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［摘要］　目的：建立稳定表达人ＦｃγＲⅡ（ｈｕｍａｎＦｃｇａｍｍａｒｅｃｅｐｔｏｒⅡ，ｈｕＦｃγＲⅡ）的真核细胞系，为后续研究奠定基础。方

法：采用ＲＴＰＣＲ方法从人外周血白细胞合成ＦｃγＲⅡｃＤＮＡ，构建ｈｕＦｃγＲⅡ表达质粒ｐｃＤＮＡ３ｈｕＦｃγＲⅡ，经酶切和ＰＣＲ鉴

定后，将ｐｃＤＮＡ３ｈｕＦｃγＲⅡ质粒通过脂质体转染法转染ＣＯＳ７细胞，并经Ｇ４１８筛选获得稳定表达ｈｕＦｃγＲⅡ的细胞克隆。采

用免疫荧光法和玫瑰花环试验检测ｈｕＦｃγＲⅡ的表达。结果：构建的ｐｃＤＮＡ３ｈｕＦｃγＲⅡ真核表达质粒经酶切鉴定与预期一

致，稳定转入ＣＯＳ７细胞后，经免疫荧光染色，约９０％的转染细胞可见荧光，而未转染的ＣＯＳ７对照细胞未见荧光。结论：成

功构建ｐｃＤＮＡ３ｈｕＦｃγＲⅡ真核表达质粒，建立了稳定表达ｈｕＦｃγＲⅡ的细胞系，为进一步研究奠定了基础。
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　　Ｆｃ受体广泛表达于免疫辅助细胞和效应细胞，介导免

疫细胞与抗原抗体复合物及其他细胞间的相互作用，触发

和调控机体多种免疫学效应，包括诱导吞噬作用、免疫复合

物的清除、抗体依赖细胞毒作用、调控Ｂ细胞的增殖、抗体的

产生以及炎性因子的释放等，是机体体液免疫与细胞免疫间

关键的联系纽带，在机体免疫防御中起着极其关键的作

用［１６］。人类 有 ３ 种 不 同 的 Ｆｃγ 受 体，分 别 为 ＦｃγＲⅠ
（ＣＤ６４）、ＦｃγＲⅡ（ＣＤ３２）和ＦｃγＲⅢ（ＣＤ１６）。其中 ＦｃγＲⅡ
（ＣＤ３２）是ＩｇＧ的低亲和力受体，在生理条件下只能结合

ＩｇＧ复合物或多聚体，不能结合ＩｇＧ单体［７８］。已发现其有

ｈｕＦｃγＲⅡＡ、ｈｕＦｃγＲⅡＢ和ｈｕＦｃγＲⅡＣ共３种类型，其胞外区都

含有２个高度保守的Ｉｇ样结构域［９１０］。通过嵌和受体和定点

突变已鉴定出ＩｇＧ与ＦｃγＲⅡ的结合位点和关键氨基酸残

基［１１１２］，但对于ＦｃγＲⅡ上是否有ＩｇＧ的线性结合表位至今仍

不十分清楚。为此，本研究构建了人ＦｃγＲⅡ基因的真核表达

质粒，并转染ＣＯＳ７细胞，以建立稳定表达ＦｃγＲⅡ的细胞系，为

深入研究ＦｃγＲⅡ受体与配体的相互作用奠定基础。

１　材料和方法

１．１　质粒、菌种及主要试剂　ｐＭＤ１９Ｔ载体、限制酶ＥｃｏＲ

Ⅰ和ＸｈｏⅠ、Ｔ４ＤＮＡ连接酶（Ｐｒｏｍｅｇｅ公司）；ＸＧａｌ、ＩＰＴＧ、

Ｅ．ｃｏｌｉＪＭ１０９（ＴａＫａＲａ公司）；ｐｃＤＮＡ３真核表达载体（Ｉｎ

ｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）；ＡＥＣ（３ａｍｉｎｏ９ｅｔｈｙｌｃａｒｂａｚｏｌｅ）显色试剂盒

（中杉金桥公司）；ＵＮＩＱ１０柱式ＴＲＩｚｏｌ总ＲＮＡ抽提试剂盒

（上海生工生物工程技术有限公司）；脂质体ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ

２０００（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）；Ｇ４１８（Ａｍｒｅｓｃｏ公司）；鼠抗人ＣＤ３２
单克隆抗体和羊抗人ＩｇＧ（Ｓｅｒｏｔｅｃ公司）。

１．２　引物设计　参照ＧｅｎＢａｎｋ人ＦｃγＲⅡ的基因核苷酸序

列（ＮＭ＿０２１６４２）利用引物设计软件Ｐｒｉｍｅｒ５．０设计了两对

引物：上游引物（ｈｕＲ２Ａ１）５′ＣＡＣ ＡＧＴ ＧＣＴ ＧＧＧ ＡＴＧ

ＡＣＴＡＴＧＧＡＧ３′，下游引物（ｈｕＲ２Ａ２）５′ＧＡＣＣＡＣＡＴＧ

ＧＣＡＴＡＡ ＣＧＴ ＴＡＣＴＣ３′；上游引物 ＰＣＲ２１：５′ＡＴＡ

ＧＡＡＴＴＣＧＣＴＧＧＧＡＴＧＡＣＴＡＴＧＧＡＧ３′，下游引物

ＰＣＲ２２：５′ＧＧＧ ＣＴＣ ＧＡＧ ＣＡＴ ＡＡＣ ＧＴＴ ＡＣＴ ＣＴＴ

ＴＡＧ３′，均由大连宝生生物工程公司合成。为便于后续工

作，在后面一对的表达引物中引入ＥｃｏＲⅠ、ＸｈｏⅠ酶切位点

（下划线所示）。

１．３　总ＲＮＡ的提取及ＲＴＰＣＲ　参照文献［１３１４］中采用红

细胞裂解法分离牛外周血白细胞的方法，从新鲜抗凝人血中

分离人白细胞。用ＵＮＩＱ１０柱式ＴＲＩｚｏｌ总ＲＮＡ抽提试剂

盒提取总ＲＮＡ，将分离的总ＲＮＡ按照ＴａＫａＲａ３′ＦｕｌｌＲａｃｅ
试剂盒说明合成ｃＤＮＡ。逆转录体系为３０μｌ：总 ＲＮＡ （约

１．５μｇ）４μｌ，Ｏｌｉｇｏｄ（Ｔ）１８（５０ｐｍｏｌ／μｌ）３μｌ，５×ＭＭＬＶ

Ｂｕｆｆｅｒ６μｌ，ｄＮＴＰＭｉｘｔｕｒｅ（１０ｍｍｏｌ／Ｌｅａｃｈ）３μｌ，ＲＮａｓｅＩｎ

ｈｉｂｉｔｏｒ（４０ｕ／μｌ）０．７５μｌ，ＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ ＭＭＬＶ
（ＲＮａｓｅＨ，２００ｕ／μｌ）０．７５μｌ，ＲＮａｓｅｆｒｅｅＷａｔｅｒ１２．５μｌ。将
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上述反应液混合后在ＰＣＲ仪中按下面程序进行逆转录反

应：４２℃ ６０ｍｉｎ，７２℃ １５ｍｉｎ。以上述ｃＤＮＡ 为模板，以

ｈｕＲ２Ａ１、ｈｕＲ２Ａ２ 为 引 物，用 ＴａＫａＲａＬＡ Ｔａｑ 酶 扩 增

ｈｕＦｃγＲⅡ全长，ＰＣＲ反应体系为２５μｌ：ｃＤＮＡ４μｌ，ＴａＫａＲａ

ＬＡＴａｑ酶０．２５μｌ，１０×ＬＡｂｕｆｆｅｒ２．５μｌ，ｄＮＴＰ（２．５ｍｍｏｌ／

Ｌｅａｃｈ）２μｌ，ｈｕＲ２Ａ１（２０ｐｍｏｌ／μｌ）１μｌ，ｈｕＲ２Ａ２（２０ｐｍｏｌ／

μｌ）１μｌ，Ｈ２Ｏ１４．２５μｌ。ＰＣＲ条件为９４℃３ｍｉｎ１个循环；

９４℃３０ｓ，５５℃３０ｓ，７２℃２ｍｉｎ，共３５个循环；７２℃１０ｍｉｎ。

将ＰＣＲ产物经１％琼脂糖凝胶电泳鉴定，并回收目的片段。

１．４　目的基因的克隆及测序　将回收、纯化的目的基因片

段与ｐＭＤ１９Ｔ载体于１６℃连接过夜，次日转化到ＪＭ１０９感

受态细胞中，提取质粒进行酶切鉴定和序列测定。

１．５　重组表达载体的构建及鉴定　以克隆到Ｔ载体上的阳

性质 粒 为 模 板，以 引 物 ＰＣＲ２１ 和 ＰＣＲ２２，用 ＴａＫａＲａ

ＰｒｅｍｉｘＴａｑ扩增ｈｕＦｃγＲⅡ编码区（ＯＲＦ）全长ｃＤＮＡ（含信

号肽序列），ＰＣＲ反应体系为５０μｌ：ＰｒｅｍｉｘＴａｑ２５μｌ，模板

ＤＮＡ２μｌ，ＰＣＲ２１２μｌ，ＰＣＲ２２２μｌ，Ｈ２Ｏ１９μｌ。ＰＣＲ条件

为９４℃３ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，５５℃３０ｓ，７２℃１ｍｉｎ，共３５个循

环；７２℃１０ｍｉｎ。将ＰＣＲ产物经１％琼脂糖凝胶电泳鉴定，

并回收目的片段。经ＥｃｏＲⅠ和ＮｏｔⅠ双酶切后，插入表达载

体ｐｃＤＮＡ３相应酶切位点，重组体 ｐｃＤＮＡ３转化 Ｅ．ｃｏｌｉ

ＪＭ１０９感受态细胞，并以含５０μｇ／ｍｌ氨苄青霉素的营养琼

脂平板培养。挑取单克隆菌落提取质粒进行酶切鉴定，命名

为ｐｃＤＮＡ３ｈｕＦｃγＲⅡ。

１．６　细胞转染

１．６．１　质粒制备　用 Ｑｉａｇｅｎ质粒提取试剂盒提取纯化真

核表达质粒ｐｃＤＮＡ３ｈｕＦｃγＲⅡ，以ＢｇｌⅡ消化质粒，经１％
琼脂糖凝胶电泳鉴定，并回收目的片段。以核酸蛋白分析仪

（Ｂｅｃｋｍａｎ公司）测定 ＤＮＡ 含量。线性化表达质粒用于

ｈｕＦｃγＲⅡ的稳定表达。

１．６．２　细胞转染与筛选　利用脂质体 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ

２０００转染试剂以线性化ｐｃＤＮＡ３ｈｕＦｃγＲⅡ质粒转染ＣＯＳ７
细胞。转染４８ｈ后，消化转染细胞，以２０ｍｌ含４００μｇ／ｍｌ

Ｇ４１８的ＤＭＥＭ／１０完全培养基重悬细胞，然后转至９６孔培

养板，每孔２００μｌ，置３７℃５０ｍｌ／ＬＣＯ２培养箱中培养，每

３～４ｄ换液１次。转染后７～１０ｄ，待细胞克隆长至１／４～
１／２孔时，消化细胞克隆，将细胞转至另一９６孔培养板扩大

培养，待长成细胞单层后，以免疫荧光检测ｈｕＦｃγＲⅡ的表

达，保留原９６孔板细胞继续培养。

１．６．３　转染细胞的克隆　以有限稀释法对阳性转染细胞克

隆进行连续３次克隆化，建立稳定表达ｈｕＦｃγＲⅡ的细胞株。

将免疫荧光检测阳性的细胞克隆转入２４孔培养板中扩大培

养，用含２００μｇ／ｍｌＧ４１８的ＤＭＥＭ／１０选择培养基稀释细

胞至５～１０ｃｅｌｌｓ／ｍｌ，接种９６孔细胞培养板，每孔２００μｌ，

３７℃５０ｍｌ／ＬＣＯ２培养箱中培养１０～１５ｄ，以免疫荧光检测

ｈｕＦｃγＲⅡ的表达。对ｈｕＦｃγＲⅡ阳性细胞克隆进行２次和３
次克隆化，使其克隆孔免疫荧光阳性率达８５％以上，并在液

氮中冻存克隆细胞。

１．７　免疫荧光检测　将转染ｐｃＤＮＡ３ｈｕＦｃγＲⅡ的ＣＯＳ７

ｈｕＦｃγＲⅡ细胞以１×１０５／孔种植在９６孔板中，同时以未转

染ｐｃＤＮＡ３ｈｕＦｃγＲⅡ的ＣＯＳ７细胞作为对照，２４ｈ细胞贴

壁后用ＰＢＳ缓冲液冲洗３次，封闭液（０．００２ｇ／ｍｌ明胶）封闭

３０ｍｉｎ，以鼠抗人ＣＤ３２单克隆抗体（２０μｇ／ｍｌ）为一抗４℃孵

育１ｈ，用ＰＢＳ轻柔漂洗６次；以ＦＩＴＣ标记的羊抗鼠ＩｇＧ为

二抗，避光孵育１ｈ，ＰＢＳ缓冲液冲洗后，用激光扫描共聚焦

显微镜观察ｈｕＦｃγＲⅡ在细胞上的表达情况。

１．８　玫瑰花环试验　参照文献［１４１５］，以玫瑰花环试验检测

ｈｕＦｃγＲⅡ在ＣＯＳ７转染细胞表面与其配体人ＩｇＧ的结合。绵

羊红细胞（ＳＲＢＣ）经鞣酸处理后用ＰＢＳ配成５０ｍｌ／Ｌ的红细

胞悬液，取１ｍｌ鞣酸处理的ＳＲＢＣ与等体积的２００μｇ／ｍｌ的人

ＩｇＧ混合，在室温条件下混合孵育４５ｍｉｎ，用ＰＢＳ漂洗３次，最

终配成１０ｍｌ／Ｌ的人ＩｇＧＳＲＢＣ。在９６孔板中培养ｈｕＦｃγＲⅡ
转染细胞，待细胞长成单层，以预温的无血清ＤＭＥＭ／０培养

基（３７℃）漂洗细胞，加入ＤＭＥＭ／０培养基，每孔２００μｌ，３７℃
孵育２ｈ，以洗脱结合在细胞表面的牛ＩｇＧ；将１０ｍｌ／Ｌ人ＩｇＧ

ＳＲＢＣ悬液缓慢加到细胞单层，每孔５０μｌ；３７℃孵育１０ｍｉｎ，

室温静置３５ｍｉｎ；用ＰＢＳ轻柔漂洗６次；用甲醇 （含３ｍｌ／Ｌ

Ｈ２Ｏ２）室温固定细胞１０ｍｉｎ，ＰＢＳ漂洗３次；每孔加ＰＢＳ１００

μｌ，在显微镜下观察细胞表面形成的玫瑰花环。在细胞单层加

入１０μｇ／ｍｌＨＲＰ标记的羊抗人ＩｇＧ抗体，每孔５０μｌ，３７℃孵

育３０ｍｉｎ；用ＰＢＳＴ充分洗涤，以ＡＥＣ染色试剂盒染色；用显

微镜观察玫瑰花环中ＳＲＢＣ的显色。

２　结　果

２．１　ＲＴＰＣＲ结果　如图１所示，ＲＴＰＣＲ产物经琼脂糖凝

胶电泳检测，可以看到大小为９８７ｂｐ左右的条带，与预期大

小相符。

图１　人ＦｃγＲⅡＰＣＲ产物的琼脂糖凝胶电泳结果

Ｍ：ＤＬ２０００ｍａｒｋｅｒ；１：ＨｕｍａｎＦｃγＲⅡ （９８７ｂｐ）

２．２　真核表达质粒ｐｃＤＮＡ３ｈｕＦｃγＲⅡ的构建　以克隆到

Ｔ载体上的阳性质粒为模板，用引物ＰＣＲ２１和ＰＣＲ２２，扩

增ｈｕＦｃγＲⅡ编码区（ＯＲＦ）全长９７１ｂｐｃＤＮＡ（含信号肽）序

列，亚克隆到ｐｃＤＮＡ３的巨细胞病毒启动子（Ｐｃｍｖ）下游，经

ＰＣＲ鉴定及ＥｃｏＲⅠ和ＸｈｏⅠ双酶切鉴定，成功构建了真核

表达质粒ｐｃＤＮＡ３ｈｕＦｃγＲⅡ，鉴定结果见图２，与预期一致。

２．３　稳定表达ｈｕＦｃγＲⅡ转染细胞株的建立　以线性化表

达质粒ｐｃＤＮＡ３ｈｕＦｃγＲⅡ转染ＣＯＳ７细胞，经Ｇ４１８选择性

培养、免疫荧光检测和连续克隆化，建立了稳定表达ｈｕＦｃγＲ
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Ⅱ的转染细胞株，约９０％的转染细胞可见荧光（图３Ａ）；而

未转染的ＣＯＳ７对照细胞未看到荧光（图３Ｂ），表明ｈｕＦｃγＲ

Ⅱ受体分子有效表达于转染细胞表面。

图２　真核表达质粒ｐｃＤＮＡ３ｈｕＦｃγＲⅡ的ＰＣＲ和酶切鉴定

Ｍ１：λＨｉｎｄⅢ ｄｉｇｅｓｔ Ｍａｒｋｅｒ；１：Ｔｈｅｐｒｏｄｕｃｔｓｆｒｏｍ ｐｃＤＮＡ３

ｈｕＦｃγＲⅡ ｄｉｇｅｓｔｅｄｂｙＥｃｏＲⅠａｎｄＸｈｏⅠ；２：ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｗｉｔｈ

ＰＣＲ２１ａｎｄＰＣＲ２２（９７１ｂｐ）；Ｍ２：ＤＬ２０００ｍａｒｋｅｒ

图３　稳定转染ｐｃＤＮＡ３ｈｕＦｃγＲⅡ细胞的免疫荧光检测

Ａ：ＣＯＳ７ｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｐｃＤＮＡ３ｈｕＦｃγＲⅡ；Ｂ：Ｕｎｔｒａｎｓｆｅｃｔ

ｅｄＣＯＳ７ｃｅｌｌｓ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

２．４　ｈｕＦｃγＲⅡ在ＣＯＳ７转染细胞表面与其配体的结合　表

达ｈｕＦｃγＲⅡ受体分子的转染细胞，以人ＩｇＧＳＲＢＣ进行玫

瑰花环试验，在转染细胞周围形成明显的玫瑰花环（图４Ａ），

而未转染的ＣＯＳ７对照细胞不结合人ＩｇＧＳＲＢＣ没有玫瑰花

环的形成（图４Ｂ），表明表达于转染细胞表面的ｈｕＦｃγＲⅡ受

体分子能与人ＩｇＧ特异结合。

图４　ｈｕＦｃγＲⅡ转染细胞的玫瑰花环试验

Ａ：ＣＯＳ７ｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｐｃＤＮＡ３ｈｕＦｃγＲⅡ；Ｂ：Ｕｎｔｒａｎｓｆｅｃｔ

ｅｄＣＯＳ７ｃｅｌｌｓ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

３　讨　论

　　将基因克隆到真核表达载体，并转入到该基因的宿主细

胞中，从而观察宿主细胞的变化是研究基因功能的一种有效

方法。Ｓｔｅｎｇｅｌｉｎ等［１６］在克隆鉴定 ｈｕＦｃγＲⅡ 分子时，将

ｈｕＦｃγＲⅡｃＤＮＡ克隆入表达载体，通过转染ＣＯＳ细胞，在细

胞表面成功瞬时表达了ｈｕＦｃγＲⅡ。然而ｈｕＦｃγＲⅡ的瞬时

表达受许多因素影响，如质粒纯度、细胞活性和转染效率等，

不仅表达受体分子的细胞比例较少，而且每次细胞转染的效

率也有较大差别，即使是同批转染，不同转染孔细胞的玫瑰

花环形成率也不一致，难以形成均一、稳定的受体功能检测

平台。

　　本研究通过分离人白细胞，提取其总ＲＮＡ然后逆转录

为ｃＤＮＡ，以ｃＤＮＡ为模板通过ＰＣＲ的方法获得了人ＦｃγＲ

ⅡｃＤＮＡ编码区，并成功地将其插入ｐｃＤＮＡ３载体的Ｐｃｍｖ
启动子下游，构建了ｐｃＤＮＡ３ｈｕＦｃγＲⅡ的真核表达载体。

经酶切和 ＰＣＲ 鉴定后，通过脂质体介导，将 ｐｃＤＮＡ３

ｈｕＦｃγＲⅡ重组载体转染ＣＯＳ７细胞，经Ｇ４１８筛选建立了稳

定转染细胞系。为鉴定该细胞系是否能正确表达目的蛋白，

本研究以未转染ｐｃＤＮＡ３ｈｕＦｃγＲⅡ的 ＣＯＳ７细胞作为对

照，应用免疫荧光技术检测到ＦｃγＲⅡ基因在ＣＯＳ７细胞中

能有效表达。进一步的玫瑰花环试验表明表达于转染细胞

表面的ｈｕＦｃγＲⅡ受体分子与其配体人ＩｇＧ有良好的结合活

性，可以用于后续生物学活性的研究，并且为以后ＦｃγＲⅡ线

性配体结合表位的鉴定提供了良好的技术平台。
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