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棘腹蛙白细胞介素-34基因的克隆与组织表达分析
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摘要:【目的】考察棘腹蛙(Ranaboulengeri)白细胞介素-34(Interleukin-34,IL-34)基因的信息和该基因组织表达特性。

【方法】基于实验室构建的棘腹蛙皮肤转录组数据库,采用反转录PCR从棘腹蛙皮肤组织中克隆IL-34 基因的全长cDNA
序列,并用荧光定量PCR法检测IL-34 基因在棘腹蛙各组织中的表达情况。【结果】棘腹蛙IL-34 基因的cDNA全长为

864bp,包含564bp的开放阅读框,编码187个氨基酸;预测IL-34理论分子量大小为70.56kDa,理论等电点为4.85。荧

光定量PCR分析表明IL-34 基因在棘腹蛙皮肤、脑、肝脏、脾脏、胃、肌肉等组织中均有表达,在脾脏组织中表达量最高。

【结论】成功克隆了棘腹蛙IL-34 基因并探明了它的组织表达模式,为深入研究棘腹蛙IL-34的生物学功能提供了理论

依据。
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白细胞介素是一类具有重要调节作用的细胞因子,由多种细胞产生同时又作用于多种细胞,与血细胞生长

因子协同完成造血和免疫功能的调节[1]。白细胞介素-34(Interleukin-34,IL-34)是一种新发现的可通过与集落

刺激因子-1受体(Colonystimulatingfactor-1receptor,CSF-1R)结合来调节单核和巨噬细胞的增殖、分化和生

存的细胞因子[2]。它不仅可以调节细胞的生物活性,亦在类风湿性关节炎、肾炎、肺炎、动脉粥样硬化等炎症疾

病中可促进细胞发炎,在免疫调节过程中具有重要作用[3-5]。
棘腹蛙(Ranaboulengeri)属于两栖纲(Amphibia)无尾目(Anura)蛙科(Ranidae)棘蛙属(Rana),常栖息于

山涧溪流中,主要分布在中国的四川、重庆、贵州等地,是中国特有的一种土著大型蛙类[6]。作为一种名贵营养

滋补食品,棘腹蛙不仅体大肥壮、肉质白嫩,而且它的皮肤中含有多种活性物质,能够治疗小儿虚瘦、产后或病后

虚弱等病症,因而具有广阔的市场前景[7-9]。近些年来,由于水体污染、气候变化、人类大肆捕杀等多种因素造成

该物种的种群规模不断缩小,现已被《中国濒危物种红皮书》列为“易危”物种[9]。
截至目前,关于棘腹蛙以及两栖类动物的白细胞介素类细胞因子的研究尚处初级阶段;开展棘腹蛙IL-34的

生物学功能研究,对于了解该类细胞因子如何介导动物免疫系统调节具有重要指导意义,同时也为广谱抗病毒

生物制剂的生产研发奠定基础。本研究鉴定分析了棘腹蛙IL-34 基因及它所编码蛋白质的有关特征,探明了棘

腹蛙IL-34 基因的组织表达模式,为深入研究两栖动物IL-34生物学功能和作用机制提供了理论依据。

1材料与方法

1.1实验材料和试剂

实验用棘腹蛙为将捕获自重庆市江津四面山野生棘腹蛙置于笔者所在实验室内进行人工繁殖后得到的子
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二代两岁龄成蛙,饲养于重庆文理学院水生动物疫病防控研究所流水养殖系统中。Trizol试剂盒(Invitrogen,美
国)和DEPC购自上海生工;Taq酶、cDNA合成试剂盒和PCR纯化试剂盒购自Promega公司;Trans2KDNA
marker购自大连宝生物工程公司;凝胶回收试剂盒购自 OMEGA公司;引物由苏州金唯智生物科技有限公司

合成。

1.2基因序列验证

摘取棘腹蛙皮肤组织放入经DEPC处理的冷冻离心管内,迅速液氮处理。随后用Trizol试剂盒参照说明书

提取总RNA,利用质量分数为1%的琼脂糖凝胶电泳检测RNA的完整性,采用紫外分光光度计(Amersham,美
国)测定RNA浓度,随后用cDNA合成试剂盒制备cDNA模板。根据实验室自测的棘腹蛙皮肤组织转录组数

据,利用Primer5.0软件设计基因特异性引物IL-34-F和IL-34-R(表1)。用高保真DNATaq酶进行基因扩增,
产物经1%琼脂糖凝胶电泳检测后,使用凝胶回收试剂盒进行回收,阳性产物送苏州金唯智生物科技有限公司

测序。

表1 棘腹蛙IL-34基因克隆与定量分析所用引物

Tab.1 PrimersusedtoamplifyandexpresstheIL-34geneinR.boulengeri

引物名称 序列(5′—3′) 作用 扩增DNA片段大小/bp

IL-34-F GACTGCTCTGGGCTGCCTGCACACC 基因克隆 864

IL-34-R TTGGGTTCGGGATATTTGGGGAGAC 基因克隆 864

IL-34-QF GGTGTCAGAACATCACAACA QRT-PCR 94

IL-34-QR GTCTGCAGGACACTCTCATT QRT-PCR 94

β-actin-F ACGTGACCTGACAGACTACC QRT-PCR 105

β-actin-R CAGAGCTTCTCCTTGATGTC QRT-PCR 105

1.3生物信息学分析

用SMART,SignalP3.0,BoxShadeServer软件分别对IL-34 基因进行功能结构域、信号肽和同源比对。在

GenBank数据库中检索IL-34的同源序列,用ClustalX1.83软件比对多重序列,再用 MEGA5.0软件对IL-34
的家族基因进行临近法构建系统进化树,取1000次重复检验以估算各个分枝的置信值。

1.4IL-34基因在不同组织的表达分析

采用双毁髓法处死体质量相近的棘腹蛙10只,分别取脑、肝脏、脾脏、胃、肌肉、皮肤等组织约100mg。用

Trizol试剂盒并参照说明

书提取以上各组织的总

RNA。根据棘腹蛙IL-34
基因开放阅读框(ORF)
设计荧光定量PCR(qRT-
PCR)引 物 IL-34-QF 和

IL-34-QR,以转录组数据

库中自测的棘腹蛙β-actin
为内参基因,设计引物β-
actin-F和β-actin-R(表1)。

以反转录得到的各组织cDNA为模板,利用Real-timePCR(LightCyclerNanoSystem,Roche,德国)检测

IL-34 基因在各组织中的相对表达量。根据荧光定量试剂盒(FaststaressentialDNAGreenMaster,Roche,德
国)说明书配制20μL的反应体系,以β-actin 作为内参基因,每个组织样品设定3个重复。PCR反应条件如下:

95℃预变性8min;95℃变性10s,52℃退火10s,72℃延伸30s,共40个循环。相对定量分析釆用2-ΔΔCT

法[10]。所得数据均以“平均值±标准差”显示,并采用单因素方差分析以及多重比较(LSD)进行分析,当p<
0.05时,统计结果具有统计学意义。

2结果

2.1IL-34基因验证

通过特异性引物进行PCR扩增,获得了长约864bp的目的片段(图1a)。扩增产物测序结果如图1b显示。
该cDNA序列的ORF为564bp,共编码187个氨基酸———其中酸性氨基酸为21个,碱性氨基酸为25个。IL-34
理论分子质量为70.56kDa,理论等电点为4.85。

2.2IL-34基因同源性及系统进化分析

从GenBank数据库中下载已公布的其他物种来源IL-34氨基酸序列,与本研究分析得到的棘腹蛙IL-34氨

基酸序列进行比对。结果表明,IL-34含有1个长度为17个氨基酸残基的信号肽序列,从第16位至第173位氨

基酸残基为IL-34的保守功能结构域,表明棘腹蛙的IL-34为功能相对保守的分泌型蛋白(图2)。
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     a 棘腹蛙IL-34 基因扩增         b 棘腹蛙IL-34 基因编码序列及与之对应的氨基酸序列

图1 棘腹蛙IL-34基因克隆

Fig.1 CloningofIL-34ofR.boulengeri

注:高山倭蛙、有爪蟾蜍和非洲爪蟾的Genbank登录号分别为xp-018429647.1,xp-018116129.1和xp-012817098.1

图2 棘腹蛙与其他物种的IL-34氨基酸序列

Fig.2 TheaminoacidalignmentsofIL-34ofR.boulengeriandanotherspecies

利用邻接法对棘腹蛙与其他物种的IL-34氨基酸序列构建遗传进化树,结果如图3所示:棘腹蛙IL-34与高

山倭蛙(Nanoranaparkeri)的IL-34单独聚为一枝,且与有爪蟾蜍(Xenopuslaevis)和非洲蟾蜍(Xenopustropi-
calis)的IL-34较为近缘,而与啮齿目(Rodentia)、食虫目(Insectivora)、食肉目(Carnivora)和灵长目(Primates)
动物亲缘关系较远。

2.3IL-34基因在棘腹蛙各组织中的表达

使用qRT-PCR技术检测IL-34 基因在棘腹蛙脑、肝脏、脾脏、胃、肌肉以及皮肤中的表达情况。定量PCR
溶解曲线仅显示1个特征峰,且通过电泳确定QRT扩增片段与预期扩增片段大小一致的视为阳性。对阳性检

测产物进行相对定量分析,结果显示IL-34 基因在棘腹蛙被检测的组织中均有表达。图5显示:该基因在脾脏中

的相对表达量最高,与它在其他组织中的相对表达量相比,差异均具有统计学意义(p<0.05);该基因在脑中的

相对表达量最低,与它在其他组织中的相对表达量相比,差异也均具有统计学意义(p<0.05)。

3讨论

IL-34是新发现的一种细胞因子,它可通过与受体CSF-1R结合来调节单核和巨噬细胞的增殖、分化和生

存。自IL-34被发现以来,多项研究表明它不仅可以调节细胞的生物活性,而且与很多炎症疾病的发生发展过程

有关,多种炎症因子都能诱导IL-34 基因表达,在免疫调节过程中具有重要作用[11-12]。因此,开展对两栖类动物
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  注:系 统 进 化 树 构 建 所 用 物 种 的 GenBank 登 录 号 分 别 为:湾 鳄 XM

019535592.1;密西西比鳄XM006272776.3;西部锦龟XM008174775.1;朱鹮XM

009470477.1;金丝雀XM009090681.2;紫翅惊鸟 XM014880854.1;裸鼢鼠 XM

004842890.2;菲律宾跗猴 XM008063313.1;白斑狗鱼 XM013138990.2;高山倭

蛙XM018574145.1;有爪蟾蜍XM018260639.1;非洲蟾蜍XM012961644.2。分

枝上的数字代表置信值

图3 棘腹蛙IL-34同源序列的系统进化分析

Fig.3 PhylogenicanalysisofIL-34homologderivefromR.boulengeri

IL-34在脊椎动物中的进化及在濒危物种的

疾病防治等方面的研究具有重要意义。
本研究基于棘腹蛙的转录组数据分析,

以棘腹蛙的cDNA为模板,采用反转录PCR
的方法获得了全长为864bp的IL-34 基因。
经序列分析显示,它的ORF长为564bp,共
编码187个氨基酸,预测IL-34理论分子量

大小为70.56kDa,理论等电点为4.85。与

其他两栖类动物IL-34蛋白进行多重序列比

对显示,此蛋白含有1个长为17个氨基酸残

基的信号肽序列和1个157个氨基酸残基的

保守功能结构域,表明该基因功能进化相对

保守。通过邻接法构建的进化树进一步分

析显示,棘腹蛙IL-34与高山倭蛙的IL-34
单独聚为一支,与有爪蟾蜍和非洲蟾蜍的

IL-34相对近缘,进化地位比较保守。
已有研究表明,IL-34 基因在人(Homo

sapien)的 脾 脏 和 皮 肤 中 有 较 高 表 达 水

平[13],在小鼠(Musmusculus)皮肤和中枢神

经中也有较高表达水平[14];对IL-34 基因在

     注:不同字母表示数据间差异具有统计学意义(p<0.05)

图5 棘腹蛙不同组织中IL-34基因的表达差异

Fig.5 DifferentialexpressionofIL-34genein
differenttissuesofR.boulengeri

猪(Susscrofa)的不同器官中的表达情况进行分析,发现

IL-34 基因在小肠中表达水平最高,其次为脑,在脾脏、肺
和肾中的表达水平较低[15];IL-34 基因在硬骨鱼的肝脏、
皮肤、肾、胸腺、脑、肌肉、鳞片、肠、尾鳍、脾和鳃中均有表

达,且在不同组织中表达水平均相对较高[16]。本研究结

果显示,IL-34 基因在棘腹蛙被检测的组织中均有表达,
在脾脏中的表达水平最高,在肝脏、胃、肌肉、皮肤中也有

较高表达水平,在脑中的表达水平相对较低;这与IL-34
在硬骨鱼的组织分布情况较为相似,可能与棘腹蛙和硬

骨鱼的进化地位以及两者对水生环境的依赖性有关。此

外,由于脾脏和皮肤均为水生动物较为重要的免疫器官,
而IL-34 基因在棘腹蛙中脾脏和皮肤中有较高表达水平,这说明IL-34可能在棘腹蛙的免疫调节过程中起着重

要作用,这与IL-34在硬骨鱼类巨噬细胞谱系中起着稳定的作用观点相吻合[16]。
综上所述,本研究通过对棘腹蛙IL-34 基因的克隆及组织表达分析,为探索棘腹蛙主动免疫系统功能,提升

棘腹蛙优质基因利用水平提供了理论支撑。
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CloningandExpressionAnalysisofGeneofInterleukin-34inRanaboulengeri

LIUJing1,JINGXiaoling2,LUOJie1,LIXiaoying1,FANWenqiao1
(1.InstituteofAquaticAnimalDiseasePreventionandControl,CollegeofLifeScience&Forestry,

ChongqingUniversityofArt&Science,YongchuanChongqing402168;

2.StateKeyLaboratoryofSilkwormGenomeBiology,SouthwestUniversity,Chongqing400715,China)

Abstract:[Purposes]Toinvestigategeneinformationandtissueexpressioncharacteristicsofgeneofinterleukin-34(IL-34)inRana
boulengeri.[Methods]Thecompleteopenreadingframe(ORF)sequenceofIL-34wasamplifiedbyRT-PCRaccordingtothetran-
scriptomeofR.boulengeriskinconstructedbyourlaboratory.ThetissueexpressionanalysiswasusedbyqRT-PCRinmaintis-
sues.[Findings]TheresultsindicatedthatthefulllengthcDNAsequenceofR.boulengeriIL-34consistof864bp,containingan
ORFof564bp.TheputativeIL-34ispredictedtobeapeptideof187aminoacids,withacalculatedmolecularweightof70.56kDa
andanisoelectricpointof4.85.TheanalysisoffluorescencequantitativePCRshowedthatIL-34wasexpressedintheskin,brain,

liver,spleen,stomachandmuscletissues,andthehighestexpressionwasexpressedinthespleentissues.[Conclusions]IL-34from
R.boulengeriwasclonedsuccessfullyandthetissuedistributionwasanalyzed,whichprovidesareferenceforthebiologicalfunction
ofthelateIL-34dig.
Keywords:Ranaboulengeri;interleukin-34;cloning;tissueexpression
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