
人CD40分子基因转染人脐静脉内皮细胞ECV-304  

    CD40是相对分子质量为45 000~50 000的Ⅰ型跨膜蛋白，属于肿瘤坏死因子受体超家族。主要表达于B细

胞发育分化的各个阶段，进一步研究发现，T淋巴细胞、巨噬细胞、树突状细胞及内皮细胞中也都有CD40的表

达。CD154是CD40的配体，又称CD40L，它是相对分子质量为30 000~33 000的Ⅱ型跨膜糖蛋白，属于肿瘤坏

死因子家族。CD40/CD40L作为一种重要的炎症调节途径，在各种炎症性疾病的发生发展中起到关键作用[1]

[2]。Ross 教授在1999年明确地提出动脉粥样硬化是一种炎症性疾病，并且认为各种损伤因子首先导致内皮

功能不良[3]。正常情况下内皮细胞中有少量CD40的表达，而发生动脉粥样硬化(atherosclerosis, AS)的内

皮细胞CD40的表达量明显增加[4]，阻断CD40-CD40L炎症信号通路从而成为抗AS药物作用新靶点[5]，而且我

们前面的研究已经表明洛伐他汀、非诺贝特通过阻断CD40/CD40L炎症途径起到抗动脉粥样硬化的作用[6]

[7]。因此，建立高表达CD40的内皮细胞株，进而建立细胞膜色谱模型，可以对经典抗动脉粥样硬化中药进行

特异性﹑靶向性筛选。目前把CD40 cDNA作为目的基因转染人脐静脉内皮细胞的研究国内外还未见报道。本实

验旨在通过脂质体介导的转染，建立高表达CD40的内皮细胞株，为下一步的药物筛选做准备。 

    

1  材料与方法 

    1.1  细胞株 

    采用的人脐静脉内皮细胞株ECV-304 引自美国组织培养库(ATTCC CRI-1998)。 

    1.2  主要试剂 

    含有人CD40编码区cDNA的克隆载体pUCD40由军事医学科学院基础医学研究所刘荷中教授惠赠；

pcDNA3.1﹑质粒提取试剂盒﹑凝胶回收试剂盒﹑LipofectamineTM2000(Invitrogen公司)；膜蛋白提取试剂

盒(Pierce Biotechnology，USA)；RT-PCR试剂盒(Fermentas)；T4 DNA连接酶、限制性内切酶HindⅢ﹑

XbaⅠ(大连宝生物公司)；鼠抗人CD40单抗﹑FITC标记的羊抗鼠IgG(Santa Cruz)；碱磷酶标记的羊抗鼠二抗

(北京中山)；G418﹑OPTI-MEMⅠ﹑RPMI 1640(Gibco公司)；新生牛血清(杭州四季青公司) 

    1.3  方法 

    1.3.1  人CD40分子真核表达载体的构建   pUCD40用HindⅢ和XbaⅠ双酶切，电泳后切下CD40基因片段

用凝胶回收试剂盒回收，与经相同酶切的真核表达载体pCDNA3.1(+)用T4DNA连接酶连接，16 ℃连接20 h。

连接产物转化JM109菌，在含X-Gal﹑IPTG平皿上培养，挑取白色菌落扩大培养，用质粒提取试剂盒小量提取

质粒，酶切鉴定阳性重组子。 

    1.3.2  内皮细胞培养  人脐静脉内皮细胞株ECV-304引自美国组织培养库(ATTCC CRI-1998)，在含10%

新生牛血清的RPMI 1640培养基中以37 ℃﹑5% CO2条件培养，生长至单层融合后待用。 

    1.3.3  转染和筛选  用0.25%胰酶消化细胞，以1×105/孔接种于24孔培养板中，继续培养24 h。基因

转染步骤参照LipofectamineTM2000说明操作，对于每孔细胞，用50 μl OPTI-MEMⅠ培养基分别稀释0.8 μg 

重组表达质粒﹑pCDNA3.1(+)和2 μl LipofectamineTM 2000试剂，30 min内将两者轻轻混匀，室温反应20 

回结果列表  《第一军医大学学报》2005年12期 

 



min后，加到细胞长至90%密度的24孔板里，37 ℃﹑5% CO2培养。转染后第2天，按1×105个/ml的密度将细

胞传代接种在24孔板上，转染后72 h，加入终浓度为600 mg/L的G418进行筛选，以未转染细胞为参照。培养

6 d后，当未转染细胞全部死亡时，换用G418浓度为300 mg/L的完全培养基维持培养。3~4 d后，存活细胞长

出小片状克隆，待克隆长成200~300个细胞的集落时，挑取细胞克隆，扩大培养。 

    1.3.4  RT-PCR分析CD40 mRNA的表达  收集转染pCDNA3.1(+)/CD40 4个细胞克隆，1×106 /克隆，加

入1 mlTrizol 常规抽提细胞总RNA。CD40上游引物：5'CTAAAGCTTCTCGCCATGGTTCGTCTGC3'，下游引 物：

3'TACGTCGACCAGCCTCACTGTCTCTCCT5'；内参照β-action的上游引物：5'CGTGACATTAAGG AGAAGCTGTGC3'，

下游引物：5'CTCAGGAGGAGC AATGATCTTGAT3'。取总RNA 2 μg，做RT-PCR。引物用CD40和内参照β-actin的

上下游引物，热循环条件：95 ℃预变性4 min，94 ℃变性30 s，66 ℃退火30 s，72 ℃延伸2min。循环25

次。反应结束后取反应产物进行1%琼脂糖电泳鉴定扩增结果。 

    1.3.5  Western blotting法对表达产物CD40的鉴定  用胰酶消化细胞，PBS洗3次，用试剂盒提取膜蛋

白后，检测蛋白的浓度，经SDS-PAGE电泳分离，将蛋白转移至硝酸纤维素膜上。在PBS溶液中轻轻摇动，洗涤

15 min。加入用0.5%的BSA/TBS稀释的鼠抗人CD40单抗(稀释度是1∶1000)，室温下温和摇动过夜，PBS洗膜

3次，加入碱磷酶标记的羊抗鼠二抗(1∶500)，温和摇动1 h，PBS洗膜3次。用66 μl NBT溶液与10 μl碱性磷

酸酶缓冲液混匀，加入BCIP溶液进行显色，出现条带为阳性结果。 

    1.3.6  流式细胞仪检测CD40的表达  采用流式细胞仪间接免疫荧光法检测。将1×106个/ml细胞悬于

PBS中，4 ℃ 1000 r/min离心3 min，去上清，加10 μl鼠抗人单抗 (200 μg/ml)于样品管中，对照组加10 

μl PBS，4 ℃下反应60 min，PBS洗2次后，4 ℃ 1000 r/min离心3 min，加入30 μl FITC标记的二抗(1.4 

μg/ml)，4 ℃反应60min，PBS洗2次。用4%的甲醛固定，上流式细胞仪检测细胞表面CD40蛋白的表达。 

    

2  结果 

    2.1  重组表达载体的构建和鉴定 

    用限制性内切酶HindⅢ 和XbaⅠ对pCDNA3.1(+)/CD40进行双酶切，1%的琼脂糖凝胶电泳结果显示，

CD40cDNA长度与所设计的一致，为 831 bp(图1)，表明人CD40分子表达载体构建成功。 

    图1  重组真核表达质粒中插入目的片段CD40的酶切鉴定 
    Fig.1  Identification of CD40 in recombinant eukaryotic expression vector

    Lane 1: PBR322 digested with BstNⅠ; Lane 2: pCDNA3.1(+)/CD40 digested with HindⅢ; 
Lane 3: pCDNA3.1(+)/CD40 digested with HindⅢ and XbaⅠ; Lane 4: λ DNA digested with Hind

Ⅲ 

    2.2  RT-PCR鉴定目的基因mRNA的表达 

    提取转染pCDNA3.1(+)/CD40﹑pCDNA3.1(+)和正常对照ECV-304细胞克隆的总RNA，经RT-PCR扩增后均



出现831 bp的条带。正常对照﹑转染pCDNA3.1(+)/CD40和pCDNA3.1(+)组以β-actin为内对照(360 bp)，由

于正常对照组和转染pCDNA3.1(+)组细胞CD40的表达量较低，因此其条带的亮度远远低于转染pCDNA3.1

(+)/CD40组。图2为阳性克隆的电泳图。 

    图2  RT-PCR检测转染了pCDNA3.1(+)/CD40﹑pCDNA3.1(+)和正常对照的ECV-304中CD40的表达 
    Fig.2  Expression of CD40 in ECV-304 cells transfected with pCDNA3.1(+)/CD40 and 

pCDNA3.1(+) and normal ECV-304 detected by RT-PCR
    Lane 1: 200 bp DNA ladder; Lane 2: ECV-304 cells transfected with pCDNA3.1(+)/CD40; 

Lane 3: ECV-304 cells transfected with pCDNA3.1(+); Lane 4: Control ECV-304 cells. β-actin 
was used as an internal control.

    2.3  转染的内皮细胞表达CD40蛋白水平 

    Western-blotting显示转染CD40cDNA成功的内皮细胞在相对分子质量49 000处出现一条染色的蛋白

带，而转染pCDNA3.1(+)和转染前细胞ECV-304可能由于CD40的表达量较低而无明显的条带出现(图3)。 

    图3  Western blotting鉴定转染细胞的表达产物 
    Fig.3  Identification of the expression product of the transfected cells with Western 

blotting
    Lane 1: Protein marker; Lane 2: ECV-304 transfected with pCDNA3.1(+)/CD40; Lane 3: 

ECV-304 cells transfected with pCDNA3.1(+); Lane 4: Control ECV-304 cells

    2.4  流式细胞术定量分析转染的内皮细胞表达CD40水平 

    流式细胞仪检测结果表明，转染前ECV-304细胞CD40表达率为2.5%(图4)，转染pCDNA3.1(+)/CD40细胞 

CD40表达率为95%(图5)，得到了高表达CD40的ECV-304。 



    图 4  流式细胞仪检测ECV-304细胞CD40蛋白的表达 
    Fig.4  Expression of CD40 in ECV-304 cells detected by flow cytometry

    图 5  流式细胞仪检测转染pCDNA3.1(+)/CD40的ECV-304细胞CD40蛋白的表达 
    Fig.5  Expression of CD40 in ECV-304 cells transfected with pCDNA3.1(+)/CD40 detected 

by flow cytometry

    

3  讨论 

    AS是严重危害人类健康的常见病，其发病率有逐年增加的趋势，AS的发生机制是多因素综合作用所诱发

的机体应答反应，如脂质代谢﹑血凝﹑炎症反应﹑细胞因子和血液动力学的影响等等，但很难归结出一条共同

的致病途径。Ross教授于20世纪80年代提出内皮损伤是始动因素学说，在1999年又新提出AS是免疫系统参与

的慢性炎症反应[4]。而跨膜蛋白CD40/CD40L作为炎症反应调节中的重要因子，在AS炎症反应过程中起到关键

的作用[8]。它们之间作用不仅限于炎症细胞间信号传递，还参与AS斑块内主要细胞(血管内皮细胞、血管平

滑肌细胞以及巨噬细胞)的炎症反应调节，而内皮细胞﹑平滑肌细胞和巨噬细胞通过表达粘附分子﹑细胞因

子﹑基质金属蛋白酶和组织因子等参与AS的发生和发展，这些都表明CD40/CD40L和AS有关[9][10]。 

    早期病理学研究发现，仅在AS的病变组织中存在CD40和CD40L的表达且存在于AS斑块的各种细胞，在正

常动脉的内皮细胞中有少量CD40的表达，而在发生动脉硬化的内皮细胞中发现CD40的表达量增加[5]。随着人

类基因组计划的完成，越来越多的与疾病相关的基因被发现。因此利用基因组的研究成果，确定与疾病相关的

基因，并从靶基因或靶分子出发，筛选﹑发现新药，将是药物研究的方向和趋势[11]。细胞膜色谱技术是一

种研究药物与靶体(包括受体)相互作用的亲和色谱分析技术，它不需经过分离纯化步骤而能直接确定某一中

药的有效成分[12]，可以用于药物的筛选。贺浪冲等用正常细胞的细胞膜已经成功筛选了红毛七[13]、太白

花[14]和红花等[15]中药的有效成分，但是用正常细胞的细胞膜进行药物筛选缺乏特异性和靶向性，因此有

必要建立高特异性的细胞膜色谱模型，对药物进行特异性和靶向性的筛选。已知CD40是AS有关的基因，所以



我们构建了含有CD40 cDNA的真核表达载体pCDNA3.1(+)/CD40，酶切电泳证明表达载体构建成功。然后用脂

质体法将目的基因转染ECV-304，RT-PCR结果显示转染pCDNA3.1(+)/CD40组﹑转染空载体pCDNA3.1(+)组和

正常对照ECV-304细胞扩增后均出现831 bp的条带，由于转染pCDNA3.1(+)/CD40组CD40的表达量远远高于转

染空载体组和正常对照组，因此其条带的亮度也远远高于它们。Western blotting也显示转染pCDNA3.1

(+)/CD40组在49 000处有一条染色的蛋白带，而转染空载体pCDNA3.1(+)组和正常对照组细胞可能由于CD40

的表达量较低，没有出现明显的染色条带。流式细胞仪检测转染pCDNA3.1(+)/CD40组细胞CD40的表达率为

95%。进而可以建立CD40特异性表达的血管内皮细胞膜色谱模型，利用药物与转染的内皮细胞膜上高表达量的

CD40蛋白相结合可以对多种抗动脉粥样硬化药物进行筛选，以确定它们的活性成分和有效部位，然后再进行

全面的药理学研究，将会发现抗动脉粥样硬化药物中有药理活性的成分或新型先导化合物，从而为抗动脉粥样

硬化药物的现代化提供新的思路，可以用于抗动脉粥样硬化药物的开发。 
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