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巨噬细 胞 游 走抑 制 因子 (macrophage migration inhibitory 

factor，MIF)，最早是 在 1966年研 究迟发 型超敏反 应 中发现 

的细胞 因子。Weiser等于 1989年首次克 隆 了人 M1F基 

因_1]。Bemhagen等发现，当垂体前叶细胞暴露于内毒素脂多 

糖(LPS)后 ，就会 释放 MIF分子 ，表 明 MIF是联 系内分泌 和免 

疫 系统 的 中介 因子 _2 J。研究 发现 ，MIF能激活 细胞外信号调 

节激 酶 1(ERK1)／ERK2——有 丝 分 裂 原 激 活 蛋 白 激 酶 

(MAPKs)家族的成 员E3 3。MIF上 凋 TLR4的表达 ，从 而促进 了 

机体对含内毒素细菌的侦察，使位于宿主抗微生物防卫系统 

第一线的细胞 ，如巨噬细胞，能迅速对入侵的微生物起反 

应[ ， 。此 外 ，MIF还 能抑制 p53活性 _6]。报 道称 ，MIF能抑 

制 IgE的合成 ，并且 它具有 特异 性抗 原抑 制 因子 的活 性_7 J。 

可见，MIF作为宿主感染和应激反应的调节因子发挥重要作 

用 。T细胞组成型表达 MIF_9 J，MIF抑制 对细胞毒性 CD8+ 

T细 胞的调节效应 _】 ，所 以 MIF在适 应性 免疫 系统 中同样具 

有重要的功能。 

哺乳动物、鸟类、两栖类和寄生虫，以及某些植物等已知 

的 MIF具有较高同源性，物种间 MIF的保守性暗示 了MIF可 

能有重要 的生物学 功能 _1 。然 而 ，目前 鱼类 中有 关 MIF的 

研究很有 限，仅有两种无 颚鱼 盲鳗 、海七 鳃鳗 以及一 种有 颚 

鱼 P．chilotes等有序列报道_】 。脊索 动物 文昌鱼中最近也发 

现有 M1F_】 。我们采用生物信息学技术，成功地在红鳍东 

方纯(Fugu rubripes)基因组中鉴定了 M1F基因(FrM1F)。研 

究结果为今后利用基 因组信 息资源 和生物 信息学 快速 克隆 

新的鱼类功能基因打下了方法学基础，也为进一步研究鱼类 

肘 F基因功能提供了重要线索。 

1 材料与方法 

1．1 FrMIF基因的鉴定 用人 MIF氨基酸(Q99836)序列为 

查询序列对红鳍东方 纯基 因组数据库 (http：／／genome．igi． 

psf．org／fugu6／)进行 tblastn分析，将检索到的匹配结果用 Gen— 

Scan、FGENESH等 基 因识 别软 件预测 可能 的编码 信息 ，预测 

到的蛋白质序列均提交到 Swiss—Prot数据库中进行 BLAST搜 

索分析。将获得的 FrM1F进一步分析，搜索 PROSITE数据库 

预测 功 能 域 ，SignalP V3．0(http：／／www．cbs．dtu．dk／services／) 

软件 预测 信 号肽，用 Expasy提 供 的 在 线 软 件 (http：／／ 

cn．expasy．or#tools／pi too1．htm1)预测等电点和分子量。 

1．2 序列比对及系统进化分析 从 GenBank、SwissProt数据 

库获取已经报道的 M1F基因的蛋白质序列，蛋白质多序列比 

对采用 Clustal W方法 ，用 Megä ]软 件建立 包括红 鳍东方 鲍 

在内的 20个物种 的 MIF分 子进 化树。用于 系统 进化树构 建 

的各个物种的 MIF的蛋 白质及其 GenBank或 Swiss．port Acces— 

sion Numbers分 别 是 ：人 Human，P14174；猴 Rhesus macaque， 

Q6DN04；猪 Pig，t：'80928；绵 羊 Sheep，Q30DR4；牛 Bovine， 
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P80177；小 鼠 Mouse，P34884；大 鼠 Rat，P309o4；鸡 Chicken， 

Qo296o；非 洲 爪 蟾 Xenopus laevis，Q76BK2；Paralabidochromis 

chilotes，Q7ZZB7；大西洋盲 鳗 Myxine glutinosa，Q86BT2；海 七鳃 

鳗 Petromyzon marinus，Q7ZZB8；文 昌鱼 Branchiostoma belched， 

Q698K1；美洲花蜱 Amblyomtna americanum，Q9GUA9；班氏丝虫 

Wuchereria bancrofii．044786；毛首 鞭形 线虫 Trichuris trichiura， 

Q9U920；马 来 布 鲁 丝 虫 Brugia malayi，Q9NAS2；线 虫 

Caenorhabditis elegans．Q9U228；拟 南 芥 Arabidops~ thaliana， 

Q2Q493。 

1．3 不 同生物 MIF基因结构 的比较 用 NCBI mapviewer获 

取其他物种(鸡、大鼠、小鼠、人)的 MIF基因的染色体定位和 

基因组 DNA序列信息。利用 BLASTN和 SIM4将每种生物的 

MIF基因组序列和其相应的 cDNA序列进行比较 ，得到每种 

生物 MIF基 因的外显子 、内含子的数 目及大小。 

2 结果与讨论 

2．1 FrMIF基 因的鉴定 

用人 MIF氨基酸(Q99836)序列为查询序列对红鳍东方 

纯基 因组 数 据库 进 行 tblastn分 析 ，发 现 Q99836与 scaffold 

2118的4169--7056序列相匹配。从数据库中获取匹配序列 

及其上、下游各 1000bp序列，预测可能的编码信息。发现的 

FrMIF基 因由 3个外显子和两个 内含 子组成 ，3’端发现 在终 

止密码子 下游 61bp处 有 1个 ArITrrA，PolyA加尾 信号在终 止 

密码子下游 130bp处(图 1)。蛋 白质序列提 交到 SwissProt数 

据库中进行 BLAST搜索分析，结果显示 ，FrMIF与已知的其 

他物种MIF高度同源。在小鼠基因组中发现有 9个 MIF假 

基因l1 ，马来 布 鲁线 虫基 因组 中发现 有 2个拷 贝l16]，最近 

Genbank中登陆的文昌鱼 MIF也有两个拷贝，但是，已报道的 

盲鳗、海七鳃鳗以及 P．chilotes等鱼类MIF都只发现 1个拷 

贝ll ，在红鳍东方纯基因组中是否只存在 1个 MIF拷贝，尚 

难 以定论。 

FrMIF基 因 编 码 115氨 基 酸 ，预 测 其 分 子 量 大 小 为 

12．4kDa，等电点 DI为 7．40，其氨基酸组成特点是酸性氨基酸 

(Asp和 Glu)残基 数为 9(7．8％)，碱性 氨基酸 (Arg和 Lvs)残基 

数为 9(7．9％)，表明 FrMIF蛋 白为微碱 性蛋 白质 。根 据 Kyte 

和 Doolittle的方法l1 ，对 FrMIF多肽 的疏水／亲水性进行 了分 

析，结果显示，其疏水性平均值(average hydrophobicity)为0．05， 

和其他已知蛋白比较，FrMIF是可溶性蛋白。 

用 SignalP 3．0程序，对 FrMIF多肽序列中信号肽的剪切 

位点进行 了预测 ，结果 显示 FrMIF多 肽 N一端不存 在信 号肽 ， 

也表明它不是通过传统的蛋白分泌途径从细胞释放的。 

通过搜索 PR0SITE和Pfam数据库，获得了FrMIF多肽序列 

中可能包含的结构域和功能位点，以确定其所属的蛋白质家族。 

结果，FrMIF氨基酸序列中包含 1个 N一酰基化位点 GISPNR(89--- 

94)，此外还包含 1个 Pfam profile-- PF01187(MIF domain)(2--115)。 

可见 ，我们获得的 FrMIF确实属于 MIF蛋白质家族。 

AAGAAGACTGCACTTCCGCCCGTTCACAGAAGCGTCAATTTCCAAGATATAAGGTCTGTTCTCTTTCCGATTGCAAAGACTGCA 

GCAATAATTAATAATCATGCCGATTTTTGTGGTGAATACCAACGTAGCCAAGGCTGACGTGCCTGTGGCTCTGCTATCCGAGGC 

H P I F V V N T N V A K A D V P V A L L S E A 

TACCAATGAGCTGGCTAAAGCTATGGGGAAACCTGCACAG~ agacatgtaactttacattctccttggtttgcagtctgaaaa 
T N E L A K A H G K P A O 

CacaccCtaaggg tcacaCaCtt C gaCag Caaagc aagaaac CaCa CggCag aaggcaaacttgcaaacattctaac aCgcag 

ctaaattacaaaC taaaCgacacCgaaaaagcagaacaaaatctgaCgaaacg atgctotgagtttacagcagaattttcagaa 

Ctctote％gcttt ataataacaCggaCCtaCgtttacaagatactactgagggttataacc aCtCatttacaccactc aCCgtt 

qtqtqtt％ctcttdcag~ACATTGCTGTGCACATCAACACTGACCAGATGATGA1lGTTTGGAGGAAAAGGAGACCCCTGTGCTC 

Y I A V H I N T D O H H H F G G K G D P C A 

TCTGCTCCCTGCACAGTATTGGTAAGATCAATGGAGCTCAAAACAAGCAATACTCCAAACTCTTGTGTGATCAGCTCAGCAAAC 

L C S L H S I G K I N G A O N K O Y S K L L C D O L S K 

AccTGGG6ATcTc TccTAAcAG c agggaggaacggccccacccccgacagcgcaccgacacacccacgcaacacaccaaccg 

H L G I S P N R 

ataCtCa％tt口aaatcttcttttctacctattctctgtt~cacjGATTTATATTAACTTTGTTGACATGGATGCAGCCAATGTCG 

I Y I N F V D H D A A N V 

GCTGGAGCAGCGATACCTTTGCCT强 GCTCTCTACACTGCAATAGAAGATCATTCC且TTATTTTACTAĈ TGTGCAATGTCAAT 

G V S S D T F A 

CA ÂTTZAAAGATGACTGGTAGTCTAGGGGTCACAATCTACACAGTCACATACAATACACGTTTGAAATTCAAtAAAATACATA 

TACTGTATATCACATGTTCTTTCTTTTGATAAGCTGTCTGTGAGAAATACATTGTTTTATCCTGAATAATAACTGAGTCACAGT 

图 1 FrMIF基因组序列及外显子所翻译的氨基酸序列 

Fig．1 Nucleotide sequences and deduced amino acid sequences for FrMIF 

星号代表终止密码子，下划线部分为 PolyA信号保守序列，斜体部分为 RNA instable motif 

The stop codon is indicated by all asterisk and the CODS~I1SILS sequence(AATAAA)for polyadenylation is underlined．The RNA in．stable motif(ATITA)is in it~ies 

2．2 序 列比对及 系统进化分析 

多序列联配显示，FrMIF氨基酸序列与其他 19种不同生 

物 MIF蛋白质序列有普遍的相似性。FrMIF与哺乳动物 MIF 

的序列等同性 (ident )为 66、7％一70、9％ ，鸟类 66．7％，两栖 

类62．4％，鱼类 39．3％一76．9％，脊索动物 40．9％，寄生虫 

36．8％一44．3％ ，植物 32．5％(图 2)。可 见，FrMIF与有颚 鱼 

类 P．chilotes的 MIF相似性最高达 76．9％，而与无颚鱼类(盲 

鳗和海七鳃鳗)MIF的相似性仅为 39．3％一52．2％，与各种 

寄生虫 MIF的相似性仅为 36．8％一45．3％。 

蛋白质多序列 比对采用基 于氨基 酸相对突变率矩阵 

PAM250的 Jotun Hein方法。来源相同的物种在进 化树上往往 

聚集成簇。结果显示，MIF基因可归为几个大簇，包括哺乳动 

物、鸟类／两栖类、有颚鱼类(P． 和红鳍东方纯)、无颚鱼 

类(盲鳗、海七鳃鳗)，脊索动物(文昌鱼)、寄生虫(美洲花蜱、美 

丽线虫 、毛首鞭形线虫 、马来布鲁线虫和班氏丝虫)和植物(拟南 

芥)。其中，FrMIF和 P．chilotes MIF在进化上的距离最短(图3)。 
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的保守的，暗示 可能具有重要的生物学功能。 

随着一批模式生物基因组测序工作的陆续完 

成，鱼类免疫学领域取 得 了诸多进展_1 。当前，如 

何利用越来越丰富的基因组信息资源，揭示基因在 

不同物种间的遗传与进化规律 、探索基因的生物学 

功能以及发现和鉴定新 的功能基因，已成 为当前基 

因组学研究的核心任务。在众多物种 中，红鳍东方 

纯因其基因数目和人类接近，但其基因组结构却非常 

紧凑而引起 了人们 的极大关注[I 。以红鳍东方纯为 

模式生物开展 比较基因组学研究，不仅对加速鱼类基 

因结构与功能研究具有重大意义，而且对人类基因进 

化与功能等研究也将产生巨大的推动作用 。 

我们应用生物信息学技术，首次成功鉴定了 n— 

基因并进行了生物信息学分析，为进一步开展 

MIF在鱼类中的生物学功能研究打下了基础。此外 ， 

我们还通过生物信息学方法，在斑马鱼和草鱼等鱼类 

中鉴定了一批免疫功能基因如 ILF、NKEF、QM等在鱼 

类中的同源序列 j。上述研究验证了利用数据库搜 

索鉴定鱼类新基因的可行性，这也是我们应用生物信 

息学技术作为基因克隆辅助手段 ，克隆鱼类功能基因 

的一次有意义的尝试。可以预见 ，今后几年，基因组 

及 EST分析必将作为指导鱼类和其他物种新基因克 

隆的重要辅助手段而得到广泛应用_2 。 
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