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摘要：为了探究干扰素调节因子 2 (interferon regulatory factor，IRF2)如何通过调控干扰
素 (IFN)表达影响鱼类的免疫，实验从青鳉中克隆了 irf2 (Olirf2)，发现该基因在青鳉各
个组织中均有表达；将构建的真核表达载体 pTol2/CMV-IRF2/IE1-pr转染到胖头鱥肌肉
细胞系 (FHM)后，发现瞬时过表达 Olirf2能够显著促进鲤春病毒血症病毒 (spring viremia
of carp virus，SVCV)的复制，并抑制抗病毒相关基因 mx1、ifn 和 irf3的表达。进一步通
过双荧光素报告系统发现，Olirf2能够显著抑制 NF-κB和 ISRE的活性，说明 Olirf2可能
通过抑制细胞的天然免疫应答进而促进病毒的增殖。然而持续过表达 Olirf2则增强了细
胞的抗病毒能力，同时促进干扰素相关基因 mx1、ifn 和 irf3的表达。因此，Olirf2基于
表达的持续时间不同而具有抗病毒或者促病毒的双面效果。实验通过研究 Olirf2在抗病
毒信号通路中发挥的作用，为通过基因编辑或者转基因手段来构建抗病毒的鱼类提供了
理论基础。

关键词: 干扰素调节因子 2；青鳉；鱼类细胞系；鲤春病毒血症病毒 (SVCV)；双面性
中图分类号: Q 786; S 942 文献标志码: A

 
 

作为低等脊椎动物的鱼类其特异性免疫系

统相对比较低级，因此，先天免疫系统在鱼类整

个免疫系统中占据重要地位，在防御细菌和病

毒感染过程中起着重要作用。干扰素 (interferon，
IFN)因子的转录与激活对于硬骨鱼类的抗病毒

先天免疫反应至关重要 [1-2]。干扰素通过调控多

种干扰素刺激基因 (IFN-stimulated genes，ISGs) 的
表达来发挥其多效性，其本身受干扰素调节因

子 (interferon regulatory factors，IRFs)控制[3]，IRFs
也能调节 ISGs的表达[4]。IRFs是 Toll样受体 (Toll-
like receptor，TLR)、维甲酸诱导基因-I(retinoic acid-

inducible gene I，RIG-I)、B细胞受体 (B cell rece-

ptor，BCR)等多个模式识别受体 (pattern-recogni-

tion receptors，PRR)的下游转录因子 [5]，当这些

PRR被病毒激活时，可通过 IRFs传递信号和级

联激活干扰素信号通路。

IRFs是非常重要的转录因子，随着最早的

IRF1于 1988年被鉴定出来 [6]，至今在哺乳动物

中共发现9种 IRF蛋白：IRF1、IRF2、IRF3、IRF4、

IRF5、IRF6、IRF7、IRF8和 IRF9。此外，IRF10

仅在鸟类和硬骨鱼类中发现，在哺乳动物中并

不存在 [7]，而 IRF11仅在鱼类基因组中存在，是
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鱼类特有的 IRFs家族成员[8]。根据系统进化分析，

IRFs可分为 4个亚家族：IRF1亚家族 (IRF1、IRF2、
IRF11)、 IRF3亚家族 (IRF3、 IRF7)、 IRF4亚家

族 (IRF4、 IRF8、 IRF9、 IRF10)和 IRF5亚 家 族

(IRF5、IRF6)。
IRF2是一种多功能的转录调控因子，在细

胞凋亡、调控细胞周期、调节病毒感染以及调

节细胞生长和转化的过程中扮演着十分重要的角

色[9]。和其他 IRF相似，IRF2也具有保守的螺旋-
转角-螺旋结构的 DNA结合结构域 (DNA binding
domain，DBD)，在机体感染尤其是病毒感染时

能够与目标基因启动子上的特异性元件—干

扰素刺激应答元件 (interferon-stimulated response
element， ISRE)结合 [10-12]。其他 IRFs家族成员 C
端具有一个 IRF关联域 (IRF association  domain，
IAD)，而 IRF1和 IRF2的 C端则是 IAD2，可介

导同型二聚体或异源二聚体分子内相互作用 [13]。

IRF2与 IRF1通过识别相同的 DNA基序从而产

生拮抗作用 [14]，因此 IRF2被认为是干扰素系统

基因的负调控因子，同时 IRF2还作为正调控因

子激活白细胞介素 -7基因、Ⅱ类转录活化子基

因和 gig2的转录 [14-16]。目前， irf2在虹鳟 (Onco-
rhynchus  mykiss)[17]、 鳜 (Siniperca  chuatsi)[18]、 乌

鳢 (Channa argus)[19]、团头鲂 (Megalobrama ambly-
cephala)[20] 和匙吻鲟 (Polyodon spathula)[21] 等多种鱼

类中被鉴定。研究显示，irf2在受到 IFN、poly I:C
等诱导后大量表达 [20-22]。综合已有研究，IRF2在

抗病毒过程可作为正向或负向调控的多功能因

子而存在。

本 实 验 鉴 定 了 青鳉 (Oryzias  latipes)的 irf2
(Olirf2)，并在细胞中通过过表达的方法研究其在

病毒感染过程中的潜在功能，为后期的抗病毒

青鳉品系的构建奠定基础。 

1    材料与方法
 

1.1    实验鱼和细胞

实验青鳉养殖于 14 h光照、10 h避光，恒

温 28 °C的循环水养殖系统中，所有的操作均严

格按照华中农业大学科学伦理委员会批准的规

程进行 [23]。胖头鱥肌肉细胞系 (Fathead minnow
muscle  cell  line， FHM)使用含有 10%胎牛血清

(HyClone，美国)、100 μg/mL青霉素和链霉素的

M199(Gibco，美国)培养基，在 28 °C，3.5% CO2

饱和湿度恒温培养箱培养。 

1.2    Olirf2的克隆及真核表达载体的构建

参考 RNAiso Plus试剂盒 (TaKaRa，日本)说
明书提取青鳉组织总 RNA，取 1 μg总 RNA为模

板，使用 PrimeScriptTM RT Reagent Kit with gDNA
Eraser反转录试剂盒 (TaKaRa，日本)合成 cDNA
第一条链。根据 Olirf2序列 (Gene ID: 101175576)
设计特异性引物 (表 1)，扩增 Olirf2 cDNA。使用

Q5高保真 DNA聚合酶 (NEB，美国)从青鳉成鱼

的心脏组织 cDNA中扩增 Olirf2的编码区序列，

PCR程序：94 °C预变性 1 min；98 °C变性 10 s，
60 °C退火 30 s，72 °C延伸 1 min，共 35个循环；

最后 72 °C延伸 10 min。随后将扩增的 PCR产物

进行 1%琼脂糖凝胶电泳，确定为目的基因后回

收目的片段并连接到 pMD18-T载体  (TaKaRa，
日本)，随后转化到大肠杆菌 (Escherichia coli) DH5α
感受态细胞中，送阳性克隆至北京擎科生物科

技有限公司测序。使用 Q5高保真 DNA聚合酶，

以 pMD18T-IRF2为模板，通过 PCR扩增得到

Olirf2目的片段，同时使用 Nhe I和 Kpn I (NEB，
美国)酶切 pTol2/CMV/IE1-pr载体，得到线性化

载体，该载体含有可以药物筛选和红色荧光的

融合基因 (PR: pac-DsRed)。使用 ClonExpress Ultra
One Step Cloning Kit (Vazyme，中国)试剂盒将目

的片段与线性化载体进行连接，转化入大肠杆

菌 DH5α感受态细胞中，挑取阳性克隆用于后续

的实验。 

1.3    IRF2蛋白序列多重比对和系统进化分析

根据 NCBI数据库中已知的蛋白序列，利用

MEGA-X软件对多个物种的 IRF1亚家族的氨基

酸序列进行多重比对和系统进化分析。采用邻

接法的系统发育树比较不同类群 IRF1亚家族的

氨基酸序列。 

1.4    Olirf2在不同组织中的表达

取健康的野生型青鳉雌雄各 3尾，用鱼安

定 (MS-222)麻醉后分别取新鲜的脑、眼、鳃、

肠、头肾、脾脏、肝脏、肠、精巢和卵巢等 10
个组织迅速加入 TRIzol试剂，提取青鳉各组织

总 RNA，反转录后用定量逆转录 PCR(qRT-PCR)
检测 Olirf2的表达水平。

将健康的野生型青鳉64尾共分为 8组，所

有鱼适应新环境后，4组腹腔注射 2×107.875 5 神经
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坏死病毒 (nervous necrosis virus, NNV) 15 μL (NNV
为实验室制备和保存的石斑鱼神经坏死病毒，青

鳉对此病毒敏感 )，另外 4组注射等量的制取

NNV的培养基。取注射后不同阶段 (12、24、48和

72 h)的鳃和头肾组织，采用 qRT-PCR检测 Olirf2

的相对表达水平，β-actin 为内参基因。
 

1.5    细胞转染

将生长状态良好的 FHM接种于 12孔板中，

每孔接种 5×105 个细胞，待细胞生长密度达 80%~

表 1    本研究所用引物列表

Tab. 1    Primers used in this study

引物名称　　　　　　

primer name　　　　　　

碱基序列(5′-3′)　　　

base sequence (5′-3′)　　　

用途

usage
meIRF2 qRT-PCR F GACGACATGACAGAGCCGTAG qRT-PCR的扩增引物

meIRF2 qRT-PCR R AGCATCTTTCTCCAGGTCCC

me β-actin qRT-PCR F TATCATTCGCCTGAAACCGAT qRT-PCR的内参引物

me β-actin qRT-PCR R CTTTGCACATGCCAGATCCG

FHM β-actin qRT-PCR F GGTATCGTGATGGACTCTGGTG qRT-PCR的内参引物

FHM β-actin qRT-PCR R ATGAGGTAGTCAGTCAGGTCAC

NNV qRT-PCR F AAATGGTGGGAAAGCAGAACA qRT-PCR的扩增引物

NNV qRT-PCR R CGAACACTCCAGCGACACA

SVCV-g qRT-PCR F TGCTGTGTTGCTTGCACTTATYT qRT-PCR的扩增引物

SVCV-g qRT-PCR R TCAAACKAARGACCGCATTTCG

IRF2 F 18T CCAGTTGAAAGAATGCGGATGC 扩增IRF2 CDS区域

IRF2 R 18T TCAGGAGGAGGAGGTGATGTCAGA

IRF2 infusion primer F Nhe I GGGGTACCTCAGGAGGAGGAGGTGATGTCAGA 构建真核表达载体

IRF2 infusion primer R Kpn I GCTATGCATCAGCTGCTAGCTCAGTGCTAGCTA
GCATGGATTACAAGGATGACGACGATAAG

psiCHECK-2_4x ISRE F GGCTCGACAGGTACCGAAACTGAAACTGAAAC
TGAAACTGAAACTGAAACT

构建双荧光素酶表达载体及验证

4×SRE_miniP R ATATACCCTCTAAGTTTCAGTTTCAGTTTCAGTT
TCAGTTTCAGTTTCAGT

4× ISRE_miniP F ACTGAAACTGAAACTGAAACTGAAACTGAAACT
GAAACTTAGAGGGTATAT

miniP_psiCHECK-2 R GCCATGGTGGCTAGCCTGGAAGTCGAGCTTCCA
TTATATACCCTCTAAGT

psiCHECK-2_NF-κB F GGCTCGACAGGTACCGGGAATTTCCGGGAATTT
CCGGGAATTTCCGGGAATTTCCTAGA

miniP_psiCHECK-2 F GCCATGGTGGCTAGCCTGGAAGTCGAGCTTCCA
TTATATACCCTCTAGGAAATTCCCG

MX1 qRT-PCR F TGGCATGGGAGAATCAGTTACAAG 抗病毒相关基因

qRT-PCR的扩增引物
MX1 qRT-PCR R TGCCCCAGCCATCTCATCC

IFN qRT-PCR F CAACAACATCATGACCCGCTACCT

IFN qRT-PCR R GTTCTCTGCCTCCGTTCTGTCCTT

IRF3 qRT-PCR F AGCATGCTTTGAGACAGGAC

IRF3 qRT-PCR R CACGAAGAGCGCTACGGAAGTT
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90%时开始转染。转染具体步骤按照 Lipo-fecta-
mineTM2000 (Invitrogen，美国)说明书进行，设置

3组平行。实验组每孔加入 1 μg pTol2/CMV-IRF2/
IE1-pr与 3 μL lipofectamine 2000试剂，对照组加

入 pTol2/CMV/IE1-pr载体进行转染，转染 3 h后

培养液换成含 10%胎牛血清的 M199培养基。收

集转染后 24 和 48 h的 FHM，提取 RNA反转录

后采用 qRT-PCR检测相关抗病毒基因的表达量。

为了获得 Olirf2或 pr 稳定过表达的 FHM，按照

上述方法转染 FHM，转染 24 h后，用含 1 μg/mL
嘌呤霉素 (Gibco，美国 )的 M199培养基筛选细

胞 14 d，每 2天更换一次培养基，直到荧光显微

镜 (尼康，日本 )下红色荧光蛋白  (RFP) 比例为

100%，即为稳定过表达的 FHM，后面再检测相

关抗病毒基因的表达。 

1.6    病毒感染

为了探究 Olirf2对病毒的作用，实验选择对

鲤春病毒血症病毒 (spring  viremia  of  carp  virus，
SVCV)敏感的 FHM检测过表达 Olirf2对上述病

毒复制的影响，SVCV为本实验室保存。转染

pTol2/CMV-IRF2/IE1-pr与 pTol2/CMV/IE1-pr质粒

24 h后，每组分别接种 1 MOI和 0.1 MOI的 SVCV
孵育 1 h，然后用含 5%胎牛血清的 M199培养基

替换上清病毒混合物，感染 24 h后，收集上清

于−80 °C保存，用 RNAiso Plus试剂提取细胞的

RNA，反转录后通过 qRT-PCR检测 svcv-g 的表

达。收获病毒液将其稀释 10−1~10−8 倍后，向铺满

单层 FHM的 96孔板中每孔加入稀释后的 100 μL
病毒液，1 h后加入等量的含 10%胎牛血清的M199
培养基，7 d后统计细胞病变效应 (cytopathic effect，
CPE)明显的孔数。 

1.7    双荧光素酶报告系统

根据已经有文献中 4×ISRE-miniP和 NF-κB-
miniP序列[12] 人工设计引物，并送公司合成引物。

通过重叠延伸 PCR技术合成 4× ISRE-miniP和 NF-
κB-miniP序列，两端带有 psiCHECK-2用 Kpn  I
和 Nhe I线性化后的同源序列，使用限制性核酸

内切酶 Kpn I和 Nhe I同时酶切 psiCHECK-2以获

得线性化载体，将线性化载体与目的片段采用

ClonExpress Ultra One Step Cloning Kit连接后，筛

选阳性质粒并测序后，扩大培养和提取质粒。

将 FHM接种于 24孔板中，每孔加入 400 ng

pTol2/CMV-IRF2/IE1-pr和 200  ng启动子荧光素

酶报告系统及 1.8 μL lipofectamine 2000试剂，对

照加入 400 ng pTol2/CMV/IE1-pr质粒，其余条件

均相同。转染 24 h后，加入 1 MOI SVCV以及未

处理的 FHM再孵育 24 h。使用双荧光素酶报告

基因检测系统 (Promega，美国)检测总细胞裂解

液中的荧光素酶活性，结果取报告启动子-萤火

虫荧光素酶信号值与内参启动子-海肾荧光素酶

活性值的比值，实验重复 3次。实验数据均用平

均值±标准差表示，并用 SPSS软件对实验结果

进行统计学分析，选择 One-Way ANOVA方法中

的 Duncan氏检验比较组间差异，显著性水平设

为 P < 0.05。 

2    结果
 

2.1    Olirf2的克隆及分析

采用 PCR技术从成鱼心脏组织中扩增得到

Olirf2 编码区 (coding sequence, CDS)，编码 320个

氨基酸，并以此为模板构建了真核表达载体 pTol2/
CMV-IRF2/IE1-pr (图 1)，该载体含有用于筛选的

嘌呤霉素 (pac)和红色荧光 (DsRed)标记的融合

基因。和其他脊椎动物相同，OLIRF2含有 1个

DBD和 IAD2结构域 (图 2)。氨基酸序列比对结

果显示，青鳉与牙鲆 (Paralichthys olivaceus) IRF2
氨基酸序列相似度最高，高达 73.35%，其次是

点带石斑鱼 (Epinephelus coioides)，氨基酸序列相

似度为 71.68%，而和哺乳动物以及非洲爪蟾 (Xen-
opus laevis)的相似度较低，与非洲爪蟾的相似度

仅为 50.00% (图 2)。将 IRF2所属的 IRF1亚家族

进行系统进化分析发现，OLIRF2与其他物种的

IRF2聚为一支，其中与牙鲆、点带石斑鱼的 IRF2
亲缘关系最接近，而与同亚族的 IRF1和 IRF11
亲缘关系最远 (图 3)。 

2.2    Olirf2在不同组织中的表达

以 β-actin 作为内参，以脾脏中 Olirf2的表

达水平作为基线，结果显示，Olirf2在脑、眼、

鳃、肠、头肾、脾脏、肝脏、肠、精巢和卵巢

等 10个组织中均有表达，主要在脑、头肾以及

性腺中表达，在鳃中的表达水平较其他组织都

要低 (图 4-a)。
为了解 Olirf2是否参与青鳉体内的抗病毒反

应，实验通过 qRT-PCR检测了青鳉在感染病毒

后头肾中的 Olirf2的表达水平。实验结果显示，
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在感染病毒 72 h后，头肾中 Olirf2的表达水平显

著高于对照组 (P<0.05)(图 4-b)。 

2.3    FHM中瞬转Olirf2促进 SVCV病毒的增殖

FHM转染 pTol2/CMV-IRF2/IE1-pr，以转染

pTol2/CMV/IE1-pr的细胞为对照， 24  h后采用

1 MOI以及 0.1 MOI的 SVCV感染细胞，感染 24 h
后 CPE明显 (图版Ⅰ)。收集感染 1 MOI以及 0.1
MOI病毒后的细胞上清液，将其稀释后加入 96
孔板中，重复 3次，根据 CPE孔数显示，转染

pTol2/CMV-IRF2/IE1-pr的实验组病毒滴度较对照

组显著升高 (图5-a)。此外，与转染pTol2/CMV/IE1-pr
相比较，无论是接种 1 MOI还是 0.1 MOI SVCV，

转染 pTol2/CMV-IRF2/IE1-pr的实验组，检测其

svcv-g 的表达水平均显著高于对照组 (图 5-b)。为

了探究瞬转 Olirf2的 FHM促进病毒增殖的原因，

以 β-actin 作为内参，检测 3个抗病毒相关基因

mx1、ifn 和 irf3的表达水平。转染 24或 48 h后，

相较于对照组而言，瞬转 Olirf2组中 mx1和 ifn 的

表达量均显著降低，转染 48 h后，在瞬转 Olirf2
的细胞系中 irf3的表达水平与也受到了显著抑制

(图 6)。 

2.4    瞬转 Olirf2抑制细胞中干扰素的应答

为了研究 Olirf2对干扰素信号传导能力的影

响，在 FHM中将 pTol2/CMV-IRF2/IE1-pr质粒与干

扰素报告启动子 psiCHECK-2-NF-κB或 psiCHECK-
2-ISRE质粒共转染。双荧光素酶活性测定结果

TL TR AmppUC/oriSVTK CMV IE1 pacIRF2 CDS

FLAG

DsRed

SV40/polyA

 
图 1    Olirf2表达载体 pTol2/CMV-IRF2/IE1-pr

CMV启动子驱动 Olirf2编码序列 (CDS)，用嘌呤霉素 (pac)筛选稳定表达细胞

Fig. 1    The diagram of Olirf2 expression vector pTol2/CMV-IRF2/IE1-pr
The Olirf2 coding sequence (CDS) was driven by CMV promoter, and stable expression cells would be selected by puromycin (pac)
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图 2    IRF2的蛋白结构域和序列比对

相同氨基酸显示黑色，DBD结构域用黑色方框突出，IAD2结构域用红色方框突出

Fig. 2    Structure domain and multiple sequences alignment of IRF2 homologs
Identical residues  are  indicated  in  black,  the  conserved  DNA binding  domain  is  highlighted  by  black  box,  and  interferon  associate  domain  2  is  high-
lighted by red box

9 期 姜正正，等：病毒感染过程中青鳉irf2基因过表达的双面性 1469
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图 3    IRF2的系统进化分析

采用邻接法，利用MEGA-X软件 bootstrap进行 1 000次复制，构建系统进化树

Fig. 3    Phylogenetic analysis of IRF2
The phylogenetic tree was constructed by using the neighbor-joining method in MEGA-X software, 1 000 replications of bootstrap were performed
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图 4    不同组织 (a)和不同处理条件下头肾 (b)中 Olirf2的相对表达水平

(a) 1~10分别代表脑、眼、鳃、心脏、头肾、肝脏、脾脏、肠、精巢和卵巢，(b) 1、3、5和 7分别代表腹腔注射培养基 12、24、48 和
72 h后头肾中 Olirf2的相对表达水平，2、4、6和 8分别代表腹腔注射 NNV 12、24、48和 72 h后头肾中 Olirf2的相对表达水平；不同

字母间差异显著 (P<0.05)，**. 极显著差异 (P<0.01)

Fig. 4    The relative expression level of Olirf2 in different tissues(a) and in head kidney(b)with
different treatment conditions

(a) 1-10 represent brain, eyes, gills, heart, head kidney, liver, spleen, intestine, testis and ovary, respectively, (b) 1, 3, 5, 7 represent the mRNA expres-
sion level of Olirf2 in the head kidney at 12, 24, 48 and 72 h after intraperitoneal injection of medium, 2, 4, 6, 8 represent the mRNA expression level of
Olirf2  in  the  head  kidney  at  12,  24,  48  and  72  h  after  intraperitoneal  injection  of  NNV;  different  letters  indicate  significant  difference  (P<0.05);  **.
highly significant difference (P<0.01)
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显示，Olirf2表达显著抑制了 1 MOI SVCV诱导的

NF-κB以及 ISRE的启动子活性。当没有 SVCV刺

激的情况下，Olirf2也能够抑制 NF-κB和 ISRE
的活性，说明无论 FHM是否感染 SVCV，Olirf2
都显著抑制细胞中 NF-κB(图 7-a)和 ISRE启动子

的应答 (图 7-b)。 

2.5    FHM中稳定转染 Olirf2后抗病毒活性的

检测

为了探究稳定转染 Olirf2的细胞是否同样具

有促进病毒增殖的能力，通过药物筛选出红色

荧光蛋白比例为 100%的转染Olirf2以及转染 pTol2/
CMV/IE1-pr的 FHM，建立稳转 Olirf2以及 pr 的细

胞系。用 1 MOI以及 0.1 MOI SVCV感染稳转的

细胞系，感染 24 h后待出现明显的 CPE (图版Ⅱ)，
收集上清液检测 FHM的 TCID50。有趣的是，与

对照组相比较，稳转 Olirf2的 FHM的病毒滴度

较低 (图 8-a)。此外，检测稳转细胞系中 svcv-g
的表达水平，发现 2组之间略有差距，但相较于

对照组，稳转 Olirf2的 FHM中 svcv-g 的表达低
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图 5    Olirf2在瞬时转染 FHM后 TCID50 及 svcv-g的变化

(a)将 SVCV感染细胞后的上清接种 FHM，测定上清 TCID50，(b)感染 SVCV后 FHM中 svcv-g 的表达水平；1. 1 MOI SVCV，2. 0.1 MOI
SVCV；*. 显著差异 (P<0.05)，**. 极显著差异 (P<0.01)；下同

Fig. 5    Changes of TCID50 and svcv-g after transient transfection of Olirf2 in FHM

(a) TCID50 of FHM supernatant after being infected by SVCV, (b) expression level of svcv-g in FHM infected by SVCV; 1. 1 MOI SVCV, 2. 0.1 MOI
SVCV; *. significant difference (P<0.05), **. extremely significant difference (P<0.01); the same below

D

pTol2/CMV/IE1-pr+1 MOI SVCV pTol2/CMV-IRF2/IE1-pr+1 MOI SVCV pTol2/CMV-IRF2/IE1-pr+0.1 MOI SVCVpTol2/CMV/IE1-pr+0.1 MOI SVCV

100 µm
1

100 µm
2

100 µm
3

100 µm
4

100 µm
5

100 µm
6

100 µm
7

100 µm
8 

图版Ⅰ    Olirf2在瞬时转染 FHM中的促病毒增殖作用

FHM转染 pTol2/CMV-/IE1-pr或 pTol2/CMV-IRF2/IE1-pr质粒  24 h后接种 1 MOI SVCV或 0.1 MOI SVCV，24 h后细胞病变效应；箭头表

示感染 SVCV后细胞的 CPE；1, 3, 5, 7. 相差显微镜成像，2, 4, 6, 8. 红色荧光蛋白图像；下同

Plate Ⅰ    The pro-viral effect of Olirf2 in transient transfected FHM
Transfected with pTol2/CMV/IE1-pr or pTol2/CMV-IRF2/IE1-pr at 24 h after, FHM were inoculated with SVCV virus at MOI 1 or 0.1 for another 24 h;
the arrows indicated CPE of the cells infected with SVCV; 1, 3, 5, 7. phase contrast image, 2, 4, 6, 8. the RFP was observed under microscope; the some
below
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于对照组 (图 8-b)。同时发现在稳转 Olirf2的 FHM

中 3个抗病毒相关基因 mx1、ifn 和 irf3的表达水

平显著提高 (图 9)。
 

3    讨论

IRFs是干扰素产生和信号转导的关键调节

器，其在协调机体的先天性和适应性免疫应答

过程中对免疫细胞的生长、分化和功能具有多

种且重要的调节作用，其中 IRF2是一类重要的

干扰素调节因子。这里，我们克隆和鉴定了 Olirf2，
并对 OLIRF2的系统进化分析发现，其与其他鱼

类的 IRF2聚集在一起。通过将 OLIRF2与其他

物种的氨基酸序列多重比对后，发现 OLIRF2
在进化上是保守的，其与牙鲆的相似度最高。

据已有的报道，irf2在各种组织或器官中均有表

达，本研究也表明 Olirf2在青鳉10种组织中均有

表达，在鳃中的表达量最低，在性腺以及头肾

中表达量较高，这与大西洋鲑 (Salmo salar) 中性

腺的高表达一致 [24]。将青鳉腹腔注射病毒后，无
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图 6    Olirf2瞬时过表达对干扰素相关基因的表达的影响

(a) FHM中 3个抗病毒相关基因在转染 Olirf2 24 h后的表达水平 , (b)FHM中 3个抗病毒相关基因在转染 Olirf2 48 h后的表达水平；1~3
分别代表 mx1、ifn 和 irf3；*. 显著差异 (P<0.05)，**. 极显著差异 (P<0.01)；下同

Fig. 6    Effects of Olirf2 transient overexpression on the expression of antiviral related genes
(a) expression level of 3 antiviral relative genes in FHM at 24 h after being transfected with Olirf2, (b) expression level of 3 antiviral relative genes in
FHM at 48 h after being transfected with Olirf2; 1-3. mx1, ifn and irf3; *. significant difference (P<0.05), **. extremely significant difference (P<0.01);
the same below
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图 7    瞬转 Olirf2对 NF-kB/ISRE启动子活性的影响

(a) NF-кB-miniP启动子活性，(b) FHM ISRE-miniP启动子活性；1. 未感染 SVCV，2. 1 MOI SVCV

Fig. 7    Effects of Olirf2 on NF-kB/ISRE promoter activity in transient transfected FHM
(a) NF-кB-miniP activity; (b) ISRE-miniP activity; 1. uninfected SVCV , 2. infected 1 MOI SVCV
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论是鳃还是头肾，Olirf2的表达水平显著提高，

表明 Olirf2参与了青鳉的抗病毒免疫反应。

实验发现在 FHM中瞬时 (24~48 h)过表达

Olirf2表现出明显的促进病毒增殖的作用，包括

svcv-g 的拷贝数和 TCID50 的倍增。众所周知，

IRFs是一类调控 IFN转录和 IFN诱导基因表达

的同源蛋白家族，它们是 TLR和 IFN信号通

路的关键调节剂， IRFs可与包括 IRFs、STATs
及 NF-κB在内的多种转录因子共同作用[25]。IRF2
参与了免疫应答，在虹鳟、点带石斑鱼、草鱼

等物种中都能被 poly I:C诱导 [19, 26-27]。在 FHM中

瞬转 Olirf2显著抑制 NF–кB和 ISRE的活性，同

时也抑制了抗病毒相关基因如 mx1、ifn 和 irf3的

表达水平。在哺乳类动物的 IFN信号通路中，

IRF1是 IFN转录激活因子，而 IRF2是转录抑制

因子，IRF2抑制相关基因启动子活性，从而抑

制基因的表达。当病毒感染细胞后，IRF2可以

和 IRF1竞争下游基因启动子中的相同顺式作用

元件，从而与 IRF1形成拮抗的作用[28]。此外，IRF2
通过其 DBD结构域结合 IFN和 ISGs的 ISRE，
达到抑制 IFN和多种 ISGs转录的效果 [29]，因此

在本研究中瞬转 Olirf2除了抑制 NF–кB和 ISRE
的活性，也抑制了抗病毒相关基因的表达水平。

IRF2除了抑制 ifnβ 的表达外 [30]，它还下调 ISGs
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图 8    在 FHM中稳定转染 Olirf2后 TCID50 及 svcv-g的变化

(a) TCID50 测定，(b)svcv-g 的表达水平

Fig. 8    Changes of TCID50 and svcv-g after stably transfection of Olirf2 in FHM

(a) the TCID50 of supernatants of stably transfected cell, (b) expression level of svcv-g in stable transfected FHM

pTol2/CMV/IE1-pr+1 MOI SVCV pTol2/CMV-IRF2/IE1-pr+1 MOI SVCV pTol2/CMV-IRF2/IE1-pr+0.1 MOI SVCVpTol2/CMV/IE1-pr+0.1 MOI SVCV
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图版Ⅱ    Olirf2在稳定转染的 FHM中的抗病毒作用

稳定转染 pTol2/CMV/IE1-pr或 pTol2/CMV-IRF2/IE1-pr 的 FHM感染 1 MOI SVCV 或者  0.1 MOI SVCV 24 h后的细胞状态；箭头表示受

SVCV感染后细胞的 CPE

Plate Ⅱ    The antiviral effect of Olirf2 in stably transfected FHM
Stably transfected pTol2/CMV/IE1-pr or pTol2/CMV-IRF2/IE1-pr FHM was inoculated with SVCV virus at MOI value of 1 or 0.1 for 24 h; the arrows
indicated the CPE of infected cells
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的转录、对 IFNα/β激活的 ISGF3起反作用 [31]。

此外，虽然 IRF2被认为是 IRF1的转录抑制剂和

拮抗剂，但 IRF2也可激活基因的转录。PKR是

干扰素介导的抗病毒免疫反应的主要调节因子，

用 poly I∶C刺激 CIK细胞，IRF2能够下调 PKR
激活蛋白 PKRRA表达，同时增强其抑制蛋白

TARBP2的表达 [8]。TLR3介导宿主对多种病毒的

防御，如乙型肝炎病毒 [32]。 IRF1和 IRF2都是

IFN刺激或病毒感染诱导 TLR3转录所必需的 [33]，

而 IRF2是维持 TLR3基础表达水平所必需的[27,34]。

在 Hela细胞中， IFN-I诱导表达的 TRIM14在抗

病毒防御中发挥重要作用，IRF2与 IRF1均可与

ISRE结合，激活 TRIM14的转录，同时 IRF2也

可维持非 IFNα诱导的 TRIM14的基本表达水平[35]。

我们也发现，在 FHM中稳定的过表达 Olirf2
可提高细胞的抗病毒能力。实验结果显示，稳

定转染 Olirf2的 FHM感染 SVCV后，TCID50 以

及 SVCV的关键基因 svcv-g 的表达都低于对照组。

这可能是由于 FHM中抗病毒相关基因 mx1、ifn 和

irf3的表达水平显著升高所致。有报道显示，青

鳉中持续过表达 IFN导致 IFN脱敏，其诱导表达

的 STAT1b、STAT2、IRF9以及 RLR信号分子的

表达水平下调，从而增加对神经坏死病毒感染

的易感性 [36]。在哺乳动物中长期和过度的 IFN刺

激会导致对 IFN信号的脱敏。例如，在人类成纤

维细胞中，IFN处理 2 h导致 IFN信号通路的最

大激活，而持续的刺激导致脱敏，同时 ISGs的
转录降低到预处理水平 [37]。因此，我们推测

Olirf2的持续过表达激活鱼类中一个功能性的

RLR和 RLR触发的 IFN信号通路 [38]，从而增强

鱼体抗病毒能力。

综上所述，实验鉴定了 Olirf2，发现在 FHM
中瞬时转染 Olirf2具有促进病毒增殖的功能，但

是持续过表达 Olirf2反而促进细胞产生抗病毒能

力，这可能与免疫应答相关的抗病基因 mx1、
ifn 和 irf3的上调有关。在病毒感染过程中，包

括 irf2在内的干扰素调节因子的表达量和持续时

间对于机体的抗病毒效果有很大的影响，这为

通过基因编辑或者转基因手段来构建抗病毒的

鱼类提供了理论基础。
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图 9    稳转后抗病毒相关基因的 RNA 表达

mx1、 ifn 和 irf3等 3个抗病毒相关基因在稳定转染 pr 或 Olirf2后
在 FHM中的表达水平，1~3分别代表 mx1、ifn 和 irf3

Fig. 9    The RNA expression of antiviral related genes in
stably transfected FHM

The RNA expression level of mx1, ifn and irf3 antiviral relative genes in
stably transfected pr or Olirf2 FHM; 1-3. mx1, ifn and irf3
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Dual characters of overexpressed Medaka (Oryzias latipes) interferon
regulatory factor 2 gene during virus infection

JIANG Zhengzheng 1,     LUO Junzhi 1,     SHEN Ping 1,     WANG Zhi 1,     PANG Lianhui 1,    
PAN Qihua 1,2,     LIU Hong 1,     CHEN Tiansheng 1,2*

(1. College of Fisheries, Huazhong Agricultural University, Wuhan    430070, China;
2. Key Laboratory of Healthy Mariculture for the East China Sea, Ministry of Agriculture and Rural Affairs,

College of Fisheries, Jimei University, Xiamen    361021, China)

Abstract:  Interferon  (IFN)-mediated  antiviral  signaling  pathway  is  a  very  important  part  of  fish  innate  immune
response, and interferon regulatory factor 2 (IRF2) can affect fish immunity by regulating the expression of IFN.
Therefore,  this  experiment  studied  the  role  of  medaka  irf2  (Olirf2)  in  the  antiviral  signal  pathway,  which  may
provide a theoretical basis for antiviral fish through gene editing or genetic modification. In this study, the Olirf2
was cloned,  and RNA expression was detected in  adult  tissues.  Moreover,  the plasmid pTol2/CMV-IRF2/IE1-pr
was constructed by cloning the coding sequence of Olirf2 for eukaryotic expression. In fish cell line FHM, transi-
ent expression of Olirf2 promoted the replication of spring viremia of carp virus (SVCV) and reduced the expres-
sion of mx1, ifn and irf3 significantly. Further studies by luciferase reporter assay showed that Olirf2 inhibited pro-
moter activities of SVCV-induced NF-κB and ISRE, indicating that Olirf2 may promote the replication of SVCV
by inhibiting cellular innate immune response. However, constant overexpression of Olirf2 enhanced the antiviral
ability in FHM and increased the expression levels of mx1, ifn and irf3. Therefore, the current research suggested
that the Olirf2 has double effect to regulate the antiviral effect based on the duration of expression.

Key words: interferon regulator factor 2; Oryzias latipes; fish cell line; spring viremia of carp virus (SVCV); dual
characters
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