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石歧杂鸡γ-干扰素基因的克隆与序列分析
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摘要:根据现有鸡γ-干扰素基因序列设计引物 , 应用反转录-聚合酶链反应(RT-PCR)技术 ,从 Con A 诱导培养的鸡

脾淋巴细胞中扩增得到石岐杂鸡γ-干扰素(sqzChIFN-γ)基因 , 将其克隆到 pGEM-T 载体中 , 进行序列测定.结果表

明 ,克隆得到的 ChIFN-γ基因的开放阅读框架由 492 个核苷酸组成 , 和其他 ChIFN-γ基因的同源性达 99%, 与火鸡

γ-干扰素基因的同源性为 96%,与鸭γ-干扰素基因的同源性为 81%.推导的石岐杂鸡 IFN-γ氨基酸序列与其他已

发表的 ChIFN-γ氨基酸序列完全一致 ,与火鸡和鸭 IFN-γ氨基酸同源性分别为 97%和 67%.
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　　干扰素(interferon , IFN)是由干扰素诱生剂诱导

细胞后所产生的一类高活性多功能的糖蛋白 ,是由

Issaacs等于 1957年利用鸡胚绒毛尿囊膜研究流感病

毒干扰现象时发现的 ,具有广谱抗病毒 、抗肿瘤活性

及强大的免疫调节作用.根据干扰素蛋白质的氨基

酸结构 、抗原性和细胞来源 ,可将其分为两类 ,即 Ⅰ

型和 Ⅱ型.哺乳动物 I 型干扰素包括 IFN-α、IFN-β 、

IFN-ω、IFN-τ,前三个由病毒诱导合成;IFN-τ也称滋

养层干扰素 ,是反刍动物和人怀孕时滋养层细胞的

分泌产物.IFN-α相当于过去的白细胞干扰素 , IFN-β

相当于过去的成纤维细胞干扰素.Ⅱ型干扰素只包

含 IFN-γ,主要由抗原或分裂素刺激的 T 细胞和 NK

细胞合成.禽干扰素的研究是近几年的热点 ,从基因

克隆 、序列分析到体外重组表达都进行了大量的研

究.在禽类中目前只发现 2种干扰素 IFN-α和 IFN-

γ, IFN-α含 1个由 579 bp组成的开放阅读框 ,编码含

193个氨基酸的多肽 ,其中 31个氨基酸为信号肽[ 1] ;

IFN-γ含 1个由 492 bp 组成的开放阅读框 ,编码含

164个氨基酸的多肽 ,成熟的蛋白质由 145个氨基酸

组成[ 2] .较早前 ,笔者从石岐杂鸡成纤维细胞中克隆

了石岐杂鸡的α-干扰素[ 3] ,这里笔者采用反转录-聚

合酶链反应从石岐杂鸡的脾脏细胞中扩增得到了γ-

干扰素基因.

1　材料与方法

1.1　干扰素基因的诱导

从30日龄的石岐杂鸡中取出脾脏 ,分离淋巴细

胞 ,用含 20 μg/mL Con A 的 DMEM 作为培养基 ,在

41℃、φ=5%CO2 下培养16 h.

1.2　细胞总 RNA的分离

　　按 TRIzol Reagent(Gibco BRL 产品)说明书 ,提取

脾脏细胞总 RNA.

1.3　引物的设计

　　根据发表的 ChIFN-γ基因序列[ 4] ,设计 1对引物

P1 、P2 用于 RT-PCR ,为外侧引物 , P3 、P4为内侧引

物 ,其中 P3 、P4内包含 ChIFN-γ基因全序列 ,引物序

列如下:

P1:TATAAATACCACTCACAGGCAGA;

P2:CAGGTCAACAAACATACAACAGA;

P3:ATGACTTGCCAGACTTACAA;

P4:ATTAGCAATTGCATCTCCTC.

1.4　反转录

　　在一 0.5 mL 灭菌离心管中加入细胞总 RNA 6

μL , 5×反转录酶缓冲液 4 μL , 2.5 mmol/L dNTP 6

μL , 引物P2 1 μL , RNA 酶抑制剂(Takara公司产品)

20 U ,AMV (Takara公司产品)10 U ,加 DEPC 水至 20

μL ,混匀后在室温放置 10 min ,然后 42℃反应 1 h.

1.5　巢式 PCR

　　PCR反应在Master gradient(Eppendorf公司)PCR

仪上进行.取反转录产物 10 μL ,分别加入适量 P1 、

P2 、dNTP 、10×PCR反应缓冲液 、Ex TaqDNA聚合酶

(Takara公司产品)进行PCR扩增.反应条件为:94℃

3 min;94℃40 s , 52℃ 40 s , 72℃1.5 min , 30个循

环;72℃10 min.

　　取上述 PCR产物 5 μL , 分别加入适量 P3 、P4 、

dNTP 、10 ×PCR 反应缓冲液 、Ex TaqDNA 聚合酶

第 23 卷 第 4 期
　2002 年 10 月

　　　　　　 华南农业大学学报(自然科学版)
Journal of South China Agricultural University(Natural Science Edition)

　　　　　　Vol.23 , No.4
　Oct.2002



(Takara公司产品)进行PCR扩增.反应条件为:94℃

3 min;94℃40 s , 52℃40 s , 72℃ 1 min , 30个循环;

72℃10 min.

　　扩增产物用 10 g/L琼脂糖凝胶电泳检测 ,紫外

灯下观察.

1.6　基因克隆

　　纯化 PCR产物 ,与 pGEM-T(Promega 公司)载体

连接 ,转化 JM109受体菌.阳性菌落用 PCR进行鉴

定.

1.7　序列分析

　　小规模培养阳性菌落 ,提取质粒进行酶切鉴定

后 ,送大连宝生物公司测序 , 测得的 DNA 序列用

Blast程序进行同源性检索.根据核苷酸序列推导出

氨基酸序列 ,并与相关干扰素的氨基酸序列进行比

较.

2　结果与讨论

　　利用特异性引物 ,采用反转录和巢式 PCR技术 ,

从Con A诱导的鸡脾脏细胞中扩增出 1条约 500 bp

的片段(图 1), 将其克隆到 pGEM-T 载体后 ,分别用

PCR和酶切(图 2)进行鉴定 ,对阳性克隆进行序列测

定 ,结果如图 3所示.

　　序列测定结果表明 ,克隆的 ChIFN-γ基因全长

492 bp ,编码164个氨基酸 ,成熟蛋白由145个氨基酸

组成 ,有 2个潜在的 N-糖基化位点.根据核苷酸序

列推导的氨基酸序列见图 4.

M为 DNA Marker , 1和 2均为 RT-PCR产物

M is DNA Marker , 1 and 2 are the product of RT-PCR

图 1　sqzChIFN-γRT-PCR产物

Fig.1　RT-PCR product of sqzChINF-γ

M1和 M2为DNA Marker ,1为 IFN-γ-T 的双酶切产物

M1 and M2 are DNA Markers , l is the product of restriction digestion

图 2　IFN-γ-T 的双酶切鉴定

Fig.2　Identification of IFN-γ-T by restriction digestion

图 3　石岐杂鸡γ-干扰素的核苷酸序列

Fig.3　Nucleotide sequence of the sqzChIFN-γ

信号肽用斜体标出(S1～ S19),M1～ M145为成熟的ChIFN-γ, 2个潜在的N-糖基化位点用方框标出

The signal peptide(S1-S19)is labeled in italics.The peptide M1-M145 is the mature sqzChIFN-γ.The two potential N-glycosylation sites are boxed

图 4　石岐杂鸡γ-干扰素氨基酸序列

Fig.4　Deduced amino acid sequence of sqzChIFN-γ
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　　用 Blast程序在GenBank中对核苷酸序列进行同

源性检索 ,发现它与其他 ChIFN-γ基因的同源性达

99%
[ 2 , 4]
,与火鸡 IFN-γ基因的同源性为 96%

[ 5]
,与

鸭 IFN-γ基因的同源性为 81%[ 6] .

　　将推导的石岐杂鸡γ-干扰素的氨基酸序列进行

同源性检索 , 发现其氨基酸序列与其他已发表的

ChIFN-γ的氨基酸序列完全一致 ,表明 ChIFN-γ的氨

基酸序列高度保守;与火鸡 IFN-γ氨基酸序列的同源

性为 97%,与鸭 IFN-γ氨基酸的同源性为 67%.几种

不同家禽γ-干扰素氨基酸序列的差异见图 5.

ChIFN-γ1———GenBank中检索得到的序列;ChIFN-γ2———本实验测得的序列;TuIFN-γ—火鸡γ-干扰素;DuIFN-γ—鸭γ-干扰素

ChIFN-γ1——— sequence from GenBank;ChIFN-γ2——— sequence of this experiment;TuIFN-γ— turkey IFN-γ;DuIFN-γ-duck IFN-γ

图 5　不同家禽γ-干扰素氨基酸序列比较

Fig.5　Comparison of amino acid sequence among various avian IFN-γ
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Cloning and Sequencing Analysis of Interferon-γfrom Shiqiza Chicken

L Ying-zi , BI Ying-zuo , CAO Yong-chang

(College of Animal Science , South China Agric.Univ., Guangzhou 510642 , China)

Abstract:The Shiqiza chicken interferon-γ(sqzChIFN-γ)was amplified by reverse transcription-polymerase chain reac-

tion(RT-PCR)from splenocytes stimulated with Con A.The gene was cloned into pGEM-T vector and then sequenced.

The result showed that the open reading frame of cloned ChIFN-γconsisted of 492 nucleotides , sharing 99%homology

with other ChIFN-γgene , 96%homology with turkey IFN-γand 81%with duck IFN-γ.The deduced amino acid se-

quence of sqzChIFN-γwas completely identical to other published sequence of ChIFN-γ, and shared 97%and 67%ho-

mology with turkey and duck IFN-γ, respectively.
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