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0 引言

白细胞介素2（Interlenkin-2,IL-2）主要是由活化的

T淋巴细胞产生的一类重要的淋巴因子，具有广泛的

生物学特性。可以促进T、B淋巴细胞的增殖和分化，

基金项目：红河学院重点学科建设项目“生物化学与分子生物学”(071010)；红河学院博硕科研启动项目“鸡 IL-2基因的克隆和表达”（XS205026）。

第一作者简介：谢昆，男，1975年出生，讲师，云南昆明人，硕士，主要从事动物细胞因子克隆方面的研究。通讯地址：661100 云南蒙自红河学院生命

科学与技术学院，.Tel：0873-3699787，E-mail：xk_biology2@126.com。

收稿日期：2010-07-01，修回日期：2010-09-15。

鸡 IL-2基因的克隆、序列分析及蛋白结构预测
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摘 要：根据GenBank中已发表的鸡白细胞介素2 (IL-2)mRNA基因序列，利用Premier 5.0软件设计一对

特异性引物，采用RT-PCR技术，以ConA刺激的鸡外周血淋巴细胞为材料，从总RNA中扩增出鸡 IL-2
基因。经琼脂糖凝胶电泳显示扩增片段约为432 bp，分离纯化片段，克隆入pMD-18T载体，转化DH5α

感受态细胞，获得阳性重组质粒，经酶切鉴定，测序结果显示，该基因全长432 bp，含有一个 432bp的开

放阅读框，编码143个氨基酸。生物软件分析结果表明该序列与GenBank中发表的鸡的 IL-2的核苷酸

序列同源性为 98.8%，与黄牛、马、鸡、绵羊、牛、犬、人、山羊、鼠、水牛的核苷酸同源性分别为 31.2%、

28.2%、27.3%、30.6%、26.2%、31.7%、30.1%、30.8%、26.6%、30.6%。与GenBank中发表的鸡 IL-2编码的

氨基酸序列同源性为 95.8%，与上述动物的氨基酸序列同源性分别为 7.6%、7.6%、9.7%、7.6%、6.9%、

10.4%、11.8%、7.6%、9.0%、7.6%、10.4%。这表明鸡的 IL-2基因被成功克隆，它存在着种属特异性。这

为进一步研究该基因的生物学作用特别是利用 IL-2增强DNA疫苗的免疫效果奠定了基础。
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Abstract: According to GenBank in the IL-2 cDNA sequences, using Premier 5.0 software design a pairs of
specific primer, the local Dorking inject 100 μg/ml Con A, total RNA was extracted from feeding 24 hours
lymphocyte from spleen, by RT-PCR cloning colony IL-2 cDNA fragment. The DNA fragments were analyzed
use DNAStar software between different species identity for comparison. Sequence analysis showed that IL-2
gene has an open reading frames for 432 nucleotide acids, encoding 143 amino acids and most of signal
peptide, compared with published on Genbank, the nucleotide identity was 98.8%、31.2%、28.2%、27.3%、

30.6%、26.2%、31.7%、30.1%、30.8%、26.6%、30.6%. compared with published on Genbank, the Amino acids
was 95.8%, 7.6%、7.6%、9.7%、7.6%、6.9%、10.4% 11.8%, 7.6%, 9.0%, 7.6%, 10.4% with cattle, horse, cat,
sheep, bovine, canis, people, capra, mice, cow of IL-2 sequence comparison The gallus IL-2 gene was
successfully cloned, there is a species-specific. And construct a based on further study the biological effects of
IL-2 gene in particular the use of IL-2 enhance the immune effect of DNA vaccine.
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并可增强NK细胞、单核细胞等的杀伤活性，在抗肿

瘤、抗病毒、免疫调节及感染性疾病的治疗中具有重要

作用[1]。1982年Schauenstem等[2]首先发现了鸡脾淋巴

细胞分泌一种类似哺乳动物白细胞介素2一样活性的

细胞因子。1983年Tanigucbi等[3]人首先成功克隆人的

IL-2基因以来，随着分子生物学的发展和基因工程技

术的革新，PCR技术被应用到细胞因子的克隆中来，

并大大缩短了基因克隆的时间，近年来人们对 IL-2进
行了大量的研究，许多动物如牛[4]、绵羊[5]、山羊[6]、鸡[7]、

狗[8]、马[9]、猪[10]、人[11]、鼠[12]的 IL-2基因已被成功克隆。

直到1997年，Sundick等[13]用激活的鸡脾淋巴细胞构建

了一个cDNA文库，才获得了鸡 IL-2基因克隆，使 IL-2
的研究步入分子平。根据GenBank上发表的鸡 IL-2
的mRNA序列（NM_204153），采用RT-PCR技术扩增

出鸡的 IL-2基因，并将其与GenBank其他物种如马，

狗，人序列同源性进行了比对，对其氨基酸序列进行了

预测，为 IL-2的研究做进一步的探索，为 IL-2蛋白的

表达和生物学活性研究奠定基础。

1 材料与方法

1.1 实验材料

鸡血采自蒙自农贸市场，取 50 mL左右血液于预

先加入1 mL的肝素钠溶液（10 mg/mL）的无菌离心管

中，摇匀备用。

1.2 菌株与质粒

大肠杆菌E.coli DH5α细胞为红河学院分子生物

学实验室保存，pMD18-T Vector 购自大连宝生物

（TaKaRa）工程有限公司

1.3 鸡外周血淋巴细胞的分离与培养

采用密度为 1.080的淋巴细胞分离液分离鸡外周

血淋巴细胞，将分离的淋巴细胞密度调至5×106个/mL，

假如终浓度为 50 μg/mL的ConA，0.5%CO2，40℃的二

氧化碳培养箱中培养18 h。

1.4 鸡淋巴细胞总RNA的提取

将培养 18 h 后的淋巴细胞，4℃ 2000 r/min 离心

3 min。弃上清，加 1 mL Trizol 试剂，一步法提取总

RNA，具体方法参照《分子克隆实验指南》[14]。

1.5 鸡 IL-2基因的RT-PCR扩增

根据 GenBank 中已报道的鸡的 IL-2 基因 cDNA

序列（NM_204153）的高度保守区，利用引物设计软件

Primer 5.0 设计如下一对引物：

P1：5'- GGGACACTGCCATGATGTGCA-3'

P2；5'-GCTTATTTTTGCAGATATCT-3'。

使用RT试剂盒反转录合成 cDNA，然后进行PCR

的扩增，PCR反应程序为：94℃预变性5 min；94℃变性

30 s；53℃退火 30 s；72℃延伸 30 s，循环扩增 30次；最

后 72℃延伸 10 min，扩增结束后取 10 µL产物进行电

泳检测。

1.6 基因的亚克隆

将回收后的 PCR 产物 4.5 µL 与载体 PDM18-T

Vector 0.5 µL 相 连 接 ，并 加 入 Ligation Solution1

5.0 µL。转化 JM109感受态细菌，经含有氨苄青霉素

的平板筛选培养，挑取菌落，提取重组质粒。

1.7 重组质粒的鉴定

将提取的重组质粒进行 EcoRI和 BamHI双酶切

鉴定和PCR鉴定。

1.8 鸡 IL-2基因的序列测定和分析

琼脂糖凝胶电泳鉴定为阳性的 PCR产物送交上

海生工测序，应用DNAstar软件对测定的黄牛 IL-2基
因进行序列分析、同源性比较和进化树分析。

2 结果

2.1 鸡 IL-2基因的RT-PCR扩增

取PCR产物5 μL经1.5%琼脂糖凝胶电泳后，显示

有一 500 bp左右的条带，与预计的片段大小一致（图

1）。

2.2 鸡 IL-2基因的克隆及酶切分析

重组质粒经 PCR鉴定和EcoRI、BamHI双酶切鉴

定，PCR鉴定结果显示在 432 bp处有特异性条带，而

双酶切出现一条约 2500 bp 的载体大片段和一条约

432 bp的目的片段，大小均与预计相符。说明鸡 IL-2
基因已重组到载体中（图2，图3）。

2.3 鸡 IL-2基因序列测定及分析

对酶切和 PCR鉴定为阳性的重组质粒进行序列

测定，经大连宝生物公司测序后，得到了鸡 IL-2基因

的全序列。该基因全长 432 bp，编 143个氨基酸。利

1 2

2000 bp

1000 bp
750 bp
500 bp

250 bp

100 bp

1: 鸡 IL-2基因的RT-PCR扩增产物; 2: DL2000 Marker

图1 鸡 IL-2基因的RT-PCR扩增
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用DNAMAN软件将所克隆得到的鸡 IL-2因子基因序

列与GenBank中已发表的鸡 IL-2因子基因序列比较，

发现在第共有 5个基因位点突变，从第一位起始密码

子开始分别为第10、146、275、322、420位（图4）。

2.4 鸡 IL-2基因编码的氨基酸序列分析

利用DNAMAN软件将所克隆得到的鸡 IL-2基因

1 2

2000bp

1000bp
750bp
500bp

250bp

100bp

1: DNA Marker 2000

2: pMD18-T-IL-2重组质粒的PCR结果

图2 重组质粒的PCR鉴定

1: DNA Marker 2000

2: pMD18-T-IL-2重组质粒的双酶切结果

图3 pMD18-T-IL-2重组质粒的双酶切结果

1 2

2000bp

1000bp
750bp
500bp

250bp

100bp

1: 克隆的到得鸡 IL-2基因序列；2: GenBank发表的鸡 IL-2基因序列

图4 克隆的到得鸡 IL-2基因序列与GenBank发表的 IL-2序列对比
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进行序列预测后结果如下（图 5），用DNAStar 进行分

析确定 IL-2 cDNA 全长 432 bp，编码 143 个氨基酸。

预测蛋白质分子量为16359.92 D，等电点为5.224。

2.5 鸡 IL-2基因同源性比较和进化树分析

利用DNAStar软件将克隆得到的鸡的 IL-2基因

与其他几种脊椎动物的 IL-2基因进行同源性比较和

进化树分析后发现，鸡 IL-2与GenBank上发表的鸡的

IL-2基因的同源性比较高，达到 98.8%。而与牛和鼠

的 IL-2 基因同源性比较低，分别为 26.2%和 26.6%。

（图6，图7）

2.6 鸡 IL-2 基因与其他动物 IL-2 基因编码的氨基酸

同源性比较及进化树分析

利用DNAStar对克隆所得的鸡 IL-2基因序列进

行氨基酸序列推导后与以上各基因所推导的氨基酸序

列进行同源性比较与进化树分析后发现，氨基酸的同

源性与基因的同源性差异比较大（图 8），进化关系差

图5 鸡 IL-2因子基因编码的氨基酸序列

图6 鸡 IL-2基因与同其他各种脊椎动物 IL-2基因的源性比较
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异也比较明显（图9）

2.7 鸡 IL-2蛋白二级结构预测

利用DNAStar对克隆所得鸡的 IL-2基因序列的

推导氨基酸序列进行蛋白质二级结构预测与抗原性分

析后发现，鸡的 IL-2的推导蛋白的空间结构具有7个α

螺旋，6个β折叠，8个转角和 3处无规则卷曲，对其进

行疏水性分析后发现鸡 IL-2基因序列的推导蛋白质

具有较强的亲水性，只有一个强疏水位点，在第10，11

图7 鸡 IL-2基因与其他各种脊椎动物 IL-2基因进化树比较

图8 鸡 IL-2基因编码的氨基酸与其他动物 IL-2基因编码氨基酸同源性分析

图9 鸡 IL-2基因编码氨基酸与其他动物 IL-2基因编码氨基酸序列进化树分析
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位氨基酸处。（图10）

3 讨论

白细胞介素 2（interlenkin-2, IL-2）主要是由活化

的T淋巴细胞产生的一类重要的淋巴因子，具有广泛

的生物学特性。可以促进T、B淋巴细胞的增殖和分

化，并可增强NK细胞、单核细胞等的杀伤活性[15]，在

抗肿瘤、抗病毒、免疫调节及感染性疾病的治疗中具有

重要作用。根据GenBank中报道的鸡 IL-2基因的高

度保守区序列，利用Primer 5.0软件设计特异性引物，

克隆得到 IL-2基因的开放阅读框由 432个核苷酸组

成，编码 143个氨基酸。经测序与序列分析证明得到

了鸡的 IL-2基因。该基因的成功克隆将为进一步研

究它的生物学活性以及作为肿瘤疫苗和DNA疫苗的

免疫佐剂奠定了物质基础。与GenBank上登录的参

考序列相比较，其中有5个碱基发生变异，这5个碱基

的变异导致蛋白水平上5个氨基酸残基的变异。

细胞因子基因通常处于沉默状态，其表达具有时

空性[16]，只有当受到刺激原致敏后才进行转录和表达，

IL-2基因也不例外，所以利用有丝分裂原如刀豆蛋白

A（ConA）液刺激诱导鸡脾脏后再提取细胞总RNA，利

用RT-PCR技术成功克隆了鸡 IL-2基因。

通过对鸡的 IL-2与其他几种脊椎动物的 IL-2的
核苷酸序列以及各自所推导的氨基酸序列进行同源性

比较与进化树分析后发现，测出的鸡的 IL-2 与

GenBank 上发表的鸡的 IL-2 的同源性最高，分别为

98.8%和 95.8%，从进化关系上看，二者的在进化树上

的距离最为接近，可能可以说明他们在系统进化过程

中一直处在相同的分支上，即表明侧出的鸡和

GenBank上发表的鸡在进化关系上可能具有密切的亲

缘关系。与牛的 IL-2 的同源性最低，只有 26.2%和

6.9%，若以这个基因为依据应可以表明鸡类与牛类的

亲缘关系比较远。

应用生物信息学技术和分子生物学软件，对鸡白

细胞介素（IL-2）蛋白二级结构进行了预测和分析。对

于鸡 IL-2编码的氨基酸序列的二级结构预测结果显

示，鸡白细胞介素的空间结构比较复杂，有7个α螺旋，

6个β折叠，8个转角和 3处无规则卷曲。对其进行疏

水性分析后发现鸡 IL-2基因序列的推导蛋白质具有

较强的亲水性，只有一个强疏水位点，在第10，11位氨

基酸处。它的蛋白质相对分子大小 16359.92 D，等电

点为 5.224。这将为利用生物技术为鸡增强抗病能力

提供依据。
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