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猪13一干扰素的原核表达及其对猪流行性腹泻病毒的抑制作用研究 
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(南京农业大学农业部动物疫病诊断与免疫重点开放实验室，江苏南京 210095) 

Prokaryotic Expression of Porcine Interferon-13 and Its Inhibition Effect on 

Porcine Epidemic Diarrhea Virus 

CAO Rui—bing，BAO Jing-jing，ZHOU Hai—xia，ZHENG Qi—sheng，ZHOU Bin，CHEN Pu—yan 

r Key Laboratory of Animal Disease Diagnosis and Immunology,Ministry of Agriculture，Nanfing Agricultural 

University，Nanjing 210095，China) 

Abstract：11le porcine N一13 gene was amplified by polymerase chain reaction．11le amplified 

fragment was cloned into pGEM—T-easy vector and then sequenced．11le result indicated that the cloned 

gene was a complete porcine N一13 gene with the codes for signal peptide．which had the identities of 

100％ with the po玎 一13 gene published in the GenBank．Another pair of primers Was designed to 

sub—clone the gene coding porcineⅡ 一13 mature protein and one rare codon near 5、terminus Was 

modified to the biased codons of Ecoli．After sequencing．the sub—cloned N一13 gene Was successfully 

inserted to expression vector pRLC and expressed in Ecoli．the expressed protein was about 17．3％ of 

the total cell protein．Recombinant porcineⅡ 一13 expressed as inclusion body
,
which Was dissolved in 

6 mol／L guanidine chloride and subsequently re—natured by diluting with refolding buffer containing 

GSH and GSSG In order to obtain pure protein．the re—natured PO IFN一13was purlfled by Sepha- 

crylS一200 chromatography．As a result，the purified product was verified to be of high cytokine activity 

by inhibitingⅡle cyto—pathogenic effect，which is about 5．6xl0’U／mg．In addition，tl1e inhibition effect 

ofrecombinant polFN一13 on PEDV Was determined using CPE50 method
． 11le results indicated that high 

concentration of recombinant PO lFN一13 could completely inhibit PEDV on PK一15 cell line
．  
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摘要：本研究通过 PCR技术克隆了猪13干扰素全基因，设计引物亚克隆猪13干扰素成熟蛋白编码基因并对，5’ 

端 1个稀有密码子进行了大肠杆菌偏嗜性改造。构建了猪IFN．13原核单纯表达载体pRLC．poIFN 13，实现了poIFN． 

13在大肠杆菌中的表达，表达产物约占菌体总蛋白的17-3％。表达产物以包涵体形式存在，用含6mol／L盐酸胍的 

变性液溶解及含GSH-GSSG复性液复性处理，复性后的表达产物经凝胶层析纯化后，MDBK细胞．VSV病变抑制 

法测定结果表明，重组猪13干扰素具有良好的抗病毒活性，约为 5．6xl05U／mg。用重组猪13干扰素处理猪肾传代 

细胞PK-15后，细胞病变抑制法(cPE5o)测定结果表明：重组猪13干扰素可显著抑制猪流行性腹泻病毒 (PEDV) 

的感染。 
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干扰素 (Interferon，IFN)是一类具有抗病毒、 

调节细胞生长和免疫调节功能的细胞因子。近年来 

猪瘟、猪繁殖与呼吸综合症以及等流行性腹泻等病 

毒性疾病严重危害着我国养猪业的发展，急需开发 
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出新型抗病毒和免疫增强药物，猪干扰素成为近年 

来的研究热点I卜引。目前已知的猪干扰素有a、13 

和Y三种，其中Q、13属于I型，具有较强的抗病 

毒功能，Y属于Ⅱ型，除具有抗病毒作用外，还有 

较强的免疫调节功能。有关猪a、Y干扰素基因克 

隆、表达及抗病毒作用的研究已取得了可喜的进展 

。 在猪13干扰素的方面，Artursson和夏春等分 

别早在1992年和2000年就已克隆了猪13干扰素基 

因【7 J，阐明猪13干扰素全基因为 561bp，编码 186 

个氨基酸，其中前 21个氨基酸为信号肽，后 165 

个氨基酸为成熟蛋白。Derbyshire应用聚肌胞 (poly 

I：C)处理PK-15获得的猪13干扰素进行的抗病毒实 

验结果表明猪水疱性口炎病毒、猪流感病毒和猪轮 

状病毒对其高度敏感[9】。但至今仍未见有猪13干扰 

素在原核或真核系统中表达的研究报道。本研究克 

隆、改造猪13干扰素基因并在大肠杆菌中表达，通 

过提取、加工获得有活性的重组猪13干扰素并研究 

其对猪流行性腹泻病毒的抗病毒作用。 

1 材料及方法 

1．1 材料 

原核单纯表达载体pRLC，含pR、pL复合启 

动子，温敏诱导表达，由本室构建保存。蛋白质分 

子量标准购自中科院上海生物化学与生物细胞研 

究所。限制性核酸内切酶、连接酶、聚合酶、核酸 

分子量标准均购自TaKaRa公司。层析介质购自发 

玛西亚公司。二硫苏糖醇 (D1’r)、还原型谷胱甘 

肽 (GSH)、氧化型谷胱甘肽 (GSSG)购自上海生 

工，其它试剂均为分析纯。 

E．coli DH5 MDBK细胞和 PK一15细胞为本 

室保存，水泡性口炎病毒 (VSV)由南京军事医学 

科学院王永山博士惠赠 。猪流行性腹泻病毒 

(PEDV)由青岛动检所王君伟研究员惠赠。鲜新 

猪肝由江苏省农业科学院兽医研究所提供。 

1．2 基因组 DNA提取 

参照Sambrook[】0】等方法从鲜新的猪肝组织中 

提取基因组DNA。 

1-3 引物设计 

根据 GenBank上发表猪13一干扰素的基因序列 

(S41178)，采用premier premier 5．0软件，设计两对 

引物分别用于扩增猪13一干扰素全基因 (P1和P2) 

和成熟蛋白编码基因的亚克隆和改造 (P3和P4)。 

其序列如下： 

P1：5’一TTAT △巡 TTCCCAATGGCCCCAACC 
一 3’(BamH"I) 

P2：5’一CGC(；△△ ：：!：!：AGAAT( ： 兀'GT1 I℃ 

一 3’(Hind III) 

P3：5’一GCA 丑 ATGTATG 气TGTGCTTCG I1 

一 3’(EcoR I、 

P4：5，一GGAGTCGACGGGAG,~TGTTCAGTTC一3， 

(SalI、 

1．4 PCR扩增 

采用 rTaq PCR试剂盒 (TaKaRa公司)进行 

PCR扩增。PCR反应中模板为约21xg的猪肝细胞基 

因组DNA，引物P1、P2各20pmol，总体积为50 。 

反应条件为：94。C，5min；94℃、lmin，54℃、lmin， 

72℃、90s，30个循环；72℃、10min。猪13一干扰 

素成熟蛋白编码基因的亚克隆PCR反应条件同上， 

引物为 P3和 P4。 

1．5 产物克隆及测序 

猪13一干扰素PCR产物经 1％琼脂糖电泳后，用 

胶回收试剂盒 (上海华舜生物工程有限公司产品) 

回收。取回收产物32．5ng与50ng的PGEM—T-easy 

载体于4℃过夜连接，转化DH5 a感受态细胞，在 

含有 X—gal和IPTG的平板上 37~C过夜培养，筛选 

白色菌落酶切鉴定。阳性质粒命名为 pTIFN13送 

TaKaRa生物工程公司测序。 

1．6 猪13一干扰素原核表达载体的构建 

为了获得非融合表达的猪13一干扰素。将扩增的 

猪13一干扰素成熟蛋白基因和表达载体pRLC用Eco 

RI和Sal I进行双酶切，回收酶切片段，13一干扰素 

基因和 pRLC载体按 3：1的摩尔比4℃过夜连接。 

转化氯化钙法制备的 DH5 a感受态大肠杆菌。挑 

菌，提质粒用EcoR I和Sal I进行双酶切鉴定，将 

阳性表达载体命名为pRLC—IFNB。 

1．7 诱导表达 

将猪13一干扰素单纯表达载体pRLC—IFNB阳性 

转化菌体接种于含氨苄青霉素浓度为 50~tg／mL的 

LB培养液，30℃培养过夜。次日将 2％的菌液接种 

于2×YT培养液，30℃培养至 OD60o~约为 0．4～ 

0．5，迅速升温到42℃，继续诱导培养4h。 

1．8 表达产物的提取与溶解 

将菌体用生理盐水洗涤后超声波裂解，将裂解 

液1000 r／minx10min离心去杂质，取上清液作10000 

r／min离心 10min，收集沉淀即初制干扰素包涵体。 

将初制包涵体用洗涤液(0．5％Triton X一100、50mmo I／L 

Tris—HC1(pn 8．5)、10 mmol／L EDTA、0．15 mol／L 

NaCI)搅拌洗涤两次，每次 1h，得到初步纯化的包涵 

体，加入变性液[6mol／L Guanidine hydroch／oride、 

30mmol／LDTI'、100mmol／L T|js．Ha(pH8．5 、2mmol／L 
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EDTA]溶解包涵体，置摇床中3O℃、120r／min反应 

1h．离心取上清液 

1．9 表达产物的复性与纯化 

在冰浴条件下，将包含体裂解液注入搅动的含 

0．5mol／L 盐酸胍的复性液 (3mmoVL Glutathione 

reduced、1nlmol几 Glutathione oxidized、50mmol几 

Tris—HC1(pH8 5)、2mmo1几 EDTA、0．15mo1／LNaC1) 

至蛋白质终浓度约为 0．2mgtmL，4℃静置过夜。 

0．45~．tm滤膜过滤后测定蛋白含量及其比活。 

蛋白含量的测定按 2000年版 《中国生物制品 

规程》中微量法 (Lowry)的要求述行。 

将复性产物过Hiprep 26／10 Desalting柱脱盐， 

洗脱液为 20 mmo1／L Tris—HC1(pH 8．0)、0．2 mmol／L 

EDTA，冷冻浓缩后用 seDhacrylS一200层析柱分离 

纯化干扰素，冼脱液为 PBS(pH7 4)，收集主峰， 

测定活性。 

1．10 重组 poIFN．目的活性测定 

微量细胞病变抑制法测定莺组猪 0一干扰素生 

物学活性，采用牛肾细胞MDBK—VSV系统测定 

将抑制 50％ VSV产生的细胞病变 (cPE 1)的干扰 

素的最高稀释度定为 1个干扰素单位(u)。 

1．1I 重组 poIFN．0对猪流行性腹泻病毒 (PEDV) 

的抑制作用 

在 96空细胞培养板上常规培养猪肾细胞系 

PK一15至单层后，每孔加入 lX1 U／mL至 lU／mL 

连续 l0倍稀释的重组 polFN．B 100LLL，稀释液为含 

10％ 小牛血清的MEM培养液，每浓度设8孔 37 

℃作用 24h后，每孔加入 100TCID5dmL的 PEDV 

病毒液 100pL进行攻毒。48h后观察细胞病变抑制 

效果。对照为未经重组 polFN—B处理细胞， 

2 结果 

2．1 猪B一千扰素基因克隆及亚克隆 

以提取鲜新猪肝细胞总 DNA为模扳，应用引 

物P1和P2_，RT-PCR产物电淋后可见一条约650bp 

大小的条带与预期一致 以克降的 poIFN一13为模 

板，应用引物 P3和 P4，PCR产物电泳后可见 条 

约520 bp大小的条带 与设计相符 

2 2 猪 B一干扰素测序结果分析 

测序结粜表明，克隆产物人小为648 bp，含有一 

个完整 ORF，与 GenBank上发表的楮 目干扰素摹 

同源性为 lo0％。在 27～587位含 一个 ORF．共 

编码 186个氮基酸 其中前21个氮基酸为信号肽， 

后 I65个氨基酸为polFN一0成抟肫链，成熟肽链内 

含3个半胱氨基酸，含有3个N糖基化位点 亚克 

隆基因中对 5、端的 1个大肠杆菌稀有密码子 Arg 

(CGA—CGT)进行了改造。 

2 3 表达载体的构建 

用EcoR I和Sal I双酶切pTIFNB，用Gel Extr- 

action Mini Kit回收polFN—B 131片段插入表达载体 

pRLC的 ／／coRI和SatI位点之间，转化E coliDH5 

o，挑取转化菌单克隆培养，提取质粒，分别用PCR 

方法和EcoRI、Sall双酶切鉴定，结果与设计一致 

(图 1)。 

bP 

5[X)3 

5(XX) 
25t~] 

1000 

三I豢 
圈1 PCR产物及表达载体酶切电泳 

Fig I PCR product and restriction enzyme assay of expres— 

SlOn vector 

I-DL-2000：2．gene ofPDIFN-13m：3 pRLC-polbTqBIF~'o RI+SalI 4 DL 

t5000 

2．4 重组蛋白的表达 

表达质粒 pRLC IFNB的启动子为PR、PL启动 

子，以42℃热诱导表达。取诱导1～4 h的菌体，用 

加样缓冲液煮沸3min后作 SDS—PAGE电泳鉴定。 

在电泳图谱上出现一条约 l8 kDa的新带(图2)，光 

密度扫描结果显示 18 kDa的条带约占细菌总蛋白 

的 17．3％ 

豳2 SDS—PAGE抒析polFN—B庄走肠杆菌叶]的表达 

Fig．2 Expression of polFN—B in E co／i analyzed by SDS 

队 GE 

I Expression pRLC-polEN B at l·-)hour；M．M marke~ 

2．5 包涵体的提取、变性、复性与纯化 

收集湾导表达后的菌体按方法 j．8作裂菌处 

理 分别取细菌裂解物的上清液和离心后的沉淀作 
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SDS—PAGE分析，I 8kDa的条带存在于沉淀中 包 

涵体用含Triton X一100的洗涤液洗涤 得到初步纯 

化的包涵体 包涵体在含6 mol／L盐酸弧的变性液 

中较快地溶解至澄清。 

变性蛋自在不含盐酸胍的复性液中溶解度较 

低．在 0．1mg／mL时就会出现蛋白聚集、析出 在 

含0．5mol／L盐酸胍的复性液中溶解度增大，溶解蛋 

白浓度可达0．2 m mL。 

复性后重组蛋自经脱盐、浓缩．SephacrylS 200 

层析柱纯化，洗睨液为 PBS(pH7．4)收集主峰。 

SDS—PAGE电泳结果表明，复性的重组猜0一下扰素 

得到了较好的纯化 (图3)。 

图 3 纯化重鲜iPOlFN·B的鉴定 

Fig．3 Identification of purified polFN—B 

I Pudfled poft~N-口．M MW ma~ker． 

2．7 重组猪0．干扰素活性的测定 

重组猪 B一干扰素的活性测定采用口前国内外 

已经建立的MDBK细胞．VSV(水泡性口炎病毒) 

系统微量细胞病变抑制法。多次活性检测结果表明， 

复性后的重组蛋白在 MDBK细胞上表现出较高的 

抗病毒i舌悔 ．能够有效地抑制 VSV病毒对细胞的 

破坏作用。将抑制 50％细胞病变 (CPE)的f扰索 

的最高稀释度定为 1个干扰素单位 测得纯化后的 

重组猪B一干扰素的比活约为 3．67x104umIL，测定 

其 蛋白浓度为 0．I52 mg／mL．崮此其活性约为 

5．6x10 U／rag 

2．8 重组猪目．干扰素对猪流行性腹泻病毒(PEDV) 

的抑制效果 

在 96孔扳 E用 lxlO~UfmL垒 1U／n止 连续 l0 

倍稀释的重组 poIFN。B lo0uL 作用于猪肾细胞系 

PK—l5 24h后，每孔用】0TCID~的PEDV病毒攻毒 

48h后观察结果 表 1 朱用干扰素处理以及用 

10u，mL和 1U／mL重组猜B—f扰素处理的细胞全 

部lij现了痫变 (见图4 A)：用lOOUImL重组猪0 

卜扰索处理的细胞8个孔中有6孔山现病变：而用 

10000U{mL和 1000U／mL重组猪0．f扰素处理的 

细胞都未出现病变 (见图 4．B)。重组猪8一干扰素 

对 PEDV的抗病毒活性约为 l 13x103Ulmg。 

衰 1 重组 POlFN-B抗 PEDV病毒结果 

Table l Anti—PEDV activity of recombinantPorcine 一日 

图4 重组猪B叶 扰索对猪流行性腹泻病毒的抑制作用 

Fig 4 Inhibition effect of recombinant porcine polFN—B 0n 

po~ine epidenfic diarrhea virllSon PK—I5 cel1 

A Cyt~pathogenic effect of porcine epidemic diarrhea virus PK I5 cells： 

B．After {noculated with ix~rcine epidemic diarrhea virus )ne CelI 

pathogeue w obse~'ed Oil PK—I5 celIs which have been previously treated 

with high⋯ cenuatioil ofmcomb 帅t poLVN一0 

3 讨论 

本研究应用 PCR技术从猪肝细胞基因组中克 

隆出猪B干扰素全基因 测序结果表明本研究克隆 

的猪0十扰素基因与 GenBank上发表的猪13干扰 

素基因同源性为 l00％，全基因为56Ib口，编码 l65 

个氨基酸的成熟蛋白和 21个氨基酸的信号耽。猪 

13干扰素成熟蛋白郭分含有 3个半胱氨酸和 3个 

N．糖基化位点 氨基酸水平上，猪B干扰素与人 

类 13十扰素的同源性为63％，而与猪 一干扰素的同 

源性只有 32％ 

考虑到猪13干扰素的信号肽蛋白和载体中带 

有的融合蛋白可能会影响到重组干扰素的生物学 

活性及在猪体中的抗原性，本研究亚克隆了polFN一 

13成熟蛋白编码基因 为提高 poIFN。日的表达产 

量，选择了高敛单纯表达载体pRLC．并对 poIFN— 

成熟蛋白编码基 5、段前 1个稀有密码子进行大 

肠杆菌偏嗜性改造。工程菌经热诱导发酵后，获得 

的熏组猪 B干扰素约为细菌总蛋白的 17 3％。 

重组雍 0 I 扰素具有较强的疏水性．在不含变 

性剂的复性液巾容易聚集形成沉淀并析出 

Hagihara等认为高浓度的盐酸胍可使天然蛋白质的 

高级结构发生破坏．常用作蛋白质变性剂，而低浓 

；：， O 5} ㈤ Ⅲ 
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度的盐酸胍能够保护伸展肽链和部分折叠片段的 

疏水基团，可辅助蛋白质复性【l”。本研究在复性液 

中加入终浓度为 0．5mol／L的盐酸胍可较好提高重 

组蛋白在复性液中的溶解度并促进其复性。 

重组蛋白PolFN．13经SephacrylS．200层析柱纯 

化，得到了纯度较好的重组猪13．干扰素。应用 

MDBK细胞．VSv系统微量细胞病变抑制法测得重 

组猪13．干扰素的活性为 5．6x10 U／mg。在 hulFN一 

13中存在 Cys"、Cys 、CysH 三个半胱氨酸， 

Cys 和CysH 形成分子内二硫键，将Cys 突变为 

Ser，大肠杆菌表达hulFN．13活性提高 10倍，可能 

是减少分子内的错误折叠或无活性寡聚体形成【l 。 

而猪13．干扰素成熟蛋白中也存在Cys̈ 、Cys 、 

Cys 三个半胱氨酸，突变 Cys̈ 是否具有相似的 

作用值得研究。 

为了研究获得的重组猪 13干扰素的抗病毒特 

性，本研究选取一种可致仔猪严重腹泻的冠状病毒 
— — 猪流行性腹泻病毒为实验对象，在其易感细胞 

系 PK．15上研究重组猪13干扰素对其的抗病毒作 

用。100I，，mI，重组猪13．干扰素处理的 PK．15细胞 

与未处理细胞相比出现病变明显减轻或不出现病 

变；1000U／mL的重组猪13．干扰素可以完全抑制猪 

流行性腹泻病毒在PK．15细胞上产生病变。表明重 

组猪13干扰素对猪流行性腹泻病毒有较强的抗病 

毒作用。 
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