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人衰变加速因子在 CHO细胞的表达及其衰变加速活性研究
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　　提　要:目的　获得稳定表达人衰变加速因子(human decay-accelerating activity , hDAF)的中国仓鼠卵巢(Chinese ham-

sterovary , CHO)细胞系 , 观察在补体活化情况下 , hDAF对异种细胞的保护作用 。方法　构建真核表达载体 DAF-pcDNA3.1 ,

用脂质体转染法将其导入 CHO细胞 ,有限稀释法筛选稳定表达 hDAF 的单细胞克隆 , 流式细胞仪检测 hDAF 的表达 , C3 沉

积实验和51Cr释放法测定其促补体衰变活性。结果　成功构建了真核表达载体 DAF-pcDNA3.1 , 并获得了表达 hDAF的单

细胞克隆 ,表达 hDAF的 CHO能减少补体 C3的沉积 , 减弱补体的杀伤作用。结论　获得在细胞膜上稳定表达具功能活性

的 hDAF 的 CHO 克隆 ,为进一步研究其结构与功能的关系准备了条件。
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　　Abstract:Objective　To obtain Chinese hamsterovary (CHO)cell line expressing human decay-accelerating

activity (hDAF)stably and to observe the protective effect of hDAF on heterologous cells under the circumstance of

complement activation.Methods　The eukaryotic expression vector DAF-pcDNA3.1 was constructed and then trans-

fected into CHO cells by lipofection.Monoclones of cells expressing hDAF stably were screened by the method of lim-

iting dilution.hDAF expression was detected by flow cytometry.The decay-accelerating activity of hDAF was deter-

mined by assay of C3 deposition and 51Cr release.Results　The expression vector DAF-pcDNA3.1 was successfully

constructed , and monoclones of cells expressing hDAF were obtained.CHO cells expressing hDAF could decrease C3

deposition and attenuate the killing effect of activation of the complement system.Conclusion　We have obtained

CHO cell clones expressing hDAF stably , which is helpful for the further studies of the relationship of the structure

with the functions of hDAF.

　　Key words:complement;human decay-accelerating factor;CHO cell;51Cr release assay

　　衰变加速因子(decay-accelerating factor , DAF ,

CD55)是一种广泛分布于与血清相接触的多种细胞表

面的补体调节蛋白 ,可以抑制补体的活化 ,使补体不能

在细胞膜上形成攻膜复合物 ,以保护细胞不受自身补

体的攻击 。已知阵发性夜间血红蛋白尿的病因即是病

人红细胞表面缺乏DAF 和CD59
[ 1]
。近年来 ,最引人注

目的发现是:通过转基因动物技术将人 DAF 分子等补

体调节蛋白表达于异种动物(通常选择猪)细胞表面 ,
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可以有效抑制人体补体系统引发的对异种器官的超急

性排斥反应
[ 2]
。然而 ,DAF 仍存在某些缺陷 ,比如其有

限的衰变加速能力以及缺乏 I 因子的辅因子活性 ,限

制了 DAF的临床应用 ,其为部分病原微生物受体的角

色对异种移植有潜在危险 。因而对 DAF 进行改造是

一种较好的选择 。为了研究其结构与功能的关系以及

进一步对其进行改造 ,我们首先在中国仓鼠卵巢(Chi-

nese hamsterovary , CHO)细胞表面表达天然人 DAF 分

子的基础上 ,筛选单细胞克隆 ,并研究其补体调节功

能 ,为下一步实验奠定基础。

1　材料与方法

1.1　材料
1.1.1　质粒和菌株　　DAF- pBluescript M13-(Amp+)质粒和

含有 1 848 bp 的编码人 DAF 蛋白完整开放阅读框的 cDNA

576
第 26 卷第 7期

2004 年4 月
　　　　

第　三　军　医　大　学　学　报
ACTA　ACADEMIAE　MEDICINAE　MILITARIS　TERTIAE

　　　　
Vol.26 , No.7
Apr.2004

DOI :10.16016/j.1000-5404.2004.07.007



pBluescript M13 重组质粒由本室保存[ 3] 。 E .coli DH5α为本所保

存。真核表达载体 pcDNA3.1 购自 Invitrogen 公司。

1.1.2　主要试剂　　限制性内切酶购自 New England 公司 , Taq

酶及 T4 DNA 连接酶购自promega公司。针对DAF 不同表位的单

抗DG3 由本室制备[ 4] , PE标记的抗人 DAF单抗和 FITC-山羊抗

小鼠 C3 多克隆抗体(能与人C3及裂解片段结合)分别来自 DIA-

CLONE公司和 Cappel公司(ICN Pharmaceuticals , Costa Mesa, CA),

FITC-山羊抗小鼠 IgG 购自北京中山生物技术有限公司。

1.2　表达载体的构建
　　根据已报道的人 DAF cDNA 序列 , 设计并合成以下引物 ,

P1:5′-GGA ATT CCG CGC CAT GAC CGT CG-3′, P2:5′-CCC TCG

CTC TAG AGG ATC CTG TGT ATT TTC TTC TTA ACT C-3′,其中 P1

含有 EcoRⅠ 酶切位点 , P2 含有 Xba Ⅰ 酶切位点。以 DAF-

pBluescript M13-(Amp+)质粒为模板PCR扩增出 DAF 成熟蛋白

的开放阅读框序列。酶切后克隆到酵母呈现载体 pcDNA3.1

(+),转化 E.coli DH5α。回收载体 DAF-pcDNA3.1。酶切及测

序鉴定。

1.3　脂质体转染CHO细胞

　　按常规方法。简要如下 ,转染前 24 h按 105 瓶的密度铺细

胞于10 ml培养瓶 , 24 h 后用无血清培养基洗涤细胞 3 次 ,加入

DNA脂溶液孵育6 min ,弃去 DNA脂溶液 ,加入完全培养基继续

孵育 2 d , 更换为加入G418的完全培养基 , 培养 3～ 5 d。

1.4　单克隆的筛选及DAF 的流式细胞仪检测

　　胰酶消化细胞 ,有限稀释法将细胞铺于 96 孔细胞培养板 ,

使每孔仅有一个细胞 , 持续培养 , 独立繁殖的克隆用流式细胞

仪检测 DAF 的表达。

1.5　C3沉积实验
　　空载体和 DAF-pcDNA3.1 转化的 CHO单细胞克隆 , 分别加

入兔抗 CHO 细胞的多克隆抗体 , 4℃孵育 1h 后 , 分别加入 1∶50

用明胶巴比妥缓冲液(GVB)稀释的正常人血清 , 30 ℃孵育 30

min ,洗涤细胞后加入FITC 标记的抗 C3 抗体和 PE 标记的抗人

DAF单抗 , 37 ℃孵育 30 min ,洗涤细胞 2 次 ,流式细胞仪检测。

1.6　
51
Cr释放法检测 DAF功能

　　按常规51Cr 释放法检测。简要如下:兔抗 CHO 细胞多克隆

抗体致敏细胞 ,常规51Cr标记法标记致敏的细胞 , 然后 104 孔铺

96孔V型板 , 分别与不同稀释度的正常人血清30 ℃孵育30

min。离心 ,每孔取 100μl上清用γ计数仪检测放射性强度 cpm

值。细胞杀伤率=(实验组 cpm-自释放组 cpm) (最大释放组

cpm-自释放组 cpm)×100%。

2　结果

2.1　表达载体的构建
　　以 DAF-pBluescript M13-(Amp+)质粒(含 1.8 kb DAF 全长

cDNA序列)为模板 PCR 扩增出 DAF 的开放阅读框序列(1.2

kb)。酶切后克隆到酵母呈现载体 pcDNA3.1(+), 转化 E.coli

DH5α。回收载体 DAF-pcDNA3.1 , 酶切鉴定。重组质粒经 EcoR

Ⅰ+XbaⅠ 双酶切 , 酶切后的片段经 0.7%琼脂糖凝胶电泳 , 图

谱中清晰可见 1 200 bp 插入片段和 5.4 kb 的 pcDNA3.1 载体片

段(图 1)。测序(结果未显示)表明序列完全正确。

M:λDNA Marker EcoRⅠ +Hind Ⅲ;1:DAF-pBluescript M13 EcoRⅠ ;

2:Production of PCR;3:DAF-pcDNA3.1 EcoRⅠ +XbnⅠ

图 1　重组质粒 DAF-pcDNA3.1的鉴定

Fig 1　Identification of recombinant plasmid DAF-pcDNA3.1

2.2　单克隆的筛选及DAF 的检测
　　经 3轮有限稀释法对细胞进行克隆 , 选取其中一株独立繁

殖的克隆用流式细胞仪检测 DAF 的表达。 结果如图 2 显示 ,

DAF- pcDNA3.1转化的 CHO细胞膜上有 hDAF 的表达(图 2A),

并且细胞均一性好 、适合进行 DAF 的功能检测 ,而空载体转化

的细胞(图 2B)以及没转质粒的 CHO 细胞(图 2C)均没有 hDAF

的表达。

A:CHO DAF-pcDNA3.1 Cellswere stained with anti-hDAF mAb DG3 followed by FITC-labeled goat anti-mouse IgG;B:CHO pcDNA3.1;C:CHO

图 2　表达 hDAF的 CHO细胞的流式细胞仪检测

Fig 2　Flow cytometric analysis of CHO expressing DAF
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2.3　DAF 能减少补体C3在 CHO细胞上的沉积

　　抗原抗体复合物可以从经典途径活化补体系统 , C3 是补

体级联反应的中心分子 , 活化的 C3 可以沉积在细胞膜上 , 因

此 ,检测补体活化的一个常用方法是观察细胞表面补体分子

C3沉积量的变化。由于 DAF 可以促进 C3 C5 转化酶的衰变 ,

因而可以减少 C3 在细胞膜上的沉积。为此 , 我们比较了 DAF-

pcDNA3.1、空载体 pcDNA3.1 转化 CHO 细胞膜上 C3 沉积的差

异。结果如图 3 所示 , 图 3A 为对照 , 不用血清处理的 CHO 细

胞。空载体 pcDNA3.1 转化的 CHO 细胞 , 其膜表面沉积的 C3

量较高(图 3B), 而 DAF- pcDNA3.1 转化的 CHO细胞 , 由于膜上

有 DAF 的表达 ,其膜上 C3 的沉积显著减少(图 3C)。

A:Control;B:CHO pcDNA3.1;C:CHO DAF-pcDNA3.1

图 3　CHO 细胞膜表达的DAF对 C3沉积的影响

Fig 3　Effect of DAF expressed on CHO cell surface on C3 deposition

2.4　DAF 能减轻补体对 CHO细胞杀伤
　　补体活化后的结果之一是在细胞膜上形成攻膜复合物 , 导

致细胞杀伤 ,细胞内物质释放。 DAF 可以促进 C3 C5 转化酶的

衰变 , 因而可以减少攻膜复合物的形成 , 保护细胞免受补体攻

膜复合物的杀伤。为此 , 我们采用常规51Cr 释放实验检测 DAF

对 CHO 细胞的补体杀伤保护效果 ,结果如图 4 所示。 DAF-pcD-

NA3.1转化的 CHO 细胞 ,由于细胞膜上有 hDAF的表达 , 可以明

显减少补体对细胞的杀伤。而空载体转化细胞 , 由于没有

hDAF的表达 , 在每个血清稀释度 , 其被杀伤的比例显著高于

DAF表达细胞。

图 4　CHO细胞膜表达的 DAF对补体杀伤活性的影响

Fig 4　Effect of DAF expressed on CHO cell surface on complement

killing activi ty

3　讨论

　　DAF 是可通过阻断补体激活途径中 C3 C5转化酶

的组装以及促进其衰变 ,保护自身宿主细胞免受补体

系统的攻击。除参与 PNH的发病机制外 ,DAF 的表达

异常在生殖免疫 、肿瘤免疫 、自身免疫性疾病等病理生

理过程中也发挥重要作用 。细胞表面表达人 DAF 分

子的转基因动物可以有效抑制人体补体系统对异种器

官的超急性排斥反应
[ 2, 5]
,表明在异种移植中 DAF 有

很好的应用前景。然而 ,有限的抑制能力及缺乏 I 因

子的辅因子活性限制了 DAF 的临床应用。另外 , DAF

是一些病毒的受体 ,比如:埃可病毒 、柯萨奇病毒
[ 6, 7]
。

这些病毒有可能更易于通过表达有 DAF 的宿主动物

器官传染给人
[ 8 , 9]
。研究DAF 结构与功能的关系以及

进一步对其进行改造以增强活性 、去除病毒结合表位

是当今研究的重点之一。

　　要研究 DAF 的结构与功能首先需要建立细胞模

型。DAF 是一种具有同源限制的补体调控蛋白 ,目前 ,

研究具有同源限制的补体调控蛋白的结构与功能 ,通

常选用异种细胞 ———中国仓鼠卵巢(CHO)细胞作模

型 ,因为 CHO细胞不表达人 DAF ,对人补体溶破比较

敏感 ,因而 ,在 CHO细胞膜上表达 hDAF ,建立稳定表

达hDAF 的细胞克隆可以很好的用来研究其结构与功

能。此外 ,异种器官移植中的超急性排斥反应的发生 ,

主要就是由于异种细胞上无人补体调控蛋白的表达 ,

选用异种的CHO细胞做模型 ,也便于在以后筛选 DAF

高活性突变体中比较 DAF 对异种细胞的保护作用。

为此 ,我们构建了真核表达载体 ,成功地在 CHO细胞

表达了 hDAF ,并通过有限稀释法筛选到细胞膜上稳定

表达 hDAF 的细胞克隆 。为了进一步了解膜表达的

hDAF 是否具有功能 ,我们又通过 C3沉积实验和
51
Cr

释放实验证实膜表达的 hDAF 能很好的保护异种 CHO

细胞免受人补体系统的杀伤。以上结果说明我们获得
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了细胞膜上稳定表达的 hDAF 的 CHO 细胞克隆 ,为进

一步研究其结构与功能准备了条件 ,同时可以作为研

究DAF 相关病毒的细胞模型。
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　　(上接 572页)
胞和胆管上皮细胞存在 HLA-DR 表达 , 肝细胞未见 HLA-DR、-

DQ表达。 36例慢性乙型肝炎肝组织中除上述细胞有表达外 , 8

例肝细胞检出有 HLA-DR 表达 , 阳性率为 22.22%, 7 例肝细胞

检出有 HLA-DQ表达 , 阳性率为 19.44%。HLA-DR、-DQ 主要在

肝细胞膜上表达 , 部分在细胞浆表达。HLA-DR、-DQ阳性肝细

胞呈灶状或散在分布 ,主要位于汇管区周围碎片状坏死区和小

叶内灶性坏死区。 免疫组化双重染色发现 , HLA-DR、-DQ 和

HBcAg 同时阳性的肝细胞变性 、坏死明显。

2.2　HLA-DR、-DQ表达与慢性乙型肝炎病理程度的

关系

　　HLA-DR阳性表达率与慢性乙型肝炎病理严重程度密切相

关 ,中度和重度肝炎肝细胞 HLA-DR抗原表达阳性率(37.5%)

明显高于轻度肝炎(10%), 两者相比差异显著(χ2=3.89 , P <

0.05)。HLA-DQ 阳性表达率与慢性乙型肝炎病理严重程度密

切相关 , 中度和重度肝炎肝细胞 HLA-DQ 抗原表达阳性率

(37.5%)明显高于轻度肝炎(5%), 两者相比差异显著(χ2 =

5.99 , P<0.05)。

3　讨论

　　HLA Ⅱ类分子在正常情况下仅分布于机体的某些免疫细

胞表面 ,如 B 细胞 、活化的 T 细胞 、巨噬细胞 、树突状细胞 、郎罕

细胞等 , 但在某些病理状态下 , 如病毒感染 、自身免疫性疾病 、

良恶性肿瘤等 ,机体其他细胞也可检出[ 2] 。正常人的肝细胞基

本不表达或仅微量表达 HLA 抗原 , 在慢性乙型肝炎时肝细胞

可有不同程度的 HLA 抗原表达异常。

　　HLA-DR和-DQ在肝细胞及窦内皮细胞等的表达与肝炎发

病机制的关系至今尚不十分清楚 , 可能的机制为[ 3] :①在对

HBV特异细胞免疫的研究表明 , 除 CD8
+细胞毒 T 细胞(CTL)

外 ,还存在 HBV特异的 CD4
+ CTL , CD4

+ CTL 识别靶抗原时受

HLA-Ⅱ分子限制 ,因此乙型肝炎时肝细胞 HLA-DR和-DQ 异常

表达 ,有助于 CD4
+ CTL 对 HBV感染肝细胞的识别和杀伤。②

HLA-DR和-DQ在肝细胞表达可使肝细胞成为抗原提呈细胞 ,

或使 Th 细胞与肝细胞反应 , 促进 CTL 对肝细胞的攻击。 ③

HLA-DR和-DQ 多在巨噬细胞等抗原提呈细胞内表达 , CD4
+ T

细胞通过识别抗原提呈细胞提呈的特异抗原及 HLA-DR 和-DQ

分子而发挥免疫激活功能。 ④乙型肝炎发病中存在一定程度

的自身免疫机制 , HLA-DR和-DQ 异常表达可能与自身免疫反

应有关。

　　本研究表明正常肝组织中肝细胞未见 HLA-DR 和-DQ 表

达 ,而各型慢性乙型肝炎肝细胞均有 HLA-DR和-DQ表达 ,中度

和重度肝炎 HLA-DR和-DQ 表达阳性率均明显高于轻度肝炎 ,

HLA-DR和-DQ阳性肝细胞主要位于汇管区周围碎片状坏死区

和小叶内灶性坏死区。以上结果说明肝炎时 HLA-DR和-DQ 过

度表达可能与病毒活动度和肝细胞坏死机制有关 , 在一定程度

上参与了乙型肝炎的发病。HBcAg 表达阳性的肝组织中肝细

胞HLA-DR或 和-DQ 表达阳性 , 说明 HLA-DR 或 和-DQ的表达

与病毒复制有关。此外 ,HLA-DR(-DQ)和 HBcAg 同时阳性的肝

细胞变性 、坏死明显 , 提示在慢性乙型肝炎的免疫损伤机制中

两者可能具有协同作用。

　　关键词:慢性乙型肝炎;HLA-DR抗原;HLA-DQ 抗原;免

疫组织化学
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