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猪 IFN -α 在巴斯德毕赤酵母中的分泌表达
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广东广州 510642 ;3 广州粤丰动物保健有限公司，广东广州 510830)

摘要:为了获得高效抗病毒活性的猪 α- 干扰素蛋白，采用 PCR 法扩增获得猪 α 一干扰素基因完整的开放阅读框

(ORF) ，构建重组表达质粒 pPICZαC-IFN ，电击转化毕赤酵母感受态细胞X33. 挑阳性菌落诱导表达，离心取上清，

SDS-PAGE 和 Westem-blotting 分析，可见 1 条相对分子质量约 194∞的清晰蛋白条带，与理论值相符，表明表达产

物为猪 α- 干扰素.在 Vero 细胞上检测该干扰素抗 VSV 的活性为 4. 04 X 106 IU/L. 
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The Secretive Expression of Porcine Alpha-Interferon Gene in Pichia pastoris 

LIN Bao-zhen1 , ZHU Yan-ping2 , HUANG Wen-ke2 , CEN Lu3 , GUO Xiao-feng
2 

(1 Nanhai Entry-Exit Inspection and Quarantine Bureau ,Nanhai 528200 ,China; 

2 College of Veterinary Medicine ,South China Agricultural University , Guangzhou 510642 ,China; 

3 Guangzhou EverRich Animal Health Co. Ltd , Guangzhou 510830 , China) 

Abstract: In order to get alpha-interferon (INF-α) with high level secretive expression and high antiviral 

activities , the porcine alpha-interferon gene was amplified hy PCR , and a DNA fragment of 501 hp , the 

open reading framework (ORF) was ohtained. Then , the target gene and pPICZαC were digested with 

EcoRVXbα1 and were linked. The recomhinant plasmid of pPICZαC-IFN was linearized hy SαCI and elec­

troporated into Pichia pαstoris X-33. PCR assay was used to identify colonies. The high copy recomhinat 

strains were screened and induced hy regulation of methanol utilization. IFN-αprotein was detected hy 

SDS-PAGE and Westem-hlotting analysis. The result showed the IFN-αprotein with a raletive molecular 

mass of 19 400 was expressed in Pichia pαstoris X -33. The antiviral activity of IFN-αagainst vesicular sto­

matitis virus ( VSV) was investigated on the Vero cell and the result indicated that IFN-αcould inhihit 

VSV and the activity was 4. 04 X 106 IU/L. 
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干扰素( IFN) 是一类高活性多功能糖蛋白[ 1岳飞

大量临床研究表明，干扰素在抗病毒性疾病和增强

机体免疫调节能力方面效果显著.干扰素分为 3 型 :I

型干扰素，除了传统的 IFN-α 、IFN-自外，还有 IFN-ω 、

新成员 IFN-'T和非典型的 IFN-8; n 型干扰素只有一

种 :IFN·γ.ill 型干扰素包括 IFN-λ1 、 IFN-À2 和 IFN­

MW] ，即 I口9 、 IL-28A 和 IL28B[4]. 其中 α-干扰素

收稿日期 :2∞9-06-30

以其显著的抗病毒作用倍受人们重视.目前市售的

猪干扰素主要通过大肠杆菌表达系统或猪白细胞获

得，需要表达后的变性、复性等复杂工艺，以至产品

价格居高不下，无法在临床上广泛应用.毕赤酵母表

达系统对外源基因的表达为分泌表达，元需变性、复

性，因而具备规模化生产、低成本的可能.本研究利

用毕赤酵母表达系统表达猪 IFN-α 蛋白，并研究该
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蛋白的抗病毒活性-

1 材料与方法

1. 1 材料

1. 1. 1 菌种和质粒重组质粒 pETIFN-α 由华南农

业大学兽医微生物教研室构建，包涵有猪 α- 干扰

素全基因. pPICZαC ，毕赤酵母(P讪iαpαstoris X33) , 

Invitrogen 公司产品.

1. 1. 2 细胞、病毒与抗体 Vero 细胞和水泡'性口膜

炎病毒(VSV) 由华南农业大学兽医学院微生物教研

室保存.小鼠抗猪 IFN-α1 抗体、Goat-Anti-Mouse-IgG­

HRP 和 DAB 为美国 PBL 生物医学实验室产品.

1. 1. 3 临床用药 复方穿心莲注射液、头砸唾映

锅、10% 氟苯尼考、利多金粉(8% 黄脂多糖和 5% 盐

酸左旋咪略可溶性粉)由广州粤丰功物保健有限公

司生产提供.

1. 2 方法

1. 2. 1 重组表达载体的构建 根据猪 IFN-α 的核

昔酸序列[ 5 1 设计合成引物，以 pETIFN-α 质粒为模

板， PCR 扩增目的片段.目的片段与 pMD1 8-T 连接，

转化大肠杆菌 DH5α. 获得重组质粒 pMDIFN-α­

EcoR 1 和 XbαI 双酶切 pMDIFN-α 和表达载体

pPICZaC ，连接后转化 DH5a，获表达质粒 pPICZαC­

IFN. 

1. 2. 2 千扰素的诱导表达 用 SαCI 线性化

pPICZαC-IFN ，电击转化毕赤酵母 X33. 从 YPDS 平板

上挑取具有 Zeocin (1OOμglmL)抗性的单菌落，28~

30 "c诱导表达 96 h. 取上清作 SDS-PAGE 和 West­

em-blotting 分析[6].

1. 2. 3 IFN 生物学活性测定 以 Reed-Muench 法测

定 VSV 的 TCIDm[7]. 表达上清经青、氯霉素室温处

理 30 min ，无菌检验合格，用细胞维持液作连续 4 倍

梯度稀释，在长成单层的 Vero 细胞 96 孔细胞培养板

上，检测猪 IFN-α 抗 VSV 的活性，每个稀释 6 个重

复，同时设置干扰素对照、细胞对照和病毒对照.待

病毒对照孔出现完全细胞病变，判断结果.

1. 2. 4 IFN 治疗 PRRS 的临床效果观察表达产物

以体积分数为 0.4% 甲醒灭活 24 h. 将临床上和实验

室确诊为繁殖与呼吸障碍综合症( PRRS) 的病猪随

机分成 3 组.对照组 8 头，不用干扰素.试验 I 组 10

头，颈部肌注干扰素1. 5 mL .头 -l-d-l ，连用 6 d. 

试验H组 10 头，颈部肌注干扰素 2.0 mL .头-l-d-1 ，连

用 6 d. 对照组与试验组再颈部肌肉注射复方穿心莲注

100g 拌料 100 kgld ，连用 6 d. 注射 IFN 后，每天测

体温，观察食欲、饮水等.

2 结果与分析

2.1 重组表达质粒的构建及鉴定

以 pETIFN-α 为模板扩增出 1 条 501 bp 的特异

DNA 片段，其大小与试验设计相符.然后与表达质粒

pPICZαC 连接.经酶切、PCR 及测序，显示目的片段

已正确插入表达载体 pPICZαC 中，成功构建

pPICZαC-IFN 重组质粒.

2.2 表达产物的 SDS-PAGE 和 Western-blotting

分析

取 2却OμL 表达产物进行 S臼DSι-PAGE ，结果显示，

在相对分子质量 19400 处有 1 条蛋臼条带(图 1川) . 

以小鼠抗猪 α叫1 干扰素单克隆抗体为一抗，Gωoa创t-an­

tιi-Mous回e←-句G-HRP 为三抗，进行 Westem-blotting 分

析，在相对分子质量 19400 处出现 1 条特异染色条

带(图 2幻) . 
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M:预染 Marker; 1 :pPICZotC-IFN 转化的重组酵母; 2: pPICZaC 转化的
酵母;3:空白菌株 X33

图 l 重组产物的 SDS-PAGE 分析

Fig. 1 Analysis of expression product of INF-αby SDS-PAGE 
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图 2 表达产物的 Westem-blotting 分析

射液 5.0 mL .头 1 • d-1 、头子包唾映纳 2 g .头 1·d-1; Fig.2 Detection of expmmn product of INF-αby Westem-

10% 氟苯尼考每 100 g 拌料 100kgld、利多金粉每 blotting 
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2.3 干扰素蛋白的抗 vsv 活性检测

经测定，VSV 的 TCID50是0.1mL1OM. 将干扰

素蛋白接种于 Vero 细胞单层，作用 18 h 后加人

l00TCID50 的 VSV，继续培养 24 - 36 h ，获得猪 α-IFN

抗 VSV 的活性为 4. 04 x 10
6 

IU/L. 

2.4 IFN 治疗 PRRS 的临床效果观察

试验组病猪用药后 2d 体温下降并开始采食，连

续 2 个疗程后，体温降至 39. 2 "c ，正常采食.2 个疗

程后(6 d) 除 6 头死亡外，其余全部治愈，治愈率为

70%. 而对照组在 2 个疗程后死亡 4 头.

3 讨论

巴斯德毕赤酵母可对表达蛋白进行糖基化、脂

酷化、磷酸化及蛋白裂解、折叠、二硫键的形成等翻

译后加工和修饰，使表达的蛋白具有生物活性;该菌

属于单细胞微生物，营养要求简单，生长快，操作方

便，易于培养，发酵技术也非常成熟，具有大规模生

产基因工程产品的潜力;具有强有力的乙醇氧化酶

(AOXl )基因启动子，可严格调控外源蛋白的表达;

表达量高，有利于工业放大生产.

高浓度甲醇(占培养基体积超过 0.63% )对细

胞有毒害作用[8] ，低浓度甲醇启动外源基因转录的

效率较低[9]. 但表达糖化酶时如甲醇体积分数为

0.75 % ，表达量最高[ω]. 本研究每 24 h 添加甲醇至

终体积分数为 1 % ，蛋白表达量最高.试验过程中我

们采用边培养边浓缩的方法，即在换培养基时缩小

体积，变相浓缩表达产物，克服摇瓶发酵无法高密度

发酵的缺点，也有利于目的蛋白提取.诱导表达完成

后，我们用体积分数为 0.4% 的甲醒处理上清，以灭

活酵母菌.经动物接种，该体积分数的甲醒对动物无

毒性作用，对干扰素的活性也元影响.

利用我们研制的猪 IFN-a 治疗已感染高致病性

蓝耳病毒的病猪，取得了预期的效果.在选治的 20

头病猪中，最后 6 头死亡， 14 头治愈，治愈率达

70%. 而未用干扰素的另外 8 头病猪，死亡 4 头，存

活 4 头，表明该干扰素对猪高致病性蓝耳病有明显

的治疗作用.但在试验中我们发现，如病猪病情太重

(濒临死亡) ，不配合抗菌药物，干扰素的治疗效果也

不太明显.我们也比较了 3 d 疗程和 6 d 疗程的效

果，结果发现使用干扰素后的第 2 d ，病猪体温开始

下降，部分病猪开始有食欲，但一个疗程后的第 4 d , 

部分病猪的体温又回升.如连用 2 个疗程 (6 d) ，治

疗效果明显.因此，以猪 α- 干扰素治疗高致病性蓝

耳病的用药时机应在发病的初期，连用 2 周并且配

合抗菌药物.
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