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　　摘要:根据 GenBank 发表的鸭γ-干扰素 cDNA基因序列 , 自行设计 、合成1 对引物 , 应用 RT-PCR技术 ,无需用非特

异性免疫原如ConA、PHA等刺激分离的脾淋巴细胞 , 直接提取总 RNA ,扩增固始鸭γ-干扰素基因(DuIFN-γ), 并进行克

隆和测序。测序结果表明 ,获得了 DuIFN-γ全序列 , 其大小为 515 bp , 包含一个完整阅读框 ,编码 164 个氨基酸残基 ,推

导的氨基酸有 3 个潜在的 N-糖基化位点 , 有 5个与二硫键形成有关的半胱氨酸。序列比较分析发现 , 克隆的固始鸭

IFN-γ基因序列与 GenBank 中 4条鸭 IFN-γ基因序列中的 3 条序列(AF087134 , AF100929 , AJ012254)完全一致 , 而与另一

条北京鸭核苷酸同源性为 99.6%, 有 2个碱基发生非同义变异 , 氨基酸同源性为 98.8%。固始鸭与人和其他种动物

的 IFN-γ基因序列分析和系统进化分析表明 , IFN-γ基因存在种属的差异性 ,亲缘关系越近 , 同源性越高。 DuIFN-γ基

因的成功克隆为进一步研究固始鸭 IFN-γ基因表达 、生物学活性和应用奠定基础。
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Abstract:One pair of primers was designed according to duck interferon-gamma(IFN-γ)gene sequences published

in GenBank , which was used to amplify the IFN-γgene from total RNA extracted directly from Gushi duck splenocyte

without induction of PHA by reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR).The gene fragment was then

cloned and sequenced.The result showed that the full length of the amplified duck IFN-γgene sequence was 515 bp ,

which includes a open-reading frame(495 bp)and encodes 164 amino acid residues.There are three potential N-glycos-

alation sites and five cysteines in the deduced amino acid sequence.Compared with the duck IFN-γgene sequences reg-

istered in GenBank , the the nucleotide sequence of Gushi duck IFN-γgene was the same as AF087134 , AF100929 and

AJ012254 , and shared 99.6%homology with Peking duck IFN-γgene.Based on the gene sequence comparison and

phylogenetic tree analysis , the genus difference was found in IFN-γgene , and the closer the genetic relationship , the

higher the homology.This study paved the way for future study of biological function and application of duck IFN-γgene.
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　　干扰素(Interferon , IFN)是细胞和机体受到病毒感

染 ,或者受核酸 、细菌内毒素 、促细胞分裂素等作用

后 ,由受体细胞分泌的一种具有高度生物学活性的糖

蛋白 ,是由 Issaacs等于 1957年利用鸡胚绒毛尿囊膜

研究流感病毒干扰现象时首次发现的 。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 ,现已成为临床医学 、免疫学 、肿瘤学等相关领域的

研究热点
[ 1-3]

。干扰素分为Ⅰ型和Ⅱ型两类。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。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。
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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。Schultz 报道了鸭Ⅰ型 IFN[ 4]和 IFN-γ基

因[ 5] 。夏春和吴志光等[ 6 , 7]曾报道了北京鸭Ⅰ型 IFN

和 IFN-γ基因 。

养鸭业在我国具有悠久的历史 ,固始鸭因其抗

病力强 ,产蛋率高 ,成为我国蛋鸭的优良地方品种 ,

但是固始鸭饲养过程受多种传染性疾病危害 ,特别

是鸭的病毒性传染病如雏鸭病毒性肝炎 、鸭瘟 、禽流

感等威胁着固始鸭养殖业的发展。如果大量使用化

学药物会威胁人们的身体健康 ,因此鸭干扰素制剂

的研发成为鸭传染病防治中一种重要途径。为进行

鸭干扰素制剂的研究 ,本研究选择地方品种固始鸭 ,

采用 RT-PCR技术 ,不需用非特异性免疫原如 ConA 、

PHA等刺激分离的脾淋巴细胞 ,直接克隆 IFN-γ基

因(DuIFN-γ),并进行序列分析。

1　材料和方法

1.1　试验材料

成年固始鸭购自河南固始县某鸭场 。pGEM-T

Easy Vector System 购自 Promega 公司 。Revert AidTM

First Strand cDNA Synthesis Kit为 MBI 公司产品 , Ex

Taq DNA聚合酶 , EcoRⅠ 、Pst Ⅰ限制性内切酶购自

宝生物工程(大连)有限公司。UNIQ-10 柱式 Trizol

总 RNA抽提试剂盒为上海生物工程公司产品。QI-

Aquick gel extraction kit为 Qiagen公司产品。

1.2　引物设计与合成

参照GenBank中的参考序列(AF087134)设计 1

对引物 ,该对引物理论跨幅 515 bp。引物本身不形

成发夹结构 , 2条引物间不形成二聚体。引物由上

海生物工程公司合成 。

上游引物 P1:5'-GGCGAACTGAACTATCACCAAG-3';

下游引物 P2:5'-GGGCGTTAACATCTGCATCTCT-3'。

1.3　提取固始鸭脾细胞总 RNA

将固始鸭颈静脉放血致死后无菌取脾脏 ,用灭菌

Hank' s液洗涤2次 ,加入10mL Hank' s液 ,用孔径1.2

μm尼龙网过滤;取容量为 10 mL 的离心管 ,每管加入

4 mL 淋巴细胞分离液 ,再加入 4 mL 脾细胞悬液 ,

1 500 r/min离心 20 min ,用吸管吸取淋巴细胞层 ,置

于一新离心管中 ,用Hank′s液重新悬浮 ,1 000 r/min

离心5 min ,洗涤2 ～ 3次。直接用于总 RNA的提取或

-80℃保存备用。按 UNIQ-10柱式 TrizoL 总 RNA 抽

提试剂盒提取细胞总 RNA ,将 RNA 保存于-70℃或

是直接用于第一链 cDNA的反转录。

1.4　DuIFN-γ基因的 RT-PCR扩增

1.4.1　反转录(RT)　取上述 RNA悬浮液 1 μL ,加

入 1μL Oligo(dT)18作为随机引物 ,混合后于 70℃温

浴 10 min后 ,置冰上 5 min ,依次加入 5×反转录酶

缓冲液 4 μL , RNA 酶抑制剂(20 U/μL)1 μL , 10

mmol/L dNTP混合物 2 μL ,混匀 ,37℃水浴 5 min ,最

后加 MLV-RTase(20 U/μL)1 μL ,于 42℃温浴 60 min

后于 70℃15 min 灭活反转录酶 , RT 产物于-20℃

保存或立即进行 PCR。

1.4.2　PCR扩增　取 2μL 反转录产物 cDNA , 25μL

Premix ExTaq DNA聚合酶 ,上 、下游引物各 1 μL ,补

超纯水至 50 μL , 反应的循环参数为:94℃ 5 min ,

94℃30 s , 52℃ 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 10 g/L 琼脂糖凝胶

(含 0.5μg/mL EB)进行电泳检测 PCR的结果。

1.5　DuIFN-γ基因克隆与鉴定

将回收的 PCR产物与pGEM-T Easy 载体进行连

接反应 ,室温作用 1 h后转化 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12 ～ 16 h ,挑取白斑菌落接种含有 Amp的 LB 肉

汤 ,37℃振荡培养 12 ～ 16 h。提取重组质粒进行

PCR及酶切电泳检测鉴定 。选择酶切和 PCR鉴定

为 DuIFN-γ全基因重组阳性的质粒进行序列测定 。

1.6　DuIFN-γ基因序列分析

用 DNAStar软件对克隆的 DuIFN-γ基因序列及

推导的氨基酸序列与GenBank中查得的 IFN-γ基因

序列进行分析 。

2　结果与分析

2.1　DuIFN-γ基因的 RT-PCR扩增

直接从成年固始鸭脾淋巴细胞提取细胞总 RNA ,

进行 RT-PCR扩增 ,扩增的产物经琼脂糖凝胶电泳检

测表明 ,获得了约 500 bp的特异性带(图1)。

M.DL2000 DNA marker;1, 2.RT-PCR产物;3.阴性对照

Lane M.DL2000 DNA marker;Lane 1 ,2.RT-PCR product;

Lane 3.Negative control

图 1　PCR产物电泳图

Fig.1　Electrophoresis map for PCR products
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2.2　DuIFN-γ基因的克隆及鉴定

将RT-PCR产物经纯化回收后 ,插入到 pGEM-T

载体质粒的外源基因插入位点 ,构建重组质粒 ,转化

JM109感受态细胞后 ,挑选白色菌落 ,直接以菌液为

模板进行 PCR 、电泳 ,出现1条长约500 bp条带;抽提

重组质粒再进行PCR 、电泳 ,同样出现1条长约500 bp

的特异条带;重组质粒经 PstⅠ酶切 、电泳出现 1条大

小约3 530 bp的带;经 EcoRⅠ酶切电泳出现 2条带:

其中1条带为载体质粒 ,约 3 000 bp ,另一条带为所克

隆的DuIFN-γ全基因片段 ,约 500 bp(图 2)。

M.λ-EcoT14 digest;1.Pst Ⅰ酶切重组质粒;

2.EcoRⅠ酶切重组质粒;3, 4.重组质粒 PCR产物;

m.DL2000 DNA markerLane

M.λ-EcoT14 digest;Lane 1.Recombinant plasmid digestion by Pst Ⅰ ;

Lane 2.Recombinant plasmid digest ion by EcoRⅠ ;

Lane 3 , 4.Recombinant plasmid PCR

product;Lane m.DL2000 DNA marker

图 2　重组质粒 PCR和酶切鉴定

Fig.2　Identification of recombinant plasmid by digestion

(PstⅠ , EcoRⅠ)and PCR

2.3　固始鸭 IFN-γ基因序列分析

测序报告的固始鸭 IFN-γ基因序列及推导的氨

基酸序列如图 3 所示 ,固始鸭 IFN-γ基因的全长为

515 bp ,包含一个完整阅读框 ,共编码 164 个氨基酸

的前体蛋白 ,N-末端的 19 个氨基酸残基形成信号

肽 ,成熟蛋白为 145 个氨基酸 ,推测其分子量为 17

ku。DuIFN-γ基因推导的氨基酸有 3个潜在的N-糖

基化位点 ,有 5 个与二硫键形成有关的半胱氨酸

(图 3)。将获得的 DuIFN-γ序列注册 GenBank ,登陆

号为 DQ855272。

2.4　IFN-γ基因序列比较分析及进化分析

将得到的固始鸭 IFN-γ基因序列与GenBank 上

发表的 4条鸭 IFN-γ基因序列进行比较分析发现 ,

克隆的固始鸭 IFN-γ基因序列与 AF087134 ,

AF100929 ,AJ012254 的序列完全一致 ,而与北京鸭

(AY166850)核苷酸同源性为 99.6%, 变异点为 C53

T 、G284A ,从而引起 IFN-γ基因推导的氨基酸序列中

第 18位氨基酸由丝氨酸(S)突变为苯丙氨酸(F),第

95位由丝氨酸(S)突变为天冬酰胺(N),氨基酸同

源性为 98.8%。

固始鸭 IFN-γ基因与鸡 、火鸡 、珠鸡 、雉和鹌鹑

IFN-γ基因核苷酸序列同源性分别为 77.2%,

78.0%, 77.8%, 78.4%和 78.8%, 与人 、狒狒 、猪 、

牛 、绵羊 、犬和猫 IFN-γ核苷酸同源性在 39.7%～

42.1%之间 ,与鲑核苷酸同源性为 25.6%。固始鸭

IFN-γ基因推导的氨基酸序列与鸡 、火鸡 、雉和鹌鹑

IFN-γ基因氨基酸同源性均 67.1%,与珠鸡氨基酸

同源性为 67.7%,与人 、狒狒 、猪 、牛 、绵羊 、犬和猫

IFN-γ在 28.0%～ 31.7%之间 ,而与鲑氨基酸同源性

仅为 16.5%。

斜体部分代表信号肽序列;下划线氨基酸代表糖基化位点;＊代表终止密码子

The amino acid sequence italicized represents signal peptide sequence;the underlined residues represent potential

N-glycosalation sites;the asterisk indicates the stop codon

图 3　固始鸭的 IFN-γ基因核苷酸序列及推导的氨基酸序列

Fig.3　The IFN-γgene nucleotide sequence and deduced amino acid sequence in Gushi duck

　　将 DuIFN-γ基因推导氨基酸序列与人和 12种

动物的 IFN-γ基因推导氨基酸序列绘制进化树可分

为3组(图 4),第 1组是人 、狒狒和哺乳动物 ,包括

猪 、牛 、绵羊 、犬和猫;第 2组是禽类 ,包括鸡 、火鸡 、

珠鸡 、雉和鹌鹑;第 3组是鲑。
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图4　鸭 、人和其他动物 IFN-γ推导的氨基酸

序列绘制的进化树

Fig.4　Phylogenetic tree analysis of IFN-γgenes of

duck , human and other animals

3　讨论

由于干扰素具有广谱抗病毒 、抗肿瘤的活性以及

强大的免疫调节作用 ,人们很早就对干扰素进行了大

量的研究工作。20世纪 80年代初 ,人的干扰素基因

成功克隆后 ,狗 、猪 、猫干扰素基因相继克隆 。我国是

最大的养禽国 ,品种资源丰富 ,然而禽类也存在多种

难以控制的病毒性和肿瘤性疾病 ,需要干扰素生物制

剂治疗。同时 ,也需要利用 IFN 等细胞因子基因和

DNA重组技术加强各种疫苗的免疫效果
[ 8]
。为了在

我国开展禽类 IFN等细胞因子的研究 ,克隆不同品种

鸭γ-干扰素基因 ,有助于利用基因工程技术表达不同

品种鸭γ-干扰素 ,实现对抗病毒活性高的重组鸭γ-干

扰素的筛选 。因此 ,根据GenBank发表的鸭γ-干扰素

cDNA基因序列 ,自行设计 1对引物 ,应用 RT-PCR技

术直接从固始鸭脾细胞提取的总 RNA中扩增得到固

始鸭γ-干扰素基因(DuIFN-γ),克隆并鉴定了固始鸭γ

-干扰素基因。测序结果表明 ,获得了 DuIFN-γ全序

列 ,其大小为 515 bp ,包含一个完整阅读框(495 bp),

编码164个氨基酸残基。DuIFN-γ基因的成功克隆为

进一步研究固始鸭 IFN-γ基因表达 、生物学活性和应

用奠定了基础。

序列比较分析发现 ,克隆的固始鸭 IFN-γ基因

序列与 GenBank上发表的 4条鸭 IFN-γ基因序列中

3条(AF087134 ,AF100929 ,AJ012254)完全一致 ,而与

另一条北京鸭核苷酸序列同源性为 99.6%,氨基酸

同源性在 98.8%,并无插入和缺失变异 ,但是 ,在 18

和95位存在氨基酸点变异 ,这可能是由于鸭品种不

同而导致的差异 。将 DuIFN-γ基因推导氨基酸序列

与人和 12种动物的 IFN-γ基因推导氨基酸序列分

析与其绘制进化树发现 , DuIFN-γ基因推导的氨基

酸序列与第 1组(人 、狒狒和哺乳动物)的亲缘关系

较远 ,氨基酸同源性在 28.0%～ 31.7%之间;与第 3

组鲑的亲缘关系最远 ,氨基酸同源性仅为 16.5%;

与固始鸭 IFN-γ基因同组的鸡 、火鸡 、雉 、珠鸡和鹌

鹑 IFN-γ基因亲缘关系较近 , 氨基酸同源性均为

67.0%以上。这表明 IFN-γ基因存在种属的差异

性 ,亲缘关系越近 ,同源性越高。

国内外对细胞因子基因的克隆 , 大多采用

ConA ,PHA 和 LPS 等刺激分离 、纯化淋巴细胞后 ,再

收集淋巴细胞 ,进一步进行基因克隆工作。本研究

利用直接从固始鸭脾脏分离的淋巴细胞中的总

RNA ,以Oligo(dT)18作为随机引物 ,使用 Revert AidTM

First Strand cDNA Synthesis Kit合成第一链 ,采用 PCR

技术成功地扩增出固始鸭 IFN-γ基因 ,无需进行诱

导 ,简化了试验操作 ,节省了时间 ,避免了细胞培养

过程中污染的可能性。本研究从未经诱导的鸭脾淋

巴细胞中直接提取的总 RNA中扩增出 IFN-γ基因 ,

就其原因可能是临床上大量使用各种疫苗 ,致使脾

淋巴细胞中 IFN-γmRNA 大量表达 , 另外以 Oligo

(dT)18作为随机引物进行反转录可提高转化效率。

本研究在省去细胞分离 、培养工作的同时 ,也为细胞

因子的克隆开辟了一条新途径。
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