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摘要: 为揭示淇河鲫(Carassius auratus var. Qihe)白细胞介素-8(interleukin-8, IL-8)的功能, 本研究构建了原核表达

系统, 并制备了兔抗鲫 IL-8 多克隆抗体。首先采用 RT-PCR 法扩增淇河鲫 IL-8 基因编码序列中不含信号肽的基因

片段, 克隆到 pET-32a(+)载体后转化入 Rosetta 菌株构建原核表达系统。经 IPTG 诱导表达出相对分子质量约 27.8 kD 的

目标融合蛋白。将纯化的融合蛋白免疫家兔制备多克隆抗体, 效价达 1︰105。经免疫亲和层析纯化的抗体能特异

性识别重组和天然的淇河鲫 IL-8 蛋白。比较不同组织的免疫组化和荧光定量 PCR 结果, IL-8 蛋白量和 mRNA 的表

达量在不同组织间变化趋势一致, 在肌肉、脾和头肾均检测到较高的表达量, 肠道的表达量较低。本研究为进一步

探讨淇河鲫 IL-8 的生物学功能奠定了基础。 
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白细胞介素 -8(interleukin-8, IL-8/CXCL8)属

于趋化因子 CXC亚家族, 由 Yoshimra等[1]于 1987

年首次从脂多糖刺激的人血单核细胞培养上清液

中获得。人类 IL-8 是一种多细胞来源的小分子多

肽, 在炎症反应、免疫应答及创伤愈合等过程中

具有重要作用[2], 也与肿瘤的发生、血管生成、转

移和复发等过程密切相关[3]。除人类外, 很多哺乳

动物、鸟类、两爬类及鱼类的 IL-8 分子结构也已

得到阐明。虽然对鱼类 IL-8 功能的研究还不深入, 

但现有资料显示其与人类和其他脊椎动物 IL-8 一

样, 在免疫反应中发挥重要作用, 不仅可诱导头

肾和外周血白细胞的迁移, 还可刺激这些细胞的

增殖[4]。另外, IL-8 有望成为鱼类 DNA 疫苗的佐

剂。Jimenez 等[5]将虹鳟 IL-8 与出血性败血症病毒

(haemorrhagic septicemia virus, VHSV)糖蛋白基

因的 DNA 疫苗一起注射, 可调节疫苗引起的早

期免疫反应中细胞因子的表达。因此, 深入开展

鱼类 IL-8 功能的研究, 不仅可以揭示其在鱼类先

天性免疫反应中的作用机制, 还有望为鱼类传染

病的防治工作提供新的研究方向。淇河鲫(Carassius 
auratus var. Qihe)为天然三倍体雌核发育鲫, 因原

产于豫北的淇河而得名, 是河南省特有的鲫生态

类型[6]。本课题组在前期的工作中阐明了淇河鲫

IL-8 的基因和蛋白结构[7]。成熟的淇河鲫 IL-8 蛋

白为 76 个氨基酸残基组成的小分子多肽, 肽链的

N 端含有 4 个保守的半胱氨酸残基, 前两个半胱

氨酸由 1 个精氨酸分隔, 形成典型的 CXC 结构。

在此基础上, 本研究采用基因工程技术构建了淇

河鲫 IL-8 原核表达系统, 并利用表达的融合蛋白

免疫家兔, 制备了抗 IL-8 多克隆抗体, 以期为进
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一步揭示淇河鲫 IL-8 的生物学特性及其在鱼类免

疫反应中的作用提供必要的研究工具。 

1  材料与方法 

1.1  材料、试剂与仪器设备 

1.1.1  材料  健康淇河鲫由河南师范大学水产养

殖基地提供, 体重约 250 g; 健康新西兰大白兔购

自新乡市场, 体重 2~3 kg。大肠杆菌 JM-109、

Rosetta 和 pET-32a(+) 质 粒 由 本 实 验 室 保 存 ; 

pGEM-T 质粒购自 Promega。 

1.1.2  试剂  总 RNA 提取试剂、第一链 cDNA

合成试剂盒、Premix Taq® Version 2.0、T4 DNA

连接酶、EcoR I、Hind III、DNA marker、蛋白

marker、IPTG 购自宝生物工程(大连)有限公司; 

PurePlasmidMini Kit 购自康为世纪生物科技有限

公司; CNBr-4B、氨苄青霉素、氯霉素、完全弗氏

佐剂、不完全弗氏佐剂为 Sigma 产品; 牛血清白

蛋白购自Genview; 羊抗兔 IgG(H+L)/HRP购自北

京中杉金桥生物技术有限公司; DAB 显色剂为北

京索莱宝科技有限公司产品。其他试剂均为国产

分析纯。引物(表 1)合成委托英潍捷基(上海)贸易

有限公司。 

1.1.3  仪器  T100 Thermal Cycler PCR 仪(Bio- 

Rad 公司); Multiskan Ascent 温控酶标仪; MB100- 

2A 微孔板恒温振荡器; NanoDrop 2000 微量分光

光度计(Thermo 公司); ALPHA 1-2 LD plus 冷冻

干燥机(Christ 公司); 2-16PK 高速冷冻离心机

(Sigma 公司); Axio Scope A1 荧光显微镜(Zeiss

公司); LightCycler® 96 实时荧光定量 PCR 仪

(Roche 公司)。  

 
表 1  实验中所用引物 

Tab. 1  Primers used in the experiment 

引物 primer 核苷酸序列(5′–3′) sequence(5′–3′) 用途 function 

IL-8-F1 CGGAATTCGGAATGAGTCTTAGAGGACTG 目的基因的克隆(下划线为 EcoR I 酶切位点) 
clone of target gene (underline shows restriction site of EcoR I ) 

IL-8-R1 CCAAGCTTTCATGGGGCTTTGTTGGCAAT 目的基因的克隆(下划线为 Hind III 酶切位点) 
clone of target gene (underline shows restriction site of Hind III) 

IL-8-F2 CCCTGAAGATAACTGGGAAAGAG 荧光定量 real-time PCR 

IL-8-R2 TCCACAGATGACCTTGACATTC 荧光定量 real-time PCR 

actin-F CAAAGCCAACAGGGAGAAGA 内参引物 internal control primer 

actin-R CACCGGAGTCCATCACAATAC 内参引物 internal control primer 

 
1.2  方法 

1.2.1  原核表达载体构建   根据淇河鲫 IL-8 

cDNA 序列[7](GenBank 登录号: KC184490), 设计

引物 IL-8-F1 和 IL-8-R1(表 1)扩增 IL-8 基因。PCR

产物(长度 228 bp)与载体 pGEM-T 连接并转化大

肠杆菌 JM109, 筛选阳性克隆菌株, 测序验证目

的基因序列[英潍捷基(上海)贸易有限公司]。经

EcoR I 和 Hind III 双酶切的目的基因片段和

pET-32a(+)(酶切体系见表 2)通过 T4 酶连接(连接

体系见表 3), 转化大肠杆菌 Rosetta, 经筛选和

单、双酶切鉴定 , 获得含有重组质粒 pET-32a 

(+)-IL-8 的原核表达系统(工程菌)。 

1.2.2  IL-8 融合蛋白的表达及纯化   将构建的

IL-8 原核表达系统接种于 TB 培养基, IPTG 诱导

表达。扩大培养后收集菌体, 破菌后离心, 收集上

清, SDS-PAGE 电泳后将目的蛋白条带切下, 从

中分离纯化重组蛋白。具体纯化方法: 将目的条

带剪碎, –20℃预冷 48 h, 然后放入冷冻干燥机冻

干 48 h, 冻干后立即研磨成粉, 适量生理盐水溶

解, 离心取上清, 微量分光光度计测定蛋白溶液

浓度。 

1.2.3  IL-8多克隆抗体的制备和纯化  以纯化的

重组蛋白溶液作抗原, 采用皮下多点注射法免疫

新西兰大白兔, 免疫量为 300 µg/(只·次), 共免疫

3 只兔子; 以未经免疫的兔子为阴性对照。初次免

疫 2 周后, 进行第一次加强免疫, 之后每 2周加强

免疫 1 次。抗体效价达 1∶105 以上时, 颈动脉取

血, 凝固后收集血清。 
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表 2  EcoR I 和 Hind III 双酶切反应体系 
Tab. 2  Reaction system of EcoR I and Hind III double digests 

                                        µL 

试剂 reagent 使用量 dosage 

10×M buffer 3 

Hind III 2 

EcoR I 2  

pGEM-T-IL-8 或 pET-32a(＋) 8  

dd H2O 15  

总体积 total volume 30  

 

表 3  T4 酶连接反应体系 
Tab. 3  Reaction system of T4 ligation 

µL 

试剂 reagent 使用量 dosage 

pET-32a(＋) 13 

IL-8 4  

10×T4 buffer 2 

T4 ligase 1  

总体积 total volume 20  

 

参照 Santana 等 [8]的方法纯化多克隆抗体 : 

用溴化氰活化的 Sepharose 4B(CNBr-4B)免疫亲

和层析法纯化抗体 , 在偶联缓冲液 (0.1 mol/L 

NaHCO3, 0.5 mol/L NaCl, pH 8.4)中将纯化的重组

蛋白偶联至 CBNr-4B, 未反应的组分用 0.1 mol/L 

Tris(pH8.0)洗脱。然后将 PBS(pH 7.4)稀释过的抗

淇河鲫 IL-8 兔血清过柱(4℃孵育过夜), PBS 冲洗

柱料后用 0.1 mol/L的甘氨酸缓冲液(pH 2.5)洗脱。

洗脱液用 1 mol/L 的 Tris(8.0)中和后–20℃保存。 

1.2.4  抗体的活性检测  采用 ELISA 检测抗体

效价, 参考聂国兴等[9]的方法检测抗血清中的抗

体效价, 用纯化的重组蛋白溶液(10 μg/mL, 包被

液稀释)包被酶标板, 以纯包被液(0.05 mol/L 碳酸

盐缓冲液, pH 9.6)作空白对照, 4℃过夜; 37℃封闭

2 h(0.5% BSA)后加不同稀释度的抗血清(1∶102、

1∶103、1∶104、1∶5×104、1∶105、1∶5×105、

1∶106、1∶5×106)及阴性对照血清(未免疫兔血

清), 37℃孵育 2 h; HRP 标记的羊抗兔二抗 37℃孵

育 1 h; TMB 显色 15 min, 测定 A450nm 值。效价判

定标准为免疫血清吸光值大于 0.2, 且(免疫血清

吸光值－空白吸光值)/(阴性对照吸光值－空白吸

光值)大于 2, 判定为“+”, 否则为“–”, 以结果为

“+”的最大稀释倍数作为待测血清的效价。 

Western Blot 检测抗体特异性 将诱导过表达

IL-8 融合蛋白的工程菌和含空载体的细菌裂解, 

取上清进行 SDS-PAGE 电泳后转膜; 5%脱脂奶粉

(W/V, TBST 配制)室温封闭 2 h; 纯化的兔抗鲫

IL-8 多克隆抗体作为一抗(封闭液稀释), 4℃孵育

过夜, TBST 洗涤 3 次; HRP 标记的羊抗兔 IgG 作

为二抗(封闭液稀释), 室温孵育 1 h, TBST 洗涤 3

次; DAB 显色。 

1.2.5  多克隆抗体的应用  淇河鲫组织 IL-8的免

疫组化检测：对淇河鲫头肾、脾、肠、肌肉等组

织的切片(片厚 5 μm)进行免疫组化染色, 加入 3%

的过氧化氢 20 min; 山羊血清 37℃封闭 30 min; 

纯化的兔抗鲫 IL-8 多克隆抗体孵育(4℃过夜); 二

抗(HRP 标记的羊抗兔 IgG)孵育 30 min; DAB 显色; 

苏木精伊红复染。 

淇河鲫组织 IL-8 的 Western Blot 检测：取淇

河鲫头肾、脾、肠、肌肉等组织, 匀浆后离心, 取

上清进行 Western Blot 分析。方法同上。 

淇河鲫组织 IL-8 mRNA 表达丰度的检测：采

用荧光定量 PCR 法(qRT-PCR)检测 IL-8 mRNA 的

组织表达, 比较 IL-8 蛋白与 mRNA 的组织表达丰

度是否一致。荧光定量引物及内参(金鱼 β-actin

基因)引物序列见表 1。 

2  结果与分析 

2.1  原核表达系统的构建和鉴定 

利用带 EcoR I(IL-8-F1)和 Hind III(IL-8-R1)

酶切位点的特异性引物进行 PCR 扩增, 产物经 1%

琼脂糖凝胶电泳检测, 在 250 bp 附近有一条明显

的条带(实际长度为 228 bp), 经测序证明该条带

为目的基因片段。将构建的重组质粒进行 EcoR I

单酶切和 EcoR I、Hind III 双酶切鉴定, 证明目的

基因片段已插入质粒载体, 含有 pET-32a(+)-IL-8
重组载体的原核表达系统(工程菌)构建成功。 

2.2  IL-8 重组蛋白的诱导表达与鉴定 

以含空质粒 pET-32a(+)的细菌和无 IPTG 诱

导的工程菌为对照, 检测淇河鲫 IL-8 重组蛋白的

表达情况。结果如图 1 所示, 与其他组相比, 经 IPTG

诱导的工程菌可高效表达一种分子量为 27.8 kD

的融合蛋白, 与预计的目的蛋白分子量相吻合。 
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图 1  IL-8 重组蛋白 SDS-PAGE 电泳图谱 

M. 蛋白 marker; 1. 含空质粒的细菌(经 IPTG 诱导); 2. 含空

质粒的细菌(未经 IPTG 诱导); 3. 经 IPTG 诱导的工程菌;  

4. 未经 IPTG 诱导的工程菌. 

Fig. 1  Electrophoretogram of IL-8 recombinant protein 
M. Protein marker; 1. Escherichia coli with empty plasmid 
(induced by IPTG); 2. Escherichia coli with empty plasmid 
(not-induced by IPTG); 3. Engineering bacteria induced by 

IPTG; 4. Engineering bacteria not-induced by IPTG. 
 

2.3  多克隆抗体的活性分析 

第一次加强免疫和第三次加强免疫后, 分别

对兔子进行耳缘静脉取血及抗血清效价检测, 均

检测到一定效价的抗体, 且第三次效价远高于第

一次, 于是进行了第 4 次加强免疫, 并于免疫后

10 d 对兔子进行了颈动脉取血, 收集血清。每只

兔子约制备了 15~25 mL 抗血清。经 ELISA 检测, 

3 只免疫兔的抗血清效价接近, 且都达到 1∶105。

经 Western Blot 检测, 工程菌经诱导表达的蛋白

与纯化的多克隆抗体形成了一条特异性免疫条带, 

而含空载体的细菌与抗体没有反应性(图 2)。说明

制备的多克隆抗体与原核表达的淇河鲫 IL-8 发生

特异性结合反应。 

 

 
 

图 2  多克隆抗体与淇河鲫重组 IL-8 的特异性结合

(Western Blot 检测) 

M. 蛋白 marker(kD); 1. 工程菌蛋白;  

2. 含空质粒细菌蛋白. 

Fig. 2  Specific combinaition of the polyclone antibody 
with the IL-8 recombinant protein(Western Blot analysis) 
M. Protein marker; 1. Proteins expressed by engineering 
bacteria; 2. Proteins expressed by Escherichia coli with 

empty plasmid. 

 
2.4  多克隆抗体的应用 

免疫组化结果(图 3)显示抗体有较高的特异 

 

 
 

图 3  多克隆抗体对淇河鲫不同组织 IL-8 的免疫组化检测 

箭头所指棕黄色即为阳性染色; a、b、c、d 分别为肠、头肾、肌肉和脾(200). 

Fig. 3  Immunohistochemistry detection of IL-8 in different tissues of Carassius auratus var. Qihe 
The claybank indicated by arrows is the positive staining. a, b, c, and d represent the gut, headkidney, muscle and spleen, re-

spectively (200). 
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性和灵敏度, 可检测出淇河鲫 IL-8 蛋白的组织分

布和组织表达差异。在检测的 4 种组织中, 肌肉

中表达量最高, 在肌纤维束的横切面上可见阳性

染色密集分布; 其次是脾, 阳性染色呈片状分布; 

头肾的阳性染色主要分布在外周区的弥散性淋巴

组织内, 呈团块状; 肠道的表达量最少, 只在绒

毛基部有少量阳性染色。qRT-PCR 法检测的 IL-8 

mRNA 组织表达差异见图 4, 肌肉中的表达量最

高 , 其次为脾和头肾 , 说明正常情况下 , 淇河鲫

IL-8 的组织表达在转录和翻译水平上是一致的。 

 

 
 

图 4  淇河鲫不同组织 IL-8 mRNA 相对表达丰度 

1. 肝胰脏; 2. 肠; 3. 心脏; 4. 鳃; 5. 脑; 6. 头肾; 7. 脾;  

8. 肌肉. 不同字母表示差异显著(P<0.05). 

Fig. 4  The relative abundance of IL-8 mRNA expressed in 
different tissues of Carassius auratus var. Qihe 

1. Hepatopancreas; 2. Intestine; 3. Heart; 4. Gill; 5. Brain; 6. 
Head kidney; 7. Spleen; 8. Muscle. Different letters indicate 

statistical difference (P<0.05). 

 
免疫印迹法只在肌肉组织中检测到一条非常

微弱的条带, 其他组织均未检测到(图 5)。 

 

 
 

图 5  多克隆抗体对不同组织 IL-8 的 Western-Blot 检测 

M. 蛋白 marker; 1. 头肾; 2. 脾; 3. 肌肉; 4. 肠. 

Fig. 5  Western Blot detection of IL-8 in different tissues 
M. protein marker; 1: headkidney; 2: spleen; 3: muscle; 4: gut. 

3  讨论 

自从 1999 年 Najakshin 等[10]从七鳃鳗(Lampetra 
fluviatilis)克隆出第一个鱼类 IL-8 分子, 迄今已有

几十种鱼的 IL-8 基因及其产物相继被鉴定, 但研

究主要集中在结构分析及基因表达方面, 对其功

能及在疾病防治中的应用研究远落后于哺乳类。

只 在 虹 鳟 (Oncorhynchus mykiss)[11] 、 黑 鲷

(Acanthopagrus schlegeli)[12]、半滑舌鳎(Cynoglossus 

semilaevis)[4]、大菱鲆(Scophthalmus maximus)[13]、

大黄鱼(Larimichthys crocea)[14–15]、牙鲆(Paralichthys 
olivaceus)[16]和草鱼(Ctenopharyngodon idellus)[17]

等鱼类中开展了重组 IL-8 蛋白的研究。这些研究

表明, 鱼类 IL-8 也是一种促炎因子, 可促进细胞

迁移和炎症发生, 并能引发靶细胞的呼吸暴发和

过氧化物的产生。为研究 IL-8 在淇河鲫免疫反应

中的作用, 本实验构建了可高效表达淇河鲫 IL-8

的原核表达系统。因 IL-8 为小分子多肽, 其开放阅

读框只有 297 bp[7], 所以选取其基因的编码序列全

长作为目的基因。该系统表达的重组蛋白以可溶

形式存在于菌体内, 蛋白纯化后不需复性。本研究

制备的淇河鲫 IL-8 多克隆抗体经 Western Blot 鉴

定, 能特异识别原核表达的淇河鲫 IL-8 融合蛋

白。为进一步鉴定该抗体能否识别内源性 IL-8, 

笔者利用免疫组化法和 Western Blot 对淇河鲫肌

肉、头肾、脾和肠进行了检测。免疫组化结果非

常理想, 不仅可以清晰地分辨 IL-8 在被检组织的

分布情况, 还可明显看出在肌肉中的表达量最高, 

其次是脾和头肾。运用 Western Blot 除在肌肉中

检测到 1 条非常微弱的条带, 其他组织均未检测

到, 其原因可能是组织中的 IL-8 占总蛋白的比例

比较低[18], 经电泳再转膜后膜上的 IL-8 条带非常

微弱, 导致二抗标记的 HRP 不能催化底物产生显

著的颜色。为比较 IL-8 的组织分布是否在转录和

翻译水平上一致, 笔者还对多种组织的 IL-8 基因

表达进行了荧光定量 , 结果表明淇河鲫各组织

IL-8 的基因表达水平与蛋白表达量基本一致。目

前关于鱼类 IL-8 组织表达的研究主要集中在

mRNA 的组织表达丰度, 本研究首次利用构建的
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多克隆抗体, 检测到淇河鲫 IL-8 蛋白在不同组织

的分布和表达情况。 

本研究构建了 IL-8 原核表达系统及特异性多

克隆抗体, 为深入研究淇河鲫 IL-8 的功能和生物

学特性提供了有用的工具。 
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Abstract: Interleukin-8 (IL-8), a chemokine that participates in the early inflammatory process, plays a key role in 
mediating resistance to infection in animals. However, there has been no information about IL-8 at the protein 
level for characterizing the regulatory role of this molecule during the immune response in fish. In this work, we 
constructed a prokaryotic expression system and prepared a polyclonal antibody against IL-8 of Qihe crucian carp 
(Carassius auratus var. Qihe). The coding region without a signal peptide sequence was first amplified and cloned 
into pET-32a(+), a prokaryotic expression plasmid. The recombinant plasmid was then transformed into Es-
cherichia coli Rosetta. A soluble fusion protein was expressed after induction by isopropyl β-D-1-thiogalac-
topyranoside. The purified protein was detected as a single band by sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel 
electrophoresis, with a predicted molecular mass of 27.8 kD, suggesting that the prokaryotic expression system for 
IL-8 of Qihe crucian carp was successfully constructed. The purified recombinant protein was used as an immu-

nogen to raise polyclonal antibodies in New Zealand rabbits. The serum antibody titer reached 1∶105, as detected 

by indirect enzyme-linked immunosorbent assay. The antibody was purified by affinity chromatography and had a 
high binding activity and specificity for the recombinant protein antigen, as measured by Western Blot. Immuno-
histochemistry results showed that the polyclonal antibody can also specifically bind to endogenous IL-8 in cru-
cian carp tissues. Comparing the results of immunohistochemistry with that of fluorogenic quantitative polymerase 
chain reaction, the expression of IL-8 was consistent between the protein and mRNA levels, and its expression 
ranked among tissues as follows: muscle > spleen > head kidney > intestine. This study provides a material basis 
for further research on the role of IL-8 in the immune response of Carassius auratus var. Qihe. 

Key words: Carassius auratus var. Qihe; interleukin-8; prokaryotic expression system; polyclonal antibody; tissue 
expression; immunohistochemistry 
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