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摘要 　应用 RACE2PCR 方法克隆并鉴定了乌鳢免疫球蛋白 M (immunoglobulin M , IgM) 重链 ( H) 和免疫

球蛋白轻链 (L)全长 cDNA。乌鳢 Ig H cDNA 全长 1 912 个核苷酸 (nt) ,包含 1 797 nt 的开放阅读框 ,编码 598

个氨基酸 (aa) 。Ig H 恒定区 (CH)均包含 1 对保守的半胱氨酸残基形成链内二硫键 ,其中 CH1 区氨基末端存在

保守的半胱氨酸残基与轻链形成链间二硫键 ,4 个推测的 N2糖基化位点 (NXT 和 NXS) 则分别位于 CH1、CH2

和 CH4。序列比对发现乌鳢 Ig H CH1 与 CH2 交界处氨基酸序列的插入使铰链区肽段较其他硬骨鱼 Ig H 长 ,此

外 Ig H CH4 区羧基末端参与单体间聚合的半胱氨酸被赖氨酸替换 ,这反映乌鳢 Ig H 分子结构的特异性。序

列相似性比较显示乌鳢 Ig H 与点带石斑鱼、黑鳍冰鱼、牙鲆、虹鳟的相似性依次为 55 %、50 %、45 %和 36 % ,与

斑马鱼类的相似性较低 (为 28 %) 。乌鳢 IgL cDNA 全长 941 nt ,包含 729 nt 的开放阅读框 ,编码 242 个 aa。

轻链可变区 (VL) 和恒定区 ( CL) 均包含保守的半胱氨酸 ,形成链内和链间二硫键。序列比对分析表明乌鳢

IgL 与五条鰤和花狼 IgL 的相似性为 78 %和 77 % ,而与斑点叉尾鮰和虹鳟的相似性仅为 32 %和 31 %。根据

Ig H 和 IgL 恒定区氨基酸序列构建系统进化树 ,鱼类 Ig H 形成硬骨鱼和软骨鱼两大分支 ,其中乌鳢 Ig H 与河

豚 Ig H 的亲缘关系较近 ;硬骨鱼 IgL 系统树显示 3 个主要的分支 :L1、L2 和 L3 ,乌鳢 IgL 位于 L1 分支的 L1A

亚类。
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　　鱼类是具备体液免疫反应的低等脊椎动物 ,在

免疫记忆、亲和力成熟、免疫球蛋白类别转换以及抗

体不均一性等方面均不同于哺乳动物[1 ] 。硬骨鱼

IgM 由重链 ( Ig H) (70～81 ku) 和轻链 ( IgL) (22～

32 ku)通过二硫键连接在一起形成单体 ,主要以四

聚体形式存在 ,但是也存在单体和二聚体形式[223 ] 。

硬骨鱼分泌型 Ig H 基因由 8 个外显子构成 ,分别编

码导肽 (L H) 、可变区 (V H) 、多样区 (D H) 、铰链区

(J H) 、4 个恒定区 ( CH124) ;膜型 Ig H 基因出现跨

膜区而缺少 CH4 区[4 ] 。根据重链所带电荷、分子质

量以及与单克隆抗体的免疫反应推测硬骨鱼存在不

同类型 Ig H 分子以弥补抗体类型的差异在硬骨鱼

特异性免疫反应上的缺陷[5 ] 。IgL 基因由 VL 和 JL

以及紧接其后的 CL 基因片段构成 (VL2JL2CL ) [6 ] 。

鱼类与哺乳动物轻链恒定区氨基酸顺序的比对结果

表明硬骨鱼类 IgL 分子不能简单定义为κ和λ

型[7 ] 。

最近研究显示脊椎动物 IgL 分为 4 类 : sigma

(σ) 、sigma2cart (σ2cart ) 、kappa (κ) 和 lambda (λ) 型 ,

而硬骨鱼 IgL 系统进化树主要分为 3 个分支 ,分别

属于σ和κ型[829 ] 。目前 ,多种重要经济性鱼类 IgM

重链和轻链基因被克隆鉴定 ,其中包括虹鳟 ( On2

corhy nchus m y kiss ) [10211 ] 、鳜 ( S i ni perca chuat2

si) [12213 ]等。乌鳢 ( Channa arg us) 是我国重要的淡

水养殖鱼类之一 ,然而疾病的频繁发生给乌鳢养殖

业带来严重的经济损失[14 ] 。本研究在获得 cDNA

片段的基础上进行乌鳢 Ig H 和 IgL 的克隆和序列

分析 ,鉴定乌鳢免疫球蛋白的分子特征 ,以期为乌鳢

疾病以及抗感染机制的研究奠定基础。
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　材料与方法

　试验鱼

乌鳢购自湖北省某水产市场 ,体重约 250 g ,试

验水槽中控温 (25 ℃) 暂养 1 周。取材后的组织样

品保存于液氮中备用。

　同源 片段

通过抑制差减杂交的方法构建乌鳢头肾差减

cDNA 文库 ,将 cDNA 片段连接到 pMD218 T 载体

( Ta KaRa) ,转化大肠杆菌 D H25α。经筛选和测序

分别获得长度为 621 个核苷酸 ( nt ) 和 328 nt 的

cDNA片段 ,序列比对结果显示与硬骨鱼 Ig H和 IgL

基因同源。

　 2 克隆 和 全长

全长 cDNA 的合成按 BD SMA RTM RACE cD2
NA Amplification Kit ( Clontech) 操作手册进行。

Ig H 5′末端扩增 ,使用接头通用引物 (5′2CTAA T2
ACGACTCACTA TA GGGC23′)与基因专一性引物

Ig H2R1 (5′2TCT GT TCTACT GGACGCA GCA23′)

和 Ig H2R2 (5′2A T GTCCT GGCACGGTCT TA TC2
3′) ,第 1 轮 PCR : 94 ℃预变性 2 min ,10 个循环 :

94 ℃30 s ,65 ℃30 s (每个循环降低 1 ℃) ,72 ℃

1. 5 min ;25 个循环 :94 ℃30 s ,55 ℃30 s ,72 ℃1. 5

min ; 1 个循环 : 72 ℃6 min。第 2 轮巢式 PCR 以

　链内二硫键以黑线连接 ,形成链内和链间二硫键的半胱氨酸残基以“ # ”显示 , N 糖基化位点加边框。比对序列号 : 乌鳢

( EU822510) ,牙鲆 ( AF226284) , 鳕鱼 ( AF437738) , 黑鳍冰鱼 ( AF437736 ) , 点带石斑鱼 ( A Y885700) , 虹鳟 ( A Y870258) , 海鲢

(A34891)和斑马鱼 (AF406819) 。Cysteine residues are shown wit h“# ”,inner2chain disulfide bonds were linked by lines ,N2glycosy2

lation sites (NXT ,NXS) are boxed. Ig H GenBank accession nos : Channa argus ( EU822510) , Paralichthys olivaceus ( AF226284) ,

N otot henia coriiceps (A F437738) , Chaenocephalus aceratus (AF437736) , Epinephelus coioi des (A Y885700) , Oncorhy nchus m y kiss

(A Y870258) , Elops saurus (A34891) and Danio rerio (AF406819) .

图 1 　乌鳢 IgH与其它鱼类 IgH恒定区序列比较

Fig. 1 　Alignment of IgH constant region between snakehead and other fish specie s
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1μL第 1 轮反应产物为模板 :94 ℃预变性 2 min ,30

个循环 :94 ℃30 s ,57 ℃30 s ,72 ℃1. 5 min ;1 个循

环 :72 ℃6 min ; - 20 ℃保存。使用接头通用引物

与基 因 专 一 性 引 物 Ig H2F1 ( 5′2GCCAACT2
CA GCGTCCCTCA23′) 和 Ig H2F2 ( 5′2T GCT2
GCGTCCA GTA GAACA GA23′) 72 ℃延伸 1 min

扩增 Ig H 基因 3′末端。使用接头通用引物与基因

专一 性 引 物 IgL2R ( 5′2TCA GGGT GCT GCTC2
CA GCT23′) 和 IgL2F ( 5′2A GCT GGA GCA GCAC2
CCT GA23′)分别扩增 IgL cDNA 5′和 3′末端。

　克隆、测序和序列分析

扩增产物与 pMD218 T ( Takara)载体连接 ,转化

D H25α感受态细胞 ,经检查为阳性克隆测序。氨基

酸序列的推断通过 ExPASy 网站的程序翻译 ,同源

性比较由 Cluatal W 1. 8 程序完成 ,采用 M EGA

3. 1软件以邻位相联法构建进化树。

　结果与分析

　 和 序列

根据乌鳢 Ig H 和 IgL 恒定区设计引物 ,通过接

头通用引物和基因专一性引物分别进行 5′RACE

和 3′RACE 获得 Ig H 和 IgL 全长 cDNA 序列 ( Ig H

和 IgL GenBank 登录号 : EU822510 和 EU822511) 。

乌鳢 Ig H cDNA 全长 1 912 nt ,包含 1 797 nt 的开

放阅读框 ,编码 598 个 aa。5′非编码区 5 nt ,起始编

码区包含 2 个起始密码子和完整的前导肽序列。乌

鳢 IgL cDNA 全长 941 nt ,包含 729 nt 的开放阅读

框 ,编码 242 个 aa ,5′非编码区 56 nt ,3′非编码区

156 nt 。

　 和 氨基酸序列分析

根据 Kabat 等[ 15 ]的方法 ,将乌鳢 Ig H 氨基酸序

列划分为前导链、可变区和恒定区 ,其中可变区包括

4 个骨架区和 3 个高变区 ,恒定区由 4 个结构域构

成。与其他硬骨鱼和脊椎动物 Ig H 相比 ,乌鳢 Ig H

可变区包含保守的半胱氨酸残基 ,其氨基酸组成和

疏水氨基酸侧链与脊椎动物 Ig H 具有显著的一致

性。乌鳢 Ig H 恒定区与斜带石斑鱼等鲈形目鱼类

的同源性较高 ,而与虹鳟和斑马鱼等鲑形目和鲤形

目鱼类的同源性较低 (图 1) 。

分别比较硬骨鱼 Ig H 4 个恒定区氨基酸序列 ,

结果显示 CH4 同源性最高 ,其次为 CH3、CH2 和

CH1。Ig H 恒定区保守的氨基酸残基包括半胱氨酸

和色氨酸 ,半胱氨酸参与形成链内和链间二硫键 ,值

得注意的是 CH4 末端参与单体聚集形成多聚体的

半胱氨酸被赖氨酸替换。在 Ig H CH1 与 CH2 交界

处氨基酸序列的插入使乌鳢 CH12CH2 铰链区肽段

较其他硬骨鱼 Ig H 长。乌鳢 Ig H 恒定区存在 4 个

推测糖基化位点 ,2 个糖基化位点分别位于 CH1 和

CH2 区 , 2 个位于 CH4 区 ,而通常存在于硬骨鱼

CH3 区末端的糖基化位点在乌鳢 CH3 区缺失。

乌鳢 IgL 可变区多个位点存在高度保守的氨基

酸残基 ,其中 Cys243 和 Cys2107 形成链内二硫键维

持 IgL 的空间结构。IgL 恒定区由 109 个氨基酸构

成 ,包含 3 个高度保守的半胱氨酸残基 , Cys226 和

Cys287 形成轻链恒定区链内二硫键 ,Cys2106 可能

与 Ig H 形成链间二硫键 (图 2) 。序列比对分析表明

　链内二硫键以黑线连接 ,形成链内和链间二硫键的半胱氨酸残基以“ # ”显示。比对的序列号 : 乌鳢 ( EU822511) ; 花狼

(AF137397) ;五条鰤 ( AB062619) ; 大西洋鲑 ( AF273019) ; 斑马鱼 ( AF246185) ; 狼鲈 ( AJ400216) ; 斑点叉尾鮰 ( U25705) ; 虹鳟

(U69987) 。Cysteine residues are shown wit h“# ”,inner2chain disulfide bonds was linked by line. IgL GenBank accession nos : Channa

argus ( EU822511) , A narhichas minor ( AF137397) , Seriola quinqueradiata ( AB062619) , S almo salar ( AF273019) , Danio rerio

(AF246185) , Dicent rarchus labrax (AJ400216) , Ictalurus punctatus (U25705) and Oncorhy nchus m y kiss (U69987) .

图 2 　乌鳢 Ig 与其它鱼类 IgL 恒定区序列比较

Fig. 2 　Alignment of IgL constant region between snakehead and other fish specie s
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乌鳢 IgL 与五条鰤和花狼的相似性为 78 %和 77 % ,

而与斑点叉尾鮰和虹鳟的相似性只有 32 %和 31 %。

　 和 恒定区进化树分析

Ig H 系统树显示硬骨鱼和软骨鱼形成 2 个主要

分支。乌鳢 Ig H 和河豚 ( f u g u rubri pes) Ig H 的亲

缘关系最近 ,与牙鲆、大西洋庸鲽 ( Hi p poglossus

hi p poglossus) 、鲑 ( S al mo sal ar ) 和斜带石斑鱼

( Epi ne p hel us coioi des ) 位于同一个分支上 (图

3A) 。根据 CL 区构建的系统发育树显示硬骨鱼

IgL 形成 3 个主要分支 ,乌鳢 IgL 位于 L1 分支的

L1A 亚类 ,与金头鲷 ( S p arus aurat a) IgL 的关系最

为密切 (图 3B) 。

　通过 Clustal W 进行序列比对 ,MEGA3. 1 构建 N2J 树。A. Ig H 恒定区系统进化树 ;B. IgL 恒定区系统进化树。Neighbor2joining

t rees were const ructed based on analysis of protein sequences by Clustal W and MEGA3. 1. A. Phylogenetic t ree of Ig H constant re2

gion ; B. Phylogenetic t ree of IgL constant region.

图 3 　IgH (A)和 IgL (B)恒定区的系统进化树

Fig. 3 　Phylogenetic tree s of IgH (A) and IgL (B) constant region

　讨　论

根据头肾差减文库中筛选到的 cDNA 片段 ,通

过 RACE2PCR 克隆并鉴定了乌鳢免疫球蛋白 M 重

链和免疫球蛋白轻链全长 cDNA。乌鳢 Ig H 和 IgL

均由前导肽、可变区和恒定区构成 ,氨基酸序列分析

显示与其它硬骨鱼类 Ig H 和 IgL 具有较高的同源

性。Ig H 和 IgL 可变区存在一系列保守氨基酸残基

用于折叠形成抗原连接位点 ,其中 1 对保守半胱氨

酸形成可变区链内二硫键。此外 ,在 Ig H 和 IgL

FR2 区存在 GKGL EW 和 FR3 区 DX3 YYC 两处肽

段 ,可能是 IgM 可变区折叠所必需的氨基酸序列。

Ig H 包含 4 个恒定区 ( CH124) ,每个恒定区包含 2

个以上的半胱氨酸形成链内和链间二硫键。比较硬

骨鱼 CH 区氨基酸序列认为 CH1 区 Cys14 参与了

IgM 重链和轻链之间二硫键的形成 ; CH2 和 CH3

交界处存在一个较保守的半胱氨酸 ,参与了 Ig H 链

间二硫键的形成[16 ] 。值得注意的是乌鳢 CH4 区羧

基末端参与单体间聚合的半胱氨酸被赖氨酸替换。

已知硬骨鱼 IgM 主要以四聚体形式存在 ,但是也存

在单体和二聚体形式[ 223 ] 。比较 GenBank 中鱼类

Ig H 氨基酸序列发现 CH4 羧基末端高度保守的

Cys 仅仅在乌鳢和肺鱼 ( Protopterus aet hiopicus )

中缺失或替换 ,能否说明鱼类也存在 IgM 单体形式

尚需要进一步的试验证实。乌鳢 Ig H 存在 7 个保

守的色氨酸残基参与维持免疫球蛋白三级结构的稳

定[17 ] 。此外 ,乌鳢 Ig H 有 4 个 N2糖基化位点 ,寡糖

链能够维持免疫球蛋白的空间结构 ,与免疫球蛋白
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的稳定性以及其生物学功能相关[ 18 ] 。乌鳢 IgL 恒

定区包含 3 个保守的半胱氨酸 ,Cys26 和 Cys87 形

成链内二硫键 ,Cys106 参与轻链和重链之间二硫键

的形成。对乌鳢和其它硬骨鱼类 Ig H 和 IgL 恒定

区序列比对发现参与蛋白质高级结构形成的半胱

氨酸、色氨酸及其侧翼序列高度保守 ,表明在 Ig 结

构或功能中扮演重要角色的氨基酸进化较为稳

定。

氨基酸序列比对显示乌鳢 Ig H 和 IgL 与鲈形

目鱼类相似性较高。根据 Ig H 恒定区构建的系统

进化树形成硬骨鱼和软骨鱼 2 个主要分支 ,其中乌

鳢 Ig H 和河豚 Ig H 的亲缘关系最近。一般认为脊

椎动物 IgL 分为不同类型 ,已知两栖类动物具有σ、

κ和λ型 IgL ,哺乳动物具有κ和λ型 IgL ,而鸟类仅

具有λ型 IgL [19 ] 。与哺乳动物 IgL 分为 Cκ和 Cλ不

同 ,硬骨鱼 IgL 不能明确地分成κ和λ型 ,而在κ和

λ类群之外形成一个单独的分支[13 ] ,推测低等脊椎

动物 IgL 基因可能来源于共同祖先基因。最近研究

结果发现有颌类脊椎动物 IgL 分为 4 个家族 (σ、σ2
cart 、κ和λ型) [8 ] ,软骨鱼类具有全部 4 种类型 IgL ,

而硬骨鱼 IgL 分为 3 类 : IgL1、IgL2 和 IgL3 ,分别属

于σ (L2)和κ (L1 和 L3) 2 种类型[8 ,9 ] 。利用 44 种

硬骨鱼类 IgL 恒定区构建系统树显示乌鳢 IgL 属于

L1 分支的 L1A 亚类。
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Molecular Cloning and Characterization of IgM Heavy Chain and Ig

Light Chain from Snakehead ( Cha nna a r gus)
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Abstract 　By RACE2PCR ,immunoglobulin M heavy chain ( H) and immunoglobulin light (L) chain

cDNAs have been cloned and characterized f rom snakehead Channa arg us . The Ig H cDNA was found to

be 1 912 nucleotides (nt) and contains an open reading f rame (ORF) of 1 797 nt t hat is t ranslated into a

p utative peptide of 598 amino acids (aa) . The constant region (CH124) of Ig H each contain a pair con2
served Cys residues which may be responsible for t he formation of int ra2domain disulfide bridge. The Cys

of CH1 may be concerned wit h inter2chain disulfide bridge ,four N2linked glycosylation sites are located

in CH1 ,CH2 and CH4 respectively. The multiple sequence alignment reveal t he p resence of a remarkable

insertion at t he CH12CH2 boundary ,result in a CH1 ,CH2 hinge peptide longer than ot her teleost Ig H ,

respectively. Notewort hy ,t he Cys in CH4 is substit uted by L ys in snakehead fish ,t hat not find in ot her

teleost Ig H. Protein sequence of snakehead Ig H has 55 % ,50 % ,45 % ,36 % and 28 % identical to orange2
spot ted grouper ,blackfin icefish ,bastard halibut ,rainbow trout and zebrafish Ig H ,respectively. The IgL

cDNA was found to be 941 nt and contains an ORF of 729 nt t hat t ranslates into a p utative peptide of 242

aa. The cysteine residues involved in t he formation of disulfide bonds are completely conserved among

fish IgL . Snakehead IgL exhibit s 78 % ,77 % ,32 % and 31 % overall identity to J apanese amberjack ,spot2
ted wolfish ,channel catfish and rainbow t rout IgL ,respectively. The p hylogenetic t ree of fish Ig H con2
served region contains two major branches of teleost and elasmobranch ,and snakehead Ig H is most close2
ly related to p ufferfish. The p hylogenetic t ree of IgL conserved region shows t hree major branches ,and

snakehead IgL locate as a branch of IgL1A.

Key words 　immunoglobulin M ; heavy chain ; light chain ; clone ; snakehead ( Channa arg us)
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