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　　提　要　目的: 克隆人淋巴毒素 cDN A并测序。方法 :采用 RT-PCR技术 ,从 PHA / PM A活化的人 T细

胞系 Jurka t细胞总 RNA中扩增人淋巴毒素 cDN A,并定向克隆于 pUC18、 pUC19质粒载体 , Sanger双脱氧

链终止法测序。结果: RT-PCR扩增出一个 541 bp的 DN A片段 ,限制性内切酶图谱分析和测序结果显示 ,该

541 bp片段为编码人淋巴毒素成熟肽的 cDN A,与公布的人淋巴毒素 cDNA序列完全一致。结论:本实验成

功地克隆了人淋巴毒素 cDN A,为在大肠杆菌表达人淋巴毒素并进一步研究其功能 ,以及淋巴毒素的开发与

临床应用奠定了基础。
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　　淋巴毒素 ( Lymphotoxin, LT)又称肿瘤坏死因子

β ( TN F-β ) ,是淋巴细胞经抗原或有丝分裂原活化后分

泌的一类细胞因子 ,它具有抑制肿瘤细胞和病毒感染

细胞的生长或裂解它们的活性 [1 ] ,其细胞毒作用与

TN F-α相似 ,而毒副作用却低得多 [2 ] ,因此被各国作

为一种抗肿瘤药物加以大力开发。淋巴毒素还具有重

要的免疫调节活性 [1 ] ,近年发现的膜相关型淋巴毒素

( M A-LT)更预示着它可能具有其自身独特的免疫调

节作用
[3 ]
。因此 ,为了探讨淋巴毒素的临床应用价值 ,

进一步研究 LT和 M A-LT的生物学功能 ,我们克隆

了人淋巴毒素 cDN A。

1　材料与方法

1. 1　材料
　　 Jurkat细胞 (本室 ) , PHA(宝灵曼、德国 ) , PM A ( Sigma,美

国 ) ,鼠源逆转录酶 ( 200 u /μl, Gibco,美国 ) , PCR引物 (中科院

上海细胞所 ) , Taq DNA聚合酶、内切酶 HindⅢ , Sma I, Pst I,

EcoR I, RNA酶 , RN A酶抑制剂 , X-gal, IPTG(华美公司 ) ,内

切酶 PvuⅡ , HinfI, Nco I ( Pr omega,美国 ) , PCR仪 ( PE-9600

型 ,美国 ) , T7 sequence kit ( Pharmacia,美国 ) ,琼脂糖 (国

产 ) , 32 P-d ATP (北京亚辉公司 ) ,大肠杆 菌 JM109、 质粒

pUC18、 pUC19、 pBR322(本室 )。

1. 2　方法
1. 2. 1　引物设计　　将已知人淋巴毒素基因序列输入基因库

( Genebank) ,根据阅读框两端的相应序列及原核表达的要求大

致决定引物位置 ,在计算机上与哺乳类基因序列比较后 ,选择

最佳引物序列 ,引物 1(正义 )为 5′-A TCC ATG GGG CTC CC T

GGT GGC CTC-3′,引物 2 (反义 )为 5′-GGA AGC T TC CAA

GT T CT A C AG AGC GAA GGC-3′,在引物 1和引物 2上分别

引入单酶切位点 Nco I和 HindⅢ 。

1. 2. 2　 Jurka t细胞总 RNA提取　　 Jurka t细胞用 RPM I-

1640完全培养基培养至细胞数达 1～ 2× 106 /ml时 ,加入 PM A

( 50 ng /ml) / PHA( 2μg /ml) , 24 h后收集细胞 ,参照文献 [4 ]方

法 ,用 4 mo l /L异硫氰酸胍溶解细胞 ,酚 /氯仿抽提 ,异丙醇沉

淀 ,溶解后用乙醇沉淀 ,沉淀溶于 DEPC水中 ,紫外分光光度法

测定 RNA浓度 , - 20℃保存备用。

1. 2. 3　 RT-PCR扩增 LT cDN A[5]　　取 Jurka t细胞总

RN A7. 5μl( 0. 5μg) , O lig o ( dT ) 12- 18 1μl( 0. 5μg ) ,混匀 , 70℃变

性 10 min,依次加入: 5× First str and buffer 4μl, 4× dNTPs( 2.

5 mmol /L) 4μl, DTT ( 0. 1 mmo l / L) 2μl, RNA酶抑制剂 ( 40 u /

μl) 0. 5μl,鼠源逆转录酶 ( 200 u /μl) , 37℃反应 1 h,该逆转录产

物直接用于下步 PCR反应。

　　 PCR:在小管中依次加入 10×扩增缓冲液 10μl, 4× dNT Ps

( 2. 5 mmo l / L) 8μl,引物 1( 100 pmol) 1μl,引物 2( 100 pmo l) 1

μl,逆转录产物 5μl,无菌水 74μl,在 PCR仪上 95℃变性 5 min

(同时灭活逆转录酶 ) , 72℃保温中加入 1μl Taq酶 ( 3 u) ,开始

PCR循环: 93℃ 1 min, 55℃ 1 min, 72℃ 1. 5 min,循环 30次 ,再

于 72℃延伸 10 min,取 10μl产物经 1. 5%琼脂糖电泳观察结果。

1. 2. 4　 cDN A克隆 [5]　　 PCR产物经电泳洗脱法纯化 ,用

HindⅢ酶切 ,酚 /氯仿抽提 ,乙醇沉淀。质粒 p UC19 DN A用

Sma I和 HindⅢ双酶切 ,同前处理。将酶切后的 PCR产物和线

性化 pUC19按平 /粘端连接方式连接 ,见图 1所示 ,连接产物转

化 E. coli JM109感受态 ,α-互补颜色筛选阳性克隆 ,质粒小量快

速抽提后经酶切鉴定 ,阳性者命名为 pUC19-LT。
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图 1　 pUC19-LT克隆模式图

Fig 1　 Sketch of the construction of pUC19-LT

图 2　 pUC19-LT限制性内切酶图谱

1. p UC19经 HindⅢ酶切　 2. pUC19-LT经 Nco I酶切 3.

pBR322 / HinfI分子量标准　 4. p UC19- LT经 HindⅢ
+ EcoR I酶切　 5. p UC19-LT经 PvuⅡ酶切

Fig 2　 Restriction endonuclease map of pUC19-LT

Lane 1: pUC 19 dig ested with HindⅢ ; Lane 2: pUC19-

LT dig ested with Nco I; Lane 3: pBR 322 / HinfI Mark-

e r; Lane 4: p UC19-LT dig ested with HindⅢ + EcoRI;

Lane 5: pUC19-LT dig ested wi th PvuⅡ

1. 2. 5　序列测定 [5]　　按 Pharmacia T7测序试剂盒说明书进

行。为了完整读取重组子插入片段全部序列 ,将上述插入片段

以 HindⅢ / EcoRI双酶切下 ,构建于 HindⅢ /Eco RI双酶切的

pUC18载体 ,以便从两端读取 DNA序列。

2　结果

2. 1　 pUC19-LT的酶切图谱

　　图 2为 pU C19-LT经 HindⅢ + EcoRI双酶切以及 PvuⅡ

和 Nco I单酶切的酶切图谱 ,与图 1中的理论图谱是一致的。

2. 2　序列测定结果
　　本实验所测 LTcDN A序列与文献 [ 6]报道完全一致 ,在两

引物之间为编码 LT成熟肽的 cDN A序列。图 3为序列测定

结果。

图 3　 LT cDNA片段序列测定结果

Fig 3　 Result of LT cDNA fragment sequence determination

3　讨论

　　本实验采用 RT-PCR技术 ,从 PHA /PMA活化

的 Jurkat细胞总 RNA中扩增出人 LT cDN A,并克隆

成功 ,其序列与文献报道的完全一致。在该 cDN A片

段的两端分别引入了 Nco I和 HindⅢ酶切位点 ,不仅
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便于后续的克隆进测序载体和表达载体 ,而且保证在

有或无启始密码子 AT G的表达载体均可表达该基

因 ,为在大肠杆菌表达人淋巴毒素奠定了基础。

　　 RT-PCR技术是将逆转录反应和 PCR技术相结

合的方法 ,通过逆转录反应得到的 cDN A单链基本不

用其它处理 ,便可直接用于 PCR扩增反应 ,该法可直

接得到 cDN A,对于以表达蛋白为目的的基因克隆尤

为方便 ,这是本实验所采用技术路线的依据。就模板而

言 ,人淋巴毒素是由淋巴细胞经抗原或有丝分裂原活

化后而分泌的 ,其中主要是 T淋巴细胞 [1 ]。 Jurkat细

胞是一株 T淋巴细胞白血病细胞 ,它可组成性地表达

人 LT mRNA,若在丝裂原刺激下则有较高水平的 LT

m RNA表达
[7 ]。研究显示 ,淋巴细胞经抗原或有丝分

裂原活化后 , LT蛋白分泌高峰在 24～ 48 h,而 mRNA

表达高峰在 8～ 30 h
[1, 7 ]
。本实验选用 PM A /PHA活化

24 h的 Jurkat细胞总 RNA作为 RT-PCR的模板 ,正

是基于以上各点而设计的。

　　淋巴毒素是一种具有多种免疫调节作用的细胞因

子 ,特别是它的抗肿瘤和抗病毒活性具有潜在的药用

价值。另一方面 ,由于 LT与 TN F-α的主要活性相似 ,

但其作用又弱于 TN F-α,人们一直怀疑 LT并非仅是

TN F-α的一种补充 ,它可能具有尚未被揭示的独特功

能。最新的研究表明 M A-LT (由 LT与膜蛋白 L T-β

构成 )的功能可能代表着 LT生物学作用的主要方面 ,

而分泌性 LT的功能仅是其主要活性的 “外围”部

分
[3 ]
,因此 ,有必要对 M A-LT的功能进行深入研究。

本实验结果对于进一步研究 M A-L T和 LT的生物学

功能 ,以及 LT的开发利用 ,将具有重要意义。
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Cloning and sequencing of cDNA of human lymphotoxin
Zhang Jinli , Zhu Xihua ( Depar tment of Immuno lo gy , Third M ilitary Medical Univ er sity , Chongqing , 400038)

　　 Abstract　Objective: T o clone and sequence cDNA of human lymphoto xin ( LT ) . Methods: Afte r cDNA

of human LT was amplified by RT-PCR f rom to tal cellula r RN A o f human T cell line Jurka t ac tiv a ted by

PHA /PM A and cloned into pUC18 and p UC19 plasmids withα-complementa ry scr eening and restriction site

identifica tion, it w as sequenced by Sanger 's dideoxy-media ted chain termina tion. Resul ts: A 541bp DNA

fragment w as amplified by RT-PCR and cloned into pUC18 and p UC19 plasmids. Restriction map and necteic

acid squence show ed tha t the fragment wa s the po r tion of LT cDN A encoding human LT ma ture pro tein.

Conclusion: LT cDNA encoding human LT ma ture pro tein had been successfully cloned, which prov ides the

basis for the study o f expression o f human LT in E. coli.

　　 Key words　 human lymph oto xin; RT-PCR; cloning o f cDN A
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