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摘要  根据GenBank 收录的猪白细胞介素-10( PIL-10) 设计1 对特异性引物 ,经刀豆蛋白素 A( conA) 诱导猪淋巴细胞并提取总RNA ,RT-
PCR 方法首次扩增出荣昌猪PIL-10 的全长基因。序列分析表明PIL-10 全长771 bp。设计1 对引物亚克隆荣昌猪IL-10 基因成熟蛋白编
码基因(477 bp) 。利用基因重组技术构建了PET32a( + ) -PIL-10 融合表达载体,经酶切鉴定 ,DNA 测序证实重组质粒构建正确。将重组质
粒转化大肠杆菌BL21 ,IPTG 诱导,SDS- PAGE,重组菌的RT-PCR , Western blotting 结果表明融合表达成功。
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Cloning and Prokaryolic Expression of Rongchang Pig Porcine IL-10
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Abstract  The cDNA sequence encoding Rongchang pig porcine interleuki n-10( PIL-1) was cloned fromthe lymphocyte sti mulated with Con A by means
of the specific pri mers based on the reported sequence in GenBank .Sequence identification indicated the full length of cloned cDNA was 771 bp .Another
pair of pri mers was designed to sub-clone gene coding porcine IL-10 mature protein.The PET32a( +) - PIL-10 was identified and analyzed with enzymatic
digestion and DNAsequcing and was confirmed .The recombinant strai n was transformed into E. coli BL21 ,induced by IPTG,SDS- PAGE and the RT- PCR
result of recombinant strai n confirmed PIL-10 was presented successfully .
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  IL-10 是 Th 细胞( Th1/ Th2/ Th0) 、单核细胞、巨噬细胞、B

细胞及角质细胞等多种细胞产生的免疫调节性细胞因

子[ 1 - 2] 。IL-l0 作为细胞免疫的负调节因子, 抑制活化的 Thl

和NK 细胞分泌 IFN-γ[ 3 - 4] , 下调炎性细胞因子的合成分

泌[ 4 - 5] 、MHCⅡ类分子和共刺激分子B7 的表达[ 6] 。新近研究

发现,IL- 10 还参与调节机体天然免疫和 DC 细胞的分化发育

及功能[ 7 - 8] 。作为内源性的免疫抑制因子 ,IL-l0 能抑制机体

炎性反应,对某些自身免疫病和移植排异反应具有潜在的预

防和治疗作用[ 2] 。荣昌猪是国家重点保护品种, 具有肉质

好, 适应性强, 性成熟早, 母性强, 世代间隔短, 耐粗饲, 杂交

配合好等优点。该研究通过刺激猪外周血单核细胞, 利用

RT- PCR 技术首次克隆出荣昌猪的IL-10 基因, 并通过对基因

序列改造后进行原核表达, 即将信号肽切除后表达成熟蛋

白,以提高表达蛋白质的效率。这为进一步了解IL-10 在荣

昌猪免疫系统及免疫应答中的作用和猪器官作为异源器官

的免疫移植提供参考。

1  材料与方法

1 .1  材料及试验动物 RPMI1640 培养基购自 Hyclone 公司 ;

Trizol 购自introgen 公司;PMD18- T 载体试剂盒、EcoRⅠ和XhoⅠ

限制性内切酶、RT- PCR 试剂盒购自 TaRaKa 公司;PCR 产物

回收试剂盒购自 V-gene 公司; 淋巴细胞分离液购自天津血液

研究所 ;PET32a( + ) 表达载体和 DH5α以及BL21 均为实验室

保存;Con A 上海华舜公司分装;His- Tag ( 27E8) Mouse mAb 购

于深圳晶美公司; 山羊抗小鼠二抗购于成都科比特公司; 荣

昌猪购于重庆市养猪研究所。

1 .2 方法

1 .2 .1 猪PBMC 的分离和诱导表达。无菌采取荣昌猪抗凝

血10 ml ,用等量D- hank′s 液稀释。取稀释的外周血缓慢加于

等量的淋巴细胞分离液上,2 000 r/ min 室温离心20 min ; 用巴 �
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氏滴管吸取中间雾状白色淋巴细胞层, 加入D- hank′s 液2 000

r/ min 离心洗涤2 次; 淋巴细胞用含15 % 胎牛血清 RPMI1640

( 含100 U/ ml 青霉素和100 μg/ ml 的链霉素) 培养液稀释至1

×107 个/ ml , 5 μg/ ml Con A 诱导刺激培养, 淋巴细胞在5 %

CO2 条件下37 ℃培养24 h。

1 .2 .2 淋巴细胞总 RNA 的抽提。淋巴细胞培养24 h 后, 离

心收取淋巴细胞, 收集细胞培养物用 TRIzol 试剂( GIBCO

BRL 公司) 按厂商提供的方法提取总 RNA。电泳观察所提取

RNA 的完整性, 加RNA 酶抑制剂后置- 70 ℃备用。

1 .2 .3 引物设计。所有引物根据文献报道序列设计, 由大

连宝生物公司合成。

PIL-10 全基 因序列的上 游引物 P1 : CGACTCAACGAA-

GAAGGCACAG; PIL-10 全 基 因 序 列 的 下 游 引 物 P2 :

ATAGTTCACAGAGAGGCTCGGTAA ;亚克隆编码PIL-10 成熟多

肽的上游引物 P3 :TGCGAATTCATGAGCATTAAGTCT ; 亚克隆

编码PIL- 10 成熟多肽的下游引物 P4 :TCGGAGCTCTCAGTTC-

TTCCTCC。

1 .2 .4  RT- PCR 扩增PIL10。参照TaRaKa 公司 RT- PCR 一步

法试剂盒说明,RNA 模板2 μl ,MgCl 2 10 μl ,2×mRNA Selective

PCR BufferⅠ25 μl ,dNTP Mixture 5 μl ,RNase Inhibitor 1 μl ,AMV

反转录酶1 μl ,上下游引物( P1、P2) 各1 μl ,RNase Free H2O 3

μl , 按以下条件反应:50 ℃40 min ,85 ℃1 min ,55 ℃1 min ,72

℃1 min ,30 个循环后, 延伸10 min。

1 .2 .5  PCR 产物回收和克隆。PCR 产物经1 % 琼脂糖凝胶

电泳分离,切下770 bp 处的目的条带, 用凝胶回收试剂盒回

收后连接pMD18- T 载体, 并转化 DH5α感受态细胞, 挑取经

Amp、X- gal 、IPTG 筛选的白色菌落, 接种于含 Amp( 100 μg/ ml)

的LB 培养基 ,37 ℃振荡培养20 h , 提取质粒, 进行质粒PCR

和酶切鉴定,将鉴定的阳性质粒送至大连宝生物公司测序。

1 .2 .6 PIL-10 的原核表达。由于荣昌猪IL- 10 序列改造后进

行原核表达,因此用特异性引物亚克隆切信号肽序列, 引物2

段分别加 EcoRⅠ和 Xho Ⅰ酶切位点。将扩增产物和 PET32a

( + ) 表达载体同时双酶切后连接, 转化 BL21 宿主菌。挑取
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阳性克隆到5 m1 含Amp( 60 μg/ ml) 的LB 中 ,37 ℃培养过夜。

取0 .5 ml 培养液接种50 m1 含Amp( 60 μg/ ml) 的LB 中,37 ℃

震荡培养至 OD600为0 .6 , 加入1 mol/ L 的 IPTG 到终浓度为

1 .0 mmol/ L, 继续培养3 h , 分别在诱导后3、4、5 h , 各取1 .5 ml

样品进行检测。设空白质粒对照样品、未诱导样品 , 将1 .5

ml 菌液加入 Eppendorf 管中, 离心沉淀细菌。在菌体沉淀中

加入20 μl 双蒸水重悬, 然后加入20 μl 含 DTT 的2XSDS 上样

缓冲液, 混匀, 沸水中处理5 min , 短暂离心, 取样进行SDS-

PAGE 电泳分析。

1 .2 .7 重组菌的 RT- PCR。取表达成功的重组菌液1 .5 ml ,

按抽提细菌RNA 试剂盒的说明进行, 抽提重组菌的RNA, 按

前面同样的条件进行 RT- PCR , 得到的产物进行琼脂糖凝胶

电泳。

1 .2 .8 Western blotting 分析。用上述方法电泳后 , 用电转化

法将凝胶转印至硝酸纤维膜上, 用 His- Tag( 27E8) Mouse mAb

( CST 公司) 按照免疫学常用实验方法中的 Western 印迹法稍

作改进进行 Western blotting 检测[ 9] 。

2  结果与分析

2 .1 荣昌猪IL-10 基因的 RT- PCR 扩增 RT- PCR 扩增后得

到一特异的扩增片段, 通过1 % 琼脂糖凝胶电泳, 与预期的

PCR 产物大小相近,约为771 bp( 图1) 。

注 :1 .IL-10 RNA 反转录扩增产物 ;M.DNA 分子质量标准。

图1 荣昌猪IL-10 RT-PCR 电泳图谱

2 .2  重组质粒的酶切及PCR 鉴定  将重组质粒进行EcoR

Ⅰ、SaⅡ酶切及PCR 扩增鉴定 ,得到与目的基因大小一致的片

段,说明该实验中所克隆的目的基因已成功插入到pMD18- T

载体。

注 :1 .酶切鉴定 ;2 .PCR 鉴定 ; M.DNA 分子质量标准。

图2 重组质粒的EcoRI 和SaII 酶切鉴定

2 .3  荣昌猪IL-10 成熟蛋白基因的亚克隆及重组表达载体

的鉴定 应用引物P3 和 P4 扩增出成熟蛋白基因( 477 bp) ,

将扩增出的基因连接PET32a( + ) 表达载体, 转化 BL21 宿主

菌,挑取转化细菌, 抽提质粒, 用 EcoR I ,Xho I 双酶切和PCR

扩增鉴定后, 从电泳结果可见单纯的表达载体大小为5 600

bp ,酶切和PCR 扩增的基因为477 bp 左右( 图3) 。将阳性质

粒送至大连宝生物公司测序, 结果和理论设计一致。

注 :1 .酶切鉴定 ;2 .PCR 鉴定 ; M.DNA 分子质量标准。

图3 PET-32a( + )- RIL-10 重组质粒的EcoRI ,Xho I 双酶切鉴定

2 .4 将获得表达的重组菌抽提 RNA  经 RT- PCR ,琼脂糖凝

胶电泳 ,在约500 bp 处有一条带,与预期目的相符。

2 .5  荣昌猪IL-10 基因的诱导表达鉴定和免疫印迹 收集

不同诱导培养时间的工程菌, 处理后SDS- PAGE 电泳, 考玛斯

亮蓝染色鉴定。转化的重组BL21 菌株经IPTG 诱导培养后 ,

表达的融合蛋白表观分子量约为38 kD,12 %SDS- PAGE 电泳

结果表明, 表达质粒经诱导后均有明显的特异性条带产生 ,

而PET32a( + ) 未插入PIL- 10 基因的融合蛋白在约20 kD 处

有特异性条带出现。光密度扫描结果显示, 诱导5 h 后, 表达

蛋白条带约占菌体总蛋白的48 .5 %。免疫印迹实验证实重

组蛋白可以被组氨酸特异性单抗所识别( 图4) , 表明重组蛋

白以带有组氨酸标签的融合蛋白形式表达。

注 :M.蛋白质分子质量标准 ;1 .PET32a( + ) 诱导 ;2 .PET32a( + )-

PIL-10 未诱导 ;3 ～5 .IPTG 分别诱导PET32a( + )- PIL- 10 3、4、5

h ;6 .免疫印迹。

图4 融合蛋白的SDS- PAGE分析以及免疫印迹分析

3  讨论

IL- 10 是一种重要的细胞因子, 具有多种生物学功能, 在

免疫网络调节中发挥独特的作用。例如它可抑制巨噬细胞

产生细胞因子, 抑制巨噬细胞的抗原提呈功能; 促进单核/

巨噬细胞表达IL- 1Ra , 因而具有抗炎作用; 可刺激 B 细胞的

分化, 上调其MHCⅡ类分子表达和抗体产生; 抑制Th1 细胞

介导的细胞免疫应答, 抑制Th1 细胞产生IL- 12 , 从而间接抑

制NK 细胞活性等。

该研究应用RT- PCR 技术从ConA 诱导培养的猪外周血
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上, 高含VE ,衣分30 %～35 % ,铃重7 g 以上,子指14 g 以上 ,

纤维长度31 mm以上, 比强度35 c N/ tex , 马克隆值3 .8～4 .2 ,

籽棉产量超对照8 % 以上的抗虫优质低酚棉杂交种。

3 .2 可行性分析

3 .2 .1 遗传基础。棉花的诸多经济性状间以及经济性状与

农艺性状间的遗传存在着复杂的相关关系 ,如 :衣分与纤维

长度、强度、子指、棉籽含油量呈负相关, 皮棉产量与纤维强

度间呈负相关, 衣分与皮棉产量呈正相关, 纤维长度、子指、

铃重、单铃种子重、棉籽含油量之间呈正相关。传统的棉花

育种目的只是为了达到棉纤维的高产优质, 打破了许多性状

间的不利的相关关系, 虽采取了多种育种手段 ,包括利用杂

种优势, 但往往顾此失彼, 纤维产量和品质并未达到理想的

目的, 植棉效益并未显著提高。

拓展棉花育种目标, 兼顾棉纤维和棉仁的质和量的协调

发展, 合理利用性状间的相关关系,变不利关系为有利关系 ,

如通过适当降低衣分, 增加铃重和子指, 来达到提高纤维长

度、强度、棉仁产量和棉籽含油量的目的。

3 .2 .2 资源条件。在“六五”至“八五”期间, 我国已先后育成

20 多个低酚棉品种, 如中棉所13、中棉所20、冀无252、冀棉

19 号等, 有10 个县被列为全国优质低酚棉基地建设县 ,曾开

发出高档食品和饲料, 也带动过一批食品工业、饲料工业的

发展。虽然1996 年后我国低酚棉的开发利用未形成产业, 但

已创造了丰富的品种资源和开发利用研究基础条件。

中国科学院遗传与发育生物学研究所通过棉花远缘杂

交创造出了大铃、大籽、特优纤维的棉花资源材料 ,其铃重9 g

以上, 子指16 g ,纤维长度34 mm,比强度38 c N/ tex ,马克隆值

3 .5。如将其转育成低酚棉 ,再与其他抗虫低酚棉品种杂交 ,

有望筛选出符合育种目标的高优势优质低酚棉杂交种。

4  需要解决的问题

建立优质低酚棉生产基地和综合加工基地, 实现优质优

价, 提高植棉效益; 研制低酚棉田防治鼠害的特效药物和方

法, 保证棉仁不被危害和污染。
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淋巴细胞总RNA 中扩增出荣昌猪IL-10 的全基因。测序结

果与 GenBank 上公布的序列同源性为99 .38 % , 说明IL-10

基因较为保守。PIL-10 核苷酸编码蛋白序列全长528 bp , 含

一个完整开放阅读框( ORF) , 共编码174 个氨基酸, N 端18

个氨基酸形成信号肽, 成熟蛋白为157 个氨基酸 , 分子量约

为18 .11 kD。此次克隆到的PIL- 10 基因与兰文升等[ 10] 报道

的PIL-10 基因核苷酸序列完全一致。将猪IL- 10 核苷酸序

列与人、大鼠和小鼠的IL- 10 序列进行比较, 其同源性分别

为84 %、79 % 、79 % , 说明了与这两种动物的IL-10 具有交叉

反应相一致[ 11] 。

真核生物的信号肽在原核生物中进行表达时大部分不

具有分泌功能, 并且它始终与活性蛋白融合在一起从而可

能在一定程度上影响了成熟蛋白生物活性的正常发挥。为

了在后续的试验中进一步研究蛋白的活性, 因此在试验的

原有途径表达蛋白时 , 切除其信号肽进行表达量。从两种

途径表达蛋白的量比较来看 , 切除信号肽后提高了蛋白的

表达量。仇华吉等[ 11] 曾用PET 表达系统对猪IL-10 基因进

行了反复表达尝试 ,但没有获得成功 , 可能是该基因的独特

性不适合于在该体系中表达[ 12] 。但笔者的试验证明猪IL-

10 基因能在PET 表达系统中获得表达。

该试验首次克隆出重庆荣昌猪IL-10 基因 , 并通过对基

因序列改造后表达出融合蛋白, 这为进一步研究荣昌猪IL-

10 在体内外的作用 , 并为研究其生理活性及在疾病和疫苗

免疫中的作用提供了条件。同时荣昌猪IL-10 的深入研究,

可以为荣昌猪作为免疫移植的供体提供参考。
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