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摘要：构建稳定表达FcγRⅡA的HEK 293T细胞系及其相应的对照细胞系（FcγRⅡB, FcγRⅡA (Y288F/Y304F)），作为进一步研究FcγRⅡA介导的信号通路的基础。首先，从人外周血单核细胞cDNA中扩增CD32a和CD32b，并构建pMSCVegfp-CD32a及pMSCVegfp-CD32b逆转录病毒表达载体。另外将构建成功的pMSCVegfp-CD32a 288和304位点的酪氨酸(Y)突变成苯丙氨酸(F)，得到pMSCVegfp-CD32a(Y288F/Y304F)表达载体。构建成功的逆转录病毒载体经酶切、测序鉴定后，与pcl-amp辅助载体共同转染HEK 293T细胞进行病毒包装。病毒感染HEK 293T细胞后通过流式分选得到稳定表达CD32a、CD32b、CD32a(Y288F/Y304F)的HEK 293T细胞系，流式检测各细胞株膜表面的CD32分子表达及白色念珠菌考察各细胞株抗体依赖的内吞作用。结果表明：稳定表达CD32a、CD32b、CD32a(Y288F/Y304F)的HEK 293T细胞纯度在98%以上，并且膜表面均可检测到CD32的表达，吞噬实验结果表明HEK 293T-CD32a细胞呈现对白色念珠菌的吞噬作用，而HEK 293T-CD32b、HEK 293T-CD32a(Y288F/Y304F)无吞噬作用。
关键词：医学免疫学;吞噬；载体构建；流式分选
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Establishment and functional identification of HEK 293T cell lines with stable expression of human FcγRⅡ A
WANG Hongmin, GONG Fangyuan, DONG Hongliang, GAO Xiaoming
(Soochow University,Institutes of Biology and Medical Sciences,Suzhou,Jiangsu,215123)
Abstract: HEK293T cells stably transfected with CD32a、CD32b or CD32a(Y288F/Y304F) were constructed to detect their phagocytosis, CD32b and CD32a(Y288F/Y304F) as the control of CD32a.The ORF of CD32a and CD32b was amplified from cDNA of human peripheral blood mononuclear cells(PBMC), and retrovirus vectors expressing CD32a and CD32b, we also constructed pMSCVegfp-CD32a(Y288F/Y304F) with mutations in 288/304aa site. After identified by enzyme digestion and sequencing, the plasmids and helper plasmids were co-transfected into HEK 293T cells to produce the virus. To generate stable cell lines of HEK 293T-CD32a, HEK 293T-CD32b and HEK 293T-CD32a(Y288F/Y304F), HEK 293T cells were infected with these virus and sorted by flow cytometer. The expression of CD32a and the phagocytosis was confirmed by flow cytometer. Our results demonstrated that the CD32 was highly expressed in stable cell lines of HEK 293T-CD32a, HEK 293T-CD32b and HEK 293T-CD32a(Y288F/Y304F). The phagocytosis of the cells was then detected and HEK 293T-CD32a, but not HEK 293T-CD32b、HEK 293T-CD32a(Y288F/Y304F) exhibited phagocytosis of Monilia albican, suggesting a crucial role of CD32a in phagocytosis.
Key words:  medical immunology;phagocytosis;vector construction;flow sorting
0 引言
Fc受体是一类可特异性结合抗体Fc区域的免疫细胞表面分子，广泛表达于免疫细胞表面，介导调节吞噬、抗体的产生及炎性因子的释放、免疫复合物的清除等多种免疫学效应[1]。人类的Fcγ受体编码基因位于1q21-23，包括8个FCGR编码位点，Fcγ根据结构和功能的不同可以分为三类： FcγRⅠ(CD64)、FcγRⅡ(CD32)和 FcγRⅢ( CD 16)。其中 FcγRⅡ (CD32)是 IgG 的低亲和力受体，也是单链受体，在生理条件下不能结合IgG单体，只能结合 IgG 复合物或多聚体[2-5]。FcγRⅡ由FCGR2A和FCGR2B两个基因编码，编码产物分别为FcγRⅡa和FcγRⅡb[6]。Fc受体根据其胞内区的特征可以分为激活型受体和抑制型受体两大类，激活型的受体通过ITAM介导免疫效应，而抑制型的受体通过胞浆区所含的ITIM序列来传导抑制性信号，二者共同表达于免疫细胞如巨噬细胞、单核细胞等细胞表面，共同调节抗体对免疫细胞的活化作用[7-8]。在本实验室前期研究中发现CD32A在介导吞噬作用之外还具有免疫调节功能，因此本文旨在构建稳定表达CD32a的HEK 293T细胞及其相应的对照细胞HEK 293T-CD32b，HEK 293T-CD32a (Y288F/Y304F)以进一步研究CD32a介导的免疫调节作用，为进一步研究FcγRⅡA介导的信号通路奠定基础。
1 实验
1.1 材料
限制性内切酶BglⅡ、XhoⅠ、HpaⅠ、EcoRⅠ及T4 DNA连接酶(Fermentas公司)；TransStart FastPfu Fly DNA Polymerase(北京全式金公司)；胎牛血清、DMEM高糖(Hyclone公司)；脂质体Lipofectamine3000(Invitrigen公司)；APC Anti-Human CD32(Biolegend公司)。HEK 293T细胞、pMSCVegfp逆转录病毒载体、pCL-Ampho辅助载体由本实验室保存。
1.2 主要仪器

PCR仪为eppendorf公司产品，凝胶电泳仪为天能公司产品，流式细胞仪为life公司产品，流式分选细胞仪为BD公司产品。
1.3 方法
1.3.1 逆转录病毒载体的构建
1.3.1.1 pMSCVegfp-CD32a、pMSCVegfp-CD32b逆转录病毒载体的构建 
全长编码基因的PCR扩增：参照GenBank 数据库中人CD32a的基因核苷酸序列(NM_001136219)在其编码序列的两端设计用于构建的特异性引物，其序列为：上游引物F1:5’–GGAAGATCTATGACTATGGAGACCCAAAT-3’，下游引物R1:5’- CCCTCGAGGTTATTACTGTTGACAT-3’； 参照GenBank 数据库中人CD32b的基因核苷酸序列(NM_004001.4)在其编码序列的两端设计用于构建的特异性引物，其序列为：上游引物F2:5’-CGCGTTAACATGGGAATCCTGTCATTCTTACCTG-3’，下游引物R2:5’-CACGAATTCCTAAATACGGTTCTGGTCATCAGGC-3’。其中下划线部分为酶切位点。以外周血单个核细胞为cDNA模板，PCR扩增CD32a及CD32b的基因编码序列。反应条件：95℃预变性2min；95℃变性30s，58℃退火30s，72℃延伸2min，循环35次；72℃再延伸10min。扩增产物在1%琼脂糖凝胶上分离目的基因，将目的条带用凝胶回收试剂盒回收。将胶回收所得的PCR产物与pMSCVegfp载体，用限制性内切酶BglⅡ和XhoⅠ(CD32a)、HpaⅠ和EcoRⅠ(CD32b)在37℃条件下进行双酶切30min。酶切产物通过琼脂糖凝胶电泳分离并胶回收。调整产物和载体的浓度，用T4 DNA连接酶4℃连接过夜。将连接产物转化Trans1-T1感受态细胞。挑克隆、摇菌、提取质粒进行酶切鉴定和序列鉴定。
1.3.1.2 pMSCVegfp-CD32a载体的定点突变  
    CD32a编码317个氨基酸，其中将288氨基酸位点的酪氨酸(TAC)突变成苯丙氨酸(TTC)以及将304位点的酪氨酸(TAC)突变成苯丙氨酸(TTC)后CD32a将失去功能。PCR扩增突变片段：合成突变位点的引物，引物序列如下：上游引物288F：5’-GACTATGAAACAGCTGACGGCGGCTTCATGACTCTGAACCCCAGG-3’，下游引物288R：5’-AAGCCGCCGTCAGCTGTTTCATAGTC-3’；上游引物304F：5’- GCACCTACTGACGATGATAAAAACATCTTCCTGACTCTTCCTCCCAACGA-3’，下游引物304R：5’- AAGATGTTTTTATCATCGTCAGTAGG-3’。各引物在PCR扩增片段上的位置见图1。
[image: image2.jpg]CD32a-F

304-R 304-F CD32a-R

I —

W

CD32a-F

288-R 288-F CD32a-R




· 示突变点位置
图1 各引物在PCR扩增片段上的位置
Fig.1 Relative positions of the PCR primers for amplification .
以构建成功的pMSCVegfp-CD32a质粒为模板，分别以CD32a-F、288/304-R和288/304-F、CD32a-R为引物进行PCR扩增，得到的两个PCR扩增产物分别进行胶回收。再以CD32a-F和CD32a-R为引物，将以上两个片段的纯化物同时加入作为模板，进行PCR扩增。将得到的片段进行双酶切后与pMSCVegfp进行连接，转化。挑克隆、摇菌、提取质粒进行酶切鉴定和序列鉴定。
1.3.2脂质体转染
HEK 293T细胞培养在含10%胎牛血清的DMEM高糖培养基，胰酶消化制成单细胞悬液，以2×105个/孔的密度接种于6孔板，放置于37 oC、5%CO2培养箱，转染时细胞应达到70%～80%的融合度。具体转染步骤参照Lipofectamine3000说明书。
1.3.3病毒感染
转染72h后收集病毒上清，收集病毒的前一天将HEK 293T细胞按1×105个/孔的密度接种于24孔板中，将收集的病毒上清按1ml/孔加入HEK 293T细胞中，3000rpm、30℃离心90min。细胞于感染后48h或者72h进行检测。
1.3.4.稳定表达细胞株的分选及CD32的表达检测
收集HEK 293T-pMSCVegfp(HEK 293T-egfp)、HEK 293T-pMSCVegfp-CD32a(HEK 293T-CD32a)、HEK 293T-pMSCVegfp-CD32b(HEK 293T-CD32b)、HEK 293T-pMSCVegfp-
CD32a-288/304(HEK 293T-CD32a (Y288F/Y304F))四种细胞，PBS洗2遍，将APC-Anti Human CD32抗体按1：200比例进行稀释染细胞。30min后将未结合的抗体用PBS洗去，流式细胞仪进行检测并分选。分选出来的细胞按常规传代并检测CD32的表达情况。
1.3.5细胞对白色念珠菌的吞噬
将白色念珠菌于马丁培养基37℃培养24h。取处于对数生长期的白色念珠菌进行荧光染料标记，标记成功的白色念珠菌用PBS洗2次后，加入2ml人血清重悬，于4℃进行调理30min，30min后将人血清洗去，用完全培养基将白色念球菌重悬至4×106/ml备用。将HEK 293T-egfp、HEK 293T-CD32a、HEK 293T-CD32b、HEK 293T-CD32a (Y288F/Y304F)重悬至2×106/ml，各取100ul的细胞与白色念珠菌于37℃共培养1h，1h后收集细胞进行流式检测分析。
1.3.6统计学分析
GraphPad Prism 5统计学软件进行数据处理分析。
2 结果
2.1 CD32a及CD32b目的基因的克隆

RT-PCR产物经琼脂糖凝胶电泳检测，可以看到CD32a大小为950 bp左右的条带和CD32b大小为930 bp左右的条带(图2)，与预期目的片段大小一致。
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图2 CD32a、CD32b的 PCR琼脂糖凝胶电泳结果
Fig.2 Amplification the ORF of CD32a (Lane 1) and CD32b (Lane 2) by PCR and then analyzed with agarose gel electrophoresis
2.2逆转录病毒载体pMSCVegfp-CD32a和pMSCVegfp-CD32a的构建
CD32a全长序列插入pMSCVegfp质粒的BglⅡ和XhoⅠ两个酶切位点之间；CD32b全长序列插入pMSCVegfp质粒的HpaⅠ和EcoRⅠ两个酶切位点之间。重组质粒pMSCVegfp-CD32a经双酶切后，琼脂糖凝胶电泳分离出6 000 bp和950 bp左右的特异性条带(图3)；重组质粒pMSCVegfp-CD32b经双酶切后，琼脂糖凝胶电泳分离出6 000 bp和933 bp左右的特异性条带(图3)，说明pMSCVegfp-CD32a、pMSCVegfp-CD32b重组质粒构建成功。
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图3 pMSCVegfp-CD32a、pMSCVegfp-CD32b酶切鉴定电泳结果
Fig.3 Restriction enzymes analysis of pMSCVegfp-CD32a and pMSCVegfp-CD32b.
M:DNA marker;1: pMSCVegfp-CD32a;2:Digestion of pMSCVegfp-CD32a by XhoⅠ;3: Digestion of pMSCVegfp-CD32a by Bgl Ⅱ and XhoⅠ;4: pMSCVegfp-CD32b;5:Digestion of pMSCVegfp-CD32b by EcoRⅠ;6: Digestion of pMSCVegfp-CD32b by HpaⅠ and EcoRⅠ
2.3 pMSCVegfp-CD32a的定点突变  
引物288-F和288-R携带突变位点，并且部分重叠互补。分别以CD32a-F/288-R和288-F/CD32a-R为引物，重组质粒pMSCVegfp-CD32a为模板扩增出的两个突变片段，由于中间有一段序列互补，故可以在PCR退火过程中配对连接形成长的片段。再以此长片段为模板，CD32a-F/CD32a-R为引物PCR时，得到一951 bp片段的产物(图4)，将产物进行酶切、连接、转化，筛选出阳性克隆。重组质粒经双酶切后，得到一6 000 bp左右的条带和一条950 bp左右的特异性条带，说明pMSCVegfp-CD32a(Y288F/Y304F)重组质粒构建成功。
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图4 pMSCVegfp-CD32a（Y288F/Y304F）酶切鉴定电泳结果
Fig.4 Restriction of pMSCVegfp-CD32a(Y288F/Y304F)and agrose gel electrophoresis result
3 M:DNA marker;1: pMSCVegfp-CD32a(Y288F/Y304F);2:Digestion of pMSCVegfp-CD32a(Y288F/Y304F) by XhoⅠ;3: Digestion of pMSCVegfp-CD32a(Y288F/Y304F) by Bgl Ⅱ and XhoⅠ
2.4流式分选后细胞中CD32的表达情况
流式分选后的三种细胞HEK 293T-CD32a、HEK 293T-CD32b、HEK 293T-CD32a (Y288F/Y304F)经常规传代培养检测CD32的表达情况，结果显示三种细胞中CD32均高表达，表达量在90%以上(图5)。
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图5 HEK 293T-CD32a、HEK 293T-CD32b和HEK 293T-CD32a (Y288F/Y304F)细胞中CD32表达水平
Fig.5 The expression of CD32 in HEK 293T-CD32a、HEK 293T-CD32b and HEK 293T-CD32a (Y288F/Y304F) cells
2.5细胞吞噬功能检测
将人血清调理后的白色念珠菌与HEK 293T-egfp、HEK 293T-CD32a、HEK 293T-CD32b、HEK 293T-CD32a (Y288F/Y304F)细胞进行共培养，流式检测几种细胞对白色念珠菌的吞噬作用。结果显示HEK 293T-CD32a细胞对白色念珠菌有吞噬作用，HEK 293T-CD32b、HEK 293T-CD32a (Y288F/Y304F)细胞对白色念珠菌不具有吞噬作用(图6)。
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图6 HEK 293T-egfp、HEK 293T-CD32a、HEK 293T-CD32b和HEK 293T-CD32a (Y288F/Y304F)细胞的吞噬功能检测结果
Fig.6 Phagocytosis of the HEK 293T-egfp、HEK 293T-CD32a、HEK 293T-CD32b and HEK 293T-CD32a (Y288F/Y304F) cells

3讨论
免疫球蛋白IgG受体FcγR包括CD16、CD32、CD64三种，其中CD32即FcγRⅡ，是人IgG Fc低亲和力受体，在介导炎症因子的释放、抗原提呈、抗体依赖的细胞介导的细胞毒性作用(ADCC)及吞噬等多个免疫过程中发挥作用[9-10]。研究证实CD32的2个亚型CD32a、CD32b胞质区的结构存在着差异，其中CD32a为活化型受体，多表达于多种骨髓细胞表面，特别是巨噬细胞，其胞质区有酪氨酸受体活化基序(ITAM)，ITAM是免疫细胞活化相关受体胞浆区所共有的以酪氨酸残基（tyrosine,Y）为基础的氨基酸序列基序，其基本组成是：YXXL/V，Y为酪氨酸，L/V指亮氨酸或缬氨酸，之间的x为任意氨基酸。ITAM在信号转导中发挥着关键作用，其活化受体与相应配体结合后，在细胞膜相连的一类蛋白酪氨酸激酶PTK的作用下，其酪氨酸被磷酸化，进一步招募胞内游离的其他蛋白激酶或衔接蛋白，向细胞内传导活化信号，启动细胞吞噬等免疫过程[11-13]。CD32b 为抑制型受体，只表达于B细胞，胞浆区含酪氨酸受体抑制基序(ITIM)， ITIM主要存在于某些抑制性受体分子胞内部分，与ITAM不同，ITIM中的酪氨酸发生磷酸化后，可被PTP分子上的SH2结构域所结合，从而招募PTP并使之活化，起到抑制PTK参与的激活信号转导通路作用[11-13]。研究表明，将CD32a的288位点和304位点的酪氨酸突变成苯丙氨酸后，ITAM基序被破坏，不能活化受体与相应的配体结合，细胞内的传导信号不能被活化，继而也不能启动细胞内的各种免疫过程[14-15]。
研究表明Fcγ RⅡ(CD32)介导细胞的吞噬过程，可能在机体的免疫调节过程中发挥重要的作用[16]。为了详细研究FcγRⅡ的不同亚型在吞噬过程中的作用，本实验构建了逆转录病毒表达载体，通过转染以及感染HEK 293T细胞得到稳定表达CD32的细胞系。吞噬实验发现HEK 293T细胞稳定表达激活型受体CD32a后对白色念珠菌具有吞噬作用，稳定表达抑制型受体CD32b以及CD32a (Y288F/Y304F)的HEK 293T细胞不具有吞噬作用。
4 结论

综上所述，实验成功构建了pMSCVegfp-CD32a、pMSCVegfp-CD32b、pMSCVegfp-CD32a(288/304)逆转录病毒载体；通过包装病毒，病毒感染HEK 293T细胞，流式分选出稳定表达CD32a、CD32b、CD32a (Y288F/Y304F)的HEK 293T细胞；分选后的细胞经流式检测CD32的表达量均在90%以上；流式检测吞噬作用结果表明HEK 293T-CD32a细胞对白色念珠菌具有吞噬作用，而HEK 293T-CD32b及HEK 293T-CD32a (Y288F/Y304F)细胞对白色念珠菌不具有吞噬作用。研究结果对在这几种细胞中进一步探讨免疫相关功能，研究FcγRⅡA介导的信号通路等奠定基础。
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