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摘要  肉鳍类是脊椎动物的重要类群, 分为总鳍鱼类和四足类. 其中总鳍鱼类现生的物种包

括腔棘鱼和肺鱼. 四足动物则包括两栖类、爬行类、鸟类和哺乳类. 为了比较肉鳍类 irf-1 基

因的结构特点和系统发育意义, 本研究克隆了肺鱼 irf-1 基因 cDNA 全序列, 并与肉鳍类中其

他物种的 irf-1 基因进行了比对分析. IRF 是与自然免疫相关的蛋白质, 目前已发现了 11 个家

族成员, 其中 irf-1 和 irf-2 是最先被发现的 2 个成员, 在天然免疫中起着重要的作用. 但有关

IRF-1的报道主要集中在哺乳动物, 其他类群中鲜有报道. 与已报道的 irf-1基因一样, 肺鱼的

irf-1 基因可读框的前 345 核苷酸非常保守, 在其 C 端也含有 1 个反式激活区(transactivation 

domain)和 1 个 IRF 结合域 2 (IAD2)的模体. 虽然肺鱼与四足动物最近的共同祖先距今有 417

个百万年之久, 但跨肉鳍类的序列分析显示, IRF-1 氨基酸及其基因序列在肉鳍类中都具有较

强的保守性和显著的系统发育意义. 用 IRF-1 氨基酸序列所构建的肉鳍类系统发育与已有报

道的结果也是一致的.  
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干扰素(interferon, IFN)是一类多功能的细胞因

子, 在动物天然免疫过程中起着重要的作用. 干扰素

调节因子(interferon regulation factor, IRF)在干扰素

的产生过程中扮演着非常重要的角色 , 它最先作为

转录因子调节干扰素转录和作为干扰素诱导基因被

发现[1]. 实验进一步发现它还具有其他一些重要的功

能, 如抗病毒防御、免疫调节、生长控制[2]. 迄今为

止, 干扰素调节因子家族在哺乳动物中已有 11 个成

员被陆续报道 . IRF-1 最先被作为人类干扰素 -β 

(IFN-β)基因病毒诱导增强子样元件的调节子而被鉴

定的[3]. 进一步的研究证明, IRF-1还可以作为Ⅰ型干

扰素基因和干扰素诱导基因的转录激活因子[4]. 随后, 

另外一个在结构上与其相似的因子被鉴定并命名为

IRF-2. 实验证明, IRF-2 在干扰素的产生过程中是转

录抑制子, 与 IRF-1 有拮抗作用[5]. 除此之外, IRF-2

还具有其他一些重要的代谢功能 , 如在组蛋白 H4, 

VCAM-1, gp91phox, interleukin-7 转录过程中具转录

活性, 是 ClassⅡ的转录催化剂[6~10]. 在结构上, 干扰

素调节因子都具有相似度较高的 DNA 绑定区和变异

度较高的 IAD1 或 IAD2 区域. 它的前 115 个氨基酸

具较高同源性, 有色氨酸重复特征且包围在 DNA 绑

定域周围 , 在羧基末端区更具多变性 . 除 IRF-1 和

IRF-2 以外, 所有干扰素调节因子家族成员都有 IRF

结合域 1 (IAD1), IADI是其家族成员间或与其他因子

之间相互作用的纽带. 而 IRF-1 和 IRF-2 包含了与其

他家族成员不同的结合域(IAD2), IAD2 主要与 IRF-8
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发生相互作用 [11,12]. 为了比较总鳍鱼类与四足动物

中 irf-1 基因的结构, 并探讨其系统发育意义, 我们克

隆了肺鱼 irf-1 基因的 cDNA 序列. 目前已报道的四足

动物的系统发育分析主要是基于线粒体基因和少数核

糖体基因, 使用功能基因特别是天然免疫相关基因重

建肉鳍类的系统发育关系还未见报道. 肉鳍类 irf-1 基

因也缺乏完整的数据集. 本研究使用简并引物扩增出

irf-1 基因的保守片段, 通过 RACE 的方法获得肺鱼的

irf-1 基因 cDNA 序列, 完成了四足动物 irf-1 基因序列

的数据集, 从而获得更加可靠的系统发育结果. 以辐

鳍鱼类为外类群的系统发育分析表明该基因具有明显

的系统发育意义.  

1  材料与方法 

(ⅰ ) 标本采集和鉴定 .  非洲肺鱼 (Protopterus 

annectens)的标本购自广州花鸟市场, 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.  

(ⅱ) RNA 提取、cDNA 合成、基因扩增和测序.  

总 RNA 提取使用 Trizol 试剂盒(Invitrogen, 美国). 第

一 链 cDNA 合 成 使 用 逆 转 录 M-MLV 试 剂 盒

(Invitrogen, 美国), 具体操作按试剂盒说明书操作 . 

irf-1 基因保守片段扩增和 RACE 所使用的引物见表

1. 首先, 使用简并引物从 cDNA 中扩增 irf-1 基因保

守片段. 简并引物(Lf-IRF-1F1 和 Lf-IRF-1R1)的设计

比对了已知 irf-1 基因序列. PCR 反应的总体积为 50 

μL, 含 100 ng cDNA, 10×缓冲液 5 μL (TaKaRa, 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 3 min; 94℃变性 30 s, 52℃退

火 30 s, 72℃延伸 1 min, 34 个循环; 72℃延伸 7 min. 

每次反应设不含 cDNA 模板的空白对照组. 为了获

得 irf-1 基因 cDNA 全长, 我们在扩增的保守片段上

设计引物 . 所设计的引物扩增序列从可读框起始密

码子起约 240 bp 的片段. 非洲肺鱼引物序列分别为

Lf-IRF-1F2 和 Lf-IRF-1R2. PCR 反应条件为: 退火温

度 54℃, 其他条件同上. 3′RACE 用 Ambion 公司

FirstChioce RLM- RACE Kit (Cat # AM1700)试剂盒. 

引物序列见表 1. PCR 反应条件为: 94℃预变性 3 min; 

94℃变性 30 s, 57℃退火 30 s, 72℃延伸 1 min 40 s, 35

个循环; 72℃延伸 7 min. 所有扩增产物经 1.2%的琼

脂糖凝胶电泳后用 DNA 凝胶回收试剂盒(Omega 公

司)割胶回收 , 回收的目的片段用 pMD18-T Vector 

试剂盒 (TaKaRa, 大连 )为载体进行连接 , 以 DH5α 

(top 10)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.   

表 1  肺鱼 irf-1 基因保守片段扩增和 RACE 所使用的引物 

引物名称 引物序列 引物用途 
Lf-IRF-1F1 5′-CARATHCCNTGGATGCAYGC-3′ IRF-1 保守区扩增 

Lf-IRF-1R1 5′-GCYTTCCAKGTYTTNGGRTC-3′ IRF-1 保守区扩增 

Lf-IRF-1F2 5′-ATGCCNGTVGARMGRATGMG-3′ IRF-1 保守区扩增 

Lf-IRF-1R2 5′-GCATTCCAAGTATTAGGTTCT-3′ IRF-1 保守区扩增 

3′-Lf-IRF-1-RACE outer 5′-GCTTGCATTTTCCAGAGATGGGCG-3′ 3′RACE 
3′-Lf-IRF-1-RACE inner 5′-CTGGGCGGTACAAACCTGGAGAG-3′ 3′RACE 

表 2  用于比对和系统发育分析的基因序列 

No.  物种  中文名 拉丁名 GenBank 登录号 

1 Snakehead 乌鳢 Channa argus EF067849 

2 Mandarin fish 鳜鱼 Siniperca chuatsi AY647431  

3 Grasscarp 草鱼 Ctenopharynodon idellus GU9970981 

4 Human 人 Homo sapiens NM_002198 

5 Sheep 羊 Ovis aries AF3319701 

6 Mouse 鼠 Mus musculus NM_001159396 

7 Rat 大鼠 Rattus norvegicus NM_012591 

8 Chicken 鸡 Gallus gallus NM_245015 

9 Claw frog 爪蛙 Xenopus laevis NM_001089781 

10 West African lungfish 肺鱼 Protopterus annectens HQ873639 
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(ⅲ) 序列比对和系统发育分析.  从 GenBank 下

载的 irf-1 基因序列信息见表 2. 序列比对用 Clustal X

软件, 参数设置使用缺省值. 序列编辑和蛋白质翻译

使用 BioEdit 和 SEAVIEW. 系统发育分析使用邻近聚

类法(neighborhood joint)、最大似然法(maximum like-

lihood)和贝叶斯法(Bayesian analysis). 最大似然法利

用 Model-test 进行模型和参数的估计. 分支节点的置

信度使用 Bootstrap 1000 次检验. 主要使用的分析软

件包括 PAUP 10.1, MrBayes 3.1.2, Mega 4.0. 草鱼

(Ctenopharynodon idellus)、鳜鱼(Siniperca chuatsi)和

乌鳢(Channa argus)作为辐鳍鱼类的代表和系统发育

分析的外类群. 

2  结果 

2.1  肺鱼 irf-1 基因序列特征 

克隆测序结果显示 , 非洲肺鱼 irf-1 基因的

mRNA 含有 1 个包括 942 个核苷酸的可读框, 编码

314 个氨基酸, 3′UTR 区域包含 399 bp 核苷酸, 终止

密码子为 TAG (图 1), GenBank 登录号为 HQ873639. 

通过比对我们还在非洲肺鱼 IRF-1 氨基酸序列中辨

别出 NSL, C 端含反式激活和 IAD2.  

2.2  肉鳍类 irf-1 基因序列比较 

虽然肉鳍类的 irf-1 基因序列在不同种类具有不

同长度 , 但是其可读框却大致相同 . 肉鳍类的 irf-1

基因序列(哺乳类、鸟类、爬行类、两栖类、肺鱼及

作为外类群的辐鳍鱼类)比对后的结果显示, 它的前

345 核苷酸(DBD)具有较高的同源性 , 而其余部分

(IAD2)呈现较高的变异度. irf-1 基因可读框翻译成的

氨基酸序列比对结果显示他们具更高的同源性 , 特

别是前 115 氨基酸所构成的 DNA 绑定域(DBD), 色

氨酸重复特征非常明显, 与其余种类的高度一致(图

1). 但在非 DBD 区域, 我们仍然可以辨别出明显的

IAD2 和 C 端含反式激活域的模体.  

2.3  分子进化和系统发育分析 

肉鳍类与辐鳍类的 IRF-1 氨基酸序列比对分析

(图 1)显示, 肺鱼的 irf-1 基因序列与四足动物的存 

在一定差异. 四足动物中爬行类与鸟类较为相似, 而

两栖类与肺鱼相似. 尽管如此, irf-1 前 115 个氨基  

酸序列还是具有高度的保守性 . 除了 DBD 以外 ,   

我们还在 C 端含反式激活域和 IAD2 上发现许多保守

位点.  

使用不同方法构建的系统发育树都具有相似的

拓扑结构. 邻近聚类法所构建的 IRF-1 氨基酸序列系

统发育树如图 2 所示. 当使用 3 种辐鳍鱼类作为外类

群时, 可以看出, 肉鳍类是一个单系类群. 肺鱼作为

总鳍鱼类的代表, 位于系统树的基部. 系统树的大部

分节点都得到很高的重抽样支持率. 四足动物中, 代

表两栖类的非洲爪蟾最为原始 , 然后依次是爬行类

的蜥蜴和鸟类的鸡, 最后是哺乳类. 这些节点大都得

到 90%以上的支持. 基于线粒体细胞色素 b 基因序列

构建的四足类动物系统发育树与 irf-1 基因序列构建

的系统树拓扑结构也是相似的.  

3  讨论 

irf 基因在物种间的变异较大, 外显子不太集中, 

另外它们的内含子普遍较长且在不同物种中差异很

大. 长期以来, 有关 IRF 因子的报道都集中在哺乳类. 

有关鱼类[13]和低等四足类报道较少. 肺鱼 irf-1 基因

的克隆测序使我们对总鳍类 IRF-1 有一个完整的数

据集. 化石记录和分析表明, 肺鱼与四足动物最近的

共同祖先距今 417 百万年[14,15]. 序列比对的结果显示,

包括非洲肺鱼在内的肉鳍类 IRF-1 氨基酸序列都有

较高的相似性. 在如此大的时间尺度上, irf-1 基因的

可读框能保持这样高的保守性 , 说明其二级结构在

其功能上的重要性, 也说明以 IRF1 为基础的天然免

疫功能起码要追溯到硬骨类起源的初期. 

肉鳍类包括总鳍鱼类和四足类 . 总鳍鱼类除存

在一些化石记录外 , 现生的种类中只有空棘鱼和肺

鱼. 现生的空棘鱼有 2 种, 肺鱼 3 种, 有关它们的分

子系统发育研究未见报道 . 化石记录和形态解剖的

研究一致表明, 四足动物起源于早期的总鳍鱼类. 最

原始的四足动物可能是两栖类的鱼石螈 , 而爬行类

是从两栖类派生出的一大类群并在侏罗纪得到迅速

的发展, 鸟类是由恐龙的一支特化而来. 哺乳类也是

爬行动物中另一支系演化而来 . 而分子系统发育的

证据在鸟类与哺乳类和爬行类的关系上长期没有一

致的结果. Xia 等人[16]、Hedges 等人[17]和 Bininda- 

Emonds 等人[18]都以 18S rRNA 基因序列为基础, 从

不同的角度讨论了四足动物的系统发育关系 . 基于

irf-1 基因序列所构建的系统发育树与他们的结果大

致相同 , 肺鱼的系统位置在肉鳍类的基部且得到很 
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图 1  肉鳍类 IRF-1 氨基酸序列比对 
DBD, DNA 结合域(DNA binding domain); IAD, 干扰素相关域(interferon associate domain) 
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图 2  基于 IRF-1 氨基酸序列构建的肉鳍类系统发育树 
遗传距离使用 Kimura 2 parameter. 树的构建使用邻近聚类法, 节

点的置信度使用 bootstrap 1000 次重抽样检测. Protopterus an-  

nectens 为肺鱼 

高的重抽样支持率. 此外, 两栖类和爬行类的系统位

置相反, 爬行类位于更原始的位置. 从其氨基酸序列

比对来看, 蜥蜴的 irf-1 基因序列在羧基末端不完整

导致可分析序列太短是主要原因 , 最后我们在图中

删去了蜥蜴的序列. 虽然 irf-1基因除前 345个碱基较

为保守外 , 其余部分都具有较高的变异度 , 但使用

irf-1 全基因序列和 345 个位点的 DBD 保守区所构建

的系统发育树大部分的节点均得到较高的支持率 , 

而且各代表种类间的关系也与过去的研究结果高度

一致 . 使用功能基因构建较长进化历史类群的系统

树比线粒体基因能够获得更高的支持率 , 而且推导

的氨基酸序列所构建的系统发育树获得了更高的支

持率. 值得我们思考的是, 虽然 IRF-1 及其基因行使

非常重要的功能, 但其变 异位点在这样大的尺度上

仍然显现明显的系统发育信号.  
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