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摘  要 : 为了在乳酸乳球菌中分泌表达具有生物活性的猪 IL-18 蛋白，并检测其生物活性，故通过分离

猪外周血单核淋巴细胞  (PBMC），以其为模板，采用 RT-PCR 方法扩增猪白细胞介素 18(pIL-18)基因，

将目的基因与乳酸乳球菌表达载体 pAMJ399 进行连接，并电转化至乳酸乳球菌 MG1363 中，通过

SDS-PAGE 和 Western blotting 分析检测目的蛋白的表达，并通过脾淋巴细胞增殖试验和细胞病变抑制法

对 pIL-18 的生物活性进行检测。Western blotting 分析检测结果与生物活性检测结果显示，在重组菌

pAMJ399-pIL18/MG1363 的上清和菌体沉淀中 19 kDa 处均出现 pIL-18 的特异蛋白反应带，且分泌表达

的 pIL-18 蛋白能明显促进猪脾淋巴细胞的增殖，并对病毒增殖有明显的抑制作用。以上结果表明 pIL-18
可在乳酸乳球菌分泌表达，且表达产物具有良好的生物活性。  
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in recombinant Lactococcus lactis 

Lu Ma, Xinyuan Qiao, Lijie Tang, Yanping Jiang, Wen Cui, and Yijing Li 

School of Veterinary Medicines, Northeast Agricultural University, Harbin 150030, Heilongjiang, China 

Abstract:  To obtain active protein of pIL-18 expression in Lactococcus lactis, and to observe its biological activity, the total 
RNA was extracted as template from peripheral blood mononuclear cells. Porcine interleukin 18 (pIL-18) was amplified by 
RT-PCR. The resulting fragment was cloned into pAMJ399 L. lactis vector, and then transformed to L. lactis MG1363 cells by 
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electroporation. Expression of pIL-18 protein was detected by SDS-PAGE and Western-blotting. Bioactivity of the product was 
tested by pig spleen lymphocyte proliferation test and cytopathogenic effect inhibition assay. The result of Western blotting and 
bioactivity test shows that the molecular weight of pIL-18 protein was 19 kDa. The react line was observed in both supernatant 
and precipitated of the recombinant bacteria pAMJ399-pIL18/MG1363. The expressed pIL-18 can promote the proliferation of 
pig spleen lymphocyte, and significantly inhibit virus multiplication. As conclusion, porcine interleukin-18 was successfully 
expressed in L. Lactis, and the product was biologically active. 

Keywords:  porcine IL-18, Lactococcus lactis, secretory expression, biological activity 

白介素-18 (Interleukin-18, IL-18) 是近年发

现的一种细胞因子，在机体免疫调控中具有重

要的作用。1995 年日本学者 Okamura 等[1]从裸

鼠的肝细胞中克隆到 mIL-18 基因，因其诱导 T

细胞产生 IFN-γ，最初被称为 IFN-γ诱生子，1996

年被正式命名为 IL-18[2-3]。IL-18主要由活化的

巨噬细胞和 Kupfer 细胞产生[4]，作为多效性细

胞因子[5]，在促进 Th1 型细胞免疫反应及增强

NK细胞活性方面具有重要作用，是一种特异性

的 Th1免疫反应诱导因子[6-7]。许多研究表明，

IL-18 在增强免疫、抗肿瘤、抗病原微生物感  

染[8]、抑制病毒活性[2]等方面具有广阔的应用前

景。近年来，Ogawa等[9]利用猪红斑丹毒丝菌表

达了猪 IL-18，Shao 等[10]利用真核系统表达了

猪 IL-18，并对其生物活性进行研究，Chen等[11]

利用大肠杆菌表达系统对猪 IL-18 成熟蛋白进

行表达，抗病毒活性检测结果表明，猪 IL-18对

猪伪狂犬病毒、猪细小病毒及猪繁殖与呼吸综

合征病毒的增殖具有抑制作用。但上述系统表

达的猪 IL-18蛋白均需要纯化与复性等过程，限

制了其在生产实践中的应用。 

本研究通过乳酸乳球菌 p170 系统表达

pIL-18，该系统是由 pH值和生长期调控，不需

要添加外源性的诱导物，并能高效提升蛋白分

泌的水平[12-13]，外源蛋白通过分泌表达后，无

需纯化与复性等繁琐的操作过程，拓宽了其在

生产实践中的应用。同时，通过对其生物活性

的研究，为进一步将其应用于免疫调节剂和治

疗剂提供了实验数据和理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌株与载体 

分泌型表达载体质粒 pAMJ399，乳酸乳球

菌 MG1363，大肠杆菌感受态 TG1，均由本实验

室保存。 

1.1.2  酶及相关试剂 

限制性内切酶 BglⅡ、SalⅠ、DNA marker、

蛋白分子质量标准等购自宝生物工程  (大连 ) 

有限公司；质粒提取试剂盒购自 Axygen；DNA

胶回收试剂盒购自百泰克；T4 DNA连接酶、蛋

白质分子量标准 (10–230 kDa)，M-MLV反转录

酶购自 NEB公司；HPR标记的山羊抗鼠 IgG购

自北京中山金桥生物技术有限公司；淋巴细胞

分离液  (TBD 原装 )，刀豆蛋白 A (ConA)，

RPMI1640 培养基购自 Hyclone 公司；TRIZOL 

Reagent RNA提取试剂购自 Introgen公司；其他

生化试剂均为国产分析纯产品；pIL-18 多抗为

本实验室制备。 

1.2  方法 
1.2.1  引物设计与合成 

利用 Primer 基因分析软件，参照 GenBank



马露 等/猪 IL-18 在乳酸乳球菌中的表达及其生物活性的检测 

cjb@im.ac.cn 

1543

上基因序列号为 NM_213997.1 的猪 IL-18 基因

序列，设计一对特异引物 P1、P2，并且在上下

游引物 5′端分别加入 BglⅡ和 SalⅠ酶切位点 

(下划线标注处为酶切位点 )。上游引物 P1：

AGATCT-TACTTTGGCAAGCTTG；下游引物

P2：GTCGAC-GAATATCTAGTTCTTGTTTTG。

引物由哈尔滨博仕生物技术有限公司合成。 

1.2.2  猪淋巴细胞的分离与总 RNA的提取 

取猪脾脏，剪碎，用研磨器研碎，匀浆液

经 200 目铜网过滤，滤液经 12 000 r/min 离心

10 min，收集细胞，用 PBS 洗涤 2 次，最后用

适量 PBS 溶解，沿试管壁轻轻加在等体积淋巴

细胞分离液面上，2 000 r/min离心 10 min，小

心收集中间的细胞层，转入另一试管中，加入

0.5 mL PBS混匀，8 000 r/min离心 1 min，弃上

清，用 PBS 洗涤细胞沉淀 2 次，弃上清，收集

细胞，按照 TRIZOL Reagent 说明书提取      

总 RNA。 

1.2.3  猪 IL-18基因的克隆 

将提取的细胞总 RNA 进行反转录，在 20 μL

反应体系中分别加入以下成分：模板 RNA 12.5 μL，

5×缓冲液 4 μL，10 mmol/L dNTPs 1 μL，RNase 

抑制剂 0.5 μL，下游引物 1 μL，M-MLV反转录

酶 1 μL，42 ℃孵育 1 h。将反转录产物用于 PCR

反应，扩增体系 50 μL，其中 10×PCR 缓冲液    

5 μL，上下游引物各 1.5 μL，dNTPs 4 μL，模板 

3 μL，ddH2O 35 μL，Taq DNA聚合酶 1 μL；PCR

反应条件为：94 ℃预变性 5 min，循环参数为

94 ℃ 1 min，53  1 min℃ ，72  1 min℃ ，28个循

环后，72 ℃延伸 10 min，PCR产物经 0.8%琼脂

糖凝胶电泳分析鉴定。用凝胶回收试剂盒回收

目的片段，回收产物与 pMD18-T Simple载体连

接，转化至大肠杆菌 TG1 中，提取质粒进行酶

切鉴定，鉴定正确的阳性重组质粒命名为

18Ts-pIL18，并送至博仕生物公司进行测序。 

1.2.4  重组乳酸乳球菌表达载体的构建 

将 18Ts-pIL18重组质粒和 pAMJ399载体经

BglⅡ、SalⅠ双酶切、胶回收，获得带有粘性末

端的目的片段，16 ℃连接过夜，电转化乳酸乳

球菌 MG1363，电转电压为 2.0 kV，将转化后的

菌液涂布于 GM17 (含有红霉素 1 μg/mL) 固体

培养基，32 ℃厌氧培养 20 h，挑取菌落接种于

GM17 (含有红霉素 1 μg/mL) 液体培养基，32 ℃

厌氧培养过夜，提取质粒鉴定。将获得的重组乳

酸乳球菌命名为 pAMJ399-pIL-18/MG1363。 

1.2.5  目的基因在乳酸乳球菌中的诱导表达 

挑取阳性重组菌 pAMJ399-pIL-18/MG1363

单菌落接种于 GM 17 (含有红霉素 1 μg/mL) 液

体培养基，32 ℃厌氧培养 20 h，按 1∶50的比

例进行扩大培养 24 h 后终止培养。上清通过

TCA的方法进行 10倍浓缩，沉淀用溶菌酶处理，

将处理好的上清和沉淀与 2×SDS加样缓冲液混

合后煮沸 10 min，经 12 000 r/min离心 3 min，

取 20 μL进行 SDS-PAGE电泳分析，以蛋白质

标准分子量为参考，并以同样方法处理的

pAMJ399/MG1363 乳酸乳球菌作为对照。

SDS-PAGE 结束后，将凝胶上的蛋白转印至硝

酸纤维素膜 (NC) 上，鼠源猪 IL-18多克隆抗体 

(1∶500) 作为一抗，辣根过氧化物酶标记的羊抗

鼠 (1∶10 000) 作为二抗，DAB显色，观察结果。 

1.2.6  猪 IL-18对脾淋巴细胞的增殖作用 

采用猪脾淋巴细胞增殖试验对猪 IL-18 的

生物学活性进行检测。无菌取 2 周龄健康猪脾

脏，用灭菌 PBS 洗涤 2 次，剪碎，经尼龙网过

滤，红细胞裂解液处理后，稀释计数，用完全 1 640

培养液调整细胞密度至 1×106–5×106 个/mL，加至
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96孔细胞培养板，然后加入 0.1 mL终浓度分别

为 3 mg/mL、1.5 mg/mL、750 μg/mL、375 μg/mL、

180 μg/mL、90 μg/mL、45 μg/mL、23 μg/mL的

pIL-18，同时设阴性和空白对照组。将 96 孔板

于 37  5% CO℃ 2培养箱培养 60 h，然后每孔加

入 10 μL MTT (5.0 mg/mL)，继续培养 4 h，每孔加

入 100 μL DMSO，混匀后振荡 3 min。以空白对照

孔调零，测定 OD570值，并计算平均值。 

1.2.7  猪 IL-18抗病毒活性的检测 

参照文献[14]的方法测定 PrV、PEDV 在

Vero细胞的半数细胞感染量 (TCID50)。 

参考干扰素抗病毒活性测定方法，采用细胞病

变抑制法[15]进行抗病毒活性测定。将 Vero 细胞接

种于 96孔板，待Vero细胞长至单层后，弃去培养

液，每孔加入 0.1 mL 终浓度分别为 3 mg/mL、      

1.5 mg/mL、750 μg/mL、375 μg/mL、180 μg/mL、     

90 μg/mL、45 μg/mL、23 μg/mL的 pIL-18，每

一稀释度接种 6孔。将细胞培养板置于 37  5% ℃

CO2细胞培养箱中培养 12 h 后，弃去培养液，

用维持液洗涤 1 次，然后分别加入 100TCID50

的 PEDV 和 PrV 各 100 μL 继续培养，未添加

pIL-18 组作为阴性对照，未接种病毒组作为空

白对照。待对照组 CPE达到 75%时，经倒置显

微镜观察结果并记录。弃上清，每孔加入 10 μL 

MTT (5.0 mg/mL)，培养 4 h后，每孔加入 100 μL 

DMSO，混匀，振荡 3 min。以空白对照孔调零，

测定 OD570值，并计算平均值。 

2  结果 

2.1  SDS-PAGE 分析结果 
重 组 菌 pAMJ399-pIL-18/MG1363 经

SDS-PAGE 分析后结果表明，重组菌的上清和

沉淀经电泳后，均出现了 19 kDa的蛋白条带，

结果见图 1。 

 
 

图 1  pIL-18 蛋白的 SDS-PAGE 分析结果 
Fig. 1  SDS-PAGE analysis of porcine IL-18. M: 
protein molecular weight marker; 1: pAMJ399 vector 
transformed into MG1363 cells served as negative 
control; 2: MG1363 expressed recombinant pIL-18 
protein in supernatant; 3: MG1363 expressed pIL-18 
protein in precipitated. 
 

2.2  Western blotting 鉴定结果 
重组菌 pAMJ399-pIL-18/MG1363经 Western 

blotting 检测后结果表明，在重组菌上清和菌体

沉淀的泳道均出现了 19 kDa的特异蛋白反应条

带，表明 pIL18基因在乳酸乳球菌中获得了分泌

表达，结果见图 2、图 3。 

2.3  猪脾淋巴细胞增殖试验结果 
脾淋巴细胞增殖试验结果表明，猪 IL-18蛋

白能明显促进猪脾淋巴细胞的增殖，当蛋白总

浓度为 375 μg/mL时，增殖效果最明显 (差异极

显著**)，表明猪 IL-18 蛋白具有良好的生物学

活性，能够促进脾淋巴细胞的增殖，结果见图 4。 

2.4  抗病毒活性的检测结果 
2.4.1  PEDV和 PrV的半数细胞感染量 (TCID50)

的测定 

按 Reed-Muench[16]法分别计算 PEDV 和

PrV的 TCID50，其 TCID50依次为 10–4/0.1 mL和

10–5/ 0.1 mL。 
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图 2  上清中 pIL-18 蛋白的 Western blotting 检测 
Fig. 2  Western blotting analysis of pIL-18 protein in 
supernatant. M: protein molecular weight marker;    
1: MG1363 expressed pIL-18 protein in supernatant;  
2: pAMJ399 vector transformed into MG1363 cells 
served as negative control.  
 
 

 
 
 

图 3  沉淀中 pIL-18 蛋白的 Western blotting 检测 
Fig. 3  Western blotting analysis of pIL-18 protein in 
precipitated. M: protein molecular weight marker;    
1: MG1363 expressed pIL-18 protein in precipitated;  
2: pAMJ399 vector transformed into MG1363 cells 
served as negative control.  

 
 
图 4  猪脾淋巴细胞增殖试验结果 
Fig. 4  Result of lymphocyte’s proliferation with 
pIL-18 protein. 
 

 
2.4.2  抗病毒活性的检测结果  

采用细胞病变抑制法进行抗病毒活性的检

测，结果表明，猪 IL-18能有效抑制病毒复制，

表现出良好的抗病毒活性。经统计分析，与对

照组相比，差异极显著，结果见图 5和图 6。 

 

 
 

图 5  MTT 法检测 pIL-18 蛋白的抗 PrV 活性 
Fig. 5  Anti-PrV activity of pIL-18 detected by MTT 
method. 
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图 6  MTT 法检测 pIL-18 蛋白的抗 PEDV 活性 
Fig. 6  Anti-PEDV activity of pIL-18 detected by 
MTT method. 
 

3  讨论 

IL-18是近年来新发现的一种重要的细胞免

疫调节因子，IL-18是由单核巨噬细胞、枯否氏

细胞、肺泡巨噬细胞和树状突细胞等产生的一

种具有多种免疫生物学功能的细胞因子，能够

诱导 NK细胞、T细胞及枯否氏细胞产生 IFN-γ，

增强 NK 细胞杀伤活性以及 Th1 细胞的细胞毒

活性，并可进一步增强其抗病毒、抗肿瘤的功

能[17-19]；同时可诱导某些细胞系 MHC类分子的

表达或抑制细胞病变的出现，促进细胞抗病毒

及其他胞内病原菌的感染[20-21]。因此，IL-18在

抗病毒、抗肿瘤、抗炎症、抗自身免疫性疾病

及分子免疫佐剂作用等方面具有巨大的应用潜

力[22-23]。 

有研究报道，pIL-18 基因在大肠杆菌中获

得了表达，但主要以包涵体形式存在[24]，需要

对其进行纯化、复性才能应用，且蛋白纯化步

骤复杂繁琐，在纯化过程中也会损失大量蛋白。

本研究采用乳酸乳球菌分泌型表达载体

pAMJ399，通过酸诱导启动 P170启动子，将 pH

值调节到适宜的范围即可自动诱导表达[25]，且

表达蛋白能分泌到上清中，仅需简单离心即可

获得表达蛋白，省去了提取包涵体的繁琐过程，

减少了工作量，为应用于大规模生产降低了  

成本。 

通过猪脾淋巴细胞增殖试验和抗病毒活性

的检测，表明 pIL-18 能有效刺激脾淋巴细胞的

增殖，并能有效抑制病毒的增殖。同时，pIL-18

自身具有无毒、高效、速效的佐剂特征，仅需

微量即可发挥相应的生物功能 [26-27]，因此，

pIL-18 作为一种新型免疫调节剂，具有巨大的

应用潜力和广阔的应用前景。本研究的开展为

其作为免疫调节剂的深入研究和应用奠定了基础。 
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