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地方品种固始鸭与樱桃谷鸭 α-干扰素基因的
克隆与遗传进化分析
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摘要:根据 GenBank发表的鸭α-干扰素( interferon-alpha, IFN-α)基因序列(AY879230),设计并合成了 1对引物,提
取固始鸭和樱桃谷鸭基因组 DNA,应用 PCR技术扩增地方品种固始鸭和樱桃谷鸭 IFN-α基因,并克隆、测序.测序
结果表明获得了固始鸭和樱桃谷鸭 IFN-α基因,大小均为 584 bp,包含 1个 IFN-α基因完整的开放阅读框,编码 191
个氨基酸的多肽.推导的氨基酸有 2个潜在的 N-糖基化位点,有 7个与二硫键形成有关的半胱氨酸.克隆的固始鸭
和樱桃谷鸭 IFN-α基因与北京鸭 IFN-α基因的氨基酸序列比较,仅固始鸭 IFN-α基因发生突变 D38N.固始鸭和樱桃
谷鸭 IFN-α基因与其他 IFN-α基因的氨基酸序列遗传进化树分析表明樱桃谷鸭与北京鸭有很近的亲缘关系,固始鸭
次之.地方品种固始鸭在非常保守的 38位发生了氨基酸突变,推测这可能与该品种鸭具有很强的抗病能力有关.
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Cloning and Genetic Analysis of Interferon-αGene
in Gushi Duck and Yingtaogu Duck of Local Breed
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Abstract:One pair of primers was designed and synthesized according to the duck interferon-α( IFN-α)
gene nucleotide sequence(AY879230) in GenBank.Genome DNA was extracted from Gushi duck (GS
duck) and Yingtaogu duck (YT duck),and then the IFN-αgene fragment was amplified from both GS
duck and YT duck by PCR and the amplicons were cloned and sequenced.The results indicated that the
nucleotide sequences of IFN-αgenes from both duck breeds were 584 bp, including one open-reading
frame, encoding 191 amino acid polypeptide.Both of the deduced amino acid sequences contained two
potential N-glycosylation sites and seven cysteines which are related to shape disulfide bond.Compared to
the amino acid sequence of Beijing duck (BJ duck)IFN-αgene, GS duck IFN-αgene show D38N muta-
tion at 38 site amino acid.Phylogenetic analysis showed that there were close relationships between YT
duck and BJ duck.mutation was found at the amino acid sequence position 38 of local breed of GS duck,
which was highly conserved usually,and it is speculated that this may be related to its high resistance a-
gainst diseases.
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  干扰素(interferon, IFN)是在特定的诱生剂作用
下,由细胞产生的一种具有高度生物学活性的糖蛋

白,因其具有干扰病毒在动物机体内的复制作用而
得名.由于其具有广谱抗病毒、抗肿瘤的活性以及强



大的免疫调节作用,现已成为病毒学、临床医学、免
疫学和肿瘤学等相关领域的研究热点

[1-3].干扰素分
为Ⅰ型和Ⅱ型 2 类.Ⅰ型干扰素包括 IFN-α和 IFN-
β等,Ⅱ型干扰素又称免疫干扰素即 IFN-γ.其中
IFN-α以其突出的抗病毒作用而备受人们重视,已广
泛用于人医临床

[4-6].20 世纪 80 年代初,人的干扰
素基因成功克隆和表达后,猪和犬等哺乳动物的干
扰素基因也相继克隆和表达,现已有重组干扰素制
品供临床应用

[7-8].与人类和其他哺乳动物相比,鸭
干扰素分子水平的研究起步较晚.1995 年,Schul-
tz[9]报道了鸭干扰素序列,并开展了其抗病毒的研
究;夏春等[10]

和吴志光等
[11]
曾对北京鸭Ⅰ型和Ⅱ型

干扰素基因进行了克隆和序列分析.近年来随着我
国养鸭业的快速发展,多种病毒性疾病如“鸭瘟”、
“花肝病”、“禽流感”,致使蛋鸭、肉鸭养殖业几乎遭
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.本研究以固始鸭和樱桃谷鸭为
研究对象,以其肝组织中提取的基因组 DNA 为模
板,克隆了固始鸭和樱桃谷鸭 IFN-α基因,为下一步
表达 IFN-α基因奠定基础.
1 材料与方法
1.1 试验材料

成年固始鸭、樱桃谷鸭购自河南信阳某鸭场.
pGEM-T Easy Vector System 为 Promega 公司产品.
Premix Ex Taq DNA聚合酶,X-gal和 IPTG,限制性内
切酶 EcoRⅠ、PstⅠ等为宝生物工程(大连)有限公司
产品.Animal Tissue Genomic DNA Mini-prep Kit为杭
州维特洁生物技术有限公司产品.QIA Quick Gel
Extraction Kit为 Qiagen公司产品.
1.2 鸭 IFN-α全基因 PCR扩增

参照 GenBank中的参考序列(AY879230)设计 1
对引物(上游引物 P1:5'-AATGCCATGCCTGGGCCAT-
CA-3',下游引物 P2:5'-AAGCCTCCTCTTAGCGCATG-
GT -3'),该对引物理论跨幅约584 bp(包含 IFN-α全
基因).按 Animal Tissue Genomic DNA Mini-prep Kit
提取固始鸭和樱桃谷鸭肝组织 DNA,进行 PCR 扩
增,扩增条件为:94 ℃ 预变性 5 min,94 ℃ 30 s,
56 ℃ 30 s,72 ℃ 1 min,36 个循环,最后 72 ℃延伸
10 min.同时设立无模板的阴性对照.反应结束后,
取 5 μL PCR 产物用 8 g/L 琼脂糖凝胶 (含
0.5 μg/mL EB)进行电泳检测 PCR的结果.然后进
行目的片段的回收.
1.3 鸭 IFN-α基因克隆与鉴定

将电泳后回收的产物与 pGEM-T Easy载体进行
连接反应,16 ℃连接 15 h,转化 JM109 感受态细胞,
在含有 X-gal、IPTG和 Amp的 LB琼脂平板培养基上

培养 16 h,挑取白斑菌落接种含有 Amp 的 LB 肉汤
培养基,37 ℃振荡培养 12 ～16 h.提取重组质粒后,
进行 PCR及酶切鉴定.选择酶切和 PCR鉴定为阳性
的重组质粒进行序列测定.
1.4 鸭 IFN-α基因序列分析

用 DNAStar软件对克隆的 IFN-α基因核苷酸序
列及推导的氨基酸序列与 GenBank 中收录的 IFN-α
基因序列进行比较,分析它们之间的同源性及变异
程度.

2 结果与分析
2.1 鸭 IFN-α基因的 PCR扩增、克隆与测序

电泳结果显示,利用 IFN-α基因的特异引物,采
用 PCR技术,从固始鸭和樱桃谷鸭肝组织基因组中
均扩增出 1 条约为 584 bp 的特异带,与预期扩增的
DNA片段大小相符 (图 1).纯化的 PCR 产物与
pGEM-T Easy载体连接、转化,并测序.测序结果表
明固始鸭和樱桃谷鸭 IFN-α基因核苷酸序列均为
584 bp,包含 1个 IFN-α基因的完整开放阅读框(576
bp),G+C 含量为 67.36%,共编码含 191 个氨基酸
的多肽,相对分子质量均为 21 650.固始鸭和樱桃谷
鸭 IFN-α基因推导的氨基酸均有 2个潜在的 N-糖基
化位点(NDT和 NHT),均有 7 个与二硫键形成有关
的半胱氨酸.将获得的固始鸭和樱桃谷鸭 IFN-α基
因序列注册 GenBank,登陆号分别为:DQ861429,
DQ864757.

M:DNA marker DL2000;1:固始鸭 IFN-α基因 PCR 产物;2:樱桃谷鸭
IFN-α基因 PCR 产物;3:阴性对照
M:DNA marker DL2000; 1: PCR product of IFN-α gene from Gushi
duck; 2:PCR product of IFN-α gene from Yingtaogu duck; 3:negative
control

图 1 PCR产物电泳图
Fig.1 Electrophoretic analysis of PCR products

2.2 IFN-α基因推导的氨基酸序列比较
将克隆的固始鸭和樱桃谷鸭 IFN-α基因推导的

氨基酸与 GenBank中发表的 2 个品种鸭和其他动物
的 IFN-α基因氨基酸序列进行比较(图2),结果显示
固始鸭与北京鸭 IFN-α基因(AB128861)相比较,在
第 38 位氨基酸发生突变 D38N.
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图 2 固始鸭、樱桃谷鸭 IFN-α基因推导的氨基酸与其他品种鸭和其他动物的 IFN-α基因氨基酸序列比较
Fig.2 Comparison of deduced amino acid sequences of Gushi duck and Yingtaogu duck IFN-αgene with that of other breeds of duck

and other animals
2.3 IFN-α基因的核苷酸与推导的氨基酸序列同源

性比较
  固始鸭、樱桃谷鸭、人和其他动物的 IFN-α基因
核苷酸与推导的氨基酸序列同源性比较(表 1).

表 1 不同种类的鸭和其他动物 IFN-α基因的核苷酸及推导的氨基酸序列比较1)

Tab.1 Comparison of nucleotide sequence and deduced amino acid sequence of IFN-αgene between different duck breeds
and other animals

种类

breed
同源性 homology/%

GS duck YT duck BJ duck Ma duck chicken cat cattle dog pig human
GS duck * 99 牋.5 99 牋.5 98 r.4 49 7.2 18 牋.9 20 牋.5 21 5.8 21 J.1 19  .6
YT duck 99 #.7 * 100 牋99 r.0 49 7.7 18 牋.9 20 牋.5 21 5.8 21 J.1 19  .6
BJ duck 99 #.5 99 牋.8 * 98 r.4 49 7.5 18 牋.9 20 牋.5 21 5.8 21 J.1 19  .6
Ma duck 99 #.0 99 牋.3 99 牋.2 * 49 7.0 18 牋.3 20 牋.0 21 5.3 20 J.5 19  .0
chicken 66 #.0 66 牋.3 66 牋.2 65 r.8 * 17 牋.2 21 牋.1 17 5.6 19 J.5 16  .9
cat 30 #.2 30 牋.2 30 牋.2 30 r.2 29 7.3 * 53 牋.3 62 5.2 53 J.9 55  .0
cattle 31 #.9 31 牋.9 31 牋.4 31 r.2 31 7.4 67 牋.4 * 52 5.1 64 J.2 58  .2
dog 30 #.9 30 牋.9 30 牋.9 30 r.1 31 7.2 73 牋.3 63 牋.5 * 50 J.5 49  .5
pig 32 #.5 32 牋.5 32 牋.5 31 r.8 31 7.9 67 牋.8 78 牋.6 64 5.5 * 61  .9

human 28 #.0 28 牋.0 28 牋.0 27 r.9 28 7.7 70 牋.2 74 牋.1 64 5.0 73 J.9 *
 1)*左边是不同动物的核苷酸序列比较;右边是不同动物推导的氨基酸序列比较
 GS duck:固始鸭 Gushi duck;YT duck:樱桃谷鸭 Yingtaogu duck;BJ duck:北京鸭 Beijing duck;Ma duck:麻鸭 Ma duck;chick-
en:鸡;cat:猫;cattle:牛;dog:狗;pig:猪;human:人
2.4 IFN-α基因分子进化分析

通过 DNAStar软件对 IFN-α基因进行了遗传进
化分析,结果发现出现 2 个较大的分支,分别是禽类
和哺乳类.所克隆的樱桃谷鸭与北京鸭的亲缘关系

较近,地方品种固始鸭次之,与鸡 IFN-α基因形成的
分支并行,表明鸭与鸡的亲缘关系较近,而与哺乳类
的牛、猪、人、猫、狗处在一个较大的分支中,表明它
们的亲缘关系较远(图 3).
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图 3 固始鸭及樱桃谷鸭 IFN-α基因与人及其他动物 IFN-α基因氨基酸序列遗传进化关系
Fig.3 Phylogenetic analysis of deduced amino acid sequence of IFN-αgenes from Gushi duck,Yingtaogu duck, human and other animals

3 讨论
本研究参照已发表 IFN-α基因序列,设计并合

成了 1对引物,应用 PCR 技术从固始鸭和樱桃谷鸭
肝组织基因组 DNA 中扩增得到固始鸭和樱桃谷鸭
IFN-α基因,并克隆、测序.通过 DNAStar软件 Clustal
程序将克隆的固始鸭和北京鸭 IFN-α基因进行比较
分析,其核苷酸序列有 3 个突变点 G112A、T375C、A504
G,无插入或缺失变异,从而导致编码的氨基酸发生
突变 D38N.与基因库中收录的麻鸭相比,固始鸭和
樱桃谷鸭氨基酸在 159、182 位点发生突变,并且均
为 L159F、R182C,说明这 2 个品种的鸭在 150 ～185 这
一氨基酸区域都比较保守.固始鸭和樱桃谷鸭与麻
鸭、北京鸭 IFN-α核苷酸同源性 99.0%～99.8%,氨
基酸同源性为 98.4% ～100.0%.而与鸡、猫、牛、
狗、人、猪的核苷酸同源性为 28.0% ～78.6%,氨基
酸同源性为 18.9% ～61.9%.这表明鸭种类不同,
IFN-α基因存在差异.由于鸡、犬、猪 IFN-α基因存
在亚型[9-10] ,我们推测固始鸭和樱桃谷鸭 IFN-α基因
可能也存在亚型或多基因座

[12].鸭 IFN-α基因与人
和其他种动物的 IFN-α基因序列分析表明,IFN-α基
因在禽类间也存在种属特异性,如鸭和鸡干扰素之
间的基因序列差异较大,但同一种属不同种类间差
异甚微.基因系统进化树分析表明,樱桃谷鸭与北京
鸭具有相同的基因祖先,而固始鸭与北京鸭具有相
近的基因祖先.特别值得一提的是,地方品种固始鸭
在 38位极端稳定的氨基酸发生突变,我们推测这可
能与固始鸭具有很强的抗病性有关

[13].
近年来,随着养鸭业的快速发展,各种传染性疾

病尤其是病毒性传染病的发生频繁且严重.大量使
用化学药物会造成鸭肉品质下降,威胁人们的身体
健康,许多国家和地区已禁止使用化学抗病毒药物.
鸭 IFN-α基因的克隆对于其在体外表达、为制备鸭
的免疫佐剂或进行临床应用奠定基础.
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