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仿刺参干扰素调节因子 3 基因的克隆及其功
能分析

 

姜建洋，  李宏阳，  王称杨，  李成华，  邵铱娜*

宁波大学海洋学院，浙江 宁波　315211 

摘要：

 【目的】研究仿刺参干扰素调节因子 3 (interferon regulatory factor 3，
IRF3)基因功能。
 【方法】本研究首先采用 RACE技术，通过克隆和序列拼接获得了仿
刺参 IRF3基因的全长 cDNA序列，并命名为 AjIRF3。AjIRF3基因全
长 2 023 bp，编码 441个氨基酸。
 【结果】序列分析显示，AjIRF3基因 C末端具有 1个 IAD结构域；系
统进化树分析结果显示，AjIRF3能与 IRF3家族成员聚合且与软体动
物欧洲玉黍螺的亲缘关系最近。组织分布显示，AjIRF3在所有检测的
组织中均能表达，其中在肌肉中表达量最高，肠次之，体腔细胞中的
表达量最低。灿烂弧菌胁迫下，AjIRF3在仿刺参体腔细胞中的表达量
明显上调，且在 6 h达到最高值，为对照组的 3.64倍；进一步在 LPS
和 poly(I:C)胁迫下，AjIRF3均在 48 h达到最高值，分别为对照组的
3.20倍和 8.57倍。亚细胞定位结果显示，AjIRF3主要分布于细胞质中，
但经灿烂弧菌胁迫后 AjIRF3主要从细胞质易位到细胞核中。此外，干
扰 AjIRF3后，仿刺参体腔细胞凋亡率与 NC组相比显著下降 16%；进
一步用灿烂弧菌胁迫后发现，体腔细胞中的胞内菌数量与 NC组相比
显著上调 19.83倍，表明干扰仿刺参 IRF3后促进了病原感染。
 【结论】仿刺参 IRF3能够响应病原感染，并在抵御病原感染过程中发
挥重要作用。研究结果为防控仿刺参腐皮综合征的发生提供了理论基础。
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仿刺参 (Apostichopus japonicus)俗称刺参，是最具经济价值的养

殖种类之一，2022年产量约 25万 t，仅第一产业产值即高达 400亿元，

是我国海洋农业的重要组成部分[1]。然而，随着仿刺参养殖产业的发

展，其病害问题也日益突出。仿刺参常见的疾病类型主要有烂边病、

烂胃病、滑板病和腐皮综合征。其中，腐皮综合征以其发病快、发病

广、危害重而备受人们重视 [2]。研究表明，灿烂弧菌 (Vibrio splen-
didus)是诱发仿刺参腐皮综合征发生的最主要病原[3]。遗憾的是，目前

针对绿色、有效防控仿刺参疾病发生的技术手段仍较为匮乏。究其原

因，主要是对宿主免疫防御系统仍缺乏系统深入的认识。因此，大力

开展此方面的研究工作，对解决仿刺参病害发生具有重要的意义。
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干扰素调节因子 (interferon  regulatory  fac-
tors，IRFs)作为一类重要的转录因子，在免疫

细胞中广泛表达，参与固有和获得性免疫的调

节[4-5]。其中，干扰素调节因子 3 (interferon regu-
latory factor3，IRF3)在抵御病原感染方面具有

重要作用[6-8]。正常情况下，IRF3主要位于细胞

质中，而在病毒、细菌等病原刺激下 IRF3发生

二聚化并入核激活 IRF3/IFN-β 信号通路，以对

抗病原感染。IRF3还能促进单核细胞凋亡，保

护细胞免受病毒侵害 [9-12]。此外，IRF3在调节

炎症介质产生、增强免疫细胞招募等方面也起

着至关重要的作用 [11, 13-15]，表明 IRF3是脊椎动

物免疫系统中应对病原感染的重要调节因子。

在海洋无脊椎动物中，对 IRF3基因的研

究相对缺乏，仅在萨氏海鞘 (Ciona savignyi)[16]、
欧洲玉黍螺 (Littorina  littorea)[17] 中有所报道。

目前，尚无仿刺参 IRF3的相关研究报道，基于

仿刺参在水产养殖业中的重要性以及病害问题

的紧迫性，本研究拟通过 cDNA末端快速克隆

(RACE)技术扩增仿刺参 IRF3 (AjIRF3)基因全

长；并通过荧光定量 PCR (qPCR )、RNA干扰

等技术研究该基因在灿烂弧菌胁迫下的功能

特征，预期成果将为仿刺参病害的免疫防治奠

定理论基础，推动仿刺参养殖产业健康可持续

发展。 

1    材料与方法
 

1.1    实验材料

50头健康仿刺参 [(125±15) g]采自大连桃

源市场桃花岛水产商行，实验前在天然海水

[盐度 28±1，温度 (16±1) °C]中暂养 3 d；灿烂

弧菌为本实验室保存菌种 [18]。本研究获得了宁

波大学实验动物中心实验动物管理和使用伦理

委员会批准，实验过程中操作人员严格遵守宁

波大学实验动物中心伦理规范，并按照宁波大

学实验动物中心伦理委员会制定的规章制度执行。 

1.2    实验方法
 

灿烂弧菌的培养及仿刺参体外感染　　将保

存于−80 °C的灿烂弧菌接种于 2216 E液体培养基

(5 g/L胰蛋白胨，1 g/L酵母提取物，pH为 7.6，
过滤海水定容)中，在 28 °C、150 r/min摇床中

过夜培养，6 000 × g 离心 10 min后收集菌体并

重新悬浮于无菌海水中。将 50头健康仿刺参随

机分为 2组，即对照组和实验组，每组 25头。

实验组养殖水体中加入终浓度为 107 CFU/mL的

灿烂弧菌进行浸浴感染，对照组不加任何处理。

分别在胁迫后的 0、6、12、24和 48 h收集 3头

仿刺参的体腔液，并用 160目尼龙网过滤后与

等渗抗凝剂 (0.068 mol/L Tris-HCl，0.019 mol/L
KCl，0.02  mol/L  EDTA，0.48  mol/L  NaCl，pH
7.6，去离子水定容)进行 1∶1混合 (体积比)，
于 16 °C、800 × g 离心 10 min。随后去上清液，

使用等渗缓冲液 (0.01  mol/L  Tris-HCl， 0.001
mol/L EDTA，0.53 mol/L NaCl，pH 7.6，去离子

水定容 )重悬细胞，于16 °C、800 × g 离心 10
min并重复收集一次。收集对照组 (0 h)仿刺参

中的体腔细胞、肌肉、触手、呼吸树和肠进行

组织表达分析，每个组织设置 3个生物学重复。

体腔液收集同上述步骤，其他组织进行液氮研

磨。所有实验样品中加入 1 mL TRIzol (TaKaRa，
日本)以裂解细胞或组织，并将裂解后的样品置

于−80 °C冰箱备用。 

脂多糖 (LPS)和聚肌胞苷酸 [poly(I:C)]胁
迫仿刺参原代体腔细胞　　按上述方法收集仿

刺参体腔细胞后使用 Leiboviz’s-15 (Gibco，美

国 )培 养 基 (额 外 添 加 0.39  mol/L  NaCl， 100
μg/mL硫酸庆大霉素，100 U/mL双抗)重悬细

胞制成细胞悬液并以血球计数板计算仿刺参体

腔细胞浓度，并稀释至 106 个/mL，以 500 μL/孔
的体积加入到 24孔培养板中，于 16 °C培养箱

培养 12 h后待用。对于 LPS和 poly (I:C)胁迫，

在每孔中加入终浓度为1 μg/mL的 LPS (Sigma，
美国)和 10 μg/mL的 poly (I:C) (Sigma，美国)，
对照组不加任何处理。分别在胁迫 0、3、6、
12、24和 48 h后去掉培养基，加入 1 mL TRI-
zol以裂解细胞，收集裂解后的细胞并保存于

−80 °C，用于后续 AjIRF3基因表达分析。 

仿 刺 参 各 组 织 总 RNA的 提 取 　 　 按

RNAiso Plus (TaKaRa，日本)说明书对上述仿刺

参各组织中的总 RNA进行提取。 

仿刺参各组织 cDNA的合成　 　 根 据

cDNA逆转录试剂盒 (TaKaRa，日本)的使用说

明，将仿刺参各组织总 RNA进行反转录，用于
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随后的 AjIRF3基因的组织表达分析和诱导表达

分析。
 

cDNA末端快速扩增 (RACE)　　根据仿

刺 参 转 录 组 数 据 库 (PRJNA774950)， 得 到

AjIRF3基因的部分核心序列。将该序列作为仿刺

参 IRF3基因克隆的核心序列进行 RACE扩增

(表 1)。参照 3′，5′-RACE试剂盒  (TaKaRa，日

本)的操作流程，分别进行仿刺参 IRF3基因的

3′和 5′-RACE扩增。将扩增得到的产物连接至

pMD19-T vector (TaKaRa，日本)，连接产物通

过转化筛选出阳性克隆并进行测序 [生工生物

工程 (上海)股份有限公司，中国 ]。
 

AjIRF3基因的生物信息学分析　　利用

BLAST软件工具拼接 5′和 3′-RACE扩增片段序

列，获得 AjIRF3基因的 cDNA全长；利用 ORF
Finder在线工具 (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orf-
finder/)预测 cDNA全长序列中的开放阅读框

(ORF)；利用在线网址  (http://www.expasy.org/)

将 AjIRF3 cDNA序列推导成氨基酸序列；通过

NCBI网 站 上 的 BLAST工 具 (http://www.ncbi.
nlm.nih.gov/blast)对 AjIRF3基因进行同源对比

分析；利用在线网站 (http://www.smart.Embl-
heidelberg.de/)预测 AjIRF3的结构域特征；利

用 MEGA 7.0软件构建进化树对 AjIRF3进行进

化分析。 

2−∆∆Ct

AjIRF3基因在仿刺参各组织及灿烂弧菌、

LPS、poly(I:C)胁迫下的表达分析　　对获得

的 AjIRF3基 因 的 ORF序 列 设 计 qPCR引 物

(表 1)。利用 SYBR  Green荧光染料 (TaKaRa，
日本)进行 qPCR分析，检测 AjIRF3基因在体

腔细胞、肌肉、触手、呼吸树和肠组织中的表

达情况；同时检测 AjIRF3基因在灿烂弧菌、

LPS和 poly(I:C)处理前后的表达情况。使用

ABI 7500荧光定量 PCR仪实施，反应参数设置

为 94 oC 5 min；94 oC 15 s，55 oC 20 s，72 oC 30
s共 40个循环。根据 法计算目的基因的

相对表达量[19]，以平均值±标准差 (mean±SD)表
示。使用 SPSS 19.0软件进行单因素方差分析

(One-Way  ANOVA)， P<0.05表示差异显著，

P<0.01表示差异极显著。本实验中柱状图均用

Graphpad Prism软件绘制。 

AjIRF3基因原核表达载体的构建　　根据

上述 AjIRF3基因的全长序列，设计含 BamH I
和 Xho I限制性内切酶位点的引物 (表 1)，扩增

反应后，用胶回收试剂盒 (百泰克生物技术有限

公司，中国) 回收 PCR产物并与载体 pMD19-T
vector连接，转化至大肠杆菌 (Escherichia coli)
DH5α感受态 (TaKaRa，日本)，通过转化筛选

出阳性克隆并进行测序，将测序正确的克隆质

粒用 BamH I和 Xho I限制性内切酶进行双酶切，

与经同样酶切的 pGEX-4T-2原核表达载体连接，

转化大肠杆菌 DH5α感受态，PCR筛选阳性克

隆，经测序获得编码框正确的表达载体 pGEX-
4T-2-AjIRF3重组质粒。 

AjIRF3重组蛋白的诱导表达　　利用质粒

提取试剂盒 (Omega，美国)纯化阳性菌株重组

质粒 pGEX-4T-2-AjIRF3，转化至大肠杆菌表达

感受态 BL21 (DE3) (Novagen，德国)，获得的阳

性菌株即为 AjIRF3表达菌株。将该表达菌株再

接种到氨苄质量浓度为 50 μg/mL的 LB培养液

 

表 1    本实验所用引物

Tab. 1    Primers used in this study

引物
primers

序列(5′-3′)
sequence(5ʹ-3ʹ)

用途
purpose

AjIRF3 3-1 CACATGAATCCAACGATATACTTT 全长
扩增

AjIRF3 3-2 AACTGTGGGATGGACTTTGCCAT

AjIRF3 5-1 CTCGTTATTCCTCTCGATGGATC

AjIRF3 5-2 AGCTGCTTATGGTTCCTTCAGAA

AjIRF3 F ATGTCACCAGACCAAGAC 原核
表达

AjIRF3 R CTATTGTTCCATTATTTCTACTTTG

AjIRF3
BamH I F

GGATCCATGTCACCAGACCAAGAC

AjIRF3
Xho I R

CTCGAGCTATTGTTCCATTATTTCTACTTTG

AjIRF3 qF ATTCTCAGCCTGCTCATC 定量

AjIRF3 qR CCTGATGAAGAAGATGGGTGTGT

Ajβ-actin qF AAGAGCCGTGTTTCCATCC

Ajβ-actin qR GTGCCACATCATTCGTTT

si-AjIRF3 CAGGGACAGUACCAUUAAATT
UUUAAUGGUACUGUCCCUGTT

干扰

siRNA
negative
control (NC)

UUGAACUCCCUCUUGACGGTT
ACGUGACACGUUCGGAGAATT

M13 F CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC 测序

M13 R GAGCGGATAACAATTTCACACAGG
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中，37 °C摇床培养至菌液 OD600 值为 0.6~0.8
时，加入异丙基-β-D-硫代吡喃半乳糖苷 (IPTG)
使其终浓度为 0.001 mol/L，于 37 °C诱导 5 h后

收集 2 mL菌液，离心收集菌体，加入 200 μL
细胞裂解液充分裂解细菌，取出 20 μL作为全

菌液对照；剩余菌液在冰上超声破碎，功率为

300 W，8 s /次，工作 4次，每次间隔 15 s。然

后于 4 °C，13 000 × g 离心 10 min，取 20 μL上

清液，沉淀重新用 100 μL细胞裂解液进行重悬，

作为包涵体液；用聚丙烯酰胺凝胶电泳 (SDA-
PAGE)检测，确定 pGEX-4T-2-AjIRF3蛋白是否

诱导表达成功，并分析其主要存在于包涵体还

是上清液中。 

AjIRF3重组蛋白的纯化　　使用 50 mL离

心管收集 100 mL上述诱导的菌液，于 16 °C，
8 000 × g 离心 10 min；用 10 mL包涵体洗涤液

(1 mol/L尿素，0.02 mol/L Tris-HCl，0.15 mol/L
NaCl， 0.001  mol/L  EGTA， 0.5%  Triton  X-100，
pH 7.9，去离子水定容)，重悬细菌沉淀；冰上

超声破碎，功率设置 300 W，超声 5 s停 10 s，
共 10 min；12 000 × g，4 °C离心 20 min，收集

沉淀；加入包涵体裂解液 (8 mol/L尿素，0.02
mol/L Tris-HCl，0.15 mol/L NaCl，0.2% Triton X-
100，0.03  mol/L咪唑，0.1% β-巯基乙醇，pH
7.9，去离子水定容)，重悬沉淀，超声破碎，超

声 5 s停 10 s，共 10 min，至溶液基本变清；

12 000 × g 离心 20 min，收集上清液；吸取 1
mL GST介质 [生工生物工程 (上海)股份有限

公司 ]加入纯化柱中，用去离子水冲洗 2次，

再用包涵体裂解液平衡 1次；在柱中加入待纯

化的蛋白溶液，4 °C条件下混匀2 h或过夜；

收集流出液重复上柱 2次；用 5 mL移液器吸

取 10  mL杂蛋白洗涤液 (6  mol/L尿素，0.001
mol/L Tris-HCl，0.015 mol/L NaCl，0.5% Triton
X-100，2  mol/L咪唑，0.5% β-巯基乙醇，pH
7.9，去离子水定容)，洗涤介质 10次，加入 0.6
mL变性蛋白洗脱液 (6 mol/L尿素，1 mol/L Tris-
HCl， 2.5  mol/L  NaCl， 2  mol/L咪唑， pH  4.5，
去离子水定容)，收集流出液；加入 1 mL变性

蛋白洗脱液 (使介质悬浮)，浸泡 10 min，收集

流出液，重复 5次，用于 SDS-PAGE分析。 

AjIRF3多克隆抗体的制备　　通过 SDS-
PAGE对煮过的纯化后蛋白进行分离，将蛋白

胶用 0.29 mol/L KCl溶液浸泡 10 min，切割显

现出来的白色胶条。将白色胶条充分研磨后加

入 1 mL磷酸盐缓冲溶液 (PBS)进行充分研磨，

形成含有纯化蛋白的溶液，通过皮下注射将该

溶液注入 4只 BALB/c小鼠 (Mus musculus)，每

周 1次，共 3周，第 4周取血前 1天断粮，眼

球取血后于 4 °C静置过夜，于 4 °C，3 000 × g
离心 30 min，将上清液分装并冻存于−80 °C冰

箱备用。 

蛋白质印迹 (Western blot)分析　　使用蛋

白质定量检测试剂盒 (康为世纪生物科技有限公

司)测定灿烂弧菌胁迫后仿刺参体腔细胞中的蛋

白浓度，并进行 SDS-PAGE电泳。将蛋白胶进

行适当裁剪，裁剪时需要包含彩虹 Marker和目

的蛋白；对硝酸纤维素膜 (NC)和滤纸进行适当

裁剪；用预冷的转膜缓冲液 (SDS 0.39 g/L，甘

氨酸 2.9 g/L，Tris 5.8 g/L，甲醇 200 mL/L，去

离子水定容)分别浸泡蛋白胶，转膜用海绵垫、

NC膜以及滤纸。在电塑料板上从正极到负极

依次放置 3层滤纸、NC膜、蛋白胶及 3层滤纸；

正确安装后加入足量预冷的转膜缓冲液，转膜

电压设为 45 V，电流设为 70 mA，4 °C条件下

转膜 3 h。完成转膜后，NC膜蛋白面剪角标记，

并用 10%脱脂奶粉 [0.1% PBST (KH2PO4 2.4 g/L，
KCl  2  g/L， NaH2PO4·2H2O  14.4  g/L， NaCl  80
g/L，0.1% Tween-20，去离子水定容)配制 ]封
闭 2 h；夹出 NC膜，孵育一抗 (用 10%脱脂奶

粉稀释 500倍)，4 °C孵育过夜。夹出 NC膜，

加入 0.3%  PBST  (KH2PO4  2.4  g/L，KCl  2  g/L，
NaH2PO4·2H2O  14.4  g/L， NaCl  80  g/L， 0.3%
Tween-20，去离子水定容 ) 漂洗 15 min，重复

2次；之后孵育二抗  (用 10%脱脂奶粉稀释

5  000倍 )，室温孵育 2  h；夹出 NC膜，加入

0.3% PBST漂洗 15 min，重复 2次。按照说明

书配制显色液 (新赛美生物科技有限公司)，在

暗室中通过凝胶成像系统对 NC膜进行显影

拍摄。 

免疫荧光分析　　收集仿刺参体腔液，利

用血球计数板对仿刺参体腔细胞数量进行计数，
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以确定细胞浓度。选择适当规格的细胞培养板，

并在细胞培养板内放置与之相匹配的细胞爬片，

加入 500 μL浓度为 106 个/mL的细胞悬液，并

于 16 °C培养过夜；次日，培养板中加入终浓

度为 107 CFU/mL的灿烂弧菌。灿烂弧菌胁迫

6 h后，去除培养基，用 PBS清洗 2次，加入

1 mL多聚甲醛固定30 min；除去多聚甲醛，加

入 1  mL  0.1%  Triton  X-100通透 10  min；而后

1×TBST (Tris  1.211 g/L、NaCl 4.007 g/L，去离

子水定容 ) 漂洗 3次，加入 1 mL封闭液  (5%
BSA，TBST配制)，室温孵育1 h；除去封闭液，

1×TBST漂洗 3次，加入1 mL一抗工作液 (一抗

稀释 400倍)，4 °C孵育过夜；除去一抗工作液，

1×TBST漂洗 3次，加入 1 mL二抗工作液 (二
抗稀释 2 000倍)，室温避光孵育2 h；除去二抗

工作液，1×TBST漂洗 3次；加入 1 mL DAPI
工作液 (稀释 5 000倍)，室温避光孵育 5 min；
除去工作液，1×TBST漂洗 3次，使用激光共

聚焦显微镜观察免疫荧光。 

AjIRF3干扰效率检测　　上海吉玛制药技

术有限公司合成干扰 AjIRF3基因的 siRNA 引物

(表 1)，10  μL  si-NC或 si-AjIRF3  (2×10−5 mol/L)
分别与 10 μL的转染试剂 (上海碧云天生物技术

股份有限公司)、80 μL PBS混合成转染工作液，

室温孵育 20 min；将 12头仿刺参随机分为 si-
NC组和 si-AjIRF3组，每组 6头。si-NC组每头

仿刺参注射 100 μL si-NC转染工作液；同样，si-
AjIRF3组注射 100 μL si-AjIRF3转染工作液。干

扰 24  h后，分别提取仿刺参体腔细胞的总

RNA和总蛋白进行干扰效率分析。 

细胞凋亡率检测　　AjIRF3干扰后，使用
Annexin V-FITC细胞凋亡检测试剂盒 (上海碧云
天生物技术股份有限公司)测定仿刺参体腔细胞
的凋亡情况。收集仿刺参体腔液，于 16 °C，
800 × g 离心 5 min收集体腔细胞。进一步利用
血球计数板对仿刺参体腔细胞数量进行计数，

并将细胞浓度稀释至 107 个/mL。在1 mL细胞
溶液中避光加入 195 µL FITC结合液轻轻混匀；
随后加入 5 µL的 FITC和 10 µL的 PI染色液并
轻轻混匀，室温避光孵育 15 min。孵育过程中
重悬细胞 2~3次以改善染色效果，使用流式细
胞仪检测细胞凋亡率，并重复 3次。 

胞内菌落检测　　首先，按照上述方法，

对 AjIRF3基因进行干扰。干扰 24 h后，去除培

养液，加入不含抗生素但含有灿烂弧菌 (终浓度

为 107 CFU/mL) 的 L-15培养基继续培养 3  h。
随后，收集体腔细胞并用 100 μg/mL庆大霉素

作用 2  h以杀灭胞外细菌；PBS洗涤后加入

0.2% Triton X-100裂解体腔细胞，将细胞裂解

液悬空滴于 2216 E固体培养基上进行培养，培

养 24 h后检测胞内菌生长情况。 

2    结果
 

2.1    AjIRF3 基因的全长克隆及序列分析

AjIRF3全长 2 023 bp，其中开放阅读框为

1  326  bp，编码 441个氨基酸， 5 ′非编码区

(untranslation region，UTR)为 247 bp，3′非编码

区为 450 bp (图 1)。推测的 AjIRF3蛋白分子质

量为 48.8 ku，理论等电点为 5.47。SMART预

测结果显示，AjIRF3蛋白的 C末端具有 1个

IAD结构域，该结构域主要负责与其他家族成

员或其他转录因子的同源和异构体相互作用。

进一步预测蛋白二级和三级结构，发现 AjIRF3
蛋白具有 4个 α-螺旋和 8个 β-折叠 (图 2)。多

序列比对结果显示，各物种之间的 IAD结构域

保守性相对较低。两两比对结果显示，AjIRF3
与斑马鱼 (Danio  rerio)  IRF3  (NP_001137376.1)
的 同 源 性 为 35%， 与 日 本 花 鲈 (Lateolabrax
japonicus)  (AXI69832.1)、 虹 鳟 (Oncorhynchus
mykiss)  (NP_001244191.1)、 点 带 石 斑 鱼 (Epi-
nephelus  coioides)  (AGC31487.1)、 牙 鲆 (Para-
lichthys olivaceus) (WMV97601.1)、大黄鱼 (Lar-
imichthys  crocea)  (NP_001290316.1)、尼罗罗非

鱼 (Oreochromis niloticus) (XP_005448377.1)、理

氏 裂 腹 鱼 (Schizothorax  richardsonii)  (APY
18926.1)的同源性约为 28%~30%，而与无脊椎

动物欧洲玉黍螺 IRF3 (QNL15276.1)的同源性

为 27% (图 3)。 

2.2    AjIRF3 进化树分析

使用 Mega 7.0软件，以邻位相接法 (neigh-
bor-joining，NJ)分析仿刺参 IRF3蛋白与其他物

种 IRF3蛋白的进化关系，采用 Bootstrap工具

包重复 2 000次检验。结果显示，仿刺参 IRF3首

先与软体动物欧洲玉黍螺聚为一支，表明仿刺

参 IRF3的分子进化地位与欧洲玉黍螺的生物学

分类地位较近，最后与脊椎动物 IRF3聚合 (图 4)。 
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2.3    AjIRF3 基因组织表达分析

为研究 AjIRF3基因在仿刺参不同组织中的

分布情况，实验利用 qPCR技术检测了 AjIRF3
mRNA在体腔细胞、肌肉、触手、呼吸树和肠

中的表达水平(图 5)。结果显示，AjIRF3基因在

所有检测的仿刺参组织中均能表达，其中，在

肌肉中的表达量最高，为体腔细胞的 7.38倍

(P<0.01)，其次是肠、呼吸树和触手，分别为体

腔细胞的 2.57倍 (P<0.01)、1.98倍 (P<0.01)和
1.77倍 (P<0.05)。 

2.4    AjIRF3 基因在灿烂弧菌胁迫下的 mRNA
表达水平

研究表明，血细胞是海洋无脊椎动物应对
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图 1    AjIRF3 基因 cDNA 全长及推导的

氨基酸序列

黑色加粗字体分别为起始密码子 ATG和终止密码子 TAG；多聚

腺苷酸加尾信号 AATAAA和 RNA不稳定序列 ATTTA用加粗斜

体表示；IAD结构域用灰色阴影表示。

Fig. 1　The full-length of cDNA and deduced amino acid
sequence of AjIRF3

The start  codon  ATG  and  stop  codon  TAG  were  blacked;  the   poly-
adenylation signal (AATAAA) and RNA instability sequence (ATTTA)
were indicated by bold italics; IAD domain was shown in gray shadow.
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图 2    AjIRF3 蛋白结构预测

(a) AjIRF3蛋白二级结构预测；(b) AjIRF3蛋白三级结构预测。

Fig. 2　Structural prediction of AjIRF3 protein
(a)  secondary  structure  prediction  of AjIRF3 protein;  (b)  tertiary   struc-
ture prediction of AjIRF3 protein.
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病原感染的最主要免疫器官。棘皮动物中，体

腔细胞在识别、凝集和清除病原等过程中起着

关键作用 [20]。因此，实验进一步研究了灿烂弧

菌胁迫下，AjIRF3在体腔细胞中的表达变化情

况。在灿烂弧菌胁迫期间，实验组仿刺参均未

吐脏，但与对照组相比，出现明显的摇头、身
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图 3    仿刺参 IRF3 蛋白与其他物种 IRF3 蛋白的氨基酸多序列比对

黑色为高相似区域，灰色为较高相似区域，红色框部分为 IAD结构域。

Fig. 3　Multiple sequence alignment of IRF3 protein in A. japonicus and other species
Black was high similarity area, gray was higher similarity area, the red box showed the IAD domain.
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体萎缩等现象。当灿烂弧菌感染 6 h时，AjIRF3
mRNA水平达到最高值，为对照组 (0  h)的
3.64倍 (P<0.05) (图 6)；随后，AjIRF3 mRNA水
平一直维持在较高水平，胁迫至 12 h时为对照

组的 2.72倍 (P<0.01)；胁迫 24 h后，仍比对照
组显著上调 1.89倍 (P<0.01)；直到胁迫至 48
h时，AjIRF3 mRNA的表达量显著降低，与对
照组 (0 h)相比下降了 80.60%。 

2.5    AjIRF3 基因在 LPS 和 poly(I:C) 胁迫下的

mRNA 表达水平

LPS胁迫后，AjIRF3 mRNA表达水平不断
上调并在 48 h达到最高值，为对照组 (0 h)的

3.20倍 (P<0.01) (图 7)；poly(I:C)胁迫后，AjIRF3
mRNA表达水平也在 48 h达到最高值，为对照
组 (0 h)的 8.57倍 (P<0.01) (图 8)。 

2.6    AjIRF3 重组蛋白的表达验证

首先，将重组质粒 pGEX-4T-2-AjIRF3转化
至 BL21 (DE3)感受态中，并进行诱导纯化，获
得重组的 AjIRF3蛋白，结果显示，阳性菌株在
诱导前后有 1条约 70 ku的目的蛋白条带明显变粗
(图 9，泳道 4)，且该蛋白主要以包涵体的形式
存在 (图 9，泳道 3)。随后，通过 GST介质过
柱，获得了单一的条带 (图 9，泳道 5)，表明纯
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图 4    NJ 法构建的 IRF3 系统进化树

Fig. 4　Phylogenetic tree based on the amino acid sequences of the known IRF3 proteins from various organisms
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图 5    AjIRF3 在仿刺参不同组织中的表达水平

1. 体腔液；2. 肠；3. 触手；4. 呼吸树；5. 肌肉；“*” 差异显著

(P<0.05)，“**” 差异极显著 (P<0.01)；下同。

Fig. 5　mRNA expression level of AjIRF3 in
different tissues of A. japonicus

1.  coelomocyte;  2.  intestines;  3.  tentacle;  4.  respiratory  tree;  5.  muscle;
"*"  significant  differences  (P<0.05), "**"  extremely  significant   differ-
ences (P<0.01); the same below.
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图 6    灿烂弧菌胁迫后 AjIRF3 的 mRNA 表达水平

0 h为对照组；下同。

Fig. 6　mRNA expression level of AjIRF3 after
V. splendidus infection

The 0 h served as control group; the same below.
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化后的蛋白即是目的蛋白，且该蛋白分子质量
大小与网站预测大小相符。最后 Western blot-
ting结果表明所制备的 AjIRF3抗体特异性高
(图 9，泳道 6)。 

2.7    灿烂弧菌胁迫下 AjIRF3 的蛋白表达水平

灿烂弧菌胁迫后，仿刺参体腔细胞中

AjIRF3蛋白表达结果显示，灿烂弧菌感染 6 h
后，AjIRF3蛋白表达水平达到最高值，为对照

组的 4.13倍 (P<0.01)，在感染 12和 24 h后分别

为对照组的 2.83倍 (P<0.01)和 1.87倍 (P<0.01)
(图 10)，蛋白表达水平与上述 AjIRF3  mRNA
表达水平基本一致。 

2.8    AjIRF3 蛋白的亚细胞定位

对仿刺参体腔细胞中的 AjIRF3蛋白进行定

位，结果显示，AjIRF3蛋白在细胞质和细胞核

中均有分布，但主要分布于细胞质中；当灿烂

弧菌胁迫 24 h后，大量 AjIRF3蛋白从细胞质易

位到细胞核中 (图版)。 

2.9    AjIRF3 基因干扰效率

为研究 AjIRF3基因功能，首先对 AjIRF3
的干扰效率进行检测 (图 11)。结果显示，当干扰
24 h后，AjIRF3的 mRNA水平与 NC组相比，
显著下调 81.9% (P<0.01)  (图 11-a)；干扰 48  h
后，AjIRF3在蛋白水平的表达量与 NC组相比，
显著下调 72.7%  (P<0.01)  (图 11-b， c)，表明
AjIRF3基因干扰成功。 

2.10    细胞凋亡率及胞内菌落检测

当 AjIRF3干扰 24 h后，仿刺参体腔细胞

凋亡率与 NC组相比显著下调 16%  (P<0.01)
(图 12-a，b)。灿烂弧菌胁迫后发现，干扰 AjIRF3
后体腔细胞中的胞内菌数量与 NC组相比显著

上调 19.83倍 (P<0.05)  (图 12-c)，表明 AjIRF3
干扰后促进灿烂弧菌增殖。 

3    讨论

IRF3是合成 I型干扰素的关键转录因子，

以激活 I型干扰素和干扰素刺激基因 (interferon
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图 7    LPS 胁迫后 AjIRF3 的 mRNA 表达水平

Fig. 7　mRNA expression level of AjIRF3 after
LPS infection
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图 8    poly(I:C) 胁迫后 AjIRF3 的 mRNA 表达水平

Fig. 8　mRNA expression level of AjIRF3 after
poly(I:C) infection
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图 9    重组 AjIRF3 蛋白的诱导表达、纯化及抗体验证

M. 蛋白标准分子质量，1. IPTG诱导前全菌液蛋白，2. IPTG诱导

后可溶性蛋白，3. IPTG诱导后包涵体蛋白，4. IPTG诱导后全菌

液蛋白，5. 纯化后 AjIRF3蛋白，6. Western blotting检测 AjIRF3抗
体特异性；红色框区域指示目标蛋白。

Fig. 9　SDS-PAGE analysis of AjIRF3 recombinant
protein and antibody validation

M.  protein  marker,  1.  before  IPTG  induction,  2.  after  IPTG  induction
with soluble  proteins,  3.  after  IPTG induction  with  inclusion  body pro-
teins,  4.  after  IPTG  induction,  5.  purified  AjIRF3 protein,  6.  the   spe-
cificity of AjIRF3 polyclonal antibody was detected by Western blotting;
the red box indicated AjIRF3 protein.
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stimulated genes，ISGs)而闻名，在抵御病原感

染中具有重要作用 [21]。与脊椎动物相比，目前

无脊椎动物 IRF3基因的功能研究鲜有报道。因

此，本研究以无脊椎动物仿刺参为对象，鉴定

并分析了仿刺参 IRF3基因在先天免疫防御中的

功能。
首先，通过 RACE技术扩增仿刺参 IRF3

基因全长，并利用生物信息学技术对 AjIRF3基
因和其推导的蛋白进行结构分析和功能预测，
结果显示，其开放阅读框全长为 1 326 bp，编
码 441个氨基酸残基。脊椎动物 IRF3同其他
IRFs 一样具有高度保守的 5个色氨酸残基的 N
末端 DBD结构域和一个 C末端 IAD结构域[22]，

其中，DBD结构域具有螺旋-转角-螺旋结构，
能识别干扰素反应元件和干扰素调控因子 [23]。
IRF 家族除了 IRF1和 IRF2之外，均具有 IAD
结构域，参与 IRF 同源/异源二聚体的生成，并
与其他转录因子相互作用[24]。SMART结果显示，
AjIRF3蛋白具有一个 IAD结构域，但与无脊椎
动物欧洲玉黍螺 IRF3一样，缺少 5个保守的色
氨酸残基[17]。系统进化树分析结果显示，AjIRF3
首先与欧洲玉黍螺 IRF3聚合，表明与无脊椎动
物具有更近的进化关系。

组织分布结果显示，AjIRF3在所有检测的

组织中均能表达，表明仿刺参 IRF3具有广泛的

生理作用。其中，体腔细胞在先天免疫防御中
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图 10    灿烂弧菌胁迫后体腔细胞中 AjIRF3 的蛋白表达水平

(a) Western blotting检测 AjIRF3表达情况；(b) AjIRF3蛋白表达水平的灰度值。

Fig. 10　Protein expression level of AjIRF3 after V. splendidus infection
(a) the protein expression level of AjIRF3 was detected by Western blotting; (b) gray value analysis of AjIRF3 protein.
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图版    AjIRF3 蛋白的亚细胞定位

红色荧光显示 AjIRF3；蓝色荧光显示细胞核。

Plate 　Subcellular localization of AjIRF3 in A. japonicus coelomocyte
Red fluorescence indicated AjIRF3, blue fluorescence indicated the nucleus.
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起着核心作用，因此，实验进一步分析了病原

感染后仿刺参 IRF3基因在体腔细胞中的表达变

化情况。研究发现，灿烂弧菌、LPS和 poly(I:C)
胁迫后，AjIRF3在仿刺参体腔细胞中的表达水

平均显著上调。而日本花鲈 [25]、虹鳟 [26]、大黄

鱼 [27] 在病原感染后 IRF3的表达趋势也均显著

上调，并在 48 h时达到最高峰，表明 AjIRF3可

以快速响应病原感染。LPS作为细菌细胞壁的

组成部分，通过模式识别受体如 Toll样受体

(Toll-like receptor，TLR) 4被宿主细胞识别，从

而激活信号传导途径，进一步导致转录因子如

IRF3的激活 [28]。poly(I:C)作为模拟病毒感染的

双链 RNA模拟物，其胁迫后的 AjIRF3响应可

能通过识别病毒 RNA并激活相关的信号通路来
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图 11    AjIRF3 干扰效率检测

(a) qPCR检测受干扰后 AjIRF3 mRNA表达水平；(b) Western blot检测 AjIRF3蛋白表达水平；(c) AjIRF3蛋白表达水平的灰度值分析。

Fig. 11　Detection of AjIRF3 interference efficiency
(a) the mRNA expression level of AjIRF3 after interference; (b) the protein expression level of AjIRF3; (c) gray value analysis of AjIRF3 protein.
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图 12    细胞凋亡率及胞内菌检测

(a) 流式细胞仪分析 AjIRF3干扰后仿刺参体腔细胞凋亡的变化；(b) 体腔细胞凋亡率统计分析；(c) AjIRF3干扰后仿刺参体腔细胞中的胞内

菌情况，#1、#2和#3表示 3次实验重复。

Fig. 12　Cell apoptosis rate and colony count
(a)  flow  cytometry  was  used  to  analyze  the  changes  of  coelomocyte  apoptosis  after AjIRF3  interference;  (b)  statistical  analysis  of  apoptosis  rate  of
coelomocyte; (c) the intracellular bacteria in the coelomocyte after AjIRF3 interference, #1, #2, and #3 represented three experimental replicates.
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实现 [28-29]。因此，AjIRF3作为一个多功能的转

录因子，能够响应不同病原感染，并在抵御病

原感染过程中发挥重要作用。

为深入研究 AjIRF3的基因功能，实验成功

构建了 pGEX-4T-2-AjIRF3的重组表达载体，诱

导、纯化后获得了 AjIRF3的重组蛋白，并获得

了高度特异的多克隆抗体。亚细胞定位研究发

现，AjIRF3主要定位于细胞质，而灿烂弧菌感

染后 AjIRF3荧光信号主要定位于细胞核内。哺

乳动物中的研究表明，病毒诱导的 IRF3核转位

是调节干扰素和 ISGs 表达所必需的 [30-31]，但

AjIRF3缺少 DBD结构域，可能无法直接与细

胞核内的 DNA序列相结合，其可能通过 IAD
结构域与其他 IRFs 或转录因子相结合继而发挥

作用。此外，许多研究表明 IRF3可以通过多种

途径调控细胞凋亡，并在清除病原中发挥重要作

用 [32-33]。本研究发现，干扰 AjIRF3后，仿刺参

的体腔细胞凋亡率显著降低，且受灿烂弧菌胁

迫后，胞内菌数量与 NC组相比明显增多。综

上，仿刺参 IRF3基因在先天免疫防御中具有重

要作用，其可能通过调控细胞凋亡途径进而抵

御病原的感染，研究结果为防治仿刺参腐皮综

合征提供理论基础。
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Cloning and functional study of interferon regulatory factor 3 of
Apostichopus japonicus

JIANG Jianyang ,     LI Hongyang ,     WANG Chengyang ,     LI Chenghua ,     SHAO Yina *

School of Marine Sciences, Ningbo University, Ningbo　315211, China

Abstract: Interferon regulatory factor 3 (IRF3) is an important member of the interferon regulatory factor family and plays an

important role in defensing against pathogen infection. To investigate the function of the IRF3 gene in Apostichopus japonicus,

we obtained the full-length cDNA sequence of  the IRF3 gene in A. japonicus by cloning and sequence splicing using RACE

technology, and named it AjIRF3. The full-length sequence of AjIRF3 gene is 2 023 bp and encodes 441 amino acids. Sequence

analysis revealed that the C terminus of AjIRF3 contains an IAD domain. Phylogenetic tree analysis indicated that AjIRF3 is a

new member of the IRF3 family and is  more closely related to the invertebrate mollusc Littorina littorea.  Tissue distribution

analysis  showed that AjIRF3 is  expressed in all  tissues,  with the highest  expression in muscle,  followed by intestine,  and the

lowest expression in coelomocyte. Furthermore, the expression of AjIRF3 in coelomocyte was significantly up-regulated under

Vibrio splendidus infection and reached its highest level at 6 h, which was 3.64-fold higher (P<0.05) than that of the control.

Moreover, AjIRF3  mRNA  expression levels  peaked  at  48  h  after  lipopolysaccharide  (LPS)  and  poly(I:C)  infection,

increasing by 3.20-fold (P<0.01) and 8.57-fold (P<0.01), respectively, compared with the control. Subcellular localization stud-

ies  showed  that AjIRF3  is  distributed  in  the  cytoplasm,  but  it  is  mainly  translocated  from  the  cytoplasm  to  nucleus  after V.

splendidus  infection.  Additionally,  we  found  that  the  apoptosis  rate  of  coelomocyte  was  significantly  decreased  by  16%

(P<0.01) following AjIRF3 interference. More importantly, our result showed that the number of intracellular bacteria in the si-

AjIRF3 group was significantly increased by 19.83-fold (P<0.05) compared with NC group after V. splendidus infection. Col-

lectively, these findings suggest that AjIRF3 plays important roles in innate immunity and regulates apoptosis to resist patho-

gen infection.

Key words: Apostichopus japonicus; interferon regulatory factor 3; expression analysis; apoptosis
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