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摘要 PD-1分子是一种重要的免疫调控因子，目前对其自身表达调控尚未有系统的研究．对 PD-1启动子区域进行分析，克
隆构建了含 PD-1基因上游约 2 kb范围内含 4种不同长度调控序列的双荧光素酶表达载体．通过 FACS检测发现，小鼠 T淋
巴瘤 EL4 细胞稳定表达 PD-1，而骨髓瘤 Sp2/0-Ag 细胞则在佛波酯 (phorbol 12-myristate 13-acetate，PMA)和离子霉素
(ionomycin，IO)诱导后才表达 PD-1． 4种双荧光素酶报告系统在上述两种细胞中检测 PD-1启动子各区段活性显示，-227～

+49 bp区域含有 PD-1核心启动子，上游-1 127～-716 bp含有较强正性调节元件，而在-1 685～-1 128 bp、-715～-228 bp
两个区域含有负性调节元件，这种正负调控区交错的启动子活性现象说明了 PD-1基因表达调控的复杂性，这些结果为 PD-1
基因的表达调控提供了结构基础和依据．
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PD-1(programmed cell death 1)分子是通过差减
杂交技术从受凋亡刺激的 T细胞中分离得到的免
疫负调控因子[1]，由胞外的 IgV样基序、跨膜区、
胞内的 ITIM(immunoreceptor tyrosine-based inhibitory
motif)和 ITSM(immunoreceptor tyrosine-based switch
motif)基序组成，与 CTLA-4同属于 CD28家族[2]，

主要表达于活化的 T细胞、B细胞和髓样细胞表
面[3]．受抗原刺激后，PD-1与其配体 PD-L1(亦称
B7-H1，表达于 B 细胞、T 细胞、巨噬细胞 )和
PD-L2(亦称 B7-DC，表达于 DC细胞表面)结合后
通过招募 SHP-1(src homology 2-domain-containing
tyrosine phosphatase)和 SHP-2 到其 ITSM 基序

上，启动下游效应分子磷酸化，发挥其免疫调控作

用[4-5]．

已有研究显示，PD-1/PD-L通路在机体免疫耐
受、肿瘤免疫逃逸、寄生虫感染、慢性病毒感染等

都发挥着极为重要的作用．如 APC上的 PD-Ls与
PD-1相互作用抑制自体反应性 T细胞，诱导免疫
耐受．肿瘤细胞通过上调其表面的 PD-Ls与表达
于 CD8+T 细胞上的 PD-1 相互作用，抑制 CD8+T
细胞的杀伤活性，进而逃逸机体免疫系统的监视，

而阻断该通路则有助于抑制肿瘤的转移、减弱病情

的严重程度对于肿瘤病人的预后[6]．慢性病毒感染

如 HBV患者中 CD8+T细胞表面 PD-1表达显著上
调，且伴随着 CD8+T 细胞功能的减弱 [7-9]．此外

PD-1基因还和 Treg细胞的功能相关[10]．

虽然 PD-1在免疫调控中的重要作用已有众多
文献报道，但是对于其自身的转录调控机制研究还

未见系统报道．转录调节作为基因表达调控最主要

的内容，启动子在此相当重要．因此分析 PD-1基
因启动子的特征对于研究 PD-1基因的表达调控具
有重要的意义．本实验克隆了小鼠 PD-1基因启动
子不同长度的片段，通过双荧光素酶表达载体在两

种不同背景表达的细胞株中进行活性分析以了解

PD-1启动子的结构和元件，为进一步的免疫调控
研究打下基础．
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1援4 PCR扩增和荧光素酶表达载体的构建
用 C57BL/6J小鼠尾静脉血提取基因组，以此

为模板用所列引物分别扩增不同长度的 4段启动子
序列，扩增片段分别为 PD1-A(1 734 bp)、PD1-B
(1 176 bp)、PD1-C(763 bp)、PD1-D(249 bp)，产物
均用 PCR 产物回收试剂盒回收纯化．用 Sac玉
和 Hind芋双酶切 PCR 纯化产物及 pGL3-Basic 载
体，回收产物后按目的片段和载体摩尔比 3∶1用
T4 DNA Ligase 16℃连接过夜，转化感受态 E. coli
DH5琢细胞，阳性克隆抽取质粒经双酶切和测序
验证．

1援5 FACS鉴定细胞系 PD鄄1表达
EL4和 Sp2/0-Ag细胞生长至对数生长期收集

细胞，按 1伊105细胞每孔加至 24 孔板中用 PMA
(10 滋g/L) 和 IO (500 滋g/L)刺激，于 12 h、24 h 后
分别离心收集细胞，加 100 滋l PBS 重悬细胞后，

加 1 滋l PE-anti-mouse-PD-1(0.2 g/L)在暗处室温孵育
30 min，终止反应洗涤后重悬细胞，流式细胞仪检
测刺激前后细胞表面 PD-1蛋白的表达情况．
1援6 细胞转染和荧光素酶活性的检测

含 PD-1不同启动子片段的 luciferase报告载体
pGL3-X和内参照 pRL-SV40质粒按 20∶1的比例
转染细胞．EL4细胞按照 Cell Line Nucleafector Kit
操作说明书转染，Sp2/0-Ag细胞按照 DMRIE-C操
作说明书转染．转染后 4 h加入 PMA(10 滋g/L)和
IO (500 滋g/L)刺激， 48 h 后按照 Dual-Luciferase
Reporter Assay System操作说明书，化学发光仪检
测荧光素酶的活性．启动子活性用相对荧光素酶

值(萤火虫荧光素酶激发底物释放荧光的数值 M1
与内参照海肾荧光素酶释放荧光的数值 M2的比)
表示．

1 材料和方法

1援1 质粒、菌株、试剂和动物

pGL3-Basic、pRL-SV40 质粒购自 Promega 公
司；构建的含不同长度 PD-1启动子片段的载体为
pGL3-A(-1 685～+49 bp)、pGL3-B(-1 127～+49 bp)、
pGL3-C (-714～+49 bp)、pGL3-D(+27～+49 bp)；
E援 coli DH5琢菌株本室保藏；Cell Line Nucleafector
Kit L 购自 Amaxa 公司；DMRIE-C Reagent 购自
Invitrogen 公司；Hind芋、Sac玉限制性内切酶、
Prime STAR HS DNA Polymerase、T4 DNA Ligase、
pMD19-T Simple Vector system 试剂盒购自 Takara
公司；PCR产物回收试剂盒、胶回收试剂盒、质
粒抽提试剂盒、基因组 DNA 抽提试剂盒均购于
Axygen公司；超纯质粒小抽试剂盒购自 Qiagen公
司；RPMI-1640细胞培养基、胎牛血清、青霉素和
链霉素双抗购自 Gibco 公司； Dual-Luciferase
Reporter Assay System 购自 Promega 公司；12- 肉
豆蔻酰 -1, 3-乙酸(PMA)购自上海基康生物有限公

司；离子霉素(IO)购自上海生工生物工程有限公
司；Phycoerythrin(PE)anti-mouse-PD-1(CD179)购自
eBioscience公司；C57BL/6J小鼠购自中国人民解
放军第二军医大学．

1援2 细胞与细胞培养

小鼠 T 淋巴瘤细胞 EL4 和小鼠骨髓瘤细胞
Sp2/0-Ag细胞培养于 37℃、5% CO2细胞培养箱，

培养基为 RPMI-1640含 10%胎牛血清及 100 U/ml
青霉素和 100 g/L链霉素．生长至对数期将其接种
至 24孔板，用于后期 FACS分析和瞬时转染实验.
1援3 引物设计

C57BL/6J 小鼠 PD-1 基因 (GenBank 登录号：
NC_000067) -3 000～+770 bp区域用启动子在线预
测软件 Proscan(http://thr.cit.nih.gov/molbio/proscan/)
分析，根据结果设计 4对 PCR引物(如表 1所示)，
其中 r-Pd1为共用下游引物，5忆端和 3忆端分别引入
Sac玉和 Hind芋的酶切位点(划线部分)，所有引物
均由 Invitrogen公司合成．

Table 1 Primers for PCR Amplification
Primers Sequence(5忆→3忆) Position

Pd1-A(sense) gAAggAgCTCCAgCAACAgCCTTgCTCCTCAC -1 685～-1 663 bp

Pd1-B(sense) gAAggAgCTCgTggCTgAggCAgTTgCCAgAT -1 127～-1 105 bp

Pd1-C(sense) gAAggAgCTCgggCAgCAgATCCAgCATCTTg -714～-692 bp

Pd1-D(sense) gAAggAgCTCCTCTCACTAgTCCCTTACCTgC -227～-205 bp

r-Pd1(antisense) CCCAAgCTTgCAgTgTCgCCTTCAgTAgCAg +27～+49 bp
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Fig. 1 PCR products of different fragments
of PD鄄1 gene promoter

1: PD1-A; 2: PD1-B; 3: PD1-C; 4: PD1-D; M: DL2000 DNA marker.

Fig. 3 FACS analysis of PD鄄1 protein expression in EL4 cell after stimulation with PMA and IO for 12 h and 24 h
Data are representative of three independent experiments. Control: Groups without stimulation; Mock: Groups stimulated with DMSO plus alcohol;

PMA+IO: Groups stimulated with PMA plus IO.

1援7 序列分析

C57BL/6J小鼠 PD-1基因序列和 Blast分析结
果在 NCBI网站(http://www.ncbi.nlm.nih.gov)获得，
转录起始点及上游启动子调控区转录元件及转录因

子 在 http://www.cbil.upenn.edu/cgi-bin/tess/tess 和
http://mbs.cbrc.jp/research/db/TFSEA RCH.html进行
在线分析．

1援8 统计学分析

所有实验均 3 次重复，数据以均数依标准差
(x 依 s)表示，应用 SPSS10.5软件进行组间 t检验,
统计学分析 P < 0.05为有显著性差异，P > 0.05为
无显著性差异．

2 结 果

2援1 小鼠 PD鄄1基因启动子的克隆
以 C57BL/6J小鼠基因组为模板，用合成的 4

对引物 PCR．产物经琼脂糖凝胶电泳检测，可见

成功扩增出 4段 PD-1启动子片段，与预计设计的
大小一致(图 1)，说明成功扩增了不同区域的 PD-1
启动子片段．

2援2 报告基因表达载体的构建

将上述 PCR得到的 4个片段和 pGL3-Basic载
体分别用 Sac玉和 Hind芋双酶切连接后转化 E. coli
DH5琢菌株感受态，经菌落 PCR 鉴定后挑选阳性
克隆质粒双酶切鉴定(图 2)，测序验证和预期序列
一致，说明成功构建了 4种含 PD-1启动子不同区
域的双荧光素酶报告载体．

2援3 表达 PD鄄1蛋白的细胞系的鉴定
用 PMA+IO刺激 EL4细胞 12 h、24 h后分别

流式细胞仪检测刺激前后细胞表面 PD-1蛋白的表
达情况．从图 3中可以看到，无 PMA+IO刺激组

Fig. 2 Identification of pGL3鄄X by Hind芋
and Sac玉 double digestion

1: pGL3-Basic; 2: pGL3-A; 3: pGL3-B; 4: pGL3-C; 5: pGL3-D; M1:

姿-EcoT14玉digest DNA marker; M2: DL2000 DNA marker.
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Fig. 5 Activity analysis of different fragments of PD鄄1
promoter in EL4 cell with or without stimulation

with PMA plus IO
: Unstimulated; : Stimulated.

2援4 PD鄄1基因启动子活性的检测
将含 PD-1不同长度启动子的荧光素酶报告载

体 pGL3-A、pGL3-B、pGL3-C、pGL3-D与用作内
参照的海肾荧光素酶 pRL-SV40载体分别共转染细
胞，以 pGL3-Basic 和 pRL-SV40 组共转染为空白
对照，分 PMA+IO刺激和无 PMA+IO刺激两组检
测不同启动子活性．结果发现，在 EL4 细胞中
pGL3-B 活性最强， pGL3-D 次之， pGL3-A 和
pGL3-C 活性均很弱，其中 pGL3-B 的活性约为
pGL3-C 的 20倍左右,提示在-1 685～-1 128 bp、
-714～-228 bp两个区域间存在转录负调控元件，
-1 127～-715 bp区域含有增强子或顺式作用元件
序列，而-227～+49 bp含有 PD-1基因启动子活性
所必需的基本元件，包含了其核心启动子区域

(图 5)．在 Sp2/0-Ag细胞中 PD-1基因启动子不同
区域的活性变化趋势和在 EL4细胞中一样，同时
可见 Sp2/0-Ag细胞中无刺激组的活性小于 EL4细
胞，但刺激组的活性大于 EL4细胞．虽然在两种

细胞中刺激组的活性均显著强于无刺激组(P < 0.05),
但 Sp2/0-Ag 细胞中刺激组 / 无刺激组的比值(约
8～10)高于 EL4细胞(约 2～3)，说明在 EL4细胞
中本底表达较高，Sp2/0-Ag细胞中本底表达低但
诱导效果高于 EL4 细胞，这和前面 FACS检测的
两种细胞系不同的 PD-1表达状态一致(图 6)．本实

Fig. 4 FACS analysis of PD鄄1 protein expression in Sp2/0鄄Ag cell after stimulation with PMA and IO for 12 h and 24 h
Data are representative of three independent experiments. Control: Groups without stimulation; Mock: Groups stimulated with DMSO plus alcohol;

PMA+IO: Groups stimulated with PMA plus IO.

与 PMA+IO刺激组均高表达 PD-1蛋白，且两者的
表达差异不大，刺激 12 h和 24 h的表达水平也无
显著性差异，据此可得知 EL4是稳定表达 PD-1蛋
白的细胞系．

用同样的方法检测 Sp2/O-Ag细胞 PD-1蛋白的

表达情况，从图 4中可以看到，PMA+IO刺激组的
表达水平显著高于无刺激组，刺激 24 h组的表达
也高于刺激 12h组的表达，可推断 Sp2/0-Ag细胞
为 PD-1蛋白诱导表达细胞系．
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Fig. 8 Transcriptional factor binding sites analysis
of PD鄄1 core promoter

The underlined sequences were the binding sites for transcriptional

factors, the underlined and italic sequence were the transcription start

site.

验经过 3次独立重复，结果趋势一致．上述结果显
示 PD-1启动子存在正负调控区交替排列的现象，
这些元件的交替排列给调控复杂性和多样性提供了

结构基础．

2援5 PD鄄1 启动子区域转录调控元件及转录因子
分析

根据上述的启动子活性分析结果可知 PD-1
基因上游存在着不同的调控功能区域，我们使用

http://www.cbil.upenn.edu/cgi-bin/tess/tess 和 http://
mbs.cbrc.jp/research/db/TFSEA RCH.html 两种在线
分析 PD-1启动子-1 685～+49 bp区域发现有大量
的转录因子结合位点，不同的功能区域转录因子结

合位点的分布有所差异(图 7)，其中含有核心启动
子区-227～+49 bp的分析结果如图 8，可见该区域
缺乏经典的 TATA、CAAC 保守序列但有 Sp1、
PEA3、C/EBP alpha/beta/delta、CAC-binding protein
等重要转录因子的结合位点．从分布图可知负调控

区域出现的转录因子结合位点在正调控区域均有出

现，而在核心启动子和正调控区域均有的 Sp1结合
位点却在两个负调控区域都没有，提示转录因子

Sp1可能在 PD-1的表达调控中起着关键的作用．

3 讨 论

作为重要的免疫调控因子，PD-1作用已被广
泛研究，但是其自身的调控机制尚未见系统研究报

道，本文首次对 PD-1基因的启动子进行了活性分
析．首先利用流式细胞仪筛选检测了多种细胞系，

结果显示，EL4 细胞稳定表达 PD-1 蛋白，而
Sp2/0-Ag细胞为抗原可诱导表达，后期实验中的
PD-1基因启动子检测分别在这两种细胞系中进行，
希望利用这两种固有表达特征不同的细胞系能发现

一些细胞调控 PD-1基因表达的机制．双荧光素酶
报告系统检测结果显示 4种不同长度的启动子片段
在两种细胞中的活性趋于一致：pGL3-B活性最强，
pGL3-D次之，pGL3-C活性最弱．说明-227 bp～
+49 bp区域内含有核心启动子，-1 685～-1 128 bp
和-714～-228 bp区域内可能存在较强的转录负调
控元件，而-1 127～-715 bp区域内则可能存在正
调控性作用的顺式作用元件，这些元件的交替排列

给调控复杂性和多样性提供了结构基础．

从已有的研究报道可知，PD-1作为一种抑制
性的共刺激分子，主要表达于活化的 CD4+T细胞、
CD8+T细胞、B细胞以及髓样细胞和胸腺细胞上，
然后通过 PD-1/PD-L1 途径发挥其免疫抑制作用，
在病毒(HBV、HIV)的慢性感染、自身免疫疾病
(SLX)、肿瘤发生中的免疫逃逸或抑制中均可见一
些淋巴细胞表面的 PD-1因子的高表达[11-15]．我们

的结果也发现了类似的现象，在小鼠 T淋巴瘤细
胞 EL4和小鼠骨髓瘤细胞 Sp2/0-Ag细胞中刺激组
的 PD-1 启动子活性均显著强于无刺激组，说明

0 5 20 25

-1 685 +49
pGL3-A

-1 127 +49
pGL3-B

-714 +49
pGL3-C

-227+49
pGL3-D

pGL3-Basic

Relative luciferase activity
1510

Fig援6 Activity analysis of different fragments of PD鄄1
promoter in Sp2/0鄄Ag cell with or without

stimulation with PMA plus IO
: Unstimulated; : Stimulated.

Fig. 7 Schematic map of the PD鄄1 upstream region
Negative regulate region: -1 685～-1 127 bp, -714～-227 bp; Positive

regulate region: -1 127～-714 bp; Core promoter region: -227～+1;

TSS: Transcription start site.

-1 685 -1 127 -714 -227 +49

TSS

Negative regulate region
Positive regulate region
Core promoter region

-227 CTCTCACTAGTCCCTTACCTGCTCCTCCCAGGCATCGTTCCCTC

CCACTCCCCTCCCCCTTCCATGCCCCTCCCCCACCTCTAGTTGCCTGTTC

TCCCACCCTTGTGGAGGTGGAGGAAGAGGGGGCGGGAGCCAAGAACAGGT

CTCCTCCCTCCAACATGACCTGGGACAGTTTCCTTTCCGCTACAGACAAC

TCTGCCTGAGCAGCGGGGAGGAGGAAGAGGAGACTGCTACTGAAGGCGAC

CACTGC +49

C/EBP alpha

CAC-binding protein

C-ETS-2(h) PEA3 C/EBP 茁/啄 SP1

TSS(transcription start site)
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PD-1启动子活性和 PD-1蛋白在细胞活化前后的表
达趋势一致．

用两个线数据库对-1 685～+49 bp区域进行生
物信息学分析发现很多转录因子结合位点，如

CAC-binding protein、PEA3/PU.1、GATA-1、C/EBP
和 Sp1等重要转录因子[16-18]．在-1 127～-715 bp和
-227～+49 bp 两个区域存在紧密靠近的 Ets 家族
PEA3、PU.1、C/EBP转录因子结合位点．同时发
现在-1 685～-1 128 bp和-714～-228 bp负调控区
域出现的转录因子结合位点在正调控区域均有出

现，而在核心启动子-227～+49 bp和正调控区域
-1 127～-715 bp均存在的 Sp1结合位点在两个负
调控区域都没有，提示转录因子 Sp1可能在 PD-1
的表达调控中起着关键的作用．在后继的研究中拟

使用电泳迁移率变动分析(EMSA)实验分析这些转
录因子在两种不同表达细胞株中的结合差异，试图

寻找出对 PD-1蛋白表达起关键作用的关键的调控
因子．

综上所述，本研究鉴定了 PD-1蛋白表达的细
胞系，分析了不同长度 PD-1基因启动子在不同细
胞系中的活性和可能存在的转录因子结合位点．初

步揭示了 PD-1基因启动子的结构功能特征，为进
一步系统研究 PD-1基因的表达调控打下了良好的
基础．
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Abstract Extensive studies have been performed on function of PD-1 in immunological regulation, while as so
far, studies on the exact regulation mechanism of PD-1 expression have not been reported. PD-1 expression in EL4
and Sp2/0-Ag cell lines was detected with PE-Anti Mouse-PD-1 antibody through FACS. Genomic DNA from
C57BL/6J mouse was used to produce different lengths of PD-1 promoter fragments. The PCR products were
cloned into the luciferase reporter vector pGL3-Basic and co-transfected with pRL-SV40 into EL4 and Sp2/0-Ag
cell lines to investigate the PD-1 promoter activity. FACS results showed that EL4 cells express PD-1 protein
constituently, while Sp2/0-Ag cells express high level of PD-1 after stimulation with phorbol 12-myristate
13-acetate (PMA) plus ionomycin (IO). Luciferase assays revealed that the activity of different lengths of PD-1
promoter region was very alterable. This staggering negative-positive-negative arrangement indicates the complex
regulation of PD-1 expression and provides important clues for elucidating the mechanisms of the PD-1 gene
transcriptional regulation.
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