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摘 要：研究利用 -8B52G5-8B杆状病毒表达系统构建含有牛!5干扰素（-G?9+, 9+E,@H,@G+5!，-GIJK5!）完整开放阅读框
的供体质粒 LJ8ME-8B2N/5-GIJK5!，转化 OP/%-8B感受态细胞获得重组穿梭质粒 @-8B79Q5-GIJK5!，转染 MH0昆虫细胞救获
表达 -GIJK5!的重组杆状病毒 @-8B5-GIJK5!。采用抗 -GIJK5!单克隆抗体作为一抗进行间接免疫荧光（IJ.）及间接
6RIS.检测，表明 -GIJK5!在重组杆状病毒 @-8B5-GIJK5!感染的 MH0 昆虫细胞中获得正确表达。利用 TST"UJV5
NO-W细胞系统测定 @-GIJK5!抗病毒活性，重组杆状病毒表达重组 -GIJK5!（@-GIJK5!）能有效抑制水疱性口炎病毒
（TST）在牛肾细胞（NO-W）上的复制，@-8B5-GIJK5!感染 MH0昆虫细胞上清抗病毒活性为 $ X /%’ IYZ7R，而且其抗病毒
活性可以被鼠抗原核表达重组 -GIJK5!免疫血清阻断。结果表明：@-GIJK5!在重组杆状病毒 @-8B5-GIJK5!感染的
MH0昆虫细胞中获得良好表达，并具有高效抗病毒活性。
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干扰素（I+E,@H,@G+，IJK）是在特定的抗原刺激下
由细胞分泌的一类具有抗病毒、抗肿瘤和免疫调节

功能等生物活性的糖蛋白，是发现最早、研究最多的

细胞因子。根据 IJK的细胞来源和结合受体不同，
将 IJK分为"型和#型。"型 IJK主要有$、%两个
亚型，分别主要由淋巴细胞和成纤维细胞产生［/］，它

们作用于同一受体，可抑制病毒 OK.复制和蛋白质
合成，活化 KW（K8E*@83 \933,@）细胞，促进 NP1"
（N8]G@ >9MEGBG7L8<939EF BG7L3,^ "）类分子提呈抗原。

#型 IJK为!5干扰素，主要由 2细胞和 KW细胞产
生［$］，与"型 IJK相比除具有广谱抗病毒活性外还
有多种免疫学活性，既可以单独作为生物制剂应用

于一些疾病的防治，又可作为免疫佐剂增强疫苗的

免疫效果［#，!］。

/04&年 OG*;38M等［’］以人!5干扰素基因为探针
从牛的 BOK. 文库中克隆出牛!5干扰素（-G?9+,
9+E,@H,@G+5!，-GIJK5!）基因，此后国内外学者利用基
因工程技术生产重组 -GIJK5!（@-GIJK5!）的研究也
开始兴起。与原核表达系统相比，杆状病毒表达系

统可以对外源蛋白进行多种翻译后加工和修饰，表

达重组蛋白更接近天然结构。为此，本研究采用

-.152_5-.1 杆状病毒表达系统（ -.152_5-.1
-8B*3G?9@*M 6^L@,MM9G+ SFME,7）对 -GIJK5!全基因进行
了表达，构建含有 -GIJK5!完整开放阅读框（_‘J）的
重组杆状病毒，感染昆虫细胞表达出具有高效抗病

毒活性的 @-GIJK5!。国内外研究表明，-GIJK5!在抗
水泡性口炎病毒、口蹄疫病毒、牛病毒性腹泻病毒、

牛呼吸道合胞体病毒、牛白血病病毒以及副流感5#
型的试验中均取得了良好效果［& ( 4］。我国每年因牛

病毒性疾病的爆发给养牛业带来巨大损失，研制出

具有抗病毒活性和免疫调节活性的基因工程

@-GIJK5!在牛病防治上具有十分重要的意义。

" 材料和方法
"#" 材料
"#"#" 病毒株、质粒和细胞：表达绿色荧光蛋白报
告基因的重组水疱性口炎病毒 TST "UJV由本实
验室构建、滴定并保存。质粒 LNO/4525-GIJK5!
（-GIJK5!基因克隆于 6BG‘&位点）、原核表达质粒
L625#%8（ a ）、供体质粒 LJ8ME-8B2N /（ I+?9E@G;,+）；



!"#$%&’感受态细胞（()*+,-./0)），%12#、!"3!感受
态细胞，456昆虫细胞，7!%8细胞，骨髓瘤细胞（9:2;
$）均由本实验室保存。
!"!"# 试剂、引物和仪器：<-&’0=4培养基，!7>7培
养基；转染试剂（?0@@50’,+) A0&/0),）购自 ()*+,-./0)公
司。>1(9B 板购自 ?.4,&- 公司。细胞培养板购自
C-&)/0公司。荧光素（D(E?）标记的羊抗鼠 (/<购自
北京中杉生物技术公司。辣根过氧化物酶（"A:）标
记的山羊抗鼠 (/<购自 9+/F&公司。哺乳动物瞬时
表达重组 %.(DGH"由本实验室制备并鉴定（文章未
发表）。引物（%.(DGH"H5、%.(DGH"H-；7#IHJK5、7#IH
JL-）由上海博亚生物有限公司合成。!7(A>92荧光
显微镜（10+’&）。%0)’MF&-N O@P4酶标仪（%+.HA&Q）。
!"# 抗 $%&’()!单克隆抗体的制备
以原核表达载体构建引物 %.(DGH"H5（ 3=H

?E??<<BE?B!""##$?B<<<??B<EEHI=）和 %.(DGH"H
-（ 3=H?BE<??!#$!"$E?<B?EBEEBEB?BEHI=）扩增
%.(DGH"不包含信号肽序列的 JR6SO 基因片段，将
:?A扩增目的片段 %&’A#和 ()*#限制酶双酶切后
克隆于原核表达质粒 O>EHI$&（ T）%&’A#和 ()*#
位点，%.(DGH"蛋白表达框架与 "+4标签融合。转化
%12#，(:E< 诱导，9!9H:B<> 检测融合蛋白表达，G+
化琼脂糖柱纯化。原核表达重组 %.(DGH"蛋白作为
抗原，按 #$F/;只的剂量腹腔和后肢肌肉注射免疫
%B1%;’小鼠，首免弗氏完全佐剂乳化，二免、三免弗
氏不完全佐剂乳化，间隔时间 I 周，第三次免疫后
（采血分离血清，制备鼠抗原核表达重组 %.(DGH"免
疫血清），加强免疫一次，IQ后取免疫小鼠脾细胞与
9:2;$细胞融合，以哺乳动物细胞表达重组 %.(DGH"
作为抗原利用间接 >1(9B筛选阳性杂交瘤细胞，经
I次有限稀释，最终获得一株稳定分泌抗 %.(DGH"单
克隆抗体的杂交瘤细胞株，制备腹水，测定效价，U
2$V保存备用。
!"* 表达 +$%&’()!重组杆状病毒 +$,-)$%&’()!
的构建与鉴定

%&’A#和 ()*#双酶切 O7!#KHEH%.(DGH"，将编
码 %.(DGH"完整 CAD 克隆至 OD&4,%&’E7 #，构建
OD&4,%&’E7 #H%.(DGH"（ OD&4,H%.(DGH"）。将 OD&4,H
%.(DGH"转化 !"#$%&’，提取质粒，:?A筛选阳性重组
穿梭质粒 -%&’F+QH%.(DGH"，制备高纯度阳性重组穿
梭质粒，采用 ?0@@50’,+)AA0&/0), 转染 456 昆虫细胞，
待细胞出现病变后，参照文献［#$］进行重组病毒扩
增，蛋白酶 8H9!9H酚;氯仿抽提病毒基因组 !GB，
7#IHJK5（ 3=H<EEEE???B<E?B?<B?HI=）和 7#IHJL-
（3=H?B<<BBB?B<?EBE<B?HI=）为引物 :?A 验证

%.(DGH"基因在杆状病毒中获得稳定重组，重组病
毒命名为 -%&’H%.(DGH"。扩增种毒，进行效价滴定
后，JV保存备用。
!". 间接 &’/检测 +$%&’()!表达
上述 -%&’H%.(DGH"种毒液按 # W #$ 体积比感染

新鲜制备 456昆虫细胞，至细胞病变达 6$X时，收获
细胞用 :%9 洗涤，重悬滴于载玻片上，自然阴干后
63X乙醇固定，同时设野生型杆状病毒感染细胞为
阴性对照。分别以 # W #$$稀释抗 %.(DGH"单克隆抗
体和相同倍数稀释的注射 9:2;$ 小鼠腹水为一抗。
:%9E（$Y$3X EZ00)2$）洗涤后加入 # W3$倍稀释 D(E?
标记的羊抗鼠 (/<为二抗，作用 I$F+)，:%9E洗涤后
荧光显微镜观察结果。

!"0 间接 12&3/ 检测 +$%&’()!表达
收取 -%&’H%.(DGH"感染 456 昆虫细胞上清作为

抗原，以 G&2?CI、G&"?CI（O" [ 6YR）缓冲液分别做 #
W3、# W#$、# W 2$、# W J$稀释，按每孔 #$$$1包被 >1(9B
板，JV过夜；#$X脱脂乳封闭；以抗 %.(DGH"单克隆
抗体为一抗，并将其做 # W #$2 \ # W #$L 系列稀释；# W
23$$稀释 ":A标记山羊抗鼠 (/<为二抗；设 # W 3稀
释野生杆状病毒感染 456昆虫细胞上清包被阴性对
照；底物 C:!作用 #3F+)，2F.@;1硫酸终止反应后，
测定 +,J6$。每个稀释度至少设 I个平行孔，取平均
值。另外，将 -%&’H%.(DGH"感染 456昆虫细胞以 3F1
:%9重悬，反复冻融 I次，超声处理后离心取上清 # W
#$稀释，利用上述方法进行 >1(9B检测。
!"4 +$%&’()!抗病毒活性测定
参照文献［##］，用 ]9]!<D:H7!%8 细胞系统

测定 -%.(DGH"抗病毒活性，以 2 ^ #$J ’0@@4;孔密度将
7!%8细胞铺于 2J孔板，待细胞贴壁后，分别加入 2
^ #$ \ 2 ^ #$R 不同倍数稀释 -%&’H%.(DGH"感染 456
细胞的培养上清（-%.(DGH"）和 2 ^ #$ \ 2 ^ #$R 不同
倍数稀释野生杆状病毒感染细胞的培养上清，ILV
作用过夜，并设空白对照。#$$O5P;孔 ]9]!<D: 感
染细胞，#M后换完全培养液，2JM后荧光显微镜观察
结果，以荧光亮度为对照组 3$X的最高稀释度为一
个病毒抑制单位（(_）。
!"5 +$%&’()!抗病毒活性阻断试验
以 2 ^ #$J ’0@@4;孔密度将 7!%8细胞铺于 2J 孔

板，待细胞贴壁后，取 #$$(_的 -%.(DGH"与不同稀释
度的鼠抗原核表达重组 %.(DGH"免疫血清室温作用
#M，同时设非免疫鼠血清与 #$$(_的 -%.(DGH"作用
对照组，将混合液体作用 7!%8细胞过夜，#$$O5P;孔
]9]!<D:感染细胞，#M后换完全培养液，2JM后荧
光显微镜观察结果。

J$3 ‘(G 1+H,+)/ -. )* a ;"&.) /0&1’20’*’30&) (040&)（2$$L）JL（I）



! 结果
!"# 重组杆状病毒 $%&’(%)*+,(!的构建与鉴定
为构建表达 !"#$%&!基因的重组杆状病毒，首

先将 !"#$%&!完整 ’($克隆至供体质粒 )$*+,!*-./

0，构建 )$*+,&!"#$%&!，!"#("和 $%&"双酶切后获
得约 12345) 和 6645) 两个片段，与理论预期值相
符。将 )$*+,0&!"#$%&!转化至 7804!*-，经蓝白斑筛选

和 9:( 鉴定获得重组穿梭质粒 ;!*-<=>&!"#$%&!。
进一步提取重组质粒 ;!*-<=>&!"#$%&!转染 +?@昆虫
细胞救获重组杆状病毒 ;!*-&!"#$%&!，提取病毒基
因组 7%A，以 /0B&1C? 和 /0B&12; 为引物进行 9:(
鉴定，扩增出特异的 DECF5的产物，表明 !"#$%&!基

因在杆状病毒中获得重组。

!"! 间接 *+-检测 $%)*+,(!的表达
分别以 ;!*-&!"#$%&!和野生杆状病毒感染 +?@

昆虫细胞，至细胞病变达 @4G时收集细胞制备涂
片，分别以 0 H 044 抗 !"#$%&!单克隆抗体和相同倍
数稀释的注射 I9DJ4小鼠腹水为一抗进行间接 #$A
检测。结果抗 !"#$%&!单克隆抗体检测 ;!*-&!"#$%&
!感染 +?@昆虫细胞均显示强荧光信号，并且荧光主
要集中在细胞膜上（图 0&A），而 0 H044稀释注射 I9DJ
4小鼠腹水则荧光信号阴性（图 0&!）；以野生型杆状
病毒感染 +?@ 昆虫细胞制备涂片，0 H 044 稀释抗
!"#$%&!单抗检测荧光信号也为阴性（图 0&:），结果
表明 ;!"#$%&!在 +?@昆虫细胞中获得表达。

图 # *+-检测 $%)*+,(!在 $%&’(%)*+,(!感染 ./0昆虫细胞中的表达
$=KL0 #$A >M,M-,=NK MO);M++="N "? ;!"#$%&! =N +?@ =N+M-, -MPP+ =N?M-,M> Q=,R ;!*-&!"#$%&!L

!"1 间接 23*4-检测 $%)*+,(!的表达

图 ! 间接 23*4-检测 $%)*+,(!在 $%&’(%)*+,(!感染
./0昆虫细胞的表达
$=KLD #N>M;M-, ST#IA >M,M-,=NK MO);M++="N "? ;!"#$%&! =N +?@ =N+M-,

-MPP+ +U)M;N*,*N, =N?M-,M> Q=,R ;!*-&!"#$%&!L

收取 ;!*-&!"#$%&!感染 +?@ 昆虫细胞上清作为
抗原，分别以 0 H6、0 H04、0 HD4和 0 H14进行稀释，按每
孔 044#T包被 @3 孔 ST#IA板，以 04 倍系列稀释的
抗 !"#$%&!单克隆抗体为一抗；0 H D644稀释 8(9标
记山羊抗鼠 #KV为二抗；底物 ’97作用 06<=N，D<"PJ
T硫酸终止反应后，测定 ’(1@4。结果：;!*-&!"#$%&!
感染 +?@昆虫细胞培养上清 6倍、04倍、D4倍稀释包
被 ST#IA板检测 ’(1@4相近，14倍稀释 ’(1@4值明显

降低；单克隆抗体 0444倍稀释后 9J%值仍大于 DE4
（图 D）；04倍稀释细胞裂解物 ’(1@4低于相同倍数稀

释细胞培养上清，表明 ;!"#$%&!在 +?@昆虫细胞中获
得表达，并且大部分借助信号肽分泌在细胞上清中。

!"5 $%)*+,(!抗病毒活性测定
利用 WIW!V$9&/7!X细胞系统测定 ;!"#$%&!

抗病毒活性，以不同倍数稀释 ;!*-&!"#$%&!感染 +?@
昆虫细胞的培养上清（;!"#$%&!）和不同倍数稀释野
生杆状病毒感染 +?@昆虫细胞的培养上清分别作用
/7!X细胞过夜，感染 WIW!V$9，D1R 后荧光显微
镜观察。结果显示：未加 ;!"#$%&!的对照孔出现大
量荧光（图 B&7），WIW!V$9在 /7!X细胞中大量复
制，同样 D Y 04D 和 D Y 04B 倍稀释的野生杆状病毒感
染 +?@昆虫细胞上清组也出现大量荧光（图 B&$，B&
V），不能抑制 WIW!V$9的复制，但是 D4倍稀释时
可以非特异性的部分抑制 WIW!V$9在 /7!X细胞
中的复制。D Y 041 倍稀释 ;!"#$%&!可以完全抑制
WIW!V$9的复制，无荧光出现（图 B&A），D Y 046 和 D
Y 043 倍稀释 ;!"#$%&!可部分抑制 WIW!V$9的复
制，D Y 046 倍稀释孔的荧光亮度约为对照组的一半
（图 B&!，:），测得 ;!"#$%&!活性为 D Y 046 #ZJ<T。
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图 ! 利用 "#"!$%&’()*+系统测定 ,*-.%/’!抗病毒活性
!"#$% &’(’)*"+,("-+ -. )/-0!12!,+("3"),4 ,5("3"(6 76 898!:!;2<&/= >6>(’*$ ? @ A：&"4B("-+ -. >BC’)+,(,+( -. >.D "+>’5( 5’44>

"+.’5(’E F"(G )/,52/-0!12!（H I JK%，H I JKL，H I JKM )’>C’5("3’46）&：+’#("3’ 5-+()-4 N @ :：&"4B("-+ -. >BC’)+,(,+(

-. >.D "+>’5( 5’44> "+.’5(’E 76 F"4E 7,5B4-3")B>（H I JK，H I JKH，H I JK% )’>C’5("3’46）

012 重组 *-.%/’!抗病毒活性阻断试验
利用 898! :!;2<&/= 细胞系统间接证实

)/-0!12!抗病毒活性，用不同稀释度的鼠抗原核表
达重组 /-0!12!免疫血清与 JKK0O的 )/-0!12!室温
下结合 JG，作用 <&/=细胞过夜，感染 898!:!;，
HLG后荧光显微镜观察。结果表明：)/-0!12!的抗病
毒活性可以有效地被鼠抗原核表达重组 /-0!12!免
疫血清阻断。完全阻断 JKK0O的 898!:!;感染性
的有效稀释倍数为 PL，非免疫鼠血清则完全不能阻
断 )/-0!12!的抗病毒活性（图 L）。

图 3 鼠抗原核表达重组 *-.%/’!免疫血清阻断 ,*-.%/’

!抗病毒活性
!"#$L /4-5Q"+# ,+("3"),4 ,5("3"(6 -. )/-0!12! 76 ,+("2/-0!12!*-B>’
>’)B*$

! 讨论

!2干扰素具有抗病毒、抗肿瘤和免疫调节等生
物学活性，人!2干扰素在临床疾病的防治中早有应
用，动物!2干扰素作为生物制剂或疫苗佐剂也具有

较好的应用前景，许多国家已经将动物细胞因子的

开发利用作为研究重点。!2干扰素基因在正常情况
下处于抑制状态，只有在某些刺激因子的刺激下才

能表达，产量低、纯化困难、成本比较高，难以大量制

备，随着基因工程技术的迅速发展，可以利用该技术

大量制备!2干扰素。
本研究构建了含有 /-0!12!完整 RS!的重组杆

状病毒，感染 >.D昆虫细胞有效表达出 )/-0!12!。以
抗 /-0!12!单克隆抗体为一抗，间接 0!? 和间接
NT09?证实 )/-0!12!在 >.D昆虫细胞中获得良好表
达，进行间接 0!?检测 /-0!12!表达时，发现荧光主
要集中在细胞膜上，胞浆中荧光相对较少。同时利

用 )/,52/-0!12!感染 >.D昆虫细胞培养上清为包被
抗原进行间接 NT09?试验的 !"LDK明显高于以 )/,52
/-0!12!感染 >.D 昆虫细胞裂解物的数值，结果表
明，细胞培养上清含有大量 )/-0!12!，)/-0!12!在信
号肽的引导下被分泌到细胞培养上清中，为以后

)/-0!12!的提纯提供便利。
传统的 0!1抗病毒活性是利用细胞病变抑制法

测定，通过噬斑的数量而确定其活性单位，本研究采

用的重组 898!:!;可以在宿主细胞内复制，并表
达绿色荧光蛋白，通过观察荧光强度和数量确定其

感染和复制情况，即可测定 )/-0!12!的抗病毒活
性。因此，使用 898!:!;作为攻击病毒，在 <&/=
细胞上测定 )/-0!12!抗病毒活性时，采用测定荧光
强度或数量代替传统的噬斑数量计数而确定其活性
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单位，使得 !"#抗病毒活性的测定更加准确和简便。
采用 $%$!&"’在 ()*+的感染复制抑制试验初步
研究了 ,*-!"#.!抗病毒活性，并证实 ,*-!"#.!具有
高效抗病毒活性，,*/0.*-!"#.!感染 123昆虫细胞上
清抗病毒效价可达 4 5 678 !9:;<，而相同倍数稀释的
野生杆状病毒感染细胞上清不具有抗病毒活性，仅

在 47倍稀释时能非特异性的部分抑制 $%$!&"’
在 ()*+中的复制。

*/0.=-.*/0杆状病毒表达系统采用杆状病毒穿
梭载体技术大大缩短了病毒纯化和鉴定的时间，由

原来的几个月时间缩短到几周。重组杆状病毒感染

123昆虫细胞表达的 ,*-!"#.!进行了多种翻译后修
饰，接近于天然 *-!"#.!，具有较高的生物学活性，而
且杆状病毒具有高度的种属特异性，仅感染昆虫，对

脊椎动物无感染性，其表达产物安全可靠，经过简单

处理即可以直接应用于畜禽疾病的临床治疗。
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