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摘 要：为了获得具有天然抗病毒活性的重组酵母鸡!干扰素，以 EB; F（刀豆素 F）诱导培养 ! ’ #%A 的鸡全血中

提取的淋巴细胞总 GHF 为模板，通过 G03IEG 的方法扩增出鸡!干扰素成熟蛋白基因。通过 !"#G"和 $%&"两个

酶切位点把鸡!干扰素成熟蛋白基因插入到酵母表达载体 JIKEL.3F 上，得到了重组酵母鸡!干扰素表达载体

JIKEL.3F3EMK)H3!，经 ’()* "线性化后的重组载体被转入酵母菌株 N44 中，通过 IEG 的方法来筛选重组酵母菌，在

甲醇诱导表达后，OPO3IFQ6 结果显示有两株重组菌在诱导 ?$A 后其表达上清中有大小为 #"RP. 的目的条带。干扰

素生物活性测定经典实验（微量病变抑制实验）和临床初步应用结果皆说明重组酵母鸡!干扰素具有较强的抗病

毒的生物活性和较好的临床使用前景。
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鸡!干扰素又称鸡免疫干扰素，它具有较强的

免疫调节作用和广谱抗病毒作用，目前研究已证实

其对流感病毒、新城疫病毒［#］，马立克氏病毒［$ ’ !］，

鸡劳氏肉瘤病毒［&］等具有较好的抑制作用，另外它

还可增加细胞表面 TME 类#型分子的表达，激活巨

噬细胞调节内部 H 化物的产生，如 HB 的产生可以

协助抗病毒、抗菌、抗寄生虫［" 和抗肿瘤细胞作用的

发挥［?］。

鸡!干扰素开放性阅读框有 !(& 个碱基，包括

一个起始密码子，编码 #( 个氨基酸的信号肽和 #!&
个氨基酸的成熟蛋白，其成熟蛋白大小为 #"RP.。
鸡!干扰素基因是一种真核基因，酵母表达系统可

以对其表达的蛋白质进行类似真核动物细胞中蛋白

翻译后的修饰，如蛋白质的糖基化与磷酸化［2］，蛋白

质的正确折叠，二硫键的形成等，而蛋白质的糖基化

与动物机体的细胞免疫和体液免疫有着很密切的关

系［(］。因此大部分利用毕赤氏酵母表达的重组蛋白

具有同天然蛋白质相近的生物学活性。$%%# 年，

UBC-V 等［#%］的研究表明大肠杆菌表达的鸡!干扰素

重组蛋白可增加异嗜细胞的数量，能增强雏鸡的非

特异性免疫力。本实验室也成功地利用大肠杆菌表

达出具有高生物活性的鸡!干扰素［##］，但真核基因

在原核表达系统中其产物主要以无生物活性的包涵

体形式存在，若要想获得具有生物活性的重组蛋白

必须对包涵体进行变性、复性等繁琐的后续处理工

作，而后续处理工作中重组蛋白的损失量大而且对

工作人员的技术水平要求也很高，这不利于工业化

生产，因此我们重新研究使用毕赤氏酵母表达系统

生产鸡!干扰素。研究结果表明：重组毕赤氏酵母

鸡!干扰素有较强的抗病毒活性，临床初步应用也

证明，其对大肠杆菌与新城疫混合感染的鸡群有较

好的治疗效果。因此我们可以说用毕赤氏酵母表达

系统生产鸡!干扰素具有易于工业化生产，生产成

本低，生物活性好的优点。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 实验材料：两周龄雏鸡，由江苏省农科院实

验动物中心提供。水疱性口炎病毒（WOW）为南京市

军 事 医 学 研 究 所 王 永 山 博 士 惠 赠 = 大 肠 杆 菌

（!("+,-."+.& "#/.）01&!，为本实验室保存。毕赤氏巴

斯德酵母 2."+.& 3&()#-.( 受体菌 N344（1.( @ 45) X ）、

表达载体 JIKEL$3F 购于 K;Y8V,BC*; 公司。

!"!"# 主要试剂和仪器：实验所用一切限制性内切



酶均购自 !"#"$" 公司；%&%’( 反转录酶和 $)"*+)
购自冷泉港中国科技公司；,-).（伴刀豆素球蛋白）

购自 /+0"1" 公司；.12 由 34)4 公司生产；胶回收试

剂盒 由 上 海 华 舜 公 司 提 供；/5/&6.37 低 分 子 量

%"8948 购 于 南 京 生 兴 生 物 公 司；:4-;+) 购 于

<)=+>8-04) 公司；其它试剂均为进口或国产之分析纯。

!"!"# 引物：根据 34)?")9 提供的鸡!干扰素基因

序列，在其编码成熟蛋白基因的两侧设计了一对引

物，由 !"#"$" 公司合成。两端分别设计了 !"#$"
和 $%&"两个酶切位点。引物 @：AB&,,33..!!,.!3
,.!.,!3,..!!.3!,!. &CB；引物 D：AB&!..,!3,.33
.3,.,.33,33!,.!.. &CB。
!"$ 鸡外周血淋巴细胞的分离及培养

两周龄鸡，翅静脉无菌采血 C1’（适量肝素抗

凝）。将采得的抗凝血在无菌状态下缓慢加入 D 倍

E+;-FF 淋巴细胞分离液上层，DGGG8H1+) I @G1+)，取云

雾状 的 单 核 细 胞 层。 用 含 @AJ 小 牛 血 清 的

$6<%@KLG 营养液稀释成 GMA I @GK 个H1’ 的细胞悬

浮液，每孔 D1’，然后加入 ,-) .，使其每孔终浓度为

@A N DG#0H1’，COP，AJ,QD 培养 L N @GR。

!"# 目的基因的扩增及序列的测定

以 ,-). 刺激的不同时段的细胞提出的总 $S.
为模板，进行 $!&6,$。$! 反应条件：KAP @A1+)，

LDP KG1+)；6,$ 反应 条 件：TLP @1+)，AGP @1+)，

ODP @1+)，CA 个循环；ODP 延伸 @G1+)。扩增出目的

片段，并 将 其 与 2%5@U &! 载 体 相 连 接，送 至 大 连

!"#"$" 公司测定序列组成并 34)?")9 上的序列相

比较以确定序列的正确性。

!"% 酵母表达载体的构建与鉴定

利用已构建好的 2%5@U &!&;R<ES!的 !"#$"和

’()"两个酶切位点，把鸡!干扰素基因经酶切后

与已经同样两种限制性内切酶酶切的 26<,:"&. 酵

母载体相连，再经 !"#$"和 ’()"酶切，如能切下

大小为 LTGV2 的条带则可以鉴定为阳性重组表达

载体。

!"& 重组鸡!干扰素基因酵母菌株的鉴定

把阳性酵母表达载体用 *%+W"线性化处理后

电转化酵母菌（WCC）并筛选整合上鸡!干扰素基因

的酵母菌株。根据酵母表达载体 26<,:"&. 上的一

部分基因序列分别在目的基因插入的两端设计一对

引物，上游引物：AB&3.,!33!!,,..!!3.3..3,&CB；
下游引物：AB&3,...!33,.!!,!3.,.!,,&CB。

未重组任何目的基因的 66<,:"&. 酵母的染色

体通过以上一对引物可扩增出大小为 AUGV2 左右的

片段，如果是阳性重组酵母表达菌株通过以上一对

引物扩增的片段应包含鸡!干扰素成熟蛋白基因

（约 LTGV2），那么总长度应为 @GUGV2 左右。

!"’ 高拷贝重组酵母菌株的筛选

将 X65/ 培养基平皿中长出的最初转化子，影

印法 依 次 接 种 到 含 :4-;+) 抗 生 素 浓 度 梯 度 为

DAG#0H1’，AGG#0H1’，@GGG#0H1’ 的 X65/ 培养基中，

逐级筛选 :4-;+) 抗性菌株即含目的基因的高拷贝

菌株。

!"( 重组酵母菌株的诱导表达

挑取 AGG#0H1’，@GGG#0H1’ 浓度的 :4-;+) 下筛

选出的两株菌株转接至 DA1’ 的 ?%3X 中，经 DUP
摇床培养至 ,-KGG 为 L 左右时，室温 @AGG I 0 离心

A1+) 收获细胞，将收获的细胞用 @GG1’ 的 ?%%X 培

养液悬浮再转接至容量为 @GGG1’ 的三角瓶中 DUP
诱导表达，每 DLR 向培养基中补加 GMAJ的甲醇，以

保持诱导的持续表达。同时在以下不同时段取诱导

上清作电泳鉴定：DLR，LUR，ODR，TKR。

!") 重组酵母鸡!干扰素生物活性的测定

采用细胞病变抑制法［@D］进行测定：取孵化了

T N @GY的 /6E 鸡胚，去头、四肢及内脏，无菌状态下

用 6?/ 洗 C 遍，剪碎。吹打成单个细胞后上 TK 孔

板，生长约 @DR 使细胞全部贴壁生长至单层后，去除

生长液，每孔加入 L 倍倍比稀释的干扰素（用无血清

营养液稀释）共 @GG#’，每个稀释度设六孔平行样，

孵育 @DR 后用 @GG!,<5AG的剂量的口泡炎病毒（(/(）

进行攻毒，同时设立阳性对照孔（不加干扰素，只加

病毒），阴性对照孔（只加干扰素，不加病毒），空白对

照孔（不加干扰素，不加病毒），大约 @D N DLR 后在倒

置显微镜下观察结果，在阳性对照孔出现 OAJ以上

病变的时候，判断结果。以能抑制 AGJ细胞病变的

样品的干扰素稀释度定义为一个单位干扰素［@C］

!"* 临床初步应用

在实验室生产一批约 DA1’ 的重组酵母鸡!干

扰素备用，在山东潍坊华辰公司的实验动物场，把一

批已确诊为大肠杆菌与鸡新城疫混合感染的鸡群

（UG 只），随机分成四组，每组 DG 只：对照组：鸡群不

给干扰素治疗；实验 @ 组：鸡群通过滴鼻、滴眼方式

给干扰素 AGGZH次（AG#’ 重组干扰素）；实验 D 组：鸡

群通过注射方式给干扰素 AGGZH次（AG#’ 重组干扰

素用 6?/ 稀释至 @1’ 后使用）；实验 C 组：鸡群通过

强迫饮水方式给干扰素 AGGZH次（AG#’ 重组 干 扰

素），实验组每天给予干扰素一次，一周之内每天观

察鸡群的病况，并记录。

K@@ ,.< %4+&R-)0 .+ )/ [ H0"+) 12"3#(2#/#42") 5262")（DGGK）LK（@）



! 结果

!"# 鸡!干扰素基因的扩增及序列的测定

以 !"#$ 刺激 % & ’() 的鸡全血淋巴细胞中提取

的总 *+$ 为模板，通过逆转录,聚合链式反应（*-,
.!*）技术，扩增出一条大小为约为 /((01 的特异性

目的条带。将目的片段连到 123’4,- 载体上，把

!"#*!和 $%&!双酶切鉴定为阳性的菌进行测序，

结果 与 56#78#9 上 提 供 的 基 因 序 列 的 同 源 性 为

’((:。

!"! 重组鸡!干扰素基因酵母表达载体的鉴定

用酶切的方法从重组鸡"干扰素基因测序质粒

上获得鸡"干扰素成熟蛋白基因，构建重组鸡"干

扰素基因酵母表达载体 ..;!<8,$,!="经 !"#*!和

’()!酶切可见到大小为 %>?01 的目的条带。

!"$ 重组鸡!干扰素基因酵母菌株的鉴定

通过设计好的一对引物做 .!* 鉴定，发现以正

确重组鸡"干扰素基因的酵母菌株的染色体为模板

的扩增出现了大小约为 ’(((01 的条带。而未整合

上鸡"干扰素基因酵母菌株（@,??）只扩增出一条大

小约为 /((01 的条带。

!"% 重组酵母菌株的诱导表达

把含不同浓度（/((#ABCD，’(((#ABCD）的 <6"EF#
筛选的抗性菌株进行诱导表达，通过在不同时段取

其发酵上清浓缩 ’( 倍以后进行电泳分析，发现在以

/((#ABCD 的 <6"EF# 筛选出的 G 株重组酵母菌株在诱

导 HG) 时的发酵上清的电泳分析图上有一条大小约

为 ’I938 的蛋白印迹（图 ’）。

图 # 重组酵母诱导上清浓缩后的电泳

JFAK’ L3L,.$5M "N O)6 F#PQE6P E"#P6#R6P RQ1#8O8#O "N O)6 S6E"C0F#8#O

T68RO

2K .S"O6F# C8S96S；’K !"#P6#R6P RQ1#8O8# "N O)6 S6E"C0F#8#O T68RO

6U1S6RR6P )FA)VT；GK LQ1#8O8# "N O)6 Q#S6E"C0F#8#O T68RO K

!"& 重组酵母鸡!干扰素生物活性的测定

把酵母表达的含有鸡"干扰素的诱导上清经透

析后微孔过滤后备用，采用病毒抑制法测定其抗病

毒活性。实验结果表明：加入 WLW 病毒（’((&*+,/(）

G%) 后可见：I 排孔中，加入低于或等于 %/ 稀释的干

扰素的细胞孔细胞状态良好，拍摄了 %/ 稀释的重组

酵母鸡"干扰素的细胞状态见图 G,$，而加入 %I 稀

图 ! 重组酵母鸡!干扰素处理后攻毒的鸡的成纤维细胞

JFAKG !MJ PFRR"VX6P O)6 S6E"C0F#8#O E)FE96#" F#O6SN6S"#

$：!6VV PFRR"VX6P 0T %/ PFVQO6P S6E"C0F#8#O E)FE96#" F#O6SN6S"#；7：H(:!.Y F# O)6 !6VV PFRR"VX6P 0T %I PFVQO6P S6E"C0F#8#O

E)FE96# A8CC8 F#O6SN6S"#K !：!6VV PFRR"VX6P 0T %H PFVQO6P S6E"C0F#8#O E)FE96#" F#O6SN6S"#K

图 $ 重组酵母鸡!干扰素抗病毒活性测定实验对照孔的情况

JFAK? -)6 E"#OS"V "N P6O6EOF"# N"S O)6 8#OFXFS8V 8EOFXFOT "N O)6 E)FE96#" F#O6SN6S"# F# T68RO $-".-) /)%0#1-%

$：-)6 1"ROFX6 E"#OS"V；7：-)6 #8OFX6 E"#OS"V；!：-)6 0V8#9 E"#OS"V K
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释的重组酵母鸡!干扰素孔中：第 !、"、#、$ 排中的

孔中约有 %&’（图 "()），在第 *、+ 排的 #$ 稀释的重

组酵母鸡!干扰素孔中细胞出现 ,&’以上的病变，

加入 #% 稀释的重组酵母鸡!干扰素孔中 $ 排全部

出现 !&&’病变（图 "(-）阳性对照孔完全出现 !&&’
的 ./. 病变（图 *(0），阴性对照孔中，细胞生长良

好，（图 *()），空白对照孔，细胞生长良好（图 *(-）本

批重组酵母鸡!干扰素的活性大小为 !& 1 #+2345。

!"# 临床应用结果

临床运用发现，两天后对照组鸡只精神萎靡，并

陆续有鸡只死亡，到实验第 % 天共有 6 只鸡死亡，而

实验 !，"，* 组在给鸡!干扰素一天时维持精神萎靡

的状态，但没有死亡鸡只，两天后精神有所好转，在

干扰素治疗 * 天后发现注射给药组的鸡只采食量显

著增加。到第 + 天，发现实验 ! 组和实验 * 组的鸡

只精神恢复正常，但采食量未恢复正常，而实验 " 组

（鸡!干扰素注射治疗组）鸡只采食、饮水、精神均恢

复正常，同时发现体重有轻微增加。结果表明重组

酵母鸡!干扰素在使用 +&&23次治疗时，可以用作

临床治疗剂量，同时发现以注射给干扰素的方法效

果最快，最明显。

$ 讨论

近年来的研究表明：酵母真核表达系统所表达

的外源蛋白比原核系统表达的外源蛋白具有许多的

优点，具有与天然蛋白相似的空间结构，具有与天然

蛋白相近的生物活性，而且很多研究表明其表达外

源蛋白的产量一般都比较高（表达上清直接电泳即

能看到清晰，较粗的蛋白条带）。本研究的结果表明

用酵母表达系统来获得鸡!干扰素，产量虽不是太

高［以蛋白质 789:;9（+&<=）为对照，按测活性时加入

的样品体积以及电泳分析所用的样品体积折算出重

组酵母鸡!干扰素的产量为：!"=345］，但是病毒病

变抑制实验表明其具有较高抗病毒生物活性，且重

组酵母鸡!干扰素的临床初步应用结果也显示疗效

显著。这可能是由于酵母表达系统对外源蛋白进行

磷酸化和糖基化等修饰后，使重组酵母鸡!干扰素

具有与天然干扰素相似的的空间结构，从而能使之

发挥较高生物活性的原因。

本研究中发现：在用不同浓度的 >;?@A< 来筛选

高拷贝鸡!干扰素基因的实验中，并不能确定对

>;?@A< 抗性越强的酵母菌株其表达鸡!干扰素的蛋

白量就越高。在 >;?@A< 浓度为 !&&&"=345 的培养基

平板上，我们也筛选到一株生长良好的酵母菌株，

/B/(C0DE 结果并未发现目的产物的蛋白印迹，这种

高拷贝低表达的原因可能在于 4FG0 翻译和蛋白质

折叠效率的限制［!#］。

在重组酵母鸡!干扰素的临床应用过程中，我

们发现其对大肠杆菌与新城疫混合感染的鸡群有较

好的临床治疗效果，这可能是一方面鸡!干扰素直

接抑制了 GB. 的繁殖，从另一方面来说虽然!干扰

素对大肠杆菌没有直接的杀伤、杀灭作用，但重组鸡

!干扰素应用于鸡群后可能提高了鸡只的整体免疫

能力，达到了治疗 GB. 和大肠杆菌混合感染鸡群的

效果，因此我们可以说重组酵母鸡!干扰素较好的

临床使用效果的取得是一个综合治疗的结果。

近年来无论是在人医还是兽医的病毒性疫病的

防治上，由于病毒的抗原漂移以及环境等其他因素

影响，导致疫苗对某些病毒性疾病的防治力不从心，

因而鸡病毒性疾病的防控始终是个比较棘手的问

题。而现代医学已证明!干扰素具有广谱抗病毒和

增强免疫功能的作用，它已成功地被用于医学临床，

治疗或辅助治疗各种病毒性疾病。那么，在动物医

学领域，重组酵母鸡!干扰素在实验室研究阶段获

得了成功，必将给我国养鸡业病毒性疾病的防治带

来福音。
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