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人类 IL-2 cDNA的一步法克隆
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　　白细胞介素-2(IL-2)是一种重要的细胞因子 ,

能调节人体免疫能力 ,在免疫调节机理研究 、肿瘤 、

免疫缺陷性疾病 、病毒感染性疾病的治疗等方面有

重要作用 。同时 IL-2是一种高效理想的免疫佐剂 ,

可成数十倍地提高疫苗免疫效能[ 1] 。故成功获得

IL-2 cDNA对于进一步开展这方面的工作有十分重

要的应用价值。本实验利用 RT-PCR法合成人类

白细胞介素-2(hIL-2)cDNA ,克隆到 TA载体多接点

质粒 pCRTM Ⅱ中 ,快速构建含 hIL-2 cDNA的重组质

粒pCRTM Ⅱ-hIL-2 ,并对 hIL-2 cDNA 进行测序及结

构分析。

1　材料与方法

1.1　主要试剂和细胞株

Original TA cloning Kit(INVITROGEN公司 ,U.S.

A),质粒纯化试剂盒和QIAEXⅡ Kit(QIAGEN公司 ,

U.S.A), RNA STAT-60 试剂盒(TEL-TEST 公司 , U.

S.A),M-MLV RTase , dNTP , Taq 酶 , T4连接酶 ,DE-

PC , EcoRⅠ ,LB培养基等均购自华美及基因公司。

hIL-2 cDNA引物依文献[ 2]自行设计 ,由美国斯坦

福大学Beckman中心合成。 Jurkett细胞株由美国斯

坦福大学 Beckman 中心惠赠 , JM109大肠杆菌株由

微生物室惠赠。

1.2　RNA的提取

取 1×10
10
/L Jurkett 细胞(10% FBS 的 RPMI

1640培养基),加 20 g/L 佛波脂 , 2 μmol/L inomycin

刺激培养 6 h(32 ℃),1 500 r/min离心 10 min ,弃上

清 ,沉淀加 1 mL RNA STAT-60 成匀浆 ,氯仿抽提 ,

异丙醇沉淀 ,75%乙醇洗涤 ,获得总 RNA。

1.3　RT-PCR法合成 IL-2cDNA

2 μg RNA ,Oligo dT 1 μL(100 ng)加 DEPC H2O

至总体积 5 μL 于 65 ℃ 4 min , 然后加 0.1 mol/L

DTT 1 μL ,2.5 mmol/L dNTP 1μL , M-MLV RTase 0.5

μL ,2μL 5×buffer ,RNase抑制剂 1μL共 10.5 μL 于

42 ℃1 h得到第一条 cDNA链(ssDNA)。取上述反

应液 5μL ,加自行设计引物各 5μL(100 mg/L), 2.5

mmol/L dNTP 5 μL , 50 mmol/L MgCl2 1.5 μL , 10 ×

Buffer 5μL ,dH2O 23.0μL ,共49.5μL。94 ℃预变性

5 min ,加 DNA Taq 0.5 μL。按下列参数循环 30周

期:94 ℃40 s , 60 ℃40 s , 72 ℃ 40 s;再 72 ℃延伸

10 min 。15 g/L琼脂糖电泳分析产物 。PCR产物再

经QIAEXⅡKit纯化 。

1.4　hIL-2 cDNA克隆

采用Original TA cloning Kit提供的一步法克隆

策略 。纯化的 PCR产物 2μL ,pCR
TM
Ⅱ质粒(25 mg/

L)25 μL ,T4 DNA连接酶 1μL 混合置于 15 ℃24 h ,

转化感受态的 JM109大肠杆菌 ,涂布在含 100 mg/L

氨苄青霉素的 LB琼脂培养基上 ,挑选 4株独立的

氨苄青霉素抗性的阳性菌落。利用质粒纯化试剂

盒快速纯化质粒 。取 10μL 纯化的质粒加 EcoRⅠ1

μL ,10×buffer 2μL , ddH2O 8μL 于37 ℃反应 1.5 h。

15 g/L琼脂糖电泳。

1.5　hIL-2 cDNA测序

hIL-2 cDNA测序由中山医科大学达安基因中

心及美国斯坦福大学 Beckman中心协助 。前者利

用M13 F primer反向测序 ,后者利用M13 R primer

及T7 primer双向测序 。
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2　结　果

2.1　hIL-2 cDNA的合成

根据 hIL-2 cDNA全基因序列[ 2] ,自行设计一对

引物。上游引物:5′GCC GAA TTC ATG TAC AGG

ATG CAA CTC 3′;下游引物:5′TTA TCA AGT TAG

TGT TGA GAT GAT GCT 3′,并在上游引物 5′端含有

EcoRⅠ酶切点 ,便于以后克隆操作。利用 RT-PCR

法获得的 hIL-2 cDNA 片段大小 474 bp(图 1)。

图 1　RT-PCR扩增 hIL-2 cDNA 琼脂电泳

Fig.1　Agrose gel electrophoretogram of hIL-2

cDNA amplification with RT-PCR

　 M:mark　A:hIL-2 cDNA

2.2　hIL-2 cDNA克隆

克隆 hIL-2 cDNA的重组质粒经 EcoRⅠ酶切以

后 ,可得 480 bp左右 hIL-2 cDNA片段(图 2)。

图 2　重组质粒 pCRTMⅡ-hIL-2 经 Eco RⅠ

酶切以后琼脂电泳

Fig.2　Agrose gel electrophoretogram of recombined

plasmid pCRTMⅡ-hIL-2 after digested by EcoRⅠ

　M:mark　A:质粒 pCRTMⅡ片段　B:hIL-2 cDNA

2.3　hIL-2 cDNA测序

中山医科大学达安基因中心及美国斯坦福大

学 Beckman 中心测的基因序列完全一致 , 且与

Tanignchi等[ 2]报道序列比较 ,也完全一致。

3　讨　论

IL-2是 CD4(+)T 淋巴细胞分泌的一种重要的

细胞因子 。IL-2是 T细胞生长因子 ,能刺激并维持

T 淋巴细胞在体外长期持续增殖 。 IL-2还能活化

CD8(+)T 细胞及 NK细胞活性 ,刺激和加强它们

的细胞毒作用 、杀肿瘤细胞及异物细胞活性 ,并促

其产生 INF 、TGF 等细胞因子 ,在肿瘤基因治疗方面

起重要作用 。近年来 ,随着免疫治疗的研究进展 ,

免疫佐剂的研究引起人们越来越多的兴趣。 IL-2

作为一种高效理想的细胞因子佐剂更具有很大的

应用价值
[ 3 ,4]

。

Taq酶有不依赖于模板的活性 ,就是在 PCR产

物的 3′末端加上单个腺嘌呤核苷酸(A)。pCRTM Ⅱ

质粒是一种TA载体 ,商品化的质粒呈线状 ,游离端

带有单个胸腺嘧啶核苷酸(T)。通过 AT 配对 ,在

T4连接酶作用下 ,可将 PCR产物直接连到载体质

粒上 ,而不需经酶切反应 。

本实验成功地构建了 hIL-2 cDNA 重组质粒。

该质粒有广泛用途:克隆到表达载体质粒 ,然后转

化到大肠杆菌 ,可表达 IL-2 ,纯化后可用于实验研

究或临床 ,或转移至逆转录病毒中 ,可对肿瘤患者

开展 IL-2基因治疗
[ 5]
;也可通过将 IL-2基因与疫

苗蛋白基因融合制备融合蛋白 ,获得高效疫苗 。
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