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［摘要］ 克隆得到了大黄鱼 ｃｄ２２ （Ｌａｒｉｍｉｃｈｔｈｙｓ ｃｒｏｃｅａ ｃｄ２２， Ｌｃｃｄ２２） 的基因序列。 其 ＯＲＦ 全长含 １９４１ 个核

苷酸， 编码 ６４６ 个氨基酸， 具有典型的 Ｉ 型膜蛋白结构和特征性的 ＣＤ２２ 蛋白结构域， Ｎ 端有 ２０ 个氨基酸

组成的信号肽， 胞质区内有 ２ 个 Ｉｇ 超家族结构域、 ２ 个 Ｉｇ Ｃ２ 结构域和 １ 个 Ｉｇ⁃ｌｉｋｅ 结构域， 胞质尾部有两

个酪氨酸免疫受体抑制基序 ＩＴＩＭ。 大黄鱼 ｃｄ２２ 基因具有 ２０ 个外显子和 １９ 个内含子， 在染色体上与 ｓｃｘ 和

ｈｐｎ 等基因相邻。 大黄鱼 ｃｄ２２ ｍＲＮＡ 在体外分离培养的原代 ＩｇＭ ＋ Ｂ 淋巴细胞和粒细胞中转录水平较高。
在大肠杆菌中重组表达并纯化获得了重组大黄鱼 ｃｄ２２ 去信号肽胞外段， 利用其制备了特异性抗大黄鱼

Ｃｄ２２ 的多克隆抗体， 该抗体可识别体外分离培养的原代大黄鱼头肾淋巴细胞表面的天然 Ｃｄ２２ 蛋白。
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０　 引言
ＣＤ２２， 又称为 Ｓｉｇｌｅｃ⁃２， 是一种与 Ｂ 淋巴细胞抗原受体 （ Ｂ⁃ｃｅｌｌ ａｎｔｉｇｅｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，

ＢＣＲ） 相关的 Ｉ 型跨膜蛋白， 为唾液酸结合免疫球蛋白样凝集素 （ Ｓｉｇｌｅｃｓ） 家族成员，
广泛表达于成熟 Ｂ 淋巴细胞中， 可与 α⁃２， ６ 唾液酸连接的糖蛋白结合， 参与细胞间黏

附、 信号转导、 胞内信号的调节， 为 Ｂ 淋巴细胞的活化提供共刺激信号［１］ 。 哺乳动物

ＣＤ２２ 最初被认为是起负调控作用的抑制性受体， 其胞质区酪氨酸免疫受体抑制基序

（ｉｍｍｕｎｏｒｅｃｅｐｔｏｒ ｔｙｒｏｓｉｎｅ⁃ｂａｓｅｄ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｍｏｔｉｆｓ， ＩＴＩＭ） 中的酪氨酸可在 ＢＣＲ 激活早期迅

速磷酸化从而减弱 ＢＣＲ 信号， 抑制免疫系统的过度激活和自身免疫疾病的发生［２］ 。 后续

研究发现 ＣＤ２２ 也可正向调控 Ｂ 淋巴细胞抗原受体信号通路。 ＣＤ２２ 缺陷小鼠的 Ｂ 细胞表

现出慢性炎症的细胞表面表型和增强的细胞内钙反应特征， 如同酪氨酸磷酸酶 ＳＨＰ⁃１ 缺

陷小鼠的表型一样， 说明 ＣＤ２２ 在未受抗原刺激时负调控抗原⁃受体信号传导［３］ 。 然而，
与 ＩｇＭ 的长时间交联激活 ＣＤ２２ 缺陷型 Ｂ 淋巴细胞， 可导致 Ｂ 细胞适度增殖， 这表明

ＣＤ２２ 在抗原存在时可正向调控抗原⁃抗体信号传导［４ － ５］ 。 在用胸腺依赖性 Ｉ 型抗原免疫

时， ＣＤ２２ 缺失的小鼠体内抗体的产生显著减少［６］ ， 这也表明 ＣＤ２２ 在 ＢＣＲ 介导的信号

转导中发挥正向调控作用。
有研究［７ － １１］表明， 不依赖于 ＢＣＲ 的 ＴＬＲ 信号传导可诱导并增强 Ｂ 淋巴细胞的增殖、

抗原呈递和免疫球蛋白产生， 而 ＣＤ２２ 可组成型地负调控 Ｂ 淋巴细胞内的 ＴＬＲ 信号传导。
ＣＤ２２ 缺陷型小鼠的 Ｂ 淋巴细胞在受到 ＴＬＲ 家族成员配体 Ｐｏｌｙ （ Ｉ：Ｃ）、 ＬＰＳ、 ＣｐＧ 刺激

时 Ｂ 淋巴细胞的增殖大大增强， 在该细胞中过表达 ＣＤ２２ 可抑制这一增殖加强， 一旦

ＣＤ２２ 抗体耗竭， ＣＤ２２ 又可使增殖恢复［１２ － １３］ 。 与这一现象伴随的是 ＣＤ２２ 缺陷型小鼠体

内 Ｔ 淋巴细胞活化必须的共刺激分子 ＣＤ８６ 与 ＭＨＣ Ⅱ型分子的表达上调， 而非 ＴＬＲ３、
ＴＬＲ４ 与 ＴＬＲ９ 的表达增加［１３］ 。 ＣＤ２２ 与自身抗原的结合可增强其与 ＴＬＲ７ 在内体中的结

合， 从而促进其对 ＴＬＲ７ 信号传导的抑制［１４］ 。 因此， ＣＤ２２ 可同时调控 Ｂ 淋巴细胞中介

导先天性免疫与适应性免疫信号传导的受体。
牙鲆 ｃｄ２２ 和半滑舌鳎 ｃｄ２２ 都具有 ＣＤ２２ 分子家族的 Ｂ 细胞共受体序列和结构特点，

与淋巴细胞的增殖和胞吞作用相关。 尼罗罗非鱼 ｃｄ２２ 在 ＨＥＫ⁃２９３Ｔ 细胞中的过表达会显

著增强 ＮＦ⁃κＢ 转录因子的活性， 在 ＦＨＭ 细胞中可抑制 ｉｆｎ１ 和 ｉｆｎ３ 的表达， 激活 ＳＴＡＴ１。
这意味着其可与配体相互作用， 抑制干扰素信号通路， 并可能与下游的 ｉｆｎ１ 和 ｉｆｎ３ 反应

的相应模式识别受体活性有关［１５］ 。
大黄鱼 （Ｌａｒｉｍｉｃｈｔｈｙｓ ｃｒｏｃｅａ） 是我国重要的海水经济鱼类， 广泛分布于我国沿海地

区。 随着大黄鱼养殖业的快速发展， 由病毒、 细菌和寄生虫引发的疾病频频暴发， 给大

黄鱼产业造成了巨大的经济损失［１６ － １７］ ， 而传统药物治疗又会引发环境污染、 病原菌耐

·２·
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药性增强、 抗生素残留超标等次生问题。 在这种背景下， 深入研究大黄鱼免疫系统的功

能及机制， 尤其是 ｃｄ２２ 等关键免疫调控分子的功能， 对于开展免疫治疗、 进行病害防控

具有重要的现实意义。 前期研究已经获得了抗大黄鱼 ＩｇＭ 的单克隆抗体， 可用于 ＩｇＭ ＋ Ｂ
淋巴细胞的识别与分选［１８］ 。 在此基础上， 克隆鉴定 Ｂ 淋巴细胞辅助分子 Ｃｄ２２， 研究其分

子特征， 制备获得可用于其功能研究的多克隆抗体， 将有助于阐明 Ｃｄ２２ 在大黄鱼淋巴细

胞功能及信号传导过程中的作用， 为深入认识鱼类细胞免疫并应用于病害防治奠定基础。

１　 材料与方法
１􀆰 １　 实验材料

实验用大黄鱼购自福州市洪山桥菜市场， 鱼体长 （３２􀆰 ５ ± ２􀆰 ５） ｃｍ、 体重 （５００ ±
５０） ｇ。 原核表达载体 ｐＥＴ⁃２８ａ、 真核表达载体 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １ 购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司； 大肠杆菌

Ｅ􀆰 ｃｏｌｉ ＢＬ２１、 ＤＨ５α 菌株购自上海生工生物工程有限公司； ＨＥＫ⁃２９３Ｔ 细胞购自中国典型

培养物保藏中心 （Ｃｈｉｎａ ｃｅｎｔｅｒ ｆｏｒ ｔｙｐｅ ｃｕｌｔｕｒｅ ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ， ＣＣＴＣＣ）， 由本实验室保存。
ＭＳ ２２２、 细胞培养用的 Ｌ⁃１５ 培养基、 高糖 ＤＭＥＭ 培养基、 胎牛血清 ＦＢＳ 等购自

ＧＩＢＣＯ 公司； 原代免疫细胞分离与分选用的 Ｐｅｒｃｏｌｌ、 ＭＡＣＳ Ｒｕｎｎｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ、 ａｎｔｉ⁃ＦＩＴＣ 免

疫磁珠及 ＬＳ 柱等购自德国美天妮生物技术公司。
ＦａｓｔＫｉｎｇ 一步法除基因组 ｃＤＮＡ 第一链合成预混试剂逆转录试剂盒、 连接试剂盒

（ＤＮＡ Ｌｉｇａｔｉｏｎ Ｋｉｔ） 购自天根生化科技北京有限公司； 胶回收试剂盒 （ Ｇｅｌ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ
Ｋｉｔ） 和质粒提取试剂盒 （Ｐｌａｓｍｉｄ Ｍｉｎｉ Ｋｉｔ） 购自美国 Ｏｍｅｇａ Ｂｉｏ⁃Ｔｅｋ 公司； 各种限制性

内切酶、 ＤＬ２０００ Ｍａｒｋｅｒ、 ＤＬ５０００ Ｍａｒｋｅｒ、 ｐＭＤ１９⁃Ｔ 载体、 ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ® 高保真 Ｔａｑ 酶、
ｄＮＴＰｓ 购自 Ｔａｋａｒａ 公司； ＴＲＩｚｏｌＴＭ购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司； Ｐｏｌｙ （ Ｉ：Ｃ）购自 Ｓｉｇｍａ 公司；
胰蛋白胨、 酵母提取物购自 ＯＸＯＩＤ 公司； 其他试剂和药品均为分析纯， 购自上海生工

生物工程有限公司或西陇科学股份有限公司。 引物由上海生工生物工程有限公司合成。
１􀆰 ２　 实验方法

１􀆰 ２􀆰 １　 大黄鱼 ｃｄ２２ 基因克隆

根据本实验室前期所测得的大黄鱼全基因组序列信息， 设计扩增 Ｌｃｃｄ２２ ＯＲＦ 序列的

引物 ｃｄ２２⁃１⁃Ｆ （ Ｆ：５􀆳⁃ＣＴＧＣＴＣＴＧＴＴＴＧＡＣＴＧＡＣＴＧ⁃３􀆳）、 ｃｄ２２⁃１⁃Ｒ （ Ｒ：５􀆳⁃ＡＧＣＡＡＴＣＡＡＡＡＴＡ⁃
ＡＧＣＣＴＧＴ⁃３􀆳）， 以大黄鱼头肾 ｃＤＮＡ 为模板， 通过聚合酶链式反应 （ ＰＣＲ） 扩增得到

Ｌｃｃｄ２２ 的开放阅读框 （ＯＲＦ） 序列， 连接到 ｐＭＤ１９⁃Ｔ 载体后送至上海生工生物工程有限

公司测序。 具体步骤参照前人实验方法［１９］ 。
１􀆰 ２􀆰 ２　 序列及结构分析软件

使用 ＮＣＢＩ 网站中的 ＢＬＡＳＴ 工具 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｂｌａｓｔ􀆰 ｎｃｂｉ􀆰 ｎｌｍ􀆰 ｎｉｈ􀆰 ｇｏｖ ／ Ｂｌａｓｔ􀆰 ｃｇｉ） 进行氨

基酸序 列 的 预 测、 一 致 性 分 析 及 多 序 列 比 对； 使 用 Ｅｘｐａｓｙ 在 线 工 具 （ ｈｔｔｐ： ／ ／
ｗｅｂ􀆰 ｅｘｐａｓｙ􀆰 ｏｒｇ ／ ｐｒｏｔｐａｒａｍ ／ ） 预测大黄鱼 Ｃｄ２２ 的相对分子质量、 等电点等； 通过 ＳｉｇｎａｌＰ
在线软件预测分析大黄鱼 Ｃｄ２２ 的信号肽 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ􀆰 ｈｅａｌｔｈｔｅｃｈ􀆰 ｄｔｕ􀆰 ｄｋ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ ／
ＳｉｇｎａｌＰ⁃６􀆰 ０ ／ ）； 通 过 ＳＭＡＲＴ 在 线 软 件 （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｓｍａｒｔ􀆰 ｅｍｂｌ􀆰 ｄｅ ／ ｓｍａｒｔ ／ ｓｅｔ ＿ ｍｏｄｅ􀆰 ｃｇｉ？
ＮＯＲＭＡＬ ＝ １） 进行蛋白结构域分析； 运用 ＮｅｔＮＧｌｙｃ⁃１􀆰 ０ （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ􀆰 ｈｅａｌｔｈｔｅｃｈ􀆰
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ｄｔｕ􀆰 ｄｋ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ ／ ＮｅｔＮＧｌｙｃ⁃１􀆰 ０ ／ ） 在线预测其潜在的糖基化位点； 在 ＧｅｎＢａｎｋ 中搜索不同

物种来源的 ＣＤ２２ 基因组序列信息， 使用 Ｓｐｌｉｇｎ 在线软件进行基因组结构分析 （ｈｔｔｐｓ： ／ ／
ｗｗｗ􀆰 ｎｃｂｉ􀆰 ｎｌｍ􀆰 ｎｉｈ􀆰 ｇｏｖ ／ ｓｕｔｉｌｓ ／ ｓｐｌｉｇｎ ／ ｓｐｌｉｇｎ􀆰 ｃｇｉ？ ｔｅｘｔｐａｇｅ ＝ ｏｎｌｉｎｅ＆ｌｅｖｅｌ ＝ ｆｏｒｍ）； 通过 Ｇｅ⁃
ｎｏｍｅ Ｄａｔａ Ｖｉｅｗｅｒ （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ􀆰 ｎｃｂｉ􀆰 ｎｌｍ􀆰 ｎｉｈ􀆰 ｇｏｖ ／ ｇｅｎｏｍｅ ／ ｇｄｖ） 进行基因共线性分析。
采用 ＭＥＧＡ１０ 软件， 选择 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ⁃Ｊｏｉｎｉｎｇ 模型， 构建不同物种来源的 ＣＤ２２ 氨基酸序列

的系统进化树， Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ 值设为 １０００［２０］ 。
１􀆰 ２􀆰 ３　 原代头肾免疫细胞的体外分离与培养

将健康大黄鱼用 ＭＳ ２２２ 麻醉后， 从尾静脉抽去血液， 解剖大黄鱼并取出头肾， 置

于 ７５％ 乙醇中杀菌 ３０ ｓ， 随后快速转移至无菌 １ × ＰＢＳ 溶液中漂洗 ３ 遍， 遂浸润在含

１２􀆰 ５ Ｕ ／ ｍＬ 肝素钠的 Ｌ⁃１５ 培养液中， 置于 ７０ μｍ 的细胞滤网中研磨， 获得头肾单细胞悬

液。 按照本实验室已建立的方法［２１］分离原代巨噬细胞、 粒细胞及淋巴细胞， 所有细胞分

离后均置于含 １０％ ＦＢＳ 的高糖 ＤＭＥＭ 培养基中， 放入 ＣＯ２培养箱 ２８ ℃ 培养。 用本实验

室制备的特异性抗大黄鱼 ＩｇＭ 的单克隆抗体， 按文献 ［１８］ 方法， 从原代头肾淋巴细胞

中分离获得 ＩｇＭ ＋ Ｂ 淋巴细胞及除此之外的 ＩｇＭ － 头肾淋巴细胞。
分离得到的免疫细胞按每 １０６细胞加入 １ ｍＬ ＴＲＩｚｏｌＴＭ试剂， 于冰上充分匀浆 ／ 裂解后，

按照 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司产品说明提取细胞总 ＲＮＡ， 用 ＤＥＰＣ 水溶解 ＲＮＡ。 根据 ＦａｓｔＫｉｎｇ 一步

法除基因组 ｃＤＮＡ 第一链合成预混试剂逆转录试剂盒说明书， 进行 ｃＤＮＡ 模板的制备。
１􀆰 ２􀆰 ４　 Ｌｃｃｄ２２ 在大肠杆菌中的重组表达、 纯化及特异性抗体制备

根据 １􀆰 ２􀆰 １ 中测得的 Ｌｃｃｄ２２ ＯＲＦ 序列， 设计引物 ｐＥＴ⁃２８ａ⁃ｃｄ２２⁃Ｆ （５􀆳⁃ＧＴＴＧＴＧＧＴ⁃
ＴＣＡＴＡＡＣＧＧＡＴＣＣＡＴＧＡＧＧＴＧＧＡＧＴＧＴＧＡＣＡ⁃３􀆳）、 ｐＥＴ⁃２８ａ⁃ｃｄ２２⁃Ｒ（５􀆳⁃ＧＡＴＧＴＣＧＴＴＣＡＧＡ⁃
ＣＣＣＴＣＧＡＧＣＴＴＡＡＧＡＣＧＡＣＣＴＣＴＧＡＣ⁃３􀆳）进行 ＰＣＲ 扩增， 获得 Ｌｃｃｄ２２ 去信号肽胞外段编

码区， 通过 ＢａｍＨＩ ／ ＸｈｏＩ 双酶切连接至原核表达载体 ｐＥＴ２８ａ， 获得重组表达载体

ｐＥＴ２８ａ⁃Ｌｃｃｄ２２， 转化 Ｅ􀆰 ｃｏｌｉ ＢＬ２１ 宿主菌后获得原核工程菌 ＢＬ２１ ／ ｐＥＴ２８ａ⁃Ｌｃｃｄ２２。 该工

程菌在 ３７ ℃经 ０􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＩＰＴＧ 诱导 ４ ｈ 后， 离心收集菌体， 用 １ × ＰＢＳ 重悬， 置于冰

上超声破碎， 离心分离超声后， 对上清与沉淀分别进行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 与 Ｗｅｓｔｅｒｎ⁃ｂｌｏｔ 分析，
检测 Ｌｃｃｄ２２ 的重组表达情况。

确认 Ｌｃｃｄ２２ 去信号肽胞外段在工程菌中正确表达后， 按同样条件大量诱导培养工程

菌 ＢＬ２１ ／ ｐＥＴ２８ａ⁃Ｌｃｃｄ２２， 离心收集菌体， 在变性条件下按 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司 ＰｒｏＢｏｎｄＴＭ镍螯

合树脂产品说明书获得纯化的 ＬｃＣｄ２２ 重组蛋白， 将其送至上海吉尔生化有限公司作为

抗原免疫新西兰兔， 制备特异性抗 ＬｃＣｄ２２ 的多克隆抗体。
１􀆰 ２􀆰 ５　 Ｌｃｃｄ２２ 在 ＨＥＫ⁃２９３Ｔ 细胞中的重组表达及抗体特异性检测

为检测兔抗 ＬｃＣｄ２２ 多克隆抗体的特异性， 设计引物 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １⁃ｃｄ２２⁃Ｆ （５􀆳⁃ＧＡＡＴ⁃
ＴＣＡＴＧＡＧＧＴＧＧＡＧＴＧＴＧＡＣＡ⁃３􀆳） 和 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １⁃ｃｄ２２⁃Ｒ （ ５􀆳⁃ＡＡＧＣＴＴＣＴＴＡＡＧＡＣＧＡＣＣＴＣＴ⁃
ＧＡＣ⁃３􀆳）， 扩增 Ｌｃｃｄ２２ 去信号肽胞外段编码序列并克隆至真核表达载体 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １， 获得

重组表达质粒 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １⁃Ｌｃｃｄ２２。 随后， 在碧云天公司 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ８０００ＴＭ脂质体转染

试剂的介导下， 转染体外培养的 ＨＥＫ⁃２９３Ｔ 细胞， ４８ ｈ 后收集并裂解细胞， 取细胞总蛋

白制样进行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 分析， 并分别以鼠抗 Ｈｉｓ⁃ｔａｇ 单抗和兔抗 ＬｃＣｄ２２ 多克隆抗体为一
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抗同时进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ⁃ｂｌｏｔ 检测， 比较两种抗体的检测结果， 以确定兔抗 ＬｃＣｄ２２ 多克隆抗体

能否识别变性 ＬｃＣｄ２２ 蛋白。 同时以转染空载体 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １ 的 ＨＥＫ⁃２９３Ｔ 细胞为阴性对照。
１􀆰 ２􀆰 ６　 免疫荧光实验

吸弃体外分离培养的大黄鱼原代头肾淋巴细胞的培养液， 加入 ４％ 多聚甲醛 （１ × ＰＢＳ
配置） 溶液悬浮细胞， 在室温下固定 １０ ｍｉｎ， 离心收集细胞， 用 ３％ ＢＳＡ 溶液封闭 ３０ ｍｉｎ
后， 加入 １００ μＬ 含 ２％ ＢＳＡ 的 １ × ＰＢＳ 溶液重悬， 随后加入终质量浓度为 ５００ ｎｇ ／ ｍＬ 的兔

抗 ＬｃＣｄ２２ 多克隆抗体， 于 ４ ℃孵育 １ ｈ， 与 Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ􀅹４８８ 标记的羊抗兔二抗 （１∶ ４００ 稀

释） 于 ４ ℃避光孵育 １ ｈ， 用 ＤＡＰＩ （２ μｇ ／ ｍＬ） 避光染色。 每次处理后均用 １ × ＰＢＳ 溶液

洗涤 ３ 次。 最后将细胞滴在载玻片上， 并加入适量的抗淬灭剂， 盖上盖玻片在激光共聚

焦显微镜下进行观察。

２　 结果与分析
２􀆰 １　 大黄鱼 ｃｄ２２ 的分子特征及多序列比对分析

大黄鱼 ｃｄ２２ 的 ＯＲＦ 全长 １９４１ ｂｐ， 编码一条由 ６４６ 个氨基酸组成的蛋白多肽 （Ｇｅｎ⁃
Ｂａｎｋ 登录号： ＸＰ ０１９１１２３５７􀆰 １）， 含胞外段 （１—４９９ ａａ）、 跨膜区 （５００—５２２ ａａ） 和胞

质区 （５２３—６４６ ａａ）， Ｎ 端有 ２０ 个氨基酸组成的信号肽。 其理论相对分子质量约为

７０􀆰 ８０ ｋｕ， 预测的等电点 （ ＰＩ） 为 ９􀆰 １１， 有 ４ 个潜在的 Ｎ⁃糖基化位点 （ Ｎ３０９ 、 Ｎ３３４ 、
Ｎ３６６ 、 Ｎ４３７ ）。 ＳＭＡＲＴ 在线分析显示 ＬｃＣｄ２２ 含有 ２ 个 Ｉｇ 超家族结构域 （２８—１３５ ａａ、
３２２—４０１ ａａ）、 ２ 个 Ｉｇ Ｃ２ 结构域 （２３８—２９９ ａａ、 ４１８—４８３ ａａ） 和 １ 个 Ｉｇ⁃ｌｉｋｅ 结构域

（１４６—２３０ ａａ）， 在胞质尾部有两个 ＩＴＩＭ 基序 （ ６０６ ＶＨＹＳＫＬ６１１ ，６３６ ＶＶＹＴＬＬ６４１ ）， 与哺乳动

物和其他鱼类 ＣＤ２２ 的结构相似 （见图 １ ～ ２）。
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图 1 Lccd22 的核苷酸序列与氨基酸序列
Fig.1 The nucleotide and deduced amino acid sequences of Lccd22

灰色高亮表示起始密码子； 双下划线加灰色高亮表示终止密码子； 实线下划线部分为预测的信号肽序列； 虚
线下划线为预测的 Lccd22 去信号肽胞外段编码序列； 斜体加下划线序列为预测的跨膜区跨膜结构域； 红色

加粗序列为潜在的 N-糖基化位点； 绿色高亮表示酪氨酸免疫受体抑制基序 ITAM。

·６·



　 第 １ 期 张志新， 等： 大黄鱼 ｃｄ２２ 基因的克隆、 表达及抗体制备

ｈｔｔｐ： ／ ／ ｘｕｅｂａｏｂａｎｇｏｎｇ􀆰 ｊｍｕ􀆰 ｅｄｕ􀆰 ｃｎ ／ ｚｋｂ

·７·



集美大学学报 （自然科学版） 第 ３１ 卷

ｈｔｔｐ： ／ ／ ｘｕｅｂａｏｂａｎｇｏｎｇ􀆰 ｊｍｕ􀆰 ｅｄｕ􀆰 ｃｎ ／ ｚｋｂ

图 2 大黄鱼与其他物种 CD22 的氨基酸序列比对
Fig.2 Amino acid sequence comparison of CD22 from large yellow croaker and other species

２􀆰 ２　 大黄鱼 Ｃｄ２２ 的多序列比对及进化分析

将鱼类和其他物种来源的 ＣＤ２２ 氨基酸序列进行同源比对， 结果显示： 大黄鱼 Ｃｄ２２
与低等软体动物、 线虫、 刺胞动物、 哺乳类、 鸟类、 爬行类、 两栖类的 ＣＤ２２ 氨基酸序

列一致性比较低， 仅为 ２４􀆰 ２７％ ～ ２９􀆰 ７５％ ； 但与其他硬骨鱼类 Ｃｄ２２ 的氨基酸序列一致

性均在 ６０％ 以上， 其中与大菱鲆 （Ｓｃｏｐｈｔｈａｌｍｕｓ ｍａｘｉｍｕｓ） Ｃｄ２２ 的氨基酸序列一致性最

高 （８７􀆰 ８９％ ）。
系统进化分析显示： 所有物种的 ＣＤ２２ 聚为一支， 其中哺乳动物、 两栖动物 ＣＤ２２

与鱼类来源的 Ｃｄ２２ 又各自聚为一支， 而大黄鱼 Ｃｄ２２ 与大菱鲆 Ｃｄ２２ 的亲缘关系最近

（见图 ３）。

·８·
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图 3 基于不同物种来源 CD22 氨基酸序列构建的系统进化树
Fig.3 Phylogenetic tree based on the amino acid sequences of CD22 from different species

２􀆰 ３　 大黄鱼 ｃｄ２２ 的基因组结构分析和共线性分析

大黄鱼 ｃｄ２２ 基因组序列全长 １２ ２８５ ｂｐ （ ＧｅｎＢａｎｋ 登录号： ＮＣ＿０４００２３􀆰 １） 。 通过

Ｓｐｌｉｇｎ 在线软件对其基因组序列和扩增测得的 ＯＲＦ 序列进行比对分析， 发现 ＬｃＣｄ２２ 具

有 ２０ 个外显子和 １９ 个内含子， 与青鳉 （ Ｏｒｙｚｉａｓ ｌａｔｉｐｅｓ） 、 伯氏朴丽鱼 （ Ｈａｐｌｏｃｈｒｏｍｉｓ
ｂｕｒｔｏｎｉ） ｃｄ２２ 的基因组结构基本类似。 哺乳动物 ＣＤ２２ 的基因组结构与鱼类 ｃｄ２２ 的基因

组结构差异较大， 人（Ｈｏｍｏ ｓａｐｉｅｎ） ＣＤ２２ 基因由 １３ 个外显子和 １２ 个内含子构成， 小鼠

（Ｍｕｓ ｍｕｓｃｕｌｕｓ） ＣＤ２２ 基因由 １６ 个外显子和 １５ 个内含子构成， 白鲸 （ Ｄｅｌｐｈｉｎａｐｔｅｒｕｓ
ｌｅｕｃａｓ） ＣＤ２２ 基因由 １４ 个外显子和 １３ 个内含子构成 （见图 ４ａ）。

共线性分析结果显示 （见图 ４ｂ）： 大黄鱼 ｃｄ２２ 在染色体上与 ｓｃｘ 和 ｈｐｎ 等基因相邻，
与其他硬骨鱼类 ｃｄ２２ 在染色体上的基因排列一致； 人和其他哺乳动物的 ＣＤ２２ 在染色体

上与 ＦＦＡＲ１ 和 ＦＦＡＲ３ 等基因相邻。 这些结果表明： 大黄鱼 ｃｄ２２ 与其他鱼类 ｃｄ２２ 基因组

结构相似， 在基因组共线性上保守性较高； 但与哺乳动物 ＣＤ２２ 基因组结构相差较大，
并且在基因共线性上保守性较低。

·９·
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a） 不同物种来源的 CD22 基因组结构分析

图 4 不同物种来源的 CD22 基因组结构和基因共线性分析
Fig.4 Genome structure and gene synteny analysis of CD22 from different species

所用基因组序列号： Homo sapiens—NC_000019.10； Mus musculus—NC_000073.7；
Delphinapterus leucas—NW_022098006.1； Oryzias latipes—NC_019874.2；

Haplochromis burtoni—NW_024582734.1； Larimichthys crocea—NC_040023.1。

b） 不同物种来源的 CD22 基因共线性分析

图 5 Lccd22 在体外分离培养的
原代免疫细胞中的表达情况

Fig.5 The expression of Lccd22 mRNA in
in vitro cultured primary immune cells

巨噬细胞 IgM+粒细胞
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**P<0.01； *P<0.05。
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**２􀆰 ４　 Ｌｃｃｄ２２ 在体外分离培养的原代免疫细胞

中的表达情况

在体外分离培养的原代头肾巨噬细胞、 粒

细 胞、 ＩｇＭ ＋ ／ ＩｇＭ － Ｂ 淋 巴 细 胞 中， Ｌｃｃｄ２２
ｍＲＮＡ 在粒细胞和 ＩｇＭ ＋ Ｂ 淋巴细胞中转录水

平较高， 在巨噬细胞和 ＩｇＭ － 淋巴细胞中转录

水平相对较低 （见图 ５）。
２􀆰 ５　 Ｌｃｃｄ２２ 在大肠杆菌中的重组表达、 纯化

及特异性抗体制备

为了制备特异性抗 ＬｃＣｄ２２ 的多克隆抗体，
本研究在大肠杆菌中重组表达了 Ｌｃｃｄ２２ 的去信

号肽胞外段 （２１—４９９ ａａ） 编码区。 原核工程

菌 ＢＬ２１ ／ ｐＥＴ２８ａ⁃Ｌｃｃｄ２２ 经 ＩＰＴＧ 诱导后， 全菌

总蛋白及超声后上清、 沉淀的 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 结果

·０１·
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显示， 在 ５５ ｋｕ 处存在明显表达条带 （见图 ６ａ）， 利用鼠抗 Ｈｉｓ⁃ｔａｇ 单克隆抗体进行 Ｗｅｓｔ⁃
ｅｒｎ⁃ｂｌｏｔ 实验， 在同样大小处出现明显阳性反应条带 （见图 ６ｂ）， 说明 Ｌｃｃｄ２２ 去信号肽

胞外段编码区在原核工程菌中得到正确表达。 在变性条件下利用载体所带的 ６ × Ｈｉｓ ｔａｇ
标签纯化得到了 ＬｃＣｄ２２ 去信号肽胞外段重组蛋白 （见图 ６ｃ）， 以该重组蛋白为抗原由上

海吉尔生化有限公司制备获得了兔抗 ＬｃＣｄ２２ 多克隆抗体。

图 6 Lccd22 去信号肽胞外段编码区在原核表达系统大肠杆菌中的重组表达与纯化
Fig.6 Recombinant expression and purification of Lccd22 extracellular domain

excluding signal peptide in Escherichia coli

a）、b）中： M—蛋白 Maker； 1—工程菌 BL21/pET28a 诱导后的全菌总蛋白；2~4—工程菌
BL21/pET-28a-Lccd22 诱导后的全菌总蛋白、全菌总蛋白超声后沉淀及超声后上清。
c）中： M—蛋白 Maker； 1—纯化的 LcCd22 去信号肽胞外段重组蛋白。

a) SDS-PAGE b) Western-blot c) 重组蛋白的纯化

ku ku ku

２􀆰 ６　 Ｌｃｃｄ２２ 在 ＨＥＫ⁃２９３Ｔ 细胞中的重组表达及抗体特异性检测

图 7 Lccd22 去信号肽胞外段编码区在 HEK-293T 细胞中
的重组表达及抗 LcCd22 多克隆抗体的特异性检测

Fig.7 Recombinant expression of Lccd22 in HEK-293T
cells and detection on the specificity of anti-LcCd22

polyclonal antibody

M 为蛋白 Marker。 a）中: 1—转染 pcDNA3.1-Lccd22 重组质粒的 HEK-
292T 细胞总蛋白； 2—转染 pcDNA3.1 空载质粒的 HEK-293T 细胞总蛋
白； 3—阳性对照。 b）中: 转染 pcDNA3.1-Lccd22 重组质粒的 HEK-
292T 细胞总蛋白分别以 His-tag 单抗 (1) 或抗 LcCd22 多克隆抗体

(2) 作为一抗进行 Western-blot。

ku ku

a）重组表达 b） Western-blod

为了 检 测 所 制 备 的 兔 抗

ＬｃＣｄ２２ 多克隆抗体的特异性， 在

真核 ＨＥＫ⁃２９３Ｔ 细胞中进行了

Ｌｃｃｄ２２ 去信号肽胞外段编码区的

瞬时表达。 重组质粒 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １⁃
Ｌｃｃｄ２２ 转染 ＨＥＫ⁃２９３Ｔ 细胞 ４８ ｈ
后， 收集细胞裂解制样进行 ＳＤＳ⁃
ＰＡＧＥ 分析， 分别以鼠抗 Ｈｉｓ⁃ｔａｇ
单抗和兔抗 ＬｃＣｄ２２ 多抗为第一

抗体同时进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ⁃ｂｌｏｔ 检测，
结果显示在约 ６０ ｋｕ 处均出现阳

性反应条带 （见图 ７ａ、 ７ｂ）， 而

以转染 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １ 空载质粒的

ＨＥＫ⁃２９３Ｔ 细胞总蛋白作为阴性

对照， 未显示任何反应条带。 这

表明所制备的兔抗 ＬｃＣｄ２２ 多克

隆抗体具有良好的特异性， 可识

·１１·
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别变性状态的 ＬｃＣｄ２２ 重组蛋白。
２􀆰 ７　 抗 ＬｃＣｄ２２ 多克隆抗体可识别天然 ＬｃＣｄ２２ 蛋白分子

在 Ｗｅｓｔｅｒｎ⁃ｂｌｏｔ 检测证实兔抗 ＬｃＣｄ２２ 多克隆抗体可特异性识别变性 ＬｃＣｄ２２ 重组蛋白

的基础上， 将兔抗 ＬｃＣｄ２２ 多克隆抗体与体外分离培养的大黄鱼原代头肾淋巴细胞共同

孵育， 进行免疫荧光实验以检测该多克隆抗体能否识别淋巴细胞上的天然 Ｃｄ２２ 蛋白。
激光共聚焦显微观察结果显示， 部分头肾淋巴细胞孵育后细胞上出现绿色荧光， 说明兔

抗 ＬｃＣｄ２２ 多克隆抗体可以识别头肾淋巴细胞上的天然 Ｃｄ２２ 蛋白， 可用于后续实验以研

究 ＬｃＣｄ２２ 的功能 （见图 ８）。

图 8 兔抗 LcCd22 多克隆抗体识别原代头肾淋巴细胞膜表面的天然 LcCd22 蛋白
Fig.8 Recognition of native LcCd22 protein on primary head kidney lymphocytes

membrane by rabbit anti-LcCd22 polyclonal antibody

MergeDAPICd22

３　 讨论
哺乳类 ＣＤ２２ 作为 Ｓｉｇｌｅｃｓ 家族的重要成员， 是哺乳动物 Ｂ 淋巴细胞信号传导过程中

的关键性辅助分子， 可调节 Ｂ 淋巴细胞增殖、 存活、 分化等功能。 ＣＤ２２ 的功能与其结

构密切相关， 在人和小鼠 ＣＤ２２ 分子的胞外区含有 ７ 个免疫球蛋白样结构域 （ ｉｍｍｕｎｏ⁃
ｇｌｏｂｕｌｉｎ ｄｏｍａｉｎ， Ｉｇ ｄｏｍａｉｎ）， 包括 ２ 个 Ｉｇ 结构域、 ４ 个 Ｉｇ Ｃ２ 结构域和 １ 个 Ｉｇ⁃ｌｉｋｅ 结构

域， 该结构域可特异性结合唾液酸连接的糖蛋白配体。 在其胞质区有 Ｖ ／ Ｉ⁃Ｘ⁃ＹＸＸＬ 的

ＩＴＩＭ 基序， 以及 ６ 个酪氨酸残基 （其中 ３ 个位于 ＩＴＩＭ 基序内）。 ＢＣＲ 激活早期， ＣＤ２２
可与 ＢＣＲ 结合并使胞质区的酪氨酸迅速磷酸化， 招募 ＳＨ２ 并与酪氨酸磷酸酶 ＳＨＰ⁃１ 结

合， 激活下游信号分子抑制钙离子内流而减弱 ＢＣＲ 信号， 进而抑制免疫系统的过度激活

·２１·
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和自身免疫疾病的发生［２］ 。 大黄鱼与哺乳类 ＣＤ２２ 具有相同的结构特征， 在其胞外区具

有 ２ 个 Ｉｇ 结构域、 ２ 个 Ｉｇ Ｃ２ 结构域和 １ 个 Ｉｇ⁃ｌｉｋｅ 结构域， 有 ４ 个酪氨酸残基 （ Ｙ５５０ 、
Ｙ６０３ 、 Ｙ６０８ 、 Ｙ６３８ ） 位于胞质尾部的两个 ＩＴＩＭ 基序中， 这说明大黄鱼 Ｃｄ２２ 具有行使 Ｂ 淋

巴细胞相关功能的序列结构基础。 另一方面， 硬骨鱼类 Ｃｄ２２ 的氨基酸序列普遍比哺乳

类 ＣＤ２２ 的短， 这主要是因为哺乳类 ＣＤ２２ 分子胞外区中的免疫球蛋白结构域数目通常

比硬骨鱼类中的多。 通过 ＳＭＡＲＴ 在线分析比对不同物种 ＣＤ２２ 的氨基酸序列保守结构域

（见图 ９）， 结果显示， 人和小鼠等哺乳类 ＣＤ２２ 大多具有 ７ 个 Ｉｇ 样结构域， 但硬骨鱼类

的 Ｃｄ２２ 通常只有 ４ ～ ５ 个 Ｉｇ 样结构域。 如， 大黄鱼和青鳉 Ｃｄ２２ 有 ２ 个 Ｉｇ 结构域、 ２ 个

Ｉｇ Ｃ２ 结构域和 １ 个 Ｉｇ⁃ｌｉｋｅ 结构域； 而鲷形目的金头鲷 （Ｓｐａｒｕｓ ａｕｒａｔａ） 和鲽形目的牙鲆

（Ｐａｒａｌｉｃｈｔｈｙｓ ｏｌｉｖａｃｅｕｓ） 的 Ｃｄ２２ 都只有 ２ 个 Ｉｇ 结构域、 ２ 个 Ｉｇ Ｃ２ 结构域， 没有 Ｉｇ⁃ｌｉｋｅ
结构域。 Ｉｇ 样结构域的减少， 必然会影响到 Ｃｄ２２ 分子对唾液酸糖蛋白配体的识别与结

合。 在胞质区， 哺乳类 ＣＤ２２ 通常有 ３ 个 ＩＴＩＭ 基序、 ６ 个酪氨酸残基， 而硬骨鱼类的

Ｃｄ２２ 只有 ２ 个 ＩＴＩＭ 基序、 ４ 个酪氨酸残基， 抑制性基序的减少意味着硬骨鱼类 Ｃｄ２２ 的

负调控功能可能不如哺乳类 ＣＤ２２ 强。 同时， 大部分硬骨鱼中存在 ｃｄ２２ 基因重复 （见图

４）。 这些结构上的细微区别， 提示硬骨鱼与哺乳类的 ＣＤ２２ 在功能上可能存在一定差异。

图 9 不同物种 CD22 的氨基酸序列保守结构域对比
Fig.9 Comparative analysis of conserved domains in CD22 amino acid

sequences across different species

哺乳动物 ＣＤ２２ 在原 Ｂ 细胞和前 Ｂ 细胞中表达水平较低， 而在成熟 Ｂ 细胞中表达水

平较高。 利用本实验室制备的特异性针对 ＩｇＭ 的单克隆抗体， 分离获得了头肾来源

·３１·
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ＩｇＭ ＋ Ｂ 淋巴细胞、 ＩｇＭ － 淋巴细胞、 粒细胞和巨噬细胞， 通过荧光定量 ＰＣＲ 检测证实大

黄鱼 ｃｄ２２ ｍＲＮＡ 在 ＩｇＭ ＋ Ｂ 淋巴细胞和粒细胞中的转录水平较高， 在 ＩｇＭ － 淋巴细胞中表

达水平较低， 说明 Ｌｃｃｄ２２ 主要在 Ｂ 淋巴细胞中表达。 由于 ＣＤ２２ 存在跨膜区， 难以通过

重组表达获得全长重组蛋白， 因此很多 ＣＤ２２ 的相关研究利用其特异性抗体阻断 ＣＤ２２
来反向验证其功能。 本研究通过原核表达、 抗体制备获得了特异性抗大黄鱼 Ｃｄ２２ 的多

克隆抗体， 该抗体不仅能在体外特异性识别变性的重组大黄鱼 Ｃｄ２２ 蛋白， 也可识别原代

头肾淋巴细胞中的天然 Ｃｄ２２ 蛋白， 这为进一步开展大黄鱼 Ｃｄ２２ 的功能研究奠定了基础。
哺乳动物中， ＣＤ２２ 既可负向调控也可以正向调控 Ｂ 细胞的生物学功能［２２ － ２３］ 。 硬骨

鱼中， 仅在牙鲆和半滑舌鳎中有关于 Ｃｄ２２ 的功能报道。 牙鲆中， 抗 Ｃｄ２２ 抗体与 Ｂ 淋巴

细胞孵育后可显著增强脾脏来源 ＩｇＭ ＋ Ｂ 淋巴细胞的胞吞作用和细胞内 ＲＯＳ 活性， 而使

外周血来源 ＩｇＭ ＋ Ｂ 淋巴细胞的胞吞作用和细胞内 ＲＯＳ 活性显著减弱［２４］ 。 相反， 抗半滑

舌鳎 Ｃｄ２２ 的多克隆抗体阻断则可显著增强其外周血白细胞的增殖、 吞噬及抗细菌活

性［２５］ 。 这说明在不同硬骨鱼类中， 甚至在同一鱼体内， 针对不同来源的 ＩｇＭ ＋ Ｂ 淋巴细

胞， Ｃｄ２２ 的功能也存在较大差异。 因此， 有必要开展多种硬骨鱼类 Ｃｄ２２ 的功能研究，
以全面深入认识鱼类 Ｃｄ２２ 在 Ｂ 淋巴细胞及抗原⁃抗体信号传导过程中的功能。
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