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Construction and expression of mouse chemokine receptor-7 green fluorescent lentiviral 
expression vector in immature dendritic cells      

Song Li-xiao1, Zhang Pu1, Li De-peng1, Zeng Ling-yu2, Chen Chong2, Pan Xiu-ying1, Xu Kai-lin1, Huang Yi-hong1 

Abstract 
 
BACKGROUND: Chemokine receptor 7 (CCR7) plays a key role in launching and regulating the migration of dendritic cells (DCs) 
from peripheral tissueto the lymphatic system. But immature dendritic cells (imDCs)do not express CCR7. Therefore, imDCs 
carrying CCR7 possess great prospect for stronger immune tolerance.    
OBJECTIVE: To construct green fluorescent protein (GFP) lentiviral expression vector with mouse CCR7 gene and to observe the 
expression of CCR7 gene in imDCs. 
METHODS: The CCR7 was amplified from the mouse thymus by RT-PCR and transfected into pCR-Blunt carrier. The CCR7 DNA 
fragment and IRES-GFP were cloned into lentiviral expression vector LV-Lac, to form recombinant lentivial plasmid LV-CCR7. 
Three plasmids of the lentivial system (recombinant lentivial plasmid LV-CCR7, package plasmid ΔNRF, envelope plasmid pVSVG) 
were co-transfected with package lentivirus by lipofectamine. The imDCs were infected by the recombinant lentivial, The 
morphology of transfected imDCs was examined under a fluorescent microscope and flow cytometry was used to determine the 
expression of CCR7. 
RESULTS AND CONCLUSION: The CCR7 fragment was amplified from cDNA of the mouse thymus and subcloned to pCR-Blunt 
carrier, and lentiviral expression vector LV-CCR7 was constructed successfully. After infected with 293 FT cells for 24 hours 
through three plasmid package system, positive expression of GFP was observed under fluorescence microscope. The titer of the 
lentivirus was above 108 U/L, and to obtain the recombinant lentivial with mouse CCR7 gene. The lentivial plasmid could infect 
imDCs effectively, a large amount of GFP and CCR7 expression was observed under fluorescence microscope and flow cytometry, 
respectively, and the positive rate was 50%. It indicates that GFP lentiviral vector LV-CCR7 with mouse CCR7 gene were 
successfully constructed and expressed in imDCs. 
 
Song LX, Zhang P, Li DP, Zeng LY, Chen C, Pan XY, Xu KL, Huang YH. Construction and expression of mouse chemokine 
receptor-7 green fluorescent lentiviral expression vector in immature dendritic cells.Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu. 
2012;16(1): 134-138.     [http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 
摘要 
 
背景：趋化因子受体 7(chemokine receptor-7, CCR7)是树突状细胞从外周迁移至淋巴系统发挥作用的最重要的启动和调节

者，但未成熟树突状细胞表面不表达 CCR7，因此利用携带 CCR7 基因的未成熟树突状细胞可以更好地诱导免疫耐受。 
目的：构建携带小鼠 CCR7 基因的绿色荧光蛋白重组慢病毒载体，观察其在未成熟树突状细胞中的表达。 
方法：采用 RT-PCR 扩增小鼠 CCR7 基因并克隆至 pCR-Blunt 载体。将 CCR7 DNA 片段及 IRES-GFP 连入慢病毒转移质粒

LV-Lac，生成重组慢病毒质粒 LV-CCR7。采用脂质体转染法将慢病毒系统 3 质粒(重组慢病毒质粒 LV-CCR7、包装质粒     
ΔNRF 及包膜质粒 pVSVG)共转染包装慢病毒，重组慢病毒感染未成熟树突状细胞，光学显微镜观察细胞状态，流式细胞术

鉴定 CCR7 蛋白的表达。 
结果与结论：实验成功扩增出小鼠 CCR7 DNA 片段并克隆至 pCR-Blunt 载体，亚克隆构建慢病毒表达载体 LV-CCR7，经 3
质粒包装系统感染 293 FT 细胞后，24 h 于荧光显微镜下均观察到绿色荧光蛋白阳性表达，病毒滴度为 108 U/L 以上，获得

携带 CCR7 基因的重组慢病毒。慢病毒颗粒可有效感染未成熟树突状细胞，荧光显微镜可见大量 GFP 蛋白表达，阳性细胞

达 50%，流式细胞术检测到 CCR7 蛋白表达，LV-CCR7 基因修饰的未成熟树突状细胞仍保持在未成熟状态。结果证实，实

验成功构建携带小鼠 CCR7 基因绿色荧光慢病毒载体 LV-CCR7，并可在未成熟树突状细胞细胞中表达。 
关键词：趋化因子受体 7；未成熟树突状细胞；慢病毒载体；真核表达；组织工程 
doi:10.3969/j.issn.1673-8225.2012.01.029 
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0  引言 
 

树突状细胞是目前已知最有效的抗原递呈

细胞，是一类具有不同亚群和不同功能的异质

性细胞群体。树突状细胞可以引起初始T细胞活

化、分化或者耐受，这种不同的作用与树突状

细胞的成熟状态有关[1-3]。通常认为成熟树突状

细胞诱导免疫应答，而未成熟树突状细胞介导

特异性的免疫耐受[4-5]。 
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目前已知趋化因子是介导树突状细胞在体

内迁移、分化成熟和完成抗原递呈功能的重要

因子。在树突状细胞分化成熟的过程中，趋化

因子受体(chemokine receptor, CCR)表达谱也

不断发生变化，使不同发育阶段的树突状细胞

对不同趋化因子表现出不同的反应[6]。 
未成熟阶段树突状细胞可高表达巨噬细胞

炎性蛋白MIP-1α和MIP-1β等趋化因子及CCR2
和CCR5等趋化因子受体，在炎性因子等刺激

下，某些趋化因子表达下调，树突状细胞成熟并

迅速表达CCR7以及强烈上调对其配体SLC 
(CCL21)和MIP3β (CCL19)的趋化活性[7]，最终

促使树突状细胞离开外周组织进入引流淋巴结

T细胞区。 
在CCR7或其配体SLC和MIP3β缺陷的基

因敲除小鼠，树突状细胞不能迁移至次级淋巴

结器官，因为未成熟树突状细胞上不表达

CCR7[8-9]。未成熟树突状细胞的发育是个动态

过程，并不具有迁移特性。 
实验拟构建表达趋化因子受体CCR7的

慢病毒载体，用携带CCR7基因的慢病毒颗粒

感染小鼠骨髓来源的未成熟树突状细胞，检测

未成熟树突状细胞细胞表型和成熟状态的变

化，以及未成熟树突状细胞细胞表面CCR7的
表达，为进一步研究CCR7基因修饰的未成熟

树突状细胞归巢、趋化性以及在异基因骨髓移

植免疫耐受中的作用提供实验依据。 
 
1  材料和方法 

 
设计：基因学体外实验。 
时间及地点：于2010-07/2011-02在徐州

医学院移植免疫实验室完成。 
材料： 
实验动物：健康 SPF 级 8~10 周龄雄性

C57BL/6小鼠，体质量(25.07±1.08) g，动物质

量合格证号：SCXK(苏)2007-0001，购于扬州

大学实验动物中心。 
实验对动物的处理方法符合中华人民共和

国科学技术部颁发的《关于善待实验动物的指

导性意见》[10]。 
质粒：包装质粒ΔNRF，包膜蛋白质粒pMD，

质粒MigR1内含内部核糖体进入位点IRES和

GFP，质粒LV-Lac (内含CMV启动子)均由本实

验室保存。 
细胞：慢病毒包装细胞系293 FT细胞，购自

美国Invitrogen公司。 

感受态TOP10细胞购自北京天根公司，置

于-80 ℃冰箱保存。 
试剂及仪器： 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
实验方法： 

引物设计：根据GeneBank 公布的小鼠

CCR7 cDNA序列用Primer Primer 5 软件设计

PCR引物。CCR7引物：上游(P1)引入Bam HⅠ

酶切位点e5’-AAG GAT CCA TGG ACC CAG 
GGA AAC C-3’，下游(P2)5’引入Eco RⅠ酶切

位点5’-AAG AAT TCC TAC GGG GAG AAG 
GTT GTG -3’。引物委托上海Invitrogen公司合

成。 
目的基因的克隆：取C57BL/6小鼠的胸腺组

织，Trizol法提取总RNA，使用OligodT18作为

引物使用M-MLV反转录酶按说明书操作合成

cDNA。使用Pfx DNA聚合酶扩增CCR7基因，

PCR条件为94 ℃预变性2 min；继之94 ℃ 30 s，
50 ℃ 30 s，68 ℃ 90 s，共35个循环，68 ℃
终末延伸2 min。0.7%琼脂糖凝胶电泳鉴定

PCR产物，回收目的片段并克隆入pCR-Blunt
载体，转化TOP10感受态细胞，Eco RⅠ单酶

切初步鉴定重组子，将鉴定正确者送Invitrogen
公司行DNA测序鉴定，将正确的重组子命名为

pCR-Blunt-CCR7。 
重组慢病毒转移质粒LV-CCR7的构建和鉴定：

经酶切和测序鉴定正确后，Bam HⅠ/Eco RⅠ

双酶切重组质粒pCR-Blunt-CCR7，Eco RⅠ/ 
Sal Ⅰ双酶切质粒Mig RⅠ，回收IRES-GFP 
DNA片段，Bam H Ⅰ /Sal Ⅰ双酶切质粒

LV-Lac，回收LV骨架片段，T4 DNA连接酶连接

胶回收的3个片段，转化感受态细胞TOP10，
小量提取重组质粒使用限制性内切酶Bam HⅠ/ 

试剂及仪器 来源 

总 RNA 提取试剂 Trizol、 
M-MLV 反转录酶、Pfx 
高保真 DNA 聚合酶            

限制性内切酶 Bam HⅠ，Eco RⅠ，

Sal Ⅰ，Kpn Ⅰ，T4 DNA 连接酶

1 kb DNA 相对分子质量标记物    
小鼠重组粒-巨噬细胞集          

落刺激因子(rmGM-CSF)       
转染试剂 Lipofectmine 2000      
FITC 标记的抗小鼠 CD11c 抗体、

PE 标记的抗小鼠、CCR7、

CD80，APC 标记的抗小鼠 CD86
抗体及同型对照流式抗体       

各种培养基和胎牛血清           
克隆载体 pCR-Blunt T 载体       

美国 Invitrogen 公司 
 
 
美国 NEB 公司 
 
立陶宛 Fermentas 公司 
Protech 公司 
 
美国 Invitrogen 公司 
美国 ebioscience 公司 
 
 
 
美国 Gibco 公司 
美国 Invitrogen 公司 
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KpnⅠ酶切鉴定，鉴定正确者中量提取质粒已备转染用。 
293 FT细胞培养：将293 FT慢病毒包装细胞于含体积

分数10% FBS和6 mmol/L L-谷氨酰胺的高糖DMEM培

养基于37 ℃、体积分数5%CO2培养箱中常规培养，每

隔两三天传代1次。 
慢病毒载体包装细胞系的建立：将培养的293FT细胞接

种于多聚赖氨酸铺板的100 mm培养皿中，当细胞融合

度达到80%时利用脂质体进行转染。按照质量LV-CCR7 
15 μg，ΔNRF 10 μg，PMD.G 5 μg溶于1.5 mL 
Opti-MEM 培养基稀释；按混合质粒 (μg)与脂质体

(μL)=1∶2取脂质体，即48 μL Lipofectamine 2000 以
1.5 mL Opti-MEM培养基稀释；室温孵育5 min 后将稀释

后的质粒与Lipofectamine 2000混匀，室温孵育25 min后
加入培养皿中，轻轻混匀，于37 ℃、体积分数5% CO2

培养箱中培养。孵育24 h后荧光显微镜下观察GFP表达

情况。24 h后将培养基更换为体积分数2% FBS的高糖

DMEM培养基，继续培养48 h后收集培养含有病毒颗粒

的上清，0.45 μm 滤器过滤后使用超速离心机70 000 g 
4 ℃离心2 h后弃去上清，使用Opti-MEM培养基4 ℃溶

解过夜重悬病毒颗粒。 
未成熟树突状细胞的培养及慢病毒的感染：将小鼠无菌

条件下取股骨和胫骨，剪开干骺端，冲洗收集骨髓离心，

含体积分数10%胎牛血清1640培养基重悬细胞，分至6
孔板，每空加入细胞数1×106，加入20 µg/L rmGM-CSF，
37 ℃温箱孵育，定期换液，培养至第5天按MOI=20加入

浓缩的慢病毒颗粒，并加入聚凝胺至终浓度为8 mg/L，感

染后6 h换液。同时设立LV空载体对照组，第5天换液时

加入脂多糖(LPS)，刺激48 h后，即第7 d收获成熟树突

状细胞。 
流式细胞仪检测：离心收集树突状细胞，PBS洗涤3

次，常温条件下使用FITC标记的CD11c及PE标记的

CD80、CCR7，APC标记的CD86的流式抗体，避光孵

育细胞20 min，PBS洗涤细胞并重悬，行流式细胞术检

测树突状细胞表面CCR7的表达。 
主要观察指标：荧光显微镜下观察未成熟树突状细

胞的绿色荧光表达，流式细胞仪检测转染后的未成熟树

突状细胞表面CCR7的表达。 
统计学分析：计量资料以x

_

±s表示，采用SPSS.13.0 
统计处理软件分析，单变量两组资料之间的比较采用两

样本t 检验，P < 0.05为差异有显著性意义。 
   

2  结果 

 
2.1  小鼠 CCR7 基因的克隆和克隆载体的构建  CR
产物经 0.7%琼脂糖凝胶电泳，在 1.1 kb 处见到清晰目

的条带，与目的片段大小相符，结果见图 1a。使用限制

性内切酶 Eco RⅠ酶切构建的重组质粒 pCR-Blunt- 

CCR7，0.7%琼脂糖凝胶电泳见大小约 1.1 kb 及 3.5 kb
两条清晰条带，与理论值相符，结果见图 1b。测序结果

回报 PCR 产物与 GeneBank 公布的小鼠 CCR7 基因序

列相符。 
2.2 重组慢病毒载体LV-CCR7的构建和鉴定结果  使
用限制性内切酶Bam HⅠ /KpnⅠ双酶切重组质粒

LV-CCR7，0.7%琼脂糖凝胶电泳，分别在3.1 kb及6.1 kb
处有明亮条带，与理论值相符，见图1c。表明慢病毒转

移质粒LV-CCR7构建正确。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
2.3  慢病毒的包装结果   使用阳离子脂质体

Lipofectamine 2000的3质粒包装系统感染293 FT细胞

后，24 h于荧光显微镜下均观察到GFP阳性表达，收集

感染后72 h培养细胞上清，4 ℃ 70 000 g超速离心1次
病毒滴度达1.51×108 L-1。 
2.4  病毒感染未成熟和成熟树突状细胞免疫表型鉴定

见图2。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 1  Identification of the CCR7 gene, clone carrier and 
lentiviral vector by restriction enzyme 

图 1  限制性内切酶鉴定 CCR7，克隆载体和慢病毒载体 

M                  M                  M 

6 000 bp 

1 500 bp
1 000 bp 1 500 bp

1 000 bp

3 500 bp 3 000 bp 

a: PCR product of 
CCR7 

b: Digestion of the 
recombinant plasmid 
pCR-Blunt-CCR7 by 
Eco RⅠ 

c: Digestion of 
plasmid LV-CCR7 
by Bam HⅠ/KpnⅠ

M: 1 kb DNA marker 

Figure 2  Identification of cells immunophenotype in CCR7 
gene modified dendritic cells group and 
lipopolysaccharide stimulated dendritic cells group

图2  CCR7基因修饰树突状细胞组与LPS刺激成熟树突状
细胞组细胞免疫表型鉴定 
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病毒感染未成熟树突状细胞与未感染的未成熟树

突状细胞表面标志CD11c，CD80和CD86表达差异无显

著性意义(P > 0.05)，而成熟树突状细胞这些表面标志

表达较高(P < 0.05)，见表1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2.5  浓缩病毒感染未成熟树突状细胞后CCR7蛋白的

表达  病毒上清感染未成熟树突状细胞后荧光显微镜

可见大量GFP蛋白表达，阳性细胞达50%，流式细胞仪

检测未成熟树突状细胞阳性细胞，LV空载体组未检测到

CCR7的表达，LV-CCR7基因修饰树突状细胞组较LPS
刺激成熟树突状细胞组CCR7表达高(P < 0.05)，见图3，
表1，表明携带CCR7基因的慢病毒成功转染入未成熟树

突状细胞 并表达CCR7蛋白。 
 
    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    
 
 
 
 

3  讨论 

 
近年研究认为未成熟树突状细胞亦可迁移至次级

淋巴器官，且迁移至次级淋巴器官的未成熟树突状细胞

在诱导免疫耐受中发挥重要作用[11-13]。然而，从静脉输

注的外源性树突状细胞很难到达次级淋巴器官[14-15]，因

此，若能用基因工程技术构建能表达特异性趋化因子的

受体修饰未成熟树突状细胞，使未成熟树突状细胞能有

效地归巢至引流淋巴结和中枢淋巴结，则可能增强其诱

导免疫耐受的效果。已知树突状细胞在体内的迁移有一

系列细胞因子和信号传导通路参与调控，其中趋化因子

CCR7及其配体CCL21和CCL19是最受关注的一组趋

化因子[16]，CCR7属于趋化因子受体超家族中的一员，

具有7个富含疏水氨基酸的α螺旋跨膜区结构[17]，主要在

成熟树突状细胞、幼稚T细胞、B细胞、调节性T细胞表

面表达。CCR7最重要的作用是使活化的成熟树突状细胞

通过输入淋巴管进入淋巴结[18]，研究发现，缺少CCR7
引起树突状细胞运动异常，导致淋巴结结构异常，表明

CCR7对树突状细胞迁移至淋巴组织有着重要的作用[19]。

CCR7基因敲除的小鼠(CCR7-/-)，FITC皮肤涂抹致敏实

验结果表明，CCR7-/-小鼠树突状细胞不能离开皮肤组

织迁移至引流淋巴结，即使在皮下注射刺激也不能迁移

至引流淋巴结[20]。Zhao等[21]发现CCR7缺陷的树突状细

胞感染鼠伤寒沙门菌后不能迁移至淋巴结，雷公藤内酯

处理过的树突状细胞表面CCR7表达下降，迁移功能受

损[22]。上述研究表明成熟树突状细胞由外周向淋巴器官

的定向迁移，由其表面表达的CCR7及其配体所介导[23]。

研究发现树突状细胞迁移至次级淋巴器官的T细胞区

与T细胞相互作用对于诱导免疫反应或免疫耐受极其

重要[24]。因未成熟树突状细胞表面不表达CCR7，向淋

巴结的趋化迁移特性较弱，长时间处于非T细胞区而发

育为成熟树突状细胞，不能将处理的抗原提呈给T细胞，

诱导Treg的产生，失去了诱导免疫耐受的特性 [25]。

Garrod等[26]将CCR7转染未成熟树突状细胞后明显延

长移植小鼠心脏的存活时间。且CCR7除了调控树突状

细胞的趋化迁移外，还与树突状细胞结构，迁移速度等

有关[27]。因此实验设想构建携带有CCR7基因的慢病毒

载体，转染未成熟树突状细胞使其表面高表达CCR7，
有效迁移至次级淋巴器官，更好地发挥免疫耐受的效

果，为异基因造血干细胞移植免疫耐受提供新方法和新

思路。 
目前多应用病毒载体系统把外源性基因转入树突状

细胞，如腺病毒载体、腺相关病毒载体、反转录病毒载体、

慢病毒载体等。本实验室在国内率先成功构建了新一代的

高滴度自身失活型慢病毒载体系统，并对内部启动子进行

了优化，筛选出表达效率最高的CMV启动子[28-29]。优化

后的慢病毒载体具有可感染非分裂细胞、目的基因表达

时间较长、免疫反应性小、安全性较高等优点。IRES
具有内核糖体进入位点的功能，是最为常用的双基因表

达载体的构成元件[30]。作为报告基因，GFP荧光稳定，

且无明显的细胞毒性，应用于检测细胞转染效率及体内

Figure 3  Morphology of immature dentritic cells after lentiviral 
infection 

图 3  慢病毒感染后未成熟树突状细胞形态 

a: Morphology of immature 
dentritic cells cultured for 5 d 
under light microscope (×400)  

c, d: Identification of CCR7 gene on the surface of mature and immature
dentritic cells by flow cytometry 

表 1  小鼠树突状细胞表面流式细胞仪鉴定结果 
Table 1  Surface markers of dendritic cells detected by flow 

cytometry                           (x
_

±s, n=3, %)

aP < 0.05, vs. imDCs group. imDCs: immature dentritic cells; mDCs: 
mature dentritic cells 

Group       CD80      CD86       CCR7 

CCR7- imDCs  
mDCs           

52.70±3.62a 
85.94±5.85    

58.97±2.59a 
90.02±2.73     

63.33±5.87a

32.77±3.29   

b: Morphology of immature 
dentritic cells after lentiviral 
infection under fluorescence 
microscope (×400) 
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外示踪便捷可靠。本实验成功扩增出小鼠CCR7 DNA片
段并克隆至pCR-Blunt载体，亚克隆构建慢病毒表达载

体LV-CCR7，经3质粒包装系统包装后获得较高滴度慢

病毒颗粒，并利用IRES元件的特性，成功构建了携带

CCR7和GFP慢病毒表达载体。这对于重组慢病毒转染

未成熟树突状细胞后，进一步研究CCR7在骨髓移植免

疫耐受中的作用奠定了基础。 
目前关于树突状细胞的体外培养扩增已取得了一

定的进展，研究比较肯定的是GM-CSF的量与培养树突

状细胞的成熟程度明显相关。一般认为，较大剂量的

GM-CSF诱导生成的细胞以成熟型树突状细胞为主，而

小剂量GM-CSF诱导生成的细胞以非成熟树突状细胞

为主，实验选用小鼠骨髓细胞作为树突状细胞的前体细

胞，采用低剂量的GM-CSF获得了较高纯度的未成熟树

突状细胞[29，31]，转染后荧光显微镜下观察到绿色荧光，

流式细胞仪检测结果显示，未成熟树突状细胞不表达

CCR7，而转染后的未成熟树突状细胞表达CCR7，且

较成熟树突状细胞表达量高，细胞表型鉴定转染的未成

熟树突状细胞仍保持在未成熟状态，以上结果表明，重

组小鼠CCR7慢病毒表达载体成功转染未成熟树突状细

胞且高效表达CCR7，这为进一步研究携带CCR7基因

的未成熟树突状细胞的趋化迁移能力以及骨髓移植免

疫耐受动物实验提供了一定的方法和思路，使未成熟树

突状细胞具有更广泛的应用前景。 
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