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在白血病细胞的表达 7移一7o 

儿科学院免疫研究室 黄责清·· 李成荣 扬锡强 蒋利萍 王莉佳 

提 要 利用RT—PCR方法从EBV转化B淋巴细胞中扩增出B7一IcDNA，酶切B7—1基因和逆转录病毒载俸 

PLXSN，连结、克隆PLB7-1 SN到大肠杆菌Mc1061．扩增纯化质粒PLB7—1SN 用PA317~胞包装病毒，NIIi3T 

3~111胞筛蠢精毒浦度，获得高技价的B7—1病毒上清，病毒感染人白血病细胞株K562和HL60，获得稳定表达B7—1分 

予的肿瘤细胞。 ． 

关键词 B7 基因：重组；逆转录病毒载体； 

中国分类号 R446．62 

B7—1分子是存在于抗原提呈细胞如树突 

细胞及活化B细胞膜上的糖蛋白分子．与T细胞表 

面受体CD28或cTLA4结合协同抗原反应能促进 

T细胞增殖，产生IL一2．B7一1分子又命名为共同 

刺激因子。本文利用分子生物学及细胞生物学方 

法克隆了人B7一IcDNA．并将其导人肿瘤细胞． 

获得稳定有效的表达。 

1 材料和方法 

1 1 0lig．(dT) MLv—RT，tiNTP．Taq酶．B8mHl，- 

EcoR I内切酶．Trlzol均为Gibco公司产品．红白血病细 

胞株K562及早幼粒 白血病细胞株HL舯 ．由重医场为学教 

授赠送．产EBV病毒细胞B958，NIH3T3细胞购 自本校病 

生教研审，PA317细胞由三军 医大分子生物学教研室刘昕 
辨十赠送． 

1l2 EBV一转化B淋巴细胞株的建立 ‘ 

常规分离娃康成人外周血单个核细胞(PBMC)，取1 

×10 个细胞．加人EBV病毒上清2ml培养1小时后加环胞 

霉素A(美国Gibco)lug／ml，补加新鲜1640培养墓8m1．转 

化4同后传代培养． 
1．3 细胞总RNA的提取 收集EBv—B淋巴细胞5×10。 
个 ，Trizol试剂盒提取总RNA． 

1,4 寡核苷酸引精嗣备 根据基因Bank报道序剜．计算 

机设计两对引物．P1，5 一GTGGAGTcTTACCCT． 
GAAATC～3 ，P2，5 一CCTAAGAATTCGAAGCC 

ATGGGCCACACACGGAGG一3 ，P3，5 一GCCTG 

CGGATCCTGTTATACAGGGCGTACACTTT一3 ．P 

4，5 一AGGAGAGGGATGGCCAGCCATC一3 ．分 

别于P2，P3，5 端台成BamH 1和EcoR 1酶切位点(划 
线处)。 

1 5 RT—PCR扩增B7—1基园 逆转录合成互补cDNA 
链， 此为模板．PL P{为外引物．条件94。C3 ．55。C2，1 

个循环，72。C2 ．9{。C1 ．55。C1 35个循环后72．c延伸 

10 ，以 此PCR产 物 为模 板 ．以 P2，P 3为 内 引 物 
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94。C1 ，62。C1 7 C1．5 ，94。C30”．62。C30 ．35个循 
环后72。C延伸10 ．透析纯化B7—1基因． 

1．6 逆转录病毒载体的构建 BamH 1和EcoR 1酶切 

B7-1基因及逆转录病毒载体LXSN，用T4连结酶连结(图 
1)，转染^大肠杆菌Mc1061．选取氨苄青霉抗性菌落，分 
别用Ban*H 1．EcoR 1和Sac 1酶切鉴定． 

1．7 B 7一 l基 因 翻 序 分 别 于 载 体LXSNEco． 

BamH I EcoR 1 

0 }b· V 

amH I fEcoR I 

围1 B7—1一逆转录病毒载体构建示意围 
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围2 B7一l PCR产物电竦图 

1．从EBV转化B淋巴细胞扩增的B7—1 pCR]ffi曲 2 B7—1转 K562阚胞扩增的B7—1 PCR；ffi柑 3．~X174 marker 

l 2 3 4 5 6 0 

1353 by 

1078 bp 

872 by 

603 by 

310 by 

218bp 

1． x174 ma el* 

围3 B7—1一PLXSN酶切围 

2．B7 l PCR productfrom B7—1一PLXSN 

3B7 l PCR prbductfrom EBV—B cel18 

4．B7 1 pLXSN digested with EcoR 1 and BamH 1 

R l(1645bp)，BamH I(2495bp)位点上下台成一对引物， 

P5．5’一CCC，CCT，TGA ，ACCTCCTCGTTP6，5’一GGG 

CGGGACTATGGTTGCTG一3，采用双脱氧测序法，垒 

自动测序仪ABlPri目m377自动测序． 

1．8 病毒包装及滴度检测 常规传代培养PA317细胞用 

磷酸钙沉淀法Ⅲ转染PLB7—1SN和对照载体PLXSN于 

PA317，病毒上清感染N1H31~细胞，8天后计数克隆细胞 

敷，得滴度为2×l0‘CFu／ml的PA317阳性克隆细胞，扩增 

后收集上清． 

1．9 感染肿瘤细胞 用B7—1病毒上清2m!感染早幼粒白 

血病细胞株H 和红白血病细胞K562．获抗G418的阳性 

克隆株B7—1HL60，HL60-neo(空载体)，B7—1K562和K 

562一neo，RT—PCR方法检测B7一lmRNA表达． 

2 结果 

2．1 B7—1cDNA的扩增 电泳结果显示在 

t  1勰 · 

230130 bp 

94196 be 

6957 bp 

496l bp 

2922 bp 

2627 bp 

5 B7一PLXSN digested with BamH 1 

6．B7—1一PLXSN digestedwith Sac 1 

7．B7—1一PLXSN not digested 

8． DNA／Hind皿 markdr 

900bp~置前有一DNA条带，与预期的875bp基本 

固4 部份B7-l基因序列图谱 
显示通过RT—PcRj井获的B7一l基因与报导一致 

p p p  p ㈣ 
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相符(图2)． 

2,2 重组体B7-1一PLXSN．分别用BamH I， 

Ec0R I及Sac I酶切，电泳观察 BamH I消化 

后得一条带，显示质粒环已打开，BamH I．Eco． 

R I消化后得载体(5．8kb)及B7—1基因(875bp)两 

条带．重组体有两个Sac I酶切位点，用其酶切后 

得三条带．分别为1．7kb，1_9kb，3．1kb(图3)。 

2．3 PLB7一ISN测序结果．说 明B7—1基 因与 

Freeman 报道一致(图4)。 

2．4 RT—PCR方法从B7—1 PA317和B7—1 HL 

60．B7—1K562扩增出B7—1基因．其大小与克隆 

前相同(图2)，从空载体及野生型肿瘤细胞不能扩 

增 出B7—1基 因。 

3 讨 论 

1992年底，Linsly~报道TB7—1在体内的抗 

肿瘤作用．随后另外几位作者也报道了相似结果 

从此对B7—1的研究与日俱增。随着免疫学理论 

的进展，肿瘤免疫机制的研究也越来越深人，现在 

普遍接受的。双信号学说 为肿瘤免疫治疗提供了 

依据，而BT-1分子是强有力的信号之一．现在国 

内外学者均在致力于将B7—1基因用于人类肿瘤 

的治疗“ 。我们采用巢式PCR方法从EBV—B淋 

巴细胞中扩增出B7—1cDNA 由于B细胞B7—1 

mRNA丰度较低，逆转录后的第一条cDNA链数 

量有限．第一轮PCR产物电泳图上仅有模糊条带 

第二轮PCR后条带清晰。所克隆的四个独立的B7 

一 l—PL】(sN克隆，酵切分析结果一致，取一个克 

隆大规模扩增后 其B7—1DNA序列与Freeman 

等报道的一致。转染重组质粒B7—1一PLXSN至 

包装病毒细胞PA317，获滴度较高的病毒上清，以 

其感染白血病细胞株HL60及K562．筛选出抗 

G418的肿瘤细胞．通过RT—PCR从B7—1阳性肿 

瘤细胞 中扩增 出B7—1基因．而从空载体及野生 

型肿瘤细胞中不能扩增出B7—1基因 为我们进 
一 步研究BT-1基因对肿瘤细胞的治疗作用打下 

了基础。 
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Cloning of B7-1 cDNA and its expression on leukemia cells 

Huang Guiqing，et al 

Immunology laboratory，College of Pediatrics 

B7—1 cDNA waB obtained by m er∞ transcription polymerase chain reaction毋T—PCR)and recombined to 

retroviral vector PLXSN·Calcium phosphate—DNA precipation WaS used to transfect PLBTSN into packaging 

cell8PA317．Humanleukemia cellsK562∞dHL60wereinfected thhigh口t／terofv／rus．B7—1 gene expression 

’r∞ confirmedby PCR． 

KEY W ORDS B7-1；Recombinant；Retroviral vector；Leuk emia 
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