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表达人源PDＧL１的４T１细胞系的构建
王　迪,王润杨,杨俊寒,张　乐,胡　翰,汪　洋,刘滨磊

(湖北工业大学生物工程与食品学院,湖北 武汉４３００６８)

[摘　要]为构建稳定表达人源hPDＧL１分子的小鼠乳腺癌细胞系(４T１),建立BALB/c小鼠乳腺癌肿瘤模型,采用

Lipofactamine３０００转染试剂将携带绿色荧光蛋白(Greenfluorescentprotein,GFP)和hPDＧL１的质粒转入４T１细

胞中,经嘌呤霉素筛选获得４T１ＧhPDＧL１单克隆细胞系,通过流式细胞术检测细胞纯度.将构建成功的细胞系皮下

植入BALB/c小鼠背部,建立乳腺癌皮下肿瘤模型.流式细胞术检测４T１ＧhPDＧL１细胞中GFP、PDＧL１双阳性率为

９７．０％.将４T１ＧhPDＧL１单克隆细胞系皮下接种于BALB/c小鼠背部可成瘤.成功构建稳定表达hPDＧL１分子的

４T１单克隆细胞系,并建立BALB/c小鼠乳腺癌肿瘤模型,为进一步研究PDＧL１抗体药物提供参考.
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　　PDＧL１又称程序性死亡配体１,是共刺激分子

B７家族成员之一,由 CD２７４基因编码.PDＧL１分

子不仅广泛表达于活化 T细胞、B细胞、巨噬细胞、
树突状细胞等[１],在许多肿瘤细胞中也高表达,如肺

癌、肝癌、胃癌、卵巢癌、黑色素瘤、霍奇金淋巴瘤细

胞等[２Ｇ３].PDＧL１与PDＧ１(程序性死亡受体１)结合

传递免疫抑制信号,抑制 T、B细胞增殖分化和细胞

因子等的产生[４].PDＧ１/PDＧL１途径在诱导维持外

周免疫耐受、自身免疫疾病、移植排斥反应、肿瘤免

疫疾病等中发挥关键作用.PDＧ１/PDＧL１免疫疗法

在针对晚期或转移性乳腺癌的部分临床试验中显示

出了良好的疗效[５].但是 PDＧL１的过表达是否与

乳腺癌的不良预后密切相关仍存在争议[６].为更好

地了解PDＧL１在肿瘤细胞中的作用和机制,本研究

构建了稳定表达人源hPDＧL１的单克隆细胞株,并
将构 建 成 功 的 ４T１ＧhPDＧL１ 细 胞 系 皮 下 植 入

BALB/c小鼠的右侧背部,观察肿瘤生长情况.

１　实验材料

hPDＧL１基因片段,金斯瑞生物科技股份有限

公司;PBDP 转座酶辅助质粒,System Biosciences
公司;小鼠乳腺癌４T１细胞,北京协和医院细胞资

源中心;细胞培养所用 DME/FＧ１２ 培养基,美国

HyClone公司;胎牛血清,四季青;嘌呤霉素,德国

Biofroxx公司;抗人源 PDＧL１鼠单克隆抗体,美国

BD公司;Lipofactamine３０００转染试剂盒,Thermo

FisherScientific公司;质粒小提试剂盒,南京诺唯

赞生物科技股份有限公司.BALB/c小鼠,湖北省

疾病控制中心.

２　实验方法

２．１　４T１细胞嘌呤霉素敏感性实验

收集 TＧ７５cm２ 培养瓶中的４T１细胞,以每孔

２×１０５个细胞接种在１２孔板中,于３７℃恒温、５％
CO２浓度的细胞培养箱中培养.第２ 天更换培养

基,避光加入不同浓度梯度的嘌呤霉素.连续７d
观察记录细胞存活率,以４d内杀死孔板中所有细

胞的最低嘌呤霉素浓度为最佳筛选浓度[７].

２．２　质粒提取

hPDＧL１基因片段由金斯瑞公司合成.冰上解

冻大肠杆菌感受态 DH５α,加入２μL质粒,冰上静

置１０min,４２℃水浴热激９０s,冰上静置５min,涂
LBＧAmp平板,３７℃倒置培养过夜.第２天挑取单

菌落,接种在LB液体培养基中(含 Amp抗性),置
于３７℃摇床２００r/min振荡培养１４h.参照诺唯赞

质粒小提试剂盒说明书进行质粒提取.

２．３　细胞转染

转染前１d,将４T１细胞以２×１０５个/mL细胞

密度接种于１２孔板.待细胞汇合度至８５％,更换

培养基.参照 Lipofactamine３０００说明书进行实验

操作.取两个１．５ mLEP 管,A 管中加入９５μL
DME/FＧ１２培养基,５μLP３０００,２０μLPBDPＧhPDＧ



L１质粒和５μLPBDP转座酶辅助质粒(质粒与辅

助质粒质量比为４∶１);B管中加入１２５μLDME/

FＧ１２培养基和３．７５μLLipofactamine３０００[８].A、B
管溶液混合,室温孵育１０min,加入细胞孔板中,置
于３７℃恒温、５％ CO２浓度的细胞培养箱中培养.
转染４８h后,在倒置荧光显微镜下观察细胞 GFP
表达情况,加入嘌呤霉素连续筛选７d,每隔２~３d
更换培养基并补加嘌呤霉素.

２．４　单克隆细胞获取

收集经嘌呤霉素筛选后的细胞,稀释至５００个/

mL.取９６孔板,每孔加入１００μL完全培养基(含

１０％胎牛血清的 DME/FＧ１２培养基)和２μL细胞

悬液,将细胞培养板置于３７℃恒温、５％ CO２浓度的

细胞培养箱中培养.７d后,在倒置荧光显微镜下

观察并记录只有单个细胞团且发绿色荧光的孔.当

细胞汇合度达到８０％,消化,依次扩大培养至１２孔

板、６孔板.

２．５　流式细胞术检测４T１ＧhPDＧL１细胞纯度

收集１×１０６个培养在６孔板中的４T１ＧhPDＧL１
细胞,取野生型４T１细胞作为空白对照,加１mL
PBS洗１次,加入５μL偶联 APC荧光染料的抗人

源PDＧL１鼠单克隆抗体,室温避光孵育２５min.加

１mLPBS洗２次,用BDAccuriC６流式细胞仪对

样品进 行 检 测.用 FlowJo V１０ 软 件 分 析 检 测

结果.

２．６　４T１ＧhPDＧL１成瘤性实验

从湖北省疾控中心购买 ３ 只 ６ 周龄雌性的

BALB/c小鼠.将４T１ＧhPDＧL１细胞稀释至１×１０７

个/mL,在每只 BALB/c小鼠右侧背部皮下注射

１×１０６个４T１ＧhPDＧL１细胞(１００μL)[９].７d后观

察成瘤性,连续观察４０d.用游标卡尺测量小鼠肿

瘤体积大小,计算公式为:V＝１/２×长径×短径×
短径.

３　实验结果

３．１　PBDPＧhPDＧL１质粒构建

PBDPＧhPDＧL１ 转 座 子 载 体 质 粒 序 列 全 长

８１０２bp.人源 hPDＧL１ 序列在 NCBI上查找获得

(GeneID:２９１２６).hPDＧL１基因由 CMV 强启动

子启动转录.CopGFP和PuroR基因由 T２A 肽连

接.连接后的序列由 EFＧ１α核心启动子启动转录

(５’LTR包含增强子等调控原件),二者共享同一个

polyA信号,由此构建PBDPＧhPDＧL１ＧGFP质粒.

３．２　４T１细胞转染

PBDPＧhPDＧL１质粒和 PBDP转座酶辅助质粒

共同转染４T１细胞,转染４８h后,在倒置荧光显微

镜下能观察到细胞发绿色荧光.

　图１　PBDPＧhPDＧL１　　　　图２　PBDPＧhPDＧL１
质粒图谱 转染４T１４８h

３．３　４T１ＧhPDＧL１细胞挑取单克隆、扩培

将４T１ＧhPDＧL１细胞稀释至５００个/mL,在９６
孔板中培养７d后,可在倒置荧光显微镜下观察到

单个 且 带 有 绿 色 荧 光 的 细 胞 团.将 细 胞 扩 培

(图３).

图３　４T１ＧhPDＧL１单克隆细胞扩培

３．４　流式细胞术检测４T１ＧhPDＧL１单克隆细胞

流式检测对照组４T１细胞和实验组４T１ＧhPDＧ
L１细胞中 GFP和PDＧL１的表达量,结果显示实验

组细胞双阳性率为９７．０％(图４).

图４　４T１ＧhPDＧL１单克隆细胞 GFP和PDＧL１表达

３．５　４T１ＧhPDＧL１肿瘤模型建立

将４T１ＧhPDＧL１细胞皮下植入 BALB/c小鼠

右侧背部,３只小鼠背部均长出瘤块,１４d后体积生

长至１００mm３,成瘤率达１００％.绘制肿瘤生长曲

线(图５),肿瘤体积随着时间增长而增加.
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图５　BALB/c皮下肿瘤生长曲线
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４　结束语

PDＧL１通过与PDＧ１结合抑制 T 细胞功能,从
而使肿瘤发生免疫逃逸,阻断 PDＧ１/PDＧL１通路成

为目前免疫治疗的研究热点[１０].目前国内外已有３
种PDＧL１单克隆抗体药物被批准上市,可用于治疗

非小细胞肺癌和尿路上皮癌等癌症.但 PDＧL１抗

体药物并非对所有患者有效,原因可能和原发性耐

药、继发性耐药、肿瘤突变负荷、患者体内PDＧL１表

达量不同等相关[１１].
转座子是一段可插入宿主基因组内并改变位置

的 DNA 序列.通过将外源基因引入到特定的细

胞、组织中,转座子系统广泛应用于基因敲除、诱导

突变、转基因动物等实验研究中[１２].通过转座子系

统构建PDＧL１高表达的肿瘤细胞,可为研究PDＧL１
抗体药物提供参考.

本实验采用脂质体将 PBDPＧhPDＧL１ 质粒和

PBDP转座酶辅助质粒转入小鼠乳腺癌４T１细胞

中,在倒置荧光显微镜下观察转染效率;经过嘌呤霉

素筛选、有限稀释法获得单克隆细胞系;通过流式细

胞术检测细胞中GFP和PDＧL１双阳性率为９７．０％,
成功构建稳定表达 GFP和人源hPDＧL１的鼠乳腺

癌４T１ＧhPDＧL１细胞系.将构建成功的细胞系皮下

植入BALB/c小鼠背部,建立乳腺癌皮下肿瘤模

型.此模型的成功构建为研究 PDＧL１抗体药物提

供了稳定可靠的动物模型,为进一步研究PDＧL１分

子的功能提供参考.
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Abstract:Thispaperistoconstructmousebreastcancercellline(４T１)stablyexpressinghumanPDL１
molecule,andtoestablishBALB/cmousebreastcancertumormodel．TheplasmidcarryinggreenfluoresＧ
centprotein(GFP)andPDＧL１wastransfectedinto４T１cellswithLipofactamine３０００transfectionreaＧ
gent,and４T１ＧhPDＧL１monoclonalcelllineswereobtainedbypurinamycinscreening．CellpuritywasdeＧ
terminedbyflowcytometry．Thesuccessfullyconstructedcelllineswereimplantedsubcutaneouslyinto
thebackofBALB/cmicetoestablishthetransplantedbreastcancertumormodel．Resultsshowthatthe
doublepositiverateofGFPandPDＧL１in４T１ＧhPDＧL１cellwas９７．０％ byflowcytometry．The４T１ＧhPDＧ
L１monoclonalcelllinewasinoculatedsubcutaneouslyintothebackofBALB/cmicetoformtumors．The
４T１monoclonalcelllinewithstableexpressionofhumanPDＧL１moleculewassuccessfullyconstructed,
andthebreastcancertumormodelofBALB/cmicewasestablished,whichlaidafoundationforfurther
studyofPDＧL１antibodydrugs．
Keywords:４T１;PDＧL１;greenfluorescentprotein [责任编校:张　众]
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