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［摘要］　目的：真核表达人ＩＣＯＳ胞外区与ＩｇＧＦｃ融合蛋白，并对其生物学活性进行初步分析。方法：以ＲＴＰＣＲ方法克隆

人ＩＣＯＳ胞外区片段和人ＩｇＧＦｃ片段，定向插入真核表达载体ｐＳｅｃＴａｇ２，构建重组质粒ｐＳｅｃＴａｇ２ＩＣＯＳＩｇ，脂质体转染ＣＨＯ
细胞，可溶性表达并纯化ＩＣＯＳＩｇ融合蛋白。采用ＳＤＳＰＡＧＥ、蛋白质印迹、ＥＬＩＳＡ对融合蛋白进行鉴定，配体结合活性实验

和混合淋巴细胞增殖反应实验检测融合蛋白的活性。结果：构建的ＩＣＯＳＩｇ融合蛋白表达载体在ＣＨＯ细胞中表达ＩＣＯＳＩｇ

蛋白。纯化获得的ＩＣＯＳＩｇ可以与配体ＩＣＯＳＬ特异性结合，并抑制同种Ｔ淋巴细胞增殖反应。结论：成功构建了人ＩＣＯＳ胞

外区与人ＩｇＧＦｃ融合蛋白真核表达系统，获得有生物学活性的ＩＣＯＳＩｇ融合蛋白。
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　　抗原特异性Ｔ细胞的活化需要２种不同的刺激
信号。第一信号是由抗原递呈细胞（ＡＰＣ）表面

ＭＨＣ抗原肽复合物和Ｔ细胞上的ＴＣＲＣＤ３提供，
第二信号即共刺激信号由 ＡＰＣ与Ｔ细胞上表达的
共刺激分子产生。缺乏共刺激信号将导致淋巴细胞
进入无应答状态，甚至凋亡［１］。共刺激分子家族中，

研究最深入的是ＣＤ２８、ＣＴＬＡ４及其配体Ｂ７１和

Ｂ７２通路，针对抑制该通路的生物制剂（ＣＴＬＡ４Ｉｇ）
已于２００５年被美国ＦＤＡ批准上市，为以阻断Ｔ淋
巴细胞共刺激分子为治疗靶点的临床研究展示了良

好的前景。

　　可诱导共刺激分子（ｉｎｄｕｃｉｂｌｅｃｏｓｔｉｍｕｌａｔｏｒ，ＩＣＯＳ）
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是１９９９年Ｈｕｔｌｏｆｆ等［２］发现的ＣＤ２８家族的新成员，
优势表达在活化的Ｔ细胞表面，其生物学功能与经典
共刺激分子ＣＤ２８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［３］。阻
断ＩＣＯＳ通路诱导活化Ｔ细胞的无应答或凋亡，显然
更有利于诱导特异性的免疫耐受，在免疫性疾病的治
疗中发挥更有针对性的治疗作用。

　　因此，我们构建了表达人ＩＣＯＳＩｇ融合蛋白的
真核表达体系，表达纯化ＩＣＯＳＩｇ融合蛋白，并初步
分析其生物学特性，为今后的实验研究和可能的临
床应用研究打下基础。

１　材料和方法

１．１　材料　Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α由本室保存。表达载体

ｐＳｅｃＴａｇ２购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司，ｐＩＧｐｌｕｓ由美国

ＦｒａｎｋＳ．Ｗａｌｓｈ博士惠赠。中华仓鼠卵巢细胞株

ＣＨＯ和人Ｂ淋巴瘤细胞株Ｄａｕｄｉ由本室保存。雄
性ＢＡＬＢ／ｃ和Ｃ５７ＢＬ／６小鼠，６～８周龄，购自中科
院实验动物中心。Ｔａｑ酶、Ｔ４连接酶、限制性内切
酶等购自 ＴａＫａＲａ公司。Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００、ＲＰ
ＭＩ１６４０培养液和胎牛血清等购自 ＧｉｂｃｏＢＲＬ公
司。ＨｙｇｒｏｍｙｃｉｎＢ购自Ｒｏｃｈｅ公司。佛波醇、离子
霉素、ＰｒｏｔｅｉｎＡＳｅｐｈａｒｏｓｅ４ＦＦ、人ＩｇＧ、ＦＩＴＣ等购
自Ｓｉｇｍａ公司。人ＩｇＧＥＬＩＳＡ试剂盒购自Ｂｅｔｈｙｌ
公司。ＨＲＰａｎｔｉｈｕｍａｎＩｇＧ１Ｆｃ购自ＰＩＥＲＣＥ公
司。ＰＥａｎｔｉｈｕｍａｎＩＣＯＳＬ购自ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司。
３ＨＴｄＲ购自中国原子能研究所。

１．２　人ＩＣＯＳ胞外区片段和人ＩｇＧ１重链基因Ｆｃ
恒定区的扩增　用终浓度为２０ｎｇ／ｍｌ的佛波醇
（ＰＭＡ）和２００ｎｇ／ｍｌ的离子霉素刺激人外周血单个
核细胞，７２ｈ后收集细胞，ＴＲＩｚｏｌ试剂提取总ＲＮＡ，

ＲＴＰＣＲ扩增ＩＣＯＳ胞外区片段，引物 Ｆ：５′ＧＣＧ
ＧＣＣＣＡＧＣＣＧＧＣＣＧＡＡＡＴＣＡＡＴＧＧＴＴＣＴ
ＧＣＣ３′（含ＳｆｉⅠ酶切位点），Ｒ：５′ＧＣＴＣＴＡＧＡＣ
ＴＴＣＡＧＣＴＧＧＣＡＡＡＧ３′（含ＸｂａⅠ酶切位点），
反应参数：９４℃５ｍｉｎ，（９４℃３０ｓ，５５℃３０ｓ，７２℃
３０ｓ）×３０，７２℃８ｍｉｎ。以表达载体ｐＩＧｐｌｕｓ为模板，

ＰＣＲ扩增人ＩｇＧ１重链基因Ｆｃ恒定区，引物Ｆ：５′
ＴＣＴＡＧＡＧＡＴ ＣＣＣＡＡＡＴＣＴＴＧＴＧＡＣ３′（含

ＸｂａⅠ酶切位点），Ｒ：５′ＧＣＧＧＣＣＧＣＴＣＡＴＴＴＡＣＣＣ
ＧＧＡＧＡＣＡＧ３′（含ＮｏｔⅠ酶切位点），反应参数：９４℃
５ｍｉｎ，（９４℃３０ｓ，５５℃３０ｓ，７２℃１ｍｉｎ）×３０，７２℃

８ｍｉｎ。ＰＣＲ产物分别电泳后割胶回收目的条带并克
隆至ｐＭＤ１８Ｔ载体，进行测序验证。

１．３　真核表达载体ｐＳｅｃＴａｇ２ＩＣＯＳＩｇ的构建　测
序正确的ｐＭＤ１８Ｔ／ＩＣＯＳ质粒用ＳｆｉⅠ和ＸｂａⅠ双
酶切，ｐＭＤ１８Ｔ／Ｉｇ质粒用ＸｂａⅠ和 ＮｏｔⅠ双酶切，
同时表达载体ｐＳｅｃＴａｇ２用ＳｆｉⅠ和ＮｏｔⅠ双酶切，
割胶回收酶切后的各目的片段，继而 Ｔ４连接酶连
接、转化细菌ＤＨ５α，挑选、鉴定获得重组真核表达载
体ｐＳｅｃＴａｇ２ＩＣＯＳＩｇ。

１．４　ＩＣＯＳＩｇ融合蛋白的表达、纯化与鉴定　参照

Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００说明书，将ｐＳｅｃＴａｇ２ＩＣＯＳＩｇ和

Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ混合转染ＣＨＯ细胞，培养２４ｈ后，按

１１０传代，待细胞贴壁后，以５００μｇ／ｍｌＨｙｇｒｏｍｙｃｉｎ
Ｂ筛选阳性克隆，建立稳定表达ＩＣＯＳＩｇ融合蛋白的

ＣＨＯ细胞系。用１０％ＦＢＳ的ＲＰＭＩ１６４０进行大规模
滚瓶细胞培养，细胞培养至相当数量（培养液１～２
Ｌ），更换为无血清培养液，继续培养３～５ｄ。收集细
胞培养液，经ＰｒｏｔｅｉｎＡＳｅｐｈａｒｏｓｅ４ＦＦ纯化，ＰＢＳ透析
并过滤除菌，即获得纯化蛋白。纯化蛋白通过还原／
非还原状态ＳＤＳＰＡＧＥ和蛋白质印迹法（ＨＲＰａｎｔｉ
ｈｕｍａｎＩｇＧ１Ｆｃ）进行定性鉴定，并采用人ＩｇＧＥＬＩＳＡ
试剂盒进行定量分析。鉴定正确的纯化ＩＣＯＳＩｇ融合
蛋白稀释后，用人ＩｇＧＥＬＩＳＡ试剂盒检测蛋白浓度为

２．８ｍｇ／ｍｌ，分装后－８０℃保存。

１．５　ＦＡＣＳ检测ＩＣＯＳＩｇ融合蛋白与配体结合　１
ｍｇ／ｍｌＩＣＯＳＩｇ融合蛋白或人ＩｇＧ，加入相当蛋白量

１／２０的ＦＩＴＣ，采用０．０２５ｍｏｌ／ＬｐＨ９．５的碳酸盐
缓冲液透析法进行ＦＩＴＣ标记。５×１０５的Ｄａｕｄｉ细
胞，先用１０μｇ／ｍｌ人ＩｇＧ室温封闭３０ｍｉｎ，再分别
与ＰＥａｎｔｉｈｕｍａｎＩＣＯＳＬ流式检测抗体或２０μｇ／ｍｌ
ＦＩＴＣＩＣＯＳＩｇ／ＦＩＴＣＩｇＧ４℃孵育４５ｍｉｎ，ＰＢＳ／１％
ＢＳＡ洗涤２次后，上流式细胞仪检测。

１．６　体外检测ＩＣＯＳＩｇ融合蛋白对同种Ｔ细胞增殖
的影响　Ｆｉｃｏｌｌ分离法收集ＢＡＬＢ／ｃ小鼠脾细胞，细
胞悬液浓度为５×１０６／ｍｌ，２５Ｇｙ６０Ｃｏ辐照灭活，作为
刺激细胞。尼龙毛柱法收集Ｃ５７ＢＬ／６小鼠脾Ｔ细胞，
细胞悬液浓度为５×１０６／ｍｌ，作为反应细胞。刺激细
胞和反应细胞各２×１０５个接种９６孔板，进行单向混
合淋巴细胞增殖反应（ＭＬＲ），均设３个复孔，实验分
组：（１）单独反应细胞组；（２）单独刺激细胞组；（３）反应
细胞＋刺激细胞＋加入不同浓度（０～５０μｇ／ｍｌ）ＩＣＯＳ
Ｉｇ组；（４）反应细胞＋刺激细胞＋加入５０μｇ／ｍｌ对照

ＩｇＧ组。３７℃５％ＣＯ２条件下培养３ｄ，最后１６ｈ加入

１μＣｉ（１Ｃｉ＝３．７×１０
１０Ｂｑ）３ＨＴｄＲ。收获细胞，β液

闪计 数 仪 检 测 各 样 品 每 分 钟 脉 冲 数 （ｃｐｍ，
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１ｃｐｍ＝６．１７×１０８Ｂｑ），代表细胞增殖率。

１．７　统计学处理　结果用珚ｘ±ｓ表示，采用ＳＰＳＳ
１２．０统计软件进行单因素方差分析。

２　结　果

２．１　真核表达载体ｐＳｅｃＴａｇ２ＩＣＯＳＩｇ的鉴定　获
得的重组真核表达载体ｐＳｅｃＴａｇ２ＩＣＯＳＩｇ经酶切
鉴定正确（图１）。

图１　重组质粒ｐＳｅｃＴａｇ２ＩＣＯＳＩｇ的酶切鉴定结果

Ｆｉｇ１　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｐＳｅｃＴａｇ２ＩＣＯＳＩｇ
ｂｙｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎ

Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１：ｐＳｅｃＴａｇ２ＩＣＯＳＩｇ／ＳｆｉⅠ＋ＮｏｔⅠ

２．２　ＩＣＯＳＩｇ融合蛋白的鉴定　纯化的ＩＣＯＳＩｇ融
合蛋白经还原ＳＤＳＰＡＧＥ及蛋白质印迹分析显示
在还原状态下可检测到相对分子质量约为５００００的
特异蛋白，符合ＩＣＯＳＩｇ单体的大小；而非还原

ＳＤＳＰＡＧＥ分析显示在非还原状态下可检测到相对
分子质量约为１０００００的特异蛋白，表明ＩＣＯＳＩｇ融

合蛋白是以通过二硫键结合的二聚体形式表达，
符合 天 然 状 态 ＩＣＯＳ 在 细 胞 表 面 的 表 达 形 式
（图２）。　　　　

图２　ＳＤＳＰＡＧＥ和蛋白质印迹鉴定ＩＣＯＳＩｇ融合蛋白

Ｆｉｇ２　ＳＤＳＰＡＧＥａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ
ａｓｓａｙｏｆｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎＩＣＯＳＩｇ

Ａ：ＳＤＳＰＡＧＥａｓｓａｙ．Ｍ：Ｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ；１：Ｒｅｄｕｃｅｄｐｒｏｔｅｉｎ；２：Ｎｏｎｒｅ

ｄｕｃｅｄｐｒｏｔｅｉｎ．Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｓｓａｙ（ＨＲＰａｎｔｉｈｕｍａｎＩｇＧ１Ｆｃ）

２．３　ＩＣＯＳＩｇ与配体ＩＣＯＳＬ特异性结合的能力　
首先用ＰＥ抗ＩＣＯＳＬ抗体标记Ｄａｕｄｉ细胞，证实其
表面有ＩＣＯＳ配体分子ＩＣＯＳＬ的表达。再将真核表
达的ＩＣＯＳＩｇ和人ＩｇＧ用透析法进行ＦＩＴＣ标记，
用于流式细胞术检测。ＦＩＴＣ标记的ＩＣＯＳＩｇ与

Ｄａｕｄｉ细胞有特异性结合活性，而ＦＩＴＣ标记的ＩｇＧ
则不与配体表达细胞结合，证明ＩＣＯＳＩｇ可与配体

ＩＣＯＳＬ特异性结合，具有生物学活性（图３）。

图３　流式细胞术检测ＩＣＯＳＩｇ与配体ＩＣＯＳＬ的结合活性

Ｆｉｇ３　ＥｘａｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｂｉｎｄｉｎｇｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙｏｆＩＣＯＳＩｇｗｉｔｈＩＣＯＳＬｂｙＦＡＣＳ

２．４　ＩＣＯＳＩｇ 抑 制 同 种 Ｔ 淋 巴 细 胞 增 殖 反

应　２５Ｇｙ６０Ｃｏ辐照灭活的 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠的脾细

胞，与尼龙毛柱法分离的Ｃ５７ＢＬ／６脾脏 Ｔ细胞混
合，加 入 不 同 浓 度 ＩＣＯＳＩｇ 或 对 照 ＩｇＧ，进 行

ＭＬＲ。３ＨＴｄＲ掺入法结果如图４所示：５０μｇ／ｍｌ

ＩｇＧ对同种Ｔ细胞的活化没有影响，而ＩＣＯＳＩｇ呈

剂量依赖性抑制同种 Ｔ细胞的活化增殖（ＩＣＯＳＩｇ
终浓度为５０μｇ／ｍｌ时抑制率约为６０％，Ｐ＜０．０５），
表明ＩＣＯＳＩｇ融合蛋白通过结合配体ＩＣＯＳＬ，可以
竞争性阻断ＩＣＯＳ共刺激通路，抑制同种Ｔ淋巴细
胞增殖反应。
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图４　ＩＣＯＳＩｇ抑制单向混合淋巴细胞增殖反应

Ｆｉｇ４　ＩＣＯＳＩｇｉｎｈｉｂｉｔｓｍｉｘｅｄｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｒｅａｃｔｉｏｎ
Ｓ：Ｓｔｉｍｕｌａｔｏｒａｌｏｎｅ；Ｒ：Ｒｅｓｐｏｎｄｅｒａｌｏｎｅ；ＩＣＯＳＩｇ：Ｍｉｘｅｄｓｐｌｅｅｎｃｅｌｌｓ

ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｖａｒｉｏｕｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＩＣＯＳＩｇ；ＩｇＧ：Ｍｉｘｅｄｓｐｌｅｅｎ

ｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ５０μｇ／ｍｌＩｇＧ；Ｐ＜０．０５ｖｓ０μｇ／ｍｌＩＣＯＳＩｇｏｒ

ＩｇＧｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

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。以获准上市的ＣＴＬＡ４Ｉｇ为代表，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是１９９９年由 Ｈｕｔｌｏｆｆ等发现的ＣＤ２８家

族成员，优势表达在活化的 Ｔ细胞表面，对维持 Ｔ
细胞效应和记忆细胞活化、免疫球蛋白类型转换、调

节Ｔｈ１／Ｔｈ２细胞极化等有重要作用；阻断ＩＣＯＳ共

刺激通路，会导致活化 Ｔ细胞无功能、免疫球蛋白

类型转换受损［２，４６］。多种疾病的动物模型研究表

明［７９］，以ＩＣＯＳ途径为靶点的免疫调节对包括自身

免疫、移植免疫和肿瘤免疫均有着重要的临床治疗

意义。

　　本研究首先采用基因工程的方法将ＩＣＯＳ胞外

区与人ＩｇＧ１的绞链区及ＣＨ２、ＣＨ３区结合，构建了

ＩＣＯＳＩｇ融合蛋白真核表达体系。Ｉｇ融合蛋白具有

如下特征［１０］：（１）易于纯化和检测，通过ＩｇＧ１的Ｆｃ
与蛋白Ａ结合进行方便的收集、纯化，并可用抗人

ＩｇＧ１Ｆｃ抗体识别Ｆｃ段进行特异性鉴定；（２）增加

该蛋白在血液中的半衰期，利于重组蛋白作为治疗

药物在临床中的实际应用；（３）ＩｇＧ１的Ｆｃ结构域可

形成二硫键结合的二聚体，符合天然状态ＩＣＯＳ在

细胞表面的表达形式。

　　本实验对ＩＣＯＳＩｇ融合蛋白的生物学功能进行

了初步研究。经流式细胞术检测，ＦＩＴＣ标记的重组

融合蛋白ＩＣＯＳＩｇ与配体表达细胞Ｄａｕｄｉ细胞有结

合活性，ＦＩＴＣ标记的ＩｇＧ则不与配体表达细胞结

合，证明ＩＣＯＳＩｇ与配体ＩＣＯＳＬ可以特异性结合，

具有生物学活性。然后，体外实验验证ＩＣＯＳＩｇ对

同种异体Ｔ细胞免疫功能的抑制作用。用不同浓

度的重组蛋白作为拮抗剂与混合淋巴细胞共同反

应，结果显示随着重组蛋白浓度增加，淋巴细胞的增

殖活性明显下降，彼此存在剂量效应关系，说明本载

体系统表达的ＩＣＯＳＩｇ重组蛋白能体外结合配体分

子并阻断ＩＣＯＳ共刺激通路，有效抑制同种混合淋巴

细胞的增殖反应。上述实验结果表明，ＩＣＯＳＩｇ融合

蛋白可以阻断ＩＣＯＳ共刺激通路，有望在免疫性疾病

的治疗中发挥诱导特异性免疫耐受的作用，为今后的

实验研究和可能的临床应用研究奠定了基础。
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