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摘　要：白细胞介素１１（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１１，ＩＬ１１）是白细胞介素家族的重要成员，其在伤口愈合、癌细胞迁移及免
疫调控等过程中起到关键作用。为了深入研究 ＩＬ１１的转录调控机制，通过生物信息学分析，找出斑马鱼
（Ｄａｎｉｏｒｅｒｉｏ）ｉｌ１１ｂ基因的３０００ｂｐ启动子序列，经缺失处理获得２９０８ｂｐ、２０００ｂｐ、１０００ｂｐ和５００ｂｐ的片
段，进行ＰＣＲ扩增并与ｐＧＬ３ｅｎｈａｎｃｅｒ载体重组构建 ｐＧＬ３ｉｌ１１ｂｐｒｏｍｏｔｅｒＥｎｈａｎｃｅｒ报告基因质粒，之后转染
ＨＥＫ２９３Ｔ细胞，再用双荧光素酶报告基因检测系统检验其转录活性。结果显示：ｉｌ１１ｂ启动子序列上存在３
个潜在的启动子区和７个ＣｐＧ岛，潜在的转录因子结合位点包括Ｓｐ１、ＣＡＣＣＣｂｏｘ、Ｅｇｒ１、ＩＣＳＢＰ、ｃＪｕｎ、ＣＯＵＰ、
ＧＲ、ＲＡＰ１、ＮＦｋａｐｐａＢ、ＲＥＶＥｒｂＡａｌｐｈａ、ＥＲ、ＲＡＲａｌｐｈａ１、ＲＸＲｂｅｔａ、ＳＲＦ、Ｏｃｔ１、Ｏｃｔ２、Ｐｉｔ１ａ、ＧＣＮ４、ＨＮＦ１、
ＴＢＰ、Ｃ／ＥＢＰａｌｐｈａ、ＨＮＦ１Ｃ、Ｏｃｔ２．１、ＵＳＦ等。成功扩增出ｉｌ１１ｂ不同片段启动子，重组质粒双酶切检测条带大
小一致，测序比对正确，双荧光素酶检测ｐＧＬ３ｉｌ１１ｂ、ｐＧＬ３ｉｌ１１ｂΔ１、ｐＧＬ３ｉｌ１１ｂΔ２、ｐＧＬ３ｉｌ１１ｂΔ３、ｐＧＬ３ｉｌ
１１ｂΔ４、ｐＧＬ３ｉｌ１１ｂΔ５报告基因质粒的活性分别是 ｐＧＬ３ｅｎｈａｎｃｅｒ对照组的１．９４、１４．９２、５．３３、９．１１、０．７５、
１．３２倍。该结果为研究细胞因子参与的免疫相关信号调控提供了有力的研究工具。
关键词：斑马鱼；ｉｌ１１ｂ；启动子；报告基因
中图分类号：Ｓ９１７　　　文献标志码：Ａ

　　自然界中的生物体依靠强大的免疫功能抵
御和清除入侵的病原体，使生物体处于动态平

衡［１］。目前，病原体与宿主之间的相互作用关系

是免疫学领域关注的焦点［２］。鱼类作为脊椎动

物，尤其是硬骨鱼类，其免疫系统与哺乳类存在

极大的相似性［３］。对其免疫系统研究［４］发现，鱼

类的免疫系统主要以细胞免疫和体液免疫的方

式对外来病原进行免疫应答。细胞因子行使广

泛的免疫防御功能，在众多生物的生理过程中发

挥关键作用［５］。

细胞因子来源于被活化后的单核细胞、巨噬

细胞、Ｔ细胞、Ｂ细胞等，其本质是具有广泛生物
学活性的一类小分子蛋白质［６］，是重要的免疫信

号分子，与相应的细胞受体结合，发挥信号转导、

调控炎症反应等生物学效应［７］。它们通常在静

息状态下合成量很低，只有在受到刺激后分泌才

会升高，以协同作用的方式作用于不同的细胞因

子、病 原 相 关 分 子 等［８］。 白 细 胞 介 素

（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎｓ，ＩＬ）是一类非常重要的细胞因子，成
员众多，功能复杂。

白细胞介素１１（ＩＬ１１）是具备多种功能的细
胞因子，来源于骨髓基质细胞，调控造血和巨核

细胞系祖细胞的生长［９１０］。临床上已广泛用于非

髓性白血病化疗后Ⅲ、Ⅳ度血小板减少症和实体
瘤等疾病的治疗［１１１２］。近期有关报道［１１］称，ＩＬ
１１通过非经典细胞外蛋白激酶（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ
ｒｅｇｕｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅｓ，ＥＲＫ）依赖性自分泌途
径调控成纤维蛋白的活化与失活，进而影响组织

器官的纤维化。ＩＬ１１可通过调控硫氧还蛋白互
作蛋白（ｔｈｉｏｒｅｄｏｘｉｎｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，ＴＸＮＩＰ）的
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表达从而参与丙型肝炎病毒（ｈｅｐａｔｉｔｉｓＣｖｉｒｕｓ，
ＨＣＶ）逃避宿主的固有免疫［１３］。异育银鲫

（Ｃａｒａｓｓｉｕｓａｕｒａｔｕｓ）ＩＬ１１在鲤疱疹病毒Ⅱ型
（ｃｙｐｒｉｎｉｄｈｅｒｐｅｓｖｉｒｕｓ２，ＣｙＨＶ２）和嗜水气单胞
菌（Ａｅｒｏｍｏｎａｓｈｙｄｒｏｐｈｉｌａ）感染过程中发挥先天免
疫的作用［１４］。鲤科鱼类有 ｉｌ１１ａ和 ｉｌ１１ｂ两个
直系同源基因，并且它们在免疫应答过程中可能

扮演着不同的角色［１５］。但是对其转录水平的调

控机制及其启动子的研究鲜有报道。

斑马鱼（Ｄａｎｉｏｒｅｒｉｏ）、鲤（Ｃｙｐｒｉｎｕｓｃａｒｐｉｏ）和
金鱼（Ｃａｒａｓｓｉｕｓａｕｒａｔｕｓ）同属于鲤科硬骨鱼类，近
年来广泛应用于早期发育、药物筛选、环境毒理

等研究领域。斑马鱼作为脊椎动物，比果蝇和线

虫更接近人类［１６］，而且十分有利于观察病原体与

鱼体内免疫细胞的实时动态变化关系［１７１８］。但

是，目前相关抗体及细胞系的稀缺是斑马鱼研究

的瓶颈，如何以斑马鱼为模型有效地深入研究基

因的功能变得十分艰难，找到可行的办法显得格

外重要。

目前，报告基因是基因功能研究的有效办

法，其中启动子活性的检测通常用到双荧光素酶

报告基因系统。因此构建报告基因系统可对目

的基因所具备的功能及其所参与的信号通路提

供有力的研究工具。目前张秋月等［１９］、岳倩文

等［２０］分别构建了斑马鱼ｔｎｆβ和ｉｆｎγ的报告基因，
为斑马鱼免疫应答机制研究提供了有力工具。

但通过文献检索，未发现斑马鱼 ｉｌ１１ｂ的启动子
报告基因。本研究通过序列分析，对斑马鱼 ｉｌ
１１ｂ的启动子区进行研究，从而构建 ｉｌ１１ｂ基因
的荧光素酶报告系统，为今后深入研究与其调控

机制相关的转录因子及细胞因子调控网络奠定

基础。

１　材料与方法

１．１　试验用鱼
试验用斑马鱼来源于中国科学院上海生命

科学研究院生物化学与细胞生物学研究所，本实

验室参照 Ｗｅｓｔｅｒｆｉｅｌｄ（或 ｈｔｔｐ：／／ｚｆｉｎ．ｏｒｇ／ｚｆ＿
ｉｎｆｏ／ｚｆｂｏｏｋ／ｚｆｂｋ．ｈｔｍｌ）养至性成熟。试验按照上
海海洋大学动物伦理委员会的相关规定进行

（ＳＨＯＵＤＷ２０１６００２）。
１．２　试验方法
１．２．１　斑马鱼ｉｌ１１ｂ启动子生物信息分析

利用 ＵＣＳＣ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｇｅｎｏｍｅ．ｕｃｓｃ．ｅｄｕ／
ｉｎｄｅｘ．ｈｔｍｌ）和 Ｅｎｓｅｍｂｌ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｅｎｓｅｍｂｌ．
ｏｒｇ／ｉｎｄｅｘ．ｈｔｍｌ）数据库获得斑马鱼 ｉｌ１１ｂ启动子
序列；利用 Ｐｒｏｍｏｔｅｒ２．０（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．
ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／Ｐｒｏｍｏｔｅｒ／） 及 ＰｏｍｏｔｅｒＳｃａｎ ２．０
（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗｂｉｍａｓ． ｃｉｔ． ｎｉｈ． ｇｏｖ／ｍｏｌｂｉｏ／
ｐｒｏｓｃａｎ／）预测启动子区；利用 ＥＭＢＯＳＳＣｐｇｐｌｏｔ
（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｅｂｉ．ａｃ．ｕｋ／Ｔｏｏｌｓ／ｓｅｑｓｔａｔｓ／ｅｍｂｏｓｓ＿
ｃｐｇｐｌｏｔ／）和 ＭｅｔｈｐｒｉｍｅｒＤｅｓｉｇｎ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．
ｕｒｏｇｅｎｅ．ｏｒｇ／ｃｇｉｂｉｎ／ｍｅｔｈｐｒｉｍｅｒ／ｍｅｔｈｐｒｉｍｅｒ．ｃｇｉ）
预 测 ＣｐＧ 岛。利 用 ＡｌｉＢａｂａ（ｈｔｔｐ：／／ｇｅｎｅ
ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ．ｃｏｍ／ｐｕｂ／ｐｒｏｇｒａｍｓ／ａｌｉｂａｂａ２／ｉｎｄｅｘ．ｈｔｍｌ）
预测潜在转录因子结合位点。

１．２．２　斑马鱼ｉｌ１１ｂ启动子报告基因载体构建
按照设定的试验流程（图１）构建斑马鱼 ｉｌ

１１ｂ启动子报告基因载体。利用 ＤＮＡ提取试剂
盒（ＴＩＡＮＧＥＮ，ＰＤ３２４０３）提取斑马鱼尾鳍基因组
ＤＮＡ。根据预测的启动子序列，设计引物（表１），
按照试剂盒 ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ ＭａｘＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ
（ＴａＫａＲａ，Ｒ０４５Ｑ）说明进行 ＰＣＲ扩增，产物经凝
胶电泳检测，如条带单一则直接按照试剂盒

（ＴＩＡＮＧＥＮ，ＤＰ２０４）说明进行，如条带不单一则
进行目的片段割胶回收（ＴＩＡＮＧＥＮ，ＤＰ２０９０２），
纯化产物按照试剂盒（ＴａＫａＲａ，６１０９）进行加 Ａ
尾反应，反应结束后按照试剂盒 （ＴａＫａＲａ，
Ｄ１０２Ａ）连接 ｐＭＤ１９Ｔ载体，之后按照试剂盒
（ＴＩＡＮＧＥＮ，ＣＢ１０１）转化 ＤＨ５α，并按照试剂盒
（ＴａＫａＲａ，９１５２Ａ）挑选单克隆扩培后进行菌液
ＰＣＲ，选取条带明亮单一的克隆进行测序。按表
１中酶切位点引物进行 ＰＣＲ扩增，凝胶电泳检
测，纯化回收 ＰＣＲ产物，将其和 ｐＧＬ３Ｅｎｈａｎｃｅｒ
同时按照表１核酸内切酶酶切位点双酶切，其后
操作除测序外同１．２．２节，扩大培养菌液后按照
试剂盒（ＴＩＡＮＧＥＮ，ＤＰ１０６０２）提取重组质粒，然
后进行双酶切检测，酶切反应均按照试剂盒说明

书进 行，Ｋｐｎ Ⅰ （ＴａＫａＲａ，１０６８Ｓ）、ＳａｃⅠ
（ＴａＫａＲａ，１０７８Ｓ）、ＮｈｅⅠ（ＴａＫａＲａ，１２４１Ｓ）。

２８５
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图１　ｉｌ１１ｂ启动子报告基因构建过程
Ｆｉｇ．１　Ｐｒｏｇｒｅｓｓｏｆｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｉｌ１１ｂｐｒｏｍｏｔｅｒｒｅｐｏｒｔｅｒｇｅｎｅ

表１　启动子片段引物序列
Ｔａｂ．１　Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｐｒｏｍｏｔｅｒｓ

引物名称

Ｐｒｉｍｅｒｎａｍｅ
序列（５′３′）
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′）

片段大小

Ｆｒａｇｍｅｎｔｓｉｚｅ／ｂｐ
酶切位点

Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｚｙｍｅｃｕｔｔｉｎｇｓｉｔｅｓ

ｉｌ１１ｂ Ｆ：ＧＴＧＧＣＴＡＴＧＡＣＧＡＣＣＣＣＴＡＣ
Ｒ：ＴＴＡＴＴＣＴＣＣＧＣＴＡＣＧＧＣＴＧＡＣ ２９０８ ＫｐｎⅠ

ＮｈｅⅠ

ｉｌ１１ｂΔ１
Ｆ：ＧＧＴＣＴＧＡＴＧＴＴＴＧＴＡＴＴＴＡＴＡＡＣＴＴ
Ｒ：ＧＴＣＡＴＣＡＧＡＡＡＡＴＡＡＡＡＧＴＣＣＣＣＧＣ ２０００ ＫｐｎⅠ

ＳａｃⅠ

ｉｌ１１ｂΔ２
Ｆ：ＴＣＣＡＡＴＴＡＴＴＡＧＴＴＡＴＴＣＡＴＴＡＧＴＧ
Ｒ：ＧＴＣＡＴＣＡＧＡＡＡＡＴＡＡＡＡＧＴＣＣＣＣＧＣ １０００ ＫｐｎⅠ

ＳａｃⅠ

ｉｌ１１ｂΔ３
Ｆ：ＧＴＧＣＴＡＣＴＣＴＴＧＴＣＴＧＧＴＣＡＧＧＴＴＣ
Ｒ：ＧＴＣＡＴＣＡＧＡＡＡＡＴＡＡＡＡＧＴＣＣＣＣＧＣ ５００ ＫｐｎⅠ

ＳａｃⅠ

ｉｌ１１ｂΔ４
Ｆ：ＧＡＣＧＡＣＴＡＣＴＡＴＧＧＣＧＧＴＴＡＴＧＡＴＴ
Ｒ：ＴＴＡＣＴＧＡＴＧＴＣＣＡＴＧＴＡＡＡＣＡＧＴＣＡ ２０００ ＫｐｎⅠ

ＮｈｅⅠ

ｉｌ１１ｂΔ５
Ｆ：ＧＡＣＧＡＣＴＡＣＴＡＴＧＧＣＧＧＴＴＡＴＧＡＴＴ
Ｒ：ＡＧＣＧＧＣＣＧＣＡＧＣＴＣＴＴＡＡＧＧＴＡＡＧＣ １０００ ＫｐｎⅠ

ＮｈｅⅠ
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１．２．３　斑马鱼ｉｌ１１ｂ启动子体外活性分析
ＨＥＫ２９３Ｔ细胞培养于１０％ ＦＢＳＤＭＥＭ培养

液、３７℃、５％ ＣＯ２培养箱中，每４８ｈ传代１次，
转染前２４ｈ以约２．０×１０４／孔的密度接种于９６
孔细胞培养板，达到８０％汇合度，进行转染，转染
试剂混合物及转染条件按照试剂盒ＸｔｒｅｍｅＧＥＮＥ
ＨＰ ＤＮＡ Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ Ｒｅａｇｅｎｔ （Ｒｏｃｈｅ，
０６３６６２３６００１）说明进行。３７℃、５％ ＣＯ２培养２４
ｈ，荧光素酶检测按照试剂盒 ＤｕａｌＬｕｃｉｆｅｒａｓｅ

ＲｅｐｏｒｔｅｒＡｓｓａｙＳｙｓｔｅｍ（Ｐｒｏｍｅｇａ，Ｅ１９１０）使用说明
进行，将 ＦｉｒｅｆｌｙＬｕｃｉｆｅｒａｓｅ与 ＲｅｎｉｌｌａＬｕｃｉｆｅｒａｓｅ进
行对比。每次实验设３个复孔，每组实验重复３
次。使用Ｐｒｉｓｍｇｒａｐｈｐａｄ画图，利用 ＳＰＳＳ软件进
行显著性分析（ｎ＝３，ｎｓＰ＞０．０５， Ｐ＜０．０５，
 Ｐ＜０．０１）。

２　结果与分析

２．１　斑马鱼ｉｌ１１ｂ启动子序列生物信息学分析
２．１．１　ｉｌ１１ｂ启动子区域预测分析

在ＵＣＳＣ数据库获得一条 ｉｌ１１ｂ３０００ｂｐ启
动子序列，分别使用生物信息学在线软件

Ｐｒｏｍｏｔｅｒ２．０和 ＰｒｏｍｏｔｅｒＳｃａｎ２．０对序列进行潜

在的启动子区域预测（图 ２），设置 ｃｕｔｏｆｆ值为
５３．００。Ｐｒｏｍｏｔｅｒ２．０在ｉｌ１１ｂ３０００ｂｐ启动子序
列上预测到２个非常可能的启动子区，分别位于
－１５００ｂｐ和 －９００ｂｐ；ＰｒｏｍｏｔｅｒＳｃａｎ２．０预测到
３个启动子区（图 １），第 １个启动子区位于
－２９５７ｂｐ～－２７０１ｂｐ，启动子得分 ＝２１５．９３，
第２个启动子区位于－２５０２ｂｐ～－２２５２ｂｐ，启
动子得分＝６１．２０，第３个启动子区位于 －１３７２
ｂｐ～－１１２２ｂｐ，启动子得分 ＝６６．４８，并预测到
在转录起始过程中起到至关重要作用的ＴＡＴＡ框
（ＴＡＴＡｂｏｘ）和转录起始位点 （ＴｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎＳｔａｒｔ
Ｓｉｔｅ，ＴＳＳ），分别位于－１１６０ｂｐ和－１１３０ｂｐ。

根据Ｐｒｏｍｏｔｅｒ２．０的预测结果，初步判断斑
马鱼ｉｌ１１ｂ３０００ｂｐ启动子序列的启动子区域应
该位 于 －１ ５００ ｂｐ至 －９００ ｂｐ。根 据
ＰｒｏｍｏｔｅｒＳｃａｎ２．０的预测结果，因为 ＴＡＴＡｂｏｘ和
ＴＳＳ位于第２个启动子区，所以 ｉｌ１１ｂ核心启动
子区应该位于－１３７２ｂｐ至－１１２２ｂｐ，并且在其
上游远端－２９５７ｂｐ～－２７０７ｂｐ和－２５０２ｂｐ～
－２２５２ｂｐ存在调控元件。综合考虑两个生物信
息学预测分析的结果，斑马鱼 ｉｌ１１ｂ启动子区域
可能位于－２９５７ｂｐ～－９００ｂｐ。

图２　ｉｌ１１ｂ的５′调控序列上潜在的启动子区域
Ｆｉｇ．２　Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎｏｆｉｌ１１ｂｐｒｏｍｏｔｅｒｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ

２．１．２　ｉｌ１１ｂ启动子序列ＣｐＧ岛预测及分析
启动子的一个结构特征就是 ＣｐＧ岛，对真核

生物的转录调控起到重要作用，其为转录起始位

点处的高 ＣＧ含量 ＤＮＡ序列，存在十分广泛，一

般长于 ２００ｂｐ；Ｇ＋Ｃ含量在 ５０％以上，同时
ｐＣｐＧ＞０．６×ｐＧ×ｐＣ，其可为启动子预测并提高
预测效率提供帮助［２１］。分别使用 ＥＭＢＯＳＳ
Ｃｐｇｐｌｏｔ和 ＭｅｔｈｐｒｉｍｅｒＤｅｓｉｇｎ软件预测斑马鱼
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ｉｌ１１ｂ３０００ｂｐ启动子序列上的ＣｐＧ岛。
用 ＥＭＢＯＳＳＣｐｇｐｌｏｔ软件预测到 ２个 ＣｐＧ

岛，分别位于－２８２９ｂｐ～－２５２８ｂｐ（３０２ｂｐ）和
－１６６５ｂｐ～－１４５６ｂｐ（２１０ｂｐ），见图３ａ。使用
ＭｅｔｈｐｒｉｍｅｒＤｅｓｉｇｎ在斑马鱼 ｉｌ１１ｂ３０００ｂｐ序列
上预测到７个ＣｐＧ岛，Ｉｓｌａｎｄ１位于－２８２９ｂｐ～
－２５２８ｂｐ（３０２ｂｐ），Ｉｓｌａｎｄ２位于 －２４７６ｂｐ～

－２３７６ｂｐ（１０１ｂｐ），Ｉｓｌａｎｄ３位于 －２３０７ｂｐ～
－２１５５ｂｐ（１５３ｂｐ），Ｉｓｌａｎｄ４位于 －１９２９ｂｐ～
－１８２０ｂｐ（１１０ｂｐ），Ｉｓｌａｎｄ５位于 －１６６５ｂｐ～
－１４５６ｂｐ（２１０ｂｐ），Ｉｓｌａｎｄ６位于 －７９２ｂｐ～
－６８６ｂｐ（１０７ｂｐ），Ｉｓｌａｎｄ７位于－６４１ｂｐ～－５２６
ｂｐ（１１６ｂｐ），见图３ｂ。

图３　ｉｌ１１ｂ基因启动子区ＣｐＧ岛预测结果
Ｆｉｇ．３　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆＣｐＧｉｓｌａｎｄｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｉｎｉｌ１１ｂｐｒｏｍｏｔｅｒ

２．１．３　ｉｌ１１ｂ启动子序列转录因子结合位点预
测及分析

利用 ＡｌｉＢａｂａ预测 ｉｌ１１ｂ启动子序列上潜在
的转录因子结合位点，包括 Ａｄｆ１、Ｋｒｏｘ２４、Ｓｐ１、
ＣＡＣＣＣｂｏｘ、Ｅｇｒ１、ＩＣＳＢＰ、ｃＪｕｎ、ＣＯＵＰ、ＧＲ、
ＲＡＰ１、ＮＦｋａｐｐａＢ、ＲＥＶＥｒｂａｌｐｈａ、ＥＲ、ＲＡＲ
ａｌｐｈａ１、ＲＸＲｂｅｔａ、ＳＲＦ、Ｏｃｔ１、Ｏｃｔ２、Ｐｉｔ１ａ、
ＧＣＮ４、ＨＮＦ１、 ＴＢＰ、 Ｃ／ＥＢＰａｌｐｈａ、 ＨＮＦ１Ｃ、
Ｏｃｔ２．１、ＵＳＦ等。
　　对预测出来的各个转录因子结合位点位置、
出现次数及对应的转录因子功能进行统计，结果

发现，在斑马鱼 ｉｌ１１ｂ３０００ｂｐ启动子序列上出
现次数最多的转录因子结合位点是 Ｓｐ１（ｓｐｅｃｉａｌ
ｐｒｏｔｅｉｎ１，Ｓｐ１），多达２６次，而其他的转录因子结
合位点出现的次数均不多于５次，其中，ＲＡＰ１出
现４次，ＧＲ、ＥＲ、ＲＡＲａｌｐｈａ１、ＲＡＲｂｅｔａ、Ｏｃｔ１各

出现２次，其余转录因子均只出现１次。
２．２　斑马鱼ｉｌ１１ｂ启动子报告基因载体构建

以斑马鱼基因组为模板，以 ｉｌ１１ｂ启动子序
列设计引物，进行ＰＣＲ扩增，产物经电泳检测，扩
增的条带出现在目的片段处，且无杂带（图 ４ａ）。
将扩增的序列连接至 ｐＭＤ１９Ｔ载体转化至
ＤＨ５α感受态细胞中，进行测序，序列比对正确。
表明笔者成功克隆了ｉｌ１１ｂ不同片段长度的启动
子。以测序成功的菌液作为模板，按照表１的限
制性核酸内切酶进行酶切位点 ＰＣＲ，纯化后与载
体ｐＧＬ３ｅｎｈａｎｃｅｒｔ同时进行双酶切，纯化后进行
酶切片段与酶切载体连接。之后转化，扩大培

养，并抽提质粒。将重组质粒进行双酶切，２％琼
脂糖凝胶电泳鉴定，均出现２条带，约５．０ｋｂｐ的
为载体条带，约 ３．０ｋｂｐ、２．０ｋｂｐ、１．０ｋｂｐ、０．５
ｋｂｐ的为启动子片段条带 （图４ｂ）。
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Ｍ．５０００ｂｐＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１．ｉｌ１１ｂ；２．ｉｌ１１ｂΔ１；３．ｉｌ１１ｂΔ２；４．ｉｌ１１ｂΔ３；５．ｉｌ１１ｂΔ４；６．ｉｌ１１ｂΔ５。

图４　ｉｌ１１ｂ启动子ＰＣＲ产物电泳及双酶切检测电泳
Ｆｉｇ．４　Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆｉｌ１１ｂｐｒｏｍｏｔｅｒＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔａｎｄｄｏｕｂｌｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

２．３　ｉｌ１１ｂ启动子体外转录活性
将对照组质粒ｐＧＬ３Ｅｎｈａｎｃｅｒ和实验组构建

的目的片段ｐＧＬ３ｉｌ１１ｂ、ｐＧＬ３ｉｌ１１ｂΔ１、ｐＧＬ３ｉｌ
１１ｂΔ２、ｐＧＬ３ｉｌ１１ｂΔ３、ｐＧＬ３ｉｌ１１ｂΔ４、ｐＧＬ３ｉｌ
１１ｂΔ５重组质粒分别转染 ＨＥＫ２９３Ｔ细胞，表达
一定时间后用双荧光素酶报告基因系统检测酶

活。结果显示，构建的不同片段长度的 ｉｌ１１ｂ启

动子报告基因的荧光素酶较对照质粒的活性存

在差别，其中 ｐＧＬ３ｉｌ１１ｂ、ｐＧＬ３ｉｌ１１ｂΔ１、ｐＧＬ３
ｉｌ１１ｂΔ２、ｐＧＬ３ｉｌ１１ｂΔ３、ｐＧＬ３ｉｌ１１ｂΔ４、ｐＧＬ３
ｉｌ１１ｂΔ５质粒转染组分别为ｐＧＬ３Ｅｎｈａｎｃｅｒ对照
转染组的１．９４、９．１１、０．７５、１．３２、１４．９２、５．３３倍
（图５），使用ＳＰＳＳ进行显著性分析（ｎ＝３，ｎｓＰ＞
０．０５， Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）。

ｎ＝３；ｎｓＰ＞０．０５； Ｐ＜０．０５； Ｐ＜０．００１； Ｐ＜０．０００１。

图５　重组质粒ｐＧＬ３ｉｌ１１ｂｐｒｏｍｏｔｅｒＥｎｈａｎｃｅｒ
转染ＨＥＫ２９３Ｔ细胞后荧光素酶相对表达量

Ｆｉｇ．５　Ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄ
ｐＧＬ３ｉｌ１１ｂｐｒｏｍｏｔｅｒＥｎｈａｎｃｅｒａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｎｇＨＥＫ２９３Ｔ
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３　讨论

通过生物信息手段获得斑马鱼ｉｌ１１ｂ的启动
子序列并对其进行相关的分析，在此基础上成功

构建启动子报告基因，为研究细胞因子调控网络

及相关信号通路之间的调控提供了强有力的研

究工具。

利用ＵＣＳＣＧｅｎｏｍｅＢｒｏｗｓｅ数据库预测并获
得斑马鱼ｉｌ１１ｂ启动子序列，Ｐｒｏｍｏｔｅｒ２．０预测出
２个启动子区，Ｐｒｏｍｏｔｅｒ３．０预测出 ３个启动子
区，且发现 ＴＳＳ和 ＴＡＴＡ框。ＴＡＴＡ框为 ＴＢＰ
（ＴＡＴＡｂｏｘｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ）提供结合位点，两者
是转录起始的关键因子，说明 ｉｌ１１ｂ启动子序列
上存在多个调控转录的元件。预测结果的不同

是因为二者算法的差异，Ｐｒｏｍｏｔｅｒ２．０采用的是
基于神经网络的算法函数，而 ＰｒｏｍｏｔｅｒＳｃａｎ２．０
采用的是基于位置矩阵的算法函数。之前大多

数的研究仅采取一种算法软件进行启动子区预

测，考虑到不同算法的准确性，本研究采用代表２
种算法的软件对启动子区进行预测，可以尽可能

准确地预测序列中所包含的启动子区。

ＣｐＧ岛通常以甲基化状态位于基因的启动
子区和第一个外显子区。启动子区的甲基化导

致ＤＮＡ发生构象改变，影响转录因子与 ＤＮＡ之
间的互作，降低ＲＮＡ聚合酶对启动子的识别，甚
至无法识别，造成基因转录降低，甚至沉默［２２］。

本研究中利用 ＥＭＯＳＳＣｐＧｐｌｏｔ在 ｉｌ１１ｂ启动子
序列上预测出 ２个 ＣｐＧ岛，利用 Ｍｅｔｈｐｒｉｍｅｒ
Ｄｅｓｉｇｎ预测出７个 ＣｐＧ岛。虽然两款软件的预
测结果存在差异，但是 ２个软件均预测出
－２８２９～－２５２８（３０２ｂｐ）和 －１６６５～－１４５０
（２１０ｂｐ）２个位置可能存在 ＣｐＧ岛。因为 ＣｐＧ
岛是预测启动子并提高预测准确性的重要序列，

所以我们所获得序列的启动子可能存在于

－２８２９ｂｐ～－２５２８ｂｐ和 －１６６５ｂｐ～－１４５６
ｂｐ处。之所以 ＭｅｔｈｐｒｉｍｅｒＤｅｓｉｇｎ预测出的结果
多于ＥＭＢＯＳＳＣｐｇｐｌｏｔ，是因为这两个预测软件所
使用的函数关系是不同的，因为 ＣｐＧ岛长于２００
ｂｐ，而 ＭｅｔｈｐｒｉｍｅｒＤｅｓｉｇｎ预测出的 ＣｐＧ岛中
Ｉｓｌａｎｄ２，Ｉｓｌａｎｄ３，Ｉｓｌａｎｄ４，Ｉｓｌａｎｄ６，Ｉｓｌａｎｄ７长
度均小于２００ｂｐ，表明 ＭｅｔｈｐｒｉｍｅｒＤｅｓｉｇｎ对 ＣｐＧ
岛的预测存在假阳性现象。

用ＡｌｉＢａｂａ预测出启动子序列上存在 Ａｄｆ１、

Ｋｒｏｘ２４、Ｓｐ１、ＣＡＣＣＣｂｏｘ、Ｅｇｒ１、ＩＣＳＢＰ、ｃＪｕｎ、
ＣＯＵＰ、ＧＲ、ＲＡＰ１、ＮＦｋａｐｐａＢ、ＲＥＶＥｒｂａｌｐｈａ、ＥＲ、
ＲＡＲａｌｐｈａ１、ＲＸＲｂｅｔａ、ＳＲＦ、Ｏｃｔ１、Ｏｃｔ２、Ｐｉｔ１ａ、
ＧＣＮ４、ＨＮＦ１、ＴＢＰ、Ｃ／ＥＢＰａｌｐｈａ、ＨＮＦ１Ｃ、Ｏｃｔ２．
１、ＵＳＦ等位点。其中 Ｓｐ１、ＵＳＦ、Ｃ／ＥＢＰａｌｐｈａ和
ＮＦｋａｐｐａＢ［２２］是直接参与炎症反应的细胞因子，
表明斑马鱼ｉｌ１１ｂ可能在免疫调控的过程中发挥
重要作用。Ｓｐ１调控管家基因的表达，参与细胞
增殖、分化、细胞凋亡、衰老、ＤＮＡ损伤反应、血管
生成和炎症发生等过程［２３２４］，表明斑马鱼 ｉｌ１１ｂ
可能在以上这些过程中扮演重要角色。因此，构

建的报告基因质粒对于探究ｉｌ１１ｂ的功能以及其
在免疫应答信号通路中参与的具体机制提供了

有力的工具。

通过双荧光素酶检测系统，发现构建的斑马

鱼ｉｌ１１ｂ不同位置和大小的启动子存在活性差异
（图 ５），ｉｌ１１ｂ、ｉｌ１１ｂΔ１、ｉｌ１１ｂΔ４、ｉｌ１１ｂΔ５启
动子活性较对照组有显著性增强，且强度依次降

低，而 ｉｌ１１ｂΔ２、ｉｌ１１ｂΔ３启动子活性较对照组
没有显著性差异，说明斑马鱼 ｉｌ１１ｂ基因的核心
启动子区域为－３０００～－２０００ｂｐ，有待后续进
行详细的研究。
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