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猪白细胞介素12 p35、p40亚基基因的克隆和序列分析

袁远英h2，方强2”，孙新2”。王雪梅2”，李柏青h2。夏惠2一

[摘要]目的：克隆猪白细胞介素(IL)．12 p35、p40弧基基因，为制备猪囊尾蚴的复合基因疫苗奠定基础。方法：分别分离成年

猪的外周I缸单个核细胞和脾细胞，培养10 h后用IFN．1(100 ng／m1)刺激增殖12 h，随后加入细菌脂多糖(1斗∥m1)刺激培养

3 h．分别收集细胞并提取细胞总RNA，用RT·PCR方法扩增猪IL-12 p35、p40 eDNA编码基因．克隆至pMDl8-T载体，经PCR

和双酶切鉴定后进行序列测定。结杲：猪IL-12 p35、p40 eDNA PCR产物电泳结果证明所克隆的基因分别为616 bp和

l 0ll bp，基凶测序结果与GenBank报道的基因序列各有一个碱基差异，但编码氨基酸无差异，证实分别为猪IL·12 p35、p40

eDNA编码基因。结论：成功克隆r猪lL．12 p35、p40 eDNA编码基因。
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Cloning and sequence analysis genes of porcine interleukin-12 p35 and p40 subunit
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[Abstract]Objective：To clone genes of encoding porcine interleukin-12 p35 and p40 subunits，for preparing the compound nucleir

acid vaccine against the porcine bladder worm．Methods：Peripheral blood mononuelear cells and splenic lymphocytes of porcine were

isolated and cultured for 10 hours，and stimulated with 100 as／ml IFN一1 for 12 hours，followed by stimulated with l斗g／ITl：l

lipopolysaccharide for 3 hours．Total RNA from these stimulated porcine lymphocytes were extracted．eDNA of genes for porcine IL-12

p35 and p40 subunit were ampliphied by RT—PCR assay and inserted into pMDI8-T vector．The cloned genes were sequenced．Results：

The PCR products of porcine IL·12 p35 and p40 subunits were 616 bp and l Oll bp，respectively，verified by eleetmphoresis，sequence

analysis for cloned genes in pMDi8-T vector showed one base was different in each but none affecting amino acids coding，confirmed to

be genes of porcine IL-12 p35 and p40 subunit．Conclusions：eDNA encoding porcine interleukin-12 p35 and p40 subunit have been

successfully cloned into cloning vector pMDI 8-T．

[Key words]eysticercosis；interleukin l 2；p35；p40；RT—PCR；molecular cloning；sequencing

白细胞介素一12(interleukin一12，IL一12)，又称细

胞毒淋巴细胞成熟因子(CLMF)¨。和自然杀伤细胞

刺激因子(NKSF)L2J，是一种分子量为75 kDa的糖

蛋白，由40 kDa和35 kDa两个亚基经二硫键结合

的异源二聚体，p35决定IL．12的种属特异性，040

在IL-12与受体结合时起关键作用一1。IL-12是一

种由巨噬细胞和其它抗原提呈细胞产生的早期炎症

细胞因子，具有广泛的免疫效应：促进NK和T细胞

的增殖及杀伤作用，促使细胞因子的分泌，诱导抗原

特异性辅助性T细胞(helper T cell，TH)向THl分

化。近年来，IL一12作为疫苗佐剂和免疫调节剂受

到广泛关注，通过基因工程构建的重组IL—12载体，
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已被直接应用于肿瘤基因治疗或作为DNA疫苗的

基因佐剂因子，而在猪的基因疫苗中，国内外均有以

IL一12作为DNA疫苗佐剂的报道L4’5 J。本研究从猪

体不同来源的细胞分别克隆猪IL．12的p35、040亚

基，与已发表的序列比较，p35基因和p40基因均只

有一个碱基差异且为同源突变，其编码的氨基酸均

相同，成功获得了编码猪IL．12 p35、040亚基的

eDNA克隆，为制备猪囊虫的基因联合疫苗奠定基

础。

1材料与方法

1．1 实验动物成年肉猪，由蚌埠宏业肉类联合加

工有限责任公司提供。

1．2质粒和受体茵pMDl8-T载体为TaKaRa产

品，大肠埃希菌E．coli由本室保存。

1．3 工具酶及试剂Tfizol试剂为lnvitrogen公司

产品，eDNA合成试剂盒为Fermentas公司产品(#

K1621)，PrimeSTARTM HS DNA聚合酶为TaKaRa产

品，Tap DNA聚合酶、100 bp plus DNA Ladder和lkb

 



DNA Ladder均为Fermentas公司产品，BamH I、

HindⅢ和跏I均为TaKaRa产品，Fieoll分离液为
上海试剂二厂产品，其余试剂为国产分析纯。
1．4 引物 根据Genbank发表的序列(登录号为

p35：L35765；p40：U08317)共设计两对引物，其中在

p35基因的上下游引物中，划线部分为插入的保护

碱基和酶切位点，引物由上海生工合成，PAGE纯

化。猪p40S(49-69)：AGAGCAAGATGCACCTTCAG；

猪p40A(1 059．1040)：CTCCATGGlTrrGTCCCAAG；

猪p35 S(285-302)：g垦垦堡垒生垦!C AGGAGCCTCCCTG

CAACC；猪p35 A(878·858)：CCCGAGCTCTAGATI"

AGGAAGAATrCAGATAGCT

1．5细胞的分离培养及总RNA提取

1．5．1猪脾细胞的分离取新鲜猪脾，无菌采取脾

脏，立即放人含庆大霉素100 u／111l的Hank’s液中，

冲洗后去其表面被膜、脂肪及结缔组织，剪成1 cm×

1 em×1 em大碎块，200目钢网中磨碎过滤。
4℃1 500 r／min离心15 min，去上清；加入50倍量

体积的红细胞溶解液(2×氯化铵)，充分震摇1 min

后迅速用Hank’s液稀释，4℃1 200 r／min离心

5 rain，洗涤细胞2次。然后用含10％小牛血清

砌)MIl640完全培养液调细胞浓度为

(2—5)×106／ml，放入24孔板中培养10 h。

1．5．2猪外周单核细胞(PBMC)的分离从猪前

腔静脉采取血20 mI肝素抗凝，加入等量的Hank’s

液稀释后，加入等量的Ficoll分离液，20℃水平离心
1 500 r／rain 30 rain，小心吸取单个核细胞界面层，

Hank’s液洗涤4℃l 500 r／rain 10 rain，洗涤细胞2

次。最后用含10％小牛血清RPMIl640完全培养液

调整细胞浓度为(2—5)×106／ml，放入24孔板中培

养10 h。

1．5．3细胞的刺激培养及总RNA的提取 向上述

培养10 h的细胞中分别加入IFN一1(100 ng／m1)刺

激增殖12 h，随后加入LPS(1“re'm1)刺激培养3 h，

分别收集细胞按Trizol试剂盒说明书提取细胞总

RNA，分别用紫外分光光度法测定总RNA的纯度和

浓度，1．2％TBE琼脂糖凝胶电泳鉴定RNA的质

量，选取高质量的RNA进行逆转录。

1．6总mRNA的逆转录按照Fermentase公司的

RevenAidT”第一链eDNA合成使用说明书操作：其

中在20一反应体系中，细胞总RNA量为3—4峭，

oligo(dT)，。为引物，M-MuL V逆转录酶进行逆转录，

所得eDNA立即进行PCR或～20℃保存待用。

1．7 PCR猪IL．12 p35扩增体系为以反转录后的

产物2“l作为扩增的模板，扩增反应液总体积为

50一，其中5×Prime STAR州缓冲液10 Ixl，dNTP

645

2 mmol／L。上下引物各20 pmol／L，Prime STARTM HS

DNA聚合酶0．5脚，补加灭菌水至总体积为50山。

预加热94℃3 min；然后94℃1 min，58．7℃

l min．72℃1．5 min，35个循环；最后72℃延伸

10 min。猪IL．12 p40扩增体系及反应条件与猪IL一

12 p35相似，不同之处是退火温度为58℃。扩增结

束后取8 IXl PCR产物，用1．2％TBE琼脂糖凝胶进

行电泳鉴定，分别获得616 bp和1 011 bp两条特异

性目的片段，给予切胶回收纯化。
1．8 目的片段与载体的连接

1．8．1 目的片段的加A尾反应加A尾反应体系

为：PCR纯化后产物1—7斗l，10×Taq缓冲液1斗l，
dATP 0．2 mmol／L，Taq DNA聚合酶5 U，加灭菌水

至总体积为10斗l。70℃孵育30 min，乙醇沉淀加

尾产物。

1．8．2与载体的连接反应根据pMDl8一T载体使

用说明书建立连接反应体系，取已纯化加了A尾端

的目的DNA 0．1—0．3 pmol、pMDl8一T载体1 Ixl、

Solution I 5斗l，加灭菌水至总体积为10一，16℃

30 min进行连接反应。将连接产物转化E．coli感受

态细胞，平铺入含Amp、Xgal、IPTG的LB琼脂平板

进行蓝白斑筛选。

1．9克隆鉴定及序列测定分别挑取多个白色单

菌落，放入2“含Amp的LB液体培养基中，37℃

>200 r／min 8 h，提取质粒DNA。以提取的质粒

DNA为模板，分别以上述引物进行PCR扩增鉴定阳

性克隆；根据T载体和目的DNA所含的酶切位点，

分别对提取的质粒DNA进行单双酶切鉴定。将经

鉴定的阳性克隆菌送上海生工进行序列测定。

2结果

2．1 RNA的质量鉴定分别用紫外分光光度法测

定总RNA的纯度和浓度，1．2％TBE琼脂糖凝胶电

泳鉴定RNA的质量。提取的RNA A：砷／A：帕为

1．8—2．0，浓度300—500¨g／ml，琼脂糖凝胶电泳鉴

定RNA条带清晰锐利，无降解弥散，28S：18S的灰

度值比约为2：l，质量较好(见图1)。

2．2猪IL一12 p40、p35亚基eDNA PCR扩增及阳性

克隆的PCR鉴定 分别RT．PCR从刺激培养的猪

PBMCs扩增得到猪IL．12 p35基因和猪脾淋巴细胞

扩增得到猪IL．12 p40基因(见图2、3)。筛选阳性

克隆菌时，通过上述相同的两对引物分别对质粒

DNA进行PCR鉴定，得到与目的基因大小相近的特

异性片段。对猪IL一12 p35质粒DNA，根据T载体

和插入片段(660 bp)中各含有一个BamH I位点，

用BamH I进行双酶切鉴定和用邸n I进行单酶

 



切鉴定，酶切后的小片断与预期的碱基大小相同

(249 bp)(见图4)。对猪IL一12 040质粒DNA，根据

T载体插入位点两端分别含有BamH I和HindⅢ

位点而在插入片段中没有，用Hind nl和BamH I、

Hind HI进行单双酶切鉴定，酶切后的小片断与预期

的碱基大小相同(1 045 bp)(见图5)。

M：DNA Marker；I：RNA上样量；2：p35 eDNA PCR产物；3：p40 eDNA PCR产物；4：质粒DNA BamH I双酶切产物；

5：质粒DNA Kpn I单酶切产物；6：质粒DNA BamH I、HindⅢ双酶切产物；7：质粒DNA HindⅢ单酶切产物

图1 总RNA琼脂糖凝胶电泳结果 图2 p35 cDNA PCR琼脂糖凝胶电泳结果 图3 p40 cDNA PCR琼脂糖凝胶电泳结果

图4 p35+T载体质粒DNA单、双酶切琼脂糖凝胶电泳结果 图5 p40+T载体质粒DNA单、双酶切琼脂糖凝胶电泳结果

2．3序列分析取阳性质粒送上海生工进行序列

测定，结果分别与GenBank发表的猪IL一12 p35和

r,40亚基基因序列相比对，p35亚基和040亚基分

别在806位(G—A)和114位(T—c)各有一个碱基

差异，但其所编码的氨基酸完全相同，证实为猪IL—

12 p35和p40亚基基因序列。BLAST比对结果见

表1，其中下划线部分为相应的编码密码子，加阴影

部分为与GenBank发表的序列上不同的碱基。其

中猪IL-12 p35的编码基因(285-878)为594 bp，编

码198个氨基酸；猪IL一12 p40的编码基因(57—

1 031)为975 bp，编码325个氨基酸。猪IL．12亚基

的基因克隆序列与GenBank的序列比对结果：

p35亚基
56 110 649

样品 ⋯rIfI’A GGA⋯⋯TAT矗CA⋯⋯GCT CCT

L35765 ⋯，I’rA GGA⋯⋯TAT G CA⋯⋯GCT CCT

878 806 285

p40亚基

41 92 1 014

样品 ⋯ATG CAC⋯⋯AT C GTG⋯⋯AAT TAG

U08317 ⋯ATG CAC⋯⋯AT T GTG⋯⋯AAT TAG

57 114 1 031

3讨论

猪囊尾蚴病在我国被列为五大人畜共患寄生虫

病之一，我国的东北、华北、西北和西南的部分地区

该病流行较为严重，为了防治猪囊尾蚴病，国内外已

研制出各种不同的疫苗。而IL—12在抗感染中的作

用和在众多已有的联合免疫中表现出良好的分子佐

剂效应，使得制备猪IL．12和猪囊尾蚴联合疫苗成

为可能。既往的研究显示，IL．12 p35和040两个亚

基由不同基因编码，转录和翻译是独立进行的，然后

通过二硫键连接形成有活性的IL一12。天然IL．12

p40单体和(p40)：同二聚体没有生物学活性，而且

(p40)：拮抗天然IL·12的作用，只有在p35和040

以1：l形式形成异二聚体时才具有活性¨J。为了体

外获得具有生物学活性的重组猪IL一12，首先需分别

得到猪IL一12 p35和040的编码基因。

IL-12在正常体内少量表达，不足于进行IL．12

的p35、040亚基的克隆，为获取较多的PCR模板，

需对细胞来源进行选择和对细胞进行必要的刺激。

Hayes等¨1用IFN-^y和LPS成功刺激人单核细胞表

达IL一12 p35、040 mRNA，我们借鉴其方法，通过调

整不同的刺激时间，最终用IFN一1刺激增埴12 h，随

后加入细菌脂多糖LPS刺激培养3 h方法得到了目

的基因，该刺激方法与其他文献报道不同旧’9]。此

外，Choi等¨叫提出猪IL一12 p35、p40 mRNA表达量

在猪的不同来源细胞中有所不同，其中040 mRNA

的表达量由大到小为脾细胞>肺泡巨噬细胞>

PBMC，而p35 mRNA则为肺泡巨噬细胞>PBMC>

脾细胞。本研究通过对猪PBMCs和猪脾淋巴细胞

来源的eDNA均进行p35和040亚基因的扩增，在

相同的刺激条件下的猪PBMCs中只扩增出p35亚

基因，而从猪脾淋巴细胞中只扩增出040亚基因，在

一定程度上支持了该观点。

我们根据今后的实验需要，分别扩增得到编码

成熟肽的猪IL·12 p35亚基因、编码信号肽和成熟肽

的猪IL-12 040亚基因，通过与GenBank发表的序列

比对均只有一个碱基差异，而编码的氨基酸没有改

变，与国内相关报道⋯1略有不同。初步完成猪IL-

12双亚基的构建，为体外获得重组猪IL．12和将来

 



猪囊尾蚴联合疫苗的制备奠定基础。
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执行著作权法。为此将本刊对作者署名的有关要求重申如下：

1署名的意义

(1)标明论文的责任人，文责自负。(2)医学论文是医学科技成果的总结和记录，是作者辛

勤劳动的成果和创造智慧的结晶，也是作者对医学事业做出的贡献，并以此获得社会的尊重和

承认的客观指标，是应得的荣誉，也是论文版权归作者的一个声明。(3)作者署名便于编辑、读

者与作者联系，沟通信息，互相探讨，共同提高。作者姓名在文题下按序排列，排序应在投稿时

确定，在编排过程中不应再做更改；作者单位名称及邮政编码脚注于首页左下方。

2作者署名应具备下列条件

(1)参与选题和设计，或参与资料的分析和解释者。(2)起草或修改论文中关键性理论或

其它主要内容者。(3)能对编辑部的修改意见进行核修，在学术界进行答辩，并最终同意该文发

表者。以上3条均需具备。仅参与获得资金或收集资料者不能列为作者，仅对科研小组进行一

般管理者也不宜列为作者。其他对该研究有贡献者应列入致谢部分。对文章中的各主要结论，

均必须至少有1位作者负责。在每篇文章的作者中需要确定1位能对该论文全面负责的通讯

作者。通讯作者应在投稿时确定，如在来稿中未特殊标明，则视第一作者为通讯作者。第一作

者与通讯作者不是同一人时，在论文首页脚注通讯作者姓名、单位及邮政编码。如有外籍作者，

应附本人亲笔签名同意在本刊发表的函件。集体署名的论文于文题下列署名单位，于文末列整

理者姓名，并于论文首页脚注通讯作者姓名、单位和邮政编码。集体署名的文章应在文末用圆

括号列出执笔人姓名或将对该文负责的关键人物列为通讯作者。通讯作者只歹·l l位，由投稿者

决定。
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