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摘   要：为利用中国仓鼠卵巢(Chinese hamster ovarian, CHO)细胞表达系统制备重组猪干扰素-γ 
(recombinant porcine interferon gamma, rPoIFN-γ)，并分析其体外抗病毒活性，本研究首先构建

rPoIFN-γ 真核表达质粒 pcDNA3.1-PoIFN-γ，转染悬浮培养的 CHO 细胞，进行上清分泌表达，利

用亲和层析纯化目的蛋白，并进行 SDS-PAGE 和 Western blotting 鉴定；通过 CCK-8 实验分析

rPoIFN-γ 对细胞的毒性，用 VSV/PK-15 系统检测其抗病毒活性效价；最后分析 rPoIFN-γ 对塞内卡

病毒 A (Seneca virus A, SVA)的抗病毒活性及其对细胞内干扰素刺激基因(interferon-stimulated genes, 
ISGs)和细胞因子的诱导作用。结果显示，本研究利用 CHO 悬浮细胞表达系统成功制备了纯化的

rPoIFN-γ，该 rPoIFN-γ 对细胞无毒性，VSV/PK-15 系统检测其活性效价为 5.59×107 U/mg；此外，

rPoIFN-γ 可诱导细胞内多种 ISGs 和细胞因子的表达，并显著抑制 SVA 的复制。总之，本研究成

功利用 CHO 表达系统制备了高活性的 rPoIFN-γ，并在体外完成其对 SVA 的抗病毒作用分析，为

rPoIFN-γ 的功能及抗病毒制剂的研究提供了实验材料和基础。 
关键词：猪干扰素-γ；塞内卡病毒 A；中国仓鼠卵巢(CHO)细胞；蛋白表达与纯化；抗病毒活性 
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Abstract: The aim of this study was to produce recombinant porcine interferon gamma (rPoIFN-γ) 
by Chinese hamster ovarian (CHO) cells expression system and to analyze its antiviral activity. 
Firstly, we constructed the recombinant eukaryotic expression plasmid pcDNA3.1-PoIFN-γ and 
transfected into suspension cultured CHO cells for secretory expression of rPoIFN-γ. The rPoIFN-γ 
was purified by affinity chromatography and identified with SDS-PAGE and Western blotting. 
Subsequently, the cytotoxicity of rPoIFN-γ was analyzed by CCK-8 test, and the antiviral activity of 
rPoIFN-γ was evaluated using standard procedures in VSV/PK-15 (virus/cell) test system. Finally 
the anti-Seneca virus A (SVA) of rPoIFN-γ activity and the induction of interferon-stimulated genes 
(ISGs) and cytokines were also analyzed. The results showed that rPoIFN-γ could successfully 
expressed in the supernatant of CHO cells. CCK-8 assays indicated that rPoIFN-γ did not show 
cytotoxicity on IBRS-2 cells. The biological activity of rPoIFN-γ was 5.59×107 U/mg in 
VSV/PK-15 system. Moreover, rPoIFN-γ could induced the expression of ISGs and cytokines, and 
significantly inhibited the replication of SVA. In conclusion, the high activity of rPoIFN-γ was 
successfully prepared by CHO cells expression system, which showed strong antiviral activity on 
SVA. This study may facilitate the investigation of rPoIFN-γ function and the development of novel 
genetically engineered antiviral drugs. 
Keywords: porcine interferon γ; Seneca virus A; Chinese hamster ovarian (CHO) cells; 
expression and purification of protein; antiviral activity 

 
 

干扰素 (interferon, IFN)是一种具有抗病

毒、抗肿瘤、抗寄生虫和免疫调节等生物学功能

的细胞因子[1]，是机体在受到病毒、细菌内毒素

以及其他诱生剂的刺激下，受体细胞分泌的一种

糖蛋白。根据基因序列、受体特异性以及染色体

定位的不同，IFN 主要分为 3 种类型，即Ⅰ型、    
Ⅱ型和Ⅲ型[2]。Ⅰ型 IFN 主要包括 IFN-α、β、δ、φ、
ε、ω、τ、ζ[3]亚型；Ⅱ型 IFN 为 IFN-γ[2]，主要由

活化的 T 细胞和自然杀伤(natural killer, NK)细胞

产生；Ⅲ型 IFN 功能以抗病毒作用为主，包括

IFN-λ1 (IL-29)、λ2 (IL-28a)、λ3 (IL-28b)和 λ4[4-5]。 
I F N - γ 于 1 9 6 5 年首先在植物血凝素

(phytohemagglutinin, PHA)刺激的白细胞培养

上清中被发现[6]，主要由活化的 T 细胞和 NK
细胞产生，是可溶性二聚体细胞因子，同时也

是 II 型 IFN 的唯一成员。IFN-γ 对于机体抵抗

病毒、细菌和原生生物感染，以及调节先天性

和适应性免疫至关重要，其异常表达与很多炎

症和自身免疫疾病相关。除了直接抑制病毒复

制，IFN-γ 对免疫系统的重要性更体现在其免疫 
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刺激和免疫调控功能方面[7-8]。猪 IFN-γ (porcine 
interferon gamma, PoIFN-γ)是由 166个氨基酸残

基组成的前体蛋白，其中信号肽为 23 个氨基

酸，可引导 IFN-γ 分泌到细胞外，在胞外切去

信号肽后成为成熟的 IFN-γ，包含 143 个氨基

酸，分子量约为 17 kDa，其天然活性状态为同

源二聚体蛋白[9]。PoIFN-γ 与人 IFN-γ 基因编码

序列具有 75%的同源性，氨基酸序列同源性为

59%。IFN-γ 由于具有强大的免疫调节功能，已

被广泛应用于预防多种感染相关的疾病，包括

癌症、真菌感染和慢性肉芽肿性疾病[10-11]。 
目前，通过基因工程制备的重组人 IFN 已

实现商品化，如重组人 IFN-α2b，该药品被用

于治疗急慢性病毒性肝炎、尖锐湿疣、恶性黑

色素瘤等疾病，重组人 IFN 对于治疗恶性肿瘤、

肝纤维化、系统性硬皮病等也有很好的效果[12]。

重组 IFN 通过诱导多种干扰素刺激基因

(interferon-stimulated genes, ISGs)表达，抑制病

毒 DNA 和 RNA 的合成，进而抑制病毒复制，

发挥抗病毒作用。利用大肠杆菌 (Escherichia 
coli)表达的 rPoIFN-γ 和 rPoIFN-α 可以抑制非洲

猪瘟病毒(African swine fever virus, ASFV)在细

胞内的复制，并诱导细胞内干扰素诱导蛋白与

四肽重复 1 (interferon induced protein with 
tetratricopeptide repeats 1 gene, IFIT1)和干扰素诱

导的跨膜蛋白 3 (interferon-induced transmembrane 
protein 3, IFITM3)等多种 ISGs 及主要组织相容

性复合物(major histocompatibility complex, MHC)
分子的产生[13]。rPoIFN 还具有疫苗佐剂的功能，

如 rPoIFN-α 作为疫苗佐剂可以提高疫苗效力，降

低猪繁殖与呼吸综合征的发病率[14]。目前，已批

准的兽用 IFN 产品有重组犬 α-IFN (冻干剂)、
猪白细胞 IFN 等。猪白细胞 IFN 是鸡新城疫病

毒接种健康猪后，由猪体内分泌产生，并经过

一系列分离、提纯工艺制成，是一种复杂的混

合物，虽具有毒性低、抗原性弱和生物活性高

的优点，但是难以大规模生产、制作工艺复杂

且成本较高。研究人员现多利用基因工程技术

体外表达制备重组 IFN，以期获得高活性和大

量表达，为 IFN 的工业化量产奠定基础。本研

究利用 CHO 细胞表达系统制备具有高效生物

活性的 rPoIFN-γ，并以塞内卡病毒(Seneca virus 
A, SVA)为模式病毒分析其体外抗病毒活性，为

rPoIFN-γ 的功能研究和猪传染病防控制剂的开

发提供材料和基础。 

1  材料与方法 
1.1  细胞、毒株和主要试剂 

猪肾上皮细胞 (PK-15 细胞 )、猪肾细胞

(IBRS-2 细胞)、真核表达载体 pcDNA3.1(+)、
水泡性口炎病毒(vesicular stomatitis virus, VSV)
及 SVA (CH/FJ/2017)均由中国农业科学院兰州

兽医研究所 WOAH/国家口蹄疫参考实验室保

存；ExpiCHO 表达系统试剂盒购自 Thermo 
Fisher 公司；限制性内切酶 Hind III、Xho I 和
T4 DNA 连接酶购自 NEB 公司；Trans 5α 感受

态细胞购自北京全式金生物技术股份有限公

司；RNA 提取试剂盒和 DNA 凝胶纯化回收试

剂盒购自 Omega 公司；蛋白 Marker、His-Tag
单克隆抗体和 BCA 蛋白定量试剂盒购自

Thermo Fisher 公司；重组 PoIFN 对照品购自

R&D systems 公司；镍离子亲和层析柱购自 GE
公司；DMEM 细胞培养基购自中科迈晨(北京)
科技有限公司；胎牛血清(fetal bovine serum, 
FBS)购自 SIGEMA 公司；质粒提取试剂盒购自

Macherey-Nagel 公司；反转录试剂盒和定量

PCR 试剂盒购自 TaKaRa 公司；CCK-8 试剂盒

购自上海碧云天生物技术有限公司；抗 SVA 
VP2 蛋白多克隆抗体、抗猪 IFN-γ 单克隆抗体

均由本实验室制备并保存。 
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1.2  重组表达质粒的构建和鉴定 
根据 PoIFN-γ 基因序列(GenBank 登录号：

NP_999113.1)设计真核表达质粒，在基因开放

阅读框 5′端引入信号肽序列，在 3′端引入 His
标签，进行 CHO 密码子优化，在目的基因两端

分别引入 Hind III 和 Xho I 内切酶位点，由华大

基因科技有限公司合成目的基因片段。将合成

基因片段和载体质粒分别用 Hind III 和 Xho I 进
行双酶切、琼脂糖凝胶电泳纯化回收目的片段，

T4 DNA 连接酶 16 ℃过夜连接，构建的重组质

粒命名为 pcDNA3.1-PoIFN-γ，重组质粒进行酶

切鉴定和测序鉴定。 

1.3  重组蛋白的表达、纯化和鉴定 
将重组质粒 pcDNA3.1-PoIFN-γ 和对照质

粒分别转染 ExpiCHO 悬浮细胞，将转染后的细

胞置于 32 ℃、5% CO2、湿度 90%条件下继续

悬浮培养 12 d 后，4 000×g 离心 10 min 收集细

胞培养上清，进行 SDS-PAGE 鉴定。将收集的

细胞培养上清用 0.22 μm 滤膜过滤，按说明书

进行镍离子亲和层析柱纯化。纯化后的样品经

SDS-PAGE 和 Western blotting 鉴定，并用二辛

可宁酸(bicinchonininc acid, BCA)蛋白定量试剂

盒测定蛋白浓度。 

1.4  rPoIFN-γ 的细胞毒性检测 
按照 CCK-8 试剂盒使用说明进行操作，将

IBRS-2 细胞按照 5×103 个细胞/孔接种到 96 孔

细胞培养板中，待其贴壁生长后，分别添加不

同浓度的 rPoIFN-γ 刺激 IBRS-2 细胞，24 h 后

加入 CCK-8 溶液，4 h 后用酶标仪检测 OD450，

计算相对细胞活率。 

1.5  rPoIFN-γ 的抗病毒活性效价测定 
基于 VSV/PK-15 系统，采用细胞病变抑制法

(cytopathic effect inhibition, CPEI)测定 rPoIFN-γ
的抗病毒活性效价。将 PK-15 细胞铺于 96 孔细

胞培养板至单层后，加入 4 倍连续倍比稀释的

rPoIFN-γ，每一稀释度设置 8 孔重复，37 ℃、

5% CO2 培养箱中孵育 24 h 之后，弃上清。每孔

加入 100 TCID50 的 VSV，同时设置正常细胞对

照组(NC)和病毒感染的阳性对照组(PC)，病毒

接种 24 h 后观察细胞病变(cytopathic effect, 
CPE)情况。采用 Reed-Muench 法计算 rPoIFN-γ
的活性效价。 

1.6  rPoIFN-γ 抗 SVA 的活性测定 
将 rPoIFN-γ 和商品化的 rPoIFN-γ 分别进行

10 倍倍比稀释，每个稀释度 8 个重复，同时设

置 NC 和 PC 组，37 ℃、5% CO2 培养箱中孵育

24 h 之后接种 SVA；接种后 24 h 观察细胞 CPE
情况。采用 Reed-Muench 法计算 rPoIFN-γ 的抗

SVA 的活性效价；另外，同上述方法处理细胞

后接种 SVA，进行 CCK-8 检测，计算不同稀释

度 rPoIFN-γ 对细胞的抗病毒保护作用。 

1.7  rPoIFN-γ 对 SVA 复制的影响 
将 IBRS-2 细胞接种至 12 孔细胞板，每孔

5×104 个细胞，在 37 ℃、5% CO2 的条件下培养

至单层，按 10–2–10–11 连续 10 倍稀释的 rPoIFN-γ
预处理细胞，分别接种 100 TCID50 的 SVA，吸附

1 h 后弃掉病毒液，加入维持培养基，在 37 ℃、

5% CO2 培养箱中培养 24 h，同时设置 NC 和 PC
组。收集上清和细胞，进行 TCID50 测定分析

rPoIFN-γ 处理对病毒滴度的影响； Western 
blotting 分析 rPoIFN-γ 处理对 SVA VP2 蛋白表

达水平的影响；另外，提取病毒 RNA，进行实时

荧光定量聚合酶链式反应(real-time fluorescence 
quantitative polymerase chain reaction, RT-qPCR)检
测病毒 RNA 水平，RT-qPCR 反应体系：总体积

20 μL，包括 10 μmol/L 的上下游引物和荧光标

记探针各 0.4 μL，2×One Step RT-PCR Buffer Ⅲ 
10 μL，TaKaRa Ex Taq HS (5 U/μL) 0.4 μL，

PrimeScript RT Enzyme Mix Ⅱ 0.4 μL，90 ng 的

RNA 2 μL，RNase Free dH2O 5.6 μL。反应条件
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为：42 ℃ 5 min，95 ℃ 10 s；95 ℃ 5 s，60 ℃ 20 s，
40 个循环。其中 RT-qPCR 的引物和探针序列

为：上游引物 5′-ACTGGGTTTTACAAACCTGT 
GA-3′，下游引物 5′-GCGAGTCCTGCCACGG 
A-3′，荧光标记探针 5′-FAM-TCCTTTGCACG 
CCGTGGGAC-TAMRA-3′。另外将 10–3 稀释度

rPoIFN-γ 预处理细胞后接种病毒，分别在感染

后 8–48 h 收取细胞和上清；用 RT-qPCR 和

Western blotting 分析在不同时间对病毒 RNA 复

制和蛋白表达的影响，RT-qPCR 反应体系和条

件同上所述。 

1.8  rPoIFN-γ 诱导细胞 ISGs 和细胞因子

的测定 
将 IBRS-2 细胞按照 5×105 个细胞/mL 铺入

35 cm 细胞培养皿，待细胞长成单层后，用 10–2

稀释度的 rPoIFN-γ 处理细胞 24 h，未经 IFN 处

理的细胞作为阴性对照 (NC)。提取细胞总

RNA，反转录 cDNA，通过 RT-qPCR 检测 ISGs
和细胞因子的相对表达水平。RT-qPCR 引物见

表 1，其中部分引物序列参考自文献[13]。 

1.9  数据统计和分析 
所有数据通过 GraphPad Prism 8 软件作图，

试验数据通过 GraphPad Prism 8 软件中配对样

品 t 检验或单因素方差分析(one-way analysis of 
variance, one-way ANOVA)计算，所有实验数据

为 x ±s (n≥3)，P<0.01 被认为有显著性差异，表

明结果具有统计学意义。 

2  结果与分析 
2.1  重组表达质粒的鉴定 

将重组质粒 pcDNA3.1-PoIFN-γ 用 Hind Ⅲ
和 Xho I 进行双酶切鉴定，1%的琼脂糖凝胶电

泳后观察到约 5 300 bp 和 730 bp 的 2 条 DNA
条带，片段大小与预期相符合(图 1)。基因测序

结果也表明，目的基因序列插入正确。 

表 1  本研究所用引物 
Table 1  The primers used in this study 
Primer name Primer sequence (5ʹ→3ʹ) 
PKR-F 
PKR-R 

ATTGCGAGAAGGTAGAGCGT 
TTCCATTTGGATGAAAAGGCACC 

IFIT1-F 
IFIT1-R 

CTGACTCACAGCAACCATG 
CTTTCAGGTGTTTCACATAGG 

BST2-F 
BST2-R 

GTACACCGTTTGCAACCAGAC 
CTGTTGTTCTCCTGAACGCC 

IFITM3-F 
IFITM3-R 

GTCGTCTGGTCCCTGTTCAAC 
GAGTAGGCGAAAGCCACGAA 

MHC-I-F 
MHC-I-R 

GGCTCCAGAAATACCTGCAGAT 
TCTCCACCAGCTCCATGTCTTG 

MHC-II-F 
MHC-II-R 

ACCACAACCTCCTGGTCTGCTCT 
CTCTCCACTCTGAGGAACCGTT 

GBP1-F 
GBP1-R 

GAAGGGTGACAACCAGAACGAC 
AGGTTCCGACTTTGCCCTGATT 

IL-8-F 
IL-8-R 

TTCCTGCTTTCTGCAGCTCTCT 
GGGTGGAAAGGGTGTGGAATG 

IFN-β-F 
IFN-β-R 

AGTTGCCTGGGACTCCTCAA 
CCTCAGGGACCTCAAAGTTCAT 

Viperin-F 
Viperin-R 

GGACACTGGTACCTGTCACCTT 
TGAAGTGGTAATTGACGCTAGT 

IRF1-F 
IRF1-R 

GCAACAGATGAGGACGAG 
GCTTTCAACTTCTGGCTC 

NF-κB-F 
NF-κB-R 

TCCAACACCGCATAAACC  
TAAAGCTCACCCGCAACG 

IL10-F 
IL10-R 

GCCTTGTCAGAGATGATCCAGTT 
TTCTCCCCCAGGGAGTTCAC 

TNF-a-F 
TNF-a-R 

GGCTGCCTTGGTTCAGATGT 
CAGGTGGGAGCAACCTACAGTT 

ISG15-F 
ISG15-R 

GACTGCATGATGGCATCGGA  
TGCACCATCAACAGGACCAT 

CXCL10-F 
CXCL10-R 

TGCCCACATGTTGAGATCAT  
CGGCCCATCCTTATCAGTAG 

OASL-F 
OASL-R 

TCCCTGGGAAGAATGTGCAG  
CCCTGGCAAGAGCATAGTGT 

Mx1-F 
Mx1-R 

TACGACATCGAATACCAGATCAA 
ATGGTCCTGTCTCCTTCGG 

β-actin-F 
β-actin-R 

GACCTGACCGACTACCTCAT  
CGTAGAGGTCCTTCCTGATGT 

 
2.2  rPoIFN-γ 的表达、纯化和鉴定 

收取转染重组质粒 pcDNA3.1-PoIFN-γ 的

细胞上清，进行 SDS-PAGE 鉴定。结果显示，

在 27 kDa 左右观察到特异性蛋白条带，大小与 
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图 1  重组表达质粒的酶切鉴定 
Figure 1  Identification of the recombinant expressing 
plasmid by double enzyme digestion. M: DL5000 
DNA marker; 1: Enzyme digestion products of 
pcDNA 3.1-PoIFN-γ. 
 
理论值相符(图 2A)。表达蛋白上清经过滤后上

样，使用镍离子亲和层析柱纯化 rPoIFN-γ，洗

脱样品经 SDS-PAGE 鉴定，在 27 kDa 位置可见

特异性蛋白条带(图 2B)。分别使用 PoIFN-γ 抗

体和抗 His-tag 抗体分析纯化的 rPoIFN-γ，在约

27 kDa 位置可观察到特异性蛋白条带，并且大

小与理论值相符(图 2C)。 

2.3  rPoIFN-γ 对细胞的毒性分析 
不同浓度的 rPoIFN-γ 处理 IBRS-2 细胞对

细胞活力的影响结果显示，与未经过 rPoIFN-γ
处理的对照细胞相比，各浓度 rPoIFN-γ 处理

IBRS-2细胞 24 h后，细胞相对活力无显著差异，

表明本研究制备的 rPoIFN-γ 对细胞不存在明显

的毒性作用(图 3)。 

2.4  rPoIFN-γ 活性效价 
根 据 Reed-Muench 法 计 算 结 果 ， 用

VSV/PK-15 系统检测 rPoIFN-γ 的活性效价可达

5.59×107 U/mg。 

2.5  rPoIFN-γ 对 SVA 的抗病毒活性 
CCK-8 检测结果显示，本研究制备的

rPoIFN-γ 稀释至 10–4 对 SVA 感染 IBRS-2 细胞

具有半数保护作用(图 4)，随着稀释度的增加对

细胞的抗病毒保护作用逐渐减弱，而商品化

rPoIFN-γ-RD 对照品在此稀释度对 SVA 的感染

保护作用低于 50% (图 4)。根据 Reed-Muench
法计算结果，本研究制备的 rPoIFN-γ 抗 SVA 的

活性效价为 6.87×106 U/mg。 
 

 
 
图 2  rPoIFN-γ 的表达、纯化和鉴定  
Figure 2  Analysis of the expression, purification and identification of rPoIFN-γ. A: SDS-PAGE analysis of 
rPoIFN-γ expression in CHO cells. M: Protein marker; 1: Blank control; 2: Transfection with pcDNA3.1 
vector plasmid; 3: Transfection of pcDNA3.1-PoIFN-γ. B: SDS-PAGE analysis of rPoIFN-γ purification. M: 
Protein marker; 1: Cell supernatant after filtration; 2: Flow sample; 3: Elution sample. C: Western blotting 
analysis of rPoIFN-γ. M: Protein marker; 1: Anti-PoIFN-γ antibody; 2: Anti-His-tag antibody. 
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图 3  不同浓度 rPoIFN-γ 对 IBRS-2 细胞活力的

影响 
Figure 3  Cell viability after different concentrations 
of rPoIFN-γ treated IBRS-2 cells. 
 

 
 
图 4  rPoIFN-γ 对 SVA 的抗病毒作用  
Figure 4  Antiviral activity of rPoIFN-γ against 
SVA. NC: Negative control of uninfected cells; PC: 
Virus infected cells of positive control. **: P<0.01; 
***: P<0.001; ns: No significant difference. 
 

2.6  rPoIFN-γ 显著抑制 SVA 的复制 
用 10–2–10–4稀释度的 rPoIFN-γ 处理细胞后

接种 SVA 未出现明显病变，而在 10–5–10–10 稀

释度时，细胞出现明显的 CPE，且细胞病变程

度随着 rPoIFN-γ 稀释倍数的增加而加重(结果

未呈现)。病毒滴度测定结果表明，与 PC 组相

比，10–2–10–6 稀释度 rPoIFN-γ 处理细胞后，病

毒滴度均显著降低(图 5A)；RT-qPCR 结果显示，

与 PC 组相比，rPoIFN-γ 的 10–2–10–5 稀释度处

理细胞，病毒 RNA 水平被显著抑制(图 5B)；蛋

白表达检测结果表明 10–2–10–5稀释度的 rPoIFN-γ
处理细胞后均显著抑制了 SVA的 VP2蛋白表达

(图 5C)。 

 

 
 
图 5  不同剂量的 rPoIFN-γ 对 SVA 复制的影响 
Figure 5  Antiviral activity of rPoIFN-γ in different 
concentration against replication of SVA. A: 
Antiviral activity of rPoIFN-γ against viral titer of 
SVA. B: Antiviral activity of rPoIFN-γ against RNA 
replication of SVA. C: Antiviral activity of 
rPoIFN-γ against VP2 protein expression of SVA. 
NC: Negative control of uninfected cells, PC: Virus 
infected cells of positive control. *: P<0.05; **: 
P<0.01; ****: P<0.000 1; ns: No significant 
statistically difference. 
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另外，在 rPoIFN-γ 处理 IBRS-2 细胞后接

种 SVA，感染后不同时间点的病毒 RNA 水平检

测结果显示(图 6A)，至感染后 24 h，rPoIFN-γ

处理细胞的病毒 mRNA 水平几乎没有升高，而

接种后 32–48 h 病毒 mRNA 水平也显著低于对

照组，这表明该剂量的 rPoIFN-γ 能够有效抑制

SVA 的 RNA 复制。Western blotting 结果也显示，

至感染后 40 h 病毒 VP2 蛋白的表达被显著抑制

(图 6B)。 

2.7  rPoIFN-γ 诱导细胞 ISGs 和细胞因子

的表达 
用 rPoIFN-γ 处理 IBRS-2 细胞 24 h，细胞

中 17 种 ISGs 和细胞因子的表达均显著升高   
(图 7)，表明本研究制备的 rPoIFN-γ 可有效诱导

细胞中 ISGs 和细胞因子的产生从而发挥抗病

毒作用。 

3  讨论 
天然免疫是宿主的第一道免疫屏障，当病

毒感染宿主细胞后能够刺激机体产生 IFN 等细

胞因子。IFN 是宿主抵抗病原体侵入的重要细胞

因子，能够识别细胞 IFN 受体，激活 IFN 信号

通路，诱导 ISGs 的表达从而发挥抗病毒作用[15]。

IFN-γ 是哺乳动物 II 型 IFN 的唯一成员，在防 
 

 
 

图 6  rPoIFN-γ 在不同时间对 SVA RNA 复制的影响 
Figure 6  Antiviral activity of rPoIFN-γ against SVA in different hours post inoculation. A: Antiviral activity 
of rPoIFN-γ against RNA replication of SVA. NC: Negative control of uninfected cells; PC: Virus infected 
cells of positive control. B: Antiviral activity of rPoIFN-γ against VP2 protein expression of SVA. Mock: 
Uninfected cells of negative control. **: P<0.01; ***: P<0.001; ****: P<0.000 1. 
 

 
 

图 7  rPoIFN-γ 诱导细胞 ISGs 的表达 
Figure 7  ISGs and cytokines expression in IBRS-2 cells induced by rPoIFN-γ. NC: Non-treated cells 
control. *: P<0.05; **: P<0.01; ***: P<0.001; ****: P<0.000 1; ns: No significant difference. 
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御病原体感染过程中起着重要作用[16]，其又称

为免疫干扰素，是细胞免疫的中枢效应因子，

能够增强宿主免疫细胞活性，具有免疫和抗病

毒功能。它可以通过抗原提呈细胞 (antigen 
presenting cells, APCs)通过同源 T 细胞相互作

用增强抗原识别来扩增抗原提呈，增加活性氧

(reactive oxygen species, ROS)和活性氮中间体

(reactive nitrogen intermediates, RNIS)的产生，

诱导抗病毒应答[16]。同时，IFN-γ 不仅可以诱

导 MHC Ⅰ类分子表达量大幅度增加，并且对

MHC Ⅱ类分子也具有明显的调节作用[17]，增强

细胞抗原递呈能力是 IFN-γ 最主要的免疫调节

作用[18]。因此，IFN-γ 被认为是先天性和适应

性免疫调节的关键分子之一[16]。 
SVA 是小 RNA 病毒科(Picornaviridae)塞内

卡病毒属(Senecavirus)的唯一成员[19]。主要感染

猪，公猪、母猪及各个阶段猪群均易感，潜伏

期一般为 4–5 d。SVA 对母猪和育肥猪的致病力

较小，而对新生仔猪致病力强，主要影响 1–4 日

龄的仔猪，大约 4%–60%的感染仔猪腹泻持续

时间为 1–5 d[20]。目前，SVA 疫苗仍处于研发

阶段，Yang 等[21]研制的灭活疫苗，具有良好的

保护作用；Sharma 等[22]利用反向遗传学方法研

制了 SVA rSVAm SacⅡ减毒活疫苗，单剂量的减

毒活疫苗对异源性 SVA 攻击具有保护作用；魏

婷等[23]成功构建了 SVA P12A-3C基因的真核表

达质粒并在小鼠免疫中初步证实该表达质粒能

够诱导动物机体产生一定的免疫反应。虽然关

于 SVA 疫苗的研究已取得一定的进展，但目前

仍没有商业化的 SVA 疫苗，因此，研制抗病毒

制剂以快速抵抗 SVA 感染尤为重要。研究显示，

rPoIFN-γ 可以明显抑制猪繁殖与呼吸综合征病

毒(porcine reproductive and respiratory syndrome 
virus, PRRSV)在巨噬细胞上的复制，在抗猪瘟

病毒(classical swine fever virus, CSFV)的细胞

免疫中也能发挥重要作用，同时，还对猪囊虫

疫苗有良好的免疫佐剂作用[24-25]。此外，利用

HEK293T 表达的 E2-IFN-γ 融合蛋白增强了猪

瘟病毒 E2 蛋白的免疫原性，还可以激活信号传

导及转录激活子 1 (signal transducer and activator 
of transcription 1, STAT1)的磷酸化[26]。 

PoIFN-γ 在天然状态下是同源二聚体的结

构，并且在此结构下具有更高的生物活性。

Farrar等[27]用大肠杆菌表达系统制备重组 IFN-γ
时，产物不具有活性，通过对产物的变性再复

性后才能检测到抗病毒作用。随着基因工程技

术的发展，体外表达 rPoIFN-γ 进行免疫增强和

抗病毒作用的研究日益增多。万建青等[28]和姚

清侠等[29]利用毕赤酵母成功表达 rPoIFN-γ，同

时对 PRRSV、VSV 具有较强抗病毒作用；姚清

侠等 [30]利用重组逆转录病毒载体成功表达

rPoIFN-γ，用其处理 PK-15 细胞后，发现细胞

可以抵抗口蹄疫病毒 (foot and mouth disease 
virus, FMDV)感染；秦立廷等[31]利用 AcNPV 杆

状病毒表达系统成功表达 rPoIFN-γ，抗病毒活

性试验显示，rPoIFN-γ 能够有效抑制 VSV 在

PK-15 细胞上的复制；Kim 等[32]利用重组腺病

毒表达的 PoIFN-α, γ 和多个小干扰 RNA 联合治

疗对猪 FMDV 具有较强的保护作用。目前常用

制备重组蛋白的方法主要有真核表达系统、酵

母表达系统、大肠杆菌表达系统和乳酸菌表达

系统等，大肠杆菌表达的重组蛋白经常是以包

涵体形式存在，不利于重组 IFN 的临床应用[33]；

昆虫细胞杆状表达系统成本高、蛋白表达量低、

不能连续表达异源蛋白[34]。研究表明，CHO 表达

系统表达的蛋白的空间结构和生物活性更接近

天然蛋白，并且易于纯化[35]。而前期已利用 CHO
细 胞 表 达 系 统 成 功 制 备 了 rPoIFN-α6 和

rPoIFN-β，具有较高的活性效价并评估了其对

FMDV 的抗病毒活性[36-37]。 
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CHO 表达系统制备的重组 IFN 的优势不

仅在于较高密度培养、高产表达和易纯化，而

且具有较高的活性效价。本研究采用 CHO 细

胞表达系统制备的 rPoIFN-γ 用 VSV/PK-15 系

统检测活性效价为 5.59×107 U/mg，显著高于

秦立廷等[31]利用 AcNPV 杆状病毒表达系统表

达 rPoIFN-γ 在 VSV/PK-15 系统的活性效价

2×104 IU/mL；万建青等[28]利用毕氏酵母表达系

统制备的 rPoIFN-γ 在 VSV/MDBK 系统的活性

效价为 450–540 U/mL；姚清侠等 [30]利用重组

逆转录病毒载体 pLXSN 表达的 rPoIFN-γ 利用

VSV/MDBK 系统检测 48 h 的活性效价为     
1 200 IU/106 cells。本研究进一步分析了 rPoIFN-γ
对 SVA 的抗病毒作用，结果显示该 rPoIFN-γ
对 SVA 的病毒滴度、病毒 RNA 水平和病毒蛋

白表达均有显著的抑制作用，这表明本研究制

备的 rPoIFN-γ 在体外具有很好的抗病毒活性。 
IFN-γ 表达产物通过特定信号转导通路，刺

激 ISGs 和细胞因子的转录，促进机体合成多种

具有阻断病毒复制功能的抗病毒酶和蛋白质，来

抵抗病毒对机体细胞的感染[38]。此外，在感染

过程中，IFN-γ 还通过 FAS-FASL 和 BIM 介导的，

由 STAT1 信号通路诱导的凋亡调节细胞毒性 T 淋

巴细胞(cytotoxic T lymphocyte, CTL)反应[38]。因

此，本研究进一步分析了本研究制备的 rPoIFN-γ
对细胞 ISGs 和细胞因子的诱导作用，结果显示

rPoIFN-γ 显著刺激了重组人 CXC 趋化因子配体 10 
(CXC chemokine ligand-10, CXCL10)等 17 种

ISGs 和细胞因子的产生，这进一步证明本研究

制备的 rPoIFN-γ 具有较高的生物活性，并能有

效地激活下游特定信号转导通路，从而抑制病

毒复制并对 SVA 发挥抗病毒作用。 

4  结论 
本研究首次采用 CHO 细胞表达系统成功

制备了 rPoIFN-γ，该 rPoIFN-γ 可以诱导宿主细

胞 ISGs 及细胞因子的产生，并对 SVA 发挥显

著的抗病毒作用，本研究结果为进一步开发重

组 PoIFN 类生物制剂及相关抗病毒免疫制剂提

供了基础。 
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