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【摘 要】目的: 对人源 PD-L1 基因启动子进行 PCＲ 扩增，构建 PD-L1 荧光素酶报告基因。方法: 用 PCＲ 扩增方法获得 PD-L1
基因启动子; PD-L1 启动子和载体行 KpnⅠ、XhoⅠ酶切、连接和转化，然后行菌落 PCＲ 以及测序等。构建成功后转染至 A549
细胞中并检测 PD-L1 启动子活性。结果: 经 PCＲ 方法扩增出 PD-L1 基因启动子片段，; 菌落 PCＲ 鉴定各重组体构建正确并经

生工测序成功; 瞬时转染 A549 细胞后经报告基因检测得知所克隆的不同片段序列具有启动子活性。结论: 成功克隆 PD-L1 基

因启动子，构建出不同片段基因启动子荧光素酶报告基因，为进一步研究其分子机制提供详实基础。
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Construction of human PD-L1 gene promoter luciferase reporter gene vectors
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【Abstract】Objective: To clone PD-L1 gene promoter for constructing the luciferase reporter gene vectors． Methods: PD-L1 gene promoter was obtained via

PCＲ amplification，and then sub-cloned into luciferase reporter gene vector to construct three different recombinant plasmids that were transfected into

A549 cell lines after digestion with enzyme KpnI and Xho I． Then the transcription activation of these promoters was determined．Ｒesults: Segments of PD-

L1 gene promoter was amplified by PCＲ． Ｒecombined plasmids were identified by colony PCＲ and verified through contracted sequencing by Biotechnology

( Shanghai，China) ，which indicated successful construction of the vectors． Transient transfection of the A549 cells showed activation of different sequences

of reporter gene．Conclusion: Human PD-L1 gene promoter luciferase reporter gene vector was successfully constructed，which may lay a foundation for fol-

lowing research of the molecular mechanisms of PD-L1．
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程序性细胞死亡蛋白 1 ( programmed death-1，

PD-1) 为 PDCD1 基因编码的Ⅰ型跨膜糖蛋白［1］，

PD-1 表达于活化的免疫细胞表面，如 CD4+T 细胞、
B 细胞等［2］。PD-L1 ( programmed death-1-ligand 1，

程序性死亡配体-1) 是程序性细胞死亡蛋白 1 的配

体之一，同属 CD28 /B7 家族。PD-L1 多表达于肿瘤

细胞表面，如 PD-L1 在乳腺癌［3］、非小细胞肺癌［4］、
黑色素瘤［5］等癌细胞表面都呈过表达。肿瘤细胞

表面的 PD-L1 与免疫细胞表面的 PD-1 结合后可抑

制免疫细胞的增殖与活性并可诱导免疫细胞凋亡，

从而对 机 体 免 疫 应 答 过 程 起 负 性 调 节 作 用［6－7］。
PD-1 /PD-L1 通路在肿瘤细胞的免疫逃逸中具有重

大意义，近年来越来越多与此相关的实验得以开展，

并且 PD-1 单克隆抗体、PD-L1 单克隆抗体在晚期肿

瘤病人身上发挥惊人的疗效。目前关于调控 PD-L1
的分子机制尚未明了，为了深入研究其调控机制，我

们克隆了 PD-L1 基因启动子，并构建到报告基因载

体 PGL3-Basic 上，然后对其启动因子活性进行初步

检测。
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1 材料与方法

1．1 材料 DMEM 培养基，购自 Gibco 公司; Lipo-
fectamine2000，购 自 invitrogen 公 司; E． coli DH5α
Competent Cells 为 TaKaＲa 公司产品; pGL3-Basic 质

粒、质粒小量提取试剂盒，购自 Promega 公司; Kpn
Ⅰ、XhoⅠ，购自 NEW ENGLAND BioLabs; T4 DNA
连接酶，Takara 公司; A549 细胞，本室冻存。
1．2 方法

1．2．1 PD-L1 基因系列启动子的扩增

1．2．1．1 引物设计 在 NCBI 网站中根据 PD-L1 基

因序列，选 择 启 动 子 区 域。设 计 5 对 引 物，其 中

1987 bp 片段的扩增引物如下，上游 5'-TCTCCGGG-
TAGTTGATCAATTGTATGG-3'; 1375 bp 的扩增引物

为: 上游 5'-TCCTAGAGGTCACAGTCACCAAAGTTG-
3'; 1011 bp 的扩增引物为: 上游 5'-AGAAGGAAAG-
GCAAACAACGAAGAGTC-3'; 632 bp 的扩增引物为:

上 游 5'-TCATTATGTCGAGGAACTTTGAGGAAG-3';
145 bp 的扩增引物为: 上游 5'-TCACCGAAGGTCAG-
GAAAGTCCAACGC-3'; 下 游 引 物 共 为: 5'-GGAGC-
CTCGGGAAGCTGCGCAGAACTG-3'。
1．2．1．2 PCＲ 扩增 对 A549 细胞运用细胞基因组

提取试剂盒提取基因组，提取的基因组 DNA 为 PCＲ
扩增的模板，PCＲ 反应条件: 预变性 94℃、3 min; 变

性 94℃、30 s，退火 61℃、30 s，延伸 72℃、60 s，共 30
个循环，延伸 72℃、5 min。扩增的 PCＲ 产物经 1%
的琼脂糖凝胶电泳分析。
1．2．2 PD-L1 荧光素酶报告基因重组质粒的构建与

鉴定 将上述克隆的系列 PD-L1 启动子和 PGL3-
Basic 载体分别经 KpnⅠ、XhoⅠ双酶切、连接，然后

进行转化。挑取单克隆菌落做菌落 PCＲ 鉴定其阳

性的克隆，然后阳性的克隆再次进行摇菌，保种后行

质粒提取并送往上海生工生物工程有限公司测序。
1．2．3 PD-L1 基因启动子报告基因载体转染 A549

细胞与活性检测 将上述构建的质粒进行转染，质

粒转染操作按转染试剂说明书严格进行。在细胞转

染质粒两天后，进行收样等处理，利用双萤光检测试

剂盒在萤光检测仪 GloMax20 /20( Promega 公司) 上

检测萤火虫和海肾萤光素酶活力。实验重复 3 次，

每次平行做 3 个复孔。
1．2．4 统计学分析 应用 GraphPad Prism 5 软件的

t-test 方法进行统计学分析，P＜0．05 为差异有统计学

意义。

2 结果

2．1 PD-L1 不同片段启动子的克隆 以 A549 细胞

基因组 DNA 为模板，克隆出 5 段启动子，分别命名

为 F1: 1987 bp，F2: 1375 bp，F3: 1011 bp，F4: 632 bp，

F5: 145 bp。将克隆出的目的片段进行 1%琼脂糖电

泳分析，其结果与所设计的 PD-L1 片段大小一致，

表明 PD-L1 不同片段启动子的克隆成功( 图 1) 。

图 1 PCＲ 产物琼脂糖凝胶电泳图

2．2 PD-L1 启动子报告基因载体的 PCＲ 鉴定 根

据实验需求，选取 1011 bp、632 bp 和 145 bp 的 PD-
L1 启动子及选取荧光素酶报告基因载体 pGL3-Bas-
ic 进行酶切、连接和转化。挑取单个菌落作模板加

入相应上下游引物等进行菌落 PCＲ，初步证实重组

体构建成功。图 2 中图 A、B 和 C 分别为构建的不

同片段的 PD-L1 荧光素酶报告基因载体荧光素酶

报告基因菌落 PCＲ 结果。

图 2 PD-L1 启动子荧光素酶报告基因质粒菌落 PCＲ 鉴定结果

2．3 启动子活性的检测 在 12 孔板 A549 细胞中，

转染与萤光素酶基因融合的 PD-L1 promoter，并且

与海肾萤光素酶基因以 1000∶1 的比例共转。转染

空载 pGL3-Basic 质粒为对照，pGL3-Basic-PDL1 Pro-
moter F3、pGL3-Basic-PDL1 Promoter F4 和 pGL3-
Basic-PDL1 Promoter F5 重组体为 3 个实验组。转

染 48 h 后利用 Promega 公司的 Dual-Luciferase Ｒe-

porter Assay Systerm ( 双萤光素酶报告基因检测系

统) 检测显示，pGL3-Basic-PDL1 Promoter F3、pGL3-
Basic-PDL1 Promoter F4 和 pGL3-Basic-PDL1 Pro-
moter F5 与对照 PGL3-Basic 相比显著升高，结果具

有显著的统计学差异( P＜0．01) ，由此可见所克隆的

报告基因具有启动子活性( 图 3) 。
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＊＊P＜0．01，＊＊＊P＜0．01。

图 3 双荧光素酶报告基因法检测 PD-L1 启动子活性

3 讨论

两种新的 PD-1 /PD-L1 抗体被批准用于不能手

术或者转移性黑色素瘤的治疗［8］。除了恶性黑色

素瘤，PD-1 /PD-L1 抗体在肺癌病人中也显示出令

人惊喜的疗效。我们运用 PCＲ 扩增、酶切、连接等

实验方法克隆出不同片段的 PD-L1 启动子，然后经

过菌落 PCＲ 鉴定和测序验证，证实成功构建 PD-L1
基因启动子报告基因。在此基础上，经荧光素酶报

告基因检测发现与空载体对照组相比所构建的 PD-
L1 启动子报告基因具有明显的启动子活性。

据相关研究报道，PD-L1 在人体多种肿瘤细胞

表面均有表达，促进肿瘤细胞表面高表达 PD-L1 的

相关因素大体可分为肿瘤细胞外在因素和内在因

素。肿瘤微环境中外在刺激促进 PD-L1 表达主要

通过激活 TLＲs 和 IFN-γ受体，进而激活下游信号通

路，如 NF-kB［9］、MAPK［10］、PI3K［11］和 JAK /STAT［12］

信号转导通路等; 肿瘤细胞内在因素促进 PD-L1 表

达，主要是通过抑癌基因 LKB1 和 Pten［13］缺失来激

活 PI3K /Akt /mTOＲ 通路，核增殖抗原 Ki-67 的活

化［14］，EGFＲ 通路的激活［15］等途径来促进肿瘤细胞

表面高表达 PD-L1。目前报道的肿瘤细胞中调控

PD-L1 表达的相关信号通路主要有 Akt 信号通路和

MAPK 信号通路。为了研究肿瘤细胞在转录水平上

对 PD-L1 的调控机制，我们运用 PCＲ 扩增、酶切和

连接等实验技术构建了人 PD-L1 基因启动子荧光

素酶报告基因，并根据相关信号通路的转录因子在

PD-L1 启动子区域的潜在结合位点构建出不同片段

的 PD-L1 基因荧光素酶报告基因，以明确该信号通

路在转录水平这方面促进 PD-L1 的转录，以及根据

不同片段的 PD-L1 报告基因来明确促进 PD-L1 转

录的具体转录因子。我们可明确该信号通路的转录

因子可促进 PD-L1 的转录从而促进 PD-L1 的表达，

阻断该信号转导通路肿瘤细胞表达的 PD-L1 将明

显下调，从而阻断肿瘤细胞发生免疫逃逸等恶性事

件的发生，同时为临床抗 PD-L1 的靶点药物的研发

提供详实的分子基础。
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