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　　摘要：以小鼠脾脏ｃＤＮＡ为模板，用降落ＰＣＲ扩增 ＩＬ－１Ｒａ基因片段，ＩＬ－１Ｒａ基因片段长约为５３７ｂｐ。将 ＩＬ－
１Ｒａ扩增片段和原核表达载体ｐＥＴ－３０ａ（＋）连接构建重组表达质粒，在３７℃诱导表达，重组表达的小鼠ＩＬ－１Ｒａ蛋
白的分子质量为１９ｋｕ。用纯度较好的小鼠ＩＬ－１Ｒａ重组蛋白免疫兔子，制备特异性多克隆抗体；测定多克隆抗体的
效价达到１∶４０９６０００。经Ｗｅｓｔｅｒｎ－Ｂｌｏｔ鉴定该抗体可与Ｒａｗ２６４．７细胞中表达的小鼠 ＩＬ－１Ｒａ天然蛋白发生特异
性结合。利用实时荧光定量ＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎ－Ｂｌｏｔ检测表明布鲁氏菌 Ｓ２弱毒株感染 Ｒａｗ２６４．７细胞（小鼠单核巨噬
细胞）后小鼠ＩＬ－１Ｒａ上调表达。本研究成功制备了小鼠ＩＬ－１Ｒａ重组蛋白和兔抗多克隆抗体，为深入探讨小鼠ＩＬ－
１Ｒａ与布鲁氏菌感染之间的关系提供工具。
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　　白介素－１（ＩＬ－１）家族是最早报道的细胞因
子家族之一，由 ８个细胞因子（ＩＬ－１β、ＩＬ－１α、
ＩＬ－１８、ＩＬ－３３、ＩＬ－３６α、ＩＬ－３６β、ＩＬ－３６γ、
ＩＬ－３７）和 ３个受体拮抗剂（ＩＬ－１Ｒａ、ＩＬ－３６Ｒａ、
ＩＬ－３８）组成［１］。ＩＬ－１Ｒａ是 ＩＬ－１的１个结构变
体，与 ＩＬ－１Ｒ结合的亲和力几乎与 ＩＬ－１相同，但
不能激活细胞［２－３］。尽管 ＩＬ－１及 ＩＬ－１Ｒａ与
ＩＬ－１ＲⅠ 具有相似的亲和力，但是由于少数 ＩＬ－１
与ＩＬ－１ＲⅠ结合便足以完全激活细胞免疫应答，而
且多数细胞中 ＩＬ－１ＲⅠ表达水平较高，在表达
ＩＬ－１Ｒａ的细胞中至少需要１００～１０００倍过量的
ＩＬ－１Ｒａ才能抑制 ５０％ 的 ＩＬ－１反应［４－５］。

ＩＬ－１Ｒａ包括４个亚型，１个分泌型（ｓＩＬ－Ｒａ１）和３
个胞内型（ｉｃＩＬ－１Ｒａ１、ｉｃＩＬ－１Ｒａ２、ｉｃＩＬ－１Ｒａ３），其
中ｓＩＬ－Ｒａ１和ｉｃＩＬ－１Ｒａ１与 ＩＬ－１Ｒ结合良好，而
ｉｃＩＬ－１Ｒａ３与受体结合能力较弱［６］。ＩＬ－１Ｒａ可以
减轻被注射脂多糖（ＬＰＳ）的兔子产生严重的低血

压，并在免疫复合物诱导的炎症性肠病动物模型中

减轻ＩＬ－１介导的肠道炎症和坏死，证明 ＩＬ－１Ｒａ
在一些病理情况下有助于逆转ＩＬ－１所引起的炎症
反应［７－８］。

ＩＬ－１β与ＩＬ－１Ｒａ已经证明在维持肠道稳态，
炎症性肠病（ＩＢＤ）和炎症性结直肠癌（ＣＲＣ）的发病
机制中存在２种不同的甚至相反的功能［９－１０］。过

量的ＩＬ－１释放会引起严重的炎症反应及自身免疫
类疾病［１１］。而 ＩＬ－１Ｒａ重组蛋白与不同药物联用
可以有效治疗一些疾病，目前 ＩＬ－１Ｒａ也可应用于
基因治疗［１２］。目前已有研究证明，ＩＬ－１Ｒａ重组蛋
白对治疗类风湿关节炎是有效果的［１３］。笔者所在

课题组前期通过构建布鲁氏菌强毒株、弱毒株感染

绵羊白细胞层抑制性消减杂交（ＳＳＨ）ｃＤＮＡ文库，
筛选到 ２种差异表达的基因———ＩＬ－１β和
ＩＬ－１Ｒａ，并证明了布鲁氏菌 Ｓ２疫苗株与野毒株感
染可引起这２个基因差异表达［１４］。且目前国内外

未见同时针对ＩＬ－１β及 ＩＬ－１Ｒａ与布鲁氏菌之间
关系的研究报道，因此对 ＩＬ－１Ｒａ分子特征与生理
病理功能的研究将有助于探究其与布鲁氏菌感染

之间的关系。

本研究拟通过构建重组质粒 ｐＥＴ－３０ａ－Ｒａ并
进行原核表达，对重组蛋白进行纯化，免疫动物制

备抗小鼠ＩＬ－１Ｒａ重组蛋白的多克隆抗体，以期探
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究小鼠ＩＬ－１Ｒａ与布鲁氏菌感染之间的关系。

１　材料与方法

试验在吉林大学人兽共患病研究所细菌实验

室内进行，试验时间为２０２０年７月至２０２１年９月。
１．１　材料

布鲁氏菌 Ｓ２弱毒株、原核表达载体 ｐＥＴ－３０ａ
（＋），大肠杆菌ＢＬ２１（ＤＥ３）和大肠杆菌ＤＨ５α感受
态细胞、Ｒａｗ２６４．７细胞由笔者所在实验室保存；
ＳＰＦ级雌性兔子购自辽宁长生生物技术股份有限公
司；ＴＲＩｚｏｌ、反转录试剂盒，ＥＳ－Ｔａｑ酶，ＤＬ２０００ＤＮＡ
ｍａｋｅｒ，限制性内切酶ＮｄｅⅠ、ＸｈｏⅠ，Ｔ４ＤＮＡ连接酶
和ｐＭＤＴＭ１８－ＴＶｅｃｔｏｒＣｌｏｎｉｎｇＫｉｔ均购自ＴａｋａＲａ公
司；质粒小提试剂盒和胶回收试剂盒购自天根生物

科技（北京）有限公司；彩虹预染蛋白 ｍａｒｋｅｒ和 Ｍ５
ＨｉＰｅｒＥＣＬＷｅｓｔｅｒｎＨＲＰＳｕｂｓｔｒａｔｅ（超敏 ＥＣＬ发光
液）购自北京聚合美生物科技有限公司；弗氏不完

全和弗氏完全佐剂购自美国 Ｓｉｇｍａ公司；ＴＭＢ显色
液Ａ液和Ｂ液购自北京梅科万德生物科技有限公
司；ＨＲＰ标记的山羊抗兔 ＩｇＧ抗体购自安诺伦生物
科技有限公司。

１．２　引物设计与合成
鼠源ＩＬ－１Ｒａ基因的 ＣＤＳ序列（登录号：ＮＭ

００１０３９７０１．３）来源于 ＮＣＢＩ数据库。引物序列如
下：上游引物，５′－ＧＧＡＡＴＴＣＣＡＴＡＴＧＣＧＣＣＣＴＴＣＴＧ
ＧＧＡＡＡＡＧＡＣＣＣＴＧＣＡＡＧＡＴＧＣＡＡＧＣＣＴＴＣＡ－３′；
下游引物，５′－ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＣＴＡＡＴＧＧＴＧＡＴＧＧＴＧＡ
ＴＧＡＴＧＴＴＧＧＴＣＴＴＣＣＴＧＧＡＡＧＴＡＧＡＡＣＴＴ－３′（下
划线部分分别为 ＮｄｅⅠ和 ＸｈｏⅠ酶切位点）。引物
合成自吉林省库美生物科技有限公司。

１．３　目的片段的扩增
用ＴＲＩｚｏｌ法提取小鼠脾脏总ＲＮＡ，用反转录试

剂盒反转录合成ｃＤＮＡ，－８０℃分装，保存。以小鼠
脾脏ｃＤＮＡ为模板，降落 ＰＣＲ扩增得到小鼠 ＩＬ－
１Ｒａ基因的 ＣＤＳ区序列。ＰＣＲ反应总体系为
２０μＬ：模板 ２μＬ，２×ＥｓＴａｑＭａｓｔｅｒＭｉｘ（Ｄｙｅ）
１０μＬ，上下游引物各１μＬ，ｄｄＨ２Ｏ６μＬ。降落ＰＣＲ
扩增程序为：９５℃ ７ｍｉｎ；９５℃ １ｍｉｎ、７２℃ ４０ｓ、
７２℃ １ｍｉｎ，每１个循环降低 １℃，共 ２３个循环；
９４℃ １ｍｉｎ、６０℃ ４０ｓ、７２℃ １ｍｉｎ，共２５个循环；
７２℃ １０ｍｉｎ。１．０％琼脂糖凝胶电泳验证产物正确
后，用胶回收试剂盒回收目的片段。将纯化好的目

的片段与ｐＭＤ－１８Ｔ载体连接后转化入ＤＨ５α感受

态细胞，用西林瓶涂布于含有氨苄的 ＬＢ固体平板
上，３７℃培养１２ｈ后挑取单个菌落进行菌液 ＰＣＲ
鉴定，将鉴定正确的菌株送去测序，鉴定正确的质

粒命名为ｐＭＤ－１８Ｔ－Ｒａ。
１．４　ｐＥＴ－３０ａ－Ｒａ重组质粒的构建

从测序正确的重组菌株和保种的ｐＥＴ－３０ａ（＋）
菌株中提取质粒。将 ｐＭＤ－１８Ｔ－Ｒａ质粒和
ｐＥＴ－３０ａ（＋）空质粒分别用ＮｄｅⅠ和ＸｈｏⅠ这２种
限制性核酸内切酶在３７℃进行双酶切５ｈ，利用Ｔ４
ＤＮＡ连接酶将 ＩＬ－１Ｒａ与 ｐＥＴ－３０ａ（＋）载体
１６℃ 过夜连接，连接产物转化至 ＤＨ５α感受态细
胞，用西林瓶涂布于含有卡那霉素的 ＬＢ固体平板
上，３７℃培养１２ｈ后挑取单个菌落进行菌液 ＰＣＲ
鉴定，取正确的重组质粒进一步用ＮｄｅⅠ和ｘｈｏⅠ进
行双酶切验证，将鉴定正确的菌液送去测序，将正

确的质粒命名为ｐＥＴ－３０ａ－Ｒａ。
１．５　ＩＬ－１Ｒａ重组蛋白的诱导表达及可溶性分析

将重组克隆质粒 ｐＥＴ－３０ａ－Ｒａ转入 ＢＬ２１
（ＤＥ３）感受态细胞中，用西林瓶涂布于含有卡那霉
素的ＬＢ固体平板上，挑取单克隆菌株，接种于 ＬＢ
液体培养基中培养并测序。小鼠ＩＬ－１Ｒａ表达菌分
别在３７℃和１６℃，加入终浓度为１ｍｍｏｌ／Ｌ异丙基
硫代半乳糖苷（ＩＰＴＧ）对菌液进行诱导表达。一段
时间后收集菌体重悬（缓冲液：５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ
（ｐＨ值７．６）、１０％甘油、０．５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ、１０ｍｍｏｌ／Ｌ
咪唑）后并超声破碎，分别对上清和包涵体进行聚

丙烯酰氨凝胶（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）电泳，分析目的蛋白表
达形式，确定目的蛋白上清表达的最佳表达条件。

１．６　ＩＬ－１Ｒａ重组蛋白的纯化
将ｐＥＴ－３０ａ－Ｒａ阳性菌液以１∶１００接种至

１Ｌ含卡那霉素的液体 ＬＢ培养基中，按照“１５”节
诱导表达步骤进行诱导表达。超声破碎后的细菌

裂解液 １２０００ｒ／ｍｉｎ离心 ４０ｍｉｎ，取上清与
Ｎｉ－ＮＴＡＢｅａｄｓ于４℃孵育结合１ｈ，分别用含有不
同咪唑浓度（４０、６０、８０、１５０、２５０ｍｍｏｌ／Ｌ）的洗脱缓
冲液（５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ值７．６）、１０％甘油、
０．５ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ、１０ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑）进行梯度洗脱，
分别收集洗脱液进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳鉴定，以确
定将目的蛋白洗脱下来的缓冲液咪唑浓度。纯化

好的蛋白装进透析袋中，在磷酸缓冲盐溶液（ＰＢＳ
缓冲液）中 ２４ｈ内透析 ４次，ＰＥＧ２０００浓缩后用
ＢＣＡ标准蛋白试剂盒检测蛋白浓度为１．２ｍｇ／ｍＬ。
１．７　多克隆抗体制备

免疫前耳缘静脉采集阳性血清，将重组 ＩＬ－
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１Ｒａ蛋白采用背部皮下多点注射的方式免疫新西兰
大白兔，每次间隔 ７ｄ，共免疫 ５次。初次免疫时
８００μｇ重组蛋白与弗氏完全佐剂等体积混合均匀，
之后的加强免疫用４００μｇ重组蛋白与弗氏不完全
佐剂等体积混匀，５次免疫后３ｄ耳缘静脉采集血液
分离血清。

１．８　多克隆抗体效价的测定
采用间接酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）测定采集

分离血清中的抗体效价。用重组 ＩＬ－１Ｒａ蛋白
５μｇ／ｍＬ１００μＬ／孔包被 ＥＬＩＳＡ酶标板，３７℃培养
箱包被２ｈ；ＰＢＳＴ洗涤３次，５％脱脂乳（５ｇ脱脂奶
粉溶解于１００ｍＬＰＢＳＴ中）２００μＬ／孔，３７℃封闭
１ｈ；ＰＢＳＴ洗涤３次，将兔抗ＩＬ－１Ｒａ多克隆抗体进
行倍比稀释，免疫前血清作为对照的阴性血清，

１００μＬ／孔，３７℃孵育１ｈ；ＰＢＳＴ洗涤３次，ＨＲＰ标
记的山羊抗兔ＩｇＧ抗体１∶４０００倍稀释，１００μＬ／孔，
３７℃孵育１ｈ；ＰＢＳＴ洗涤３次，将ＴＭＢ显色Ａ液和
Ｂ液等体积混合，１００μＬ／孔，３７℃避光 ８ｍｉｎ，加入
终止液，５０μＬ／孔，立即使用酶标仪４５０ｎｍ波长处
测量Ｄ值。
１．９　多克隆抗体反应原性鉴定

收集Ｒａｗ２６４．７细胞沉淀，用混合好的ＲＩＰＡ裂
解液（１％ＰＭＳＦ）裂解细胞，４℃ １００００ｒ／ｍｉｎ离心
１０ｍｉｎ，吸取上清后加入蛋白上样缓冲液，煮沸
１０ｍｉｎ，经ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳后转印至聚偏二氟乙烯
（ＰＶＤＦ）膜上，将ＰＶＤＦ浸没在５％脱脂乳（５ｇ脱脂
奶粉溶解于１００ｍＬＴＢＳＴ中）中在水平摇床上室温
封闭２ｈ，将多克隆抗体１∶５００倍稀释作为一抗，
４℃ 过夜孵育，ＴＢＳＴ洗涤３次，每次１０ｍｉｎ；ＨＲＰ
标记山羊抗兔ＩｇＧ抗体１∶５０００倍稀释作为二抗，
室温孵育 １ｈ，ＴＢＳＴ洗涤 ４次，每次 １０ｍｉｎ；超敏
ＥＣＬ发光液显色。
１．１０　布鲁氏菌Ｓ２弱毒株感染宿主细胞后对小鼠
ＩＬ－１Ｒａ表达的影响

以细胞数 ∶细菌数 ＝１∶１００的剂量感染
Ｒａｗ２６４．７细胞，并以ＰＢＳ组为对照组，收集０、４、８、
１２、２４ｈ样品，用 ｑＰＣＲ检测小鼠 ＩＬ－１Ｒａ基因的
ｍＲＮＡ水平变化，用蛋白质印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎ－Ｂｌｏｔ）
检测小鼠ＩＬ－１Ｒａ蛋白表达水平变化。引物序列见
表１。ＰＣＲ扩增程序：９５℃ ２ｍｉｎ；９５℃ ３０ｓ，６０℃
３０ｓ，７２℃３２ｓ，共４０个循环，每个样本设置３个重
复孔。采用２－ΔΔＣＴ法对试验结果进行统计分析。

表１　实时荧光定量ＰＣＲ引物信息

引物
引物序列

（５′→３′）
退火温度

（℃）
片段长度

（ｂｐ） ＧｅｎＢａｎｋ登录号

ＩＬ－１Ｒａ Ｆ：ＧＣＴＣＡＴＴＧＣＴＧＧＧＴＡＣＴＴＡＣＡＡ；Ｒ：ＣＣＡＧＡＣＴＴＧＧＣＡＣＡＡＧＡＣＡＧＧ ６０ １３２ ＮＭ００１０３９７０１．３

ＧＡＰＤＨ Ｆ：ＡＧＧＴＣＧＧＴＧＴＧＡＡＣＧＧＡＴＴＴＧ；Ｒ：ＧＧＧＧＴＣＧＴＴＧＡＴＧＧＣＡＡＣＡ ６０ ９５ ＮＭ＿００１２８９７２６．１

１．１１　统计分析
采用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ７．０软件进行统计学分

析，Ｐ＜０．０５、Ｐ＜０．０１、Ｐ＜０．００１、Ｐ＜０．０００１分别
表示在０．０５、０．０１、０．００１、０．０００１水平差异显著，
分别用、、、表示。

２　结果与分析

２．１　小鼠ＩＬ－１Ｒａ基因扩增
琼脂糖凝胶电泳显示，在５３７ｂｐ处有明亮的条

带（图１），与预期大小相符。
２．２　ｐＥＴ－３０ａ－Ｒａ重组质粒的构建

对重组质粒 ｐＥＴ－３０ａ－Ｒａ经 ＮｄｅⅠ和 ＸｈｏⅠ
进行双酶切鉴定，可以看到１条５４００ｂｐ的条带和
１条５３７ｂｐ的条带（图２），片段大小符合预期，经测
序表明重组质粒与目的基因序列比对完全一致，证

明ｐＥＴ－３０ａ－Ｒａ原核表达载体构建成功。

２．３　ＩＬ－１Ｒａ重组蛋白的诱导表达
从图３可以看出，重组蛋白在３７、１６℃均能诱

导表达且重组蛋白在上清中的表达量都高于包涵

体，但是３７℃时重组蛋白的表达量高，因此诱导条
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件确定为终浓度１ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ，３７℃诱导 ８ｈ，此
时重组蛋白主要以上清形式表达，分子量约为

１９ｋｕ。
２．４　ＩＬ－１Ｒａ重组蛋白的纯化

ＳＤＳ－ＰＡＧＥ结果显示，用４０ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑洗３
遍后再用６０ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑洗２遍，对杂蛋白的洗涤

效果最好，最后用２５０ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑可以将重组蛋白
完全洗脱下来，此时重组蛋白的纯度较好（图４）。

２．５　多克隆抗体的制备及抗体效价的测定
利用纯化的ＩＬ－１Ｒａ重组蛋白免疫兔子制备多

克隆抗体，采用间接 ＥＬＩＳＡ法测定５次免疫后多克
隆抗体的效价已经达到１∶４０９６０００（图５），表明纯
化的ＩＬ－１Ｒａ重组蛋白能够诱导新西兰大白兔产生
高效价的抗体。

２．６　多克隆抗体反应原性鉴定
Ｗｅｓｔｅｒｎ－Ｂｌｏｔ结果显示，制备的多克隆抗体能

够很好地识别 Ｒａｗ２６４．７中表达的天然 ＩＬ－１Ｒａ蛋
白（图 ６），该抗体可以用于检测布鲁氏菌感染
Ｒａｗ２６４．７细胞后ＩＬ－１Ｒａ蛋白的变化。
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２．７　布鲁氏菌 Ｓ２弱毒株感染宿主细胞后对小鼠
ＩＬ－１Ｒａ表达的影响

运用ｑＰＣＲ技术检测不同时间点小鼠 ＩＬ－１Ｒａ
基因 ｍＲＮＡ表达水平变化，与 ＰＢＳ组相比，８、１２、
２４ｈ小鼠ＩＬ－１Ｒａ基因表达量显著升高，在２４ｈ时
达到峰值（图７）。Ｗｅｓｔｅｒｎ－Ｂｌｏｔ检测结果发现，与
ＰＢＳ组相比，４、８、１２、２４ｈ小鼠ＩＬ－１Ｒａ蛋白的表达
量均显著升高，其上升趋势与 ｍＲＮＡ转录结果一
致，与预期结果相符（图８、图９）。

３　讨论与结论

ＩＬ－１与ＩＬ－１Ｒａ的平衡在炎症性肠病（ＩＢＤ）
中起重要作用，在疾病早期ＩＬ－１就在结肠中产生，
且ＩＬ－１水平与组织炎症程度相关，在炎症消退之
前，结肠中 ＩＬ－１Ｒａ的水平是 ＩＬ－１的 １０倍［１５］。

在该动物模型中，加入 ＩＬ－１Ｒａ的中和抗体会导致
炎症延长和死亡率增加，表明了内源性 ＩＬ－１Ｒａ抗
炎的重要性，且外源加入 ＩＬ－１Ｒａ重组蛋白可以抑
制炎症［１６－１７］。大量 ＩＢＤ动物模型的研究表明，
ＩＬ－１和ＩＬ－１Ｒａ的差异表达与ＩＢＤ之间存在一定
的相关性，且随着病情的好转，ＩＬ－１、ＩＬ－１Ｒａ表达
异常也得到缓解。笔者所在课题组前期通过构建

布鲁氏菌强毒株、弱毒株感染绵羊白细胞层抑制性

消减杂交（ＳＳＨ）ｃＤＮＡ文库，筛选到差异表达基因
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ＩＬ－１β与ＩＬ－１Ｒａ［１２］，并且建立了ＩＬ－１β及其拮抗
因子的荧光定量 ＰＣＲ检测方法［１８］，双荧光 ＥＬＩＳＡ
检测方法［１９］和双 Ｔ线胶体金免疫层析试纸条检测
方法［２０］，初步探讨了 ＩＬ－１β与 ＩＬ－１Ｒａ之间关系
对布鲁氏菌病自然感染与疫苗免疫的鉴别诊断作

用，提示 ＩＬ－１Ｒａ与布鲁氏菌感染之间可能存在某
种联系。因此，为了建立区别鉴定布鲁氏菌病自然

感染与疫苗免疫的检测方法，掌握 ＩＬ－１Ｒａ分子特
征与生理病理功能至关重要。

本研究针对小鼠的ＩＬ－１Ｒａ基因构建了原核表
达重组质粒ｐＥＴ－３０ａ－Ｒａ，成功获得了可溶性表达
的小鼠 ＩＬ－１Ｒａ重组蛋白，通过镍柱纯化后，经
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ验证获得纯度较好的重组蛋白。将纯
化后的重组蛋白作为免疫原免疫兔子获得多克隆

抗体，经间接 ＥＬＩＳＡ测定，兔抗多克隆抗体效价能
够达到１∶４０９６０００，经过 Ｗｅｓｔｅｒｎ－Ｂｌｏｔ检测结果
表明，多克隆抗体能够特异性识别 Ｒａｗ２６４．７细胞
中表达的天然ＩＬ－１Ｒａ蛋白，可用于检测布鲁氏菌
弱毒株感染 Ｒａｗ２６４．７细胞后小鼠 ＩＬ－１Ｒａ的表达
水平，为进一步研究小鼠 ＩＬ－１Ｒａ与布鲁氏菌感染
的关系提供了良好的试验材料。
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ｒｅｃｅｐｔｏｒａｎｔａｇｏｎｉｓｔａｓａｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｐｔｉｏｎｉｎｃａｌｃｉｕｍｐｙｒｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ

ｃｒｙｓｔａｌｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］．ＭｏｌｅｃｕｌａｒＢｉｏｌｏｇｙＲｅｐｏｒｔｓ，２０２１，４８

（５）：４７８９－４７９６．

［１４］唐　峰．布鲁氏菌强弱毒株感染羊白细胞层ＳＳＨｃＤＮＡ文库建

立及ＣＤ９６分子初步研究［Ｄ］．长春：吉林大学，２０１３．

［１５］ＤｉｏｎｎｅＳ，ＨｉｓｃｏｔｔＪ，ＤＡｇａｔａＩ，ｅｔａｌ．ＱｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲａｎａｌｙｓｉｓｏｆ

ＴＮＦ－αａｎｄＩＬ－１βｍＲＮＡｌｅｖｅｌｓｉｎｐｅｄｉａｔｒｉｃＩＢＤｍｕｃｏｓａｌ

ｂｉｏｐｓｉｅｓ［Ｊ］．ＤｉｇｅｓｔｉｖｅＤｉｓｅａｓｅｓａｎｄＳｃｉｅｎｃｅｓ，１９９７，４２（７）：

１５５７－１５６６．　

［１６］ＩｓａａｃｓＫＬ，ＳａｒｔｏｒＲＢ，ＨａｓｋｉｌｌＳ．ＣｙｔｏｋｉｎｅｍｅｓｓｅｎｇｅｒＲＮＡｐｒｏｆｉｌｅｓ

ｉｎｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｂｏｗｅｌｄｉｓｅａｓｅｍｕｃｏｓａｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎ

ｒｅａｃｔｉｏｎａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＺｏｏＫｅｙｓ，１９９２，１０３（５）：１５８７－１５９５．

［１７］ＨａｒｒｅｌｌＣＲ，ＭａｒｋｏｖｉｃＢＳ，Ｆｅｌｌａｂａｕｍ Ｃ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｒｏｌｅｏｆ

Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１ｒｅｃｅｐｔｏｒａｎｔａｇｏｎｉｓｔｉｎｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌ－ｂａｓｅｄ

ｔｉｓｓｕｅｒｅｐａｉｒａｎｄｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＢｉｏＦａｃｔｏｒｓ，２０２０，４６（２）：２６３－

２７５．　

［１８］水一鸣．ＩＬ－１β和 ＩＬ－１Ｒａ双荧光 ＥＬＩＳＡ检测方法的建立及

其初步应用［Ｄ］．长春：吉林大学，２０１８．

［１９］迟　丹．绵羊白介素１β及其受体拮抗因子荧光定量ＰＣＲ检测

方法的建立与应用［Ｄ］．长春：吉林大学，２０１６．

［２０］鞠丹迪．ＩＬ－１Ｒａ／ＩＬ－１β试纸条检测方法建立及其在布鲁氏

菌病感染与免疫鉴别诊断中的应用探讨［Ｄ］．长春：吉林大

学，２０１９．
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