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转录及cD NA 克隆的研究

Ξ

李银聚, 程相朝, 吴庭才, 张春杰
(河南科技大学 动物科技学院, 河南 洛阳 471003)

　　[摘　要 ]　应用R T 2PCR 方法从鸡新城疫É 系疫苗接种鸡胚的脾淋巴细胞中扩增出 IL 22 基因cDNA。结果表

明, 以鸡新城疫É 系疫苗稀释50 倍或100 倍接种10 日龄鸡胚, 培养48 h 的脾脏提取mRNA 的扩增效果最好。测序

结果显示, 所扩增片段的核苷酸序列及其所编码的氨基酸序列, 与已发表的 IL 22 基因的同源性分别为97. 7%～ 99.

8% 和 95. 1%～ 99. 3%。其中第 8 位、68 位和 130 位氨基酸 (分别是L ,V 和S)的变异是其他品种鸡所没有的。
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　　白细胞介素22 ( In terleuk in22, IL 22)是T 淋巴细

胞分泌的一种淋巴因子, 在免疫反应过程中具有重

要的调节作用, 可促进T、B 细胞的增殖、分化, 增强

单核细胞及N K 细胞的杀伤活性, 且在转录、翻译及

受体信号传导过程中具有重要作用[1 ]。自 1983 年

T an iguch i 等[2 ]首次克隆人 IL 22 基因cDNA 后, 已有

多种动物的 IL 22 基因得到成功克隆[3 ]。由于对鸡细

胞因子和调节基因结构了解较少, 并且鸡淋巴因子

的种属特异性较强, 使人们在哺乳动物研究中成功

使用的技术无法在鸡IL 22 研究中应用, 因此对鸡IL 2
2 的研究相对滞后于哺乳动物。直到1997 年Sundick

等[4 ]用激活的鸡脾淋巴细胞构建了一个 cDNA 文

库, 获得了鸡 IL 22 的基因克隆, 才使 IL 22 的研究进

入到分子水平。

鉴于已报道的鸡 IL 22 在不同品种间存在一定

差异, 本研究以鸡新城疫 (ND ) É 系疫苗毒诱导鸡胚

的方法使 IL 22 基因表达, 然后用提取的总RNA 克

隆出洛阳土种鸡 IL 22 基因 cDNA , 并与国内外有关

报道进行了比较, 现将试验结果报道如下。

1　材料与方法

1. 1　材　料

　　10 日龄鸡胚为洛阳健康土种鸡种蛋自孵至所

需日龄。ND 2É 系疫苗为辽宁益康生物制品厂产品

(批号20030415)。

克隆载体pM D 182T 购自大连宝生物工程公司,

JM 109 感受态细菌购自华美生物工程公司。

限制性内切酶E coR É , E coR V , S a lÉ , H indË
及RNA 提取试剂盒均为华美生物工程公司产品。一

步法R T 2PCR 试剂盒购自大连宝生物工程公司。

1. 2　引物设计

根据 Genbank 中 IL 22 基因 cDNA 序列 (收录

号: A Y029588)设计出1 对引物, 并由大连宝生物工

程公司合成。

P 1: 5′2CGGAA T TCA T GA T GA T GCAAA GTA CT

GA TC23′;

P 2: 5′2CGGTCGA CT T T T T GCA GA TA TCTCA C2
3′。

1. 3　鸡胚诱导 IL 22 基因表达及总RNA 的提取

将ND 2É 系疫苗分别稀释 10 倍、50 倍和 100

倍, 通过尿囊腔接种于 10 日龄鸡胚, 0. 2 mL ö枚, 每

个稀释度接种20 枚。37 ℃继续孵化, 并于接种后36,

48 和72 h 每组各取1 枚活鸡胚 (10 倍稀释组在30 h

内全部死亡)。取鸡胚脾脏加变性液无菌研碎, 按

RNA 提取试剂盒的要求提取总RNA 进行R T 2PCR

扩增。

1. 4　R T 2PCR 扩增鸡 IL 22 基因cDNA

按R T 2PCR 试剂盒的要求, 在 50 ΛL 反应体系

中分别加入 10 倍Buffer 5 ΛL ,M gC l2 10 ΛL , dN T P

混合物 5 ΛL , RNA 酶抑制剂 1 ΛL , 反转录酶 1 ΛL ,
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T aq 酶1 ΛL , 上、下游引物各2 ΛL , 模板RNA 5 ΛL ,

无RNA 酶水 18 ΛL。50 ℃ 30 m in 反转录, 94 ℃ 2

m in 灭活反转录酶。采用降落PCR 进行扩增, 参数

为94 ℃ 50 s, 58 ℃ 45 s, 72 ℃ 100 s 循环6 次; 94 ℃

50 s, 56 ℃ 50 s, 72 ℃ 100 s 循环 27 次; 72 ℃ 10

m in 延伸。扩增产物通过12 göL 琼脂糖凝胶进行电

泳检测。

1. 5　目的基因的克隆、鉴定与序列测定

扩增产物经 12 göL 琼脂糖凝胶电泳, 回收

0. 45 kb 的DNA 片段。将纯化后的DNA 片段与

pM D 182T 载体于 16 ℃条件下连接 1～ 4 h, 连接产

物按常规方法转化JM 109 感受态细菌, 并进行蓝白

斑筛选。挑取生长良好的白色菌落接种于含Amp 的

LB 中扩增培养, 按碱裂解法[5 ]提取质粒。分别用

E coR É + S a lÉ 进行双酶切, 切出 2. 69 和 0. 45 kb

的片段; 应用X hoÉ + B am H É 双酶切, 切出2. 84 和

0. 3 kb 片段。酶切正确的质粒进一步进行PCR 扩

增。将酶切和PCR 鉴定均为阳性的质粒送大连宝生

物工程公司测序。

2　结果与分析

2. 1　鸡胚不同诱导条件下目的基因R T 2PCR 扩增

将ND 2I 系疫苗稀释 10 倍、50 倍和 100 倍后接

种鸡胚。结果表明, 10 倍稀释组在30 h 时已全部死

亡, 取其脾脏提取RNA , 未扩增出目的片段。50 倍和

100 倍稀释组在36 h 时提取RNA , 经R T 2PCR 扩增

有细弱的条带出现; 诱导48 h 时的扩增结果最为清

晰; 诱导72 h 时鸡胚基本死亡。因此, 从时间和经济

上考虑, 以在 50 倍或 100 倍稀释ND 2É 系疫苗毒诱

导48 h 时, 采用活胚脾脏提取RNA 进行R T 2PCR

扩增为最佳条件, 且采用二梯度降落PCR 扩增出0.

45 kb 片段, 与理论设计相符 (图1)。

2. 2　重组质粒的酶切鉴定和PCR 鉴定

筛选白色菌落提取质粒, 应用E coR É 和S a lÉ ,

X hoÉ 和B am H É 分别切出 0. 43 和 0. 3 kb 片段者,

再以PCR 方法进行扩增鉴定, 扩增出 0. 45 kb 片段

者定为阳性重组质粒 (图2)。

2. 3　 IL 22 基因cDNA 测序及推导的氨基酸序列

将2 株阳性质粒送大连宝生物工程公司测序, 2

株序列完全相同, 其核苷酸序列和氨基酸序列结果

见图3。

选测的 2 个 IL 22 阳性克隆序列完全一致, 该结
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构基因全长432 个核苷酸, 为编码143 个氨基酸的前

体蛋白。其核苷酸序列和氨基酸序列与Genbank 中

的 IL 22 有所不同 (收录号分别为 A F033563,

A Y370778, A F000631, A Y029588, A F502412,

A F017645) , 其中核苷酸的同源性为 97. 7%～

99. 8% , 氨基酸的同源性为95. 1%～ 99. 3%。尤其是

第8 位、68 位和130 位氨基酸 (分别为L ,V 和S)的变

异是其他品种鸡所没有的。

图 3　鸡 IL 22 基因cDNA 序列及其推导的氨基酸序列

F ig. 3　Sequence of nucleo tide and p redicted am ino acid of ch icken IL 22 gene

3　讨　论

鸡白细胞介素22 (ch IL 22) 是继鸡干扰素基因被

定位后, 在禽类中正式被确认的第2 种细胞因子。由

于ch IL 22 在免疫反应过程中具有特异的调节作用,

因而引起了很多研究者的关注。

目前报道的有关鸡 IL 22 的资料较少, 这是由于

很多在哺乳动物中使用的成功方法都无法在鸡 IL 22

的研究中使用。因此, 对鸡 IL 22 基因诱导转录和克

隆方法的研究是很有必要的。

1997 年Sundick 等[4 ]克隆鸡 IL 22 基因采用了构

建 cDNA 文库方法, Kaiser 等[6 ]采用RA CE 技术获

得 IL 22 的全序列, 李建荣等[7 ]则采用ConA 刺激体

外培养的鸡淋巴细胞, 应用R T 2PCR 直接扩增鸡 IL 2
2 基因cDNA。本研究采用鸡新城疫É 系疫苗接种鸡

胚, 诱导鸡 IL 22 基因表达, 直接从鸡胚脾淋巴细胞

中提取RNA 进行R T 2PCR 扩增。鸡细胞基因组中含

有 IL 22 基因, 但正常情况下 IL 22 的表达量极低, 只

有当鸡受到病毒攻击时鸡细胞才有足够的能力表达

IL 22。鸡新城疫É 系疫苗通常被认为是诱导鸡产生

细胞因子较为理想的诱导剂。本研究结果表明,ND 2
É 系疫苗 50 倍稀释液按 0. 2 mL ö枚接种鸡胚, 48 h

取活胚提取RNA 进行R T 2PCR 扩增效果最好。这种

方法不需要体外培养淋巴细胞和ConA 刺激, 能更

为简便、直接地进行 IL 22 基因转录和R T 2PCR 扩

增。

序列分析结果表明, 洛阳土种鸡与已发表的其

他鸡 IL 22 基因序列有3～ 7 个氨基酸的差异。尤其是

第8 位、68 位和130 位氨基酸分别为L ,V 和S, 这些

变异是其他品系鸡所没有的, 这可能是鸡的品系差

异所致。但这些置换并没有导致鸡 IL 22 的空间结构

和与 IL 22 受体结合位点的突变, 说明这些置换并没

有影响其生物学功能。Kaiser 等[6 ]比较了 8 个品系

鸡 IL 22 基因启动子结构, 发现 IL 22 并不存在多态性

现象。说明同一家族中不同品系鸡 IL 22 的功能位点

是十分保守的。L aw son 等[8 ]也证实, 重组表达的鸡

和火鸡 IL 22 蛋白氨基酸序列同源性仅为69. 3% , 但

在体外仍存在一定的交叉反应性。因此, 本研究对洛

阳土种鸡IL 22 基因的成功克隆, 为进一步研究鸡IL 2
2 基因结构、功能及表达和应用奠定了良好的基础。
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T ran scrip t ion and cDNA clon ing of ch icken in terleuk in22 induced

ch icken em b ryo sp lenocytes by N ew cast le D isease viru se

L IY in - ju, CHENG X iang-chao,W U Ting-ca i, ZHANG Chun - j ie
(Colleg e of A n im al S cience and T echnology , H enan U niversity of S cience and T echnology , L uoy ang , H enan 471003, Ch ina)

Abstract: A cDNA encoding ch icken in terleuk in22 (ch IL 22) w as cloned from L uoyang local ch icken

em b ryo sp lenocytes by reverse tran scrip t ion2po lym erase chain react ion (R T 2PCR ). T he resu lts show ed

that the best facto r fo r mRNA iso la ted from sp leen cells of ch icken em b ryo w as 48 h after being inocu la ted

w ith 50× o r 100× dilu ted N ew cast le D isease virues. Sequence analysis show ed that the ch IL 22 cDNA w as

432 bp and encoded a p ro tein 143 am ino acids compared w ith repo rted ch IL 22. T he homo logy of nucleo t ide

acid and am ino acid w ere 97. 7% - 99. 8% and 95. 1% - 99. 3% , respect ively. E specia lly the am ino acids in

sites 8, 68 and 130 (L , V and S) w ere differen t from o ther st ra in s. T hese p rovide a basis fo r the study of

the st ructu re and funct ion of ch IL 22 gene.

Key words: ch icken IL 22 gene; t ran scrip t ion; clon ing; sequence analysis
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