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干扰素（A6+）是由脊椎动物细胞产生的一类分泌型糖蛋

白，它具有广谱抗病毒和增强免疫应答的作用［!］。干扰素可

分为"型和#型，#型干扰素又称为干扰素/!（A6+/!）或免

疫干 扰 素，主 要 由 抗 原 刺 激 GH0 I 和 GH" I 1 细 胞 所 产

生［$］。A6+/!可使 ,$功能亢进，诱导产生特异性抗体，在免

疫应答中十分重要［#］。

"% 年代初，人的干扰素基因克隆成功后［0］，各国学者相

继开展了动物干扰素的研究。!4"5 年以来，猪、鸡、鸭等动物

的干扰素基因先后被克隆报道。J:=99)2K 等于 !4"5 年首先

开始了犬 A6+/%基因的研究［&］。!44$ 年，L=;M2K 等［3］和 H2N(O
等［5］研究小组几乎同时克隆了犬 A6+/!基因（G-A6+/!），而且

L=;M2K 等将 G-A6+/!基因在中国地鼠卵巢细胞（GJP）中进行

了表 达。!443 年，FM:K- 等 克 隆 了 犬 A6+/!基 因［"］。最 近，

+:O<:M-Q- 等［4］和 PM->( 等［!%］又分别利用痘病毒和重组杆状

病毒表达了 G-A6+/!并进行了犬重组干扰素（KG-A6+/!）抗病

毒感染和提高 ,JG AA 表达等实验。夏春等（!444）也克隆报

道过德 国 牧 羊 犬 A6+/%基 因 序 列［!!］，但 是，至 今 尚 未 见

KG-A6+/!的相关研究。

近年来，养犬业在我国发展十分迅速，犬的种类和数量

也越来越多。而疾病尤其是病毒病却严重危害着犬的健康

与生存。为了研制和开发犬重组干扰素类生物制品，本文克

隆了犬 A6+/!;H+F，并用 RS;DG,’$ 表达载体率先在鼠骨髓

瘤细胞（BC$D%）中进行表达。

+ 材料与方法

+,+ 质粒、酶、试剂、细胞和病毒

T,!%4、RU8, 1/8-O. 载体购自 CK(92V- 公司。RS;DG,’$
表达载体购自 A>N:WK(V2> 公司。EAFCK2R BR:> ,:>:RK2R 质粒提

取试剂盒购自 EAFU8+ 公司。限制性内切酶 3#$@&、4(/"、

50(S"和 10 H+F 连接酶购自 1-X-S- 公司。S1/CGS/JAUJ/
CYZB试剂盒源于 1P[P\P 公司。滤泡性口炎病毒（’B’）和

小鼠骨髓瘤细胞（BC$D%）由本室保存。牛肾细胞系（,H\X）

购自中国兽药监察所。类新霉素（U0!"）购于 U:];( 公司。

+,( 犬淋巴细胞分离与总 -$% 提取

总 S+F 从犬脾脏的淋巴细胞中提取。首先用淋巴细胞

分离液按常规方法分离细胞，再用含 !%’VD’Y G(>;->-N-):> F
（G(>F，BAU,F）的 SC,A !30% 培养基（UA\GP\SY）在 &^ GP$、

#5_中培养数小时。随后，用 1SALPY S2-V2>W（UA\GP\SY）

提取总 S+F。

+,. 引物设计

从 HH\TDU2>\->M 基因库中读取已登录的犬 A6+/!的基

因序 列（序 号 为 FC!$3$05 和 B0!$%!）。在 开 放 读 码 框 架

（PS6）两 端 设 计 引 物。上 游 引 物 序 列 为 &‘/GFFUG1 1F1/
UFF11F1FGFFUG1F1F1G11FU/#‘，含 3#$@ &酶切位点；下游

引物序列为 &‘/1UGUUGGUG11F111 GUF1UG1G1UGUUGG1GU/
#‘，含 4(/"酶切位点。引物均由北京赛百盛生物工程公司

合成。

+,/ "#$% 克隆与鉴定

采用 S1/CGS/JAUJ/CYZB 试剂盒从脾淋巴细胞总 S+F
扩增 A6+/!* CGS 反应中含 S+F #’Y，上、下游引物各 !%%
R9()，CGS 总体积为 &%’Y。CGS 反应条件为 3%_、#% 9:>，

40_、$ 9:>，! 个循环。再 40_、! 9:>，&&_、! 9:>，0% 个循

环。最后在 3%_ 保温 5 9:>。CGS 产物经 !a$^低熔点琼脂

糖电泳、回收 &$% ]R 处目标带 H+F，再与 1/8-O. 载体连接、

转化 T,!%4 感受态、挑选白斑，提取质粒后 50(S"酶切鉴

定。阳性重组子名为 RU8, 1/8-O.D G-A6+/!。

+,0 表达载体的构建

先用 3#$@ &和 4(/"双酶切 RU8, 1/8-O.D G-A6+/!重

组子，再用 %a"^低熔点琼脂糖纯化回收小片段 H+F（G-A6+/

!）。同 时，用 3#$6 &和 4(/"双 酶 切 载 体 RS;DG,’$，用

%a"^低熔点琼脂糖纯化回收大片段，最后，用 10 H+F 连接

酶连接 G-A6+/!和 RS;DG,’$ 片 段，构 建 成 重 组 表 达 质 粒

RS;DG,’$D G-A6+/!。

+,1 序列测定与分析

将重组表达质粒 RS;DG,’$D G-A6+/!转入 T,!%4 感受态

细胞，用氨苄青霉素抗性筛选阳性重组子后，再用 3#$@ &和



!"#!双酶切、!"# 鉴定。随后将重组子 $#%&"’()& "*+,-."
送 /*0*#* 公司（大连）、以 /1 为引物进行序列测定。采用

23-3/45 软件在 !6789 ’*%:;<6=> 微机上进行同源性比较和

序列分析。

!"# 鼠骨髓瘤细胞（$%&’(）的转染与表达

采用磷酸钙共沉淀法转染 ?!)&@ 细胞后进行瞬间表达

和 2ABC 筛选表达。即转染 ?!)&@ 细胞前 B > 更换一次 D’3’
培养基，并将预先制备好的磷酸钙.$#%&"’()& "*+,-."沉淀

加在 ?!)&@ 单层细胞表面。转染 E > 后，弃培养基，再用 BFG
的甘油处理 HI:; 后，加入新的 D’3’ 培养基。分别于 )A >、

AC > 和 1) > 收获细胞培养上清液 ) IJ，!K? 透析后、过滤除

菌、L C@M保存备用。同时，将转染后的细胞继续培养 AC >，

按 B：A 传代，待细胞对数生长期时，用终浓度为 E@@#N&IJ 的

2ABC 的筛选、继续培养 1O（此时未转染对照组细胞已死

亡），存 活 的 ?!)&@ 细 胞 呈 克 隆 化 生 长 后，再 用 终 浓 度 为

)@@#N&IJ 的 2ABC 维持培养 ) 周，然后更换培养液，1) > 后

收培养上清液，L C@M保存备用。

!") 抗病毒活性测定

将牛肾细胞（’DK0）接种于 PE 孔板，FG "Q)、H1M培养

成单层，加入倍比稀释的培养上清液处理 BC >，每孔再加入

B@@#J 含 B@@ /"+DF@的滤泡性口炎病毒（(?(），)A > 后观察细

胞病变结果（"!3）。以 F@G 细胞出现 "!3 孔的干扰素稀释

度的倒数为干扰素效价（R&IJ）。

& 结 果

&"! *+,- 克隆与鉴定

#/.!"# 产物经琼脂糖凝胶电泳后结果如图 B S 所示；

!"#产 物 与 $23’ /.3*=T 连 接 后，经 $%"#!酶 切 结 果 如

图 B K所示。图 B 中在 F)@ U$ 处都有一条特异带。根据其规

格推断为 "*+,-."%D-S。

图 B 犬干扰素."%D-S 克隆与鉴定（S、K）

,:NVB "W6;:;N *;O :O8;<:X:%*<:6;

6X %*;:;8 +,-."N8;8（S、K）

B V B@@ U$ I6W8%RW*9 78:N>< I*9Y89=（B@@，)@@，H@@，

A@@，F@@U$.B)@@U$）；) V !"# $96OR%<；HV />8 98%6I.

U:;*;< $W*=I:O= （ /.8*=T&"*+,-" 7*= O:NN8O UT

$%"#!；A V B@@ U$ I6W8%RW*9 78:N>< I*9Y89=（B@@，

)@@，H@@，A@@，F@@U$.B)@@U$）

&"& 表达载体的构建与 ./01,2!序列测定

"*+,-."片 段 与 $#%&"’() 连 接 后 构 建 的 $#%&"’()&

"*+,-."重组表达质粒如图 ) 所示。$#%&"’()& "*+,-."表

达质粒经 &’(O $和 !"#!双酶切和 !"# 扩增鉴定 "*+,-."
结果在 F)@ U$ 处都有一条特异带，即 "*+,-."D-S 片段。

图 ) 构建重组表达质粒 $#%&"’()& "*+,-."
,:NV) ?<9R%<R98 6X <>8 98%6IU:;*;< 8Z$98==:6;

[8%<69 $#%&"’()& "*+,-."

&"3 犬 01,2!*+,- 序列与序列分析

"*+,-."%D-S 测序结果如图 H 所示。基因全长为 F@B
个核苷酸，编码 BEE 个氨基酸，信号肽为 )H 个氨基酸（序列

下横线），成熟蛋白为 BAH 个氨基酸，含两糖基化位点（序列

下横线）。蛋 白 分 子 量 为 BP YD。将 该 序 列 与 基 因 库 中

"*+,-."比较，同源性为 PPG。

图 H 犬干扰素."（"*+,-."）%D-S 序列

,:NVH />8 =8\R8;%8 6X %*;:;8 +,-."%D-S 7:<>

<>8 $98O:%< BEE *I:;6 *%:O =8\R8;%8 =>67;

&"4 干扰素活性测定

瞬间表达犬干扰素活性测定结果如图 A 所示。犬干扰

素处理牛肾细胞（’DK0）后、再以 (?( 攻毒，其活性与转染

细胞的培养时间直接相关。培养 1) > 后犬干扰素活性达

F@@@ R&IJ。

经过 2ABC 筛选后，稳定表达犬干扰素活性测定结果如

图 F 所示。H 组细胞系其培养上清均检测到抗 (?( 活性。

犬干扰素活性平均达 )F@@R&IJ。

3 讨 论

]R%Y89 等（BPP)）在克隆犬 "*+,-."基因时根据人 +,-."

EEH 生 物 工 程 学 报 BC 卷



图 ! 瞬间转染表达犬干扰素活性检测结果

"#$%! &’( )*+#,#-). )/+#,#+0 12 -(/134#*)*+ /)*#*(

5"67!(89-(::(; 40 #*:+)*+ +-)*:2(/+#1*

图 < 稳定转染表达犬干扰素活性检测结果

"#$%< &’( )*+#,#-). )/+#,#+0 12 -(/134#*)*+ /)*#*(

5"67!(89-(::(; 40 :+();0 +-)*:2(/+#1*

序列设计了引物对，用 =>? 技术克隆了一段不含信号肽的

>)5"67!基因［@］。A(,1: 等（BCCD）则采用了羊 5"67!基因作为

探针，从 犬 A6E 基 因 组 文 库 中 克 隆 了 含 F 个 内 含 子 的

>)5"67!基因，并首先在中国地鼠卵巢细胞中表达，活性在

BG H BGGG IJ3K［L］。迄今为止，在 AAMNJOPM5JQ(*M)*R 和现有

文献中仅有 D 个含 >)5"67!成熟蛋白基因序列，序号分别为

E"BD@D!L 和 S!BDGB，两者区别在于前者含 DF 个氨基酸的信

号肽，即两序列中的成熟蛋白序列完全一致。本文克隆的

>)5"67!基因中的信号肽序列与 E"BD@D!L 一致，而在成熟蛋

白序列 中 的 第 T@ 位 发 生 了 点 变 异，密 码 子 EE> 变 成 了

QE>，天冬酰胺（6）变成了天冬氨酸（A）（见图 ! 中虚框显

示）% 成熟蛋白序列中都含 D 个糖基化位点以及与干扰素 9U
的感受性有关的 V?V? 序列。我们推测 T@ 位氨基酸的点变

异不会影响 >)5"67!结构与活性，但与犬的种类相关。

9?/J>PWD 是以人巨细胞病毒 >PW（>0+13($).1,#-I: #37
3(;#)+( ()-.0）为启动子、加载有新霉素抗性基因（6(1）、并可

在哺乳动物细胞中高效表达，也是 A6E 疫苗用的良好载体

之一。鼠骨髓瘤细胞是易生长、易转染、可糖基化的永久细

胞系，是近年报道较多的宿主表达系。本文将含完整信号肽

的 >)5"67!基因插入 =?/J>PWD 表达载体 >PW 启动子下游、

转染了鼠骨髓瘤细胞（S=DJG），在培养细胞和培养上清中均

可检出抗 WSW 病毒活性。在 Q!BT 选择压力下，具有新霉素

抗性的 S=DJG 存活，B<; 后非转染骨髓瘤细胞凋亡，逐步形成

了以转染细胞为主的产 ->)5"67!细胞群，并且形成了稳定表

达 ->)5"67!的细胞群。

A(,1: 等［L］曾 采 用 WS!G 启 动 子 在 >UX 细 胞 中 表 达

>)5"67!，->)5"67!在 >ABL 细胞上的活性为 BG! IJ3K，而在

人、牛、和鼠细胞上测定出的活性仅为 BG IJ3K。XR)*1 等［BG］

用重 组 杆 状 病 毒 在 蚕 体 上 也 表 达 过 ->)5"67!，并 采 用

">M?BB 细胞测定其活性为 BG@ IJ蚕。6#:’#R)Y) 等［C］利用重

组痘病毒表达的 ->)5"67!在 PA>V 细胞上可抑制疱疹病毒

（>UW）、伪狂犬和腺病毒。本文利用 S=DJG 表达了 ->)5"67!，

培养上清在 PA>V 细胞上测定的活性可达 < Z BGF IJ3K。我

们也曾在猪 =V7B< 和鸡 O"> 上测定 ->)5"67!的活性，均低于

在 PAMV 细胞上的测定结果。因此，>)5"67!在不同的表达

系和不同的测定系上活性不同，这有待于深入研究。

综上所述，本文克隆了具有一氨基酸点变异的犬 5"67!
/A6E，并采 用 9?/J>PWD 表 达 载 体 率 先 在 鼠 骨 髓 瘤 细 胞

（S=DJG）中成功地表达了其重组蛋白，为应用犬重组干扰素

奠定了基础。
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招 聘 启 事

大连民族学院隶属于国家民族事务委员会，地处大连市经济技术开发区，环境优美，气候宜人。生物工

程专业是大连民族学院两个重点学科之一，并已获批为部级重点学科。生物工程系设有部级生物化工重点

实验室和大连市生物化学技术中心，以酶工程、发酵工程、细胞工程为主要研究方向，师资力量雄厚，教学科

研设备先进。大型分析仪器有高效液相、气相、紫外、红外、荧光等，同时还具备各种现代化生化仪器设备

（其中一部分正在购入）。生物工程专业也是学院重点投入建设硕士点的学科之一。现面向海内外诚聘特

聘教授、学科带头人、有博士学位的教授。条件及待遇如下：

特聘教授，年龄 \7 岁以下，学历博士以上，学院给予安家费 S\ 万元，院内岗位津贴每年 \ 万元（不包括

工资），科研启动金 6\ 万元，配备电脑和住宅电话，解决配偶工作。

学科带头人，年龄 \7 岁以下，学历博士以上，学院给予安家费 S7 万元，按正高级职称聘任和计发院内岗

位津贴，科研启动金 67 万元，配备电脑和住宅电话，解决配偶工作。

具有博士学位的教授，年龄 9\ 岁以下，学院给予安家费 P7 万元，按正高级职称聘任和计发院内岗位津

贴，科研启动金 \ 万元，配备电脑和住宅电话，解决配偶工作。

尚有其它优惠条件，可以面议。

联系地址：辽宁省大连经济技术开发区大连民族学院人才引进办公室或大连民族学院生物工程系

邮 编：66UU77
联系方法：人才引进办公室：张成山、关淑熙（7966）̂U6PU6U a PSPS

生物工程系：陈瑞、孙静（7966）̂U6PU6U a 6S7V
P77P 年
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