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摘要 热带爪蟾(Xenopus tropicalis)是两栖类动物免疫球蛋白研究中常用的模式生物之一，其免疫球蛋白轻链的类型和基因结
构已经研究清楚，3种轻链类型分别为：籽、滓和 type芋．通过克隆测序，并对 3种轻链重组 cDNA克隆的 VJ基因片段的连
接方式进行了分析，发现在表达的 3种轻链中，仅有少量的 N和 P核苷酸的插入． 滓轻链基因的体细胞 VJ重组主要依靠微
同源重组．而在 籽和 type芋轻链中这种方式不是主要的，籽和 type芋轻链或是通过 VJ基因片段的直接连接或是部分删除后
连接．研究结果为研究免疫球蛋白轻链多样性产生的机制提供了重要的线索．
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免疫球蛋白轻链由可变区(variable region，V
区)、连接区(joining region, J区)和恒定区(constant
region，C区)组成．轻链通过与重链的随机配对大
大增加了抗体的多样性[1]．不同脊椎动物轻链的类

型及基因结构各不相同．哺乳动物有两类典型的轻

链，姿和 资．姿基因座包含多个 V基因片段，其下
游基因以 J姿-C姿成对排列，而 资链基因座则只有一
个 C基因片段，其上游有少量的 J基因片段和多个
V基因片段[2]．不同物种中两种轻链的表达比率不

同[2]．轻链通过不精确的 VJ重组以及体细胞超突
变产生了多样性(somatic hypermutation，SHM)．鸟
类只有一种轻链类型 姿链[3]，与其他物种不同，其

多样性主要通过基因转换来实现，即利用上游的假

基因作为供体修饰唯一有功能的 V基因，从而产
生多样的有功能的 V基因[4-5]．

胚系中大量的 V、J基因片段组合和连接的多
样性是轻链多样性产生的重要机制．有颌类脊椎动

物轻链(IgL)基因的 VJ重排均是位点特异的．胚系
基因的 V、J 片段由重组信号序列(recombination
signal sequence，RSS)所分隔，RSS是一段由“七
聚体 -间隔序列 -九聚体”组成的核苷酸序列，其
中间隔序列为 12或 23碱基对．基因重排时，重组

酶 RAG1、RAG2能特异识别并切除 V、J片段间
的 RSS，将处于分隔状态的基因片段连接成一个完
整的 Ig功能基因 [6]．编码区和重组信号序列末端

DNA双链发生断裂时，重组信号序列末端的连接
一般较准确，但编码序列末端的连接准确性较差，

编码区末端的连接通过随机删除或添加核苷酸的非

同源末端连接的方式产生，根据产生的方式不同，

添加的核苷酸被分为 P-核苷酸(P-nucleotides)和 N-
核苷酸(N-nucleotides)，P-核苷酸是指保留在 V基
因片段中的回文序列，N-核苷酸是通过 TdT添加
的．编码区末端不精确性的连接增加了 VJ 连接
的多样性 [7]．然而，有些情况，再连接过程是通

过两个编码末端共用的短的同源序列进行的，从而

使 P、N核苷酸缺失，这种连接方式称为微同源重
组[8-10]．
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1援2援2 PCR扩增及克隆测序．提取 X援 tropicalis 脾
脏或肠组织的 RNA，反转录获得 cDNA，以 cDNA
作为模板，PCR扩增轻链 VJ重组区的序列．PCR
反应程序为：94℃预变性 5 min，94℃ 30 s，55～
57℃ 30 s, 72℃ 1 min，共计 35个循环；最后 72℃
延伸 7 min．1%琼脂糖凝胶电泳检测结果．我们将
正向引物与反向引物随机配对组合进行扩增．由于

引物位置不同，PCR产物大小约为 400～700 bp．
将扩增得到的 PCR产物回收纯化，并与 pMD-19 T
载体 16℃连接过夜，转化大肠杆菌 DH5琢感受态

细胞，挑选白斑，通过菌体 PCR 筛选阳性克隆，
进行克隆测序，每条轻链挑选 200 个左右克隆
测序．

1援2援3 轻链 VJ重组多样性的分析．将测序得到的
克隆去除载体序列，去除相同的序列，进一步去除

重组方式相同的克隆，最终得到重组方式独特的克

隆并进行分析．将这些 cDNA克隆与胚系中 V、J
基因片段进行比对，判断每个 cDNA克隆的 V、J
和 C 区，根据相同的 J基因片段对所有的 cDNA
克隆归类，统计胚系中 VJ基因片段的使用频率．

Name Primer sequence (5忆～3忆) Site in VL or CL Annealing temperature/℃

XT-Vrho1 GGTTCCTATGGGCAGATTGTG 1～21 55

XT-Vrho2 GCTGACTCAGTCCCCAGATTATG 20～42 55

XT-Vrho3 AATCAGGGCAGGCACCAAAG 127～146 55

XT-Crho1 GCCAGTTGTTGCGTTTTGTG 268～287

XT-V sigma1 GGGAGAAAGGGCAACATTCAC 53～73 56

XT-V sigma2 TCACCATTCACTCACCTCTCC 158～178 56

XT-C sigma1 GATACGAAGGCAGAAGAACC 280～299

XT-type3V1 TGGCTCAATCTCTGGTGGAA 221～240 (峪12) 57

XT-type3V2 CAGCAAGGGTAAGGGAGAAGG 179～199 (峪17) 57

XT-type3V3 GGGCACAGTGAAACTGACTTG 83～103 (峪1) 57

XT-type3V4 GGTGTCTGAATCAGTGAAGC 17～36 (峪4) 55

XT-type3V5 GATTCAGCCACCCTCTGTATC 20～40 (峪10) 55

XT-type3C1 GAGCCATTCATCGGAGGTCAG 220～240

Primers begin at the first nucleotide of FR1 region, not including the leader peptide sequence.

以前的研究中，作者已经对两栖类动物

X援 tropicalis 的 3种轻链结构、功能以及与其他物
种的关系进行了全面分析[11]．基因结构、染色体的

同线性关系以及系统进化分析都证明了两栖类动物

的 籽轻链属于哺乳动物的 资基因家族，而 type芋
轻链则与哺乳动物的 姿基因相似．许多脊椎动物轻
链的类型及其重组的多样性已被分析，在两栖类动

物中仅有关于 X援 laevis轻链重组多样性的报道，随
着 X援 tropicalis 基因组信息的出现以及结构和进化
关系的清晰，本研究旨在阐明 X援 tropicalis 3种轻
链重组的多样性及其产生的机制．

1 材料与方法

1援1 材料

1援1援1 主要试剂．TRIzol总 RNA提取试剂购自天
根生化科技有限公司；PCR及反转录常规试剂购

自天根生化科技有限公司；大肠杆菌 DH5琢感受态
细胞，由本实验室保存；OMEGA胶回收试剂盒购
自 BIO-TEK 公司；pMD19-T 载体购自 Takara 公
司；X-gal、IPTG、氨苄青霉素(Amp) 购自华美公
司；PCR引物由上海生工生物工程技术服务有限
公司合成；基因片段的测序由北京华大基因和北京

奥科生物技术有限责任公司完成．

1援1援2 试验材料．X援 tropicalis 组织样品由美国
Dr.John Butler惠赠．
1援2 方法

1援2援1 引物设计 ． 用 MegAlign (DNAstar)对
X援 tropicalis 已知的 3种轻链胚系基因片段进行序
列比对，根据可变区(V区)和恒定区(C区)的同源
序列分别设计正向和反向引物．引物序列及位置见

表 1．

Table 1 Primers for PCR amplification
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Fig. 2 J usage frequency of 籽, 滓 and type芋 light
chain in X援tropicalis

(a) 籽 light chain. : J1; : J3; : J4; : J5; : J6; : J4/J5/J6; : ?.

(b) 滓 light chain. : J1; : J2; : J3; : J4; : ?. (c) type芋 light chain.

: J3; : J2; : J1.1/Jx1; : J芋x2/J芋1.2/J芋1.3; : ?.

2 结 果

2援1 籽轻链 VJ重组的分析
经过克隆测序，共获得 234 个 籽 轻链 cDNA

克隆，去除相同序列后得到 115个序列不同的克
隆．与胚系 VJ 片段比对结果发现，51 个克隆
(45%)重组时 J基因片段 5忆端部分删除，因而很难
区分为 J4、J5或 J6(J4、J5、J6基因片段的 3忆端序
列完全相同)．各种 J基因片段的使用频率(图 2a)，
其中 J3、J4使用较多，这与 EST数据库中分析的
结果一致．

将上述 115个克隆与胚系 V基因片段进行比
对，根据同源性大于 85%判断主要使用了 vr1，
vr4，vr6，vr7，vr8，vr9，vr11 这 7 个 V籽 基因片
段．分析这些克隆的 VJ重组方式，我们得到了 22
种不同的 VJ连接方式(图 3)．在这些 VJ连接的克
隆中，很少有 P、N核苷酸的插入．仅有一个克隆
既包含 P核苷酸又包含 N核苷酸(vr9: r37)，一个
克隆仅包含 P核苷酸(vr7: re17)，4个克隆仅包含 N
核苷酸(vr11: r64；vr9: r29，r91，rb36)，剩下的 16
个克隆(73%)均是通过 VJ片段的直接连接或部分
删除后相连的．

N 核苷酸和 P 核苷酸插入的平均数目为：
(0.95依 1.89) bp/克隆；大多数克隆(18/22)的 CDR3
区由 9个密码子组成，这与已经报道的 X援 laevis 籽
轻链基因以及其他物种 资链基因 CDR3区长度是一
致的[12]．CDR3平均长度为：9.18 依 0.66.
2援2 X援 tropicalis 滓轻链 VJ重组主要依靠微同源
重组

在获得的 198 个 滓 轻链 cDNA 克隆中，有
54个序列不同的克隆．J 基因片段的使用情况见
图 2b，J4使用频率最高(56%)．去除相同重组方式
的克隆后，共得到 25个不同的 VJ连接方式(图 4).
令人惊奇的是，在这些重组方式中，很少有 N、P
核苷酸的插入，仅有 4个克隆有 N核苷酸的插入
(Vs4: sc24；Vs5: S38；vs7: L27，L21)，有一个克
隆通过 V 片段、J编码区部分删除后连接的，然
而，剩下的 19个克隆(76%)都是通过微同源重组的
方式连接的，这些微同源重组似乎都有一个限定的

模式，一个碱基 T被 V、J基因片段所共用，这一
分析结果表明，X援 tropicalis 滓轻链与 籽轻链不同，
其主要通过微同源重组进行 VJ连接．

Fig. 1 The CDR3 length in the light chain

分析每个 cDNA克隆 CDR3区中 N、P核苷酸的数
目(轻链 CDR3区是指氨基酸序列从 V基因片段中
保守的“YYC”结构开始到 J基因片段中保守的

“GNG”结构为止)以及 CDR3区的平均长度(图 1)，
比较 3种轻链重组方式的特点及差异．

5忆 3忆

VL JL
N+P

CL

YYC GNG

CDR3

(a)

(b)

(c)
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         Y  Y  C  V  K   W  F  S   S  I   S  A 
Vs3     TATTACTGTGTGAAATGGTTTAGCAGCATTTCAGCATC 
L25     ..............................C...G..                   GGGTTTTCAGTGAAAGGAGCAAACTCATTGTTACA  Jsigma3         0                  11 
sb18    .........A...............A....C...G..                   TTGTCTTCAGTCAAAGCAGCAAACTTATTGTTACA  Jsigma4         0                  11 
sb10    ......................------......A..                   GGGTTTTCAGTGAAAGGAGCAAACTCATTGTTACA  Jsigma3         0                  11 
sb15    .....................................                   GGGTTTTCAGTGAAAGGAGCAAACTCATTGTTACA  Jsigma3         0                  11 
sb1     .....................................                   TTGTCTTCAGTCAAAGCAGCAAACTTATTGTTACA  Jsigma4         0                  11 
sb60    ..................................T..                   TTGTCTTCAGTCAAAACAGCAAACTTATTGTTACA  Jsigma4         0                  11 
sc14    .........A.............T......C...G..                   TTGTCTTCAGTCAAAGCAGCAAACTTATTGTTACA  Jsigma4         0                  11 
sc18    ......................................                   TGTCTTCAGCCAAAGTAGCAAACTGATTGTTACA  Jsigma2         0                  11 
 
 

Y  Y  C  V  K  W  F  D  S  I  S  A 
Vs4      TATTACTGTGTAAAATGGTTTGATAGCATTTCAGCATC 
S47      .......................C.............                 ATGTCTTCAGCCAAAGTAGCAAACTGATTGTTACAG  Jsigma2          0                  11 
S20      .......................C.....G.......                 ATGTCTTCAGCCAAAGTAGCAAACTGATTGTTACAG  Jsigma2          0                  11 
S43      .......................C..........T..                 ATGTCTTCAGCCAAAGTAGCAAACTGATTGTTACAG  Jsigma2          0                  11 
L14      .....................................                 TTGTCTTCAGTCAAAGCAGCAAACTTATTGTTACAG  Jsigma4          0                  11 
sb9      .....................C............                     GGGTTTTCAGTGAAAGGAGCAAACTCATTGTTACAG  Jsigma3          0                  11 
sb53     .......................C.............                 TTGTCATCAGTCAAAGTAGCAAACTGATTGTCACAG  Jsigma1          0                  11 
sc24     .......................C............      GGA            TTTTCAGTGAAAGGAGCAAACTCATTGTTACGG  Jsigma3          3                  11 
sc1      .......................C.............                 GGGTTTTCAGTGAAAGGAGCAAACTCATTGTTACAG  Jsigma3          0                  11 
L11      ...........G..........GC.....AGT.....                 GGGTTTTCAGTGAAAGGAGCAAACTCATTGTTACAG  Jsigma3          0                  11 
 

Y  Y  C  M  K  W  F  D  S  I  T  A 
Vs5     TATTACTGTATGAAATGGTTTGACAGCATAACAGCAT 
S38     .........G............G....G..G......        CC          GTCTTCAGTCAAAGCAGCAAACTTATTGTTACAG  Jsigma4         2                11 
S1      .......................G.A...TT......                  TTGTCATCAGTCAAAGTAGCAAACTTATTGTTACAG  Jsigma1         0                  11 
 

Y  Y  C  A  K  W  F  N  S  I  S  G 
vs6      TATTACTGTGCAAAGTGGTTTAACAGCATTTCAGGAAT 
L6       ....................................                 TGGGTTTTCAGTGAAAGGAGCAAACTCATTGTTACAG  Jsigma3         0                  11 
                                                             

Y  Y  C  V  K  W  F  G  S  I  S  E 
vs7      TATTACTGTGTGAAATGGTTTGGCAGCATTTCAGAATC 
L27      .............................AG...CG.                 ATGTCTTCAGCCAAAGTAGCAAACTGATTGTTACAG  Jsigma2           0                  11 
L21      ......................................       C          GTCTTCAGCCAAGGTAGCAAACTGATTGTTACAG  J?                 1                  11 
S53      C............................AG...C...       C          GTCTTCAGTCAAAGCAGCAAACTTATTGTTACAG  Jsigma4           1                  11 
Sa9      .....................A............C..                 TTGTCTTCAGTCAAAGCAGCAAACTTATTGTTACAG  Jsigma4           0                  11 
Sc20     .........................C...AG..CC..                 TTGTCATCAGTCAAACTACCAAACTGATTGTCATAG  J1??               0                  11 

                                                                                                                                  0.28 ± 0.74         11 ± 0.0 

Fig. 4 VJ junctions of the expressed 滓 genes
Blue letters denote N nucleotides. The CDR3 length is shown as codon numbers. All germline J sequences are underlined.

Fig. 3 VJ junctions of the expressed 籽 genes
Red letters indicate P nucleotides, whereas blue letters denote N nucleotides.The CDR3 length is shown as codon numbers. All germline J sequences are

underlined.

CDR3 LengthN+PJCDR3

Q  Q  Y  W  D  P  P  L 

v1      TGGAAGCAGAAGATGCAGCAGATTATTACTGCCAGCAGTATTGGGATCCCCCACTC 

rb25    ..................G..C.........T...T.TC...ACAG.T......           ACACTTTTGGTGGAGGAACCAGGGTTGAAATCAAAA J3                 0                      9 

 

Q  Q  G  Y  D  T  P  L 

vr4    TGGAAGCAGAAGATGCAGGAGATTATTACTGCCAGCAGGGTTATGATACCCCACTC 

r55    ...............................................T....            GCGTACTTTCGGTGGAGGAACCAGGGTTGAAATCAAAC J1                 0                      9 

r94    ...............................................T....            GTACACTTTTGGTGGAGGAACCAGGGTTGAAATCAAAC J3                 0                      9 

rb6    ...............................T............A........            TACACTTTTGGTGGAGGAACCAGGGTTGAAATCAAAC J3                 0                      9 

 

M  Q  Y  G  Y  S  P 

Vr6      TGGAAGCAGAAGATGCAGCAGATTATTACTGTATGCAGTACGGTTATTCCCCTCT 

rc16     ...............................CCA..............T......        CACTTTTGGTGGAGGAACCAGGGTTGAAATCAAAA   J3                 0                      9 

rd29     .....C.........................CCA....---..............        CACTTTTGGTGGAGGAACCAGGGTAGAGATTAAAC   J6                 0                      8 

 

Q  Q  G  Y  S  N  P  L 

vr7     TGGAAGCAGAAGATGCAGGAGATTATTACTGCCAGCAGGGTTACAGCAACCCACTC  

re5     ...............................T...T.TCA......T.C...          GTACACTTTTGGTGGAGGAACCAGGGTTGAAATCAAAC  J3                 0                      9 

re4     ....................C..............T.TCA.....CTTC...          GTTCACTTTTGGTGGAGGAACCAGGGTAGAGATTAAAC  J4                 0                      9 

re17    ...............................T.........AG....TGG....    GAACGTTCACTTTTGGTGGAGGAACCAGGGTAGAGATTAAAC  J4                 4                      11 

13      ..................C...................TA.C.G..AG.......          CACTTTTGCTGGAGGAACCAGGGTTGAAATCAAAC  J3                 0                      9 

 

vr8     TGGAAGCAGAAGATGCAGCAGATTATTACTGTATGCAGTATGCTTGGACCCCACT 

re29    ......................................................          GTACTTTCGGTGGAGGAACCAGGGTTGAAATCAAAC  J1                 0                      9  

rc3     ....................................................          TTATACTTTTGGTGGAGGAACCAGGGTAGAGATTAAAC  J6                 0                      9 

 

Q  Q  G  Y  S  S  H 

vr9   TGGAAGCAGAAGATGCAGCAGATTATTACTGCCAGCAGGGTTACAGTTCCCACTC 

r60   ..................G............T...T.TCA.....C.....C            GTTCACTTTTGGTGGAGGAACCAGGGTAGAGATTAAAC  J4                 0                      9 

r29   ..................G............T.........AG...C.GG.      CACT      CACTTTTGGTGGAGGAACCAGGGTTGAAATCAAAA  J3                 4                      9 

r37   ..................G............T.......C.AG...C.GG.    CAC  GAACGTTCACTTTTGGTGGAGGAACCAGGGTAGAGATTAAAC  J4                 7                      11 

r91   ..................G........................TGA.G...     CAC       TCACTTTTGGTGGAGGAACCAGGGTAGAGATTAAAC  J4                 3                      9 

r34   .....................T................TA.GCTCAG.T..C            GTACACTTTTGGTGGAGGAACCAGGGTTGAAATCAAAC  J3                 0                      9 

  

                                    C  Q  Q  G  Y  S  S  N 

Vr9    TGGAAGCAGAAGATGCAGCAGATTATTACTGCCAGCAGGGTTA-CAGTTCCCACTC 

rb35   .....................................TA..CT....A......       T      ACTTTTGGTGGAGGAACCAGGGTAGAGATTGAAC J4                 1                      9 

rb3    .................G........................TG.TAC...             GTTCACTTTTGGTGGAGGAACCAGGGTAGAGATTAAAC J4                 0                      9 

rb6    .................G............T...........TA.TAC....             TACACTTTTGGTGGAGGAACCAGGGTTGAAATCAAAC J3                 0                      9 

                                                                                                                            0.95 ± 1.89             9.18 ± 0.66 

CDR3 LengthN+PJCDR3
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0

0
1
1
0
0

11.0依0.0
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N  R  A  Q  A  E  D  D  G  V  Y  Y  C  A  L  W  I  G  S  A 
VⅢ 13    AACAGAGCCCAGGCAGAGGATGATGGTGTATATTACTGTGCTCTGTGGATTGGTAGTGCTA 
B100     .............................................C...............                   GGATTTTTGGAGGAGGAACCCAACTCACAGTCCTCG JIII3                               0                        9 
B64      .............................................................                   GGATTTTTGGAGGAGGAACGCAACTCACAGTCCTCG JIII3                               0                        9 
B45      ........................................................C....                   GGATTTTTGGAGGAGGAACGCAACTCACAGTCCTCG JIII3                               0                        9 
B11      ...........................................................                   GTGGATTTTTGGAGGAGGAACGCAACTCACAGTCCTCG JIII3                               0                        9 
B39      ...........................................................                     GATTTTTGGAGGAGGAACGCAACTCACAGTCCTCG JIII3                               0                        8 
 

N  R  A  Q  A  E  D  D  G  V  Y  Y  C   A  L  W  I  G  S  A 
VⅢ 13   AACAGAGCCCAGGCAGAGGATGATGGTGTATAT--TACTGTGCTCTGTGGATTGGTAGTGCTA 
B51     .................................--............................         G         TATCTTTGGAGGTGGAACCCAGCTGACTGTCCTTA JIIIx2/JIII1.2/JIII1.3          1                         9 
B18     .................................--..........................                  GTATATCTTTGGAGGTGGAACCCAGCTGACTGTCCTTA JIIIx2/ JIII1.2/ JIII1.3        0                         9 
B34     .................................--............................           G           ATTCGGTGGTGGAACCCAGCTGACCGTCCTCA JIII2                               1                         8 
B59     .................................--.........................T..                    TATTCGGTGGTGGAACCCAGCTGACCGTCCTCA JIII2                               0                         8  
B49     .................................AT..........................                  GTTTATCTTCGGAGGTGGAACCCAACTGACCGTCCTCA JIII2？？                               0                                                                                                                       9  

 
N  R  A  Q  A  E  D  D  G  V  Y  Y  C  A  L  W  I  S  S  A 

VⅢ 14   AACAGAGCCCAGGCAGAGGATGATGGTGTATATTACTGTGCTCTGTGGATTAGTAGTGCTC 
B46     ............................................A..............                    GTGGATTTTTGGAGGAGGAACGCAACTCACAGTCCCCG JIII3                               0                         9 
B8      ...........................................................                          GGATTTTTGGAGGAGGAACGCAACTCACAGTCCTCG JIII3                               0                         8 
B25     .............................................................                   CGTGGATTTTTGGAGGAGGAACGCAACTCACAGTCCTCG JIII3                               1                         10 
B94     ...........................................................                    GTTTATATTCGGTGGTGGAACCCAGCTGACCGTCCTCA JIII2                               0                         9  
 

  N  R  A  Q  A  E  D  D  G  V  Y  Y  C  A  L  W  I  S  S  A 
VⅢ 16   AACAGAGCCCAGGCAGAGGATGATGGCGTATATTACTGTGCTCTGTGGATTAGTAGTGCT 
B14     ...........................................................                    GTATATCTTTGGAGGTGGAACCCAGCTGACTGTCCTTA JIIIx2/JIII1.2/JIII1.3           0                         9  
B23     ............................................................       CC             TATCTTTGGAGGTGGAACCCAGCTGACTGTCCTTA JIIIx2/JIII1.2/JIII1.3           2                         9  
B95     ............................................................       CCGG             TATTCGGTGGTGGAACCCAGCTGACCGTCCTCA JIII2                                          4                          9  
B55     ............................................................       CC             TATATTCGGTGGTGGAACCCAGCTGACCGTCCTCA JIII2                            2                      9  
B81     ...........................................................                    GTTTATATTCGGTGGTGGAACCCAGCTGACCGTCCTCA JIII2                              0                       9  
B15     ...........................................................                    GTGGATTTTTGGAGGAGGAACGCAACTCACAGTCCTCG JIII3                                              0                           9  

                                                                                                                                                                                  0.57 ± 1.07            9.49 ± 1.10 

由微同源重组介导的 VJ连接明显使抗体连接
的多样性受到限制，N、P核苷酸的平均数目为：
(0.28 依 0.74) bp，由于微同源重组方式的限制以及
很少量的 N、P核苷酸的插入，滓轻链 VJ连接处
的 CDR3长度变化不明显，几乎全部 CDR3都编
码 11个氨基酸．
2援3 type芋 轻链具有复杂的重组多样性

克隆测序共获得 233个 cDNA克隆，去除相

同序列后得到 82个不同的克隆．J基因片段的使
用频率见图 2c．大多数克隆中，J基因片段与他们
各自的 C基因片段共同表达，个别的克隆 C基因
片段有碱基的突变，可能是 PCR错误造成的．
与 籽轻链、滓轻链相比，type芋轻链重组的多

样性较为复杂(图 5)．44 个不同重组方式的克隆
中，一个克隆(峪4: Ta31)有 N、P 核苷酸的插入，
一个克隆(峪14: B25)有 P核苷酸，11 个克隆有 N

Fig. 5 VJ junctions of the expressed type芋 genes
Red letters indicate P nucleotides, whereas blue letters denote N nucleotides. The CDR3 length is shown as codon numbers. All germline J sequences

are underlined. NF: non-functional clones.

S  G  A  Q  A  G  D  E  A  D  Y  Y  C  Q  V  W  D  S  D  S  K  A   
VⅢ 1   TCTGGAGCCCAAGCAGGGGATGAGGCTGATTATTACTGTCAGGTGTGGGATAGCGATAGCAAAGCT 
LT9    ................................................................                TATATTTTGGAGGTGGAACCCAGCTGACTGTCCTTA JIIIx1/JIII1.1                      0                                10   
 

S  G  A  Q  A  G  D  E  A  D  Y  Y  C  Q  V  W  D  S  D   
VⅢ 2   TCTGGAGCCCAAGCAGGGGATGAGGCTGATTATTACTGTCAGGTGTGGGATAGCGATGC 
T6     .......G...........................................G...G..                      TATATCTTTGGAGGTGGAACCCAGCTGACTGTCCTTA JIIIx2/JIII1.2/JIII1.3             0                                9  
Ta66  .........................................................                GTATATTTTGGAGGTGGAACCCAGCTGACTGTCCTTA JIIIx1/JIII1.1                       0                                8 
Ta55  ...............C.........................................       T        GTATATTTTGGAGGTGGAACCCAGCTGACTGTCCTTA JIIIx1/JIII1.1                       1                                9 
 
VIII3  AAGCAGGGGATGAGGCTGATTATTACTGTCAGGTGTGGGATGGCAGTAGCAGTGCT 
Ta38   ..A.......................................C......A.....G                 TATATCTTTGGAGGTGGAACCCAGCTGACTGTCCTTA JIIIx2/JIII1.2/JIII1.3            0                                11 
Ta25   ...................................................A.                           TTTGGAGGTGGAACCCAGCTGACTGTCCTTA ？                                 0                             8 
Ta82   ...T............................................A..A.AAG                 TATATCTTTGGAGGTGGAACCCAGGTGACTGTCCTTA JIIIx2/JIII1.2/JIII1.3            0                                11 
Ta41   ................................................C......G                    TATTTTGGAGGTGGAACCCAGCTGACTGTCCTTA JIIIx1/JIII1.1                      0                                10 
 

S  G  A  Q  A  G  D  E  A  D  Y  Y  C  Q  V  W  D  G  S  S K  A 
VⅢ 4   TCTGGAGCCCAAGCAGGGGATGAGGCTGATTATTACTGTCAGGTGTGGGATGGCAGTAGCAAAGCT 
T2     ..................................................................                 ATCTTTGGAGGTGGAACCCAGCTGACTGTCCTTA JIIIx2/JIII1.2/JIII1.3            0                               10   
T10    ..................................................................      GC       TATCTTTGGAGGTGGAACCCAGCTGACTGTCCTTA JIIIx2/JIII1.2/JIII1.3            2                               11   
Ta9    .............T............................................C...                        TTTTGGAGGTGGAACCCAGCTGACTGTCCTTA JIIIx1/JIII1.1                     0                                8 
Ta70   .............G..........................                                                                                    CTTA  ？？？                               0                                NF 
Ta52   .............G......................................T.............      GCA       TATTTTGGAGGTGGAACCCAGCTGACTGTCCTTA JIIIx1/ JIII1.1                    3                                11 
Ta83   .T................................................................     GCAT        TCTTTGGAGGTGGAACCCAGCTGACTGTCCTTA JIIIx2                               4                                11 
Ta31   .......T.......................................................C..A     C    GTGGATTTTTGGAGGAGGAACACAACTCACAGTCCTCG JIII3                                 2                                12 
 

R  G  A  L  L  E  D  D  A  D  Y  Y  C  A  I  W  H  S  P  S  S  S 
VIII6     AGAGGAGCCTTACTAGAAGATGATGCAGATTATTACTGTGCTATATGGCATTCTCCATCCAGCTCGTT 
LA2       ................................................T..G...............           ATATCTTTGGAGGTGGAACCCAGCTGACTGTCCTTA JIIIx2/JIII1.2/JIII1.3            0                               11 
LA10      ................................................T..G...............           ATATCTTTGGAGGTGGAACCCAGCTGACTGCCCTTA JIIIx2/JIII1.2/JIII1.3            0                               11 
LA4       ...................................................................           ATATCTTTGGAGGTGGAACCCAGCTGACTGTCCTTA JIIIx2/JIII1.2/JIII1.3            0                               11 
LA9       ..............................................AT...C................     G      ATATTCGGTGGTGGAACCCAGCTGACCGTCCTCA JIII2                                1                               11 
 

R  G  A  L  L  E  D  D  A  D  Y  Y  C  A  I  W  H  P  P  S  N  T 
VIII7     AGAGGAGCCTTACTAGAAGATGATGCAGATTATTACTGTGCTATATGGCATCCTCCATCCAACACGT 
LA5       .................................C.................T..........G....           TTATATTCGGTGGTGGAACCCAGCTGACCGTCCTCA JIII2                               0                                11 
 

N  R  A  Q  A  E  D  D  G  V  Y  Y  C  V  L  W  I  S  S  A  
VⅢ 12    AACAGAGCCCAGGCAGAGGATGATGGTGTATATTACTGTGTTCTGTGGATTAGTAGTGCTC 
B5       ...........................................................                   GTGGATTTTTGGAGGAGGAACGCAACTCACAGTCCTCG JIII3                                0                                9 
B70      .............................-...............................          C         GATTTTTGGAGGAGGAACGCAACTCACAGCCCTCG JIII3                               1                                 10 
B6       ...........................................................                   GTATATCTTTGGAGGTGGAACCCAGCTGACTGTCCTTA JIIIx2/JIII1.2/JIII1.3           0                                 9 

B80      ...........................................................                   GTTTATATTCGGTGGTGGAACCCAGCTGACCGTCCTCA JIII2                               0                                 9 

CDR3 LengthN+PJCDR3
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9
9
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核苷酸的插入(峪2: Ta55; 峪4: T10, Ta52, Ta83;
峪 6: LA9; 峪 12: B70; 峪 13: B51, B34; 峪 16:
B23, B95, B55), N、P核苷酸插入的平均数目为：
(0.57依1.07) bp．与另外两种轻链不同的是，type芋
轻链 VJ连接大多由连接位点处 VJ编码区的部分
删除后连接而来．另外，在我们获得的 type芋轻
链 cDNA克隆中，9个克隆 VJ连接时 1～2个碱基
由 VJ基因片段共用，共用的碱基分别为：G、T、
A、GT、TA，由峪6，峪7形成的基因家族中，GT
是主要的微同源重组方式(图 5)．

3 讨 论

2008年，我们对两栖类动物 X援 tropicalis 的 3
种轻链类型：籽、滓、type芋的基因结构和进化进行
了分析，证明了两栖类动物的 籽基因与哺乳动物的
资基因家族相似，而 type芋基因属于 姿基因家族．
2010年Wu等[13]在对绿安蜥轻链的结构和表达进行

全面分析后，绘制了完整的有颌类脊椎动物免疫球

蛋白轻链类型进化的示意图，使我们能够更清楚地

认识免疫球蛋白轻链进化的历程．到目前为止，免

疫球蛋白轻链基因类型及重组的多样性已在哺乳

类、两栖类、爬行类、鱼类等多种脊椎动物中进行

了深入研究[14-16]．

X援 tropicalis 的 3种轻链都有多个结构上有功
能的 V基因片段，通过分析轻链重组 cDNA克隆，
我们发现，3种轻链都使用了多个胚系 V 基因片
段，说明体细胞 VJ 重组大大增加了抗体的多样
性． X援 tropicalis 轻链重组的多样性与爬行类是相
似的，但与鸟类是不同的，在鸡中，仅有一个有功

能的 V基因片段用于体细胞 VJ重组，重链轻链有
功能的 V片段上游有多个假基因片段，通过假基
因的基因转换产生了抗体的多样性．

X援 tropicalis 滓轻链主要通过短的同源末端序列
来进行 VJ重组，这种通过短的同源序列进行的重
组以前曾在新生幼鼠[17-19]和缺少某些重要末端连接

因子(Ku80，Rag 1、Rag 2，TdT和 XRCC4)的动物
中发现[20-22]．目前，究竟哪些因子在微同源重组过

程中发挥作用仍不清楚．与 滓 轻链相比，籽和 type
芋轻链微同源重组的情况较少，X援 tropicalis 籽轻
链 VJ重组后 CDR3长度限制在 9个氨基酸，这与
X援 laevis 以及鼠类是相似的，3种轻链都有很少的
N、P核苷酸，极少量的 N核苷酸或许是由于 TdT
酶的低表达所致(因为 TdT酶可增加 VJ连接处的

非模板编码序列)．在 V(D)J重组过程中，RAG蛋
白识别并切割 RSS 序列，在编码端形成发夹结
构[21]，由于 TdT酶表达受限，VJ片段存在两种主
要的连接方式，如果在黏性 VJ末端存在短的同源
序列，这个连接的过程将由微同源重组介导，否

则，黏性末端碱基删除产生钝性末端，然后 VJ直
接相连．

脊椎动物能够利用不同的轻链与重链配对．籽
轻链是 Xenopus中最主要的一种轻链类型，它与哺
乳动物的 资链相似．虽然 Xenopus 的 3种轻链都能
与 滋重链结合，然而，轻重链的结合有很强的偏
好性， 籽 链几乎完全与单体型 IgY 结合 [23-24]，

Xenopus 中 IgY为 IgG的等价物，在抗体反应过程
中，IgY 紧随 IgM 产生，重链体细胞超突变中，
90%发生在 自链[25-26]．Xenopus type芋轻链无疑是分
子水平上最多样性的轻链类型，但在 IgY抗体中含
量很少，滓轻链在 IgY抗体中尚未发现，如果血清
IgY含量反应了动物的免疫史，那么，籽轻链(资轻
链的同源物)是受体结合中最重要的轻链类型．其
他两种轻链的使用，尤其是 滓链，是值得进一步
研究的．因为不同的轻链类型对抗体多样性的产生

是至关重要的．

致谢 感谢美国 Dr. John Butler 惠赠 Xenopus
tropicalis的组织样品．
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Junctional Diversity in Xenopus tropicalis Immunoglobulin Light Chains*
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Abstract Xenopus tropicalis is an important model animal in immunology. Based on the available genome data,
the genomic organization of all three light chain gene (籽, 滓 and type 芋 ) loci were recently characterized in
Xenopus tropicalis. On the basis of similarity of protein sequences, genomic organization and chromosomal
location of the light chain genes among frogs and mammals, the data strongly support the previous suggestions that
the 籽 genes belong to the 资 gene lineage, whereas the type芋 genes share a common origin with the 姿 genes. About
200 cDNA fragments from each of 籽, 滓 and type芋 genes, were cloned and sequenced respectively generating 22,
25 and 44 clones that have unique VJ junctions (after removal of redundant clones). Recombined VJ junctions
of cloned light chain cDNA were analyzed, which showed a paucity of N and P nucleotides in expressed 籽, 滓 and
type芋 genes. They also show that somatic VJ rearrangements of the 滓 gene seemed to be dependent on short
stretches of homologous nucleotides (microhomology). The microhomology-directed VJ recombination obviously
results in very limited diversity. However, most expressed 籽 and type芋 VJ junctions showed direct ligation or
deletions of V and J coding ends. These results help researchers to understand the generation of Ig diversity in
X. tropicalis.
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