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携带猪!干扰素基因逆转录病毒载体的构建

及其在猪肾细胞（!"#$%）中的表达

姚清侠，刘新文，钱 平，郭东春，陈焕春"

（华中农业大学畜牧兽医学院动物病毒室 武汉 !0%%"%）

摘 要：将梅山猪!干扰素基因定向插入逆转录病毒载体 AMNOP（F(I*），构建逆转录病毒重组质粒，利用脂质体介

导法将重组质粒转染逆转录病毒包装细胞系 Q10#"，转染细胞经含 R!#.（!%%"K6:M）培养基筛选一周后获得稳定产

毒的 Q10#" 细胞系。从细胞培养上清中提取 SP1，进行 S48QTS 检测，扩增到目的片段；将上清感染猪肾细胞（QU8
#2），经含 R!#.（!%%"K6:M、/%%"K6:M 和 .%%"K6:M）的 VW9W 筛选一周，间接免疫荧光表明表达的猪!干扰素主要锚

定于细胞膜。收取 QU8#2 细胞上清，在牛肾细胞（WV3U）上进行干扰素抗病毒活性检测，结果显示重组病毒表达的

猪!干扰素抗水泡性口炎病毒（XOX）的活性为 #$%%YZ6#%/ B(55L·!.E。以表达的干扰素处理 QU8#2 细胞后，经细胞病

变抑制法测定，重组猪!干扰素可以抵抗口蹄疫病毒（’WVX）感染。试验结果表明猪!干扰素基因已成功插入逆

转录病毒基因组并在 QU8#2 细胞中表达，表达的重组猪!干扰素具有较强的抗病毒生物活性。
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干扰素8!（Y’P8!）是由激活的 4 细胞和 PU 细胞产生的一

种多功能细胞因子，具有抗病毒、抗肿瘤、诱导免疫细胞分

化、调 节 免 疫 反 应 等 作 用［#，$］。猪!干 扰 素 BVP1 全 长

2%#)A，编码 $0 个氨基酸的信号肽和 #!0 个氨基酸的成熟蛋

白。它的抗病毒功能的发挥主要是通过与细胞膜上的特异

性!干扰素受体（Y’PRS）相结合，从而使受体的两个多肽亚

单位 Y’PRS# 和 Y’PRS$ 发 生 二 聚 化，导 致 位 于 受 体 上 的

\,F+L 激酶 \,]# 和 \,]$ 相互靠近，从而激活并启动 \1U8O414
途径、激活各种抗病毒基因启动子，生成多种抗病毒蛋白，参

与机体的病毒防御体系［0，!］。而它的免疫调节功能主要体现

在：它能够增加 W<T#和 W<T$类分子在细胞膜上的表达，

促进 4 细胞分化，介导 TV.^ 4 细胞的免疫反应等等［2 & .］。

但是动物体内一般情况下不产生干扰素，即使在病毒的

诱导下也仅产生微量的干扰素，难以提纯。国外 V;_;]:,FL
等［G］于 #GG% 年率先在基因水平上开始了对猪!干扰素的研

究；国内郭瀛军等［#%］于 $%%# 年首次克隆报道了猪!干扰素

基因序列。以原核或酵母系统表达真核基因虽然具有产量

高的优点，然而其产物纯化工艺复杂，与天然产物结构可能

存在差异。逆转录病毒载体介导的基因转移技术是一种较

为成熟的基因转移方法。该种方法具有许多优势：含有目的

基因的病毒载体可感染多种细胞，可广泛用于体外实验和动

物实验；逆转录病毒 SP1 基因的 BVP1 拷贝可稳定整合进被

感染细胞的染色体中，而宿主细胞通常不受损害，并随细胞

的分裂传递给子代；载体一旦整合到宿主细胞就可长期表

达。至今尚未见利用逆转录病毒表达猪!干扰素的相关报

道。

本研究将中国当地品种梅山猪的!干扰素基因，定向插

入逆转录病毒载体 AMNOP，获得了可稳定产毒的 Q10#" 细胞

系，并将该介导猪!干扰素的缺陷型重组逆转录病毒感染猪

肾细胞（QU8#2），成功表达猪!干扰素，为体外研究猪!干扰

素抗病毒功能、作用机理等奠定了基础。

$ 材料和方法

$&$ 材料

$&$&$ 病毒和细胞：口蹄疫病毒（‘69O6$%%$）为 ‘ 型 ’WVX、

水泡性口炎病毒（XOX）、牛肾细胞（WV3U）及猪肾细胞（QU8
#2）均由本室保存；包装细胞系 Q10#"，由哈尔滨兽医研究所

童光志研究员惠赠。XOX 的 4TYV2% 为 #%H "a0.0 6:M。’WVX 的

4TYV2%为 #%H 2a. 6:M。

$&$&’ 质粒：AWV#.848QIY’P!由本室构建（以 S48QTS 方法

从梅山猪外周血淋巴细胞中克隆到猪!8干扰素全长基因

2%#)A，将它插入 AWV#.84 载体）。与包装细胞系配套使用的

逆转录病毒载体 AMNOP（F(I*）购自 T5IF?(BE 公司。

$&$&( 酶和试剂：4! VP1 连接酶、限制性内切酶（!"#S#、

$%&<#）、’%( VP1 聚合酶和一步法 S48QTS 试剂盒均购自

宝生物（4,U,S,）公司；脂质体转染试剂盒 M;AIb(B?;IF S(,K(F?
$%%%、QI5-)*(F( 及 R!#. 均购自 RY3T‘ 公司；SP1 提取试剂盒

SP18OI5X#S S(,K(F? 购自美国 ‘W9R1 公司。猪 Y’P8!标准品



为 !"#"$%&"’ 公司产品，()*+ 标记的羊抗兔 ),! 购自 -%"./" 公

司。其他试剂均为国产或进口分析纯。

!"# 猪!干扰素基因逆转录病毒载体的构建

以 012345*5-6)(7!为模板，设计一对引物，并在上、下游

引物两端分别引入 !"#8"、$%&9"酶切位点，扩增梅山猪!
干扰 素 基 因。上 游 引 物 -3：:;5**!<<**+++<++<*!+<!!
+!++++*****5=;（!"#8"）；下游引物 ->：:;5**!!<*++!<*
!<+<<**<****! <*!5=;（$%&9"）。反应体系（:?@?#A）为：

模板为 :?? 倍稀释的 012345*5-6)(7!3@?#A，3? B -+8 缓冲液

:@?#A，>&&6CDA E7*-’ F@?#A，-3、-> 引物各 3@?#A（终浓度为

3?0&6CDA）。反 应 条 件：G:H :&%#；GFH =?’，::H =?’，I>H
=?’，共 =? 个循环；I>H 3?&%#。扩增的 -+8 产物经 3@?J琼

脂糖凝胶电泳分析，回收目的片段。

将回收的目的片段与用 !"#8"和 $%&9"双酶切回收

的逆转录病毒载体 0AKL7（:@4MN）于 3OH连接过夜；转化 ! P
"#’( 29:$，提取质粒进行酶切鉴定，获得的阳性重组质粒命

名为 0AKL75-6)(7!。提取纯化的 0AKL75-6)(7!及 0AKL7 质

粒，测定 27< 含量和纯度，用于转染。

!"$ 高滴度产毒细胞系的建立及 %&’()% 鉴定

将 -<=3I 细胞以 > B 3?: 个D&A 浓度加入 >F 孔细胞培养

板，待细胞长至 O?J Q I?J左右进行转染。根据脂质体转染

试剂盒 A%06R"/$%6# 8"S,"#$ >??? 说明书，利用脂质体介导法将

纯化的质粒 0AKL75-6)(7!及 0AKL7 分别转染逆转录病毒

-<=3I 包装细胞。待细胞长成单层，用含 F??&,DA !F34 的

21T1筛选一周，获得阳性细胞克隆经扩增培养后，收取病

毒上 清，于5I?H 冰 箱 保 存 备 用。同 时 提 取 细 胞 上 清 的 总

87<，以 27< 酶去除 27< 后进行 8*5-+8 扩增干扰素基因。

按照一步法 8*5-+8 试剂盒说明书扩增全长 -6)(75! /27<。

反应 条 件：:?H =?&%#，GFH :&%#；GFH 3&%#，:4@:H 3&%#，

I>H 3&%#，=? 个循环后；I>H 3?&%#，FH 保存。3J琼脂糖凝

胶电泳鉴定反应产物。

!"* 病毒上清感染 (+’!, 细胞

取 >&A 病毒上清接种长成 O?! Q I?!的单层 -U53: 细

胞，加入终浓度为 4&,DA 的 06CVN."#"，于 =IH :J+W>培养 3X。

然后加入 4&A 新鲜的 21T1 继续培养 F4X。待细胞长满传代

时，依次以含 F??&,DA、O??&,DA 和 4??&,DA !F34 的 21T1 筛

选，获得抗性细胞，扩增备用。

!", 间接免疫荧光（-./）检测

将 -U53: 细胞以 > B 3?: D&A 接种 >F 孔细胞培养板，F4X
后，细胞以甲醇固定 :&%#，-YL 洗 = 次，室温吹干，加入 3 Z 3??
稀释的兔抗猪!干扰素高免血清，=IH孵育 =?&%#，-YL 洗 =
次，加入 3 Z >??? 稀释的 ()*+ 标记的羊抗兔 ),!，=IH 孵育

=?&%#，-YL 洗 = 次。荧光显微镜下观察记录，同时设空载体

逆转录病毒感染的 -U53: 细胞、正常 -U53: 细胞为阴性对照。

!"0 (+’!, 细胞上清 (1-.2’!生物学活性检测

待 -U53: 细胞贴壁后 F4X 收取上清，采用微量细胞病变

抑制法［33］测定其活性，以牛肾细胞株 12YU 为测定细胞，

[L[ 病毒为攻击病毒，同时设猪!干扰素标准品为对照。另

外，将上清以 09> 的盐酸处理过夜或 O:H作用 3X 或与特异

性的猪!干扰素抗体（本室制备）=IH作用 3X 后检测其抗病

毒活性。

!"3 (1-.2’!对口蹄疫病毒的抑制作用

收取感染 0AKL75-6)(7!的 -U53: 细胞上清，分别经 >>:O
倍倍 比 稀 释 后 加 入 长 满 的 正 常 -U53: 细 胞，>FX 后 以

3??*+)2:? 的 (12[（WDTLD>??>）攻毒，观察表达的 -6)(75!对

口蹄疫病毒的抑制作用。

# 结果

#"! 45672’(1-.2!重组逆转录病毒载体的鉴定

重组病毒载体 0AKL75-6)(7!经 !"#8"和 $%&9"双酶

切可得到预期的约 :?3N0 的目的片段及 :@4MN 载体片段。另

外，-+8 及测序结果也表明猪!干扰素基因插入逆转录病毒

载体 0AKL7 中（图略）。

#"# (/$!3 细胞和 (/$!38 45672’(1-.2!细胞的比较

将转染 0AKL75-6)(7!的 -<=3I 细胞系（命名为 -<=3ID
0AKL75-6)(7!）和转染对照质粒 0AKL7 的 -<=3I 细胞系（命

名为 -<=3ID0AKL7）及正常对照 -<=3I 细胞，分别用含 F??#,D
&A !F34 的培养基筛选一周（正常对照 -<=3I 细胞全部死

亡）。从 -<=3ID0AKL75-6)(7!细胞上清中利用 8*5-+8 扩增

到目的大小片段（:?3N0），而 0AKL7 质 粒 对 照 细 胞 及 正 常

-<=3I 细胞上清中未扩出此带（图略），说明携带猪!干扰素

基因的 0AKL75-6)(7!重组子已整合入包装细胞 -<=3I 中，并

能产生重组猪!干扰素的逆转录病毒粒子。

#"$ (1-.2’!在 (+’!, 细胞中的表达

将经 !F34 加压筛选得到的 -U53: 细胞接种 >F 孔板，F4X
后按上述方法进行 )(<，结果表明，荧光显微镜下可以见到

-U53: 细胞膜上有亮绿色的荧光，而空载体逆转录病毒感染

的 -U53: 细胞没有可见荧光（图 3）。结果证明，-6)(75!在

-U53: 细胞中能良好表达，且表达的 -6)(75!锚定于细胞膜。

图 ! -./ 检测 (1-.2’!在 (+’!, 细胞中的表达

(%,P3 *X" -6)(75!"\0."’’"E %# -U53: /"CC’ E"$"/$"E ]%$X )(<P <：-U5

3: /"CC’ %#R"/$"E ]%$X ."/6&N%#S#$ ."$.6^%._’；Y：-U53: /"CC’ %#R"/$"E ]%$X

."$.6^%._’ /6#$.6C P

#"* (+’!, 细胞上清 (1-.2’!生物学活性的检测

将经 !F34 加压筛选得到的 -U53: 细胞接种 O 孔板，F4X
后收取细胞上清，检测游离的 -6)(75!的生物学活性。以不

同的稀释滴度与 12YU 细胞共孵育 >FX 后，以 3??*+)2:? 的水

泡性口炎病毒（[L[）攻击，检测结果表明，逆转录病毒表达的

蛋白对 [L[ 表现出较高的抗病毒活性，能够有效抑制 [L[
病毒对 12YU 细胞的致病变作用（图 >）。将抑制 :?J细胞病

>F3 ‘<W a%#,5\%S )* %’ P D+"*% ,("-#.(#’#/("% 0(1("%（>??I）FI（3）



变的干扰素的最高稀释度定为一个干扰素单位，其抗病毒效

价达到 !"## $%&!#’ ()**+·,-.。

图 ! 重组逆转录病毒表达 "#$%&’!的抗病毒（()(）活性

检测

/012 " 3.) 4)5)(5067 869 :750;<=< :(50>05? 68 5.) @6$/A;! )BC9)++)4 D?

9)596>09E+ 2 F：GHIJ ()**+ C9)59):5)4 K05. +EC)97:5:75 68 @J;!L K.0(. K:+

078)(5)4 D? 9)(6MD07:75 9)596>09E+ :74 :55:(N)4 D? !## 3O$HL# <=< :85)9

",.2 I：GHIJ ()**+ C9)59):5)4 K05. +EC)97:5:75 68 @J;!L K.0(. K:+

078)(5)4 D? (67596* )MC5? 9)596>09E+ :74 :55:(N)4 D? !## 3O$HL# <=< :85)9

",.2

另外，将上清经 CP "Q# 的盐酸处理过夜或 ’LR作用 !.
或与特异性的猪!干扰素抗体 STR作用 !. 后，其抗病毒活

性下降至原活性的 #U V "#U，符合!干扰素的生物学特性

（对酸敏感），而且特异性的猪!干扰素抗体能中和它的抗病

毒活性证明了 @J;!L 细胞表达的是猪!干扰素（表 !）。

表 * +"#$%&’!的生物学特性

3:D*) ! O.:9:(5)90+50(+ 68 9)(6MD07:75 C69(07) $/A;!

39):5M)75! 9@6$/A;!:(50>05? 9)M:07071（"）

’LR 869 !. !#

CP "Q# !# V "#

W:DD05 :750;@6$/A" !##

W:DD05 :750;@6$/A! #

@9)0MME7) +)9EM !##
!3.)+) :++:?+ E50*0X)4 >)+0(E*:9 +56M:5050+ >09E+ 67 GHIJ ()** *07)+2

将上清经 " V "L’ 倍倍比稀释后加入长满的 @J;!L 细胞，

",. 后以 !##3O$HL# 的 /GH<（Y&Z=&"##"）攻毒，可见 " V !’ 倍

稀释的重组猪!干扰素尚可保护 @J;!L 细胞（表 "）。

表 ! +"#$%&’!抗 %,-( 病毒结果

3:D*) " F750;/GH< :(50>05? 68 9)(6MD07:75 @6$/A;!

[96EC O.:**)71)4
D? /GH<

O@ZL#

! \" ! \, ! \- ! \!’! \S"! \’,! \!"- ! \"L’

9@6$/A;!
!##3O$HL#

Y&Z=&"##"
] ] ] ] ^ ^ ^ ^

O67596*
!##3O$HL#

Y&Z=&"##"
^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^

^ ：O@ZL# C6+050>)；] ：O@ZL# 7)1:50>)2

. 讨论

利用逆转录病毒载体将外源基因导入靶细胞是基因转

导的有效方法之一。逆转录病毒载体高效地将外源基因导

入靶细胞的同时，还可以将外源基因有效地整合到宿主细胞

基因组中，并随细胞分裂而稳定地遗传给后代，故外源基因

不易丢失。本研究所用的逆转录病毒载体为复制缺陷型的

逆转录病毒载体 C_‘=A，它缺失了编码内部结构蛋白、逆转

录酶及膜蛋白等的部分基因，因而具有良好的安全性［!"］。

!干扰素是#型干扰素中唯一的成员，它在免疫调节的

能力上更强于$型干扰素，它能增加 GPO$、#类分子的表

达，促进 3.# 向 3.! 的分化，介导 OH-^ 3 细胞的免疫反应，因

而成为一种细胞免疫的重要评价指征。越来越多的研究表

明，!干扰素具有作为免疫增强佐剂的潜力［!S V !L］。虽然利用

原核表达系统表达外源基因具有产量高的优点，然而由于所

表达的是真核基因，故其表达产物的分子结构与天然蛋白分

子的结构可能存在差异，这显然不利于对猪!干扰素功能、

活性、作用机制等方面的研究。同时，现在使用的多数真核

表达载体（C(HAFSQ!、CO$7)6 等）转染细胞后是以附加体的形

式存在，随着细胞系的传代可能丢失；而逆转录病毒感染细

胞后是整合入宿主细胞基因组，所以不会随着细胞的传代而

丢失，建立的细胞系能稳定的分泌表达外源基因。

本研究构建了携带有猪 $/A;!基因的逆转录病毒载体，

用重组质粒转染逆转录病毒包装细胞 @FS!T，经 [,!- 加压筛

选后，用其上清接种新鲜的 @J;!L 细胞再次加压。由于包装

后的逆转录病毒不具复制能力，但是，病毒 HAF 可整合到感

染细胞的基因组中，复制后通过分裂可传至子代细胞，因此，

利用新霉素抗性基因对稳定表达目的基因的细胞进行筛选，

从而筛选到高表达的细胞株。经 [,!- 加压筛选后得到稳定

表达猪!干扰素的 @J;!L 细胞，收集细胞培养上清，病毒病

变抑制实验表明重组猪 $/A;!具有较高的抗病毒生物活性，

其在牛肾细胞（GHIJ）上的抗水泡性口炎病毒（<=<）的活性

为 !"##$%&!#’ ()**+·,-.。另外，它在 @J;!L 细胞中也有一定的

抗口蹄疫病毒（/GH<）的作用。

利用逆转录病毒表达外源基因是当今基因治疗的成熟

技术之一，由于它具有的独特优点，在基因治疗的临床和实

验研究中多采用这一体系，本研究首次利用逆转录病毒表达

猪!干扰素，为下一步在体外研究猪!干扰素对不同病毒在

不同细胞中的抗病毒作用、及作用机理等奠定了基础。
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