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过表达 Ｃ３ａＲ人足细胞的构建及鉴定

郑敬民，尹　广，赵文紧，刘志红

　　［摘要］　目的　构建过表达Ｃ３ａ受体（Ｃ３ａＲ）的肾小球足细胞株，为探讨Ｃ３ａＲ在肾小球足细胞中的确切生理和病理意
义提供细胞模型。方法　设计合成人 Ｃ３ａＲ表达单元，将其克隆到慢病毒表达载体 ｐＬｅｎｔｉ６．３ＭＣＳＩＲＥＳ２ＥＧＦＰ的多克隆位
点，构建成Ｃ３ａＲ表达载体 ｐＬｅｎｔｉ６．３Ｃ３ａＲＩＲＥＳ２ＥＧＦＰ；将 ｐＬｅｎｔｉ６．３Ｃ３ａＲＩＲＥＳ２ＥＧＦＰ和包装质粒共转染２９３Ｔ细胞，包装
成Ｃ３ａＲ表达重组慢病毒ＬＶＣ３ａＲ；以ＬＶＣ３ａＲ感染人肾小球足细胞系ＨＰＣ，根据ＬＶＣ３ａＲ上带有杀稻瘟菌素抗性基因的特
点，以杀稻瘟菌素筛选稳定转染细胞克隆；利用荧光定量ＰＣＲ和细胞免疫化学分析方法对稳定转染细胞克隆的 Ｃ３ａＲ表达水
平进行分析，从中鉴定出稳定过表达Ｃ３ａＲ的人肾小球足细胞株。结果　成功构建了 Ｃ３ａＲ表达载体 ｐＬｅｎｔｉ６．３Ｃ３ａＲＩＲＥＳ２
ＥＧＦＰ；得到了高滴度的Ｃ３ａＲ表达重组慢病毒ＬＶＣ３ａＲ；成功构建了过表达Ｃ３ａＲ的人肾小球足细胞株ＨＰＣＣ３ａＲ。结论　成
功构建Ｃ３ａＲ表达载体和过表达Ｃ３ａＲ的人肾小球足细胞株，为进一步研究Ｃ３ａＲ过表达在人肾小球足细胞中的病理意义提供
了很好的细胞模型，也为进一步开展Ｃ３ａＲ在其他细胞中的生理、病理意义创造了条件。
　　［关键词］　Ｃ３ａ受体；慢病毒；肾小球足细胞；过表达
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　　Ｃ３ａＲ是补体 Ｃ３裂解产物 Ｃ３ａ的受体。在各
种途径的补体活化过程中，Ｃ３被 Ｃ３转化酶切割成
Ｃ３ｂ（大片段）和Ｃ３ａ（小片段）。Ｃ３ｂ进一步参与补
体活化的级联反应，Ｃ３ａ则被释放出来。长期以来，
Ｃ３ａ主要作为一种重要的促炎因子而为人们所认
识［１４］。通过激活其受体 Ｃ３ａＲ，Ｃ３ａ可趋化和激活
白细胞，促进白细胞脱颗粒和分泌各种炎症因子。

除此之外，近年来的研究表明，Ｃ３ａＲ也表达于包括
脑、肝、肺、肾脏在内的多种器官中的组织细胞，且在

不同的组织细胞和不同生理病理情景中，Ｃ３ａ／Ｃ３ａＲ
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轴表现出多种多样的重要功能［５１２］。比如：调节新

生大鼠小脑皮层发育［６］；促进骨髓祖细胞分化为破

骨细胞［１０］；在肝中毒或部分切除后再生中抑制肝细

胞凋亡，促进肝细胞增殖［７］；促进狼疮小鼠脑细胞

凋亡［８］；在高糖高脂饮食下促进大鼠肥胖、脂肪组

织炎症、胰岛素抵抗和心血管功能障碍的发生发

展［１１］等。在肾脏虽然仍存在一些争论［１３］，有关

Ｃ３ａＲ在肾组织上皮细胞中的表达已有一些报
道［１４１９］，但有关肾组织 Ｃ３ａＲ的确切生理意义仍不
清楚。在以往的工作中，我们发现 Ｃ３ａＲ在糖尿病
肾病肾组织肾小球足细胞中表达上调，但其在糖尿

病肾病中的病理意义未知。为此，本文设计构建了

过表达Ｃ３ａＲ的肾小球足细胞株ＨＰＣＣ３ａＲ，以便为
探讨Ｃ３ａＲ在肾小球足细胞中的生理功能和病理
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意义提供细胞模型。

１　材料与方法

１．１　肾小球足细胞细胞系和相关实验试剂来源　
肾小球足细胞系ＨＰＣ由美国ＡＴＣＣ引进，现保存于
我们实验室；１６４０培养基、胎牛血清、胰岛素转铁
蛋白硒（ｉｎｓｕｌｉｎｔｒａｎｓｆｅｒｒｉｎｓｅｌｅｎｉｕｍ，ＩＴＳ）均为美国
Ｇｉｂｃｏ公司产品；ＴＲＩＺＯＬ试剂、凝聚胺（ｐｏｌｙｂｒｅｎｅ）
和杀稻瘟菌素购自美国ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；慢病毒表达
载体ｐＬｅｎｔｉ６．３ＭＣＳＩＲＥＳ２ＥＧＦＰ、包装质粒（ｐａｃｋａ
ｇｉｎｇｍｉｘ）和２９３Ｔ细胞由Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司提供；逆转
录试剂盒（ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴＭａｓｔｅｒＭｉｘ）和荧光定量
ＰＣＲ试剂盒（ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＩＩ）购自 Ｔａｒｋａｒａ
公司；Ｃ３ａＲ引物和１８ＳＲＮＡ引物由金唯智生物科
技有限公司合成。抗人Ｃ３ａＲ抗体（ＡｎｔｉＣ３ａＲｅｃｅｐ
ｔｏｒａｎｔｉｂｏｄｙ）购自美国 ａｂｃｏｍ公司；抗人 Ｃ３ａＲ抗体
（Ｃ３ａＲＡｎｔｉｂｏｄｙ）购自美国ＳＡＮＴＡＣＲＵＺ公司；
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晖企业有限公司。

１．２　细胞实验方法　
１．２．１　人肾小球足细胞系 ＨＰＣ的特性和培养　
ＨＰＣ细胞是一种温度敏感型人肾小球足细胞系，采
用含１０％胎牛血清和１％ＩＴＳ的１６４０培养基培养。
当其处于３３℃时，可保持非分化状态而不断增殖；
而当将温度升高到３７℃时，ＨＰＣ细胞就不再增殖
而开始分化。故将 ＨＰＣ细胞置于３３℃含５％ＣＯ２
的孵箱中进行增殖培养；而要使其分化时，将其转移

至３７℃含５％ＣＯ２的孵箱中进行培养。
１．２．２　ＨＰＣ足细胞的基因转染和药物筛选　基因
转染采用３３℃正在增殖生长的ＨＰＣ细胞进行。基
本过程为：转染前１ｄ，将 ＨＰＣ细胞以１×１０５／孔的
密度接种于２４孔板。经３３℃，５％ＣＯ２孵箱培养２４
ｈ后，将含 Ｃ３ａＲ表达重组慢病毒的溶液冰上融解，
按感染复数（ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙｏｆｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，ＭＯＩ）值为１０的
比例用培养液稀释病毒，并加入终浓度为８μｇ／ｍＬ
的凝聚胺，轻轻混匀后加入到细胞中。培养箱中孵

育６ｈ后，换上新鲜的培养基继续置孵箱培养。２４
ｈ后将细胞置荧光显微镜下观察，根据转染细胞能
发出绿色荧光的特点判断转染是否成功。转染４８ｈ
后，消化细胞，以１∶５的比例重新接种于细胞培养
瓶，并加１０μｇ／ｍＬ的杀稻瘟菌素筛选稳定转染细
胞，每３ｄ换液一次，持续筛选１４ｄ。
１．２．３　稳定转染单克隆细胞株的构建　采用连续
稀释法进行。即在１．２．２方法基础上对稳定转染细
胞悬液先进行计数定量，然后以培养液作连续的梯

度稀释，直至每毫升培养液中仅含约５个细胞，然后
将其以５０μＬ／孔、１００μＬ／孔或２００μＬ／孔的接种量
转接到９６孔板。经 ３３℃，５％ＣＯ２孵箱培养 ２周
后，显微镜下观察，找出单个克隆细胞，对其作扩大

培养，得到稳定转染Ｃ３ａＲ的单克隆细胞株。
１．２．４　细胞爬片制作　将对数生长期的细胞接种
于盖玻片上，置于３３℃含 ５％ＣＯ２孵箱培养，待长
至约７０％融合时直接固定，或移至３７℃孵箱完成
分化后（约１２ｄ）再进行固定。细胞固定采用４％多
聚甲醛，基本过程为：吸去培养液，以 ＰＢＳ洗 ３遍
后，加４％多聚甲醛固定１５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３遍后，以去
离子水洗３遍，自然风干，置－２０℃冰箱保存备用。
１．３　细胞总 ＲＮＡ的提取和荧光定量 ＰＣＲ分析　
细胞总ＲＮＡ的提取采用 ＴＲＩＺＯＬ试剂；ｃＤＮＡ合成
具体操作按试剂盒说明进行。荧光定量 ＰＣＲ分析
按试剂盒说明进行，以１８ＳＲＮＡ为内参于ＡＢＩ公司
的７９００型荧光定量ＰＣＲ仪上进行。ＰＣＲ扩增条件
是９５℃ １ｍｉｎ，然后进行如下４０循环：９５℃ １５ｓ，
６０℃ ３０ｓ。所用引物序列见表１。

表１　荧光定量ＰＣＲ分析所用引物序列

引物 序列（５＇－３＇）

人Ｃ３ａＲｓｅｎｓｅ ｔｇａａｇｃｃｔｔｃａｇｃｔａｃｔｇｔｃｔｃａｇ
人Ｃ３ａＲａｎｔｉｓｅｎｓｅ ｇｇａｃａａｔｇａｔｇｇａｇｇｇｇａｔｇａｇ
人１８ＳＲＮＡｓｅｎｓｅ ｔｔｔｃｔｃｇａｔｔｃｃｇｔｇｇｇｔｇｇ
人１８ＳＲＮＡａｎｔｉｓｅｎｓｅ ａｇｃａｔｇｃｃａｇａｇｔｃｔｃｇｔｔｃ

１．４　细胞免疫化学染色　免疫染色前，从冰箱中取
出细胞爬片，使升至室温并风干，ＰＢＳ洗一遍后，以
０．５％ＴｒｉｔｏｎＸ１００对细胞作透膜处理５ｍｉｎ，然后以
３％Ｈ２Ｏ２ＰＢＳ溶液浸泡细胞爬片１５ｍｉｎ以灭活内源
性过氧化物酶，然后以３％ＢＳＡ封阻３０ｍｉｎ，以抗人
Ｃ３ａＲ抗体孵育２ｈ，ＰＢＳ洗３遍（每遍５ｍｉｎ）后，加
!

根过氧化物酶标记的二抗孵育２０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３
遍（每遍５ｍｉｎ）后，加底物显色，最后以苏木素复染
４５ｓ，脱水、透明、封片观察。
１．５　统计学处理　采用 ＳＰＳＳ１０．０软件进行统计
分析。定量数据以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，组间
两两比较采用ｔ检验；定性指标以百分率（％）表示，
组间比较采用χ２检验；以Ｐ＜０．０５为差异有统计学
意义。

２　研究结果

２．１　Ｃ３ａＲ慢病毒表达载体的结构、鉴定和重组慢
病毒包装结果　图１所示的是本文设计的 Ｃ３ａＲ慢
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病毒表达载体的结构示意图。整个表达载体除载体

骨架序列（ｖｅｃｔｏｒｂｏｎｅ）外，有一个 ＣＭＶ启动子，
Ｃ３ａＲ基因就位于其下游，同时，为方便Ｃ３ａＲｍＲＮＡ
的翻译，本文在Ｃ３ａＲ编码序列与 ＣＭＶ启动子之间
插入了一 Ｋｏｚａｋ序列（ＧＣＣＡＣＣ）；而为了便于了解
转基因Ｃ３ａＲ的表达情况，在Ｃ３ａＲ的下游有一报告
基因———绿色荧光蛋白基因 ＥＧＦＰ，ＥＧＦＰ基因与
Ｃ３ａＲ基因通过内核糖体进入序列（ｉｎｔｅｒｎａｌｒｉｂｏｓｏｍｅ
ｅｎｔｒｙｓｉｔｅ，ＩＲＥＳ）相连。此外，在载体上还有一杀稻
瘟菌素抗性基因 Ｂｌａｓｔｉｃｉｄｉｎ的表达单元，以便于稳
定转染细胞系的筛选。

　　ＰＣＭＶ：ＣＭＶ启动子；ｋｏｚａｋ：ｋｏｚａｋ序列（ＧＣＣＡＣＣ）；
Ｃ３ａＲ：Ｃ３ａＲ基因；ＩＲＥＳ２：内核糖体进入序列；ＥＧＦＰ：绿色荧
光蛋白基因；Ｂｌａｓｔｉｃｉｄｉｎｒ：杀稻瘟菌素抗性基因；ｖｅｃｔｏｒｂｏｎｅ：
载体骨架序列

图１　Ｃ３ａＲ慢病毒表达载体
ｐＬｅｎｔｉ６．３Ｃ３ａＲＩＲＥＳ２ＥＧＦＰ结构示意图

对于构建成的 Ｃ３ａＲ慢病毒表达载体 ｐＬｅｎｔｉ６．
３Ｃ３ａＲＩＲＥＳ２ＥＧＦＰ，亦对其进行了全序列测序验
证，测序结果显示所构建的表达载体的序列与本文

预先设计的完全一致，说明 Ｃ３ａＲ慢病毒表达载体
构建成功，图２所示的是部分测序结果。

图２　Ｃ３ａＲ慢病毒表达载体ｐＬｅｎｔｉ６．３Ｃ３ａＲＩＲＥＳ２ＥＧＦＰ的
部分测序结果（示Ｃ３ａＲ基因５＇端插入点周围的测序结果）

以构建的 Ｃ３ａＲ慢病毒表达载体和包装质粒
（ｐＬＰ１，ｐＬＰ２和 ｐＬＰ／ＶＳＶＧ）转染 ２９３Ｔ细胞，４８ｈ
后收集细胞培养上清，经分级离心和滴度测定，最后

本文得到了滴度约为５×１０８／ｍＬ的慢病毒液。

２．２　ＨＰＣ细胞慢病毒转染及稳定转染细胞株的筛
选结果　将Ｃ３ａＲ重组慢病毒转染人肾小球足细胞
ＨＰＣ，２４ｈ后，荧光显微镜下即可观察到绿色荧光蛋
白的表达。至转染后４８ｈ，转染细胞内的绿色荧光
蛋白表达更强。为了获得稳定转染的细胞株，将细

胞消化重新辅板，同时根据 Ｃ３ａＲ慢病毒表达载体
中带有杀稻瘟菌素抗性基因的特点，于细胞培养基

中加入杀稻瘟菌素以杀死除稳定转染以外的其他细

胞。经过２个星期的连续加药筛选，得到了稳定转
染Ｃ３ａＲ重组慢病毒的细胞，荧光显微镜下可见每
个细胞均发出较强的绿色荧光（图３中 ｄ，ｃ为与 ｄ
同一视野下的可见光照片）；与此相比，非转染细胞

则看不到细胞发出绿色荧光（图３中 ｂ，ａ为与 ｂ同
一视野下的可见光照片）。在此基础上，利用连续

稀释方法，进一步筛选出了稳定转染 Ｃ３ａＲ重组慢
病毒的细胞克隆（图３中ｅ，其中的每个细胞均发出
较强的绿色荧光），进而构建成了稳定转染细胞株

ＨＰＣＣ３ａＲ。

　　ａ和ｂ示非转染对照细胞（×１００）；ｃ和ｄ示稳定转染细
胞（×１００）；ｅ示稳定转染了重组病毒的 ＨＰＣ细胞克隆（×
４０）
图３　稳定转染Ｃ３ａＲ重组慢病毒的ＨＰＣ细胞株的

构建（荧光蛋白的表达）

２．３　ＨＰＣＣ３ａＲ细胞株中Ｃ３ａＲ的表达分析结果　
图４所示的是利用荧光定量ＰＣＲ方法对ＨＰＣＣ３ａＲ
细胞株中Ｃ３ａＲｍＲＮＡ表达水平的分析结果。与作
为对照的正常（非转染）ＨＰＣ细胞相比，ＨＰＣＣ３ａＲ
细胞株中 Ｃ３ａＲｍＲＮＡ表达水平显著升高（Ｐ＜
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００５）。利用细胞免疫化学方法，本文进一步对
ＨＰＣＣ３ａＲ细胞中 Ｃ３ａＲ的蛋白表达水平进行了分
析。为了确保结果的可靠性，同时采用了分别针对

Ｃ３ａＲ不同位点的两种商品化了的抗人 Ｃ３ａＲ抗体，
即针对Ｃ３ａＲ的Ｎ端抗原决定簇的抗人 Ｃ３ａＲ抗体
（ａｂｃｏｍ公司），针对 Ｃ３ａＲ的 Ｃ端抗原决定簇的抗
人Ｃ３ａＲ抗体（ＳＡＮＴＡＣＲＵＺ公司）进行分析。基于
两种不同来源的Ｃ３ａＲ抗体的免疫化学染色结果均
显示（图５），与作为对照的未转染 ＨＰＣ细胞相比，
ＨＰＣＣ３ａＲ细胞株针对 Ｃ３ａＲ的免疫染色明显要强
得多，说明 ＨＰＣＣ３ａＲ细胞株中 Ｃ３ａＲ蛋白水平明
显高于未转染的ＨＰＣ细胞。

与ＨＰＣ细胞相比，Ｐ＜０．０５
图４　荧光定量ＰＣＲ分析结果显示

　　ａ和ｄ为阴性对照；ｂ和ｅ为ＨＰＣ对照细胞（未转染）；ｃ
和ｆ为ＨＰＣＣ３ａＲ细胞株。ａｃ为同一种 Ｃ３ａＲ抗体（来自
ａｂｃｏｍ公司的针对Ｃ３ａＲＮ端的多克隆抗体）染色结果；ｄ－ｆ
为另一种Ｃ３ａＲ抗体（来自ＳＡＮＴＣＲＵＺ公司的针对 Ｃ３ａＲＣ
端的多克隆抗体）的染色结果

图５　Ｃ３ａＲ免疫化学染色结果

３　讨　论

作为先天性免疫的一个重要组成部分，补体系

统在机体的免疫防御中具有重要作用［２０２２］，但补体

系统的不当激活也会造成组织损伤。已有研究表

明，补体系统参与了包括肾脏病在内的多种人类疾

病的病理过程［２３２５］。补体系统主要通过三条途径

即经典途径、旁路途径和甘露聚糖结合凝集素途径

（ｍａｎｎａｎｂｉｎｄｉｎｇｌｅｃｔｉｎ，ＭＢＬ）被激活。而 Ｃ３转化
酶的形成是三条补体活化通路的汇聚点。Ｃ３转化
酶可催化补体 Ｃ３的裂解（Ｃ３被切割成 Ｃ３ａ和
Ｃ３ｂ），从而启动补体活化的链式激活过程，最终导
致膜攻击复合物的形成、病原体的消灭或病变细胞

的裂解。长期以来，人们对补体系统功能的关注更

多的是集中于膜攻击复合物的效应。但在补体的链

式激活过程中，同时产生了包括Ｃ３ａ、Ｃ４ａ、和Ｃ５ａ在
内的小片段分子，对于这些补体小分子的功能，已有

的研究远没有搞清楚。作为一种重要的促炎因子，

Ｃ３ａ可通过与其受体 Ｃ３ａＲ的作用趋化和激活白细
胞，促进白细胞脱颗粒和分泌各种炎症因子。但近

年来的研究表明［２６］，Ｃ３ａＲ还表达于多种非免疫细
胞，且在不同生理病理状态的组织细胞中表现出了

多种多样的功能。作为一个重要的 Ｇ蛋白偶联受
体家族成员，Ｃ３ａＲ在非免疫细胞中的功能非常值得
关注。

在前面的研究［２７］中，我们发现 Ｃ３ａＲ在糖尿病
肾病肾小球足细胞中高表达并与糖尿病肾病的病理

进程具有相关性。作为肾小球滤过屏障的最重要组

成部分，足细胞的正常结构和功能的维持直接关系

到肾小球的滤过功能。足细胞损伤是包括糖尿病肾

病在内的多种肾脏疾病的重要病理基础。Ｃ３ａＲ在
肾小球足细胞中的生理功能，其高表达对于足细胞

结构和功能的改变和糖尿病肾病的发生和发展的病

理意义等均未明确。为了探讨这些问题，本文成功

构建了 Ｃ３ａＲ慢病毒表达载体 ｐＬｅｎｔｉ６．３Ｃ３ａＲ
ＩＲＥＳ２ＥＧＦＰ，并成功将其包装成了 Ｃ３ａＲ重组慢病
毒。通过病毒感染试验，证实了所构建的 Ｃ３ａＲ重
组慢病毒的可靠性，同时得到了过表达 Ｃ３ａＲ的肾
小球足细胞株 ＨＰＣＣ３ａＲ。这项工作不仅为进一步
研究Ｃ３ａＲ过表达在人肾小球足细胞中的生理功能
和病理意义提供了很好的细胞模型，也为进一步开

展Ｃ３ａＲ在其他细胞中的生理、病理意义创造了条
件，从已查阅的国内外文献来看，尚未见过表达

Ｃ３ａＲ肾小球足细胞株的报道。此外，需要特别指出
的是，虽然已有一些文献证明 Ｃ３ａＲ也表达于包括
脑、肝、肺、肾脏在内的多种器官中的组织细胞，但对

于Ｃ３ａＲ是否真的能在非骨髓源性细胞中的表达仍
存在一些争论［１３］。而从本文查阅的文献来看，仅

Ｂｒａｕｎ等［１２］曾报道，免疫组化分析显示肾小球足细

胞表达Ｃ３ａＲ，但随后即遭到了一些研究者的质疑，
认为可能是抗体的非特异性结合所致［１３］。为此，
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本文同时采用了荧光定量 ＰＣＲ和细胞免疫化学方
法从ｍＲＮＡ水平和蛋白质水平对肾小球足细胞系
ＨＰＣ中 Ｃ３ａＲ的表达情况进行了分析，而为了避免
抗体方面的问题，特意采用了分别来自不同厂家针

对Ｃ３ａＲ不同区段（不同抗原决定簇）的两种抗体。
分析结果显示：ＨＰＣ细胞系和 ＨＰＣＣ３ａＲ细胞株中
的Ｃ３ａＲｍＲＮＡ表达水平与其蛋白质表达水平相一
致；分别针对 Ｃ３ａＲ不同区段的两种抗体的免疫化
学染色结果相一致。这不仅证明本文成功构建了过

表达Ｃ３ａＲ的足细胞株，也证明体外培养的人肾小
球足细胞确实表达Ｃ３ａＲ。
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