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摘要　通过 RTＧPCR 技术克隆欧洲鳗鲡(Anguillaanguilla)Ig轻链基因cDNA全长序列,命名为AaIgL,

其全长为１０１６bp,开放阅读框为７１４bp,编码２３８个氨基酸.将该基因片段与pETＧhis载体连接构建原核表达

载体,在大肠杆菌 BL２１中诱导表达,其表达产物经 SDSＧPAGE 和 Westernblotting分析,结果表明新增的 ２７
ku蛋白条带与预期值相符,且与兔抗欧洲鳗鲡IgM 血清发生特异性显色反应,证实了AaIgL 基因能够在大肠

杆菌中以包涵体形式高效表达;实时荧光定量PCR检测结果发现:AaIgL 在欧洲鳗鲡各组织中均有表达,其中

脾脏的表达量最高,肾脏和心脏中也有较高的表达水平,而肝脏、肌肉、鳃以及肠中的表达量较低;欧洲鳗鲡经山

羊IgG肌肉注射后脾脏和肾脏的AaIgL 表达水平明显上升,其峰值分别为第７天和第１４天,AaIgL 在脾脏的

表达量显著高于肾脏,但是第２１天后均恢复至正常水平.以上结果表明,AaIgL 在欧洲鳗鲡机体免疫防御中

发挥重要作用,脾脏是AaIgL 基因的主要表达器官.
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　　鱼类虽为低等的脊椎动物,但也能产生由免疫

球蛋白(immunoglobulins,Igs)介导的特异性体液

免疫反应[１].Ig基本结构由４条多肽链,即相同的

２条重链分子和２条轻链分子借链间的二硫键连接

而成,其蛋白功能域由恒定区和可变区两部分组成,
在抵御外源微生物侵害的免疫应答反应中发挥重要

作用[２].
免 疫 球 蛋 白 轻 链 (immunoglobulin light

chain,IgL)分为可变区(V)、恒定区(C)和连接区

(J),通过 V区、J区以及 C区的顺序进行排列,形
成 VLＧJLＧCL聚簇结构[３].哺乳动物中有κ、λ２种

IgL [４],鸟类中仅发现１种λ型IgL[５],两栖类则发

现κ、λ和σ３类[６].虽然鱼类是低等的脊椎动物,
但却有多种类型的免疫球蛋白轻链存在.大西洋鲑

(Salmosalar)[７]、伯氏豚鰕虎鱼(TrematomusberＧ
nacchii)[８]、鲤 (Cyprinuscarpio)[９]以 及 大 黄 鱼

(Pseudosciaenacrocea)[１０]中 发 现 L１、L２ 和 L３
３种Ig轻链同种型,其中L１型在鲤鱼和伯氏豚鰕虎

鱼存在 L１A 和 L１B２个亚型.最近在斜带石斑鱼

(Epinepheluscoioides)中发现有４种免疫球蛋白

轻链同种型存在[１１],推测重链可以与不同的轻链同

种型构成多种不同功能的Ig结构,在机体免疫防御

中发挥作用[１２].此外,在模式生物斑马鱼(Danio
rerio)[１３]以及大鳍鳠(Mystusmacropterus)[１４]、大
菱鲆(Scophthalmusmaximus)[１５]、鳜 (Siniperca
chuatsi)[１６]等经济鱼类也有IgL基因克隆与表达的

研究报道.
鳗鲡(Anguilla)是我国重要的经济养殖种类,

在亚洲各国也有广泛养殖[１７],但近年来由于高密度

养殖造成鳗鲡病害时常发生,严重影响鳗鲡养殖的

健康发展[１８].因此,对于鳗鲡免疫防御机制的研究

显得尤为重要.笔者将利用 RACEＧPCR技术克隆

欧洲鳗鲡免疫球蛋白 AaIgL 基因全长,并对山羊

IgG免疫欧洲鳗鲡后不同组织器官的轻链基因表达

水平变化进行检测分析,以期为鳗鲡体液免疫应答

分子机制的研究提供参考.

1　材料与方法

1.1　试验动物

欧洲鳗鲡(Anguillanguilla),购自厦门同安
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养鳗场,平均体质量约为２００g.随机选取欧洲鳗鲡

５尾,经丁香酚麻醉后获得各组织器官样品,液氮冷

冻后 －８０℃保存备用;另取２５尾欧洲鳗鲡暂养

１周,日换水约１/３,控制温度约２８℃,充足曝气.
取山羊IgG０．５mg与０．５mL完全弗氏佐剂混匀后

于背部肌肉注射欧洲鳗鲡,在第０、７、１４、２１、２８天随

机取５尾欧洲鳗鲡,获得肾脏和脾脏样品,液氮冷

冻后－８０℃保存备用.
1.2　总 RNA 的提取及 cDNA 的合成

总RNA 提取方法按照Trizol(Invitrogen)使用

说明进行.取１．５μL总RNA样品进行琼脂糖凝胶

(１．５％)电 泳 检 测.取 ３μg 脾 脏 RNA 进 行 ５′
RACE 和 ３′RACEcDNA 模 板 制 备,方 法 参 考

Clontech公司的SMARTerTM RACEcDNAAmpliＧ

ficationKit使用说明进行.
1.3　 AaIgL 基因全长的克隆

以３′RACEcDNA为模板,通过简并引物IgLＧ
F和IgLＧR(表１)对 AaIgL 基因片段进行扩增.

PCR产物经琼脂糖凝胶电泳分析后,将目的条带进

行胶回收,然后与pMD１９ＧT(TaKaRa)载体连接,转
化JM１０９感受态细胞,经 LB/Amp平板培养基筛

选后,通过菌落PCR检测阳性克隆并测序.测序结

果经BLAST比对后,确定为轻链基因片段.利用

Primer５．０所设计的RACE引物IgL３ＧOuter、IgL３Ｇ
inner、IgL５ＧOuter以及IgL５Ｇinner(表１)PCR扩增

该基因的全长cDNA 序列,并用引物IgLＧORF５和

IgLＧORF３(表１)验证其开放阅读框(openreading
frame,ORF)的正确性.

表１　试验中用到的引物及其序列１)

Table１　Oligonucleotideprimersusedintheexperiments

引物名称 Primername 引物序列(５′→３′)Primersequence

IgLＧF GGAGTYCAGGCTGAAGATGC

IgLＧR GTCCAGTCTGAGGGGAAGCC

IgL３ＧOuter CCCAGTCTCCGTCAGCTCAATCTGTTC

IgL３Ｇinner CCCTTAATGTCCTGTCCCCCTCGAA

IgL５ＧOuter TTGCCCTGCCCGTCCACCTTC

IgL５Ｇinner GTAGTAATCTCCTGCATCTTCAGCC

IgLＧORF５ ATGATGATGTCAAACATTTTACTGCTGGTG

IgLＧORF３ CTACTCGGTGCAGTCGGCTTTCCG

realＧIgLＧF GGAGCAGCACTTTGACCCTC

realＧIgLＧR TCGGTGCAGTCGGCTTTC

βＧactinＧF AATCCACGAGACCACCTTCAA

βＧactinＧR GTTGGCGTACAGGTCCTTACG

５′IgLＧBamHⅠ CGCGGATCCGATGTAGTTTTGACCCAGTCTCCGTCAG

３′IgLＧEcoRⅠ CCGGAATTCCTCGGTGCAGTCGGCTTTCCGA

　　　１)∗ N＝A,C,G,或 T;V＝A,G,或C∗ NrepresentsA,C,G,orT;VrepresentsA,G,orC．

1.4　 AaIgL 的生物信息学分析

欧洲鳗鲡轻链基因的全长 cDNA 序列通过

NCBIBlast和 ORFFinder进行分析,欧洲鳗鲡轻

链等电点及分子质量通过 ExPASy(http://cn．exＧ
pasy．org/tools/pitool．html)进行预测,信号肽序列

由SingalP３．０Server(http://www．cbs．dtu．dk/

services/SingalP)进行预测,糖基化位点采用 NetＧ
NGlyc１．０Server(http://www．cbs．dtu．dk/servＧ
ices/NetNGlyc/)进 行 预 测,蛋 白 结 构 域 通 过

SMART(http://smart．emblＧheidelberg．de/)进行

预测,蛋 白 三 级 结 构 的 构 建 由 SWISSＧMODEL
(http://swissmodel．expasy．org/)进行,蛋白序列

多重比对采用 BioEdit(http://www．mbio．ncsu．
edu/BioEdit/)软件进行分析,并用 MEGA４．０软件

中邻位相接法构建系统进化树.
1.5　 AaIgL 基因不同组织表达水平检测

提取健康欧洲鳗鲡不同组织 RNA 样品,逆转

录合成的cDNA模板,方法参照Promage逆转录酶

说明书.实时荧光定量PCR反应体系如下:cDNA
模板９μL,realＧIgLＧF和realＧIgLＧR各０．５μL,浓度

２８
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为１０μmol/L,１０μLSYBRGreenRealtimePCR
MasterMix(TOYOBO),混合均匀后进行 ９５℃
１min,４０个循环(９５℃１５s,６０℃１min)荧光定量

PCR扩增,同时设定βＧactin 为内参基因,引物βＧacＧ
tinＧF和βＧactinＧR见表１.通过溶解曲线、扩增曲线

以及PCR产物测序分析,确定是否为欧洲鳗鲡轻链

基因和βＧactin基因特异产物.仪器软件分析得出

各个样品的RQ值即２－ΔΔCT.
1.6　欧洲鳗鲡脾脏和肾脏 AaIgL 基因表达谱变化

提取山羊IgG免疫注射后第０、７、１４、２１、２８天

欧洲 鳗 鲡 脾 脏 和 肾 脏 总 RNA,逆 转 录 合 成 的

cDNA,进行实时荧光定量 PCR 检测分析,方法同

材料与方法“１．５”.
1.7　 AaIgL 基因的原核表达与 SDSＧPAGE 电泳

分析

　　根据获得的欧洲鳗鲡AaIgL 开放阅读框序列

设计蛋 白 表 达 上 游 引 物 ５′IgLＧBamHⅠ 和 下 游

３′IgLＧEcoRⅠ,以欧洲鳗鲡脾脏 cDNA 为模板,

PCR扩增带有酶切位点的欧洲鳗鲡AaIgL 开放阅

读框序列,与pMD１９ＧsimpleＧT(TaKaRa)链接后获

得pMD１９ＧsimpleＧTＧAaIgL重组质粒.将该重组质

粒与表达载体pETＧHis进行BamHⅠ和EcoRⅠ双

酶切后构建pETＧHisＧAaIgL表达载体,进而转化大

肠杆菌BL２１菌株的感受态细胞,经 Amp/LB平板

培养基筛选后获得阳性克隆菌株进行扩大培养,

D６００nm约为０．６时进行IPTG诱导５h后收集菌体.
同时设置空载体pETＧHis宿主菌 BL２１为空白对

照.用１mL的PBS重悬菌体沉淀,１００００r/min、

４℃离心２min,重复３次.将沉淀用３００μLPBS
重悬,于冰上进行超声波破碎.通过浓缩胶４％,分
离胶１２．５％的不连续SDSＧPAGE凝胶电泳分析表

达产物,并用考马斯亮蓝RＧ２５０进行蛋白染色.
1.8　免疫印迹分析

样品经 SDSＧPAGE 分离后,用 WesternblotＧ
ting分析:重组蛋白经 SDSＧPAGE电泳后转移至硝

酸纤维膜,用pH７．４的０．０１mol/LPBS配制５％脱

脂奶粉封闭液,硝酸纤维膜室温封闭１h,加入稀释

倍数为１∶１０００的兔抗欧洲鳗鲡IgM 抗血清,室温

下放置１h,再加入稀释倍数为１∶１０００的羊抗兔

IgG的 HRP酶标抗体,室温下放置１h,最后进行

DAB显色反应.
1.9　统计学分析

采用RQ平均值±标准误差的平均值(mean±

meanofstandarderror,M ± SEM)来表示欧洲鳗

鲡轻链基因表达水平,通过tＧ检验对数据进行统计

学分析,P＜０．０５为显著性差异.

2　结果与分析

2.1　 AaIgL 基因序列分析

AaIgL 的cDNA全长１０１６bp(GenBank登录

号:EF０３１０８５),开放阅读框 ORF为７１４bp,编码

２３８个氨基酸,预测蛋白质分子质量为２５．６６ku,等
电点为５．１８,蛋白结构分为信号肽、轻链可变区以及

轻链恒定区,具有１个潜在的 NＧ糖基化位点;５′非

编码区(untranslatedregion,UTR)和３′UTR分别

为５９bp和２４３bp,终止信号 AATAAA 位于Poly
A上游１８bp处(图１).
2.2　 AaIgL 空间结构模拟

AaIgL 空间结构通过SWISSＧMODEL软件构

建,以PDBcode:４jo１L (crystalstructureofarabＧ
bitIgL)为模板所构建的AaIgL 蛋白三维空间结构

见图２.结果表明,AaIgL 蛋白三维空间结构图与

兔IgL三维空间结构图十分相似,均由轻链可变区

和恒定区２个结构域组成,α 螺旋和β 折叠的数量

分别为１个和１８个.
2.3　 AaIgL 与其他物种 IgL 的多重比对及系统进

化树分析

　　将推导的 AaIgL 氨基酸序列与其他物种的

IgL蛋白进行多序列比对,结果(图３)显示,AaIgL
可变 区 由 ４ 个 骨 架 区 (FR)和 ３ 个 互 补 决 定 区

(CDR)组成;在骨架区中和恒定区中分别有２个和

３个保守的 Cys位点.NＧJ系统发育树表明:欧洲

鳗鲡轻链与虹鳟(Oncorhynchusmykiss)和大西洋

鲑轻链L１型群聚为一支,属于 L１型.哺乳动物

CL基因分别聚为单系的κ型和λ型类群,与软骨鱼

和硬骨鱼轻链类型明显不同.两栖类光滑爪蟾 L１
型CL基因以独立的分支与哺乳动物κ型 CL类群

聚在一起.
除了东太虎鲨(Heterodontusfrancisci)轻链同

种型Ⅲ与人轻链κ型聚为一类外,其他软骨鱼 CL
基因都聚在一起形成一个独立于 κ型、λ型以及硬

骨鱼轻链的过渡类型分支.硬骨鱼不同的轻链同种

型形成３类不同的分支,显示不同的同种型的序列

之间差异较大.

３８
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　５′和３′非编码区序列用大写字母标示,编码区序列用小写字母标示;核苷酸序列在上面,对应的氨基酸编码序列在下面;起始密码子

(ATG)、终止密码子(TGA)、终止信号(AATAAA)字体加粗;Leader表示信号肽,VL表示轻链可变区,CL表示轻链恒定区,保守的半

胱氨酸用阴影表示,NＧ糖基化位点以下划线标识.５′and３′untranslatedregionsarerepresentedwithcapitallettersseparately．The

codingsequenceisrepresentedwithlowercaseletters,andthecodedaminosequencesarebelow．Theinitiationcodon(ATG),thestop

codon(TGA)andthepolyadenylationarerepresentedinbold．Leader:signalpeptide．VL:Immunoglobulinlightchainvariableregion．

CL:Immunoglobulinlightchainconstantregion．Cysteinsareshaded．NＧGlycosylationsitesareunderlined．

图１　欧洲鳗鲡AaIgL基因cDNA及其编码氨基酸序列

Fig．１　ThecDNAandcodedaminoacidsequenceofAaIgLgenefromEuropeaneel

　(左)欧洲鳗鲡IgL空间结构模拟;(中)欧洲鳗鲡与兔IgL叠合空间结构模拟;(右)兔IgL空间结构模拟.Theleftispredicted

threeＧdimensionalstructureofAaIgL;themiddlepredictedthreeＧdimensionalstructureofAaIgLoverlappedwithrabbitIgL;theright

isthreeＧdimensionalstructureofarabbitIgL．

图２　欧洲鳗鲡IgL与兔IgL空间结构的比较

Fig．２　IgLthreeＧdimensionalstructurecomparisonbetweenEuropeaneelandrabbit

４８
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　用于比较的氨基酸序列分别为欧洲鳗鲡(A．anguilla)EF０３１０８５、大西洋鲑(S．salar)AF４０６９５６、花狼蔚(A．minor)AF１３７３９７、虹鳟

(O．mykiss)X６８５２１.空位经手工优化以“－”表示;相同氨基酸残基以“∗”表示;不同的氨基酸序号用数字表示;保守的半胱氨酸用阴

影标识、保守的氨基酸基序用阴影或方框标识;结构域根据氨基酸序列比对而划分.Multiplealignmentoftheaminoacidsequencesof

IgLfromA．anguilla (GenBankaccessionn．EF０３１０８５),S．salar(GenBankaccessionn．AF４０６９５６),A．minor(GenBankaccessionn．

AF１３７３９７),O．mykiss(GenBankaccessionn．X６８５２１)．Gappositionsweremanuallyoptimizedandareindicatedbyhyphens．Aminoacid

residuesfoundidenticalinallofthecomparedsequencesareindicatedby*．DifferentaminoacidresiduespositionsareindicatedbynumＧ

bers．Conservedcysteinesareshadowed．Boundariesbetweeneachdomainareshownbeyondthesequencesestimatedbyanalogytothe

othersequences．

图３　AaIgL和其他物种IgL氨基酸序列的多重比较

Fig．３　MultiplealignmentoftheIgLaminoacidsequencebetweenEuropeaneelandotherspecies

　　在 CL区的比较中,与欧洲鳗鲡同源性最高的

是鲑形目的大西洋鲑(５６．４％),其次是鲈形目的花

狼鳚(Anarhichasminor)(５４．８％)和鲑形目的虹鳟

(５３．１％),欧洲鳗鲡 CL区与哺乳动物(人、马、兔、
羊和鼠)κ和λ型IgL同源性较低,范围在２３．７％~
２９．７％之间,与斑马鱼轻链L３、斑点叉尾鮰(IetaluＧ
ruspunetaus)轻 链 F 型 以 及 鲤 轻 链 L３ 型 仅 为

１７．３％~１６．３％(图４).
2.4　 AaIgL 在欧洲鳗鲡不同组织的表达

欧洲鳗鲡各组织器官均发现有AaIgL 基因表

达,其中脾脏的表达量最高,显著高于其他组织

(P＜０．０５),肾脏和心脏中的表达量也较高,但在肝

脏、肌肉、鳃以及肠中的表达水平较低(图５).
2.5　 AaIgL 在脾脏和肾脏的表达分析

欧洲鳗鲡经山羊IgG肌肉注射后,脾脏AaIgL
基因表达量在第７天 和第１４天显著升高(P＜
０．０１),且在第７天 达到峰值.而肾脏AaIgL 基因

仅在１４d表达量有所提高(P＜０．０５),表达量明显

低于脾脏第７天和第１４天的表达水平(P＜０．０５).

第２１天 后,脾脏和肾脏的基因表达均恢复至正常

水平(图６).

2.6　 AaIgL 基因的原核表达及 Western blotting

分析

　　经IPTG 诱导４h后的克隆子１和克隆子２的

pETＧHisＧAaIgL重组表达菌体沉淀在大约 ２７ku
处明显出现一条新增蛋白带,与预期融合蛋白分子

质量相符,表明重组蛋白主要以包涵体的形式存在.

该新增蛋白经 Westernblotting检测分析表明能够

与兔抗欧洲鳗鲡IgM 血清发生特异性的显色反应,

而空白对照菌表达产物则无此显色条带,说明新增

分子质量为２７ku表达产物具有天然欧洲鳗鲡免疫

球蛋白轻链的抗原性,进一步证实重组蛋白为欧洲

鳗鲡免疫球蛋白轻链基因表达产物(图７).
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图４　AaIgL恒定区氨基酸序列系统发育树(AaIgL 用▲标出)

Fig．４　PhylogenetictreeoftheIgLconstantregionaminoacidsequencesofEuropeaneel
(ThesolidtrianglemarkstheEuropeaneelIgL)
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　∗表示与其他组织中表达量存在显著性差异(P＜０．０５)The

significantdifferenceofexpressionlevelamongthetissueswasinＧ

dicatedby“∗”(P＜０．０５)．

图５　AaIgL在欧洲鳗鲡各组织器官中表达图

Fig．５　ExpressionpatternofAaIgLinthe
differenttissuesofEuropeaneel

　“∗”表示AaIgL 表达水平与第０天相比有显著性差异(P＞

０．０５),“∗∗”表示极显著差异 (P＜０．０１).ThesignificantdifferＧ

enceofexpressionlevelwasindicatedby “∗”(P＜０．０５)when

comparedwiththeexpressionlevelat０d．TheextremelysignifiＧ

cantdifferencewasindicatedby“∗∗”．

图６　肾脏、脾脏AaIgL基因表达水平变化

Fig．６　ThetimecoursechangesofAaIgL

geneexpressioninthespleenandkidney

　M:标准蛋白分子质量;１~２:未诱导和IPTG 诱导４h的

pETＧHis(BL２１);３~４:未诱导和IPTG 诱导４h的 pETＧHisＧ

AaIgL(BL２１)克隆子１;５~６:未诱导和IPTG诱导４h的pETＧ

HisＧAaIgL(BL２１)克隆子２;７~１２为 １~６的 Westernbloting
结果.M:Proteinmarker;１Ｇ２:ProteinofunＧinducedand５h

IPTGinducedpETＧHi(BL２１);３Ｇ４:ProteinofunＧinducedand

５hIPTGinducedpETＧHisＧAaIgL(BL２１)ofclone１;５Ｇ６:ProＧ

teinofunＧinducedand５ hIPTGinducedpETＧHisＧ AaIgL
(BL２１)ofclone２;７Ｇ１２:Westernblottingof１Ｇ６．

图７　AaIgL重组蛋白表达分析

Fig．７　ExpressionanalysisofrecombinantproteinAaIgL

3　讨　论

本研究获得了欧洲鳗鲡AaIgLcDNA全长,多
重比对显示其编码的氨基酸序列与大西洋鲑、花狼

鳚以及虹鳟在CL区的同源性最高为５３％~５７％.
在所比较序列 VL区中,CDR１和 CDR３区的序列

结构及其长度都表现出多样性;CDR２ 区中除了

O．mykiss的L２有一处为３aa插入外,其余序列长

度完全一致且相似性较高.涉及结构域内二硫键形

成以及 H 和L链间二硫键连接的半胱氨酸残基[１９]

在所比较的物种 L 链中都比较保守.欧洲鳗鲡

AaIgL 三 维 空 间 结 构 与 兔 IgL 十 分 相 似,表 明

AaIgL 具备了免疫球蛋白轻链家族的功能性结构

特征,另外参与IgL三维结构形成的色氨酸残基出

现的位置高度一致,也反映出IgL系统发育中的保

守性.
哺乳动物 CL 分别聚为单系的κ型和λ型类

群,与软骨鱼和硬骨鱼轻链类型明显不同[２０].两栖

类光滑爪蟾 L１型 CL基因以独立的分支与哺乳动

物κ型CL类群聚在一起.除了东太虎鲨轻链同种

型Ⅲ与人轻链κ型聚为一类外,其他软骨鱼 CL基

因都聚在一起形成一个独立于κ型、λ型以及硬骨

鱼轻链的分支.硬骨鱼不同轻链同种型形成３类不

同的分支[２１],表明不同的同种型序列之间差异较

大.目前,随着更多的硬骨鱼类免疫球蛋白轻链基

因被克隆与分析,其类型被分为 L１、L２和 L３３个

同种型[８],本文克隆的欧洲鳗鲡 AaIgL 属于 L１
型.最近,有学者将硬骨鱼类IgL划分为即σ、κ和

λ３种类型[１１],与传统的分类有所不同,该种分类方

法尚需进一步证实.
鱼类没有高等脊椎动物的淋巴结,但具有功能

相似的淋巴髓质组织,其中脾脏是鱼类最重要的淋

巴髓质组织[２２],与本试验欧洲鳗鲡脾脏AaIgL 基

因表达水平最高的结果相符.已有的研究表明鳃作

为鱼类重要的粘膜免疫器官,含有多种淋巴细胞,可
以分泌黏膜免疫球蛋白[２３].杨金先等[２４]发现欧洲

鳗鲡黏膜免疫球蛋白的结构和抗原性有别于血清

IgM,但其功能不是很清楚.本文在欧洲鳗鲡鳃中

也检测到一定量的 AaIgL 基因表达,但鳃中是否

存在其他类型的 AaIgL 基因尚需深入研究.此

外,欧洲鳗鲡AaIgL 在心脏、肝脏、肌肉等非淋巴

组织中也有表达,这可能与血液循环中的淋巴细胞

有关[１０].
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山羊 IgG 免 疫 欧 洲 鳗 鲡 后,其 脾 脏、肾 脏

AaIgL 基因表达水平均有显著提高,与嗜水气单胞

菌(Aeromonashydrophila)感染大鳍鳠后引起其脾

脏和头肾的IgL 基因表达水平上调的结果一致,表
明脾脏和肾脏参与欧洲鳗鲡免疫应答反应,而相关

研究也表明嗜水气单胞菌感染欧洲鳗鲡后,在肾脏、
脾脏有大量Ig＋ 细胞产生[２５].

欧洲鳗鲡AaIgL 基因表达水平在脾脏和肾脏

的峰值分别在第７天和第１４天,而欧洲鳗鲡脾脏和

肾脏IgH 基因表达水平分别在第１４天和第２１天

达到峰值[２６],明显滞后于AaIgL,这可能由于免疫

球蛋白重链和轻链基因的转录调控机制不同所致.
另外,脾脏 AaIgL 基因表达水平与变化幅度均高

于肾脏,提示欧洲鳗鲡脾脏中抗体分泌细胞数量较

多,这与脾脏是鱼类主要的造血器官有关[２２].

AaIgL蛋白在大肠杆菌中主要以包涵体的形式

表达,这与张永安等[１６]在鳜中的研究结果相同.

Westernblotting分析表明 AaIgL重组蛋白能够与

兔抗欧洲鳗鲡Ig血清发生特异性的显色反应,表明

重组蛋白具有天然欧洲鳗鲡免疫球蛋白轻链的抗原

性,系欧洲鳗鲡免疫球蛋白轻链基因表达产物,这为

该蛋白功能的研究奠定了分子基础.
总之,本研究成功获得了欧洲鳗鲡AaIgLcDＧ

NA全长序列,经山羊IgG免疫后AaIgL 的表达量

在脾脏和肾脏发生了明显变化,表明 AaIgL 参与

了欧洲鳗鲡机体免疫应答反应,可为鳗鲡免疫防御

分子机制的研究提供参考.
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Molecularcloningandexpressionanalysisofimmunoglobulin
lightchaingeneinAnguillaanguilla

FENGJianＧjun　GUOSongＧlin　LINPeng

FisheriesCollege,JimeiUniversity/EngineeringResearchCentreof
EelModernTechnicalIndustry,MinistryofEducation/KeyLaboratoryof

HealthyMaricultureforEastChinaSea,MinistryofAgriculture,Xiamen３６１０２１,China

Abstract　ThecDNAsequenceoftheimmunoglobulinlightchaingene,AaIgL,inEuropeaneel
(Anguillaanguilla)wasclonedusingreversetranscriptionPCR (RTＧPCR)．ThefullＧlengthcDNAseＧ
quenceofAaIgLis１０１６bp,witha７１４bpopenreadingframeencoding２３８aminoacids．Theamplified
DNAfragmentswereligatedintopETＧhisvector,transformedintoE．coliBL２１andtheninducedby
IPTG．Thesizeoftheexpressedproteinwas２７kuasestimatedbySDSＧPAGEelectrophoresisandthereＧ
combinantproteinswerestronglyrecognizedbytheserumantiＧIgMofEuropeaneeldetectedbyWestern
blotting,demonstratingthatthefusionproteinisexpressedstablyinE．coliBL２１withtheformofinＧ
clusionbodies．QuantitativerealＧtimeRTＧPCRanalysisrevealedabroadexpressionofAaIgLinawide
rangeoftissues,withthehighestexpressioninspleen,followedbykidneyandheart,andlowestinliver,

muscles,gills,andintestine．AfterinjectionwithgoatIgG,AaIgL wereobviouslyupＧregulatedinthe
spleenandthekidney,peakingat７dand１４d,respectively．ThepeakexpressionlevelofAaIgL was
muchhigherinthespleenandtheexpressionrecoveredtonormallevelat２１dinbothspleenandkidney．
OurresultssuggestedthatAaIgL mightplayanimportantroleinfish’simmunedefensesystem,and
thespleenwasthemainorganforAaIgLexpressionafterstimulation．

Keywords　Anguillaanguilla;immunoglobulinlightchain(IgL);prokaryoticexpression;realＧ
timePCR
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