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鸡 IL -2基因cD NA 输卵管组织特异性
表达载体的构建与表达

Ξ

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

　　[摘　要 ]　将克隆并测序的鸡卵清蛋白基因 5′端调控序列和鸡 IL 22基因 cDNA ,以串联方式置于真核表达载

体pcDNA 3 的CM V 启动子下游,构建了鸡输卵管定位表达载体pcDNA 32OV P2IL 2。将真核表达载体pcDNA 32IL 2和

构建的输卵管定位表达载体pcDNA 32OV P2IL 2分别转染鸡输卵管上皮细胞,激素诱导 72 h 后,用淋巴细胞转化试

验检测细胞培养液中 IL 22的表达水平及生物学活性。结果显示,转染细胞均可表达 IL 22,且所表达的 IL 22有促进T

淋巴细胞转化和淋巴母细胞成熟的活性;转染pcDNA 32OV P2IL 2的输卵管上皮细胞表达产物在1∶256稀释水平下

仍具有促进T 淋巴细胞转化和淋巴母细胞成熟的活性。转染pcDNA 32IL 2载体的输卵管上皮细胞虽有 IL 22表达,但

水平较低。
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　　转基因动物的一个重要作用是利用动物特定的

组织器官生产外源基因的表达产物,即构建生物反

应器。由此人们首先想到的是建立哺乳动物的乳腺

生物反应器和家禽的输卵管定位表达体系。这些器

官可以在不损伤机体的条件下,源源不断地生产人

们预先设计的目的基因的表达产物。与哺乳动物的

乳腺生物反应器相比,对鸡输卵管定位表达体系的

研究相对滞后,其主要原因是由于鸡胚发育的特殊

性。但鸡所具有的个体小、饲养密度大、产蛋多、蛋白

提取纯化技术成熟等优点,使得鸡输卵管定位表达

体系的研究日益受到重视。卵清蛋白是鸡卵清中高

丰度表达的蛋白,因此许多研究者均选择用鸡卵清

蛋白基因5′端调控序列作为鸡输卵管组织定位表达

体系的调控元件[1～ 3 ]。

鸡白介素22 (Ch icken In terleuk in22, C IL 22)是T

淋巴细胞分泌的一种细胞因子,具有促进T , B 淋巴

细胞增殖和分化、增强单核细胞以及N K 细胞的杀

伤活性、调节免疫反应等重要的生物学功能,而且在

转录、翻译及受体信号传导过程中也有明显作用。自

1997 年 Sundick 等[4 ]首先克隆并表达出鸡 IL 22 以

来,鸡 IL 22的高效表达一直是人们研究和开发的热

点。本试验以洛阳土种鸡卵清蛋白基因的5′端调控

序列作为定位表达调控元件, 将鸡 IL 22 基因

cDNA 置于该调控序列下游进行定位表达,旨在为

IL 22鸡输卵管定位表达体系的建立作有意义的探

索。

1　材料与方法

1. 1　材　料

1. 1. 1　表达载体与质粒　pM D 2OV P 和pM D 2IL 2

均为河南科技大学禽病研究室克隆并测序的克隆载

体[5, 6 ] ,分别是在pM D 2T 载体上插入1. 0 kb 的鸡卵

清蛋白基因 5′端调控序列 ( O valbum in P romo ter,

OV P )和 0. 43 kb 的鸡 IL 22 cDNA 结构基因, OV P

两端分别设有B am H É和E coR É 2个酶切位点, IL 2
2基因 cDNA 两端分别设有E coR É 和S a lÉ 2 个酶

切位点; pcDNA 3表达载体,购自郑州三和金信公司。

1. 1. 2　工具酶和试剂　B am H É , E coR É , S a lÉ ,

H indË , X hoÉ和P stÉ等限制性内切酶, T 4DNA 连

接酶,植物血球凝集素 (PHA ) ,胰蛋白酶,均为Sig2
m a 公司产品; 胎牛血清及培养基DM EM , M EM ,

F12,M 199,均为G IBCO 公司产品,购自华美生物工

程公司; 刀豆蛋白A (ConA ) ,购自郑州宝信生物工

程公司;牛胰岛素、雌二醇、皮质醇,均为Sigm a 公司
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产品,购自三和金信生物工程公司;其他试剂均为国

产分析纯。

1. 2　方　法

1. 2. 1　鸡 IL 22基因cDNA 输卵管组织特异性表达

载体的构建与鉴定　将 pM D 2IL 2 以 E coR É 和
S a lÉ双酶切,回收0. 43 kb 的目的片段。pcDNA 3 以

E coR É 和X hoÉ 双酶切,回收 5. 4 kb 的载体片段,

利用S a lÉ和X hoÉ的酶切末端互相匹配的特性,将

IL 22 cDNA 定向克隆到pcDNA 3 载体上,构建真核

表达载体pcDNA 32IL 2。将pM D 2OV P 和pcDNA 32
IL 2 分别以B am H É和E coR É酶切,回收1. 0 kb 和

5. 83 kb 的片段并作定向连接, 构建输卵管组织特

异性表达载体 pcDNA 32OV P2IL 22, 重组质粒 pcD 2
NA 32OV P2IL 2 以 B am H É 和 E coR Í 双酶切。对

OV P 上游引物和 IL 22下游引物扩增鉴定。

1. 2. 2　输卵管上皮细胞的分离与培养　无菌条件

下采取刚处死的健康初产蛋鸡输卵管壶腹膨大部约

1. 5 g,去除多余脂肪组织 (剩余约 1 g) ,置于灭菌的

培养皿中,加约 50 mL F12,剪碎后转入干烤过的三

角瓶中, 37 ℃ 200 röm in 摇床上消化30 m in,去上清

液 (以去除脂肪组织)。再加入50 mL F12, 37 ℃ 200

röm in 摇床中继续消化30 m in,静置4 m in,小心吸取

上清液 (吸头在液面下)约 30 mL 于离心管中,加入

体积分数10%的胎牛血清, 600 röm in 离心5 m in,沉

淀如上述操作洗涤 2 次后, 将细胞悬于含双抗的

DM EM 2F12 (体积比为 1∶1)混合培养液中,细胞计

数应在2×106ömL 左右。

1. 2. 3　质粒转染输卵管上皮细胞　设 1 组空白对

照组, 其余 3 组分别转染pcDNA 3, pcDNA 32IL 2 和

pcDNA 32OV P2IL 2。方法为: 取 6 ΛL (约 6 Λg)质粒

DNA 加入 54 ΛL DM EM 2F12, 同时取 18 ΛL 脂质

体,加入42 ΛL DM EM 2F12,分别静置30 m in 后,将

二者混合,室温下包被45 m in,然后将该混合培养液

加入到盛有 3 mL 刚收获的鸡输卵管原代细胞培养

液 (浓度2×104ömL )的培养皿中,轻轻摇动均匀,置

41 ℃培养。

1. 2. 4　激素诱导　将上述混合培养液培养 16 h

后,依次加入雌二醇、皮质醇和胰岛素,使其终浓度

分别为0. 1 Λmo löL , 1 Λmo löL 和50 ΛgöL。于37 ℃,

体积分数5% CO 2 条件下培养48 h 后,取上清液,待

检。

1. 2. 5　表达产物的检测　采用T 淋巴细胞转化试

验——形态学检查法[7 ]。

(1)营养液的配制与检测分组。取M 199培养基

79 mL ,依次加入胎牛血清 20 mL ,双抗 1 mL ,用灭

菌的56 göL N aHCO 3 溶液调pH 值为7. 4,抽滤后备

用。设空白对照, pcDNA 3, pcDNA 32IL 2和pcDNA 32
OV P2IL 2共4组。

(2)待检上清液的倍比稀释。取被检上清液2. 5

mL 于一培养瓶中,加上述M 199营养液2. 5 mL ,混

匀后取出 2. 5 mL 于另一培养瓶中,加等体积M 199

营养液,如此依次对每组被检上清液做 1∶2 至 1∶

256的 8个梯度倍比稀释,每个培养瓶加PHA 使其

终浓度为50 ΛgömL。

(3)培养检测。无菌取健康鸡抗凝血,每组培养

瓶各加0. 5 mL ,混匀后置37 ℃培养箱培养72 h,每

天摇混2次。取出后加入37 ℃预温的8. 7 göL N H 4C l

溶液 3 mL , 37 ℃继续孵育 20 m in, 加生理盐水 6

mL , 1 000 röm in 离心 10 m in,弃上清液,将沉淀物

均匀涂片,尤其是推片到末端时尽量无积累,厚薄力

求均匀。瑞氏染色后油镜检查,检查计数时从推片的

尾端开始, 从左到右、从上到下观察 200 个淋巴细

胞,按公式计算淋巴细胞转化率:

淋巴细胞转化率ö% = [ (过渡型淋巴细胞+ 淋巴母

细胞) ö淋巴细胞总数 ]×100%

对每组细胞上清液分别进行检测,每个梯度重

复2次,结果以2次的平均数计。

2　结果与分析

2. 1　pcDNA 32IL 2 和 pcDNA 32OV P2IL 2 表达载体

的酶切鉴定

由图 1 可知, 重组真核表达载体pcDNA 32IL 22

经E coR É和E coR Í双酶切,在约5. 4 kb 和0. 43 kb

处各得到 1个片段,表明pcDNA 32IL 22为重组阳性

质粒。

图2表明,重组pcDNA 32OV P2IL 22经B am H É
和E coR Í 双酶切,能够被切出 5. 4 kb 和 1. 43 kb 2

个片段,同时以OV P 上游引物和 IL 22 下游引物扩

增,得到了1. 43 kb 的片段,这均与理论设计相符。

2. 2　转染质粒的输卵管上皮细胞培养

对转染后的输卵管上皮细胞进行培养,培养期

间每天观察2次,可见到单个或成簇的细胞,且细胞

在观测期间均生长良好。

2. 3　T 淋巴细胞转化试验检测结果

由表 1 可知, pcDNA 32OV P2IL 2 组各稀释度的

转化率明显高于对照组和pcDNA 3 组 (P < 0. 01) ,且

过渡型细胞极少; pcDNA 32IL 2 组的 T 淋巴细胞转

化率也明显高于对照组和pcDNA 3 组 (P < 0. 01) ,说
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明也有一定量 IL 22的表达。pcDNA 32OV P2IL 2组总

体高于pcDNA 32IL 2组,但在1∶16稀释度以前差异

不显著,在1∶32稀释度以后差异显著 (P < 0. 05)。

图 1　重组质粒pcDNA 32IL 2的酶切鉴定

1. M arker ΚDNA öE coR É + H indË ; 2. E coR É + E coR Í酶切

F ig. 1　 Iden tificat ion of pcDNA 32IL 2

1. M arker ΚDNA öE coR É + H indË ;

2. Iden tified by digested w ith E coR É + E coR Í

　

　

图 2　重组质粒pcDNA 32OV P2IL 2的酶切鉴定和PCR 鉴定

1. M arker ΚDNA öE coR É + H indË ; 2. PCR 鉴定;

3. B am H É + E coR Í酶切

F ig. 2　 Iden tificat ion of pcDNA 32OV P2IL 2

1. M arker ΚDNA öE coR É + H indË ;

2. Iden tified by PCR; 3. Iden tified by

digested w ith B am H É + E coR Í

表 1　各组上清液不同稀释度T 淋巴细胞转化率

T able 1　R atio of T lymphocyte conversion in differen t dilu t ions of cell cu ltu re %

处理
T reatm en t

稀释度D ilu tion

1∶2 1∶4 1∶8 1∶16 1∶32 1∶64 1∶128 1∶256

对照组 CK 64 70 61. 5 62 64. 5 66 62 67. 5

pcDNA 3 70. 5 67 69. 5 67 73. 5 67. 5 66 68

pcDNA 32IL 2 97. 5 93 94. 5 98. 5 92. 5 89 82 84. 5

pcDNA 32OV P2IL 2 97. 5 100 99 98 100 98. 5 96 92. 5

3　讨　论

将外源基因通过转基因手段在动物体内获得高

效表达,是一个十分诱人的获得廉价目的基因表达

产物的新途径。其中鸡输卵管定位表达体系格外引

人注目。然而,对于鸡输卵管定位表达体系的建立,

虽经科技工作者多年研究,但目前尚未取得突破性

进展,其原因主要是转基因方法不够完善,表达调控

元件装配还未达到最优化的程度。

近20年来,人们对卵清蛋白基因 5′端调控序列

作为基因表达调控模型, 进行了深入而广泛的研

究[1～ 3 ],这些调控序列中,除含有鸡卵清蛋白基因上

游启动子 (Ch icken ovalbum in up stream p romo ter,

COU P ) [8, 9 ]外,还含有激素受体结合位点[10～ 12 ]。体

外培养的细胞在有激素诱导时,外源基因表达水平

可提高10倍以上。至于调控序列的长度,不同研究

者在选取时各有差异,但Park 等[13 ]认为, - 900～ +

9 bp 卵清蛋白基因5′端调控序列足以指导外源基因

的定位表达。

本试验以河南科技大学禽病研究室洛阳土种鸡

IL 22 cDNA 为目的基因, 应用所设计的位点, 在真

核表达载体pcDNA 32IL 2的目的基因上游,插入1. 0

kb 鸡卵清蛋白基因的5′端调控序列,并在体外培养

的鸡输卵管上皮细胞中进行表达。从T 淋巴细胞转

化试验结果可以看出,转染细胞培养上清液中含具

有生物活性的 IL 22。说明1. 0 kb 鸡卵清蛋白基因5′

端调控序列具有定位表达能力,且 IL 22 cDNA 自身

的信号肽序列能使已表达的产物分泌到细胞外,表

达产物在 1∶256 稀释度时仍具有促进T 淋巴细胞

增殖的能力。

真核表达载体 pcDNA 32IL 2 的细胞培养上清

液,也有一定的促进T 淋巴细胞增殖转化的能力,这

可能是由于上皮细胞摄入质粒后也能表达少量的

IL 22。据此认为,在输卵管定位表达时,给真核表达

载体加上定位表达的启动子,表达效果较为理想。这

可能是因为2种真核表达调控元件串联后有一定的

协同效应。

在T 淋巴细胞转化试验中发现,对照组和pCD 2
NA 3 组中处于过渡态的淋巴细胞数目较多,约占淋

巴细胞总数的 14%～ 37%不等, 而 pcDNA 32OV P2
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IL 2组中约占 1%～ 4% ,说明 IL 22在淋巴细胞转化

过程中具有促进淋巴母细胞成熟的作用。

鸡 IL 22具有许多生物学功能,能够促进T ,B 淋

巴细胞的增殖和分化。从T 淋巴细胞转化试验可以

看出,本研究所构建的定位表达载体,在体外培养的

输卵管上皮细胞中表达出了具有生物学功能的 IL 2
2,为进一步构建稳定的定位表达体系和研究 IL 22的

生物学功能奠定了基础。
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Con struct ion of ch icken IL 22 cDNA oviduct2specif ic exp ression

vecto r and its exp ression in oviduct2cells

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

Abstract: T he oviduct2specif ic exp ression p lasm id pcDNA 32OV P2IL 2, con ta in ing ch icken IL 22 gene

cDNA ,w as con structed by link ing up CM V and ch icken ovaibum in gene 5′2f lank ing regu la to ry region. T he

th ree p lasm ids, pcDNA 3, pcDNA 32IL 2 and pcDNA 32OV P2IL 2, w ere m ixed w ith L ipo som e and tran sfected

ch icken oviduct cells. A fter 72 h induced by P rogesterone and Glucoco rt ico id as w ell as In su line, b io logica l

act ivit ies of IL 22 w ere assayed w ith mo rpho logica l docim asia m ethod. T he resu lts show ed that the p lasm ids

of pcDNA 32OV P2IL 2 and pcDNA 32IL 2 cou ld exp ress IL 22, and the IL 22 cou ld augm en t T cell p ro lifera t ion.

T he exp ression level of pcDNA 32OV P2IL 2 w as h igher than that of pcDNA 32IL 2 so that the p roduct cou ld

augm en t T cell p ro lif iera t ion after 1∶256 dilu t ion.
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