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摘　要：采用ＲＴ-ＰＣＲ方法扩增和克隆了鲈鱼白细胞介素－8（ＬｊＩＬ－8）的编码阅读框。该编码阅读框由300
个核苷酸组成�编码由99个氨基酸组成前体蛋白。ＬｊＩＬ－8氨基酸序列与哺乳动物和鱼类 ＩＬ－8类似物的氨
基酸同源性分别为23％～48％和25％～92％。氨基酸序列分析表明�Ｎ端存在一长23个氨基酸的信号肽�
含有形成2个链内二硫键的4个半胱氨酸。分子进化分析表明�ＬｊＩＬ－8与欧洲鲈鱼的亲缘关系最近。将
ＬｊＩＬ－8编码序列克隆到原核表达载体ｐＥＴ－28ａ（＋）�转化Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ21（ＤＥ3）后用ＩＰＴＧ进行诱导表达�ＳＤＳ-
ＰＡＧＥ检测结果表明�预期分子量大小的小分子蛋白在大肠杆菌中成功表达�Ｗｅｓｔｅｒｎ-ｂｌｏｔｔｉｎｇ检测结果显示�
目的蛋白能与抗6×Ｈｉｓ单克隆抗体发生特异性反应。
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Ｋｅｙｗｏｒｄｓ： Ｌａｔｅｏｌａｂｒａｘｊａｐｏｎｉｃａ；ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－8；ｃｌｏｎｉｎｇ；ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

　　白细胞介素－8又名嗜中性粒细胞激活因子－1
（ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌａｃｔｉｖａｔｉｎｇｆａｃｔｏｒ1�ＮＡＦ－1）�是最早被发
现的趋化因子 ［1］。趋化因子是一类小分子量分
泌型细胞因子�通过与Ｇ蛋白偶联受体作用控制
免疫细胞的传递 ［2－5］。目前�近40种趋化因子基
因已被成功鉴定�根据其分子结构中前两个半胱
氨酸的排列方式将其分为 ＣＸＣ（α）�ＣＣ（β）�Ｃ
（γ）和ＣＸ3（δ）4个亚族 ［6］。ＩＬ－8属于 ＣＸＣ亚
族�体外能够趋化中性粒细胞、Ｔ淋巴细胞和嗜碱
白细胞 ［7］。细菌脂多糖、细胞因子和病毒等多种
刺激物均可诱导巨噬细胞等多种类型的细胞产

生 ＩＬ－8［8－10］。目前�大西洋鳕鱼 （Ｇａｄｕｓ
ｍｏｒｈｕａ） ［11］、鲤 （ＣｙｐｒｉｎｕｓｃａｒｐｉｏＬ） ［12］、欧洲鲈鱼
（Ｄｉｃｅｎｔｒａｒｃｈｕｓ ｌａｂｒａｘ） ［13］、河 鲀 （Ｔａｋｉｆｕｇｕ
ｒｕｂｒｉｐｅｓ） ［14］、 黑 线 鳕 （ Ｍｅｌａｎｏｇｒａｍｍｕｓ
ａｅｇｌｅｆｉｎｕｓ） ［15］、七鳃鳗 （Ｌａｍｐｅｔｒａｆｌｕｖｉａｔｉｌｉｓ） ［16］、皱
唇鲨 （Ｔｒｉａｋｉｓｓｃｙｌｌｉａ） ［17］、虹鳟鱼 （Ｏｎｃｏｒｈｙｎｃｈｕｓ
ｍｙｋｉｓｓ） ［18］、银鲛 （Ｃｈｉｍａｅｒａｐｈａｎｔａｓｍａ） ［19］和牙鲆
（Ｐａｒａｌｉｃｈｔｈｙｓｏｌｉｖａｃｅｏｕｓ） ［20］等十几种鱼类的ＩＬ－
8基因序列相继被成功克隆。本实验运用 ＲＴ-
ＰＣＲ技术克隆获得了海水养殖鲈鱼 （Ｌａｔｅｏｌａｂｒａｘ
ｊａｐｏｎｉｃａ）ＩＬ－8ｃＤＮＡ序列�并实现了ＩＬ－8的原
核表达�为进一步研究鲈鱼ＩＬ－8的生物学功能
及临床应用奠定了基础。
1　材料与方法
1．1　菌株、质粒和主要试剂

受体菌 Ｅ．ｃｏｌｉＴｏｐ10、表达菌 Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ21
（ＤＥ3）、表达载体 ｐＥＴ－28ａ（＋）由本实验室保
存；克隆载体 ｐＭＤ18－Ｔｖｅｃｔｏｒ购自 ＴａＫａＲａ公
司；Ｍ-ＭＬＶＲＴａｓｅｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ为 ＴａＫａＲａ
产品；抗6×Ｈｉｓ单克隆抗体为 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司产
品； Ｔｒｉｚｏｌ 试 剂 购 自 Ｇｉｂｃｏ 公 司；
Ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ（ＬＰＳ）购自 Ｓｉｇｍａ公司；ＨＲＰ
标记的羊抗鼠ＩｇＧ购自晶美生物技术有限公司；
ＡＥＣ显色试剂盒购自华美生物工程有限公司；其
它试剂均为进口或国产分析纯。ＬＰＳ以0．85％
生理盐水培养液配成1ｍｇ／ｍＬ的溶液�过滤除
菌�－20℃保存备用。

1．2　ＲＮＡ提取和ＲＴ-ＰＣＲ
取健康的花鲈在实验室内暂养2ｄ后�从胸

腔注射400μＬＬＰＳ（10μｇ／ｍＬ）�6ｈ后取肾脏组
织置于研钵中�加入液氮研磨成粉末状后�按照
Ｔｒｉｚｏｌ操作说明书进行总ＲＮＡ的提取。以抽提的
ＲＮＡ为模板�以引物 ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）16为反转录引物�
采用Ｍ-ＭＬＶＲＴａｓｅｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ反转录合
成第一链ｃＤＮＡ。根据ＧｅｎＢａｎｋ中Ｑｉｕ等注册的
鲈鱼 ＩＬ－8序 列 （ＧｅｎＢａｎｋａｃｃｅｓｓｉｏｎＮｏ．
ＤＱ855621）�设计1对 ＰＣＲ扩增用引物：上游引
物 （ＩＬ－8Ｆ）5′-ＴＧＣＡＡＡＡＴＴＴＧＴＡＡＡＡＧＧＣＡＡＡＡ
ＴＧ-3′和下游引物 （ＩＬ－8Ｒ）5′-ＧＡＡＡＣＡＣＡＴＣＧＣ
ＴＣＣＣＧＡＴＣＴＧＴＴＣＡ-3′�上下游引物跨度300ｂｐ�
含整个开放阅读框。以ｃＤＮＡ链为模板进行ＰＣＲ
扩增�程序为：95℃预变性 3ｍｉｎ�95℃变性 1
ｍｉｎ�52℃退火45ｓ�72℃延伸2ｍｉｎ�共30个循
环进行 ＰＣＲ�最后延伸 10ｍｉｎ。ＰＣＲ产物经
1．2％琼脂糖凝胶电泳分析。
1．3　鲈鱼ＩＬ－8ｃＤＮＡ的克隆与序列分析

用ＧｅｌＤＮＡＭｉｄｉＰｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎＫｉｔ纯化回收目

的ＰＣＲ产物片段�利用 Ｔ-Ａ克隆策略连接于
ｐＭＤ18－Ｔｖｅｃｔｏｒ载体�连接产物转化 Ｅ．ｃｏｌｉ
Ｔｏｐ10感受态细胞�在含 Ａｍｐ、Ｘ-ｇａｌ和 ＩＰＴＧ的
ＬＢ平板上初步筛选阳性克隆。ＰＣＲ和酶切鉴定
后�选择3个阳性克隆进行测序。ＯＭＩＧＡ2．0预
测编码蛋白分子量和等电点。ＳｉｇｎａｌＰＶ1．1用于
编码蛋白的信号肽序列预测。ＤＮＡｓｔａｒ5．0用于
鲈鱼ＩＬ－8成熟蛋白的序列比较。ＭＥＧＡ4．1软
件用于ＩＬ－8氨基酸序列的进化分析。参与序列
比较和进化分析的ＩＬ－8序列均来自ＧｅｎＢａｎｋ。
1．4　鲈鱼ＩＬ－8原核表达载体的构建

根据已获得的鲈鱼ＩＬ－8核苷酸序列及ｐＥＴ
－28ａ（＋）多克隆位点�设计引物 Ｅ28（5′-
ＣＣＧＡＡＴＴＣＡＴＧＡＡＧＡＧＣＡＧＣＡＧＡＧＴＧ-3′）和引物
Ｐ28 （ 5′-ＣＡＣＴＣＧＡＧＴＣＡＧＧＧＴＧＴＴＣＴＧＴＴＧＧＡ
ＡＴＧＡＴＧＡＴＧＴＣＡＧＡＡＴＣＴＧＣＡＧＣＡＣＡＡ）。引 物
Ｅ28引入 ＥｃｏＲＩ酶切位点�引物 Ｐ28引入 ＸｈｏＩ
酶切位点和6×Ｈｉｓ纯化标签。以含ＩＬ－8序列的
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重组Ｔ载体 （Ｔ-ＬｊＩＬ-8）为模板�用Ｅ28和 Ｐ28引
物进行ＰＣＲ扩增。ＰＣＲ产物电泳回收纯化后�经
ＥｃｏＲＩ和ＸｈｏＩ双酶切后�克隆于表达载体 ｐＥＴ
－28ａ（＋）载体�转化感受态细胞Ｅ．ｃｏｌｉＴｏｐ10细
胞�并利用卡那霉素抗性平板初步筛选阳性克
隆�挑选阳性克隆并小量抽提质粒�利用 ＰＣＲ和
双酶切进行鉴定。
1．5　重组表达蛋白的诱导表达与鉴定

利用携带目的基因的重组质粒ｐＥＴ－ＬｊＩＬ－
8转化表达受体菌Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ21（ＤＥ3）�挑选单个
阳性克隆接种于ＬＢ培养基 （含Ｋａｎ40μｇ／ｍＬ）�
37℃�250ｒ／ｍｉｎ�振荡培养过夜�次日按1∶100比
例接种于含10ｍＬ新鲜 ＬＢ培养基 （含 Ｋａｎ40
μｇ／ｍＬ）的100ｍＬ锥形瓶中�37℃�250ｒ／ｍｉｎ振
荡培养�当菌液 ＯＤ600值达 1．0左右时加入 1
ｍｍｏｌ／Ｌ的ＩＰＴＧ诱导4ｈ�同时取诱导0ｈ的菌液
做对照�于4℃�8000ｒ／ｍｉｎ离心10ｍｉｎ收集菌
体�按 Ｚｈｏｕ等 ［21］ 的方法进行 ＳＤＳ-ＰＡＧＥ和

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析。
2　结果与分析
2．1　鲈鱼ＩＬ－8ｃＤＮＡ序列的测定与分析

鲈鱼肝脏中提取的总ＲＮＡ�经ＲＴ-ＰＣＲ扩增
后�可获得大小约为300ｂｐ左右的条带�符合预
期大小 （图略 ）。测序结果显示�此序列全长300
ｂｐ（去除引物序列 ） （ＧｅｎＢａｎｋａｃｃｅｓｓｉｏｎＮｏ．
ＦＪ518815）�为鲈鱼ＩＬ－8的完整阅读框 （图1）。
序列分析显示�克隆的鲈鱼 ＩＬ－8ｃＤＮＡ序列编
码99个氨基酸组成的前体多肽�前体多肽序列
的第23和24位氨基酸之间 （Ｇ23－Ｍ24）存在一个
潜在信号肽酶识别位点。该前体蛋白的分子量
为10．9ｋｕ、等电点为8．1�成熟蛋白的分子量则
为8．6ｋｕ�等电点为7．7。鲈鱼ＩＬ－8成熟蛋白
含有4个保守的半胱氨酸 （Ｃ12Ｃ14Ｃ38Ｃ55）�参与形
成2个分子内二硫键。

图1　鲈鱼ＩＬ－8ｃＤＮＡ核苷酸序列及其编码的氨基酸序列
Ｆｉｇ．1　ＴｈｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅａｎｄｐｒｅｄｉｃｔｅｄａａｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆＬａｔｅｏｌａｂｒａｘｊａｐｏｎｉｃａｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－8

2．2　与其它动物 ＩＬ－8蛋白的一致性及
亲缘关系
　　与ＧｅｎＢａｎｋ中登录的23种动物的ＩＬ－8氨
基酸序列同源性分析发现�鲈鱼ＩＬ－8基因推断
的氨基酸与已知其他动物的同源性位于23％ ～
48％之间。与已获得鱼类 ＩＬ－8的同源性位于
25％到92％之间�其中与虹鳟鱼同源性最低为
25％�与欧洲鲈鱼 （Ｄｉｃｅｎｔｒａｒｃｈｕｓｌａｂｒａｘ）的同源性
最高为 92％。与河鲀 （Ｔａｋｉｆｕｇｕｒｕｂｒｉｐｅｓ）、黑鲷
（Ｓｐａｒｕｓｍａｃｒｏｃｅｐｈａｌｕｓ）、大西洋鳕鱼 （Ｇａｄｕｓ
ｍｏｒｈｕａ）、比目鱼 （Ｐａｒａｌｉｃｈｔｈｙｓｏｌｉｖａｃｅｕｓ）的同源性
也比较高�分别达到了85％、87％、76％和72％。

同 七 鳃 鳗 （Ｌａｍｐｅｔｒａ ｆｌｕｖｉａｔｉｌｉｓ）、斑 马 鱼
（Ｂｒａｃｈｙｄａｎｉｏｒｅｒｉｏ）的同源性就比较低�只有41％
和35％。

为了追踪鲈鱼ＩＬ－8的分子进化�将获得的
鲈鱼和ＧｅｎＢａｎｋ中收录的哺乳动物、鸡和鱼类ＩＬ
－8的成熟蛋白的氨基酸序列进行聚类分析�用
Ｍｅｇａ4．1软件构建进化树 （图2）。从图中可以
看出整个进化树分为2大支�在第一大支中包括
哺乳动物ＩＬ－8和鱼类ＩＬ－8�说明ＩＬ－8存在于
物种的早期进化过程中。鲈鱼和欧洲鲈鱼位于
同一大支中的邻近小支�说明它们的亲缘关系相
对于其他的动物更近一些。
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图2　根据ＩＬ－8氨基酸序列构建的基因系统进化树
Ｆｉｇ．2　Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂａｓｅｄｏｎｄｅｄｕｃｅｄ
ａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｓｅｖｅｒａｌｖｅｒｔｅｂｒａｔｅＩＬ－8ｓ

2．3　鲈鱼 ＩＬ－8在大肠杆菌中的表达及
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定
　　重组载体 ｐＥＴ－ＬｊＩＬ－8经 ＰＣＲ检测获得
300ｂｐ左右的目的片段�经ＥｃｏＲ和ＸｈｏＩ双酶切
鉴定�得到4ｋｂ和300ｂｐ左右大小2个片段�与
预期相符 （图略 ）�说明目的片段基因已成功克隆
入表达载体中。如图 3所示�重组载体 ｐＥＴ－
ＬｊＩＬ－8转化Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ21（ＤＥ3）后�在ＩＰＴＧ诱导
下诱导表达一种小分子量的蛋白�抗6×Ｈｉｓ单克
隆抗体可与发生特异性反应�初步证实ＩＬ－8已
在大肠杆菌中获得表达。
3　讨论

本研究获得的鲈鱼 ＩＬ－8编码阅读框含有
300和核苷酸序列�编码99个氨基酸的前体蛋
白�与人ＩＬ－8前体蛋白分子长度相同�比哺乳动
物ＩＬ－8（101个氨基酸 ）和鸡 ＩＬ－8类似物－
ＥＭＦ－1（103个氨基酸 ）和Ｋ60前体蛋白 （104个
氨基酸 ）短。鲈鱼ＩＬ－8序列具有ＣＸＣ趋化因子
的特征：一是存在与三维结构形成和生物学活性
发挥密切相关�在所有的趋化因子中均高度保守
的4个半胱氨酸残基�且前两个半胱氨酸残基被
另一个氨基酸残基所分隔 （Ａｒｇ35）�产生一个典型

图3　ＳＤＳ-ＰＡＧＥ和Ｗｅｓｔｅｒｎ-ｂｌｏｔｔｉｎｇ鉴定鲈鱼
ＩＬ－8在ｐＥＴ28ａ（＋）表达系统中的表达

Ｆｉｇ．3　ＳＤＳ-ＰＡＧＥａｎｄＷｅｓｔｅｒｎ-ｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓｏｆ
ＬｊＩＬ－8ｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎｐＥＴ28ａ（＋）ｓｙｓｔｅｍ

1．诱导4ｈ后的重组菌；ＣＫ．诱导0ｈ后的重组菌；Ｍ．蛋白
Ｍａｒｋｅｒ；2．重组表达蛋白被抗6×Ｈｉｓ单抗识别；3．阴性对照
菌菌体蛋白不被抗6×Ｈｉｓ单抗识别。

的ＣＸＣ基序；二是23个氨基酸组成的信号肽序
列富含疏水性氨基酸�符合分泌型蛋白的特
征 ［8］。由于本实验克隆的鲈鱼ＩＬ－8序列较短�
因此对于ＩＬ－8的所具备的趋化因子家族的第三
个特征�即 3′-端非编码区 （3′ＵＴＲ）是否富含
“ＡＵ”序列 （如 “ＡＴＴＴＡ” ）无法进行确认。目前研
究已经证实�哺乳动物和禽类ＩＬ－8分子中均含
有 “ＥＬＲ”基序 （位于 “ＣＸＣ”基序上游�紧邻
“ＣＸＣ”基序 ）�而鲈鱼ＩＬ－8相应位置为 “ＥＬＨ”�
基序中一个氨基酸的改变是否会导致ＩＬ－8生物
学活性的改变 （如中性粒细胞趋化活性 ）需要证
实。序列比较表明�鲈鱼ＩＬ－8与趋化因子家族
中的ＩＬ－8分子的同源性最高。与其他鱼类趋化
因子比较结果表明�鲈鱼ＩＬ－8分子与欧洲鲈鱼
ＩＬ－8具有很高的同源性�说明两者可能是同一
类分子。鲈鱼ＩＬ－8分子与斑马鱼ＳＣＹＢＡ（哺乳
动物ＣＸＣＬ14同源物�属于趋化因子 ＣＸＣ家族 ）
的同源性很低�这似乎表明在某些鱼类中可能存
在两种不同的ＣＸＣ趋化因子。

尽管ＩＬ－8体内外功能显著�应用前景广阔�
但天然ＩＬ－8产量很低�无法从动物体内大量提
取；而化学合成肽价格昂贵。因此�利用基因工
程技术生产ＩＬ－8就成为必然选择。近年来�基
因工程重组表达鱼类 ＩＬ－8的方法有了一些尝
试 ［22］�但是目前看来�要高水平地表达 ＩＬ－8还
有很大的难度。目前�原核表达系统表达目的基
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因的研究多采用融合蛋白的形式进行的�然而目
的蛋白携带了大分子量的外源基因�影响了目的
蛋白的生物学活性�必须切除外源基因�才能恢
复蛋白的生物学功能。本研究选择 ｐＥＴ－28ａ
（＋）表达载体进行表达�并在设计引物时分别添
加ＥｃｏＲＩ和ＸｈｏＩ酶切位点�不带有载体上大的
标签序列 （上游 Ｈｉｓ标签、凝血酶蛋白和 Ｔ7标
签 ）�只在蛋白 Ｃ端添加6×Ｈｉｓ标签�不但降低
大的外源蛋白序列对目的蛋白的影响�同时为利
用亲和层析技术纯化目的蛋白奠定了基础。
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