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摘 要：本研究构建了表达牛!干扰素的重组杆状病毒，感染 HI’细胞后，分别采用免疫荧光和免疫印迹证实了重
组 2GJKL4!的表达存在于细胞内和培养上清中。采用表达绿色荧光蛋白的水疱性口炎病毒（MNM"OKP）检测分泌
到细胞上清中重组 2GJKL4!的抗病毒活性，可达到 &%#Q% RST,U。同时重组 2GJKL4!还可以激活鸡 VW启动子控制的
萤光素酶报告基因的转录表达。综上，本研究采用杆状病毒表达系统，重组牛!干扰素以分泌形式高水平表达，且
具有天然"型干扰素的生物学活性。
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干扰素（6>Y*.I*.G>，JKL）是于 &’0"年作为干扰病
毒繁殖的物质被发现的，其主要分为"型和#型，"
型 JKL 主要包括 JKL4$、!、%、&、’、(、)和*等，#型
JKL只有 JKL4+一种［&，$］。"型 JKL中 JKL4$主要由
白细胞产生，JKL4!主要来自成纤维细胞，JKL4$和!
具有相似的生物学活性，结合同样的细胞表面受体，

能够诱导一系列细胞内蛋白表达，继而发挥抗病毒、

抗细胞增殖和调节免疫应答［$，/］。

近年，由于没有特效抗病毒的化学药物，而病毒

却变异迅速，出现了禽流感、NRZN等病毒性疾病的
爆发和流行，迫切需要有效的抗病毒药物［! ( #］，而"
型 JKL由于其强大的抗病毒和免疫调节生物学功
能，成为病毒病防治的重要武器。因此，研制出天然

活性重组牛"型 JKL在牛病毒病防治上具有十分重
要的意义。杆状病毒（25+@7G<6.@H）表达技术已经成
功表达了许多有活性的细胞因子，其能够较好地对

重组蛋白糖基化和剪切折叠，比原核表达系统更优

越，表达产物比活性更高，更适合细胞因子的表

达［"，C］。

"型 JKL发挥其抗病毒生物学功能的途径之一
是经由 [R\4N]R]信号转导途径激活 VW启动子（VW
^.G,GY*.，VW^），表达的 VW 蛋白（VW ^.GY*6>）能够抑
制负链 ZLR病毒复制［’，&%］。VW^可用于特异地检测

"型 JKM的生物学活性，其中鸡 VW^可同时用于特
异检测鸡和哺乳动物"型 JKL的生物学活性［&& ( &/］。

本实验室建立的 V)2\4VW^47@+ 细胞系，其中的鸡
VW^ 能够在牛"型 JKL 作用下表达萤光素酶
（7@+6I*.5H*，7@+）报告基因，可用于猪和牛"型 JKL的
生物活性检测。

本研究克隆了牛!干扰素基因，并构建了重组
牛!干扰素杆状病毒，并对其表达重组牛!干扰素
的生物学活性进行了研究。

! 材料和方法
!"! 材料
!"!"! 质粒、细胞株和毒株：含有牛!干扰素的质
粒 ^V)&C42GJKL4!和原核表达质粒 P3]/$42GJKL4!
由本实验室构建保存。供体质粒 ^K5HY25+]V &
（J><6Y.G9*>）、)_&%25+及 2U$& 大肠杆菌感受态细胞
（J><6Y.G9*>）、HI’细胞系、马达氏牛肾细胞系（V)2\）
均由本实验室保存；稳定整合鸡 VW 启动子控制表
达萤光素酶（ 7@+6I*.5H*，7@+）报告基因的 V)2\4VW^4
7@+细胞系由本实验室建立并保存，可用于分析检测
牛"型 JKL的生物学活性；鸡胚成纤维细胞（1;6+?*>
*,-.FG I6-.G-75HYH，13KH）采用 &% 日龄的 NPK 鸡胚常
规方法制备；表达增强绿色荧光蛋白重组水疱性口

炎病毒（MNM"OKP）由本实验室通过反向遗传技术
构建、V)2\细胞系滴定 PKS后 D "%‘保存。
!"!"# 主要试剂与仪器：L64L]R琼脂糖亲和树脂、
硝酸纤维素膜购自 P6*.+*公司；辣根过氧化物酶标



记的羊抗鼠 !"#、鱼皮蛋白购自 $%"&’公司；高亮萤
光素酶检测试剂（()%"*+,#-. /01%23)’43 ’44’5 454+3&）购
自 6).&3"’公司；各种限制性内切酶和 78,!"# 酶都
购自 9’:’;’公司；9< =>?连接酶购自 @(!公司；质
粒中量提取试剂盒购自 A%’"3B 公司；CD 孔白色板
（CD E3-- E*%+3 F-’+3）购自 G.)B%B"公司；荧光倒置显微
镜为 /7!G? 公司产品；检测发光的仪器 @%1).F-’+3
H-0.)3413B13 ;3’I3)（H/JKLL）为 (%.,93M 公司产品；
G7AKLLL自动测序仪为 (31M&’B公司产品。各种细
胞培养基、昆虫细胞转染试剂 G3--231+%B ;3’"3B+、
9)%N.-和 @,@/O反转录试剂盒购于 !BP%+)."3B公司。
!"# 重组杆状病毒的构建与表达
从 F@=QK,(.!H>,!上以 $"%"R&’""双酶切下

(.!H>,!的 S;H 克隆至以同样双酶切的质粒
FH’4+(’19@Q，构建 FH’4+(’19@Q,(.!H>,!。将 FH’4+(’19@

Q,(.!H>,!转化至 =TQL(’1，经蓝白筛选挑取白色菌

落，提取质粒，以 @QU,<K2（VW,#9999GGG?#9G?G#?
G,UW）和 @QU,<X)（VW,G?##???G?#G9?9#?G,UW）为引
物进行 6G;筛选阳性重组穿梭质粒 )(’1&%I,(.!H>,

!，制备高纯度阳性重组穿梭质粒，使用 G3--231+%B
;3’"3B+转染至 42C细胞，待细胞出现病变后，按文献
［Q<］进行重组病毒嗜斑纯化和病毒扩增。收取纯化
后病毒感染的 42C细胞，提病毒基因组 =>?，以 @QU,
<K2和@QU,<X)为引物进行 6G;验证 (.!H>,!基因在
纯化病毒中获得稳定重组，重组病毒命名为 )(’1,
(.!H>,!。扩增种毒滴定后，于 <Y保存备用。

)(’1,(.!H>,!病毒液和野生型杆状病毒按 Q Z QL
体积比感染新鲜制备 42C 细胞，至细胞病变达 CL[
时收获细胞培养上清，L\]]#&滤器过滤后，分别命
名为 (.!H>,!)(’1和 &.1M(’1，分装后于 ^ XLY保存
备用。

!"$ %&’的抗病毒活性检测
!H> 抗病毒活性定量检测的操作步骤如下：

@=(:细胞于 CD 孔细胞板中生长至密度为 QLL[，
弃上清，每孔加 QL倍梯度稀释 !H>样品 QLL#/，每个
稀释倍数设 U 个平行对照孔，UXY及 V[ GS] 培养

条件下处理 ]<*后，弃上清，用含 ][ H($的 =@7@
稀释 O$O!#H6，按每孔 ULLLL 6H_（QLL#/）加入病毒
稀释液，同时设未经转染上清处理，只加病毒液的病

毒对照（O%)04 G.B+).-，OG）孔。接毒后至 OG 孔的
G67约为 QLL[时，荧光倒置显微镜下观察 #H6 表
达及病毒感染复制情况，以 OG 孔为参照，每毫升
中，以表达绿色荧光数减少为 OG孔 VL[的平均最
高稀释度为一个抗病毒活性抑制单位（?_）。
!"( )*%&’+!多克隆抗体的制备
原核表达质粒 679U],(.!H>,!转化到 (/]Q，用

L\V&@ !69#诱导 U*后，$=$,6?#7电泳检测融合蛋
白表达。表达产物参照 >%,>9?琼脂糖亲和树脂纯
化说明书纯化后，透析除去尿素。

以纯化的 (.!H>,!原核表达蛋白免疫 (?/(RG
小鼠，免疫前断尾采血，分离免疫前小鼠血清，然后

按常规程序免疫小鼠并采血分离血清，于 ^ ]LY保
存备用。

!", 间接免疫荧光
)(’1,(.!H>,!病毒液按 Q ZQL体积比感染新鲜制

备 42C细胞，至细胞病变达 CL[时，弃去细胞上清，
6($洗涤后依次在室温下以 6($配制的 U[多聚甲
醛固定 QV&%B，6($ 配制的 L\][ 9)%+.BJ,QLL 通透细
胞膜 QL&%B，6($9（L\LV[ 9E33B]L）配制的 Q[ ($?
封闭 Q*，同时设野生型杆状病毒感染细胞为阴性对
照。以 6($9 QZQLL稀释的 (.!H>,!小鼠多抗为一
抗，同时设小鼠免疫前血清为一抗的对照；6($9
QZVL倍稀释荧光素（H!9G）标记的羊抗鼠 !"# 为二
抗，6($9洗涤后荧光倒置显微镜下观察结果。
!"- 免疫印迹鉴定

)(’1,(.!H>,!按 Q ZQL体积比感染于无血清培养
基中培养的 42C细胞，待细胞病变达 CL[时，收获细
胞培养上清，于冰水浴中每 QLL&-边搅拌边徐徐加
入 VV\D" 硫酸铵。静置 UL&%B 后，QLLLL ‘ " 离心
]L&%B收集沉淀，去上清，将沉淀悬浮于 Q a ]倍沉淀
体积 的 ]L&&.-R/ 9)%4,TG-（ FTX\<）溶 液，再 于
]L&&.-R/ 9)%4,TG-（FTX\<）溶液中透析除去硫酸铵。
得到的浓缩样品依次进行 $=$,6?#7凝胶电泳，电
转印至硝酸纤维素膜，V[鱼皮蛋白（6($9配制）封
闭过夜，以上述制备的 (.!H>,!小鼠多抗 6($9
QZQLL稀释作为一抗，6($9 Q Z VLLL稀释的辣根过氧
化物酶标记羊抗鼠 !"# 为二抗，=?( 显色 U a V&%B
后加去离子水终止。

!". /01的激活反应与萤光素酶的检测
@=(:,@8F,-01细胞于 ]< 孔板中过夜密度约

QLL[时，加入以含有 V[H($的 =@7@ QL倍梯度稀
释的上述 (.!H>,!)(’1和 &.1M(’1样品，每个稀释度设 U
个平行孔，并设未处理空白对照孔（(-’BM G.B+).-，
(G），UXY及 V[ GS] 培养 D*后，参照高亮萤光素酶
检测系统说明书检测萤光素酶的表达。

# 结果
#"! 2)34+)*%&’+!的构建与表达产物的抗病毒活
性滴定

提取重组杆状病毒 )(’1,(.!H>,!的病毒基因组
=>?，以 @QU,<K2和 @QU,<X)为引物进行 6G;鉴定，
扩增出特异的 ]\KMb的产物，而野生型杆状病毒扩
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出约 !""#$ 的产物，表明 %&’()*!基因在杆状病毒
中获得重组。

+&’()*",+-.的抗病毒活性采用 /0/! 1(% 于
23+4细胞上进行抗病毒活性滴定（图 5），表明
+&’()*",+-.的抗病毒活性约为 5"67" 89:;<。同时
;&.=+-.的 5" 倍稀释度几乎完全抑制了 /0/!1(%
的复制，但 5""倍稀释度无抗病毒活性。

!"! 间接免疫荧光检测 #$%&’(!在 )*+细胞的表达
以上述制备的 +&’()*"小鼠多抗为一抗检测

,+-.*+&’()*"感染的 >?@ 细胞发出强阳性荧光信号
（图 A*8），同时用免疫前小鼠血清检测则为荧光信
号阴性（图 A*+）；以 +&’()*"小鼠多抗为一抗检测野
生型杆状病毒感染的 >?@细胞也为荧光信号阴性（图
A*B），结果表明 +&’()*"在 >?@细胞中获得了表达。

图 , -#./(#$%&’(!感染 )*+上清的抗病毒活性滴定
(CDE 5 FGH -IJCKC,-L -.JCKCJM ->>-M &? JGH >N$H,I-J-IJ> &? ,+-.*+&’()*"N>CID /0/!1(%E OGHI 23+4 .HLL> ?&,;HP ;&I&L-MH,，-IP Q-> -#&NJ
5""R PHI>CJM CI @6 QHLL PC>GH>，.HLL .NLJN,H >N$H,I-J-IJ> Q-> PC>.-,PHP，JGHI JGH .HLL> QH,H CI.N#-JHP ?&, AS G&N,> QCJG JHI?&LP >H,C-LLM PCLNJHP
’() >-;$LH> -> PH>.,C#HP -#&KH CI -I CI.N#-J&, -J !TU QCJG VR BWA E FGHI JGH >N$H,I-J-IJ> QH,H PC>.-,PHP，H-.G QHLL Q-> CI&.NL-JHP QCJG

!"""" $?N /0/!1(% CI 5""#< 32X2 .&IJ-CICID AR (+0，-IP QH,H CI.N#-JHP ?&, -I&JGH, 56*AS G&N,>E /C,N> .&IJ,&L（/B）Q-> JGH QHLL ?,HH
?,&; ’() >-;$LH，#NJ QCJG -PPCJC&I &? /0/!1(%E OGHI 5""R B%X ?&,;HP CI /B QHLL，JGH GCDGH>J PCLNJC&I &? JGH QHLL QCJG V"R 1(%
HY$,H>>C&I CI JGH /B QHLL Q-> PH?CIHP -> &IH -IJCKC,N> -.JCKCJM NICJ（89）$H, ;L E FGH >N$H,I-J-IJ &? ,+-.*+&’()*"-IP QCLP JM$H #-.NL&KC,N>

CI?H.JCID >?@ .HLL> Q-> I-;HP +&’()*",+-. -IP ;&.=+-. ,H>$H.JCKHLME FGH -IJCKC,-L -.JCKCJM &? +&’()*",+-. C> -#&NJ 5"67" 89:;L E ! FGH IN;#H, CI
（ ）C> JGH PCLNJC&I &? JGH ’() >-;$LH>E

图 ! 间接免疫荧光检测重组 #$%&’(!在 -#./(#$%&’(!感染 )*+细胞中的表达
(CDEA B&I?C,;CID JGH HY$,H>>C&I &? ,H.&I#CI-IJ +&’()*"CI JGH CI>H.J .HLL> CI?H.JHP QCJG ,+-.*+&’()*"N>CID CIPC,H.J C;;NI&?LN&,H>.HIJ

->>-M（’(8）E %&LM.L&I-L -IJC#&PM J& +&’()*"Q-> .&LLH.JHP ?,&; +8<+:. ;C.H C;;NICZHP #M +&’()*"$,&JHCI HY$,H>>HP
#M ! E "#$%，-IP JGH .&IJ,&L >H,N; Q-> .&LLH.JHP ?,&; +8<+:. ;C.H #H?&,H C;;NICZ-JC&IE >?@ .HLL> Q-> CI?H.JHP QCJG ,+-.*+&’()*"，

-IP $&LM.L&I-L -IJC#&PM J& +&’()*"（8）-IP .&IJ,&L >H,N;（+）QH,H N>HP -> ?C,>J -IJC#&PME >?@ .HLL> Q-> CI?H.JHP
QCJG QCLP JM$H #-.NL&KC,N>（B），-IP $&LM.L&I-L -IJC#&PM J& +&’()*"Q-> N>HP -> ?C,>J -IJC#&PME

!"0 免疫印迹鉴定 #$%&’(!在 )*+细胞上清的表达
图 ! 表明：,+-.*+&’()*"感染的 >?@ 细胞后，重

组 +&’()*"以分泌到 >?@ 细胞培养上清中的方式获
得正确表达，产物分子量约为 A"=3-；同时，阴性杆

S@@ B[X) OHC*MH &’ ($ E :)"’( *%"+#,%#$#-%"( .%/%"(（A""T）ST（6）



状病毒感染 !"#细胞的上清未显示此条带。

图 ! 免疫印迹检测重组 "#$%&’!在 (")*’"#$%&’!感染
+,-细胞上清中的表达
$%&’ ( )*+"%,-%+& ./0 012,0!!%*+ *" ,03*+4%+5+. 6*7$89! %+ ./0
!:20,+5.5+. *" ./0 !"# 30;;! %+"03.0< =%./ ,65396*7$89! :!%+& >0!.0,+
4;*..%+&’ ?/0 2,*.0%+ %+ !0,:-9",00 %+!03. 30;; 3:;.:,0 -0<%:- *" ,6539
6*7$89!（@）5+< ./5. *" =%;< .A20 453:;*B%,:!9%+"03.0< !"# 30;;!（6）=5!
2,03%2%.5.0< 4A CDE（=FB）5--*+%:- !:;2/5.0’ ?/0+ ./0 2,03%2%.5.%*+
=5! 5+5;AG0< 4A >0!.0,+ 4;*..%+& :!%+& 2*;A3;*+5; 5+.%4*<A 5&5%+!. 6*7$89

! <0!3,%40< 54*B0 5! "%,!. 5+.%4*<A，5+< :!%+& ./0 HIJ9!/00295&5%+!.
-*:!0 7&K 3*+L:&5.0 5! !03*+< 5+.%4*<A’

./0 12"3’145’67*分析 "#$%&’!(")*的生物学活性

图 M表明：低至 NOP 稀释度的 6*7$89!,653都可激

活 Q12表达萤光素酶，NOM R NOP 稀释度与萤光素酶
表达量成良好的线性关系；-*3S653只有 NO倍稀释度
激活 Q12表达了较高水平的萤光素酶，NOO 倍稀释
度以上不能激活 Q12；以上检测结果与抗病毒活性
滴定结果相符合。因此 ,65396*7$89!表达的重组
6*7$89!具备天然"型干扰素的生物学功能和较高
的生物学活性。

图 0 12"3’145’67*分析 "#$%&’!(")*的生物学活性

$%&’M ?/0 4%*53.%B%.A 5!!5A *" 6*7$89!,653 :!%+& QT6U9Q129;:3 30;;!’

QT6U9Q129;:3 30;;! "*,-0< 3*+";:0+. -*+*;5A0, %+ VM =0;; <%!/0!，./0+
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! 讨论和结论
病毒复制抑制试验是目前检测干扰素的生物学

活性的传统方法。传统方法抗病毒活性的判定标准

主要有 ( 种方法，观察细胞病变（3A.*25./%3 0""03.，
)J[）、噬斑（2;5\:0）计数和细胞染色，但 (种方法都
很容易产生较大误差，重复性差，精确度低［ND，NP］。作

为改进，本研究使用表达 K$J的重组 ]^]病毒替代
野生型 ]^]病毒，可以通过荧光蛋白的表达来反映
病毒感染复制的数量程度，进而判定 7$8对病毒复
制的抑制程度，判定更准确敏感（数据未显示），重复

性显著改善。

除了抗病毒活性定量检测方法外，报告基因检

测以其敏感性高、准确性好和使用安全等优点而成

为研究 7$8生物学活性及定量检测和分析的得力工
具。本实验室建立的 QT6U9Q129;:3细胞系内有鸡
Q1启动子控制表达的萤光素酶报告基因，可用于检
测牛的"型 7$8的生物学活性。,65396*7$89!表达
的重组 6*7$89!即使 NOM 倍稀释也能作用于 QT6U9
Q129;:3细胞激活 Q12表达了高水平的萤光素酶，并
且 NOM R NOP 稀释度的生物学活性与激活表达的萤
光素酶水平几乎成线性关系，与抗病毒活性检测相

符合，表明其具备天然"型 7$8的生物学功能。
在病毒病层出不穷的今天，"型 7$8在人类的

抗病毒治疗中已有重要的应用，例如人乙型肝炎的

治疗［NW］。在动物病毒病的治疗中，7$8的应用虽然
还处在探索阶段，但是人的临床治疗经验预示了其

较好的应用前景。而 7$8应用于临床治疗则需要的
活性较高、热源少且廉价的 7$8产品，其可以通过杆
状病毒表达系统来实现。杆状病毒表达系统表达水

平高，能够对蛋白进行完整的翻译后加工，其表达的

蛋白具有完整的生物学功能，且可安全地用于畜禽

疾病的临床治疗，非常适合细胞因子的表达［NC，N#］。

在本研究中，间接免疫荧光和免疫印迹都表明

,65396*7$89!感染 !"#细胞后重组 6*7$89!获得了表
达，且主要分泌到细胞上清中，上清的抗病毒活性可

达 NOP_O@‘F-Z，分泌表达还有利于今后的产业化；同
时重组 6*7$89!能够激活 Q1启动子，表明其具有天
然"型 7$8的生物学功能，也验证了杆状病毒表达
系统良好的翻译后修饰能力；虽然绝对表达量小，直

接用细胞或感染 !"# 上清进行 ^T^9J@K[电泳或免
疫印迹都不能检测到重组 6*7$89!的表达（数据未
显示），但是其较高的抗病毒活性和生物学活性都显

示表达产物具有极高的比活性，这是原核表达系统

无法比拟的，并将有利于今后临床治疗的应用。

结论，本研究构建的 ,65396*7$89!表达的重组
6*7$89!具有天然"型 7$8相同的生物学功能，表达
水平高，抗病毒活性可达 NOP_O@‘F-Z，且具有极高的
比活性，具有良好的市场和临床治疗应用前景。
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