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摘 要 通过 [M.从鲁西黄牛（Q/((’B 0><<(/）基因组 4*:中克隆了!干扰素（H’Z=*K!）基因，并插入到 ;I?"!> \中，构建成重
组原核表达质粒 ;I?"!> \ ]H’Z=*K!，进行测序和诱导表达。测序结果表明，鲁西黄牛 Z=*K!基因全长 #LN个核苷酸，含一个开
放阅读框（W.=），编码 899 个氨基酸的成熟蛋白，与已报道的牛!干扰素 M亚型氨基酸组成同源性为 L%^9_。表达产物经
J4JK[:GI分析，表达出 #$C4的融合蛋白，表达量占菌体总蛋白的 !9^%_。表达产物经镍离子螯合次氨基三乙酸（*1K*?:）亲
和层析纯化，纯化产物进行复性后在 X4H‘]&J&上的活性为 O a 8$O ,]5D。重组牛 Z=*K!（7H’Z=*K!）对牛轮状病毒（H.&）有一定
的抑制作用，抗 H.&病毒活性为 8^O a 8$O ,]5D。结果显示从鲁西黄牛中克隆了 Z=*K!基因的一种新亚型，即 H’Z=*K!M!，并实
现了高效表达，获得了具有较高抗病毒活性的重组干扰素产物，为重组牛干扰素的开发奠定了基础。

关键词 黄牛，!干扰素基因，表达，抗病毒活性
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干扰素（!"#$%&$%’"，()*）是一类具有高活性，多
功能的蛋白，具有广谱抗病毒，抗肿瘤及免疫调节功

能［+］。牛干扰素分为!型和"型，其中!型干扰素
又分为#、$、%、&亚型，均为无内含子的单拷贝或多
拷贝基因，并具有广谱抗病毒作用［,］。以人 ()*-#
基因为探针从牛的 ./*0文库中克隆了牛 ()*-#基
因（1’()*-#），推测 1’()*-#至少有 +2 3 +, 个亚型，
并测序了其中 0、1、4、/ 亚型［5，6］。4789:!"［;］等
（+<<=）从病毒感染的肠上皮细胞中克隆了 1’()*-#
>亚型，并进行了重组表达研究，?8@:［=］等（+<<=）克
隆了 A、)、B亚型，史喜菊等［C］（,225）重组表达了 (、
D亚型。
近年来，由于病毒感染引发的奶牛传染性疾病

发病率明显增加，给我国奶牛养殖业造成了较大危

害。而相关重组牛干扰素在抗水泡性口炎病毒，口

蹄疫病毒，牛病毒性腹泻病毒，呼吸道合胞体病毒研

究中均有较好效果［E F ++］。为获得具有自主知识产权

的牛重组干扰素类制品，本文克隆了鲁西黄牛 ()*-#
基因，重组到 9>G5,8（ H）表达载体中，构建成重组
原核表达质粒 9>G5,8（ H）I1’()*-#，并在大肠杆菌
中进行高效表达研究，纯化了表达产物并进行了抗

病毒活性分析。

! 材料和方法

!"! 试验材料
!"!"! 载体、细胞、病毒： 9J/+E-G 载体购自
G8K8L8公司；9>G5,8（ H）载体与 1M,+（/>5）购自
*’N8O$"公司；水泡性口炎病毒（PQP）、牛轮状病毒
（1LP）、牛胎肾细胞（J/1K）购自中国兽医药品检定
所；重组人#干扰素购自山东金泰生物工程有限公
司。

!"!"# 工具酶、试剂：各种工具酶购自 G8K8L8 公
司；/J>J 培养基为 A(14R 产品；回收试剂盒购自
S-O$"$公司；*!-*G0纯化柱购自 T(0A>*公司。
!"# 方法
!"#"! 引物：根据 1’()*-#基因序列（0..$UU!’"
"@VW$% J+2<;6）以及酶切位点分析，在其开放阅读
框（RL)）两侧设计一对引物，由 Q8"O’" 公司合成。
上游引物：;X-44AA0G44GA44044GA4 4G404044-
5X，包含一个 !"#B!酶切位点；下游引物：;X-
G400A4GGAG44GGG4G44GA0004G4G4-5X，包含一个
$%&Y’酶切位点。
!"#"# 1’()*-#基因重组克隆质粒的构建：按常规
方法提取鲁西黄牛血液基因组 /*0，进行 ?4L 扩

增。?4L扩增体系总体积为 ,2(M，含上下游引物各
2Z;(M。反应条件 <;[ +2V!"，<6[ 52U，=<[ 52U，
C,[ +V!"，52 个循环，C,[ +2V!"。?4L 产物经
2ZE\琼脂糖凝胶电泳回收，连接 9J/+E-G，构建重
组质粒 9J/+E-GI1’()*-#，将重组质粒转入大肠杆菌
DJ+2<，经氨苄青霉素（0J?）抗性、半乳糖苷酶蓝白
斑筛选，18V B!、$%&Y ’双酶切鉴定以及 ?4L鉴
定。

!"#"$ 1’()*-#序列分析：将鉴定正确的重组质粒
送 Q8"O’"公司测序，采用 1M0QG进行同源性比较。
!"#"% 1’()*-#基因重组表达质粒的构建：!"#B

!、$%&Y ’双酶切 9J/+E-GI1’()*-#，回收目的片
段，9>G5,8（ H）进行同样酶切，G6 /*0连接酶连接，
构建重组表达质粒 9>G5,8（ H）I1’()*-#。将重组质
粒进行 !"#B!、$%&Y’双酶切鉴定以及 ?4L鉴定。
!"#"& 1’()*-#基因表达条件优化、Q/Q-?0A> 分
析：将重组质粒 9>G5,8（ H）I1’()*-#和 9>G5,8（ H）
载体分别转化 1M,+（/>5）感受态细胞，经氨苄青霉
素抗性筛选挑取单个阳性菌落，接种于 5VM M1液体
培养基［+,］，5C[振荡培养，当 ’(=22达到 2Z=时加入

(?GA至终浓度 +VV’:IM，52[培养 67，收集菌体，煮
沸裂解变性用于 +;\Q/Q-?0A>［+5］，鉴定表达产物，
同时设不加 (?GA诱导的对照组。
!"#"’ 纯化与复性：以 T(0A>*公司提供的试剂盒
按提供的操作步骤纯化重组蛋白。详细过程如下：

取 +2VM菌体离心，沉淀重悬于 +VM W@&&$% 1（EV’:IM
@%$8，2Z+V’:IM *8B,?R6，2Z2+V’:IM G%!U-4:，9BEZ2），
室温下振摇 +7，离心收集上清；=22(M 上清加入预先
平衡的 *!-*G0柱中，C22) 离心 ,V!"，收集流出液；
用 =22(M W@&&$% 4（EV’:IM @%$8，2Z+V’:IM *8B,?R6，

2Z2+V’:IM G%!U-4:，9B=Z5）洗涤，C22) 离心 ,V!"，收
集流出液；洗脱蛋白用 ,22(M W@&&$% >（EV’:IM @%$8，
2Z+V’:IM *8B,?R6，2Z2+V’:IM G%!U-4:，9B6Z;），C22)
离心 ,V!"，收集的洗脱液即为纯化蛋白，采用 +;\
Q/Q-?0A>电泳鉴定纯化结果。采用逐步降低尿素
浓度的稀释复性法进行复性。目的蛋白用 1%8Y&’%Y
法（+<C=）进行定量［+6］，以 1Q0 作标准，测定样品的
’(;<;值。

!"#"( 抗病毒活性分析：采用细胞病变抑制法。
细胞培养板常规培养 J/1K至单层后，各孔中分别
加入人#干扰素 + ]+2倍倍比稀释液和 %1’()*-#+ ] ,
倍倍比稀释液 +22(M，过夜培养后分别加入 +22
G4(/;2 的 PQP病毒液 +22(M，观察病变。待对照完
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全病变后，结晶紫显色，酶标仪测 !"!!"值。并以人

#$%核准成国际单位。
!"#"$ 抗牛轮状病毒结果：&’ 孔细胞培养板常规
培养 ()*+至单层后，每孔加入 ,""!- . 倍倍比稀
释的 /*0#$%1"，过夜培养后用 ,"" 23#)!" *45攻毒，
67 8后观察细胞病变抑制结果，同时设细胞和病毒
对照。

# 结果

#"! 牛 %&’(!基因的克隆
以牛血液 )%9为模板，:34扩增特异性片段，

:34产物经 ,;琼脂糖凝胶电泳后，在 !""<=处有一
条特异的 )%9条带（图 ,），与报道的 *0#$%1"大小
相符。回收该片段，重组到 =(),712载体中，酶切、
测序鉴定。

图 , *0#$%1":34扩增结果
$>?@ , 9A=B>C>DEF>0G 0C *0#$%"?HGH
(：AE/IH/ )- . """；,、.：:34 =/0JKDF @

#"# 序列分析
鲁西黄牛 #$%1"基因测序结果以及推导的氨基

酸序列如图 . 所示，克隆的基因 L4$ 为 6&7<=
（9DDHMM>0G GKA<H/ )NO&’7"P），编码 ,’’ 个氨基酸的
成熟多肽，无糖基结合位点，与已报道的 *0#$%1"3
亚型核苷酸序列的同源性为 &7Q’;，有 P个碱基发
生了变异，氨基酸序列同源性为 &PQ’;。*0#$%1"
各亚型氨基酸序列同源性比较如表 ,所示。

图 . 鲁西黄牛 #$%1"基因测序结果以及
推导的氨基酸序列

$>?@ . 28H GKDBH0F>JH EGJ =/HJ>DFHJ EA>G0 ED>J
MHRKHGDHM 0C *0#$%"?HGH 0C -KS> THBB0U DEFFBH

表 ! )*%&’!各亚型核苷酸和氨基酸序列同源性比较
+,-./ ! 0.1234/35 *6 ,413* ,718 9/:;/37/9 *6 <;=1 >/..*? 7,55./ )*%&’!?15@ *5@/A )*%&’!9;-5>B/9
#$%1"
9

#$%1"
*

#$%1"
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#$%1"
)

#$%1"
V

#$%1"
$

#$%1"
W

#$%1"
X

#$%1"
#

#$%1"
Y

#$%1"
-KS>

#$%1"9 &.Q7 &.Q. &,Q" &!Q. &.Q7 &,Q’ &.Q. &6Q. &6Q" &OQ6
#$%1"* &!Q6 &.Q7 &.Q7 &6Q’ &,Q" &6Q" &!Q. &.Q7 &OQ6 &6Q"
#$%1"3 &!Q6 &!Q’ &.Q7 &.Q. &,Q" &6Q" &,Q’ &.Q7 &6Q" &PQ’
#$%1") &6Q’ &!Q’ &!Q7 &.Q. &,Q" &6Q" &OQ6 &.Q. &,Q’ &.Q7
#$%1"V &PQ. &!Q6 &!Q6 &6Q. &,Q’ &,Q’ &6Q’ &.Q7 &6Q" &OQ6
#$%1"$ &!Q. &6Q6 &6Q7 &6Q6 &6Q6 &,Q" &,Q" &OQ6 &,Q’ &,Q’
#$%1"W &6Q" &!Q" &!Q7 &6Q’ &OQ’ &6Q" &6Q" &.Q7 &,Q’ &.Q.
#$%1"X &!Q. &PQ" &!Q6 &PQ" &!Q. &6Q’ &6Q7 &.Q7 &6Q" &.Q.
#$%1"# &PQ" &’Q. &’Q’ &!Q6 &’Q. &!Q" &6Q6 &’Q6 &OQ6 &!Q.
#$%1"Y &’Q6 &!Q6 &’Q" &!Q’ &!Q. &!Q’ &!Q" &!Q7 &’Q7 &OQ6

#$%1"-KS> &’Q" &’Q" &7Q’ &’Q6 &!Q’ &’Q6 &6Q6 &!Q" &PQ. &’Q.
28H BHCF KGJH/ >M GKDBH0F>JH MHRKHGDH >JHGF>F>HM EGJ F8H />?8F K==H/ >M EA>G0 ED>J MHRKHGDH >JHGF>F>HM@

#"C 重组表达质粒的构建与鉴定
将所克隆的 *0#$%1"重组入 =V2O.E（ Z），构建

原核表达质粒 =V2O.E（ Z ）[*0#$%1"，经 #$%X#、
&’(J$双酶切后可见在 !""<=处有一条特异的 )%9
条带，而且 :34扩增出 !""<=特异条带（图 O），说明

重组质粒构建正确。

#"D EFE(G0HI及纯化结果
\)\1:9WV分析表明在 O"]、68 时表达量最高

而不同 #:2W浓度对其表达影响不大；\)\1:9WV及
纯化结果如图 6所示，#:2W诱导株与纯化产物都在

.OP )*’(+,+ -./0($1 .2 #’.3+4*(.1.56 生物工程学报 .""P，50BQ.O，%0Q6



图 ! 重组表达质粒的酶切鉴定和 "#$鉴定
%&’(! )&’*+,&-. /.0 "#$ &0*.,&1&2/,&-.+ -1
3*2-45&./., 67/+4&0 689!:/（ ;）<=->%?@!

A：4/3B*3 )C : DDD；E：0&’*+,&-. &0*.,&1&2/,&-.+ F&,G !"#H" /.0
$%&0#；:："#$ &0*.,&1&2/,&-.+(

IDBJ左右表达出了 E条特异蛋白带，与预测分子量
一致。经 =/.0K2/.LMD 分析，蛋白产量约占菌体总
蛋白的 :NMOP。经蛋白可溶性分析，所表达蛋白以
包涵体形式存在，包涵体占沉淀蛋白的 !DMQP。

图 I K)K@"RS8分析 3=->%?!表达和纯化结果
%&’( I 8T63*++&-. /.0 6J3&1&2/,&-. -1 3=->%?

!/./7UV*0 5U K)K@"RS8
A：63-,*&. 4-7*2J7/3 +,/.0/30 4/3B*3；E：*T63*++&-. -1 689!:/（ ;）；:：
6J3&1&2/,&-. -1 ,G* 3=->%?!；!：*T63*++&-. -1 3=->%?!5U >"9S &.0J2,&-.(

!"# 抗病毒活性
纯化的重组牛干扰素能有效地抑制 WKW 对

A)=X细胞的致病作用，表现出较高的抗 WKW病毒
活性，其活性为 L Y EDLJ<4’。
!"$ 抗牛轮状病毒效果

3=->%?@!处理 A)=X后，=$W进行感染，IZG后
空白对照组细胞正常，病毒组发生了明显的病变，而

加入 E [:EE稀释度的 3=->%?@!样品组，细胞仍未出现
明显病变。经换算 3=->%?@!抗 =$W病毒活性为 EML
Y EDLJ<4’。

% 讨论
本研究从鲁西黄牛血液中扩增出了!干扰素基

因，测序结果显示该基因与已报道的 =->%?@!基因
长度完全一致，由 IQZ56编码 ENN个成熟多肽，含一
个 \$%［!，I］。与已报道的 =->%?@!#亚型相比 I个氨
基酸发生了点变异，第 OL位 A*,!9G3，第 ZN位 R+6

!R7/，第 QO位 "G*!R7/，第 E!L位 R3’!CU+，同源性
为 QOMNP，与其他几个亚型氨基酸序列同源性在
QEMDP ] QLM:P之间，与我国史喜菊等人克隆的荷
斯坦奶牛、晋南黄牛、福安水牛、富钟水牛的 >%?@!
氨基酸同源性分别为 Q:MZP、Q!MQP、QOM:P、
QNM:P［EL，EN］。根据国际干扰素命名委员会建议，在
一特定的干扰素型别内，有氨基酸序列或组成方面

的差异时可确定为亚型，鲁西黄牛 >%?@!基因是一
种新亚型，建议命名为 =->%?@!#:，在 S*.=/.B中登
录号为 )^!QNZDO。
经软件分析，所得基因序列内部无 !"#H"、

$%&0 #酶切位点，689!:/（ ;）<=->%?@!经上述两种
酶切后，不影响基因序列编码区的内部结构。原核

表达载体 689!:/（ ;），含 9O 启动子和转录终止信
号，其特点除了能够编码 N个组氨酸残基外，还带有
大肠杆菌 93TR基因，93TR基因编码 EDQ个氨基酸的
硫氧还蛋白，外源基因经多克隆位点插入后与 93TR
一起融合表达，不仅提高了表达产物的稳定性，而且

由于表达蛋白 ?末端含 N个组氨酸，易于用亲和层
析柱纯化、鉴定。重组蛋白经尿素变性、梯度浓度尿

素和 "=K分步透析复性后，在 A)=X<WKW系统上测
得的活性为 L Y EDLJ<4’，抗 =$W病毒活性为 EML Y
EDL J<4’，说明纯化过程不影响重组蛋白的生物学活
性，利于规模化生产。由此也表明黄牛 >%?@!基因
序列的变化并没有引起抗病毒活性的改变。

在构建表达载体时，考虑到真核生物的信号肽

在原核生物中进行表达时大部分不具有分泌功能，

干扰素的信号肽蛋白可能会影响到重组干扰素的生

物学活性，本研究只克隆、表达了牛!干扰素成熟蛋
白基因，避免了信号肽对成熟蛋白的生物活性的影

响。

干扰素有广谱抗病毒、抑制细胞增殖以及提高

免疫功能等作用。由于病毒病一直困扰着我国的养

牛业，造成巨大的经济损失，因此奶牛业生产中需要

干扰素类广谱抗病毒生物制剂来治疗和加强疫苗的

免疫效果。本研究率先在我国克隆了鲁西黄牛干扰

素基因，在大肠杆菌中成功表达了牛重组干扰素蛋

白，并对其抗病毒活性进行了分析，为重组牛干扰素

的临床应用打下了基础。
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防致癌聚氯乙烯与发展生物塑料

废弃烃类聚合物或其衍生物如旧塑料内所含的聚氯乙稀比较容易分解，在加工制作工程中会转化为氯化氢（遇水转化为

盐酸）。如果用这类废旧塑料制成容器，当其加入温水、开水之后，其容器内所含的各种化学元素产生反应，会转化为各种对

人体有害的物质。据有关资料显示，每公斤聚氯乙稀中可分解产生 >@@@09氯乙烯单体，而此“单体”被国家癌症机构已定为
“人类致癌物”。我国成都一家塑料加工厂加工制造带“毒”饮料瓶事件引起有关方面重视。如何治疗这种有致癌作用的聚氯

乙稀及其单体呢？从生物技术应用考虑，可采取两方面技术措施：（:）利用某些微生物对这些聚氯乙稀及其单体废弃物降解
或转化。如一种脱卤拟球菌（>!*#$(7(77(’=!4 !"*!.#6!.!4）（已测定基因组序列）对三氯乙烯、四氯乙烯的降解，并转化为无害代谢
产物乙烷，这是脱氢酶作用的结果；还发现假单胞菌（;4!5=(+(.#4 2I6）对三氯乙烯（C*N）也有很好降解能力，这方面研究有待
开发；“脱卤工程菌”的研发将用于洁净地下水，仍需做进一步研究。（R）发展生物塑料（可降解塑料）是时代发展的必需。特别
是我国即将迎来奥运会，减轻或根除那些有害难降解塑料垃圾应引起高度重视。在北京，日产垃圾 :6 R万吨，并每年以 :@‘
以上的速度递增，仅超市每天消耗塑料袋达 =万吨，R@@<年北京奥运会预计将产生 :万吨垃圾，其中大部分为餐饮垃圾包括
>‘的塑料垃圾（>@@吨）。面对现实，如何实现“绿色奥运”的理念？那就是严防有害“白色污染”，大力推行“可生物降解塑
料”。生物可降解塑料主要利用秸秆、麸皮中的淀粉、纤维素、蛋白质等天然高分子材料制造，而这种环保型的塑料具有如下

优点：:a 原料易得且丰富；Ra 可生物全降解，不污染环境；!a 安全，无毒副作用；>a 经济实用，不亚于传统化工塑料；=a 产生“三
效益”（经济、社会、环保）；Ka 也是节能的一项措施，降低或杜绝对石油的依赖性；Ja 利用一种转基因酵母研发成实用塑料，废
弃后可以转化成燃料塑料；将一种酶基因建构“工程大肠杆菌”，能将废塑料转化成燃料塑料，作为一种能源的替代性、竞争性

有待进一步研究。目前我国可生物降解塑料产量只有 =万吨生产能力，整个年产塑料如包装材料产量 :=@万吨。为此，发展
可生物降解塑料还要下很大工夫才能得以实现，如果达到产业化、商品化，还必须降低成本，价格便宜，提高生产效力和良好

的产品性能，这将为扩大应用范围，走向市场，满足商品需求作出贡献。

（柯为）
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