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新西兰白兔 γ-干扰素在昆虫细胞中
的表达及其活性测定
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摘要: 用 RT-PCR方法对 ConA刺激后的新西兰白兔外周血淋巴细胞( PBMC) 扩增家兔 γ-干扰素( IFN-γ) 基因并
进行测序，测序结果显示，与 GenBank 公布的序列核苷酸同源性达到 99． 4% ～ 99． 6%，氨基酸同源性为 98. 8% ～
99. 4% ; 然后通过克隆、转化将家兔 γ-干扰素基因转入转移载体 pFastBacTM1，得到重组转移载体 pFastBacTM1-IFN-γ，
用 pFastBacTM1-IFN-γ转化含有穿梭载体 Bacmid的大肠杆菌 DH10Bac 感受态细胞，经筛选得到重组穿梭载体 Bacmid-
IFN-γ，用此质粒转染 Sf9 昆虫细胞，得到重组病毒 rAcV-Bac-IFN-γ，经 RT-PCR鉴定，结果显示重组 IFN-γ在 Sf9 昆虫
细胞中得到表达。用兔 IFN-γ ELISA试剂盒测得重组兔 IFN-γ的浓度为 1 950 pg /mL。细胞病变抑制法结果显示，重
组兔 IFN-γ在 MDCK上显示了较高的抗病毒活性，并测得重组兔 IFN-γ的活性约为 5． 12 × 105 U /mg。
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Expression of IFN-γ of New Zealand Rabbit in Insect Cells
and Its Antiviral Activity
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Abstract: The cDNA specific for New Zealand rabbit IFN-γ was amplified by reverse transcription polymerase
from the rabbit peripheral blood lymphocytes( PBMC) stimulated by Concavadin A and sequenced． The sequencing
results indicated that the IFN-γ gene was complete，and the homology of nucleotide and amino acid sequence of rab-
bit IFN-γ comparing the reference sequence in GenBank are 99． 4% － 99． 6% and 98． 8% － 99． 4% ． The rabbit
IFN-γ gene then was inserted into the transferring vector pFastBacTM1 by the means of cloning and transforming，and
the pFastBacTM1-IFN-γ was constructed． The recombinant shuttle vector Bacmid- IFN-γ was obtained by transfor-
ming Escherichia coli DH10Bac holding shuttle vector Bacmid with pFastBacTM1-IFN-γ． A recombinant baculovirus
named as rAcV-Bac- IFN-γ was obtained by transfecting Sf9 insect cells with Bacmid-IFN-γ． The identification by
RT-PCR showed that the recombinant protein of IFN-γ was expressed in Sf9 insect cells． The concentration of re-
combinant rabbit IFN-γ detected by rabbit IFN-γ ELISA Kit was 1 950 pg /mL． As a result，the recombinant rabbit
IFN-γ was verified to be of high cytokine activity by inhibiting the cyto-pathogenic effect，which was about 5． 12 ×
105 U /mg．

Key words: Rabbit; IFN-γ; Cloning; Recombinant baculovirus

干扰素( Interferon，IFN) 是一种具有广谱抗病 毒、抗肿瘤和免疫调节等活性的细胞因子。1957 年
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由英国科学家 Isaacs等［1］在利用鸡胚绒毛尿囊膜研
究流感病毒干扰现象时首先发现。它是在特定的抗
原刺激下由细胞分泌的一类具有抗病毒、抗肿瘤和
免疫调节功能等生物活性的糖蛋白，是发现最早、研
究最多、第一个克隆化、第一个用于临床治疗疾病的
细胞因子［2］，根据它们的来源和结构分为 α、β、γ三
型，IFN-γ，又称为免疫干扰素，主要由抗原和有丝分
裂原刺激的 CD4 +、CD8 + T 淋巴细胞和 NK 细胞产
生［3］，是一种具有抗病毒和免疫调节功能的细胞因

子［4，5］。因此，兔 IFN-γ 作为一种新型抗病毒制剂
和免疫增强剂，在提高现有疫苗的保护率和增强动

物免疫机能方面具有广阔的应用前景。
目前，猪、犬、鸡等多种动物的 IFN-γ 基因被成

功克隆并表达［6 － 8］。与人类和其他哺乳动物相比，
兔 IFN-γ 的研究比较滞后，在我国近年仅有极少数
有关家兔的 IFN-γ基因的研究报道［9，10］。本试验克
隆了新西兰白兔 IFN-γ 全基因，并成功构建了兔
IFN-γ重组杆状病毒，实现了 IFN-γ 在昆虫细胞的
高效表达，为重组兔 IFN-γ的研究、生产及其在养兔
业中的应用奠定了基础。

1 材料和方法
1． 1 质粒、细胞与菌种

Sf9 昆虫细胞、pFastBacTM 1 质粒、大肠杆菌
DH10Bac由扬州大学秦爱建教授惠赠。
1． 2 主要试剂
总 RNA 提取试剂 RNAiso Regent、ExTaqTM ( 5

U /μL ) 、DNA Marker DL-2000 及 DL-15000、pMD-
18T载体、限制性内切酶 EcoR I、和 Sal I、T4 DNA
Ligase( 大连宝生物工程有限公司) ; 小量胶回收试
剂盒( 上海华舜生物工程有限公司) ; 胰蛋白胨

( Tryptone) 、酵母提取物( Yeast extract) ( OXOID 公
司) ; 昆虫培养基 Grace’s 、胎牛血清 FBS( GIBCO公
司) ; 转染试剂 LipofectaminTM 2000 ( Invitrogen 公
司) ，淋巴细胞分离液购自天津灏洋生物制品科技

有限责任公司; ConA 购自 SIGMA 公司。兔 IFN-γ
ELISA试剂盒为 RapidBio Lab．公司( 美国加利福尼
亚州) 产品。
1． 3 淋巴细胞的分离培养
取肝素抗凝的兔新鲜外周血 1 mL，与 Hank' s

液 1︰1 混匀，小心加于 2 mL 细胞分离液的液面上，
1 500 r /min，离心 15 min，吸取环状乳白色细胞层，
经 PBS 洗涤 2 次后，沉淀用含 10% 小牛血清的
DMEM培养基稀释至适当浓度，加入 24 孔细胞板中
并加入终浓度为 10 μg /mL 的 ConA，于 37℃、5%

CO2 细胞培养箱中培养，8 h后收集细胞。
1． 4 IFN-γ RNA的提取
将 DEPC ( Diethypyrocarbonate，焦碳酸二乙酯)

处理过的水按 1∶ 10 加入收集细胞中，研磨成悬液，
装入用 DEPC 处理过的 1． 5 mL EP 管中，于 － 20℃
反复冻融 3 次; 4℃，以 7 200 r /min 离心 20 min，取
上清 200 μL; 加入 Trizol 800 μL，振荡混匀后，室温
放置 10 min; 加入氯仿 210 μL，剧烈振荡后，室温放
置 1 min; 4℃，10 000 r /min，离心 15 min，取上层水
相 750 μL; 加入 0． 5 mL异丙醇，混匀，－ 20℃，放置
15 min; 4℃，10 000 r /min离心 10 min; 去上清，加入
75%乙醇 1 mL 洗涤; 4℃，8 000 r /min 离心 5 min，
去上清; 室温干燥 20 min，加入 DEPC处理过的水 10
μL，使充分溶解。
1． 5 RT-PCR
1． 5． 1 引物设计 参照 GenBank 的中报道的比利
时野兔的 IFN-γ 序列( NM001081991 ) ，设计合成了
一对特异性的引物: P1: 5'-GCGGAATTCATGAGT-
TATACAAG-3'; P2: 5'-ATGGTACCTCAGTACTTGGA-
3'，分别在上下游中引入 EcoRⅠ和 KpnⅠ酶切位点，
以下划线表示。引物由宝生物工程( 大连) 有限公
司合成。
1． 5． 2 反转录 反转录体系为: 10 × Buffer 1． 0
μL、10 mmol /L dNTPs 1． 0 μL、下游引物 0． 5 μL、
RNA酶抑制剂 0． 25 μL、RNA模板 1． 0 μL，AMV 反
转录酶 0． 5 μL，H2O( DEPC 处理) 3． 75 μL，总体积
为 10 μL，瞬间离心混匀，30℃反应 10 min，42℃孵
育 30 min，99℃ 5 min，－ 20℃保存备用。
1． 5． 3 PCR 反应体系为: 10 × Reaction Buffer 2. 5
μL、25 mmol /L MgCl2 1. 5 μL、2. 5 mmol /L dNTPS
2. 0 μL、50 mmol /L P1 0． 5 μL、50 mmol /L P2 0． 5
μL、模板 cDNA 4． 0 μL、ddH2O 13． 5 μL、rTaq poly-
merase 0． 5 μL，总体积 25 μL，瞬间离心混匀，采用
热盖进行 PCR扩增反应: 94℃变性 5 min，94℃变性
45 s，50℃退火 45 s，72℃延伸 45 s，30 个循环后，
72℃延伸 10 min，结束反应。
1． 6 T /A克隆与鉴定
用核酸凝胶回收试剂盒纯化 PCR产物，然后按

照 pMD-19T-Vector试剂盒说明，将目的片段克隆入
pMD-19T-Vector，转化大肠杆菌 ( Escherichia coli )
DH5α感受态细胞。挑选单菌落培养并提取质粒，
用 EcoRⅠ和 KpnⅠ酶切，37℃，2 h，筛选阳性克隆并
送至大连宝生物工程有限公司( 大连市) 测序。
1． 7 重组转移载体的构建
用限制性内切酶 EcoRⅠ和 KpnⅠ分别消化供
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体质粒 pFastBacTM1 和 T /A 克隆，回收目的片段，用
T4 DNA Ligase，4℃，连接 12 h，转化大肠杆菌 DH5α
感受态细胞。筛选阳性克隆，得到重组转移载体
pFastBacTM1-IFN-γ。
1． 8 重组杆状病毒穿梭质粒的获得及鉴定
1． 8． 1 重组杆状病毒穿梭质粒的构建和提取 将
pFastBacTM1-IFN-γ 质粒转化含有穿梭载体 Bacmid
的 E． coli DH10Bac 感受态细胞，37℃，于 LB 液体培
养基中，培养 4 h 后，取 100 μL 转化产物涂于含有
50 μg /mL卡那霉素、7 μg /mL 庆大霉素、10 μg /mL
四环素以及 100 μg /mL X-gal 和 20 μg /mL IPTG的
LB 平板上，37℃，培养 48 h 后，挑选白色菌落，在同
样的含三种抗生素的 LB 平板上继续接种传代一
次，获得纯培养，接种含有三种抗生素的 LB 液体培
养基中，37℃，振摇( 180 r /min) 培养 24 h，用提取重
组穿梭质粒 DNA专用的溶液 I、Ⅱ、Ⅲ，提取 bacmid
质粒( 见杆状病毒表达系统手册) 。
1． 8． 2 重组杆状病毒穿梭质粒的鉴定 以重组
Bacmid DNA为模板，以通用 pUCM13 上、下游引物
进行 PCR 鉴定。PCR 反应体系及 PCR 扩增反应条
件见杆状病毒表达系统手册。鉴定为阳性的重组质
粒命名为 Bacmid-IFN-γ。
1． 9 转染昆虫细胞
以 LipofectaminTM2000 为共转染试剂，按照说明

转染 Sf9 单层细胞。转染后每 12 h 观察一次，直到
细胞病变明显时，收集细胞及上清液，作为重组杆状

病毒原液 － 20℃保存。将含目的基因 IFN-γ的重组
杆状病毒命名为 rAcV-Bac- IFN-γ。
1． 10 重组病毒的传代与初步鉴定
1． 10． 1 重组病毒的传代 将第一代病毒液冻融两
次后，以 1%体积比接种 Sf9 细胞，得到第 2 代重组
病毒。
1． 10． 2 RT-PCR鉴定重组病毒 收集第 2 代感染
重组病毒的 Sf9 细胞，按照前文所述方法提取细胞
RNA，以目的基因上下游引物进行 RT-PCR，并以未
感染重组病毒的 Sf9 细胞作为对照。
1． 11 重组兔 IFN-γ浓度的测定
将收集第 3 代重组病毒感染的 Sf9 细胞，7 d

后，收集细胞及其培养基，于 － 20℃反复冻融 3 次，
以 10 000 r /min 离心 10 min，去上清液，用兔 IFN-γ
ELISA试剂盒中标准品稀释液分别做 1︰10、1︰20、
1︰40、1︰80、1︰160、1︰320、1︰640、1︰1280 稀释，同时
将标准品( 1000 pg /mL) 以 1、1︰2、1︰4、1︰8、1︰16、
1︰32、1︰64 稀释做 ELISA，做标准品的标准曲线，依
据标准曲线和样品曲线，测定重组兔 IFN-γ的浓度。

1． 12 重组兔 IFN-γ抗病毒活性测定
重组兔 IFN-γ 抗病毒活性测定采用犬肾细胞

MDCK-VSV( 水泡性口炎病毒) 系统微量细胞病变抑
制法［11］。将 MDCK 细胞接种于 96 孔板，于 37℃，
5% CO2 培养箱中培养 12 ～ 16 h 至细胞生长成单
层，去除细胞培养基，依次加入倍比稀释的干扰素样

品，每个稀释度各加 8 孔，同时设病毒对照孔 6 孔、
细胞对照孔 2 孔; 于 37℃，5% CO2 培养箱中培养 24
h，去除干扰素溶液，用 100 TCID50的 VSV 攻击，细
胞对照孔不加含病毒的培养基，再培养 1 ～ 2 d。待
病毒对照孔细胞全部或 75%以上出现明显病变时，
在倒置显微镜下观察结果。将抑制 50% VSV 产生
的细胞病变( CPE50 ) 干扰素的最高稀释度定为 1 个
干扰素单位( U) 。

2 结果与分析
2． 1 兔 IFN-γ基因片段的扩增和测序
将 RT-PCR反应产物克隆入 pMD18-T 载体后，

酶切鉴定结果显示，有两条大小分别为 2 700 bp 和
504 bp 左右的片段; 阳性质粒 T-IFN-γ 测序结果表
明，插入目的基因全长 504 bp ( 图 1 ) ，测序结果显
示，所测序列与 GenBank 公布的序列核苷酸同源性
达到 99． 4% ～ 99． 6%，氨基酸同源性为 98． 8% ～
99． 4%，阅读框架正确。

1． DNA标准( DL-2000) ; 2． T-IFN-γ酶切 EocR I /Kpn I。
1． DNA Marker ( DL-2000) ; 2． Restriction digestion

of T-IFN-γ( EcoR I /Kpn I) ．

图 1 T-IFN-γ双酶切结果
Fig． 1 Restriction enzyme digest of T-IFN-γ

2． 2 重组转移载体的酶切鉴定
重组转移载体 pFastBac1-IFN-γ酶切消化后，经

琼脂糖凝胶电泳，可见两条大小分别为 4 800 bp 和
504 bp左右的片段( 图 2) 。
2． 3 重组表达载体的 PCR鉴定
以 pUC /M13 上、下游引物对重组质粒 Bacmid-

IFN-γ的进行 PCR 鉴定，扩增产物大小约为 2 800
bp( 图 3) ，证明转座已成功，重组杆状病毒表达载体
构建完成。
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1．重组转移载体的酶切( EcoR I /Kpn I) ; 2． DNA标准( DL-2000) 。
1． Restriction digestion of pFastBacl-IFN-γ
( EcoR I /Kpn I) ; 2． DNA Marker( DL-2000)

图 2 重组转移载体的酶切鉴定
Fig． 2 Restriction enzyme digestion

of recombinant transfer vector

1．重组表达载体的 PCR鉴定; 2． DNA标准
( DL-2000) ; 3． DNA标准( DL-15000) 。

1． PCR analysis of recombinant Bacmid; 2． DNA
Marker( DL-2000) ; 3． DNA Marker( DL-15000) ．

图 3 重组 Bacmid的 PCR鉴定
Fig． 3 PCR analysis of recombinant Bacmid

2． 4 转染后的细胞病变
重组穿梭质粒 Bacmid-IFN-γ转染 Sf9 细胞，5 d

后观察到细胞肿大变圆，分裂停止，细胞间紧密连接

消失，细胞折光性增强，而正常细胞则无此变化，说

明转染成功。

1． DNA标准( DL-2000) ; 2．感染重组病毒的细胞;
3．未感染重组病毒的细胞。

1． DNA Marker( DL-2000) ; 2． Cell infected recombinant
virus; 3． Cell no infected recombinant virus．

图 4 重组病毒的 RT-PCR鉴定
Fig． 4 RT-PCR analysis of recombinant virus

2． 5 RT-PCR鉴定重组病毒
提取感染第 2 代重组病毒的 Sf9 细胞 RNA，以

目的基因上、下游引物进行 RT-PCR，电泳条带约为
504 bp ( 图 4 ) ，说明目的基因已经随杆状病毒基因
组整合入 Sf9 细胞中，并在细胞中进行表达，而未感
染重组病毒的细胞对照未出现相应的条带。
2． 6 重组兔 IFN-γ浓度的测定
用兔 IFN-γ ELISA试剂盒做标准品的标准曲线

( 图 5 ) ，同时将表达的兔 IFN-γ 以 1︰10、1︰20、
1︰40、1︰80、1︰160、1︰320、1︰640、1︰1280 稀释做
ELISA，依据标准品的浓度，推测重组兔 IFN-γ 的浓
度为 1 950 pg /mL。

图 5 兔 IFN-γ ELISA试剂盒做标准品的曲线
Fig． 5 The curve of standard

sample by rabbit IFN-γ ELISA kit

2． 7 重组兔 IFN-γ抗病毒活性测定
重组兔 IFN-γ 抗病毒活性测定采用犬肾细胞

MDCK-VSV( 水泡性口炎病毒) 系统微量细胞病变抑
制法。多次重复活性试验表明，重组兔 IFN-γ 在
MDCK上显示了较高的抗病毒活性，能有效地抑制
VSV对细胞的破坏作用( 图 6 ) 。将抑制 50% VSV
产生的细胞病变( CPE50 ) 的干扰素的最高稀释度定

为 1 个干扰素单位，测得重组兔 IFN-γ 的活性约为
5． 12 × 105 U /mg。

A．事先用重组兔 IFN-γ处理过的 MDCK 细胞在接种 VSV 后未见有
细胞病变; B． VSV在 MDCK细胞上的病变。
A． After inoculated with VSV，None cell pathological changes was ob-
served on MDCK cells which have been previously treated with recombi-
nant rabbit IFN-γ; B． Cyto-pathogenic effect of VSV on MDCK cells．

图 6 重组兔 IFN-γ对 VSV的抑制作用
Fig． 6 Inhibition effect of recombinant
rabbit IFN-γ on VSV on MDCK cel1
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3 讨论
γ-干扰素具有抗病毒、抗肿瘤和免疫调节等生

物学活性，人类 γ-干扰素在临床疾病的防治中应用
十分广泛，动物 γ-干扰素作为生物制剂或疫苗免疫
增强剂也具有较好的应用前景。目前已有重组猪、
鸡和犬等 γ-干扰素的表达与应用［12 － 14］，而家兔干

扰素方面的研究较少。兔 γ-干扰素为Ⅱ型干扰素，
可激活巨噬细胞和 NK 细胞，并促进其活性，促进
CTL成熟及活性，促进多种细胞表达 MHC I 类和
MHCⅡ类分子，在免疫调控中处于中心地位［15］。
本研究用杆状病毒表达系统对兔 IFN-γ进行了

表达。研究发现，杆状病毒作为基因表达载体，具有
表达产物具有活性的优点。昆虫细胞对蛋白质表达
后修饰加工的方式与哺乳动物细胞接近。能识别并
正确地进行信号肽的切除及磷酸化、糖基化等反应，
表达产物具有很高的生物活性，其抗原性、免疫原性
均与天然蛋白相似［16］。因此，本研究表达的兔 IFN-
γ与原核表达系统表达的 IFN-γ［9］相比，可能更接
近于天然的兔 IFN-γ，本研究用兔 IFN-γ ELISA试剂
盒检测重组 IFN-γ 及其浓度也证实了这一点，因为
兔 IFN-γ ELISA试剂盒是用于检测兔血清中 IFN-γ
的，我们用它来检测表达的兔 IFN-γ，结果也出现了
阳性反应，说明用此系统表达兔 IFN-γ 更接近于天
然。另外，杆状病毒只感染非脊椎动物，对家兔等畜
禽及人类都十分安全，因此有利于重组兔 IFN-γ 的
相关研究和临床应用。
兔 IFN-γ作为一种新型抗病毒制剂和免疫增强

剂，在提高现有疫苗的保护率和增强动物免疫机能

方面具有广阔的应用前景。本试验成功构建了兔
IFN-γ重组杆状病毒，实现了 IFN-γ 在昆虫细胞的
高效表达。重组兔 IFN-γ 活性试验表明，重组兔
IFN-γ在 MDCK 上显示了较高的抗病毒活性，能有
效地抑制 VSV 对细胞的破坏作用。本研究为进一
步研究重组兔 IFN-γ 免疫调节功能，以及在养兔业
应用打下了良好的基础。
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