｄａｔａｉｓａｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｆｒｏｍｏｎｅｄｏｎｏｒ

３　讨　论

　　Ｔ淋巴细胞在细胞免疫和体液免疫的诱导中均

发挥着重要的作用，自从双信号学说提出以来，共刺

激分子在疾病的发生、发展中的作用越来越受到重

视，对共刺激信号通路进行人工干预已成为治疗许

多临床疾病的重要手段。ＩＣＯＳ作为ＣＤ２８家族的

成员，是重要的共刺激分子，它在 Ｔ细胞的增殖和

活化，诱导细胞因子产生的过程中以及在Ｔ／Ｂ细胞

协同作用、抗体产生和类型转换中，均发挥着至关重

要的作用［２３，９１１］。目前对多种疾病的动物模型研究

表明，以ＩＣＯＳ途径为靶点的免疫调节对包括自身

免疫性疾病和移植免疫长期耐受的形成以及某些感

染性疾病的发生发展中均有着重要的临床治疗意

义。

　　ＩＣＯＳ仅表达在活化和记忆的 Ｔ 细胞上，而

ＩＣＯＳＬ则组成性表达在树突状细胞（ＤＣ）、Ｂ细胞等

抗原递呈细胞表面；也可经ＴＮＦα、ＩＦＮγ诱导表达
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于单核细胞、内皮细胞、上皮细胞等表面［１２］。较构

建ＩＣＯＳ融合蛋白而言，非淋巴细胞源细胞膜上表

达的ＩＣＯＳ更能真实的模拟Ｔ细胞ＩＣＯＳ表达的状

态，为深入研究ＩＣＯＳ共刺激通路的生物学功能提

供了非常有用的工具。本研究利用逆转录病毒载体

成功地将人ＩＣＯＳ稳定表达于ＣＨＯ细胞膜表面。

为了验证重组ＩＣＯＳ的生物学活性，我们在亚刺激

量抗ＣＤ３抗体模拟 ＴＣＲ激活 Ｔ细胞的培养体系

中，加入ＣＨＯＩＣＯＳ细胞作为与ＩＣＯＳＬ结合的竞

争物，阻断或抑制ＩＣＯＳ共刺激途径。实验结果表

明：表达于ＣＨＯ细胞膜上的ＩＣＯＳ具有很好的生物

学活性，可以竞争性抑制抗 ＣＤ３抗体刺激引起的

ＰＢＭＣ细胞增殖和活化，抑制率最大可分别达（６８±

５．９）％和（４４．０８±３．２６）％。因此，本研究成功建立

膜稳定表达ＩＣＯＳ蛋白的ＣＨＯ细胞株，为进一步深

入研究ＩＣＯＳ共刺激途径奠定了基础。

　　（志谢　本研究得到第二军医大学长海医院实

验诊断科张军博士、张薇薇技士的支持和帮助，在此

一并表示感谢！）
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