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摘要 :将鲫鱼 IR F1基因的 ORF与真核表达质粒 pcDNA311 ( + )相连 ,构建了真核重组表达载体 ,转染并通过 G418

筛选获得了稳定转染 IRF1基因的细胞株。同时利用原核表达系统成功获得了包含鲫鱼 IRF1 C端 165个氨基酸的

多肽 ,制备了抗鲫鱼 IRF1的多克隆抗体。进一步从 RNA和蛋白水平证明 ,在稳定转染 IRF1基因的细胞株中 IRF1

能够组成型的过量表达 ,并且 IRF1的过量表达伴随 IFN 基因的表达水平增强。同时 PolyI: C的诱导能使稳定表达

IRF1的细胞中干扰素系统基因 STA T1和 IF I58的表达显著增强。研究结果表明 ,过量表达 IRF1能调控鲫鱼 IFN

以及 ISG基因的表达。
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　　干扰素调节因子 ( Interferon regulatory factor,

IRF)是一类转录因子 ,主要调节 Ⅰ型干扰素 ( Type

Ⅰ IFN )、干扰素刺激基因 ( Interferon stimulated

genes, ISGs)、其他细胞因子和趋化因子的表达 [ 1, 2 ]。

IRF家族已发现 9个成员 , N端为保守的 DNA结合

结构域 (DNA2binding domain, DBD ) ,由 115个氨基

酸组成 ,形成螺旋 2转角 2螺旋 (Helix2turn2helix)的结

构 ,在 DNA 识别区包含五个高度保守的色氨酸

( Try) [ 3 ]。 IRF1是 IRF家族中最早被发现的成员 ,

在许多细胞中都有组成型表达 [ 4 ]。深入研究表明 ,

在病毒感染的细胞中 , IRF1能够与 IFN 2β基因启动

子的特殊序列结合 ,从而激活 IFN2β的表达。

鱼类 IRF1的研究始于对牙鲆 IR F1 基因的克

隆 [ 5 ]。目前 , IRF1基因在虹鳟、河豚、斑马鱼和鲫鱼

等鱼类中已得到克隆 [ 5—10 ]。过量表达牙鲆 IRF1能

够诱导牙鲆细胞的抗病毒状态 ,伴随一种类细胞因

子的产生 [ 11 ]。但这种类细胞因子是否就是干扰素 ,

以及抗病毒状态的产生是否与过量表达 IRF1导致

的 ISG的表达有关还没有直接证据。最近 ,本实验

室证明鲫鱼 IRF1定位在细胞核 ,提示鲫鱼 IRF1可

能参与 ISG的表达调控 [ 12 ]。利用基因转染方法 ,本

研究进一步获得了稳定转染并过量表达鲫鱼 IRF1

的细胞株。进一步分析表明 ,过量表达 IRF1能诱导

鲫鱼 IFN 以及 ISG基因的表达。

1　材料与方法

111　重组质粒的构建 　根据本实验室克隆的鲫鱼

IRF1基因的全长 cDNA序列 ( EF174419) ,利用原核表

达载体 pET32a ( + )和真核表达载体 pcDNA311 ( + )的

多克隆位点 ,设计特异引物 ,分别含有酶切位点

EcoR Ⅰ /X hoⅠ和 N he Ⅰ / Kpn Ⅰ (表 1)。从鲫鱼囊

胚细胞 (B lastulae embryonic cells of crucian carp ,

CAB) smart cDNA文库中 PCR扩增 IRF1基因目的

片段 , PCR程序为 94℃预变性 5m in, 32个循环扩增

(94℃变性 30s, 58℃退火 30s, 72℃延伸 60s) ,最后

72℃延伸 10m in。用凝胶回收试剂盒回收 PCR产物 ,

再对 pET32a ( + )、pcDNA311 ( + )质粒和 IRF1基因

目的片段分别进行双酶切 ,回收目的片段。连接、转

化 DH5α感受态细胞 ,筛选阳性克隆并测序。

112　细胞培养、基因转染及 Poly I: C诱导 　CAB

用含 10%新生牛血清的 199 培养基 ( GIBCO )置

28℃常规培养。用构建好的 pcDNA311 / IRF1重组

质粒转染 CAB细胞。用于基因转染的 CAB细胞传

代于 6孔板中 , 8—24h细胞密度为 90%左右。转染

时 , 4μg质粒和 10μL L ipofectam ine 2000 ( Invitrogen)

分别与 250μL 无血清 199培养基混匀 , 5m in后混
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合 ,温育 20m in后加入细胞中吸附培养 6h,换新鲜

199培养基培养 , 48h后 ,换含终浓度为 300μg/mL

G418的新鲜 199培养基继续培养 ,每 3天换一次培

养基。得到稳定整合的细胞后 , 换含 200μg/mL

G418的 199培养基培养。设转染 pcDNA311 ( + )

空质粒的 CAB 细胞为对照。 Poly I: C ( Sigma,

100μg/mL ) 诱 导 稳 定 转 染 pcDNA311 / IRF1 和

pcDNA311 ( + )空载体的细胞 ,参照本实验室方法 [ 13 ]。

表 1　实验所用引物序列及作用

Tab11　Primers used for all the experiments

引物名称
Primer name

序列 (5π23π)
Sequences(5π23π)

作用
U sage

IRF1Y2F AGAGAATTCGGTCGTGACAGCCGGAA 质粒构建

IRF1Y2R GATCTCGAGTGAGAGGACACATGGTCGG Plasm id construction

IRF1Z2F ACATCGCTAGCTACTAAACCATGCCTG 质粒构建

IRF1Z2R ACGAGGGTACCGTACGAGGTTGAG Plasm id construction

IRF1RT2F CGGCTGGGAGGTGGACAAA Real2time PCR

IRF1RT2R GCCGCAGCCTTTGTTGATG

CaSTAT12F AAGAAGCGGCAACAGATGGC Real2time PCR

CaSTAT12R CATACACGGCTGTCTCTCCA

CaIF I582F AGACCACCCACACGTCG Real2time PCR

CaIF I582R GAGGTCATCAGGCTGGTAG

CaIFN2F GCTCTGCTTGCGAATGGCT Real2time PCR

CaIFN2R AGGCGTCCTGGAAATGACA

β2actin F CACTGTGCCCATCTACGAG Real2time PCR

β2actin R CCATCTCCTGCTCGAAGTC

113　原核表达与多克隆抗体的制备 　将构建的原

核表达质粒 pET32a / IR F1 转化大肠杆菌 BL21

(DE3) ,小量培养优化条件 ,再按 1∶100的比例 ,

37℃扩大培养至 OD值为 016,用 1mmol/L的 IPTG

于 28℃诱导表达 12h后 ,收集菌体。超声破碎表达

菌 ,收集上清中的目的蛋白 ,用 N i2NTA离子交换树

脂亲和层析法 (Novagen)纯化蛋白。用纯化后的蛋

白免疫白兔 ,分 3次免疫 ,每次间隔 15天 ,每次蛋白

量约 400μg。第一次用完全弗氏佐剂乳化蛋白 ,后

两次用不完全弗氏佐剂乳化蛋白。第三次免疫 10d

后采血 ,收集血清。

114　Rea l2tim e PCR　细胞总 RNA 利用 TR IZOL

试剂 ( Invitrogen)提取。取 10μg总 RNA,在 20μL体

系中以随机引物法合成 cDNA第一链 ( Promage) ,采

用 SYBR Green I Dye ( Invitrogene)在 DNA Engine

Chromo 4 Real2time System (MJ Research)上进行 Re2
al2time RT2PCR。反应体系 : 1μL cDNA 为模板 ,

012μmol/L引物 , 1U Taq DNA 聚合酶 , 011μmol/L

dNTP, 1 ×缓冲液。循环参数 : 94℃预变性 4m in,

94℃ 20 s, 53℃ 20 s, 72℃ 20 s,共 38 个循环 ,最后

72℃延伸 10m in。β2actin作为内参扩增 ,所有反应

均重复三次。结果利用 2
( -ΔΔC ( T) )

方法计算目的基

因相对β2actin的表达倍数关系 [ 14 ]。

115　W estern blot检测和免疫吸附实验 　细胞总

蛋白利用 TR IZOL试剂 ( Invitrogen)提取。相同量的

蛋白样品经 SDS2PAGE 分离后转移至 PVDF 膜。

5%脱脂牛奶 (溶于 TBST中 )封闭 1h,以 1∶1000比

例加入抗鲫鱼 IRF1 多克隆抗体 , 室温反应 1h。

TBST ( 25mmol/L Tris– HCl pH 715, 150mmol/L

NaCl, 011% Tween 20)洗涤 3次 , 1∶1000加入碱性

磷酸酶标记的羊抗兔抗体 (Vector) ,室温 1h,洗去二

抗后在 BC IP /NBT ( Promega)底物中显色。为了进

一步鉴定兔抗 IRF1多克隆抗体对鲫鱼 IRF1的特异

性识别 ,将抗 IRF1多克隆抗体与过量的重组 IRF12
C /H is融合蛋白在 4℃中和 16h,然后用于 W estern

blot分析。

2　结 　果

211　稳定转染细胞系中 IRF1 m RNA水平的检测

将鲫鱼 IR F1基因的全长 ORF (870 bp )连接到

pcDNA311 ( + )载体上 ,构建真核表达质粒 pcDNA

311 / IR F1。转染 CAB 细胞 ,经过约 1个月的 G418

筛选 ,获得能在含 300μg/mL G418的 199培养基中

生长的转植外源基因的细胞株。比较已经获得的两

种转植外源基因的细胞株 (转染 pcDNA311 / IRF1的

CAB细胞和转染空载体 pcDNA311的 CAB细胞 )中
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IRF1基因的表达 , real2time PCR检测显示 ,鲫鱼 IRF1

基因在 mRNA水平的表达明显增强 ,增加倍数约 750

倍 (图 1) ,表明 IRF1在稳定转染的 CAB细胞中能过

量表达。检测鲫鱼 IFN 基因在两种细胞株中的表达

发现 ,在过量表达 IRF1基因的 CAB细胞中 , IFN 基

因 mRNA的组成型表达水平显著提高 ,表达量是转染

空载体细胞的 2125倍 (图 1)。

图 1　稳定转染 pcDNA311和 pcDNA311 / IR F1质粒细胞株的

real2time PCR检测

Fig11　Expression of CaIRF1 and CaIFN mRNA in cells stably transfected

with p lasm ids pcDNA311 and pcDNA311 / IR F1 by real2time PCR

311:稳定转染 pcDNA311 的 CAB 细胞株 ; 311 / IRF1: 稳定转染

pcDNA311 / IR F1的 CAB细胞株 ;每个样品做三组重复计算标准偏

差 ;相对表达量计算以β2actin基因为内参

311: the CAB cells stably transfected with p lasm id pcDNA311; 311 /

IRF1: the CAB cells stably transfected with p lasm id pcDNA311 / IR F1;

Error bars rep resent standard deviations obtained by measuring each

samp le three times from three independent experiments; The shown data

have been normalized toβ2actin gene exp ression

212　 IRF1融合蛋白的表达和纯化

将包含 IRF1 C端 165个氨基酸的 cDNA片段

连接到 pET32a,构建原核表达质粒 pET32a / IR F1 ,

转化大肠杆菌 BL21 (DE3 ) , 经 IPTG诱导表达。

SDS2PAGE电泳检测到一个 42kDa蛋白条带 ,符合

预期融合蛋白 IRF12C /H is的大小 ,对照菌在相同位

置没有明显蛋白带存在。检测表达融合蛋白的菌体

经超声波破碎后的上清和沉淀 ,发现目的蛋白大部

分在上清中。收集上清用镍离子亲和树脂纯化 ,成

功纯化出融合蛋白 IRF12C /H is(图 2)。

213　稳定转染细胞系的蛋白水平检测

以融合蛋白作为免疫原制备了兔抗 IRF1多克隆

抗体。W estern blot检测表明 ,稳定转染鲫鱼 IRF1基

因的细胞中 , IRF1蛋白表达显著高于稳定转染空载

体的细胞 (图 3中 1和 2泳道 )。W estern blot检测的

蛋白分子质量约为 41kDa,与预期一致。经免疫吸附

实验发现 ,经过量的重组 IRF12C /H is融合蛋白中和

后的抗 IRF1多克隆抗体不能识别稳定转染鲫鱼

IRF1基因的细胞中 41kDa的蛋白 (图 3中 3和 4泳

道 ) ,证明了兔抗 IRF1多克隆抗体的识别特异性。

图 2　鲫鱼 IRF1 C2端多肽融合蛋白的原核表达及纯化

Fig12　Exp ression of Ca IRF1 C2term inal sequence

1: 1mmol/L IPTG诱导 12h产物 ; 2:未诱导产物 ; 3:诱导蛋白纯化

产物 ;M:蛋白分子量标准

1: Protein induced with 1mmol/L IPTG; 2: Uninduced p rotein;

3: IRF12C /H is fusion p rotein;M: Protein marker

图 3　稳定转染 pcDNA311和 pcDNA311 / IRF1质粒细胞株 IRF1

蛋白表达的 W estern blot检测

Fig13　Exp ression of CaIRF1 p rotein in cells stably transfected with

p lasm ids pcDNA311 and pcDNA311 / IRF1 byW estern blot

1:稳定转染 pcDNA311 的细胞蛋白 ; 2: 稳定转染 pcDNA311 /

IRF1的细胞蛋白 ; 3和 4:免疫吸附后的 pcDNA311和 pcDNA

311 / IRF1的细胞蛋白 ;M:蛋白分子量标准

1: Protein of CAB cells stably transfected with p lasm id pcDNA311;

2: Protein of CAB cells stably transfected with p lasm id pcDNA311 /

IRF1; 3 and 4: The anti2CaIRF1 antiserum was p re2adsorbed with the

purified recombinant IRF12C /H is pep tide for 16h at 4℃, and subse2

quently used in western blotting;M: Protein marker

214　Poly I: C诱导稳定筛选细胞的基因表达

为了检测 IRF1过量表达对干扰素系统其他基

因表达的影响 ,用 polyI: C诱导稳定整合 pcDNA311 /

IR F1的细胞和空载体 pcDNA311的细胞 ,然后利用

real2time PCR检测相关基因的表达。结果显示 ,经

polyI: C诱导后 ,在整合空载体的细胞中 , STAT1和
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IF I58基因的表达量分别是未诱导的 41倍和 80倍 ,

而在稳定整合 pcDNA311 / IR F1的细胞中 , S TA T1和

IF I58基因的表达量分别是未诱导的 56倍和 122

倍 , STA T1和 IF I58基因的表达量分别比空载体细

胞高 15倍和 42倍 ,表明过量表达 IRF1对于其他基

因的表达有显著影响 (图 4)。

图 4　PolyI: C诱导稳定转染外源基因细胞的 real2time PCR检测

Fig14　Exp ression of CaSTAT1 and CaIF I58 by real2time PCR in the stably transfected cells treated with poly I: C

311和 311 / IRF1分别为转染 pcDNA311和 pcDNA311 / IRF1质粒的两种筛选细胞 ; 311P和 311 / IRF1P分别为 polyI: C诱导后的两种细胞 ;

每个样品做三组重复计算标准偏差 ,相对表达量计算以β2actin基因为内参

311 and 311 / IRF1 showed the CAB cells stably transfected with p lasm ids pcDNA311 and pcDNA311 / IRF1; 311P and 311 / IRF1P showed the stably

transfected CAB cells treated with poly I: C; Error bars rep resent standard deviations obtained by measuring each samp le three times from three inde2

pendent experiments; The shown data have been normalized toβ2actin gene exp ression

3　讨 　论

鱼类 IRFs家族在结构上与哺乳类相似 , N端约

115个氨基酸为 DBD结构域 ,非常保守。在制备多

克隆抗体时 ,为了保证抗体识别的特异性 ,往往选取

蛋白序列中较特异的片段通过原核表达后作为抗

原。本研究原核表达鲫鱼 IRF1的 C端长 165个氨

基酸的多肽用于抗体制备 ,既去除了 IRFs家族中保

守的 DBD结构域 ,又在最大程度上保留了多个抗原

识别位点。参照朱蓉等的方法 [ 15 ]进行的免疫吸附

实验也证明了制备的抗鲫鱼 IRF1抗体能特异性识

别 IRF1蛋白。

目前鱼类已鉴定的 IR Fs家族基因有四种 ,

IR F1、IR F2、IR F3和 IR F7 genes
[ 5—10 ]

,但很少见到功

能研究的报道。最近的研究表明 , IRF1表达与牙鲆

细胞抗病毒状态的形成有关 [ 11 ]。在本实验中 ,通过

筛选稳定整合并过量表达鲫鱼 IRF1的细胞株 ,证明

过量表达 IRF1蛋白伴随 IFN 基因的组成型表达增

强。因此 ,鱼类 IRF1应该具有哺乳类 IRF1的类似

功能 ,即 IRF1表达能导致细胞 IFN 基因的表达 ,产

生的 IFN蛋白再诱导细胞抗病毒状态的产生。

哺乳类的研究还显示 , IRF1能够调控干扰素系

统基因的表达。本实验室通过构建差减 cDNA 文

库 ,鉴定了一系列鱼类干扰素系统基因 [ 16, 17 ]。本研

究在分析 polyI: C诱导转植外源基因细胞株的基因

表达时发现 ,在过量表达 IRF1的细胞株中 ,两个鲫

鱼干扰素刺激基因 STA T1 和 IF I58 的表达显著增

强。STAT1蛋白是 JAK2STAT信号通路中的重要成

分 ,参与干扰素抗病毒信号的放大 [ 18 ]。而 IF I58是

重要的干扰素诱导表达基因 ,虽然其生理功能还不

清楚 ,但是最近的研究表明 ,其同一家族的两个成员

IF I56和 IF I54是干扰素发挥抗病毒作用的两个重

要因素 [ 19, 20 ]。因此 ,过量表达 IRF1还可以通过调

控某些重要 ISG的表达 ,从而调控细胞抗病毒状态

的形成。

除了调控干扰素系统基因的表达 , IRF1还与细

胞生长调节、细胞凋亡等功能相关 [ 21, 22 ]。最近利用

GFP报告基因进行鲫鱼 IRF1蛋白的定位研究 ,发现

在鲫鱼 IRF1蛋白的 DBD 中 ,还存在一个哺乳类

IRF1不具有的核定位信号 (Nuclear localization sig2
nal, NLS) ,表明鲫鱼 IRF1可能通过更复杂的调控方

式调控干扰素系统基因的表达 [ 12 ]。因此 ,本文获得

的稳定转染鲫鱼 IR F1基因的细胞株为进一步阐明

鱼类 IRF1的功能提供了一个好的研究材料。
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Abstract:More attention has been paid to fish interferon ( IFN ) system since it p layed a key role in fish innate immune

system1The interferon regulatory factor ( IRF) fam ily comp rises transcrip tion factors that regulate the exp ression of interfer2
on and IFN2stimulated genes ( ISGs) by binding to characteristic elements in their p romoters1Among IRFs, at least four

members, IRF1, IRF3, IRF5 and IRF7, have been imp licated as direct transducers of virus2mediated IFN signaling1 IRF1

was the first IRF fam ily member known to activate the IFNβ gene, and found to be constitutively exp ressed in most cell

types1 In our laboratory, a cDNA library of CAB cells (B lastulae embryonic cells of crucian carp ) has been established,

which is an ideal cell model system for studying fish antiviral2relevant genes, and the full2length cDNA of crucian carp

IRF1 (CaIRF1) was cloned from the library1Furthermore, subcellular localization and inductive exp ression of Ca IRF1

were also characterized in the p revious study1 In order to further investigate the role of Ca IRF1 in fish innate immune sys2
tem, the stably transfected cells were obtained with Ca IRF1 overexp ression in the study1Firstly, the cDNA fragment contai2
ning C2term inal 165 am ino acids of Ca IRF1 was cloned and integrated into a p rokaryotic exp ression vector pET32a, and

then a recombinant p rotein with the expected size was exp ressed under the induction of IPTG and purified according to the

p rotocol of the His. B ind Purification Kit1The anti2Ca IRF1 polyclonal antibody was p repared by immunizing rabbit with the

purified recombinant p rotein and subsequently used to detect the stably transfected cells in western blotting

analysis1Secondly, we cloned CaIRF1 gene with in2frame restriction sites into a eukaryotic exp ression vector pcDNA311,

which is under the control of a strong cytomegalovirus immediate2early gene p romoter1Then, the recombinant eukaryotic ex2
p ression vector was transfected into CAB cells, and the stably transfected cells were selected with G418 for a month1After

that, the stably transfected cells were detected to confirm the Ca IRF1 overexp ression by real2time PCR and western blotting

analysis1Real2time PCR analysis showed exp ression of CaIRF1 was obviously higher in mRNA level in the stably transfect2
ed cells than that in the control cells;Moreover, the data also revealed that mRNA level of IFN gene was up2regulated in

the stably transfected cells1Correspondingly, exp ression of Ca IRF1 was also increased in p rotein level in the stably trans2
fected cells as compared with the control cells by western blotting analysis; to verify the specificity of the anti2Ca IRF1 poly2
clonal antibody, the antiserum was p re2adsorbed with the purified recombinant Ca IRF12C /H is pep tide for 16h at 4℃. A s a

result, the p re2adsorbed antiserum could not recognize the corresponding pep tide in the subsequent western blotting1So, the

results from real2time PCR and western blotting analysis confirmed that Ca IRF1 had been overexp ressed in the stably trans2
fected cells1To study effect of Ca IRF1 overexp ression on exp ression levels of other genes in interferon system, the stably

transfected cells were induced with poly I: C, and the two genes, STAT1 and IFI58 were detected by real2time PCR1The re2
sults disp layed that the exp ression were obviously up2regulated in mRNA levels1 In conclusion, our data indicates that

Ca IRF1 may have the same function as mammalian IRF1, which mediates the antiviral state in cells by regulating the ex2
p ression of IFN and ISG genes1Therefore, further studies will be needed to understand the importance of Ca IRF1 in fish in2
terferon system1

Key words: IRF1; Gene transfection; Overexp ression; Polyclonal antibody; Exp ression regulation


