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摘　要：【目的】构建鼠 IL-2Rα与β链基因的反义 RNA 真核表达质粒�为反义 RNA 基因治疗细胞免疫相关疾病作准备。
【方法】用限制性内切酶从克隆载体上切下鼠 IL-2Rα与β链 cDNA 及鼠 IL-2启动子�克隆入真核表达质粒 pcDNA3的多克隆
位点上�用酶切或 PCR 法鉴定正反连接。【结果】得到4个反向连接的重组质粒：pcAnt-i mIL-2Rα�pcAnt-i mIL-2Rβ�pcAnt-i
mIL-2Rαβ及 pciAnt-i mIL-2Rαβ。前三者由 CMV 强启动子指导鼠 IL-2R 基因反义 RNA 的表达�后者由 CMV 启动子与鼠 IL-
2靶向可诱导型启动子组成的融合启动子指导反义 RNA 的表达。【结论】成功构建了4个不同类型的鼠 IL-2R 基因反义
RNA 真核表达质粒。
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Abstract：【Objective】To construct a series of mouse IL-2Rαandβchain gene antisense RNA eukaryotic
expression plasmids�to make a path for antisense gene therapy for cellular immunity related diseases．【Meth-
ods】Mouse IL-2Rα�βchain cDNA and mouse IL-2promoter isolated from plasmids were inserted into the
multiple cloning site of eukaryotic expression vector pcDNA3．The orientation of ligation was determined by re-
striction endonucleases or PCR method．【Results】Four recombinant plasmids were obtained：pcAnt-i mIL-2Rα�
pcAnt-i mIL-2Rβ�pcAnt-i mIL-2Rαβand pciAnt-i mIL-2Rαβ．The former three plasmids’expression of mouse
IL-2R chain gene antisense RNA was controlled by the CMV promoter�and the later one was controlled by the
CMV-mIL-2chimeric promoter．【Conclusion】Four different kinds of mouse IL-2R gene antisense nucleic acid
eukaryotic expression plasmids were successfully constructed．
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　　反义基因治疗是根据碱基配对原理高度特异

性地封闭靶基因表达的治疗方法。反义 RNA制剂
有两种�一种是化学合成的反义寡核苷酸�另一种
是构建反义 RNA真核表达载体。前者虽然使用起
来很方便�但成本高�毒性大�而后者可以导入细胞

内源源不断地转录出反义 RNA�并且可以引入适
当的基因表达调控元件�达到高效、靶向和可控制
性地转录反义 RNA的目的。IL-2／IL-2R系统在 T
淋巴细胞激活过程中起关键作用。已知有许多疾
病�如移植排斥反应�自身免疫性疾病及某些淋巴
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系统肿瘤与 IL-2R 的过表达密切相关［1］�因此 IL-
2／IL-2R系统很可能是治疗这些疾病的有效新靶
点。本课题试图用反义 RNA基因治疗的方法在这
方面作一些探讨。现将阶段性结果报告如下。

1　材料与方法
1．1　材　料
1．1．1　质粒和菌种　分别含鼠 IL-2R （mIL-
2R）α、β链 cDNA 的质粒 pcEXV-mIL-2R8及
pmIL2Rβ26由法国巴士德研究所 J．Theze教授和
P．Chastagner 教授赠送；含鼠 IL-2（mIL-2）启动子
序列的质粒 pmoIL-2-321luc 由日本东京大学医学
科学研究所 L．Tsuruta教授赠送。pcDNA3是高效
真核表达质粒�含巨细胞病毒（CMV）立即早期启
动子／增强子序列�由中山医科大学微生物教研室
晏辉军老师赠送。E．coli DH5α菌株由中山医科
大学生化教研室杨洁博士赠送。
1．1．2　主要试剂　限制性内切酶�T4DNA 连接
酶�牛胰碱性磷酸酶�Taq DNA 聚合酶试剂盒等�
均购自宝灵曼或 Gibcol BRL 公司。大肠杆菌 DNA
聚合酶 klenow 片断购自华美生物工程公司。其它
常用化学试剂均为国产分析纯。
1．1．3　引物合成　mIL-2α链 cDNA3′端引物：5′
CTCGAATTCTGTAGAGCCTTGTATC 3′；mIL-
2Rβ链 cDNA5′端引物：5′CTCCTTAAGATGGC-
CGTGGACTCAA3′；mIL-2Rβ链 cDNA3′端引物：
5′ CTCCCTAGGATGGTTCAATGTAGTG 3′；
mIL-2启动子5′端引物：5′AGTTACTTTTGT-
GTCTCCAC3′；mIL-2启动子3′端引物：5′CT-
GCAGGACTTGAGGTCACT3′；T7启动子引物：5′
TAATACGACTCACTATAGGG 3′。以上各引物
由上海 Sangon公司合成。
1．2　方　法
1．2．1　常规技术　酶切、连接、转化、质粒提取及
琼脂糖凝胶电泳实验方法参照文献［2］有关章节。
1．2．2　PCR 反应体系及条件　10ng 模板�引物
各100pmol�10nmol dNTP�3μTaq DNA聚合酶�
5μL10×Buffer�总体积50μL。反应条件设置：93
℃变性30s�53℃变性30s�72℃延伸120s�共30
个循环�最后一个循环72℃延伸5min。

2　结　果
2．1　pcAnt-i mIL-2Rα的构建

含 mIL-2Rα链全长 cDNA 的质粒 pcEXV-
mIL-2R8［3］经 EcoR Ⅰ与 Hind Ⅲ双酶切后�用10
g／L 低熔点琼脂糖凝胶回收1∙1kb 的片断。该片
断含 mIL-2Rα链 cDNA全部5′端调控系列及编码
系列�部分3′端编码系列。分别用酚�酚∶氯仿�氯
仿抽提纯化后�定向克隆入经 EcoR Ⅰ和 Hind Ⅲ
酶切的 pc DNA3真核表达质粒中�得到反向插入的
重组质粒 pcAnt-i mIL-2Rα。琼脂糖凝胶电泳结果
如图1所示�酶切鉴定结果如图2所示�与预期结
果相符�表明克隆成功。

图1　重组质粒电泳
Fig．1　Electrophoresis of recombinant plasmids

1．λDNA／ Hind Ⅲ＋ EcoR Ⅰ Marker�2．pcDNA3�3．pcAn-
t-i mIL-2Rα�4．pcAnt-i mIL-2Rβ�5．pcAnt-i mIL-2Rαβ

图2　重组质粒酶切
Fig．2　Enzymatic electrophoresis photogram of

recombinant plasmids
1．λ DNA／ Hind Ⅲ ＋ EcoR Ⅰ Marker�2．pcAnt-i mIL-

2Rα／ Hind Ⅲ＋ EcoR Ⅰ�3．pcAnt-i mIL-2Rβ／ EcoR Ⅰ�4．pcAn-
t-i mIL-2Rαβ／ Hind Ⅲ＋ Xho Ⅰ

2．2　pcAnt-i mIL-2Rβ的构建
用 EcoR Ⅰ酶切含部分 mIL-2Rβ链 cDNA 的

质粒 pmIL2Rβ26［4］�回收925bp 的片段�该片段
含全部5′端调控系列及部分编码系列。克隆入经
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EcoR Ⅰ酶切的 pcDNA3中�用 Hind Ⅲ及 Xho Ⅰ
酶切重组质粒�得一条950bp 的片段�与预期结果
相符（图2）。非定向连接有正向与反向两种连接
方式。由于没有合适的酶切位点用于鉴定�故设计
3条引物�用 PCR 鉴定正反连接：如果 T7启动子
引物与 IL-2Rβ链5′端引物能扩增出950bp 的片
段�证明是反向连接；如果 T7启动子引物与β链
3′端引物能扩增出600bp的片段�证明是正向连接
（图3）。将反向连接重组子命名为 pcAnt-i mIL-
2Rβ。

图3　PCR法鉴定 mIL-2Rβ链 cDNA与
pcDNA3连接的方向

Fig．3　Identification of orientation of IL-2Rβchain cDNA
insertion into pcDNA3by PCR method

1．λDNA／ Hind Ⅲ＋ EcoR Ⅰ Marker�2．4．T7 promoter
primer／βchain 5′ primer�3．5．T7 promoter primer／βchain 3′
primer

2．3　pcAnt-i mIL-2Rαβ的构建
如上述方法回收925bp的β片段�插入经 Eco

R Ⅰ酶切的 pcAnt-i mIL-2Rα质粒。用 Hind Ⅲ及
XhoⅠ酶切重组质粒�得一条2∙0kb 的片段（图
2）。PCR鉴定正反连接：如果α链3′端引物与β
链5′端引物可扩增出1∙5kb 的片段�证明该重组
子为反向连接�如果α链3′端引物与β链5′端引物
可扩增出1∙1kb 的片段�证明是正向连接（图4）。
将反向连接重组子命名为 pcAnt-i mIL-2Rαβ。
2．4　pciAnt-i mIL-2Rαβ的构建

用 Hind Ⅲ及 Xho Ⅰ酶切 pmoIL-2-321luc 质
粒［5］�回收370bp 的 mIL-2启动子�Klenow 酶补
平后插入经 Hind Ⅲ酶切�Klenow 酶补平�碱性磷
酸酶处理的 pcAnt-i mIL-2Rαβ质粒。如图5所示�

图4　PCR法鉴定 mIL-2Rβ链 cDNA与 pcAnt-i mIL-2Rα
连接的方向

Fig．4　Identification of orientation of IL-2Rβchain cDNA
insertion into pcAnt-i mIL-2Rαby PCR method

1．λ DNA／ Hind Ⅲ ＋ EcoR Ⅰ Marker�2．4．α chain 3′
primer／βchain5′primer�3．5．αchain3′primer／βchain3′primer

图5　插入mIL-2启动子的 pcAnt-i mIL-2Rαβ重组质粒电泳
Fig．5　Electrophoresis of pcAnt-i mIL-2Rαβinserted

with mIL-2promoter
1．pcAnt-i mIL-2Rαβ�2～10．Positive clones of pcAnt-i mIL-

2Rαβinserted with mIL-2promoter

重组质粒分子较 pcAnt-i mIL-2Rαβ略大�初步说明
连接成功。PCR 鉴定正反连接：如果用 mIL-2Rα
链5′端引物与 mIL-2启动子5′端引物可扩增出
1∙5kb的片段�证明为正向连接（图6）。将该重组
质粒命名为 pciAnt-i mIL-2Rαβ。分别用 mIL-2启
动子5′端引物和3′端引物作 PCR�排除了 mIL-2
启动子串联连接的可能性。

3　讨　论
根据 IL-2R特征及基因表达调控原理�本文作

者成功构建了4个不同类型的 mIL-2R 基因反义
RNA真核表达质粒�为进一步比较它们抑制 mIL-
2R基因表达及T淋巴细胞活化的效率奠定了基
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图6　PCR法鉴定 mIL-2启动子与 pcAnt-i mIL-2Rαβ
连接的方向

Fig．6　Identification of orientation of mIL-2promoter
insertion into pcAnt-i mIL-2Rαβby PCR method

1．λDNA／ Hind Ⅲ＋ EcoR Ⅰ Marker�2～10．PCR product
of mIL-2promoter5′primer and mIL-2Rαchain5′primer

础。IL-2R由α、β及γ三个亚基组成［6］�β与γ亚
基结合后形成中等程度亲合力的复合物并能传递

IL-2信号�α、β及γ三者形成高亲合力复合物�是
发挥 IL-2作用的主要形式�而αβ复合物和αγ复合
物则不能传递 IL-2信号。因此�同时抑制2个或2
个以上亚基表达可能比单纯抑制一个亚基的表达

阻断 T 淋巴细胞活化的效率高。但考虑到γ亚基
同时是其它生长因子受体（IL-4�IL-7及 IL-15）［7］

的组成成份�文献报道缺失 IL-2Rγ亚基的小鼠表
现为严重的免疫缺陷症状。为防止引起副作用�作
者选择构建了α与β亚基嵌合基因反义 RNA表达
质粒。

目的基因在特定组织细胞中的高效、靶向和可
控制性表达是基因治疗研究的重要内容。真核表
达质粒中�常用的 CMV 立即早期启动子是一个高
效广谱的启动子�而一些组织细胞特异性的启动子
又有表达效率低的缺点。为解决这一矛盾�有些作
者将 CMV 启动子与组织细胞特异性的启动子连
接形成嵌合启动子�获得了高效和靶向性表达双重
优点的重组质粒［8�9］。IL-2主要由激活的 T 淋巴
细胞表达�因此 IL-2启动子是一个靶向和可诱导
性的启动子�但表达效率偏低。作者将 CMV 启动

子与 mIL-2启动子连接形成嵌合启动子�指导
mIL-2Rα、β嵌合基因反义 RNA 的转录�以期达
到能在 T 淋巴细胞中高效、靶向和可诱导性表达的
目的。另外�作者在实验中发现�分子克隆过程中�
当找不到其它合适的方法用于鉴定重组质粒时�
PCR确实是一种省时省力的有效方法�有时甚至是
唯一的方法。

上述各重组质粒的生物活性研究正在紧张进

行之中。
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