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摘要:为了研究鸡 B 细胞膜免疫球蛋白(mIg)的功能 ,深入了解鸡免疫系统抗体基因的特点 ,从鸡

法氏囊 B细胞 cDNA 中扩增出 Igλ轻链基因 ,对其核苷酸序列和氨基酸序列进行了分析和比较。

该基因 cDNA 全长 873bp ,编码含 226个氨基酸的 Igλ轻链 ,N-端 21个氨基酸构成轻链信号肽 ,随

后是 2个 Ig 样结构域 。运用融合 PC R的方法将该基因与牛 IgG Fc 受体γRⅡ跨膜区序列嵌合形

成重组跨膜分子 ,构建真核表达载体 pcDNA-λR2T ,转染 COS7细胞 ,荧光抗体染色及流式细胞术

检测到重组鸡 Igλ轻链在细胞膜上的表达 。所扩增的鸡 Igλ轻链基因以及构建表达于细胞膜上的

重组鸡 Igλ轻链跨膜分子 ,为研究鸡免疫系统中的抗体轻链基因 ,探索 Igλ轻链和 B细胞膜免疫球

蛋白的功能奠定技术基础 。
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Cloning and Expression of the Chicken IgλLight Chain
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Abstract:To study the functions o f chicken antibody genes , a chicken Igλlig ht chain gene w as

am plified f rom chicken bursa B lymphocy te cDNA pool.The gene spans 873bp of DNA w hich en-
codes a chicken Igλlight chain w ith 226 amino acids.The light chain consists of a signal pept ide

wi th 21aa at N-terminus and tw o antibody-like dom ains.Using fuse PCR technique , the recombi-
nant t ransm em brane m olecule w as formed by generat ing a chimeric pro tein incorporating t rans-

m em brane region o f bovine IgG Fc receptor γRⅡ(bFcRγRⅡ)and chicken Igλlight chain.M am-
m alian expression vecto r pcDNA-λR2T w as successfully const ructed and transient ly transfected

into COS7 cells via lipofectamin.Flow cy tometric analy sis show ed that the expression of the chi-
m eric Igλlight chain w as lo cated principally on the plasma mem brane on COS7 cel ls.The gene

cloning and membrane-lo cated expression of the chicken Igλlig ht chain pro vide a basis for further
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study of chicken antibodies and B cell membrane im munoglobulin.
Key words:Chicken Igλlight chain;Chimeric t ransmembrane m olecule;COS7 cells;Membrane-
loca ted expression;bFcRγRⅡ

　　鸡免疫系统中 ,B淋巴细胞系的分化与成熟依赖

独有的淋巴器官———法氏囊 ,并且经历从淋巴干细胞

到祖 B细胞 、前B细胞 、幼龄 B细胞和成熟 B细胞的

发育过程。在B细胞分化成熟过程中 ,抗体胚系基因

完成了基因重排 ,B细胞产生膜免疫球蛋白(mIg)等

一系列的细胞表面标志 ,具有标志的 B细胞系可以被

方便地区分并加以分离 ,为免疫系统发育 、细胞识别 、

基因重排的关键因子等研究提供了最佳的细胞模

型[ 1] 。鸡免疫球蛋白轻链主要为λ型 ,与mIg 和B细

胞抗原受体(BCR)的构成 、抗体产生及 B细胞增殖分

化密切相关[ 2 ～ 4] 。本试验从鸡法氏囊 B 细胞 cDNA

中扩增出 Igλ轻链基因 ,对其核苷酸序列和氨基酸序

列进行分析和比较 ,还将鸡λ轻链与牛 IgG Fc 受体

γRⅡ的跨膜区嵌合 ,构建在 COS7细胞膜表达的真核

重组载体 pcDNA-λR2T ,实现其在 COS7细胞膜上的

定位表达 ,为进一步研究 Igλ的免疫学及其他生物学

功能奠定基础。

1　材料和方法

1.1　组织标本

无菌分离 3周龄 SPF 雏鸡法氏囊组织 ,剪碎后

充分研磨 ,用于总 RNA 提取。

1.2　细胞 、质粒和试剂

真核表达载体 pcDNA3(Invitrogen公司)、COS7

细胞株(中科院上海细胞生物所)、脂质体 Lipo-

fectamine
TM

2000(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)。EZ Spin column total RNA isolation

kit和 First strand cDNA synthesis kit购自 BBI公司。

1.3　鸡 Igλ轻链基因的扩增

鸡B细胞总 RNA提取依照 EZ Spin column total

RNA isolation kit 说明进行 ,测定 RNA 浓度和检测

RNA完整性后用First strand cDNA synthesis kit合成

cDNA第 1链。该反转录产物作为 PCR模板 ,用于扩

增的引物为:上游引物:5′-CAGAAGCTTACAGCT-

GCTGGGATTC-3′, 下游引物:5′-CATCTCGAGCT-

TAGCACTCGGACCT -3′。

50μL 反应体系中加入模板 2μL 、 10×Pyrobest TM

聚合酶 Buffer 5μL 、dNTPs 4μL 、上 、下游引物各 1μL、

Py robestTM DNA polymerase 0.5μL 、ddH2O 36.5μL ,扩

增鸡 Igλ轻链基因。PCR 反应条件:94℃,预变性

1min;94℃50 s ,58℃50 s ,72℃90s , 30个循环后72℃

延伸 10min。1%琼脂糖凝胶电泳分析 RT-PCR扩增

产物。

1.4　鸡 Igλ轻链基因克隆与鉴定

PC R产物纯化后连接于 pGEM-T easy 载体 ,

再将连接产物转化感受态细胞 JM109 ,转移至含有

X-gal 、IPTG 和氨苄青霉素的 LB固体平板上培养 ,

16h后挑取白色单菌落接种于 LB 液体培养基

(Am p
+
)中振荡培养 ,小量提取质粒进行 PC R鉴定

和酶切鉴定 ,阳性重组质粒送宝生物工程(大连)有

限公司测序 。

1.5　融合 PC R构建嵌合跨膜分子

采用融合 PC R技术将牛 IgG Fc 受体 γRⅡ膜

区(R2T)与鸡 Igλ轻链序列(cIgλ)连接形成嵌合跨

膜分子λ2T ,利用鸡 Igλ轻链的信号肽引导和牛 IgG

Fc 受体γRⅡ膜区的锚定功能实现嵌合跨膜分子在

细胞膜的定位表达 。

设计引物分别扩增出 cIgλ和 R2T , 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′-CAGAAGCTTACAGCTGCTGG-

GATTC-3′;P2 5′-AGCTGTCATCGAGCACTCGGAC-

CTCTT-3′

R2T 引物:P3 5′-GTCCGAG TGC TCGA TGA-

CAGC TG TGGC Tl-3′;P4 5′-TCTC TCGAGAAG-

GCG TT TCTGG TAA TC-3′

融合 PCR方法分 2 步进行 , 先在 100μL PC R

反应体系中加入 Premix Ex Taq
TM 50μL 、cIgλ2μL 、

R2T 2μL 、ddH 2O 46μL , 94℃1min , 58℃2min。10

个循环后再加入引物 P1和 P4 ,进行第 2步 PC R ,

反应条件为 94℃ 50s ,58℃50s , 72℃ 90s , 30个循

环后 72℃延伸 10min。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 。

1.6　构建重组表达载体 pcDNA-λR2T

HindⅢ和 XhoⅠ酶切λR2T cDNA 和 pcDNA3质

粒 ,将λR2T cDNA 定向克隆于表达载体 pcDNA3。

经连接 、转化和培养后挑取阳性菌落小量提取质粒 ,
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HindⅢ和 XhoⅠ进行双酶切鉴定 ,随机挑选 3个酶切

鉴定正确的克隆 ,送大连 Takara 公司 ,测序确定读码

框正确。提取超纯质粒用于COS7 细胞转染。

1.7　转染 COS7细胞

COS7细胞用含 10%FBS的 DMEM 培养基培

养于细胞培养板上 ,转染前 24 h 细胞传代 ,培养至

细胞单层达 80%,用脂质体 Lipo fectamineTm 2000

(Invi tro gen)介导转染(按操作说明进行)。

1.8　流式细胞术检测重组分子在 COS7细胞膜的

定位表达

转染后 72h收集 2×106个转染细胞并洗涤 ,然后

加入200μL抗鸡 Igλ单抗(含0.5%BSA的PBS稀释),

室温下反应 1 h ,充分洗涤 ,再加入 FITC 标记的抗鼠

IgG ,室温避光放置40min ,PBS洗涤 ,流式细胞仪检测 ,

计数 10000个细胞 ,用Cellquest软件进行分析。

2　结果与分析

2.1　鸡 Igλ轻链基因 RT-PCR扩增 、克隆及鉴定结果

从鸡法氏囊组织中提取 B 细胞总 RNA 进行

RT-PC R扩增 ,PCR产物经 1%琼脂糖凝胶电泳 ,观

察到预期的约 800bp 的特异性条带 。PCR 产物克

隆于 T 载体 ,转化 JM 109 感受态细胞 ,挑选白斑进

行 PCR鉴定 ,阳性克隆小量提质粒再进行 PC R和

酶切鉴定 ,PCR产物为长约 850bp的特异条带 。

经 BamH Ⅰ单酶切 ,获得约 3 700bp 的质粒片段 ,

BamH Ⅰ和 XhoⅠ双酶切鉴定 , 获得 850bp 左右基

因条带和 3000bp的载体条带(图 1)。

1:PC R扩增产物;2:阴性质粒对照;3:T-λR2T B amHⅠ单

酶切;4:T-λR2T BamHⅠ和 X hoI 双酶切 M:DNA 分子量标准

图 1　克隆载体 T-λR2T的酶切鉴定图谱

2.2　鸡 Igλ轻链基因序列测定及分析

阳性重组质粒经宝生物工程(大连)公司测序 ,

得到全长 873bp的核苷酸序列(图 2)。结构域分析

从氨基末端起始氨基酸 M 开始 ,向后第 21个氨基

酸 A 为轻链信号肽(信号肽由 21个氨基酸组成);

随后是 2 个 Ig 样结构域(A22 -S118 、Y120 -

C238)。5′UT R位于序列的 1-24位(起始密码子

A TG 之前)共 24 个核苷酸 , 3′UT R位于序列的

720-873位共 153个核苷酸(2个连续的终止密码

子之后)(图 2)。

　　　 图 2　扩增的鸡 Igλ轻链核苷酸序列及其编码的氨基酸序列

　　与 GenBank 下载读取的鸡 Igλ轻链序列

(K00678)进行比较分析 , 核苷酸序列同源性为

96%,氨基酸序列同源性为 92%。5′U TR 和 3′

U TR以及信号肽序列与鸡 Igλ轻链序列完全一致 。

与轻链稳定区序列比对 ,核苷酸序列和氨基酸序列

同源性分别为 98%、94%。与轻链可变区的氨基酸

序列同源性为 86%(图 3)。扩增序列的稳定区氨基

酸序列与人和小鼠的 Ig λ轻链 66%同源 ,可变区与

人 Ig λ轻链相比同源性为 50%,与小鼠相比同源性

为 41%。

2.3　重组表达载体 pcDNA-λR2T 构建和鉴定

融合 PCR产生的嵌合跨膜分子测序结果显示 ,

cIgλ基因终止密码子前连接有跨膜区 R2T 序列 ,且

读码框正确。双酶切消化λR2T 后定向克隆于表达
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图 3　扩增产物编码的氨基酸序列(R10)与鸡 Igλ轻链序列比较

载体 pcDNA3 ,经连接 、转化和培养后挑取阳性菌落小

量提取质粒 ,PCR扩增以及用 HindⅢ和 XhoⅠ双酶切鉴

定 ,均产生约1 000bp的条带(图 4),鉴定正确的阳性克

隆送往大连 Takara 公司 ,测序确定读码框正确。

1:PCR扩增产物;2:pcDNA-λR2 T HindⅢ和 X hoⅠ双酶切;
3:pcDNA-λR2T 质粒;M:DNA 分子量标准

图 4　表达载体 pcDNA-λR2T的酶切鉴定

2.4　重组分子在 COS7细胞膜的定位表达

COS7细胞培养达到 80%融合时 ,用脂质体 Li-

pofectamineTM 2000将表达载体 pcDNA-λR2T 和空

质粒 pcDNA3转染 COS7 细胞 , 72h 后用抗鸡 Igλ

单抗进行间接细胞免疫荧光染色 ,流式细胞术检测

结果见图 5 。pcDNA-λR2T 重组质粒转染的 COS7

细胞平均荧光强度大于对照组用空质粒 pcDNA3转

染 COS7细胞的平均荧光强度 。显示细胞膜上有重

组蛋白 Igλ表达 。

3　讨论

禽类 B 淋巴细胞的发育依赖独有的淋巴器

官 ———法氏囊 ,在法氏囊中 ,囊胚细胞经历了抗体基

因重排并形成带有特定表面免疫球蛋白标志的 B

细胞克隆[ 5] 。哺乳动物及啮齿动物通常先进行重链

重排 ,随后再进行轻链基因重排 ,小前 B 细胞轻链

V-J重排后并无轻链在膜上表达 ,B 细胞受体由 μ

链与替代轻链 V pre-B/λ5构成[ 6] 。与哺乳动物有

所不同 , 禽类抗体基因重链和轻链几乎在同一时期

完成重排 ,重排后的轻链与重链以功能性 mIg 的形

式呈现于B细胞表面 , mIg+ B细胞在囊滤泡中快速

增殖 ,在此阶段进行的基因转变是细胞分化的内在

动力
[ 7]
。特定编码形成的 mIg 分子对 B 细胞的进

一步分化发育尤为关键 ,作为 B 细胞表面受体 ,m Ig

与配体分子的结合为 B 细胞发育提供了必不可少

的选择信号[ 8 , 9] 。为了研究 B 细胞表面重要标志

m Ig 分子的生物学功能 ,充分认识其在禽免疫系统

中所处地位以及发挥的重要作用 , 本试验先从鸡 Igλ

A:pcDNA-λR2T 转染 COS7细胞后的细胞荧光强度

B:pcDNA 转染 COS7细胞后的细胞荧光强度

图 5　流式细胞术检测重组跨膜分子λR2T 在 COS7细胞膜的表达
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入手 , RT-PC R 扩增出鸡 Igλ轻链基因 , 与 Gen

Bank中鸡 Igλ轻链序列(K00678)进行比较分析 ,氨

基酸序列同源性为 92%。N-端有 21个氨基酸组成

的信号肽序列 ,有 2 个 Ig 样结构域(A22-S118 、

Y120-C238)。起始密码子 A TG 之前 24 个核苷

酸构成 5′U TR序列 ,2个连续的终止密码子之后共

153个核苷酸构成 3′UT R序列 ,序列比较 5′U TR

和 3′UT R以及信号肽序列与鸡 Igλ轻链序列完全

一致 ,与轻链稳定区的核苷酸序列和氨基酸序列基

本一致 ,与轻链可变区的序列差异较大 。

完整的跨膜分子通常由胞外区 、跨膜区和胞内

区构成 ,m Ig 分子由重链跨膜区锚定在细胞膜上 ,由

于未能扩增出重链基因 ,本试验采用融合 PCR技术

将牛 IgG Fc 受体γRⅡ跨膜区(R2T)与鸡 Igλ轻链

序列(cIgλ)连接形成嵌合跨膜分子λ2T ,利用鸡 Igλ

轻链的信号肽引导和牛 IgG Fc受体γRⅡ跨膜区的

锚定功能实现嵌合跨膜分子在 COS7细胞膜的定位

表达 。该细胞模型的建立为研究鸡 Igλ轻链作为细

胞表面分子在抗原识别 、信号传递 、配体与受体间的

相互作用 ,以及进一步认识 mIg 分子的免疫学功能

奠定了技术基础 。
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2010年《河南农业科学》征订启事
《河南农业科学》是河南省农业科学院主办的综合性农业科技期刊 ,主要报道粮食作物 、经济

作物 、土壤肥料 、水资源高效利用 、植物保护 、果树蔬菜 、畜牧兽医 、特种种植及养殖等方面的研究

成果和先进技术。多年来 ,深受省内外农业科技人员 ,农业院校师生 ,基层干部和农民的喜爱 ,曾

多次得到有关部门的奖励 ,连续被评为“全国中文核心期刊” 、“全国优秀农业期刊” ,连续获“河南

省优秀科技期刊一等奖” 。2006年又被评为“中国科技核心期刊” 、“中国农业核心期刊” 。2008

年被评为“河南省第一届自然科学二十佳期刊” 、“河南省第一届自然科学期刊综合质量检测一级

期刊” 。为了进一步扩大信息量 ,满足多层次读者的需求 ,本刊将进一步突出创新性 、学术性 、指

导性;进一步加大对重大 、重点项目以及基金项目 、创新性成果的报道力度 。同时 ,继续加强对科

技新动态 、生产新动向 、市场新需求的报道。

本刊为月刊 ,国际标准 16开本 ,120页 ,彩色封面 ,每期定价 8.00元 ,全年 96元。各地邮局

均可订阅 ,邮发代号:36-32 。如错过订期 ,可直接与本刊编辑部联系订阅 。

地址:郑州市农业路 1号　　邮编:450002　　E-mail:hnnykx @163.com

电话:0371-65739041 传真:0371-65712747
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