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B7转染白血病细胞 K562的作用研究 

蒋代凤 ，罗云萍 ，任 红 ．凌 宁 ．陈洁萍 

(1．重庆医科大学临床血液教研室 重庆 400046 2重庆医科大学肝炎研究所 重庆 400010) 

【摘 要】日的：探讨共刺激信号分子B7转化人白血病细胞株Y-~62后．转化细胞的生物学性状变化及介导的免疫作用。方 

法：构建重组真核表达质粒 PCDNA3．1137，转化人白血病细胞株K562，获得单个细胞克隆，观察K562一B7的生长周期．绘制生 

长曲线 ．检测 K562—137诱导 T细胞分泌 IL一2的情况。蛄果 ：pcDNA3．1137可在 K562中稳定表达．K562一B7的生长增殖速 

度比野生型K562慢。在体外，K562一B7可诱导PMNC分泌IL-2，24h上清液中IL一2含量比B7阴性 K562高 1倍左右 

姑论：137基因转入人白血病细胞株K562后．细胞本身增殖能力降低，且K562--B7可活化CD T细胞分泌细胞因子IL一2， 

提高宿主抗肿瘤免疫能力 
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The study of hun1an leukemia cell K562 lransfected with B7 gene 

HANGDai-feng．et al 

(Department of Hematology，College of Clinical Medicine，Chongqing Medical University) 

【Abstract】 Objective： r0 aSsess the potential of costimulatory signal molecule B7 in inducing immune effect 

and the biological alternation of K562一B7．Methods：First．insert B7 gene into eukaryotic expression plasmid 

pcDNA3．1B7，then transect K562 with pl~aaid pcDNA3．1B7 and select lx~idve done(K562一B7)by G418 

(600Vg／trd)Finaly．analysethe abilityofgrowthand proliferationofK562一B7，The secretionofIL一2wasal— 

so observed in vitro．Results：pcDNA3．1B7 carl be stably expressedinK562．andK562一B7 glow more slowly 

than wild K562．In addition，IL一2 production per 24 hours in the supernatant stimulated by K562一B7 was 

about twice as much as that by 137 negative K562．Conclusion：K562 trandected with B7 gene grow mole slowly 

thanK562an dK562—137 ca工1 activateT eel1to produceIL一2．and enhanceanti—tUITIOrimmunity． 

【Key wordsl 137；Tumor immunity；K562；TranSect 

B7．1／cD80／B7cDNA作为 T细胞表面cD28 

的配体，在激括T细胞时产生第二信号．从而使表 

达肿瘤抗原的肿瘤细胞可被T细胞识别、杀灭。但 

大多数肿瘤细胞均不表达B7[ ，这就使得即使表 

达了MHC—I和肿瘤抗原的肿瘤细胞可逃逸宿主 

免疫系统的监控。因此、将 137cDNA转人有肿瘤抗 

原的肿瘤细胞可促进T淋巴细胞的激括和增加肿 

瘤细胞的免疫原性．为肿瘤的基因治疗提供有效途 

径。我们试图将 BTcDNA转人人白血病细胞株 

K562后，观察转化细胞的生物学性状变化 ，为 B7 

瘤苗用于临床白血病提供基础研究。 

作者介绍：蒋代凰(1972一 ) 士，重虔市凡，计师．博士生。主要研 

充方向 肿瘤的基因浩疗。 

1 材料和方法 

1 1 重组真柱表选质粒pcDN．4．3 1B7的构建如图1所示 

重组真核质粒 PiLNB7和质粒pcDNA3．1由重医大肝 

炎所保存 质粒DNA的提取、回收、连接、转化、鉴定参照文 

献跚。 

I 2 重组真柱表达质粒pcDNA3 1B7转化人白血病细胞株 

K562 

~DNA3 1B7和pcDNA3．1的中量提取参照 ag∞ 一 

dl Placid PurificationKit操作，转化方法采用电穿孔法．电 

转结束后．加入600pg／ndG418筛选，待G418抗性克隆长出 

后，用有限稀释法筛选出单个细胞克隆 即为K562--B7。 

I．3 转化细胞的 DNA提取、鉴定 
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采用细胞 DNA提取法分别提取 I(562_一B7、I(562一 

pcD 3．1的细胞 DNA，用 PCR法检测转化细胞的 B7基 

因，参照文献[2]。引物自行设计后由上海生工生物工程公 

司合成，用于B7的扩增。两条引物分别为： 

P1：5’—-1℃TAĜ TTATA0 G03TAH  

P2：5 一 AAGCFr0CA 3 

0 

C—l— 
9 

图1 质粒 pcDN,4．3．1137的构建路线 

1．4 RT--PCR检驯 B7基因的袁达 

参照Pmrr~ga公司Total RNA Isolathn Kit方法分别提 

取 K562--B'7、K562--pcDNA3．I、K562的 总 R 。参照 

Gibco公司 Supers pt Preampl／fiemtion for first cDNA syrtthe 

s说明．将提取的总RNA用RNAase—free的 DNAase处理 

后，逆转录合成cDNA井进行PCR，以B—actln为内对照，以 

P1、P2为引物。PCR反应结束后，取 5va反应液进行琼脂糖 

凝腔电泳鉴定。 

1 5 PI—代 M 捡 测 K562—137的细胞 周期 

将 I(562一B7、I(562一pd3NA3 1、14562静止期诱导后， 

同步化处理 PI染色，上流式细胞仪(FACsCan，B．D USA)， 

用 CellQuest和Mod／ft LT软件分析结果。 

1．6 培 制 14562一B7、K562---w．DNA．3．1的生长 曲线 

将同步化处理的 62、K562--pcDNA3．1、K562--B7 

的细胞数稀释成 5×如 ／ml后，分别加于 96孔板中平行培 

养7天，每天分 计数3孔，每孔重复计数 3次，取平均值， 

以时间为攒坐标，细胞数为纵坐标，绘制细胞生长曲线。 

1．7 细胞目子分秘捡剥 

抽取正常人抗凝血分离单个核细胞(PBMC)。将 K562 

细胞与 PBMC以1：20加于 24孔板中，37℃，5％o02培养 

6h之后，将经 K562刺激的 PMNC，分别与 K562--B7、 

K562--pcDNA3．I按20：I于 96孔板中混合培养，24h和 

72h后分别收集上清渡，用EL 试剂盒(晶美公司)测定上 

清中 IL一2含量 

2 结 果 

2 1 重组真核袁达质粒 pd3NA3 1B7的鉴定 

从重组体 PILN—B7上切取 B7cDNA(880bp) 

定向克隆到 pcDNA3．1上经XbaI和HindI]I双酶切 

后。出现 5 4和0 9Kb左右的两条带，pcDNA3．1经 

双酶切后只出现一条5 4Kb左右的条带，见图 2。 

l质粒 pcDNA3 L 

2．质粒 pcDNA3 tB7 

3 pcDNA3 1／XhM+ ndⅢ 

4 pcDN,：k3 1BT／XbaI+Fdt~dⅢ 

5 marker 

6 K562一B7的细胞DNA的PCR结果 

7．K562一pcDNA3 l的细胞 DNA的 PCR结果 

8 K562一B7的 RT—PCR结果 

9 K562一pcDNA3 1的 RT—PCR结果 

10 K562的 RT—PCR结果 

l L marker(1Kb) 

圉2 琼脂糖凝胺电泳l蠹果 

2 2 转化 K562细胞株后形成阳性克隆 

通过电转法将 pcDNA3．1B7转入 K562细胞 

后，用G418(600vg／mI)筛选一周左右，阴性对照的 

K562细胞全部死亡，而 K562一B7和 ~62--0d3． 

NA3 1在 l0天左右可见有散在的细胞生长，三周 

后将阳性克隆细胞进行有限稀释，于96孔板中搜集 

单个细胞克隆进行实验。 

2．3 抗性克隆细胞 137的表达 

2．3 l 抗性克隆细胞DNA的PCR鉴定 

提取 K562～B7、K562的细胞DAN作模板，利 

用 B7的上 、下游引物P1和 P2，经 PCR扩增后见图 

1．K562一B7中有 B7基因的扩增，而 K562一Dcn． 
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NA3．1则未能扩增出相应条带，表明重组质粒pcD— 

NA3．1137已整台到 K562细胞中。 

2．3．2 抗性克隆细胞RT—PCR表达鉴定 

提取转化细胞总RNA，经逆转录合成 cDNA， 

再经PCR扩增，可见 K562一B7有n~LNA表达，而 

K562--wI)NA3．1不表达 B7基因，结果见图 1。 

2．4 PI—FCM 检测生长周期 

将同步化处理的 K562一B7、K562_ cDNA3． 

1K562经 PI染色，流式细胞仪分析，三者的GO— 

Gt期细胞分别占53．85％、43．37％、39．52％，S期 

分别占35．34％、39．09％、48．99％，表明转化细胞 

的增殖速度较野生型K562略有降低，结果见图3。 

2．5 妇胞生长分析 

将 同 步 化 处 理 的 K562--B7、 K562一 

peDNA 3．1、K562平行培养一周后，绘制的生长曲 

线见图3．结果显示转化细胞生长速度落后于野生 

型K562，且随时问的延长，差异越明显；提示增殖活 

性发生了变化。 

兽 

× 

赫 
鲁 
最 

时间 (天) 

图3 K562、K562一rr．DNA3 1、K562—137的生长曲线 

把体外经野生型K562肿瘤抗原刺激的 PMNC 

作为效应细胞．将 K562--B7、K562~pcDNA3．1作 

刺激细胞，混合培养后，24h即可观察到 K562—B7 

刺激PMNC分泌的IL一2为K562--pcDNA．3．1或 

K562的一倍左右，结果见表 1。 

表 1 IL-2分泌■的测定 

3 讨 论 

大多数血液系统的恶性肿瘤，即使存在特异性 

的肿瘤肽，并可表达MHC抗原，但由于缺乏 B7，使 

接受了特异性抗原刺激的∞  或CDe+T淋巴细胞 

出现免疫无反应性或凋亡，因此，人们El益关注对肿 

瘤细胞的基因修饰。由于人白血病细胞株K562本 

身不表达 B7，且有肿瘤特异性抗原，因此，将 B7导 

人K562可增强肿瘤细胞的免疫原性，并通过共刺 

激信号途径活化cD2和CD 细胞。稳定并聚集多 

种细胞因子，如 IL一2、TNF—a、TNF一日、IFN一7、 

GM —CSF等，从 而促进 T 细胞增 殖．活化 

cD8~CTL．激活机体的抗肿瘤免疫能力，达到基因治 

疗的目的。 

目前，基因治疗多采用逆转录病毒载体．但由于 

临床治疗的安全性考虑，本文采用了真核表达质粒 

pcDNA3．1。该表达载体来源于 pcDNA3，含 CMV 

启动子、BGH和SV40 polyA加尾信号，前者可较强 

地表达外源基因，后两者可增强mRNA的稳定性及 

转录效率L4 J。此外，r~aSYa3．1含SV40calp，在表达 

SV401arge T antigel1的细胞(如COS一7)中，可由于 

反式激活作用而以附加体的形式高拷贝复制进行高 

效瞬时表达，因此，外源基因整合到宿主基因组中的 

可能性较逆转录病毒载体小得多。结果表明将 

pcDNA3．1B7转入K562细胞后，邵 基因可稳定表 

达，且阳性克隆筛选时间短，勿需进行体外包装等过 

程。此外，目前有关 B7转染肿瘤细胞作为免疫原 

进行基因治疗的研究多倾向于动物实验，且动物实 

验出现了较好的预期效果【 J。本文对K562的体 

外实验证实I37通过促进cD2T细胞分泌细胞因子 

IL一2，从而增强细胞免疫功能．提高抗肿瘤免疫能 

力。 

从PI—FCM及生长曲线可以看出，转化的人 

白血病细胞K562--B7其生长增殖能力降低，客观 

上有利于降低肿瘤细胞的恶性程度，可能与转化细 

胞的细胞周期改变有关。 

在体外，PMNC在野生型细胞株 K562的初次 

刺激后，再次接受转化细胞 K562--B7的刺激．通过 

第二信号途径就可使被 K562肿瘤抗原活化的 

cD4+-r细胞分泌细胞因子，24h后引起 IL一2分泌 

增加，但增高幅度不是特别明显，一可能与选择的载 

体有关，二可能与体外获得的效应 T细胞活性不高 

有关。至于K562一B7活化 CTL的研究．将在 

以后的工作中进一步展开。 

(下转第240页) 

咖瑚啪 |}猢m。 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


240 —— 重庆医科大学学报 2001年第2a5卷第 3期 (Jcufnal of~ qlngMedical Univorsilg 2001．Vol 26 No 3) 

格掌握用药的适应症，用抗菌药物前，应尽可能进行 

病原学的检查及进行药敏实验，作为调整用药的参 

考。掌握适当的剂量和疗程．要避免剂量过大造成 

药物浪费和毒性反应的出现，又要注意由于剂量不 

足而至病情迁延、复发及细菌耐药性的产生。 
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本文在体外对人的白血病细胞株 K562进行了 

初步探讨，认为，B7转化的白血病细胞株同野生型 

细胞株相比，能激发有效的细胞免疫应答，但用于临 

床治疗，尚需进一步研究。 
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(上接第236页)筛选试验。本实验显示肝癌细胞分 

泌物对正常血浆的外源性凝血无明显影响．但凝血 

功能不良时，可通过影响外源性凝血系统，使凝血功 

能更差；本实验还显示肝癌细胞分泌物使rrr延长， 

这也许是由于肿瘤细胞分泌溶解纤维蛋白原的物质 

和抗凝物质 J所致。 

总之，肝癌细胞分泌物可直接影响凝血功能，在 

不同凝血状况下，影响不同凝血系统，促成截然相反 

的结果。 
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