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摘要:将 moFcγRⅢ、γ链编码区 cDNA 分别亚克隆到真核表达载体 pcDNA3的巨细胞病毒启动

子下游 ,构建了重组表达质粒 pc3moRⅢ 、pc3moγ;用 PvuⅠ线性化重组质粒 ,以线性化重组质粒共

转染 COS-7细胞 ,用玫瑰花环试验检测 moFcγRⅢ在转染细胞表面的表达 ,通过 G418 抗性筛选和

单细胞克隆 , 在转染细胞表面稳定表达了 moFcγR Ⅲ受体分子 。稳定转染细胞系的建立和

moFcγRⅢ受体分子基因的表达 ,为进一步研究 moFcγRⅢ的功能提供了基础 。
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Abstract:The cDNA for the complete encoding region of moFcγRⅢ and γ-chain w ere separately

cloned into the mammalian expression vector pcDNA3 to const ruct expressing plasmids , pc3moR
Ⅲand pc3moγ.COS-7 cells w ere co t ransfected w ith the linear expressing plasmids , selected by
G418 and detected by ro set te assay fo r the expression of moFcγRⅢ .The establishment of the

stably-transfected cell line expressing target gene provides a basis fo r further studie s on the func-
tion o f the moFcγRⅢ gene.
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　　Fc受体是一类重要的免疫细胞表面分子 ,特异

地亲和抗体的 Fc 区域
[ 1]

。它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

的清除 、抗体依赖细胞毒作用 、调控 B细胞的增殖

和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
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御中起着极其关键的作用[ 1-6] 。小鼠 IgG 受体分为

4 类:FcγR Ⅰ(CD64)、FcγR Ⅱ(CD32)、FcγR Ⅲ

(CD16)和 FcγRⅣ。FcγRⅢ是高度糖基化膜蛋白 ,

其分子量为 50 ～ 80 kD ,在巨噬细胞 、嗜酸性粒细

胞 、嗜中性粒细胞和肥大细胞中均有表达 ,是唯一在

NK细胞表达的 Fc 受体 , FcγRⅢ在血液单核细胞

中未见表达 ,但由单核细胞分化的巨噬细胞和腹腔

巨噬细胞均表达 FcγRⅢ[ 7] 。moFcγR Ⅲ 胞外区含

有 2 个 Ig 样结构域 ,为中低亲和力 IgG 受体[ 8] 。

FcRγ链或 TCRζ链为 moFcγRⅢ在细胞表面表达

所必需 ,只有通过共转染 FcR γ链或 TCRζ链 ,才

能在细胞表面表达 FcγRⅢ。

本试验将 moFcγR Ⅲ、moFcR γ编码区 cDNA

克隆入真核表达载体 ,并在 COS-7细胞表面表达该

受体分子 ,通过抗性筛选和克隆化建立共转染稳定

表达 moFcγR Ⅲ的转染细胞株 ,以期为进一步研究

moFcγRⅢ与配体相互作用奠定基础 。

1　材料和方法

1.1　菌株 、载体 、细胞和主要试剂

E.coli JM109菌株(TaKaRa 公司);pcDNA3真

核表达载体(Invit rogen 公司);COS-7细胞由英国动

物健康研究院 Howard 教授惠赠;限制酶 EcoRⅠ、

XhoⅠ、HindⅢ和 T4 DNA连接酶(Promege公司);脂

质体 LipofectamineTM 2000(Invi trogen公司);羊抗

鼠 IgG和羊抗人 IgG(Serotec公司)。

1.2　mRNA的提取和 cDNA的合成

用 T rizol总 RNA 抽提试剂盒提取健康鼠外周

血单核细胞总 RNA ,用反转录酶将 mRNA 反转录

为 cDNA 。

1.3　鼠 FcγRⅢ 、γ链全长基因的扩增及克隆载体

的构建

根据鼠 FcγRⅢ 基因序列(NM 010188)、γ链

(NM 010185)基因序列 ,利用引物设计软件 Primer

5.0 分别各设计 1 对克隆引物:moR ⅢF:5′-TT-

GAA TGACTT TGGACACCCAGA TG-3′, moR Ⅲ

R: 5′-ATAGGATGGATGGGGTG TCACTTG T-

3′;moγF:5′-CCAGCGCACCCAGGATGAT , moγR:5′-

AGCACAGAGGTGACCAAGAGG-3′。 用 TaKaRa

Premix Taq 试剂盒从 cDNA中扩增出鼠FcγRⅢ、γ链

全长基因并构建到 T 载体中 ,经测序得到阳性克隆 。

1.4　重组表达载体的构建和鉴定

利用引物设计软件 Primer 5.0 分别设计 1 对

扩增引物 moR Ⅲ pc+:5′-CGAAAGCTTAGAATG-

GCTTTGGACACCCA -3′, moR Ⅲ pc-:5′-TATTC-

GAGGATGGGGTGTCACTTG-3′;moγpc +:5′-

CCAAAGCT TCCAGGATGATCTCAGC-3′, moγpc:

5′-TGAGAATTCTGCAGCCAAGCACGTC-3′, 引物

由 TaKaRa公司合成 。以 moFcγRⅢγ链全长质粒

为模板 , PCR 扩增获得 moFcγRⅢ 、γ链编码区产

物 。PCR反应条件为:94℃ 3min;94℃ 30 s , 55℃

30 s ,72℃ 1min ,共 35个循环;72℃ 10min。纯化后

的 PCR产物分别经 HindⅢ+XhoⅠ、HindⅢ+EcoRⅠ

双酶切后 , 克隆入 pcDNA3载体 ,然后转化大肠杆菌

JM109 ,挑取阳性克隆 ,经酶切鉴定与预期结果相符 ,

并命名为 pc3moRⅢ、pc3moγ。

1.5　细胞的转染与筛选

用 Qiagen质粒提取试剂盒提取纯化真核表达

质粒 pc3moRⅢ、pc3moγ。以 PvuⅠ消化该质粒 ,然

后通过 1%琼脂糖凝胶电泳鉴定 ,回收目的片段用

无菌水溶解 ,以核酸蛋白分析仪测定 DNA 含量。

利用脂质体 LipofectamineTM 2000 转染试剂以线

性化质粒 pc3moRⅢ 、pc3moγ共转染 COS-7细胞 ,

转染 48 h 后消化转染细胞 , 以含饲养细胞的

DMEM/10完全培养基重悬细胞 ,经细胞计数后稀

释到适合密度 ,然后转至 96 孔培养板 ,每孔 1个细

胞 ,置 37℃的 CO2 培养箱中培养 ,每 3 ～ 4 d 换液

1次。转后 7 ～ 10 d , 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 ,以玫瑰花环试验检测

moFcγRⅢ的表达 。

1.6　玫瑰花环试验

1.6.1　抗鸡红细胞高免血清的制备及纯化　采集

健康鸡抗凝外周血制备红细胞悬液。参照《动物生

物化学实验指导》免疫小鼠 ,每次免疫间隔 10 d ,第

4次免疫 2周后加强免疫 1次 ,第 5次免疫后第 5

周无菌采集 30mL 耳静脉血。首先用硫酸铵盐析

法粗提 ,然后再用 DEA E柱纯化 ,最后以 0.5%健康

鸡红细胞进行血球凝集试验 ,测定血凝效价。

1.6.2　鸡 RBC(红细胞)的致敏　在0.5 %的新鲜鸡

RBC悬液中加入半数凝集量的鼠 IgG ,温和混匀 ,在

4℃条件下孵育 2 h ,1 000r/min 离心 5min ,弃掉上清

液 ,用 PBS 洗涤 3 次 , 去除没有结合的 IgG;以

DMEM/0培养基重悬鼠 IgG致敏红细胞 ,制备 0.5%

IgG RBC悬液。

1.6.3　玫瑰花环试验　参照 Lund 等
[ 9]
和 Zhang

等
[ 1 0]
的玫瑰花环形成方法 ,以玫瑰花环试验检测

moFcγRⅢ在 COS-7转染细胞表面的表达情况。
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2　结果与分析

2.1　真核表达质粒 pc3moRⅢ 、pc3moγ的构建

以克隆到 T 载体上的阳性质粒为模板 ,分别用

moFcγR Ⅲ 、moγ-chain 真核引物扩增到 moFcγR

Ⅲ、moγ-chain编码区序列。将扩增产物分别插入

pcDNA3相应位点 , 经 PCR 及 Hind Ⅲ +Xho Ⅰ 、

Hind Ⅲ +EcoRⅠ双酶切鉴定 ,成功构建了真核表

达质粒 pc3moRⅢ、pc3moγ(图 1 、图 2)。

M1.λ-EcoT14 Ⅰ DNA Mark er;1.将 pc3moR Ⅲ 用
HindⅢ+XhoⅠ酶切的产物;2.用 moRⅢpc+/moRⅢpc-
扩增的 PCR产物;M2.DL2000 DNA Marker

图 1　真核表达质粒 pc3moRⅢ的鉴定图谱

M1.DL2000 DNA Marker;1.用 moγpc+/moγpc-
扩增的 PCR产物;2.将 pc3moγ用 H indⅢ +EcoR Ⅰ
酶切的产物;M2.λ-EcoT14Ⅰ DNA Marker

图 2　真核表达质粒 pc3moγ的鉴定图谱

2.2　稳定表达 moFcγRⅢ转染细胞株的建立

以线性化表达质粒 pc3moRⅢ 、pc3moγ共转染

COS-7细胞 , 经 G418抗性筛选 、玫瑰花环检测和

有限稀释克隆化 ,建立了稳定表达小鼠FcγRⅢ的转

染细胞株 ,图 3A所示 ,95%以上的转染细胞可看到

玫瑰花环 ,而没有转染的对照细胞未看到玫瑰花环

(图 3B),表明小鼠 FcγR Ⅲ受体分子有效表达于转

染细胞表面 。

A.转染 pc3m oRⅢ 、pc3m oγ的 COS-7细胞(200×);B.未转染的 COS-7细胞(200×)

图 3　pc3moRⅢ 、pc3moγ共转染细胞玫瑰花环试验结果

2.3　共转染细胞株 PCR鉴定

将共转染 pc3moRⅢ 、pc3moγ的 COS-7细胞于

细胞培养瓶中培养 ,待长至单层时消化 ,提取细胞

RNA ,反转录成 cDNA ,用 moRⅢpc+和 moRⅢpc-,

mγpc+和 mγpc-为引物 ,分别扩增到小鼠的 FcγRⅢ

与moγ-chain基因。如图 4所示 ,表明基因 FcγRⅢ与

moγ-chain已成功整合到 COS-7细胞中 。

3　讨论

研究基因功能一种十分有效的方法就是将外源

基因克隆到表达载体 , 然后转入到该基因相应的宿

M1.DL2000 DNA Marker;1.moγ-ch ain PCR 扩增产

物;2.m oFcγRⅢ PCR扩增产物

图 4　moFcγRⅢ、moγ chain共转染细胞的 PCR检测图谱
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主细胞 ,最终看外源基因的表达情况。FcγRⅢ在细

胞表面的表达需要 γ链这样的因子 , γ链不仅是免

疫细胞表面的一类细胞因子 ,而且它在信号转导方

面也具有相当重要的作用 ,主要是通过跨膜区来增

强受体与配体的亲和力 。试验中发现 ,当单独转染

线性的 pc3moRⅢ于 COS-7 细胞后 ,经玫瑰花环检

测只能见极少量的花环 ,表明鼠 FcγR Ⅲ在 COS-7

细胞表面能表达但表达量较少 ,且不能建立稳定的

表达鼠 FcγRⅢ的细胞系 ,分析原因或许是 COS-7

细胞表面有某种辅助表达因子 ,能辅助鼠FcγRⅢ的

表达 ,具体原因还不清楚 ,有待进一步去研究 。尽管

瞬时表达比起稳定表达更容易建立 ,但瞬时表达有

很多的弊端:比如转染效率不稳定 ,即便是同批次的

转染细胞 ,不同转染孔细胞的表达率也会不一样 ,很

难形成均一且稳定的检测平台 ,所以建立一个稳定

的表达 moFcγRⅢ的细胞系是很有必要的 。本试验

中 ,将 moFcγRⅢ及 moγ-chain cDNA分别亚克隆到

表达载体 pcDNA3 ,然后共转染 COS-7 细胞 , 经抗

性筛选 、玫瑰花环检测和共转染细胞株 PCR鉴定 ,

最终获 得了 克隆 化的 共转 染 moFcγR Ⅲ 和

moγ-chain的细胞株 ,并在 COS-7 细胞表面稳定表

达了鼠FcγRⅢ的分子 ,经检测玫瑰花环形成率达到

95%左右 ,不仅表达量比较高 ,且传代过程中基本保

持稳定 ,形成了均一 、稳定的细胞表达体系 ,为进一

步研究鼠 FcγRⅢ与其配体的相互作用提供了良好

的技术平台。
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