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摘要:从牛肺巨噬细胞 cDNA文库中扩增编码牛 IgG Fc受体 Ⅱ(boFcγRⅡ)胞外区基因 ,PCR产物

经 EcoR Ⅰ和 Hind Ⅲ双酶切后 ,插入原核表达载体 pET28a的 T7启动子下游 ,构建重组表达质粒

pETboRⅡ。以 pETboRⅡ转化大肠杆菌 BL21(DE3), IPTG 诱导表达。SDS-PAGE 分析诱导表

达菌体可见分子量约为 27kDa的蛋白条带 ,该表达蛋白在细胞质中主要以不溶性包涵体形式存

在。Western blotting 和Dot blot检测表明 ,boFcγRⅡ重组蛋白在变性条件下可与牛 IgG 特异结合 ,

提示牛 FcγRⅡ胞外区可能存在 IgG线性结合表位。
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Abstract:The DNA fragment encoding the ext racellular domain of bovine IgG Fc receptor type Ⅱ

(boFcγRⅡ , CD32)was amplified from the cDNA library of bovine alv colar macrophage.The PCR

product digested by EcoR Ⅰ and Hind Ⅲ was inserted into an expression vecto r of pET28a under the

control of T promo ter , and the recombinant plasmid designated as pETboRⅡ.Sodium doecy l sulfate

(SDS)-poly acrylamide gel electrophoresis (PAGE)analysis show ed that E .coli BL21(DE3)trans-

formed with pETboRⅡ expressed a recombinant protein of approximate 27kDa.The protein predomi-

nantly existed as inclusion bodies in the cytoplasm.It was show n that the denatured pro tein of boFcγR

Ⅱ was able to bind bovine IgG specifically as analyzed by w estern blo tting and do t-blot , suggesting

that there be linear epitopes on the protein responsible for binding of bovine IgG .
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　　Fc受体(Fc receptor , FcR)是表达于多种细胞

表面的免疫球蛋白(Ig)Fc段的特异性受体 ,属于 Ig

基因超家族成员 。Fc 受体通过与 Ig Fc区域的结

合 ,参与 Ig 介导的生理功能或病理损伤过程 ,它不

仅赋于免疫细胞杀伤病毒与细菌 、清除免疫复合物 、

溶解癌变细胞的能力 ,而且参与免疫反应的启动与
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调节 ,在免疫防御中发挥非常重要的作用[ 1] 。

目前 ,有关人和哺乳动物 IgG Fc受体研究得较

为透彻 , 主要包括 3 种类型:即 FcγR Ⅰ(CD64)、

FcγRⅡ(CD32)、FcγR Ⅲ (CD16),其胞外区具有相

似的 Ig 样结构域 ,但胞内区以及对 Ig 的亲和力存

在明显差异。FcγR Ⅰ胞外区有 3 个 C2结构域 ,是

高亲合力受体 ,主要与人 IgG1和 IgG3 单体结合 ,与

人 IgG4结合的亲合力明显降低 ,与 IgG2 则无结合

能力。FcγRⅡ和 FcγR Ⅲ胞外区均含 2 个 C2 结构

域 ,二者均为低亲和力受体 , FcγR Ⅱ与 IgG1 、IgG3

及 IgG4单体低亲和力结合 , FcγRⅢ则与人 IgG1 和

IgG3 结合 。

牛 IgG 与人和鼠差别较大 ,仅有 IgG1 和 IgG2 2

个亚型 。目前已克隆的牛 IgG Fc受体有 FcγRⅠ 、

FcγRⅡ、FcγRⅢ和 Fcγ2R ,其中 ,牛Fcγ2R是一类新

型的 IgG Fc受体 ,与人 FcαR同源 。受体单基因转

染COS7细胞的玫瑰花环形成试验证明 ,牛 FcγRⅡ

和Fcγ2R分别对牛 IgG1 和 IgG2 具有特异的亲和

力[ 2 , 3] 。

为深入了解牛 FcγRⅡ (boFcγRⅡ)的生物学特

性 、结构及其免疫调节机制 ,试验克隆和表达了牛

FcγRⅡ胞外区的结构基因 ,对表达产物进行了初步

纯化 ,并鉴定了其与牛 IgG 的特异性结合 ,为进一

步研究 boFcγRⅡ结构与功能奠定基础 。

1　材料与方法

1.1　材料

1.1.1 　牛肺巨噬细胞 cDNA 文库 　由张改平构

建[ 3] 。

1.1.2　菌株和质粒　大肠杆菌 JM109购自大连宝

生物工程有限公司 ,表达载体 pET28a 为美国 No-

vagen公司产品。

1.1.3　牛 IgG 　牛 IgG 分离自健康奶牛血清 ,由河

南省动物免疫学重点实验室制备;采用改良过碘酸

钠法以辣根过氧化物酶(HRP)标记牛 IgG[ 4] 。

1.2　方法

1.2.1　PCR引物的设计及合成　参照张改平等[ 2]

发表的 boFcγR Ⅱ基因序列(Genbank 登录号

X75671),利用 Primer 5.0设计 1对PCR引物 ,上游

引物为 5′-ACGCGAAT TCAAACC-TGATCTCC-

CA -3′, 下游引物为 5′-ACAGAAGCTTCG-

CAACAATAGCCACT ,分别含有 EcoR Ⅰ和 Hind Ⅲ

酶切位点 。

1.2.2　PCR扩增　在 50 μl反应体系中 ,加 cDNA

文库 1μl , dNTP 至终浓度为 0.2mmol/L , MgCl2 为

2.5 mmol/ L ,上下游引物各 0.2 μmol/L , Taq酶1.5

U (大连宝生物工程有限公司产品)。反应条件为

94 ℃变性2 min ,59 ℃退火 1 min ,68 ℃延伸 2 min ,

30个循环后 ,68 ℃温育 7 min ,以 1%琼脂糖凝胶电

泳检查 。

1.2.3　BoFcγRⅡ重组表达载体的构建　以 EcoR

Ⅰ/Hind Ⅲ双酶切后 ,用 DNA 回收试剂盒(北京赛

百盛生物工程公司产品)回收 PCR产物 ,方法参照

试剂盒操作手册 。用 T4 DNA连接酶(Promega)将

boFcγRⅡ胞外区基因与经 EcoRⅠ/Hind Ⅲ双酶切

的 pET28a载体连接 ,插入片段与 N 端 His-tag 序

列融合 ,转化大肠杆菌(E .coli)JM 109 感受态细

胞 ,在卡那霉素(Kan)营养琼脂平板上进行选择性

培养 。挑取转化菌落 ,提取重组质粒 ,以 EcoR Ⅰ +

Hind Ⅲ酶切鉴定 ,构建重组表达质粒 pETboRⅡ。

1.2.4　DNA 序列测定　由大连宝生物工程公司测

定 。

1.2.5　BoFcγRⅡ在大肠杆菌中的表达　以重组表

达质粒 pETboRⅡ转化 E .coli BL21(DE3),挑取单

菌落培养至对数生长期(OD600 =1.0),加异丙基硫

代半乳糖苷(IPTG)至终浓度 1mmol/L ,37℃诱导表

达 ,分别在不同表达时间取表达菌体进行 SDS -

PAGE检查。

1.2.6　SDS-PAGE和蛋白免疫印迹　以 SDS-

PAGE 和蛋白免疫印迹(Western blotting)分析

boFcγRⅡ在诱导表达菌体中的表达 。制备 5%积层

胶和 12%分离胶 ,在样品中加入等量 2×SDS上样

缓冲液(pH 为 6.8 的 0.1 mmol/ L 的 Tris -HCl、

1%SDS 、20%甘油 、0.05%溴酚蓝和 10%β -ME),

煮沸 5min 后上样 ,先以 5V/cm 电泳 ,待溴酚蓝指

示剂进入分离胶后 ,调电压至 10V/cm 。电泳结束

后 ,取下分离胶以 0.25%考马斯亮蓝 R250染色液

RT 染色 4h 以上 ,加脱色液(45%甲醇 、10%冰乙

酸)RT 脱色至背景透亮。

Western blot ting 分析时 ,在 4℃以 50mA 电流

将 SDS-PAGE电泳分离的蛋白带电转到 PVDF 蛋

白印迹膜(polyviny lidene f luoride , Roche), 5%鸡血

清 RT 封闭 2h ,以 Tris 洗涤缓冲液(1.5 mmol/L

NaCl、pH 为 7.4 的 10 mmol/L 的 Tris -HCl、

0.02% Tween20 , TBS)充分洗涤 , 加 0.5 μg/ml

HRP 标记牛 IgG , RT 作用 2h , TBS 充分洗涤后 ,以

AEC试剂盒(郑州华美生物工程公司产品)进行显

色 ,用水冲洗中止显色反应 。
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1.2.7　斑点杂交分析(Dot blot)　以 6 mol/L 盐酸

胍溶解含表达蛋白的包涵体 ,测定其蛋白浓度 。以

大肠杆菌表达的 IBDV VP3重组蛋白为阴性对照 ,

将不同稀释度的样品点于 AE99硝酸纤维素膜(德

国S&S公司)上(1μl/点), 37℃干燥 20 min ,用 5%

(v/v)鸡血清封闭 2h , 加 0.5 μg/ml HRP 标记牛

IgG RT 孵育 2h ,同上进行洗涤和显色 。

2　结果

2.1　BoFcγRⅡ胞外区基因的 PCR扩增

从牛肺巨噬细胞 cDNA 文库扩增到约 600bp的

DNA条带 , 其大小与预期一致(图 1)。

1.DL2000 DNA marker;2.FcγRⅡ基因扩增产物(614bp)

图 1　BoFcγRⅡ胞外区基因的扩增

2.2　重组表达质粒 pETboRⅡ的构建

BoFcγRⅡ胞外区基因经酶切后 ,克隆入原核表

达载体 pET28a的 EcoRⅠ/Hind Ⅲ位点 ,构建重组

表达质粒 pETboRⅡ ,表达 236aa 的重组蛋白 ,分子

量约为27.5 kDa 。以 EcoRⅠ+Hind Ⅲ酶切鉴定重

组质粒 ,结果切出 600 bp的 DNA 片段(图 2),序列

测定表明插入 DNA 片段为 boFcγRⅡ胞外区基因 ,

其序列与文献 [ 3] 报道一致 , 核苷酸未发生突

变 。

1.DL2000 DNA marker;2.pETboRⅡ/ Ecor Ⅰ +Hind Ⅲ双酶

切产物(5 369bp , 614bp);3.λDNA/ Hind Ⅲ DNA marker

图 2　重组质粒 pETboRⅡ的酶切鉴定

2.3　BoFcγRⅡ胞外区基因的诱导表达

用表达质粒 pETboR Ⅱ转化 E .coli BL21

(DE3),1mmol/L IPTG诱导重组蛋白表达 ,含表达

载体 pET28a的菌体为阴性对照。以 SDS -PAGE

分析表达产物 ,结果可见含 pETboRⅡ的诱导菌体

大量表达约 28 kDa的重组蛋白 ,与理论预测结果一

致 ,其表达量在诱导后 7 h达到峰值;而未诱导菌体

以及诱导的 pET28a对照菌体均未见明显的蛋白条

带(图 3)。裂解诱导表达菌体 ,对表达蛋白进一步

分析 ,结果大部分表达蛋白存在于裂解菌体的不溶

性沉淀中;而在可溶性裂解菌体溶液中的含量很少 ,

表明表达蛋白在菌体内主要以不溶性包涵体形式存

在(图 3)。

M :宽范围蛋白分子标尺;1.pET28a转化 E.coliBL21(DE3)

诱导产物;2.pETboRⅡ转化 E .col iBL21(DE3)诱导产物;

3.pET boRⅡ转化 E .coliBL21(DE3)诱导 2h;4.pE TboRⅡ转

化 E .coliBL21(DE3)诱导 3h;5.pETboRⅡ转化 E .col iBL21

(DE3)诱导 7h;6.表达产物不溶成分;7.表达产物可溶成分

图 3　BoFcγRⅡ胞外区基因的诱导表达

2.4　BoFcγRⅡ重组蛋白特异亲和牛 IgG

Western blotting 和 Dot blot结果显示 ,与 HRP

标记牛 IgG反应后 ,表达蛋白呈现明显显色 ,而 IB-

DV VP3等无关蛋白未见显色 ,表明表达蛋白与牛

IgG特异结合 ,为 boFcγR Ⅱ胞外区重组蛋白(图 4 、

图 5)。重组蛋白在变性条件下仍具有亲和牛 IgG Fc

A:12%SDS-PAGE;B:Western blott ing

M :宽范围蛋白分子标尺;1.pET28a转化 E.coliBL21(DE3)

诱导产物;2.pETboRⅡ转化 E.coliBL21(DE3)未诱导产物;

3.pE TboR Ⅱ转化 E .coliBL21(DE3)未诱导产物

图 4　表达蛋白的Western blotting分析
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A:BoFcγRⅡ;B:阴性对照

图 5　表达产物的斑点杂交分析

的活性 ,提示 boFcγRⅡ胞外区存在 IgG 结合的线性

表位 。

3　讨论

FcγRⅡ (CD32)的分子量为 40 kDa ,对单体

IgG 的亲和力极低 ,并倾向于同 IgG复合物相结合 。

根据 DNA序列和功能不同 ,人的 FcγRⅡ分 3 种形

式:FcγRⅡA 、FcγRⅡB 和 FcγR ⅡC ,其区别主要存

在于胞浆区 。FcγRⅡA 胞浆区含有受体激活结构

域(immunorecepto r ty rosine-based activation mot if ,

ITAM),为激活型 FcγR;FcγRⅡB 则含有抑制结构

域(immunorecepto r tyrosine-based inhibito ry mot if ,

ITIM),是唯一的抑制型 FcγR;牛 FcγRⅡ主要由 Ig

样胞外区 、穿膜区和胞浆区 3个部分构成 ,其胞外区

的 2个 Ig样结构域决定了其本身与配体的亲和力 ,

靠近膜的环状结构是与 IgG Fc 段结合的主要部

位
[ 5 ～ 7]

。玫瑰花环试验已经证明牛 FcγR Ⅱ与牛

IgG1特异结合 ,而不亲和牛 IgG2
[ 2] 。试验将编码

198 aa的牛 FcγRⅡA胞外区(含 17aa穿膜区)基因

片段克隆于原核载体 pET28a ,成功表达了牛 FcγR

ⅡA 胞外区 ,并证明该重组蛋白在变性条件下也可

与牛 IgG Fc区域特异结合 ,提示牛 FcγRⅡ胞外区

存在牛 IgG Fc 的线性结合表位 , 为进一步研究

FcγRⅡ与 IgG的相互作用奠定基础。
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3　结论与讨论

1)供试 7种生物农药对黄瓜霜霉病的防治均

有一定效果。以 3%克菌康可湿性粉剂 、帕克素 、

6%农用抗生素 120水剂 、10%农用抗生素 120可湿

性粉剂防效较好;3%多氧霉素可湿性粉剂 、0.05%

大蒜素浓乳剂 、2 亿活孢子/g 特立克可湿性粉剂 3

种药剂的高剂量防效亦可 。建议使用浓度为:3%克

菌康可湿性粉剂 500 ～ 700 倍液 、帕克素 100 ～ 200

倍液 、6%农用抗生素 120 水剂 750 ～ 1 000 倍液 、

10%农用抗生素 120 可湿性粉剂 1 500 ～ 2 000 倍

液 、3%多氧霉素可湿性粉剂 400 倍液 、0.05%大蒜

素浓乳剂 100 倍液 、2亿活孢子/g 特立克可湿性粉

剂 400 ～ 500倍液。

2)供试 7种生物农药对黄瓜安全性好 ,无任何

药害。

3)药后 8d 与 5d 相比 ,防效略有下降 ,这可能

与生物农药药效持效期较短有关 。

4)生物杀菌剂的杀菌谱 ,品种之间可能有差

异 ,因此 ,供试药剂有些品种对霜霉菌效果相对稍

差 ,可能对灰霉类病菌 、晚疫类病菌效果较好 ,这一

问题将另作专题进行试验研究。
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