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Abstract
AIM: To investigate the effect of recombinant 
adenovirus Ad-PD-L1 transfection of donor 
mouse C57BL/6 (H-2b) dendritic cells on the 
activation of receptor mouse DBA/2(H-2d) 
lymphocytes.

METHODS: pShuttle-GFP-CMV(-) plasmid and 
adenovirus bone plasmid pAdxsi-GFP-CMV-
PD-L1 were constructed. The recombinant ad-
enovirus Ad-PD-L1 was packed, amplied and 
purified. Dendritic cells derived from donor 
mouse C57BL/6 bone marrow were isolated and 
cultured. The cells ware divided into 3 groups. 
Group A and Group B were transfected with 
recombinant adenovirus Ad-PD-L1-GFP and 

Ad-GFP respectively, and Group C served as 
blank control group. The expression of PD-L1 
was monitored by GFP fluorescence in the in-
fected cells and identified by Western blot. The 
lymphocytes of receptor mouse DBA/2 were 
isolated, and then labeled by carboxyfluorescein 
succinimidylester (CFSE). After co-cultured 
with the dendritic cells in the three groups, flow 
cytometry was used to observe the prolifera-
tion and activation of lymphocytes from DBA/2 
mice. 

RESULTS: Enzyme digestion and sequencing 
confirmed the successful construction of recom-
binant adenovirus Ad-PD-L1. After transfection 
with Ad-PD-L1, PD-L1 expression of dendritic 
cells was verified by Western blot. The expres-
sion of PD-L1 in the dendritic cells infected with 
Ad-PD-L1 was increased by 37% (P < 0.05). After 
co-cultured with the lymphocytes from DBA/2 
mice, the proliferation and activation of receptor 
lymphocytes were suppressed remarkably, and 
the proliferation rate was decreased by 41% as 
compared with that in the control group. 

CONCLUSION: Transfection of donor mouse 
dendritic cells with recombinant adenovirus 
suppresses the proliferation and activation of 
lymphocytes from receptor mice through PD-1/
PD-L1 co-stimulatory pathway. 
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摘要
目的: 观察重组腺病毒载体Ad-PD-L1转染供
体C57BL/6(H-2b)小鼠树突状细胞(DC)对受
体DBA/2(H-2d)小鼠淋巴细胞增殖和激活的
影响. 
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■背景资料
器官移植术后的
急性排斥反应是
受体淋巴细胞激
活后攻击、破坏
新植入的供体器
官, 使其丧失功能
的细胞免疫应答
过 程 .  淋 巴 细 胞
的活化需要双信
号 刺 激 ,  一 个 是
抗 原 肽 - M H C 分
子-CD3/TCR复合
物, 另一个是共刺
激 信 号 ,  由 抗 原
呈递细胞表面的
共 刺 激 分 子 与 T
细胞膜上的配体
结合提供共刺激
信号, 是T淋巴细
胞活化所必须的. 
通过改变抗原呈
递细胞表面分子
表达来阻断共刺
激信号是目前免
疫耐受研究的热
点 .  PD-1/PD-L1
是一个重要的共
刺激通路, 在免疫
系统中扮演负调
控角色. 增强抗原
呈递细胞(如树突
状细胞)上PD-L1
的表达, 则能通过
PD-1/PD-L1共刺
激通路抑制效应T
细胞的活化和增
生, 诱导免疫耐受
现象. 

■同行评议者
仇毓东 ,  副教授 , 
南京大学医学院
附属鼓楼医院肝
胆外科



方法: 构建腺病毒穿梭质粒pShut t l e-GFP-
CMV(-)-PD-L1和腺病毒骨架质粒pAdxs i-
GFP-CMV-PD-L1, 对重组腺病毒Ad-PD-L1进
行包装、扩增和纯化. 分离培养供体C57BL/6
小鼠的DC, 分为3组: 腺病毒载体Ad-PD-L1转
染组(A组), 空载体转染组(B组)和对照组(C
组). Western blot检测转染后各组细胞PD-L1
的表达. 分离受体DBA/2小鼠的淋巴细胞, 用
羧基荧光素二醋酸琥珀酰亚胺酯(CFSE)标记, 
将供体C57BL/6小鼠的DC和受体DBA/2小鼠
淋巴细胞混合培养, 流式细胞仪观察淋巴细胞
的增殖情况. 

结果: 酶切及测序证实含PD-L1的重组腺病毒
载体Ad-PD-L1构建成功. 转染供体C57BL/6小
鼠的DC后其PD-L1的表达升高37%(P <0.05), 
将转染了PD-L1的DC与受体DBA/2小鼠的淋
巴细胞进行共培养. 与对照组相比, PD-L1表
达升高后, 明显地抑制了淋巴细胞的增殖和
活化. 受体DBA/2小鼠的淋巴细胞增殖降低
41%(P <0.01). 

结论: 转染供体C57BL/6小鼠DC后通过共刺
激通路PD-1/PD-L1抑制了受体DBA/2小鼠淋
巴细胞的增殖和激活. 

关键词: PD-L1; PD-1; 共刺激通路; 腺病毒载体; 

树突状细胞; 淋巴细胞激活
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0  引言

同种异体移植排斥主要是受体的淋巴细胞被激

活后进而攻击、破坏新植入的供体器官, 使其

丧失功能的细胞免疫应答过程. 共刺激信号在

同种异体移植的急性排斥反应中对T淋巴细胞

的活化起到重要作用[1-2]. 目前已经证明, 改变共

刺激信号能够成功地诱导免疫耐受[3]. PD-1/PD-
L1(programmed death-1)程序性死亡分子-1/程
序性死亡分子-配体1是一个重要的共刺激通路, 
在免疫系统中扮演负调控(negative regulation)
角色[4-13]. 增强抗原呈递细胞(如树突状细胞)上
PD-L1的表达, 则能通过PD-1/PD-L1共刺激通路

抑制效应T细胞的活化和增生, 诱导免疫耐受现

象. 我们构建含小鼠PD-L1基因的重组腺病毒载

体, 转染供体C57BL/6小鼠骨髓来源的树突状细

胞(dendritic cell, DC), 增加其表面的PD-L1表达, 
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再与受体DBA/2小鼠的淋巴细胞混合培养, 通过

PD-1/PD-L1共刺激通路来抑制受体淋巴细胞的

激活, 防止大量效应性T淋巴细胞的产生, 从而

达到防止急性排斥反应发生的目的. 

1  材料和方法

1.1 材料 C57BL/6小鼠和DBA/2小鼠, 6-8 wk龄, 
SPF级, ♂, 购自维通利华公司, 普通饲料喂养, 自
由进食水. 质粒pSport 1-mCD274购自ATCC(美
国标准生物品收藏中心). pShuttle-GFP-CMV(-)
和pAdxsi质粒以及DH5a菌株超级化学感受态

购自北京诺赛基因组研究中心有限公司. 限制

性内切酶I-ceuⅠ, I-sceⅠ, XhoⅠ, KpnⅠ, BglⅡ
购自New England Biolabs公司, CIP酶(Alkaline 
Phosphatase, Calf Intestinal)购自Promega公司, 
DNA聚合酶为pfx DNA polymerase购自Invitrogen
公司, T4 DNA连接酶购自New England Biolabs
公司, 小提质粒试剂盒购自安徽优晶公司, 凝
胶回收试剂盒购自天根生化公司. 重组小鼠粒

细胞巨噬细胞集落刺激因子(rmGM-CSF)购自

PeproTech公司, LPS和丝裂霉素C购自Sigma公
司, 胎牛血清和RPMI 1640培养基购自Hyclone公
司. PE-抗小鼠CD11c, PE-抗小鼠TER119, PE-抗
小鼠Gr1, PE-抗小鼠B220 mAb购自eBioscience公
司. Anti-PE MicroBead购自美天尼公司. CFSE购
自美国Molecular Probes公司.
1.2 方法 BglⅡ和KpnⅠ分别双酶切腺病毒穿梭

质粒pShuttle-GFP-CMV(-)和pSPORT1-PD-L1, 
凝胶回收线性化的pShu t t l e-GFP-CMV(-)和
PD-L1片段, 高效连接液连接(22℃, 3 h), 转化

DH5α感受态细菌, 在卡那霉素抗性的LB平板上

培养过夜, 挑选转化的菌落, 提取质粒, BglⅡ和

KpnⅠ双酶切筛选并鉴定阳性克隆, 同时送检北

京诺赛基因组研究中心有限公司测序分析. 构
建腺病毒穿梭质粒pShuttle-GFP-CMV(-)-PD-L1. 
另外, I-ceuⅠ和I-sceⅠ分别双酶切pShuttle-GFP-
CMV(-)-PD-L1和空的腺病毒骨架质粒pAdxsi, 
凝胶回收GFP-CMV-PD-L1表达框片断和线性

化的pAdxsi, 高效连接液连接(22℃, 3 h), 转化

DH5α感受态细菌, 在氨苄青霉素抗性的LB平

板上培养过夜, 挑选转化的菌落, 提取质粒, Xho
Ⅰ单酶切筛选并鉴定阳性克隆. 构建腺病毒骨

架质粒pAdxsi-GFP-CMV-PD-L1. PacⅠ线性化

pAdxsi-GFP-CMV-PD-L1, 酶切产物转染于事

先准备好的6孔板细胞中(两个孔). 在酶切的小

管中, 先加生理盐水200 μL, 另取一个EP管加

入生理盐水200 μL, 同时加入转染试剂2 μL, 5 
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■研发前沿
通过共刺激途径
诱导免疫耐受是
目前移植免疫研
究最活跃的领域
之一. 针对抗原呈
递细胞, 如树突状
细胞(DC), 采用反
义寡核苷酸、或
单克隆抗体等封
闭共刺激通路是
目前常用的研究
方法. 
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min后将两管混合, 混匀后静置15 min, 分别取

200 μL DNA和转染试剂的混合物加入六孔板细

胞中(活细胞密度保证90%以上)培养孔中轻轻

混合, 继续培养12 h后更换完全培养基. 13 d后
直至90%以上293细胞出现细胞病变(cytopathic 
effect, CPE). 收集上清继续感染293细胞以扩增

病毒. 重组腺病pAdxsi-GFP-CMV-PD-L1纯化采

用氯化铯密度梯度离心法. 收集后的病毒进行

透析, 每次用200×体积的透析Buffer, 透析3次, 
间隔1 h换1次液. 透析后分装成若干小管, -80℃
保存. 取纯化后的Adxsi-GFP-mCD274病毒液

10 μL, 加pH8.0的Tris-HCl 90 μL稀释, 以100 μL 
pH8.0的Tris-HCl作为空白对照, 用分光光度计

测A260及A 260/A 280的值. 病毒颗粒数(VP) = (A 260)
×稀释倍数×1.1×1012. 采用改进的TCID50法
检测病毒感染性滴度. 
1.2.1 供体C57BL/6小鼠骨髓DC的分离和培养: 
小鼠颈椎脱臼处死, 750 mL/L乙醇浸泡10 min, 
无菌取双侧股骨和胫骨, 用RPMI 1640培养基

冲洗出骨髓细胞. 离心, 弃上清后向沉淀中加

入无菌Tr is-NH4Cl溶解红细胞. 过滤网, 加入

MACS Buffer, 离心, 去上清, 重悬细胞沉淀成

为单细胞悬液, 与PE-TER119抗体、PE-Gr1抗
体、PE-B220抗体及抗-PE磁珠孵育. 4℃反应

10 min, 离心洗涤后将细胞悬液加入MS磁分离

柱中并按照说明书进行分离纯化. 以含20 μg/L 
GM-CSF和100 mL/L FCS的RPMI 1640将细胞

悬浮后, 分至24孔细胞培养板中(0.5×106/孔). 
置37℃, 50 mL/L CO2中培养. 隔天半量换液, 7 d
时收获细胞. 
1.2.2 重组腺病毒Ad-PD-L1转染DC: 将收获的

DC计数后调整为2×109/L接种于六孔细胞培养

板中, 每孔加入0.5 mL. 细胞分为3组: (1)PD-L1
组: RPMI 1640+重组腺病毒载体Ad-PD-L1; (2)
阴性对照组: RPMI 1640+空腺病毒载体Ad-GFP; 
(3)空白对照组: RPMI 1640. 孔内加入腺病毒

后, 每隔10-15 min摇匀1次. 2 h后, 每孔中培养液

加至1.5-2 mL, 37℃, 50 mL/L CO2中孵育. 培养

10-16 h后, 每孔加入1 mg/L的LPS诱导DC成熟. 
细胞转染48 h后, 通过荧光显微镜和流式细胞仪

检测GFP, 确定细胞转染效率. 同时检测细胞凋

亡情况. 重组腺病毒Ad-PD-L1转染DC后48 h, 提
取各组细胞的总蛋白, 行Western blot检测各组

细胞PD-L1的表达.  
1.2.3 混合淋巴细胞培养反应并观察改变供体

C57BL/6小鼠的DC的PD-L1表达对受体DBA/2

小鼠淋巴细胞激活和增殖的影响: 颈椎脱臼法

处死DBA/2小鼠, 取其脾脏置于少量RPMI 1640
培养液中, 研磨筛滤成单细胞悬液, 再用小鼠淋

巴细胞分离液分离混合淋巴细胞, 置37℃, 50 
mL/L CO2中培养4 h. 参照文献[14]的方法, 采用

羧基荧光素二醋酸琥珀酰亚胺酯(CFSE)对淋巴

细胞进行标记. 用含100 mL/L FCS的RPMI 1640
培养基悬浮细胞至2×109/L, 以100 μL/孔加入96
孔板. 收集转染了48 h的3组DC, 用25 mg/L丝裂

霉素C 37℃处理30 min, 洗涤3次作为刺激细胞, 
与淋巴细胞以1∶5的比例加入96孔培养板中, 
每孔体积200 μL, 每组设3个复孔. 继续培养96 h, 
收集细胞, 流式细胞仪检测CFSE荧光变化. 

2  结果

2.1 pSPORT1-PD-L1质粒的酶切鉴定和测序 根
据pSPORT1-PD-L1质粒的图谱可知, 小鼠PD-L1
基因插在SalⅠ和NotⅠ之间, 用Eco RⅠ单酶切

或KpnⅠ+BglⅡ双酶切, 分别可得到约6.5 kb和
1.3 kb的2个片段(图1). 进行DNA双向测序, 经测

序结果分析软件及同源性比较分析证实, 与文

献[9]报道PD-L1cDNA序列一致. 表明我们已成

功获得PD-L1cDNA. 
2.2 pShuttle-GFP-CMV(-)-PD-L1穿梭质粒的构

建和鉴定 将pSport1-mCD274用BglⅡ+KpnⅠ双

酶切, 切胶回收含PD-L1基因的1.3 kb的片段, 定
向插入用同样双酶切的穿梭质粒pShuttle-GFP-
CMV(-), 分别提取2个阳性转化菌落质粒, 经Bgl
Ⅱ+KpnⅠ酶切鉴定, 均得到1.3 kb和5.1 kb两个片

段, 证明插入片段正确(图2), 将阳性质粒命名为

pShuttle-GFP-CMV(-)-PD-L1. 经测序证明, 与文献

报道的PD-L1 cDNA序列一致, 表明构建成功. 
2.3 PD-L1重组腺病毒骨架质粒的构建和鉴定 
构建成功的pShuttle-GFP-CMV(-)-PD-L1质粒经

I-CeuⅠ+ I-SceⅠ双酶切, 跑胶回收2.4 kb片段. 
用同样的双酶切pAdxsi载体, 将酶切处理好的载

M    1     2

6.5 kb

1.3 kb

图  1  pSPORT1-PD-L1质粒酶切
鉴定. M: Marker(1 kb DNA ladder)

从上到下分别是: 8, 7, 6, 5, 4, 3, 

2, 1.6, 1 kb, 517, 396, 230 bp; 1: 

EcoRⅠ单酶切结果; 2: KpnⅠ+Bgl
Ⅱ双酶切结果.

■相关报道
目前已经证明, 阻
断共刺激信号能
够成功地诱导免
疫 耐 受 ,  通 过 改
变抗原呈递细胞
表面分子表达诱
导免疫耐受的发
生是完全可能的. 
已进行的尝试包
括将Fas-L的基因
片段导入抗原呈
递细胞中、应用
反义寡核苷酸或
CD40L的单抗封
闭共刺激信号以
及利用体外合成
的HLA相关肽改
变抗原呈递细胞
表面分子结构等
方法都达到了诱
导T细胞凋亡的目
的. 
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体片段和插入片段进行连接, 转化化学感受态

细胞DH5a菌株, 提取3个阳性转化菌落质粒, 经
XhoⅠ酶切后分别可见14, 11.8, 4, 2.6, 2.47, 1.45, 
0.6 kb 7条带(图3), 证明载体构建成功. 得到最

终所需要的腺病毒骨架质粒将其命名为pAdxsi-
GFP-CMV-PD-L1. 
2.4 重组腺病毒滴度测定 A 260/A 280的正常范围: 
1.20-1.30. 检测结果为1.28符合正常范围. 测得

A 260为0.595, 体积2 mL. 总病毒颗粒数为: 0.595
×10×1.1×1012×2 = 1.3×1013 VP, 感染性滴度

测定结果为2×1014 PFU/L.
2.5 最适MOI值的确定 根据六孔培养板中DC
数, 按照MOI = 100, 200, 400, 600分别加入不

同量的腺病毒载体, 综合细胞转染效率(分别为

22.8%, 30.8%, 36.1%, 40.2%, 图4)以及转染后细

胞凋亡比例(分别为2.26%, 4.68%, 5.39%, 10.9%, 
图5)选择最适MOI值, 最终选择MOI = 400进行

转染. 
2.6 pAdxsi-GFP-CMV-PD-L1腺病毒感染DC的

鉴定 荧光显微镜下观察, 在绿色荧光激发通道

GFP受激发, 转染了腺病毒载体的DC发出明亮

的绿色荧光(图6). pAdxsi-GFP-CMV-PD-L1重
组腺病毒感染后用Western blot检测表明: 供体

C57BL/6小鼠DC的PD-L1表达比对照组升高了

37%(P <0.05, 图7). 
2 . 7  转 染 了 重 组 腺 病 毒 A d - P D - L 1 的 供 体

C57BL/6小鼠DC对受体DBA/2小鼠淋巴细胞激

活和增殖的影响 重组腺病毒Ad-PD-L1转染的

供体C57BL/6小鼠的DC与受体DBA/2小鼠的淋

巴细胞进行混合培养后, 明显抑制了受体淋巴

细胞的增殖和活化. 与对照组相比, PD-L1表达

升高后, 受体DBA/2小鼠的淋巴细胞增殖降低了

41%(P <0.01, 图8). 

3  讨论

PD-L1分子是B7超家族的一员, 主要表达于抗

原呈递细胞如树突状细胞(DC), 其受体PD-1主
要在活化的T淋巴细胞, B细胞、髓系细胞和胸

腺细胞中表达. PD-L1和PD-1的结合可以抑制T
细胞受体介导的T细胞增殖和细胞因子的分泌, 

1862                          ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R          世界华人消化杂志     2008年6月18日    第16卷   第17期

M     1    2

5.1 kb

1.3 kb

图  2   Bg l Ⅱ+Kpn Ⅰ酶切鉴定
pShuttle-GFP-CMV(-)-PD-L1. M: 

Marker(1 kb DNA ladder), 从上到

下是: 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2, 1.6,1 kb, 

517, 396, 230 bp; 1, 2: pShuttle-

GFP-CMV(-)-PD-L1.

M    1    2    3 图  3  Xho Ⅰ酶切鉴定pAdxsi-GFP-
CMV-PD-L1. M: Marker(1 kb DNA 

ladder), 从上到下是: 8, 7, 6, 5, 4, 3, 

2, 1.6,1 kb, 517, 396, 230 bp; 1-3: 

pAdxsi-GFP-CMV-PD-L1.

■创新盘点
以往的研究表明, 
在同种异体移植
中, 阻断共刺激通
路能够成功地诱
导 免 疫 耐 受 .  在
本 研 究 中 ,  作 者
构建了含PD-L1
基因的腺病毒真
核 表 达 载 体 A d -
PD-L1, 转染供体
C57BL/6小鼠骨
髓 来 源 的 m D C , 
增 加 其 表 面 的
PD-L1表达, 再与
受体DBA/2小鼠
的淋巴细胞混合
培养, 通过PD-1/
PD-L1共刺激通
路来抑制受体淋
巴细胞的激活, 防
止大量效应性T淋
巴细胞的产生, 从
而达到防止急性
排斥反应发生的
目的, 国内外未见
报道. 

图  4  不同MOI值时腺病毒载体对DC的转染效率. A: 未转染; B: MOI = 100; C: MOI = 200; D: MOI = 300; E: MOI = 400; F: 

MOI = 600.
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是T细胞活化的负性调控信号[14-18]. 目前已经有

研究证实, 靶向给予PD-L1-Ig明显抑制心脏移

植物的排斥反应, 提高移植物的存活率[19]. 表明

通过PD-L1/PD-1共刺激信号可以降低T细胞介

导的免疫应答, 从而诱导免疫耐受. 在未成熟树

突状细胞(immature DC, iDC)上由于B7分子表

达相对较低, PD-L1的表达相对较高, 因此导致

PD-L1/PD-1信号通路在iDC上发挥着重要作用-
即可产生对T细胞的抑制效应. 而成熟树突状细

胞(mature DC, mDC)上由于B7和MHC分子呈高

表达, 在此情况下PD-L1/PD-1信号通路的抑制

功能受到削弱, 导致刺激因子与抑制因子的平

衡趋向于刺激效应, 从而使T细胞活化和增殖[20]. 
在本研究中, 我们构建了含PD-L1基因的腺病毒

真核表达载体Ad-PD-L1, 转染供体C57BL/6小
鼠骨髓来源的mDC, 增加其表面的PD-L1表达, 
再与受体DBA/2小鼠的淋巴细胞混合培养, 通过

PD-1/PD-L1共刺激通路来抑制受体淋巴细胞的

激活, 防止大量效应性T淋巴细胞的产生, 从而

达到防止急性排斥反应发生的目的. 我们发现, 
腺病毒载体Ad-PD-L1转染供体C57BL/6小鼠

的mDC后其PD-L1的表达升高了37%(P <0.05), 
将转染了PD-L1的DC与受体DBA/2小鼠的淋

巴细胞进行共培养. 与对照组相比, P D-L1表
达升高后 ,  明显地抑制了淋巴细胞的增殖和

活化. 受体DBA/2小鼠的淋巴细胞增殖降低了

41%(P <0.01). 

A B

图  6  转染了重组腺病毒载体后的小鼠骨髓DC(荧光显微镜, ×100). A: 倒置显微镜; B: 荧光显微镜.

1                   2                     3

33 kDa

GAPDH

图  7  pAdxsi-GFP-CMV-PD-L1重组腺病毒感染的小鼠骨
髓DC. 1: PD-L1组; 2: 空载体组; 3: 对照组.

■应用要点
本研究成功构建
了含小鼠PD-L1
基因的重组腺病
毒 载 体 ,  并 采 用
重 组 腺 病 毒 A d -
PD-L1转染供体
C57BL/6小鼠树
突 细 胞 ,  通 过 共
刺 激 通 路 P D - 1 /
PD-L1抑制了受
体淋巴细胞的激
活, 为进一步的体
内诱导特异性免
疫耐受以及将来
的临床应用打下
了基础. 
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图  5  不同MOI值腺病毒载体转染后DC凋亡情况. A: 未转染; B: MOI = 100; C: MOI = 200; D: MOI = 300; E: MOI = 400; F: 

MOI = 600.
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为了确保对DC的转染效率, 我们采用了腺

病毒作为运载工具. 重组腺病毒载体以其高效

转染性与安全性, 成为目前应用最广泛的基因

工程载体[21]. 他的宿主范围广, 且既能感染处于

分裂增殖期的细胞, 又能感染静止期的细胞. 而
且缺陷型重组腺病毒载体由于不整合入细胞染

色体基因组, 从而具有毒性低和安全性高的优

点, 另外还具有病毒滴度高和装载容量大等特

点[22]. 我们所使用的Adxsi载体系统又具有一些

独特的优点: (1)I-CeuⅠ和I-SceⅠ是属于内含

子编码的归位内切酶, 能识别较长的非回文序

列, 在人和小鼠的基因组内几乎没有出现. 而且

用这两个酶一起使用, 在后续的连接效率会很

高, 避免了同源重组方案(如Adeasy系统)的重

组效率低以及非特异重组等缺点. (2)采用氯化

铯密度梯度超速离心法可保证有活性的病毒比

率提高, VP∶PFU的比值为32, 而一般的阴离子

交换柱的方法纯化的腺病毒的VP∶PFU比值在

50-100之间. 本实验所构建的腺病毒载体中带

有绿色荧光蛋白基因, 通过GFP的表达可确定

该病毒载体对树突细胞的转染效率, 同时我们

还检测了不同MOI值感染DC后其凋亡情况. 我
们发现随着病毒量的增加即复感染指数(MOI)
的增大转染效率也随之增大. 但当MOI为600时, 
凋亡DC的比率明显增加. 因此, 我们采用MOI
值400对DC进行转染. 重组腺病毒Ad-PD-L1
转染供体C57BL/6小鼠的DC后, 与受体DBA/2
小鼠的淋巴细胞进行混合培养. 检测受体小鼠

淋巴细胞的增殖, 我们采用了活体染料羧基荧

光素二醋酸琥珀酰亚胺酯(carboxyfluorescein 
succinimidylester, CFSE), CFSE是一种带负电

荷并具有强荧光的可穿过细胞膜的荧光染料, 
CFSE进入细胞后可以不可逆地与细胞内的氨基

结合偶联到细胞蛋白质上. 当细胞分裂时, CFSE
标记荧光可平均分配到两个子代细胞中, 因此
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在一个增殖的细胞群中, 各连续传代细胞以亲

代细胞荧光强度的一半而递减为特征, 并可以

利用流式细胞术在488 nm激发光下进行分析[23]. 
追踪器官移植中免疫细胞的活化、分裂、增

殖、凋亡一直是移植免疫研究的重点, 在CFSE
标记技术出现之前, 免疫细胞的研究主要是依

靠3H-TdR掺入法和MTT法. 这两种方法只能在

群体水平上检测细胞增殖, 并且只能局限于体

外实验, 而CFSE标记技术能检测免疫反应的动

态变化, 体内或体外追踪某个细胞亚群甚至单

个细胞的分裂增殖, 为免疫细胞的增殖分析提

供了更加全面的资料. 
总之 ,  我们成功构建了含小鼠P D-L1基

因的重组腺病毒载体, 并采用重组腺病毒Ad-
PD-L1转染供体C57BL/6小鼠树突细胞, 通过

共刺激通路PD-1/PD-L1抑制了受体淋巴细胞

的激活. 为进一步的体内免疫耐受实验打下了

良好的基础. 
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■同行评价
本实验设计合理, 
科学性强. 数据可
信, 结论可靠. 对
移植免疫耐受的
理论和临床研究
具有很好的价值. 

ISSN 1009-3079  CN 14-1260/R  2008年版权归世界华人消化杂志

                                                                                                                                             
                                                                                                                                • 消息 •

世界华人消化杂志被收录情况

本刊讯 世界华人消化杂志被国际权威检索系统美国《化学文摘》(Chemical Abstracts, CA)、荷兰《医学文摘

库/医学文摘(EMBase/Excerpta Medica, EM)》和俄罗斯《文摘杂志(Abstract Journal, AJ)》收录. 国内为中国科

技论文统计与分析(科技部列选为中国科技论文统计源期刊)、《中文核心期刊要目总览》2004年版内科学类

的核心期刊、中国学术期刊文摘、中国生物医学文献光盘数据库、中文科技资料目录医药卫生、解放军医学

图书馆CMCC系统、中国医学文摘外科学分册(英文版)、中国医学文摘内科学分册(英文版)收录. (常务副总编

辑: 张海宁 2008-06-18)


