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毕赤酵母表达猪干扰素!!基因及其抑制蓝耳病病毒效果

万建青 吴文学 夏 春"

（中国农业大学动物医学院 北京 !%%%54）

摘 要 为了研究和应用猪重组干扰素0!（/C’D8*0!）预防和治疗病毒性疫病，将大白猪 C’D8*0!基因插入到酵母整
合载体 EFDG0H!、构建了重组 IH!!1工程菌（EFDG0H!J/C’D8*0!）。经过 HKH0C3I;、L,MN,/@ .(’N分析和抗滤泡性口炎病
毒（&H&）活性测定，证实 /C’D8*0!分子量为 !" OK，在 IH!!1中的表达量为 !"P；其抗 &H&活性为 41% Q 14% ?J-G。用
/C’D8*0!处理猪肺巨噬细胞系 R9/=0!41后，经细胞病变抑制法（SC;1%）测定，/C’D8*0!可以抵抗蓝耳病病毒（CTTH&）
感染。结果显示酵母表达的 /C’D8*0!是有应用价值的抗病毒生物工程制剂。
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猪干扰素0!（C’D8*0!）是由"#6细胞和!$6细
胞产生、并能诱导机体产生多种抗病毒蛋白的细胞

因子［!，$］。!55% 年，K<V<O-9@M 等首先从基因水平开
展了 C’D8*0!的研究，该小组以人干扰素0!=K*3为
探针从猪基因组中克隆了含内含子的单拷贝 C’D8*0

!基因［2］。随后，&9@B,@./’,=O等又应用 CST技术从
猪基因组中分段克隆了 C’D8*0!基因的外显子、连
成完整 C’D8*0!基因后在大肠杆菌中进行了表达。
近年来，C’D8*0!分别在昆虫细胞（HW5）和兔肾细胞
（TX!2）中成功表达［4，1］。并且，C’D8*在抑制猪口蹄
疫病毒（8RK&）、蓝耳病病毒（CTTH&）和非洲猪瘟病
毒（3H8&）的实验中效果明显［#0"］。最近，机体
C’D8*0!水平的高低被作为评价疫苗诱导细胞性免
疫应答的指标［!］。

毕赤酵母（3#0"#+ 4+&/(*#&）是近年发展起来的真
核表达系统。它具有原核表达系易发酵的优点，又

具有安全、能正确加工等特点，广泛用于人类重组蛋

白的生产。为了研究和开发猪重组干扰素0!
（/C’D8*0!）类生物治疗制剂、控制猪的病毒性疫病，
本研究亚克隆了大白猪 C’D8*0! =K*3、构建了酵母
表达 /C’D8*0!系统；并且对表达产物进行了 L,MN,/@
.(’N分析及进行了 /C’D8*0!抑制 CTTH& 增殖的实
验。

" 材料与方法

"#" 菌株、质粒、工具酶、细胞和培养基
酵母（3#0"#+ 4+&/(*#& IH!!1JF<MY 4）和酵母表达质

粒 EFDG0H!由中国生物药品检定所肝炎室馈赠。大
肠杆菌 ZR!%5、60;9M[JC’D8*0!重组质粒和滤泡性口
炎病毒（&H&）为本室保存。限制酶 .+5F%、60(T%，
64连接酶及 ;:69\ CST 试剂盒购自 69X9T9 公司。
质粒抽提试剂盒购于 UD3I;*公司。K*3快速回收
试剂盒购于鼎国公司。小牛血清购于 ID]S^G 公
司。酵母培养基用蛋白胨、酵母氮碱（_*]）购于
K<W=’公司。牛肾细胞（RK]X）购于中国兽药监察
所。辣根过氧化物酶标记的羊抗鼠 D‘I购于北方同
正公司。酵母完全培养基（_CK）、选择培养基
（RK）、甲醇选择培养基（RR）、诱导培养基（]RI_）
和甲醇诱导培养基（]RR_）按文献［5］配制。
"#$ 亚克隆猪干扰素!!（%&’()!!）
根据我们克隆报道的大白猪 C’D8*0!序列［!%］，

在其成熟蛋白序列两端合成引物对。上游引物为

1a 636I3366SS3IISISSS666666333I33，含 有
60(T%位点；下游引物为 1a 663II36SS66366660
I36IS6S6S6IISS，含有 .+5F%位点。以 EI;R 60
;9M[JC’D8*0!为模板进行 CST。CST 扩增条件为



!"# $ %&’，()# $ %&’，*+# $ %&’，共 +,个循环。最
后一循环后再 *+#延伸 $)%&’。
!"# 酵母整合质粒 $%&’()!*+,&-.(!的构建和测
序

-./产物电泳回收后分别用 !"#0!和 $%&/!
双酶切，回收约 "1! 23处片段，并将其插入 !"#0!
和 $%&/!双酶切后的 304567$ 酵母整合质粒，转化
宿主菌 89$)!，提取质粒，进行 -./、双酶切鉴定和
测序。随后，再以 ’%"4酶切、电泳回收 :;* <2片段，
即线性化 304567$=->4?@6"。
!"/ 阳性转化子的筛选与诱导表达
按文献［$$］方法将 A7$$,酵母菌制备成感受态

后，取 :)#5 与 $)#B 的线性化 304567$=->4?@6"混
合，放入 C&>6/DE AF’F -GHIFJ电转仪的 );+ K%电转
杯中，冰浴 ,%&’ 后，用 $;, <L、+)#?、+))$进行电
激，随后立即加入 $ %5 $%>H=5浓度的冷山梨醇，然
后悬浮、涂布于 9M平板。1)#孵育 + N 1E 后观察
转化子的生长情况。将阳性转化酵母菌株分别接种

于 99和 9M选择培养基平板上，挑选在 99平板
上生长缓慢而在 9M 平板生长良好的菌株（0&IO

9GPI 表型）进行重新培养，再接种于 $)) %5 的 C96
AQ培养基中，1)#培养至 ()())为 1时，,)))J=%&’离
心 $,%&’收集菌体，再用 +) %5 C99Q培养基重悬、
继续培养，并每间隔 +" R加入最终浓度为 $S的甲
醇诱导 ->4?@6"表达，,E后离心收集菌体。
!"0 抗 +,&-.(!血清的制备
以大肠杆菌表达纯化后的 J->4?@6"［$)］加等量弗

氏完全佐剂乳化后，按 ,)#B J->4?@6"=只 皮下注射体
重为 ++ N +:B CT5C=.鼠，间隔 $,E，以同等量加弗氏
不完全佐剂注射，共免疫 1次。采用眼眶采血法收
集鼠抗 J->4?@6"血清，分装保存于 U 1)#备用。
!"1 )2)(+345 和67897:; <=,9

7M76-TAV和 WFIPFJ’ 2H>P参照吴文学等方法进
行［$)］。即将收集的菌体经 );,%%>H=5 XJ&I6.H和加样
缓冲液 !)#裂解变性 ,%&’，,))) J=%&’离心 1 %&’后
取上清用于 7M76-TAV 分析。7M76-TAV、转 @. 膜
后，用封闭液稀释度为 $ Y +)) 的鼠抗 J->4?@6"抗血
清，室温反应 "R，加入 $ Y ,)稀释的二抗 0/-64BA中
孵育 +R，其余同文献［$)］。
!"> :+,&-.(!效价
离心收集 1株经甲醇诱导表达的重组酵母菌上

清液；再超声波裂处理重组酵母菌后取其离心上清

液，分别按吴文学等方法透析，采用细胞病变抑制法

在牛肾细胞（9MCZ）6滤泡性口炎病毒（L7L）上测定

重组猪"6干扰素（J->4?@6"）的抗病毒活性。
!"? 抗 +@@)A病毒
常规培养猪肺泡巨噬细胞系 9DJK6$", 在 !( 孔

板成单层后，每孔加样 $))#5 + 倍稀释 J->4?@6"液
（每浓度设 + 孔），1*#、+"R 后用 $)X.4M,) L/6+11+
-//7L攻毒，+"R 后观察 9DJK6$", 细胞病变抑制结
果。对照为未用 J->4?@6"处理孔。

B 结 果

B"! 酵母整合质粒 $%&’()!*+,&-.(!的构建与序
列测定

304567$=->4?@6"重组载体的构建如图 $ 所示。
用 $%&/4和 !"#04双酶切重组质粒 304567$=->4?@6
"后结果如图 +所示。在 :;1<2和 "")23处有条带，
与预计相符。采用 ->4?@6"下游引物测序结果显示
出 T[\$ 引物序列、304567$ 上的 -0[ 信号肽序列
（$$,6$!$位）、->4?@6"基因序列（$!+6()$位），->4?@6
"蛋白分子量为 $(;:<M。

图 $ 重组表达载体 304567$=->4?@644的构建
?&B]$ .>’IPJGKP&>’ >^ JFK>%2&’D’P F_3JFII&>’ ‘FKP>J

304567$=->4?@6"

图 + 双酶切鉴定 304567$=->4?@6"重组表达载体
?&B]+ 4EF’P&^&KDP&>’ >^ JFK>%2&’D’P F_3JFII&>’ ‘FKP>J

304567$=->4?@6"2a !"#0!D’E $%&*!
$; M&BFIP&>’ >^ 304567$=->4?@6"b&PR !"#0!D’E $%&/!] 9] $))236
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!"! 重组酵母菌株的筛选
将 !"#$%&’()*#+,%!质粒用 !"#"消化后，回收

线性 -,.片段、转化毕赤酵母后，利用 //、/- 选
择培养基筛选阳性 "012 /341 表型转化子结果显示：
在 //选择培养基上，阳性转化子生长慢，第 5天，
菌落小（!6789:）；而在 /-培养基上，’;株阳性转
化子生长均快，菌落大（"67<9:）。差别十分显著。
!"# $%$&’()*和 +,-.,/0 123.
三株阳性酵母菌经超声裂解后取上清进行

&-&%).=>后结果如图 5.所示。用鼠抗 ?)*#+,%!蛋
白血清进行 @A14A?B CD*4分析的结果如图 5E所示。
加二抗（"F)标记的兔抗鼠 #G=）后，在 ’HI-处有一
条特异反应带，与 &-&%).=>结果相吻合。

图 5 &-&%).=>（.）和免疫印迹（E）分析甲醇诱导
表达 )*#+,%!酵母 =&’’J株

+0GK5 .BLDM101 *N ?A9*:C0BLB4 =&’’J（!"#$%&’()*#+,%!）
CM &-&%).=>（.）LBO @A14A?B CD*4（E）

’ P 5K FA9*:C0BLB4 =&’’J AQ!?A110BG ?)*#+,%!0BO39AO CM :A4RLB*D LD%

9*R*D K < K &4LBOL?O /L?IA?1K J K FA9*:C0BLB4 =&’’J S04R*34 :A4RLB*D LD%

9*R*D K T K ?A9*:C0BLB4 =&’’J AQ!?A110BG )*#+,%! 0BO39AO CM :A4RLB*D

LD9*R*D K /K &4LBOL?O /L?IA?1K

!"4 /’3567&!效价
三株阳性酵母菌经超声裂解后取上清进行

&-&%).=>后结果如图 < 所示。用牛肾细胞 /-EU
株与 )*#+,%!初提物共育后以滤泡性口炎病毒
（V&V）攻击实验显示猪!干扰素的生物学活性为
<J6 P J<63(:$。

图 < ?)*#+,%!病毒活性检测结果
+0GK< >NNA94 *N ?A9*:C0BLB4 )*#+,%!*B LB40%V&V L940W04M

!"8 /’3567&!抗 ’99$:病毒
?)*#+,%!抗 )FF&V病毒结果如表 ’所示。用稀

释的 ?)*#+,%!处理 /L?9%’<J后，用 ’6XY#-J6 VF%8558
)FF&V攻毒 Z6R后，对照组出现 Y)>J6，而 ’ [< P ’ [58
倍稀释的 ?)*#+,%!未出现细胞病变。

表 ; /’3567&!抗 ’99$:病毒结果
<=12, ; (0.>&’99$: =?.>@>.A 3B /,?3C1>0=0. ’3567&!

=?*3! YRLDDABGAO

CM VF%8558 ’[< ’ [H ’ [’T

Y)>J6
’ [58 ’ [T< ’ [’8H ’ [8JT ’ [J’8

?)*#+,%! ’6XY#-J6

VF%8558
\ \ \

\ 2 2 2 2

Y*B4?*D ’6XY#-J6

VF%8558
2 2 2 2 2 2 2 2

2：Y)>J6 !*1040WA； \：Y)>J6 BAGL40WA

# 讨 论
猪口蹄疫、非洲猪瘟、蓝耳病、猪瘟、传染性胃肠

炎、伪狂犬和轮状病毒均能诱导机体产生干扰素，并

且由机体产生的天然干扰素能在体外抑制上述病毒

的增殖［T P H，’’］。但迄今为止采用基因工程方法规模

化获得猪重组干扰素并将其应用于临床的报道还极

为少见［’’］。我们认为要将猪重组干扰素应用到临

床，首先要解决其规模化生产等问题。因此，我们选

择了毕赤酵母表达系统。

!"#$%&’整合载体具有醇氧化酶基因（$%&’）启
动子、’(%’信号肽编码序列、多克隆位点和转录终
止子片段。将 )*#+,%!9-,.亚克隆到了 !"#$%&’载
体后，测序表明 )*#+,%!与 !"#$%&’载体间的读码框
架正确。使用 ’J66V 电压、863+ 电容、电击时间为
<7ZT:1时并获得了 58 株酵母转化子。酵母 =&’’J
株为组氨酸（"01）依赖型［Z］。表达载体 !"#$%&’(
)*#+,%!中含有组氨酸脱氢酶基因，同源重组后，该
基因整合到了酵母染色体，使重组酵母 =&’’J株能
在 /-平板上生长。但是，并非在 /-平板上生长
的菌落都正确的整合了外源基因，因为酵母菌

=&’’J株中仍保留了 $%&’基因，能产生醇氧化酶，
在 //平板上生长良好。与此相反，正确整合的酵
母菌 =&’’J 株失去了 $%&’ 基因，仅能依赖 $%&8
基因合成少量的醇氧化酶。通过 /-和 //同步筛
选，共选出了 ’;株正确整合的阳性酵母 =&’’J 株，
正确整合率为 J6] 7

)FF&自 ’ZZ<年在我国首次报道后，其危害逐
年增加，是造成母猪流产的主要疫病，尚无疫苗进行

有效预防。F*SDLBO 等曾报道，用 ?)*#+,%!处理
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!"#$%&’(细胞后，可抑制 )**+,野毒株和细胞适应
株的增殖；其作用机理是 #)-./0%!激活了 !"#$%&’(
细胞内的蛋白激酶（)1*），并且其作用效果依赖于
#)-./0%!的浓度［2］。我们用 #)-./0%!处理 !"#$%&’(
后，采用了我国流行血清型（美洲型）,*%3443 标准
株进行了攻毒，这与 *-56"78 等（399&）的实验结果
类似。
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