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香鱼白细胞介素17C基因克隆及鳗利斯顿氏菌

侵染后的时空表达

李明云*，  苗    亮，  郭晓飞，  聂    力，  侯红红，  陈    炯
(宁波大学教育部应用海洋生物技术重点实验室，浙江 宁波    315211)

摘要：为了解香鱼白细胞介素17(interleukin 17, IL-17)的序列特征、系统发育及其与鳗利
斯顿氏菌侵染的相关性，实验采用RACE-PCR方法扩增出香鱼IL-17C基因cDNA序列，并
通过实时荧光定量PCR(qRT-PCR)技术检测了鳗利斯顿氏菌侵染后香鱼各组织中IL-17C基
因的表达变化。结果显示，香鱼IL-17C基因cDNA序列全长1 087 bp，含534 bp的开放阅
读框，在3′端非编码区存在7个mRNA不稳定信号(ATTTA)。预测该基因编码177个氨基
酸，N端19个氨基酸为信号肽序列，成熟蛋白中含有8个半胱氨酸残基。系统进化树分析
显示不同物种的相同IL-17亚型聚为一支，香鱼IL-17C与其他脊椎动物IL-17C聚为一支；
同源比对结果显示香鱼IL-17C与虹鳟的IL-17C1和IL-17C2亲缘关系最近，相似性分别为
40.72%和33.51%。qRT-PCR检测显示IL-17C基因在健康香鱼的心、肝、脾、头肾、鳃、
脑、肌肉和肠等组织中均有表达，鳃和头肾中表达量较高。经鳗利斯顿氏菌侵染后，香
鱼肝脏中IL-17C基因表达变化最大，菌侵染8 h时的表达量为对照组的9.17倍；其次为
脾，菌侵染4 h时的表达量为对照组的6.69倍。研究表明，香鱼IL-17C基因的表达与病原
菌侵染密切相关，可能在免疫功能中具有重要作用。
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香鱼(Plecoglossus altivelis)是近年来养殖规

模和知名度扩大较快的一种洄游性名贵经济鱼

类，养殖形式主要为高密度工厂化 [1]，一旦发病

传染快、损失大，但使用抗生素易产生细菌耐

药性以及药物残留等问题，因此以预防为主的

病害防治策略是香鱼工厂化高密度健康养殖和

食品安全的可靠保障。研究香鱼的自身免疫能

力和抗病性状具有重要的理论和生产意义。

白细胞介素17(interleukin 17, IL-17)是一种

T细胞来源细胞因子，在机体自身免疫性疾病和

过敏性疾病中具有重要协调作用，最早由Rouvi-
er等 [2]获得自小鼠淋巴细胞cDNA文库(当时被命

名为CTLA-8)。研究发现IL-17基因具有不同的亚

型，根据其结构的相似性，将IL-17基因家族分

为6大成员(IL-17A~F)，同时具备5个相应的配体

结构 [3]。序列分析显示，该基因在家族内相对保

守，其中IL-17A和IL-17B位于同一染色体上，具

有55%的氨基酸序列同源性，共用同一个配体。

IL-17基因家族成员的C-末端均含有构成二硫键

的保守半胱氨酸；3′UTR含有多个不稳定基序

(ATTTA)[4]。IL-17是一种促炎性细胞因子，主要

来源于激活的CD4+ T淋巴细胞、肥大细胞和嗜

中性粒细胞等，在机体自身免疫疾病和过敏性

疾病中具有重要作用 [5]。对人和鼠的IL-17研究表

明，IL-17参与免疫应答和炎性反应 [6-7]。IL-17可
广泛刺激细胞的活性，如刺激破骨细胞增殖、
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粒细胞生成和T细胞增殖反应等[7-9]。

鉴于IL-17在机体自身免疫疾病和过敏性疾

病中具有重要作用，研究者在有关鱼类中也进

行了IL-17基因的研究。在红鳍东方鲀(Takifugu
rubripes)体内已鉴定出7种IL-17基因，在脑、肾

和鳃中均有表达，当用脂多糖进行刺激时，能

够明显上调IL-17基因表达水平 [10]。研究显示IL-
17A/F1、IL-17A/F2和IL-17D在黏膜免疫相关组织

中表达水平很高，如鳃、表皮和小肠等[11]。在虹

鳟(Oncorhynchus mykiss)体内，LPS和IL-1β能够调

控体内2种IL-17基因的表达，当病原菌入侵时，

体内的IL-17A/F2表达量增加，在促炎症反应和先

天性免疫应答中起到重要作用 [5 ]。在大西洋鲑

(Salmo salar)[12]和七鳃鳗(Lethenteron japonicum)[13]

体内发现有IL-17D基因同源物，并且经LPS刺激

后七鳃鳗皮肤细胞中 IL-17基因表达显著上调。

草鱼(Ctenopharyngodon idella)中鉴定出的IL-17A/F1

是一种促炎因子，在嗜水气单胞菌 (Aeromonas
hydrophila)侵染1 d后表达显著上调，侵染3 d后恢

复至正常水平 [14]。途(Miichthys miiuy)体内已鉴定

出6个IL-17基因家族成员，polyIC刺激12 h后IL-
17N被显著诱导，在刺激36 h后 IL-17A/F1、 IL-
17A /F2被显著诱导 [ 1 5 ]。大黄鱼 (Larimichthys
crocea)体内已发现了3个IL-17A/F基因成员：IL-
17A/F1、IL-17A/F2、IL-17A/F3，嗜水气单胞菌感

染后，在头肾、鳃中这3个IL-17A/F基因成员均

被诱导表达，至6 h诱导表达到高峰，其中 IL-
17A/F2为最高，至12 h下降至基本正常，并稳定

至48 h实验结束 [16]。但迄今未见有香鱼IL-17基因

方面研究报道。

本研究对香鱼IL-17C基因的cDNA序列进行

了克隆和分析，并通过qRT-PCR分析了其在正常

组织和鳗利斯顿氏菌(Listonella anguillarum)侵染

后组织中的表达情况，研究结果可进一步充实

硬骨鱼中IL-17基因的结构和免疫机制的资料。

1    材料与方法

1.1    实验材料

实验用香鱼为新品种“浙闽1号”(平均体长

15.22 cm，平均体质量32.47 g)，于2016年4月购

自浙江宁海凫溪清泉香鱼养殖专业合作社。实

验鱼运至实验室暂养后，用灭菌剪分别取香鱼

的8种组织(心、肝、脾、脑、肠、肌肉、鳃、头

肾)分装于1.5 mL离心管，迅速置于液氮中，于

–80 °C保存备用。鳗利斯顿氏菌为本实验室培养

保存，以108 cfu/mL浓度对香鱼进行腹腔注射0.2
mL，对照组注射等量的无菌PBS，菌侵染组和

对照组均设置3组重复，在4、8、12和24 h后分

别取其肠、脑、脾、肝和头肾组织分装于1.5 mL
离心管，液氮快速冷冻后于–80 °C保存备用。用

Trizol法提取各组织总RNA。

大肠杆菌(Escherichia coli) DH5α菌株由本实

验室保存；氨苄青霉素、卡那霉素、异丙基-β-
D-硫代半乳糖苷(IPTG)、LB培养基、琼脂糖、核

酸染料、无水乙醇均购自生工生物工程(上海)股
份有限公司；RNA提取试剂Trizol、DEPC-H2O、

3′-Full RACE Core Set with PrimeScriptTM RTase
Kit、PrimeScriptTM RT reagent Kit、SYBR® Premix
Ex TaqTM、pMD19-T载体购自宝生物工程(大连)
有限公司；BD SMARTTM RACE cDNA Amplifica-
tion Kit购自Clontech公司；薄型琼脂糖凝胶DNA
回收试剂盒购自上海捷瑞生物工程有限公司；Taq
premix-Dye(2×)购自上海博彩生物科技有限公司。

1.2    香鱼IL-17C基因cDNA克隆及序列分析

根据从本实验室香鱼性腺转录组测序中获

得的IL-17C基因部分序列，利用Primer Premier
5.0设计克隆IL-17C基因cDNA的3′-RACE特异性

引物 IL-17C-3-Outer和 IL-17C-3-Inner以及5 ′ -
R A C E特异性引物 IL-17C-5-Outer和 IL-17C-5-
Inner(表1)。

将上述提取的组织总RNA按3′-Full  RACE
Core  Se t  wi th  P r imeScr ip t TM RTase Kit和BD
SMARTTM RACE cDNA Amplification Kit说明书分

别进行3′-RACE和5′-RACE操作并测序。对测序

结果拼接后获得 IL-17C基因cDNA序列。应用

BLASTX (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/)进
行序列同源性比对和相似性分析；开放阅读框

(ORF)的确定以及氨基酸序列的翻译采用Edit-
Seq软件进行；采用SignalP 4.1软件(http://www.cbs.
dtu.dk/services/SignalP/)预测信号肽序列；采用

NetNGlyc软件(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/)
预测N糖基化位点；采用ClustalW程序(http://clus
talw.ddbj.nig.ac.jp/)进行多重序列比对；采用Com-
pute pI/Mw软件(http://web.expasy.org/compute_pi)
预测等电点。使用MEGA 4软件以邻位相连法

(Neighbor-joining method)构建系统进化树。
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1.3    RT-PCR检测

2¡¢¢CT

根据获得的香鱼IL-17C基因cDNA序列，用

Primer Premier 5.0软件设计1对引物IL-17C-YG-
F和IL-17C-YG-R进行qRT-PCR检测，并根据Gen-
Bank中香鱼β-actin基因序列设计1对引物β-actin-
F和 β-ac t in -R作为内参 (表 1)。提取各组织总

RNA，用PrimeScriptTM RT reagent Kit进行反转录

获得一链 cDNA。用Eppendorf实时荧光定量

PCR仪进行qRT-PCR扩增检测，每组样品重复

3次。扩增反应程序为95 °C预变性3 min；95 °C
变性15 s、58 °C退火30 s，共40个循环；95 °C 15 s，
60 °C 1 min，95 °C 15 s。qRT-PCR实验数据分析

参照Livak等 [17]提出的 方法，采用单因素

方差分析 (One-Way ANOVA)实时荧光定量结

果，以P<0.05为具有显著性差异。

2    结果

2.1    香鱼IL-17C基因cDNA序列及分析

由香鱼性腺转录组中获得的IL-17C基因部分

序列长度为534 bp，经3′-RACE扩增后，用DNA-
MAN软件进行序列拼接得到IL-17C基因cDNA序

列全长1 087 bp，在3′端非编码区存在7个mRNA
不稳定信号ATTTA；含有1个534 bp的开放阅读

框(open reading frame, ORF)，其中A碱基140个
(26.22%)，G碱基128个 (23.97%)，T碱基130个
(24.34%)，C碱基136个(25.47%)；编码177个氨基

酸残基的多肽，N端具有19个氨基酸 (MQVL-
LALVVILNLTLILKA)为信号肽序列，成熟蛋白

裂解位点位于Ala19与His20之间；预测蛋白分子

量为19.54 ku，理论等电点为9.08，属于IL-17超
家族；成熟蛋白中含有6个丝氨酸 (Ser62、80、
83、85、128、140)、4个苏氨酸 (Thr96、120、
154、174)、4个酪氨酸(Tyr79、98、122、156)和
8个半胱氨酸残基，在Asn12和Asn81处存在2个潜

在的N-糖基化位点(可能性分别为0.781 8和0.634 3)
(图1)。

2.2    香鱼IL-17C基因与其他物种序列比对及

系统发育分析

氨基酸序列比对(图2)和系统进化树(图3)分
析显示，不同物种的相同IL-17亚型同源基因聚

为一支；香鱼IL-17C与虹鳟IL-17C1和IL-17C2在
进化上最近，与其他鱼类和哺乳动物的IL-17C聚

为一大支。不同物种的IL-17C序列同源性比较显

示：香鱼IL-17C与虹鳟IL-17C1和IL-17C2的同源

性最高，分别为40.72%和33.51%，而与红鳍东方

鲀IL-17C2、青鳉(Oryzias latipes)IL-17C、鰒IL-
1 7 C、红鳍东方鲀 I L - 1 7 C 1的同源性分别为

27.12%、26.37%、25.79%和23.66%。

2.3    鳗利斯顿氏菌胁迫后的时空表达

qRT-PCR检测显示健康香鱼各组织中均有

IL-17C基因mRNA表达，其中头肾中表达量最

高，其次是鳃、脑、肝和肠，在心、脾和肌肉

中表达量相对较低(图4)。
鳗利斯顿氏菌侵染后4、8、12和24 h分别取

香鱼肠、脑、脾、肝和头肾组织检测IL-17C的表

达变化，结果显示，感染后各组织中IL-17C的表

达较对照组均有显著性上调(P<0.05)，其中以肝

脏中表达量变化最大，在感染8 h时，IL-17C的表

表 1    cDNA克隆所用引物信息

Tab. 1    The information of primers used for cDNA cloning

引物

primer
序列(5′-3′)

sequence(5′-3′)
退火温度/°C

annealing temperature
IL-17C-3-Outer 5′-GTTCTCTGGGTGATACGGGCTC-3′ 62

IL-17C-3-Inner 5′-CCAATTGCGTGCACCTGTGT-3′ 62

IL-17C-5-Outer 5′-CAAGGCTGCGTAGTCCTGTCT-3′ 62

IL-17C-5-Inner 5′-TTGAATATCCTTTGTAAGTTGGCAT-3′ 62

IL-17C-YG-F 5′-TGGATGCCAACTTACAAAGG-3′ 58

IL-17C-YG-R 5′-CAGGGGGAGATGGACCGATT-3′

β-actin-F 5′-TCGTGCGTGACATCAAGGAG-3′ 58

β-actin-R 5′-CGCACTTCATGATGCTGTTG-3′
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达量是对照组的9.17倍。其次是脾，在感染4 h
时，IL-17C表达量是对照组的6.69倍。在小肠中

的表达呈现先上升后下降的趋势，其中4 h达到

峰值；脑中的表达则呈现上升趋势，在24 h达到

最大值；头肾中的表达呈现平缓趋势，在4 h达
到峰值，之后的时间段内并无显著性差异(图5)。

3    讨论

在本研究中，克隆出香鱼 I L - 1 7 C基因

cDNA序列含有完整的ORF。在人类和已知的鱼

类 I L - 1 7基因 m R N A中， 3 ′ U T R 均含有多个

mRNA不稳定基序(ATTTA)。序列分析显示，香

鱼IL-17C基因的3′UTR也含有7个mRNA不稳定基

序(ATTTA)，这符合IL-17家族基因的特征。与其

他物种相比，IL-17基因中不稳定基序较多，该

基序是否参与mRNA的降解或还有其他方面的功

能有待研究。同时，在其他促炎性因子 (如
TNFα)中也发现含有多个mRNA不稳定基序(AT-
TTA)[18] ，这些典型的促炎性因子特征表明香鱼

IL-17C基因可能在机体的炎症反应过程中有重要

作用。

系统进化树中香鱼与小鼠及人的IL-17C的亲

缘关系高于斑马鱼IL-17C和红鳍东方鲀IL-17C2，
说明鱼类和哺乳类IL-17C基因可能起源于相同的

1                                              16
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图 1    香鱼IL-17C基因cDNA序列及其编码的氨基酸序列

方框内表示预测信号肽；潜在的N糖基化位点用灰色底纹标出；RNA不稳定序列(ATTTA)用双下划线标出

Fig. 1    Nucleotide and deduced amino acid sequence of P. altivelis IL-17C cDNA
A signal peptide is boxed; two nitrogen potential glycosylation sites are shades of gray; the sequences of seven instability motifs (ATTTA) are double un-
derlined
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祖先基因，但是由于进化程度的不同，基因在

各物种中的变化不同。目前关于各物种中是否

都存在IL-17C1和IL-17C2两种亚型以及两种亚型

在进化上呈现什么规律的研究较少，更细致的

分化与进化关系还有待于进一步研究。与其他

物种IL-17C氨基酸序列的多重序列比对显示，香

鱼IL-17C蛋白含有8个保守的半胱氨酸残基，其

中有4个构成二硫键，符合IL-17蛋白家族的典型

特征。在虹鳟[5]和红鳍东方鲀[10]中均发现含有2种

IL-17C基因，但在香鱼中是否也存在2种IL-17C基

因尚有待研究。

Wang等 [5]发现健康虹鳟的鳃、皮肤和小肠

中IL-17表达量最高，这些组织都是病原菌最易

入侵的部位，提示IL-17在机体抵御病原菌入侵

中起到重要作用，同时在脑中也检测到IL-17的

高表达，表明IL-17在神经系统调节中也可能起

到一定作用；在注射鲁氏耶尔森菌(Yersinia ruck-

eri)后，虹鳟IL-17的表达量显著上调，尤其在脑
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图 2    香鱼IL-17C与其他脊椎动物IL-17氨基酸序列比对

相同氨基酸用“*”标出，相似氨基酸用“•”标出，8个半胱氨酸用灰色背景标出

Fig. 2    Multiple alignment of P. altivelis IL-17C with other homologues IL-17 in representative vertebrates
Identical “*” and similar “•” amino acid residues are indicated, eight cysteine residues are indicated in vertical gray
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图 3    基于NJ法构建的IL-17系统进化树

Fig. 3    A phylogenetic tree analysis of IL-17 gene constructed with the Neighbor-joining method
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中的表达变化最大，提示IL-17可能在免疫系统

和内分泌系统的联系中起到一定的作用。在红

鳍东方鲀中，IL-17主要在脑、鳃、头肾和皮肤

中表达，注射LPS后头肾中IL-17表达显著上调，

表明IL-17可能参与机体的炎症反应 [10]。健康香

鱼IL-17C在头肾中表达量最高，提示一般情况主

要由头肾抵御病菌攻击和进行免疫调节；而在

鳗利斯顿氏菌侵染后，其他各组织中IL-17C的表

达均上调，表明菌侵染刺激了各组织的免疫调

节，共同应对鳗利斯顿氏菌的攻击，尤其是肝

脏。香鱼体内IL-17C的表达变化与其他鱼类中的

相关研究结果具有相似性，都是免疫相关组织

中的表达变化最大，并且脑中表达也有所上

调，显示IL-17C在香鱼机体抵御病原菌侵染的过

程中参与了免疫调节，同时也可能与神经调节

有关。研究结果可为进一步探讨香鱼IL-17C在炎

症反应中的调节机制提供参考。
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Fig. 4    The expression of IL-17C mRNA in
healthy P. altivelis
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图 5    鳗利斯顿氏菌侵染后香鱼组织中IL-17C基因的表达情况

1. 肠；2. 脑；3. 脾；4. 肝；5. 头肾。图中数据表示为平均值±标准差(n=3), 同一组织中不同时间点的表达量之间不同字母表示存在显

著性差异(P<0.05)

Fig. 5    Expression pattern of IL-17C gene in P. altivelis after L. anguillarum infection
1. intestine; 2. brain; 3. spleen; 4. liver; 5. head kidney. Data were shown as mean±SD (n=3), different letters among different time-points in the same tis-
sue indicate significant difference (P<0.05)
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Cloning of IL-17C gene from Plecoglossus altivelis and the expression pattern
analysis after Listonella anguillarum infection

LI Mingyun *,     MIAO Liang ,     GUO Xiaofei ,     NIE Li ,     HOU Honghong ,     CHEN Jiong
(Key Laboratory of Applied Marine Biotechnology, Ministry of Education, Ningbo University, Ningbo    315211, China)

Abstract: To understand the sequence features and phylogeny of interleukin 17 (IL-17) in sweet fish (Plecoglos-
sus altivelis), and its correlation to Listonella anguillarum infection, the cDNA sequence of IL-17C was cloned
from P. altivelis by RACE-PCR, and the expression changes of different tissues were detected after L. anguillar-
um infection by real-time quantitative PCR (qRT-PCR). The full length of P. altivelis IL-17C cDNA was 1 087 bp
including a 534 bp ORF and seven 3′UTR instability motifs (ATTTA), and it encoded 177 amino acids with eight
conservation cysteine (Cys) and a 19 amino acids N-terminal signal peptide. Phylogenetic tree analysis showed
that the same IL-17 subtype homologue from different species gathered together, and the P. altivelis IL-17C was
clustered in one group with other vertebrate IL-17C. Multiple sequence alignment and phylogenetic analysis
showed that P. altivelis IL-17C has higher similarity to Oncorhynchus mykiss IL-17C1 (40.72%) and O. mykiss IL-
17C2 (34.04%). In healthy P. altivelis, IL-17C mRNA expression was detected in heart, liver, spleen, head kidney,
gill, brain, muscle and intestine, high expression was shown in gill and head kidney. After L. anguillarum infec-
tion, the expression of IL-17C increased 9.17 folds in liver at 8 hpi (hours post infection) and 6.69 folds in spleen
at 4 hpi compared to the control group. IL-17C gene is closely related to the pathogenic bacteria infection of
P. altivelis, and it may play an important role in inflammatory immune response.

Key words: Plecoglossus altivilis; interleukin 17C (IL-17C); gene cloning; Listonella anguillarum; expression pat-
tern
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