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重组鸡!!干扰素在昆虫细胞中的高效表达

孔桂美 许金俊 秦爱建" 金文杰 刘岳龙
（扬州大学 江苏省动物预防医学重点实验室 扬州 ##"$$6）

摘 要：将鸡!4干扰素（IJK704!）基因克隆到载体 L7MN1OMI% 中，构建转移载体 L7MN1OMI%4IJK704!，然后转化

PQ%$O8+ 感受态大肠杆菌，通过位点特异性转座，将 IJK704!基因整合到 O8+;<C 穿梭载体中，构建表达质粒 O8+;<C4
IJK704!；通过脂质体将表达质粒转染 NR6 昆虫细胞，用间接免疫荧光试验鉴定重组鸡!4干扰素（/IJK704!）的表达；

通过水泡性口炎病毒感染鸡胚成纤维细胞（I:7）的细胞病变抑制试验，检测 /IJK704!的活性。研究结果表明，感染

重组杆状病毒的 NR6 细胞能高效表达 /IJK704!，且当每个细胞的感染量为 % 个病毒时，细胞在感染 63J 后，/IJK704!
基因表达产物的活性最高，达到 %$3 S %$5T# UV;W。以 /IJK704!进行对新城疫病毒（0P&）7!2:2 株、禽流感 Q"0% 病毒

（MK&4Q"）和马立克氏病病毒（XP&）YM 株的抗病毒活性试验，发现 /IJK704!对 MK&4Q" 和 XP& YM 株病毒有明显

的抑制其致细胞病变作用，但对 0P& 7!2:2 株病毒在体外不能抑制其致细胞病变作用，仅能在病毒滴度上表现抑

制效果。
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鸡!4干扰素（IJK704!）是由活化的 1 细胞和 0[
细胞受有丝分裂原或特异性抗原刺激后产生的一种

细胞因子，分子量为 %5 S #$EP。K704!具有抗病毒、

抗肿瘤细胞生长、分化的生物学活性等，在免疫调节

中 起 重 要 作 用。 IJK704! 基 因 由 P<F-@ 和

W’\.>,J8(［%］于 %66" 年首次克隆，随后国内外学者先

后用大肠杆菌、I*N 细胞、杆状病毒、鸡痘病毒、禽腺

病毒以及植物烟草花叶病毒表达 IJK704!，对其生

物学活性进行了大量研究［# S 3］。本实验室也成功克

隆出了 IJK704!基因［5］，并在大肠杆菌和 I*N 细胞

上进行了表达和初步应用，发现原核表达的 /IJK704

!没有抗病毒活性，I*N 细胞瞬时表达的 /IJK704!
活性较低。本研究应用 OMI4,’4OMI 系统对 IJK704!
进行了高效表达，通过表达条件的优化，使表达产物

在特定的时间内和特定的接种剂量下活性最高，从

而为开发和应用 /IJK704!奠定了坚实的基础。

" 材料和方法

"#" 材料

"#"#" 质粒和菌株：鸡!干扰素基因的重组真核表

达 质 粒 （ L+P0M4IJK704!） 由 本 室 构 建［5］；

L7MN1OMI1X% 和 PQ%$O8+ 购自 YKOI* 公司；大肠杆

菌（!"#$%&’#$’( #)*’）PQ""由本室保存。

"#"#$ 细 胞 和 病 毒：草 地 贪 夜 蛾 卵 巢 细 胞 系

（NL’C’L,./8 R/BF<L./C8 6，NR6）、水 泡 性 口 炎 病 毒

（&.G<+B(8/ N,’;8,<,<G &</BG，&N&）、鸡 新 城 疫 病 毒

（0.\+8G,(. P<G.8G. &</BG，0P&）7!2:2 标准强毒株、禽

流感病毒（M]<8> K>R(B.>A8 &</BG，MK&）Q"0% 和鸡马立

克氏病病毒（X8/.E’G P<G.8G. &</BG，XP&）YM 株均由

本室保存。

"#"#% 试 剂：脂 质 体 转 染 试 剂（ WK^*7:I1K0
_.8F.>,）和 Y/8+.‘G 昆虫细胞培养基购自 YKOI* 公

司；琼 脂 糖 回 收 试 剂 盒，限 制 性 内 切 酶 !#)_#、

+),#购 自 18[8_8 公 司；质 粒 纯 化 试 剂 盒 购 自

ZKMY:0 公司；7K1I 标记的羊抗鼠 KFY 购自 N<F;8 公

司；1! P0M 连接酶购自 ^/’;.F8 公司；鼠抗 /IJK704!
高免血清参照文献［5］方法制备。

"#$ 杆 状 病 毒 重 组 鸡 !!干 扰 素 转 移 载 体

&’()*+(,"!,-.’/!!的构建

用 !#)_#和 +),#双 酶 切 真 核 质 粒 L+P0M4
IJK704!，回 收 IJK704! 片 段，与 同 样 酶 切 的

L7MN1OMI% 回收产物 !a连接过夜，转化大肠杆菌

（! ) #)*’）PQ""感受态细菌，筛选出的重组质粒命名

为 L7MN1OMI%4IJK704!。



!"# 重组杆状病毒表达质粒 $%&’()*+,-./*!的构

建和鉴定

取 !"#$%&’ 感受态细胞，加入 #() *+,-.%,/#0
/12+30!，转座后，用 -4/ 培养基 #$ 倍梯度稀释培养

物，各取 #$$"5 涂布 5678& 平板，9:;培养 <= > =?1，

挑取白色菌落，5678& 平板（含卡那霉素、庆大霉素、

四环素、2@.A 和 B0A&C 抗生素板）进行 = 次筛选纯

化，阳性质粒命名为 %&’D8E0/12+30!，提取阳性质粒

!3, 用于下一步转染。

!"0 123 细胞的转染和间接免疫荧光检测

将重组质粒 %&’D8E0/12+30!用脂质体转染试剂

按 A2%/4 %F5 公司说明书中的转染程序转染 -GH 细

胞，<:;培养 I1 后换用含血清的 A7&’JKL 培养液。

同时转染野生病毒 !"#$%&’，作为阴性对照。9E 后

观察细胞病变，收集转染后 :<1 的细胞上清，I$$) 离

心 ID8(，收集上清 =;避光保存，即为 @# 代。转染

IE 后，细胞用 M <$;预冷的丙酮0乙醇（9 N <）固定

ID8(，@%- 洗 9 次，室温吹干，加入 # N#$$ 稀释的鼠抗

鸡干扰素0!高免血清，9:;孵育 9$D8(，@%- 洗 9 次，

加入 # N #I$ 稀释的 +2./ 标记的羊抗鼠 2)A，9:;孵

育 9$D8(，@%- 洗 9 次。荧光显微镜下观察记录，同

时设野生型病毒基因组转染 -GH 细胞、-GH 正常细胞

作为阴性对照。

!"4 重组杆状病毒的扩增和表达条件的优化

将病毒分别以不同的 O42（每个细胞的病毒感

染量）感染 -GH 细胞并于感染后不同时间收集表达

产物 上 清。用 #$ 倍 梯 度 稀 释 重 组 干 扰 素（每 孔

#$$"5）致 敏 次 代 鸡 胚 成 纤 维 细 胞 <=1，然 后 加 入

#$$"5 #$$./2!I$的 P-P，<= > =?1 后观察细胞半数保

护情况，按照刘长暖等［?］的方法测定鸡干扰素0!的

活性，用 FJJE0O6J(’1 法进行计算，最终确定重组病

毒的最佳感染量和最佳蛋白表达时间。以每 D5 干

扰素样品的最高稀释度仍能保护半数细胞（I$Q）免

受病毒攻击的稀释度的倒数值定义为 # 个干扰素单

位（R）。

!"5 重组 +,-./*!抗病毒活性测定

按照步骤 #SI 测定的结果将表达产物进行系列

稀释，每孔加 #$$"5，将单层鸡胚成纤维细胞分别致

敏 <=1 和 =?1 后，然后再分别接种 #、#$ 和 #$$ T
./2!I$ 的 3!P +=?U? 病毒，#$=./2!I$ 禽流感病毒

（"I3#），<=1 后观察半数细胞保护情况；用同样方法

致敏 单 层 鸡 胚 成 纤 维 细 胞 后 接 种 不 同 空 斑 数 的

O!P A, 株，待病毒吸附 I1 后，加入 #Q琼脂和维持

液混合液覆盖，IE 后观察空斑增殖抑制情况。设野

生型病毒感染的细胞培养上清和正常细胞培养上清

作为病毒致病的阳性对照。结果用 -@-- 软件对统

计数据进行单因素方差分析。

6 结果

6"! 转移质粒的酶切鉴定

将 /12+30!基因从真核质粒 *’!3,0/12+30!中

用 !"#F#和 $#%#双 酶 切 后 克 隆 到 转 移 载 体

*+,-.%,/# 中，经过 !3, 纯化和双酶切鉴定，证明

获得的重组转移质粒 *+,-.%,/#0/12+30!正确。经

测序分析，进一步证明基因序列正确无误［:］。

6"6 7+,-./*!在 123 细胞中表达

取上述重组 !3, 质 粒（%&’D8E0/12+30!）转 染

-GH 细胞，IE 后按上述方法进行 2+,，结果表明，荧光

显微镜下可以见到 -GH 胞浆内和胞膜上都有亮绿色

的荧光，而野生病毒转染的 -GH 细胞、正常 -GH 细胞

没有可见荧光。这一结果证明 7/12+30!在 -GH 细胞

中得到良好表达（图 #）。

图 ! 转染 123 细胞 4) 后的 -.8 检测结果

+8)V# 2(E87J’W 8DD6(XGC6X7JL’J(’J &LL&Y XG -GH 8(LJ’W ’JCCL &W I E&YL

*XLW0W7&(LGJ’W8X( Z8W1 %&’D8E0/12+30!
,V -GH ’JCCL W7&(LGJ’WJE Z8W1 %&’D8E0/12+30!；%V -GH ’JCCL W7&(LGJ’WJE

Z8W1 Z8CE [876L %&’D8E（!"#$%&’）V

6"# 123 细胞上清中含有高效价的 7+,-./*!活性

取不同的 O42 分别感染 -GH 细胞，于感染后不

同时间收集细胞上清，按 #$ 倍梯度稀释，致敏次代

/U+，<=1 后加入 #$$./2!I$ 的 P-P，再间隔 <=1 后观

察细胞保护情况。结果发现，7/12+30!的表达是随

时间和 O42 的变化而变化的，当 O42 \ # 时，7/12+30
!表达量呈明显稳定的上升趋势，且活性也相对最

高，H]1 达到表达高峰，O42 \ < 时也是如此，但表达

量略低于 O42 \ #，而 O42 \ <，=，]，?，#$，7/12+30!
表达在感染后 :<1 达到了高峰，由于细胞裂解较多，

所以采样时 7/12+30!活性不是很高，从感染后 H] >
#==1，细胞全部裂解，所以在 H]1 收集破碎细胞和细

胞上清测定蛋白活性（表 #）。连续 = 次实验结果表

明干扰素感染量为 O42 \ # 为最佳感染量，感染后

H]1为最 佳 收 获 时 间，测 得 的 干 扰 素 的 活 性 高 达

#SI? T #$]R^$S#D5。将 = 次的测定结果取平均值后

?H] 微生物学报 &"%’ ()"*#+)#,#-)"’ .)/)"’ <$$I，PXCV=I 3XVI



进行绘图如下（图 !）。表达的干扰素对温度比较敏

感，在 "# 避 光 可 保 存 $ 个 月，活 性 仍 能 保 持 在

% & %’()*’+%,-，$.# %/ 降到 % & %’0)*’+%,-，01#
处理 %2 活性下降到 % & %’")*’+%,-，而放液氮和

3 !’#冻融一次后的活性下降到 % & %’0)*’+%,-，但

能保持该活性半年不变。表达的干扰素对 45 也比

较敏感，研究发现干扰素在 45 6 0 7 .，"#处理 %2
时，活性为 % & %’()*’+%,- 左右，但 45 小于 0、大于

. 时干扰素活性下降到 % & %’$ 7 % & %’")*’+%,-。

表 ! 不同感染量和时间对重组鸡!"干扰素表达的

影响（#$!%%"&）

89:;< % 82< =>,< ?@ABC< @D =2< BE2FGHI!<J4B<CC</ >K CDL ?<;;C >KD<?=</

M>=2 />DD<B<K= /@C9N< @D =2< O>BAC

! *2
PQF

% ! " ( 1 %’
!" %’"+’’ %’"+’’ %’0+’’ %’"+1’ %’"+0. %’0+’’

"1 %’"+0’ %’"+1’ %’"+0L %’"+0’ %’"+0.% %’0+0.

.! %’0+(( %’0+(( %’0+(( %’0+0’ %’0+1’ %’0+1’

L( %’(+!’ %’(+%’ %’0+0. %’0+0’ %’0+1’ %’0+0’

%!’ %’"+(( * * * * *
%"" %’"+’’ * * * * *

图 ’ 重组鸡!"干扰素活性测定

G>NR! S<=<B,>K9=>@K @D :>@9?=>O>=T @D BE2FGHI!<J4B<CC</ >K

=2< UDL ?<;;C CA4<BK9=9K=C

’() *+,-./"!能抑制 012 34 对 +5. 的致病变

作用但对 /12 .)656 仅能抑制其在细胞上的增殖

用不同量的重组干扰素分别致敏 EVG !"2 和

"12，接种不同 8EFS0’含量的 G"1V1，结果发现在 !"2
内重组干扰素对细胞几乎没有保护作用，细胞均表

现出病变。用血凝实验测定细胞上清中的病毒血凝

价，从感染后第 $ 天开始，连续 0/，直到阳性感染细

胞全部死亡，然后将各稀释度第 0 天的血凝价平均

值列表如下（表 !），从表中也可以看出，对照组和试

验组的细胞都有血凝价，经统计学分析组与组之间

差异不显著（" W ’+’0）。用 XY（%+( & %’" ZG)*,-）

稀释到一定的空斑数后，感染致敏过 !"2 的 EVG，吸

附 02 后加琼脂覆盖维持 0/，台盼蓝（’+$[）染色计

数空斑。结果发现重组干扰素致敏过的 EVG 病毒

形成的空斑数明显少于对照组（正常上清）（表 $），

从表中可以看出干扰素对 PS\ XY 的空斑抑制作用

与干扰素的用量呈正相关，经 UZUU 软件统计分析干

扰素加入组与对照组之间差异显著（" ] ’+’0）。

表 ’ *+,-./"!干扰素抑制 /12 的血凝测定结果

89:;< ! BE2FGHI!9K=>O>B9; 9?=>O>=T 9N9>KC= HS\

HS\
FGH*)

%’’’’ %’’’ %’’ E@K=B@;
%8EFS0’ %+09 !+09 " 0
%’8EFS0’ !+09 " " 0
%’’8EFS0’ $ " 0 0

!82< B<CA;=C @D 2<,9NN;A=>K9=>@K 9CC9T /<K@,>K9=< !K，=2< KA,:<BC 9,@KN =2<
=9:;< B<D<B =@ KR 9：U>NK>D>?9K= />DD<B<K?<（" ] ’+’0）R

表 7 *+,-./"!对马立克氏病病毒的空斑抑制作用

89:;< $ BE2FGHI!9K=>O>B9; 9?=>O>=T 9N9>KC= PS\

FGH*)
P<9K 4;9^A<（ZG)） _9=< @D >K2>:>=>@K*[

%(’ ZG) %(’’ ZG) %(’ ZG) %(’’ ZG)
E@K=B@; %01 %0L. %+!0 ’+%L
%’! %’9 !%$9 L$+.09 1(+(L9

%’$ !9 %!’9 L1+.09 L!+0’9

%’" ’9 019 %’’9 L(+$19

%’0 ’9 ’9 %’’9 %’’9

9：U>NK>D>?9K= />DD<B<K?<（" ] ’+’0）R

’(8 *+,-./"!有显著的抗 4-2（98/!）病毒对细胞

的致病变作用

按上述方法致敏并感染 YF\ 病毒，然后用血凝

实验测定细胞上清中的血凝价，从感染后 !"2 开始，

连续 %’/ 测血凝价（表 "），从表中可以看出 BE2FGHI!
对 YF\ 50H% 有明显抑制作用，且 BE2FGHI!的量为

%’’) 以上时，对 %’"8EFS0’ YF\ 病毒都能表现出很好

的抑制效果。

表 ) *+,-./"!抗 !%):+-18% 4-2 的抑制结果

89:;< " BE2FGHI!9K=>O>B9; 9?=>O>=T 9N9>KC= YF\（%’" 8EFS0’）

FGH*)
S9TC 4@C=I>KD<?=>@K

% ! $ " 0 ( . 1 L %’
%’’’’ ’9 ’9 ’9 ’9 ’9 ’9 ’9 ’9 ’9 ’9

%’’’ ’9 ’9 ’9 ’9 ’9 ’9 ’9 ’9 ’9 ’9

%’’ ’9 ’9 ’9 ’9 ’9 ’9 ’9 ’9 ’9 ’9

%’ ’+0 % " " $+0 ! $+0 $ ! $
E@K=B@; % % 0 0 " $ " " $ "+0

!82< B<CA;=C @D 2<,9NN;A=>K9=>@K 9CC9T /<K@,>K9=< !K，=2< KA,:<BC 9,@KN =2<
=9:;< B<D<B =@ KR 9：U>NK>D>?9K= />DD<B<K?<（" ] ’+’0）R

7 讨论

鸡干扰素I!是一种具有抗病毒、抗肿瘤、免疫

调节活性的细胞因子，可作为免疫佐剂和生长促进

剂［L］，因在抗感染免疫中机体本身产生的干扰素I!
量很少，所以人们就考虑利用基因工程方法体外

LL(!’’0，\@;R"0 H@R0 孔桂美等：重组鸡!I干扰素在昆虫细胞中的高效表达



大量表达干扰素!!。自 从 "#$%&!! 被 ’()*+ 和

,-./01#23［4］克隆出后，已有很多关于 5"#$%&!!表达

的报道，绝大多数是用大肠杆菌表达的，由于原核表

达产物不能进行翻译后修饰，其生物学活性往往较

低。本实验室［6］也成功克隆出 "#$%&!!，在大肠杆菌

进行了表达和初步应用，发现原核表达的 "#$%&!!
主要以包涵体形式存在，细菌裂解上清无抗病毒活

性。杆状病毒表达载体系统是目前最具应用前景的

真核表达系统之一，它具有对外源基因容量大，操作

方便，不污染环境，表达产物得到较充分的翻译后修

饰［47］，,28*5/9#1 等［:］证明杆状病毒表达的 "#$%&!!
与用有丝分裂原激活脾脏 ; 细胞产生的天然干扰素

具有相类似的物理化学特性以及生物学活性，且感

染后的昆虫细胞上清中的干扰素含量较高，达到

477 < =77")>8,。?/(00(0) 等［44］报道的纯化的 @(A!
"#$%&!!的抗病毒活性为 B77C>8)，,(33/#-D 和 "#-(［4:］

用杆状病毒表达的重组抗病毒活性为 : E 47BC>8,，

F2GH2I( 等［=］ 用 杆 状 病 毒 表 达 的 "#$%&!!!@(A 和

"#$%&!!;@(A 纯化后的活性为（4JK < 6JL）E 47BC>8,
（以每 8, 干扰素样品的最高稀释度仍能 使 细 胞

477M免受病毒的攻击的稀释度的倒数值定义为 4
个干扰素单位）。本研究通过对表达条件的优化使

感染后昆虫细胞上清中的 5"#$%&!!活性达到（4 <
4JBL）E 47K < 6C>8,（每 8, 干扰素样品的最高稀释度

仍能使细胞 B7M免受病毒的攻击的稀释度的倒数

值定义为 4 个干扰素单位），且昆虫细胞上清易于收

获，为体外大量制备高效价廉的重组!!干扰素奠定

了基础。

在畜牧业生产中，滥用抗生素已经引起大量耐

药菌的出现和药物残留，对人类和动物疾病的控制

十分不利。细胞因子作为免疫应答的自然介导物和

调节物，在临床上具有良好的应用前景。随着基因

工程技术的发展，干扰素的生产成本大大降低，使其

在家禽业的应用成为可能［4= < 4K］。N(9#2/3 等［O］报道

用表达鸡!!干扰素的重组腺病毒治疗艾美尔球虫

感染取得了显著的疗效，能控制感染鸡的体重减轻。

P-#0 等［Q］报道用重组鸡干扰素!!可作为免疫佐剂和

生长促进剂。本研究用杆状病毒表达的 5"#$%&!!
进行抗病毒初步研究发现其具有很强的抗病毒能

力，但对不同病毒的抗病毒能力差异显著，对 &’R
（%QLSL 株）几乎无可见细胞病变抑制作用，但从血

凝实验可以看出有一定的抑制作用；5"#$%&!!对禽

流感的抑制作用最为明显，对不同接种量的病毒都

有明显的抑制作用；对 N’R（TU 株）的空斑抑制作

用也非常明显，造成这种差异的原因可能是因为

&’R 本身是一种强的干扰素诱生剂，病毒对干扰素

有一定的抵抗能力，病毒在逃避干扰素的作用机理

上不同于其他病 毒［46］。N’R 是 一 种 细 胞 结 合 型

’&U 病毒，生长复制比较慢，在机体中也主要是细

胞免疫为主，对干扰素比较敏感。当然，干扰素对不

同病毒抑制的效果差异的原因和机制还有待进一步

研究。重要的是，作者认为在应用干扰素进行疾病

治疗时必须首先了解干扰素抗某种病毒的效果，目

前这项工作正在进行中。
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