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口腔鳞状细胞癌是口腔颌面部最常见的恶性肿

瘤，经过以手术为主、放化疗为辅的综合序列治疗
后，仍有多于1/3的患者5年内死于肿瘤的局部复发
或远处转移。已有研究表明：口腔鳞癌患者的免疫
功能低下，因而通过免疫治疗来提高其生存率已成
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MHC-Ⅰ类链相关基因A真核表达载体的构建
及稳定转染舌鳞癌细胞的实验研究
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[摘要] 目的 构建人类MHC-Ⅰ类链相关基因A（MICA）的真核表达载体，转染人舌鳞癌脑高转移Tca8113-Tb细胞，
建立稳定过表达MICA基因的口腔鳞癌细胞系。方法 采用PCR技术扩增pCMV-SPORT6-MICA中编码MICA基因的
cDNA序列，重组至有绿色荧光蛋白标记的真核表达载体pEGFP-N1，构建最终的表达载体pEGFP-N1-MICA，脂质体
法转染Tca8113-Tb细胞，G418筛选，荧光显微镜下观察绿色荧光蛋白的表达，有限稀释法建立稳定过表达MICA基因
的Tca8113-Tb细胞系，RT-PCR、real time PCR和免疫细胞化学检测MICA在该细胞中的表达。结果 通过PCR技术获
取了MICA基因并成功克隆入载体，测序鉴定该序列与GenBank中的序列相同。转染的细胞可见绿色荧光蛋白表达，
RT-PCR、real time PCR及免疫细胞化学检测到目的基因MICA在转染细胞中为过表达。结论 pEGFP-N1-MICA真核
表达载体的成功构建与稳定转染Tca8113-Tb细胞系的建立，为进一步研究该基因的功能奠定了良好的实验基础。
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Construction of eukaryotic expression vector of major histocompatibility complex class Ⅰ-related chain A and
establishment of its stable transfected Tca8113-Tb cell line Li Chao1, Yang Dan1, Shi Fangqiong1, Li Yuehui2,
Chen Xinqun1, Jian Xinchun1, Jiang Canhua1.（1. Dept. of Oral and Maxillofacial Surgery, Xiangya Hospital, Central
South University, Changsha 410078, China; 2. Cancer Research Institute, Central South University, Changsha 410078,
China）
[Abstract] Objective To construct the eukaryotic expression vector，encoding major histocompatibility complex class
Ⅰ-related chain A gene（MICA）, for the further research of transfecting Tca8113-Tb cell line（a metastatic cell line of
brain metastasis from human tongue cancer Tca8113 cells in nude mouse）, and to establish a stable MICA overex-
pression oral squamous cell line. Methods cDNA of MICA gene from pCMV-SPORT6-MICA was amplified by PCR，
and subcloned into eukaryotic expression vector pEGFP-N1 marked with green fluorescent protein（GFP）. The recom-
binant plasmid was sequenced and transfected into Tca8113-Tb cell line by lipofectamineTM 2000. After screen culture by
G418, stable tranfected Tca8113-Tb cell line was established using definite dilution method. The expressions of GFP
protein was viewed directly with fluorescence microscopy and the overexpression of MICA was identified by RT-PCR,
real time PCR and immunocytochemistry. Results The MICA gene was amplified by PCR and then cloned into the
vector, whose sequence was identical to that in the GenBank. The transfected cells showed the expression of GFP.
And the overexpression of MICA gene in transfected cells was detected by RT-PCR, real time PCR and immunocy-
tochemistry. Conclusion The recombinant eukaryotic expression vector pEGFP-N1-MICA has been constructed suc-
cessfully and stably expressed in Tca8113-Tb cell line，providing a foundation for further studies on the function of
MICA in vitro.
[Key words] major histocompatibility complex classⅠ-related chain A； Tca8113-Tb cell line； plasmid construc-
tion； gene transfection
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为目前的一个研究热点。自然杀伤（natural killer，
NK）细胞是机体抵御肿瘤和病毒感染的第一道防线，
其功能取决于细胞表面活化性受体与抑制性受体的平

衡。自然杀伤细胞2族成员D（natural killer group 2
member D，NKG2D）是新近研究较多的NK细胞活化
性受体，且其单独活化足以刺激NK细胞活化。MHC-
Ⅰ类链相关基因A（major histocompatibility complex
class Ⅰ-related chain A，MICA）作为一种应激诱导
性配体，其主要功能是作为NKG2D的配体，与NKG-
2D特异性结合，活化以NK细胞为主的免疫效应细
胞，发挥免疫监视作用[1-3]，因此，通过MICA-NKG2D
通路来调节机体的免疫功能有望成为肿瘤患者免疫

治疗的一种新策略。本研究拟构建MICA基因的真核
表达载体，建立稳定转染并过表达MICA基因的口腔
鳞癌细胞系，为进一步通过MICA基因的调控来进行
免疫治疗研究提供有效的生物表达体系。

1 材料和方法

1.1 材料
1.1.1 表达载体及菌种 pCMV-SPORT6-MICA（O-
penbiosystem公司，美国），pEGFP-N1真核表达载体
（北京诺赛基因组研究中心），人舌鳞状细胞癌脑高

转移细胞系Tca8113-Tb（上海交通大学医学院附属第
九人民医院肿瘤生物实验室提供）。
1.1.2 主要试剂 胎牛血清及RPMI-1640培养基（Gi-
bco公司，美国），脂质体lipofectamineTM 2000细胞转
染试剂盒（Invitrogen公司，美国），BamHⅠ、XhoⅠ
核酸内切酶、Phusion DNA聚合酶（NEB公司，美国），
T4 DNA Ligase（TaKaRa公司，日本），逆转录试剂盒
（Fermentas公司，美国），普通质粒小提试剂盒及琼脂
糖凝胶回收试剂盒、SYBY Green（北京天根生化公
司），Taq DNA聚合酶（北京诺赛基因组研究中心），
PCR MasterMix、DAB显色试剂盒（北京嘉美生物技
术有限公司），山羊抗人MICA多克隆抗体（AF1300，
R&D公司，美国），辣根过氧化物酶标记的兔抗山
羊IgG抗体（ABG公司，美国）。
1.2 方法
1.2.1 MICA基因全长的扩增 依据GenBank中MICA
cDNA序列（注册号BC016929）设计引物，同时在上
游引物5’端增加XhoⅠ的酶切位点，下游引物5’端
增加BamHⅠ的酶切位点。引物由上海英骏生物技
术有限公司合成，序列如下：上游引物5’-CCGCTC-
GAGCTATGGGGCTGGGCCCGGTC-3’，下游引物5’-
CAGAATTCCTAGGTGCCCTCAGTGGAG-3’。PCR反
应体系：5×Phusion HF Buffer 10 μL，pCMV-SPO-
RT6-MICA 1 μL，MICA上游引物（10 μmol·L-1）2 μL，

下游引物（10 μmol·L -1）2 μL，Phusion（2 U·μL -1）

0.5 μL，ddH2O 33.5 μL。PCR反应条件：变性98 ℃
2 min，98 ℃ 15 s，60 ℃ 30 s，72 ℃ 90 s，32个循
环，最后72 ℃延伸10 min。产物经1%琼脂糖凝胶电
泳，DNA凝胶回收试剂盒回收、纯化目的基因。
1.2.2 pEGFP-N1-MICA真核表达载体的构建与鉴
定 限制性核酸内切酶XhoⅠ和BamHⅠ分别双酶切
PCR产物与克隆载体pEGFP-N1，定向连接，将重组
质粒转化入DH5α感受态细菌，含卡那霉素的LB琼
脂平板筛选，挑选阳性克隆增菌培养，小量质粒抽

提试剂盒抽提质粒，XhoⅠ、BamHⅠ双酶切鉴定，
测序，-20 ℃保存备用。
1.2.3 pEGFP-N1-MICA真核表达载体转染Tca8113-
Tb细胞 Tca8113-Tb细胞常规培养于含10%胎牛血
清的RPMI-1640中，培养条件：37℃、5%CO2、饱和
湿度。取对数生长期Tca8113-Tb细胞以每孔5×105个

的密度接种于6孔板，倒置相差显微镜下观察细胞
贴壁生长达80%融合时，按lipofectamineTM 2000细胞
转染试剂盒操作步骤将质粒pEGFP-N1-MICA 4 μg、
脂质体10 μL加入孔内，并以空白质粒pEGFP-N1代
替pEGFP-N1-MICA作为对照，培养6 h后更换为完
全培养基，48 h后在荧光倒置显微镜下观察细胞生长
情况和转染效率。消化细胞，加入800 μg·mL-1 G418
进行筛选，转入24孔板内继续培养。筛选14 d后，挑
取G418抗性单克隆至6孔板内培养，传代达20代后，
在对数生长期收集细胞，进行以下各项鉴定实验。
1.2.4 RT-PCR及real time PCR鉴定MICA mRNA水
平的过表达 采用TRIzol法分别抽提Tca8113-Tb、
Tca8113-Tb-pEGFP-N1、Tca8113-Tb-pEGFP-N1-
MICA 3种细胞的总RNA，按逆转录试剂盒说明书逆
转录成cDNA，PCR检测MICA基因的表达，上游引物
5’-ATAACCTCACGGTGCTGTCCT-3’，下游引物5’-
TTGGTCTTCATGGCATCTTC-3’，以管家基因GAPDH
作为内参照：上游引物5’-AATCCCATCACCATCTT-
CCA-3’，下游引物5’-CCTGCTTCACCACCTTCTTG-
3’，由上海英骏生物技术有限公司合成。反应体系：
cDNA 1 μL，上游引物、下游引物各1 μL，ddH2O
7 μL，2×mix 10 μL。反应条件：95 ℃变性1 min；
95℃ 30 s，60℃ 30 s，68℃ 90 s共25个循环；68℃
延伸10 min。进一步采用染料法real time PCR定量
检测MICA基因过表达倍数，上游引物5’-CCTCTGA-
GGCCTCCCTGCG-3’，下游引物5’-CCTTGGCCAT-
GAACGTCAGG-3’，以管家基因β-actin作为内参照，
上游引物5’-CACTGTGTTGGCGTACAGGT-3’，下游
引物5’-TCATCACCATTGGCAATGAG-3’。反应体
系：cDNA 1 μL，上游引物、下游引物各1 μL，2.5×
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real Mastermix及20×SYBR solution混合物9 μL，加
ddH2O至20μL。反应条件：95℃ 10 min；95℃ 15 s，
60℃ 60 s，72℃ 15 s，共42个循环；60℃ 20 s。每
组设3个复孔，以β-actin作为参照，计算Ct均值，应
用相对定量法ΔΔCt进行定量分析。
1.2.5 免疫细胞化学鉴定MICA基因在蛋白水平的过
表达 消化对数生长期Tca8113-Tb、Tca8113-Tb-
pEGFP-N1、Tca8113-Tb-pEGFP-N1-MICA 3种细
胞，接种于无菌载玻片上，于37℃、5%CO2细胞培

养箱中培养，细胞贴壁后4%多聚甲醛固定30 min，
3%过氧化氢溶液孵育15 min以去除内源性过氧化物
酶，2%BSA封闭2 h，滴加山羊抗人MICA多克隆抗
体（一抗，1∶20）过夜，阴性对照组用PBS代替一抗，
PBS洗后孵育辣根过氧化物酶标记的兔抗山羊IgG抗
体（二抗，1∶100）1 h，DAB显色，苏木素复染，盐酸
乙醇分色，饱和碳酸锂返蓝，逐级脱水，中性树胶

封片后镜检。细胞质、细胞膜呈棕黄染色者为阳性，
未染色者为阴性。

2 结果

2.1 MICA基因全长的RT-PCR扩增
PCR产物经1%琼脂糖凝胶电泳显示：扩增产物

约1 341 bp，与预期大小一致（图1左）。

M：Marker DL15000；P：质粒；1：重组质粒双酶切后pEGFP-N1；

2：MICA。

图 1 PCR扩增MICA基因全长序列（左）及pEGFP-N1-MICA双酶

切凝胶电泳图（XhoⅠ/BamHⅠ）（右）
Fig 1 The full length of MICA was amplified by PCR（left） and

pEGFP-N1-MICA was digested with XhoⅠ and BamHⅠ
（right）

2.2 pEGFP-N1-MICA重组质粒酶切鉴定及其序列
测定

pEGFP-N1-MICA重组质粒经XhoⅠ、BamHⅠ双
酶切后，在凝胶电泳上显示2个片段，分别为1.3和
3.0 kb，证明MICA目的基因已成功克隆入重组质粒中
（图1右）。挑取酶切阳性的克隆进行DNA序列测定，
应用Blast软件与GenBank中MICA（注册号BC016929）
序列进行比较，同源性为100%。测序结果完全相符。

2.3 稳定转染MICA基因细胞株的建立
用脂质体lipofectamineTM 2000细胞转染试剂盒

将pEGFP-N1-MICA重组质粒转染Tca8113-Tb细胞，
48 h后在荧光倒置显微镜下观察细胞的生长情况，
同时与转入空白质粒pEGFP-N1及未转染的Tca8113-
Tb细胞进行比较。由于融合表达载体pEGFP-N1本身
含有绿色荧光蛋白，故在荧光倒置显微镜下观察转染

pEGFP-N1-MICA和pEGFP-N1质粒后的Tca8113-Tb
细胞，发现转染后带有肉眼可见绿色荧光的Tca8113-
Tb细胞均达90%以上（图2）。

左：目的质粒转染组；右：对照质粒转染组。
图 2 Tca8113-Tb细胞质粒转染48 h后转染效率 荧光倒置显
微镜 × 400

Fig 2 Transfection rate of the plasmids in Tca8113-Tb cells 48 h
after transfection fluorescent inverted microscope × 400

2.4 转染后Tca8113-Tb细胞MICA mRNA表达变化
用TRIzol法提取转染pEGFP-N1-MICA、转染

pEGFP-N1及未进行转染的3种Tca8113-Tb细胞总
RNA，半定量RT-PCR检测MICA mRNA的表达。电
泳结果表明：扩增产物大小约412 bp，与预期一致。
未转染及转染空白质粒pEGFP-N1的Tca8113-Tb细
胞其MICA mRNA表达明显弱于转染pEGFP-N1-MICA
的细胞（图3）。

1：质粒pEGFP-N1-MICA转染组；2：对照质粒pEGFP-N1转染
组；3：未转染质粒组。
图 3 稳定转染并筛选建系后，RT-PCR检测Tca8113-Tb细胞

MICA mRNA的表达
Fig 3 The mRNA level of MICA in Tca8113 cells were detected

by RT-PCR after stable transfection and establishment of
cell line
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重复3次结果相符，认为稳定转染及筛选建株成
功，转染质粒DNA已整合到Tca8113-Tb细胞染色质
上。进一步用染料法real time PCR定量检测其表达
增强倍数，结果显示转染pEGFP-N1-MICA细胞MICA
mRNA的表达是转染空白质粒pEGFP-N1及未转染

Tca8113-Tb细胞的15.2倍。
2.5 转染后Tca8113-Tb细胞MICA蛋白表达变化

Tca8113-Tb及Tca8113-Tb-pEGFP-N1细胞MICA
表达阴性，Tca8113-Tb-pEGFP-N1-MICA细胞MICA
表达阳性，呈棕褐色，定位于细胞膜和细胞质（图4）。

3 讨论

MICA基因定位于人类第6号染色体短臂，分子结
构包括3个胞外结构域（α1、α2、α3）、1个胞质区及
1个跨膜片段，其表达不需要结合抗原肽，也不需要
β2微球蛋白的辅助

[4]。正常情况下仅在胃肠上皮表达，
但在肿瘤、感染、自身免疫性疾病及器官移植等应激
条件下表达上调。NKG2D属C型凝集素样受体，广泛
表达于人类所有NK细胞、细胞毒性T淋巴细胞（cy-
totoxic T lymphocyte，CTL）、γδT细胞、未受刺激的
外周血CD8+T细胞及活化的巨噬细胞表面。MICA分子
作为一种应激诱导性配体，主要功能是与NKG2D特
异性结合，传导活化信号，活化以NK细胞为主的免疫
效应细胞，从而发挥免疫监视作用。此外，MICA分
子还能够与CTL细胞的NKG2D结合促进其增殖，显
著增强T细胞的细胞毒作用，并且MICA-NKG2D可
替代CD28-B7产生共刺激信号，活化CTL，对T细胞
产生协同刺激作用[5-6]。因此通过MICA-NKG2D通路
来调节机体的免疫功能有望成为肿瘤患者免疫治疗

的一种新策略。
MICA分子在机体中存在2种功能形式，即细胞表
面的膜结合型MICA（member MICA，mMICA）和游离
状态的可溶性MICA（soluble MICA，sMICA），二者在
免疫效应中的作用恰好相反。mMICA对免疫效应的
调节为正向调节，NK细胞和CD8+T细胞容易清除异
常表达此种配体的肿瘤细胞；sMICA则为负向调节，
可以诱导NKG2D的内化和降解，促进肿瘤逃逸免疫
应答。已有研究表明：mMICA可通过多种机制脱落
而成为sMICA。Kaiser等 [7]发现内质网蛋白5（endo-
plasmic reticulum protein 5，ERp5）可与mMICA形成
短暂的混合性二硫化复合物，诱导MICA构象变化促
进其水解断裂，使mMICA从细胞表面脱落。Wang

等[8]进一步证实位于MICAα3结构域的第6位氨基酸
基序是ERp5与MICA作用的关键位点。而Waldhauer
等[9]则发现此脱落过程可被解聚素和金属蛋白酶（adi-
sintegrin and metalloproteinase，ADAM）特异性抑制
剂阻断，沉默ADAM10或ADAM17均可抑制mMICA脱
落，而蛋白激酶C则可促进MICA脱落。此外，MICA
的表达还受多种因素的调控，如干扰素-α、曲古霉
素A、丁酸钠等可增强MICA的表达，而干扰素-γ、
转化生长因子-β则下调MICA的表达[10-12]。因此，如
果能采取措施上调MICA的表达同时抑制其脱落，无
疑可增强肿瘤细胞对表达NKG2D的免疫效应细胞的
敏感性，达到免疫治疗的效果。
本研究采用分子生物学技术成功构建了MICA基
因的真核表达载体pEGFP-N1-MICA，脂质体法转染
人舌鳞癌脑高转移细胞株Tca8113-Tb，经G418筛选，
有限稀释法建立单克隆细胞系，现已传至20代以上。
RT-PCR、real time PCR及免疫细胞化学检测显示，
转染后的Tca8113-Tb细胞MICA mRNA和蛋白分子
均呈过表达状态，表明已成功建立稳定过表达MICA
基因的口腔鳞癌细胞系，从而为通过MICA基因的调
控来进行口腔鳞癌的免疫治疗研究提供了有效的生

物表达体系。
已有研究证实，从肿瘤细胞表面脱落的sMICA对

免疫效应起负向调节作用，肿瘤患者血清中sMICA
的表达水平与肿瘤分化、临床分期及生存时间等存
在相关性，并有望成为一个预后判断的指标[12-17]。那
么，MICA分子在舌鳞癌脑高转移细胞Tca8113-Tb稳
定过表达后，是否也会增加其从细胞表面脱落的几

率而反过来抑制机体的免疫功能呢？对于这一问题，

本课题组将进一步通过ELISA检测细胞培养上清的
sMICA水平来予以验证。如果这一假设得到证实，如
何采用措施来抑制或逆转这种脱落过程将是今后进
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