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摘要：核转录因子 NF-κB (nuclear factor kappa B) 对机体的免疫反应、炎症反应等起重要
的调控作用。为了获得 NF-κB 基因启动子的活性报告基因，进一步研究原始脊椎动物免
疫应答的机制，实验根据此前克隆得到的东北七鳃鳗 NF-κB 基因的编码序列 (coding
sequence，CDS)，以与东北七鳃鳗高度同源的日本七鳃鳗同源基因 5′上游启动子特征序
列为模板设计引物，克隆获得了东北七鳃鳗 NF-κB 启动子序列，该序列全长 3 169 bp，
提交至 NCBI 数据库 GenBank 获得登录号 MN368861。经 AliBaba 2.1 软件预测该序列包
含 CREB (cgtgacttca)、Oct-1 (aatatgaatt)、GATA-1 (gaacctatct)、AP-1 (ggttgagtca)、NF-kappa
B (ctttcctgtt)、 IRF-1 (tttcctgttc)、Sp-1 (tgtgaggggt)、c-Jun (acgtgacttc) 和 c-Fos (ggttgagtca) 等
多个转录因子结合位点，并包含 TATA box 转录核心元件。通过 MethPrimer 软件预测在
序列 1 207~1 402 bp 处存在 CG 含量大于 50%，长 196 bp 的 CpG 岛。利用双酶切技术构
建了 pGL3-NF-κB-pro 重组质粒，并将其转染至人胚肾细胞 (human embryonal kidney, HEK
293T) 和鲤上皮瘤细胞 (Epithelioma papulosum cyprinid, EPC) 中。双荧光素酶报告基因系
统检测结果显示，该片段序列在哺乳动物细胞和鱼类细胞中均具有启动子活性，同时
在 HEK293T 中经过 Toll 样受体 (Toll-like receptors，TLR) 的配体 LPS 刺激后，启动子活
性显著上升。本研究成功构建了东北七鳃鳗 NF-κB 启动子报告基因，并在不同细胞中证
实了其活性。LPS 刺激后的检测结果揭示东北七鳃鳗 NF-κB 参与了 TLR 信号通路的免
疫应答。东北七鳃鳗 NF-κB 报告基因的构建为探究原始脊椎动物免疫系统信号传导机制
奠定了基础。
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核因子 kappa B (NF-κB) 是一种在所有细胞

中广泛存在的重要转录调节因子，具体是指包含

Rel 同源结构域 (rel homology domain，RHD) 的二

聚体[1]。经典意义上的NF-κB 家族由 5 种NF-κB/Rel

蛋白组成，分别为NF-κB1(p50)、NF-κB2 (p52)、RelA
(p65)、RelB 和 c-Rel[2]。其中，NF-κB1 和 NF-κB2
分别由前体蛋白 p105 和 p100 被蛋白酶水解产生[3]。

细胞在正常状态下，NF-κB 与 NF-κB 抑制剂 IκB
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蛋白结合在细胞质中，处于非激活状态。当外

来病原入侵时，IκB 经上游信号传导后磷酸化和

泛素化并降解，不再与 IκB 结合的 NF-κB 被活化，

并以二聚体的形式进入细胞核中调控各种基因

的表达[4-5]。先前的研究表明，NF-κB 可以调节多

种炎性细胞因子、趋化因子和生长因子，广泛

参与到免疫应答过程中[6-7]。

七鳃鳗 (Lampetra spp.) 作为圆口纲 (Cyclosto-
mata) 动物，是最古老的脊椎动物类群之一。研

究表明，现存七鳃鳗与 3 亿 6 千万年前其祖先相

比变化并不大，故有活化石之称 [8]。研究七鳃鳗

的免疫系统对探究早期脊椎动物中免疫系统的

起源及进化具有重要意义。在先前的研究中，

已在斑马鱼 (Danio rerio)、牙鲆 (Paralichthys oli-
vaceus) 和草鱼 (Ctenopharyngodon idella) 等与七鳃

鳗同源性较高的硬骨鱼类中鉴定得到多个 NF-
κB 家族成员，并初步探索了 NF-κB 信号通路的

传导机制 [9-11]。东北七鳃鳗 (L. morii) 产自中国辽

宁省鸭绿江、辽河流域，属于七鳃鳗的一种。先

前已从东北七鳃鳗中克隆并鉴定得到了含有 Rel
同源结构域的 NF-κB 家族蛋白 CDS 序列 (NCBI
数据库 GenBank 登录号：AYP27512.1)。为探究

东北七鳃鳗 NF-κB 信号通路的调控机制，探索

原始脊椎动物免疫系统功能，实验在 NF-κB CDS
序列鉴定前得到了启动子特征序列，构建了相

应的报告基因并验证了启动子活性。

1    材料与方法

1.1    实验材料

本实验所用东北七鳃鳗取自中国辽宁省丹

东市鸭绿江支流，并暂养于 8 °C 的水环境中，

按照上海海洋大学动物伦理委员会的相关规定

(SHOU-DW-2016-003) 进行。海洋动物组织基因

组 DNA 提取试剂盒、普通琼脂糖凝胶 DNA 回收

试剂盒、无内毒素质粒小提中量试剂盒、DH5α
感受态细胞购自天根生化科技 (北京) 有限公司。

克隆启动子特征序列所用引物由生工生物工程

(上海) 股份有限公司合成。序列扩增所用 TaKaRa
LA Taq®聚合酶、pMD™19-T Vector Cloning Kit 克
隆载体试剂盒购自宝日医生物技术 (北京 ) 有限

公司。构建报告基因所用限制性内切酶、T4 连

接酶购自 NEB (北京) 有限公司。Dual-Luciferase®

Reporter Assay System 报告基因活性检测试剂盒、

Fugene® HD 转染试剂购自普洛麦格 (Promega) 公

司。免疫激活剂 Lipopolysaccharide (LPS)购自上

海碧云天生物技术有限公司。配制转染复合物

用简单培养基 Opti-MEM 购自 Gibco Life Techno-
logies 公司。实验用鲤上皮瘤细胞 (epithelioma
papulosum cyprinid, EPC) 为中国水产科学研究院

长江水产研究所惠赠。实验用人胚肾细胞 (human
embryonal  kidney,  HEK293T)、 pGL3-Enhancer 报
告基因载体及内参质粒 phRL-TK 均由海军军医

大学医学免疫学国家重点实验室惠赠。

1.2    实验方法

　　东北七鳃鳗 NF-κB 启动子特征序列分析及

引物设计　　根据与东北七鳃鳗高度同源并已

完整测序的日本七鳃鳗 (L. japonica) 基因组和实

验室先前克隆得到的具有 Rel 同源结构域的东北

七鳃鳗 NF-κB CDS 序列，在日本七鳃鳗基因组

中，利用在线软件分析了日本七鳃鳗基因组中

同源基因 5 ′侧翼序列 ATG 前约 3 200 bp 的启动

子特征区域，其中利用 AliBaba 2.1 软件 (http://gene-
regulation.com/pub/programs/alibaba2/index.html) 预
测转录结合位点。利用 Promoter-2.0软件 (services.
healthtech.dtu.dk/service.php?Promoter-2.0) 预测转录

起始位点 (transcription start sites, TSS)。利用 Meth-
Primer 软件 (http://www.urogene.org/cgi-bin/methpri-
mer/methprimer.cgi) 预测 CpG 岛结构。利用 Primer
premier 5.0 软件，以该启动子特征序列为模板设

计引物。利用上述在线软件对以东北七鳃鳗基

因组 DNA 为模板克隆得到的 3 169 bp序列进行

启动子特征序列的预测分析。

　　东北七鳃鳗 NF-κB 启动子克隆　　使用海

洋动物组织基因组 DNA 提取试剂盒，按照试剂

盒说明书提取东北七鳃鳗基因组 DNA。以基因

组 DNA 为模板，用特异引物 (表 1) 扩增东北七

鳃鳗 NF-κB 启动子特征序列。扩增体系：TaKaRa
LA Taq 0.25 μL； 10×LA Taq Buffer  II  2.5  μL； 25
mmol/L MgCl2 2.5 μL；dNTP Mixture 4 μL；上游

引物 NF-κB-Pro-F  1  μL；下游引物 NF-κB-Pro-R
1 μL；模板 DNA 1 μL；ddH2O 12.75 μL。扩增条

件：预变性98 °C 3 min；变性 98 °C 10 s，退火

58 °C 30 s，延伸 72 °C 3 min，循环 35 次；延伸

72 °C 10 min。将克隆得到的片段按照 pMD™19-T
Vector Cloning Kit 试剂盒说明书连接到 pMD-19T
载体上。将连接产物转化至 DH5α 感受态细胞中，

并筛选阳性克隆及进一步测序。
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　　东北七鳃鳗 NF-κB 启动子报告基因构建　

　　以测序结果比对正确的启动子特征序列为模

板，按照 pGL3-Enhancer 载体上的多克隆位点设

计含 Mlu Ⅰ和 Xho Ⅰ限制性内切酶酶切位点引

物 (表 1)。用Mlu Ⅰ和Xho Ⅰ分别对含酶切位点的目

的片段和 pGL3-Enhancer 载体双酶切。得到的酶

切产物用 T4 连接酶，转化至 DH5α 感受态细胞

后筛选阳性克隆，并进行测序和双酶切鉴定，

得到 pGL3-NF-κB-Pro 报告基因重组质粒。

　　东北七鳃鳗 NF-κB 启动子报告基因活性检

测　　将成功构建的 pGL3-NF-κB-Pro 报告基因

分别转染至汇合度达到 80% 的 24 孔板 HEK293T
和 EPC 细胞中，以 pRL-TK 质粒作为内参。具体转

染体系：对照组中加入 pGL3-Enhancer  200  ng，
pRL-TK 10 ng；实验组中加入 pGL3-NF-κB-Pro 200
ng， pRL-TK 10  ng。将 Fugene® HD 转染试剂以

DNA∶转染试剂=1∶3 的比例与转染质粒一起加

入 Opti-MEM 配置转染复合物。室温孵育 15 min 后

转染至细胞中，转染 24 h 后用 Dual-Luciferase®

Reporter Assay System 报告基因活性检测试剂盒

配合酶标仪 (BioTek，Synergy2) 检测荧光素酶活性。

同时设立 LPS 刺激 HEK293T 细胞的实验组，

将 pGL3-NF-κB-Pro 报告基因转染至汇合度达到

80% 的 24 孔板 HEK293T 细胞中，以 pRL-TK 质

粒为内参，设计转染体系，在转染 24 h 后加入

LPS (500 ng/mL) 刺激，同时对照组加入等量磷酸

缓冲盐溶液 (phosphate buffer saline, PBS) 作为对

照，6 h 后检测荧光素酶活性 (表 2)。

2    结果

2.1    东北七鳃鳗 NF-κB启动子特征序列分析

克隆得到的东北七鳃鳗 NF-κB 启动子序列

全长 3 169 bp，提交至 NCBI 数据库 GenBank 获

得登录号 MN368861。经 AliBaba 2.1 软件预测该

序 列 包 含 CREB  (cgtgacttca)、 Oct-1  (aatatgaatt)、
GATA-1 (gaacctatct)、AP-1 (ggttgagtca)、NF-kappa
B (ctttcctgtt)、 IRF-1 (tttcctgttc)、Sp-1 (tgtgaggggt)、
c-Jun (acgtgacttc) 和 c-Fos (ggttgagtca) 等多个转录

因子结合位点 (图 1)，并包含 TATA box 转录核心

元件。通过 MethPrimer 软件预测，在序列 1 207~
1 402 bp 处存在CG 含量大于50%，长196 bp 的CpG
岛 (图 2)。

2.2    东北七鳃鳗 NF-κB启动子报告基因构建

以测序结果比对成功的 NF-κB 启动子序列

为模板，用含 Mlu Ⅰ、Xho Ⅰ限制性内切酶酶切

位点的引物扩增片段。扩增成功后用 Mlu Ⅰ和

Xho Ⅰ限制性内切酶双酶切目的片段和 pGL3-
Enhancer 载体，并连接 (图 3)。将菌液 PCR 初步

筛选得到的阳性克隆进行精确测序。最后将测

序结果比对一致的阳性质粒用 Mlu Ⅰ和 Xho Ⅰ限

制性内切酶双酶切验证，双酶切结果显示东北

七鳃鳗 NF-κB 启动子报告基因构建成功 (图 4)。

2.3    东北七鳃鳗NF-κB启动子报告基因活性检测

经双荧光素酶报告基因系统检测，在 HEK

表 1    本实验所用引物序列

Tab. 1    Primers used in this study

引物名称　　

primers　　

序列(5′-3′)　　　　

sequences (5′-3′)　　　　

用途

usage
NF-κB-Pro-F ACGACTACCATCACCTCTTACACCG 启动子序列扩增

promoter sequence amplification

NF-κB-Pro-R CTTCGCACTCGTAGCGGAAGCGCAT 启动子序列扩增

promoter sequence amplification

pGL3-NF-κB-Pro-F CGACGCGTACGACTACCATCACCTCTTACACCG 载体构建

vector construction

pGL3-NF-κB-Pro-R CCGCTCGAGGCCGCGCGACTTGGGCTGCTCGTAC 载体构建

vector construction

表 2    LPS刺激下东北七鳃鳗 NF-κB启动子报告

基因活性检测转染体系

Tab. 2       L. morii NF-κB promoter reporter gene
transfection system under LPS stimulation ng

转染体系

transfection system pGL3-Enhancer pGL3-NF-κB Pro pRL-TK

1 200     0 10

2 (LPS: 500 ng/mL) 200     0 10

3     0 200 10

4 (LPS: 500 ng/mL)     0 200 10
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图 1    在线软件预测到的东北七鳃鳗 NF-κB启动子序列特征

转录因子结合位点用蓝色框与黑色下划线标注；TATA-box 用黑色框标注；转录起始位点用红色下划线标注

Fig. 1    Predicted transcription factor sequence features in L. morii NF-κB promoter using online software
Transcription factor  binding sites  are  marked with  blue  boxes  and black underlines;  TATA-box is  marked with  black boxes;  transcription start  site  is
marked with red underline
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293T 和 EPC 细胞中，pGL3-NF-κB-Pro 转染 24 h

后的荧光素酶活性较对照组 (pGL3-Enhancer) 均

有极显著上升 (P<0.001)(图5)。在LPS(200 ng/mL) 刺

激 HEK293T 细胞后，pGL3-NF-κB-Pro 实验组转

染后检测得到的荧光素酶活性较未经 LPS 刺激

组有极显著上升 (P<0.001)。然而，pGL3-Enhancer

对照组经 LPS(500 ng/mL) 刺激后的荧光素酶活性

与不经 LPS 刺激的对照组相比无显著差异 (图 6)。

3    讨论

NF-κB 家族蛋白一直是研究高等真核动物

细胞中调控基因表达的焦点。在哺乳动物中，有

输入序列 亚硫酸盐引物 岛
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图 2    东北七鳃鳗 NF-κB启动子 CpG岛分析

(a) 根据东北七鳃鳗 NF-kB 启动子序列预测得到的 CpG 岛，(b) 根据东北七鳃鳗 NF-kB 启动子序列中的 CpG 区域设计的亚硝酸盐引物

Fig. 2    L. morii NF-κB promoter CpG island analysis
(a) CpG island predicted from L. morii NF- kB promoter sequence, (b) bisulfite PCR primer designed based on the CpG region in L. morii NF- kB pro-
moter sequence

pGL3-Enhancer

5 064 bp

(5) KpnⅠ
(11) SacⅠ

MluⅠ(15)

MluⅠ(15)

NheⅠ(21)
SmaⅠ(28)

XhoⅠ(32)

XhoⅠ(3 190)

Bg1Ⅱ(36)
Hind Ⅲ (53)

5 000 8 000

7 
00

0

6
 0

0
0

5 000

4 000

3 
00

0

2
 0

0
0

1 000

4
 0

0
0

3 000

2 
00

0

1
 0

0
0

fio
ri

fiori pause  pause 

N
K

-kB
 

 poly (A) signal
 poly (A) signal

A
m

pR
 

A
m

pR 

A
m

pR
 

A
m

p
R

ori

o
ri

SV40 Enhance
r

S
V

40 E
nhancer

luciferase

SV
40 

po
ly

 (
A

) 

SV
40 poly (A) 

luciferase

prom
o
ter

pGL3-NF-κB-Pro

8 222 bp

 
图 3    pGL3-Enhancer(a)与 pGL3-NF-κB-Pro(b)重组质粒示意图

Fig. 3    Schematic diagram of pGL3-Enhancer (a) and pGL3-NF-κB-Pro (b) recombinant plasmids
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多个上游信号通路使 IκB 磷酸化并激活 NF-κB 入

核表达 [12]。先前的研究证实 CREB 是 NF-κB 的激

活因子[13]。AP-1 是 c-Fos 和 c-Jun 的异二聚体。C-
Jun 的 N 端蛋白激酶 (JNK) 介导的信号通路主要

调控细胞的凋亡过程，NF-κB 信号通路与 JNK
信号通路关系密切。NF-κB 通过延长 JNK 的活

化抑制该信号通路中 TNF-α 介导的细胞凋亡[14-15]。

此外，AP-1 和 NF-κB 可以同时激活多种抗病诱

导剂，且 NF-κB 调控 AP-1 和 c-Fos 的活性表达[16]。

Sp1 是体内重要的刺激因子，Sp1 与 NF-κB 的结

合是 NF-κB 活化的关键，失去 Sp1 的结合活性会

影响 NF-κB 近端区域和远端区域的装配 [17]。Oct-
1 属于 POU 结构域家族基因，其蛋白产物能与

启动子八聚体基序结合并调控基因表达 [18-19]。干

扰素调控因子-1(IRF-1) 与 NF-κB 存在一定联系，

研究表明 IRF-1 会抑制TNF-α 介导的NF-κB 活性[20]。

本实验克隆得到的东北七鳃鳗 NF-κB 启动子特

征序列经预测，包含以上影响 NF-κB 信号通路

的重要分子转录因子结合位点，揭示了东北七鳃鳗

NF-κB 可能存在与经典 NF-κB 相类似的功能。

启动子是转录起始所需的保守序列，通常

在启动子区含有调控转录水平的关键元件。因

此，启动子是调节对应基因表达的关键区域 [21]。

通常情况下，转录因子通过与启动子上的特定序

列 (即转录因子结合位点 ) 相结合来调控基因的

表达。在此基础上，构建了东北七鳃鳗 NF-κB 启

动子报告基因重组质粒。pGL3-Enhancer作为一

种报告基因载体，含有荧光素酶表达序列。实

验将东北七鳃鳗 NF-κB 启动子目的片段插入到荧

光素酶表达序列的前端。双荧光素酶报告基因

检测系统即是通过测定荧光素酶与底物反应所

产生的荧光强度来检测目的启动子片段的活性[22]。

经检测，本实验构建的东北七鳃鳗 NF-κB 启动子

报告基因在哺乳动物细胞和鱼类细胞中较空载

的报告基因载体均具有显著的启动子活性。在

之前的研究报告中，病原刺激物 LPS能激活 NF-
κB 并启动免疫应答 [23]。同样，在经过 LPS刺激

后，东北七鳃鳗 NF-κB 启动子报告基因活性显著

上升，这与典型的 NF-κB 的特性相一致。

NF-κB 作为关键转录因子，可广泛调控细

胞凋亡、免疫应答等重要过程。但是 NF-κB 在

原始脊椎动物中的功能及其相关的信号传导机

制仍有待探究。近几年，已在日本七鳃鳗中鉴定

了经典的 NF-κB 结合蛋白 IκB 及其信号通路上游

衔接蛋白 MyD88，在东北七鳃鳗中也已鉴定出

NF-κB 信号传导通路上游关键接头蛋白 TRAF6，
表明在圆口纲中可能存在保守的 NF-κB 信号传

导机制 [24-26]。本实验构建的东北七鳃鳗 NF-κB 启

动子报告基因可作为重要工具以探究东北七鳃
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图 4    pGL3-NF-κB-Pro重组质粒双酶切鉴定

M. DL5000 DNA Marker；1. 双酶切得到 pGL3 与 NF-κB-Pro 片段

Fig. 4    pGL3-NF-κB-Pro recombinant plasmid double
digestion identification

M. DL5000 DNA Marker; 1. double digestion of pGL3 and NF-κB-Pro
fragment

荧
光
素

酶
相

对
活

性
re

la
ti

v
e 

lu
ci

fe
ra

se
 a

ct
iv

it
y

组别
group

1 2
0

2

4

6

8 ***

***

pGL3-enhancer

pGL3-NF-κB Pro

 
图 5    在 HEK293T和 EPC细胞中东北七鳃鳗 NF-κB

启动子报告基因活性检测

1. HEK293T 细胞 , 2. EPC 细胞；实验重复 3 次，误差用 mean±SE
表示；***. 差异极显著 (P<0.001)，下同

Fig. 5    L. morii NF-κB promoter reporter gene activity
in HEK293T cell and EPC cell

1. HEK293T cell,  2. EPC cell;  data were presented as mean ± SE. ***.
extremely significant difference (n=3, P<0.001), the same below
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鳗 NF-κB 涉及的信号传导机制，为研究原始脊

椎动物免疫应答过程奠定了基础。

本研究实验用鲤上皮瘤细胞为中国水产科

学研究院长江水产研究所曾令兵研究员惠赠；

实验用人胚肾细胞、pGL3-Enhancer 报告基因

载体及内参质粒 phRL-TK 均由海军军医大学医

学免疫学国家重点实验室曹雪涛教授惠赠。特

此致谢！
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图 6    LPS刺激 HEK293T细胞后东北七鳃鳗 NF-κB

启动子报告基因活性变化

Fig. 6    Activity change of L. morii NF-κB promoter
reporter gene after LPS stimulation in HEK293T cell
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Construction and activity of NF-κB promoter reporter in Lampetra morii

ZHOU Zebin 1,2,3,     DING Shaoqing 1,2,3,     CHENG Peiru 1,2,3,     REN Jianfeng 1,2,3,    
LI Weiming 4,     ZHANG Qinghua 1,2,3*

(1. Key Laboratory of Exploration and Utilization of Aquatic Genetic Resources, Ministry of Education,
Shanghai Ocean University, Shanghai    201306, China;

2. International Research Center for Marine Biosciences, Ministry of Science and Technology,
Shanghai Ocean University, Shanghai    201306, China;

3. Shanghai Collaborative Innovation for Aquatic Animal Genetics and Breeding,
Shanghai Ocean University, Shanghai    201306, China;

4. Department of Fisheries and Wildlife, Michigan State University, East Lansing    48824, USA)

Abstract: Nuclear factor kappa B (NF-κB) plays an important role in regulating immune response and inflamma-
tion. In order to obtain the NF-κB promoter reporter gene and further study the mechanism of the immune response
in primitive vertebrates, based on the CDS sequence of the NF-κB gene previously cloned from Lampetra morii,
we  obtained  the L.  morii NF-κB promoter  sequence  by  using  the  5 ′upstream  promoter  characteristic
sequence  of  the NF-κB from L. japonica,  which  is  highly  homologous  to L.  morii,  as  a  template  to  design
primers. The cloned NF-κB promoter sequence from L. morii was 3 169 bp, which was submitted to NCBI Gen-
bank to obtain accession number MN368861. The sequence is predicted by AliBaba2.1 software to include CREB
(cgtgacttca),  Oct-1  (aatatgaatt),  GATA-1  (gaacctatct),  AP-1  (ggttgagtca),  NF-kappa  B  (ctttcctgtt),  IRF-1
(tttcctgttc),  Sp-1  (tgtgaggggt),  c-Jun  (acgtgacttc),  c-Fos  (ggttgagtca)  and  many  other  transcription  factor  binding
sites,  and contains TATA box transcription core elements.  The MethPrimer software predicts that there are CpG
islands with a CG content greater than 50% and a length of 196 bp at the 1 207-1 402 bp sequence. pGL3-NF-κB-
pro recombinant plasmid was constructed by double digestion technology and transfected into human embryonal
kidney (HEK293T) cell and epithelioma papulosum cyprinid (EPC) cell. The results of double luciferase reporter
gene system assay showed that the fragment sequence had promoter activity in both mammalian cell lines and fish
cell lines, while the promoter activity increased significantly after Toll-like receptors (TLR) ligands LPS stimula-
tion  in  HEK293T  cell.  In  this  study,  the NF-κB reporter  gene  of L.  morii was  successfully  constructed,  and  its
activity was confirmed in different cell lines. The results showed that NF-κB is involved in the immune response
of  TLR signaling  pathway after  LPS stimulation  in L.  morii.  The  construction  of  the NF-κB reporter  gene  of L.
morii laid a foundation for exploring the signaling mechanism of the primitive vertebrate immune system.
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