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　　人血清中高水平的ＩｇＥ是哮喘、过敏性鼻炎、慢性荨麻

疹等过敏性疾病的标志，而ＩｇＥ与效应细胞上ＩｇＥ高亲和力

受体（ＦｃεＲⅠ）的相互作用则是这些Ⅰ型变态反应的重要调

节步骤［１］。很长时间以来，找到抑制它们结合从而治疗过敏

性疾病的方法，一直是过敏性疾病研究的重点，所以了解这

两个蛋白相互识别的方式以及结合的位点是极为重要的。

从已有的研究得知，ＩｇＥ与ＦｃεＲⅠ结合的有效部位是其重链

恒定区ＣＨ２ＣＨ４，也就是ＩｇＥ的Ｆｃ段，其中３个亚基的作用

各有不同。本研究利用分子克隆技术，从过敏性个体的外周

血淋巴细胞中分别克隆出中国汉族人ＩｇＥＣＨ２、ＣＨ３和ＣＨ４
的ｃＤＮＡ，构建了相应的质粒表达载体，为进一步原核表达

出相应蛋白以及研究这３个蛋白亚基与ＦｃεＲⅠ结合活性奠

定基础。

１　材料和方法

１．１　材料　细菌菌株选用大肠杆菌Ｔｏｐ１０，为本实验室保

存菌种；质粒载体选用ｐＢＡＤ／ｇⅢＡ，购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，带

有氨苄抗性的表达载体，可由阿拉伯糖诱导表达。

　　ＤＮＡ限制性内切酶ＸｈｏⅠ、ＨｉｎｄⅢ以及Ｔ４连接酶购于

ＴａＫａＲａ公司，ＲＴＰＣＲ试剂盒购于Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，ＲＮＡ
抽提试剂盒、质粒抽提试剂盒以及胶回收试剂盒均购于华舜

生物科技公司。

１．２　淋巴细胞的分离　留取１名哮喘患者的外周血，应用

流式细胞仪测得血清中ＩｇＥ含量４２１０ｋＵ／Ｌ（正常对照＜

１００ｋＵ／Ｌ），肘静脉采取ＥＤＴＡ抗凝血，等体积的生理盐水

稀释并混合均匀，将稀释血缓慢加入到等体积的淋巴细胞分

离液中，２５００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，小心吸取中间层细胞，转

移至洁净试管中，用生理盐水洗涤２次，得到富含淋巴细胞

的悬液。

１．３　总ＲＮＡ的抽提以及ｃＤＮＡ的制备　将上述细胞悬液

转移至１．５ｍｌ的离心管中，按照华舜公司的ＲＮＡ抽提试剂

盒的步骤抽提淋巴细胞的总 ＲＮＡ。ＲＴＰＣＲ反应体系如

下：２×ＲＴＲｅａｃｔｉｏｎＭｉｘ１０μｌ，ＲＴＥｎｚｙｍｅＭｉｘ２μｌ，样品

ＲＮＡ８μｌ（６００ｎｇ），总体积为２０μｌ。反应条件：２５℃ １０

ｍｉｎ；４２℃５０ｍｉｎ；８５℃５ｍｉｎ；冰浴条件下加入１μｌ（２Ｕ）

Ｅ．ｃｏｌｉＲＮａｓｅＨ；３７℃２０ｍｉｎ后反应结束。

１．４　ＰＣＲ的引物设计及目的片段的ＰＣＲ扩增　根据Ｇｅｎ

Ｂａｎｋ中人ＩｇＥ重链恒定区的基因序列设计引物，所要克隆

的目的片段ＣＨ２３２１ｂｐ，ＣＨ３３２４ｂｐ，ＣＨ４３３２ｂｐ，根据引物

设计的原则，依据目的片段两端的核苷酸序列设计引物如下

（引物交由上海生工生物公司合成）：ＣＨ２Ｐ１ＡＣＣＡＣＴＣＴＣ

ＧＡＧＧＴＣＴＧＣＴＣＣＡＧＧＧＡＣＴＴＣ，Ｐ２ＧＣＴＡＧＴＡＡＧ

ＣＴＴＴＧＣＡＣＡＣＴＴＣＴＴＧＧＴＧＣＴ；ＣＨ３Ｐ１ＡＣＣＡＣＴ

ＣＴＣＧＡＧＧＡＴＴＣＣＡＡＣＣＣＧＡＧＡＧＧＧ，Ｐ２ＧＣＴＡＧＴ

ＡＡＧＣＴＴＧＣＴＧＧＴＣＴＴＧＧＴＣＧＴＧＧＡ；ＣＨ４Ｐ１ＡＣＣ

ＡＣＴＣＴＣＧＡＧＧＧＣＣＣＧＣＧＴＧＣＴＧＣＣＣＣＧ，Ｐ２ＧＣＴ

ＡＧＴＡＡＧＣＴＴＴＴＴＡＣＣＧＧＧＡＴＴＴＡＣＡＧＡ（画线处

为ＸｈｏⅠ和ＨｉｎｄⅢ酶切位点，前方为保护碱基）。

　　以上一步骤逆转录的ｃＤＮＡ为模板，应用设计的引物进

行ＰＣＲ扩增，分别在５４．８℃、５６℃、５７．４℃和５８℃的退火条

件下进行扩增，根据条带亮度，设定最佳退火温度为５８℃，设

计大量扩增的反应体系：２×Ｐｒｅｍｉｘ１００μｌ，ｃＤＮＡ８μｌ，Ｐ１
（２０μｍｏｌ／Ｌ）８μｌ，Ｐ２（２０μｍｏｌ／Ｌ）８μｌ，Ｈ２Ｏ７６μｌ，总体积

２００μｌ。反应条件：９４℃２ｍｉｎ；９４℃３０ｓ、５８℃３０ｓ、７２℃６０

ｓ共３５个循环；７２℃５ｍｉｎ结束。

１．５　ＰＣＲ产物的胶回收及纯化　对上一步的ＰＣＲ产物进

行琼脂糖凝胶电泳，电泳结束后在紫外灯下观察，３个ＰＣＲ
产物均可在３００ｂｐ左右见到明亮条带，与目的片段的预计

值吻合，割胶回收。

１．６　重组质粒的构建　分别对胶回收的３个目的片段以及

质粒载体ｐＢＡＤ／ｇⅢＡ进行ＸｈｏⅠ和ＨｉｎｄⅢ双酶切，酶切后

用乙醇沉淀法进行纯化。Ｔ４连接酶分别连接３个目的片段

和质粒，１６℃过夜，得到３个目的片段的连接产物。

１．７　连接产物的转化以及重组子的筛选与鉴定　各取１０

μｌ连接产物转化Ｔｏｐ１０感受态菌，在氨苄抗性的平板上涂

布，同时行阳性对照和阴性对照（使用空质粒转化Ｔｏｐ１０作

为阳性对照；未转化的Ｔｏｐ１０作为阴性对照）。转化成功后

每个目的片段各挑取２～３个单克隆菌落于２ｍｌ含氨苄的

ＬＢ培养基中，扩增后抽提质粒，对质粒进行双酶切鉴定；用

各自的引物对抽提的质粒进行ＰＣＲ鉴定，反应条件同前，反

应结束后电泳观察。

１．８　目的片段的序列测定　ＣＨ２、ＣＨ３、ＣＨ４各取两个鉴定

成功的重组子交给上海联合基因公司进行自动测序。
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２　结　果

２．１　ＲＮＡ抽提结果　抽提结束后用紫外线分光光度计检

测ＲＮＡ的质量浓度和纯度，Ｄ２６０／Ｄ２８０＝２．０，质量浓度为８４

ｎｇ／μｌ，并对ＲＮＡ行琼脂糖凝胶电泳，以确保ＲＮＡ的存在及

含量。

２．２　ＰＣＲ扩增ＩｇＥＣＨ２、ＣＨ３、ＣＨ４的ｃＤＮＡ片段　针对

ＲＮＡ逆转录后的ｃＤＮＡ，用各自的引物Ｐ１和Ｐ２进行ＰＣＲ
扩增，摸索最佳退火温度，产物行琼脂糖凝胶电泳，发现各自

条带的相对分子质量与预计值一致（图１）。

图１　不同温度（５４．８、５６、５７．４和５８℃）下ＰＣＲ扩增结果

１～４：ＣＨ２不同退火温度下的ＰＣＲ扩增产物（３２１ｂｐ）；５～８：ＣＨ３不同退火温度下的ＰＣＲ扩增产物（３２４ｂｐ）；９～１２：ＣＨ４不同退火温度下的

ＰＣＲ扩增产物（３３２ｂｐ）；Ｍ：ＭａｒｋｅｒＤＬ２０００

２．３　重组质粒的构建与鉴定　３个重组质粒进行ＸｈｏⅠ和

ＨｉｎｄⅢ双酶切鉴定，电泳后观察，除了一个ＣＨ３的克隆，其余

均可看见２个条带，一条为４１００ｂｐ左右的质粒ｐＢＡＤ／

ｇⅢＡ，另一条大小与目的片段预计值吻合，为３００ｂｐ左右

（图２）。用各自的引物对重组质粒行ＰＣＲ反应，电泳观察也

是除了一个ＣＨ３克隆外，其余均可在预计位置看见明亮条带

（图３）。重组质粒构建成功，分别记作ｐＢＡＤＣＨ２、ｐＢＡＤ

ＣＨ３以及ｐＢＡＤＣＨ４，各有２个重组子。

图２　各个重组子的双酶切鉴定结果

１，２：ＣＨ２；３～５：ＣＨ３；６，７：ＣＨ４。除４外，均可见４１００ｂｐ的质粒和

３００ｂｐ左右的目的片段；８，９：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１０：空质粒ｐＢＡＤ单酶切

（阴性对照）

图３　各个重组子的ＰＣＲ鉴定结果
１，２：ＣＨ２；３～５：ＣＨ３；６，７：ＣＨ４。除４外，均可扩增出３００ｂｐ左右的
目的片段；８：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ

２．４　ＤＮＡ的序列测定　自动测序交由上海联合基因公司，

从正反两个方向测序，目的片段ＣＨ２大小３２１ｂｐ，ＣＨ３大小

３２４ｂｐ，ＣＨ４大小３３２ｂｐ，结果显示，３个目的片段均至少有

一个重组子序列与ＧｅｎＢａｎｋ中的ＩｇＥ的ＣＨ２ＣＨ４相应的序

列完全一致，提示得到含有ＩｇＥ重链恒定区 ＣＨ２、ＣＨ３的

ＣＨ４基因序列的重组质粒。

３　讨　论

　　ＩｇＥ的主要功能是介导Ⅰ型变态反应及参与寄生虫感染

的免疫，当过敏原初次侵入机体时，由抗原提呈细胞摄取过

敏原，将抗原信息提呈给Ｔ辅助淋巴细胞，在其分泌的一系

列细胞因子的作用下，Ｂ淋巴细胞分化为浆细胞，并分泌大量

过敏原特异性ＩｇＥ，分泌的ＩｇＥ与肥大细胞和嗜碱性粒细胞

表面的高亲和力ＩｇＥ受体（ＦｃεＲⅠ）结合；当过敏原再次侵入

机体时，诱导ＩｇＥＦｃεＲⅠ复合物发生交联，从而引起肥大细

胞内一系列信号转导，使肥大细胞发生脱颗粒并释放大量炎

性介质［２］，导致速发性或迟发性过敏反应的发生。无过敏体

质的正常个体血清中ＩｇＥ水平很低，一般均低于１５０ｎｇ／ｍｌ，

而正常个体的ＩｇＧ可达１０ｍｇ／ｍｌ［３］。血清中ＩｇＥ水平的高

低反映了血循环中分泌ＩｇＥ的Ｂ细胞数量［４］，所以本实验首

先应选取血清ＩｇＥ水平较高患者的外周血作为实验标本，他

们的外周血中分泌ＩｇＥ的Ｂ细胞也相对较多，这样才能最大

可能地获得编码ＩｇＥ的ＲＮＡ。

　　ＩｇＥ的重链恒定区由４个亚基组成，分别记作 ＣＨ１～
ＣＨ４，其中ＣＨ２ＣＨ４在与ＦｃεＲⅠ结合时发挥着非常重要的

作用。ＣＨ３是最关键的一个亚基，是直接与受体结合的部位，

该亚基在ＩｇＥ与ＦｃεＲⅠ结合的时候会发生结构的改变，以一

种有序的折叠性结构与ＦｃεＲⅠ进行相互作用［５］，而且这种折

叠过程会伴随能量的下降［６］；ＣＨ４并不直接与ＦｃεＲＩα作用，

而是作为一个“脚手架”，使得ＣＨ３以正确的位置与ＦｃεＲⅠ
接触［７］，最近研究也表明，如果没有ＣＨ４存在，ＣＨ３单体与受

体的亲和力极低，荧光光谱学显示这时的ＣＨ３ 处于未折叠状
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态［８］，即是以线性结构与ＦｃεＲⅠα结合；ＣＨ２的作用目前还

有一些争议，最近的研究证实ＣＨ２可能在稳定ＩｇＥＦｃεＲⅠ复

合体及阻止ＩｇＥ从其受体上解离方面起一定作用［９］。

　　本实验克隆了ＩｇＥＦｃ段的各个亚基，构建了相应的表达

载体，有利于下一步原核表达制备相应的蛋白，为进一步研

究ＩｇＥＦｃ段各亚基在ＩｇＥ与其高亲和力受体结合过程中的

作用奠定基础。
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