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摘  要：【背景】猪传染性胸膜肺炎是由胸膜肺炎放线杆菌(Actinobacillus pleuropneumoniae, APP)
感染引起的一种呼吸道疾病，该病死亡率可达 80%–100%。干扰素刺激基因 15 (interferon-stimulated 
genes 15, ISG15)蛋白可抑制病毒的复制，但其在 APP 方面的研究尚不清楚。【目的】构建猪源 ISG15
原核表达载体，纯化 ISG15 蛋白并研究其对 APP 感染的影响。【方法】构建 pET-28a-ISG15 原核表

达载体，纯化获得 ISG15 蛋白。采用流式细胞术和实时荧光定量 PCR 法检测 ISG15 蛋白处理后肺

泡巨噬细胞死亡情况和炎症因子表达水平。建立 APP 感染小鼠模型，鼻内给药 ISG15 后，检测小

鼠体重、临床症状及存活情况，分析 ISG15 对 APP 致病性的影响。【结果】获得了 ISG15 蛋白。

相较于单独攻菌组，ISG15 添加组的肺泡巨噬细胞死亡率、炎症因子 IL-6 和 IFN-γ 表达水平均显

著升高(P<0.05)。在小鼠试验中，相较于单独攻菌组，中剂量和高剂量 ISG15 组小鼠的临床症状及

死亡率显著上升，肺组织 IL-6、IFN-γ 和 IL-1β 表达水平显著增加。【结论】ISG15 通过促进肺泡

巨噬细胞死亡和炎症因子的释放加剧 APP 的感染，为 APP 防治技术的研发提供了理论基础。 
关键词：胸膜肺炎放线杆菌；ISG15；炎症因子；巨噬细胞 
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Porcine ISG15 exacerbates Actinobacillus pleuropneumoniae 
infection by promoting inflammatory cytokine release and 
macrophage death 
GAN Lin, WEN Yu, TIAN Yanyan, ZHANG Kaixin, LI Fengyang, LEI Liancheng, LI Na* 

Key Laboratory of Zoonosis Research, Ministry of Education, College of Veterinary Medicine, Jilin University, 
Changchun 130062, Jilin, China 
 
Abstract: [Background] Porcine transmissible pleuropneumonia is a respiratory disease caused 
by Actinobacillus pleuropneumoniae infection, and the mortality rate of the disease can reach 
80%–100%. The ISG15 protein inhibits viral replication, but its study in Actinobacillus 
pleuropneumoniae is unknown. [Objective] To build a prokaryotic expression vector for 
porcine ISG15, purify the protein, and study its effect on Actinobacillus pleuropneumoniae 
(APP) infection. [Methods] A prokaryotic expression vector pET-28a-ISG15 was constructed 
for the expression of ISG15. Flow cytometry and fluorescence quantitative PCR were used to 
detect the death of alveolar macrophages and the expression of inflammatory cytokines after 
ISG15 treatment. A mouse model of APP infection was established. After intranasal 
administration of ISG15, the body weight, clinical symptoms, and survival of the mice were 
measured to analyze the influence of ISG15 on the pathogenicity of APP. [Results] ISG15 was 
obtained successfully after prokaryotic expression and purification. The death of alveolar 
macrophages and the expression levels of inflammatory cytokines interleukin-6 (IL-6) and 
interferon-gamma (IFN-γ) were increased after ISG15 treatment (P<0.05). Compared with the 
APP challenge group, the mice treated with medium- and high-dose ISG15 post-infection 
showed severe clinical symptoms, increased mortality, and up-regulated expression levels of 
IL-6, IFN-γ, and IL-1β in the lung tissue. [Conclusion] ISG15 aggravates the APP infection by 
promoting the death of alveolar macrophages and the expression of inflammatory cytokines. 
The findings provide a theoretical basis for developing methods for the prevention and 
treatment of APP. 
Keywords: Actinobacillus pleuropneumoniae; ISG15; inflammatory cytokine; macrophage 
 
 

猪传染性胸膜肺炎是由胸膜肺炎放线杆菌

(Actinobacillus pleuropneumoniae, APP)感染引起

的一种呼吸道疾病，该病死亡率高达 80%–100%，

给养猪业造成了严重的经济损失[1]。临床上，该

菌常与猪链球菌(Streptococcus suis)、猪伪狂犬病

病 毒 (Pseudorabies virus) 、 副 猪 格 拉 瑟 氏 菌

(Glaesserella parasuis)等其他病原体混合感染，

加剧了该病的危害。APP 血清型众多，灭活疫

苗对不同血清型的交叉保护效果不理想，加之

细菌耐药性的增加，致使该病的防治更加困难。 
干扰素刺激基因 15 (interferon-stimulated 

genes 15, ISG15)是一种 I 型干扰素(interferon)
诱导基因，主要以细胞内游离形式、与靶标蛋

白偶联的细胞内形式和细胞外分泌形式这 3 种

形式存在。细胞内 ISG15 主要功能为病毒和细

胞蛋白的翻译后修饰，类似于泛素化。在这个
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过程中，该蛋白通过与 150 多种蛋白质靶标偶

联，介导经典免疫信号通路，如 NF-κB、JNK
和 IRF-3 通路[2]。胞外分泌的 ISG15 也可以作

为一种细胞因子或趋化因子发挥调节免疫细

胞的作用[3]。当前，多个研究表明 ISG15 可以

通过与宿主蛋白的非共价结合来破坏病毒复

制，例如，与甲型流感病毒(influenza a virus, 
IAV)中的非结构蛋白 1 (non structural protein 1, 
NS1)结合[4-5]，进而抑制病毒复制，诸如此类病

毒还包括呼吸道合胞病毒(respiratory syncytial 
virus, RSV)[6]、人乳头瘤病毒 16 型 (human 
papillomavirus type 16, HPV16)[7]及辛德毕斯病

毒(Sindbis virus, SINV)[8]等。除此之外，在癌症

中，ISG15 可根据肿瘤类型表现出抑制或促进

肿瘤作用[9]，例如 ISG15 参与调节胰腺癌干细

胞代谢中关键蛋白的活性，从而破坏其代谢可

塑性，促进其凋亡[10]。总的来说，目前对 ISG15
的研究主要集中于病毒、癌症等，而对于细菌

类疾病的研究甚少。 
肺泡巨噬细胞(alveolar macrophages, AM)

是肺部感染的第一道防线，是抵挡病原微生物

感染的关键一环。此前研究表明，APP 感染后

会诱导肺泡巨噬细胞死亡并产生过量的促炎细

胞因子，如 IL-1β、IL-6 和 TNF-α 等，加剧肺

损伤[11]。在牛痘病毒(Vaccinia virus, VACV)感染

中，ISG15 可通过调节线粒体功能和稳定性，

促进巨噬细胞极化为促炎表型，从而降低病毒

滴度[12]。此外，ISG15 缺失加重小鼠结核分枝杆

菌(Mycobacterium tuberculosis)的感染[13]。王俊[14]

发现 APP 感染猪肺支气管上皮细胞能够诱导细

胞分泌含有大量 ISG15 的外泌体囊泡，该外泌

体可通过递送内容物至巨噬细胞，激活巨噬细

胞，但是 ISG15 对细菌感染引发的炎症应答有

何作用尚不清楚。 
因此，本研究克隆了猪源 ISG15 基因，对

其进行原核表达，并利用纯化的 ISG15 蛋白初

步探究了其对 APP 感染的影响，为 APP 防治技

术的研发提供理论基础。 

1  材料与方法 
1.1  样品 

大肠杆菌(Escherichia coli) DH5α 和重组蛋

白表达受体菌 BL21(DE3)，TaKaRa 公司。

pET-28a(+)原核表达载体由本实验室保存。APP
血清 5 型菌株 L20 保存于本实验室。猪肺泡巨

噬细胞(porcine alveolar macrophage, PAM)由本

实验室保存。6−8 周龄(20±2) g 的 ICR 小鼠，

辽宁长生生物技术股份有限公司。动物实验方案

获得吉林大学实验动物福利伦理委员会批准

(JLUA-1309)。 

1.2  培养基和主要试剂、仪器 
LB溶菌肉汤培养基(卡那霉素50 μg/mL) (g/L)：

胰蛋白胨 10.0，酵母提取物 5.0，NaCl 10.0；脑

心浸液(brain-heart infusion, BHI)培养基(g/L)：
葡萄糖 11.0，酵母提取物 25.0，脑心浸液 15.0，
使用前需添加 5%马血清、20 μg/mL 烟酰胺腺

嘌呤二核苷酸(NAD)；固体培养基则需要在以

上条件基础上额外添加 15 g/L 琼脂。 
高糖 DMEM 细胞培养基，宝生物工程(大

连)有限公司；PrimeSTAR 高保真 DNA 聚合酶、

限制性内切酶(EcoR Ⅰ和 Xho Ⅰ)、T4 DNA 连接酶

及反转录预混型试剂盒(含去除 gDNA 试剂)，
TaKaRa 公司；TRIzol 试剂、RNA 提取试剂盒\DNA
凝胶回收试剂盒及质粒小量提取试剂盒，宝生

物工程(大连)有限公司；青霉素-链霉素双抗，

Gibco 公司；7-AAD Viability Staining Solution，
BioLegend 公司；胎牛血清，Clark 公司；烟酰

胺腺嘌呤二核苷酸，Sigma 公司。 
细菌振荡培养箱，哈尔滨东联电子有限公

司；细菌恒温培养箱，上海一恒公司；NanoDrop
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微量分光光度计，荧光定量 PCR 仪，Thermo 
fisher 公司；流式细胞分析仪，Bio-Rad 公司。 

1.3  培养条件 
APP 的培养参照文献[11]。APP 菌株培养于

37 ℃恒温培养箱的 BHI 培养基。 
PAM 培养于含 10%胎牛血清、青霉素  

(100 IU/mL)及链霉素(100 IU/mL)成分的高糖

DMEM 培养基中，细胞在 37 ℃、5% CO2 的培

养箱内培养，经 3 次以上传代后可使用。 

1.4  引物设计与目的基因的扩增 
按照 TRIzol 试剂说明提取 PAM 细胞的总

RNA，并用 NanoDrop 微量分光光度计测定

RNA 的纯度和浓度，使用反转录预混型试剂盒

(含去除 gDNA 试剂)将总 RNA 逆转录为 cDNA
后待用。 

根据猪 ISG15 基因序列(NM_001128469.2)
设计 1 对引物，并在上、下游引物末端分别添

加 EcoR Ⅰ和 Xho Ⅰ酶切位点，该引物由生工生物

工程(上海)股份有限公司合成，引物为 ISG15-F 
(5′-CGGAATTCATGGGTAGGGAACTGAAGG
T-3′)和 ISG15-R (5′-CCGCTCGAGGCACATAG 
GCTTGAGGTCAT-3′)。PCR 反应体系(25 μL)：
2×PrimeSTAR高保真DNA聚合酶预混剂12.5 μL，
上、下游引物(10 μmol/L)各 1 μL，ddH2O 9.5 μL，

cDNA (1 μg/mL) 1 μL。PCR 反应条件：98 ℃ 5 min；
98 ℃ 10 s，65 ℃ 30 s，72 ℃ 1 min，共 35 个循

环；72 ℃ 10 min。PCR 产物经 2%琼脂糖凝胶

电泳鉴定后确定其扩增产物的特异性及大小。

通过胶回收试剂盒、纯化试剂盒回收纯化目的

条带。 

1.5  重组质粒 pET-28a-ISG15 的构建 
将 pET-28a(+)载体与 PCR 回收产物分别经

EcoR Ⅰ、Xho Ⅰ双酶切，酶切产物分别经 0.8%、

2.0%琼脂糖凝胶电泳鉴定后，切胶回收目的基

因及线性化载体片段，经 DNA ligation kit 连

接后，将连接产物转化至 DH5α 感受态细胞。

在转化后的卡那霉素抗性平板挑取单个菌落至

5 mL 含卡那霉素的溶菌 LB 肉汤培养基，37 ℃、

180 r/min 振荡培养 16 h 后用质粒小提试剂盒提

取质粒，经 2%琼脂糖凝胶电泳鉴定大小正确的

阳性克隆重组质粒，送至生工生物工程(上海)
股份有限公司进行测序。 

1.6  pET-28a-ISG15 重组蛋白诱导表达

条件的优化 
将鉴定正确的 pET-28a-ISG15 转化至感受

态 E. coil BL21(DE3)中，通过菌落 PCR 挑取阳

性克隆单菌落至含 50 μg/mL 卡那霉素的 LB 液体

培养基中制备种子液，37 ℃培养过夜；将种子液

按照 1%接种量转接至含卡那霉素的 LB 培养基

中 37 ℃、180 r/min 培养，待 OD600 达到 0.6−0.8
时，将菌液分装至 6 个 50 mL 灭菌离心管中，分

为 3 组，第一组 IPTG 终浓度为 0.1 mmol/L，第

二组 IPTG 终浓度为 0.5 mmol/L，第三组终浓度

为 1 mmol/L，诱导条件分别为：16 ℃ 24 h，37 ℃ 
12 h。8 000 r/min 离心 6 min 收集诱导菌体，冰

浴条件下超声波裂解，超声条件：功率 200 W，

开 3 s 停 3 s，30 min；4 ℃、10 800×g 离心 6 min
后，分离上清与沉淀，制样后通过 12%的

SDS-PAGE 凝胶进行电泳，确定最佳诱导条件。 

1.7  ISG15 蛋白的纯化 
以 1.6 的最佳诱导条件大量诱导表达蛋白

pET-28a-ISG15，参照文献[15]纯化 ISG15 蛋白。

取不同时间段的菌液制样用于凝胶电泳、考马

斯亮蓝染色鉴定，分别为：诱导前全菌、诱导

后全菌、诱导后上清、诱导后沉淀、不同浓度

(25、50 和 500 mmol/L)咪唑洗脱液。 

1.8  CCK-8 法检测 ISG15 蛋白的细胞

毒性 
将 PAM 细胞按照 5×106 cells/mL 的密度接

种至 96 孔无菌细胞培养板，培养 24 h 细胞铺满孔
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板后弃去上清，用 PBS 清洗 3 次后，加入 100 μL
不含双抗和血清的 DMEM 培养基，向 PAM 细胞

中加入不同质量浓度的 ISG15 蛋白溶液(终质量

浓度 5、50 和 500 ng/mL)，空白对照组细胞中

添加 100 μL 空白培养基。分别于 6、12、24 h
利用 CCK-8 法检测 PAM 细胞活力状况，以评

价不同浓度 ISG15 蛋白对 PAM 的细胞毒性。 

1.9  流式细胞术检测细胞的活力 
将细胞分为 4 组，蛋白添加组是在 PAM 细

胞中分别加入含 5 ng/mL 和 50 ng/mL ISG15 蛋白

溶液的 DMEM 基础培养基，其余 PAM 细胞分

为空白对照组、攻菌组，仅添加 DMEM 基础

培养基；继续培养 12 h，孵育结束后用 PBS 清

洗 3 次去除双抗，添加 500 μL 不含血清和双抗

的 DMEM 培养基。除空白对照组外的试验组将

APP 与 PAM 细胞以 MOI=20 (APP:PAM=20:1)
共培养。培养 3 h 后收集细胞。1 000 r/min 离心

5 min 后弃去上清液，使用 5 μg 7-AAD 工作液

重悬细胞并置于冰中，应用流式细胞仪的 PI 通
道检测细胞死亡情况。 

1.10  RT-qPCR 法检测细胞的炎症因子

水平 
将 PAM 细胞中加入 50 ng/mL ISG15 溶液

的 DMEM 基础培养基，攻菌步骤同 1.9。培养

3 h 后收集细胞，按照 1.4 的步骤提取 cDNA，

参照文献[16]用实时荧光定量 PCR 法进行检

测，以 β-actin 为管家基因，使用 2–∆∆Ct法检测

白细胞介素-6 (interleukin-6, IL-6)和干扰素-γ 
(interferon-γ, IFN-γ)表达水平，具体分组如下：

PAM，PAM+APP，PAM+APP+ISG15 (50 ng/mL)，
实验进行 3 次生物学重复。引物序列参考文献[14]，
详见表 1。 

1.11  动物实验 
SPF 级 ICR 小鼠用于建立 APP 感染模型。将

30 只 6–8 周龄的 ICR 小鼠随机分为 5 组，每组

6 只，分别为空白对照组，ISG15 低剂量(50 μg/只)、
中剂量(100 μg/只)、高剂量(200 μg/只)试验组和攻

菌对照组，将每组的小鼠进行标号。攻菌前分别

记录各组的体重和临床症状，其中临床症状评分

相关细则见参考文献[17]。根据分组对每组小鼠 
 
表 1  荧光定量 PCR 引物 
Table 1  Primer pairs in real-time PCR 
Gene name Prime Sequence (5′→3′) 

Pig-IL-6 Pig-IL-6-F GGAGACCTGCTTGATGAGAATC 
Pig-IL-6-R GGCCTCGACATTTCCCTTATT 

Pig-IFN-γ Pig-IFN-γ-F GTAGCTCTGGGAAACTGAATGA 
Pig-IFN-γ-R GATGAGTTCACTGATGGCTTTG 

Pig-β-actin Pig-β-actin-F CATCACCATCGGCAACGA 
Pig-β-actin-R GCGTAGAGGTCCTTCCTGA 

Mouse-GAPDH Mouse-GAPDH-F GCAAATTCAACGGCACAGTCAAG 
Mouse-GAPDH-R TCGCTCCTGGAAGATGGTGATG 

Mouse-IL-6 Mouse-IL-6-F CGGTCTTGTGGAGTTTCAGATA 
Mouse-IL-6-R CTGGATCAGTGCTTTGGTACT 

Mouse-IFN-γ Mouse-IFN-γ-F CTCTTCCTCATGGCTGTTTCT 
Mouse-IFN-γ-R TTCTTCCACATCTATGCCACTT 

Mouse-IL-1β Mouse-IL-1β-F TCCAGGACAAAGACCACAAATC 
Mouse-IL-1β-R GCAGAACACCACTTCTCTCTTC 
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通过滴鼻进行攻菌，攻菌浓度为 3×107 CFU/只，

攻菌后按照分组分别对小鼠通过滴鼻给予不同

浓度的 ISG15 蛋白，攻菌对照组滴入等量的

PBS 溶液。将攻菌的时间点记为 0 h，分别于 6、
12、24 h 三个时间点记录各组的死亡情况、体

重及临床症状变化。于攻菌 24 h 后将剩余小鼠

麻醉，进行灌注后取其肺脏置于−80 ℃保存。取

小鼠同一部位的肺脏，并按照 1.10 步骤提取该肺

组织的总 RNA，测定 IL-1β、IL-6、IFN-γ 基因表

达情况，引物序列见表 1。 

1.12  统计学分析 
采用 GraphPad Prism 10 软件作图并进行显

著性差异分析，两组间比较采用 t 检验，多组

间比较用单因素方差分析，以 P<0.05 为显著差

异，P<0.01 为极显著差异。 

2  结果与分析 
2.1  重组质粒的构建与鉴定结果 
2.1.1  猪源 ISG15 基因克隆及重组表达载体

构建 
提取 PAM 细胞总 RNA，用特异性引物通

过 PCR 扩增出 ISG15，电泳结果显示大小为

513 bp，与预期条带大小一致(图 1A)。重组质

粒 pET-28a-ISG15 经 EcoR Ⅰ、Xho Ⅰ双酶切，得

到大小约为 5 369 bp 和 513 bp 的 2 个基因片段，

与预期相符(图 1B)。将鉴定成功的重组质粒测

序，并与 GenBank 中猪 ISG15 原序列进行比对，

比对结果表明 ISG15 序列成功插入 pET-28a 载

体且并无突变，表明质粒构建成功。 

2.1.2  重组质粒 pET-28a-ISG15 最佳诱导

条件及蛋白纯化 
设置不同条件摸索重组质粒 pET-28a-ISG15

的最佳诱导条件，结果显示，该重组蛋白多在

沉淀中表达，选择温度 37 ℃，IPTG 终浓度为

0.1 mmol/L，诱导条件为 12 h，其在上清中表 

 
 
图 1  ISG15 的PCR 扩增结果(A)和 pET-28a-ISG15
双酶切鉴定(B)   A中M：DNA分子量表征；1：ISG15
的扩增片段。B 中 M：DNA 分子量表征；1：酶切

后 pET-28a-ISG15 质粒；2：pET-28a-ISG15 质粒。 
Figure 1  PCR amplification of ISG15 (A) and 
dual-enzyme digestion of pET-28a-ISG15 (B). A: M: 
PageRμlerTM Prestained Protein Ladder; 1: Amplified 
fragment of ISG15. B: M: PageRμlerTM Prestained 
Protein Ladder; 1: pET-28a-ISG15 plasmid after 
enzyme digestion; 2: pET-28a-ISG15 plasmid. 
 
达较多(图 2A)。以该最佳条件进行蛋白纯化，

通过不同浓度的咪唑对镍柱进行洗脱，可见

ISG15 蛋白在 500 mmol/L 咪唑洗脱液中沉淀最

多(图 2B)。通过镍柱亲和层析实现了对 ISG15
蛋白的分离纯化，纯化后的 ISG15 蛋白最终浓

度为 2 mg/mL。 
2.2  ISG15 蛋白对 PAM 的细胞毒性 

CCK-8 结果证明，相较于空白对照组，ISG15
各浓度组细胞活力无显著差异(图3)，提示500 ng/mL
以下的 ISG15 蛋白对细胞均无显著毒性。 

2.3  ISG15 蛋白促进 APP 感染的 PAM
死亡 

7-AAD 染色流式细胞术结果显示，相较于

攻菌对照组，5 ng/mL ISG15 蛋白组细胞死亡率

显著增加(P<0.05)，50 ng/mL ISG15 蛋白组 PAM 
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图 2  重组蛋白 pET-28a-ISG15 诱导表达的 SDS-PAGE 分析(A)和镍柱层析纯化(B)   A 中 M：蛋白

marker；1–4 分别为 1 mmol/L IPTG 诱导后上清、沉淀、0.5 mmol/L IPTG 诱导后沉淀、上清(均为 16 ℃
诱导)；5–8 分别为 1 mmol/L IPTG 诱导后上清、沉淀、0.5 mmol/L IPTG 诱导后上清、沉淀(均为 37 ℃诱

导)；9–10 分别为 0.1 mmol/L IPTG 诱导后上清、沉淀(37 ℃诱导)；11–12 为 0.1 mmol/L IPTG 诱导后上

清、沉淀(16 ℃诱导)。B 中 M：蛋白 marker；1：诱导前全菌；2：诱导后全菌；3：IPTG 诱导后上清；4：
IPTG 诱导后沉淀；5：25 mmol/L 咪唑洗脱液；6：50 mmol/L 咪唑洗脱液；7：500 mmol/L 咪唑洗脱液。 
Figure 2  SDS-PAGE analysis (A) and nickel column chromatography purification (B) of recombinant 
protein pET-28a-ISG15 induced expression. A: M: Protein marker; 1–4 were supernatant and precipitation 
after 1 mmol/L IPTG induction, and after 0.5 mmol/L IPTG induction (both induced at 16 ℃), respectively; 
5–8 were supernatant and precipitation after 1 mmol/L IPTG induction, and after 0.5 mmol/L IPTG induction 
(both induced at 37 ℃) respectively; 9–10 were supernatant induced by 0.1 mmol/L IPTG and precipitated 
(induced at 37 ℃), respectively; 11–12 was supernatant induced by 0.1 mmol/L IPTG and precipitated 
(induced at 16 ℃). B: M: Protein marker; 1: Whole bacteria before induction; 2: Whole bacteria after 
induction; 3: Supernatant of the recombinant bacteria induced with IPTG; 4: Precipitate of the recombinant 
bacteria induced with IPTG; 5: 25 mmol/L imidazole purified protein; 6: 50 mmol/L imidazole purified 
protein; 7: 500 mmol/L imidazole purified protein. 
 
死亡率极显著增加(P<0.01) (图 4)，该结果表明

ISG15蛋白的添加加剧了APP感染下的PAM死亡。 
2.4  ISG15 蛋白促进 APP 感染的 PAM 
IL-6 和 IFN-γ 表达 

由图5结果可知，相较于APP感染组，50 ng/mL 
ISG15 蛋白组的 PAM 细胞的 IL-6 表达水平极显

著增加 (P<0.01)， IFN-γ 表达水平显著增加

(P<0.05)。表明 ISG15 蛋白促进 APP 感染下的

PAM 炎症因子的表达。 

2.5  ISG15 增加 APP 对小鼠的致病性 
相较于攻菌对照组，不同浓度的 ISG15 组

体重差异无统计学意义(P>0.05)，但在 6、12 和 
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图 3  ISG15 蛋白对 PAM 的细胞毒性 
Figure 3  Cytotoxicity of ISG15 protein on PAM. 

24 h 时，小鼠的临床症状评分中 200 μg ISG15
组小鼠的临床评分均显著升高，12 h 中，100 μg 
ISG15 组小鼠临床评分显著升高(P<0.05) (图 6)。
24 h 后，相较于攻菌对照组，100 μg 和 200 μg
组小鼠存活率均显著下降(图 6)。此外，相较于

攻菌对照组，100 μg 和 200 μg 组中 ISG15 处理

组小鼠肺组织的炎症因子 IL-6、IL-1β 及 IFN-γ
均显著上升(图 6)。以上结果表明，ISG15 会加

剧 APP 感染，增加对小鼠的致病性，并且随着

ISG15 浓度的增加而增加。 
 

 
 
图 4  7-AAD 检测 APP 感染后的 PAM 死亡情况   A：空白对照组；B：攻菌组；C：攻菌+5 ng/mL ISG15
组；D：攻菌+50 ng/mL ISG15 组；E：各组数据分析图。 
Figure 4  7-AAD detection of PAM death after APP infection. A: Blank control group; B: Attacked group; C: 
Attacked+5 ng/mL ISG15 group; D: Attacked+50 ng/mL ISG15 group; E: Data analysis graphs of each group. 
*: P<0.05; **: P<0.01. 
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图 5  RT-qPCR 检测 APP 感染后炎症因子表达   A：IL-6 表达水平；B：IFN-γ 表达水平。 
Figure 5  The expression of inflammatory factor after APP infection was detected by RT-qPCR. A: IL-6 
expression level; B: IFN-γ expression level. ns: Not significant; *: P<0.05; **: P<0.01; ***: P<0.001. 
 
3  讨论 

APP 是一种革兰氏阴性荚膜球杆菌，可引

发猪传染性胸膜肺炎，从而诱发严重的肺组织

损伤，导致临床症状和死亡，造成养殖户巨大

的经济损失。因此，研究 APP 的致病机制对该

病原的防治具有重要意义。 
ISG15 通过多种机制发挥作用：(1) 共价蛋

白修饰(ISGylation)；(2) 非共价细胞内作用；(3) 
发挥细胞外细胞因子活性。通过这些机制，

ISG15 控制多个细胞途径并参与多种疾病过程，

包括 DNA 损伤反应、自噬、抗病毒反应和癌症

相关过程等[18]。通常认为，ISG15 一方面可通

过直接与病毒靶蛋白结合抑制病毒复制，另一

方面可通过其细胞外信号传导促进先天免疫反

应。但与公认的抗病毒性不一样，ISG15 根据 

肿瘤情况促进或抑制肿瘤发生。在细菌方面，

ISG15 的作用也呈现“双刃剑”性质，例如在感

染了结核分枝杆菌后，ISG15 缺失小鼠比正常

小鼠更易感，但感染后期，ISG15 介导的 IFN-γ

反而会增加小鼠死亡率。在临床中，APP 在猪

群中依靠猪只口鼻的直接接触或者是气溶胶的

方式感染呼吸道，感染猪只表现呼吸困难、精

神沉郁、体重下降等症状，剖检可见肺部有出

血性和坏死性区域等。Bao 等[19]发现，APP 感

染 ICR 小鼠后，其症状、死后剖检结果与临床

上感染猪只相似。此外，仔猪 APP 感染后肺组

织巨噬细胞大量死亡，IFN-γ 等炎症因子过度释

放，损伤严重[20]。 

本研究发现 ISG15 蛋白可以促进肺泡巨噬

细胞死亡和 IFN-γ 等炎症因子的释放，同时促 
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图 6  APP 感染后小鼠各指标变化   A：小鼠存活率；B：体重变化；C：临床症状；D：IL-6 表达水

平；E：IFN-γ 表达水平；F：IL-1β 表达水平。 
Figure 6  Changes of various indexes in mice after APP infection. A: Mice survival rate; B: Weight change; 
C: Clinical symptoms; D: IL-6 expression level; E: IFN-γ expression level; F: IL-1β expression level. ns: Not 
significant; *: P<0.05; **: P<0.01; ***: P<0.001; Different lowercase letters indicate significant differences 
between groups (P<0.05). 
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进 APP 感染肺组织炎症因子释放，加剧 APP 对

小鼠的致病性。此前研究[21]表明，IFN-γ 缺失会

促进肺组织中 IL-18 的分泌，并最终提高 APP 感

染小鼠的存活率。而细胞外的 ISG15 可通过与白

细胞功能相关抗原-1 (leukocyte function-associated 
antigen, LFA-1)结合，刺激细胞分泌 IFN-γ[22]。

Swaim 等 [23]认为当 IL-12 驱动细胞因子 (如
IL-10)表达时，ISG15 与 LFA-1 的结合会增强细

胞因子的分泌。而 APP 刺激气管上皮细胞产生

IL-8、IL-6 及 TNF-α，这些炎症因子可促使 APP
打破上皮屏障，从而随着其他呼吸道病原体进

行迁移[24]，同时，过量的炎症因子也会导致猪

肺部发生病变。因此，有必要进一步研究 ISG15
加剧 APP 感染作用机制。 

4  结论 
本研究成功构建了 pET-28a-ISG15 原核表

达载体并纯化获得 ISG15 蛋白，发现 ISG15 蛋

白会加剧 APP 的感染，促进 APP 感染的 PAM
死亡、炎性因子表达增多。该研究为 ISG15 加

剧细菌感染方面提供了新佐证，同时为有效控

制 APP 感染提供了靶标。 
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