
中国农业科学  2009,42(4):1435-1441 
Scientia Agricultura Sinica                                                   doi: 10.3864/j.issn.0578-1752.2009.04.038 

 
收稿日期：2008-04-17；接受日期：2008-12-24 
基金项目：国家“十一五”科技支撑计划专项（2006BAD06A08） 
作者简介：王彦彬（1969－），男，河南郑州人，讲师，博士研究生，研究方向为兽医病原学和分子免疫学。E-mail：ybwang2008@126.com。通信

作者崔保安（1948－），男，河南郑州人，教授，研究方向为兽医病原学和分子免疫学。Tel：0371-63558878；E-mail：baoancui@henau.edu.cn 
 
 
 

猪干扰素 α在昆虫细胞中分泌表达及其抗病毒活性检测 

王彦彬，崔保安，陈红英，王亚宾，张红英，魏战勇 

（河南农业大学牧医工程学院/河南省动物性食品安全重点实验室，郑州 450002） 

 
摘要：【目的】为获得重组猪干扰素α。【方法】本研究应用 Bac-to-Bac 杆状病毒/昆虫细胞表达系统,将

编码成熟猪干扰素α基因插入供体质粒 pFastBacⅠ多克隆位点，置于 pH 启动子控制下，昆虫可识别的蜂素信号

肽（honeybee melittin signal peptide，HBM）取代猪干扰素α原有信号肽以实现分泌型表达，并在 C端融合 6

个组氨酸标签以利于纯化。将构建质粒转化 DH10 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，转染对数生长期的 Sf9 昆虫细胞获得重组杆状病毒。【结果】重组蛋白通过间接免疫荧光、

Western-blot 证明重组蛋白在重组杆状病毒感染的昆虫细胞中获得分泌表达。通过在猪肾细胞（PK-15）上抑制

水泡性口炎病毒（VSV）致病变作用检测重组蛋白的抗病毒活性，结果表明：昆虫细胞上清的抗病毒效价达到 1.07

×10
5 
 U·ml-1

，昆虫细胞裂解液的抗病毒效价为 3.15×10
4
 U·ml-1

。【结论】应用蜂素信号肽实现猪干扰素α在昆虫

细胞上分泌表达，为临床上防治猪病毒性疫病奠定了基础。  
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Cells and Its Antiviral Activity Detection 
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Abstract: 【Objective】 The objective of this study is to get porcine recombinant interferon (PoIFN)- alpha. 【Method】 
Sequences derived from porcine interferon-alpha were cloned and expressed in insect cells with a C-terminal 6×Histidine tag. The 
authentic signal sequences of porcine interferon-alpha were substituted with  the honeybee melittin signal sequences, the sequences 
were cloned into the baculovirus pFastBacⅠ vector of the Bac-to-Bac Baculovirus expression system. 【Result】 The recombinant 
proteins were successfully detected in Sf9 cells by immunofluorescence assay and in the culture supernatant by western blot analysis. 
The recombinant PoIFN-alpha were verified to be of high antiviral activity by inhibiting the cytopathic effect of vesicular stomatitis 
virus in PK-15 cells, which is about 1.07×105 U·ml-1 in supernatant and 3.05×104 U·ml-1 in insect cells, respectively. 【Conclusion】 
Using the honeybee melittin signal peptides in baculovirus expression vectors are capable of secreting expression of PoIFN- alpha in 
insect cells. This cytokine will be explored as a poteintial therapeutic agent for porcine diseases. 
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0  引言 

【研究意义】干扰素（interferon，IFN）是一类

具有抗病毒、抗肿瘤、激活淋巴细胞和抑制细胞增殖

以及免疫调节等多项功能的细胞因子[1-3]。特别在近几

年，猪瘟、猪呼吸与繁殖综合征、猪圆环病毒等病毒

性传染病严重危害着中国养猪业的健康发展，给养猪

业带来了巨大的经济损失[4]。因此，开发出高效、无
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毒、无残留的抗病毒生物制品，干扰素无疑是当前研

究的热点。干扰素 α属于Ⅰ型，机体的多种体细胞受

病毒感染时均可产生，具有较强的抗病毒作用，干扰

素 γ 属于Ⅱ型，除具有抗病毒作用外，还具有免疫调

节作用，主要是由被激活的 T 细胞和 NK 细胞产生[5]。

猪干扰素 α（porcine interferon α，PoINF-α）基因全长

570 bp，编码 189 个氨基酸，N 端 23 个氨基酸为信号

肽，成熟的 PoINF-α包含 166 个氨基酸，具有显著的

抗病毒功能[6]，试验表明 PoINF-α 对猪呼吸与繁殖综

合征病毒[7-8]、口蹄疫病毒[9]、伪狂犬病病毒猪[10]和传

染性胃肠炎病毒 [11]等具有抑制作用，但内源性

PoINF-α 往往因为病毒的抑制或诱生能力低而不能发

挥作用[12-13]。另外病毒通过编码某种蛋白阻断干扰素

的信号传导，产生对干扰素的免疫逃避[14-15]。【前人

研究进展】1986 年 Lefevre 等 [6]首先报道克隆出

PoIFN-α 基因以来，国内外科研人员应用基因工程技

术生产重组 PoIFN-α，目前已有报道应用大肠杆菌[16]、

毕赤酵母[17]和动物细胞[18]等表达系统中成功表达出

具有生物学活性的重组蛋白。但在大肠杆菌中表达重

组蛋白往往以非活性的包涵体形式存在。在毕赤酵母

和动物细胞中表达，重组蛋白的产量一般不高。【本

研究切入点】应用杆状病毒/昆虫细胞表达系统来生产

重组 PoIFN-α在国内还未检索到相关报道。杆状病毒/
昆虫细胞表达系统与大肠杆菌和毕赤酵母表达系统相

比具有显著的特点：一是超强的表达效率，最高表达

量可达总蛋白的 50%；二是对表达产物具有翻译后加

工能力，可保持蛋白产物发挥其生物学活性的天然结

构；三是无内毒素污染，生物安全性高等[19-21]。【拟

解决的关键问题】本研究应用 Bac-to-Bac 表达系统中

pFastBacⅠ载体，将编码 PoIFN-α基因置于 polyhedrin
启动子控制下。为达到分泌表达，提高表达量和减少

细胞内源性蛋白酶对表达蛋白的降解，本研究引入蜂

素信号肽（honeybee melittin signal peptide，HBM）取

代原有的信号肽。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  质粒、宿主菌和主要试剂  PoIFN-α完整基因

连接在 pGEM-T 载体上的克隆质粒 pGEM-PoINFα 由

河南省动物性食品安全重点实验室构建并保存；大肠

杆菌 JM109 亦由该室保存；杆状病毒转移载体

pFastBacⅠ购自 Invitrogen 公司；EcoRⅠ、Hind Ⅲ限

制性内切酶、T4 DNA 连接酶、Pfu DNA Polymerase、

Ex Taq DNA Polymerase 均购自大连宝生物工程有限

公司。引物由上海捷瑞生物工程有限公司合成。 
1.1.2  试剂  Gracés 培养基，转染试剂 Cellfectin 
Reagent 和优级胎牛血清购自 GiBCO，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一抗是 Serotec 公司产品，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。 
1.1.3  细胞和病毒  Sf9 昆虫细胞、猪肾细胞

（PK-15）和猪水泡口炎病毒（VSV）由河南省动物

性食品安全重点实验室保存。 
1.2  蜂素信号肽基因和编码成熟 PoIFN-α 片段的扩

增   
根据参考文献[22]设计 1 对引物，上游引物 P1 含

EcoRⅠ酶切位点和 ATG 起始密码子，上、下游引物

之间有 19 个碱基的互补。 
P1：5′-gatcgaattcatgaaattcttagtcaacgttgcccttgtttttatgg 

tcg-3′， 
P2：5′-atccgcatagatgtaagaaatgtatacgaccataaaaacaagg 

gc-3′。 
P1、P2 引物互为模板，PCR 扩增编码蜂素信号肽

基因，预计扩增长度为 76 bp，扩增片段命名为 HBM。

循环参数为：94℃预变性 3 min；94℃变性 30 s，55℃
退火 30 s，72℃延伸 10 min，共 30 个循环；72℃延伸

10 min。PCR 产物用 10 g·L-1低溶点琼脂糖凝胶进行电

泳、回收纯化。 
根据重组质粒 pGEM-PoINFα 的猪 IFN-α 基因序

列设计 1 对引物，上游引物 5′端与蜂素信号肽编码基

因有 15 bp 的互补，下游引物在终止密码子前加入了

编码 6 个组氨酸的碱基序列和 Hind Ⅲ酶切位点。 
P3：5′-tacatctatgcggattgtgacctgcctcagacccac-3′； 
P4：5′-catgaagcttagtgatggtgatggtgatgctccttcttcctgagt 

ctgtc-3′ 
以重组质粒 pGEM-PoINFα为模板，用 Pfu DNA 

Polymerase 扩增表达片段基因，预期 PCR 扩增片段长

度为 544 bp，命名为 PoINF-α。循环参数为：94℃预

变性 10 min；94℃变性 45 s，55℃退火 1 min，72℃延

伸 1 min，共 30 个循环；72℃延伸 10 min。PCR 产物

用 10 g·L-1低溶点琼脂糖凝胶进行电泳、回收纯化。 
1.3  蜂素信号肽编码序列和PoINF-α表达片段的PCR

连接 
根据文献方法[23]，通过 PCR 扩增，构建嵌合体

基因片段。经纯化的 HBM 和 PoINF-α 各取 1 µl，用
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Pfu DNA Polymerase 进行 PCR 5 个循环预扩增，然后

加入引物 P1 和 P4，继续进行 PCR 扩增，循环参数为：

94℃预变性 10 min；94℃变性 45 s，55℃退火 1 min，
72℃延伸 1 min，共 32 个循环；72℃延伸 10 min。预

计扩增片段长度为 605 bp，前端带有 EcoRⅠ酶切位

点 ， 后 端 带 有 Hind Ⅲ 酶 切 位 点 ， 命 名 为

HBM-PoIFNα-6His。 
1.4  杆状病毒转移载体的构建与鉴定 

将扩增片段 HBM-PoIFNα-6His 进行胶纯化，然后

用限制性内切酶 EcoRⅠ和 Hind Ⅲ进行消化，连接到

经同样酶消化的 pFastBacⅠ载体质粒上。转化 JM109
感受态细胞，进行氨苄抗性平板筛选，挑取若干个克

隆进行扩增，小量提取质粒，进行 EcoRⅠ和 Hind Ⅲ
酶 切 鉴 定 ， 筛 选 得 到 阳 性 质 粒 ， 命 名 为

pFastBac-PoIFNα。酶切鉴定为阳性的重组菌进行序列

测定以验证插入序列的正确性。 
1.5  表达 rPoIFN-α重组杆状病毒的构建与鉴定 

将转移载体 pFastBac-PoIFNα转化 DH10，经蓝白

斑筛选，提取质粒，PCR 鉴定穿梭质粒 rBacmid-HBM- 
PoIFN-α-6His。采用 Cellfectin Reagent 将 rBacmid- 
HBM-PoIFN-α 转染对数生长期的 Sf9 昆虫细胞，经 
5～7 d 或细胞出现病变时，提取重组杆状病毒基因组

DNA，用 M13 上下游引物进行 PCR 扩增特异性片段，

鉴定重组杆状病毒。M13 上下游引物位于 lacZα-互补

区 mini-attTn7 的侧翼，重组杆状病毒 PCR 产物预计

为 2 300 bp+插入片段，野生杆状病毒为 300 bp。鉴定

后扩增种毒，进行蚀斑减数试验测定种毒效价，4℃遮

光保存。 
1.6  间接免疫荧光检测 rPoIFN-α的表达 

鉴定正确的穿梭质粒 rBac-PoIFN-α接种对数生长

期的 Sf9 昆虫细胞，28℃培养 72 h，至出现形态病变

时，收获细胞，PBS 洗涤后，悬液滴于载玻片上，自

然干燥，用预冷的丙酮-乙醇（3﹕2）固定 5 min。以

鼠抗 PoIFN-α抗体（1﹕2 500）作一抗，用 FITC 标记

的羊抗鼠抗体（1﹕50）作二抗，荧光显微镜观察结果。

同时野生型杆状病毒感染的细胞作对照。 
1.7  SDS-PAGE 和 Western blot 检测 rPoIFN-α 的表

达 
上述 rBac-PoIFN-α接种对数生长期的 Sf9 昆虫细

胞，28℃培养至 96 h，收集上清 80 ml，经 300 000×g
超速离心后，经镍亲和层析柱纯化，进行 SDS-PAGE
电泳，电转印至硝酸纤维素膜，用含 10%脱脂乳 PBST
封闭过夜，以鼠抗 PoIFN-α抗体（1﹕2 500）作一抗，

作用 2 h，PBST 洗涤，用 HRP 标记的羊抗鼠 IgG     
（1﹕2 500）作二抗，作用 1 h，DAB 显色试剂盒检测。 
1.8  rPoIFN-α在 PK 细胞上对 VSV 的抑制作用 

细胞病变抑制法测定重组干扰素的抗病毒活性，

本研究应用猪肾细胞 PK-15-VSV 系统测定。将抑制

50%细胞病变（CPE50）出现孔的干扰素最高稀释度

定为 1 个干扰素活性单位（U）。以重组杆状病毒感

染96 h的昆虫细胞上清与上清等体积稀释的细胞裂解

液，分别作抗病毒活性检测。 

2  结果与分析   

2.1  蜂素信号肽编码序列与编码成熟 PoIFN-α 基因

片段连接结果   
将包含 EcoRⅠ酶切位点的编码信号肽基因片段

和编码猪干扰素α成熟蛋白基因片段纯化后，各取1 µl
进行 5 个循环预扩增，然后加入特异引物继续进行

PCR 扩增。其产物经 10 g·L-1琼脂糖凝胶电泳鉴定出

现约 600 bp 左右的条带，与预期大小一致（图 1）。 
 

 
 
M：DNA Marker DL2000；1：蜂素信号肽；2：猪干扰素 α基因；3：
连接蜂素信号肽的猪干扰素 α基因 
M: DNA Marker DL2000; 1: HBM; 2: PoIFNα; 3: HBM-PoIFNα-6His 

 

图1  PoIFN-α基因与蜂素信号肽基因的PCR连接产物的鉴定 

Fig. 1  PCR results of PoIFN-α and PoIFNα fused with HBM 

 
2.2  pFastBac-PoIFN-α转移载体的鉴定   

电泳结果显示，重组质粒 pFastBac-PoIFN-α进行

PCR、电泳，出现 1 条长约 600 bp 的特异条带；经 EcoR
Ⅰ和 Hind Ⅲ酶切、电泳出现 2 条带：一条带为载体，

约为5 200 bp，另一条为插入的目的条带，约为600 bp，
与预期结果相符（图 2）。序列测序表明，该转化菌

的质粒中含有目的基因片段，且读码框正确，重组质

粒 pFastBac-PoIFN-α构建成功。 
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1：PoINFαPCR 产物；2：EcoRⅠ和 Hind Ⅲ双酶切重组转移载体的产

物；M：DNA marker DL15000  
1: PoINFαPCR product; 2: Production of recombiant transfer vector 
digested with EcoR and Ⅰ Hind ; MⅢ : DNA marker DL15000  

 

图 2  重组转移载体的酶切鉴定   

Fig. 2  Identification of recombiant transfer vector digestion 
with EcoRⅠand Hind Ⅲ 

 
2.3  重组杆状病毒 PCR 鉴定及电镜观察     

以重组杆状病毒基因组 DNA 为模板，用 M13 上

下游引物进行 PCR 扩增。电泳结果在约 3 000 bp 处显

示有特异性片段，野生杆状病毒对照则出现 300 bp 的

片段（图 3），与预测结果一致。 
 

 
 
M1：DNA marker DL12000；2：重组杆状病毒的 PCR 产物；3：野生杆

状病毒的 PCR 产物；M2：DNA marker DL2000 
M1: DNA marker DL12000; 1: PCR product of recombiant baculovirus; 2: 
PCR product of wild baculovirus; 3: Negtive control of Sf9 insect cells; M2: 
DNA marker DL2000 

 

图 3  重组杆状病毒的 PCR 鉴定 

Fig. 3  PCR identification of recombiant baculovirus 
 

2.4  间接免疫荧光检测 rPoIFN-α的表达     
间接免疫荧光试验结果显示，rBac-PoIFN-α感染 

Sf9 昆虫细胞显示强荧光信号，并且荧光信号主要分

布在细胞膜上（图 4-A），而以野生杆状病毒感染 Sf9
昆虫细胞荧光信号阴性（图 4-B），结果表明 rPoIFN-α
在 Sf9 昆虫细胞中获得表达。 
 

 
 
A：重组杆状病毒感染的 Sf9 昆虫细胞；B：野生杆状病毒感染的 Sf9
昆虫细胞 
A: Sf9 insect cells infected by rBac-PoIFN-α; B: Sf9 insect cells infected by 
wild baculovirus 

 

图4  IFA检测rBac-PoIFN-α感染Sf9昆虫细胞中rPoIFN-α

的表达 

Fig. 4  IFA detection of expression of rPoIFN-α in the Sf9 

insect cells infected with rBac-PoIFN-α 

 
2.5  SDS-PAGE 和 Western blot 检测结果     

重组杆状病毒感染的 Sf9 昆虫细胞 96 h，收集上

清超速浓缩，镍亲和层析柱纯化进行 SDS-PAGE，在

19 kD 处出现 1 条带，转膜后以鼠抗 PoIFN-α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，出现 1 条特异性的抗原-抗体结合带（图 5）。 
2.6  重组蛋白抗病毒活性的检测 

收集上清和昆虫细胞，将细胞以与上清等量的

PBS 稀释并裂解，分别以 10 倍比稀释分别处理猪肾细

胞（PK15）24 h，然后以 100TCID50猪水泡性口炎病

毒（VSV）感染，检测结果表明，细胞上清中的重组

蛋白和昆虫细胞内重组蛋白对 VSV 均表现出较高的

抑制活性，以抑制 50%细胞病变的干扰素的最高稀释

度定为 1 个干扰素活性单位，上清的抗病毒效价达到

1.07×105 U·ml-1，昆虫细胞裂解液的抗病毒效价为

3.15×104 U·ml-1。 

3  讨论 

随着基因工程技术的发展，体外表达 PoINF-α进

行免疫增强作用和抗病毒作用等相关研究已有报   
道[24-25]。常用的表达系统主要有大肠杆菌和酵母表达

系统。大肠杆菌表达系统由于操作简单、表达量高等

优点被广泛应用于动物干扰素的研究，但该系统也存 
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M：低分子量标准蛋白质；1：rBac-PoIFN-α感染的 Sf9 昆虫细胞；2：
镍亲和层析柱纯化的培养上清；3：纯化 rPoIFN-α的 Western blot 
M: Low MW standard protein marker; 1: Sf9 infected with rBac-PoIFN-α; 2: 
Ni2+ column purification of the culture supernatant infected with 
rBac-PoIFN-α; 3: Western blot of purified recombiant protein  

 

图 5  重组猪干扰素 α SDS-PAGE 和 Western blot 检测 

Fig. 5  Analysis of recombiant PoIFN-α by SDS-PAGE and 

Western blot 

 
在不足之处，其一是对表达的外源蛋白不能进行转录

后修饰。尽管 PoINF-α无 N-糖基化位点，但昆虫细胞

仍然进行 O-糖基化修饰；其二是对表达的外源蛋白不

能正确折叠，常以非活性的构象存在，恢复其活性必

须要经过变性复性等繁琐步骤，并且其产量较低。因

此在应用中受到一定程度的限制。酵母表达系统表达

量普遍偏低，并且其糖基化模式与动物细胞糖基化模

式差异较大。 
本研究应用 Bac-to-Bac 杆状病毒表达系统[26]，该

系统分为 3 个部分：Bacmid 穿梭载体，供体质粒和辅

助质粒。AcMNPV 的多角体蛋白基因被 mini-F 复制

子、卡那霉素抗性基因、Tn7 细菌转座子靶位 attTn7
及 β-半乳糖苷酶 α 肽的部分 DNA 片段取代。mini-F
复制子使杆状病毒以大质粒的形式在 DH10Bac 菌中

自主复制，并保持低拷贝数。在转移载体中，外源基

因位于 polyhedrin 启动子之下，并携带一个庆大霉素

抗性基因，两侧为 Tn7 的左右臂。用转移载体转化含

Bacmid 的 DH10Bac 菌株时，在辅助质粒（该质粒为

四环素抗性筛选标志）提供转座酶的情况下，通过转

座插入 Tn7，转座子靶位点 attTn7，从而阻断了 lacZ
基因的表达。在含卡那霉素、庆大霉素、四环素及 x-gal
和 IPTG 的培养基上挑取白色菌落，即可得到重组

Bacmid，突破了多年来必须在活细胞内重组病毒基因

组的束缚。Bacmid 质粒在大肠杆菌中既可以复制，又

对鳞翅目昆虫细胞具有感染性。与传统的杆状病毒载

体系统相比，其显著的优点：一是缩短了重组病毒构

建所需的时间；二是由于重组病毒 DNA 在细菌内产

生，可根据菌斑颜色筛选即蓝白斑筛选，不存在野生

型和非重组型病毒交叉污染的问题，因此不需要传统

繁琐的空斑分析来纯化重组病毒，而且转座率高，纯

化率达 100%。 
哺乳动物细胞因子基因，原有的信号肽往往不能

被昆虫细胞识别，在杆状病毒和昆虫细胞表达系统上

不能达到分泌表达，并且其表达量也低[27]。Tessier 等
报道蜂素信号肽能够增强外源蛋白在昆虫细胞中分泌

表达，提高表达量[28]，因此本试验通过 PCR 构建嵌合

体基因，引入了蜂素信号肽基因取代原有的信号肽，

间接免疫荧光表明重组 PoINF-α在昆虫细胞内实现了

分泌表达，其荧光信号主要分布在细胞膜上。不带信

号肽和携带原有信号肽的干扰素 α在杆状病毒/昆虫 
细胞表达系统表达（资料待发表），不带信号肽的糖

蛋白主要分布在细胞内，而携带原有信号肽的糖蛋白

主要分布在细胞膜上，其表达的蛋白虽然可以被传递

到细胞外，但却不能被剪切，在上清中存在的量少，

到后期被重组杆状病毒感染的昆虫细胞发生溶解后，

随着细胞裂解释放出来。本研究引入蜂素信号肽达到

了增强表达量的作用。 

4  结论 

本研究克隆的 PoINF-α基因编码序列中经分析没

有 N-糖基化位点，重组蛋白在 SDS-PAGE 上的表观

分子量与预测的大小一致，为 19 kD。收集 80 ml 培养

上清，进行超速离心浓缩，镍亲和层析柱纯化，进行

SDS-PAGE电泳，同样出现19 kD的纯化条带。Western 
blot 试验在 19 kD 也显现强信号反应。培养上清和昆

虫细胞进一步通过在 PK-15 细胞上对猪水泡性口炎病

毒（VSV）的抑制作用，表明重组蛋白具有较高的抗

病毒活性，证明 PoINF-α已在昆虫细胞中成功实现了

表达，为临床上用于病毒性疫病的防治奠定了基础。 
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