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摘 要 ： 猪类嗜乳脂蛋白 5（Btnl5）属于嗜乳脂蛋白家族，其同源蛋白多为免疫调节蛋白，为探索 Btnl5 的序列特征及其

功能，利用反转录 PCR（RT-PCR）和 cDNA 末端快速扩增（RACE）技术对 Btnl5 基因 cDNA 全长进行克隆及序列分析，采用定

量 PCR 技术检测 Btnl5 在猪不同组织中的表达丰度，利用报告基因法检测 Btnl5 对 NF-κB 信号通路的影响。克隆得到 Btnl5 基因

cDNA 全长共 3 334 bp，包含 1 680 bp 的开放读码框，可编码长度为 559 个氨基酸残基的多肽链。蛋白结构预测表明 Btnl5 编码的

蛋白含有信号肽、两段免疫球蛋白结构域、跨膜结构域和 B30.2 结构域。定量 PCR 分析表明，在检测的 11 个组织中，Btnl5 只在

空肠中具有较高水平的表达。报告基因检测结果显示 Btnl5 对 NF-κB 信号通路有一定的抑制作用。研究结果说明，Btnl5 可能通过

抑制 NF-κB 信号通路参与调节肠道免疫。
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Abstract: Porcine butyrophilin-like 5（Btnl5）belongs to butyrophilin family and most of its homologous proteins are immune 

regulators. In order to explore the sequence characteristics and function of Btnl5，full-length cDNA of Btnl5 was cloned and characterized 

by reverse transcription PCR and rapid amplification of cDNA ends（RACE）. Then the mRNA expression abundances of Btnl5 in different 

tissues were detected using quantitative PCR，and its effect on NF-κB pathway was detected by reporter gene assay. The full length cDNA of 

Btnl5 was 3 334 bp containing a 1 680 bp open reading frame（ORF）encoding 559 amino acids. Structural analysis showed that this protein 

was a transmembrane protein，and its extracellular region contained a signal peptide，two immunoglobulin domains，its intracellular region 

was B30.2 domain. Quantitative PCR analysis showed that Btnl5 transcripts almost exclusively expressed in jejunum among 11 detected tissues. 

Reporter gene analysis indicated that Btnl5 suppressed the NF-κB pathway. The above results suggest that Btnl5 may involve in intestinal 

immune regulation through inhibiting NF-κB signaling pathway.
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嗜乳脂蛋白家族包含嗜乳脂蛋白（Butyrophilin，

BTN）、类嗜乳脂蛋白（Butyrophilin-like，BTNL）及

Skint（Selection and upkeep of intraepithelial T cells）

等成员，属于免疫球蛋白超家族［1］。首先被发现的

嗜乳脂蛋白是牛嗜乳脂蛋白 1A1（Butyrophilin 1A1，

BTN1A1），因其可与乳脂结合，控制乳脂分泌而被

定义为嗜乳脂蛋白［2，3］。之后的研究发现，多数嗜

乳脂蛋白基因定位于主要组织相容性复合体（Major 
histocompatibility complex，MHC） 区 段 内［4］， 且 胞

外结构域与 B7 共刺激分子同源，暗示该类基因可能

参与免疫调节过程［5］。目前针对嗜乳脂蛋白家族的

研究主要集中于人和小鼠中［6］。根据 Ensembl 数据

库（http://asia.ensembl.org/index.html）， 人 的 基 因 组

共包含 12 个嗜乳脂蛋白基因 ：BTN1A1、BTN2A1、

BTN2A2、BTN3A1、BTN3A2、BTN3A3、BTNL2、

BTNL3、BTNL8、BTNL9、ERMAP（红细胞膜相关

蛋白）和 MOG（髓鞘少突胶质细胞糖蛋白），其中

BTN3A1 具有激活 γ9δ2 T 细胞的功能［7，8］，BTNL2

的剪切突变与结节病相关［9］，BTNL8 可增强 T 细

胞活化［10］，MOG 是风疹病毒感染宿主的受体［11］。

鼠的基因组中包含 18 个嗜乳脂蛋白基因 ：Btn1a1、

Btn2a2、Btnl1、Btnl2、Btnl4、Btnl6、Btnl9、Btnl10、

ERMAP、MOG 和 Skint1-Skint8，其中 Btn1a1、Btn2- 
a2 和 Btnl2 具有抑制 T 细胞活化的功能［12-14］，Skin- 
t1 可 调 节 表 皮 γδT 细 胞 的 发 育［15，16］，Btnl1 具 有

抑制肠上皮细胞炎症因子表达的功能［17］，Btnl1 与

Btnl6 组成异源复合体促进 T 细胞的增殖［18］。

在猪的基因组中，经 Ensembl 数据库预测得到

14 个嗜乳脂蛋白家族基因，但皆缺乏相关的功能研

究。其中猪 Btnl5 位于 7 号染色体正链 ：28093234-

28108144，定位于 MHC 区段内。根据 EST 数据信息，

Btnl5 基因主要在肠道中表达［19］。研究显示，同在

肠道表达的鼠源 Btnl1 可抑制炎症因子 KC/CXCL1、

MIP1β/CCL4、IL-15 和 IL-6 的 表 达［17］， 推 测 Btnl1

可能通过抑制核因子 κB（NF-κB）从而抑制上述炎

症因子的表达［17］。NF-κB 是转录调控因子，参与多

种基因的转录调控。在肠道中，模式识别受体识别

病原微生物后激活 NF-κB，从而激活 IL-1、IL-6 和

TNFα 等细胞因子的分泌，而上述细胞因子可促进

NF-κB 进一步活化，导致炎症的放大和持续［20］。在

炎症性肠病（Inflammatory bowel disease，IBD）和肠

炎模型中皆伴随有 NF-κB 的过度活化［21，22］，因此，

NF-κB 是肠道炎症的关键调控因子。为探索 Btnl5 基

因的序列特征，以及是否具有与鼠源 Btnl1 相似的

生物学功能，本研究对 Btnl5 基因 cDNA 全长进行克

隆，并对其序列进行生物信息学分析，进一步检测

该基因在不同组织中的表达水平及其对 NF-κB 信号

通路的影响，旨为研究猪 Btnl5 基因的功能以及该

基因在猪肠道疾病中的作用提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料

选取体重均匀，生长状况良好的 1 月龄巴马香

猪 3 头，屠宰后立即摘取心脏、肝脏、脾脏、肺、肾脏、

空肠、结肠、大脑、肌肉、胸腺和肠系膜淋巴结保

存于液氮中。肠上皮细胞系 IPEC-1 由中国农业大学

伍国耀老师惠赠。NF-κB 启动子报告基因、MyD88

质 粒、β-gal 质 粒、pcDNA3.1-myc-his 质 粒 由 本 实

验 室 保 存。RNAiso plus、M-MLV 反 转 录 酶、Prime 
STAR 高保真 PCR 酶、T- 载体 PCR 产物克隆试剂盒、

去除基因组 DNA 的反转录试剂盒、SYBR 定量 PCR

试剂盒、限制性内切酶 Xho I、EcoR I 购自 Takara

公司（中国大连）。RLM-RACE 试剂盒、胎牛血清、

DMEM/F12 培 养 基、Lipofectamine 2000 购 自 life 公

司（美国）。Bright-Glo 荧光素酶检测试剂盒、RNA

提取试剂盒购自 promega 公司（美国）。质粒小提试

剂盒、琼脂糖回收试剂盒购自 OMEGA 公司（美国）。

1.2 方法

1.2.1 引物设计 参照 Ensembl 中提供的猪 Btnl5

预测序列，使用 Primer Premier 5.0 软件设计引物，

扩增 Btnl5 片段，根据扩增得到的序列设计 5' 和

3' 端基因特异性的 RACE 引物。根据定量 PCR 要

求设计 Btnl5 和内参基因 GAPDH 的引物。序列分

析确定 Btnl5 的开放读码框后，设计包含限制性内

切 酶 位 点 的 上 下 游 引 物， 将 Btnl5 的 开 放 读 码 框

连 入 pcDNA3.1-myc-his 真 核 表 达 载 体 中。 引 物 由

Invitrogen 公司合成，引物序列见表 1。

1.2.2 Btnl5 基因 cDNA 全长克隆 空肠组织总 RNA

按照 promega RNA 提取试剂盒提取，分别使用 1%

琼脂糖电泳及紫外分光光度计检测 RNA 完整性、纯
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度及浓度。空肠 cDNA 第一链按照 M-MLV 反转录酶

说明书反转录获得，用于 Btnl5 片段扩增。5'RACE 
cDNA 第 一 链 及 3'RACE cDNA 第 一 链 按 照 RLM-
RACE 试 剂 盒 说 明 书 反 转 录 获 得。PCR 扩 增 使 用

Prime STAR 高保真酶，反应体系皆为 50 μL ：2 × 
Prime STAR Max Premix 25 μL，上下游引物各 1.25 
μL，cDNA 2 μL，dd H2O 20.5 μL。Btnl5 片段扩增条

件：98℃预变性 1 min；98℃变性 10 s，59℃退火 5 s，

72℃ 延伸 15 s，32 个循环；72℃延伸 1 min。5'RACE

扩 增 退 火 温 度 为 55℃， 其 余 条 件 如 Btnl5 片 段 扩

增。3'RACE 扩 增 以 Gene Racer 3'Primer 和 3'RACE 
Primer 1 为引物扩增 16 个循环，PCR 产物回收后作

为模板以 3' RACE Primer 2 和 3'Nested Primer 为引物

扩增 18 个循环，其他扩增条件如 Btnl5 片段扩增。

所有 PCR 产物经 1% 琼脂糖凝胶电泳、琼脂糖凝胶

回收后进行加 A 反应，与 PMD19-T 载体连接，转化

大肠杆菌 DH5α 感受态细胞，送往生工生物工程（上

海）股份有限公司进行测序鉴定。

1.2.3 生物信息学分析 将测序得到的 3 段序列使

用 SeqMan［23］拼接，得到 Btnl5 基因的 cDNA 全长。

比对 Btnl5 的 cDNA 全长序列与基因组序列，得到外

显子、内含子相对位置及长度。使用 NCBI 的 ORF 
Finder 软 件（https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/）

预测基因的开放读码框，并将基因编码序列翻译为

相 应 的 氨 基 酸 序 列。 使 用 pI/Mw 网 站（http://web.

expasy.org/compute_pi/）计算 Btnl5 蛋白的分子量和

理论等电点。使用 TMHMM Server v. 2.0（http://www.

cbs.dtu.dk/services/TMHMM/） 网 站 预 测 Btnl5 是 否

为跨膜蛋白。使用 SMART 网站（http://smart. embl-
heidelberg.de/）预测 Btnl5 的结构域及大小。

1.2.4 相对定量 PCR 按照 RNAiso plus 说明书，分

别提取心脏、肝脏、脾脏、肺、肾脏、空肠、结

肠、大脑、肌肉、胸腺及肠系膜淋巴结总 RNA，检

测 RNA 完整性及纯度。使用去除基因组 DNA 的反

转录试剂盒合成 cDNA 第一链。以持家基因 GAPDH
为内参，对 Btnl5 mRNA 在各个组织中的表达量进行

相对定量分析，引物见表 1。定量 PCR 体系 10 μL ：

SYBR Premix Ex Taq 5 μL， 上 下 游 引 物 各 0.2 μL，

cDNA 模 板 1 μL，ddH2O 3.6 μL。 定 量 PCR 反 应 在

Bio-Rad CFX96 进 行， 反 应 程 序 为 ：95℃ 预 变 性 3 
min ；95℃变性 15 s，60℃退火 / 延伸 30 s，60℃检

测 30 s，40 个循环 ；65℃-95℃，0.5℃/5 s 绘制溶解

曲线。每个组织设二次技术重复，相对定量结果采

用 2-ΔCT 法进行计算。

1.2.5 Btnl5-myc 真核表达载体的构建 以 Btnl5-T
载体为模板，以 Btnl5-myc-F 和 Btnl5-myc-R 为引物，

使用高保真酶扩增 Btnl5 编码区。扩增体系 50 μL ：

2 × Prime STAR Max Premix 25 μL，上下游引物各1.25 
μL，模板 2 μL，dd H2O 20.5 μL。扩增条件 ：98℃预

变性 1 min ；98℃变性 10 s，59℃退火 5 s，72℃ 延

表 1 引物序列信息

引物 序列（5'-3'）（酶切位点加下划线） 用途

Btnl5 F TGCTGCTGAGTTGAGAGACGCTT 片段扩增

Btnl5 R GCTGAGCATAAAGCACGAACTGA 片段扩增

Gene Racer 5' Primer CGACTGGAGCACGAGGACACTGA 5' 全长克隆（试剂盒提供）

5' RACE Primer GCCCGCCCTACATAACCAGCCAACT 5' 全长克隆

3' RACE Primer 1 TCTGCCGCTTCAAGCCTTGTAGT 3' 全长克隆

Gene Racer 3' Primer GCTGTCAACGATACGCTACGTAACG 3' 全长克隆（试剂盒提供）

3'RACE Primer 2 TGTGTGTTTATGAGAATAGTCAGTTCGTGC 3' 全长克隆

3' Nested Primer CGCTACGTAACGGCATGACAGTG 3' 全长克隆（试剂盒提供）

Btnl5 QF CTGGCTTGTGGGGAAGTTTAGTGA 定量 PCR

Btnl5 QR TGTGGAGAACCTGGTGAAGGGATAG 定量 PCR

GAPDH F GGTGAAGGTCGGAGTGAACG 定量 PCR

GAPDH R CCGTGGGTGGAATCATACTG 定量 PCR

Btnl5-myc-F TGAACACTCGAGGGAAATGGAGGAT 构建 Btnl5 表达载体

Btnl5-myc-R GGGAATTCTGGGGACACAGCCTC 构建 Btnl5 表达载体



2017,33(6) 145包琦等 ：猪 Btnl5 基因的克隆、表达分析及对 NF-κB 信号通路的调控作用

伸 15 s，32 个循环 ；72℃延伸 1 min。产物经电泳鉴

定后进行胶回收，回收产物和 pcDNA3.1-myc-his 载

体分别经 Xho I、EcoR I 双酶切后使用 T4 DNA 连接

酶连接，转化大肠杆菌 DH5α 感受态细胞，酶切鉴

定并测序鉴定。

1.2.6 细胞培养及转染 猪肠上皮细胞系 IPEC-1 培

养于完全培养基（DMEMF/12，10% FBS，青链霉素

双抗）中，培养条件为 37℃，5% CO2。按照每孔

5×104 个细胞的密度接种于 24 孔板，待细胞覆盖率

达到 70%-80% 时，按照 Lipofectamine 2000 说明书

进行转染，实验分 3 组，每组 3 个复孔。每孔转染

质粒 NF-κB 50 ng、β-gal 25 ng，空白对照组同时转

染 pcDNA3.1-myc-his 300 ng，MyD88 对照组同时转

染 MyD88 100 ng、pcDNA3.1-myc-his 200 ng，实验组

同时转染 MyD88 100 ng、Btnl5-myc 200 ng。

1.2.7 荧光素酶报告基因检测 IPEC-1 细胞系转染

24 h 后，使用生理盐水清洗，加入 100 μL 细胞裂解

液（20 mmol/L HEPES，150 mmol/L NaCl，2 mmol/L 
EDTA，1% Nonidet P-40，10% 甘油，蛋白酶抑制剂，

pH 7.5），4℃震荡裂解细胞 30 min，12 000 r/min，4℃

离心 10 min，取上清检测荧光素酶活性及 β-gal 活性。

荧光素酶活性检测 ：20 μL 蛋白上清与 20 μL 荧光素

酶底物混匀后立即用荧光检测仪检测活性。β-gal 活

性 检 测 ：20 μL 蛋 白 上 清、100 μL ONPG 加 450 μL 
Z buffer（60 mmol/L Na2HPO4，40 mmol/L NaH2PO4，

10 mmol/L KCl，1 mmol/L MgSO4，pH 7） 颠 倒 混 匀

后 37℃静置反应至溶液变黄，加 1 mol/L 的碳酸钠

200 μL 终止反应，酶标仪检测 410 nm 处吸收值。荧

光素酶活性与 β-gal 活性比值即为报告基因的表达 
活性。

2 结果 
2.1 Btnl5基因cDNA全长克隆及序列分析 

实验分 3 段克隆 Btnl5 全长 ：5'RACE、Btnl5 片

段和 3' RACE（图 1），5'RACE 在 750 bp 左右有明

显条带。Btnl5 片段在 2 000 bp 左右有特异性条带。

3' RACE 经巢式 PCR 扩增后在 1 000 bp 处得到明显

条带。3 段均送多个阳性克隆进行测序鉴定。将测

序得到的 3 段序列拼接得到 Btnl5 基因 cDNA 全长

共 3 334 bp，与基因组序列比对得到 11 个外显子，

外显子长度分别为 302、144、95、348、282、201、

21、27、27、27 和 1 860 bp（图 2）。经 NCBI 网站

的 ORF Finder 预测，5' 非编码区 456 bp，3' 非编码

区 1 198 bp，开放读码框为 1 680 bp，编码 559 个氨

基酸残基的多肽链。pI/Mw 网站推算 Btnl5 蛋白分子

量为 61.7 kD，理论等电点为 5.1。TMHMM Server v. 
2.0 预测 1-247 氨基酸为胞外区，248-270 氨基酸为

跨膜区，271-559 氨基酸为胞内区。经 SMART 预测

胞外区包含信号肽、两段免疫球蛋白结构域，胞内

区为 B30.2 结构域（图 3）。
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M ：BM5000 DNA 相对分子质量标准 ；1 ：5'RACE 扩增产物 ；2 ：Btnl5 片段

扩增产物 ；3 ：3'RACE 扩增产物

图 1 Btnl5 基因 cDNA 全长的克隆

2.2 定量PCR检测Btnl5在不同组织的表达水平 

定量 PCR 结果显示，所检测的心脏、肝脏、脾

脏、肺、肾脏、空肠、结肠、大脑、肌肉、胸腺及

肠系膜淋巴结 11 种组织中，Btnl5 主要表达于空肠，

在其余 10 种组织中表达水平极低（图 4-A）。Btnl5

与 内 参 GAPDH PCR 产 物 经 2% 琼 脂 糖 电 泳 显 示，

Btnl5 与 GAPDH 扩增条带在 100 bp 左右，GAPDH 在

11 个组织中表达相似，Btnl5 只在空肠有明显条带（图

4-B）。

2.3 Btnl5-myc重组表达质粒的构建与鉴定 

以 Btnl5-T 质粒为模板进行 PCR 扩增，在 2 000 
bp 处得到单一条带，与 Btnl5 编码区长度一致（图 
5）。回收的 PCR 产物与 pcDNA3.1-myc-his 连接的重

组质粒经 Xho I、EcoR I 双酶切，1% 琼脂糖凝胶电

泳鉴定，重组质粒双酶切产物在 5 000 bp 和 2 000 
bp 左右有清晰条带，分别与空载体双酶切所产生条



生物技术通报 Biotechnology  Bulletin 2017,Vol.33,No.6146

带和 Btnl5 扩增产物大小相同（图 5），且经测序验

证 Btnl5 插入位置、序列均正确。

2.4 Btnl5-myc重组蛋白对NF-κB信号通路的调控

作用 

实验表明，肠上皮细胞系 IPEC-1 转染 MyD88 后，

NF-κB 信号通路活化，报告基因表达增高，而同时

转染 Btnl5 时，报告基因表达量降低约 50%，差异

显著（P=0.009，图 6）。

3 讨论 
目前对嗜乳脂蛋白家族的研究数据较少，但普

遍认为嗜乳脂蛋白是新的免疫调节蛋白家族［6，24］。

本 研 究 克 隆 得 到 猪 Btnl5 基 因 cDNA 全 长 共 3 334 
bp，其中包含 456 bp 的 5' 非编码区和 1 198 bp 的 3'

0.6K 1.0K 2.3K 1.8K 0.1K 0.4 0.1 1.0 4.7 0.6K

302 144 85 348 282 201 662 1 198

10 21 27 27 27

37‒144 aa 161‒230 aa

B30.2

339‒507 aa

N C

248‒270 aa1‒25 aa

白色框和灰色框分别对应编码区和非编码区 ；框内或框上方数字代表外显子的碱基数 ；框下方数字代表内含子的碱基数

图 2 Btnl5 基因外显子、内含子长度及编码区相对位置

图 3 预测 Btnl5 蛋白结构域及各结构域长度
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图 4 定量 PCR 分析猪 Btnl5 的表达
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非编码区，以及 1 680 bp 的开放读码框，编码 559

个氨基酸。经软件预测 Btnl5 蛋白是一个跨膜蛋白，

胞外是两段免疫球蛋白结构域，胞内是 B30.2 结构域。

含有免疫球蛋白结构域的膜蛋白属于免疫球蛋白超

家族，该类蛋白通过结合目的蛋白参与识别、粘附、

信号传递等功能［25］。而胞内的 B30.2 结构域是真核

生物中最常见的结构域之一［26］，但其功能目前尚不

清楚，Perfetto 等分析认为该结构域作为接头蛋白，

与其他蛋白形成蛋白复合体发挥作用［26］。因此推测

Btnl5 可能通过与其他蛋白相互结合发挥功能。

在检测的 11 个组织（心脏、肝脏、脾脏、肺、

肾脏、空肠、结肠、大脑、肌肉、胸腺和肠系膜淋

巴结）中，Btnl5 仅在空肠检测到较高表达水平，具

有明显的组织特异性，与 EST 信息相符［19］。肠道是

机体对抗外来入侵的第一道屏障，哺乳动物肠道内

含有大量细菌，在肠道内执行重要的新陈代谢功能。

这些细菌中的多数在其他组织中会引起强烈的宿主

反应，却能与肠道细胞并存，甚至促进肠道的稳定。

其机制远未研究清楚，但越来越清楚的是 NF-κB 在

维持肠道稳定方面起到了关键性的作用［27］。

本研究发现 Btnl5 对 MyD88 激活的 NF-κB 信号

通路有抑制作用。NF-κB 信号通路对细胞存活、肠

道紧密连接具有重要作用［28］，同时可通过调控炎症

因子的表达对抗微生物感染，防止致病菌侵入。但

过量的炎症因子会破坏细胞间的紧密连接，致使肠

上皮细胞渗透性增加［29］，增加癌症及自身免疫疾

病发生的风险［30］。为防止 NF-κB 信号通路过度活

化，机体会同时启动 NF-κB 的负向调节。如 NF-κB

的活化启动 IκBα（Inhibitor of NF-κB）的表达，终止

下游基因转录［31］；Lawrence 等［32］研究发现，活化

的 IKKα 加速 p65 的降解 ；此外，A20 亦可负调控

NF-κB 的表达［33］。通过报告基因检测发现，Btnl5

同样具有抑制 NF-κB 信号通路的作用，推测 Btnl5

可能参与 NF-κB 的负调控过程。但 Btnl5 对 NF-κB

下游基因是否具有广泛的抑制作用及其抑制 NF-κB

信号通路的机制，还有待进一步研究。

4 结论

克隆了猪 Btnl5 基因 cDNA 全长 3 334 bp，包含

1 680 bp 的开放读码框，编码 559 个氨基酸残基的

多肽链。在检测的 11 个组织（心脏、肝脏、脾脏、肺、

肾脏、空肠、结肠、大脑、肌肉、胸腺、肠系膜淋巴结）

中，Btnl5 只在空肠中具有较高水平的表达，并且具

有抑制 NF-κB 信号通路的作用。
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