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家兔γ干扰素基因的原核表达及其
表达产物的单克隆抗体的制备
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　　摘要：将ＰＣＲ扩增的家兔γ干扰素基因克隆至ｐＥＴ－２８ａ（＋）原核表达载体上，构建重组载体ｐＥＴ－２８ａ
（＋）－ＩＦＮ－γ。重组载体转化大肠杆菌ＢＬ２１（ＤＥ３），经ＩＰＴＧ诱导、ＨｉｓＴｒａｐ亲和柱纯化，获得ＩＦＮ－γ重组蛋
白。以ＩＦＮ－γ重组蛋白为抗原免疫ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，通过杂交瘤细胞技术获得４株抗ＩＦＮ－γ单克隆抗体的杂
交瘤细胞株，分别被命名为３Ｈ８、４Ｇ４、４Ｆ１０、６Ｃ１２，它们的亚型分别为ＩｇＧ１、κ链，ＩｇＧ２ｂ、κ链，ＩｇＧ１、κ链，

ＩｇＧ１、κ链。分别制备单克隆抗体腹水，结果，４株单克隆抗体腹水的间接ＥＬＩＳＡ效价在１０－４～１０－５之间。
本试验通过制备抗家兔ＩＦＮ－γ单克隆抗体，为研究和检测ＩＦＮ－γ提供了一种重要的工具。
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　　干扰素（ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ，ＩＦＮ）是一类由 脊 椎 动 物 单

核细胞或淋巴细胞在受到病毒或其他诱生剂的作用

时产生的一种分泌性可溶糖蛋白，具有抗病毒、抗肿

瘤和免疫调 节 等 多 种 生 物 学 活 性。１９５７年 英 国 学

者Ｉｓａａｃｓ等［１］首先从鸡体内发现了病毒感染的细胞

能产生一种因子，它作用于其他细胞能干扰病毒的

复制，因 而 被 命 名 为 干 扰 素。研 究 表 明，内 源 性

ＩＦＮ－γ水平的高低在很大程度上可以反映机体的细
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胞免疫状态，对 样 本 中 的ＩＦＮ－γ进 行 定 量 分 析，在

免疫机制研究、免疫功能分析、疫苗免疫效果评估、
器官移植、过敏反应以及多种胞内病原感染的诊断

等方面都具有极其重要的理论价值和应用价值［２－４］。

　　１９７５年，Ｋｈｌｅｒ等［５］建立的杂交瘤技术对现代

生命科学的研究和发展起着巨大的推动作用。单克

隆抗体具有成本低、特异性和纯度高、均一性好等优

点，除用于临床疾病的诊断和治疗外，还可用于生物

制剂的纯化和免疫学基础研究 等 各 个 领 域［６－７］。近

年来，国内外在干扰素单克隆抗体的研究和应用方

面开展了很多工作，先后有人研制出人、牛、马、猪、
鸡、鸭等动物的干扰素单克隆抗体［８－１２］。但是，针对

家兔的干扰素单克隆抗体的研制却鲜有报道。本研

究通过杂交瘤细胞技术，制备了抗家兔ＩＦＮ－γ单克

隆抗体，填补了家兔干扰素单克隆抗体相关研究的

空白，为 研 究 和 检 测ＩＦＮ－γ提 供 了 一 种 重 要 的 工

具，也为建立免疫相关检测方法以及研究家兔体内

的免疫机制和免疫功能奠定了基础。

１　材料与方法

１．１　实验动物

　　７～８周龄ＢＡＬＢ／ｃ小鼠购于扬州大学比较医

学中心。

１．２　质粒、细胞和菌株

　　ｐＥＴ－２８ａ（＋）质 粒，大 肠 杆 菌 ＤＨ５α、ＢＬ２１，

ＳＰ２／０细胞均由江苏省农业科学院兽医研究所家兔

与兽医生物技术研究室保存。

１．３　主要试剂和仪器

　　ＤＬ２０００ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ，Ｔ４ＤＮＡ连 接 酶，限 制

性内切酶ＢａｍＨⅠ、ＨｉｎｄⅢ，凝胶回收纯化试 剂 盒

均购 自 宝 生 物 工 程（大 连）有 限 公 司。柱 式 质 粒

ＤＮＡｏｕｔ试 剂 盒 购 自 北 京 天 恩 泽 基 因 科 技 有 限 公

司。胎牛 血 清 购 自 Ｇｉｂｃｏ公 司。辣 根 过 氧 化 物 酶

（ＨＲＰ）标记的山羊抗小鼠ＩｇＧ（ＨＲＰ－ＩｇＧ）购 自 北

京鼎国昌盛 生 物 技 术 有 限 公 司。ＥＣＬ化 学 发 光 液

购自南 京 麦 高 德 生 物 科 技 有 限 公 司。ＲＰＭＩ　１６４０
基础培养基购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。ＩＰＴＧ和ＰＥＧ均购

自Ｓｉｇｍａ公司。Ｃｌｏｎｏｔｙｐｉｎｇ　Ｓｙｓｔｅｍ／ＨＲＰ抗体 亚 类

鉴定试剂盒购自Ｓｏｕｔｈｅｒｎ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司。

１．４　重组表达载体ｐＥＴ－２８ａ（＋）－ＩＦＮ－γ的构建

　　参照ＧｅｎＢａｎｋ中 已 登 录 的 家 兔ＩＦＮ－γ基 因 序

列，应用软 件Ｐｒｉｍｅｒ　Ｐｒｅｍｉｅｒ　５．０分 析 家 兔ＩＦＮ－γ
基因序列，并参照原核表达载体ｐＥＴ－２８ａ（＋）的 多

克隆位点序 列，设 计 了１对 引 物，上 游 引 物 序 列 为

５′－ＧＣＣＧＧＡＴＣＣＡＴＧＡＧＡＧＡＡＡＣＡＧＡＡＣＡＣ－３′

（下划线处为ＢａｍＨⅠ酶切位点），下游引物序列为

５′－ＧＣＧＡＡＧＣＴＴＴＣＡＧＴＡＣＴＴＧＧＡＴＧＣＴＣＧ－３′
（下划线处为ＨｉｎｄⅢ酶切位点）。上、下游引物理论

上的扩增片 段 大 小 为５０４ｂｐ。以 本 实 验 室 保 存 的

ｐＦａｓｔＢａｃ１－ＩＦＮ－γ为 模 板 扩 增ＩＦＮ－γ基 因［１３］，基 因

片段经ＢａｍＨⅠ＋ＨｉｎｄⅢ双酶切后，定向插入经相

同酶切的ｐＥＴ－２８ａ（＋）表达载体中。连接产物转化

大肠杆菌ＤＨ５α后，对双酶切筛选出的阳性菌株进

行测序。

１．５　ＩＦＮ－γ蛋白的诱导表达和纯化

　　将 重 组 载 体ｐＥＴ－２８ａ（＋）－ＩＦＮ－γ转 化 大 肠 杆

菌ＢＬ２１（ＤＥ３）菌株，挑取单菌落接种到含卡那霉素

（５０μｇ／ｍＬ）的ＬＢ液 体 培 养 基，３７℃培 养 过 夜，按

１∶１００的体积比将 培 养 物 接 种 于 含 卡 那 霉 素 抗 性

的新鲜ＬＢ液 体 培 养 基 中，振 荡 培 养 至Ｄ６００ｎｍ值 为

０．６时，加 入 终 浓 度 为１ｍｍｏｌ／Ｌ的ＩＰＴＧ，诱 导 表

达４ｈ，离 心 收 集 菌 体。部 分 菌 体 加 入１×ＳＤＳ－
ＰＡＧＥ上样缓冲液，沸水中处理５～１０ｍｉｎ，１２　０００
ｒ／ｍｉｎ离心后，取１０μＬ上清进行１２％ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
电泳分析，其 余 菌 体 经 超 声 波 破 碎，收 集 上 清 并 用

ＨｉｓＴｒａｐ亲和柱纯化 目 的 蛋 白，具 体 操 作 则 按 照 亲

和层析柱产品说明书进行。

１．６　ＩＦＮ－γ蛋白单克隆抗体的制备

　　ＩＦＮ－γ 重 组 蛋 白 （蛋 白 的 质 量 浓 度 为 ９００

μｇ／ｍＬ）以１∶１的体积比加入弗氏完全佐剂，经乳

化后皮下注射给ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，每只２００μＬ。２周

后皮下注射弗氏不完全佐剂乳化的等量抗原。间隔

２周后，再重复免疫１次。融合前第３天 腹 腔 注 射

等量抗原以 加 强 免 疫。参 照 刘 秀 梵［１４］报 道 的 方 法

将免疫小 鼠 的 脾 细 胞 和 小 鼠ＳＰ２／０细 胞 融 合。融

合细胞培养５ｄ后，用 ＨＡＴ培养基换液１次，第１０
天用 ＨＴ培养基换液，等到融合细胞覆盖孔底１／１０
时，取上清用间接ＥＬＩＳＡ筛选抗体阳性孔。筛选时

以ＩＦＮ－γ重组蛋白、诱导后ｐＥＴ－２８ａ（＋）菌体蛋白

和ｐＥＴ－２８ａ（＋）－１７ｋｕ 重 组 蛋 白［１５］ 分 别 包 被

ＥＬＩＳＡ板，筛选抗ＩＦＮ－γ蛋白的单克隆抗体杂交瘤

细胞株［１６］。

１．７　腹水的制备及单克隆抗体的纯化

　　参照刘 秀 梵［１４］报 道 的 方 法 制 备 单 克 隆 抗 体 腹

水。采用辛酸－硫酸铵方法纯化单克隆抗体腹水，纯
化后的单克隆抗体于－７０℃保存［１７］。

１．８　单克隆抗体的 Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ检测

　　取ＩＦＮ－γ重组蛋白、诱导的ｐＥＴ－２８ａ（＋）菌体

蛋白 和 ｐＥＴ－２８ａ（＋）－１７ｋｕ重 组 蛋 白 进 行１２％
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ凝 胶 电 泳，电 泳 后 取 下 凝 胶，将 其 转 印
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于ＮＣ膜 上，２ｍＡ／ｃｍ２，转 印６０ｍｉｎ后，用５０ｇ／Ｌ
脱脂奶粉溶液４℃封闭转移膜过夜，以腹水为一抗

（１∶４００稀释），ＨＲＰ标 记 的 山 羊 抗 小 鼠ＩｇＧ为 二

抗（１∶５　０００稀 释），进 行 Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ鉴 定。用

ＥＣＬ显色，拍照记录结果。

１．９　单克隆抗体亚类的鉴定和腹水效价的测定

　　利 用 Ｓｏｕｔｈｅｒｎ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公 司 的 Ｃｌｏｎｏ－
ｔｙｐｉｎｇ　Ｓｙｓｔｅｍ／ＨＲＰ抗体亚类鉴定试剂盒鉴定单克

隆抗体的亚类，具体操作步骤则按说明书进行。以

纯化蛋白（１μｇ／ｍＬ）包被ＥＬＩＳＡ板，倍比稀释的腹

水作为 一 抗，ＨＲＰ标 记 的 山 羊 抗 小 鼠ＩｇＧ为 二 抗

（１∶５　０００稀释），进行间接ＥＬＩＳＡ单克隆抗体腹水

效价的测定。

２　结果

２．１　ｐＥＴ－２８ａ（＋）－ＩＦＮ－γ重组表达载体的构建

　　通过ＰＣＲ获得大小约５０４ｂｐ的 目 的 片 段（见

图１）。ＰＣＲ产物经ＢａｍＨⅠ＋ＨｉｎｄⅢ双酶切后定

向插入经相同酶切的ｐＥＴ－２８ａ（＋）表 达 载 体 中，获

得重组 质 粒ｐＥＴ－２８ａ（＋）－ＩＦＮ－γ。酶 切 鉴 定 结 果

（见图２）和 测 序 分 析 说 明，ＩＦＮ－γ基 因 已 按 正 确 的

阅读框插入到ｐＥＴ－２８ａ（＋）载体中，且序列正确。

图１　ＩＦＮ－γ基因的ＰＣＲ扩增

Ｆｉｇ．１　ＰＣＲ　ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ＩＦＮ－γｇｅｎｅ
Ｍ：ＤＮＡ分子质量标准；１：ＰＣＲ扩增的ＩＦＮ－γ基因

Ｍ：ＤＬ２０００ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ；１：ＰＣＲ－ａｍｐｌｉｆｉｅｄ　ＩＦＮ－γｇｅｎｅ

２．２　重组蛋白的表达及纯化

　　含重组质粒的全菌裂解液的ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳

结果表明，经ＩＰＴＧ诱导表达后 的 全 菌 裂 解 液 与 空

载体对照相比，在约１８ｋｕ处有一条明显的条带，与

预期 大 小 一 致。ＨｉｓＴｒａｐ亲 和 柱 纯 化 回 收 液 的

ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳结果显 示，仅 在 约１８ｋｕ处 有 一 条

明显条带（见图３）。

２．３　ＩＦＮ－γ蛋白单克隆抗体的制备及特异性鉴定

　　取纯化后的重组蛋白皮下注射ＢＡＬＢ／ｃ小鼠３
次，融合前第３天腹腔加强免疫１次，无菌操作取脾

细胞，在融合剂（ＰＥＧ）作用下与ＳＰ２／０细胞进行融

合，对杂交瘤细胞进行３次亚克隆。经ＥＬＩＳＡ方法

筛选，共获得４株能稳定分泌抗ＩＦＮ－γ单克隆抗体的

细胞株。这些细胞株连续培养６个月以及进行反复

冻存 复 苏 后，均 能 稳 定 传 代 并 分 泌 抗 体。Ｗｅｓｔｅｒｎ－
ｂｌｏｔ结果（见图４）表明，这些单克隆抗体与ＩＦＮ－γ蛋

白有特异性反应，而与诱导后的ｐＥＴ－２８ａ（＋）菌体蛋

白和ｐＥＴ－２８ａ（＋）－１７ｋｕ重组蛋白不发生任何反应。

图２　重组质粒的酶切鉴定

Ｆｉｇ．２　Ｅｎｚｙｍｅ　ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ　ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ

ｐｌａｓｍｉｄ
Ｍ：ＤＮＡ分子质量标准；１：重组质粒ｐＥＴ－２８ａ（＋）－ＩＦＮ－γ的ＢａｍＨⅠ

＋ＨｉｎｄⅢ双酶切产物

Ｍ１：ＤＬ１５０００ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ；Ｍ２：ＤＬ２０００ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ；１：Ｔｈｅ　ｐｒｏ－

ｄｕｃｔｓ　ｆｒｏｍ　ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ｐｌａｓｍｉｄ　ｐＥＴ－２８ａ（＋）－ＩＦＮ－γｄｉｇｅｓｔｅｄ　ｗｉｔｈ

ＢａｍＨⅠ＋ＨｉｎｄⅢ

图３　ＩＦＮ－γ基因在大肠杆菌中表达的ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析

Ｆｉｇ．３　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ　ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ＩＦＮ－

γｉｎ　Ｅ．ｃｏｌｉ
Ｍ：蛋白质分子质量标准；１、２：诱导后的ｐＥＴ－２８ａ（＋）－ＩＦＮ－γ菌体蛋

白；３：诱导后的ｐＥＴ－２８ａ（＋）菌体蛋白；４：纯化后的ＩＦＮ－γ蛋白

Ｍ：Ｐｒｏｔｅｉｎ　ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｗｅｉｇｈｔ　Ｍａｒｋｅｒ；１，２：Ｔｏｔａｌ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｏｆ　Ｅ．ｃｏｌｉ

ＢＬ２１（ＤＥ３）ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ　ｂｙ　ｐＥＴ－２８ａ（＋）－ＩＦＮ－γ；３：Ｔｏｔａｌ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｏｆ

Ｅ．ｃｏｌｉ　ＢＬ２１（ＤＥ３）ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ　ｂｙ　ｐＥＴ－２８ａ（＋）；４：Ｐｕｒｉｆｉｅｄ　ＩＦＮ－γ

ｆｕｓｉｏｎ　ｐｒｏｔｅｉｎ

２．４　抗ＩＦＮ－γ蛋白单克隆抗体的特性

　　抗体亚类鉴定结果表明，３Ｈ８、４Ｆ１０和６Ｃ１２单

克隆抗体的 亚 类 均 为ＩｇＧ１，κ链；４Ｇ４单 克 隆 抗 体

的亚类为ＩｇＧ２ｂ，κ链。４株单克隆抗体腹水的间接

ＥＬＩＳＡ 效 价 分 别 为 １∶１０２　４００、１∶１０２　４００、

１∶２０４　８００、１∶６　４００（见表１）。
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图４　单克隆抗体与ＩＦＮ－γ重组蛋白的 Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ分析

Ｆｉｇ．４　Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｐｕｒｉｆｉｅｄ　ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ＩＦＮ－γｒｅａｃｔｉｏｎ　ｗｉｔｈ　ＭｃＡｂｓ
１：纯化后的ＩＦＮ－γ蛋白；２：诱导后的ｐＥＴ－２８ａ（＋）菌体蛋白；３：ｐＥＴ－２８ａ（＋）－１７ｋｕ重组蛋白

１：Ｐｕｒｉｆｉｅｄ　ＩＦＮ－γｆｕｓｉｏｎ　ｐｒｏｔｅｉｎ；２：Ｔｏｔａｌ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｆｒｏｍＥ．ｃｏｌｉ　ＢＬ２１（ＤＥ３）ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ　ｗｉｔｈ　ｐＥＴ－２８ａ（＋）；３：ｐＥＴ－２８ａ（＋）－１７ｋｕ　ｆｕｓｉｏｎ　ｐｒｏｔｅｉｎ

表１　ＩＦＮ－γ单克隆抗体的特性

Ｔａｂｌｅ　１　Ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ　ｏｆ　ＭｃＡｂｓ　ｔｏ　ＩＦＮ－γ

单克隆抗体
ＭｃＡｂｓ

亚型
Ｓｕｂｔｙｐｅｓ

效价
Ｔｉｔｅｒ

３Ｈ８ ＩｇＧ１，κ链 １∶１０２　４００
４Ｇ４ ＩｇＧ２ｂ，κ链 １∶１０２　４００
４Ｆ１０ ＩｇＧ１，κ链 １∶２０４　８００
６Ｃ１２ ＩｇＧ１，κ链 １∶６　４００

３　讨论

　　γ干扰素（ＩＦＮ－γ）是机体内具有抗病毒、抗肿瘤

和免疫调节功能的重要细胞因子，主要由激活的Ｔ
细胞、ＮＫ细胞 和 巨 噬 细 胞 产 生。评 价ＩＦＮ－γ在 机

体内的动态变化水平指标，对于了解传染性疾病的

发生、发展、转归情况及其机体保护性免疫反应动态

规律提供了较大帮助。因此，建立评价ＩＦＮ－γ在机

体中水平变化的检测方法显得十分重要［２－４］。

　　单克隆抗体在研究细胞因子的功能上有许多用

途，如 结 构 和 功 能 的 研 究、定 量 检 测、鉴 别 和 纯 化。
近年来，国内外在干扰素单克隆抗体的研究和应用

方面开展了很多工作。为了适应临床工作、基础研

究及应用研究的需要，利用融合技术制备干扰素单

克隆抗体显得很有必要。无论是对免疫细胞功能及

机体免疫应答方面的研究，对疾病状态下干扰素产

生水平的判定，还是制备和纯化干扰素过程中的定

性定量分析，都需要有一种简便、快捷、可靠和经济

的检测手段，而特异性的干扰素单克隆抗体恰恰在

这方面起到了重要的作用。先后有人研制出牛、马、
猪、鸡、鸭等动物的干扰素单克隆抗体，但家兔的干

扰素单克隆抗体却鲜有报道［８－１２］。

　　本研究 克 隆 的 家 兔ＩＦＮ－γ基 因 与ＧｅｎＢａｎｋ中

已有的ＩＦＮ－γ基因相符，与国内外学者的研究结果

也一致，这表明家兔的ＩＦＮ－γ基因在进化上高度保

守。本研究利用ＩＦＮ－γ重组蛋白通过动物免疫、细

胞融合、筛选克隆获得４株抗ＩＦＮ－γ的特异性单克

隆抗体，并且制备了腹水。在筛选克隆阶段，对照组

的设置不仅包括诱导后的ｐＥＴ－２８ａ（＋）菌 体 蛋 白，
也包括本实验室保存的ｐＥＴ－２８ａ（＋）－１７ｋｕ重组蛋

白。两组对照的设置使克隆的筛选更具可靠性。经

鉴定，３Ｈ８、４Ｆ１０、６Ｃ１２单克隆抗体的亚型为ＩｇＧ１，

κ链；４Ｇ４单克 隆 抗 体 的 亚 型 为ＩｇＧ２ｂ，κ链。杂 交

瘤细胞连续传代培养，其分泌抗体的能力稳定。利

用４株ＩＦＮ－γ单 克 隆 抗 体 制 备 腹 水，Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ
结果显示，腹水具有很高的特异性。ＥＬＩＳＡ结果显

示，３Ｈ８和４Ｇ４腹水 的 效 价 均 为１∶１０２　４００，４Ｆ１０
腹 水 的 效 价 为１∶２０４　８００，６Ｃ１２腹 水 的 效 价 为

１∶６　４００。４株抗ＩＦＮ－γ单克隆抗体具有特异性强、
均质性好、稳定性高、可无限量生产等优点。本研究

筛选出了４株能稳定分泌ＩＦＮ－γ单克隆抗体的细胞

株，为进一步研究ＩＦＮ－γ单克隆抗体在家兔体内的

免疫功能和免疫调控奠定了基础。
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