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　 　 摘要:　 为克隆表达编码猪 ＣＤ２０５ 分子的 ＣｙｓＲ￣ＦＮ Ⅱ截短基因片段ꎬ并验证其生物学活性ꎬ提取了猪淋巴组织

总 ＲＮＡꎬ并合成 ｃＤＮＡꎬ利用 ＰＣＲ 方法扩增编码猪 ＣＤ２０５ 分子的 ＣｙｓＲ￣ＦＮ Ⅱ截短基因ꎬ构建 ｐＥＴ￣３２ａ￣ＣｙｓＲ￣ＦＮ Ⅱ原

核重组表达质粒ꎬ转化至大肠杆菌 ＢＬ２１ꎬ分别进行诱导表达与蛋白质纯化ꎬ利用制备的目的蛋白免疫小鼠获得多

克隆抗体ꎬ经间接免疫荧光试验和流式细胞分析鉴定ꎮ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 与 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 鉴定结果显示ꎬ目的蛋白以可溶

性形式表达ꎬ大小约４.０×１０４ꎬ与理论值一致ꎮ 一次免疫后 １４ ｄ 抗体效价达１ ∶ ３ ２００ꎮ 间接免疫荧光试验和流式分

析结果显示ꎬ获得的多克隆抗体可与猪骨髓来源树突状细胞发生特异性结合ꎮ 说明该重组表达蛋白质具有相应的

生物学活性ꎬ可用于猪 ＣＤ２０５ 抗原靶向研究ꎮ
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　 　 树突状细胞(Ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ ｃｅｌｌꎬＤＣ)作为专职抗原

递呈细胞ꎬ可以借助其表面不同的受体进行抗原的

捕获、加工与递呈ꎬ从而刺激机体产生免疫反应ꎮ
１９９５ 年ꎬＷｉｔｍｅｒ￣Ｐａｃｋ 等发现了小鼠 ＤＣ 细胞表面的

一种特异性的抗原递呈受体———ＣＤ２０５[１]ꎮ ＣＤ２０５
属于 Ｃ 型凝集素受体中的巨噬细胞甘露糖受体家

族ꎬ又称为 ＤＥＣ￣２０５ 或 Ｌｙ７５[２]ꎬ在组织中分布广泛ꎬ
高度表达于 ＤＣ 细胞和胸腺上皮细胞ꎬ在 Ｂ 细胞、Ｔ
细胞、ＮＫ 细胞和巨噬细胞中表达较少或几乎不表

达[３]ꎮ ＣＤ２０５ 是目前在机体淋巴器官 Ｔ 细胞区域

的 ＤＣ 细胞中表达最广泛的唯一受体[４]ꎬ参与抗原

递呈过程并起到关键作用ꎮ 研究结果显示ꎬ与非靶

向抗原相比较ꎬＣＤ２０５ 靶向可以使 ＯＶＡ 抗原递呈效

率提高至少 １００ 倍ꎬ抗原用量减少近１ ０００倍[５]ꎮ 通

过将乙肝病毒 ｐｒｅＳ 抗原靶向至 ＣＤ２０５ꎬ可以在小鼠

体内产生高效的 ＩｇＧ１ 和 ＩｇＧ２ａ 抗体反应ꎬ对乙肝病

毒感染产生预防和治疗效果[６￣８]ꎮ 上述研究结果显

示ꎬＣＤ２０５ 靶向可以减少抗原用量ꎬ诱导高效的免疫

应答ꎬ在抗病毒感染方面具有良好的发展潜力ꎬ已成

为新型疫苗制剂研发与应用领域的前沿热点ꎮ
ＣＤ２０５ 靶向在兽医领域研究日益受到关注ꎬ但

其效应机制尚不清楚ꎮ 本研究拟选择猪 ＣＤ２０５ 分

子为研究对象ꎬ结合原核表达系统的诸多优势[９]ꎬ
针对编码猪 ＣＤ２０５ 的 Ｎ 端胞外区的 ＣｙｓＲ￣ＦＮ Ⅱ截

短基因片段进行克隆表达及蛋白质纯化ꎬ制备多克

隆抗体ꎬ并对其功能进行鉴定ꎬ验证本研究所获得的

重组蛋白的生物学活性ꎬ为猪 ＣＤ２０５ 特异性抗体的

研制及猪 ＣＤ２０５ 抗原靶向研究奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

６~ ８ 周龄 ＩＣＲ 系清洁级雌性小鼠购于南京市

青龙山动物繁殖场ꎮ ＲＮＡ 提取试剂盒、ＤＮＡ 回收试

剂盒均为捷瑞公司的产品ꎬ荧光抗体(Ａｎｔｉ￣ｍｏｕｓｅ￣
ＩｇＧ ＦＩＴＣꎬａｎｔｉ￣ｐｉｇ￣ＣＤ１ ＡＰＣ)购于上海优宁维公司ꎮ
大肠杆菌 ＢＬ２１、ＤＨ５α 和 ｐＥＴ￣３２ａ 质粒均由本实验

室保存ꎮ 根据 ＮＣＢＩ 上公布的编码猪 ＣＤ２０５ 分子的

ＣｙｓＲ￣ＦＮ Ⅱ截短基因(ＧｅｎＢａｎｋ:ＧＱ４２０６６９.１)设计

ＰＣＲ 引物(表 １)ꎬ由上海生工生物有限公司合成ꎮ

表 １　 本研究用引物对序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

引物　 　 序列(５′→３′) 　 　 　 　 　

２０５Ｒ ＡＴＧＡＴＣＡＣＣＣＣＧＣＴＧＡＡ

２０５Ｆ ＧＡＴＧＴＡＣＧＣＴＴＣＴＴＴＣＣＡＧＣ

２０５Ｍ￣Ｒ ＧＧＡＴＣＣＡＴＧＡＴＣＡＣＣＣＣＧ

２０５Ｍ￣Ｆ ＡＡＧＣＴＴＧＡＴＧＴＡＣＧＣＴＴＣＴＴＴＣ
下划线标识为 ＢａｍＨ Ⅰ酶切位点ꎬ斜体标识为 Ｈｉｎｄ Ⅲ酶切位点ꎮ

１.２　 ｐＥＴ￣３２ａ￣ＣｙｓＲ￣ＦＮ Ⅱ重组质粒的构建与蛋白

质表达

１.２.１　 猪淋巴总 ＲＮＡ 的提取和 ｃＤＮＡ 的合成　 取

猪新鲜的淋巴结ꎬ运用 Ｔｒｉｚｏｌ 法按照说明书操作提

取 ＲＮＡꎬ按照反转录试剂盒说明书操作合成 ｃＤＮＡꎮ
１.２.２　 ＣｙｓＲ￣ＦＮ Ⅱ截短基因的扩增及鉴定　 以合成

ｃＤＮＡ 为模板ꎬ使用引物 ２０５Ｒ 和 ２０５ＦꎬＰＣＲ 扩增

ＣｙｓＲ￣ＦＮ Ⅱ截短基因ꎮ 反应条件为:９５ ℃ ３ ｍｉｎꎻ９５
℃ ３０ ｓꎬ５４􀆰 ５ ℃ ３０ ｓꎬ７２ ℃ ４５ ｓꎬ共 ３０ 个循环ꎻ７２ ℃
１０ ｍｉｎꎮ 扩增产物进行琼脂糖电泳鉴定ꎬ对目的条

带进行纯化回收ꎮ 将回收产物与 ｐＭＤ１８￣Ｔ 载体连

接ꎬ转化至 ＤＨ５α 感受态细胞ꎬ随机挑选单克隆进行

菌落 ＰＣＲ 鉴定ꎬ将阳性克隆进行测序分析ꎮ
１.２.３　 添加酶切位点　 利用方法 １.２.２ 所述阳性克

隆为模板ꎬ使用引物 ２０５Ｍ￣Ｒ 和 ２０５Ｍ￣Ｆꎬ通过 ＰＣＲ
扩增在 ＣｙｓＲ￣ＦＮ Ⅱ截短基因的两端添加酶切位点ꎮ
反应条件为:９５ ℃ ３ ｍｉｎꎻ９５ ℃ ３０ ｓꎬ５８ ℃ ３０ ｓꎬ７２
℃ ４５ ｓꎬ共 ３０ 个循环ꎻ７２ ℃ １０ ｍｉｎꎮ 之后鉴定步骤

同方法 １.２.２ꎮ
１.２.４　 重组表达质粒的构建 　 利用限制性内切酶

Ｂａｍ Ｈ Ⅰ和 Ｈｉｎｄ Ⅲ分别对方法 １.２.３ 所述阳性克

隆质粒和 ｐＥＴ￣３２ａ 质粒(本实验室保存)进行双酶

切ꎬ酶切产物经 １％琼脂糖电泳鉴定ꎬ利用试剂盒进

行纯化和回收ꎮ 经过夜连接后ꎬ转化至 ＢＬ２１ 感受

态细胞ꎬ通过菌落 ＰＣＲ 鉴定和双酶切鉴定ꎬ阳性克

隆进行测序分析ꎮ
１.２.５　 重组蛋白的表达及纯化　 利用方法 １.２.４ 所

述阳性克隆接种至 ＬＢ 液体培养基中(含 ０􀆰 １％氨苄

青霉素)ꎬ ３７ ℃ 培养至对数期ꎬ加入终浓度为 １

３７２１高文昊等:猪 ＣＤ２０５ 分子 ＣｙｓＲ￣ＦＮ Ⅱ截短基因的克隆表达及应用



ｍｍｏｌ / Ｌ的异丙基￣β￣Ｄ￣硫代半乳糖苷( ＩＰＴＧ)ꎬ２３ ℃
进行诱导表达ꎮ 之后ꎬ离心收集菌体ꎬ并使用高压均

质机进行高压破碎ꎬ分别利用 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ
Ｂｌｏｔ 方法对表达产物进行鉴定ꎮ 使用 Ｎｉ２＋亲和层析

柱纯化ꎬ并进行鉴定ꎮ
１.３　 ＣｙｓＲ￣ＦＮ Ⅱ多克隆抗体的制备与功能鉴定

１.３.１　 小鼠免疫 　 使用纯化后的目的蛋白对小鼠

进行免疫ꎬ每只小鼠皮下免疫注射 ５０ μｇꎮ 注射后

第 １４ ｄ 采血并收集血清ꎮ
１.３.２　 抗体效价测定 　 利用纯化后的目的蛋白作

为抗原包被酶标板ꎬ将免疫后血清倍比稀释ꎬ使用

ＨＲＰ 标记的羊抗鼠 ＩｇＧ 作为二抗ꎬ检测免疫后 １４ ｄ
血清中 ＣｙｓＲ￣ＦＮ Ⅱ抗体水平ꎮ
１.３.３　 猪骨髓来源树突状细胞的诱导分化 　 参考

Ｃａｒｒａｓｃｏ 等的方法[１０]诱导分化猪骨髓来源树突状细

胞(Ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ￣ｄｅｒｉｖｅｄ ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ ｃｅｌｌꎬ ＢＭＤＣ)ꎮ 取

新鲜的猪胸骨ꎬ使用 ＰＢＳ 冲洗猪胸骨得到细胞悬

液ꎮ 裂解红细胞后ꎬ使用淋巴细胞分离液 Ｆｉｃｏｌｌ￣
Ｐａｑｕｅ 获得淋巴细胞悬液ꎬ在补充有 １０％胎牛血清、
２ ｍｍｏｌ / Ｌ谷氨酰胺、１００ Ｕ / ｍｌ青霉素、１００ μｇ / ｍｌ链
霉素和 ５０ μｍｏｌ / Ｌ ２￣巯基乙醇的 ＲＰＭＩ￣１６４０ 培养基

中进行培养ꎮ 使用 ２５ ｎｇ / ｍｌ重组猪粒细胞￣巨噬细

胞集落刺激因子诱导骨髓细胞分化ꎬ之后隔日半量

换液ꎬ持续培养至第 ７ ｄꎬ收获细胞ꎮ
１.３.４　 间接免疫荧光法鉴定　 将方法 １.３.３ 所获得

的新鲜猪 ＢＭＤＣ 培养于细胞爬片上ꎬ待细胞融合度

达到 ７５％时ꎬ取出爬片并用 ＰＢＳ 漂洗ꎮ 之后添加

４％多聚甲醛固定 １５ ｍｉｎꎬ使用 １％Ｔｒｉｔｏｎ 室温透化 ５
ｍｉｎꎬＰＢＳ 漂洗ꎮ 分别使用免疫前血清和免疫后血清

与猪 ＢＭＤＣ 细胞 ３７ ℃ 孵育 １ ｈꎮ 依次使用 ａｎｔｉ￣
ｍｏｕｓｅ￣ＩｇＧ ＦＩＴＣ、ａｎｔｉ￣ｐｉｇ￣ＣＤ１ ＡＰＣ、ＤＡＰＩ 染色ꎬ用激

光共聚焦显微镜(ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ 公司)观察ꎮ
１.３.５　 流式细胞术分析　 取方法 １.３.３ 所获得的新

鲜猪 ＢＭＤＣ(１ ｍｌ １×１０６)于 ２ 支 １􀆰 ５ ｍｌ 无菌离心管

中ꎬ１ 支依次利用免前血清、ａｎｔｉ￣ｍｏｕｓｅ￣ＩｇＧ ＦＩＴＣ、ａｎ￣
ｔｉ￣ｐｉｇ￣ＣＤ１ ＡＰＣ 进行染色ꎬ另 １ 支依次用免后血清、
ａｎｔｉ￣ｍｏｕｓｅ￣ＩｇＧ ＦＩＴＣ、ａｎｔｉ￣ｐｉｇ￣ＣＤ１ ＡＰＣ 染色ꎮ 利用

ＢＤ Ａｃｃｕｒｉ Ｃ６ 流式细胞仪分别检测两组猪 ＢＭＤＣ 中

鼠 ＩｇＧ 与猪 ＣＤ１ 双阳性(Ｍｏｕｓｅ￣ＩｇＧ＋ＣＤ１＋)的数量ꎬ
比较免疫前血清和免疫后血清孵育后猪 ＤＣ 细胞的

特异性荧光强度ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 ＣｙｓＲ￣ＦＮ Ⅱ基因的扩增及鉴定

以 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ根据编码猪 ＣＤ２０５ 分子的

ＣｙｓＲ￣ＦＮ Ⅱ截短基因设计引物ꎬ进行 ＰＣＲ 扩增及琼

脂糖电泳检测ꎮ 结果如图 １ 所示ꎬ泳道 １ 在 ５００ ｂｐ
与 ７５０ ｂｐ 之间出现目的基因条带ꎬ大小与预期相符

合ꎮ 同时测序分析结果显示序列正确ꎬ无突变ꎮ
２.２　 ＣｙｓＲ￣ＦＮ Ⅱ基因酶切位点的扩增及鉴定

利用获得的 ＣｙｓＲ￣ＦＮ Ⅱ目的基因作为模板ꎬ并
设计含酶切位点 Ｂａｍ Ｈ Ⅰ和 ＨｉｎｄⅢ的引物ꎬ进行

ＰＣＲ 扩增ꎬ扩增后进行琼脂糖凝胶电泳检测ꎮ 结果

如图 １ 所示ꎬ泳道 ２ 在 ５００ ｂｐ 与 ７５０ ｂｐ 之间出现目

的基因条带ꎬ大小与预期相符合ꎮ 同时测序分析结

果显示序列正确ꎬ无突变ꎮ
２.３　 重组表达质粒 ｐＥＴ￣３２ａ￣ＣｙｓＲ￣ＦＮ Ⅱ的构建与

鉴定

　 　 分别利用 Ｂａｍ Ｈ Ⅰ和 Ｈｉｎｄ Ⅲ对 ｐＭＤ￣１８Ｔ￣
ＣｙｓＲ￣ＦＮ Ⅱ质粒和 ｐＥＴ￣３２ａ 质粒进行酶切鉴定ꎬ酶
切产物经电泳检测ꎬ结果如图 １ 所示ꎬ酶切处理前后

的 ｐＭＤ￣１８Ｔ￣ＣｙｓＲ￣ＦＮ Ⅱ片段大小与预期结果一致ꎮ
回收目的条带ꎬ并与 ｐＥＴ￣３２ａ 质粒双酶切产物进行

连接ꎬ构建重组表达质粒 ｐＥＴ￣３２ａ￣ＣｙｓＲ￣ＦＮ Ⅱꎬ转化

至 ＢＬ２１ 感受态细胞ꎮ 进行 ＰＣＲ 及双酶切鉴定ꎬ结
果如图 １ 所示ꎬ酶切处理前后的 ｐＥＴ￣３２ａ￣ＣｙｓＲ￣ＦＮ
Ⅱ片段大小ꎬ与预期结果一致ꎮ 所获得的阳性克隆

测序结果正确ꎮ
２.４　 目的蛋白的可溶性表达与鉴定

重组表达质粒 ｐＥＴ￣３２ａ￣ＣｙｓＲ￣ＦＮ Ⅱ经 ＩＰＴＧ 低

温诱导后ꎬ收集菌体进行高压破碎ꎬ并收集破碎后的

样品ꎮ 分别用诱导前的全菌样品、诱导后的全菌样

品、破碎后的上清液样品以及破碎后的沉淀样品进

行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 与 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 鉴定ꎮ 结果如图 ２Ａ
所示ꎬ诱导后的全菌样品(泳道 ２)以及破碎后的上

清液样品(泳道 ３)均在相对分子质量４.０×１０４左右

出现目的条带ꎬ相对分子质量与预期结果一致ꎬ且为

可溶性表达ꎮ 蛋白质印迹结果如图 ２Ｂ 所示ꎬ诱导

后的全菌样品(泳道 ２)以及破碎后的上清液样品

(泳道 ３)在约４.０×１０４处检测到目的条带ꎮ
２.５　 重组蛋白 ＣｙｓＲ￣ＦＮ Ⅱ的纯化

重组表达质粒 ｐＥＴ￣３２ａ￣ＣｙｓＲ￣ＦＮ Ⅱ表达产物经

过多次纯化和 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 鉴定ꎬ摸索出最适合的纯
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Ｍ１:ＤＬ２０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎬ从上至下条带依次为２ ０００ ｂｐ、１ ０００
ｂｐ、７５０ ｂｐ、５００ ｂｐ、２５０ ｂｐ、１００ ｂｐꎻ泳道 １:经 ＰＣＲ 扩增的编码猪

ＣＤ２０５ 分子的 ＣｙｓＲ￣ＦＮ Ⅱ截短基因ꎻ泳道 ２:ＣｙｓＲ￣ＦＮ Ⅱ酶切位

点的鉴定ꎻ泳道 Ｍ２: ＤＬ１００００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎬ从上至下条带依次为

１０ ０００ ｂｐ、７ ０００ ｂｐ、４ ０００ ｂｐ、２ ０００ ｂｐ、１ ０００ ｂｐ、５００ ｂｐ、２５０
ｂｐꎻ泳道 ３: 未经酶切处理的重组质粒 ｐＭＤ￣１８Ｔ￣ＣｙｓＲ￣ＦＮ Ⅱꎻ泳
道 ４:双酶切重组质粒 ｐＭＤ￣１８Ｔ￣ＣｙｓＲ￣ＦＮ Ⅱ的产物ꎻ泳道 ５:未经

酶切处理的重组表达质粒 ｐＥＴ￣３２ａ￣ＣｙｓＲ￣ＦＮ Ⅱꎻ泳道 ６:双酶切

重组表达质粒 ｐＥＴ￣３２ａ￣ＣｙｓＲ￣ＦＮ Ⅱ的产物ꎮ
图 １　 ＣｙｓＲ￣ＦＮ Ⅱ截短基因的扩增以及重组表达质粒的构建

Ｆｉｇ. １ 　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＣｙｓＲ￣ＦＮⅡ ｔｒｕｎｃａｔｅｄ ｇｅｎｅ ａｎｄ ｃｏｎ￣
ｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｌａｓｍｉｄ

化条件ꎬ即洗脱液含 ５０ ｍｍｏｌ / Ｌ咪唑时杂蛋白去除

效率最高ꎬ且目的蛋白损失较少ꎮ 纯化后的目的蛋

白经 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 及 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 鉴定ꎬ结果如图 ２Ａ、
２Ｂ 所示ꎬ泳道 ５ 在４.０×１０４左右出现单一的目的条

带ꎬ纯度估计在 ９０％以上ꎮ
２.６　 重组蛋白 ＣｙｓＲ￣ＦＮ Ⅱ免疫小鼠血清抗体检测

免疫注射后第 １４ ｄꎬ采用间接 ＥＬＩＳＡ 方法ꎬ对
血清中抗体效价进行检测ꎮ 结果如图 ３ 所示ꎬ血清

倍比稀释至１ ∶ ６ ４００时ꎬＯＤ４５０数值仅为 ０􀆰 ０５２ꎬ与阴

性血清相比ꎬＰ / Ｎ<１􀆰 ５ꎬ判定为阴性ꎬ即抗体效价为

１ ∶ ３ ２００ꎮ
２.７　 间接免疫荧光鉴定 ＣｙｓＲ￣ＦＮ Ⅱ多克隆抗体与

猪 ＢＭＤＣ 的共定位特性

　 　 利用获得的新鲜猪 ＢＭＤＣꎬ制作细胞爬片ꎬ分别

与免前血清、免后血清进行孵育ꎮ ＰＢＳ 漂洗后依次

使用 ａｎｔｉ￣ｍｏｕｓｅ￣ＩｇＧ ＦＩＴＣ、ａｎｔｉ￣ｐｉｇ￣ＣＤ１ ＡＰＣ、ＤＡＰＩ
染色ꎬ激光共聚焦显微镜观察结果如图 ４ 所示ꎬ免疫

前血清试验组中未观察到绿色荧光ꎬ免疫后血清试

验组中在胞膜及胞质中可见绿色荧光ꎬ且与 ＡＰＣ 所

标记的红色荧光共定位ꎬ该结果表明本试验所获得

的 ＣＤ２０５ 多克隆抗体可以与猪 ＢＭＤＣ 发生特异性

结合ꎮ

Ａ 图为 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 鉴定重组蛋白 ＣｙｓＲ￣ＦＮⅡ表达及纯化结果ꎬ其中

泳道Ｍ 为蛋白质Ｍａｒｋｅｒꎬ从上至下 １０ 条条带相对分子质量依次为

２.５０×１０５、１.５０×１０５、１.００×１０５、７.０×１０４、５.０×１０４、４.０×１０４、３.５×１０４、２.５×

１０４、２.０×１０４、１.５×１０４ꎻＢ 图为 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 鉴定重组蛋白 ＣｙｓＲ￣ＦＮⅡ
表达及纯化结果ꎬ其中泳道 Ｍ 为蛋白质 Ｍａｒｋｅｒꎬ从上至下 ３ 条条带

相对分子质量依次为５.０×１０４、４.０×１０４、３.５×１０４ꎮ 泳道 １:诱导前的全

菌样品ꎻ泳道 ２:诱导后的全菌样品ꎻ泳道 ３:渗导后的全菌破碎后的

上清液样品ꎻ泳道 ４:诱导后的全菌破碎后的沉淀样品ꎻ泳道 ５:渗导

后的全菌纯化后的目的蛋白样品ꎮ
图 ２　 重组蛋白 ＣｙｓＲ￣ＦＮ Ⅱ表达及纯化鉴定

Ｆｉｇ.２　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏ￣
ｔｅｉｎ ＣｙｓＲ￣ＦＮ Ⅱ

图 ３　 重组蛋白 ＣｙｓＲ￣ＦＮ Ⅱ免疫小鼠 １４ ｄ 后抗体效价测定

Ｆｉｇ.３　 Ａｎｔｉｂｏｄｙ ｔｉｔｅｒ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｍｍｕｎｉｚｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ＣｙｓＲ￣ＦＮ Ⅱ ａｆｔｅｒ １４ ｄａｙｓ

２.８　 流式细胞分析 ＣｙｓＲ￣ＦＮ Ⅱ多克隆抗体与猪

ＢＭＤＣ 结合特性

　 　 利用获得的新鲜猪 ＢＭＤＣꎬ分别与免疫前血清、
免疫后血清进行孵育ꎬ使用荧光抗体标记后ꎬ经流式

细胞仪检测猪 ＢＭＤＣ 的 ｍｏｕｓｅ￣ＩｇＧ＋ ＣＤ１＋ 数ꎮ 结果

如图 ５ 所示ꎬ左侧曲线代表免疫前血清实验组检测

到的绿色荧光强度ꎬ右侧曲线代表免疫后血清实验

组检测到的绿色荧光强度ꎬ免疫后血清的绿色荧光

强度与免疫前相比明显增强ꎬ表明本试验所获得的

多克隆抗体可以与猪 ＢＭＤＣ 发生特异性结合ꎮ

５７２１高文昊等:猪 ＣＤ２０５ 分子 ＣｙｓＲ￣ＦＮ Ⅱ截短基因的克隆表达及应用



Ａ 组为免疫前血清实验组ꎻＢ 组为免疫后血清实验组ꎮ 分别使用 ａｎｔｉ￣ｍｏｕｓｅ￣ＩｇＧ ＦＩＴＣꎻＤＡＰＩ 和 ａｎｔｉ￣ｐｉｇ￣ＣＤ１ ＡＰＣ 进行标记ꎮ
图 ４　 激光共聚焦显微镜鉴定所获得的 ＣｙｓＲ￣ＦＮ Ⅱ多克隆抗体与猪 ＢＭＤＣ 的共定位特性

Ｆｉｇ.４　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ＣｙｓＲ￣ＦＮⅡ ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｗｉｔｈ ｐｏｒｃｉｎｅ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ￣ｄｅｒｉｖｅｄ ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ ｃｅｌｌ
(ＢＭＤＣ) ｂｙ ｌａｓｅｒ ｃｏｎｆｏｃａｌ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ

图中左侧实线表示免疫前血清实验组流式检测 ＦＩＴＣ 通道荧光

强度ꎬ右侧实线表示免疫后血清实验组流式检测 ＦＩＴＣ 通道荧光

强度ꎮ
图 ５　 流式分析所获得的 ＣｙｓＲ￣ＦＮ Ⅱ多克隆抗体与猪 ＢＭＤＣ

结合特性

Ｆｉｇ.５　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ＣｙｓＲ￣ＦＮ
Ⅱ ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｗｉｔｈ ｐｏｒｃｉｎｅ ＢＭＤＣ ｂｙ ｆｌｏｗ ｃｙ￣
ｔｏｍｅｔｒｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ

３　 讨 论

ＣＤ２０５ 作为首个报道的 ＤＣ 细胞特异性抗原递

呈受体ꎬ是在机体淋巴器官 Ｔ 细胞区域的 ＤＣ 细胞

中表达最广泛的唯一受体ꎬ在抗原递呈过程中具有

关键作用[１１￣１２]ꎮ ＣＤ２０５ 作为抗原靶向的研究热点ꎬ
已经在多种病毒的疫苗设计中被研究[１３￣１４]ꎮ 同时

针对免疫耐受的现象ꎬ可以通过 ＣＤ２０５ 靶向抗体的

作用ꎬ增强抗原的递呈ꎬ激活 ＤＣ 细胞ꎬ进而诱导出

病毒特异性的免疫反应[１５]ꎮ 截至目前ꎬ多个 ＣＤ２０５
靶向人用疫苗已进入临床试验阶段[６￣７]ꎮ ＣＤ２０５ 靶

向在兽医领域研究日益受到关注ꎬ但其效应机制尚

不清楚ꎬ而关于 ＣＤ２０５ 靶标蛋白的制备ꎬ均是利用

真核系统进行表达制备ꎬ表达产物虽具有一定的生

物学活性ꎬ但产量较低ꎬ耗时费力[１６￣１８]ꎮ
本试验拟利用原核系统表达编码猪 ＣＤ２０５ 分

子的 ＣｙｓＲ￣ＦＮ Ⅱ截短基因ꎬ所制备的目的蛋白经

ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 鉴定ꎬ均以可溶性形式表

达ꎬ且相对分子质量与理论值一致ꎮ 使用纯化后的

蛋白质对小鼠进行免疫ꎬ免疫后 １４ ｄ 抗体效价达

１ ∶ ３ ２００ꎮ 间接免疫荧光实验和流式细胞分析结果

均表明本试验所制备的多克隆抗体可以与猪 ＢＭＤＣ
发生特异性结合ꎬ即本试验所制备的目的蛋白具有

一定的生物学活性ꎮ 后续研究将利用所制备的

ＣｙｓＲ￣ＦＮ Ⅱ目的蛋白ꎬ制备猪 ＣＤ２０５ 特异性抗体ꎬ
为研究猪 ＣＤ２０５ 抗原靶向奠定基础ꎬ并对 ＣＤ２０５ 介

导抗原靶向递呈的作用机理进行研究ꎬ为新型疫苗

设计提供参考依据ꎮ
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