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摘 要 利用反转录 PCR(RT PCR)法从 人肝组织中分离人白舟素 18(hiL-18)基因。克隆到 T 

vector easy载体中，经酶切初步鉴定后进行 DNA序列分析，结果表明与文献报道完全一致。以 

pBV220为表达载体，在大肠杆菌中高教表达了 hlI ．18基因．重组蛋白占苗体总蛋白的 27 2％。 

为进一步研究其生物活性奠定了重要基础 。 

关键词人白介素_18，： 垒生 ，重要· 细 包 拿，孑， 

白细胞介素 18(IL一18)即 7干扰素诱导因子(IGIF)0 J，是最近发现的一种新细胞因子，其 

生物活性与 IL一12相似。它具有促进T、B淋巴细胞的分化增殖、激活NK细胞，以及诱导产生 

IFN IL一2和 GM—CSF的作用l2J。研究表明 II，18作为一种多效性细胞因子，是以一种免疫 

调节因子起作用。由于 II 一18在传染病和肿瘤免疫治疗上具有广阔的应用前景，已成为医学 

和免疫学的研究热点。我们从人胎肝细胞中分离了人 IL-18基因，序列分析结果表明与文献 

报道完全一致，并在大肠杆菌中高效表达了 hII，l8基因。 

材料和方法 

1 工具酶 BamHI，EcoRI限制性内切酶．T4DNA连接酶和 cDNA合成试剂盘均购 自PromeEa公司。 

2 质粒和菌攘 质粒 pGEM—T(easy)购白Promega公司 质粒 pBV220，大肠杆菌 E coil JM109，DH5 由军 

事医学科学院分子遗传室保存。 

3 引物台成 参考 Ushio S等_2 报道的 hlI ．18基因序列，设计合成引物。为便于克隆与表达在 引物的两端 

分别 加 入 了 EeoR I、BamH I酶 切 位 点 和 起 始 密 码 子 ATG。 引物 序 列 为 FI：GGAATTCATG 

TACTTTGGCAAGCTTG，RI：CGGGATCCCTAGTC兀 CGTTTTGAAC 

4 eDNA合成与 RT．PCR RNA提取：胎肝组织采自水囊引产的胎儿，无菌手续剖取肝标本。用异硫氰酸胍 
一

步法 ．从肝组织中提取总 RNA。eDNA台成选用美国 Promega公司产 cDNA台成试剂盒(Reverse Tran— 

scriptionSystem，PCR Related．A3500，PromegaCorporation)．使用 Oligo(dT)引物。基因扩增采用 RT-PCR方 

法，42℃反转录 45rain；PCR反应条件为：94℃40 s 50℃40 s、72℃ 60 s，进行 30个循环。 

s DNA序判分析 用 ABI 310自动诩序仪及配套试剂．由解放军 302医院基因工程室进行垒序列分析。 

6 重组表达质粒的构建 RT—PCR产物直接克隆到 pGEM—T(easy)裁体中构建 pGEM—T—II 18重组质粒．特 

收稿日期 J997—10—20．修回日期 1997一J2—26 
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其与 pBV220分别用 F~-oR I和 BamH I消化，玻璃奶法回收，4℃下过夜进行连接反应．连接产物转化 DHS c* 

感受态细胞。 

7 重组蛋白的诱导表达 将带有重组质粒的Dh5a新鲜过夜培养物按1：10接种10mI 的LB培养基中(古 

80 g／mI氨苄西林)．3O℃摇睐培养至 0n为0 5，转至 42"C继续培养5 h=甩10％SDS-PAGE电泳对培养物进 

行分析。 

结 果 

1 hIL-18基因的克隆 

从人胎肝组织中提取 mRNA，经 RT—PCR扩增后，用 1％琼脂糖电泳分析扩增结果．产物 

长度为 492 bp(图 1)。 

2 重组质粒的酶切鉴定 

PCR产物直接克隆到 pGEM—T(easy)载体中，经 EcoR1酶切鉴定插入片段大小约 500 

bp，初步证实所克隆基因为 IL-18基因片段(图2)。 

图 1 RT-PCR法舟离 hi[，I8基圆的电诛鉴定 

F；日1 Ag⋯ gd electrophoresls of hiI 一18 gene 

amplilied RT PCR 

L： Human liver tissue M：kDNA EoaR1／HhldⅢMarker 

2 bp 

圉2 重组质粒 pGEM．T II 18的酶切鉴定图谱 

Fig 2 Identification Df~eombinant p／asmid 

I~GEM—T-[IA8 digested by restriction edonucl~se 

M )．DNA EeoRI／I-lind呵Marker 

P：Ⅲ ombinartt pl~mld pGEM-T_ILl8 

3 hlL-18基因片段的序列分析 

采用 口GEM通用引物．以变性的重组质粒双链 DNA为模板对其进行了全自动序列分析． 

所获基因片段为492 bp(包括两端的酶切位点)．结果与Gene Bank中序列完全一致(图3)c 

4 重组蛋白的表达 

利用体外重组技术构建含有 hlL．18基因的重组表达质粒(图4)，转化宿主菌 DH5a，经热 

诱导后，表达了一个分子量约为 17 000D的特异蛋白。重组蛋白 包涵体形式存在，薄层扫描 

结果表明，表达的重组蛋白占细菌总蛋白的 27．2％(图5)。 
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TACTTTGGC从 GCTTG从 TCT̂ 从 TTATCAGTCATAAG从 T̂TTG从 TGACĉ AGTTC rC 

TTcATTGACC从 GGÂ ATCGGCCTCTATTTG从 GATA％ ACTGATTCTGACTGT̂ GAGAT 

ÂTGCACCCCGGACCATATTTATTAT蛆 GTATGTAT从 AGATAGCCAGCCTAGAGGTATG 

CCTGT从 CT̂ TCTCTGTG从 GTGTGAC从 AATTTCAACTCTC rcCTGTGAG从 C从 ^̂ TT 

ATTTcCTTTÂ GG从ATG从 TCCTcCTGAT从 CATc从 GGATAC从 从 AGTGACATCATA 

TTCTTTCAGAGÂ GTG1℃CCAGGACATGAT̂ AT从GATGC从 TTTG从 TCTTCATCATAC 

GÂ GGAT̂ CTTTCT̂ GCTTGTĜ 从 ÂGAGAGAGACCTTTTT从 ACTCATTTTGAAAAAA 

GAGGATGAATTGGGGGATAGATCTATAATGTTCACTGTTCAAAACGAAGACTAG ． 

Amp 

^mD 

罔 3 hIJ J 8 cDNA序列曲析结果 

Fig 3 Nttcleotide㈣ ⋯ e of hi] 【8 gene 

图4 重组质粒 pBV220一I】，18构建示意图 

F嘻 4 Strat~ ~f[1T t~onstrucdott oC re~mhiaant phs d pBV'Z20-IL-【8 

讨 论 

1996年，Ushio S等【 用鼠源 IGIF eDNA为探针，从正常人肝细胞 eDNA文库分离到了 

人 IL一18eDNA克隆，并在大肠杆菌中进行表达。研究表明它广泛分布于人体组织和细胞，包 

括肝、肾及活化的单核／巨噬细胞等，同时发现未经处理和刺激的枯氏细胞中也有 IL-18mRNA 

一 

B 一 8 ～ 

④ 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


第 2期 徐东刚等：人白细胞介索一博 基因的克隆及其在大肠杆菌中的表达 

图 5 hII．18基 因在 DH5n中表选的 SD~PAGE 电司(分析 

Fig 5 DSD—PAGE anMy~s the rlf 18 protein exp~sr,ed ia DH5Ⅱ 

M Protein M a~er l～2：pBV220⋯fI l8 in DH5 C：Control strain 

的高表达，而用 LPS处理后对表达量没有影响 已有越来越多的研究表明细胞因子的作用 

不是独立的，而是处在一个十分复杂的网络中。目前对 IL一18功能的研究刚刚起步，发现它的 

生物活性与 IL-12相似，对 NK细胞具有明显的激活作用，同时重组人 I[．-18具有提高 IFN·7、 

IL一2和 GM—CSF分泌量的作用。从 IL-18在不同淋巴细胞群中所表现的生物学活性看，在自 

然状态下，这种细胞固子是多效性的，在促进 Thl型免疫应答中起非常重要的作用。目前对 

IL一18在体内的加工和免疫调节作用机制目前尚不清楚，推测 IL一18通过促进 Fas L的表达， 

在免疫应答中起调节作用l6 J。 

IL 18在抗病毒和肿瘤免疫治疗方面具有广泛的应用潜力，我们在大肠杆菌中高效表达 

了 hlL一18，为获得大量的有生物学活性的重组蛋白和进一步开展 hIL-18功能研究奠定 了_重要 

基础 。 
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Cloning of Human lnterleukin 18 Gene 

and Its Expression in E ．coli 

Xu Donggang Lu Haoying Meng W enhua 

(h“以M”。fBasicM Sciences，Academy ofMi(itaryMedical Scieno~s．Beifing 100850) 

Niu I anzhang Meng Zongda Chen Shufen Cui Ze Zhu Huibin 

(Hebei Provi cied Hygiene and Anti-epidemic Sm ，13aoding 071D00) 

Abstract Human lnterleukin一18 gene was isolated from human liver tissue by reverse transcrip— 

ti0n polvmerase chaln reaction hIL一18 gene was cloned into plasmid pGEM—T(Easy)and 

DBV220 The gene was sequenced and showed no difference with that reported  and expresed in 

E ． in the form 0f inclusion bodies The recombinant protein amounts to 27 2％ of total bacte— 

rial protein． 

Key words Hliman interlukin-18．cDNA cloning，Gene expression，E．coli 
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