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摘要　为了解鱼类白细胞介素６(ILＧ６)基因的转录调控原理及其免疫作用机制,构建５个团头鲂ilＧ６基因

启动子的荧光素酶报告质粒(PGL３ＧILＧ６P),以PGL３Ｇbasic质粒作为阴性对照,将它们分别与内参质粒pRLＧTK
共转染进鲤EPC细胞,并用１００ng/mL的LPS诱导转染过重组载体的细胞,２４h后检测荧光素酶的活性.结

果显示:与阴性对照组相比,质粒转染组 PGL３ＧILＧ６PＧ０、PGL３ＧILＧ６PＧ１、PGL３ＧILＧ６PＧ２、PGL３ＧILＧ６PＧ３与 PGL３Ｇ
ILＧ６PＧ４的荧光素酶活性均明显升高,其中PGL３ＧILＧ６PＧ４组的荧光素酶活性最高,表明该启动子缺失体(－３７９
至＋３４)包含ilＧ６的核心启动子.用LPS刺激转染过重组载体的细胞后发现,与未经 LPS刺激的对照组相比,

仅PGL３ＧILＧ６PＧ４组的活性明显增强,而其余缺失体的活性则没有显著变化,这进一步表明 PGL３ＧILＧ６PＧ４缺失

体包含核心启动子区,并推测该核心启动子区域存在的潜在转录因子 NFＧκB与 C/EBPβ等可能是响应 LPS刺

激的重要作用元件.
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　　白细胞介素６(ILＧ６)是一种多功能细胞因子,
在调控动物免疫应答反应、急性期蛋白的合成和造

血功能等方面具有非常重要的作用.许多细胞,如
活化的 T/B淋巴细胞、单核Ｇ巨噬细胞、血管内皮细

胞、肿瘤细胞、肝细胞、造血干细胞、神经细胞等[１Ｇ２]

都可以产生ILＧ６.正常状态下,动物血浆与肌体中

ILＧ６的含量并不高,而在外界因子刺激下,ILＧ６的

浓度在极短的时间内显著增加,并以“内分泌”的方

式存在于机体中.研究表明,ilＧ６基因可以被如ILＧ
１B、TNFＧA、PolyI:C、病毒和细菌等多种外源因子

所诱导[３].ilＧ６基因表达的调控主要发生在转录水

平[４],其转录的开启受上游控制基因的支配,其中

ilＧ６基因的启动子在这个过程中起着关键作用.据

报道ilＧ６基因参与鱼体的非特异性免疫功能[５],近
年来虽然关于鱼类ilＧ６基因的基础研究越来越多,
但对于其表达调控的研究却非常少,对于鱼类ilＧ６
启动子的研究则更少[５Ｇ７].

团头鲂(Megalobramaamblycephala)是我国

重要的淡水养殖鱼类,近年来的年产量在７０万t左

右,但是其在养殖过程中容易受到病原微生物的侵

扰,使其养殖业蒙受到巨大的经济损失[８].目前关

于团头鲂的研究主要集中在营养与饲料学[９]、形态

学[１０]、细胞与分子遗传学以及遗传改良[１１Ｇ１２]等方

面,而关于其免疫学的研究相对较少[１３Ｇ１５].因此,鉴
于ilＧ６基因在动物机体免疫中的重要作用,为了更

好地了解ilＧ６基因的转录调控原理,从而进一步了

解其在鱼类免疫反应中的作用机制,我们首先构建

了团头鲂５个ilＧ６启动子的PGL３重组载体,将系

列重组载体与内参质粒pRLＧTK 共转染进鲤 EPC
细胞,进而用 LPS诱导,检测启动子的活性.本研

究初步筛选出团头鲂ilＧ６基因的核心启动子区,推
测团头鲂ilＧ６基因启动子区存在响应 LPS刺激的

重要转录因子,旨在为进一步研究团头鲂ilＧ６基因

的转录原理及其免疫作用机制奠定基础.
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1　材料与方法

1.1　试验材料

取１尾健康团头鲂用于提取尾鳍组织 DNA 从

而构建ilＧ６基因启动子的荧光素酶报告质粒.鲤

EPC细胞系、PGL３Ｇbasic和pRLＧSV４０质粒为笔者

所在实验室保存.试验中用到的其他主要试剂盒和

试剂包括双荧光素酶报告基因检测试剂盒(ProＧ
mega,美国),PCR 胶回收试剂盒(Axygen,美国),

T４DNA 连接酶(Tsingke,北京),限制性内切酶

MluⅠ和XhoⅠ(Fermentas,立陶宛),质粒提取试

剂盒(TIANGEN,北京);胎牛血清(四季青,杭州),
脂质 体 ２０００(Invitrogen,美 国),LPS(Sigma,美

国);双抗,０．２５％ EDTA 胰酶,opliＧMEM® I低血

清培养基以及 MEM 培养基(Gibico,美国)等.
1.2　引物设计

用草鱼ilＧ６全长cDNA序列(GenBank数据库

登录号:KC５３５５０７)与团头鲂全基因组序列(未公

布)进行比对,初步得到团头鲂ilＧ６基因组 DNA 及

转录起始位点上游约１．５kb的 DNA 序列.针对

PGL３Ｇbasic载体上的酶切位点情况,釆用 Premier
５．０软件对候选启动子序列(－１５０３~＋３４bp)进
行酶切位点分析,结合预测的潜在转录因子的位置,
设计引物并加入相应的酶切位点与保护碱基,本文

所用引物见表１.
1.3　团头鲂 ilＧ6 基因不同启动子荧光素酶报告质

粒的构建

　　１)以酚氯仿法提取团头鲂鳍条组织DNA,并以

此为模板进行 PCR 扩增(引物见表１),纯化回收

PCR 产物后连接到pBlueＧT 载体上,１２~１４h后转

化到感受态细胞 DH５α中并涂布于含 Amp的 LB
平板上,３７℃过夜培养后挑取菌落接种于２mL含

Amp的LB培养液中,菌液PCR后电泳检测,挑选

大小合适的菌液送公司测序.将测序正确的阳性克

隆菌液扩大培养,最后提取质粒 DNA,即pBlueＧTＧ
ILＧ６载体.

表１　构建团头鲂ilＧ６基因不同启动子缺失体重组载体所需引物序列

Table１　PrimersusedforconstructionofpromoterplasmidsofMegalobramaamblycephalailＧ６gene

引物名称 Primername 引物序列(５′→３′)Sequences(５′→３′)

PGL３ＧILＧ６PＧF０
PGL３ＧILＧ６PＧF１
PGL３ＧILＧ６PＧF２
PGL３ＧILＧ６PＧF３
PGL３ＧILＧ６PＧF４
PGL３ＧILＧ６PＧR

GCAACGCGTGACTGCTCAAGAAGTTAATGC
GCAACGCGTTGAGCATCAGAACTGGACC
GCAACGCGTCTCTTTCAGCGGGGTAAT
GCAACGCGTTTCAGGGGTCTAGAGGAGTC
GCAACGCGTGTGTCCCCTAGCATGATTTA
CCGCTCGAGGTGTGATGTCTTCAAGCAAAC

　注:下划线分别表示保护性碱基,粗黑体表示 MluⅠ、XhoⅠ酶切位点.Note:Theprotectbasesisunderlinedandtherestrictionsites
(MluⅠ/XhoⅠ)isinbold．

　　２)用限制酶 XhoⅠ和 MluⅠ双酶切克隆载体

pBlueＧTＧILＧ６,１２h后检测酶切产物,待条带被完全

切开 后 纯 化 回 收 目 的 片 段.按 照 目 的 片 段 与

PGL３Ｇbasic载体６∶１的比例４℃过夜连接.将连

接产物转化到感受态细胞中,挑出阳性克隆、菌液

PCR后电泳检测,挑选合适的菌液送公司测序.将

测序正确的菌液扩大培养后提取高纯度质粒,检测

质粒的浓度与纯度.将构建好的载体即 PGL３ＧILＧ
６P(图１所示),分别命名为PGL３ＧILＧ６Ｇ０(－１５０３~
＋３４bp)、PGL３ＧILＧ６Ｇ１(－１３５０~＋３４bp)、PGL３Ｇ
ILＧ６Ｇ２(－１０４５~＋３４bp)、PGL３ＧILＧ６Ｇ３(－８５６~
＋３４bp)和PGL３ＧILＧ６Ｇ４(－３７９~＋３４bp).
1.4　细胞培养与重组质粒转染鲤 EPC 细胞

２８℃条件下,鲤EPC细胞在加双抗、含１０％血

清的 MEM 培养基中贴壁生长,根据细胞生长状态

隔２~３d用含０．２５％ 胰酶＋０．０２％ EDTA的消化

　图中的ILＧ６P表示插入的团头鲂ilＧ６基因启动子序列.ILＧ６P
representstheM．amblycephalailＧ６genepromotersequences．

图１　PGL３ＧILＧ６P质粒

Fig．１　IllustrationofrecombinantplasmidPGL３ＧILＧ６P
液进行消化传代.待细胞状态稳定且良好时,选取

生长旺盛的细胞接种于２４孔板中(１×１０５/mL)培
养.待细胞融合度达到 ７０％ 时,以脂质体 LipoＧ

７８
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fectamineTM２０００作为转染试剂,将阴性对照质粒

pGL３Ｇbasic和５个不同长度的重组质粒(PGL３ＧILＧ
６P)分别与内参质粒(pRLＧTK)同时共转染进鲤

EPC细胞中.转染后２４h检测荧光素酶的活性.
1.5　LPS 对团头鲂 ilＧ6 基因启动子的诱导

细胞培养及转染实验与本文“材料与方法１．４”
相同.转染４~６h后弃转染复合物,PBS洗涤后更

换含１００ng/mLLPS的正常有血清培养基,１８h后

检测荧光素酶活性.
1.6　双荧光素酶报告基因检测

重组质粒转染鲤EPC细胞２４h后收集细胞裂

解物,用双荧光素酶报告基因检测试剂盒检测上述

ilＧ６基因启动子的荧光活性.将目的基因的萤火虫

荧光素酶活性标记为 L,内参pRLＧSV４０质粒的荧

光素酶活性标记为S,L/S即为被检测质粒的相对

荧光素酶活性.
1.7　数据分析

所得数值均用平均值±标准误(mean±SE)表

示,用SPSS１７．０软件进行单因素方差分析(OneＧ
WayANOVA),并用 LSD 和 Duncan’s进行多重

比较.当P＜０．０５时,认为差异显著;当P＜０．０１
时,认为差异极显著.

2　结果与分析

2.1　团头鲂 ilＧ6 启动子系列 PGL3 重组载体的

构建

　　先构建好团头鲂ilＧ６基因启动子系列克隆载

体(pBlueＧTＧILＧ６),然后将克隆载体双酶切,纯化回

收酶切产物后连接到pGL３Ｇbasic载体上,挑选阳性

克隆后菌液PCR鉴定,将测序正确的克隆菌液扩大

培养并提取高纯度质粒.双酶切该质粒,检测系列

重组载体 PGL３ＧILＧ６是否正确.电泳检测发现重

组质粒均被切开,且都包含与目的片段大小一致的

条带(如图２所示),并经纯化测序鉴定正确,表明不

同长度的ilＧ６ 基因启动子缺失体成功插入到了

PGL３Ｇbasic载体中.

　数字０~４分别表示重组载体 PGL３ＧILＧ６PＧ０(－１５０３~＋３４bp)、PGL３ＧILＧ６PＧ１(－１３５０~＋３４bp)、PGL３ＧILＧ６PＧ２(－１０４５~＋３４

bp)、PGL３ＧILＧ６PＧ３(－８５６~＋３４bp)、PGL３ＧILＧ６PＧ４(－３７９~＋３４bp)的双酶切条带,右边是与之相应的原重组质粒条带.ThenumＧ

berslto４indicatedoubledigestionelectrophoresisofrecombinantvectorPGL３ＧILＧ６PＧ０(－１５０３~＋３４bp),PGL３ＧILＧ６PＧ１(－１３５０~

＋３４bp),PGL３ＧILＧ６PＧ２(－１０４５~＋３４bp),PGL３ＧILＧ６PＧ３(－８５６~＋３４bp),PGL３ＧILＧ６PＧ４(－３７９~＋３４bp)respectively,thecorreＧ

spondingoriginalplasmidelectrophoresisisontheright．

图２　团头鲂ilＧ６启动子系列PGL３ＧILＧ６重组质粒双酶切电泳

Fig．２　DoubledigestionelectrophoresisofM．amblycephalaPGL３ＧILＧ６plasmids

2.2　团头鲂 ilＧ6 基因各启动子缺失体的活性测定

将５个重组质粒、阴性对照质粒分别与内参质

粒以１０∶１混合,分别转染进 EPC 细胞中,并用

LPS诱导,转染２４h后检测双荧光素酶的相对活

性,即间接检测了各缺失体的启动子活性.各启动

子缺失体的示意图如图３所示.

2.3　LPS 处理前后团头鲂 ilＧ6 基因各启动子缺失

体活性变化

　　双荧光素酶检测结果发现:质粒转染组PGL３Ｇ
ILＧ６PＧ０、PGL３ＧILＧ６PＧ１、PGL３ＧILＧ６PＧ２、PGL３ＧILＧ
６PＧ３和PGL３ＧILＧ６PＧ４的荧光素酶活性均比PGL３Ｇ
basic组高的多,其中PGL３ＧILＧ６PＧ４组的荧光素酶

８８
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图３　团头鲂ilＧ６系列启动子缺失体的示意图

Fig．３　Schematicrepresentationof
M．amblycephalailＧ６promoter

活性最高(图４),表明团头鲂ilＧ６基因的核心启动

子区域可能位于－３７９至＋３４bp之间.LPS刺激

后发 现,与 未 经 LPS 刺 激 的 对 照 组 相 比,只 有

PGL３ＧILＧ６PＧ４的活性有显著上升,而其余缺失体的

活性则无显著改变(图４),进一步表明PGL３ＧILＧ６PＧ４
缺失体包含核心启动子.分析该核心启动子区域的

转录因子,推测该区域存在的潜在转录因子 NFＧκB,

C/EBPβ等可能是响应LPS刺激的重要作用元件.

　数据以平均值±标准误表示(每个样品３个重复).不同的字母表示差异显著.小写字母表示非LPS处理组,大写字母表示 LPS处

理组.“∗”表示LPS处理与非处理组之间的差异显著,P＜０．０５.Dataareshownasmean± SE (n＝３)．Differentlettersmanifest

significantdifference．LowercaselettersandcapitalizedlettersindicatetheLPSnotＧtreatedortreatedgroupsrespectively．Theasterisk

indicateasignificantdifferencebetweentwogroups,P＜０．０５．

图４　团头鲂ilＧ６系列启动子缺失体相对活性

Fig．４　RelativeactivityofM．amblycephalailＧ６promoterdeletions

3　讨　论

转录水平的调节对真核生物基因的表达调控具

有非常重要的作用,转录的起始阶段对于整个转录

过程至关重要,而位于基因上游的启动子区控制着

基因的转录起始及表达程度[１６].真核生物的启动

子分为核心、近端和远端启动子,其中核心启动子是

真核生物基因转录能够正常发生的最小 DNA 序

列,包含许多重要的转录因子结合位点,能与 RNA
聚合酶Ⅱ及许多转录因子结合[１７].因此,作为调节

转录水平最重要的一种顺式作用元件,启动子的研

究,特别是核心启动子的研究尤其重要.

PGL３Ｇbasic载体含有荧光素酶报告基因,但不

含启动子与增强子,是分析目的基因启动子活性的

有效工具;而插入的外源启动子可以启动下游报告

基因的表达,因此,荧光素酶的活性可以直接反映启

动子中转录因子的作用情况[１８].本研究成功构建

了团头鲂ilＧ６启动子５个不同长度的荧光素酶报告

基因重组载体,通过检测这些缺失体的活性并进行

分析,发现PGL３ＧILＧ６PＧ４(－３７９bp至＋３４bp)缺
失体可能包含核心启动子区域.

对该核心启动子片段－３７９bp至＋３４bp进行

分析,发 现 该 区 域 存 在 许 多 重 要 的 顺 式 作 用 元

件[１９],如 NFＧIL６或 C/EBPβ、EST１、GATA和 NFＧ
κB等.类似地,金头鲷ilＧ６基因的核心启动子区域

(－１７１bp到＋６４bp)包含 NFＧκB、GATA、APＧ１
和cETS１等作用元件;鸡、人和虹鳟的核心启动子

区间包含NFＧκB,NFＧIL６ 或 C/EBPβ等元件[５,７].
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据此可以推测,NFＧκB(NFＧIL６)、CEBPβ可能是激

活ilＧ６启动子所必需的顺式作用元件[２０].本研究

构建的各缺失体中,只有 PGL３ＧILＧ６PＧ４的活性显

著高于其他缺失体,推测可能与该区域存在 C/

EBPβ与 NFＧκB转录因子有关.
已有研究表明,ilＧ６启动子可以被许多外源因

子所诱导,如 TNFα、ILＧ１０、ILＧ２以及细菌等[５,７].
例如,虹鳟ilＧ６启动子可以被 NFＧκBp５０和大肠杆

菌所激活[５];金头鲷ilＧ６启动子可以被 TFNα和

ILＧ２等外源因子强烈诱导[７];此外,ilＧ６启动子还可

以被LPS强烈诱导[６].本研究中,用LPS刺激团头

鲂ilＧ６各启动子缺失体,发现仅 PGL３ＧILＧ６PＧ４缺

失体(－３７９bp至＋３４bp)的活性有显著增加,其余

缺失体的活性无明显变化,进一步表明 PGL３ＧILＧ
６PＧ４缺失体包含该基因的核心启动子.对 PGL３Ｇ
ILＧ６PＧ４缺失体进行分析发现其存在 NFＧIL６或 C/

EBPβ、NFＧκB等转录因子结合位点[１９].人的 NFＧ
IL６被认为在 LPS介导的ilＧ６启动子激活中发挥

重要作用,LPS可以调节人ilＧ６基因的表达,这主

要是由于LPS刺激了转录因子 NFＧIL６与其他 C/

EBP家族成员而引起ilＧ６表达量的上升[２１];在比目

鱼中,NFＧκB被认为在LPS介导的ilＧ６启动子激活

中起重要作用[６].在本研究中,LPS明显激活了团

头鲂ilＧ６核心启动子区域,推测可能与该区域存在

NFＧIL６或C/EBPβ和 NFＧκB等转录因子结合位点

有关.
综上,本研究构建了５个团头鲂ilＧ６启动子重

组载体并转染进鲤 EPC细胞,用 LPS诱导后分析

了启动子的活性.结果表明,团头鲂ilＧ６的核心启

动子可能位于－３７９bp至＋３４bp之间,分析该核

心启动子,推测该区域可能存在响应LPS刺激的重

要作用元件 NFＧκB和 NFＧIL６等,为进一步了解鱼

类ilＧ６基因的表达调控原理和其免疫作用机制奠

定了基础.
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ReporterplasmidsconstructionofMegalobramaamblycephala
interleukin６genepromoterandanalysisoftheirbioactivity

FUXiaoqin１,２　DINGZhujin１,２　RAOYouliang３　WANG Weimin１　LIU Hong１,２

１．CollegeofFisheries/KeyLaboratoryofFreshwaterAnimalBreeding,

MinistryofAgriculture,HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan４３００７０,China;
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Wuhan４３００７０,China;

３．CollegeofAnimalScienceandTechnology,NorthwestA&FUniversity,

Yangling７１２１００,China

Abstract　InterleukinＧ６(ILＧ６)isamultifunctionalcytokine,playingimportantrolesinimmunedeＧ
fense．TobetterunderstandthetranscriptionalprincipleandimmunemechanismoffishilＧ６,fivereportＧ
erplasmidsoftheMegalobramaamblycephalailＧ６promoterwereconstructed,coＧtransfectedwiththe
internalcontrolplasmidpRLＧTKintocarpEPCcell,inducedbyLPS,andtheluciferaseactivitywasthen
detectedafter２４h．TheresultsshowedthatcomparedwiththenegativecontrolPGL３Ｇbasicgroup,the
luciferaseactivityofthePGL３ＧILＧ６PＧ０,PGL３ＧILＧ６PＧ１,PGL３ＧILＧ６PＧ２,PGL３ＧILＧ６PＧ３andPGL３ＧILＧ６PＧ４
groupswereincreased,andthePGL３ＧILＧ６PＧ４groupshowedthehighestluciferaselevel,suggestingthat
thepromoterdeletion (－３７９to ＋３４)containsthecorepromoterregionoftheilＧ６promoter．After
stimulationby１００ng/mLLPS,theluciferaseactivityofthePGL３ＧILＧ６PＧ４groupwassignificantlyactiＧ
vated,whilethatoftheothergroupsdidnotchangesignificantly,furtherindicatingthatPGL３ＧILＧ６PＧ４
indeedcontainsthecorepromoterregionandthepotentialtranscriptionfactorNFＧκBandC/EBPβinthis
promoterregionmayplayprimaryrolesinresponsetoLPSinduction．

Keywords　Megalobramaamblycephala;ILＧ６;luciferasereporterplasmid;promoteractivity;LPS
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