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番鸭 IFN-α基因的克隆与序列分析
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摘要:从经免疫的番鸭外周血分离淋巴细胞 , 经 PHA刺激培养后提取总 RNA , 采用 RT-PCR的方法 , 按照GenBank中

序列号为 X84764鸭 I 型 IFN(DIFN1)基因设计引物 ,成功扩增出番鸭 IFN 基因 , 命名为 MDIFN-α,包含编码 MDIFN-α

成熟蛋白全部核苷酸序列.DIFN1开放阅读框架(ORF)有576个核苷酸 , 编码191 个氨基酸 , 其中切除信号肽的 IFN-

α为成熟 DIFN1 , 共有 486个核苷酸组成 ,编码 161 个氨基酸.MDIFN-α(含有不完整的信号肽)与 X84764的核苷酸同

源性为 97.7%, 推导氨基酸同源性为 95.7%.结果显示 ,MDIFN-α可能为鸭 I 型 IFN一个新的亚型.
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　　干扰素是具有正常生理功能的细胞 ,在适宜的

诱生剂的作用下产生的并能抑制病毒增殖的一类重

要细胞素 ,其化学本质是一种糖蛋白 ,具有广谱抗病
毒 、抗细胞分裂及免疫调节等多种生物学功能.干扰

素按其基因序列和氨基酸组成的差别可分为Ⅰ型和

Ⅱ型 , Ⅰ型干扰素包括 IFN-α、IFN-β 、IFN-ω、IFN-τ4个

亚型 ,主要是由白细胞或成纤维细胞在病毒诱导下
分泌的 , Ⅱ型干扰素主要有 IFN-γ,一般不是由病毒

诱导产生 ,而是由被抗原物质激活的T 细胞和NK细

胞合成的 ,此类抗原物质可为植物血凝素(PHA)、半

刀豆蛋白(ConA)等
[ 1]
.两类 IFN 可诱导机体转录多

种重要基因 ,可使靶细胞出现一个“抗病毒时期” ,靶
细胞生长速度降低或更易凋亡 ,靶病毒的分裂和复

制被中断或破坏;此外 ,两类 IFN还具有复杂的免疫

调节功能[ 2] .自 1957年 Isaacs和 Lindenmann首次发

现这种抗病毒增殖的可溶性物质 ,并命名为干扰素

(interferon , IFN)以来 ,其诱导机制 、基因调控和抗病

毒等功能的研究日趋深入.迄今 ,人 、狗 、猪 、猫等的
干扰素基因先后被克隆 ,已有多种利用基因工程方

法生产的干扰素产品应用于临床 ,展现出广阔的应

用前景[ 3] .与哺乳动物相比 ,鸭 IFN的分子水平研究

起步较晚 ,直至 1995 年才有 Schultz 报道了鸭 Ⅰ型

IFN基因
[ 4]
,随后于 1999年又报道了 IFN-γ基因

[ 5]
.

番鸭品种优良 ,肉质鲜美 ,在我国特别是华南地

区饲养规模较大.但是 ,番鸭饲养过程受多种病毒性
疾病危害 ,如“番鸭三周病” 、“花肝病” 、“禽流感” ,致

使番鸭养殖业几乎遭受到毁灭性的打击.目前针对

这类病毒性疾病没有效果理想的治疗药物 ,因此有

必要开创干扰素类生物制剂来控制疾病.本研究采
用 RT-PCR的方法克隆出番鸭 IFN-α基因 ,为下一步

研究表达 IFN-α奠定了基础.

1　材料与方法

1.1　材料

1.1.1　实验动物　隔离饲养 4周龄健康番鸭.

1.1.2　引物　从GenBank 读取鸭的 IFN-α基因序列
(X84764),采用 Primer Premier 5.0软件设计上 、下游

引物 , 上 游 引 物 序 列 为 5' CTGAATTCAACGC-
CTTCTCCTGCA3' ,下游引物序列为 5' ATGGATCCT-

TAGCGCATGGTGCGGGTGA3' ,在上游和下游引物的

5' 端分别增加 EcoRI和 BamHI酶切位点.
1.1.3　培养基　Hanks平衡盐溶液;RPMI 1640细胞

培养基和小牛血清均为Sigma公司产品.

1.1.4　其他主要化学与分子生物学试剂　PHA 为

广东医药工业研究所产品;总 RNA 提取试剂盒和淋

巴细胞分离液为华美生物工程公司产品;Taq酶和逆

转录酶为宝生物工程(大连)有限公司产品;PGEM-T
Easy 载体为Promega公司产品.

1.2　方法

1.2.1　免疫鸭外周血淋巴细胞体外刺激培养　采集

经H9亚型的禽流感病毒灭活油乳苗免疫的番鸭外

周血 ,用淋巴细胞分离液分离外周血淋巴细胞 , 经

Hanks平衡盐溶液洗涤 ,悬浮于含 φ=10%的小牛血

清细胞培养基中(约 8×10
6
个/mL).于 24孔细胞培

养板中 ,每孔加入 1 mL 培养基-淋巴细胞混悬液 ,

37℃温育 1 h 后 ,加终浓度为 5 μg/mL 的 PHA , 37℃

孵育 24 h收集细胞 ,提取总 RNA
[ 6]
.

1.2.2　番鸭 IFN-α基因的 RT-PCR　上述总 RNA 的

逆转录参照 TaKaRa公司产品说明书进行 ,室温作用

10 min , 42℃1 h ,冰浴 5min.PCR扩增参数为97℃预
变性 10 min ,冰浴 5 min ,然后置 PCR仪(UNOII Ther-

moblock , Biometra公司)中 94℃ 45 s ,58℃45 s , 72℃1
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min ,循环 28次 ,最后 72℃延伸 8 min.

1.2.3　RT-PCR 产物的克隆及测序 　PCR 产物经

0.012 g/mL 低熔点琼脂糖电泳后 , 切下 500 bp 处

DNA 带 , 回收后与 PGEM-T Easy 载体连接 , 转化
DH5α,挑取白色菌落于加氨苄青霉素 LB 中 37℃振

荡培养 ,送菌液至上海基康生物技术有限公司测序.

2　结果

2.1　番鸭 IFN-α基因的获取及克隆

以 RT-PCR方法 ,从番鸭淋巴细胞中成功获取到

500 bp特异片段 ,经低熔点琼脂糖凝胶电泳 ,其大小
与目的片段大小相同(图 1).
2.2　基因序列

获取的基因全长为 498个核苷酸 ,命名为 MD-

IFN-α,包含 IFN-α成熟蛋白的全部基因.切除信号肽
的 IFN-α共有 486个核苷酸 ,在 GenBank上进行同源

性分析 ,同 X84764基因相比较 ,共有 11个碱基发生

突变 ,同源性为 97.7%(475/486)(图 2).

A:RT-PCR产物 , M:100 bp Marker

A:RT-PCR product , M:100 bp DNA Marker

图 1　RT-PCR产物电泳图

Fig.1　Agarose gel electrophoresis of RT-PCR product

图 2　MDIFN-α基因序列在GenBank中同源性分析结果

Fig.2　The blast result of the MDIFN-αsequence in GenBank

2.3　氨基酸序列分析

切除信号肽的MDIFN-α的基因共编码 161个氨

基酸 ,同 IFN-αX84746相比 ,有 11个密码子突变(图

3).其中 4个同义突变 ,7个非同义突变 ,有趣的是 4

个丙氨酸发生突变 ,其中 2 个突变为脯氨酸.12和

80位点的丙氨酸突变为一种亚氨基酸脯氨酸;101位

点的非极性的中性丙氨酸突变为极性带负电荷的酸

性氨基酸 ,溶解性增加;104位点的丙氨酸突变为含

羟基的极性氨基酸 ,溶解性亦升高;14和21位点带

图3　MDIFN-α基因和基因文库序列号为 X84764基因的推导

氨基酸的比较

Fig.3 　The comparison of deduced amino acid sequences of the

MDIFN-αgene between entry No.X84764 gene from Gen-

Bank
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负电荷的酸性天冬氨酸和不带电荷的极性天冬酰氨

酸突变为带正电荷的碱性组氨酸;123位点甘氨酸突

变为丝氨酸.

3　讨论

近40年来 ,人类医学和兽医学对哺乳动物干扰

素的研究取得了许多突破性的进展.由于不同动物

的干扰素具有种属特异性 ,同源性较低;在人类和其

他哺乳动物研究中应用的有效方法和成功经验未能

用于禽类干扰素的研究;因此 ,从分子水平上对禽类

干扰素的研究是近年来才取得成功的.1994 年 ,

Sekellick等[ 7]首先克隆得到鸡胚成纤维细胞 IFN 基

因.随后 Schultz报道了鸭 Ⅰ型 IFN 基因和 IFN-γ基

因[ 1 ,7] .国内也报道了北京鸭 Ⅰ型 IFN基因[ 8]和Ⅱ型

IFN基因[ 9] .

本实验从番鸭外周血分离淋巴细胞 ,分别应用

灭活的流感病毒和 PHA 刺激进行诱导培养 , 采用

RT-PCR的方法成功地扩增出番鸭 Ⅰ型 IFN 基因 ,序

列分析表明作者扩增到包含番鸭白细胞干扰素成熟

基因序列 ,其与基因文库序列号为 X84764的同源性

为97.7%,有 11个核苷酸发生变异 ,引起 11个密码

子突变 ,其中 4个同义突变 ,导致 7个氨基酸发生变

异 ,变异率达4.35%;而夏春等
[ 8]
报道的北京鸭 I 型

IFN与序列号为 X84764的 IFN同源性达 99.8%,且

氨基酸水平完全一致.根据国际干扰素命名委员会

的规定 ,各种干扰素应先根据动物的来源确定分类 ,

再根据干扰素的抗原特异性和分子结构分成不同的

型别 ,以α、β 、γ表示.在某一特定的干扰素类别内 ,

有氨基酸序列或组成方面的差异时可确定为亚

型[ 10] .因此有理由认为MDIFN-α可能为鸭 I型 IFN

的一个新的亚型.
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Cloning and Sequencing of the Muscovy Duck IFN1 Gene

WANG Chun-xia , WANG Lin-chuan , HUANG Ai-fang , WANG Qing , YAN Zhi-qiang , CHEN Qing-hua
(College of Veterinary Medicine , South China Agric.Univ., Guangzhou 510642 , China)

Abstract:Using primers based on entry No.X84764 from GenBank , the muscovy duck IFN1 gene (named MDIFN-α)

containing the nucleotide sequence of the mature protein was cloned from total RNA derived from PHA-stimulated cultured

lymphocyte of immunized muscovy duck by reverse transcription polymerase chain reaction(RT-PCR).The open reading

frame (ORF)of DIFN1 consisted of 576 nucleotides , encoding 191 amino acids.After excising the signal peptide , ma-

ture DIFN1 consisted of 486 nucleotides , encoding 191 amino acids.The homology of MDIFN-α(lacking signal peptide)

nucleotide and deduced amino acid sequences to No.X84764 was 97.7% and 95.7% respectively.The result showed

that MDIFN-αmight be a new IFN subtype of duck type I interferon.

Key words:muscovy duck;IFN-αgene;cloning
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