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摘   要：本研究旨在克隆鸡 foxp3 (chfoxp3) 基因全长编码区序列 (coding sequence, CDS)，并对

其进行生物信息学及组织表达谱分析。以 50 日龄无特定病原鸡为样本，从脾脏组织中克隆 chfoxp3

基因全长 CDS 序列，利用在线工具和软件对 chFoxp3 进行生物信息学分析，以实时荧光定量 PCR 

(quantitative real-time PCR, qRT-PCR) 技术检测 chfoxp3 基因在鸡各组织中的表达分布情况。研究

结果表明，chfoxp3 基因包含 882 bp 的开放阅读框，编码 293 个氨基酸，chFoxp3 分子质量为 33.44 kDa，

属于亲水蛋白；chFoxp3 具有 Fox 转录因子家族典型的 forkhead 结构域，含有核定位信号；其二

级结构由 α-螺旋 (29.35%)、延伸链 (10.92%)、β-转角 (5.12%) 和无规则卷曲 (54.61%) 组成；

chfoxp3 在不同组织中表达有差异，在鸡心脏及胰腺中表达水平较高，显著高于脾脏、法氏囊以及

胸腺等免疫器官 (P<0.01)，这一特点明显区别于哺乳动物；通过系统进化树分析发现，鸡 Foxp3

与其他野禽属于相同分支，但与哺乳动物相差较远。这些研究结果为进一步深入研究 chFoxp3 的

免疫调节功能奠定了基础。 
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Analysis of the structure of chicken Foxp3 and its expression 
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Abstract: In this study, we cloned the complete coding sequence (CDS) of chicken foxp3 (chfoxp3) gene, 
analyzed its structure, and investigated its expression profile in different chicken tissues. To be specific, 
chfoxp3 was cloned from the splenic tissue of 50-day-old specific-pathogen-free chickens, and analyzed by 
using online bioinformatics tools or software. The expression profiles of the chfoxp3 gene in different 
chicken tissues were detected by quantitative real-time PCR (qRT-PCR). The results indicated that the 
chfoxp3 gene contains an 882-bp open reading frame, encoding 293 amino acids hydrophilic protein with a 
molecular weight of 33.44 kDa. The chFoxp3 protein has a forkhead domain and carries a nuclear 
localization signal, which is typical in the Fox transcription factor family. The secondary structure of 
chFoxp3 consists of α-helix (29.35%), extended chain (10.92%), β-turn (5.12%) and random coil 
(54.61%). The expression of chfoxp3 varied in different tissues. The expression levels of chfoxp3 in 
chicken heart and pancreas were higher than in spleen, bursa of Fabricius, thymus, and other immune 
organs (P<0.01), which was quite different from that of mammals. Phylogenetic tree analysis showed that 
chFoxp3 belonged to the same clade as other wild birds did, but was far different from that of mammals. 
These results may facilitate further research on the role of chFoxp3 in immune regulation. 

Keywords: chicken; Foxp3; cloning; expression analysis 

 
 

调节性 T 细胞 (regulatory T cells, Treg) 是
调控免疫应答最重要的细胞，在维持机体自身

稳定中发挥重要作用。而 Foxp3 是 Treg 标志性

转录调控因子，在 Treg 发育、成熟以及发挥功

能中起关键作用 [1-3]。Foxp3 是 Fox (forkhead 
box) 蛋白家族成员之一，其典型的 forkhead结

构域呈“翼状螺旋”结构[4]。Treg 通过直接接触

靶细胞或通过分泌 IL-10 和 TGF-β 等抑制性细

胞因子发挥抑制免疫应答的作用[5]。研究发现，

小鼠 Foxp3 缺陷会引发 CD4+ T 细胞介导的淋巴

细胞增殖性疾病，表现为恶病质和多器官淋巴

细胞浸润[6]。人类 foxp3 基因突变会引起免疫失

调、多发性内分泌疾病以及肠道疾病 X-连锁综

合征 (immune dysregulation, polyendocrinopathy, 
enteropathy, X-linked syndrome, IPEX)[7]，说明

Foxp3 在生命正常活动中发挥重要作用。 
哺乳动物的 Foxp3 蛋白由 forkhead 结构

域、锌指结构域和亮氨酸拉链 3 个主要的功能

结构域组成，另外其 N 末端还有一段富含脯氨

酸的区域。Foxp3 的 forkhead 结构域是结合

DNA 启动子的区域，其氨基酸序列在 Fox 转录

因子家族相当保守，其中含有核定位信号，与

Foxp3 入核发挥转录调控作用直接相关[8]。由于

Foxp3 是起免疫调控作用的转录调控因子，在人

和小鼠中，主要表达于脾脏、胸腺和淋巴结等免

疫器官和组织，在其他器官组织中的表达量较
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低[9-10]。由于禽免疫应答调控机制一直不清楚，

而鸡是否存在与人相同的 Treg 以及功能性 Foxp3 
(chFoxp3) 转录调控因子引起人们极大的关注，

因此阐明 chFoxp3 的生物学功能具有重要意义。 
最近研究发现，鸡的确存在 foxp3 基因[11]，

但关于 chFoxp3 是否具有哺乳动物 Foxp3 类似

的功能尚不清楚，因此深入研究 chFoxp3 十分

重要。只有解析 chFoxp3 的生物学特性，才能揭

示鸡 Treg 在免疫调控中的作用与机理，为全面

了解免疫应答调控提供参考。本研究成功克隆了

chfoxp3 基因全长编码区序列 (coding sequence, 
CDS)，并对其进行了生物信息学分析和组织

表达谱研究，为研究鸡 Treg 的功能奠定基础，

也为丰富家禽免疫调控理论提供参考。 

1  材料与方法  
1.1  材料 

以5只 50日龄无特定病原 (specific pathogen 
free, SPF) 鸡为实验材料，放血处死后分别采

集脾脏、法氏囊、胸腺、心脏、肝脏、肺脏、

肾脏、腺胃、脑组织、十二指肠、胰腺、空

肠、回肠、盲肠、直肠等组织样，置入液氮速

冻后，保存于−70 ℃备用。动物实验获中国农

业大学动物福利与伦理委员会批准 (批准号：

XXMB-2012-03-01-1 ； XXMBB-2012-03-15-1 ；

SKLAB-2016-01-06)。 
RNA 提取试剂盒购自飞捷公司，RNA 反

转录试剂盒、2×M5 HiPer SYBR Premix EsTaq 
plus (with Tli RNase H)、DL2000 plus DNA 
Marker 以及 M5 Hiper ECL Western HRP Substrate
均 购 自 北 京 聚 合 美 生 物 科 技 有 限 公 司 ，

SuperScript™ IV First-Strand Synthesis System 购

自 Thermo Fisher Scientific 公司，DNA 凝胶回

收试剂盒购自广州美基生物科技有限公司，

PrimeSTAR® HS DNA Polymerase 购自 TaKaRa
公 司 ， pEASY®-Basic Seamless Cloning and 
Assembly Kit 及大肠杆菌 DH5α 感受态细胞均

购自北京全式金生物技术股份有限公司，无内

毒素高纯度质粒小提中量试剂盒购自北京艾德

莱生物科技有限公司，转染试剂 JetPRIME 购

自法国 Polyplus-transfection 公司，QuickBlock™ 
Western 一抗稀释液、DAPI 染色液均购自上海

碧云天生物技术有限公司，GFP-tag Mouse 
mAb 购自 Proteintech 公司，β-actin Rabbit mAb
购自武汉爱博泰克  (ABclonal) 生物科技有限

公司，辣根酶标记的山羊抗兔/小鼠 IgG 购自北

京鼎国昌盛生物技术有限责任公司。 
1.2  引物设计与合成 

根据 NCBI 数据库中 chfoxp3 基因序列 
(GenBank 登录号：MT133687.1)，设计引物用

于构建真核表达载体，并用 Primer Premier 5软

件设计实时荧光定量 PCR 引物，引物序列信息

见表 1，引物由生工生物工程 (上海) 股份有

限公司合成。 
 
表 1  本研究所用的引物 
Table 1  Primers used in this study 
Primer name Primer sequences (5′→3′)  Size (bp)  Purpose 
EGFP-chfoxp3 S: CGGACTCAGATCTCGAATGGCGGGTGCCCGGGAC 914 PCR 

A: TAGATCCGGTGGATCCTCAGCTCCGTGGGGGCAG 
β-actin S: GTTACCCACACTGTGCCCATCTATG 159 qRT-PCR 

A: GTCACGCACAATTTCTCTCTCGG 
chfoxp3 S: GCCACAACACCGCCACG 111 qRT-PCR 

A: CAGCCTCATCCACAGTCCATACA 
S: sense primer; A: antisense primer.  



 
 

常贺 等/鸡 Foxp3 结构预测及组织表达谱分析 
 

 

☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

2931 

 

1.3  RNA 提取及 cDNA 制备 
以硅膜柱吸附法提取鸡各组织总 RNA，取

2 μg 各组织总 RNA，以聚合美公司反转录试剂

盒反转录制备 cDNA，置于−20 ℃保存备用。

取 1 μL鸡脾脏组织总 RNA，以 SuperScript™ Ⅳ 
First-Strand Synthesis System 制备 cDNA，用于

chfoxp3 基因全长 CDS 序列的克隆。 

1.4  chfoxp3基因的克隆及测序 
以脾脏组织 cDNA 为模板，通过 PCR 扩增

目的基因，反应体系体积为 50 μL，包括：2 μL 
cDNA模板，上、下游引物 (10 μmol/L) 各2 μL，
10 μL 5×PrimeSTAR Buffer (Mg2+ Plus)，4 μL 
dNTP Mixture (2.5 mmol/L)，0.5 μL PrimeSTAR 
HS DNA Polymerase (2.5 U/μL)，29.5 μL ddH2O。

PCR 扩增程序：98 ℃ 10 s，68 ℃ 1 min，共 
30 个循环；4 ℃保存。PCR 产物采用 1.5%琼脂

糖凝胶电泳进行分析，将特异性条带切胶回收

后，参照 pEASY®-Basic Seamless Cloning and 
Assembly Kit 说明书，将 chfoxp3 基因片段克隆

至 pEGFP-C1 真核表达载体构建 pEGFP-chfoxp3
质粒，将构建的 pEGFP-chfoxp3 质粒转化大

肠杆菌 DH5α 感受态细胞，挑取单菌落，摇

菌后送往北京诺赛基因组研究中心有限公司

进行测序。 

1.5  真核表达系统表达 chFoxp3 
以 jetPRIME 转染试剂将 pEGFP-chfoxp3 真

核表达质粒  (pEGFP-C1 空质粒作为对照) 转
染 DF-1细胞，24 h后收取蛋白样品，利用 GFP
标 签 抗 体 对 chFoxp3-GFP 融 合 蛋 白 进 行

Western blotting 鉴定。另一方面，将转染后的

细胞经固定、透化后，使用 DAPI 染料对细胞

核进行染色，随后通过激光共聚焦显微镜观察

chFoxp3 蛋白的亚细胞定位。 

1.6  检测组织中 chfoxp3的表达 
以 qRT-PCR 检测鸡各组织中 chfoxp3 和内

参基因 β-actin 的表达，引物序列见表 1。PCR
扩增体系体积为 20 μL，包含：10 μL 2×M5 
HiPer SYBR Premix EsTaq plus (with Tli RNase 
H)，上、下游引物 (10 μmol/L) 各 0.5 μL，2 μL
鸡各组织 cDNA 模板，7 μL RNase-free ddH2O。

PCR 扩增程序如下：95 ℃变性 30 s (Ramp rate: 
4.4 ℃/s)；95 ℃变性 5 s (Ramp rate: 4.4 ℃/s)，
60 ℃退火 30 s (Ramp rate: 2.2 ℃/s, Acquisition 
Mode: Single)，共 40 个循环；95 ℃ 5 s (Ramp 
rate: 4.4 ℃/s)，60 ℃ 1 min (Ramp rate: 2.2 ℃/s)，
95 ℃ (Ramp rate: 0.11 ℃/s, Acquisition Mode: 
Continuous, Acquisitions: 5 per ℃) 融解曲线分

析；降温 50 ℃ 30 s (Ramp rate: 2.2 ℃/s)。 
以脾脏组织 chfoxp3 mRNA表达量为 1，采

用 2−ΔΔCt 法分析各组织 chfoxp3 的相对表达情

况，每个样品重复 3 次。 

1.7  chFoxp3 生物信息学分析 
从 NCBI 网站下载数据库中常见动物的

Foxp3 氨基酸序列，包括：人 (Homo sapiens，
GenBank 登录号：NP_054728.2)、家鼠  (Mus 
musculus，GenBank 登录号：NP_473380.1)、
褐家鼠 (Rattus norvegicus，GenBank 登录号：

XP_038955722.1)、野猪 (Sus scrofa，GenBank 登

录号：XP_020935196.1)、牛 (Bos taurus，GenBank
登录号：XP_005228160.1)、马 (Equus caballus，
GenBank登录号：XP_023488959.1)、绵羊 (Ovis 
aries，GenBank 登录号：NP_001138419.1)、
斑 马 鱼  (Danio rerio ， GenBank 登 录 号 ：

XP_021334102.1)、罗非鱼 (Oreochromis niloticus，
GenBank 登录号：NP_001269822.1)、西藏山

雀 (Pseudopodoces humilis，GenBank登录号：

NP_001310890.1)、鸮鹦鹉 (Strigops habroptila，
GenBank 登录号：XP_030331320.1)、孟加拉

雀 (Lonchura striata domestica，GenBank 登录

号：XP_021407742.1) 以及家鸡 (Gallus gallus，
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GenBank 登录号：QQZ00853.1) 的 Foxp3 氨基

酸序列，利用 DNAStar 的 MegAlign 分析软件

进行同源性比较分析；使用 EMBL 的多序列比

对工具 (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/) Clustal 
Omega 进行多序列比对分析；利用 MEGA 7.0
软件中的邻接法 (Neighbor-Joining, NJ) 构建系

统进化树，自展分析 bootstrap 1 000 次；利用在

线软件ExPASy 服务器上的PROSITE (https://www. 
expasy.org/resources/prosite)、ProtParam (https://web. 
expasy.org/protparam/) 以及 ProtScale (https://web. 
expasy.org/protscale/) 等程序预测 chFoxp3 蛋白

的结构域以及理化性质；利用 SOPMA 在线软

件 (https://npsa-prabi.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat. 
pl?page=npsa_sopma.html) 对 chFoxp3 蛋白二

级结构进行预测。 

1.8  数据统计分析 
用 GraphPad Prism 8.0 软件进行单因素方

差分析并作图，以 P<0.05 作为差异显著性判

断标准。 

2  结果与分析 
2.1  chfoxp3基因克隆及测序  

提取脾脏组织总 RNA，以 RT-PCR 反转录

成 cDNA 为模板，通过 PCR 技术扩增 chfoxp3
基因全长 CDS序列。结果表明，PCR特异性产

物条带大小约 900 bp (图 1)，与预期大小一

致。测序结果表明，chfoxp3 基因全长 CDS 为

882 bp，编码 293 个氨基酸，与 NCBI 数据库 
(GenBank 登录号：MT133687.1) 发表的序列

一致。 

2.2  chfoxp3真核表达鉴定 
将 chfoxp3 基因插入 pEGFP-C1载体，构建

pEGFP-chfoxp3 真核表达质粒。将 pEGFP-chfoxp3
以及 pEGFP-C1 对照质粒转染 DF-1 细胞，24 h
后收取蛋白样品，利用 G F P 标签抗体对

chFoxp3-GFP 融合蛋白进行 Western blotting 鉴

定，chFoxp3-GFP 融合蛋白分子量约为 61 kDa，
与预期大小相符 (图 2)。另一方面，将转染后

的细胞经固定、透化后，使用 DAPI 染料对细

胞核进行染色，随后通过激光共聚焦显微镜观 

 

 
 
图 1  chfoxp3基因 PCR 扩增电泳图 
Figure 1  Electrophoretogram of PCR amplification 
of chfoxp3 gene. M: DL2000 plus DNA Marker; 
lane 1: PCR amplification product of chfoxp3. *: 
non-specific band.  
 

 
 
图 2  Western blotting 检测 chFoxp3-GFP 融合

蛋白的表达情况 
Figure 2  Western blotting of the chFoxp3-GFP 
fusion protein. Lane 1: DF-1 cells transfected with 
pEGFP-C1 control plasmid; lane 2: DF-1 cells 
transfected with pEGFP-chfoxp3. β-actin was used 
for loading control. *: non-specific band. 
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察 chFoxp3 蛋白的亚细胞定位。转染 pEGFP-C1
对照质粒的 DF-1 细胞表达绿色荧光，绿色荧光

蛋白在胞浆中均匀散在分布，而转染 pEGFP- 
chfoxp3 的 DF-1 细胞表达的绿色荧光集中于细

胞核 (图 3)，说明鸡 chFoxp3-GFP 融合蛋白进

入了细胞核，即 chFoxp3 含有 Fox 转录因子家

族共有的入核信号肽。 

2.3  chfoxp3在鸡不同组织中的表达情况 
采用 qRT-PCR 方法检测 chfoxp3 mRNA 在

鸡脾脏、法氏囊、胸腺、心脏、肝脏、肺脏、

肾脏、腺胃、脑组织、十二指肠、胰腺、空肠、

回肠、盲肠、直肠等 15 种不同组织中的表达情

况。检测结果发现，chfoxp3 在鸡心脏、胰腺中

表达水平显著高于其他组织，也高于脾脏、法

氏囊以及胸腺等免疫器官 (图 4)，这与哺乳动

物 (人和家鼠) foxp3 在组织中的分布有显著区

别，人和家鼠 foxp3 主要在免疫器官或组织中

表达[9-10]。 

2.4  chFoxp3 序列比对及系统进化树分析  
利用 DNAStar 的 MegAlign 分析软件，对鸡

与其他物种的 foxp3 基因的核苷酸序列及相应蛋

白的氨基酸序列进行同源性比较分析 (表 2)，结

果表明 chFoxp3 氨基酸序列与野禽西藏山雀、

孟加拉雀、鸮鹦鹉的相似性为 80%左右，而与

哺乳动物相似性则低于 50%。将 chFoxp3 与常

见动物的 Foxp3 氨基酸序列进行多序列比对分

析 (图 5)，亦可见 chFoxp3 氨基酸序列与野禽

的相似性较高，而与其他物种的相似性较低。 
利用 ExPASy 的 PROSITE 软件对 chFoxp3

蛋白保守结构域进行预测发现，195−281 位氨

基酸区间存在有 Fox 转录因子家族典型的

forkhead 结构域，而且该结构域的氨基酸序列

与野禽及哺乳动物的 Foxp3 高度相似，具有保守

性。除了 forkhead 结构域外，chFoxp3 蛋白 N 端 
 

 
 
图 3  激光共聚焦显微镜观察 chFoxp3-GFP 融合蛋白在 DF-1 细胞中的表达 
Figure 3  Observation of the expression of chFoxp3-GFP fusion protein in DF-1 cells using laser confocal 
microscopy.  
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图 4  chfoxp3基因在鸡不同组织中的表达情况 
Figure 4  Relative expression level of chfoxp3 in different tissues of chicken. qRT-PCR was used to detect 
the expression of chfoxp3 in chicken spleen and other tissues at mRNA level. The expression level of chfoxp3 
in the spleen was set to 1, and the relative expression levels of chfoxp3 in each tissue were analyzed. 
Quantitative statistics were carried out in the three repeated tests. ns: P>0.05; **: P<0.01; ****: P<0.000 1. 

 
表 2  不同物种 foxp3基因核苷酸及氨基酸序列同源性比较结果 
Table 2  Homology of nucleotide and amino acid sequences of foxp3 gene from different species. 
Species 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 

1 ‒ 86.9 86.5 80.8 90.3 91.2 89.8 42.3 32.8 41.8 42.1 43.2 44.3 

2 85.1 ‒ 95.8 77.7 87.4 87.1 87.6 42.1 33.2 42.8 43.5 43.5 46.7 

3 84.3 93.9 ‒ 76.3 81.6 83.3 86.7 42.7 32.7 42.8 43.1 43.2 46.0 

4 83.5 78.9 78.9 ‒ 86.2 84.7 85.9 33.2 27.1 34.8 34.5 36.9 36.5 

5 89.4 84.8 80.4 86.7 ‒ 88.7 99.5 42.8 32.5 42.5 42.5 43.5 44.6 

6 90.5 85.5 82.6 85.8 89.4 ‒ 93.3 43.7 32.8 42.9 42.8 44.2 45.0 

7 89.4 85.4 84.3 86.7 98.5 91.7 ‒ 42.8 32.5 42.2 42.1 43.2 44.3 

8 56.6 55.4 55.9 50.1 56.6 55.9 56.6 ‒ 59.4 43.7 43.0 43.7 44.8 

9 49.9 47.7 47.6 46.6 49.2 50.4 49.3 63.5 ‒ 32.8 34.1 32.4 33.3 

10 54.8 53.8 53.5 49.4 54.6 55.5 54.0 49.1 46.0 ‒ 80.3 93.3 80.8 

11 54.3 54.7 54.6 48.5 54.1 54.1 53.6 49.4 45.0 84.4 ‒ 79.9 83.7 

12 53.9 52.7 52.2 49.0 54.0 54.6 53.3 48.6 44.3 93.9 83.0 ‒ 79.7 

13 52.9 52.4 52.7 47.6 52.9 52.9 52.4 48.8 43.7 81.3 83.4 79.4 ‒ 
The lower left was nucleotide sequence homology and the upper right was amino acid sequence homology. 1: Homo sapiens; 2: 
Mus musculus; 3: Rattus norvegicus; 4: Sus scrofa; 5: Bos taurus; 6: Equus caballus; 7: Ovis aries; 8: Danio rerio; 9: 
Oreochromis niloticus; 10: Pseudopodoces humilis; 11: Strigops habroptila; 12: Lonchura striata domestica; 13: Gallus gallus. 
Homology data of chicken (Gallus gallus) with other species were shown in boldface. 
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图 5  不同物种 Foxp3 氨基酸序列比对 
Figure 5  Alignment of amino acid sequences of Foxp3 from different species. 
 
还含有一个脯氨酸富集区 (proline-rich domain)，
该段区域比哺乳动物 Foxp3 相应的区域短 (图 5)，
以及亮氨酸拉链结构 (leucine zipper domain)，
但不含哺乳动物 Foxp3 所含有的锌指结构域 
(zinc finger domain)。采用 MEGA7.0 软件邻接法

构建系统进化树 (图 6)，chFoxp3 与野禽 Foxp3
属于同一分支，与哺乳动物 Foxp3 相差较远。

而作为参考物种的斑马鱼和其他鱼类属于同一

分支，单独列为一支。 

2.5  chFoxp3 理化性质及亲/疏水性分析  
利用 ExPASy 的 ProtParam 软件对 chFoxp3

蛋 白 进 行 理 化 性 质 分 析 ， 得 出 分 子 式 为

C1493H2323N457O401S11，分子质量为 33.44 kDa，
理论等电点为 9.87，含有 20 种基本氨基酸，其

中含量最多的是脯氨酸 (16.4%)，精氨酸 (11.9%) 
次之。利用ExPASy中的ProtScale程序对 chFoxp3
蛋白进行亲/疏水性分析，第 205 位的精氨酸疏水

性最强 (最高分值为 1.856)，第 277 位的谷氨酰

胺亲水性最强 (最低分值为−3.189)，总平均亲

水性 GRAVY 为−0.796，即 chFoxp3 为亲水性

蛋白。 

2.6  chFoxp3 二级结构预测  
利用 SOPMA 在线软件对 chFoxp3 蛋白二

级结构进行预测，结果显示 chFoxp3 蛋白的二级

结构主要由 α-螺旋 (29.35%)、延伸链 (10.92%)、
β-转角  (5.12%) 和无规则卷曲  (54.61%) 组成 
(图 7)。 

α-螺旋在 DNA 结合基序 (DNA-binding 
motifs) 中有非常重要的作用，这是由于 α-螺旋

的直径为 1.2 nm，与 B 型 DNA 大沟的直径相

等，因此能够和 B 型 DNA 紧密结合，在 chFoxp3
蛋白的亮氨酸拉链结构域以及 forkhead 结构域

中均含有 α-螺旋，说明 chFoxp3 具有典型的转

录调控因子的特征。由于 Fox 蛋白家族典型的

forkhead 结构域呈“翼状螺旋”结构，又称“螺  
旋-转角-螺旋 (helix-turn-helix)”结构[4]，因此推 
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图 6  Foxp3 系统进化树 
Figure 6  Phylogenetic tree of Foxp3. 

 

 
 
图 7  chFoxp3 蛋白二级结构预测 
Figure 7  Secondary structure prediction of the chFoxp3 protein.  
 
 
 

测 chFoxp3 蛋白的二级结构中应当含有 β-转
角，SOPMA 软件的预测结果可能与 chFoxp3
的真实结构较为接近。而 chFoxp3 蛋白的无规

则卷曲占比 50%以上，说明该蛋白结构整体比

较松散。 

3  讨论 

Foxp3是 Treg标志性转录调控因子，在Treg

发育、成熟以及发挥功能中起关键作用[1-3]，在

结构上，Foxp3 的主要功能结构域与该家族其 
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他成员 Foxp1、 Foxp2 和 Foxp4 相同，但

Foxp1、Foxp2 和 Foxp4 的 forkhead 结构域均定

位于序列中央，而 Foxp3 的 forkhead 结构域则

位于其 C 末端，具有一定的独特性。chFoxp3
的 forkhead 结构域的氨基酸序列与野禽及哺乳

动物高度相似，具有保守性，其中包含核定位

信号位点[8]，该信号位点与哺乳动物 Foxp3 相

应位置的氨基酸序列 100%一致[11]。chFoxp3 同

样含有介导二聚化的亮氨酸拉链结构[12-14]，与

哺乳动物相似。然而，chFoxp3 蛋白不含哺乳

动物 Foxp3 中的锌指结构域。研究发现，

Foxp3 作为转录因子，其 N 端的脯氨酸富集区

参与发挥转录抑制活性相关的功能，这一特点

将 Foxp3 与家族其他成员 Foxp1、Foxp2 和

Foxp4 区分开来 (后者 N 端富含谷氨酰胺)[14]，

而 chFoxp3 的 N 端脯氨酸富集区的长度比哺乳

动物 Foxp3 相应区域短 (图 5)，脯氨酸的含量

以及脯氨酸富集区的长度与 Foxp3 抑制功能是否

相关目前尚不明确。这些信息表明，chFoxp3 蛋

白的 C 端结构总体上与哺乳动物相似，而 N 端

结构与哺乳动物存在差异，其功能是否与哺乳

动物相同有待于进一步研究。 
本研究成功克隆了 chfoxp3 基因全长 CDS

序列，并对其进行生物信息学及组织表达谱分

析。通过构建系统进化树发现，chFoxp3 与野

禽 Foxp3 属于同一分支，与哺乳动物 Foxp3 相

差较远。2022 年，Burkhardt 等初步分析了

chfoxp3 在淋巴细胞群中的表达模式，发现

chfoxp3 除了表达于外周淋巴器官 (脾脏、盲肠

扁桃体) 的 CD4+CD25+ T 细胞中，还表达于胸

腺中未发育成熟的 CD4‒CD8‒ T 细胞[11]，这一

特点与哺乳动物具有显著差别。本研究利用实

时荧光定量 PCR 检测了 chfoxp3 基因在鸡各组

织中的表达情况，发现 chfoxp3 基因在鸡心脏、

胰腺中的表达显著高于其他组织，也高于脾

脏、法氏囊以及胸腺等免疫器官 (P<0.01)。相

比较而言，人和家鼠的 foxp3 在脾脏、淋巴结

中表达水平较高，而在心脏、胰腺以及肠道等

部位表达量较低[9-10]。因此，chfoxp3 的组织表

达分布与人、鼠等哺乳动物具有显著区别。由

于鸡和其他禽类的免疫系统与哺乳动物存在差

异，而 Foxp3 是发挥免疫调控作用的重要转录

调控因子，chFoxp3 的结构、功能及组织表达

谱很可能与哺乳动物有所不同。本文的相关研

究结果证实了这一推测。  
在很长一段时间内，人们认为禽类在进化

过程中天然缺失 foxp3 基因，因此已有的研究

均暂且将 CD4+CD25+ T 细胞确定为鸡的 Treg，
并发现其与多种疾病的发病机制有关[15-17]。鸡

在感染传染性法氏囊病毒后，CD4+CD25+ T 细

胞迅速从胸腺和脾脏中迁出，经血液循环到病

毒靶器官法氏囊发挥作用，这可能反映了传染

性法氏囊病毒引起免疫抑制的机理，即利用宿

主免疫抑制细胞抑制抗病毒免疫应答[16]。 
然而 2013 年，在西藏山雀 (Pseudopodoces 

humilis) 基因组研究结果公布时，foxp3 在其基

因组中被自动注释[18]。随后，Denyer 等在猎鹰

中进一步识别出单个 foxp3外显子[19]。上述研究

为禽类中确实存在 foxp3 提供了证据。而禽类

基因组的高 GC 含量以及 GC 串联重复序列导致

其容易形成二级结构，降低了测序质量[20-22]，

从而给禽类 foxp3 的鉴定造成困难。2022 年   
3 月 Burkhardt 等研究发现，鸡的确存在 foxp3 基

因[11]。由于 Foxp3 是 Treg 的特异性标志，因此

chfoxp3 基因的成功鉴定为禽类 Treg 的研究明确

了方向。 

4  结论 
本研究成功克隆了 chfoxp3 基因，其包含

882 bp 的开放阅读框，编码 293 个氨基酸。序
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列分析发现，chFoxp3 含有 Fox 转录因子家族

典型的 forkhead 结构域，并含有核定位信号。

在 DF-1 细胞中过表达 chFoxp3 时，chFoxp3 聚

集于细胞核，符合转录调控因子的基本特征。

根据系统进化树分析发现，鸡 Foxp3 与其他野

禽属于同一分支，与哺乳动物相差较远。另外

发现，chfoxp3 在鸡心脏及胰腺中的表达水平高

于其他组织，显著高于脾脏、法氏囊以及胸腺

等免疫器官 (P<0.01)。这些研究结果为进一步

深入研究 chFoxp3 的功能奠定了基础，也为研

究鸡 Treg 在免疫应答中的作用提供了参考。 
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