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　　1957 年 Isaacs 和 Lindenmann 在用鸡胚研究流
感病毒干扰现象时发现了干扰素 ( Interferon ,

IFN) [1 ] ,其后人们迅速地对干扰素的性质、诱生原理
以及与其相关的细胞因子等进行了广泛的研究。在
20 世纪后 20 年 ,哺乳类 IFN 系统的分子研究取得
了重大进展 ,随之对低等脊椎动物的 IFN 系统基因
及其分子机制也展开了研究。作为变温动物的鱼
类 ,其非特异性免疫应答受到温度的影响较大 ,而干
扰素作为先天性免疫系统的一种关键因子 ,在鱼类
抵抗病毒感染中发挥了非常重要的作用 ,因此对
IFN 的研究及其作用机制的深入了解 ,对于鱼类病
毒性疾病的防治研究具有重要的理论和实际意义。

1 　鱼类干扰素的理化性质

干扰素一般由 170 个左右的氨基酸组成 ,N 端信
号肽一般有 23～30 个氨基酸 ,分子质量在 26～94 ku

之间 ,不被 DNA 酶或 RNA 酶破坏 ,但可以被胰蛋白
酶灭活。干扰素分为两族 : Ⅰ型干扰素和 Ⅱ型干扰
素。Ⅰ型包括 IFN2α, IFN2β, IFN2ω , IFN2κ, IFN2τ
和 IFN2ζ,一般在 56 ℃30 min 不能被灭活 , - 20 ℃
可长期保存 ,在 p H 2～10 中很稳定 ; Ⅱ型主要是指
IFN2γ,对 p H 2. 0 不稳定 ,56 ℃30 min 被破坏[2 ] 。

在鱼类中的研究主要是针对 Ⅰ型 IFN2α/β,而对
鱼类 IFN2γ 的研究文献较少 , 仅见报道过河
豚 ( T aki f u g u rubri pes) IFN2γ类似物。干扰素近几
年陆续在虹鳟 ( S almo gai rdneri ) 、鲤 ( Cy p ri nus

carpio) 、草鱼 ( Ctenop hary ngodon i del l us ) 、鲫鱼
( Carassi us aurat us ) 、大马哈鱼 ( Oncorhy nchus ke2
t a) 、牙鲆 ( Paral icht hys ol i v aceus) 、舌齿鲈 ( Dicen2
t rachus l abra x ) 、斑马鱼 ( B rachy danio rerio) 、大西
洋鲑 ( S al mo sal ar) 等鱼体或培养细胞系检测到干扰
素活性物质[3～9 ] 。1992 年日本学者 Tamai 等[6 ] 在牙
鲆的白细胞中诱导纯化了 IFN 类似物 ,但随后 Ma2
gor [ 10 ]发现它与其他动物干扰素差别较大而遭到质
疑。2002 年 Altmann 等[9 ] 对斑马鱼的干扰素分子
功能进行了分析 ,发现斑马鱼 IFN (zf IFN) 由 185 个

氨基酸组成 ,含有一个 22 个氨基酸组成的信号肽。
国内 ,邵健忠等[ 11 ]首次对草鱼血清 IFN 进行了分离

纯化及部分理化和生物学性质研究 ,结果表明 ,草鱼
干扰素分子质量为 38 ku ,对酸、碱、热均不敏感 ,在
p H2～10 范围内活性稳定 ,对 60 ℃具有明显的耐受
性。虽然已在多种鱼体培养细胞中诱导出干扰素物
质 ,但因干扰素在体内分泌少 ,降解较快 ,分离纯化
比较困难 ,所以在此方面报道还很缺乏。

2 　干扰素的生物学功能

干扰素不仅使细胞处于抗病毒状态 ,而且在细

胞的生长分化和免疫调节中也具有重要意义。Ⅰ型
干扰素主要活性是 :抑制病毒复制 ;抑制细胞的增
殖 (如肿瘤细胞等) ;加强自然杀伤性细胞杀伤病毒
感染细胞的能力 ;增强 Ⅰ类主要组织相容性复合体
分子的表达 ,而抑制 Ⅱ类主要组织复合体分子的表
达。Ⅱ型干扰素抗病毒活性较 Ⅰ型低 ,但它在免疫
调节和抗细胞增殖方面作用较强。在鱼类中有对
IFN 的抗病毒活性和免疫调节的报道 ,而对鱼类干
扰素的其他功能的报道少见。

2 . 1 　抗病毒活性
鱼类与哺乳类在干扰素的抗病毒机制上有很多

相同之处。干扰素无直接杀灭病毒的作用 ,当病毒

或人工合成的双链 RNA 分子 poly ( I :C) [5 ]作用在细

胞时 ,干扰素表达并分泌到细胞外 ,此时干扰素作为
一种信号分子与相邻细胞表面上的受体结合 ,从而
引起细胞内的信号传递 ,最终导致抗病毒蛋白的表
达 ,主要的抗病毒蛋白有 :2′2 5′寡聚腺苷合成酶系统
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(225A system) ,其受到病毒核酸激活后酶促三磷酸
腺苷 (A TP)多聚化 ,形成长度不定的寡聚核苷酸 ,而
寡聚核苷酸又能活化细胞处于潜伏状态的核酸酶 F ,

可特异性切开病毒 mRNA 并使其降解 ;蛋白激酶
(p rotein kinase) ,它在被 dsRNA 及 A TP 激活下使
病毒合成的“起始因子 2”(elf2) 发生磷酸化而失活 ,

从而阻断病毒蛋白的合成 ; Mx 蛋白 ,它是干扰素诱

导下宿主细胞快速表达的抗病毒蛋白 ,其作用机制
可能与它结合病毒转录酶有关[12 ] 。2′2 5′寡聚腺苷

合成酶系统和蛋白激酶在鱼类当中尚未见报道 ,而
对 Mx 蛋白上的研究就多。

2 . 2 　免疫调节功能
鱼类巨噬细胞 ( Mφ) 和淋巴细胞与高等脊椎动

物的类似 ,在吞噬入侵的病原体、合成抗体和进行细

胞免疫等过程中发挥极其重要的作用。在哺乳动物

Mφ活化机制研究中发现 ,当 Mφ受抗原或细胞因子

等的激发后 ,可出现呼吸爆发 ( Respiratory burst ) 作

用而产生大量 O2 - 和 H2 O2 ,同时细胞内溶酶体被激

活 ,从而共同完成对病原菌的杀灭作用。进一步研

究证实 ,鱼类 Mφ存在同样的活化机制[13 ] , O2 - 、

H2 O2 和抗原提呈细胞 ( A PC) 也是反映鱼类 Mφ活

化水平的重要指标[14 ] 。

目前 , 国内只有邵健忠等[15 ] 对草鱼干扰素

( Grass carp interferon , GcIFN) 的免疫调节功能展

开了一系列研究 ,发现 GcIFN 对草鱼巨噬细胞具有

显著的激活作用 ,它能提高 Mφ内 O2 - 、H2 O2 和

A PC 的活性与含量 ,促进 Mφ的吞噬和杀菌作用。

GcIFN 还能调节草鱼抗体的产生 ,这种调节作用与

干扰素注射的相对时间有关 ,在注射抗原后 24 h 注

射高剂量的干扰素可以促进草鱼抗体的合成。

3 　鱼类干扰素和 Mx 蛋白基因

虽然 Tamai 等[6 ]首先宣称发现鱼类 IFN 基因并

克隆了牙鲆 IFN cDNA ,但是与哺乳类 IFN 比较 ,同

源性很低 ,类似研究难以在其他鱼类重现。2002 年 ,

Alt mann 等[9 ]率先从斑马鱼表达序列标签 ( EST) 数

据库中鉴定了一个与鸡 IFN2a 基因同源性约 36 %的

斑马鱼干扰素基因 ( D rI FN ) ,体外表达证明其培养

物能激活抗病毒蛋白 Mx 基因的启动子。利用

D rI FN 序列从河 ( Tet raodon f l uv i ati ls ) 全基因

组鉴定出河 IFN 基因 ,随后大西洋鲑、金鱼 IFN 基

因相继被成功克隆。国内张义兵等[16 ]诱导鲫鱼培养

细胞 (CAB)上产生 IFN ,并建立了病毒诱导 CAB 细

胞的差减 cDNA 文库。由于不同物种的干扰素基因

同源性比较低 ,增加了设计有效的 PCR 引物和探针

的难度 ,并且干扰素 mRNA 的极不稳定性也增加了

其扩增的难度。目前 ,大多数研究者已把鱼类干扰

素下游元件的出现作为其表达的证据[17～19 ] ,其中

Mx 蛋白已得到深入的研究。

Mx 蛋白是干扰素诱导表达的蛋白家族中的成

员之一 ,其转录产物 mRNA 较稳定 ,已作为鱼类

IFN 系统存在的第一个直接的分子证据。相继在多

种鱼类中得到克隆 ,如 :牙鲆、斑马鱼、虹鳟、大西洋

鲑、大菱鲆 ( S cop ht hal m us m ax i m us) 、沟鲶 ( Ict al u2
rus p unctat us ) 、庸鲽 ( hi p poglossus hi p poglossus ) 、

红鳍东方 ( T aki f u g u rubri pes) 等[ 19～25 ] 。1988 年

Staeheli 等[26 ] 根据小鼠 Mx 蛋白的 cDNA 设计探

针 ,从河鲈基因组 DNA 中克隆出一个 2. 35 kb 的

DNA 片段 ,与小鼠 Mx 基因相应片段相比较极其保

守并有很高的同源性。2002 年 ,红鳍东方 Mx 基

因被克隆[ 27 ] ,从转录起始位点到多聚腺苷酸信号的

总长度 3. 4 kb ,由 12 个外显子和 11 个内含子组成。

2003 年 ,Plant 等[28 ] 利用快速分离 cDNA 末端法在

沟鲶中获得了一个 2. 5 kb 的 Mx 全长 cDNA。后来

从大西洋鲑、牙鲆、虹鳟等鱼体中也相应克隆出 Mx

基因。国内 ,中国水产科学研究院先后对鲫鱼、草

鱼、鳜鱼 ( S i ni perca chuatsi ) 的 Mx 基因进行了克隆

和测序[29～31 ] 。Mx 基因序列克隆的成功将为研究其

在培养细胞内的抗病毒活性和体外表达及干扰素的

检测等打下坚实的基础 ,具有重要的意义。

4 　IFN 的表达调控及信号转导

4 . 1 　IFN 的表达调控及信号转导分子机制

病毒感染诱导 IFN2α/β及时表达 ,并表现出抗

病毒反应 ,此过程可经两步传导途径完成。第一步

是病毒或 dsRNA 诱导干扰素的表达 ;第二步是干扰

素激活基因 ( IFN2stimulated gene , I S G) 的表达 ,这

两步途径的分子机理简述如下。

第一步途径 ,细胞表面上的受体 ,如 toll 样受

体 ,接受病原相关分子 ( Pat hogen2associated molecu2
lar pattern , PAMP)后将此信号传递给细胞核内 ,不

同类型干扰素的表达调控机理有所不同 ,现以 IFN2β
为例简要说明。IFN2β基因的表达是由多种因子调

控 ,它们位于病毒反应元件 B ( virus responsive ele2
ment B , VRE2B)上的正调控区 (positive regulatory

domains , PRDs) 。VRE2B 主要包括可以识别 PRD
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Ⅰ区和 PDR Ⅱ区的干扰素调节因子 1 (interferon

regulatory factor21 , IRF21) [32 ,33 ] ;可识别 PDR Ⅱ的

核因子 N F2κB ;结合在 PRD Ⅳ区的 A TF22。当 N F2
κB 和 A TF22 复合物结合后就会被大量高迁移率蛋

白 ( high mobility group of p roteins , HM GI) 利用 ,

并把 VRE2B 上的结合因子组装成高度有序的核蛋

白复合物“增强核蛋白体”(enhanceosome) ,它就可

以增强 IFN2β基因的转录[34 ,35 ] 。第二步途径 ,所有

的 IFN2α/β 都共用一套受体即 IFNA R1 和 IF2
NA R2 ,其结构在细胞内的部分与酪氨酸蛋白激酶

J anus 家族、Tyk2 和 J ak1 密切相关。IFN2α/β与

IFNA R 结合后会引起 J ak 激酶相互激活 ,继而使

IFNA R1、胞内信号传递因子 Stat1 和 Stat2 发生磷

酸化 ,这些 Stat s 结合到 IFNA R 形成两种不同的转

录活化子 ,即 IFN2α活化子 (AA F) 和干扰素刺激因

子 3 ( ISGF3) 。AA F 和 ISGF3 被转运至细胞核与特

异的 IFN2γ激活基因序列 ( GAS)和干扰素诱导反应

元件 ( IFN2stimulated response element , ISRE)分别

结合 ,这种信号最终导致上百种目标基因的活化 ,其

中包括 225A system、蛋白激酶和 Mx 蛋白[36～40 ] 。

在这两步途径中涉及到几种关键因子 ,如 toll

样受体、IRFs 和 ISRE ,在近几年成为研究的热点。

下文将对鱼类 toll 样受体、IRFs 和 ISRE 的研究进

展情况进行阐述。

4 . 2 　Toll 样受体

根据目前对 TL Rs 的了解显示 , TL Rs 是机体激

活先天性免疫和诱导适应性免疫对抗病原微生物的

重要因素 ,作为连接天然免疫与特异性免疫的关键

环节发挥着极为重要的作用。在诱导干扰素机制方

面 , TL R3 识别病毒双链 RNA 和 Poly ( I ∶C) ,它在

诱导 IFN2a/β发挥了主要的作用。目前在人类已经

发现有 10 个 TL Rs ,在小鼠有 9 个 TL Rs ,其中 7 个

已找到其相应的配基[41 ] 。TL R2 能识别多种病原相

关分子模式 ,包括细菌脂多糖、肽聚糖和胞壁酸 ;

TL R4 可识别细菌的脂多糖 ; TL R5 识别细菌鞭毛蛋

白 ; TL R9 识别病毒和细菌未甲基化 Cp G DNA 基

序[42 ] 。TL R7 和 TL R8 功能也相继被报道。

不同物种 TL Rs 的种类也不一样 ,这可能是由

于不同种类的动物处在不同环境下进化的结果 ,在

鱼类中 ,Oshiumi 等[43 ] 从日本河豚中鉴定了 TL Rs ,

其中的 TL R1 与人类的 TL R1 和 TL R6 几乎相同。

Stafford 等[44 ]最近分离出了鲫鱼 TL R ,并发现它与

河豚的 TL R22 基本相同。Hirono 等[45 ] 从日本牙鲆

中克隆得到两种 TL Rs , 分别是 J F2TL R2 和 J F2
TL R22。TL R3 类似物已相继从斑马鱼、沟鲶中得

到克隆和分析[ 46 ,47 ] 。2005 年 , Rodriguez 等[48 ] 对虹

鳟的 TL R3 基因 ( rt TL R3 ) 进行了分析和鉴定 ,

rt TL R3与人类的 TL R3 具有很高的同源性 ,在病毒

和 Poly ( I ∶C) 诱导的虹鳟肾和脾都有表达 ,说明

rt TL R 3在抗病毒过程中起到一定的作用 ,这将有助

于进一步阐明鱼类免疫系统。

4 . 3 　干扰素调节因子

到目前为止 , IRFs 家族的 9 种因子已在哺乳动

物中得到确认 ,它们存在着许多重要的功能 ,如抵抗

病毒侵染、免疫调节和生长控制。IRF21 最初被认为

是干扰素基因和干扰素诱导基因的活化因子。IRF22

通常被认为是一种与 IRF21 抵抗的转录抑制因子。

IRF24 和 IRF28 通常在淋巴组织中表达。IRF23 ,

IRF25 以及 IFR27 在病毒介导的信号中被认为是直

接的传感器 , IRF27 被认为是 I 型 IFN 依赖性免疫反

应的主要调控因子[49 ] 。在结构方面 ,所有的 IRF 家

族成员氨基酸序列 N 端都有一段相同的 115 个氨基

酸序列 ,包含 DNA 结合区上的色氨酸重复序列。

牙鲆 IRF 是鱼类最先克隆的 IFN 系统基因之

一 ,编码蛋白具有保守的 5 个色氨酸组成的特征性

N 端 DNA 结合区。此外 ,在河豚和虹鳟中也分别鉴

定出 IRF 基因 ,分子进化树分析证实 ,它们都属于

IRF1 亚家族[50 ] 。虹鳟 IRF2 是第一个鉴定的鱼类

IRF2 基因[51 ] , IRF1 和 IRF2 在调节 IFN 的表达中

发挥重要作用。鲫鱼 Ca IRF7 基因的成功鉴定不仅

是鱼类而且是整个低等脊椎动物鉴定的第一个

IFR7 基因[52 ] 。与哺乳动物相比 ,鱼类在 IRF 方面

研究非常有限 ,对 IFR 家族成员多样性和功能的研

究尚待进一步开展[53 ] 。

4 . 4 　干扰素诱导反应元件

干扰素诱导基因转录激活的信号传递途径与许

多激素不同 ,由于其受体自身缺乏激酶活性 ,所以必

须借助于胞质中与其连接的酪氨酸激酶 ,才能完成

信号传递。干扰素通过其受体和相应的酪氨酸激酶

作用 ,使特定的胞质蛋白 ———信号转导活化蛋白

(Stat)的酪氨酸磷酸化 , Stat 经过磷酸化而被激活

后 ,移位至细胞核 ,同干扰素诱导基因的顺式作用序

列结合 ,继而启动该基因的转录[54 ] 。

除了细胞膜上的 IFN 受体 , IFN 的信号转导主

要有 J anus 激酶家族和 Stat 家族成员负责。已在河
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豚中鉴定到 J anus 激酶家族的 4 个成员基因分别为

J ak1 , J ak2 , J ak3 和 T y k2 [55 ] 。最早鉴定的鱼类 Stat

的基因是斑马鱼的 S t at1 和 S t at3 ,并发现 S t at1 能

够补救人 S t at1 基因缺陷细胞株的 IFN 信号放大功

能[56 ] 。最近 ,河豚 S t at5 的 DNA 结构也得到了细致

分析[ 57 ] 。张义兵等[ 58 ]从病毒诱导产生 IFN 的 CAB

细胞系统中鉴定出了鲫鱼 CaS t at1 和 Ca T ak1 基因 ,

并进行了较系统的信号功能分析 ,证明了鱼类 IFN

的信号放大也依赖 Tak2Stat 信号途径。说明鱼类与

哺乳类在细胞内信号传导机制上存在许多共同之

处。

5 　鱼类干扰素的应用展望

随着水产养殖业的发展 ,高密度养殖技术的普

及和养殖产量的迅速增加 ,水产养殖动物疾病的发

生越来越频繁、越来越严重 ,由此造成的损失逐年增

加。每年有 1/ 10 的养殖面积受到病害的影响 ,2004

年水产养殖因病害造成的经济损失已达 140 亿～

150 亿元。尤其是病毒性疾病 ,是在鱼类养殖至今都

无法有效控制的世界性难题。病毒病的病原体微

小 ,在宿主细胞内复制 ,潜伏期长短不一、症状复杂

多变、传染性强、死亡率高 ,严重危害水生动物的养

殖 ,迄今已发现的鱼类病毒有 70 多种[59 ] 。

各种鱼类抗病毒相关基因的克隆成功 ,为转基

因技术培育抗病毒新品种提供了依据 ,情景广阔。

前提是在保证对环境和人类健康无害的基础上 ,来

评价对受体鱼实施基因转移研究的可行性。到目前

为止 ,还没有将鱼类干扰素相关基因转化的报道。

干扰素作为一种体内诱导分泌蛋白 ,如果在体内过

量表达必然会带来分泌调节失衡。邹钧等[60 ] 的研究

结果显示 ,外源基因无论以游离形式存在 ,还是整合

到受体基因组中都可表达 ,但过量的外源基因拷贝

积累和表达产物的存在 ,会导致受体胚胎的异常或

夭折。

利用基因工程技术在原核生物或真核生物中制

备外源性鱼类干扰素 ,并应用于鱼类抗病中 ,将会带

来很高的经济效益。目前已获得人干扰素基因工程

产物 ,并在临床上的治疗效果显著 ,而在鱼类上尚无

与此相关的项目展开。基因工程产物应用到鱼类也

会存在若干现实的问题 ,干扰素蛋白作为饲料添加

剂使用后 ,是否会被肠道中的酶降解而失去活性 ?

干扰素存在种属特异性 ,用一种鱼的干扰素基因获

得的基因工程产物应用到其他鱼种中是否会具有相

同的效果 ? 这都有待于进一步验证。

相比较而言 ,通过调节鱼类内源性干扰素水平 ,

达到建立抗病毒状态的目的 ,可能是目前障碍较小

的可行性途径。Eaton[ 5 ] 曾用聚肌胞对 4 种鲑鱼通

过注射和浸泡两种途径进行处理 ,结果发现 ,鱼体都

能明显抵抗感染性出血坏死病毒 ( IHNV) 和红细胞

坏死病毒 ( ENV) 的感染 ,用聚肌胞浸泡鱼体的方法

显然要比注射经济实用。目前 ,聚肌胞相关制剂已

在人药中得到应用并取得了一定的效果 ,而在其他

脊椎动物中还处于试验阶段 ,其在鱼类的抗病毒应

用中尚未见有报道 ,只在实验室条件下将聚肌胞当

作类病毒来使用。聚肌胞合适的起效剂量、给药途

径以及可能的毒副作用等基本药理、药效问题还有

待于进一步的研究。
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