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　　摘要：通过体内感染兔出血症病毒后发现白介素６（Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－６，ＩＬ－６）基因表达水平明显升高。为体外研究
ＩＬ－６启动子的转录调控机制，寻找该基因转录调控的基本转录原件，首先利用染色体步移技术扩增得到兔 ＩＬ－６基
因的启动子区序列，经测序全长为７６３ｂｐ；经同源性分析，与人源 ＩＬ－６基因的启动子高度同源；生物信息学分析发
现，该启动子序列含有ＡＰ－１、ＣＲＥＢ／ＮＦ－ＩＬ６、ＮＦ－κＢ和 ＴＡＴＡ－ｂｏｘ等转录元件。随后将全长和一系列缺失体的
ＩＬ－６启动子基因（－４００／＋５８ｂｐ、－２５０／＋５８ｂｐ、－１７０／＋５８ｂｐ、－１００／＋５８ｂｐ）定向亚克隆至荧光素酶表达载体
ｐＧＬ３－Ｂａｓｉｃ中，构建了含有正确目的基因的报告基因重组体，然后瞬时转录ＲＫ－１３细胞，利用荧光素酶报告基因检
测试剂盒检测。结果显示，本试验所克隆的 ＩＬ－６基因启动子区具有明显的活性，而且 ＡＰ－１、ＣＲＥＢ／ＮＦ－ＩＬ６和
ＮＦ－κＢ在ＩＬ－６基因的转录调控中有着不可或缺的作用。以上结果为进一步研究兔 ＩＬ－６基因的转录调控机制奠
定了基础。
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　　真核生物基因转录调控包括ＤＮＡ水平的调控、转录水平
的调控、转录后加工、转运过程、翻译水平以及翻译后蛋白质

的加工修饰等，而真核生物的基因表达调控多数发生在转录

及以后的水平上，转录水平调控研究主要是启动子区上的基

本转录单位［１］。白介素６（Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－６，ＩＬ－６）主要由巨噬
细胞、Ｔ细胞、Ｂ细胞等多种细胞产生。它可调节多种细胞的
生长与分化，具有调节免疫应答、急性反应及造血功能，并在

机体的抗感染免疫反应中起重要作用。同时，ＩＬ－６在多种
疾病状况下有明显改变。ＩＬ－６表达失调可引起许多疾病，
其临床表现主要为发病时ＩＬ－６水平增高。ＩＬ－６上升的水
平与疾病的活动期、肿瘤的发展变化、排斥反应程度以及治疗

效果都密切相关［２－３］。

兔体感染兔出血症病毒后能明显上调ＩＬ－６基因的表达
水平，该基因水平的升高或许与其致病性相关［４］。为了研究

兔源ＩＬ－６基因的表达调控，本试验以兔ＩＬ－６为试验对象，
通过制备一系列ＩＬ－６基因启动子缺失突变体，利用荧光素
酶报告基因系统确定其转录活性，以期寻求该基因启动子区

的核心启动子区域，为启动子功能进一步研究奠定基础。同

时，也为研究兔出血症病毒调控ＩＬ－６基因表达奠定基础。

１　材料与方法

１．１　试验兔

选用２～３月龄健康易感新西兰兔（未免疫兔出血症及
相关疫苗）１０只（由金陵种兔场提供）分为２组（攻毒组和对
照组），每组５只。
１．２　种毒

攻毒用毒种为兔出血症病毒皖阜株肝毒，由江苏省农业

科学院兽医研究所保存［５］。病毒（含量１０５．５ＬＤ５０／ｍＬ）攻毒剂
量为１ｍＬ；对照组选用ＰＢＳ作为参照。
１．３　肝脏病理变化分析和ＩＬ－６ｍＲＮＡ水平的测定

攻毒后４８ｈ，利用免疫组化法和苏木精 －伊红染色法对
攻毒组和对照组兔体肝脏组织进行病理变化分析，以及利用

相对定量Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅＰＣＲ对 ＩＬ－６ｍＲＮＡ表达水平进行测
定，所用引物见表１。
１．４　ＩＬ－６基因启动子的克隆

新西兰兔肝脏组织ＤＮＡ采用苯酚－氯仿法提取［１］，用紫

外分光光度计（２６０ｎｍ）检测ＤＮＡ的完整性、纯度和浓度。通
过对ＧｅｎＢａｎｋ中已收录的人、鼠等物种的 ＩＬ－６基因启动子
进行同源性比对，采用 ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０软件设计兔 ＩＬ－６
基因启动子克隆引物（表１），包括：ＩＬ－６基因启动子克隆引
物ＩＬ－６－Ｆｗｄ与ＩＬ－６－Ｒｅｖ１、ＩＬ－６－Ｒｅｖ２、ＩＬ－６－Ｒｅｖ３；
启动子缺失片段引物 ＩＬ－６－Ｆｗｄ－４００、ＩＬ－６－Ｆｗｄ－２５０、
ＩＬ－６－Ｆｗｄ－１７０和ＩＬ－６－Ｆｗｄ－１００。以兔基因组ＤＮＡ为
模板，进行巢式 ＰＣＲ反应。反应体系：２×ＧＣｂｕｆｆｅｒ（Ｍｇ２＋）
１０μＬ，ｄＮＴＰ（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）２μＬ，ＬＡＴａｑ酶（５Ｕ／μＬ）０．２μＬ，
上下游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）分别１μＬ，ＤＮＡ模板１μＬ，ｄｄＨ２Ｏ
４．８μＬ。ＰＣＲ程序为：９５℃预变性 ４ｍｉｎ；９４℃变性 ３０ｓ，
６９℃退火３０ｓ，７２℃延伸２．５ｍｉｎ，３４个循环；７２℃再延伸
１０ｍｉｎ；４℃保存。ＰＣＲ产物用１％琼脂糖凝胶电泳检测并纯
化回收，与ＰＭＤ１９－Ｔ载体１６℃过夜连接，并转化 ＴＯＰ１０感
受态细胞。挑取白色菌落于液体 ＬＢ培养基中过夜培养后，
用质粒提取试剂盒提取质粒ＤＮＡ，经质粒ＰＣＲ初步筛选阳性
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克隆后，送ＴａＫａＲａ公司测序。
１．５　ＩＬ－６基因启动子的生物信息学分析

利用 ＮＣＢＩ中的 Ｂｌａｓｔ对克隆所得的兔基因启动子片段
和人基因启动子片段进行同源性比对；应用 Ｐｒｏｍｏｔｅｒ２．０
Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ软件预测ＩＬ－６基因的启动子区域。
１．６　ＩＬ－６基因启动子缺失片段报告基因重组体的构建

采用ＰＣＲ方法从重组的 ＩＬ－６基因启动子载体中克隆

得到４个不同长度ＩＬ－６基因启动子缺失片段，上下游引物
的５′端分别引入ＭｌｕⅠ和ＢｇｌⅡ酶切位点，引物见表１。扩增
片段分别与 ｐＭＤ１９－Ｔ载体进行连接，测序正确后进行
ＭｌｕⅠ 和 ＢｇｌⅡ双酶切，回收酶切片段并连接到同样酶切过的
ｐＧＬ３－Ｂａｓｉｃ载体的多克隆位点内，构建含ＩＬ－６基因５′调控
序列的重组质粒。重组质粒经酶切和测序进一步鉴定。

表１　本研究所用引物

名称　　 序列（５′→３′）　　 用途

ｍＲＮＡ－ＩＬ－６－Ｆｗｄ ＡＡＴＧＣＣＧＡＡＧＴＧＧＴＣＧＴＧ Ｒｅａｌ－ＴｉｍｅＰＣＲ
ｍＲＮＡ－ＩＬ－６－Ｒｅｖ ＡＡＴＧＣＣＧＡＡＧＴＧＧＴＣＧＴＧ Ｒｅａｌ－ＴｉｍｅＰＣＲ
ｍＲＮＡ－ＧＡＰＤＨ－Ｆｗｄ ＴＧＴＴＴＧＴＧＡＴＧＧＧＣＧＴＧＡＡ Ｒｅａｌ－ＴｉｍｅＰＣＲ
ｍＲＮＡ－ＧＡＰＤＨ－Ｒｅｖ ＡＡＴＧＣＣＧＡＡＧＴＧＧＴＣＧＴＧ Ｒｅａｌ－ＴｉｍｅＰＣＲ
ＩＬ－６－Ｆｗｄ ＴＡＧＧＧＡＣＴＣＣＴＧＧＡＡＧＴＡＡＣＧＧＴＧＴ 巢式ＰＣＲ扩增ＩＬ－６启动子基因
ＩＬ－６－Ｒｅｖ１ ＴＣＴＴＣＴＴＣＴＡＴＣＡＧＣＣＴＴＧＧＡＡＧＧＴ 巢式ＰＣＲ扩增ＩＬ－６启动子基因
ＩＬ－６－Ｒｅｖ２ ＧＡＴＧＣＴＣＴＣＧＡＴＧＧＴＴＣＴＧＣＣＴＧＧＣ 巢式ＰＣＲ扩增ＩＬ－６启动子基因
ＩＬ－６－Ｒｅｖ３ ＧＣＡＧＣＧＣＣＡＧＣＧＡＧＣＡＧＣＣＧＡＧＧＧＧ 巢式ＰＣＲ扩增ＩＬ－６启动子基因
ＩＬ－６－Ｆｗｄ－４００ ＡＡＣＴＴＧＧＡＧＣＴＧＡＣＴＴＴＡＧＣＴＴＴＣ ＩＬ－６启动子缺失体构建
ＩＬ－６－Ｆｗｄ－２５０ ＡＧＣＧＣＴＴＴＴＴＣＣＣＣＡＡＴＴＴＧＴＧＡＴＴ ＩＬ－６启动子缺失体构建
ＩＬ－６－Ｆｗｄ－１７０ ＣＣＣＣＧＧＣＣＣＣＡＣＣＣＣＣＣＡＣＣＴ ＩＬ－６启动子缺失体构建
ＩＬ－６－Ｆｗｄ－１００ ＴＣＴＣＡＡＡＡＴＴＡＣＡＧＴＣＴＣＡＡＣＣＣ ＩＬ－６启动子缺失体构建

１．７　细胞培养及转染
用含 １０％胎牛血清、青霉素 １００ＩＵ／ｍＬ和链霉素

１００ＩＵ／ｍＬ的ＤＭＥＭ培养液于３７℃、５％ ＣＯ２、饱和湿度条件
培养兔肾细胞ＲＫ－１３。将ＲＫ－１３在前１ｄ接种于２４孔板，
待细胞达８０％～９０％汇合度时进行转染［６］。

按照Ｒｏｃｈｅ公司转染试剂 ＦｕＧＥＮＥＨＤ操作说明配制转
染混合物进行转染。２４孔板每孔转染混合物：ＦｕＧＥＮＥＨＤ
２μＬ；ＤＮＡ０．５μｇ（ｐＧＬ３－ＩＬ－６重组质粒与 ＰＲＬ－ＴＫ内参
照质粒的质量比为２５∶１）。同时设定 ｐＧＬ３－Ｂａｓｉｃ载体转
染组（阴性对照组），启动子不同片段的荧光素酶表达载体转

染组（试验组），每组设置３个重复。转染４８ｈ后收获细胞。
１．８　荧光素酶报告基因活性检测

双荧光素酶活性检测按照双荧光素酶报告基因分析系统

（Ｐｒｏｍｅｇａ公司）操作说明进行。在转染４８ｈ后，弃去培养液，
用１×ＰＢＳ液洗涤细胞２次。每孔加入１００μＬ１×ＰＬＢ细胞
裂解液，室温孵育２０ｍｉｎ充分裂解细胞。取２０μＬ裂解液加
入９６孔白板，然后加入 ＬＡＲⅡ１００μＬ，快速混匀后立即在
ＢＨＰ９５０４微孔板发光分析仪上检测 ｐＧＬ３荧光素酶活性（Ｆ
值）；再加入１００μＬ１×Ｓｔｏｐ＆Ｇｌｏ溶液检测 ｐＲＬ－ＴＫ荧光素
酶活性（Ｒ值）。以ｐＧＬ３荧光素酶活性与 ｐＲＬ－ＴＫ荧光素
酶活性的比值即相对荧光强度（ｒｅｌａｔｉｖｅｌｕｃｉｆｅｒａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙ，
ＲＡＬ）表示各组转录活性。计算各组 Ｆ／Ｒ值，即荧光素酶的
相对活性ＲＡＬ。ＲＡＬ的数值为３次重复试验的结果。
１．９　数据分析

计量数据以“平均值 ±标准差”表示，运用 ＳＰＳＳ１３．０统
计学软件进行数据分析，统计学分析方法采用 ｔ检验（Ｐ≤
０．０５）。

２　结果与分析

２．１　肝脏组织病理变化及ＩＬ－６ｍＲＮＡ表达水平测定
如图１－Ａ所示，相比于对照组，兔出血症病毒感染兔体

４８ｈ以后，肝脏组织中能够检测到病毒，同时感染组会出现
严重的肝损伤，如肝脏细胞的崩解等；同时利用 Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ
ＰＣＲ检测，发现ＩＬ－６ｍＲＮＡ水平明显升高（图１－Ｂ）。

２．２　ＩＬ－６基因启动子的克隆测序
以兔基因组 ＤＮＡ为模板，采用巢式 ＰＣＲ扩增，经 ３次

ＰＣＲ扩增出约７５０ｂｐ的特异性片段（图２），将其基因启动子
ＰＣＲ扩增产物克隆至ｐＭＤ１９－Ｔ载体中，筛选阳性重组质粒，
经酶切鉴定正确后进行测序。测序结果表明，兔 ＩＬ－６基因
启动子ＰＣＲ扩增片段长度为７６３ｂｐ（图３－Ａ）。
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２．３　ＩＬ－６基因启动子的生物信息学分析
经Ｂｌａｓｔ序列比对发现，克隆得到的ＩＬ－６基因５′侧翼序

列与ＧｅｎＢａｎｋ公布的人 ＩＬ－６基因启动子相似性达９０％以
上。此序列包括转录起始位点（＋１）上游７１４ｂｐ；在线预测
软件分析表明，ＩＬ－６基因启动子具有典型的真核生物启动
子元件，如ＡＰ－１、ＣＲＥＢ／ＮＦ－ＩＬ６、ＮＦ－κＢ和ＴＡＴＡ－ｂｏｘ等
（图３－Ｂ）。
２．４　ＩＬ－６基因启动子缺失片段报告基因重组体的构建和
活性分析

如图４－Ａ所示，以含有 ＩＬ－６基因启动子序列的
ＰＭＤ１９－Ｔ载体为模板，克隆得到启动子的不同长度缺失片
段。不同长度的启动子ＰＣＲ产物经ＭｌｕⅠ和ＢｇｌⅡ双酶切
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后，与同样进行双酶切的ｐＧＬ３－Ｂａｓｉｃ载体进行连接，构建启
动子报告基因重组体，经测序正确。

　　将构建好的ＩＬ－６基因启动子缺失片段重组质粒分别转
染至ＲＫ－１３细胞中，同时转入内参质粒ｐＲＬ－ＴＫ，通过检测
萤火虫荧光素酶与海参荧光素酶活性的比值，来反映不同启

动子片段的活性。每次转染均设阴性对照组。启动子活性分

析（图４）表明，与转染 ｐＧＬ３－Ｂａｓｉｃ对照组相比，ＩＬ－６基因
启动子报告基因重组质粒 ｐＧＬ３－ＩＬ－６启动子活性最高。
ｐＧＬ３－１００活性最低。而 ｐＧＬ３－４００、ｐＧＬ３－２５０、ｐＧＬ３－
１７０和ｐＧＬ３－１００活性依次降低（图４－Ｂ）。以上结果表明，
ＡＰ－１、ＣＲＥＢ／ＮＦ－ＩＬ６和ＮＦ－κＢ几个转录元件在 ＩＬ－６基
因的转录调控中均有着重要作用。

３　讨论

白细胞介素－６（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｅｌｉｎ－６，ＩＬ－６）是具有多种生
物学活性的细胞因子，也是机体复杂的细胞因子网络中的关

键因子，具有调节其他细胞因子的作用［１］，在发生炎症、坏死

或由于肿瘤细胞抗原刺激免疫细胞分泌 ＩＬ－６增高等情况
下，血清中 ＩＬ－６增加，过量表达 ＩＬ－６往往与某些疾病相
关。在兔出血症病毒感染兔体后，会引起 ＩＬ－６基因的表达
量明显升高，这或许与兔出血症病毒的致病性有关［４，７］。

本研究主要利用基因步移技术克隆获得 ＩＬ－６的启动
子，为进一步分析ＩＬ－６基因的转录调控奠定基础。目前在
研究真核生物启动子的结构与功能时，主要应用的是瞬时转

染法，瞬时转染分析是将构建好的外源ＤＮＡ与双报告基因的
重组质粒通过脂质体导入（转染）到特定细胞并使之表达，通

过检测报告基因的表达活性来确定所导入各片段的活性，从

而确定目的基因转录起始所必需的核心启动子区。本研究克

隆所得到兔ＩＬ－６基因启动子与人ＩＬ－６基因启动子高度保
守，尤其是ＡＰ－１、ＣＲＥＢ／ＮＦ－ＩＬ６和 ＮＦ－κＢ等几个转录调

控元件几乎一致，进一步证实了我们克隆得到的该基因序列

的准确性［８］。经缺失体构建及启动子活性分析表明，兔 ＩＬ－
６启动子活性的调控与ＡＰ－１、ＣＲＥＢ／ＮＦ－ＩＬ６和ＮＦ－κＢ有
关［９－１２］。ＡＰ－１和ＣＲＥＢ／ＮＦ－ＩＬ６及ＮＦ－κＢ等元件已经报
道在人ＩＬ－６启动子活性调控中也有着重要作用［１３］。因此，

该研究为深入了解ＩＬ－６调控机制，进一步探究兔出血症病
毒致病机制奠定了基础。
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