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摘要:将牛 IgG Fc 受体γRⅡ的跨膜区序列嵌合入鸡 Igλ轻链基因中 ,并将鸡 Igλ轻链信号肽与

Pegfp - C1载体的绿色荧光蛋白 N 端融合产生带有信号肽的中间载体 Pegfp - C1 - SP。鸡 Igλ轻

链基因嵌合分子定向克隆入载体的多克隆位点 ,构建了带有信号肽的鸡 Igλ轻链 /GFP 融合蛋白

真核表达载体。转染 COS7细胞后 ,荧光显微镜观察 ,重组鸡 Igλ轻链 /GFP 蛋白在 COS7 细胞膜

及膜周围有明显表达 ,而载体 pEGFP - C1转染的 COS7细胞 GFP 则分布在细胞及细胞核 。结果

表明 ,牛 IgG Fc 受体γRⅡ的跨膜区能介导融合蛋白在细胞膜上的表达 。
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Abstract:Recombinant DNA encoding chimeric protein incorporating transmembrane region of

bovine IgG Fc recepto r γRⅡ (bFcRγRⅡ) and chicken Igλlig ht chain w as gene rated. pEGFP -

C1 - SP , the vector wi th signal sequence w as then crea ted by fusing signal peptide of chicken Igλ

to GFP N terminus. Cloned amplican w as ext racted using double rest rict ion si tes fo r cloning into

modif ied pEGFP - C1 - SP plasmid. DNA sequencing demonst rated that cloned amplican w as in-

serted in f rame and provided the desired coding sequence. Mammalian expre ssion vecto r pEGFP -

C1 - SP -λR2T was successful ly const ructed. Expression o f GFP fusion protein w as located prin-

cipally on the plasma membrane in COS7 cel ls t ransfected w ith pEGFP - C1 - SP -λR2T vecto r as

observed under fluo rescent microscope. The results indicated that t ransmembrane region of bovine

IgG Fc receptor γRⅡ was able to mediate plasma membrane targe ting .

Key words:Chicken Igλlig ht chain;Transmembrane region o f bovine IgG Fc receptor γR Ⅱ;

COS7 cell;GFP fusion pro tein
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　　膜表面免疫球蛋白(sIg)是 B 细胞重要的膜表

面标志 ,也是 B细胞抗原受体 BCR的主要组分 ,由

2条轻链和 2条重链构成 ,在抗原识别 、B 细胞分化

和免疫防御等方面有重要作用[ 1 , 2] 。 Igλ轻链是鸡

sIg 轻链的主要类型 ,与 BCR 、抗体形成及 B 细胞增

殖分化密切相关
[ 3 ～ 5]

。本研究将鸡λ轻链与牛 IgG

Fc 受体γR Ⅱ的跨膜区嵌合 , 并与绿色荧光蛋白

(GFP)形成融合蛋白 ,在跨膜区的膜锚定作用和轻

链自身信号肽引导下 ,将重组鸡 Igλ分子表达在细

胞膜上 ,利用 GFP 的示踪功能 ,以期能直观地观察

其在 COS7细胞膜上的定位表达 ,鉴定跨膜区结构

对融合蛋白真核细胞膜定位表达的影响 ,为进一步

研究 Igλ的免疫学及其他生物学功能奠定基础 。

1　材料与方法

1. 1　细胞 、质粒和试剂

pEGFP - C1 质粒(Clotech 公司)、COS7细胞

株(中科院上海细胞生物所)、脂质体 Lipo fectami-

neTm2000(Invit rogen 公司)、质粒提取试剂盒

(Qiagen公司)、限制酶 、T4 连接酶 、DNA 聚合酶

(购自 TAKARA 公司)、DMEM 培养基(GIBCO 公

司)。

1. 2　鸡 Igλ轻链(cIgλ)与牛 IgG Fc受体γRⅡ跨膜

区(R2T)嵌合分子(λR2T)的获得

设计引物将 cIgλ从鸡 B 细胞双链 cDNA 中扩

增出来 , R2T 以河南省动物免疫学重点实验室保存

的牛 IgG Fc受体γRⅡ质粒为模板进行扩增 。

cIgλ引物:P1　5′- CAGAAGCT TACAGCT-

　　GCTGGGA TTC

P2　5′- AGCTG TCA TCGAGCA-

　　CTCGGACCTCT T

R2T 引物:P3　5′- GTCCGAG TGCTCGA TGA-

　　CAGCTG TGGCT

P4　5′- TCTGGA TCCAAGGCG TT-

　　TCTGGTAA TC

λR2T 嵌合分子采用融合 PCR方法 ,分 2 步进

行 ,先在 100μl PCR 反应体系中加入 EX - Taq

premix (TaKaRa)50μl , cIgλ2μl , R2T 2μl , ddw

46μl ,94℃变性 1min ,58℃退火 2min。10个循环后

再加入引物 P1 和 P4 ,进行第二步 PCR;反应条件

为 94℃变性 50s , 58℃退火 50s , 72℃延伸 90s , 30

个循环。PCR产物纯化后连接于 pGEM - T easy

载体 ,转化感受态细胞 JM 109 , 转移至含有氨苄青

霉素的 LB固体平板上培养 ,挑单菌落 PCR鉴定和

测序验证。

1. 3　信号肽中间载体 pEGFP - SP 的构建

利用载体 pEGFP - C1绿色荧光蛋白序列的起

始密码作为鸡 Igλ信号肽序列的第一个氨基酸密

码 ,将编码信号肽剩余 20个氨基酸的 60 个核苷酸

平均分配 ,上游引物带有后 30 个碱基 ,下游引物带

有前 30个碱基 ,扩增 pEGFP - C1 质粒 ,构建引入

有鸡 Igλ信号肽序列的中间载体 pEGFP - SP。上

游和下游引物:FP 5′- TGCCTGCACCAGGGAAC

CTGAGGTG TGGGCAAGGGCGAGGAGCTG TT

CACCAC , BP 5′- GCCTGGGCTCCTCTCCTCC

TGGCGG TGCTGGGTGGCGACCGG TAGCGCTA

GCGGATCTC 。用高保真的 PrimeS TAR HS DNA

聚合酶扩增 pEGFP - C1 质粒 , 然后用 TaKaRa

BKL ki t 进行末端磷酸化和高效平滑末端连接(按

试剂盒说明操作), 连接产物转化感受态细胞

DH5α,挑选阳性菌落测序确定插入信号肽序列正

确 。

1. 4　λR2T 跨膜分子绿色荧光蛋白基因重组表达

载体的构建及鉴定

限制性内切酶 H ind Ⅲ 和 BamH Ⅰ双酶切

λR2T cDN A 和 pEGFP - SP ,将λR2T 嵌合分子定

向克隆入 pEGFP - SP 载体 , 构建重组表达载体

pEGFP - C1 - SP -λR2T ,转化感受态细胞 DH5α,

转移至含有卡那霉素的固体平板培养基上 , 37℃培

养 12 ～ 16h ,挑单菌落 PCR扩增 ,并进一步经酶切

鉴定和测序验证后提取超纯质粒用于真核细胞转

染 。

1. 5　重组λR2T 绿色荧光蛋白基因在 COS7细胞

膜上的定位表达

COS7细胞用含 10%FBS 的 DMEM 培养基培

养于细胞培养板上 ,转染前 24h 细胞传代 ,培养至细

胞单层达 80% ～ 90%, 用脂质体 Lipofectami-

neTm2000介导转染(按操作说明进行)。转染后 48

～ 72h 置入荧光显微镜下观察并照相 。

2　结果

2. 1　鸡 Igλ轻链与牛 IgG Fc 受体γR Ⅱ跨膜区嵌

合跨膜分子(λR2T)的形成

cIgλ,R2T PCR产物经 1%琼脂糖凝胶电泳观

察到预期的约 700bp , 300bp 特异性条带 。融合

PCR将受体跨膜区嵌合入 cIgλ基因 ,形成 1 000bp

重组跨膜嵌合分子(图 1)。切胶回收后连接 pGEM

- T easy 载体 , 转化感受态 JM 109 细胞 ,筛选的阳
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性克隆经 DNA 测序证实为目的片段(λR2T), cIgλ

基因终止密码子前连接有跨膜区序列。

1:牛 Ig G Fc 受体γRII 跨膜区(R2T)的 PCR扩增;2 ,

3:鸡 IgλcDNA 的 PCR 扩增;4:嵌合分子λR2T 的

PCR扩增;M:DNA 分子量标准(DL2000)

图 1　基因的 PCR扩增产物

2. 2　λR2T 绿色荧光蛋白重组跨膜分子融合基因

的构建

H ind Ⅲ 和 BamH Ⅰ双酶切的λR2T cDNA 和

pEGFP - SP 载体经连接转化后 ,提取质粒进行双

酶切鉴定(图 2)。DNA 测序结果表明 ,插入片段为

插入方向正确的目的基因 ,且读码框正确。

1:pEGFP - C 1- SP -λH in dⅢ 和 BamH I 双酶切

M:DNA 分子质量标准

　图 2　鸡 Igλ真核表达载体 pEGFP - C1 - SP -λR2T的

　　　 酶切鉴定

2. 3　λR2T 重组跨膜分子在 COS7细胞膜上的定

位表达

λR2T 与绿色荧光蛋白融合的重组跨膜分子在

COS7细胞膜上有明显表达;作为对照的 pEGFP -

C1转染的 COS7 细胞 ,其 GFP 荧光蛋白的荧光则

均匀分布在 COS7 细胞核 、细胞浆和细胞膜上(图

3)。由此说明 ,牛 IgG Fc 受体 γRⅡ跨膜区能将鸡

Igλ分子锚定在细胞膜 。

A:pEGFP - C1;B:pEGFP - C 1- SP -λR2T

图 3　鸡 Igλ/GFP 融合跨膜分子在 COS7 细胞中的表达

3　讨论

膜蛋白依靠信号肽引导进入内质网合成并完成

部分翻译后修饰 ,再通过高尔基体的囊泡运输向细

胞膜转移 ,信号肽在多肽链合成及转移至内质网腔

过程中发挥启动和引导作用[ 6] 。因此 ,重组基因在

真核细胞膜上的表达 ,选择合适的信号肽序列至关

重要。鸡 Igλ基因 N 端编码有 21 个氨基酸构成的

信号肽 ,利用该信号肽并将其融合于 GFP 的 N 端 ,

构建了带有鸡 Igλ信号肽序列的中间载体 pEGFP

- S P。试验结果显示 ,鸡 Igλ信号肽能够引导融合

蛋白在内质网中合成及高尔基体的分泌。

膜蛋白在细胞膜上的定位表达还需要跨膜区将

蛋白锚定在膜上 ,能否完成膜定位与膜的厚度 、跨膜

区的结构 、蛋白的结构和种类等多种因素有关[ 7] 。

试验采用牛 IgG Fc 受体 γRII跨膜区(R2T)与 Igλ

构建嵌合分子 ,克隆入带有信号肽的 pEGFP - SP

载体 ,形成了融合的跨膜蛋白能够在 COS7细胞膜

上表达 ,说明牛 IgG Fc 受体γRⅡ跨膜区具有较好

的膜锚定功能。

分泌蛋白和膜蛋白在合成和分泌过程中经历了

内质网和高尔基体内进行的蛋白质翻译后修饰阶

段 ,使得蛋白质容易保持天然状态和活性 。选择适

当的跨膜区使重组分子能够锚定在膜上 ,实现在真

核细胞膜上的高效表达 ,能够为研究细胞表面结构

及蛋白质与蛋白质间的相互作用奠定重要基础 。

(下转第 109页)
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3　小结与讨论

3. 1　关于所用的 ELISA 方法

分析多个单抗识别的抗原表位及其相互关系 ,

通常使用单抗竞争结合试验[ 4] 。而单抗相加

ELISA 试验 ,是简便方法之一
[ 2]
,因为不需要标记

单抗 ,但该方法需要在抗原量相对固定的情形下测

定所用单抗与抗原反应的饱和浓度 。为了尽可能显

示单抗与自然状态 IBDV 的识别情况 ,研究建立单

抗 AC - ELISA 及其相加试验 ,采用纯化的鸡法氏

囊源 IBD强毒作为测定与单抗识别反应的抗原。

3. 2　关于单抗相加 ELISA结果

单抗相加 ELISA 结果的判断标准参考 Fahey

等[ 2]的方法 ,即 AI值接近零时 ,认为 2种单抗识别

相同的抗原表位;AI 值接近 100时 ,认为 2 种单抗

识别结构不相关的抗原表位;而 AI值等于 40 ,认为

是 2种单抗识别不同抗原表位的最低标准。本研究

AC - ELISA 和间接 ELISA 相加试验的 A I 值 <

40 ,表明单抗 A ,B , D ,E ,F ,G识别 IBDV 蛋白上(间

接 ELISA 结果进一步表明识别 VP2 蛋白而非

VP3)相近或相似的抗原表位。2种相加 ELISA 的

结果相符合。

3. 3　关于多肽 AC - ELISA 阻断试验结果

阻断试验结果表明 , IBDV VP2 蛋白多肽片段

PJ1 ,PJ2 ,PJ5 ,PJ14均可明显阻断单抗 A , B , D , E ,

G 分别与 IBDV 的结合反应;多肽 CDKV TS ,抑制

IBDV 与单抗 A 反应的能力是 CPJ2 , CPJ5 , CPJ14

的 1 ～ 2倍 。上述结果验证了单抗间接 ELISA 相加

试验 和 AC - ELISA相加试验的结果 ,即所用单抗

属于同一类群的构像性单抗。

总之 ,抗 IBDV 单抗 A , B , D , E ,G 识别 IBDV

VP2 蛋白上相近或相似的抗原表位 ,属于同一类群

的构像性单抗 ,均识别 IBDV VP2 蛋白多肽序列

PJ1 ,PJ2 , PJ5 ,PJ14 ,并有识别差异 ,氨基酸 D , K ,T ,

S 或是其中的几个氨基酸可能是单抗 A , B ,D , E , G

共同识别 IBDV VP2 蛋白多肽序列的关键氨基酸。

研究结果为 IBDV 细胞抗原表位的研究和单抗的应

用提供了基础或依据。
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