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!!摘!要"为了探究转录因子]+-T&在人外周血9细胞中的功能!通过检测9细胞亚群中该基因的表达差异!并
在过表达<,’&_基因后分析9细胞亚群分布!进一步比较抑制性受体和下游基因的表达差异&结果表明$<,’&_
主要表达于初始9细胞亚群中!与对照组相比!过表达]+-T&可显著提高9记忆干细胞比例!且_?#’95I&以及

M.6&的表达显著降低)]9(e_W]结果表明!]+-T&(9细胞中ET%7N‘表达显著降低!A1<F‘表达显著升高&因此!

]+-T&蛋白可能通过调控9细胞分化和维持记忆表型相关基因ET%7N‘和A1<F‘来提高9记忆干细胞比例!从而
能够维持9细胞功能!延缓其衰竭&研究结论可为改进9细胞免疫疗法提供了重要的理论依据&

关键词"]+-T&)9细胞)记忆干细胞)抑制性受体)分化
中图分类号"Q!F!!!!!!!!文献标志码"P!!!!!!!文章编号"#CE&(&F%#"!"!##"%("$!&("E

R4$$FF$.),F)’"%(.’*/)*,%F".),’K0%G=,%-"*%)"*%*%3
)4$-$-,’2/4$%,)2/$,FR.$++(

D*+C%4R.’/$$@(6P’/Q%’/$G1*#56P’/
"W*//363*0M5037853-83<.-KU3K585-3$12345.-6785(9382:-5;3,<5=>$V.-6J2*+&#""#F$W25-.#

61()’".)!A-*,K3,=*3TX/*,3=230+-8=5*-*0=23=,.-<8,5X=5*-0.8=*,]+-T&5-983//<5-2+I.-
X3,5X23,./S/**K$=25<X.X3,3T.I5-3<=233TX,3<<5*-K5003,3-83<*0=25<63-35-983//<+S<3=<$.-./>J3<=23
K5<=,5S+=5*-*0983//<+S<3=<.0=3,*;3,3TX,3<<5*-*0]+-T&63-3$.-K8*IX.,3<=233TX,3<<5*-K5003,3-83
S3=Y33-5-25S5=*,>,383X=*,.-KK*Y-<=,3.I63-3D923,3<+/=<<2*Y=2.=<,’&_5<I.5-/>3TX,3<<3K5-
-.5;3983//<+S<3=<DW*IX.,3KY5=2=238*-=,*/6,*+X$*;3,3TX,3<<5*-*0]+-T&8.-K,.I.=58.//>5-8,3.<3
=23,.=5**09I3I*,><=3I83//.-K,3K+83=233TX,3<<5*-<*0_?#$95I&.-KM.6&D]9(e_W],3<+/=<
<2*Y=2.==233TX,3<<5*-*0ET%7N‘5-]+-T&(983//<<56-5058.-=/>K38,3.<3<$Y25/3=233TX,3<<5*-*0
A1<F‘<56-5058.-=/>5-8,3.<3<D923,30*,3$]+-T&X,*=35-X,*S.S/>5-8,3.<3=23,.=5**09I3I*,><=3I
83//<S>,36+/.=5-6=23K5003,3-=5.=5*-*0983//<.-KI.5-=.5-5-663-3<ET%7N‘.-KA1<F‘,3/.=3K=*
I3I*,>X23-*=>X3$<*.<=*I.5-=.5-=230+-8=5*-<*0983//<.-KK3/.>=235,0.5/+,3D925<<=+K>X,*;5K3<
.-5IX*,=.-==23*,3=58./S.<5<0*,5IX,*;5-6983//5II+-*=23,.X>D

7$28,’&(!]+-T&’983//’I3I*,><=3I83//’5-25S5=*,>,383X=*,’K5003,3-=5.=5*-

9!引!言

9细胞是人体免疫系统的重要组成部分$基于
9细胞开展的免疫细胞疗法是当今临床医学的研究

热点之一$尤其是嵌合抗原受体设计的9细胞疗法
"WP](9#和9细胞受体免疫疗法"9W](9#已被证
明在治疗肿瘤中具有良好效果$但仍存在易复发的
不足)#*%易复发是9细胞免疫疗法存在的主要问



题之一$提高9细胞的存续能力是解决易复发的举
措之一)!*%9细胞存续能力是指9细胞在肿瘤组
织中存活并发挥功能的能力$而降低9细胞分化程
度$是提高9细胞存续能力的手段之一)&*%

存活期长(具有自我更新能力的记忆9细胞是
适应性免疫系统对病原体和肿瘤作出二次免疫应答
的一个关键因素)$*%大多数效应9细胞在杀伤后
凋亡$而记忆9细胞存活期更长$可达数年$接受相
同抗原刺激后可迅速活化$并分化为效应9细胞$
再次介导免疫应答)%*%记忆9细胞中的9记忆干
细胞"9I3I*,><=3I83//$9<8I#细胞是一种分化
程度较低的9细胞亚群$其在细胞功能上类似于初
始9细胞"9-.=5;383//$9-#细胞$具有较高的自
我更新能力和多潜能性$并能够分化成中央记忆9
细胞"W3-=,./I3I*,>83//$98I#(效应记忆9细
胞"930038=*,I3I*,>83//$93I#$且存活能力(抗
肿瘤活性均高于 98I 和 93I)C*%抗原特异性
9<8I在抗原消除后优先存活$并长期稳定存在)E*$
一个长寿命的9<8I细胞在没有死亡或分化的情况
下大约能存活#!年)%*$因此$9<8I可以作为体现9
细胞存续能力的指标之一%
]+-T&蛋白是9细胞发育途径中重要调控因

子$作为]+-T转录因子家族的重要成员$]+-T&可
结合到目的基因的增强子和启动子中的核心?dP
序列$激活或抑制转录下游靶基因)F(#"*%在9细胞
发育过程中$]+-T&主要参与前 9细胞的发育$
]+-T&和92_@R交叉拮抗调节是9细胞分化为
辅助细胞和细胞毒性谱系的关键$]+-T&负责在
W?Fn9细胞中建立W?$沉默)##*%在9细胞活化
后$]+-T&参与维持W?Fn效应9细胞"930038=*,
83//$93#发挥细胞毒性功能)#!*$但其分子调控机制

仍不明确%本文通过分析]+-T&在不同9细胞亚
群中的表达差异$进一步探究]+-T&在9细胞中的
功能$期望为改进9细胞的免疫疗法提供新的理论
依据%

:!材料与方法

:;:!材料与试剂
XM(/+8(!P(f\_质粒由本实验室保存’]+-T&

8?dP@]\W/*-3(V+I.-购于北京义翘神州科技
有限公司’_,5I379P]+ V7?dP _*/>I3,.<3(
?dP连接酶(_,5I378,5X=9U ]9,3.63-=R5=Y5=2
6?dP H,.<3, 购 于 9.R.]. 公 司’H-K*(\,33
_/.<I5KU.T5R5=购于 @I3,6.公司’\.<=?563<=
#6PA(\.<=?563<="U.<A(U(_H]9U U.II./5.-
_,*=35-HT=,.8=5*-]3.63-=购于923,I*公司’琼
脂糖购于上海生工生物工程股份有限公司’_W]引
物购于南京金斯瑞生物科技有限公司"_W]和]9(
e_W]的引物序列分别见表#和表!#’g5J.,K+7a
f3/.-K_W] W/3.-(:X7><=3I(f*9.e+ e_W]
U.<=3,U5T购于_,*I36.公司’]+-T&抗体 "]&(
%f$#购于7.-=.W,+J公司’_H&W>E.-=5(2+I.-
W?&([,5//5.-= a5*/3=%#"9U .-=5(2+I.- W?F(
[,5//5.-= a5*/3= $!#9U .-=5(2+I.- W?$%]P(
_3,W_&W>.-5-3%B%.-=5(2+I.-W?$%]@([,5//5.-=
a5*/3=C"%9U .-=5(2+I.-W?C!M([,5//5.-=a5*/3=
E##9U .-=5(2+I.-W?’% "\.<#(_H.-=5(2+I.-
W?#’E"WW]E#(P_W.-=5(2+I.-W?&CC"95I(
&#([,5//5.-=a5*/3=$!#9U.-=5(2+I.-W?!!&"M.6(
&#(_3,W_&W>.-5-3%B%.-=5(2+I.-W?!E’"_?(##
均购于 [5*/363-K 公司’[:a&’% U*+<3 P-=5(
V+I.-W?$购于[?公司%

表:!DHK引物序列
引物名称 序列

#6P1W<,’&&(\ W9PfW9PfWP9fWf9P99WWWf9PfPWWWPPfWPWWPfWWfW
"U.<1W<,’&&(] WWffPP99Wf9PfffWWfWWPWPWffW

表<!KR5ODHK引物序列
基因 上游引物"%Z(&Z# 下游引物"%Z(&Z# 扩增子

D*OL) f9W9WW9W9fPW99WPPWPfWf PWWPWWW9f99fW9f9PfWWPP #&#SX
<,’&& ffWPP9fPWfPfPPW9PW9WWf fP9ff9WPfff9fPPPW9W99WW #!&SX
1FD*$ W9fW9999fWWPfWW9W9W9f9 fW9WPWPff9P9W9ffW9P9ff ##ESX
AOO# WfPff9fP9Pf9f9ff999P9ff fWPWWP99WPPW9WW9WfW999W #$CSX
D*F*& PWWPWPPWWPWPW9W9ffPffP 9Wff999W9ff9W9ffP9fWW9 #!FSX
5L#"& fPWP9ffP9ffPPfWPWffPW9 W9WPf9P9fWf9fWWPPffPfP #&!SX
[/5IX# WPf99WW9PPfPPWfWWPPWPff f9fW9ffP99WPWP9PfWfWP9W #&#SX
A1<F# 9PfPWPWfW9ffPPWPff99fW W9WW9Wf9PWPfW99WPWPf9W #!’SX
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:;<!方!法
#B!B#!XM(]+-T&(!P(f\_过表达载体的构建

#6P1W<,’&_W"U.]A基因片段由]+-T&8?dP
@]\W/*-3(V+I.-质粒载体通过_W]获得$共计
#!C&SX$将#6P1W<,’&_("U.<A基因片段和慢病毒
载体XM(/+8(!P(f\_用#6PA("U.]A双酶切$分别
切胶回收目的片段$在#CL连接$转化感受态细胞
后$涂布于含浓度为E%"6&IM氨苄青霉素的M[固
体平板上$&EL培养过夜后$通过挑选单克隆(酶切
验证后进行测序鉴定重组载体XM(]+-T&(!P(f\_
"F$&FSX#%
#B!B!!慢病毒制备及9细胞的感染

#"O\[7的?UHU完全培养基培养!’&9细
胞$取含#c#"E 个!’&9细胞液约FIM$铺于
#"8I培养皿中$过夜培养%转染前!2$弃培养基
加%IM%O\[7的?UHU培养基继续培养%将
#&"6混合包装质粒"]]H(]Ha(!f质粒体积比为
$l&lC#和!%"6目的质粒$轻柔混匀$再向混合液中
加入C""M!B%I*/&M的W.W/!$用去离子水补足至
C"""M%将C"""M的!c V[7缓冲液逐滴加入质
粒溶液中充分混匀$&EL静置&I5-将混合液加至
预先温育的%IM?UHU培养基中$混匀&EL静
置$I5-$将混合液轻柔倒入培养皿中$混匀后&EL
培养%$2后弃去细胞上清$换成含%O \[7的
?UHU完全培养基继续培养%培养$F2后$收集
细胞上清#""",&I5-室温离心%I5-后过滤$加入
!B%IM%"O的 _HfC"""(’%""M$ I*/&M 的
d.W/$$L静置!2后#""",&I5-$$L离心#2$取
!"""M_[7重悬病毒$取#"M感染#c#"% 个
WV@细胞使用流式的方法检测滴度%用[3.K<活
化人外周血来源的_[UW细胞$!$2后加入等量
]+-T&病毒以感染9细胞$并加入聚凝胺以提高感
染率$培养!$2后换液"#"O\[7的#C$"培养基n
双抗n!%-6&IM的AME(AM#%(AM!##$于&EL培
养箱继续培养%
#B!B&!流式细胞术检测阳性率

在病毒感染第#"天检测]+-T&(9的阳性率$
以不加病毒的9细胞为对照组$分别取含%c#"%

个细胞的培养液#IM$#""",&I5-室温离心%I5-
后弃上清$用_[7清洗#次$加入!"""M#O的
\[7的_[7重悬$加!"M所需要抗体孵育&"I5-$
中途每隔#"I5-摇晃一次以充分孵育%加#IM
_[7清洗#次$#""",&I5-室温离心%I5-后用
!"""M#O\[7的_[7重悬$转移至流式上样管$

上机检测%
#B!B$!蛋白提取及g3<=3,-S/*=分析

取#c#"C个细胞用_[7清洗后加入U(_H]裂解
液"预加蛋白酶抑制剂#$冰浴&"I5-后#$""",&I5-$
$L离心%I5-收上清’按照$l#比例加入%c7?7(
_PfH上样缓冲液$#""L变性#"I5-%配置#"O
的7?7(_PfH胶$#""a恒压电泳!#&2后$
&""IP恒流#""I5-将蛋白转至_a?\膜上$%O
脱脂奶粉封闭#2$_[79洗净浮色后剪下目的条
带$分别用]+-T&"#l!""#和fP_?V"#l!"""#一抗
$L孵育过夜%次日用_[79清洗后$于摇床上室
温孵育V]_标记的山羊抗小鼠A6f"#l%"""##2$
_[79清洗后加显色液上机拍照保存%
#B!B%!总]dP的提取

取含#c#"C 个细胞的细胞悬液#IM于
]d.<3和?d.<3A\,33的离心管中#""",&I5-室
温离心%I5-弃去上清$加入#IM=,5J*/裂解细
胞$室温静置%I5-后加入=,5J*/的#&%体积量的氯
仿$剧烈振荡$室温静置%I5-%#!""",&I5-$$L
离心#%I5-吸取上清液加入等体积的异丙醇$混匀
后静置#"I5-%#!""",&I5-$$L离心#"I5-后弃上
清$加入?H_W水稀释的E%O乙醇#IM$#!""",&I5-$
$L离心后弃上清%室温自然晾干沉淀$加入!""M的
]d.<3(0,33水溶解沉淀$GF"L保存%
#B!BC!8?dP制备和实时荧光定量_W]分析

去除基因组?dP反应体系!#"6]dP$!"M
%c6?dP H,.<3,[+003,$#"M6?dP H,.<3,$
]d.<3\,33V!@补足#""M$室温反应%I5-%逆
转录反应体系!上一步反应液 #""M$#"M
_,5I378,5X=]9H-J>I3U5T)$#"M]9_,5I3,
U5T$$"M%c _,5I378,5X=[+003,!"0*,]3./
95I3#$$"M]d.<3\,33V!@$反应条件!&EL
#%I5-$F%L&%<%实时荧光定量_W]反应体系!
%"M!cf*9.e,e_W]U.<=3,U5T$"B!"M上游引
物$"B!"M下游引物$"B#"M#""c Ŵ ]$$B%"M
8?dP模板%反应条件!’%L预变性#"I5-$’%L变
性#%<$C"L退火#I5-$$"个循环%
#B!BE!统计学分析

数据采用f,.X2X.K_,5<IF统计学软件进行-
检验分析$以N3"B"%为显著差异$具有统计学意义%

<!结果分析

<;:!0/!1=在R细胞亚群中的表达水平
]+-T&可能与9细胞分化相关)#&*$本文对分离的

%!$第&期 高佳东等!转录因子]+-T&对维持9细胞记忆表型的影响



9细胞进行体外培养$通过流式细胞仪观察分析细胞
的分化表型$结果如图#".#所示%由图#".#可知$检测
不同培养天数的9细胞亚群分布"9-!W?$%]Pn

W?$%]@(W?C!MnW?’%G(9<8I!W?$%]Pn W?$%]@(
W?C!MnW?#’En(类9记忆干细胞$9I3I*,><=3I(
/5‘383//$9<8I(/5‘3!W?$%]Pn W?$%]@n W?C!Mn

W?#’En(98I!W?$%]P(W?$%]@nW?C!MnW?#’En(
93I!W?$%]P(W?$%]@n W?C! M(W?#’EG(93!
W?$%]PnW?$%]@nW?C!M(W?#’EG#$结果发现9
细胞在体外培养状态下会经历逐级分化$其中9-在活
化前占比最高$9<8I 比例在培养第E天达到高峰$
9<8I(/5‘3和98I 比列在培养第’天达到高峰$93I
和93在培养第#E天达到高峰%接着通过]9(e_W]
检测<,’&&在9细胞活化前及培养第%(#"天和#%天
不同分化时间的表达$结果用<,’&_ 比对内参
fP_?V相对表达倍数表示$结果如图#"S#所示%图#
"S#显示!9细胞在活化前<,’&_表达较高$活化后
<,’&_表达量下调%取未活化9细胞""K#分别分选
W?&n(W?&nW?$n和W?&nW?Fn 9-$9细胞培养第’
天分别分选W?&n(W?&nW?$n和W?&nW?Fn 9细胞
门下9<8I(9<8I(/5‘3和98I$9细胞培养第#E天分
别分选W?&n(W?&nW?$n和W?&nW?Fn 9细胞门下
93I和93$并通过]9(e_W]检测上述亚群细胞中
<,’&_相对表达倍数$初始9细胞中的<,’&_表达高
于其他亚群$9-中的<,’&_表达均高于其他亚群"图
#"8#G"3##%以上结果说明外周血来源的9细胞中$
]+-T&主要表达于9-细胞亚群中%

图#!]+-T&在不同培养时间和不同表型中的相对表达量

<;<!K0%G=过表达载体的构建和病毒包装
由于]+-T&在低分化状态的9细胞中高表达$

为了探究]+-T&是否有利于改善9细胞的功能$本
文在9细胞中进行]+-T&的外源表达%为了方便
指示]+-T&的表达$选择]+-T&和f\_共表达系
统$]+-T&和f\_之间选择自剪切多肽_!P连接$
<,’&&基因通过_W]在%Z和&Z两端分别添加
#6PA和"U.]A酶切位点$并与XM(/+8(!P(f\_表
达载体通过酶切(连接(转化等分子克隆技术$构建
得到XM(]+-T&(!P(f\_表达载体$大小为F$&FSX
"见图!".##%构建得到的质粒分别通过#6PA(
"U.]A双酶切验证"见图!"S##%将构建获得的XM(
]+-T&(!P(f\_表达载体进行慢病毒包装及纯化$
并感染WV@细胞检测病毒滴度为CBCCc#"F 个&
IM%病毒感染!’&9细胞!K后提取蛋白$通过流
式细胞术和g3<=3,-S/*=检测均验证能检出]+-T&
蛋白的表达"图!"8##$表明成功获得]+-T&过表达
慢病毒%
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图!!XM(]+-T&(!P(f\_过表达载体构建和蛋白检测

<;=!过表达K0%G=对R(.-细胞表型维持的影响
病毒感染9细胞后通过流式细胞术检测带有

f\_标签蛋白的]+-T&$其表达率为C!B!O$其命
名为]+-T&(9"图&".##%]+-T&(9细胞在培养第
C(F天和#"天进行细胞计数$结果如图&"S#所示%
图&"S#表明$]+-T&(9细胞增殖速度显著低于对照
组$与g.-6等)#$*在W?Fn9细胞上过表达]+-T&
发现增殖速度降低的结果相一致%为了进一步探究
过表达]+-T&对9细胞的影响$通过流式细胞术检
测9细胞中W?$n(W?Fn9细胞比例和9细胞亚
群分布$结果显示实验组和对照组中W?$n细胞(
W?Fn细胞比例无显著差异$说明]+-T&过表达不
影响9细胞W?$和W?F的表达"图&"8#-"K##%
9细胞亚群分布显示"图&"3##$与对照组相比$9
细胞中过表达]+-T&后9<8I亚群比例显著升高%

!!

为了确认]+-T&过表达是否仅提高某一亚群细胞
中9<8I比例$进一步检测W?$n 9细胞和W?Fn9
细胞亚群中9<8I细胞比例"图&"0#-"3##%以上
结果说明在外周血来源的9细胞中过表达]+-T&
能影响9细胞表型$提高9<8I细胞比例$有利于
维持9细胞的记忆表型%

E!$第&期 高佳东等!转录因子]+-T&对维持9细胞记忆表型的影响



图&!]+-T&过表达对9细胞的表型的影响
注!-<表示N/"B"%$&表示N3"B"%$&&&表示N3"B""#%

<;>!K0%G=的过表达对R细胞抑制性受体表达的影响
95I&(M.6&(_?#是9细胞维持低分化状态的指

标)#%(#E*$本文采用流式细胞术检测了9细胞在外源表
达]+-T&前后上述抑制性受体的表达$结果如图$所
示%由图$可知$]+-T&(9组95I&(M.6&(_?#表达量
均显著低于对照组$]+-T&(9组三阴细胞比例显著高
于对照组$单阳(双阳"_?#n M.6&n(_?#n 95I&n(

M.6&n95I&n#(三阳表达比例均显著低于对照组%以
上结果表明$在来源于外周血9细胞中$过表达]+-T&
能够降低9细胞表面抑制性受体的表达$从而有利于
延缓9细胞衰竭$进一步维持9细胞功能%

图$!9细胞抑制性标志物的表达
注!&表示N3"B"%$&&表示N3"B"#%

<;?!K0%G=对记忆表型维持相关基因2-)+34#
560#4表达的影响
为探讨]+-T&提高记忆细胞表型的可能途径$

本文通过 ]9(e_W]检测了 ]+-T&相关靶基因
"1FD*$(AOO‘(D*F*_(5L‘a_(ET%7N‘ 和
A1<F‘#)#F(!&*$结果如图%所示%图%结果表明$
]+-T&(9细胞中1FD*$(AOO‘(D*F*_(5L‘a_
的表达与对照组无显著差异"N/"B"%#%而相比对
照组$]+-T&(9细胞中ET%7N‘表达显著降低"N为
"B"$#$A1<F‘ 表 达 显 著 升 高 "N 为 "B"#!#%
ET%7N‘和A1<F‘均与9细胞的分化与记忆表型
维持相关$ET%7N‘是W?Fn效应9细胞终末分化的
主调控因子$ET%7N‘缺陷的W?Fn9细胞无法分化
为终末端分化细胞$优先分化为记忆细胞)!$(!%*%
A1<F‘表达上调可维持9细胞低分化程度$延缓9
细胞衰竭)!C*%以上结果表明$]+-T&可能通过调控
下游基因ET%7N‘和A1<F‘影响9细胞表型$使9
细胞中9<8I细胞占比提高%上述结果表明在9
细胞中过表达]+-T&可降低9细胞中_?(#(95I(&
以及M.6&的表达$从而维持9细胞功能$延缓9细
胞衰竭%]+-T&过表达下调ET%7N‘$上调A1<F‘$
从而降低9细胞分化程度%

图%!]+-T&靶基因]dP水平表达

=!结!论

本文测定]+-T&在不同9细胞亚群中的表达
差异$并进一步过表达]+-T&基因$分析]+-T&在
9细胞中的功能$主要结论如下!
.#]+-T&蛋白主要表达于9-细胞亚群中%
S#9 细胞中过表达 ]+-T& 可通过下调

ET%7N#]dP水平$上调A1<F#]dP水平进一步
促进9细胞更趋向9<8I表型%
8#9细胞中过表达]+-T&可降低9细胞上

_?(#(95I(&以及M.6&的表达$从而维持9细胞功
能$延缓9细胞衰竭%
]+-T&可促进9淋巴细胞趋向9<8I细胞$优

化9细胞功能$对于基于人外周血9细胞开展的免
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疫细胞治疗具有重要意义$在免疫细胞中过表达
]+-T&可提高其在体内的存续能力以及更好的维
持9细胞功能%本文结果有望为优化基于外周血
9细胞的免疫疗法研究提供科学依据%
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