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范国强等研究表明，悬铃木外植体在黑暗条件下培养３ｄ后，
再放置在光照时间为１６ｈ／ｄ的条件下培养，不仅可以促进悬
铃木体细胞胚胎的发生，而且提高了体胚诱导率［１２］，与本试

验结果一致。
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多角体包裹型猪 α干扰素在昆虫细胞中的表达
郭建军，曾　静，袁　林，邱小忠
（江西省科学院微生物研究所，江西南昌３３００９６）

　　摘要：为了获得多角体包裹的重组猪α干扰素，应用Ｂａｃ－ｔｏ－Ｂａｃ昆虫细胞杆状病毒表达系统，将多角体蛋白基
因和编码成熟猪α干扰素的基因分别构建到ｐＦａｓｔＢａｃＤｕａｌ载体的ＰＨ、Ｐ１０启动子下，以多角体蛋白Ｈ１α－螺旋序列
为信号肽。将构建质粒转化ＤＨ１０ＢａｃＴＭ感受态细胞进行同源重组，经抗性和蓝白斑筛选，获得重组穿梭质粒 Ｂａｃｍｉｄ，
转染Ｓｆ９昆虫细胞获得重组病毒。通过间接免疫荧光、Ｗｅｓｔｅｒｎ－Ｂｌｏｔ证明，多角体蛋白与猪 α干扰素实现共表达，在
信号肽引导下猪α干扰素被包埋进多角体；用微量细胞病变抑制法检测显示，多角体包裹的猪 α干扰素有抗病毒活
性，效价达到５亿Ｕ／ｍｇ以上。应用在昆虫细胞中表达的多角体包裹型猪α干扰素，在临床上为猪病毒性疾病的防治
与治疗奠定了基础。
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　　干扰素（ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ，简称 ＩＦＮ）是人和动物细胞受到特定
干扰素诱生剂刺激后，产生的一种具有广谱抗病毒、抗肿瘤和

免疫调节等多种功能的细胞因子［１－２］，是现今最理想的一种

抗病毒生物制剂［３］。猪 α干扰素（ｐｏｒｃｉｎｅｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ，简称
ＰｏＩＦＮα）属于干扰素Ⅰ型，机体的多种体细胞受病毒感染时
均可产生猪α干扰素，具有较强的抗病毒作用［４－５］。ＰｏＩＦＮα
基因全长５７０ｂｐ，编码含１８９个氨基酸残基的前体蛋白，其中
前２３个氨基酸为信号肽，其后的１６６个氨基酸为成熟的猪 α

干扰素蛋白［１－２］。猪α干扰素主要由单核细胞产生，有多个
亚型，各亚型结构相似，其活体形式为单体。大量试验表明，

猪α干扰素对猪繁殖与呼吸综合征病毒［６－７］、口蹄疫病毒［８］

和猪传染性胃肠炎病毒［９］等具有抑制作用。

多角体是由同源结合的多角体蛋白分子三聚体相互作用

组装成的致密蛋白晶体形成的，多角体能够有效保护包埋的

异源蛋白免受外界物理和生物化学作用的降解［１０－１１］，保持异

源蛋白的稳定性和生物学功能，使其具有抗辐射、抗高温、持

久缓释等作用［１２］。Ｉｋｅｄａ等将目的蛋白基因与多角体蛋白基
因共表达，且目的蛋白被包埋进多角体蛋白内［１３］；在不良环

境刺激下，受多角体保护的外源蛋白在较长时间内保持活性。

Ｍｏｒｉ等利用多角体蛋白将成纤维细胞生长因子Ⅱ固定入多
角体中并成功检测了其稳定性和生物活性［１４］。

利用昆虫病毒Ｂａｃ－ｔｏ－Ｂａｃ表达系统，以多角体蛋白氨
基端的Ｈ１α－螺旋序列作为多角体蛋白识别信号序列与猪
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α干扰素融合，将多角体蛋白基因和含猪 α干扰素融合基因
分别构建到ｐＦａｓｔＢａｃＤｕａｌ载体的 ＰＨ、Ｐ１０启动子下，实现多
角体蛋白与猪α干扰素共表达，在信号肽引导下自我组装，
将猪α干扰素包埋入多角体内，以期获得高效、稳定、广谱抗
病毒活性的多角体包裹型干扰素制剂，为猪病毒性疾病的防

治与治疗提供新的解决方案。

１　材料与方法

１．１　试验材料
１．１．１　质粒和宿主菌　多角体基因 ｐｏｌｙｈ和猪干扰素
ＰｏＩＦＮα完整基因连接在 ｐＵＣ５７载体上的克隆质粒，由江西
省生物化工工程技术中心保存；杆状病毒转移载体

ｐＦａｓｔＢａｃＤｕａｌ，购 自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公 司；大 肠 杆 菌 ＤＨ５α、
ＤＨ１０ＢａｃＴＭ，由江西省科学院微生物研究所分子生物学研究
室保存。

１．１．２　试剂　限制性内切酶为 Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司产品；高保真
ＤＮＡ聚合酶、ｄＮＴＰｓ、ＤＮＡ凝胶回收试剂盒、Ｔ４ＤＮＡ连接酶、
ＭｉｎｉＢｅｓｔＢａｃｔｅｒｉａｌＧｅｎｏｍｉｃＤＮＡ ＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔ等，购 自
ＴａＫａＲａ公司；二氨基联苯胺（ＤＡＢ）显色试剂盒，购自武汉博
士德生物工程有限公司。鼠抗猪干扰素 α一抗为 ＳａｎｔａＣｒｕｚ
公司的产品，异硫氰酸荧光素（ＦＩＴＣ）标记的羊抗鼠 ＩｇＧ购自
北京中杉生物技术公司，辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记的羊抗
鼠ＩｇＧ购自 Ｓｉｇｍａ公司。蛋白质标准分子质量 ｍａｒｋｅｒ，５－
溴－４－氯－３－吲哚－β－Ｄ－半乳糖苷（Ｘ－ｇａｌ）、异丙基硫
代半乳糖苷（ＩＰＴＧ）购自生工生物工程（上海）股份有限公司。
引物由上海捷瑞生物工程有限公司合成。

１．１．３　细胞和病毒　Ｓｆ９昆虫细胞、Ｖｅｒｏ细胞和水疱性口炎
病毒（ＶＳＶ）－绿色荧光蛋白（ＧＦＰ）（能表达 ＧＦＰ的重组水疱
性口炎病毒），由浙江大学农业部动物疫病病原学与免疫控

制重点开放实验室保存。

Ｓｆ９细胞由笔者所在研究室继代保存。用 Ｇｒａｃéｓ＋１０％
胎牛血清（ＦＢＳ）于２８℃培养；Ｇｒａｃéｓ培养基、ＤＭＥＭ细胞培
养基、转染试剂 ＣｅｌｌｆｅｃｔｉｎＲｅａｇｅｎｔ和优级胎牛血清，购自
ＧｉＢＣＯ公司。
１．２　试验方法
１．２．１　共表达转移载体的构建　以 ＧｅｎＢａｎｋ中已发表的多
角体基因ｐｏｌｙｈ（登录号：ＧＱ９２４５８９）为基础，在上、下游引物
中分别添加ＢａｍＨⅠ、ＮｏｔⅠ位点，由上海捷瑞生物工程有限
公司合成并插入 ｐＵＣ５７载体形成质粒 ｐＵＣ５７－ｐｏｌｙｈ。用
ＢａｍＨⅠ／ＮｏｔⅠ双酶切将ｐｏｌｙｈ基因从 ｐＵＣ５７载体上切下来，
经过胶回收纯化，构建到 ｐＦａｓｔＢａｃＤｕａｌ载体 ＰＨ启动子下游
相应的位点，连接产物转化大肠杆菌ＤＨ５α，挑取阳性克隆进
行测序验证，获得多角体表达载体ｐＰＨ。

以 ＧｅｎＢａｎｋ中 已 发 表 的 猪 α干 扰 素 （登 录 号：
ＡＢＢ５１６３３）为基础，对原始序列的ＧＣ含量、限制性内切酶和
密码子偏好性等方面进行优化，并在优化后的基因序列的５′
端加入ＸｈｏⅠ位点、Ｈ１信号肽和柔性连接肽 ｋｏｚａｋ序列，３′端
加入ＫｐｎⅠ位点，然后由上海捷瑞生物工程有限公司合成并
插入ｐＵＣ５７载体形成质粒ｐＵＣ５７－ＰｏＩＦＮα。将Ｈ１－ＰｏＩＦＮα
片段用ＸｈｏⅠ／ＫｐｎⅠ从ｐＵＣ５７上酶切下来，经过胶回收纯化，
构建到ｐＰＨ载体Ｐ１０启动子下游相应的位点，将连接产物转

化大肠杆菌ＤＨ５α，挑取阳性克隆测序验证，获得多角体基因
ｐｏｌｙｈ与 猪 α干 扰 素 基 因 ＰｏＩＦＮα共 表 达 转 移 载 体
ｐＰＨ－ＰｏＩＦＮα。
１．２．２　表达 ｒＰｏＩＦＮα重组杆状病毒的构建与鉴定　利用
ＡｃＭＮＰＶＢａｃ－ｔｏ－Ｂａｃ系统，根据产品说明书构建重组杆状
病毒质粒（简称 Ｂａｃｍｉｄ，Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）：分别将共表达转移
载体 ｐＰＨ－ＰｏＩＦＮα和多角体表达载体 ｐＰＨ转化 Ｅ．ｃｏｌｉ
ＤＨ１０ＢａｃＴＭ 感 受 态 细 胞，将 菌 液 涂 于 含 有 Ｘ －ｇａｌ
（４０μｇ／ｍＬ）、ＩＰＴＧ（２４μｇ／ｍＬ）、卡那霉素（５０μｇ／ｍＬ）、庆大
霉素（１００μｇ／ｍＬ）和四环素（３０μｇ／ｍＬ）的培养基平板上，经
蓝白斑筛选，提取质粒进行鉴定。采用 ＣｅｌｌｆｅｃｔｉｎＲｅａｇｅｎｔ将
ｒＢａｃｍｉｄ－ｐｏｌｙｈ－ＰｏＩＦＮα转染对数生长期的 Ｓｆ９昆虫细胞，
细胞出现病变，提取重组杆状病毒基因组 ＤＮＡ，用 Ｍ１３引物
（Ｍ１３－Ｆ：５′－ＧＴＴＴＴＣＣＣＡＧＴＣＡＣＧＡＣ－３′；Ｍ１３－Ｒ：５′－
ＣＡＧＧＡＡＡＣＡＧＣＴＡＴＧＡＣ－３′）进行ＰＣＲ扩增特异性片段，鉴
定重组杆状病毒。

１．２．３　间接免疫荧光检测 ｒＰｏＩＦＮα的表达　用鉴定正确的
穿梭质粒ｒＢａｃｍｉｄ－ｐｏｌｙｈ－ＰｏＩＦＮα接种对数生长期的 Ｓｆ９昆
虫细胞，２８℃培养７２ｈ，至出现形态病变时，收获细胞，用磷
酸缓冲盐溶液（ＰＢＳ）洗涤后，将悬液滴于载玻片上，自然干
燥，用预冷的丙酮－乙醇（３∶２）固定５ｍｉｎ。以鼠抗 ＰｏＩＦＮα
抗体（１∶２５００）作一抗，用ＦＩＴＣ标记的羊抗鼠抗体（１∶２５０）
作二抗，用荧光显微镜观察结果。同时以 ｒＢａｃｍｉｄ－ｐｏｌｙｈ感
染的细胞作对照。

１．２．４　十二烷基硫酸钠聚丙烯酰氨凝胶电泳（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）
和 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测 ｒＰｏＩＦＮα的表达　用上述 ｒＢａｃｍｉｄ－
ｐｏｌｙｈ－ＰｏＩＦＮα接种对数生长期的 Ｓｆ９昆虫细胞，用 ３０ｍＬ
ＰＢＳ悬浮后用超声波破碎，１５０００ｒ／ｍｉｎ离心收集多角体。将
Ｐｅｒｃｏｌｌ与ＰＢＳ按 ９∶１的体积比混合，调节 ｐＨ值至 ７．２，
１２０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ收集纯净的多角体。最后将纯化的
多角体悬浮于含有 ０．１％ ＳＤＳ的 ０．０１ｍｍｏｌ／ＬＰＢＳ缓冲液
（ｐＨ值７．２）中，室温放置５ｍｉｎ，然后用ＰＢＳ洗涤２次得到最
终纯化的多角体。

对上述纯化的多角体进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳，电转印至
聚偏氟乙烯（ＰＶＤＦ）膜，用含１０％脱脂乳的 ＰＢＳＴ封闭过夜，
以鼠抗ｐＩＦＮ－α（１∶５００）作为一抗，作用２ｈ，用ＰＢＳＴ洗涤，
后用辣根过氧化物酶标记的羊抗鼠ＩｇＧ（１∶２５００）作二抗，作
用１ｈ，用二氨基联苯胺显色试剂盒检测。
１．２．５　猪α干扰素的抗病毒活性测定　参照文献［４－５］的
方法，在Ｖｅｒｏ／ＶＳＶ·ＧＦＰ系统上采用微量细胞病变抑制法测
定多角体包裹的猪 α干扰素的抗病毒活性。荧光倒置显微
镜下观察ＧＦＰ表达及病毒感染复制情况。以 ＶＳＶ－ＧＦＰ病
毒对照组细胞完全出现病变（即荧光数量为１００％）为标准判
定干扰素抗病毒活性，将能抑制５０％细胞病变的样品最高稀
释度定义为１个抗病毒活性单位。

２　结果与分析

２．１　多角体与 ＰｏＩＦＮα共表达转移载体 ｐＰＨ－ＰｏＩＦＮα的
构建

对重组质粒 ｐＰＨ－ＰｏＩＦＮα用 ＢａｍＨⅠ／ＮｏｔⅠ、ＸｈｏⅠ／ＫｐｎⅠ
进行酶切鉴定，琼脂糖凝胶电泳结果显示，酶切产物小片段与
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预期大小相符，大片段与载体大小相符，详见如图１。结果表
明，多角体蛋白基因插入到载体 ｐＦａｓｔＢａｃＤｕａｌ质粒 ＰＨ启动
子下的ＢａｍＨⅠ和ＮｏｔⅠ之间；猪α干扰素基因已成功插入到
载体ｐＦａｓｔＢａｃＤｕａｌ质粒 Ｐ１０启动子的 ＸｈｏⅠ和 ＫｐｎⅠ之间。
酶切鉴定正确后，对相应质粒进行核酸测序。

　　用ＭｅｇＡｌｉｇｎ程序比对表明，设计在猪α干扰素蛋白Ｎ端
的融合Ｈ１信号肽和柔性连接肽ｋｏｚａｋ序列组成ＰｏＩＦＮα基因
及多角体蛋白基因序列与测序结果序列完全正确，且读码框

正确，表明多角体基因ｐｏｌｙｈ与猪α干扰素基因ＰｏＩＦＮα共表
达转移载体ｐＰＨ－ＰｏＩＦＮα构建成功。
２．２　猪α干扰素在昆虫细胞中的表达

用ｐＰＨ－ＰｏＩＦＮα质粒转化 ＡｃＭＮＰＶＢａｃ－ｔｏ－Ｂａｃ系统
的 Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ１０ＢａｃＴＭ感受态细胞，得到同时表达 ｐｏｌｙｈ、
ＰｏＩＦＮα基因的重组 ｒＢａｃｍｉｄ－ｐｏｌｙｈ－ＰｏＩＦＮα。ｒＢａｃｍｉｄ－
ｐｏｌｙｈ－ＰｏＩＦＮα用Ｍ１３Ｆ、Ｍ１３Ｒ引物进行 ＰＣＲ鉴定和测序比
对分析，表明猪α干扰素ＰｏＩＦＮα基因片段插入至正确位置。

用重组子 ｒＢａｃｍｉｄ－ｐｏｌｙｈ－ＰｏＩＦＮα转染 Ｓｆ９细胞 ４８ｈ
后，细胞出现病变，细胞内充满颗粒，细胞附着力减弱，开始脱

壁上浮并且个别细胞解体成颗粒状物散落至细胞培养液中，

而正常细胞中没有发现多角体颗粒。间接免疫荧光试验结果

显示，ｒＢａｃｍｉｄ－ｐｏｌｙｈ－ＰｏＩＦＮα感染 Ｓｆ９昆虫细胞显示强荧
光信号，而以 ｒＢａｃｍｉｄ－ｐｏｌｙｈ感染 Ｓｆ９昆虫细胞荧光信号呈
阴性（图２），表明 ｒＰｏＩＦＮα在Ｓｆ９昆虫细胞中获得表达。

２．３　多角体包裹型猪干扰素的形成及验证
用重组子 ｒＢａｃｍｉｄ－ｐｏｌｙｈ－ＰｏＩＦＮα转染 Ｓｆ９细胞 ４８ｈ

后，在显微镜下观察可见细胞多呈圆形，生长状态较差，细胞

质内可观察到少量具有强折光性的结晶颗粒；继续培养后，细

胞出现病变，细胞内充满颗粒，细胞附着力减弱，开始脱壁上

浮并且个别细胞解体成颗粒状物散落至细胞培养液中，而正

常细胞中没有发现多角体颗粒。

以重组 Ｂａｃｍｉｄ感染的细胞为阴性对照，用重组
ｒＢａｃｍｉｄ－ｐｏｌｙｈ和重组ｒＢａｃｍｉｄ－ｐｏｌｙｈ－ＰｏＩＦＮα感染昆虫细
胞Ｓｆ９。培养９６ｈ后，收获感染的细胞。超声波破碎细胞，离
心收集多角体。ＳＤＳ－ＰＡＧＥ检测发现，重组 ｒＢａｃｍｉｄ－ｐｏｌｙｈ
和重组 ｒＢａｃｍｉｄ－ｐｏｌｙｈ－ＰｏＩＦＮα感染昆虫细胞 Ｓｆ９后，有１
条相同大小的条带，与预测的多角体蛋白分子量一致，重组

ｒＢａｃｍｉｄ－ｐｏｌｙｈ－ＰｏＩＦＮα感染昆虫细胞Ｓｆ９后，在１９ｋｕ处还
出现条带（图３－Ａ）。

重组猪干扰素 ｒＰｏＩＦＮαＳＤＳ－ＰＡＧＥ结果显示，在 １９ｋｕ
处出现１条带，转膜后以鼠抗ＰｏＩＦＮα抗体为一抗，用ＨＲＰ标
记的羊抗鼠ＩｇＧ作二抗进行免疫印迹检测。由图３－Ｂ可见，
ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测出现１条特异性的抗原－抗体结合带，进一
步验证多角体包埋的蛋白为猪干扰素。

２．４　多角体包裹型猪干扰素抗病毒活性的检测
用微量细胞病变抑制法在 Ｖｅｒｏ／ＶＳＶ·ＧＦＰ系统上进行

猪α干扰素抗病毒活性测定。在倒置荧光显微镜下观察可

见，细胞对照组中的细胞仍完全良好生长，无荧光出现，病毒

对照组各孔中几乎 １００％细胞出现荧光，且有细胞病变。
ＶＳＶ·ＧＦＰ在Ｖｅｒｏ细胞中的繁殖情况与绿色荧光蛋白的表
达呈正相关，以荧光细胞数为病毒对照孔５０％的最高稀释度
为干扰素的效价。抗病毒活性测定结果表明，多角体包裹型

猪 α干扰素有较为明显的抗病毒活性，效价能达到
５亿Ｕ／ｍｇ以上。

３　讨论

猪ＰｏＩＦＮα作为广谱抗病毒的细胞因子，具有高效、无药
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物残留、无副作用［１－２］等优点，属于新型蛋白质类兽药，对多

种猪传染性病毒病具有一定的防治效果，在养猪业中应用前

景广阔［６］。用白细胞生产干扰素，效果确切，但价格昂贵。

体外表达ＰｏＩＦＮα进行免疫增强作用和抗病毒作用等［５－９］相

关研究已有报道，利用酵母表达干扰素，其表达量极低［１５］。

至今，人们已用大肠杆菌［１６］、酵母［１５］、哺乳动物细胞［１７］和昆

虫杆状病毒［４－５］等表达系统表达过猪干扰素，从表达产物的

抗病毒活性来看，真核表达产物要好于原核表达产物。

本研究利用昆虫病毒Ｂａｃ－ｔｏ－Ｂａｃ表达系统，以多角体
蛋白氨基端的Ｈ１α－螺旋序列作为多角体蛋白识别信号序
列，信号序列和猪α干扰素融合，将多角体蛋白基因和含猪α
干扰素融合基因分别构建到ｐＦａｓｔＢａｃＤｕａｌ载体的ＰＨ、Ｐ１０启
动子下，通过与病毒骨架重组，获得重组昆虫病毒，多角体蛋

白和猪 α干扰素在昆虫细胞中共表达。预测重组蛋白
ＰｏＩＦＮα分子量为１９ｋｕ，ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳结果显示，在此位
置有明显条带。ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ结果表明，表达的猪 α干扰素
ｒＰｏＩＦＮα具有免疫学活性。

Ｍｏｒｉ等利用改良的杆状病毒表达载体，在培养的昆虫细
胞内进行 ＢｍＣＰＶ多角体蛋白基因的体外表达，结果表明，
ＢｍＣＰＶ的多角体蛋白可以进行自我包装，在没有其他病毒因
子的存在下能够组装成多角体晶体结构［１４］。研究还发现，多

角体不仅可以对异源病毒粒子进行包装，还可以对一些异源

蛋白进行包埋［１８］。Ｉｊｉｒｉ等将蛋白激酶 Ｃ包裹进质型多角体
中，并发现包裹型的蛋白激酶Ｃ相对于没有经过包裹的蛋白
有更强生物学活性和持续的药物缓释效果［１９］。

本研究成功构建了共表达多角体蛋白基因和猪 α干扰
素基因的重组杆状病毒。为了实现猪 α干扰素被多角体蛋
白包埋，形成多角体包裹的猪 α干扰素。笔者在构建杆状病
毒转移载体时引入以多角体蛋白氨基端的 Ｈ１α－螺旋序列
作为多角体蛋白识别信号序列，将要表达的猪 α干扰素基因
连接在Ｈ１α－螺旋序列３′端。ＰＨ启动子和Ｐ１０启动子均是
杆状病毒的极晚期启动子，具有极强的表达效率，并且相互之

间无干扰性［２０］，本研究将多角体蛋白基因和含猪α干扰素融
合基因分别构建到ｐＦａｓｔＢａｃＤｕａｌ载体的ＰＨ启动子和Ｐ１０启
动子下，实现多角体蛋白与猪 α干扰素共表达，在信号肽引
导自我组装下将猪α干扰素包埋进多角体蛋白内，使被多角
体包裹的猪α干扰素保持稳定的抗病毒活性。

用微量细胞病变抑制法在 Ｖｅｒｏ／ＶＳＶ·ＧＦＰ系统上进行
猪干扰素抗病毒活性测定，用ＶＳＶ·ＧＦＰ代替野生型 ＶＳＶ具
有快速简单、灵敏度高的特点［２１］。抗病毒活性测定结果表

明，多角体包裹猪干扰素 α有较为明显的抗病毒活性，为进
一步进行动物试验提供了物质基础。多角体包裹猪干扰素α
结合了猪干扰素 α在抗病毒方面的优点及多角体具有的耐
酸、抗高温、持久缓释等特性的优势，这些特性很可能使表达

产物在猪病毒性疾病的临床治疗和预防中发挥更优越的

效果。
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