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鱼类中 IRF-1 基因的克隆测序目前仅局限于辐鳍鱼

类[1,2], 而在软骨鱼类中未见报道。IRF-1 是干扰素调节因

子家族的成员之一[3]。除作为干扰素的转录调节因子外[4], 

还具有其他功能[5—10]。作为天然免疫重要的调节因子其

基因在哺乳类中得到了广泛的克隆和分析。IRF-1 与其他

家族成员一样, 在氨基末端前 115个氨基酸都具较高同源

性, 具有色氨酸重复特征且包围在 DNA 绑定域周围。而

在蛋白质羧基末端区域的序列更具多变性。除 IRF-1 和

IRF-2 以外, 所有干扰素家族成员都有 IRF 结合域(IAD), 

有赖于此家族成员或转录因子与其他因子之间相互作用。

然而 IRF-1 和 IRF-2 包含了不同的结合域(IAD2), IAD2 主

要与 IRF-8 发生相互作用[11,12]。比较进化不同阶段特别是

原始物种的 IRF-1 基因序列有助于我们了解其进化过程。

板鳃类即软骨鱼类是脊椎动物进化过程中的重要环节。为

了解低等脊椎动物中 IRF 基因的结构和特征, 我们通过

简并引物扩增 IRF-1基因的保守片段, 然后 RACE 克隆测

序获得条纹斑竹鲨 IRF-1 基因的全长。目前鱼类中的 IRF

家族基因测序仅在硬骨鱼中有零星报道, 且局限于少数

种类, 例如仅在鳜鱼中的 IRF-1, 乌鳢中的 IRF-1、IRF-2

和 IRF-7, 河 豚 [13](Fugu rubripes) 和 日 本 鲽 鱼 [14] 

(Paralichthys olivaceus)中的 IRF-1, 鲫鱼的 IRF-7 的相似

序列[15]被克隆测序。然而鱼类中 IRFs 方面的知识与哺乳

动物的相比还非常有限。该研究首次报道了软骨鱼类中

IRF-1 基因序列 , 填补了软骨鱼类中 IRF 基因研究的   

空白。 

1  材料与方法 

1.1  标本采集和鉴定 

条纹斑竹鲨的标本购自武汉水产市场, 标本的鉴定
在中国科学院水生生物研究所水生生物博物馆进行。 

1.2  总 RNA 提取和 RACE 克隆测序 
条纹斑竹鲨总 RNA 从肾、脾、肝、肠、鳃组织中提

取。使用 Trizol 试剂盒(Invitrogen, USA)。第一链 cDNA

合成使用逆转录 M-MLV 试剂盒(Invitrogen, USA)。IRF-2

基因 cDNA 序列保守区简并引物的设计是在比对所有已
知 IRF-1 基因 cDNA 序列后完成的。正向引物 : 

(5′-CARATHCCNTGGATGCAYGC-3′); 反 向 引 物 : 

(5′-GCYTTCCAKGTYTTNGGRTC-3′)。PCR 反应的总体
积为 50 μL, 其中含 100 ng cDNA, 10×缓冲液 5 μL (Ta-
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KaRa 大连), 引物(10 μmol/L)各 1 μL, dNTPs (每种浓度为
2.5 μmol/L) (TaKaRa 大连) 2 μL, Taq 聚合酶(TaKaRa 大
连)2.0 U, 最后补足灭菌双蒸水至终体积。PCR 反应条件
为 94℃预变性 3min; 94℃变性 30s, 52℃退火温度 30s, 

72℃延伸 30s, 35 个循环, 最后终延伸温度 72℃ 7min。为
了得到全长 cDNA 序列, 克隆 IRF-2 基因 cDNA 序列使用
cDNA 末端快速扩增试剂盒 (Ambion 公司 FirstChioce 

RLM-RACE Kit (Cat # AM1700) )。使用特异引物和接头
引物。5′RACE外引物: GCTTTCCACGTATTCGGTTCTGG; 

5′RACE 内引物 : AGGCTTGCATCAGTGTCCATGTTC; 

3′RACE 外引物 : GACATGGATGGAACATGGACACTG; 

3′RACE 内引物: GCAAGCCTTTTCAGAAACTGGGCT。
PCR 反应条件为 94℃预变性 3min; 94℃变性 30s, 62℃退
火温度 30s, 72℃延伸 1min40s, 35 个循环; 最后终延伸温
度 72℃ 7min。扩增产物经 1.2%的琼脂糖(RACE 为 2%)

凝胶电泳后, 用 DNA 凝胶回收试剂盒(Omega 公司)进行
割胶回收 , 回收的目的片段用 pMD18-T vector 试剂盒
(TaKaRa) 为载体进行连接, 以 DH5α 作为宿主菌、进行
转化和克隆, 对所得到的克隆进行测序, 引物采用 M13

通用测序引物。 

1.3  序列比对 
序列比对使用 clustal X,  参数设置使用缺省值。序

列编辑使用 BioEdit 和 SEAVIEW。蛋白质翻译使用 Mega 

4.1。 

2  结果与讨论 

克隆测序结果显示条纹斑竹鲨 IRF-1 基因 cDNA 全

长为 1655 bp (Genbank 登录号为 HM044308), 完整的开

放阅读框(ORF)为 1008 bp, 编码 336 个氨基酸。终止密码

子为 TAA。 5′非编码区(UTR)为 88 bp, 3′非编码区(UTR) 

546 bp。与已知辐鳍鱼类 IRF-1 基因序列比对后, 我们发

现它的前 345 bp 序列具有较高的同源性(图 1)。而其余部

分呈现较高的变异度。翻译后的氨基酸序列比对结果显示

更高的同源性, 特别是前 115 氨基酸所构成的 DNA 绑定

域(DBD)。序列中色氨酸重复特征非常明显, 与其余种类

的高度一致。我们还在氨基酸序列中辨别出 c 端含反式激

活区(Transactivating region)和 IRF 结合域 2(IAD2)。 

 

 

图 1  条纹斑竹鲨与几种脊椎动物 IRF-1 多序列比对 
Fig. 1  Multiple sequence alignment of IRF-1 gene among Chiloscyllium plagiosum and several kinds of vertebrate 
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