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用于CD47靶向研究的细胞模型的构建
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摘要      CD47是一个新的免疫检查点, 然而人源细胞广泛表达CD47, 且暂未发现CD47阴性的

人源细胞, 使CD47靶向研究缺乏可靠的研究模型。该研究以中国仓鼠卵巢(Chinese hamster ovary, 
CHO)细胞为基础, 制备人源CD47慢病毒, 进而感染CHO构建CHO-CD47细胞系。利用流式细胞术、

反转录聚合酶链式反应(reverse transcription-polymerase chain reaction, RT-PCR)及生物结合检测, 对
CHO-CD47进行评估, 流式检测结果表明, CHO-CD47细胞表达人源CD47的阳性率为94.7%, 经冻融

且10次传代后, CD47阳性率保持稳定(96.4%); RNA水平检测结果表明, CHO-CD47细胞中表达人源

CD47 mRNA; 此外, 蛋白水平检测结果显示, CHO-CD47细胞可成功结合人源CD47配体信号调节

蛋白α(signal regulatory protein α, SIRPα)和信号调节蛋白γ(signal regulatory protein γ, SIRPγ)重组蛋

白。综上所述, CHO-CD47细胞模型成功构建, 可用于CD47靶向研究的结合能力验证, 为CD47靶向

研究提供可靠的研究模型, 为以CD47为靶点的癌症治疗研究提供一定研究基础。
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Abstract       CD47 is a new immune checkpoint. However, CD47 targeted studies lack reliable research mod-
els because CD47 widely expressed in human-derived cells and CD47-negative human-derived cells haven’t been 
found. In this study, taking CHO (Chinese hamster ovary) cell to be a basis, human-derived CD47 lentiviral vector 
was prepared and CHO was infected to construct CHO-CD47 cell line. The CHO-CD47 was evaluated through flow 
cytometry, RT-PCR (reverse transcription-polymerase chain reaction) and biological binding detections. The result of 
flow cytometry detection demonstrated that CHO-CD47 cell line expressed human-derived CD47 and the positive rate 
was 94.7%, which kept stable (96.4%) after freeze-thawing and passaging 10 times. The result of RNA level detection 
demonstrated that CHO-CD47 expressed human-derived CD47 mRNA. In addition, the result of protein level detec-
tion showed that CHO-CD47 could bind to human-derived CD47 ligands SIRPα (signal regulatory protein α) and 
SIRPγ (signal regulatory protein γ) recombinant protein successfully. In summary, the construction of the CHO-CD47 
cell model was successful. It could be used to verify the binding ability of CD47 target studies, providing a reliable re-
search model for CD47 targeted studies and a certain research basis for cancer therapy studies targeting CD47.
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近年来 , 免疫疗法在针对癌症的治疗上取得多

项突破性的进展 , 如程序性死亡受体1(programmed 
death-ligand 1, PD-1)/程序性死亡受体配体1(pro-
grammed cell death-ligand 1, PD-L1)抑制剂的成功研

制。继 PD-1/PD-L1、细胞毒性T淋巴细胞相关蛋

白-4(cytotoxic T lymphocyte associated antigen-4, CTLA-
4)之后 , CD47作为一个新的免疫抑制分子映入眼帘 , 
通过传递“不要吃我”信号 , 抑制固有免疫 [1-3]。CD47
蛋白具有五次跨膜结构 , 其N-端具有单个 Ig V样结

构域 , C-端为一短的胞内结构域 [4]。CD47广泛表达

于正常组织及恶性组织中 , 且在多种类型的癌症中

高表达 , 如急性髓性淋巴细胞白血病 [5]。信号调节蛋

白α(signal regulatory protein α, SIRPα)是CD47的配体

之一 , 可与CD47结合 , 抑制巨噬细胞的吞噬作用 [6-7]。

CD47-SIRPα机制的发现 , 使得CD47成为继PD-1/
PD-L1、CTLA-4之后新的免疫检查点 [8]。目前 , 已
有诸多团队投身于靶向CD47的抗癌药物研究。LIU
团队[9]研制靶向CD47抗体Hu5F9-G4, 并以其作为

单药或与其他癌症靶向抗体联合治疗 , 且已进入临

床试验阶段。ADVANI等 [10]将Hu5F9联合利妥昔单

抗向22例复发 /难治非霍奇金淋巴瘤患者给药 , 36%
患者达到完全缓解。TTI-621由人源SIRPα蛋白N-
端V结构域及人免疫球蛋白G1(immunoglobulin G1, 
IgG1) Fc区组成 , 靶向CD47分子 , 且已进入临床一

期研究 [11-12]。为了有效评价CD47靶向研究成果 , 需
要同时具有表达与不表达CD47的两种细胞模型进

行对比研究 ; 如果有可能 , 应该使用相同遗传背景

的细胞。可行的做法包括 , 对表达的细胞进行基因

敲除或者干扰 , 另外也可以在不表达的细胞上外源

表达CD47分子。CD47除与SIRPα结合抑制免疫反

应外, 还参与多种信号的发生与调节, 如血小板反应

蛋白1(thrombospondin-1, TSP1)信号通过CD47可在

几种细胞类型中剧烈抑制环腺苷酸(cyclic adenosine 
monophosphate, cAMP)水平 [13]。因此 , 为了避免敲

除CD47可能对细胞的正常生理功能造成影响 , 我们

选择一种人源CD47表达阴性的细胞进行改造 , 使其

稳定表达人源CD47分子以作为一种可应用于CD47
靶向药物研究的细胞模型。

1   材料与方法
1.1   材料

Caki-1、786-O购于中国科学院细胞库 , 293T、

CHO-K1、LOVO、A549、DLD-1、PC3、Hela、
SKOV3、NK92、PLC购于ATCC; CD47 cDNA质

粒、带有His标签的人SIRPα和SIRPγ蛋白购于Sino 
biological公司 ; 抗人CD47-APC流式抗体 (克隆号 : 
CC2C6)、APC同型对照抗体、抗His Tag流式抗体

购于Biolegend公司 ; 限制性核酸内切酶购于Thermo 
Fisher Scientific公司; 琼脂糖购于Life公司; 割胶回收

试剂盒、T4 DNA连接酶购于Promega公司 ; GelRed
核酸染料购于Biotium公司 ; 氨苄青霉素、PEG 6000
购于Sangon公司 ; 质粒抽提试剂盒购于OMERGA公

司 ; 胎牛血清 (fetal bovine serum, FBS)购于BI公司 ; 
DMEM、F12培养基购于Gibico公司 ; 磷酸缓冲盐溶

液(phosphate buffer saline, PBS)购于Origene公司; 反
转录试剂盒购于TaKaRa公司; 大肠杆菌Top10为本实

验室保存。

1.2   方法

1.2.1   质粒构建      以含有人源CD47全长序列的质

粒载体 (CD47 cDNA ORF Clone in Cloning Vector, 
Human)为模板 , 通过聚合酶链式反应 (polymerase 
chain reaction, PCR)技术获取目的片段并引入Nhe I、
Sal I酶切位点 , 将目的片段与慢病毒载体用限制性

核酸内切酶Nhe I和Sal I进行酶切 , 回收酶切产物用

T4连接酶于16  °C连接4 h, 转化Top10大肠杆菌感受

态细胞 , 涂布于含氨苄青霉素的LB固体培养基中培

养24 h, 挑取单菌落接种于含氨苄青霉素的LB液体

培养基中, 置于摇床中30 °C、280 r/min过夜培养后, 
抽提质粒进行酶切验证并测序 , 以确定质粒是否构

建成功。

1.2.2   慢病毒制备      以含10% FBS的DMEM培养基

培养代数较低的293T细胞, 确保其生长状态良好后将

其传代至10 cm培养皿中 , 待培养皿中的细胞增殖至

90%以上融合度时 , 更换5.8 mL含5% FBS的DMEM
培养基 , 继续培养2 h。将22.5 μg目的质粒、13 μg
包装质粒、60 μL CaCl2(2.5 mol/L)与一定量的无菌

ddH2O混匀至总体积为600 μL, 并于37  °C孵育30 min
以上。取600 μL的2× HBS并将其逐滴加入孵育后的

混合体系中, 充分混匀后置于37 °C继续孵育3 min, 再
将其加入至5 mL含5% FBS的DMEM培养基中, 37 °C
孵育4 min后, 倒入上述培养皿中, 轻晃混匀, 于37 °C、
5% CO2培养箱中培养 , 48 h后收集上清并纯化获取

人源CD47病毒液。

1.2.3   细胞制备      以含10% FBS的F12培养基培养
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中国仓鼠卵巢(Chinese hamster ovary, CHO)细胞, 至
生长状态良好且稳定后以1×105个/孔传至24孔板

中, 500 μL体系培养数小时至其贴壁, 加入1 μL 500× 
DEAE与人源CD47病毒液, 轻晃混匀后置于37 °C、
5% CO2培养箱中培养数代, 待其达到一定细胞数后

通过反转录聚合酶链式反应(reverse transcription-
polymerase chain reaction, RT-PCR)及流式细胞术检

测人源CD47的表达情况。

1.2.4   流式检测技术      将细胞经扩大培养至一定细

胞量, 取5×105个细胞, 用PBS清洗, 300 ×g离心5 min, 
弃上清, 用100 μL含2% FBS的PBS重悬, 加入流式

抗体/同型对照抗体, 于4 °C放置30 min, 用PBS清
洗, 300 ×g离心5 min, 弃上清, 用200 μL含2% FBS的
PBS重悬后转移至流式管, 上机检测阳性率。

1.2.5   RT-PCR      分别取1×106个CHO与CHO-CD47
细胞, PBS清洗, 弃上清, 用Trizol法提取总RNA, 利
用逆转录试剂盒获取cDNA, 设计人源CD47 RT-PCR
上游引物Human CD47-F与下游引物Human CD47-
R(表1), 以cDNA为模板进行PCR, 将PCR产物进行

电泳测定。

1.2.6   CHO-CD47结合配体蛋白      将带有His标签

的配体蛋白溶于无菌ddH2O并稀释至一定浓度, 加入

4 °C预冷的含2% FBS的PBS至总体积为100 μL, 向其

中添加His流式抗体, 于4 °C孵育30 min后, 再与细胞

于4 °C孵育30 min, PBS清洗, 4 °C、300 ×g离心5 min, 
用4 °C预冷的含2% FBS的PBS重悬至流式管, 立即

上机检测。

2   结果
2.1   靶细胞CD47表达检测

收集不同组织来源的细胞系 , 包括人非小细

胞肺癌细胞系 A549、人结直肠细胞系 DLD-1和
LOVO、人肾透明细胞癌细胞系786-O和Caki-1、人

前列腺癌细胞系PC3、人宫颈癌细胞系HeLa、人肝

癌细胞系PLC、人卵巢癌细胞系SKOV3、人恶性非

霍奇金淋巴瘤患者的自然杀伤细胞NK92、人胚肾

细胞293T, 将它们分别与可识别CD47上的SIRPα结
合位点的抗人CD47抗体共孵育 [14], 流式检测CD47
的表达情况 , 结果显示 , 以上细胞中无CD47阴性细

胞 (图1A)。因此 , 我们进一步尝试选择其他种属的

工具细胞。CHO是一种广泛应用于生物学相关研

究的工具细胞, 有学者制备了表达人源PD-L1的PD-
L1/aAPC CHO-K1细胞并用于验证山奈酚和山奈

酚-7-O-鼠李糖苷体外抑制PD1/PD-L1相互作用的能

力 [15]。我们首先对CHO的CD47分子和人CD47分子

IgV域的同源性进行比对 , 结果显示 , 两者 IgV域同

源性并不高 (图1B)。将CHO细胞与抗人CD47抗体

共孵育后 , 流式检测结果显示 , CHO的CD47确实不

与抗人CD47抗体结合 (图1C)。综合上述结果可知 , 
CHO可作为阴性细胞 , 诱导其表达人源CD47, 构建

CHO-CD47细胞系作为阳性细胞 , 建立CD47靶向研

究评价模型, 具有较大的应用价值。

2.2   pL-CD47表达质粒的构建及鉴定

为了能够安全有效转导外源CD47至细胞中, 
在转导载体上, 选择安全且能够稳定整合到宿主基

因组的第三代自身失活型慢病毒载体。为了获得

稳定、高效的基因表达效果, 我们选了CAG复合

启动子, 该启动子由巨细胞病毒(cytomegalovirus, 
CMV)早期增强子和鸡β-肌动蛋白启动子组成, 克服

了CMV启动子在体内可能出现表达沉默的缺点[16]。

通过设计PCR引物, 在人源CD47序列首尾两侧引入

Nhe I和Sal I酶切位点, 用Nhe I和Sal I限制性核酸内

切酶进行酶切后, 通过T4连接酶将其接入慢病毒表

达载体中, 转化至大肠杆菌感受态细胞后经氨苄青

霉素筛选获得阳性单菌落, 并将单菌落接种至含氨

苄青霉素的LB液体培养基中, 于恒温摇床中30 °C、
280 r/min过夜培养, 抽提质粒并通过Nhe I和Sal I限
制性核酸内切酶进行酶切鉴定, 结果显示, 所抽提

的质粒中包含目的条带, 其大小与理论值(974 bp)
相符; 随后对其进行测序并比对序列, 结果显示, 测
序结果与目的序列一致, 这表明pL-CD47表达质粒

构建成功(图2)。

表1   人源CD47 RT-PCR引物序列及长度

Table 1   Primer sequence and length of human CD47 for RT-PCR
引物名称

Primer name
序列(5′→3ʹ)
Sequence (5′→3′)

长度/bp
Length /bp

Human CD47-F CGG CGC TGT TGC TGG GCT CG 20

Human CD47-R ACA GTG TCA TTA CAA AAC GTG A 22
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2.3   CHO-CD47细胞系构建

利用慢病毒包装系统将人源CD47表达质粒包

装成慢病毒。通过人源CD47慢病毒感染CHO细胞 , 
使其表达人源CD47。为准确检测其mRNA的表达

情况 , 在同源性较低的核酸序列区域设计人源CD47
的RT-PCR引物。待细胞增殖至一定数目后 , 流式检

测阳性率并通过RT-PCR检测mRNA的表达情况 (图
3A和图3B), 从分子水平对CHO-CD47进行评价。流

式检测结果显示, CHO-CD47阳性率达到94.7%; RT-
PCR检测结果显示, CHO无人源CD47扩增, 而CHO-
CD47存在人源CD47扩增片段, 这表明CHO-CD47特
异性表达人源CD47 mRNA, 从分子水平证实CHO-
CD47可成功表达人源CD47。

细胞模型评价中 , 表达稳定性是一项重要指

标。将CHO-CD47冻存后复苏并进行长期培养 , 每
隔 2~3天进行传代 , 共 10次传代后 , 再次对其进行

阳性率检测 , 结果显示 , 阳性率为96.4%(图3C), 前
后两次流式检测结果表明 , 在经过冻融且多次传代

后, CHO-CD47细胞阳性率处于相对稳定水平, 表明

CHO-CD47细胞上人源CD47稳定表达。

2.4   生物学结合验证

SIRPα是CD47的配体, 可与CD47结合并激活信

号通路。为了在蛋白水平对CHO-CD47进行评价 , 
通过检测CD47的天然配体SIRPα能否与CHO-CD47
结合来验证CHO-CD47的生物学功能。将溶解的人

SIRPα-His Tag重组蛋白与His流式抗体于4 °C共孵育, 
使His流式抗体与人SIRPα-His Tag重组蛋白上的His
结合 , 随后与293T细胞于4 °C共孵育 , 流式检测His
阳性率并以此判断CD47与配体的结合情况 , 结果显

示 , His呈阳性 , 表明人SIRPα-His Tag重组蛋白可与

293T上的CD47正常结合(图4A)。考虑到人源CD47
与CHO的CD47存在同源性 , 为明确人 SIRPα-His 
Tag重组蛋白是否存在结合CHO上CD47分子的情

况及能否与CHO-CD47上人源CD47结合 , 将CHO、

CHO-CD47分别与标记了His流式抗体的人SIRPα-
His Tag重组蛋白于4 °C共孵育, 流式检测His阳性率, 
结果表明, CHO不与人SIRPα-His Tag重组蛋白结合, 
CHO-CD47结合人SIRPα-His Tag重组蛋白且阳性率

为52.4%(图4B), 表明CHO-CD47可与SIRPα发生特

异性结合。

A: 人源细胞系上人源CD47的检测; B: CHO细胞系CD47与人源CD47 IgV域同源性对比; C: CHO-K1细胞CD47结合抗人CD47抗体能力检测。

A: detection of human-derived CD47 in human cell lines; B: comparison of IgV domain homology between CHO cell line CD47 and human-derived 
CD47; C: detection of combination between CD47 of CHO-K1 cell and anti-human CD47 antibody.

图1   CD47表达检测及同源性比对

Fig.1   CD47 expression detection and homology comparison
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除了SIRPα外, 信号调节蛋白γ(signal regulatory 
protein γ, SIRPγ)也是CD47的配体之一, 可与CD47
结合。为了进一步完善对CHO-CD47蛋白水平的评

价, 溶解SIRPγ-His Tag重组蛋白并重复上述实验, 结
果表明, 293T上的CD47可与SIRPγ-His Tag重组蛋白

结合(图4C), CHO不与SIRPγ-His Tag重组蛋白结合, 
CHO-CD47结合SIRPγ-His Tag重组蛋白且阳性率为

75.3%(图4D), 表明CHO-CD47也可与SIRPγ发生特

异性结合。

以上结果说明 , CHO-CD47表达的人源CD47
可与CD47配体正常结合 , 保留了人CD47的生物

学活性。然而与人源 CD47表达阳性率检测结果

96.4%(图3C)相比 , 上述结果中CHO-CD47表达的人

源CD47与SIRPα/SIRPγ的结合率偏低。由于CD47
与配体的结合与抗原抗体结合相比存在一定的差异

性 , 故有可能造成该现象的发生。经查询文献得知 , 

A: pL-CD47表达质粒结构示意图; B: pL-CD47表达质粒酶切鉴定电泳图, 1: Nhe I及Sal I双酶切pL-CD47表达质粒, 2: pL-CD47表达质粒, M: 
DL5 000 DNA分子量标准; C: pL-CD47表达质粒序列比对。

A: schematic diagram of pL-CD47 expression plasmid; B: electrophoresis pattern of pL-CD47 expression plasmid digestion identification, 1: double 
digestion of pL-CD47 expression plasmid with Nhe I and Sal I, 2: pL-CD47 expression plasmid, M: DL5 000 DNA marker; C: sequencing alignment of 
pL-CD47 expression plasmid.

图2   pL-CD47表达质粒的构建与鉴定

Fig.2   The construction and identification of pL-CD47 expression plasmid
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A: 病毒感染后CHO-CD47阳性率检测; B: RT-PCR检测人源CD47表达电泳图, 1: CHO, 2: CHO-CD47, M: DL500 DNA分子量标准; C: CHO-
CD47冻融并10次传代后阳性率检测。

A: detection of CHO-CD47 positive rate after virus infection; B: electrophoresis pattern of human-derived CD47 detection by RT-PCR, 1: CHO, 2: 
CHO-CD47, M: DL500 DNA marker; C: positive rate detection of CHO-CD47 after freeze-thawing and passaging 10 times.

图3   CHO-CD47中CD47表达测定

Fig.3   The determination of CD47 expression in CHO-CD47
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CD47与配体蛋白在结合后确实存在快速解离的现

象[17-18], 因此, 以上结果符合预期。综上表明, 用于

CD47靶向研究的细胞模型构建成功。

3   讨论
细胞模型的构建是许多研究中的重要环节 , 完

备的细胞模型很大程度上能够推动研究的顺利进

行。诸多国内外学者大多会根据自己的研究需求

而建立特定的细胞模型 , 来推动课题研究的进展。

AMER等 [19]通过利用293细胞构建过表达Src同源性

胶原蛋白D(Src homology and collagen D, ShcD)的293
细胞系用于研究ShcD介导细胞运动的机制。JAMES

团队[20]构建了由小鼠乳腺肿瘤病毒(mouse mammary 
tumor virus, MMTV)启动子控制的报告蛋白分泌型碱

性磷酸酶(secreted alkaline phosphatase, SEAP)表达载

体并成功转染CHO细胞, 通过对比SEAP的产量评价

了MMTV启动子的可行性。CHOI利用慢病毒载体将

CD19基因导入U87, 使U87表达CD19, 成功用于评价

CART.BiTEs的体外效应[21]。

本研究选择CHO作为人源CD47阴性细胞, 通
过外源表达人源CD47的方式建立用于CD47靶向

研究的细胞模型。作为一种常用的工具细胞, CHO
在药物评价等方面应用广泛。RAJENDRA等[22]将

CHO细胞作为表达系统, 用于评价四元载体方法作
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为简单有效的替代方法在双特异性抗体的瞬时表达

和稳定表达上的可行性。为构建CHO-CD47细胞系, 
我们将目的基因接入含CAG启动子的表达载体中, 
通过慢病毒包装和体外感染, 将人源CD47基因插入

CHO细胞基因组中, 这种转染方法转染效率高, 且
可转染分裂期和非分裂期的细胞, 亦可使目的基因

长期稳定表达。成功转染后, 通过流式细胞术、RT-
PCR等技术验证人源CD47的表达及其稳定性。为

确定CHO-CD47细胞模型可用于靶向研究, 将其与

配体蛋白SIRPα/SIRPγ共孵育, 通过流式细胞术确定

CHO-CD47可结合SIRPα和SIRPγ。至此, 确定CHO-
CD47细胞模型的成功构建。在理论应用中, 通过以

CHO细胞为阴性细胞, CHO-CD47为阳性细胞, 两者

形成单一变量对照, 从而为开发靶向CD47的药物并

验证其与CD47分子的结合能力提供模型。但CHO
细胞作为鼠源的细胞系, 与人源肿瘤细胞相比必然

存在一定的差异, 因此, 在药物的研发过程中, 仍需

A: SIRPα结合人CD47的能力检测; B: CHO及CHO-CD47与SIRPα共孵育后His阳性率检测; C: SIRPγ结合人CD47的能力检测; D: CHO及CHO-
CD47与SIRPγ共孵育后His阳性率检测。

A: binding ability detection of SIRPα with human CD47; B: detection of His positive rate after co-incubation of SIRPα with CHO and CHO-CD47; C: 
binding ability detection of SIRPγ with human CD47; D: detection of His positive rate after co-incubation of SIRPγ with CHO and CHO-CD47.

图4   CHO-CD47结合CD47配体

Fig.4   CHO-CD47 bind to CD47 ligands
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以人源细胞来评价药物的药效。

综上所述, 本研究以CHO细胞为基础, 构建表

达人源CD47分子的CHO-CD47细胞系并从RNA水

平及蛋白水平对其进行评估, 建立CHO-CD47细胞

模型, 旨在为人源CD47靶向研究提供可靠的细胞模

型, 为以CD47为靶点的癌症治疗研究提供一定的研

究基础。
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