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人白细胞介素
一

3 ( h
一

I L
一

3) 是维持人体造血机能
,

调节 免疫与炎症反应过程中具有重要作用的淋 巴 因

子 lj[
,

克隆 IL
一

3 基因
,

是用基因工程生产 h
一

IL
一

3 的重

要环节
。

克隆真核基 因的传统方法需经历分离 m R
-

N A
,

制备
。 D N A 文库

,

以及烦琐的筛选工作等
,

工作

量大
,

由于 m R N A 的不稳定性
,

制备足量的完整 m R
-

N A 比较困难
,

常有遭到失败之虞
。

h
一

I L
一

3 基因是单拷

贝基因
,

即使经过诱导
,

细胞中 I L
一

3 m R N A 的丰度仍

低
,

为解决这些困难
,

本文采用 R T
一

P C R 制备便于克

隆的 I L
一

3 e D N A
。

材料与方法

1
.

1 淋巴 细胞的制备及培养

正常成人静脉血以肝素抗凝
,

按文献【2」的方法制备 P B L

及培养
,

用 P H A I 卜g / m l 及 T P A 1 0 n g / m l 诱导培养 8 h
.

1
.

2 寡聚脱氧核普酸 ( O D N ) 探针及 P C R 引物 的化

学合成及纯化图

1
.

2
.

i h
一

IL
一

5 c
D N A 探针 按文献 [ 3 j报道的 h

一
I L

一
3 。

R

N A 第一外显子 5
’

端的 33 nt 序列设计

3
’ 一

A G A T T G T A C T A G C T A C T T T A A T A T T G T G T G A A T
一

5
’

1
.

2
.

2 引物 所用 CP R 引物对为分别与 h
一

IL
一

3 。
D N A 两

条互补链的 3
’

端互补的 27 聚 O D N
,

引物对的 5 ’

端分别连接限

制性内切酶切点的序列 aB m H I ( G G A T C c )与 sa l l ( G T C
-

G A C )
。

引物对的核昔酸序列如图 1 所示
.

引物 A S
’ 一

G G A T C C C C A A A C A T G A G C C G C C T G C C C
一

3
,

B a
m H

引物 B S ’ 一

G T C G A C T C A A A A G A T C G C G A G G C T C A A
一 3 ,

S
a

l l

1
.

3 h
一

IL
一

3 O D N 探针的同位素标记

按文献 [ 4〕的方法
,

用 ( r 一 , ,
P卜A T P ( 5 7 4 0 e i / m m o l )

,

标记

其 5
’

端
,

探针的比放射性为 2 x l 。 , m i n 一 ’ ·

陀
.

1
.

4 细 胞总 R N A 的提取

用经 P H A 及 T P A 诱导 s h 的正常人外周血淋巴细胞

( P B L )
,

按 A G P C 法 [ , ]提取其总 R N A
.

1
.

5 P C R 扩增 h
一

I L
一

3 e D N A

参照文献【6 ]的方法略加改良
,

P C R 缓冲液改为 p H S
.

8
.

1
.

5
.

1 合成 h
一

IL
一

3 。
D N A 第一条链 用反转录酶法

,

将上

述 A G p C 法提取的 RN A Z 严g 加到 2 0 拜 I含 4 种 d N T p (每种浓

度为 l m m
o

l / L )
,
l o p m o

l / L 引物 B
,
2 0 单位 R N a s in

及 0
.

2 %

g e l a t in l 料 l 的反转录缓冲液 中
,

置 9 5℃加 热 5 5 ,

待冷后加

M
一

m vl 反转录酶 2 00 单位
,

置 37 ℃温育 l h 进行反转录 (l X 反

转录缓 冲液 为
:

5 0 m m
o

l / L T r i s -
H C I ( p H S

.

3 ) , 5 0 m m o
l /L

K C I ,
8 m m

o
l / L M g C I

: , 1 m m o
l / L

e a e
h d N T P

s )
。

L .5 2 P C R 在 10 0 闪反应体系中进行
,

内含上述反转录

的产物 2 0 卜 l
,
l x P C R 缓冲液 7 9 拌 l

,

引物 A s o p m o l / L
,

引物 B

4 0 p m
o

l / L
,

4 种 d N T P
s

各 2 0 0 产m o
l /L

,

置 9 5℃保温 5 m in ,

使

模板充分变性及反转录酶失活
,

高速离心 5 ~ 10
5 ,

冷却至室

温
,

加 T
a q D N A 聚合酶 i 拜1( 2 单位 )

,

加液体石蜡油 1 0 0 产 l盖

班液面
,

置本室 自制的 P C R 仪中进行 30 轮反应
,

每轮反应包

括 9 4 ℃变性 3 0 5 . 5 0℃退火 2 m in , 7 2℃ 延伸 4 m i n 。
3 0轮反应

完成后
,

继续在 72 ℃反应 10 m in
,

反应产物用含 E B (0
.

5 拜 g /

m D 的琼脂糖凝胶电泳以分离其 D N A 组份
,

电泳结束置 U V 照

射下观察结果
.

然后用 oS ut h er
n

印迹杂交作进一步鉴定
.

(l x

CP R 缓冲液 为
:

5 0 m m
o

l / L K C I
; 1 0 m m

o l / L T
r i s 一

H C I ( p H

8
.

8 ) . 1 5 m m o l /L M g C I
: . 0

.

0 1 % G e la t in )
。
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6 S o u t h e r n 印迹杂交

oS ut 卜er n
转移按文献 〔6〕

,

核酸分子杂交按文献【幻的方法

进行
。

引物 A

卜
」8 门 b p 引物 B

-

一州

图 1 P C R 引物的序列及其在 I L
一

3 c D N A 中的结合位置

2 结果与讨论

P C R 是在 94 ℃
,

50 ℃及 72 ℃ 3 种温度连续有序

地周期性变换过程中进行的酶促反应
,

因此
,

精确控制

温度的高低
,

持续时间及温度交换的速度等都直接影

响实验结果
,

据文献〔7〕报道
,

在 P C R 系统中
,

除酶外
,

模板 D N A 在较高温度环境中常发生脱嗦吟反应
,

从

而阻碍 P C R 顺利进行
,

iL dn ha l 等证 明脱嗦吟反应与

缓冲液的 p H 变化有关
,

P C R 缓冲液中的 T r i s
的 p K a

常随温度升高而改变
,

平均每升高温度 1℃
,

就使 p H
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