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Abstract 
Objective: To construct a eukaryotic expression vector containing human EGFP-tagged human 
programmed death receptor (hPD-1), which lays a foundation for subsequent gene transfer expe-
riments. Methods: The hPD-1 gene coding frame was amplified by PCR. The PD-1 and pEGFP-N1 
plasmids were digested and ligated, and the recombinant vector pEGFP-N1-PD-1 was constructed. 
The recombinant plasmid was digested and sequenced for identifying. The recombinant plasmid 
was transfected into HEK293T cells, and the protein was extracted for Western blot analysis. Re-
sults: The recombinant eukaryotic expression vector pEGFP-N1-PD-1 was analyzed by restriction 
endonuclease. The bands after double digestion were consistent with the theoretical values. No 
nucleotide variation was observed in the sequencing results. The total protein of the transfected 
cells was extracted. Western blot can detect the target band. Conclusion: The eukaryotic expres-
sion vector pEGFP-N1-PD-1 was successfully constructed and expressed in 293T cells, which laid a 
foundation for the subsequent study of the function of PD-1 gene. 
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摘  要 

目的：构建含EGFP标签的人程序性死亡受体(hPD-1)的真核表达载体，为后续基因转移实验奠定基础。

方法：PCR扩增hPD-1基因编码框，将PD-1和pEGFP-N1质粒双酶切后进行连接转化，构建重组载体

pEGFP-N1-PD-1，酶切重组质粒并测序鉴定，将构建好的重组质粒转染HEK293T细胞，并提取蛋白进

行Western blot检测。结果：重组真核表达载体pEGFP-N1-PD-1经限制性内切酶分析，双酶切之后的条

带与理论值相符，测序结果未见碱基变异，提取转染后细胞的总蛋白进行Western blot可以检测到目标

条带。结论：成功构建了pEGFP-N1-PD-1真核表达载体，并且能够在293T细胞中正常表达，为后续研

究PD-1基因的功能奠定基础。 
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1. 引言 

1992 年，PD-1 受体基因(programmed cell death 1 receptor gene)在程序性凋亡的 T 细胞杂交瘤中被检

测出[1]。对小鼠 Pdcd1-/-突变体的自身免疫表型研究揭示了 PD-1 具有重要的负调控功能[2] [3]。在 2000
年和 2001 年，鉴定得到了 PD-1 的配体，从而在理解 PD-1 及其配体的功能方面取得了长足的进展[4] [5] 
[6] [7]。 

PD-1 是 CD28 家族的含有 288 个氨基酸的 I 型跨膜糖蛋白，由一个免疫球蛋白(Ig)超家族结构域，一

个约 20 个氨基酸残基，一个跨膜结构域和一个约 95 个残基的胞内结构域组成的，含 288 个氨基酸的跨

膜蛋白。PD-1 中含有免疫受体酪氨酸抑制性基序(ITIM)，以及一个酪氨酸基开关基序(ITSM) [8]。 
PD-1 主要表达于活化的 T 细胞、B 细胞、自然杀伤细胞、单核细胞以及间充质干细胞[9]。PD-L1 和

PD-L2 是 PD1 的配体，是免疫反应中重要的负性调控因子。在功能上，PD-1 及其配体 PD-L1 和 PD-L2
传递抑制性信号，调节 T 细胞活化，耐受性和免疫病理学之间的平衡。对外来抗原和自身抗原的免疫应

答，需要特异和平衡的反应来清除病原体和肿瘤，同时也需要保持耐受。诱导和维持 T 细胞耐受则需要

PD-1，其在非造血细胞上的配体 PD-L1 可限制效应 T 细胞应答并保护组织免受免疫介导的组织损伤[8]。 
目前，由于 PD-1 在多种肿瘤细胞表面高度表达，靶向 PD1/PD-L1 单克隆抗体类药物的研发已成为

肿瘤治疗领域的研究热点[10]。 

本研究拟构建 hPD-1 基因的真核表达载体，采用融合 EGFP 标记的方法，检测其在 HEK293T 细胞

中的表达。 

2. 材料与方法 

2.1. 主要试剂、质粒 

pEGX-4T-1-hPD1 质粒、pEGFP-N1 质粒由本实验室保存。质粒抽提试剂盒、胶回试剂盒购自 NucleoSpin
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公司。限制性内切酶和 T4 连接酶购自宝生物公司。Q5 High-Fidelity 2X Master Mix 购自 NEB 公司。大肠

杆菌 TOP10 感受态细胞和卡那抗生素购自康为世纪公司。2 × Taq PCR 试剂盒购自天根公司。DNA Marker
购自全式金公司，其他试剂为国产分析纯，引物合成与测序由上海铂尚生物技术有限公司完成。 

2.2. 引物设计 

根据人 PD-1 基因序列，应用 Snapgene 软件设计合适引物， 
PD1-F:5’-GCGAATTCATGCAGATCCCACAGGCG-3’和 
PD1-R:5’-ATCCGCGGCAGGGGCCAAGAGCAGT-3’ (下划线为 EcoR I 和 Sac II 酶切位点，全长 864 bp)。 

2.3. 人 PD-1 基因的扩增 

以 pEGX-4T-1-PD1 质粒为模板，以 PD1 引物扩增 PD-1 基因片段，PCR 反应条件：98℃预变性 30 s，
98℃变性 10 s，60℃退火 15 s，72℃延伸 30 s，35 个循环，72℃延伸 2 min，最后 4℃保温，PCR 产物经

1%琼脂糖凝胶电泳后进行切胶回收。 

2.4. 真核表达载体 pEGFP-N1-PD-1 的构建 

用EcoR I、Sac II分别对凝胶回收得到的 PD1片段和 pEGFP-N1质粒进行双酶切，酶切反应体系 25 μl：
PD1 6.5 μl/pEGFP-N1 2 μl、EcoR I 0.5μl、Sac II 0.5 μl、10 × buffer 2.5 μl、去离子水补加到 25 μl。反应条

件： 37℃，30 min，琼脂糖凝胶电泳后回收。连接反应体系 15 μl，载体与插入片段体积比为 1:5 (载体 2 
μl)、10X 快速连接缓冲液 1.5 μl、T4-DNA ligase 1 μl、去离子水补加到 15 μl、反应条件：16℃连接过夜。 

2.5. 真核表达载体 pEGFP-N1-PD-1 的鉴定 

将 10 μl 的连接产物通过热激法转入到 TOP10 感受态细胞，涂布于含卡钠的 LB 固体培养基上，37℃
过夜培养，挑取抗性单菌落，进行 PCR 阳性克隆检测，随后，提取质粒进行双酶切和测序验证。 

2.6. 重组质粒的真核表达鉴定 

选取测序正确的质粒转染进 293T 细胞系中，表达至少 24 h 后，收集细胞悬液，用预冷 PBS 洗涤 2
次，加入 RIPA 裂解液于冰上匀浆细胞，4℃、12,000 rpm 离心 10 min，收集蛋白上清液备用，检测总蛋

白浓度，将蛋白样品中加入 4 倍体积的上样缓冲液，100℃煮沸 5 min 变性蛋白样品。经 10% SDS-PAGE
电泳分离后进行 western blot 实验，使用 GFP 抗体检测在细胞系中该质粒的表达情况，同时，检测内参

β-actin 的表达水平作为样本量对照。 

3. 结果 

3.1. 目的片段 PD1 的获取 

PCR 得到的 PD1 片段，经 1%琼脂糖凝胶电泳检测，与预期大小一致，PD1 为 864 bp，见图 1。将

目的片段进行切胶回收并纯化。 

3.2. PD1 和 pEGFP-N1 双酶切结果 

PD1PCR 回收片段和 pEGFP-N1 质粒经 Sac II 和 EcoR I 双酶切后，分别可见 864 bp 和 4700 bp 大小

条带，见图 2，将酶切产物凝胶回收并纯化，采用 T4 DNA 连接酶进行连接反应。 

3.3. 阳性克隆 PCR 检测和双酶切鉴定结果 

将过夜连接产物转化大肠杆菌长出单菌落后，采用 PCR 扩增方法检测 PD1 基因，菌落 PCR 结果经
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1%琼脂糖凝胶电泳检测，如图 3 所示，随机挑取的 6 个单克隆都可以检测到 864 bp 大小的条带，分别抽

取 1~4 号质粒进行双酶切验证，如图 4 所示，可以看到在 864 bp 处有目的条带出现，初步证明

pEGFP-N1-PD-1 重组质粒构建成功，随后，我们将鉴定好的重组质粒送测序，发现无移码和碱基突变，

pEGFP-N1-PD-1 重组质粒构建成功。 

3.4. 重组质粒在真核细胞系中的表达鉴定结果 

转染了 pEGFP-N1-PD-1 重组质粒的细胞总蛋白样品表达了 EGFP-PD-1 融合蛋白，条带大小与预期

相符，未转染的对照组则无条带。实验结果表明，该重组质粒可以在真核细胞系中准确表达，见图 5。 
 

 
M1：Trans2K® DNA Marker；1~8：PD1 PCR 片段 

Figure 1. Target fragment PCR amplification results 
图 1. 目的片段 PCR 扩增结果 

 

 
M1：Trans2K® DNA Marker；M2：Trans 2K® Plus II DNA Marker；1~3：双

酶切后的 PD1、4~6：双酶切后的载体； 

Figure 2. Double enzyme digestion electrophoresis results of vector and target fragment 
图 2. 载体和目的片段双酶切电泳结果 

 

 
M2：Trans 2K® Plus II DNA Marker；1~6：阳性克隆 PCR 结果 

Figure 3. Detection of recombinant vector positive clone PCR 
图 3. 重组载体阳性克隆 PCR 检测 
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1~4：双酶切后的重组质粒；M2：Trans 2K® Plus II DNA 
Marker 

Figure 4. Results of double enzyme digestion of recombinant plasmid 
图 4. 重组质粒双酶切验证结果 

 

 
+：转染了 pEGFP-N1-PD-1 的阳性细胞；-：为未转

染质粒的对照组 

Figure 5. Detection of EGFP-PD-1 protein expression in 293T cell line by Western blot 
图 5. Western blot 检测 293T 细胞系中 EGFP-PD-1 蛋白的表达 

4. 讨论 

PD1 和 PD1 的配体 PD-L1、PD-L2，是 B7 家族的细胞表面 I 型跨膜蛋白，作为一种重要的免疫抑制

分子，表达在肿瘤细胞表面的 PD-L1，与 T 细胞表面 PD1 结合，下调肿瘤特异性 T 细胞活性，或灭活 T
细胞，阻断免疫应答，使肿瘤细胞产生免疫逃逸[11] [12]。而 PD1/PD-L1 靶向药物是针对 PD1/PD-L1 的

抗体蛋白，阻断这一通路，两种蛋白不能结合，使得 T 细胞可以继续杀伤肿瘤细胞。 
近年来，针对 PD1/PD-L1 的单克隆抗体靶向药物在非小细胞肺癌和黑色素瘤等实体肿瘤治疗中均取

得了较好的疗效，并迅速应用到其他类型肿瘤，其中包括乳腺癌、肝癌、胰腺癌、消化道肿瘤、妇科肿

瘤、泌尿系统肿瘤以及骨髓瘤和淋巴瘤等多种恶性肿瘤，显著改善了部分肿瘤患者的临床进展和不良预

后[13] [14]。Koh 等人发现 PD1 的表达水平与经典型霍奇金淋巴瘤患者的不良预后有关，降低 PD1 的表

达水平可提高患者的总体生存率[15]。 
本实验通过克隆人 PD1 基因的编码区，重组到真核质粒 pEGFP-N1 中，成功的在 293T 细胞中观察

到绿色荧光，并且通过 Western blot 检测证实其确有表达，为进一步研究 PD1 的功能奠定了基础。 
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