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摘要 [ 目的] 探索一种简便可行的白细胞介素-10(IL-10) 基因的克隆方法。[ 方法] 以人Burkitt’s 淋巴瘤细胞系 Raji 细胞为材料 ,提取
培养的Raji 细胞中的总RNA。根据GenBank 中人IL-10 基因序列设计1 对特异性引物 ,用RT- PCR 方法扩增人IL-10 基因的编码cDNA。
回收目的片段 ,将其与pMD18- T 载体连接并转化到大肠杆菌感受态细胞DH5α,构建该基因的重组质粒。重组质粒经PCR 和双酶切鉴定
后进行测序。[ 结果] 以骨髓细胞组织总RNA 为模板进行RT- PCR,可从Raji 细胞中获得了预期的约550 bp 特异性条带。成功构建了IL-
10 基因的重组质粒 , PCR 扩增和双酶切的鉴定结果说明该插入片段可能为IL-10 cDNA。从获得的阳性克隆中挑选1 个菌落来分析重组
质粒的插入DNA 片段序列。序列分析结果证实其与报道的IL-10 基因的序列一致。[ 结论] 该研究为IL-10 的重组表达及其生物学活性
分析奠定了基础。
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Study onthe Cloning of IL-10 Gene in Human Raji Cells
CHEN Qi-xinet al  ( Henan Agricultural University , Zhengzhou ,Henan 450002)
Abstract  [ Objective] The ai mof the research was to discuss a si mple and feasible method of cloning humani nterleukin-10(IL-10 ) gene . [ Method]
With Raji cells of human Burkitt’s lymphoma cell line as materials , total RNA was extracted fromthe cultured Raji cells . A pair of specific pri mers was
designed according to the sequence of humanIL-10 gene and the coded cDNA of human IL-10 gene was amplified by the method of RT-PCR . After being
reclai med , the target fragments were connected with pMD18-T vector and transformed into competent cell DH5αof Escherichia coli to construct the recom-
binant plasmi d of this gene . The recombinant plasmid was identified by PCR and double-enzyme digestion and sequenced . [ Result] With total RNA of
bone marrowcell tissue as template , RT-PCR was conducted and about 550 bp specific band was obtained from Raji cells . The recombinant plasmid of IL-
10 gene was successfully constructed . The identificationresults of PCRamplificationand double-enzyme digestionindicated that this inserted fragment was
IL-10 cDNA possibly . One colony was selected fromthe obtained positive clones to analyze the inserted DNAfragment sequence of the recombinant plas-
mid . The results of the sequence analysis proved that it was accordant withthe sequence of the reported IL-10 gene . [ Conclusion] This research laid the
foundation for the recombinant expression of IL-10 and the analysis of its biological activity .
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  白细胞介素10 ( IL-10) 是人体多种细胞产生的重要免

疫调节因子 ,具有广泛的生物学活性, 其主要的生物学功能

是限制和终止炎症反应 ,调节多种免疫细胞的分化和增殖 ,

同时具有调理免疫刺激以及清除感染和非感染颗粒的作

用[ 1 - 2] 。IL-10 蛋白前体由178 个氨基酸残基组成, 分子量

( Mr) 约为18 kD,其成熟蛋白含有160 个氨基酸。目前国内外

都已有克隆人IL-10 基因并进行重组表达的报道 , 但这些研

究中获取IL- 10 基因的方法都存在相对繁琐或是取材不便的

缺点[ 3 - 5] 。因此,笔者以医学实验室常用的人Burkitt’s 淋巴

瘤细胞系 Raji 细胞为材料, 旨在探索一种简便可行的人IL-

10 基因克隆方法,为IL-10 的重组表达及其生物学活性分析

奠定基础。

1  材料与方法

1 .1  实验材料 人B 淋巴细胞白血病 Raji 细胞株由实验室

保存;Raji 培养液 RPMI- 1640、灭活胎牛血清均购自 Gibco 公

司; 限制性内切酶、TRIzol RNA 提取试剂盒、一步法逆转录试

剂盒( Takara one step RNA PCR kit) 、Taq DNA 聚合酶、T4 DNA

连接酶、pMD18- T 载体均由Takara 宝生物工程( 大连) 有限公

司提供;大肠杆菌DH5α感受态细胞、DNA 分子量标准、PCR 及

DNA 回收试剂盒等均购自天根生化科技( 北京) 有限公司;其他

常规化学试剂为进口或国产分析纯,购自北京鼎国生物技术有

限公司;寡聚核苷酸引物由北京三博远志公司合成。

1 .2 细胞培养及总 RNA 提取  用含10 %胎牛血清的 RPMI-

1640 培养液传代培养,实验时取处于对数生长期的细胞提取

总RNA。离心收集约107 个 Raji 细胞, 用预冷灭菌的PBS 洗

涤沉淀, 以TRIzol RNA 提取试剂盒提取细胞总 RNA , 细胞总

RNA 提取方法参照试剂盒说明书进行。

1 .3 引物设计与合成  根据GenBank 中登录的人IL-10 序列

( NM_000572) ,用Oligo 6 软件设计1 对引物。为便于以后的

克隆表达, 在引物的末端设计了酶切位点,并加了保护碱基。

上游引物 ILP1 :5′- GCGGGATCCATGCACAGCTCAGCACTGCTC-

TG- 3′, 添加有 Ba m HI 酶切位点;下游引物ILP2 :5′- CGCGTC-

GACTTATCAGTTTCGTATCTTCATTGTCATGTAG -3′, 添加有 SalI

酶切位点。

1 .4 RT-PCR 按下列组成在PCR 反应管中调制反应液  10

×one step RNA PCR buffer 5 μl , 25 mmol/ L MgCl2 10 μl , 10

mmol/ L dNTP 5 μl ,RNAase inhibitor( 40 U/ ml) 1 μl ,AMV- Opti-

mized Taq 1μl ,AMV RTase XL( 5 U/ ml) 1μl ,ILP1( 20 μm) 1μl ,

ILP2( 20 μm) 1μl ,RNA 10μl ,RNAase free dH2O15μl , 总体积50

μl 。反应条件为:50 ℃30 min ,预变性94 ℃2 min ;94 ℃30 s ,

56 ℃30 s ,72 ℃1 min ,30 个循环, 最后延伸72 ℃10 min。反

应结束后,取反应液5 ml 进行1 %琼脂糖凝胶电泳,鉴定反应

产物。

1 .5 PCR 扩增产物的克隆与鉴定 PCR 产物琼脂糖凝胶电

泳,用 DNA 凝胶纯化试剂盒回收PCR 产物。将回收的目的

片段与载体pMD18- T 在T4 DNA 连接酶作用下连接, 将连接

产物命名为pMD18- T-IL10。连接产物转化感受态大肠杆菌

DH5α, 涂抹于含氨苄青霉素、x-gal 、IPTG 的 LB 琼脂平板,37

℃培养16 h。选取白色菌斑5～10 个, 用碱裂解法快速提取

质粒[ 6] 。先以ILP1 和ILP2 为引物, 对提取的质粒进行 PCR

扩增; 然后选取部分质粒, 用 Ba m HI/ Sal I 双酶切。PCR 产

物和双酶切产物均进行1 % 琼脂糖凝胶电泳鉴定, 筛选出含
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D pMD18- T-IL10G 的阳性转化子。最后选择1 个克隆 , 送交

上海生工生物技术公司测序。

2  结果与分析

2 .1  总 RNA 提取 从 Raji 细胞提取的总 RNA 可看到明显

的28SrRNA、18Sr RNA、5SrRNA 3 条带( 图1) 。

注 :1 为DL2000 marker ;2 为RNA。   注 :1 为DL2000marker ;

                2～3 为RT- PCR product 。

图1 总RNA 琼脂糖电泳    图2 RT- PCR 产物琼脂糖

                  凝胶电泳分析

2.2 RT- PCR  以骨髓细胞组织总 RNA 为模板, 进行 RT-

PCR, 对PCR 产物经琼脂糖凝胶电泳分析, 可见约550 bp 特

异性条带,与预期DNA 片段大小相符( 图2) 。

2 .3  pMD18- T-IL10 的PCR 和酶切鉴定  将 PCR 产物经琼

脂糖凝胶电泳, 回收提纯后克隆至pMD18- T 载体, 根据蓝白

斑筛选阳性克隆, 分别用PCR 扩增以及 Ba m HI/ Sal I 双酶切

注 :1 为DNA Marker ;2～7 为克隆号 ;8～9 为空白对照。

图3 pMD18- T-IL10的PCR 鉴定

注 :1～2 为克隆号 ;3 为 DNA Marker。

图4  pMD18- T-IL-10 克隆 Ba m HI/

Sai I 双酶切鉴定

鉴定pGEMT- IL10 , 并以平

板上的蓝斑( pMD18- T 空载

体) 作对照, 验证插入片段

是否存在。PCR 产物电泳

( 图3) 可见6 个白色菌落

均扩增出一条约550 bp 的

亮带, 与预期大小一致; 而

空白对照呈阴性, 说明几

个白斑克隆中均可能插入

外源基因, PCR 结果非污

染所致。经 Ba m HI/ Sal I

双酶切后,DNA 电泳可见

约540 bp 的酶切带( 图4) ,同预期的结果一致,进一步证明该

插入片段可能为IL-10 cDNA。

2 .4  序列分析结果  在PCR 扩增、双酶切鉴定得到的阳性

克隆中挑选1 个菌落, 制备甘油菌, 送上海生工生物技术公

司,以 M13 + / M13 - 引物进行序列测定。分析重组质粒的插

入DNA 片段序列,证实与国内外文献报道的IL-10 基因的序

列一致( 图5) 。从插入位点分析来看, 预先设计的上、下游酶

切位点等重要部件都完好无损。

图5 测序克隆插入序列与GenBank中公布的人IL-10 CDS 序列

对比

3  讨论

IL- 10 是一个通过调节髓来源细胞而发挥对免疫和炎症

反应重要影响的多功能细胞因子。IL-10 可通过抑制 Thl 细

胞的增殖和IL-2、IFN-γ、白三烯等细胞因子的产生[ 1 - 2] ,从而

抑制Thl 型免疫应答;IL-10 还可与IL-3 和IL-4 协同刺激未成

熟肥大细胞的增殖, 是 B 细胞有效的增殖和分化因子。此

外,IL-10 可与TGF-β共同作用, 通过抑制一氧化氮( NO) 的产

生而干扰IFN-γ对巨噬细胞( Mφ) 的活化, 抑制 NK 细胞产生

IFN-γ。由于IL-10 具有很强的抗炎作用 ,因此认为它在病理

情况下可能是一种有效的抗炎物质 , 可被用于治疗几种与

Thl 细胞因子有关的免疫性疾病。

目前获取IL- 10 基因的方法基本都是以外周血或脾脏为

材料, 提取总 RNA,经 RT- PCR 获得目的基因[ 3 - 5] 。在以外周
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- 0 .613 8 * ) ,稻米的胶稠度与垩白粒率和垩白度呈显著负相

关( - 0 .648 6 * , - 0 .564 6 * ) , 其他稻米品质性状间无显著相

关性。说明稻米垩白粒率越高的品种 , 其垩白度也越高, 而

其整精米率和胶稠度却越低。

  表2 湖南省14 个水稻新品种产量构成因子间的相关系数

性状 单位面积有效穗数 穗长 总粒数 结实率

穗长    - 0 .919 4* *

每穗总粒数 - 0 .765 6* *  0 .614 9 *

结实率 - 0 .143 0 0 .199 4  - 0 .164 9

千粒重 - 0 .352 7 0 .519 1 - 0 .268 8 0 .398 1

 注 : * * 表示达1 % 极显著水平 , * 表示达5 %显著水平 ,下同。

  表3 湖南省14 个水稻新品种稻米品质性状间的相关系数

性状 整精米率 长宽比 垩白粒率 垩白度 胶稠度

长宽比  - 0 .263 1

垩白粒率 - 0 .624 9 * - 0 .426 9

垩白度 - 0 .613 8 * - 0 .2179  0 .861 1* *

胶稠度 0 .327 6 0 .222 9 - 0 .648 6* - 0.564 6 *

直链淀粉含量 - 0 .242 5 - 0 .306 5 0 .479 0 0.301 9 - 0 .416 7

2 .3  产量构成因子与稻米品质性状间的相关性  由表4 可

见,穗长与稻米胶稠度呈显著正相关( 0 .5363 * ) ,穗总粒数与

米整精米率呈显著正相关( 0 .5921 * ) , 其他产量构成因子与

稻米品质性状间无显著相关性。说明穗长越长的品种 ,其稻

米胶稠度越高; 穗总粒数越多的品种, 其稻米整精米率越高。

  表4 湖南省14 个水稻新品种产量构成因子与稻米品质性状间的

相关系数

性状 整精米率 长宽比 垩白粒率 垩白度 胶稠度 直链淀粉含量

有效穗数 - 0 .321 8  0 .253 4 0 .216 6 0 .335 5 - 0 .392 8 - 0 .208 3

穗长 0 .361 2 - 0 .036 2 - 0 .470 5 - 0 .495 5 0 .536 3 * 0 .096 1

穗总粒数 0 .592 1 * - 0 .511 6 - 0 .131 0 - 0 .268 1 0 .104 6 0 .151 1

结实率 - 0 .448 4 - 0 .151 8 0 .232 7 0 .247 2 0 .287 1 0 .092 6

千粒重 - 0 .295 0 0 .375 9 - 0 .232 6 - 0 .273 1 0 .461 5 - 0 .004 4

3  结论与讨论

稻米品质是一个综合性状 , 它涉及到碾米品质、外观品

质、蒸煮食味品质和营养品质等方面的多项指标[ 12] 。通过

对湖南省14 个水稻新品种产量构成因子与稻米品质性状相

关性的分析, 发现在产量因子中 ,单位面积有效穗数、穗长和

穗总粒数间的关系密切, 单位面积有效穗数越少、穗长越长 ,

穗总粒数越多; 在品质性状中, 整精米率、胶稠度、垩白粒率

和垩白度间的关系密切,整精米率和胶稠度均随着垩白粒率

和垩白度降低而提高。在产量因子与品质性状间 ,穗长和穗

总粒数与整精米率和胶稠度关系密切, 随着穗长和穗总粒数

的增加, 整精米率和胶稠度随之提高。因此, 在育种过程中 ,

可将单位面积有效穗数、穗长和穗总粒数作为选育高碾米品

质( 整精米率) 、外观品质( 垩白粒率和垩白度) 和蒸煮品质

( 胶稠度) 水稻新品种的依据。
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血为材料的方法中 ,一般是先用淋巴细胞分离液或采用常规

密度梯度法从血液中分离单个核细胞进行体外培养, 提取

RNA 前还需加脂多糖或刀豆蛋白等抗原刺激培养,以诱导目

的基因表达,方法相对比较繁琐。而以脾脏为材料克隆目的

基因的方法往往受限于组织材料不容易获得。与外周血单

个核细胞和脾淋巴组织不同, 一些淋巴瘤细胞组成性地表达

包括IL-10 在内的细胞因子[ 7 - 8] , 且有较高的丰度。因此, 以

它们为材料,采用 RT- PCR 获得IL-10 等细胞因子基因, 具有

简便易行的优点。该研究从 B 淋巴瘤细胞 Raji 中扩增出了

IL- 10 基因,经分析比对与 GenBank 中登录的相应序列完全一

致。IL-10 基因的克隆为进一步进行克隆表达提供了基础。
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