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过表达CTLA-4Ig/PD-L1的宫内膜干细胞在

制备治疗肺纤维化的药物中的应用

(57)摘要

本发明提供了过表达CTLA‑4Ig/PD‑L1的宫

内膜干细胞在制备治疗肺纤维化的药物中的应

用，属于生物药物技术领域。过表达CTLA‑4Ig/

PD‑L1的宫内膜干细胞(CP  EMSCs)可显著增强宫

内膜干细胞(EMSCs)治疗肺纤维化的效果，包括

更有效下调肺组织α‑SMA蛋白表达水平以及

TGF‑β、IL‑6、IL‑1β和MCP‑1的mRNA表达水平，

从而更有效地降低肺损伤后纤维化以及炎症水

平，因此，本发明提供了过表达CTLA‑4Ig/PD‑L1

的宫内膜干细胞或由过表达CTLA‑4Ig/PD‑L1的

宫内膜干细胞制备的细胞制剂在制备预防和/或

治疗肺纤维化的药物中的应用。
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1.过表达CTLA‑4Ig/PD‑L1的宫内膜干细胞在制备预防和/或治疗肺纤维化的药物中的

应用。

2.根据权利要求1所述应用，其特征在于，所述过表达CTLA‑4Ig/PD‑L1的宫内膜干细胞

的构建方法，包括以下步骤：

1)提取动物脾脏的RNA，经反转录得到cDNA；

2)以所述cDNA为模板，分别扩增CTLA‑4Ig基因和PD‑L1基因，得到CTLA‑4Ig基因片段和

PD‑L1基因片段；

3)将所述CTLA‑4Ig基因片段和PD‑L1基因片段克隆至pLenti  CMV  GFP  Puro(658‑5)载

体上，得到重组载体pLenti  CMV  CTLA‑4Ig  IRES  PD‑L1  Puro；

4)将所述重组载体pLenti  CMV  CTLA‑4Ig  IRES  PD‑L1  Puro、PMD2和PSPAX2混合，在转

染试剂的作用下处理真核细胞，经培养，收集上清；

5)将所述上清感染宫内膜干细胞，经细胞培养得到过表达CTLA‑4Ig/PD‑L1的宫内膜干

细胞。

3.根据权利要求2所述应用，其特征在于，步骤2)中所述扩增CTLA‑4Ig基因的引物为核

苷酸序列如SEQ  ID  NO：1所示的正向引物和核苷酸序列如SEQ  ID  NO：2所示的反向引物；

扩增PD‑L1基因的引物为核苷酸序列如SEQ  ID  NO：3所示的正向引物和核苷酸序列如

SEQ  ID  NO：4所示的反向引物。

4.根据权利要求2所述应用，其特征在于，步骤4)中所述重组载体pLenti  CMV  CTLA‑

4Ig  IRES  PD‑L1  Puro、PMD2和PSPAX2的质量比为3：1.5～2.5：2.5～3.5。

5.根据权利要求2所述应用，其特征在于，步骤5)中所述宫内膜干细胞选自原代至第十

代的宫内膜干细胞中任意一代。

6.根据权利要求2～5任意一项所述应用，其特征在于，步骤5)中所述感染在转染增强

剂的作用下进行；所述转染增强剂包括polybrene试剂。

7.根据权利要求1所述应用，其特征在于，所述肺纤维化包括由药物诱导所致的肺纤维

化；

所述药物包括博来霉素和/或脂多糖。

8.根据权利要求1或7所述应用，其特征在于，所述药物包括注射剂；所述注射剂为含过

表达CTLA‑4Ig/PD‑L1的宫内膜干细胞的氯化钠溶液；

所述氯化钠溶液的质量体积百分比为0.8％～1.0％。

9.一种用于预防和/或治疗肺纤维化的细胞制剂，其特征在于，包括含过表达CTLA‑

4Ig/PD‑L1的宫内膜干细胞的氯化钠溶液；

所述氯化钠溶液的质量体积百分比为0.8％～1.0％。

10.根据权利要求9所述细胞制剂，其特征在于，所述过表达CTLA‑4Ig/PD‑L1的宫内膜

干细胞的密度为2.0×105～4.0×105个/mL。
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过表达CTLA‑4Ig/PD‑L1的宫内膜干细胞在制备治疗肺纤维化

的药物中的应用

技术领域

[0001] 本发明属于生物药物技术领域，具体涉及过表达CTLA‑4Ig/PD‑L1的宫内膜干细胞

在制备治疗肺纤维化的药物中的应用。

背景技术

[0002] 肺纤维化是一种以肺部永久性损伤为特征的、伴随着高死亡率的严重疾病，通常

是由于严重的外部创伤、自发免疫反应或药物不良副反应等因素引起肺的永久性损伤。研

究表明，肺纤维化的进程大致分为以下3个阶段：第一阶段，肺脏受到损伤或其他有害刺激，

成纤维细胞的细胞外基质(ECM)产生细胞被活化；第二阶段，活化的ECM产生细胞发生结构

和表型的改变，产生大量ECM，胞内的促分裂素原活化蛋白激酶和核转录因子通路被激活，

同时T细胞被激活，产生各种细胞因子；第三阶段，损伤因素持续存在，成纤维细胞继续被激

活，产生更多的ECM，细胞因子持续不断的引起组织炎症和胶原过度表达，ECM不断沉积，肺

纤维化逐渐形成，最终导致特发部位肺功能丧失[1]。

[0003] 肺纤维化发病过程是一个复杂的病理过程，且有多种细胞及细胞因子参与。TNF‑α

和TGF‑β是临床检验肺纤维化的一个重要指标，研究发现，在纤维化的肺部组织中，TNF‑α和

TGF‑β的mRNA水平显著高于正常肺组织[2]，抑制TNF‑α和TGF‑β的合成及功能可减轻或调节

肺纤维化进程，延缓进入肺纤维化急性期。也有研究表明，IL‑6能促进肺纤维化的发生，IL‑

6的表达增加可引起严重的炎症反应，导致肺组织某些区域结构被破坏，造成严重损伤，ECM

不断沉积，逐渐形成肺纤维化。

[0004] 近些年，虽然随着技术手段的进步，肺纤维化机制和治疗药物的研究取得一定进

展，但是发病机理尚未完全阐释清楚，并且缺乏有效的治疗方法。有学者指出，在损伤‑炎

症‑修复三期过程中，任何一项或多项过程的失调，均可以导致肺纤维化的发生，提示我们

可通过干预以上过程预防纤维化的形成[3]。目前，肺维化的主要治疗策略有：抗炎，抗纤维

化和抗氧化等，治疗手段主要有药物治疗、手术治疗等。但是，药物治疗具有较大的副作用，

而肺移植作为目前治疗肺纤维化最有效的手段，则由于捐献器官资源缺乏、排斥反应、感

染、并发症和费用昂贵等缺陷，限制了其应用。最近有文献报道干细胞如脐带间充质干细

胞、胚胎干细胞、脐血间充质干细胞等治疗可改善博来霉素诱导的肺纤维化症状，但干细胞

的治疗往往存在机体免疫细胞的清除的作用，不仅增加干细胞的用量而且降低了干细胞治

疗的效果。

[0005] 参考文献

[0006] [1]潘有禄，黄文海，沈正荣等.肺纤维化发生机制及治疗研究进展[J].中国药学

杂志.2012，47(23)：1873‑76.

[0007] [2]Higgins  DF，Kimura  K，Bernhardt  WM，et  al .Hypoxia  promotes 

fibrogenesis  in  vivo  via  HIF‑1  stimulation  of  epithelial‑to‑mesenchymal 

transition[J].J  Clin  Invest.2007，117(12)：3810‑20.
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[0008] [3]Wilson  MS，Wynn  TA .Pulmonary  fibrosis:pathogenesis，etiology 

andregulation.[J].Mucosal  Immunol.2009，2(2)：103‑21.

发明内容

[0009] 有鉴于此，本发明的目的在于提供一种过表达CTLA‑4Ig/PD‑L1的宫内膜干细胞

(简称CP  EMSCs)在制备治疗和/或预防肺纤维化的药物中的应用，该细胞不仅可以用于有

效治疗和/或预防肺纤维化，同时可减少EMSCs的使用量。

[0010] 本发明提供了过表达CTLA‑4Ig/PD‑L1的宫内膜干细胞在制备预防和/或治疗肺纤

维化的药物中的应用。

[0011] 优选的，所述过表达CTLA‑4Ig/PD‑L1的宫内膜干细胞的构建方法，包括以下步骤：

[0012] 1)提取动物脾脏的RNA，经反转录得到cDNA；

[0013] 2)以所述cDNA为模板，分别扩增CTLA‑4Ig基因和PD‑L1基因，得到CTLA‑4Ig基因片

段和PD‑L1基因片段；

[0014] 3)将所述CTLA‑4Ig基因片段和PD‑L1基因片段克隆至pLenti  CMV  GFP  Puro(658‑

5)载体上，得到重组载体pLenti  CMV  CTLA‑4Ig  IRES  PD‑L1  Puro；

[0015] 4)将所述重组载体pLenti  CMV  CTLA‑4Ig  IRES  PD‑L1  Puro、PMD2和PSPAX2混合，

在转染试剂的作用下处理真核细胞，经培养，收集上清；

[0016] 5)将所述上清感染宫内膜干细胞，经细胞培养得到过表达CTLA‑4Ig/PD‑L1的宫内

膜干细胞。

[0017] 优选的，步骤2)中所述扩增CTLA‑4Ig基因的引物为核苷酸序列如SEQ  ID  NO：1所

示的正向引物和核苷酸序列如SEQ  ID  NO：2所示的反向引物；

[0018] 扩增PD‑L1基因的引物为核苷酸序列如SEQ  ID  NO：3所示的正向引物和核苷酸序

列如SEQ  ID  NO：4所示的反向引物。

[0019] 优选的，步骤4)中所述重组载体pLenti  CMV  CTLA‑4Ig  IRES  PD‑L1  Puro、PMD2和

PSPAX2的质量比为3：1.5～2.5：2.5～3.5。

[0020] 优选的，步骤5)中所述宫内膜干细胞选自原代至第十代的宫内膜干细胞中任意一

代。

[0021] 优选的，步骤5)中所述感染在转染增强剂的作用下进行；所述转染增强剂包括

polybrene试剂。

[0022] 优选的，所述肺纤维化包括由药物诱导所致的肺纤维化；

[0023] 所述药物包括博来霉素和/或脂多糖。

[0024] 优选的，所述药物包括注射剂；所述注射剂为含过表达CTLA‑4Ig/PD‑L1的宫内膜

干细胞的氯化钠溶液；

[0025] 所述氯化钠溶液的质量体积百分比为0.8％～1.0％。

[0026] 本发明提供了一种用于预防和/或治疗肺纤维化的细胞制剂，包括含过表达CTLA‑

4Ig/PD‑L1的宫内膜干细胞的氯化钠溶液；

[0027] 所述氯化钠溶液的质量体积百分比为0.8％～1.0％。

[0028] 优选的，所述过表达CTLA‑4Ig/PD‑L1的宫内膜干细胞的密度独立为2.0×105～

4.0×105个/mL。

说　明　书 2/12 页

4

CN 113425742 A

4



[0029] 本发明提供了过表达CTLA‑4Ig/PD‑L1的宫内膜干细胞在制备预防和/或治疗肺纤

维化的药物中的应用。实验表明，博来霉素诱导肺纤维化的小鼠尾静脉注射宫内膜干细胞

(EMSCs)或CP  EMSCs后，均可明显改善小鼠肺纤维化现象，下调肺组织α‑SMA蛋白表达水平，

但CP  EMSCs治疗效果优于等剂量的宫内膜干细胞。同时CP  EMSCs能有效降低肺纤维化中炎

症反应。本发明以CP  EMSCs为细胞成分，与宫内膜干细胞相比，更有效地抑制博来霉素诱导

的小鼠肺组织IL‑6、IL‑1β和MCP‑1等的表达。由此可见，CP  EMSCs可有效降低肺损伤后纤维

化以及炎症水平，为临床治疗肺纤维化提供了新思路。

附图说明

[0030] 图1为本发明实施例中细胞表面标记物的检测结果；

[0031] 图2为本发明实施例中实时荧光定量PCR检测CP  EMSCs中CTLA‑4Ig和PD‑L1的基因

和蛋白表达结果；

[0032] 图3为本发明实施例中CP  EMSCs对肺组织纤维化的治疗情况；

[0033] 图4为本发明实施例中模型组小鼠肺组织纤维化标志物α‑SMA蛋白表达水平检测

结果；

[0034] 图5为本发明实施例中EMSCs对肺组织纤维化相关基因表达量的检测结果。

具体实施方式

[0035] 本发明提供了过表达CTLA‑4Ig/PD‑L1的宫内膜干细胞在制备预防和/或治疗肺纤

维化的药物中的应用。

[0036] 在本发明中，所述肺纤维化包括但不限于外部创伤、自发免疫反应或药物不良副

反应等因素引起肺的永久性损伤。本发明实施例中，所用的博来霉素诱导肺纤维化的动物

模型是一种经典的肺纤维化动物模型。在对博来霉素诱导肺纤维化的小鼠尾静脉注射CP 

EMSCs后，可明显改善小鼠肺纤维化现象，同时下调肺组织α‑SMA蛋白表达水平，且治疗效果

优于等剂量的EMSCs。

[0037] 在本发明中，所述肺纤维化还优选包括肺纤维化炎症反应。在所述肺纤维化炎症

反应中，CP  EMSC比EMSC更有效地抑制博来霉素诱导的小鼠肺组织IL‑6、IL‑1β和MCP‑1等炎

症因子的表达，表明CP  EMSC比EMSC更有效地降低肺纤维化的炎症反应。

[0038] 在本发明中，所述过表达CTLA‑4Ig/PD‑L1的宫内膜干细胞的构建方法，优选包括

以下步骤：

[0039] 1)提取动物脾脏的RNA，经反转录得到cDNA；

[0040] 2)以所述cDNA为模板，分别扩增鼠源CTLA‑4Ig基因和PD‑L1基因，得到CTLA‑4Ig基

因片段和PD‑L1基因片段；

[0041] 3)将所述CTLA‑4Ig基因片段和PD‑L1基因片段克隆至pLenti  CMV  GFP  Puro(658‑

5)载体上，得到重组载体pLenti  CMV  CTLA‑4Ig  IRES  PD‑L1  Puro；

[0042] 4)将所述重组载体pLenti  CMV  CTLA‑4Ig  IRES  PD‑L1  Puro、PMD2和PSPAX2混合，

在转染试剂的作用下处理真核细胞，经培养，收集上清；

[0043] 5)将所述上清感染宫内膜干细胞，经细胞培养得到过表达CTLA‑4Ig/PD‑L1的宫内

膜干细胞。
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[0044] 本发明提取动物脾脏的RNA，经反转录得到cDNA。

[0045] 本发明对提取动物脾脏的RNA的方法没有特殊限制，采用本领域所熟知的提取RNA

方案即可，例如采用动物RNA提取试剂盒即可。本发明对所述反转录的方法没有特殊限制，

采用本领域所熟知的反转录方法即可。在本发明实施例中，以小鼠为实验对象，因此，以小

鼠脾脏的RNA为材料制备过表达细胞。

[0046] 得到cDNA后，本发明以所述cDNA为模板，分别扩增CTLA‑4Ig基因和PD‑L1基因，得

到CTLA‑4Ig基因片段和PD‑L1基因片段。

[0047] 在本发明实施例中，以小鼠为实验对象，因此，扩增CTLA‑4Ig基因和PD‑L1基因均

为鼠源CTLA‑4Ig基因和PD‑L1基因。扩增鼠源CTLA‑4Ig基因的引物优选为核苷酸序列如SEQ 

ID  NO：1(5’‑ACTCTCCTGGTAAATGATTAATTAACCCCTCTCCCTCCCCCCCCC‑3’)所示的正向引物和

核苷酸序列如SEQ  ID  NO：2(5’‑CGCCGGATCCGGCGCGCCTGTTAACTTATCATCGTGTTTTTCAAA‑3’)

所示的反向引物。扩增鼠源PD‑L1基因的引物为核苷酸序列如SEQ  ID  NO：3(5’‑TTGAAAAAC

ACGATGATAAGGATCCATGAGGATATTTGCTGGCAT‑3’)所示的正向引物和核苷酸序列如SEQ  ID 

NO：4(5’‑TACCGATAAGCTTGATATCGAATTCTTACGTCTCCTCGAATTGTGTAT‑3’)所示的反向引物。所

述扩增的反应程序优选为95℃5min；95℃10s，61℃45s，70℃1min，39个循环；70℃5min；16

℃保存。所述扩增的反应体系优选为KOD  DNA聚合酶(日本，TOYOBO)反应体系，体系体积为

50μL，主要由模板1μL，KOD  buffer  5μL，2mM  dNTP  5μL，10μM正反向引物1.5μL，KOD用

MgSO43μL，KOD聚合酶1μL以及33.5μL纯水构成。

[0048] 得到CTLA‑4Ig基因片段和PD‑L1基因片段后，本发明将所述CTLA‑4Ig基因片段和

PD‑L1基因片段克隆至pLenti  CMV  GFP  Puro(658‑5)载体上，得到重组载体pLenti  CMV 

CTLA‑4Ig  IRES  PD‑L1  Puro。

[0049] 在本发明中，所述克隆的方法没有特殊限制，采用本领域所熟知的克隆方法即可。

所述pLenti  CMV  GFP  Puro(658‑5)载体的克隆位点优选为SalI和BamHI。

[0050] 克隆后，对得到的重组载体进行鉴定。本发明对所述鉴定方法没有特殊限制，采用

本领域所熟知的鉴定方法即可，例如将所述重组载体导入大肠杆菌中经培养，菌落检测目

标基因，得到阳性转化子，提取质粒，得到重组载体。

[0051] 得到重组载体pLenti  CMV  CTLA‑4Ig  IRES  PD‑L1  Puro后，本发明将所述重组载

体pLenti  CMV  CTLA‑4Ig  IRES  PD‑L1  Puro、PMD2和PSPAX2混合，在转染试剂的作用下处理

真核细胞，经培养，收集上清。

[0052] 在本发明中，所述重组载体pLenti  CMV  CTLA‑4Ig  IRES  PD‑L1  Puro、PMD2和

PSPAX2的质量比优选为3：1 .5～2 .5：2 .5～3 .5，更优选为3:2:3。本发明对所述PMD2和

PSPAX2质粒的来源不做任何特殊限制，采用本领域所熟知的PMD2和PSPAX2质粒来源即可。

所述转染试剂优选包括PEI转染试剂。在本发明实施例中，所述真核细胞为293FT细胞。所述

培养进行8h后更换新鲜培养液。所述新鲜培养液为本领域常见的用于培养293FT细胞的培

养液。更换新鲜培养液后，继续培养72h，收集上清，浓缩得到重组慢病毒。

[0053] 得到上清后，本发明将所述上清感染宫内膜干细胞，经细胞培养得到过表达CTLA‑

4Ig/PD‑L1的宫内膜干细胞。

[0054] 在本发明中，所述宫内膜干细胞优选选自原代至第十代的宫内膜干细胞中任意一

代，更优选为第6代或第7代。所述感染优选在转染增强剂的作用下进行；所述转染增强剂优
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选包括polybrene试剂。所述polybrene试剂的使用浓度优选为10μg/mL。所述细胞培养进行

24h后更换新鲜培养液。于换液后48h收集细胞。将收集的细胞进行鉴定。所述鉴定优选包括

细胞表面标记物鉴定和外源基因表达量及其蛋白表达的鉴定。外源基因表达量的鉴定采用

实时荧光定量PCR进行，优选采用核苷酸序列SEQ  ID  NO:5的正向引物和核苷酸序列SEQ  ID 

NO:6的反向引物检测CTLA4‑IgG基因的表达量，采用核苷酸序列SEQ  ID  NO:7的正向引物和

核苷酸序列SEQ  ID  NO:8的反向引物检测PD‑L1基因的表达量。

[0055] 在本发明中，所述药物优选包括注射剂。所述注射剂优选为含宫内膜干细胞或过

表达CTLA‑4Ig/PD‑L1的宫内膜干细胞的氯化钠溶液。所述氯化钠溶液的质量体积百分比优

选为0.8％～1.0％，更优选为0.9％。所述过表达CTLA‑4Ig/PD‑L1的宫内膜干细胞的密度优

选为2.0×105～4.0×105个/mL，更优选为3.0×105个/mL。

[0056] 本发明提供了一种用于预防和/或治疗肺纤维化的细胞制剂，包括含宫内膜干细

胞或过表达CTLA‑4Ig/PD‑L1的宫内膜干细胞的氯化钠溶液；所述氯化钠溶液的质量体积百

分比为0.8％～1.0％。所述过表达CTLA‑4Ig/PD‑L1的宫内膜干细胞的密度优选为2.0×105

～4.0×105个/mL。

[0057] 在本发明中，所述细胞制剂的制备方法，优选包括以下步骤：

[0058] 将上述技术方案制备的过表达CTLA‑4Ig/PD‑L1的宫内膜干细胞培养至细胞汇合

度达到90％～95％时，用胰蛋白酶消化，收集细胞；

[0059] 将收集的细胞重悬于含0.8％～1.0％的氯化钠溶液中，得到细胞制剂。

[0060] 在本发明中，所述细胞制剂的制备过程需全程在无菌条件下进行，环境温度和/或

氯化钠溶液的温度优选为20～26℃。所述细胞制剂的给药方式为静脉注射和/或腹腔注射。

所述静脉注射和/或腹腔注射的剂量为500μL细胞悬液。所述细胞制剂能够有效改善肺纤维

化情况以及降低肺纤维化过程中炎症反应。

[0061] 下面结合实施例对本发明提供的宫内膜干细胞或过表达CTLA‑4Ig/PD‑L1的宫内

膜干细胞的应用进行详细的说明，但是不能把它们理解为对本发明保护范围的限定。

[0062] 实验材料来源及涉及引物序列的说明

[0063] 1实验动物：C57BL/6小鼠，SPF级，6～8周龄，雄性；购买于广东省实验动物中心，合

格证号：No.44007200042765。

[0064] 2.主要试剂

[0065] 博来霉素(Bleomycin，国药集团药业股份有限公司)；EMSCs培养基(赛业(广州)生

物科技有限公司，HUXUB‑90011)；氯化钠(美国Sigma公司)；磷酸盐缓冲液(PBS，美国Gibco

公司)；二甲基亚砜(美国Gibco公司)；0.25％胰酶(美国Thermo  Fisher公司)；BCA蛋白浓度

测定试剂盒(Beyotime  Biotechnology)；抗α‑SMA抗体(英国Abcam公司)；抗β‑actin抗体

(美国CST公司)；抗PD‑L1抗体(美国Abcam公司)，二抗(山羊抗兔，美国CST公司)；

PrimerScriptTMRT  reagent  Kit  with  gDNA  Eraser反转录试剂盒(大连宝生物有限公司)；

Premix  Ex  TaqTMII(大连宝生物有限公司)；其他试剂均为国产分析纯。

[0066] 3主要仪器

[0067] 超净工作台、CO2培养箱(美国Thermo公司)；倒置显微镜(重庆奥特光学仪器有限

责任公司)；低速离心机、高速离心机(德国eppendorf公司)；ChemiDocTM  Touch  imaging 

System、电泳装置(美国Bio‑Rad公司)；荧光定量PCR仪(美国应用生物系统公司)。
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[0068] 4.本发明实施例中所涉及的引物序列见表1。

[0069] 表1各基因扩增或检测用引物序列

[0070]

[0071]

[0072] 实施例1

[0073] 表达鼠源CTLA‑4Ig基因和PD‑L1基因的重组慢病毒的构建方法

[0074] 1.过表达鼠源CTLA‑4Ig基因与PD‑L1基因的重组载体的构建方法

[0075] 取正常小鼠脾脏研磨提取RNA后，再反转录为cDNA文库。将此cDNA文库作为PCR模

板，设计鼠源CTLA‑4Ig基因的扩增引物(见SEQ  ID  NO:1和SEQ  ID  NO:2)和PD‑L1基因过表

达PCR扩增引物(SEQ  ID  NO:3和SEQ  ID  NO:4，具体序列见表1)。经PCR扩增出鼠源CTLA‑4Ig

基因与PD‑L1基因序列，反应程序为95℃5min；95℃10s，61℃45s，70℃1min，39个循环；70℃

5min  7、16℃保存。反应体系为KOD  DNA聚合酶(日本，TOYOBO)反应体系，体系体积为50μL，

主要由模板1μL，KOD  buffer  5μL，2mM  dNTP  5μL，10μM正反向引物1.5μL，KOD用MgSO43μL，

KOD聚合酶1μL以及33 .5μL纯水构成。再利用分子克隆基因重组手段将两段序列克隆在

pLenti  CMV  GFP  Puro(658‑5)(Addgene，Plasmid#17448)载体上(使用限制性内切酶SalI

和BamHI酶切)，得到pLenti  CMV  CTLA‑4Ig  IRES  PD‑L1  Puro重组载体。

[0076] 2.鼠源CTLA‑4Ig基因与PD‑L1基因过表达慢病毒制备及细胞感染

[0077] 将上述制备的重组载体经质粒中提试剂盒提取后进行慢病毒包装。具体如下：将

293FT培养于15cm培养皿中，待密度达到80‑90％时，于慢病毒包装前2h换入新鲜培养基于
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孵箱中培养。病毒包装时，取1mL无血清培养基opti‑MEM(Thermo  fisher)于1.5EP管中，加

入10μg  PMD2、15μg  PSPAX2和15μg  pLenti  CMV  CTLA‑4Ig  IRES  PD‑L1  Puro或pLenti  CMV 

IRES  Puro质粒(对照质粒)，上下颠倒混匀。然后加入58μL  1mg/mL  PEI转染试剂，快速于振

荡仪上振荡10s，避光室温静置15min。然后加入上述293FT细胞中，8h后换成新鲜培养液。换

液后72h收取上清，离心后加入病毒浓缩液于4℃浓缩过夜，离心收集沉淀后冻存于‑80℃备

用，得到过表达CTLA‑4Ig和PD‑L1基因的重组慢病毒。

[0078] 实施例2

[0079] 含EMSCs或CP  EMSCs的细胞制剂1

[0080] (1)终产物的配料比例：EMSCs或CP  EMSCs(第六代)，2.0×105个/mL；氯化钠溶液

浓度0.9％。

[0081] (2)制备方法：将EMSCs接种于10cm细胞培养皿，用EMSCs培养基在37℃、CO2浓度为

5％的细胞培养箱中培养。待细胞长至60％～70％密度，使用实施例1制备的过表达CTLA‑

4Ig和PD‑L1基因的慢病毒感染细胞，48小时用0.25％胰蛋白酶消化3min。消化后的细胞用

灭菌的质量体积百分数为0.9％的氯化钠重悬细胞，分装至1mL注射器，得到CP  EMSCs的细

胞制剂1备用。

[0082] 对照组EMSCs细胞制剂是待细胞长至90％～95％密度，用胰蛋白酶消化后，各用灭

菌的质量体积百分数为0.9％的氯化钠重悬细胞，分装至1mL注射器，得到EMSCs的细胞制剂

1备用。

[0083] 实施例3

[0084] 含EMSCs或CP  EMSCs的细胞制剂2

[0085] (1)终产物的配料比例：EMSCs或CP  EMSCs(第六代)，4 .0×105个/mL；氯化钠，

0.9％。

[0086] (2)制备方法：将EMSCs接种于10cm细胞培养皿，用EMSCs培养基在37℃、CO2浓度为

5％的细胞培养箱中培养。待细胞长至60％～70％密度，使用实施例1制备的过表达CTLA‑

4Ig和PD‑L1基因的慢病毒感染细胞，48小时用0.25％胰蛋白酶消化3min。消化后的细胞用

灭菌的质量体积百分数为0.9％的氯化钠重悬细胞，分装至1mL注射器，得到CP  EMSCs的细

胞制剂2备用。

[0087] 对照的EMSCs待细胞长至90％‑95％密度，用0.25％胰蛋白酶消化3min后，各用灭

菌的质量体积百分数为0.9％的氯化钠重悬细胞，分装至1mL注射器，得到EMSCs的细胞制剂

2备用。

[0088] 实施例4

[0089] 含EMSCs或CP  EMSCs的细胞制剂3

[0090] (1)终产物的配料比例：EMSCs或CP  EMSCs(第七代)，2.0×105个/mL；氯化钠，

0.9％。

[0091] (2)制备方法：将EMSCs接种于10cm细胞培养皿，用EMSCs培养基在37℃、CO2浓度为

5％的细胞培养箱中培养。待细胞长至60％～70％密度，使用实施例1制备的过表达CTLA‑

4Ig和PD‑L1基因的慢病毒感染细胞，48小时用0.25％胰蛋白酶消化3min。消化后的细胞用

灭菌的质量体积百分数为0.9％的氯化钠重悬细胞，分装至1mL注射器，得到CP  EMSCs的细

胞制剂3备用。
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[0092] 对照组EMSCs待细胞长至90％～95％密度，用0.25％胰蛋白酶消化3min后，各用灭

菌的质量体积百分数为0.9％的氯化钠重悬细胞，分装至1mL注射器，得到EMSCs的细胞制剂

3备用。

[0093] 实施例5

[0094] 含EMSCs或CP  EMSCs的细胞制剂4

[0095] (1)终产物的配料比例：EMSCs或CP  EMSCs(第七代)，4 .0×105个/mL；氯化钠，

0.9％。

[0096] (2)制备方法：将EMSCs接种于10cm细胞培养皿，用EMSCs培养基在37℃、CO2浓度为

5％的细胞培养箱中培养。待细胞长至60％～70％密度，使用实施例1制备的过表达CTLA‑

4Ig和PD‑L1基因的慢病毒感染细胞，48小时用0.25％胰蛋白酶消化3min。消化后的细胞用

灭菌的质量体积百分数为0.9％的氯化钠重悬细胞，分装至1mL注射器，得到CP  EMSCs的细

胞制剂4备用。

[0097] 对照组EMSCs待细胞长至90％～95％密度，用0.25％胰蛋白酶消化3min后，各用灭

菌的质量体积百分数为0.9％的氯化钠重悬细胞，分装至1mL注射器，得到EMSCs的细胞制剂

4备用。

[0098] 实施例6

[0099] 含EMSCs或CP  EMSCs的细胞制剂5

[0100] (1)终产物的配料比例：EMSCs或CP  EMSCs(第八代)，2.0×105个/mL；氯化钠，

0.9％。

[0101] (2)制备方法：将EMSCs接种于10cm细胞培养皿，用EMSCs培养基在37℃、CO2浓度为

5％的细胞培养箱中培养。待细胞长至60％～70％密度，使用实施例1制备的过表达CTLA‑

4Ig和PD‑L1基因的慢病毒感染细胞，48小时用0.25％胰蛋白酶消化3min。消化后的细胞用

灭菌的质量体积百分数为0.9％的氯化钠重悬细胞，分装至1mL注射器，得到CP  EMSCs的细

胞制剂5备用。

[0102] 对照组EMSCs待细胞长至90％～95％密度，用0.25％胰蛋白酶消化3min后，各用灭

菌的质量体积百分数为0.9％的氯化钠重悬细胞，分装至1mL注射器，得到EMSCs的细胞制剂

5备用。

[0103] 实施例7

[0104] 含EMSCs或CP  EMSCs的细胞制剂6

[0105] (1)终产物的配料比例：EMSCs或CP  EMSCs(第八代)，4 .0×105个/mL；氯化钠，

0.9％。

[0106] (2)制备方法：将EMSCs接种于10cm细胞培养皿，用EMSCs培养基在37℃、CO2浓度为

5％的细胞培养箱中培养。待细胞长至60％～70％密度，使用实施例1制备的过表达CTLA‑

4Ig和PD‑L1基因的慢病毒感染细胞，48小时用0.25％胰蛋白酶消化3min。消化后的细胞用

灭菌的质量体积百分数为0.9％的氯化钠重悬细胞，分装至1mL注射器，得到CP  EMSCs的细

胞制剂6备用。

[0107] 对照组EMSCs待细胞长至90％～95％密度，用0.25％胰蛋白酶消化3min后，各用灭

菌的质量体积百分数为0.9％的氯化钠重悬细胞，分装至1mL注射器，得到EMSCs的细胞制剂

6备用。
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[0108] 实施例8

[0109] 含EMSCs或CP  EMSCs的细胞制剂7

[0110] (1)终产物的配料比例：EMSCs或CP  EMSCs(第九代)，2.0×105个/mL；氯化钠，

0.9％。

[0111] (2)制备方法：将EMSCs接种于10cm细胞培养皿，用EMSCs培养基在37℃、CO2浓度为

5％的细胞培养箱中培养。待细胞长至60％～70％密度，使用实施例1制备的过表达CTLA‑

4Ig和PD‑L1基因的慢病毒感染细胞，48小时用0.25％胰蛋白酶消化3min。消化后的细胞用

灭菌的质量体积百分数为0.9％的氯化钠重悬细胞，分装至1mL注射器，得到CP  EMSCs的细

胞制剂7备用。

[0112] 对照组EMSCs待细胞长至90％～95％密度，用0.25％胰蛋白酶消化3min后，各用灭

菌的质量体积百分数为0.9％的氯化钠重悬细胞，分装至1mL注射器，得到EMSCs的细胞制剂

7备用。

[0113] 实施例9

[0114] 含EMSCs或CP  EMSCs的细胞制剂8

[0115] (1)终产物的配料比例：EMSCs或CP  EMSCs(第九代)，4 .0×105个/mL；氯化钠，

0.9％。

[0116] (2)制备方法：将EMSCs接种于10cm细胞培养皿，用EMSCs培养基在37℃、CO2浓度为

5％的细胞培养箱中培养。待细胞长至60％～70％密度，使用实施例1制备的过表达CTLA‑

4Ig和PD‑L1基因的慢病毒感染细胞，48小时用0.25％胰蛋白酶消化3min。消化后的细胞用

灭菌的质量体积百分数为0.9％的氯化钠重悬细胞，分装至1mL注射器，得到CP  EMSCs的细

胞制剂8备用。

[0117] 对照组EMSCs待细胞长至90％～95％密度，用0.25％胰蛋白酶消化3min后，各用灭

菌的质量体积百分数为0.9％的氯化钠重悬细胞，分装至1mL注射器，得到EMSCs的细胞制剂

8备用。

[0118] 实施例10

[0119] 实施例2～9的制备的重组细胞的鉴定

[0120] 利用流式细胞仪对上述实施例2～9的制备的重组细胞和EMSCs细胞中细胞表面标

记物进行检测。该细胞在标记物检测中符合以下要求：标记物CD29、CD44、CD90、和CD105表

达阳性；标记物CD34、CD45、HLA‑DR表达阴性，见附图1。

[0121] 提取上述实施例2～9的制备的重组细胞的RNA，经反转录，得到cDNA。以cDNA为模

板，采用CTLA‑4Ig基因引物(SEQ  ID  NO:5和SEQ  ID  NO:6)和PD‑L1基因引物(SEQ  ID  NO:7

和SEQ  ID  NO:8)进行荧光定量PCR检测，以β‑Actin基因为内参基因。另外，提取实施例2～9

的制备的重组细胞的总蛋白，采用常规方法进行蛋白免疫印记检测。

[0122] 实时荧光定量PCR显示，CTLA‑4Ig和PD‑L1基因的mRNA表达相对于未进行基因修饰

的EMSCs均升高了105倍以上；Westernblotting也检测到PD‑L1基因的蛋白表达。结果见附

图2。

[0123] 实施例11

[0124] CP  EMSCs细胞制剂1对博来霉素诱导的肺纤维化的治疗作用

[0125] 1肺纤维化模型的建立、分组及干预
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[0126] 取6～8周龄雄性C57BL/6小鼠32只，其中24只给予腹腔注射1.5μg/mL博来霉素，每

周1次，连续给药3周建立肺纤维化小鼠模型，通过检测肺组织α‑SMA蛋白表达来判断模型构

建是否成功。另外8只作为对照组给予腹腔注射生理盐水。24只给予腹腔注射1.5μg/mL博来

霉素的小鼠于第一次给药3天后随机分成模型组、EMSCs组和CP  EMSCs组，每组8只，EMSCs组

和CP  EMSCs给予尾静脉注射实施例2得到的细胞制剂1，对照组和模型组分别给予尾静脉注

射灭菌的0.9％氯化钠，每周干预1次，连续干预3周。并于第21天颈椎脱臼处死后取材用于

以下实验。并且采用相同方法微静脉注射实施例3～9制备的细胞制剂2～8，采用相同方法

检测治疗结果。

[0127] 2蛋白免疫印记

[0128] 2.1蛋白提取及定量

[0129] 取肺组织进行组织研磨提取总蛋白，加入适量裂解液(含1％PMSF)，冰上孵育30分

钟；12000rpm冷冻离心30分钟，将上清液转移至新的离心管；取2μL进行蛋白定量，其余蛋白

加入适量的Loading  Buffer，混匀后至于100℃中加热变性5分钟，‑20℃保存。蛋白定量过

程如下：用裂解液50倍稀释待测样品，取100μL加入96孔细胞培养板，按照BCA法蛋白浓度测

定试剂盒说明书，分别取A液、B液(A液和B液比例为1:50)于离心管中，用移液器轻轻吹打均

匀后配成混合液，在上述加样孔中每孔加100μL混合液；盖上薄膜，37℃水浴孵育30分钟，于

酶标仪570nm波长下检测吸光度值；根据吸光度值绘制标准曲线并计算各待测样品的蛋白

浓度。

[0130] 2.2蛋白电泳及免疫印迹

[0131] 配制10％分离胶，待分离胶凝固后配制浓缩胶，加至分离胶上层，插入梳子，待胶

体凝固后轻轻把梳子拔出；在10％SDS‑PAGE各孔分别加入蛋白Marker和样品，80V电泳30分

钟后，120V电泳1.5小时；在恒压100V室温条件下转膜(硝酸纤维素膜)90分钟；取下膜，标记

正反面后用5％BSA室温封闭2小时；用1×TBS‑T清洗3次，每次5分钟；根据抗体说明书用5％

BSA稀释至工作浓度，与硝酸纤维素膜4℃杂交过夜；用1×TBS‑T清洗3次，每次5分钟；1:

1000稀释二抗后室温杂交1小时；用1×TBS‑T清洗3次，每次5分钟；曝光；扫描并用软件

Image  J(v  1.45)计算各组蛋白条带灰度值。

[0132] 3.实时荧光定量PCR

[0133] 3.1总RNA提取及反转录

[0134] 取少量组织，研磨后加入适量的trizol裂解；室温下放置3分钟，待液化后将裂解

液移至干净的无酶微量离心管中。加入预冷的三氯甲烷0.2mL，迅速用力上下颠倒混匀，冰

上静置5分钟，使蛋白复合体全部裂解，离心(4℃，13000g，15分钟)。吸取上层水相，转移到

另一个无酶离心管中，加入400μL异丙醇，迅速用力上下颠倒混匀，‑20℃静置30分钟，沉淀

RNA。离心(4℃，13000g，10分钟)，管底可见少许白色沉淀，去上清，加入1mL的70％乙醇，上

下颠倒混匀后洗涤去杂，冰上放置5分钟。离心(4℃，7600g，5分钟)，尽量吸干乙醇，室温下

干燥5分钟，待残余的乙醇挥发完全至RNA沉淀透明，最后加入30μL无核酸酶水，溶解RNA。取

1μL  RNA测定RNA浓度及纯度，260/280比值介于1.8～2.0之间表明RNA质量良好，然后根据

反转录试剂盒说明书中的程序进行cDNA的合成，用作实时荧光定量PCR的模板。

[0135] 3.2实时荧光定量PCR

[0136] 在15μL的实时反应体系中含有：7.5μL的SYBR  Green(2×)，肺组织IL‑6、MCP‑1、
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TGF‑β或IL‑1β基因的上下游引物各0.6μL(10μmol/L)，1:15稀释的cDNA  1.5μL，4.5μL  H2O，

0.3μL  ROX。在荧光定量PCR仪内扩增40个循环，变性、退火、延伸所需温度、时间分别为95

℃，30s；60℃，30s；72℃，90s。每个样品重复测定3次。mRNA的相对量用Ct值表示，平均相对

表达量通过2－△△Ct计算方法分析。

[0137] 4.肺组织苏木素‑伊红(Hematoxylin‑eosin，HE)染色

[0138] 取材后，肺组织用10％甲酸固定,常规脱水，石蜡包埋，制作蜡块,用石蜡切片机进

行石蜡样本的切片，厚度3.5μm，连续切片，染色程序为烤片干燥20分钟，二甲苯2次×10分

钟，无水乙醇2次×2分钟，95％乙醇1分钟，80％乙醇1分钟，70％乙醇1分钟，水洗1分钟，苏

木素8分钟，苏木素10分钟，水洗2次×1分钟，0.5％盐酸酒精10秒，水洗10分钟，伊红2分钟，

水洗1分钟，80％、85％、90％乙醇各5秒，95％乙醇1分钟，无水乙醇2次×2分钟，无水乙醇3

分钟，二甲苯2次×2分钟，结束染色后直接中性树胶封片，镜检。

[0139] 5.统计学方法

[0140] 图片数据应用Image  J软件进行处理分析，其他数据应用统计软件SPSS17.0进行

统计处理分析，P＜0.05差异具有统计学意义。

[0141] 6.结果及分析

[0142] 6.1CP  EMSCs细胞制剂1对肺组织纤维化情况的影响

[0143] HE染色结果显示，对照组小鼠肺组织结构清晰，未见肺泡间隔增宽。模型组小鼠肺

组织结构破坏严重，部分肺泡融合，肺泡间隔明显增厚，肺间质内出现大量宽带状及片状胶

原纤维，呈弥漫性肺纤维化。CP  EMSCs组小鼠肺组织仍有纤维化形成，但纤维化程度明显比

模型组和EMSCs组减少，且未见弥漫性纤维化，病变部位呈局灶性分布。结果附图3。

[0144] 6.2  CP  EMSCs细胞制剂1对肺组织α‑SMA表达的影响

[0145] 由附图4可见，与正常对照组比较，模型组小鼠肺组织纤维化标志物α‑SMA蛋白表

达水平显著升高，说明小鼠肺纤维化模型成功建立。与模型组和EMSCs组比较，CP  EMSCs组

小鼠整体肺组织α‑SMA蛋白表达水平显著下降，表明CP  EMSCs组合物可有效缓解肺纤维化，

减少EMSCs用量。

[0146] 3.3  EMSCs细胞制剂1对肺组织纤维化相关基因

[0147] 由附图5可见，与对照组比较，模型组和EMSCs组小鼠肺组织各种炎性趋化因子的

mRNA表达水平显著升高，说明低剂量的EMSCs对缓解肺部炎症起到的作用有限。与模型组和

EMSCs组比较，CP  EMSCs组小鼠肺组织IL‑6，MCP‑1，TGF‑β，IL‑1β表达显著下调(*p＜

0.05，**p<0.01)，表明CP  EMSCs组合物在治疗肺纤维化炎症过程发挥着重要的作用，可明

显降低EMSCs的使用剂量，增强治疗效果。

[0148] 细胞治疗领域，一般在一定范围内，细胞浓度高效果好。本申请选用实施例2制备

的细胞制剂1由于早期的细胞比传代后期的细胞活力更好，而且细胞制剂1中细胞浓度低，

与对照组相同浓度的EMSCs相比，能够很好的显示过表达抑制因子具有增强EMSCs治疗效果

的作用。

[0149] 由上述实施例结果可知，博来霉素诱导的肺纤维化小鼠模型通过低剂量CP  EMSCs

细胞制剂干预处理，可显著改善肺纤维化症状，下调肺组织α‑SMA蛋白表达水平。此外CP 

EMSCs组合物在治疗肺纤维化炎症过程发挥着重要的作用，具体表现为下调肺组织IL‑6、

MCP‑1、IL‑1β和TGF‑β等基因表达。而等剂量的EMSCs组合物则完全没有显示出改善肺纤维

说　明　书 11/12 页

13

CN 113425742 A

13



化的效果。因此，CP  EMSCs在治疗肺纤维化中可降低EMSCs的使用量，增强治疗效果。

[0150] 以上所述仅是本发明的优选实施方式，应当指出，对于本技术领域的普通技术人

员来说，在不脱离本发明原理的前提下，还可以做出若干改进和润饰，这些改进和润饰也应

视为本发明的保护范围。
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序列表

<110> 苏州珈安华钰生物科技有限公司

<120> 过表达CTLA‑4Ig/PD‑L1的宫内膜干细胞在制备治疗肺纤维化的药物中的应用

<160>  16

<170>  SIPOSequenceListing  1.0

<210>  1

<211>  45

<212>  DNA

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<400>  1

actctcctgg  taaatgatta  attaacccct  ctccctcccc  ccccc  45

<210>  2

<211>  45

<212>  DNA

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<400>  2

cgccggatcc  ggcgcgcctg  ttaacttatc  atcgtgtttt  tcaaa  45

<210>  3

<211>  45

<212>  DNA

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<400>  3

ttgaaaaaca  cgatgataag  gatccatgag  gatatttgct  ggcat  45

<210>  4

<211>  48

<212>  DNA

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<400>  4

taccgataag  cttgatatcg  aattcttacg  tctcctcgaa  ttgtgtat  48

<210>  5

<211>  20

<212>  DNA

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<400>  5

atggcttgtc  ttggactccg  20

<210>  6

<211>  20

<212>  DNA
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<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<400>  6

ctgctagcca  acaccactga  20

<210>  7

<211>  20

<212>  DNA

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<400>  7

ggccgagggt  tatccagaag  20

<210>  8

<211>  20

<212>  DNA

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<400>  8

gatggatccc  agaagcaccc  20

<210>  9

<211>  20

<212>  DNA

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<400>  9

ccgtgcttct  cagaacatca  20

<210>  10

<211>  20

<212>  DNA

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<400>  10

gagcagccat  cgactaggac  20

<210>  11

<211>  20

<212>  DNA

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<400>  11

cacttcacaa  gtcggaggct  20

<210>  12

<211>  21

<212>  DNA

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<400>  12

tctctctgaa  ggactctggc  t  21
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<210>  13

<211>  20

<212>  DNA

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<400>  13

tgccctaagg  tcttcagcac  20

<210>  14

<211>  20

<212>  DNA

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<400>  14

gcatcacagt  ccgagtcaca  20

<210>  15

<211>  20

<212>  DNA

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<400>  15

gcgagaagat  gacccagatc  20

<210>  16

<211>  19

<212>  DNA

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<400>  16

ccagtggtac  ggccagagg  19
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图2
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图3

图4
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