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摘　要：白细胞介素３４（Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ３４，ＩＬ３４）是一种多功能细胞因子，在先天免疫和炎症过程中发挥重要作
用。利用荧光定量ＰＣＲ技术分析ＩＬ３４在细菌和病毒感染后的表达情况。结果显示，ＩＬ３４在健康斑马鱼组
织和胚胎发育过程中呈常量表达。腹腔注射脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）和聚肌苷酸聚胞苷酸
［ｐｏｌｙｉｎｏｓｉｎｉｃａｃｉｄｐｏｌｙｃｙｔｉｄｙｌｉｃａｃｉｄ，Ｐｏｌｙ（Ｉ∶Ｃ）］后，斑马鱼脾中ＩＬ３４表达在４８和７２ｈ均上调，肠中ＩＬ３４表
达均显著升高（除ＬＰＳ刺激２４ｈ时ＩＬ３４表达下降外）。斑马鱼感染迟缓爱德华氏菌（Ｅｄｗａｒｄｓｉｅｌｌａｔａｒｄａ）后，
肠中ＩＬ３４表达明显增加（３、９和２４ｈ），而脾中ＩＬ３４的表达则受到抑制（６、９和７２ｈ）。腹腔注射感染鲤春病
毒血症病毒（ｓｐｒｉｎｇｖｉｒｅｍｉａｏｆｃａｒｐｖｉｒｕｓ，ＳＶＣＶ）后，脾（１、３、５和７ｄ）和肠（１和３ｄ）中ＩＬ３４表达也显著上调。
体外分析结果显示，ＳＶＣＶ感染和ＬＰＳ刺激增强ＺＦ４细胞中ＩＬ３４的表达；ＬＰＳ、ＩＬ１β和ＩＦＮφ１诱导脾原代细
胞表达ＩＬ３４。实验结果表明，鱼类ＩＬ３４基因在抵御细菌和病毒感染过程中发挥重要作用。
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　　白细胞介素３４（Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ３４，ＩＬ３４）是一种
促炎细胞因子，对单核细胞和巨噬细胞髓系细胞

存活、增殖和分化起着重要的调控作用［１３］。ＩＬ
３４诱导Ⅱ型巨噬细胞表达 ＩＬ１０，抑制 ＩＬ１２合
成，促使Ⅱ型巨噬细胞极化［３］。研究［４５］报道，在

应激反应中，ＩＬ３４的表达受体 ＮｕｃｌｅａｒＦａｃｔｏｒ
ｋａｐｐａＢ（ＮＦ－κＢ）介导信号通路调控。ＩＬ３４与
多种疾病相关，包括自身免疫性疾病、炎症和癌

症等［６９］。例如，ＩＬ３４在类风湿性关节炎和皮肤
干燥综合征患者中过度表达［６］。另外，ＩＬ３４能
促进白血病患者的单核细胞分化，为治疗白血病

提供了新的靶点［８］。

ＩＬ３４ 和 巨 噬 细 胞 集 落 刺 激 因 子

（ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｃｏｌｏｎｙｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇｆａｃｔｏｒ，ＭＣＳＦ）激
活同一受体，即巨噬细胞集落刺激因子受体

（ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｃｏｌｏｎｙｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ，Ｍ
ＣＳＦＲ），因此具有与ＭＣＳＦ相似的免疫功能。ＩＬ
３４和 ＭＣＳＦ可促进细胞生长和存活［１０］，诱导趋

化因子的产生和分泌［１１］。然而，ＩＬ３４与 ＭＣＳＦ
的生物活性和作用机制不完全一致［１２］。它们对

原代巨噬细胞中单核细胞趋化因子１（ｍｏｎｏｃｙｔｅ
ｃｈｅｍｏｔａｃｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎ１，ＭＣＰ１）和嗜酸细胞活化趋
化因子２（ｅｏｔａｘｉｎ２）的合成、对 ＴＦ１ｆｍｓ细胞的
形态影响以及对 Ｊ７７４Ａ细胞的迁移等具有不同
的效应［１３］。与ＭＣＳＦ相比，ＩＬ３４能更有效地诱
导巨噬细胞产生 ｅｏｔａｘｉｎ２。ＭＣＳＦ培养的 ＴＦ１
ｆｍｓ细胞会形成众多大聚集体，而在ＩＬ３４培养的
细胞中这种大聚集体非常少见，并且 ＩＬ３４诱导
Ｊ７７４Ａ细胞迁移的能力明显较 ＭＣＳＦ弱［１３］。相

比于ＭＣＳＦ，ＩＬ３４与 ＭＣＳＦＲ亲和力强，能快速
诱导效应物的合成，并迅速下调 ＭＣＳＦＲ的表
达［１３］。研究［１４１５］发现 ＩＬ３４与受体蛋白酪氨酸
磷酸酶（ｐｒｏｔｅｉｎｔｙｒｏｓｉｎｅｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅζ，ＰＴＰζ）和
多配体蛋白聚糖（ｓｙｎｄｅｃａｎ１）的亲和力较低。ＩＬ
１β和 ＴＮＦα通过激活丝裂原活化蛋白激酶
（ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ＭＡＰＫ）诱导 ＩＬ
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３４表达，但是对ＭＣＳＦ的表达没有影响［５］。

尽管ＩＬ３４与其他已知蛋白缺乏明显的序列
相似性，但被归类为短链螺旋细胞因子，与 Ｍ
ＣＳＦ和干细胞因子（ｓｔｅｍｃｅｌｌｆａｃｔｏｒ）属于同一家
族［１６］。哺乳动物 ＩＬ３４整体结构由６个 α螺旋
和２个反平行 β折叠组成。其中４个较长的螺
旋αＡ、αＢ、αＣ和αＤ形成典型的反平行四螺旋束
构像。折叠 β１和短螺旋 α１位于 αＡ和 αＢ之
间，短螺旋α２和折叠β２位于αＣ和αＤ之间，这
两部分呈交错构像位于 αＢ和 αＤ的外侧［１２，１７］。

ＩＬ３４和 ＭＣＳＦ均形成同型二聚体发挥生物活
性，ＭＣＳＦ同型二聚体由二硫键连接，而 ＩＬ３４同
型二聚体则以共价键连接形成［１７］。研究［１８］表明

ＩＬ３４和ＭＣＳＦ的Ｄ２和Ｄ３结构域之间的区段与
ＭＣＳＦＲ结合。此外，ＩＬ３４螺旋 α１中存在保守
的Ｎ糖基化位点，该位点占据 α１和 αＣ之间的
空腔，对ＩＬ３４在溶液中的稳定性至关重要［１２］。

硬骨鱼类 ＩＬ３４是单拷贝基因。ＩＬ３４已经
在虹鳟（Ｏｎｃｏｒｈｙｎｃｈｕｓｍｙｋｉｓｓ）、斑马鱼（Ｄａｎｉｏ
ｒｅｒｉｏ）、河 豚 （Ｆｕｇｕ ｒｕｂｒｉｐｓｅ）［１９］、石 斑 鱼

（Ｅｐｉｎｅｐｈｅｌｕｓｃｏｉｏｉｄｅｓ）［２０］、大黄鱼（Ｐｓｅｕｄｏｓｃｉａｅｎａ
ｃｒｏｃｅａ）［２１］、草鱼（Ｃｔｅｎｏｐｈａｒｙｎｇｏｄｏｎｉｄｅｌｌａ）［２２］和
日本牙鲆（Ｐａｒａｌｉｃｈｔｈｙｓｏｌｉｖａｃｅｕｓ）［２３］中被发现。
硬骨鱼类ＩＬ３４基因编码２０４～２２６个氨基酸，其
编码蛋白具有较高同源性，其中斑马鱼与草鱼氨

基酸序列同源性高达７７．６％，与虹鳟和河豚的氨
基酸序列同源性也达到了 ５１．５％和 ４７．３％。
ＷＡＮＧ等［１９］发现 ＬＰＳ、Ｐｏｌｙ（Ｉ∶Ｃ）、ＩＦＮγ、ＩＬ１β
以及凝集素（ｐｈｙｔｏｈｅｍａｇｇｌｕｔｉｎｉｎ，ＰＨＡ）均上调 ＩＬ
３４在 虹 鳟 细 胞 系 （ＲＴＳ１１、ＲＴＬ、ＲＴＧ２和
ＲＴＧｉｌｌ）和虹鳟原代巨噬细胞中的表达，而 ＩＬ６
和免疫抑制剂 ＤＭ（Ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ）则抑制 ＩＬ３４
的表达；此外，在鳗弧菌（Ｖｉｂｒｉｏａｎｇｕｉｌｌａｒｕｍ）感染
的大黄鱼中，ＩＬ３４转录本在鳃和皮肤中明显增
加［２０］；嗜水气单胞菌（Ａｅｒｏｍｏｎａｓｈｙｄｒｏｐｈｉｌａ）感染
的草鱼脾和头肾中 ＩＬ３４表达量也显著升高［２２］，

这些研究表明ＩＬ３４参与了宿主应答细菌感染的
免疫反应。本研究分析了 ＩＬ３４在健康斑马鱼组
织和胚胎中的常量表达，以及 ＬＰＳ、Ｐｏｌｙ（Ｉ∶Ｃ）、
迟缓爱德华氏菌（Ｅｄｗａｒｄｓｉｅｌｌａｔａｒｄａ，Ｅ．ｔａｒｄａ）和
鲤春病毒血症病毒（ｓｐｒｉｎｇｖｉｒｅｍｉａｏｆｃａｒｐｖｉｒｕｓ，
ＳＶＣＶ）对斑马鱼ＩＬ３４表达的影响。

１　材料与方法

１．１　实验动物
野生型斑马鱼（约５ｇ）购自中国科学院水生

生物研究所。将斑马鱼置于（２５±２）℃的循环养
殖系统中暂养２周，早晚各投喂丰年虫１次。实
验前１天停止投喂，在注射和解剖取样前用质量
分数为０．４％的 ＭＳ２２２麻醉斑马鱼。所有实验
均按照国家实验动物法规进行，获得上海海洋大

学实验室动物伦理委员会批准（批准号：ＳＨＯＵ
ＤＷ２０１９００３）。
１．２　实验试剂
　　实验试剂包括：３氨基苯甲酸乙酯甲磺酸（３
Ａｍｉｎｏｂｅｎｚｏｉｃａｃｉｄｅｔｈｙｌｅｓｔｅｒｍｅｔｈａｎｅｓｕｌｆｏｎａｔｅ，
ＭＳ２２２，Ｓｉｇｍａ）、ＴＲＩｚｏｌ Ｒｅａｇｅｎｔ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）、无
水乙醇（国药）、异丙醇（国药）、氯仿（国药）、

ＤＥＰＣ水（生工）、琼脂糖 Ｈ（生工）、琼脂糖凝胶
回收试剂盒（Ｏｍｅｇａ）、小型质粒抽提试剂盒
（Ｏｍｅｇａ）、去内毒素质粒提取试剂盒（Ｏｍｅｇａ）、ＬＢ
液体培养基（生工）、琼脂（生工）、限制性内切酶

（Ｔｈｅｒｍｏ）、逆转录试剂盒（Ｈｉｆａｉｒ Ⅱ １ｓｔＳｔｒａｎｄ
ｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＳｕｐｅｒＭｉｘｆｏｒｑＰＣＲ，翊圣）、ｑＰＣＲ
试剂盒（ＳＹＢＲ ＧｒｅｅｎＰｒｅＭｉｘＥｘＴａｑＴＭⅡ，翊圣）、
ＥｘＴａｑＭｉｘ（ＴａＫａＲａ）、ｐＭＤ１９Ｔ（ＴａＫａＲａ）、ＤＮＡ
ｍａｒｋｅｒ（ＴａＫａＲａ）、氨苄青霉素（Ａｍｐｉｃｉｌｉｎ，生工）、
异丙基硫代半乳糖苷（ＩＰＴＧ，ＶＷＲ）、Ｔｒｉｓ（ＶＷＲ）、
ＤＴＴ（ＶＷＲ）、ＥＤＴＡ（ＶＷＲ）、氧化型谷胱甘肽和
还原型谷胱甘肽（ＶＷＲ）、盐酸胍（ＶＷＲ）、考马斯
亮蓝（ＢｉｏｆＲｏｘｘ）、１０×ＴＢＳ漂洗液（生工）、甘油
（生工）、Ｔｗｅｅｎ２０（生工）、咪唑（生工）、ＤＭＥＭ培
养基（Ｇｉｂｃｏ）、胎牛血清（ＦＢＳ，Ｇｉｂｃｏ）、青霉素链
霉素（Ｇｉｂｃｏ）、脂多糖（Ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ，
Ｓｉｇｍａ）、聚肌苷酸聚胞苷酸［Ｐｏｌｙｉｎｏｓｉｎｉｃａｃｉｄ
ｐｏｌｙｃｙｔｉｄｙｌｉｃａｃｉｄ，Ｐｏｌｙ（Ｉ∶Ｃ），Ｓｉｇｍａ］和磷酸缓冲
盐溶液（Ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ，Ｓｉｇｍａ）。
１．３　实验仪器
　　实验仪器包括：组织匀浆仪 ＴｉｓｓｕｅＬｙｓｅｒⅡ
（Ｑｉａｇｅｎ）、荧光定量 ＰＣＲ仪 ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ ４８０
（Ｒｏｃｈｅ）、ＰＣＲ扩增仪（ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）、电泳仪
ＰＯＷＥＲＰＡＣＢＡＳＩＣ（ＢｉｏＲａｄ）、凝胶成像系统
ＧｅｌＤｏｃＴＭＸＲ＋（ＢｉｏＲａｄ）、高速冷冻离心机
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（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ）、分 光 光 度 计 Ｎａｎｏｄｒｏｐ ２０００
（Ｔｈｅｒｍｏ）、水浴锅 ＸＭＴＤ８２２２（上海精宏实验设
备有限公司）、电子天平 ＹＰ１０００２（上海佑科仪器
仪表 有 限 公 司）、高 压 灭 菌 锅 ＭＬＳ３７８１Ｌ
（Ｐａｎａｓｏｎｉｃ）、超纯水系统 ＭＩＬＬＩＱ ＤＩＲＴＣＴ８
（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ）、恒温金属浴ＨＸ２０ＴＬ（上海沪析实业
有限公司）、超净工作台（Ｅｓｃｏ）和 ＡＫＴＡＰｕｒｉｆｉｅｒｓ
（ＧＥＨｅａｌｔｈｃａｒｅ）。
１．４　ＩＬ３４基因在胚胎和成鱼组织中的表达分析
　　采集斑马鱼胚胎，检测胚胎发生过程中ＩＬ３４
基因的表达。在斑马鱼受精后１０、２４、４８和７２ｈ，
收集胚胎并置于含１ｍＬＴＲＩｚｏｌ试剂的Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ
（ＥＰ）离心管中，每个时间点收集５管，每管３０个
胚胎。用Ｔｒｉｚｏｌ试剂提取总 ＲＮＡ，按照 ＨｉｆａｉｒⅡ
１ｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ说明书制备 ｃＤＮＡ
模板，ｑＰＣＲ检测 ＩＬ３４基因在胚胎中的表达情
况。

用０．４％ ＭＳ２２２麻醉斑马鱼后，取鳃、肠、脾
脏、肾脏、肝脏、肌肉和皮肤，并置于含有 １ｍＬ
ＴＲＩｚｏｌ试剂的ＥＰ离心管中，设３个平行组，每组
含１０尾斑马鱼组织的混合样品。用组织匀浆仪
破碎组织，置于－８０℃冰箱保存备用。使用有机
溶剂法提取总 ＲＮＡ，ｑＰＣＲ模板制备严格按照
ＨｉｆａｉｒⅡ １ｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ说明书，
ｑＰＣＲ检测ＩＬ３４基因在各个组织中的表达情况。
１．５　ＬＰＳ和Ｐｏｌｙ（Ｉ∶Ｃ）刺激实验

将３６０尾健康斑马鱼随机分成３组（１组对
照组和２组实验组），每组１２０尾斑马鱼。腹腔
注射斑马鱼：１０μＬＬＰＳ（１００μｇ／ｍＬ）、Ｐｏｌｙ（Ｉ∶Ｃ）
（１００μｇ／ｍＬ）或等体积 ＰＢＳ（对照组）。注射后
１２、２４、４８和７２ｈ分别取脾和肠放入１ｍＬＴＲＩｚｏｌ
试剂中用于 ＲＮＡ提取，每个时间点设置３个平
行，每个平行组 １０尾鱼。按照 Ｈｉｆａｉｒ Ⅱ １ｓｔ
ＳｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ说明书制备 ｃＤＮＡ模
板，ｑＰＣＲ检测ＩＬ３４基因的表达情况。
１．６　迟缓爱德华氏菌感染实验

迟缓爱德华氏菌（Ｅ．ｔａｒｄａ）由中国科学院水
生生物研究所谢海霞提供，具体制备方法参照田

佳音等［２４］。将２４０尾健康斑马鱼随机分成２组，
每组１２０尾斑马鱼。实验组斑马鱼腹腔注射１０
μＬ迟缓爱德华氏菌（１×１０５ＣＦＵ／ｍＬ），对照组注
射等体积的ＰＢＳ。在注射３、６、９、２４和７２ｈ后分
别取脾和肠放入１ｍＬＴＲＩｚｏｌ试剂中，用于 ＲＮＡ

提取，每个时间点设置３个平行。按照 ＨｉｆａｉｒⅡ
１ｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ说明书制备 ｃＤＮＡ
模板，ｑＰＣＲ检测ＩＬ３４基因的表达情况。
１．７　鲤春病毒血症病毒感染实验

与细菌攻毒实验相似，分别用１０μＬＤＭＥＭ
培养基（对照）和 １０μＬ的 １×１０５ＴＣＩＤ５０／ｍＬ
ＳＶＣＶ溶液腹腔注射斑马鱼。注射后１、３、５、７和
１４ｄ取脾和肠提取ＲＮＡ，每个时间点设置３个平
行。用 Ｔｒｉｚｏｌ试剂提取总 ＲＮＡ，按照 ＨｉｆａｉｒⅡ
１ｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ说明书制备 ｃＤＮＡ
模板。用ｑＰＣＲ检测ＩＬ３４基因的表达情况。
１．８　ＳＶＣＶ感染斑马鱼胚胎成纤维细胞系
（ＺＦ４）实验

将冻存的ＺＦ４细胞从液氮罐中取出，放置于
２８℃水浴锅中１ｍｉｎ解冻，然后将细胞悬液迅速
转移至装有１０ｍＬＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基（１００Ｕ／ｍＬ
青霉素和１００μｇ／ｍＬ链霉素，Ｐ／Ｓ）的离心管中，
室温２００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，弃去离心后的上清，
用含有１０％ ＦＢＳ和１％ Ｐ／Ｓ的 ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养
基重悬细胞，将细胞悬液转移至２５ｃｍ２的细胞培
养瓶中，在２８℃、５％ ＣＯ２细胞培养箱中培养，待
细胞密度达到５×１０６细胞／ｍＬ时，消化细胞并
均分到六孔细胞培养板中。待细胞贴壁后弃掉

培养基，实验组加入１００μＬ１×１０７ＴＣＩＤ５０／ｍＬ
ＳＶＣＶ病毒液，对照组加入等体积的 ＤＭＥＭ培养
基，置于５％ ＣＯ２、２２℃培养箱１ｈ，吸弃病毒液并
加入２ｍＬ含２％ ＦＢＳ的ＤＭＥＭ培养基。以上实
验操作均在无菌条件下进行。感染１２、２４和４８ｈ
时收集细胞用于ＲＮＡ提取，所有时间点设置４个
平行。用Ｔｒｉｚｏｌ试剂提取总 ＲＮＡ，按照 ＨｉｆａｉｒⅡ
１ｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ说明书制备 ｃＤＮＡ
模板。用ｑＰＣＲ检测ＩＬ３４基因的表达情况。
１．９　ＬＰＳ和Ｐｏｌｙ（Ｉ∶Ｃ）感染 ＺＦ４细胞和脾原
代细胞实验

ＺＦ４细胞实验前处理详见１．８节。待细胞在
六孔细胞培养板中贴壁后，加入 ５０μｇ／ｍＬＬＰＳ
或５０μｇ／ｍＬＰｏｌｙ（Ｉ∶Ｃ），对照组加入等体积
ＰＢＳ，每个处理组设置４个平行。刺激１２ｈ后收
集细胞，用Ｔｒｉｚｏｌ试剂提取总 ＲＮＡ，按照ＨｉｆａｉｒⅡ
１ｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ说明书制备ｃＤＮＡ模
板。用ｑＰＣＲ检测ＩＬ３４基因的表达情况。

斑马鱼脾原代细胞的分离：在无菌条件下解

剖４０尾斑马鱼，取脾放入装有２０ｍＬＤＭＥＭ培
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养基的５０ｍＬ离心管中，将组织置于７０μｍ尼龙
网研磨过滤，收集滤过的细胞悬液，２００ｒ／ｍｉｎ离
心１０ｍｉｎ，弃上清，用含有１０％ ＦＢＳ、１％ Ｐ／Ｓ的
ＤＭＥＭ完全培养基重悬细胞沉淀并均分至六孔
细胞培养板中。在２８℃，５％ ＣＯ２细胞培养箱中
培养４ｈ，加入５０μｇ／ｍＬＬＰＳ或５０μｇ／ｍＬＰｏｌｙ
（Ｉ∶Ｃ），对照组加入等体积的 ＰＢＳ，每个处理组设
置４个平行。１２ｈ后收集细胞，用 Ｔｒｉｚｏｌ试剂提
取总 ＲＮＡ，按照 Ｈｉｆａｉｒ Ⅱ １ｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡ
ＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ说明书制备 ｃＤＮＡ模板。用 ｑＰＣＲ
检测ＩＬ３４基因的表达情况。
１．１０　重组蛋白的表达及纯化

从美国国家生物技术信息中心（Ｎａｔｉｏｎａｌ
ＣｅｎｔｅｒｆｏｒＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙＩｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ，ＮＣＢＩ）获取斑
马鱼 ＩＦＮφ１和 ＩＦＮφ４的序列（登录号：ＮＭ＿
２０７６４０．１、ＮＭ＿００１１６１７４０．１），设计引物扩增目的
基因序列（表１）。采用限制性核酸内切酶（Ｎｃｏ
Ⅰ和 ＨｉｎｄⅢ）双酶切目的片段及空载体
（ｐＥＨＩＳＴＥＶｂ）并进行连接，将连接后的产物转
化至大肠杆菌ＤＨ５α感受态细胞中，挑取含目的
片段的单阳性菌落，测序验证后进行质粒提取，

将重组表达质粒转化至 ＢＬ２１菌中，进行诱导表
达。重组蛋白诱导具体方法步骤详见 ＱＩＮ
等［２５］。采用稀释复性法复性蛋白，用分子筛层析

柱法（Ｓｕｐｅｒｄｅｘ７５／２００ｃｏｌｕｍｎ）进行纯化，纯化步
骤按照ＡＫＴＡｐｕｒｅ仪器纯化说明书进行操作。

从斑马鱼脾 ｃＤＮＡ模板中扩增出 ＩＬ１β（登
录号：ＮＭ＿２１２８４４．２）的开放阅读框（ＯＲＦ）。采
用限制性核酸内切酶（ＨｉｎｄⅢ和 ＢａｍＨⅠ）双酶
切目的片段并连接到 ｐｃＤＮＡ３．１载体上，将连接
产物转化至大肠杆菌 ＤＨ５α感受态细胞中，挑取
单阳性菌落检测及测序成功后根据去内毒素质

粒提取试剂盒操作说明进行质粒（ｐｃＤＮＡ３．１ＩＬ
１β）提取。

转染前将ＨＥＫ２９３细胞接种于六孔细胞培养
板中，按照Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００转染试剂盒使用说
明进行转染。从加有１２５μＬＯｐｔｉＭＥＭＴＭ培养基
和７μＬＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ３０００试剂的混合液中与
加有１２５μＬＯｐｔｉＭＥＭＴＭ培养基，５μＬＰ３０００ＴＭ试
剂和 ２．５μｇ重组质粒（对照组加入等质量的

ｐｃＤＮＡ３．１载体）的混合液中各吸取 １２５μＬ液
体，混匀，室温放置１５ｍｉｎ后加入到细胞培养基
中。４８ｈ后收集细胞上清，４００ｇ离心１０ｍｉｎ后
保留上清。纯化 Ｉｌ１β重组蛋白：用 ＰＢＳ平衡亲
和柱（ＮｉＮＴＡ柱），将收集的细胞上清加入亲和
柱，收集过柱穿透液，重复上样 １次，用 １０ｍＬ
ＰＢＳ洗涤亲和柱，加入１０ｍＬ不同浓度（３０、６０和
１５０ｍｍｏｌ／Ｌ）的咪唑进行洗脱并分别收集洗脱
液，洗脱结束后分别用１０ｍＬ０．５ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ和
１０ｍＬ去离子水清洗纯化柱，最后用１０ｍＬ体积
分数为２０％乙醇平衡并４℃保存纯化柱。采用
免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ）和 Ｈｉｓ抗体检测蛋
白溶液。用于Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ的一抗为Ｈｉｓ标签
鼠单克隆抗体（１∶１０００稀释，华安生物），二抗为
ＨＲＰ荧光标记的羊抗鼠抗体（１∶１００００稀释，华
安生物）。

１．１１　ＩＬ１β、ＩＦＮφ１及 ＩＦＮφ４刺激 ＺＦ４细胞和
脾原代细胞实验

ＺＦ４细胞实验前处理详见１．８节，脾原代细
胞实验前处理详见１．９节。ＺＦ４细胞和脾原代细
胞在细胞培养箱中静置４ｈ，用终浓度为５０ｎｇ／
ｍＬ的 ＩＬ１β、ＩＦＮφ１或 ＩＦＮφ４重组蛋白刺激细
胞，对照组加入等体积的 ＰＢＳ，１２ｈ后收集细胞，
用Ｔｒｉｚｏｌ试剂提取总 ＲＮＡ，按照 Ｈｉｆａｉｒ Ⅱ １ｓｔ
ＳｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ说明书制备 ｃＤＮＡ模
板。用ｑＰＣＲ检测ＩＬ３４基因的表达情况。
１．１２　统计分析

采用ＳＰＳＳ１７．０软件对实时荧光定量 ＰＣＲ
生成的数据进行统计分析。对实验组采用单因

素方差分析，进行 ＬＳＤ事后检验，实验组与对照
组差异有统计学意义，Ｐ＜０．０５（用表示）和Ｐ＜
０．０１（用表示）分别表示差异显著和极显著。

２　 结果

２．１　重组蛋白表达及纯化
参照田佳音［２６］进行 ＩＦＮφ１和 ＩＦＮφ４蛋白表

达及纯化。将真核质粒 ｐｃＤＮＡ３．１ＩＬ１β转染
ＨＥＫ２９３细胞，４８ｈ后收集细胞上清，利用亲和层
析柱法纯化重组蛋白，纯化结果如图１所示。
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表１　基因引物信息
Ｔａｂ．１　Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｇｅｎｅｐｒｉｍｅｒｓ

基因名称

Ｇｅｎｅ
序列（５′３′）
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′）

用途

Ｕｓｅ

ＩＬ３４ ＣＴＧＧＡＧＧＣＣＡＧＣＴＣＡＡＡＣＡＴ
ＡＴＣＡＡＧＡＡＧＡＧＴＡＧＴＡＣＣＧＣＴＡＧＣＡＴＴＡＣ ｑＰＣＲ

Ｅｆ１α
ＧＴＣＡＣＡＣＣＣＡＡＡＴＣＡＡＴＣＣＴＴＧ
ＴＧＴＴＧＴＴＴＴＣＣＴＴＴＣＴＴＴＣＣＴＣＣ ｑＰＣＲ

ＩＦＮφ１
ＣＡＴＧＣＣＡＴＧＧＧＧＴＣＴＡＣＴＴＧＣＧＡＡＴＧＧＣＴＴＧＧ
ＣＣＣＡＡＧＣＴＴＴＣＡＡＧＧＡＴＴＧＡＣＣＣＴＴＧＣＧＴ 质粒构建

ＩＦＮφ４
ＣＡＴＧＣＣＡＴＧＧＧＧＴＧＣＣＧＣＴＧＧＧＴＣＡＡＡＣＡＣＡＧＡＣＴＴＣＡＧＣ

ＣＣＣＡＡＧＣＴＴＴＴＡＡＡＣＡＴＧＡＧＴＧＴＧＧＡＡＧＧＡＧ 质粒构建

ＩＬ１β
ＣＣＣＡＡＧＣＴＴＡＴＧＡＧＡＡＡＧＣＡＧＡＧＧＡＡＣＴＴＡＡＣＣ

ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＣＴＡＧＴＧＡＴＧＧＴＧＡＴＧＧＴＧＡＴＧＧＡＴＧＣＧＣＡＣＴＴＴＡＴＣＣＴＧＣ 质粒构建

１．Ｍａｒｋｅｒ；２．穿透液；３．洗涤液；４．洗脱液１（３０ｍｍｏｌ／Ｌ咪
唑）；５．洗脱液２（６０ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑）；６．洗脱液３（１５０ｍｍｏｌ／Ｌ
咪唑）；７．对照组（转染ｐｃＤＮＡ３．１载体收集的细胞上清）。
１．Ｍａｒｋｅｒ；２．Ｆｌｏｗｔｈｒｏｕｇｈｆｒａｃｔｉｏｎ；３．Ｗａｓｈｉｎｇｆｒａｃｔｉｏｎ；４．
Ｅｌｕｔｉｏｎ１（３０ｍｍｏｌ／Ｌｉｍｉｄａｚｏｌｅ）；５．Ｅｌｕｔｉｏｎ２（６０ｍｍｏｌ／Ｌ
ｉｍｉｄａｚｏｌｅ）；６．Ｅｌｕｔｉｏｎ３（１５０ｍｍｏｌ／Ｌｉｍｉｄａｚｏｌｅ）；７．Ｃｏｎｔｒｏｌ
（ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｏｆｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｗｉｔｈｐｃＤＮＡ３．１ｖｅｃｔｏｒ）．
图１　ＨＥＫ２９３细胞中表达ＩＬ１β的Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ验证

Ｆｉｇ．１　ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｖａｌｉｄａｔｉｏｎｏｆＩＬ１β

２．２　斑马鱼 ＩＬ３４基因在组织和胚胎中的表达
分析

对斑马鱼ＩＬ３４基因在成鱼组织中的表达进
行了实时荧光定量ＰＣＲ分析。由图２可知，ＩＬ３４
基因在健康斑马鱼各组织中呈组成型表达。其

中ＩＬ３４基因在鳃中表达量最高，其次为肝、肠和
脾，在肾脏中表达量最低。在检测 ＩＬ３４基因在
斑马鱼受精１０、２４、４８和７２ｈ胚胎中的表达分析
中发现（图３），ＩＬ３４基因在斑马鱼胚胎的各时间
点均有表达，并且 ＩＬ３４基因在胚胎中的表达量
随着胚胎发育而逐步升高。

２．３　ＬＰＳ和Ｐｏｌｙ（Ｉ∶Ｃ）体内刺激实验
用１０μＬＬＰＳ（１００μｇ／ｍＬ）和 Ｐｏｌｙ（Ｉ∶Ｃ）

（１００μｇ／ｍＬ）分别腹腔注射斑马鱼，分析注射后
１２、２４、４８和７２ｈ脾和肠中ＩＬ３４的表达情况（图

４和图５）。结果显示，ＬＰＳ刺激１２和２４ｈ后 ＩＬ
３４在脾中的表达无明显变化，在４８和７２ｈ显著
上升；ＬＰＳ刺激斑马鱼１２、４８和７２ｈ后，肠中 ＩＬ
３４的表达呈现上调，在２４ｈ出现显著下降。注
射Ｐｏｌｙ（Ｉ∶Ｃ）后脾中ＩＬ３４表达在１２和２４ｈ显
著减少，但在４８和７２ｈ有显著增加。与之相比，
肠中ＩＬ３４在注射Ｐｏｌｙ（Ｉ∶Ｃ）后各个时间点均被
上调。

２．４　Ｅ．ｔａｒｄａ感染实验
腹腔注射 Ｅ．ｔａｒｄａ后的斑马鱼在脾和肠中

ＩＬ３４的表达情况如图６所示。感染后６、９和７２
ｈ，脾中 ＩＬ３４的表达水平显著下降，在３和２４ｈ
无明显变化。在肠中，感染后３、９和２４ｈＩＬ３４
表达均显著升高，在６和７２ｈ无明显变化。
２．５　ＳＶＣＶ感染实验

斑马鱼在腹腔注射 ＳＶＣＶ后，脾中 ＩＬ３４的
表达在各个时间点均显著升高，肠中 ＩＬ３４的表
达在１和３ｄ上调，在５和７ｄ无明显变化，在１４
ｄ显著下降（图７）。
２．６　ＳＶＣＶ感染ＺＦ４实验

ＺＦ４细胞为常用的斑马鱼成纤维细胞系，本
研究用１００μＬ浓度为１×１０７ＴＣＩＤ５０／ｍＬＳＶＣＶ
感染ＺＦ４细胞，荧光定量检测感染后 ＩＬ３４的表
达情况（图８）。结果显示，感染后１２和２４ｈ，ＺＦ４
细胞中ＩＬ３４表达相对于对照组无明显变化，感
染后４８ｈ，ＺＦ４细胞中 ＩＬ３４表达与对照组相比
显著增加。

２．７　ＬＰＳ和Ｐｏｌｙ（Ｉ∶Ｃ）感染 ＺＦ４细胞和脾原
代细胞实验

ＬＰＳ为革兰氏阴性菌产生的内毒素，Ｐｏｌｙ
（Ｉ∶Ｃ）为人工合成的类似于病毒基因组的双链
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ＲＮＡ。ＬＰＳ和 Ｐｏｌｙ（Ｉ∶Ｃ）能被宿主细胞的模式
识别受体（ｐａｔｔｅｒｎｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＰＲＲ）识别，
从而激活天然免疫反应。本研究用 ５０μｇ／ｍＬ
ＬＰＳ和５０μｇ／ｍＬＰｏｌｙ（Ｉ∶Ｃ）分别刺激ＺＦ４细胞
和脾原代细胞，荧光定量检测 ＩＬ３４的表达情况。

结果如图９所示，与对照组相比，ＬＰＳ能诱导 ＩＬ
３４在 ＺＦ４细胞和脾原代细胞中的表达，Ｐｏｌｙ
（Ｉ∶Ｃ）对ＺＦ４细胞中 ＩＬ３４的表达没有影响，上
调脾原代细胞中ＩＬ３４的表达但差异不显著。

１．鳃；２．肠；３．脾脏；４．肾脏；５．肝脏；６．皮肤；７．肌肉。

１．Ｇｉｌｌｓ；２．Ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ；３．Ｓｐｌｅｅｎ；４．Ｋｉｄｎｅｙ；５．Ｌｉｖｅｒ；６．Ｓｋｉｎ；７．Ｍｕｓｃｌｅ．

图２　斑马鱼ＩＬ３４的组织表达
Ｆｉｇ．２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｚｅｂｒａｆｉｓｈＩＬ３４ｉｎｔｉｓｓｕｅｓ

图３　斑马鱼ＩＬ３４在胚胎发育过程中的表达
Ｆｉｇ．３　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｚｅｂｒａｆｉｓｈＩＬ３４ｄｕｒｉｎｇｅｍｂｒｙｏｇｅｎｅｓｉｓ

．Ｐ＜０．０５；．Ｐ＜０．０１。
图４　斑马鱼注射ＬＰＳ后脾和肠中ＩＬ３４基因ｍＲＮＡ表达

Ｆｉｇ．４　ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＩＬ３４ｇｅｎｅｉｎｚｅｂｒａｆｉｓｈｓｐｌｅｅｎａｎｄｉｎｔｅｓｔｉｎｅａｆｔｅｒｉｎｊｅｃｔｉｏｎｏｆＬＰＳ
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．Ｐ＜０．０５；．Ｐ＜０．０１。
图５　斑马鱼注射Ｐｏｌｙ（Ｉ∶Ｃ）后脾和肠中ＩＬ３４基因ｍＲＮＡ表达

Ｆｉｇ．５　ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＩＬ３４ｉｎｚｅｂｒａｆｉｓｈｓｐｌｅｅｎａｎｄｉｎｔｅｓｔｉｎｅａｆｔｅｒｉｎｊｅｃｔｉｏｎｏｆＰｏｌｙ（Ｉ∶Ｃ）

．Ｐ＜０．０５；．Ｐ＜０．０１。
图６　斑马鱼在感染Ｅ．ｔａｒｄａ后脾和肠中ＩＬ３４基因ｍＲＮＡ表达

Ｆｉｇ．６　ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＩＬ３４ｉｎｚｅｂｒａｆｉｓｈｓｐｌｅｅｎａｎｄｉｎｔｅｓｔｉｎｅａｆｔｅｒｉｎｆｅｃｔｉｏｎｗｉｔｈＥ．ｔａｒｄａ

．Ｐ＜０．０５；．Ｐ＜０．０１。
图７　斑马鱼在感染ＳＶＣＶ后脾和肠中ＩＬ３４ｍＲＮＡ表达

Ｆｉｇ．７　ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＩＬ３４ｉｎｚｅｂｒａｆｉｓｈｓｐｌｅｅｎａｎｄｉｎｔｅｓｔｉｎｅａｆｔｅｒｉｎｆｅｃｔｉｏｎｗｉｔｈＳＶＣＶ
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．Ｐ＜０．０５。
图８　斑马鱼ＩＬ３４基因在

ＳＶＣＶ感染ＺＦ４细胞中的ｍＲＮＡ表达
Ｆｉｇ．８　ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｚｅｂｒａｆｉｓｈＩＬ３４
ｉｎＺＦ４ｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｉｎｆｅｃｔｉｏｎｗｉｔｈＳＶＣＶ

２．８　ＩＬ１β、ＩＦＮφ１及 ＩＦＮφ４刺激 ＺＦ４细胞和
脾原代细胞实验

本研究分析了ＺＦ４细胞和脾原代细胞中 ＩＬ
１β（５０ｎｇ／ｍＬ）、ＩＦＮφ１（５０ｎｇ／ｍＬ）及 ＩＦＮφ４（５０
ｎｇ／ｍＬ）重组蛋白对 ＩＬ３４表达的调控，ＩＬ１β重
组蛋白对ＺＦ４细胞中 ＩＬ３４的表达没有影响，但
可显著提高在脾原代细胞的表达量。在 ＩＦＮφ１
和ＩＦＮφ４重组蛋白刺激的 ＺＦ４细胞和脾原代细
胞实验中，ＩＦＮφ１上调脾原代细胞 ＩＬ３４表达但
ＩＦＮφ４没有诱导作用；ＩＦＮφ１和 ＩＦＮφ４对 ＺＦ４细
胞中ＩＬ３４的表达没有影响。见图１０。

．Ｐ＜０．０５；．Ｐ＜０．０１。

图９　ＬＰＳ和Ｐｏｌｙ（Ｉ：Ｃ）刺激ＺＦ４细胞和脾原代细胞后ＩＬ３４ｍＲＮＡ表达
Ｆｉｇ．９　ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｚｅｂｒａｆｉｓｈＩＬ３４ｉｎ

ＺＦ４ｃｅｌｌｓａｎｄｐｒｉｍａｒｙｓｐｌｅｅｎｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎｗｉｔｈＬＰＳｏｒＰｏｌｙ（Ｉ∶Ｃ）

．Ｐ＜０．０５；．Ｐ＜０．０１。

图１０　斑马鱼ＩＬ１β、ＩＦＮφ１和ＩＦＮφ４重组蛋白刺激ＺＦ４细胞和脾原代细胞后ＩＬ３４ｍＲＮＡ表达
Ｆｉｇ．１０　ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｚｅｂｒａｆｉｓｈＩＬ３４ｉｎＺＦ４ｃｅｌｌｓａｎｄｐｒｉｍａｒｙ
ｓｐｌｅｅｎｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎｗｉｔｈｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔＩＬ１β，ＩＦＮφ１ｏｒＩＦＮφ４

３　讨论

已有研究［１９］表明，鱼类 ＩＬ３４基因在不同组

织中的表达存在差异，例如，在虹鳟中 ＩＬ３４在不
同组织中常量表达且在组织间差异较小；石斑鱼

ＩＬ３４在脑、鳃和脾中有较高表达［２０］。本研究对
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健康斑马鱼７种组织中 ＩＬ３４的表达进行了实时
荧光定量 ＰＣＲ分析。结果显示，斑马鱼 ＩＬ３４基
因呈常量表达，在鳃中表达量最高，这一结果与

虹鳟鱼中的发现十分类似［１９］。鳃含有丰富的 Ｔ
细胞［２７］，是Ｔ细胞分化和成熟的主要器官之一，
ＩＬ３４在鳃中高量表达暗示其在鱼类 Ｔ细胞发育
中可能发挥作用。此外，我们发现 ＩＬ３４在肝、
肠、皮肤和脾中也有较高表达，这说明 ＩＬ３４可能
与维护鱼类免疫系统稳态相关。

本研究发现斑马鱼在腹腔注射 ＬＰＳ和 Ｐｏｌｙ
（Ｉ∶Ｃ）后，ＩＬ３４基因在脾和肠中的表达呈现不同
程度的变化。例如，脾在刺激４８和７２ｈ时，ＩＬ３４
基因的表达显著上调；肠在刺激 １２、４８和 ７２ｈ
时，ＩＬ３４基因表达也明显上升。这些结果跟大黄
鱼中的研究基本吻合［２１］。ＬＰＳ是典型的细菌病
原体相关分子模式（ｐａｔｈｏｇｅｎａｓｓｏｃｉａｔｅｄｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｐａｔｔｅｒｎ，ＰＡＭＰ）。在哺乳类中，Ｔｏｌｌ样受体４（Ｔｏｌｌ
ｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ４，ＴＬＲ４）识别ＬＰＳ后，激活细胞内信
号通路，诱发炎症基因的表达［２８］。跟哺乳类不

同，鱼类ＴＬＲ４跟ＬＰＳ结合力较弱，不参与ＬＰＳ介
导的胞内信号通路的激活［２９］。由此推论，鱼类中

可能存在识别 ＬＰＳ的其他受体。Ｐｏｌｙ（Ｉ∶Ｃ）是
病毒核酸双链 ＲＮＡ类似物，位于脊椎动物细胞
内质网中的 ＴＬＲ３识别 Ｐｏｌｙ（Ｉ∶Ｃ），ＴＬＲ３结合
Ｐｏｌｙ（Ｉ∶Ｃ）后，诱发干扰素调节因子 ３／７
（Ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｆａｃｔｏｒ３／７，ＩＲＦ３／７）磷酸化，
招募ＩＲＦ９形成干扰素刺激基因因子９（Ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ
ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄｇｅｎｅｆａｃｔｏｒ９，ＩＳＧＦ９）复合体，进入细胞
核作用于靶基因启动子，诱导基因表达［３０］。在鱼

类中，除 ＴＬＲ３ 外，ＴＬＲ２２ 亦 可 识 别 Ｐｏｌｙ
（Ｉ∶Ｃ）［３１］。但与 ＴＬＲ３不同的是，ＴＬＲ２２位于细
胞膜表面，能够与胞外 Ｐｏｌｙ（Ｉ∶Ｃ）结合。因此，
Ｐｏｌｙ（Ｉ∶Ｃ）可能通过激活 ＴＬＲ２２介导的信号通
路诱导ＩＬ３４的表达，当然，不能排除 Ｐｏｌｙ（Ｉ∶Ｃ）
通过结合其他细胞表面受体调控ＩＬ３４基因。

ＩＬ３４基因表达受到细菌和病毒的调控。迟
缓爱德华氏菌是一种常见、非常重要的肠杆菌科

细菌，是感染多种海洋和淡水鱼类的条件致病

菌［３２３３］。ＳＶＣＶ是一种单链 ＲＮＡ病毒，可感染鲤
科鱼类，引发急性出血症［３２］。本研究用 Ｅ．ｔａｒｄａ
和ＳＶＣＶ感染斑马鱼，分析对 ＩＬ３４基因在脾和
肠中的表达变化。发现Ｅ．ｔａｒｄａ感染３、９和２４ｈ
后肠中ＩＬ３４的表达升高，而脾中ＩＬ３４的表达在

感染６、９和７２ｈ后却受到抑制。研发发现细菌
感染的石斑鱼脾中 ＩＬ３４表达也呈现下调。此
外，在感染刺激隐核虫（Ｃｒｙｐｔｏｃａｒｙｏｎｉｒｒｉｔａｎｓ）的石
斑鱼中，ＩＬ３４表达在鳃和头肾中也显著升高。虹
鳟鱼受到寄生虫感染时，ＩＬ３４的表达在受感染鱼
的所有组织中均有适度增加，在受到鳗弧菌感染

的大黄鱼中，ＩＬ３４的表达量在脾、肝脏和肾脏中
均有显著上调。在感染过 ＳＶＣＶ斑马鱼中，ＩＬ３４
也同样受到上调，而且体外 ＳＶＣＶ感染 ＺＦ４细胞
时同样检测到了ＩＬ３４表达量的增加。我们观察
到ＩＦＮφ１能在原代脾细胞中诱导 ＩＬ３４表达，说
明ＩＬ３４是ＩＦＮφ１刺激基因（Ｉｆｎｓｔｉｍｕｌａｔｅｄｇｅｎｅ，
ＩＳＧ）。这些研究结果表明鱼类ＩＬ３４可能参与抵
御细菌和病毒感染过程。

ＥＤＡ等［５］发现促炎细胞因子（如 ＩＬ１β，ＩＬ
６，ＩＬ１７和 ＴＮＦα）诱导人成骨细胞中氨基末端
激酶（ＪＮＫ）和ｐ４４／４２ＭＡＰＫ增强ＩＬ１β和ＴＮＦα
表达。硬骨鱼类炎性细胞因子（如 ＩＬ１β和 ＩＦＮ
γ）能快速诱导ＩＬ３４在４种虹鳟细胞系（ＲＴＳ１１、
ＲＴＬ、ＲＴＧ２和ＲＴＧｉｌｌ）和虹鳟原代巨噬细胞的表
达［１９］。同样，本研究发现斑马鱼 ＩＬ１β上调脾原
代细胞中ＩＬ３４基因表达，说明ＩＬ３４参与调控炎
症反应，但其机制有待深入研究。

综上所述，我们对斑马鱼 ＩＬ３４ｍＲＮＡ分布
及表达进行了研究。结果显示，ＩＬ３４在健康成鱼
组织中呈常量表达，在细菌和病毒感染后表达上

调，表明斑马鱼ＩＬ３４参与抵御细菌和病毒感染。
ＩＬ３４表达能够被细胞因子ＩＬ１β和ＩＦＮφ１诱导，
暗示其在炎症反应中具有调控作用。研究结果

为阐析ＩＬ３４在鱼类免疫应答中的功能和作用机
制奠定基础。
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