
抗原受体基因多样性产生机制的起源与演化

元少春
*, 黄子文, 蔡振西, 黄盛丰, 徐安龙

*

中山大学生命科学学院, 广东省药用功能基因研究重点实验室, 南海海洋生物技术教育部工程研究中心, 中山大学进化与合成生物学研究中

心, 广州 510275
* 联系人, E-mail: yuanshch@mail.sysu.edu.cn; lssxal@mail.sysu.edu.cn

收稿日期: 2024-05-09; 接受日期: 2024-06-17; 网络版发表日期: 2024-08-21
国家自然科学基金(批准号: 32170888)、广州市基础与应用基础研究项目(批准号: 2024A04J3326)和高校基本科研业务费(批准号:
23yxqntd001)资助

摘要 动物免疫系统根据其应答方式及存在形式的不同, 可以分为天然免疫和适应性免疫. 由于适应性免疫的关

键器官/分子(比如胸腺//MHC)等只在有颌类脊椎动物中被发现, 因此被认为是生命演化到高级阶段的体现, 关于

适应性免疫系统的起源一直是演化生物学和免疫学研究共同关注的重要问题. 本文重点梳理了国内外学者近年

来在抗原受体基因多样性产生机制及其演化等方面所取得的进展, 尤其是在V(D)J重排机制的转座子起源及

RAGL转座子的宿主驯化机制上. 本文还总结了无颌类脊椎动物VLR受体及数个进化阶段特有的免疫多样性受体

的研究进展. 这些研究在完善经典免疫学理论的同时, 也为医疗保健领域带来崭新的思路与技术.
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免疫系统由免疫器官、免疫细胞和免疫分子组

成. 免疫应答按作用方式的不同可分为天然免疫和适

应性免疫. 天然免疫主要利用种系基因编码的模式识

别受体(pattern recognition receptors, PRRs)识别病原

相关分子模式(pathogen-associated molecular patterns,
PAMPs)或者损伤相关分子模式(damage-associated
molecular patterns, DAMPs), 启动快速的免疫应答. 适
应性免疫则是由T/B淋巴细胞通过V(D)J重排机制产

生具有高度多样性且抗原特异性的识别受体, 进而通

过B细胞介导的体液免疫和T细胞介导的细胞免疫发

挥作用. 天然免疫被认为在物种间保守存在, 而适应性

免疫曾一度被认为仅存在于有颌类脊椎动物中. 直到

2004年, 美国埃默里大学的Max D. Cooper教授团队
[1]

在无颌类脊椎动物七鳃鳗中发现了与传统概念不同的

适应性免疫新机制——由淋巴样细胞(lymphocyte like
cells, LLCs)通过类似于基因转换(gene conversion, GC)
的方式产生可变淋巴细胞受体(variable lymphocyte re-
ceptor, VLR)进行抗原识别的免疫应答机制. VLR的发

现不仅揭示了一种进化阶段特有的适应性免疫机制,
还将适应性免疫的起源往前推进了一亿年. 同期, 中山

大学生命科学学院徐安龙教授团队则利用处于无脊椎

动物向脊椎动物过渡的物种——被誉为“活化石”的文

昌鱼为主要研究对象, 通过整合免疫应答机制与分子

进化概念对免疫系统的起源与演化进行了跨物种的比
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较免疫学研究, 发现了脊椎动物祖先“天然免疫基因大

爆炸”的现象, 并证实了V(D)J重排机制的转座子起源

假说, 为诺贝尔生理学或医学奖获得者利根川进(Sus-
umu Tonegawa)提出的抗体重排机制的转座子起源假

说提供了直接的证据. 本文将就抗原受体基因多样性

产生机制的起源与演化, 物种特有的免疫识别多样性

机制进行阐述, 并在此基础上, 探讨其应用的潜在发

展方向.

1 V(D)J重排机制的起源及演化研究

1.1 V(D)J重排的基本过程

哺乳动物抗原受体基因的多样性由V(D)J重排机

制介导. V(D)J重排是发生在体细胞基因组水平的

DNA重组事件, 由重组激活基因RAG(recombination-
activating gene)复合物所介导. RAG复合物是由RAG1
和RAG2两个非同源分子组成的异源四聚体, 它们可

特异性识别抗原受体基因座上的V, D和J基因片段侧

翼的重组信号序列(recombination signal sequence,
RSS)[2]. RSS序列由一段保守的七核苷酸序列(CA-
CAGTG, 称为heptamer), 一段保守的富含A的九核苷

酸序列(ACAAAAACC, 称为nonamer)以及中间非保守

的间隔序列(spacer)组成
[3](图1A). Spacer的长度常为

12或23 bp, 因此RSS序列被分别命名为12RSS及
23RSS. 一个侧翼是12RSS的基因片段通常只能与一

个侧翼是23RSS的基因片段连接, 这在免疫学上被称

为抗体重排的12/23规则(12/23 rule)[4].
在V(D)J重排过程中, RAG复合物首先识别并捕

获RSS序列, 并在RSS序列和编码区序列的连接处切

割DNA链, 形成pair complex(PC). RAG切割DNA后暴

露的3′-OH通过亲核攻击, 导致互补链断裂, 产生一对

5′磷酸化的RSS平末端DNA序列(称为signal ends)和一

对3′带有发夹结构的编码区DNA(称为coding ends)[5].
随后, 编码区DNA在内切酶Artemis的作用下, 打开发

夹结构,并通过非同源末端修复连接途径(non-homolo-
gous end joining, NHEJ)连接在一起, 形成可正常编码

抗原受体基因的coding joints[6]; 而带有RSS的signal
ends则自身环化形成signal joints, 在细胞分裂的过程

中逐渐丢失(图1B).
哺乳动物RAG1和RAG2均包含一个核心的结构

域(图1C). RAG1的核心结构域具有介导DNA底物切

割及重组的活性, 包含NBD(nonamer binding domain,
NBD), DDBD(dimerization and DNA binding domain,
DDBD), RNH(RNaseH, RNH), ZnB(zinc finger-binding,
ZnB)和CTD(C-terminal domain, CTD)结构域(图1C).
NBD结构域主要负责与RSS的nonamer序列结合并促

进RAG1的二聚化
[7]. DDBD, RNH和ZnB结构域则组

成RAG1的催化核心, 可结合RSS中的heptamer序列并

执行核酸内切酶功能 . 催化核心结构域中的DDE
(D600, D708和E962)基序对RAG1的活性至关重要(图
1C)[8]. RAG1的非核心序列在生理条件下具有不可或

缺的功能, 如RAG1 N端非核心序列可与Ku70/80相互

作用
[9], 非核心序列中的RING结构域可对组蛋白H3进

行泛素化, 提高细胞内V(D)J重排的效率
[10,11].

RAG2的核心结构域由六个kelch-like motif组成

(图1C), 其空间结构像六个叶片的螺旋桨, 其中第六个

叶片与RAG1相互作用
[12]. RAG2的非核心序列包括酸

性铰链区(acidic hinge, AH)、PHD结构域(plant home-
odomain, PHD)和C端结构域(图1C). 与RAG1一样,
RAG2非核心序列具有不可或缺的功能, 其中酸性铰

链区对V(D)J重排中NHEJ修复途径的使用至关重

要
[13], 从而在保证基因组稳定性的同时进一步增加

coding joint连接处的序列多样性. RAG2的PHD结构

域可与磷酸肌醇和H3K4me3(histone H3 trimethylated
at lysine 4)结合, 在V(D)J重排过程中发挥重要的作用,
因为破坏RAG2对H3K4me3识别使得V(D)J重排的效

率显著下降
[14,15].

1.2 V(D)J重排的调控

RAG基因的表达异常会促进染色体的不稳定性,
导致细胞癌变等, 因此RAG基因在淋巴细胞中的表达

受到严格的调控
[16]. RAG1和RAG2基因在基因组上以

tail-to-tail的方向相邻排布
[17,18]. 在RAG基因内部还存

在一个演化上保守的基因NWC[19], 其可能参与RAG基
因的表达调控

[20,21]. RAG在淋巴细胞的发育过程中会

出现两次表达量的升高和降低
[22]. 以B细胞为例, RAG

基因会在重链重排时表达量上升, 重链重排后表达量

下降; 轻链重排阶段RAG基因经历新一轮的表达量上

调, 在轻链重排后RAG基因表达量又会下降
[23]. 因此,

RAG基因的表达受到多种顺式作用元件和反式作用因

子以及细胞周期的协同调控, 使得RAG复合物的活性

仅维持在V(D)J重排所需的特定阶段中. 比如, 在
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RAG1和RAG2基因附近发现的D3, Ep, Erag和ASE
(antisilencing element)等顺式作用元件可以调控RAG
基因的表达

[24,25]; 转录因子如FoxO1, Foxp1, Gata3,
Pax5和Ikaros等可协同调节RAG基因在淋巴细胞发育

过程中的表达
[26]. 此外, RAG2的翻译后修饰调控使得

RAG复合物的活性被限制在细胞周期G1期. 细胞周期

相关激酶CDK1可磷酸化RAG2蛋白的490位苏氨

酸
[27], 磷酸化的RAG2被E3泛素连接酶Skp2-SCF引导

进入蛋白酶体降解途径
[28]. RAG2被降解后, RAG1虽

然可在细胞核内聚集, 但介导V(D)J重排的活性极

低
[29].
不仅RAG的表达可影响V(D)J重排, RAG本身的

酶活偏好性也可影响V(D)J重排的效率. TCRβ基因座

由V-23RSS, 12RSS-D-23RSS和12RSS-J基因片段组成,
根据12/23规则, 其V基因片段可直接和J基因片段进行

重排. 然而在生理状况下极少见TCRβ的V片段直接和

J片段重排, 这是因为RAG通过其对RSS序列选择的偏

好性, 使得TCRβ基因倾向于D和J的重排, 这被称为超

12/23规则
[30]. 此外, RAG对RSS侧翼的序列也有切割

偏好性, 进而影响V(D)J重排的效率
[31,32]. 最近的研究

表明, RAG通过CTCF复合物介导的环挤压结构介导V
(D)J重排的发生, 从染色质水平解析了RAG调控抗体

重链(IgH)重排的过程
[33].

与哺乳动物RAG基因的表达受到严格调控不同,
低等脊椎动物RAG基因的表达可能具有更高的自由

度, 如斑马鱼和非洲爪蟾的RAG基因可在其生殖腺中

图 1 RAG介导的V(D)J重排机制. A: 小鼠12/23RSS, ProtoRAG的5/3TIR和HzeTransib的5/3TIR序列比较. 红色的字母表示
heptamer序列, 绿色的字母代表nonamer序列; B: RAG介导的V(D)J重排过程; C: 小鼠RAG1/2, 文昌鱼BbeRAG1/2L和棉铃虫
HzeTransib蛋白结构域比较. 红色圆点表示保守的DDE基序, 紫色圆点表示RAG被宿主驯化后突变的氨基酸位点. Bbe, 文昌
鱼; Hze, 棉铃虫; Mmu, 小鼠
Figure 1 RAG-mediated V(D)J recombination. A: Sequences of 12/23 RSS and TIRs of ProtoRAG and HzeTransib. Heptamers and nonamers of
TIRs and RSSs are depicted in red and green, respectively; B: schematic of V(D)J recombination mediated by the RAG complex; C: protein domain
organization of mouse RAG compared with BbeRAGL and HzeTransib. The red and purple dots represent the evolutionarily conserved DDE motif and
the residues mutated during the domestication of RAG, respectively. Bbe, Branchiostoma belcheri; Hze, Helicoverpa zea; Mmu, Mus musculus
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表达
[34,35], 另有研究也报道斑马鱼卵巢细胞中可能发

生RAG复合物介导的切割
[36]. 这些研究提示, RAG复

合物的表达调控机制在演化过程中逐渐完善, 并最终

被限定在淋巴细胞特定的发育阶段.

1.3 V(D)重排的起源与演化研究

在适应性免疫应答的形成过程中, 由RAG复合物

介导的V(D)J重排机制起着异常关键的作用. 由于V
(D)J重排在经典免疫学教科书中被认为仅存在于有颌

类脊椎动物中, 在低等生物中寻找RAG1及RAG2的同

源基因, 并阐述其和V(D)J重排之间的关系, 则成为追

溯适应性免疫系统起源的关键.
由于V(D)J重排机制与原核生物中的DNA转座机

制非常相似, 当V(D)J重排机制被发现时, 日裔美籍免

疫学家Susumu Tonegawa团队
[3]
即创造性地提出: V(D)

J重排可能起源于DNA转座子的转座插入事件. 随后,
免疫学界在研究V(D)J重排的分子机制时, 也在积极

寻找支持“V(D)J重排起源于DNA转座子”的证据(图2).
首先, 在1989~1990年期间, 美国著名生物家David Bal-
timore团队

[17,18]
发现了介导V(D)J重排的两个核心分

子, RAG1和RAG2, 并揭示了它们可通过识别12/
23RSS序列介导抗原受体基因多样性的产生. 由于

RAG1和RAG2在基因组中呈对向分布, 并且编码区多

为单外显子结构, 呈现出类似于原核或者病毒类基因

的结构, 进一步提示了V(D)J重排的转座子起源(图3).
到20世纪末, David G. Schatz团队

[37]
通过体外转座实

验发现, 哺乳动物RAG1/RAG2酶复合物可以介导V
(D)J重组中被切割下来的RSS信号末端进行非特异位

点的转座, 为V(D)J重排的转座子起源假说提供了关键

的实验证据. Dreyfus和Gelfand[38]通过序列分析发现哺

乳动物RAG蛋白复合物所识别的RSS类似于DNA转
座子的TIR(terminal inverted repeat)序列. Kapitonov等
人

[39]
则在无脊椎动物中发现了Transib转座子所编码

的转座酶与RAG1核心序列具有同源性. Hencken等
人

[40]
通过体外的切割和转座实验发现, Transib转座酶

作用于TIR的模式与脊椎动物RAG复合物作用于RSS
底物的模式类似, 均需形成末端闭合的中间DNA产物,
进一步提示 RAG1的核心结构域和RSS序列可能起源

于Transib转座子. 2006年, Jonathan P. Rast团队
[41]

在棘

皮动物紫海胆(Strongylocentrotus purpuratus)基因组上

发现了成对出现的, 并呈tail-to-tail转录的RAG1-like和
RAG2-like基因(图3). 虽然紫海胆RAG-like基因在基因

组上的分布形式及蛋白结构域组成已与哺乳动物RAG
基因高度相似, 但在紫海胆RAG-like基因的附近并未

发现转座子特征序列, 比如TSD(target site duplication)
及TIR序列. 因此, 尽管上述研究都为“V(D)J重排起源

图 2 RAG基因起源与演化的研究历程
Figure 2 Timeline of the studies on the origin and evolution of RAG
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于RAG转座子”的假说提供了一定的支持,但由于所有

脊椎动物编码RAG蛋白的基因座及棘皮动物海胆编

码RAG-like(RAGL)蛋白的基因座都不具备转座子的

基本特性, 使得“V(D)J重排机制起源于RAG转座子”的
假说仍然缺乏直接的有力证据.

2014年, 中国科学院生物化学与细胞生物学研究

所的刘小龙教授和中山大学的徐安龙教授团队
[42]

在

国家重点基础研究发展计划(973计划)的支持下, 在

佛罗里达文昌鱼(Branchiostoma floridae, bf)基因组

中发现一段与脊椎动物RAG1核心序列同源的序列,
称为bfRAG1L. 功能实验证明 , bfRAG1L与小鼠

RAG2结合后可识别RSS序列并介导V(D)J重排, 首

次在无脊椎动物中发现RAG1的同源分子具有与哺

乳动物RAG1相似的活性
[42]. 随后, 在2016年, 徐安龙

团队
[43]

通过自主构建中国白氏文昌鱼(Branchiosto-
ma belcheri)基因组草图, 并对文昌鱼全基因组进行

深度的转座子挖掘, 发现了一类新型的DNA转座子

元件, 称为ProtoRAG. 与海胆和哺乳动物RAG基因的

连锁结构一致, ProtoRAG转座子包含一对tail-to-tail

转录的RAG1-like和RAG2-like基因. 重要的是, 在

ProtoRAG上下游还包含一对反向重复序列TIR, 以

及一对5 bp的TSD序列(图3). 机制研究表明, 与哺乳

动物RAG复合物介导的V(D)J重排过程高度相似 ,
ProtoRAG所编码的RAG1L及RAG2L蛋白也需要形

成复合物, 才能识别自身的TIR序列并介导转座及宿

主DNA的重连接
[43]. ProtoRAG的发现及其转座机制

的研究为“V(D)J重排机制起源于RAG转座子”的假

说提供了最直接的证据. 随后, 研究人员相继在后口

动物、原口动物和刺胞动物中均发现完整的RAGL
转座子序列

[44,45]. 在2022年的一项研究中, 徐安龙团

队
[46]

通过搜索近68万个物种的基因组序列, 在单细

胞真核生物抑食金球藻(Aureococcus anophageffe-
rens)基因组中发现了迄今最为古老且完整的RAGL
转座子, 从而将V(D)J重排的起源追溯至单细胞真核

生物(图3). 在该研究中, 研究人员通过对Transib,
RAGL及RAG蛋白进行系统的演化分析, 提出了现存

的Transib转座子和RAGL转座子均起源于细菌Tran-
sib转座子的观点.

图 3 各物种RAG基因在基因组上的分布示意图. Aan: Aureococcus anophagefferens; Spu: Strongylocentrotus purpuratus; Mmu:
Mus musculus; Hze: Helicoverpa zea; Tss: 转录起始位点; TIR: 末端反向重复序列; TSD: 靶位点重复序列
Figure 3 Schematic of the genomic organization of mouse RAG and RAG-like genes in several representative species. Aan, Aureococcus
anophagefferens; Spu, Strongylocentrotus purpuratus; Mmu, Mus musculus; Hze, Helicoverpa zea; Tss, transcription start site; TIR, terminal inverted
repeat; TSD, target site duplication
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1.4 RAGL转座子的宿主驯化

尽管Transib与RAG1L及RAG1核心蛋白序列的相

似性很低, 但三者都包含保守的DDE催化核心基序. 而
且类似于RSS, Transib转座子TIR序列也含有保守的七

聚体(heptamer),特别是前三个高度保守的碱基CAC[39].
不同的是, Transib转座子中缺乏编码RAG2-like的基因,
其转座过程完全依赖于Transib转座酶(图3)[40]. 目前唯

一报道具有转座能力的Transib转座子是来源于棉铃虫

(Helicoverpa zea)的HzeTransib[40,47,48]. HzeTransib转座

酶与RAG1核心序列相比缺乏N端的NBD结构域, 相对

应地, HzeTransib的TIR序列中也缺乏nonamer-like序列

(图1A和C), 这说明Transib与RAG在底物识别的模式上

有所差别. 通过解析HzeTransib与DNA底物结合的晶

体结构, 耶鲁大学David G. Schatz团队
[48]

发现, 相比于

RAG1, HzeTransib在结构上缺乏与RAG2相互作用的

区域 , 但HzeTransib具有一小段独特的 loop结构

(328~334 aa), 该loop在转座的过程中能够稳定靶DNA,
被认为是Transib缺乏RAG2的补偿.

虽然转座子的移动是物种演化的重要驱动力
[49],

但转座子的活跃跳动会造成宿主基因组的不稳定. 因

此, 在与宿主长期的博弈过程中, 转座子常常会被驯

化为对宿主有利的基因或处于“石化”的失活状态
[50].

为揭示ProtoRAG为何能够在长期的演化过程中保持

活性, 徐安龙团队首先揭示了ProtoRAG是一个转录自

激活的转座子. 进一步通过对能够结合ProtoRAG TIR
序列的反式作用因子进行筛选, 该团队发现文昌鱼

YY1(Ying Yang 1)因子可抑制ProtoRAG 的转录及转

座活性, 从而在维持ProtoRAG 低活性的同时促进宿主

基因组的稳定性, 提示YY1的调控作用可能是Proto-
RAG在亿万年演化过程中能够存活至今的原因之

一
[51]. 该团队还发现, 与RSS的功能类似, ProtoRAG

TIR序列的碱基保守性及序列长度对ProtoRAG的活性

至关重要, 尤其是TIR序列中保守的CAC三碱基, 其中

任意一个碱基的突变都会严重影响ProtoRAG的转座

活性
[52]. 另一个关于ProtoRAG转座子功能演化的重要

研究来自David G. Schatz/Yong Xiong/徐安龙团队的合

作
[53], 他们通过对文昌鱼RAGL转座酶复合物的结构

进行解析, 发现哺乳动物RAG1蛋白E649和S963位点

的存在使得其介导双边切割(coupled cleavage)的能力

显著提升, 且RAG1蛋白R848位点以及RAG2蛋白C端

酸性铰链区抑制了哺乳动物RAG复合物介导转座的

活性
[53]. David G. Schatz团队

[54]
还进一步发现, RAG2

核心结构域中的loop(333~342 aa)也对RAG复合物的

转座活性具有显著的抑制作用. 值得注意的是, 在识别

DNA底物的过程中, 哺乳动物RAG1通过其NBD结构

域识别RSS中的nonamer序列, 而文昌鱼RAG1L在识

别底物的过程中, 则由其CTT*
结构域扮演底物结合的

角色
[53]. 尽管目前关于这种DNA底物识别模式的变化

机制暂不清晰, 但这些研究均提示, 由RAGL转座酶向

RAG重组酶的演化过程中, E649, R848及S963等位点

的适应性进化, RAG2酸性铰链区及RAG1 CTT功能域

的获得/丢失是RAGL转座酶被宿主驯化为RAG重组

酶的关键.
近期, David G. Schatz和徐安龙团队

[44,55]
进一步合

作, 在半索动物柱头虫(Ptychodera flava)中发现了A类
RAGL转座子(PflRAGL_A), 进一步为RAG的演化提供

了线索(图4). 系统发育分析表明, A类RAGL转座子与

脊椎动物中的RAG具有更近的亲缘关系. PflRAGL_A
已具备一些RAG的特征, 比如PflRAG1L_A存在与哺

乳动物RAG1一样的E649位点, 同时PflRAG2L_A获得

了酸性铰链区. 有趣的是, PfRAG1L_A具有与文昌鱼

RAG1L相似的CTT*
结构域及与哺乳动物RAG1相似

的NBD结构域,其TIR也含有nonamer-like的序列,这些

特征均表明PflRAGL_A可能处于RAGL转座子向RAG
重组酶演变的中间状态

[55]. 后续对PflRAGL_A活性和

功能的研究将进一步揭示RAGL转座酶向RAG重组酶

演化的机制.
在上述研究的基础上, 本团队

[46]
提出了V(D)J重

排机制的起源与演化模型(图4). 该模型认为, 真核生

物的Tranisb转座子通过捕获一个RAG2-like的基因形

成原始的RAGL转座子. 在随后的进化过程中, Transib
转座子主要发生水平基因转移(horizontal gene transfer,
HGT), 而RAGL转座子在多细胞动物中垂直演化, 并在

无脊椎动物向脊椎动物演化的阶段, 出现了与脊椎动

物RAG具有更高亲缘关系的A类RAGL转座子
[44]. A类

RAGL转座子通过整合至一段原始的Ig V基因序列内

部, 形成原始的V和J基因片段. 随后, RAG1蛋白E649,
R848和S963等位点的适应性进化, RAG2L蛋白酸性铰

链序列的获得, 抑制了RAGL转座酶复合物的转座活

性, 提高了RAG复合物对底物双边切割的能力, 从而

促进了RAG重组酶复合物的宿主驯化.

元少春等: 抗原受体基因多样性产生机制的起源与演化

1586



2 其他具有多样性的免疫识别受体

2.1 无颌类脊椎动物的VLR重排

20世纪60年代, 研究者在无颌类脊椎动物七鳃鳗

中发现适应性免疫的特征, 但一直未发现其拥有与有

颌类脊椎动物相似的抗原识别受体
[56]. 直至2004年,

Max D. Cooper团队
[1]
在七鳃鳗中发现了一种新型的

富含LRR(leucin rich repeat)基序的适应性免疫受体

VLR. 不同于有颌类脊椎动物中介导适应性免疫反应

的免疫球蛋白分子, 成熟的VLR蛋白由高度多样化的

LRR组成. 目前, VLR分子可分为VLRA, VLRB,
VLRC, VLRD和VLRE五类, 其中表达VLRB的细胞被

认为是类B淋巴细胞, 而表达VLRA/C/D/E细胞则被认

为是类T淋巴细胞
[57]. 与IgM类似, VLRB分子分为膜

结合型和分泌型两种形式, 膜结合型VLRB以GPI(gly-
cosylphosphatidylinositol)锚定而非跨膜的方式实现膜

定位, 分泌型的VLRB则类似于Ig抗体, 呈多聚体形式,
是体液免疫中的主要成分

[58]. 虽有研究表明VLR的基

因结构与脊椎动物特异性的血小板糖蛋白复合物可能

具有共同的起源
[59], 但关于VLR分子的起源仍缺少系

统的研究.
与V(D)J重排类似, VLR的重排同样具有等位基因

排斥的现象, 即每个淋巴细胞仅表达单个功能性的

VLR分子
[60]. 但不同于Ig和TCR基因座, VLR胚系基因

座仅包括保守的LRRNT和LRRCT两部分恒定区, 中间

插有一段约2 kb的非编码DNA序列. 胚系基因的两侧

包含大量排列和方向均不相同的LRR供体盒(LRR
cassettes), 且无明显重组信号(图5)[61]. 已有的研究表

明, 为了生成高度多样化的抗原受体基因, VLR基因座

可能是通过一种类似于基因转换的机制来启动侧翼

LRR供体盒的初始复制, 再通过“复制选择”机制以短

同源区域作为锚定点逐步替换恒定区之间的非编码

DNA, 实现功能性组装
[61]. 目前认为VLR的多样性除

了以不同组合复制各种LRR片段形成嵌合LRR供体盒

来实现外, 还可以通过在“复制选择”过程中使用不同

的短同源性区域进行延伸, 产生序列不同的重组VLR
基因. 早在2009年, 就有研究指出VLR的重排可能由

胞苷脱氨酶CDA1(cytidine deaminase 1)及CDA2(cyti-
dine deaminase 2)分子介导

[58]. 七鳃鳗CDA1及CDA2基
因属于AID/APOBEC超家族成员, 该家族成员AID(ac-
tivation-induced cytidine deaminase)分子在有颌类脊椎

动物中介导了Ig的类别转换及体细胞超突变. 近期, 通
过在七鳃鳗中敲除CDA2基因, Thomas Boehm团队

[62]

发现, 类B细胞谱系的VLRB基因组装失败, 而类T细胞

图 4 V(D)J重排机制的起源与演化模型
Figure 4 Model for the origin and evolution of RAG-mediated V(D)J recombination
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谱系的VLRA和VLRC基因组装正常, 从而明晰了VLRB
的体细胞多样化由七鳃鳗CDA2分子介导, 提出在脊

椎动物两个姐妹分支中独立进化的抗原受体基因组装

和多样化的趋同进化机制
[62].

虽然VLRB的重排已被证实与CDA2相关, 研究人

员也对VLR重排使用的LRR供体盒进行了使用频率和

规律分析, 但是VLRB重排的具体机制以及VLRB的信

号传递方式仍然不清楚. 另外, 由于CDA分子在七鳃

鳗中发生了种属特有的基因扩增, 并在个体间出现了

拷贝数差异, 比如CDA1基因在某些七鳃鳗个体中丢

失
[63,64], 提示类T细胞谱系的VLRA/C/D/E重排可能并

非由CDA1分子介导. 关于七鳃鳗VLRA/C/D/E重排由

哪类分子通过哪种机制介导, 其细胞内的信号传递机

制等也均处于未知的状态.

2.2 其他物种特有的多样化免疫识别分子

虽然在无脊椎动物中并未发现经典的抗原识别受

体基因, 但节肢动物Dscam(Down’s syndrome cell ad-
hesion molecule), 蜗牛FREP(fibrinogen-related protein),
海胆185/333及文昌鱼VCBP(V region-containing chitin
binding protein)等多样性免疫识别受体的发现, 提示在

生物演化中存在物种特有的免疫识别及应答机制.
在果蝇等节肢动物中发现的Dscam分子属于免疫

球蛋白超家族(Ig superfamily, IgSF), 其可通过选择性

剪切产生高达38016种的mRNA异构体
[65,66]. 虽然

Dscam可变剪接的功能多样性主要集中在神经细胞的

“自我”与“非我”识别中,但也有多个研究表明Dscam可

能是节肢动物特异性免疫反应的基础
[67,68]. 比如表达

Dscam的昆虫血细胞对细菌有弱的吞噬作用, 而分泌

型的Dscam则被推测可结合入侵病原体
[69]. 2004年在

蜗牛中发现的FREP家族也被认为具有高度多样性并

在宿主防御系统中起作用
[70]. FREP由一个或两个IgSF

结构域和C端的FBG(fibrinogen domain)结构域组成,
其IgSF结构域可通过重组和点突变产生高度的多样

性
[70]. 关于海胆185/333基因家族的研究表明, 该家族

蛋白在成体或胚胎受到免疫刺激后表达
[71]. 在快速基

因重组、RNA编辑和/或低保真率转录、翻译后修饰

的共同作用下, 海胆体腔细胞中的185/333蛋白可产生

高度多样性
[72]. 为应对不同的PAMP, Sp185/333还可通

过转录产生不同的185/333基因组合
[73]. 文昌鱼VCBP

的研究表明其可通过基因互换和点突变的方式产生高

度多样性
[74]. VCBP的N端包含两个Ig V结构域, C端则

含有几丁质结合结构域(chitin binding domain, CBD).
CBD结构域的出现提示VCBP可能参与球蛋白-外源凝

集素的免疫应答
[75]. 在细菌感染过程中, VCBP在肠道

的特异表达也从侧面证明了其可参与免疫应答
[76].

除上述可产生高度多样性并含有Ig结构域的免疫

识别受体外, 大量PRR及其配体在过去30年间相继被

发现. 与BCR/TCR不同的是, PRR是由种系基因编码

的. 20世纪90年代, 果蝇Toll及哺乳动物TLR4(Toll like
receptor 4)分子的发现

[77,78], 在证实模式识别理论的同

时, 也在免疫学界掀起了一股寻找PRR的热潮. 随后,
TLRs及其配体, 病毒dsRNA识别受体RLR(RIG-I like
receptor)[79], 介导炎症小体组装的NOD样受体(NOD-
like receptor, NLR)[80], DNA识别受体cGAS(cyclic
GMP-AMP synthase)[81], ZBP1(Z-DNA binding
protein 1)[82]等相继被发现. 2006~2008年期间, 研究人

员通过比较免疫学研究, 在无脊椎动物, 比如头索动物

图 5 日本七鳃鳗VLR基因通过“复制选择”机制进行重排.
红色箭头表示基因转录的方向, 黑色箭头表示重排的VLR基
因组装的方向, 绿色、蓝色、紫色和黄色的方框分别表示
LRR (富含亮氨酸的重复序列), LRRNT (氨基端的LRR), CP
(连接肽)和5′LRRCT (羧基端的LRR)
Figure 5 Assembly of the VLRs of Lampetra japonica by a process
involving copy choice. The red arrows indicate the transcriptional
direction of gene segments; the black arrows represent the direction of
DNA synthesis in VLR assembly. The green, blue, purple, and yellow
boxes indicate LRR (leucine-rich repeat), LRRNT (amino-terminal
LRR), CP (connecting peptide), and 5′-LRRCT (carboxy-terminal
LRR), respectively
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文昌鱼和棘皮动物海胆中发现了天然免疫基因普遍扩

增的现象, 被称为“天然免疫基因大爆发”[83,84]. 比如,
海胆基因组编码超过200个TLR分子及近200个NLR分
子

[84,85]; 文昌鱼中虽只有39个TLR基因
[86], 但却拥有至

少40个负责TLR信号转导的胞内TIR(Toll-interleukin-1
receptor)接头分子

[83]. 此外, 这些TIR接头分子还通过

蛋白结构域的全新组合产生了多个新的信号传导分

子
[87]. 通过对数个天然免疫信号通路开展系统研究,

徐安龙团队进一步指出“天然免疫基因的扩增及结构

域动态重组”为脊椎动物免疫系统的形成奠定了重要

的分子基础, 比如TNFR(tumor necrosis factor receptor)
结构域与DD(death domain)结构域的重组,产生了死亡

受体(death receptor, DR)并促进外源性细胞凋亡通路

的出现
[88].近期, 通过对果蝇cGLR(cGAS-like receptor)

分子的研究发现, 与脊椎动物cGAS识别DNA并产生2′
3′-cGAMP(cyclic GMP-AMP)不同, 果蝇cGLR识别

dsRNA并产生3′2′-cGAMP[89,90]. 2023年的两个研究表

明, cGLR在刺胞动物和双壳纲动物中存在大量扩增,
并且其合成的第二信使分子也有较大差异

[91,92]. 节肢

动物及脊椎动物cGLR分子主要合成2′3′-cGAMP, 而软

体动物cGLR除合成2′3′-cGAMP外, 还可合成2′3′-
cUA、3′3′-cUA和3′3′-cAA等[91]. 关于PRR的比较免疫

学研究表明, 与适应性免疫相比, 天然免疫虽有更古老

的起源, 但其并非简单且静止, 而是动态和高度复杂

的. 因此, 进一步在低等生物中挖掘具有高度多样化

的免疫识别分子并阐明其作用机制仍然是比较与进化

免疫学的前沿方向. 阐明这些多样性是如何产生的将

提高人们对免疫系统演化的认识, 深入研究引起新功

能基因产生的基因重组机制也将给生物学研究带来新

的启发.

3 展望

虽然V(D)J重排机制, RAG基因的起源与演化,
VLR及其重排机制, PRR扩增及识别多样性等研究已

取得长足的进展, 但其中仍存在许多有意思的问题待

解决. 一是在进化过程中, Transib转座子在何时, 以

何种方式捕获RAG2-like基因并形成完整的RAGL转
座子. 有研究者认为在早期的真核生物中, RAG2-like
基因可能作为宿主的成员发挥类似抗毒素的功能, 从
而抑制RAG1-like基因(毒素)引起的基因组不稳定

性
[93]. 由于RAG2包含Kelch和PHD结构域, 通过Al-

phaFold结构预测和蛋白结构聚类等手段有望在单细

胞真核生物中寻找RAG2的祖先基因, 从而探究其在

RAGL转座子形成及V(D)J重排机制演化中的作用.
二是RAG基因表达调控机制的演化. 有文献报道, 斑

马鱼RAG1和RAG2基因在其卵巢中表达, 非洲爪蟾的

RAG2基因也在其卵巢中有表达
[35]. 与之相对应的是,

在鲶形目斑点叉尾鮰(Ictalurus punctatus)抗体重链

基因座中发现一个胚系基因组上已经重排完成的

VDJ基因序列
[94]. 在软骨鱼中, 胚系基因组中也存在

已经重排好的抗体基因
[95]. 这些研究提示, 在脊椎动

物演化的早期, RAG可能在生殖细胞中泄露表达, 在

生殖细胞中发生重排的抗原受体基因可能与发育早

期的免疫防御相关
[96].因此,跨物种比较RAG及RAGL

基因的表达调控, 有望揭示V(D)J重排的调控新机制.
三是RAGL及Transib转座子潜在应用前景的挖掘. 由

于转座子是一类能够在基因组内或不同基因组间移

动的遗传元件, 它们在生物学研究中具有多种应用,
比如构建突变库、基因标记和多样性分析、转基因

等. 来源于昆虫的piggyBac转座子系统由于转座效率

高, 宿主范围广, 在哺乳动物细胞中也具有高转座活

性等优点, 目前已在动物基因组功能研究、基因转

移、多能干细胞诱导、细胞治疗、基因治疗等领域

得到了广泛应用
[97,98]. 与piggyBac转座子常插入在

TTAA靶点不同, ProtoRAG及Transib转座子偏好插

入在富含GC的位点
[43,48]. 因此, 对ProtoRAG及Tran-

sib转座系统进行开发和优化, 有望为piggyBac等转座

系统的应用提供有效的补充. 四是进一步挖掘物种特

有的适应性免疫应答机制 . 在过去20年中 , 昆虫

Dscam和七鳃鳗VLR等免疫相关基因, 以及近年来在

细菌中发现的CRISPR-Cas系统等, 均是进化阶段特

有的适应性免疫应答机制. 如何从丰富的组学数据中

挖掘进化阶段特有的免疫识别受体并阐明其作用机

制, 是另一个富有挑战性的研究工作. 五是揭示无颌

类脊椎动物VLR的重排机制并拓展其应用. 作为无颌

类脊椎动物特有的抗体分子, VLRB具有分子量小、

稳定性高等优点. 然而, 由于VLRB的重排机制尚不

清楚, 极大地限制了VLRB抗体的开发与应用. 因此,
在明晰VLR重排机制的过程中, 利用新型的抗体库构

建及筛选策略, 有望在自身抗原检测和特殊抗体制备

等领域拓展VLR的应用.
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Origin and evolution of antigen receptor gene diversity

YUAN ShaoChun, HUANG ZiWen, CAI ZhenXi, HUANG ShengFeng & XU AnLong
Guangdong Province Key Laboratory of Pharmaceutical Functional Genes, MOE Engineering Research Center of South China Sea Marine
Biotechnology, Center of Evolutionary and Synthetic Biology, School of Life Sciences, Sun Yat-sen University, Guangzhou 510275, China

The immune system can be divided into innate immunity and adaptive immunity. Since key organs and molecules of adaptive
immunity, such as the thymus and the major histocompatibility complex, are present only in jawed vertebrates, they are considered an
evolutionary innovation in vertebrates. Their origin has attracted substantial attention in the field of evolutionary biology and
immunology. This review focuses on recent advancements made in the mechanism and evolution of antigen receptor gene diversity,
specifically in the transposon origin of V(D)J rearrangement and host domestication mechanism of the RAGL transposons. This study
also summarizes the research progress on VLR and other immune receptors with diversity in distinct evolutionary stages. This study
delves into the evolutionary trajectory of antigen receptor gene diversity and provides new insights and technologies in the healthcare
field.
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