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研究简报                                                               

重组马γ-干扰素抗病毒活性测定及单克隆抗体抑制活性

鉴定 

白宇, 陈伟业, 童铁钢, 张维军, 徐树兰, 王群, 孙庆歌, 刘光亮, 步志高, 吴东来 
中国农业科学院哈尔滨兽医研究所 兽医生物技术国家重点实验室, 哈尔滨 150001 

摘  要: 为了测定大肠杆菌和杆状病毒表达的重组马γ-干扰素是否具有抗病毒活性, 利用这两种干扰素处理马胎肾细

胞(EFK-78), 然后接种表达绿色荧光蛋白(GFP)的重组水泡性口炎病毒(VSV*GFP), 观察干扰素对病毒表达 GFP的抑制, 

测出其抗病毒活性单位分别为 1×103 AU/mL、1×105 AU/mL。评价了制备的九株抗重组马γ-干扰素单克隆抗体是否可

抑制重组马γ-干扰素抗病毒活性, 证实其中一株可中和重组马γ-干扰素的抗病毒活性。结果表明: 杆状病毒表达的马γ-

干扰素具有较高的抗病毒活性, 其活性可被一株制备的抗重组马γ-干扰素单克隆抗体抑制; 首次获得原核表达的具有

抗病毒活性的马γ-干扰素。 
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Antiviral Activity Determination of Recombinant Equine 
Interferon-gamma and Identification Inhibited Antiviral 
Activity of Monoclonal Antibodies 
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Abstract: Equine interferon-gamma (eIFN-γ) expressed both in E. coli and baculovirus were evaluated for antiviral activity against 
recombinant Vesicular Stomatits Virus expressing green fluorescence protein (rVSV-GFP) in EFK-78 cells. The assays were 
conducted in 96-well plate. Virus infectivity was measured by quantifying GFP-positive cells, instead of quantifying the CPE 
reduction. Prior to infection of EFK-78 cells with rVSV-GFP, the cells were incubated with eIFN-γ. The GFP expression in the 
EFK-78 cells dramatically decreased in the cells treated with eIFN-γ in a dose-dependent manner, comparing with the mock-treated 
cells. The titers of antiviral activity were 1×103AU/mL and 1×105AU/mL of eIFN-γ expressed from E. coli and baculovirus, 

respectively. The antiviral activities of the recombinant eIFN-γ were highly efficient and specific, as it was blocked by mAbs against 
eIFN-γ. 
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干扰素(Interferon, IFN)是一族具有抗病毒, 影

响细胞生长、分化和调节免疫功能等活性的蛋白质, 

是发现最早、研究最多、第一个克隆化、第一个用

于临床治疗疾病的细胞因子[1,2]。根据 IFN 的细胞来

源和结合受体不同, 将 IFN 分为Ⅰ型和Ⅱ型。Ⅰ型

IFN 主要有α、β两个亚型, 分别由淋巴细胞和成纤

维细胞产生 , 它们作用于同一受体 , 可抑制病毒

DNA 复制和蛋白质合成, 活化 NK 细胞, 促进 MHC

Ⅰ类分子提呈抗原。Ⅱ型 IFN 为γ-干扰素(IFN-γ), 主

要由 T 细胞和 NK 细胞产生[3], 与Ⅰ型 IFN 相比有多

种免疫学活性, 具有促进 MHCⅠ和Ⅱ类抗原表达、

增强 APC 细胞与 T 细胞的相互作用、增强辅助性 T

细胞和细胞毒性 T 细胞的产生等诸多免疫调节活性, 

既可以单独作为生物制剂应用于疾病的防治, 也可

作为免疫佐剂增强疫苗的免疫效果[4]。 

由于 IFN-γ在免疫反应中的重要作用 , 近些年

来多种畜禽 IFN-γ基因被克隆、测序并在原核和真核

表达系统中表达及测定其生物学活性[5,6]。马 IFN-γ

全基因编码 166 个氨基酸(aa), 其中包括 20 aa 的信

号肽, 信号肽切除后, 产生146 aa的 IFN-γ单体, 有两

个糖基化位点 , 天然活性状态的 IFN-γ是由两个

IFN-γ单体经非共价交联形成的二聚体糖蛋白[7]。自从

IFN 被发现具有抗病毒、抗增殖、免疫刺激等生物活

性以来, IFN 的抗病毒活性定量分析的研究就从未间

断过。历史上, 抗病毒分析方法是第一个建立起来的

检测干扰素样品相对活性或效能的生物学方法[8]。 
本研究利用表达绿色荧光蛋白(GFP)的重组水

泡性口炎病毒(VSV*GFP)作为指示病毒对大肠杆菌

和杆状病毒表达的重组马 IFN-γ进行抗病毒活性测

定, 并测定了抗重组马 IFN-γ单克隆抗体抑制重组

马 IFN-γ 的抗病毒活性作用。 

1 材料与方法 

1.1  材料 
重组马 IFN-γ、抗重组马 IFN-γ单抗和主要试剂  

马 IFN-γ单克隆抗体和抗重组马白细胞介素 -18 

(IL-18) 单 克 隆 抗 体 、 大 肠 杆 菌 表 达 的 重 组 马

IFN-γ(his-eIFN-γ) 和 杆 状 病 毒 表 达 的 重 组 马

IFN-γ(HyeIFN-γ)均由本实验室制备; 培养基 DMEM

购于 GIBCOBRL 公司(USA); 胎牛血清购于 PAA 公

司(Austria)。VSV*GFP 和 MDBK 细胞由哈尔滨兽医

研究所步志高研究员提供; 马胎肾细胞(EFK-78)由

本研究室保存。 

1.2  方法 
1.2.1  大肠杆菌和杆状病毒表达的重组马 IFN-γ抗

病毒活性的测定 

基于 VSV*GFP 的检测方法参考文献[9], 具体

步骤如下: 待 EFK-78 细胞于 25 cm2 底面积的细胞

瓶中生长至密度为 100%, 胰酶消化后重悬于 20 mL
含 8% FBS 的 DMEM 培养液(即 1:4 比例传代), 以每

孔 200 μL 细胞悬液加于 96 孔细胞培养板放入 37oC 
5% CO2 孵育 24 h, 待细胞长至密度为 90%, 弃去细

胞培养液; 用含 8% FBS 的 DMEM 培养液将重组马

IFN-γ稀释为 1:10、1:102、1:103、1:104、1:105、1:106, 
加入到 96 孔细胞板中 37oC 5% CO2 孵育 24 h, 同时

设有空白孔(Blank control, BC)和病毒对照孔(Virus 
control, VC); 弃去细胞培养液 , 用含 2% FBS 的

DMEM 培养液稀释 VSV*GFP, 除 BC 孔以外每孔加

入病毒稀释液 100 μL(30 000 PFU); 细胞于 37oC 5% 
CO2孵育 16~24 h, 待 VC孔的 CPE约为 100%时, 荧
光倒置显微镜下观察 GFP 表达; 判定: 以 VC 孔为

参照, 以表达绿色荧光减少为 VC 孔 50%的最高稀

释度为一个抗病毒活性单位(Antiviral unit, AU)。 
1.2.2  抗重组马 IFN-γ单克隆抗体抑制重组马 IFN-γ

抗病毒活性作用的鉴定 

取 100 AU 的 HyeIFN-γ分别与 1:10、1:100、

1:1000、1:2000、1:4000、1:8000、1:16 000 不同稀释

度的 9 株抗重组马 IFN-γ单克隆抗体 37oC 作用 1 h, 同

时设非抗重组马 IFN-γ单克隆抗体(抗重组马 IL-18 单

抗)与 100 AU 的 HyeIFN-γ作用组作为对照, 将混合液

体作用 EFK-78 细胞 37oC 5% CO2孵育 24 h, 弃去细胞

培养液, 用含 2% FBS 的 DMEM 培养液稀释 VSV*GFP

每孔加入病毒稀释液 100 μL(30 000 PFU); 细胞于 37oC 

5% CO2孵育 16~24 h, 待 VC 孔的 CPE 约为 100%时, 

倒置荧光显微镜下观察 GFP 表达水平来判定单克隆抗

体是否具有抑制干扰素抗病毒活性的能力。 

2  结果 

2.1  大肠杆菌和杆状病毒表达重组马 IFN-γ抗病

毒活性的测定 

利用 VSV*GFP-EFK 细胞系统测定重组马

IFN-γ抗病毒活性, 以不同浓度的重组马 IFN-γ作用
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EFK 细胞后, 感染 VSV*GFP, 待 VC 孔的 CPE 约为

100%时荧光显微镜观察。结果显示 : 未加重组马

IFN-γ的 VC 孔出现大量荧光(图 1L), 10 和 100 倍稀

释的 HyeIFN-γ可完全抑制 VSV*GFP 的复制(图 1A, 

1B), 1×103~1×106 倍稀释的 HyeIFN-γ可部分抑制

VSV*GFP 的复制(图 1C, 1D, 1E, 1F), 1×105 倍

HyeIFN-γ稀释孔的荧光亮度约为对照组的一半(图

1E), 测得重组 HyeIFN-γ活性为 1×105 AU/mL。

1×101~1×104 倍 稀 释 的 his-eIFN-γ 可 部 分 抑 制

VSV*GFP 的复制 (图 1H, 1I, 1J, 1K), 1×103 倍

his-eIFN-γ稀释孔的荧光亮度约为对照组的一半(图

1J), 测得重组 his-eIFN-γ活性为 1×103 AU/mL。 

2.2  抗重组马 IFN-γ单抗抑制重组马 IFN-γ抗病毒

活性的鉴定 

单抗抑制重组马 IFN-γ抗病毒活性结果表明 : 

HyeIFN-γ的抗病毒活性可以有效的被单抗 SB10 所

抑制, 完全阻断 100 AU HyeIFN-γ对 VSV*GFP 复制

抑制作用的有效稀释倍数为 4000, 而另外八株抗重

组马 IFN-γ单抗及抗重组马 IL-18 单抗则不能阻断

HyeIFN-γ的抗病毒活性(见图 2)。 

 

图 1  利用 VSV*GFP-EFK 系统测定两种重组马 IFN-γ抗病毒活性 
Fig. 1  Inhibition of VSV*GFP in EFK cell by recombinant eIFN-γ 

A: HyeIFN-γ 10 dilution; B: HyeIFN-γ 102 dilution; C: HyeIFN-γ 103 dilution; D: HyeIFN-γ 104 dilution; E: HyeIFN-γ 105 dilution; 
F: HyeIFN-γ 106 dilution; G: HyeIFN-γ 107 dilution; H: his-eIFN-γ 10 dilution; I: his-eIFN-γ 102 dilution; J: his-eIFN-γ 103 dilution; 

K: his-eIFN-γ 104 dilution; L: virus control 
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图 2  单克隆抗体抑制 HyeIFN-γ抗病毒活性曲线 
Fig. 2  Curves of inhibited antiviral activity by mAbs 

 

3  讨论 

相对于Ⅰ型干扰素生物学活性的作用模式 , 

IFN-γ具有严格的种属特异性[10]。本研究中还发现重

组马 IFN-γ在异源的牛 MDBK 细胞上的抗病毒活性要

低于其在 EFK-78 细胞上抗病毒活性两个数量级(数据

未显示), 结果与 Sabine Gutmann[11]报道相一致。 

IFN-γ具有抗病毒、抗肿瘤和免疫调节等生物学

活性, 人 IFN-γ在临床疾病的防治中早有应用, 动物

IFN-γ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。IFN-γ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, 而且产量

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

IFN-γ。自从 1994 年马 IFN-γ基因克隆及测序工作完

成后, 该基因已经成功地在几种表达系统中表达并

且重组蛋白的生物学活性得到鉴定, 但是具有抗病

毒活性且带有纯化标签的重组马 IFN-γ至今未见报

道, 而且原核表达的重组马 IFN-γ均报道为无抗病

毒活性 [12,13]。本研究对原核和真核表达的重组马

IFN-γ进行抗病毒活性检测, 首次获得具有抗病毒活

性的原核表达的重组马 IFN-γ, 而且该表达系统表

达的重组蛋白带有六个组氨酸标签, 使得纯化程序

简便易行, 可为今后马病临床治疗及基础免疫学研

究奠定物质基础。 

由中国农业科学院哈尔滨兽医研究所研制的马

传染性贫血病疫苗对世界范围内控制马传贫起到了

重要作用。然而, 由于缺乏有效的特异性细胞免疫

学研究手段, 对马传染性贫血病减毒疫苗免疫机制

的研究还处于临床免疫阶段, 至今尚未对该疫苗诱

导的细胞免疫反应特性进行深入系统的研究, 形成

较为完整的动物疫苗免疫学理论。近期的研究表明, 

马传染性贫血病弱毒疫苗可诱导马外周血单核细胞

中 IFN-γ基因高效转录  其转录水平与弱毒疫苗的免

疫保护密切相关[14]。而本研究中鉴定的具有抑制马

IFN-γ抗病毒活性作用的单抗 , 可应用于体内外马

IFN-γ生物学活性测定系统中, 尤其在研究马传染性

疾病中马 IFN-γ诱导的免疫反应和保护反应形成中

所起的作用。 

通常利用细胞病变抑制法测定 IFN 抗病毒活性, 

通过噬斑数量确定其活性单位。本研究采用的重组

VSV*GFP 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 , 即可确定其感染

和复制情况, 基于 VSV*GFP 的 AVA 分析方法, 实

质上是把 IFN 对病毒复制抑制的检测转变成检测

GFP 表达的抑制。因此, 使用 VSV*GFP 作为指示病

毒, 在 EFK 细胞上测定重组马 IFN-γ抗病毒活性时, 

采用测定荧光强度代替传统的噬斑数量计数而确定

其活性单位, 使得 IFN 抗病毒活性的测定更加准确

和简便[9]。 
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中国科学院微生物研究所期刊广告部成立 

中科院微生物研究所期刊广告部于 2007 年 3 月正式成立, 具有北京市工商管理局正式批准的广告经营

许可证(京海工商广字第 8107 号)。广告部代理《生物工程学报》、《微生物学报》、《微生物学通报》、《菌物

学报》四个期刊的广告经营业务, 此四种期刊均为中国自然科学核心期刊, 国内外公开发行, 主要报道微生

物学、菌物学和生物技术领域的最新研究成果和研究动态, 已被美国化学文摘(CA)、生物学文摘(BA)、医学

索引(MEDLINE )、俄罗斯文摘杂志(AJ)、Abstracts of Mycology (美国“菌物学文摘”)、Index of Fungi (英国“菌

物索引”)、Review of Plant Pathology (英国“植物病理学文摘”)、Bibliography of Systimatic Mycology (英国“系

统菌物学文献目录”)、Bibliographie der Pflanzenschutz literature(德国“植物保护文献目录”)、《中国学术期
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