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牛白细胞介素 －１７真核表达载体的构建及
在牛乳腺上皮细胞中的表达

王　婷，崔新洁，刘秉春，陶　琳，胡庆亮，修　磊，王　潇
（内蒙古大学 生命科学学院，内蒙古 呼和浩特 ０１００２１）

摘要：【目的】在体外分离培养牛乳腺上皮原代细胞，并构建牛白细胞介素－１７（ｂＩＬ１７）基因真核表达质粒，观察重
组质粒在牛乳腺上皮细胞的表达．【方法】提取牛脾脏细胞总ＲＮＡ，通过ＲＴＰＣＲ扩增ｂＩＬ１７，将ｂＩＬ１７连入ｐＭＤ１９
Ｔ进行测序，测序成功后将ｂＩＬ１７插入含有增强型绿色荧光蛋白报告基因的真核表达质粒ｐＥＧＦＰＮ３上，构建真核
表达质粒ｐＥＧＦＰＮ３ｂＩＬ１７．用脂质体法将ｐＥＧＦＰＮ３ｂＩＬ１７质粒转染于牛乳腺上皮细胞，荧光显微镜观察绿色荧
光蛋白在细胞中的表达，ＲＴＰＣＲ检测ｂＩＬ１７基因在细胞内的转录，定量ＥＬＩＳＡ检测ｂＩＬ１７蛋白在细胞内的表达情
况．【结果和结论】成功构建具有绿色荧光和新霉素抗性的双选择标记的牛白细胞介素－１７真核表达载体，并可在
牛乳腺上皮细胞成功表达．
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　　奶牛金黄色葡萄球菌乳房炎是影响奶牛养殖业
健康发展的主要疾病之一［１］．金黄色葡萄球菌Ｓｔａｐｈ
ｙｌｏｃｃｏｃｕｓａｕｒｅｕｓ造成乳房持续性感染的发病机制复
杂，现已发现乳腺持续感染与奶牛乳腺上皮细胞分

泌炎性因子能力不足，从而无法招募足够的中性粒

细胞到达炎性部位而清除病原细菌有关［２］．乳腺上
皮细胞作为泌乳的功能性细胞，是病原菌进入乳腺

后首先接触的细胞，对病原微生物的识别显得尤为

重要，同时对乳腺的先天性免疫起到促进作用．故体
外如何增强牛乳腺上皮细胞分泌炎性因子能力是解

决乳腺持续感染的关键所在［３］．
牛白细胞介素－１７（ＩＬ１７）由ＣＤ４＋Ｔ细胞中的

Ｔｈ１７细胞、单核细胞等分泌，最初被命名为细胞毒Ｔ
淋巴细胞抗原 ８（ＣＴＬＡ８），是一种促炎性细胞因
子［４］．研究发现 ＩＬ１７存在 ６个家族成员（ＩＬ１７Ａ、
ＩＬ１７Ｂ、ＩＬ１７Ｃ、ＩＬ１７Ｄ、ＩＬ１７Ｅ、ＩＬ１７Ｆ），目前对于
ＩＬ１７Ａ研究最为广泛，一般所说的 ＩＬ１７即为 ＩＬ
１７Ａ［５］．现已表明，ＩＬ１７Ａ具有强大的招募激活中性
粒细胞和单核细胞的作用，ＩＬ１７可以诱导趋化性细
胞因子如 ＩＬ８、单核细胞趋化因子 ２１（ＭＣＰ２１）和
ＧＲＯ２α的表达增高；ＩＬ１７还能够诱导刺激机体分
泌ＩＬ１、ＩＬ６、ＴＮＦα等多种炎症因子，在细菌、真菌、
病毒等所致的感染性疾病中起着重要的抗感染作

用［６７］．已有试验表明，重组ＩＬ１７在体外可刺激乳腺
上皮细胞分泌细胞因子，增强乳腺上皮细胞的抗感

染能力［８］．
本研究用逆转录－聚合酶链式反应技术克隆牛

ＩＬ１７ｃＤＮＡ，构建具有绿色荧光和新霉素抗性的双选
择标记真核表达重组质粒，并在牛乳腺上皮细胞中

得以表达，为后续奶牛金黄色葡萄球菌乳房炎基因

防治以及抗病转基因奶牛的研究奠定基础．

１　材料与方法

１．１　动物组织与细胞培养
牛脾脏取自呼和浩特北亚清真屠宰场．牛乳腺

上皮细胞的培养采用从乳汁中分离乳腺上皮细胞的

方法，新鲜牛奶取自内蒙古呼和浩特市小黑河镇二

道河村奶农饲养的日产奶量４０ｋｇ的荷斯坦奶牛，取
奶时间是产后２～４个月常乳．
１．２　主要试剂及仪器

ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔ、ＴａｑＴＭ、ＭｉｎｉＢＥＳＴＡｇａ
ｒｏｓｅＧｅｌＤＮＡＥｘｔｒａｃｉｏｎｇＫｉｔＶｅｒ３０为 ＴａＫａＲａ公司
产品；ＴＩＡＮｐｒｅｐＭｉｎｉＰｌａｓｍｉｄＫｉｔ为ＴＩＡＮＧＥＮ公司产
品；ＥｃｏＲⅠ、ＳａｌⅠ、ｐＭＤ１９Ｔｖｅｃｔｏｒ、Ｔ４ＤＮＡＬｉｇａｓｅ为

ＴａＫａＲａ公司产品；ｐＥＧＦＰＮ３ｖｅｃｔｏｒ及ＤＨ５α感受态
大肠埃希菌 Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ菌株由内蒙古大学生命
科学学院本科生创新实验室保存；牛乳腺上皮细胞

培养试剂：完全培养液成分是 ＦＢＳ（体积分数为
１０％）＋ＤＭＥＭ／Ｆ１２＋１００Ｕ双抗＋氢化考的松（１
μｇ／ｍＬ）＋孕酮（１μｇ／ｍＬ）＋转铁蛋白（５μｇ／ｍＬ）＋
胰岛素（５μｇ／ｍＬ）＋Ｌ谷氨酰胺（２９２μｇ／ｍＬ）＋ＥＧＦ
（１０ｎｇ／ｍＬ），其中 ＦＢＳ、ＥＧＦ、ＤＭＥＭ／Ｆ１２为 Ｈｙｃｌｏｎｅ
公司产品，其余添加因子均为 Ｓｉｇｍａ公司产品；卡那
霉素为北京索莱宝生物有限公司产品；兔抗人的荧

光单克隆抗体 ｋｅｒａｔｉｎ８为北京莱兹生物公司产品；
ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００为 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司产品；ｍＩＬ１７
定量ＥＬＩＳＡ试剂为ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司产品．
１．３　ｂＩＬ１７基因引物设计

从ＧｅｎＢａｎｋ中查找下载牛的 ｂＩＬ１７基因序列，
由ＭＥＧＡ４０分析软件对序列进行分析，阅读其框
架，选取具有功能的５４０ｂｐ片段，根据引物设计原则
设计 １对引物：上游引物 ５′ＧＣＧＡＡＴＴＣＣＴＣＡ
ＣＡＧＣＧＡＧＣＡＣＡＡＧＴ３′；下 游 引 物 ５′ＣＣ ＣＴＣ
ＧＡＧＴＡＧＧＧＧＴＣＡＧＧＣＡＧＡＡＡＧ３′，分别在上下游引
物中设计了ＥｃｏＲⅠ、ＳａｌⅠ酶切位点．
１．４　ｂＩＬ１７基因克隆

根据ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ试剂盒说明，从牛脾脏提取组
织总ＲＮＡ．按逆转录试剂盒使用说明以总ＲＮＡ为模
板，进行 ＲＴＰＣＲ反应合成 ｃＤＮＡ第 １链，以 ｃＤＮＡ
为模板进行 ＰＣＲ反应：取逆转录产物１μＬ，加入５
μＬ１０×Ｒｅａｃｔｉｏｎｂｕｆｆｅｒ，４μＬｄＮＴＰ混合物（２５
ｍｍｏｌ／Ｌ），１μＬＰｙｒｏｂｅｓｔＤＮＡ聚合酶（２Ｕ／μＬ），上、
下游引物各１μＬ，加ｄｄＨ２Ｏ至总体积５０μＬ．循环条
件：９４℃５ｍｉｎ；９４℃３０ｓ、６４℃３０ｓ、７２℃ ３０ｓ，３０
个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ．１０ｇ／Ｌ琼脂糖凝胶电泳检
测扩增产物，并按回收试剂盒说明对产物纯化回收．
１．５　ＰＣＲ扩增产物的克隆和鉴定

将纯化的 ＰＣＲ产物连于 ｐＭＤ１９Ｔｖｅｃｔｏｒ：
ｐＭＤ１９Ｔｖｅｃｔｏｒ１μＬ、纯化 ｂＩＬ１７４μＬ、ＳｏｌｕｔｉｏｎⅠ ５
μＬ，１６℃条件下反应 ２ｈ，连接产物转化入 Ｅ．ｃｏｌｉ
ＤＨ５α感受态细胞，３７℃条件下培养过夜，挑取转化
生长的阳性菌落，应用质粒提取试剂盒提取重组质

粒，用ＥｃｏＲⅠ、ＳａｌⅠ双酶切重组质粒，对其进行鉴
定．将鉴定含有阳性质粒的菌液送往上海生物工程
公司进行序列测定．
１．６　ｐＥＧＦＰＮ３ｂＩＬ１７重组真核表达载体的构建

用ＥｃｏＲⅠ和 ＳａｌⅠ双酶切 ｐＭＤ１９ＴｂＩＬ１７质
粒，回收ｂＩＬ１７片段，将回收片段定向插入用同法酶
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切的 ｐＥＧＦＰＮ３载体启动子下游，得到重组质粒
ｐＥＧＦＰＮ３ｂＩＬ１７，构建过程见图１．

图１　ｐＥＧＦＰＮ３ｂＩＬ１７构建示意图
Ｆｉｇ．１　ＴｈｅｓｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆｐＥＧＦＰＮ３ｂＩＬ１７ｐｌａｓｍｉｄ

ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ

１．７　ｐＥＧＦＰＮ３ｂＩＬ１７重组真核表达载体的鉴定
将连接产物转化到感受态 Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α，卡那霉

素筛选阳性克隆，对重组质粒进行 ＰＣＲ及 ＥｃｏＲⅠ、
ＳａｌⅠ双酶切鉴定，鉴定正确后将菌液送至上海生物
工程公司进一步测序鉴定．
１．８　乳汁中乳腺上皮细胞的分离、培养

用无菌水清洗牛乳房，乙醇消毒后，手挤牛乳于

灭菌的蓝盖瓶中，放于盛有３７℃温水的保温盒中带
回实验室．将２００ｍＬ乳汁与含双抗的ＰＢＳ按体积比
２∶１混合后，转入１５ｍＬ离心管中，１５００ｒ／ｍｉｎ离心
２０ｍｉｎ，小心吸取细胞层，加入５ｍＬ完全培养液，接
种于２５ｃｍ２细胞培养瓶中，于３７℃体积分数为５％
的ＣＯ２培养箱中培养，隔２ｄ换液，之后每３ｄ换１
次液，待细胞长出单克隆后原瓶消化，待长至８０％汇
集时传代培养，冻存第３代细胞．
１．９　牛乳腺上皮细胞的鉴定

采用免疫组化方法检测培养的细胞角蛋白８的
表达：将细胞复苏后，于常温下用体积分数为４％的
多聚甲醛固定生长于２４孔板中的细胞３０ｍｉｎ，ＰＢＳ
清洗３次，每次５ｍｉｎ；加入体积分数为０２％的 Ｔｒｉ
ｔｏｎＸ－１００通透处理 ５ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗 ３次，每次 ５
ｍｉｎ；加入 ＰＢＳ稀释１０倍的正常山羊血清封闭处理
３０ｍｉｎ；加兔抗人的细胞角蛋白８多克隆抗体（体积
比１∶１００稀释）于３７℃条件下振荡孵育１ｈ，ＰＢＳ清
洗３次，每次５ｍｉｎ；加入 ＦＩＴＣ标记的山羊抗兔 ＩｇＧ
（体积比１∶５０稀释），室温下避光振荡孵育３０ｍｉｎ，
ＰＢＳ清洗 ３次，每次 ５ｍｉｎ；加入 ＤＡＰＩ使用液（１０

μｇ／ｍＬ），室温避光孵育１０ｍｉｎ，荧光显微镜下观察
结果，同时以牛成纤维细胞作阴性对照．
１．１０　真核表达载体 ｐＥＧＦＰＮ３ｂＩＬ１７转染牛乳

腺上皮细胞

　　将 ｐＥＧＦＰＮ３ｂＩＬ１７质粒转化感受态细胞
ＤＨ５α，取菌液５０μＬ接种到５０ｍＬ含１００μｇ／ｍＬ氨
苄青霉素的ＬＢ培养基中，在３７℃摇床上振荡过夜．
按照质粒抽提试剂盒说明书方法提取并纯化质粒

ＤＮＡ．将冻存的乳腺上皮细胞复苏到６孔板中，每孔
接种 ５×１０４个细胞，待细胞汇合度为 ７０％时，用
ＤＭＥＭＦ１２培养基对细胞进行６ｈ饥饿处理．处理
后，将４μｇ重组质粒、５μＬＰＬＵＳＴＭＲｅａｇｅｎｔｓ加入到
５００μＬＤＭＥＭＦ１２培养基中轻轻混匀，室温静置５
ｍｉｎ后加入８μＬＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＬＴＸ，轻轻混匀并室温
静置３０ｍｉｎ．用ＰＢＳ洗孔板中细胞，每孔加２ｍＬ，洗
３次，将转染液加入到６孔板中，细胞放置于３７℃、
体积分数为５％的ＣＯ２培养箱孵育６ｈ，去除转染复
合物并加入含 ＦＢＳ（体积分数为１０％）的新鲜培养
液，培养２４～４８ｈ，在４８８ｎｍ波长激发光下，应用荧
光显微镜观察ＥＧＦＰ表达情况．
１．１１　ＲＴＰＣＲ法检测重组质粒转染牛乳腺上皮细

胞后ｂＩＬ１７基因的表达
　　收集转染质粒的乳腺上皮细胞（１５×１０６

个／ｍＬ），按ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ试剂法提取组织总 ＲＮＡ，并
以它为模板进行ＲＴＰＣＲ，扩增ｂＩＬ１７，其方法同１４．
１．１２　定量 ＥＬＩＳＡ法检测重组质粒转染牛乳腺上

皮细胞后ｂＩＬ１７基因的表达
　　根据ＩＬ１７定量ＥＬＩＳＡ试剂盒说明书进行．用双
抗体夹心酶标免疫分析法测定样品中 ｂＩＬ１７表达水
平．设置４组，分别为ＩＬ１７标准品组、牛乳腺上皮细
胞组、转染 ｐＥＧＦＰＮ３质粒组、转染 ｐＥＧＦＰＮ３ｂＩＬ
１７质粒组．用ＩＬ１７一抗包被９６孔板，４℃条件下过
夜孵育后，缓冲液洗板；使用缓冲液倍比稀释 ＩＬ１７Ａ
标准品，加入９６孔板，每孔１００μＬ，剩余３组收集细
胞培养上清，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心４０ｍｉｎ，每孔加入１００
μＬ上清液，４℃条件下过夜孵育后洗板；加入 ＩＬ１７
二抗，室温孵育１ｈ后洗板；加入辣根过氧化物酶标
记的生物素（ＡｖｉｄｉｎＨＲＰ）室温孵育 ３０ｍｉｎ后洗
板；加入显色剂室温孵育１５ｍｉｎ后洗板；最后加入
终止液，室温孵育 １５ｍｉｎ；酶标仪检测各孔 Ｄ４５０ｎｍ
值，绘制标准曲线，依据标准曲线计算 ｂＩＬ１７基因
的蛋白表达量．最后通过 ｔ检验方法分析转染 ｐＥＧ
ＦＰＮ３质粒组、转染 ｐＥＧＦＰＮ３ｂＩＬ１７质粒组与未
转染组细胞表达 ＩＬ１７蛋白的差异．
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２　结果
２．１　ｂＩＬ１７基因片段扩增

用所设计的引物，从牛脾脏中扩增出大约为５４０
ｂｐ基因片段，其与预期目的片段大小相符，结果如图
２所示．

Ｍ：ＤＮＡＭａｒｋｅｒＤＬ２０００；１、２：ｂＩＬ１７基因的ＲＴＰＣＲ扩增产物

图２　ｂＬ１７基因的ＲＴＰＣＲ扩增凝胶电泳图
Ｆｉｇ．２　ＡｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆｂｏｖｉｎｅＩＬ１７ｇｅｎｅａｍｐｌｉ

ｆｉｅｄｂｙＲＴＰＣＲ

２．２　ｂＩＬ１７基因片段与ｐＭＤ１９Ｔ质粒连接和重组
质粒的鉴定

　　纯化的ＰＣＲ产物经Ｔ４ＤＮＡ连接酶与ｐＭＤ１９Ｔ
质粒连接后，转化 ＤＨ５α，随机挑选出阳性重组菌落
进行扩增培养，用ＰＣＲ法扩增出约５４０ｂｐ的ｂＩＬ１７

基因片段；同样用ＥｃｏＲⅠ和ＳａｌⅠ双酶切重组质粒也
可分离到５４０ｂｐ的基因片段和开环质粒 ｐＭＤ１９Ｔ，
结果见图３ａ．测序及Ｂｌａｓｔ分析显示与ＧｅｎＢａｎｋ中的
序列完全相同（登录号：ＮＭ＿０１８８６５），测序结果图略．

２．３　重组质粒ｐＥＧＦＰＮ３ｂＩＬ１７酶切鉴定

纯化的 ＰＣＲ产物经 Ｔ４ＤＮＡ连接酶与 ｐＥＧＦＰ
Ｎ３质粒连接后，转化 ＤＨ５α，随机挑选出阳性重组
子菌落进行扩增培养，用 ＰＣＲ法扩增出约 ５４０ｂｐ
的 ｂＩＬ１７基因片段；同样用 ＥｃｏＲⅠ和 ＳａｌⅠ双酶切
重组质粒也可分离到５４０ｂｐ的基因片段和开环质
粒 ｐＥＧＦＰＮ３（４７ｋｂ），测序及 Ｂｌａｓｔ分析显示
ｂＩＬ１７基因已经成功插入到 ｐＥＧＦＰＮ３载体．结果
见图３ｂ．
２．４　牛奶中乳腺上皮细胞的分离培养

新鲜牛奶离心获得的细胞接种３ｄ后，均可见许
多鹅卵石样细胞聚集生长形成的克隆，以及分散生

长的呈梭形的单个细胞，同时还可见少量的吞噬细

胞（图４Ａ、４Ｂ）；每３ｄ换液，继续培养９ｄ后，形成许
多大的、生长均匀的单细胞克隆，呈现鹅卵石状和多

角形２种形态（图４Ｃ、４Ｄ），在细胞克隆的表面可观
察到分泌到胞外的乳滴（图４Ｅ），同时观察到大量吞
噬细胞转移到乳滴中（图 ４Ｆ）．原瓶消化使细胞分
散，继续培养２ｄ后，细胞在瓶底８０％汇集，吞噬细
胞消失，形成均匀的多角形和鹅卵石状细胞混合生

长的乳腺上皮细胞层（图４Ｇ）．细胞传至第３代时将
其冻存，复苏后存活率高达９０％，如图４Ｈ所示．

Ｍ１：ＤＮＡＭａｒｋｅｒ!ＥｃｏＴ１４；Ｍ２：ＤＮＡＭａｒｋｅｒＤＬ２０００；１：ｐＭＤ１９ＴｂＩＬ１７ＥｃｏＲⅠ、ＳａｌⅠ双酶切产物；２：ｐＥＧＦＰＮ３ｂＩＬ１７经ＥｃｏＲⅠ、ＳａｌⅠ双酶切
后产物．

图３　ｐＭＤ１９ＴｂＩＬ１７（ａ）、ｐＥＧＦＰＮ３ｂＩＬ１７（ｂ）重组质粒双酶切鉴定电泳图
Ｆｉｇ．３　ＡｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｐＭＤ１９ＴｂＩＬ１７（ａ）ａｎｄｐＥＧＦＰＮ３ｂＩＬ１７（ｂ）ｄｉｇｅｓｔｅｄｂｙｄｏｕｂｌｅｅｎｚｙｍｅ

ｃｌｅａｖａｇｅｍｅｔｈｅｄ
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Ａ：单细胞克隆，红色标记为吞噬细胞；Ｂ：分散单个细胞，红色标记为吞噬细胞；Ｃ：鹅卵石状细胞；Ｄ：多角形细胞；Ｅ：分泌到胞外的乳滴；Ｆ：红色

箭头指向胞外乳滴，乳滴中有吞噬细胞；Ｇ：多角形与鹅卵石状细胞混合均匀生长；Ｈ：复苏后细胞存活率达９０％．

图４　乳汁中分离培养的牛乳腺上皮细胞形态（１００×）
Ｆｉｇ．４　Ｔｈｅｐｉｃｔｕｒｅｏｆｔｈｅｃｕｌｔｕｒｅｄｂｏｖｉｎｅｍａｍｍａｒｙｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｆｒｏｍｍｉｌｋ（１００×）

２．５　原代牛乳腺上皮细胞的鉴定
应用免疫荧光细胞染色法检测纯化牛乳腺上皮

细胞的骨架蛋白———角蛋白８的表达情况，结果显
示，从牛乳中分离培养的乳腺上皮细胞角蛋白８表

达呈阳性（图５）．图中绿色荧光为表达于细胞质中
的角蛋白８，蓝色部分为ＤＡＰＩ染色的细胞核，进一步
在蛋白水平上证明分离培养的细胞是乳腺上皮

来源．

Ａ、Ｂ：为试验组，其中Ａ为用抗体染色的牛乳腺上皮细胞，荧光显微镜下呈现绿色荧光，Ｂ为普通光学显微镜下相对应的牛乳腺上皮细胞；

Ｃ、Ｄ：为对照组，其中Ｃ为荧光显微镜拍摄，细胞核呈蓝色，Ｄ为普通光学显微镜拍摄．

图５　免疫荧光细胞染色鉴定角蛋白８表达（１００×）
Ｆｉｇ．５　Ｋｅｒａｔｉｎ８ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｂｙｔｈｅｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙａｓｓａｙ（１００×）

２．６　真核表达载体 ｐＥＧＦＰＮ３ｂＩＬ１７转染牛乳腺
上皮细胞

　　重组ｐＥＧＦＰＮ３ｂＩＬ１７质粒转染牛乳腺上皮细
胞４８ｈ后，荧光显微镜下观察到约２０％的细胞有梭
形或圆形的绿色荧光（图６），证实重组质粒 ｐＥＧＦＰ
Ｎ３ｂＩＬ１７能有效转染至牛乳腺上皮细胞并在细胞
中表达．

２．７　ＲＴＰＣＲ鉴定重组质粒 ｐＥＧＦＰＮ３ｂＩＬ１７在
牛乳腺上皮细胞中的表达

　　重组质粒 ｐＥＧＦＰＮ３ｂＩＬ１７转染牛乳腺上皮细
胞４８ｈ后，采用 ＲＴＰＣＲ方法对外源 ｂＩＬ１７基因的
表达进行鉴定，结果（图 ７）显示，重组质粒 ｐＥＧＦＰ
Ｎ３ｂＩＬ１７转染牛乳腺上皮细胞组在约５４０ｂｐ处出
现ｂＩＬ１７基因目的条带，而未转染组和空质粒转染
组都没有检测到 ｂＩＬ１７基因目的条带，证实重组质

粒ｐＥＧＦＰＮ３ｂＩＬ１７转染细胞后，外源 ｂＩＬ１７基因
可以获得很好地转录．

Ａ：在荧光显微镜下观察到表达ＧＦＰ的乳腺上皮细胞，Ｂ：对应明场光

下观察的转染４８ｈ后牛乳腺上皮细胞．

图６　荧光显微镜下观察 ｐＥＧＦＰＮ３ｂＩＬ１７转染牛乳腺上皮
细胞（１００×）

Ｆｉｇ．６　ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＧＦＰｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｂｏｖｉｎｅｍａｍｍａｒｙｅｐｉｔｈｅｌｉ
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Ｍ：ＤＮＡＭａｒｋｅｒＤＬ２０００；１：未转染对照组；２：空质粒ｐＥＧＦＰＮ３转染

组；３：重组质粒ｐＥＧＦＰＮ３ｂＩＬ１７转染组．

图７　ＲＴＰＣＲ检测ｂＩＬ１７基因在转染乳腺上皮细胞中的表达
Ｆｉｇ．７　ＴｈｅｂＩＬ１７ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｈｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｂｏｖｉｎｅｍａｍｍａｒｙ

ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＲＴＰＣＲ

２．８　真核载体 ｐＥＧＦＰＮ３ｂＩＬ１７转染牛乳腺上皮
细胞后ｂＩＬ１７蛋白表达水平ＥＬＩＳＡ检测结果

　　为进一步验证重组质粒 ｐＥＧＦＰＮ３ｂＩＬ１７转染
牛乳腺上皮细胞后 ｂＩＬ１７基因是否表达，我们应用
定量ＥＬＩＳＡ的方法对转染重组质粒 ｐＥＧＦＰＮ３ｂＩＬ
１７的牛乳腺上皮细胞培养液上清中 ｂＩＬ１７蛋白量
进行了检测，结果如图８所示，转染 ｐＥＧＦＰＮ３ｂＩＬ
１７质粒牛乳腺上皮细胞组 ｂＩＬ１７蛋白含量高于未
转染质粒细胞组（ｔ检验，Ｐ＜００５），转染 ｐＥＧＦＰＮ３
质粒组ｂＩＬ１７蛋白含量与未转染质粒组基本无差
异．

组别

表示相对于未转染组差异显著（ｔ检验，Ｐ＜００５）．

图８　ＥＬＩＳＡ法检测ｂＩＬ１７基因在转染牛乳腺上皮细胞中的
蛋白表达量

Ｆｉｇ．８　ＴｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｂＩＬ１７ｉｎｔｈｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｂｏｖｉｎｅ
ｍａｍｍａｒｙｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＥＬＩＳＡ

３　讨论
乳腺上皮细胞具有合成和分泌乳汁的特殊功

能，体外培养的奶牛乳腺上皮细胞作为一种模型，既

可用来研究乳蛋白基因表达［９］，又可作为乳腺特异

性表达载体的检测系统［１０］，因此被广泛应用于乳蛋

白基因表达及调控、细胞形态学及乳腺生物反应器

的基础理论研究．另外，在乳腺炎的发病过程中，乳
腺上皮细胞是病原菌在穿过乳头末端的机械屏障后

进入机体内部之前最先接触的细胞，多种病原菌侵

入乳腺后可通过各种方式黏附和侵入牛乳腺上皮细

胞，因此，乳腺上皮细胞亦是体外研究乳腺炎发病机

制和动物基因治疗的理想模型［１１１４］，此外，牛乳中乳

腺上皮细胞来源广泛，易于取材，可以分离培养，易

于接受外源基因尤其是质粒 ＤＮＡ，并能稳定表达对
应的基因产物，因此在动物基因治疗方面亦有良好

的应用前景．ＩＬ１７由 ＣＤ４＋Ｔ细胞中的 Ｔｈ１７细胞，
单核细胞等分泌，最初被命名为细胞毒 Ｔ淋巴细胞
抗原８（ＣＴＬＡ８），是一种促炎性细胞因子．有研究显
示ｈＩＬ１７可以刺激表皮成纤维细胞、滑膜细胞、内皮
细胞、支气管上皮细胞分泌 ＩＬ６和 ＩＬ８［１５］．大量证
据表明，ＩＬ１７具有强大的促炎作用和抗感染作用．
在防御革兰阴性细菌如肺炎克雷伯菌 Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ
ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ及脆弱类杆菌Ｂａｃｔｅｒｏｏｋｄｅｓｆｒａｇｉｌｉｓ等的感
染中，可在感染早期募集中性粒细胞，通过刺激上皮

细胞分泌ＩＬ８、ＧＣＳＦ等细胞因子诱导刺激树突状
细胞等免疫细胞的成熟分化，从而加强局部炎症反

应，加强机体清除细胞外感染的细菌，防止慢性感染

和组织化脓发生［１６１８］．ＩＬ１７还通过刺激 ＩＬ６和
ＰＧＥ２的产生，加强局部炎症反应，诱导细胞间黏附
因子（ＩＣＡＭ）产生，协同促进 Ｔ细胞反应［１９］，从而在

非特异性免疫和特异性免疫之间建立联系．因此，对
ＩＬ１７在乳腺炎发病中作用的深入研究，可能为解决
乳腺炎发病机制尚未解决的问题带来新的希望．

本研究采用ＲＴＰＣＲ方法从牛脾脏中扩增获得
牛ＩＬ１７基因编码序列，并将其插入到真核表达载体
ｐＥＧＦＰＮ３中．用 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００脂质体转染牛
乳腺上皮细胞，获得良好的转染效率，转染 ｐＥＧＦＰ
Ｎ３ｂＩＬ１７之后可以检测到外源 ＩＬ１７获得了高效表
达．以牛乳腺上皮细胞作为靶细胞结合 ＩＬ１７基因转
染技术的进一步研究，可能为后续奶牛金黄色葡萄

球菌乳房炎基因防治以及抗病转基因奶牛的研究奠

定基础．
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