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(云南农业大学动物医学院ꎬ云南 昆明 ６５０２０１)

摘要: 【目的】探究红嘴鸥(Ｌａｒｕｓ ｒｉｄｉｂｕｎｄｕｓ)干扰素调节因子 ７(ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒ ７ꎬ ＩＲＦ７)基因的相关信息ꎬ为研究

ＩＲＦ７ 蛋白在抗病毒反应中的功能提供依据ꎮ 【方法】克隆 ＩＲＦ７ 基因ꎬ运用 ＭｅｇＡｌｉｇｎ 工具和 ＭＥＧＡ １１.０ 软件分析其序列ꎬ运
用 Ｒａｒｅ Ｃｏｄｏｎ Ｃａｌｔｏｒ 工具、ＰｒｏｔＰａｒａｍ 工具、ＮｅｔＮＧｌｙｃ １. ０ 工具、ＮｅｔＰｈｏｓ ３. １ 工具、ＴＭＨＭＭ ２. ０ 工具、ＳｉｇｎａｌＰ ４. １ 工具、
ＰｒｏｔＳｃａｌｅ 工具、ＰＳＯＲＴ Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ 软件、ＳＯＰＭＡ 和 ＳＷＩＳＳ￣ＭＯＤＥＬ 软件分析其编码蛋白的稀有密码子特征、理化性质、Ｎ￣糖
基化位点、磷酸化位点、跨膜区域、信号肽、亲水性、疏水性、亚细胞定位、二级结构和三级结构ꎮ 【结果】红嘴鸥与三趾鸥

(Ｒｉｓｓａ ｔｒｉｄａｃｔｙｌａ)亲缘关系最近ꎬＩＲＦ７ 基因长度为 １ ２４２ ｂｐꎬＩＲＦ７ 是亲水性蛋白ꎬ不属于跨膜蛋白或分泌蛋白ꎬ其分子质量

约为 ４６ ｋｕꎬ主要存在于细胞核ꎬ无信号肽和跨膜结构域ꎮ ＩＲＦ７ 二级结构主要由无规则卷曲构成ꎬ其三级结构与翻石鹬
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　 　 红嘴鸥 ( Ｌａｒｕｓ ｒｉｄｉｂｕｎｄｕｓ) 属于鸥形目 ( Ｌａｒｉ￣
ｆｏｒｍｅｓ)鸥科(Ｌａｒｉｄａｅ)鸥属(Ｌａｒｕｓ)ꎬ是一种广泛分

布于全球各大洲的鸟类ꎬ其繁殖地主要集中于古北

界区域ꎬ随着季节变化ꎬ红嘴鸥会南迁至印度及东

南亚各国[１]ꎮ 在中国ꎬ红嘴鸥分布广泛ꎬ无论是内

陆湖泊还是沿海地带ꎬ均可见其身影ꎬ是最为常见
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的候鸟种类之一[２]ꎮ １９８５ 年ꎬ云南省昆明市凭借

其得天独厚的自然生态与气候条件ꎬ首次迎来大批

红嘴鸥的冬季栖息ꎬ这些候鸟夜间主要聚集于滇池

周边区域ꎬ白昼时飞抵昆明市区的大观河、翠湖等

水域寻觅食物ꎬ其间频繁穿梭于人群之中ꎬ形成独

特的人鸥共融景象[３]ꎮ 昆明红嘴鸥的主要迁徙范

围较广ꎬ从蒙古国乌布苏湖与吉尔吉斯湖周边水

系ꎬ直至俄罗斯贝加尔湖南缘ꎬ并延伸至中国新疆

博斯腾湖流域ꎬ展现了跨越国界的迁徙壮举[３]ꎮ 红

嘴鸥抵达昆明后ꎬ展现出广泛的活动区域ꎬ也显示

出高度的生态适应性ꎮ 红嘴鸥在野外湖泊与城市

湖泊之间的迁徙ꎬ极大地增加了其所携带病原体的

传播机会ꎬ对人类健康产生潜在风险[４－５]ꎮ 因此ꎬ
研究红嘴鸥的迁徙行为及其对生态环境和公共健

康的影响具有重要的现实意义ꎮ
干扰素调节因子 ( ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒꎬ

ＩＲＦ)是核心转录因子家族的重要成员ꎬ是Ⅰ型干扰

素(ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ￣Ⅰꎬ ＩＦＮ￣Ⅰ)及干扰素诱导基因表达

的关键调控者[６]ꎮ 研究表明ꎬＩＲＦ 家族在分子层面

展现出多功能性ꎬ成为连接多种信号通路与基因表

达调控网络的枢纽ꎬ涉及免疫、肿瘤发生、代谢、细
胞分化和凋亡等多个生物过程[７]ꎮ 其中ꎬＩＲＦ７ 是

ＩＦＮ￣Ⅰ对抗病毒感染的重要免疫调节因子[８]ꎬ参与

抗病毒感染和遏制肿瘤生成等过程[９]ꎮ 在免疫反

应中ꎬ当 Ｔｏｌｌ 样受体 ７( ｔｏｌｌ￣ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ７ꎬ ＴＬＲ７)
或 Ｔｏｌｌ 样受体 ９( ｔｏｌｌ￣ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ９ꎬ ＴＬＲ９)被激活

时ꎬＩＲＦ７ 的表达量显著上调[１０]ꎮ 在病毒侵袭的情

况下ꎬＴＬＲ７ 与 ＴＬＲ９ 通过依赖髓样分化因子 ８８(ｍｙ￣
ｅｌｏｉｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｐｒｉｍａｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ８８ꎬ ＭｙＤ８８)启动

信号传导通路ꎬＩＲＦ７ 的表达量随着 ＴＬＲ７ 或 ＴＬＲ９
受体的激活而升高ꎮ 尽管 ＩＲＦ７ 基因的半衰期较

短ꎬ但它能够瞬时调控干扰素 α(ＩＦＮ￣α)产生ꎬ进而

激活干扰素激活因子ꎬ加速并强化抗病毒免疫反

应[１１－１２]ꎮ
据报道ꎬ鸡的 ＩＲＦ７ 能够诱导 ＩＦＮ￣Ⅰ基因表达ꎬ

促进鸡胚成纤维细胞对新城疫病毒(Ｎｅｗｃａｓｔｌｅ ｄｉｓ￣
ｅａｓｅ ｖｉｒｕｓꎬ ＮＤＶ)的免疫应答及其他转录因子的表

达[１３]ꎮ 由于禽类缺乏干扰素调节因子 ３( ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ
ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒ ３ꎬ ＩＲＦ３)ꎬ主要通过 ＩＲＦ７ 发挥 ＩＦＮ￣
Ⅰ的转录激活功能ꎬ因此研究鸟类 ＩＲＦ７ 有利于进

一步探究其在免疫应答中的重要作用[１４－１６]ꎮ

目前ꎬ家禽 ＩＲＦ７ 基因功能的研究较多[１７－１９]ꎬ
但关于野生鸟类ꎬ特别是红嘴鸥 ＩＲＦ７ 基因的研究

相对较少ꎮ 红嘴鸥 ＩＲＦ７ 参与干扰素调控的机制尚

不明确ꎮ
本研究扩增了红嘴鸥 ＩＲＦ７ 基因ꎬ并通过生物

信息学手段对其进行详尽分析ꎬ为深入探讨红嘴鸥

ＩＲＦ７ 蛋白在抗病毒中的具体作用及其潜在的分子

机制提供依据ꎬ也为理解红嘴鸥乃至更广泛生物体

的抗病毒免疫策略提供参考ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 主要试剂与仪器

鸡外周血淋巴细胞分离试剂盒(北京索莱宝科

技有限公司)、ｃＤＮＡ 反转录试剂盒(北京全式金生

物技术有限公司)、胶回收试剂盒和质粒小提试剂

盒[天根生化科技(北京)有限公司]、ＲＰＭＩ １６４０
培养基(Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司)ꎻ凝胶成像系统(ＧｅｌＤｏｃ￣ｌｔ®

２３１０ꎬＨａｉｅｒ 公司)、ＰＣＲ 仪(ＰＴＣ￣１１４８、Ｂｉｂｂｙ Ｓｃｉｅｎ￣
ｔｉｆｉｃ 公司)ꎮ

１.２　 ＲＮＡ 提取

于云南省昆明市翠湖区域采集红嘴鸥的外周

血样本ꎬ随后进行淋巴细胞分离操作ꎮ 分离得到的

淋巴细胞在 ＲＰＭＩ １６４０ 培养基中培养 ２４ ｈ[２０]ꎮ 培

养结束后ꎬ利用细胞刮将细胞刮下ꎬ并采用氯仿抽提

法提取 ＲＮＡ[２１]ꎮ 使用琼脂糖凝胶电泳技术对 ＲＮＡ
进行检测ꎮ

１.３　 引物设计

根据 ＧｅｎＢａｎｋ 中红嘴鸥 ＩＲＦ７ 基因全序列(登
录号:ＯＲ１４５９７２)ꎬ利用软件 Ｐｒｉｍｅｒ ６.０ 设计一对特

异性引物ꎬ将引物序列提交至生工生物工程(上海)
股份有限公司进行合成ꎮ 预扩增片段长度为 １ ２４２
ｂｐꎬ引物序列如下:

Ｆ:５′￣ＧＧＡＡＴＴＣＣＡＴＧＴＴＣＡＣＡＡＴＧＣＧＧＧＡＧＧ￣
ＡＣＣＡＣＴ￣３′

Ｒ:５′￣ＣＡＡＧＣＴＴＧＴＣＡＧＴＣＣＡＴＣＴＧＣＡＴＧＧＴＧＴ￣
ＡＣＴＧＣＴＣＧＡ￣３′

１.４　 ＩＲＦ７ 基因的克隆与测序

利用 ｃＤＮＡ 反转录试剂盒将提取的 ＲＮＡ 逆转

录为互补 ＤＮＡ(ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｙ ＤＮＡꎬ ｃＤＮＡ)ꎬ并用

特异性引物进行扩增ꎮ 扩增体系:２ ×ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ １２.５ μＬꎬｄｄＨ２Ｏ ９.５ μＬꎬ ｃＤＮＡ 模板 １ μＬꎬ上下
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游引物各 １ μＬꎮ 反应程序:９５ ℃预变性 ５ ｍｉｎꎬ９５
℃变性 ３０ ｓꎬ６９ ℃退火 ５０ ｓꎬ７２ ℃延伸 １ ｍｉｎꎬ共 ３５
个循环ꎬ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎꎬ４ ℃保存ꎮ 采用琼脂糖

凝胶电泳技术对扩增产物进行验证ꎮ
利用胶回收试剂盒对扩增产物进行回收与纯

化ꎮ 借助 ＴＡ 克隆(ＴＡ ｃｌｏｎｉｎｇ)技术[２１]ꎬ将经过纯

化的 ＰＣＲ 片段精准地插入到 ｐＭＤ１８￣Ｔ 载体中ꎬ构
建重组质粒ꎮ 将连接产物转化入 ＤＨ５α 大肠杆菌

感受态细胞中ꎬ并在 ＬＢ 培养基上过夜培养ꎬ随后挑

取白色的克隆菌落进行扩大培养ꎮ 通过菌液 ＰＣＲ
和双酶切技术(ＥｃｏＲⅠ和 ＨｉｎｄⅢ)初步确认重组质

粒的正确性ꎮ 利用质粒小提试剂盒提取高质量质

粒 ＤＮＡꎬ并提交至生工生物工程(上海)股份有限

公司进行测序ꎮ

１.５　 相似性比对及系统进化树构建

在 ＮＣＢＩ 数据库中对红嘴鸥 ＩＲＦ７ 基因序列进

行 ＢＬＡＳＴ 比对ꎬ利用 ＤＮＡＳｔａｒ 软件中的 ＭｅｇＡｌｉｇｎ
工具对选取的 １５ 个相似性较高的基因序列进行分

析[２２]ꎮ 使用 ＭＥＧＡ １１.０ 软件构建系统进化树[２２]ꎮ

１.６　 ＩＲＦ７ 的生物信息学分析

利用 ＰｒｏｔＰａｒａｍ 工具 ( ｈｔｔｐ:∥ｗｅｂ. ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ /
ｐｒｏｔｐａｒａｍ)分析 ＩＲＦ７ 蛋白的理化性质ꎻ利用 ＮｅｔＮＧ￣
ｌｙｃ １. ０ ( ｈｔｔｐｓ:∥ ｓｅｒｖｉｃｅｓ. ｈｅａｌｔｈｔｅｃｈ. ｄｔｕ. ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅ.
ｐｈｐ? ＮｅｔＮＧｌｙｃ－１.０)和 ＮｅｔＰｈｏｓ ３.１ 工具(ｈｔｔｐｓ:∥
ｓｅｒｖｉｃｅｓ.ｈｅａｌｔｈｔｅｃｈ.ｄｔｕ.ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＮｅｔＰｈｏｓ－３.１ / )预
测 ＩＲＦ７ 蛋白的 Ｎ￣糖基化位点和磷酸化位点ꎻ运用

ＰｒｏｔＳｃａｌｅ ( ｈｔｔｐｓ:∥ ｗｅｂ. ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ / ｐｒｏｔｓｃａｌｅ / )、 Ｓｉｇ￣
ｎａｌＰ ４.１(ｈｔｔｐｓ:∥ｓｅｒｖｉｃｅｓ.ｈｅａｌｔｈｔｅｃｈ.ｄｔｕ.ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ /
ＳｉｇｎａｌＰ－４.１ / )及 ＴＭＨＭＭ ２.０ 工具(ｈｔｔｐｓ:∥ｓｅｒｖｉｃｅｓ.
ｈｅａｌｔｈｔｅｃｈ.ｄｔｕ. ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅ. ｐｈｐ? ＴＭＨＭＭ－ ２. ０) 分析

ＩＲＦ７ 蛋白的亲水性、疏水性、信号肽切割位点和跨膜

区ꎻ采用 Ｒａｒｅ Ｃｏｄｏｎ Ｃａｌｔｏｒ 工具(ｈｔｔｐｓ:∥ｐｅｏｐｌｅ.ｍｂｉ.
ｕｃｌａ.ｅｄｕ / ｓｕｍｃｈａｎ / ｃａｌｔｏｒ.ｈｔｍｌ)预测 ＩＲＦ７ 蛋白的稀有

密码子ꎻ利用 ＰＳＯＲＴ Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ 软件(ｈｔｔｐｓ:∥ｗｗｗ.
ｇｅｎｓｃｒｉｐｔ.ｃｏｍ / ｐｓｏｒｔ. ｈｔｍｌ) 进行亚细胞定位ꎻ利用

ＳＯＰＭＡ(ｈｔｔｐｓ:∥ｎｐｓａ. ｌｙｏｎ. ｉｎｓｅｒｍ. ｆｒ / ｃｇｉ －ｂｉｎ / ｎｐｓａ ＿
ａｕｔｏｍａｔ. ｐｌ? ｐａｇｅ ＝ / ＮＰＳＡ / ｎｐｓａ ＿ ｓｏｐｍａ. ｈｔｍｌ ) 和

ＳＷＩＳＳ￣ＭＯＤＥＬ(ｈｔｔｐｓ:∥ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ.ｅｘｐａｓｙ.ｏｒｇ / )软件

预测 ＩＲＦ７ 蛋白的二级结构和三级结构[２２]ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 ＲＮＡ完整性分析

通过 １％的琼脂糖凝胶电泳检测ꎬ观察到 ３ 个特

征性条带(２８Ｓ、１８Ｓ 及 ５Ｓ)(图 １Ａ)ꎬ证明所提取的

ＲＮＡ 具有较好的完整性ꎬ可用于后续试验ꎮ

２.２　 ＩＲＦ７基因克隆及序列分析

通过扩增技术成功获得了与预期大小一致的单

一目标条带ꎬ该条带的长度约为 １ ２４２ ｂｐ(图 １Ｂ)ꎮ
经过转化、菌落筛选和测序鉴定后ꎬ确认成功克隆出

红嘴鸥的 ＩＲＦ７ 基因ꎮ 测序分析显示ꎬ红嘴鸥 ＩＲＦ７
基因长度为 １ ２４２ ｂｐꎬ与扩增结果相符ꎮ 该序列包含

３９ 个稀有密码子(６ 个 ＣＧＧ、２ 个 ＡＧＧ、１ 个 ＡＧＡ、２
个 ＧＧＡ、８ 个 ＧＧＧ、１８ 个 ＣＣＣꎬ以及 ２ 个 ＡＣＧ)ꎮ 此

外ꎬ该基因序列中还发现了一段连续的稀有密码子

序列(ＣＧＧＧＧＧ)ꎮ

Ｍ.ＤＬ２０００ ＤＮＡ 分子标记ꎻ１.ＲＮＡꎻ２.ＩＲＦ７ 基因ꎮ
Ｍ.ＤＬ２０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ １.ＲＮＡꎻ ２.ＩＲＦ７ ｇｅｎｅ.

图 １　 红嘴鸥淋巴细胞 ＲＮＡ(Ａ)与 ＩＲＦ７基因(Ｂ)的
琼脂糖凝胶电泳检测

Ｆｉｇ.１　 Ａｇａｒｏｓｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ ＲＮＡ (Ａ) ａｎｄ
ＩＲＦ７ ｇｅｎｅ (Ｂ) ｏｆ Ｌ.ｒｉｄｉｂｕｎｄｕｓ

２.３　 基因序列相似性及进化树分析

红嘴鸥 ＩＲＦ７ 基因序列与 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中的

苍鹰(Ａｃｃｉｐｉｔｅｒ ｇｅｎｔｉｌｉｓ)、帝企鹅(Ａｐｔｅｎｏｄｙｔｅｓ ｆｏｒｓｔｅｒｉ)、
烟囱雨燕(Ｃｈａｅｔｕｒａ ｐｅｌａｇｉｃａ)、双领鸻(Ｃｈａｒａｄｒｉｕｓ ｖｏ￣
ｃｉｆｅｒｕｓ)、原鸽(Ｃｏｌｕｍｂａ ｌｉｖｉａ)、黄爪隼 (Ｆａｌｃｏ ｎａｕ￣
ｍａｎｎｉ)、美洲鹤(Ｇｒｕｓ ａｍｅｒｉｃａｎａ)、加州兀鹫(Ｇｙｍｎｏ￣
ｇｙｐｓ ｃａｌｉｆｏｒｎｉａｎｕｓ)、美洲角雕(Ｈａｒｐｉａ ｈａｒｐｙｊａ)、褐拟

鹑(Ｍｅｓｉｔｏｒｎｉｓ ｕｎｉｃｏｌｏｒ)、朱鹮(Ｎｉｐｐｏｎｉａ ｎｉｐｐｏｎ)、白腰

雪雀(Ｏｎｙｃｈｏｓｔｒｕｔｈｕｓ ｔａｃｚａｎｏｗｓｋｉｉ)、阿德利企鹅(Ｐｙ￣
ｇｏｓｃｅｌｉｓ ａｄｅｌｉａｅ)、棕颈雪雀(Ｐｙｒｇｉｌａｕｄａ ｒｕｆｉｃｏｌｌｉｓ)、三
趾鸥(Ｒｉｓｓａ ｔｒｉｄａｃｔｙｌａ)的 ＩＲＦ７ 基因相似性分别为

７４.５％、８５.８％、７８.２％、８２.６％、６８.６％、７３.８％、７３.３％、
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７５.２％、７５.０％、８５.２％、８９.２％、３４.６％、７８.４％、６８.９％、
７９.０％(图 ２)ꎮ 其中ꎬ与帝企鹅、褐拟鹑、朱鹮相似性

较高ꎮ 进化树显示ꎬ红嘴鸥与三趾鸥和双领鸻存在

较近的进化关系ꎬ与帝企鹅、阿德利企鹅、美洲角雕、

加州兀鹫的亲缘关系较远(图 ３)ꎮ ＩＲＦ７ 基因的相似

性和亲缘性之间存在差异ꎬ表明该基因的保守性较

差ꎬ在不同物种间表现出较大差异ꎮ

图 ２　 不同物种间 ＩＲＦ７ 基因相似性比对

Ｆｉｇ.２　 Ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＩＲＦ７ ｇｅｎｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｐｅｃｉｅｓ

外群:白腰雪雀和棕颈雪雀ꎮ
Ｏｕｔｇｒｏｕｐ: Ｏ.ｔａｃｚａｎｏｗｓｋｉｉ ａｎｄ Ｐ.ｒｕｆｉｃｏｌｌｉｓ.

图 ３　 基于邻接法构建 ＩＲＦ７ 基因的系统进化树
Ｆｉｇ.３　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ＩＲＦ７ ｇｅｎｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｎｅｉｇｈｂｏｕｒ ｊｏｉｎｉｎｇ

２.４　 生物信息学分析

２.４.１　 ＩＲＦ７ 蛋白的理化性质 　 ＩＲＦ７ 基因长度为

１ ２４２ ｂｐꎬ该序列编码 １ 个包含 ４１３ 个氨基酸残基

的多肽链ꎬ其蛋白质分子质量约为 ４６ ｋｕꎬ理论等电

点为 ４.７９ꎬ分子式为 Ｃ２ ０５８Ｈ３ １５２Ｎ５４８Ｏ６１７ Ｓ２１ꎬ总原子

数为 ６ ３９６ 个ꎮ 通过不稳定指数计算ꎬ得出值为

５８.３６(显著高于阈值 ４０)ꎬ预测 ＩＲＦ７ 蛋白在表达过

程中表现出较高的不稳定性ꎮ 在氨基酸组成中ꎬ脯
氨酸(Ｐｒｏ)含量为 １２.８％ꎬ显著高于其他氨基酸ꎻ其
次是亮氨酸(Ｌｅｕ)ꎬ含量为 １０.９％ꎻ谷氨酰胺(Ｇｌｎ)
含量为 ６.４％ꎻ色氨酸(Ｔｒｐ)与酪氨酸(Ｔｙｒ)的含量

分别为 １.２％和 １.９％ꎮ
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２.４.２　 ＩＲＦ７ 蛋白的 Ｎ￣糖基化位点和磷酸化位点预

测　 ＩＲＦ７ 蛋白结构的关键特征是其氨基酸序列第

９０ 位存在 １ 个 Ｎ￣糖基化修饰位点(图 ４Ａ)ꎮ 此外ꎬ
ＩＲＦ７ 蛋白具有丰富的磷酸化修饰潜力ꎬ共识别 ３２
个磷酸化位点ꎮ 其中ꎬ有 ２１ 个丝氨酸磷酸化位点ꎬ
分别位于 ９、６７、７４、９２、１０１、１０４、１２２、１４８、１７６、２０３、
２４９、２５６、２７８、３３８、３５２、３５９、３８４、３８５、３８８、３９８、４００
位氨基酸处ꎮ 酪氨酸磷酸化位点有 ２ 个ꎬ位于 ３４４
位和 ３７５ 位氨基酸处ꎮ 苏氨酸磷酸化位点有 ９ 个ꎬ

分布在 ３、６３、１３９、１７１、１８４、１８６、２８３、３１５、３２５ 位氨

基酸处(图 ４Ｂ)ꎮ
２.４.３　 ＩＲＦ７ 蛋白的跨膜区和信号肽位点预测　 通

过对 ＩＲＦ７ 蛋白多肽链结构的预测ꎬ得出预测值为

０ꎬ说明 ＩＲＦ７ 蛋白不包含跨膜区域(图 ４Ｃ)ꎬ进一步

支持其作为非跨膜蛋白的特性ꎮ 使用 ＳｉｇｎａｌＰ ４.１
工具进行分析ꎬ结果显示ꎬＩＲＦ７ 蛋白序列中未检测

到信号肽切割位点(图 ４Ｄ)ꎮ

Ａ.Ｎ￣糖基化位点预测ꎻＢ.磷酸化位点预测ꎻＣ.跨膜区预测ꎻＤ.信号肽切割位点预测ꎮ
Ａ.Ｎ￣ｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ ｓｉｔｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎꎻ Ｂ.Ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｓｉｔｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎꎻ Ｃ.Ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｒｅｇｉｏｎ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎꎻ Ｄ.Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｉｇｎａｌ ｐｅｐｔｉｄｅ ｃｌｅａｖａｇｅ ｓｉｔｅ.

图 ４　 ＩＲＦ７ 蛋白的 Ｎ￣糖基化位点、磷酸化位点、跨膜区和信号肽切割位点预测
Ｆｉｇ.４　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｎ￣ｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ ｓｉｔｅꎬ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｓｉｔｅꎬ ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｒｅｇｉｏｎ ａｎｄ ｓｉｇｎａｌ ｐｅｐｔｉｄｅ ｃｌｅａｖａｇｅ ｓｉｔｅ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ＩＲＦ７

２.４.４　 ＩＲＦ７ 蛋白的亲水性与疏水性分析　 ＩＲＦ７ 蛋

白包含 ７ 个疏水性区域和 １４ 个亲水性区域ꎮ 疏水

性区域主要分布在 ８２~８９、１７１~ １８６、２０３ ~ ２０９、２２４
~２３３、２６４~ ２７１、２８９ ~ ２９５、３８７ ~ ４０６ 位氨基酸处ꎮ
其中ꎬ第 ２６９ 位的丙氨酸(Ａｌａ)是疏水性最强的氨

基酸ꎬ值为１.８７８ꎮ 亲水性区域主要位于 ５~１９、２５~
５４、６４~７４、９０ ~ １００、１０３ ~ １３４、１６４ ~ １７０、１８７ ~ ２０２、
２１２~２２３、２４２~ ２６３、２７２ ~ ２８０、２９８ ~ ３１８、３２２ ~ ３４１、
３５０~３５９、３７１ ~ ３８６ 位氨基酸处ꎮ 其中ꎬ第 ４５ 位的

谷氨酰胺(Ｇｌｎ)和第 ４６ 位的组氨酸(Ｈｉｓ)是亲水性

最强的氨基酸ꎬ值为－３.０４４ꎮ 在多肽链构象中ꎬ亲
水性区域占据主导地位ꎬ其数量明显超过疏水性区

域ꎬ说明 ＩＲＦ７ 蛋白属于亲水性蛋白(图 ５)ꎮ
２.４.５　 ＩＲＦ７ 蛋白的亚细胞定位　 ＩＲＦ７ 蛋白主要分

布在细胞核内ꎬ占比高达 ６９.６％ꎮ 其次是线粒体和

细胞质ꎬ分别占 ２１.７％和 ８.７％ꎮ

图 ５　 ＩＲＦ７ 蛋白的亲水性与疏水性预测

Ｆｉｇ.５　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ａｆｆｉｎｉｔｙ ａｎｄ ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃｉｔｙ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ＩＲＦ７

２.４.６　 ＩＲＦ７ 蛋白的二级结构和三级结构预测　 二

级结构预测结果(图 ６Ａ)显示ꎬＩＲＦ７ 蛋白的 α￣螺旋
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构象占 ２３.００％ꎬ无规则卷曲占据主导地位ꎬ占比高

达 ５７. ６３％ꎬ延伸链和 β￣转角分别占 １５. ０１％ 和

４.３６％ꎮ 三级结构预测结果(图 ６Ｂ)显示ꎬ其主体结

构也以无规则卷曲为主ꎬ这与二级结构的预测结果

高度一致ꎮ 此外ꎬ该预测模型与翻石鹬( Ａｒｅｎａｒｉａ
ｉｎｔｅｒｐｒｅｓ)ＩＲＦ７ 蛋白在结构上表现出高度相似性ꎬ相
似度为 ７８.７３％ꎮ

Ａ 图内蓝色代表 α￣螺旋ꎻ绿色代表 β￣折叠ꎻ紫色代表无规则卷曲ꎻ红色代表延伸链ꎮ
Ｂｌｕｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ α￣ｈｅｌｉｘꎻ ｇｒｅｅｎ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ β￣ｔｕｒｎꎻ ｐｕｒｐｌｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｒａｎｄｏｍ ｃｏｉｌꎻ ｒｅｄ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｅｘｔｅｎｄｅｄ ｃｈａｉｎ ｉｎ ｆｉｇｕｒｅ Ａ.

图 ６　 ＩＲＦ７ 蛋白的二级结构(Ａ)和三级结构(Ｂ)预测
Ｆｉｇ.６　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ (Ａ) ａｎｄ ｔｅｒｔｉａｒｙ (Ｂ) ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ＩＲＦ７

３　 讨论
红嘴鸥携带多种病原体ꎬ这些病原体在迁徙过

程中对人畜健康构成潜在威胁[２３]ꎮ 因此ꎬ深入探

究红嘴鸥的抗病毒机制具有重要意义ꎮ
ＩＲＦ(干扰素调节因子)家族在抗病毒免疫应

答中扮演着关键角色ꎬ尤其是在调控 ＩＦＮ￣Ⅰ生成方

面ꎮ 家族中除了 ＩＲＦ６ꎬ其他成员都参与了 ＩＦＮ 的

表达调控ꎬ并在免疫系统中发挥多重功能[２４]ꎮ
ＩＲＦ７ 被认为是其中最为关键的成员ꎬ它在调控

ＩＦＮ￣Ⅰ的生成和依赖于 ＩＦＮ 的免疫应答中起核心

作用ꎮ 研究表明ꎬＩＲＦ７ 缺失的小鼠对病毒的易感

性更高ꎬ显示了 ＩＲＦ７ 在抗病毒中的重要性[２５]ꎮ 此

外ꎬＩＲＦ７ 还调控其他病毒诱导的细胞因子的表达ꎬ
如调节激活正常 Ｔ 细胞表达分泌因子( ｒｅｇｕｌａｔｅｄ
ｕｐｏｎ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｎｏｒｍａｌ Ｔ ｃｅｌｌ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ａｎｄ ｓｅｃｒｅｔｅｄꎬ
ＲＡＮＴＥＳ)等ꎬ增强宿主的抗病毒免疫应答ꎮ

多种病毒模型ꎬ如 ４ 型禽腺病毒[２６]、传染性法

氏囊病毒[２７]、马立克氏病病毒[２８] 以及新城疫病

毒[２９]ꎬ均验证了 ＩＲＦ７ 的抗病毒效能ꎬ这些病毒感

染导致 ＩＲＦ７ 基因表达上调ꎮ 然而ꎬ鸭 ＰＩＡＳ２ 蛋白

与 ＩＲＦ７ 蛋白相互作用抑制 ＩＲＦ７ 诱导的 ＩＮＦ￣β 启

动子激活ꎬ从而负向调控 ＩＲＦ７ 的抗病毒功能ꎬ抑制

ＲＩＧ￣Ⅰ触发的天然免疫应答[３０]ꎮ 这说明 ＩＲＦ７ 是

宿主抗病毒机制中的重要调控因子ꎬ其功能性缺失

会显著减弱宿主的抗病毒能力ꎮ
研究表明ꎬＩＲＦ７ 基因长度在不同动物之间存

在显著差异ꎮ 例如:鸡 ＩＲＦ７ 基因全长为 １ ４９５ ｂｐꎬ

编码 ４９１ 个氨基酸[３１]ꎻ鸭 ＩＲＦ７ 基因全长为１ ５３６
ｂｐꎬ编码 ５１２ 个氨基酸[３２]ꎮ 而红嘴鸥 ＩＲＦ７ 基因长

度为 １ ２４２ ｂｐꎬ较鸡和鸭更短ꎬ这反映了物种间的

遗传多样性ꎬ并暗示鸟类 ＩＲＦ７ 基因长度可能存在

进一步的变异ꎮ 相似性分析显示ꎬ红嘴鸥 ＩＲＦ７ 基

因与帝企鹅、褐拟鹑和朱鹮的 ＩＲＦ７ 基因具有较高

的相似性ꎬ分别为 ８５.８％、８５.２％和 ８９.２％ꎮ 说明这

些物种之间的 ＩＲＦ７ 基因可能具有相似的生物学功

能ꎮ 然而ꎬ进化树分析显示ꎬ红嘴鸥与三趾鸥和双

领鸻的亲缘关系较近ꎬ这表明 ＩＲＦ７ 基因的保守性

较差ꎮ
红嘴鸥 ＩＲＦ７ 基因中有 ３９ 个稀有密码子ꎬ并包

含 １ 个连续的稀有密码子序列ꎬ这可能会降低外源

基因表达效率和产物产量ꎮ 因此ꎬ在后续的体外表

达试验中ꎬ为了提升 ＩＲＦ７ 蛋白的表达量ꎬ需要优化

表达条件ꎬ并慎重选择高效表达载体或宿主菌[２０]ꎮ
红嘴鸥 ＩＲＦ７ 蛋白定位于细胞核内ꎬ与鸭的

ＩＲＦ７ 蛋白[３３]相同ꎬ由于缺乏信号肽和跨膜结构域ꎬ
推测其为胞内蛋白ꎬ主要在合成部位存在并发挥功

能ꎮ 此外ꎬ红嘴鸥 ＩＲＦ７ 蛋白还包含一个 Ｎ￣糖基化

修饰位点和 ３２ 个磷酸化位点ꎮ 糖基化在蛋白质的

生物合成、转运及定位过程中起关键作用[３４]ꎬＮ￣糖
基化位点的变异能够增强或减弱细胞及体液免疫

反应ꎬ而磷酸化则参与细胞信号传导、基因表达调

控和细胞分裂等生理活动[３５]ꎮ 推测这些修饰在红

嘴鸥 ＩＲＦ７ 蛋白的抗病毒功能中发挥重要作用ꎮ 后

续可进一步分析这些修饰位点的动态变化ꎬ以解析
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其在抗病毒过程中的作用机制ꎮ
在 ＩＲＦ７ 蛋白的二级结构方面ꎬ红嘴鸥与双领

鸻均以无规则卷曲为主ꎮ 在 ＩＲＦ７ 蛋白的三级结构

方面ꎬ红嘴鸥与翻石鹬 (模型蛋白) 相似性为

７８.７３％ꎬ双领鸻与其 ＩＲＦ３ 蛋白(模型蛋白)的相似

性为 ９５.５２％ꎮ 因此ꎬＩＲＦ７ 蛋白结构稳定性较差ꎬ亲
缘较近的物种间二级结构一致性较高ꎬ可能具有相

似生理功能ꎮ 三级结构也具有一定相似性ꎬ可以推

测红嘴鸥与双领鸻 ＩＲＦ７ 蛋白在免疫应答中具有相

似的功能且替代了 ＩＲＦ３ 蛋白的相关免疫功能ꎮ
综上所述ꎬ深入分析红嘴鸥 ＩＲＦ７ 基因序列和

蛋白质预测结果ꎬ为构建其原核表达系统提供基

础ꎮ 这将有助于提高蛋白表达效率ꎬ为科学研究提

供试验数据与理论支撑ꎬ并为后续探讨红嘴鸥

ＩＲＦ７ 蛋白的抗病毒作用机制奠定基础ꎮ
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