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摘要 

目的： 

非洲猪瘟病毒严重影响了我国生猪安全，而干扰素发挥的抗病毒作用对抑制非洲猪瘟感染至关

重要。干扰素（Interferon，IFN）在抗病毒、抑制肿瘤和免疫调节等方面发挥着重要作用。干扰素 α

（IFN-α）作为 I 型 IFN 的一种，主要参与抗病毒免疫过程；干扰素 λ（IFN-λ）是 III 型 IFN，其对

抗病毒免疫反应的作用仅限于暴露和感染风险较高的上皮组织,在粘膜感染中。而且通过仓鼠卵巢细

胞（Chinese Hamster Ovary, CHO）表达系统表达的重组蛋白，它的分子结构和生物学功能与

天然蛋白分子最相似，同时具备外源性蛋白表达量较高等优势。单克隆抗体在免疫分析领

域发挥着重要作用，极大提升了免疫学检测的特异性和灵敏度。本研究拟构建猪源 IFN 重

组质粒并通过 CHO 表达系统进行高效表达，从而制备灵敏度高、特异性强的单克隆抗体，

为在以后的研究中更好地建立不同 IFN 分子的检测方法以及建立研究猪病毒感染和免疫过程

中不同细胞因子的分泌情况的关键技术平台奠定基础。 
方法： 

（1）构建猪源重组干扰素（rPoIFN）质粒：提取猪外周血淋巴细胞总 RNA 并反转录为 cDNA，

以 GenBank 中目的基因的序列（GenBank 登录号：α：NM_214393.1；λ：NM_001142837.1）为模板

设计引物，聚合酶链式反应(Polymerase Chain Reaction, PCR)扩增目的基因 PoIFN-α和 PoIFN-λ，将

pcDNA3.1 真核表达载体通过 Hind Ⅲ和 Xho Ⅰ双酶切后回收纯化，通过 T4 连接酶连接目的基因与

载体得到重组质粒并测序。（2）CHO 表达纯化 IFN 蛋白；参照 ExpiCHOTM表达系统操作说明进行

复苏、传代、转染和收集纯化，并对纯化后的蛋白进行 SDS-PAGE 和 Western-blot 鉴定。（3）单克

隆抗体制备：蛋白乳化免疫小鼠，检测阳性血清效价后将脾细胞与 SP2/0 细胞进行融合并建立间接

酶联免疫吸附试验(Enzyme Linked Immunosorbent Assay, ELISA)筛选所需的阳性杂交瘤细胞，亚克隆

扩大培养后制备腹水得到单克隆抗体，纯化制备的抗体并进行鉴定。（4）通过免疫组织化学

(Immunohistochemistry, IHC)技术检测猪不同部位 IFN 分子的产生与分布情况。 

结果： 

（1）扩增出 PoIFN-α和 PoIFN-λ两条特异性条带，大小分别为 612 bp 和 630 bp；经过 T4 连接

酶连接成功构建出重组质粒 pcDNA3.1-PoIFN-α和 pcDNA3.1-PoIFN-λ。（2）通过 CHO 真核表达系

统成功表达并纯化出正确大小的可溶性蛋白，IFN-α大小为 20 kDa 左右、浓度为 1.2 mg/mL，IFN-λ

大小为 25 kDa 左右、浓度为 0.86 mg/mL。（3）血清效价检测符合细胞融合要求；建立间接 ELISA

方法筛选阳性杂交瘤，通过间接 ELISA 筛选和 5 次亚克隆 IFN-α得到一株能稳定分泌抗 IFN-α蛋白

的单克隆细胞株（3c6）、IFN-λ得到一株能稳定分泌抗 IFN-λ蛋白的单克隆细胞株（3e8）；亚型鉴

定二者均为为 IgG1 亚型、IgGκ 轻链；Western-blot 显示抗体可以特异识别 IFN-α 与 IFN-λ，抗体纯

化后 IFN-α效价检测可达 1:256000、IFN-λ效价检测可达 1:32000。（4）IHC 可知在脾脏中可见广泛

IFN 阳性细胞，且红脾区较多，白脾区、脾小体等相对较少，肝脏中阳性细胞主要集中于中央静脉

周围。 

结论： 

（1）成功构建出猪源干扰素重组质粒 pcDNA3.1-PoIFN-α 和 pcDNA3.1-PoIFN-λ。（2）成功表

达并纯化出正确大小的可溶性蛋白，且重组蛋白纯度好、浓度高。（3）成功制备出 rPoIFN-α和 rPoIFN-λ

的单克隆抗体，且抗体灵敏度高、特异性强。（4）利用制备的单抗成功在 ASFV 攻毒猪脏器组织中

特异性检测到组织中产生的 IFN-α与 IFN-λ阳性细胞以及二者在肝脏和脾脏组织中的分布状态。 
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Abstract 

Object: 

African swine fever virus has seriously affected the safety of Chinese pigs, and the antiviral function 

of interferon is very important to inhibit the infection of African swine fever. Interferon (IFN) plays an 

important role in antiviral, tumor inhibition and immune regulation. Interferon alpha (IFN-α), as a type I 

IFN, is mainly involved in the antiviral immune process. Interferon λ (IFN-λ) is type III IFN whose effect 

against the viral immune response is limited to epithelial tissues at higher risk of exposure and infection, in 

mucosal infections. Moreover, the recombinant proteins expressed through the expression system of 

Chinese Hamster Ovary (CHO) show that their molecular structure and biological function are most similar 

to those of natural proteins, and at the same time they have the advantages of high exogenous protein 

expression. Monoclonal antibodies play an important role in the field of immunoassay, greatly improving 

the specificity and sensitivity of immunological detection. This study intends to construct porcine IFN 

recombinant plasmid and express it efficiently through CHO expression system, so as to prepare 

monoclonal antibodies with high sensitivity and specificity, which will lay a foundation for future studies to 

better establish detection methods for different IFN molecules and establish a key technical platform to 

study the secretion of different cytokines in the process of porcine virus infection and immunity. 

Methods: 

(1) Construction of recombinant pig interferon (rPoIFN) plasmid: Total RNA was extracted from pig 

peripheral blood lymphocytes and reverse transcribed into cDNA. Primers were designed based on the 

sequence of the target gene in GenBank (α: NM_214393.1; λ: NM_001142837.1), and the PoIFN-α and 

PoIFN-λ genes were amplified by polymerase chain reaction (PCR). The pcDNA3.1 eukaryotic expression 

vector was digested with enzymes of Hind Ⅲ and Xho Ⅰ, purified, and then connected by T4 ligase to 

obtain the recombinant plasmid, which was then sequenced. (2) CHO cell expression and purification of IFN 

protein: Following the instructions of the ExpiCHOTM expression system, the cells were revived, passaged, 

transfected, and the protein was collected and purified. The purified protein was then identified by 

SDS-PAGE and Western-blot. (3) Preparation of monoclonal antibody: immunize mice with protein 

emulsion, detect the titer of positive serum after three times of immunization, fuse spleen cells with SP2/0 

cells, establish an indirect enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) to screen the required positive 

hybridoma cells, prepare ascites after subclone expansion culture to obtain monoclonal antibody, purify the 

prepared antibody and appraisal it. (4) The production and distribution of IFN molecules in different parts of 

pigs were detected by immunohistochemistry (IHC) technique. 

Results: 

(1) Specific bands of PoIFN-α and PoIFN-λ were amplified by PCR, with sizes of 612 bp and 630 bp, 

respectively. Recombinant plasmids pcDNA3.1-PoIFN-α and pcDNA3.1-PoIFN-λ were successfully 

constructed by T4 ligase. (2) The correctly sized soluble proteins were successfully expressed and purified 

using the CHO eukaryotic expression system. The size of IFN-α was 20 kDa with a concentration of 1.2 

mg/mL, and the size of IFN-λ was 25 kDa with a concentration of 0.86 mg/mL. (3) Serum titer detection 

met the requirements of cell fusion. A single clone cell line (3c6) stably secreting anti-IFN-α protein and 

another single clone cell line (3e8) stably secreting anti-IFN-λ protein were obtained by indirect ELISA 
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screening and 5 rounds of subcloning for both isotypes, which were identified as IgG1 subtype and IgGκ 

light chain. Western-blotting experiments showed that the antibodies could specifically recognize IFN-α 

and IFN-λ, and the purified antibodies had an IFN-α titer of 1:256000 and an IFN-λ titer of 1:32000. (4) 

IHC revealed a widespread presence of IFN-positive cells in the spleen, with more in the red pulp than in 

the white pulp and marginal zone. Positive cells in the liver were mainly concentrated around the central 

veins. 

Conclusion: 

(1) Recombinant plasmids pcDNA3.1-PoIFN-α and pcDNA3.1-PoIFN-λ of porcine interferons were 

successfully constructed. (2) Soluble recombinant proteins of correct size were successfully expressed and 

purified, with high purity and concentration. (3) Monoclonal antibodies against rPoIFN-α and rPoIFN-λ 

were successfully prepared, with high sensitivity and specificity. (4) IFN-α and IFN-λ positive cells and 

their distribution in liver and spleen tissues were detected in ASFV-challenged pigs by using the 

monoclonal antibodies. 

Key words: Interferon; Eukaryotic expression; Protein purification; Monoclonal antibody
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主要缩写词 

英文缩写 英文名称 中文名称 

IFN Interferon 干扰素 

CHO Chinese hamster ovary cell 中国仓鼠卵巢细胞 

HCV Hepatitis C virus 丙型肝炎病毒 

HTNV Hantaan virus 汉坦病毒 

HBV Hepatitis B virus 乙型肝炎病毒 

EMCV Encephalomyocarditis virus 脑心肌炎病毒 

VSV Vesicular Stomatitis Virus 水疱性口炎病毒 

IAV Influenza A virus 甲型流感病毒 

VEGF vascular endothelial growth factor 血管内皮生长因子 

PKR Double-stranded RNA-dependent protein kinase 双链 RNA 依赖蛋白质激酶

ISGs IFN stimulated genes 干扰素刺激基因 

EP Eppendof 离心管 

SFM Serum-Free Media 无血清培养基 

bp Base pair 碱基对 

DNA DeoxyriboNucleic Acid 脱氧核糖核酸 

cDNA Complementary DNA 互补 DNA 

EDTA Ethylene diamine tetraacetic acid 乙二胺四乙酸 

ELISA Enzyme linked immunosorbent assay 酶联免疫吸附试验 

FBS Fetal bovine serunm 胎牛血清 

IFA Indirect immunofluorescence assay 间接免疫荧光实验 

mg milligram 毫克 

min minute 分钟 

ml milliliter 毫升 

OD Optical density 光密度值 

PBS Phosphate buffered saline 磷酸盐缓冲液 

rpm Revolutions per minute 每分钟转速 

RT-PCR Reverse transcription polymerase chain reaction 逆转录聚合酶链式反应 

FBS fetal bovine serum 胎牛血清 

HRP Horseradish Peroxidase 辣根过氧化物酶 

IHC Immunohistochemistry 组织免疫化学 
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第 1章 绪论 

1.1 干扰素 

1.1.1 干扰素简介 

刺激机体免疫细胞和某些非免疫细胞后合成、分泌的分子量一般不超过 60 kDa 的

一种小分子量蛋白质，被称为细胞因子，多数由 100 个左右的氨基酸组成，可以分为白

细胞介素、干扰素、肿瘤坏死因子等，其生物学功能包括调控炎症反应、参与免疫反应

和抗病毒反应等[1]。近年来关于细胞因子调控宿主与病原互作机制的研究成为分子生物

学研究的热点[2]。 

干扰素（Interferon，IFN）是 II 类细胞因子家族的一部分，该家族还包括白细

胞介素-10（IL-10）相关的细胞因子（IL-10、IL-19、IL-20、IL-22、IL-24 和 IL-26），

IFN 有抗病毒、抗肿瘤和免疫调节等生物学功能[3]。1957 年 Issacs 和 Lindenmann 通

过在使用鸡胚绒毛尿囊研究流感病毒时，将灭活的流感病毒和鸡胚绒毛尿囊膜组织块一

起培养，在合适的条件下去除组织块，然后添加新鲜的组织块过夜培养后进行攻毒，可

以发现流感病毒的繁殖明显被抑制[1]。这说明细胞产生了一种可以抑制病毒繁殖的活性

物质，由于该类活性物质在阻碍同源和异源病毒的繁殖方面具有重要作用，因此被赋予

了“干扰素”的名称[1]。1958 年，Nagano 和 Kojima 发表了与此相关的研究，自此干扰

素的研究进入了热潮时期[4]。 

1.1.2 干扰素的分类 

根据分子结构、抗原特性、受体、产生细胞以及氨基酸序列等差异将 IFN 分为 I 型、

II 型和 III 型三个类型，其中 I 型 IFN 包括 IFN-α、IFN-β等多个亚型，无内含子，主要

参与抗病毒免疫过程。Ⅰ型 IFN 目前研究较为透彻且广泛的为 α和 β；IFN-α亚型多达

20 多种，但目前了解比较详细的有约 13 种，其相对分子质量多在 19×103 至 26×103

之间，由 160 个左右的氨基酸组成[5]。成纤维细胞是 IFN-β的主要来源，属于糖蛋白，

大小在 166 个氨基酸左右，发挥其生物学活性所必需的二硫键在 Cys31/141 之间，与

IFN-α同源性较高，在 DNA 水平有 30％，两者结合于同一 IFN 受体[5]。II 型 IFN，仅

有一个亚型 IFN-γ，为单基因编码，抗病毒活性不如 I 型 IFN，但免疫调节及抗肿瘤活
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性高于 I 型 IFN[6]，主要由 T 细胞和 NK 细胞刺激所产生，多由 143 个氨基酸组成，与 I

型干扰素没有显著的同源性[5]。III 型 IFN，也称为 IFN-λ，主要分为 IFN-λ、IFN-λ2、IFN-λ3

等几种亚型[7]，也分别称为 IL-29、IL-28A 和 IL28B[8]，与 I 型 IFN 一样，主要参与

抗病毒过程，但其靶细胞受限，到目前为止，已报道在体外细胞系中人类免疫缺陷病毒

（HIV）-1、乙型肝炎病毒（HBV）等病毒的活性能被 IFN-λ抑制。在体内，IFN-λ可

以抑制甲型流感病毒（IAV）、乙型肝炎病毒（HBV）等病毒的活性，所以抗病毒谱不

如 I 型 IFN 广泛[7]，但是在黏膜免疫中作用显著，各亚型的信号传递都是通过同一组受

体系统完成的[5]。 

1.1.3 干扰素的生物学功能 

干扰素是由病毒或者其他种类的 IFN 诱生剂（如不同种类细菌或化学合成物等），

刺激巨噬细胞、淋巴细胞和体细胞等产生的一类糖蛋白。它可以转录细胞内多种功能基

因，同时还可以调节控制多种信号通路的协同，IFN 的基本特征如图 1-1[9]所示。IFN 与

细胞表面特异性受体结合继而诱使细胞表达大量 IFN 调节蛋白，从而发挥其生物学功能，

图 1-2[10]所示为Ⅰ型和Ⅲ型 IFN 的产生过程。IFNs 的生物学功能主要包括抗病毒、抑制

肿瘤和免疫调节等。 

 
图 1-1 IFN 基本特征概要图[9] 

Figure.1-1 Summary diagram of IFN basic characteristics[9] 

 
 

图 1-2 Ⅰ型和Ⅲ型 IFN 的产生[10] 
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Figure.1-2 Generation of type I and type III IFN[10] 

1.1.3.1 干扰素的抗病毒作用 

IFN 并不会直接干扰病毒复制，而是通过受体介导的信号转导引发特异的生化反应，

从而诱导效应分子表达最终达到干扰病毒复制的目的。I 型 IFN 在 IFNs 中主要发挥抗病

毒作用，是病毒感染过程中第一批产生的细胞因子中的一类，它的早期产生在被感染的

细胞内诱导抗病毒反应以及激活天然免疫细胞过程十分重要[11]。它能通过激活经典的

JAK-STAT 信号通路诱导多种 IFN 刺激基因（Interferon-stimulated genes, ISGs）的表达。

ISGs 是抗病毒作用中发挥直接效应的蛋白，不同的 ISGs 能够根据病毒不同阶段特点针

对性地通过利用不同机制发挥作用，比如病毒的入侵、脱壳、基因转录、蛋白翻译和颗

粒释放等。用 IFN-α/β 处理细胞可以上调数百个基因的表达，结合起来，这些基因可指

定抗病毒状态,如图 1-3 所示[12]。抗病毒过程中不存在某个关键的单独基因，对于任何给

定的病毒，都可能需要一个基因子集来限制病毒的复制。其中一些上调基因编码的 ISGs

已得到深入研究和全面审查，例如 dsRNA 依赖性蛋白激酶 R（PKR）、寡腺苷酸合成

酶（OAS）以及 ISG15、 ISG54、 ISG56 等[13]和 Mx 蛋白等[14]。 

ISG 抑制病毒入侵：以 MX 蛋白为例，Mx 蛋白通过识别核衣壳样结构并限制其在

细胞内的定位来发挥作用，从而限制病毒的复制。Mx 蛋白是广谱抗病毒活性蛋白，除

了能明显抑制 RNA 病毒的病毒活性，还能显著降低大型胞质 DNA 病毒的复制效率，比

如非洲猪瘟病毒（African swine fever virus, ASFV）等[15]。Mx 蛋白属于人类细胞，分为

Mx1 和 Mx2，具备不同的生物学功能。Mx1 能够与病毒衣壳结合从而在细胞外阻碍病

毒入侵；Mx2 能阻碍人类免疫缺陷病毒（Human immunodeficiency virus, HIV）侵袭细

胞核，进而阻止反转录基因组入核，阻断 HIV 的复制，如图 1-4[9]，例举了流感病毒复

制及被 Mx 和 PKR 抑制的机理。IFITM 蛋白家族有其余成员在抑制病毒入侵过程中也

发挥作用，但 IFITM 蛋白呈现出选择性抑制病毒，比如：IFITM１可以抑制丙肝病毒感

染，但 IFITM3 不能[16]。 

 

图 1-3 IFN α/β的生物学特性[12] 

Figure.1-3 Biological characteristics of IFN α/β[12] 
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图 1-4 流感病毒复制及被 Mx 和 PKR 抑制机理[9] 

Figure.1-4: Mechanism of influenza virus replication and inhibition by Mx and PKR[9] 

ISG 阻碍病毒蛋白合成：病毒通过宿主核糖体翻译蛋白从而合成多种不同的蛋白，

保证了正常的生命活动的维持。以 PKR 为例，PKR 以非活性形式合成，并对病毒复制

过程中产生的辅因子 dsRNA 作出反应，经历二聚和激活。除了通过 dsRNA 激活外，PKR

还被一种称为蛋白激酶 R（PKR）-激活蛋白（PACT）的应激激活蛋白激活[17]。蛋白激

酶 PKR 识别病毒双链或中间体 RNA 后会磷酸化翻译起始因子 2α亚单位（eIF2α），导

致病毒蛋白合成被阻断，导致病毒复制被抑制。IFN 诱导的 TRIM22 阻碍病毒复制的方

式是降解HCV非结构蛋白NS5A或者降低HBV的基因转录水平[18]。IFN诱导的TRIM22

阻碍病毒复制的方式是降解 HCV 非结构蛋白 NS5A，也可以通过降低 HBV 的基因转录

水平来抑制病毒蛋白合成及病毒复制[19]，这表明 ISG 蛋白能够阻断病毒复制主要是通过

抑制蛋白质合成来实现。 

如图 1-5 简介了 IFN-α/β 系统的激活[12]，分泌 IFN-α/β 的细胞有模式识别受体 (P

RRs)来检测与感染相关的分子 ;这些分子包括病毒核酸，如 dsRNA 等。这些 PR

Rs 一旦被合适的配体刺激，就会激活细胞内信号级联，导致 IFN-α/β基因的转录 ;

分泌后 IFN-α/β就会结合到邻近未感染细胞 (以及初始感染细胞 )上的相应受体，并

激活细胞内信号级联，导致数百个 IFN-α/β响应基因上调，其中很多都具有抗病

毒作用，抗病毒状态下的细胞对于病毒在胞内的复制具有很好的抑制作用。  

 
图 1-5 IFN-α/β系统概述[12] 

Figure.1-5 System overview of IFN-α/β[12] 
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干扰素无法直接抑制病毒本身，其发挥相关生物学作用主要途径是作用于相关靶细

胞上的受体。IFN-λ 受体是一种单一异源二聚体复合物，由 IFNLR1 信号链和 IL-10R-β

辅助链组成[20]。IFN-λ首先结合的是 IFN LR1 链，并且二者结合形成的二元复合物会快

速使构象发生变化，继而促进第二个受体链 IL-10R-β募集到 IFN LR1 链上，如图 1-6[21]

所示简述了Ⅰ型 IFN 及 IFN-λ激活的 JAK-STAT 信号通路。因为 IFN LR1 的表达主要是

在黏膜上皮细胞中，所以 IFN-λ产生的特异的抗病毒反应主要集中在黏膜屏障位点，从

而避免了全身促炎性免疫反应的产生。I 型和 III 型 IFN 在抗病毒感染功能极其相似但也

有不同，I 型 IFN 几乎对能使所有有核细胞都对其产生反应，然而 III 型 IFNs 仅局限于

在病毒侵袭和感染的上皮组织中产生反应，比如肠道、呼吸道等粘膜的表面。因此在粘

膜感染中，IFN-λ是最佳的抗病毒制剂。III 型干扰素同样不会直接发挥抗病毒作用，它

在利用 JAK-STAT 信号通路的基础上，大量激活表达下游 ISGs，表达后的 ISGs 通过各

种不同的机制对抗病毒感染，比如提高 MxA、OAS 和 ISG15 等的表达。 

比如在 ISGs 中，OAS 通过合成 2'-5'寡腺苷酸在抗病毒免疫中起关键作用[22]。由于

结构域数量和寡聚化水平不同 OAS 也有多个类型。比如 OASL 蛋白，在病毒感染后 O

ASL 蛋白通过 C 端泛素化可以快速激活 RIG-I 信号通路，大大提升提高机体免疫力，高

效抑制病毒的繁殖与复制[23]。 

 

图 1-6 Ⅰ型 IFN 及 IFN-λ激活的 JAK- STAT 信号通路[21] 

Figure.1-6 JAK - STAT signal pathway activated by type I IFN and IFN-λ[21] 

1.1.3.2 干扰素的抗肿瘤作用 

最初人们对 IFN 的描述主要关注于其抗病毒功能，但后来研究发现所有类型

的 IFN 在体内促进抗肿瘤功能方面都显示出相当大的潜力 [24, 25]。1967 年，Gresser

等人首次报告 IFN 制剂的重复给药延缓了小鼠白血病的演变；第二年，他在

Rauscher 白血病中获得了类似的结果；后来，他们发现小鼠 IFN 制剂显著延长了

植入肿瘤细胞病毒颗粒的小鼠的存活时间 [26]；然后纯化 IFN 并用于临床试验，

随后的结果进一步证实了其在多种血液恶性肿瘤和转移性实体瘤中的持续抗肿

瘤作用。本文主要从以下四点介绍 IFN 的抗肿瘤作用。  

IFN 抑制肿瘤细胞增殖  



第1章 绪论                                                                    石河子大学硕士学位论文 

 6 

恶性肿瘤的无限增殖是通过解除对正常生长信号的调控而实现的 [27]。1978

年，Balkwill 等人发现 IFN-I 制剂治疗可以延长乳腺癌细胞周期的所有阶段；自

此以后，又有许多研究小组研究证实，IFN 可以通过阻断不同细胞周期阶段从而

延长肿瘤细胞周期，达到抑制肿瘤细胞增殖的目的。例如，IFN 在淋巴瘤中显示

为 G0 期 /G1 期阻滞，以阻止淋巴瘤细胞进展到 S 期；此外，IFN 还通过抑制端

粒酶的活性来抑制癌细胞的增殖，如经 IFN-α 处理的 Daudi-Burkitt 淋巴瘤细胞

表现出由端粒酶活性抑制介导的 G1 期细胞周期阻滞 ,经 72 小时 IFN-α 处理后，

G1 期细胞的端粒酶活性显著降低，而 S 期和 G2 期细胞仍具有端粒酶活性，表

明 IFN-α 以细胞周期依赖的方式抑制端粒酶活性 [28]。  

IFN 促进肿瘤细胞凋亡  
IFN 可通过外源性和内源性凋亡途径减轻肿瘤细胞的抗凋亡作用。以外源性

凋亡途径为例，细胞外配体的参与，例如 TNF 相关凋亡诱导配体（TRAIL）和

Fas，可以通过与细胞表面受体结合来激活启动蛋白 caspase-8 和 caspase-10[29]。

以及在黑色素瘤或骨髓瘤细胞中，IFN 诱导的凋亡可被 TRAIL 中和抗体或 DR5

（TRAIL 受体）抗体抑制 [30]，表明 IFN 诱导的凋亡可通过 TRAIL 实现。  

IFN 抑制肿瘤血管生成  
新生血管为肿瘤的持续生长提供了必需的氧气和丰富的营养，已证实累积的

内皮祖细胞（EPCs）通过分化为肿瘤血管增加肿瘤血供和肿瘤体积 [31]。有趣的

是，IFN-β 治疗抵消了内皮祖细胞的肿瘤进展特征和肿瘤体积。其机制可能是 IFN

抑制血管内皮生长因子（VEGF），VEGF 是一种有效的血管生成细胞因子 [32]。

IFN 可降低小鼠和患者 VEGFA 基因的转录和翻译 [33]，通过下调 VEGF，IFN-β

直接抑制血管生成，间接改变肿瘤微循环和间质压力，调节血管生成分子向内皮

细胞的扩散 [34]。  

IFN 抑制肿瘤转移  

研究中发现，在高转移性肝癌模型中，IFN-α 显著抑制培养的肿瘤内皮细胞

中 VE 钙粘蛋白的细胞-细胞接触分布和乙酰化低密度脂蛋白的摄取，表明 IFN-α

可以抑制肿瘤内皮细胞的血友病粘附 [35]。此外，将 IFN-β 脂转染到黑色素瘤细

胞后，细胞外基质（ECM）蛋白质的粘附和肿瘤细胞的迁移均显著减少 [36]，表

明 IFN-β 可能通过降低细胞外基质（ECM）的粘附来抑制肿瘤转移。  

如图 1-7 所示，简介了 I 型 IFN 在抗肿瘤反应中的积极作用 [37]。  

a 可以看到 IFN 通过下调一些促进细胞增殖的原癌基因的表达、上调抑癌基

因的表达、降低细胞周期蛋白和 cdk 的表达以及抑制端粒酶的过度激活来抑制肿

瘤细胞增殖。  

b 所示为 IFN 通过外源和内源途径促进肿瘤细胞凋亡。在外源性凋亡途径中，
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IFN 上调 TRAIL 和 Fas 的表达。在内源性途径中，IFN 促进细胞色素 c 和 SMAC

的释放，抑制 XIAP。  

c 是 IFN 通过减少内皮生长因子 VEGF 和 bFGF 的产生以及增加血管生成抑

制 ISG 的转录来抑制肿瘤血管生成。  

d 是 IFN 通过降低细胞间粘附和细胞外基质粘附来抑制肿瘤转移。  

e 可以看出 IFN 通过直接上调肿瘤抗原的表达、增强 CD8α+树突状细胞向

CD8+T 细胞交叉递呈抗原的能力、增强多种免疫细胞的杀瘤活性、调节细胞因

子分泌和减少 Tregs 和 MDSCs 介导的免疫抑制来触发多种抗肿瘤免疫反应。  

 

图 1-7 I 型 IFN 在抗肿瘤反应中的积极作用 [37] 

Figure.1-7 Positive role of type I IFN in anti-tumor response[37] 

1.1.3.3 干扰素的免疫调节作用 

在Ⅰ型 IFN 中，各种亚型的组织表达方式各有不同，尽管它们结合并发出信

号的方式都是类似的 [38]，但它们结合亲和力差别很多，从而产生的抗病毒、免

疫调节等结果大相径庭 [39]。研究证明，IFN-β 与 IFNAR1 的受体结合亲和力大概

是 IFN-α 的 50 倍 [40]，从而能产生更有效的抗增殖作用，且可能具有独特的免疫

调节作用 [39]。研究发现，只有 IFN-β 刺激能够实现 IFNAR1 和 IFNAR2 亚单位的

共同免疫沉淀 [41]。此外，IFNAR2 亚单位结合 I 型 IFN 的亲和力相对高于 IFNAR1，

但 IFNAR1 对于信号转导来说是必需的 [42]。I 型 IFN 触发的免疫调节作用可作用

于先天性和适应性免疫 [43]。IFNα/β 对于 IL-10 的分泌和 PD-L1 的表达能起到有

效的诱导调节作用 [44,45]。研究表明缺乏以其在次级淋巴器官中的独特分布和激发

CD8+T 细胞的抗原处理能力而闻名的 CD169+巨噬细胞群，会损害病毒控制、

IFN-α 的产生，并最终导致小鼠死亡，从而证实 I 型 IFN 对巨噬细胞和 CD8+反

应的调节功能 [45]。  

III 型 IFN 中，以 IFN-λ 为例，一项研究发现，在体外和体内观察到的抗病

毒活性之间存在差异，表明 III 型 IFN 确实具有免疫调节特性 [46]，主要从 IFN-λ

对以下两种细胞产生的影响进行探讨。  

中性粒细胞：中性粒细胞作为免疫系统的首道防线，在受到病原体入侵或组
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织损伤使会被大量招募到屏障部位，通过快速释放毒性介质来杀死入侵的病原体

[47]。在后期，中性粒细胞被动调节炎症反应的方式是凋亡和关闭其毒性潜能，

还能通过分泌抗炎细胞因子等主动调节炎症反应 [48]。与淋巴细胞相比，人类中

性粒细胞表达 IFNLR1 的水平更高 [49]，并在用促炎剂（如 LPS）治疗后 [50]或接

触烟曲霉后上调其表达。除此之外，受到 IFN-λ 刺激后小鼠和人类中性粒细胞也

会对此作出反应，并激活典型的 JAK-STAT 通路，导致 STAT1、2STAT2 和 STAT3

发生磷酸化 [49, 50]，并诱导 ISG 水平上调 [50]。最近的一项研究指出，受到 IFN-λ

刺激后，真菌感染期间中性粒细胞也可以起到保护宿主的功能 [49]。还有研究表

明，IFN-λ 对中性粒细胞的抑制活性可用于治疗：事实上，IFN-λ 给药对流感病

毒肺部感染、DSS 结肠炎 [50]和类风湿性关节炎或血管损伤小鼠模型 [51]等炎症环

境具有保护作用。  

树突状细胞：在早期报告种表明，当 IFN-λ 刺激树突状细胞时，它们能促进

FOXP3+Treg 的增殖并起到表型调节的作用 [52]，因此，T 细胞反应可以在体外向

Th1 表型倾斜 [53]。近期研究发现，常规小鼠 DC 和人浆细胞样 DC（PDC）表达

低水平的 IFNLR1，但对 IFN-λ 刺激有反应。在小鼠中，来自肺的树突状细胞表

达低水平的 IFNLR1[54]。尽管表达水平较低，但树突状细胞在适应性免疫和先天

性免疫之间的交叉点的中心作用使其对 IFN-λ 的反应非常显著。结合前期与近期

的研究综述，人类 PDC 在 IFN-λ 生物学中起着重要作用。人 PDC 表达 IFNLR1，

能够产生 IFN-λ[55]并对其作出反应。当用 IFN-λ 刺激时，它们诱导典型的

JAK-STAT 途径 [56, 57]，并上调 ISG 转录 [56-58]。  

图 1-8 简述了Ⅲ型 IFN 的免疫调节功能 [59],其中，×=IFNλs 表示不能直接作

用于这种细胞；“？”表示路径未完全确认；绿色表示促进，红色表示抑制。  

 

图 1-8 Ⅲ型干扰素的免疫调节功能 [59] 

Figure.1-8 Immunomodulatory function of type Ⅲ  interferon[59] 
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1.1.4 I 型和 III 型干扰素的部分共同点和特异性 

信号传导方面：I 型和 III 型干扰素均通过 JAK-STAT 途径，激活异源二聚体

驱动，并与 IRF9 一起组成干扰素刺激基因因子 3（ISGF3）。激活的 ISGF3 转移

至细胞核后与 ISG 上游启动子的 IFN 刺激反应元件（ISRE）结合，该元件编码

通过多种机制发挥作用的蛋白质，以限制病毒感染 [19]，所有 I 型干扰素信号的发

出都是通过异二聚体受体 IFNAR 完成的，主要是通过结合受体的两个亚单位：

IFNAR1 和 IFNAR2。首先 I 型干扰素以较高的亲和力结合 IFNAR2，然后与亲和

力较低的 IFNAR1 结合，形成三元复合物行使信号传导能力；所有 III 型干扰素

都通过共享的异二聚体受体 IFNLR 发出信号，IFNLR 由 IFNLR1（也称为 IL28Rα）

和 IL10Rβ组成。IFN-λ 以高亲和力结合 IFNLR1，然后招募低亲和力 IL10Rβ（与

其他 IL-10 家族细胞因子共享）以创建具有信号活性的三元复合物；与 I 型干扰

素（干扰素-ω）三元复合物相比，干扰素 λ 三元复合物具有独特的几何形状 [60]。  

产生方式： I 型和 III 型干扰素都是在检测到病原体相关分子模式（PAMP）

和细胞溶质（例如 RIG-I、MDA5 和 CGA）或内体（例如 TLR3 和 TLR4）模式

识别受体（PRR）的结合和激活后诱导产生的。对于某些 PRR，PAMP 接合位置

的差异可能会影响产生的 IFN 的类型。内体中的 TLR4 信号导致 I 型干扰素的产

生 [61]，而 TLR4 在质膜上的结合诱导 III 型干扰素 [62]，这种特殊的 IFN 诱导模式

可能有助于 III 型 IFN 在持续遇到共生微生物群及其 PAMP 的上皮屏障上的保护

活性。  

由表 1-1 可大致分析 I 型 IFN 在调节抗病毒天然免疫应答中的部分作用：  
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表 1-1 I 型干扰素在调节抗病毒天然免疫应答中的部分作用  

Table.1-1 The role of type I interferon in the regulation of antiviral natural immune response 

细胞类型  

Type of cell 

正向调节  

Forward regulation 

负向调节  

Negative adjustment 

DCs 

树突状细胞  

T 细胞活化：  

–  增加 CD40、CD80、CD86、OX40L 和 MHC II

的表面表达；  

–  刺激终末 DC 增强 MHC II 和 B-7 表达；  

–  支持 Ag 处理和 MHC II 表达；  

抑制功能：  

–  慢性 I 型干扰素刺激增加 IL-10 和 PD-L1 的表

达 ; 

区别：  

–  pDC 转换为 mDC. 

区别：  

–  慢性 I 型干扰素刺激可减少

BM 衍生的 cDC 分化和增殖；  

–  分 化 过 程 中 的 刺 激 抑 制

CD11c、MHC-II 和 B-7 表达 . 

Inflammatory 

monocytes 

炎症性单核细胞  

招募：  

- CCL2 诱导炎性单核细胞募集；  

区别：  

- IFNAR 的缺失导致 Ly6Chi 炎性单核细胞分化减

少，并导致 Ly6Cintermediate 单核细胞水平升高 . 

功能  

- 下调 IFNγR 的表达，继而下

调 NOS2 的表达  

Macrophages 

巨噬细胞  

功能：  

- IL-10 和 PD-L1 上调 . 

功能：  

- IFNγR 表达下调  

Neutrophils 

中性粒细胞  

无相关表述证据  招募：  

-抑制 CXCL1 和 CXCL2 的生成 .

IL C2 

白介素 C2 

无相关表述证据  扩散：  

- 减少 ILC2 增殖 ; 

功能：  

- 减少 IL-5, IL-6 和 IL-13 的表

达 ; 

1.1.5 干扰素的临床应用 

自最初发现以来，人们一直致力于利用 IFN 的抗病毒特性用于治疗用途，迄今为止

最大的成功是丙型肝炎病毒（Hepatitis C virus，简称 HCV）。在直接作用的抗病毒疗法

（靶向 HCV 蛋白酶聚合酶和 NS5A 蛋白）出现之前，单独或与利巴韦林联合使用 IFN-α

是抗 HCV 治疗的主要手段[63]。1976 年首次报道了 IFN-α治疗慢性乙型肝炎病毒（HBV）

感染，当时四名接受治疗的患者显示出病毒抗原显着减少或抗原被清除[64]。与标准 IFN-α

相比，每周一次给予 24 周量的聚乙二醇化 IFN-α2A 治疗过程会产生更高的反应率，其
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定义是 HBV 抗原血症的丧失，血液中 HBV DNA 的减少和血清肝酶的改善[65]。治疗 HCV

和 HBV 等促癌感染是 IFN 疗法对抗癌症的间接手段，但 IFN 的抗肿瘤作用也得到了更

直接的评估。I 型 IFN 被认为通过增加浸润肿瘤的抗原呈递细胞的数量，减少循环调节

性 T 细胞的数量，改变细胞因子环境，改变肿瘤细胞和宿主淋巴细胞中的 STAT1 和

STAT3 信号传导平衡，以及用自身抗体诱导自我识别来发挥其对黑色素瘤的活性[66]。一

项针对黑色素瘤患者的整合分析发现，IFN-α改善了无病结局和生存期[67]。将来，IFN-α

治疗可能会与其他免疫疗法相结合，以控制或消除肿瘤和转移性疾病。虽然失调的 IFN

信号传导可以介导一些自身免疫性疾病，但 I 型 IFN 已被用于治疗多发性硬化症（MS），

IFN-β于 1993 年获得批准，成为用于治疗 MS 的第一个主要药物类别。 

关于 IFN 的临床应用还在不断研究与发展中。 

1.2 表达系统 

一般根据宿主细胞的生长速度和生长方式，靶基因的表达水平和合成蛋白

的翻译后处理来作为选择合适的表达系统的依据。无论哪种表达系统，其基本

要素都是载体和表达宿主。蛋白质的表达和纯化在生物化学中起着核心作用。

重组蛋白可通过原核系统 (大肠杆菌等 )、真核系统 (酵母和哺乳动物细胞等 )或体

外系统等表达。我们对不同的表达系统进行了系统的介绍并进行了比较，如表

1-2[68]所示。  

表 1-2 不同表达系统的比较 [68] 

Table.1-2 Comparison of different expression systems[68] 

因素  

Factor 

细菌  

Bacteria 

酵母  

Yeast 

杆状病毒  

Baculovirus 

哺乳动物  

Mammal 

优点  简单、价格低；  

细胞密度高；  

基因研究透彻；  

可规模化生产；  

FDA 批准的 SOP。  

简单、价格低；

细胞密度高；  

适合发酵；  

遗传特征良好；

不产生内毒素；

蛋 白 质 分 泌 水

平高；  

FDA 批 准 的

SOP。  

类 似 于 高 等 真

核 生 物 的 翻 译

后修饰；  

蛋 白 质 生 产 水

平高；  

非感染性，安全

性高；  

FDA 批 准 的

SOP。  

翻 译 后 修 饰 类

似于天然蛋白；

安 全 无 免 疫 原

性；  

FDA 批 准 的

SOP。  

劣势和挑战  无翻译后修饰；  

蛋白质分泌水平低；

重 组 蛋 白 聚 集 在 包

涵体中；  

产生内毒素；  

外 源 蛋 白 容 易

被 自 身 分 泌 的

蛋白酶降解；  

容 易 形 成 多 聚

体 和 过 度 糖 基

生长缓慢；  

价格昂贵；  

表达耗时费力；

限制性修饰；  

不 能 产 生 复 杂

生长缓慢；  

价格昂贵；  

耗时费力；  

蛋白产量低，  

有 动 物 病 毒 污
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蛋白酶降解蛋白质。 化。  的糖基侧链。  染的风险。  

1.2.1 原核表达系统 

大肠杆菌系统是最初筛选重组蛋白表达的首选宿主，因为它操作简便快捷、

繁殖速度快、培养成本较低、且有遗传背景清晰、转导效率高等优点，能在较

短时间内获得大量重组蛋白 [69]。另外，大肠杆菌外源基因表达水平明显高于其

它表达系统，这使得大肠杆菌表达系统被广泛应用于蛋白科研和工业生产中 [70]。

大肠杆菌表达系统目前已被广泛研究，但使用该系统表达的外源蛋白在进行修

饰和折叠时十分困难，并且大部分都是无法溶解的包涵体形式，使得蛋白表达

和纯化费时且费力，目前通过研究实践，采用了并行、高通量的方法进行蛋白

的表达和纯化，这一直是后基因组时代 [71]蛋白功能、结构和应用研究的瓶颈。

随着高通量蛋白质生产方法在本世纪初 [72]的提出，该技术得到了广泛的应用 [73]。 

1.2.2 真核表达系统 

1.2.2.1 毕赤酵母真核表达系统 

酵母（如酿酒酵母和毕赤酵母等）是最简单的真核生物之一，用于生产 FDA

批准的治疗性蛋白质，例如胰岛素、乙肝抗原、胰高血糖素等 [74]。它们可以在

较为简单通用的培养基上快速生长到高细胞密度，并且与发酵过程高度兼容。

作为一种食物有机体，酵母不含病毒，也不产生内毒素 [75]。这些酵母菌株具有

良好的遗传特性，许多差异调节和组成载体结构获得途径十分广泛，另一个优

点是它们能够分泌目标蛋白，从而以更低的成本获得更高的纯化蛋白回收率 [76]。

当然它也存在缺陷，例如，酵母中的 N-和 O-连接糖基化模式可能与其他宿主中

的不同，酿酒酵母将甘露糖添加到从内质网输出的碱性聚糖的结构中，而高等

真核生物更喜欢唾液酸 O 连接的侧链，这就导致糖蛋白的高甘露糖基化，可能

影响重组蛋白的折叠、稳定性、活性和免疫原性 [77]。此外，在酿酒酵母中产生

的异源蛋白质可能在液泡中发生蛋白水解降解，并与泛素蛋白体系统特异性偶

联 [77]。  

1.2.2.2 哺乳动物细胞表达系统 

1986 年，人类组织纤溶酶原激活剂被批准为第一种来自重组哺乳动物细胞

的治疗性蛋白质，这使得哺乳动物细胞培养参与到生物制药中来，尽管目前有

多种替代表达系统，但哺乳动物细胞是商业生产治疗性蛋白质的主要宿主。现

在有许多其他哺乳动物细胞系可用，如幼仓鼠肾、小鼠骨髓瘤衍生 NS0、人类



第1章 绪论                                                                    石河子大学硕士学位论文 

 13 

胚胎肾（HEK）-293 等，但目前生产的所有重组治疗蛋白中中国仓鼠卵巢（CHO）

细胞占比将近 70%[78]。作为真核表达系统的一类，CHO 表达系统主要有以下几

个方面的优势：（1）CHO 细胞在过去几十年中已被证明是安全的宿主，更容易

获得 FDA 等监管机构的批准，从而将治疗性蛋白质推向市场；（2）可以用更

加强大的基因扩增克服生产率低的问题；（3）CHO 细胞具有高效翻译后修饰的

能力，可以产生与人体相容且具有生物活性的糖类重组蛋白，表达的蛋白质与

人类天然蛋白相似度极高。（4）外源蛋白分泌到细胞外且几乎没有内源蛋白的

分泌，使得其容易纯化；（5）更容易适应在化学成分明确且无血清条件下生长，

适用于大规模培养 [79]。  

1.2.2.3 杆状病毒表达系统 

杆状病毒在 20 世纪 80 年代中期被用作表达系统 [80]。在杆状病毒表达载体

系统中，使用昆虫细胞进行蛋白质表达的优势是这些昆虫细胞具有信号肽处理

和寡聚功能，同时也具有正确修饰所需的糖基化、酰化、磷酸化和二硫键形成

等能力，可以正确地形成真核蛋白质 [81]，且昆虫细胞在无血清培养基中生长，

可以在常温振荡培养中放大培养。但其仍有许多局限性：比如裂解感染过程导

致宿主和病毒蛋白酶的释放，影响蛋白质质量以及某些病毒蛋白会阻碍分泌途

径等 [82]；  

1.3 抗体 

抗体（Antibody）指抗原刺激机体免疫系统后，由 B 淋巴细胞分化为浆细胞之后产

生的、可与刺激机体的抗原发生特异性结合反应的一种免疫球蛋白。抗体结构呈 Y 型，

由两条相同的轻链和重链组成，如图 1-9 所示 [83]。Y 的尾部称为 Fc，大多数脊椎

动物的轻链有两种不同的形式，称为 kappa 和 lambda，轻链由两个不同的区域组成：链

的 C-末端一半是恒定的，称为 CL(恒定：轻链)，而链的 N-末端一半具有丰富的序列可

变性，称为 VL(可变：轻链)区域，Fab 区是抗体的抗原结合部分，包含可变区和恒定区，

抗体的 Fc 部分决定了其生物学功能，并允许抗体与具有 Fc 受体的其他抗体、补体和炎

症细胞结合[83]。目前我们制备的抗体主要分为多克隆抗体与单克隆抗体。 
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图 1-9 抗体分子结构图[83] 

Figure.1-9 Molecular structure diagram of antibody[83] 

1.3.1 多克隆抗体 

将纯化后的蛋白脱盐乳化后进行动物免疫，后期分离采集的血清即为多克隆抗体，

克隆抗体制备原理主要是抗原刺激机体后免疫反应的发生。初次免疫往往会产生数量较

少的 IgM 抗体；进行二次免疫后会在初免的基础上产生更多数量的 IgG 抗体；三次免疫

后，血清中抗体数量会有大幅的增加，可以通过分离全血获得血清后纯化的方法得到纯

度较高的多克隆抗体[84]。在应用方面，品质较好的多克隆抗体可以抗某种抗原的多种不

同表位。正因为如此，在固定比较深的样本中也会产生反应效应，在免疫组织化学

（Immunohistochemistry, IHC）染色中也因此常选用品质较好的多克隆抗体，多克隆

抗体也会根据具体实验的不同需要而应用于标记相应抗原。 

1.3.2 单克隆抗体 

来自单个 B 细胞克隆的具有独特特异性的抗体称为单克隆抗体。1890 年，

两位科学家 Emil von Behring 和 Shibasaburo Kitasato 在动物试验时发现接触过

破伤风毒素的动物血液中存在一种抗体，用作保护性抗毒素，因为发现的这种

抗体在适应性中起着关键作用，而且特异性非常广泛，所以自此之后抗体一直

是一个研究的热点 [84]。在 1975 年的《自然》杂志论文 [85]中，免疫学家 Georges 

Köhler 和 César Milstein 描述了具有预定特异性的单克隆抗体的产生，每一种单

克隆抗体都是由不断增长的细胞系制成的，该细胞系是由免疫小鼠的抗体生产

细胞与专门用于抗体分泌的不朽癌细胞融合而成 ,论文解决了如何生成连续分裂

细胞克隆的问题，这些细胞可以产生已知特异性的抗体，产生这种单克隆抗体

的能力彻底改变了抗体研究，并为临床进展铺平了道路，如图 1-10 所示，基于

此，两人获得了 1984 年的诺贝尔奖。  
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图 1-10 单克隆抗体的产生 [85] 

Figure.1-10 Production of monoclonal antibodies[85] 

单克隆抗体制备的基本原理如下：纯化蛋白后以该蛋白为抗原乳化并注射入动物体

内，当动物受到外来抗原刺激后，机体通过体液或细胞免疫途径产生针对于此的特异性

免疫应答；脾脏细胞经过外来物质刺激后增殖并分化为能分泌抗体的浆细胞（效应 B 细

胞）以及与刺激关联的记忆 B 淋巴细胞；浆细胞由于存活时间很短只能暂时存在于动物

体内，但是当机体再次受到同种抗原刺激时，记忆细胞活化并快速产生大量针对此类抗

原的特异性抗体。经过重复刺激后小鼠脾脏中会形成许多此类的浆细胞；无菌提取脾细

胞后，将获得的脾细胞与 SP2/0 进行细胞融合便可得到杂交瘤细胞；但是 SP2/0 细胞不

仅会和目的细胞融合，也会和非目的细胞融合以及和同种的 SP2/0 融合，因此就需要用

HAT 培养基选择性初步筛选；DNA 作为膜结构生物的遗传物质，其合成有主路和旁路

两种途径。在主路途径中，TK 胸苷激酶和 HGPRT 次黄嘌呤-鸟嘌呤磷酸核糖转移酶是

必不可少的两种酶类，但是小鼠 SP2/0 细胞中缺乏这两种酶，只有与目的浆细胞融合形

成杂交瘤细胞之后才有 TK 或者 HGPRT 酶，此时获得的杂交瘤细胞才能正常生长；杂

交瘤细胞在 HAT 培养基中孵育 7 d 后进行换液，但因为氨甲喋呤的作用会抑制杂交瘤细

胞的生长，所以之后再次换液时需将培养基更换为 HT 培养基，这样可以更好促进杂交

瘤细胞的生长；通过 HAT 初筛、后期 HT 培养和亚克隆，可以获得多株目的杂交瘤细胞，

称为阳性杂交瘤细胞株。收集阳性杂交瘤细胞株并通过腹腔注射打进小鼠体内（或者体

外培养杂交瘤株），待腹部明显隆起时抽取腹水（取细胞培养液）并通过纯化柱进行纯

化，便可以获得特异性识别目的蛋白的单克隆抗体[86]。 
应用方面，在临床试验中，单克隆抗体是发展最快的分子生物技术衍生分子[87]，它

在分子生物学试验及医学免疫学研究中具有很大的应用价值，可应用于生物学免疫试验

和医学免疫检验等[88]，是生物治疗的高效导向性武器。抗体市场的全球价值每年大约为

200 亿美元[89]。1998 年，曲妥珠单抗（Herceptin）通过重重筛查被批准用于转移

性 Her-2 过表达乳腺癌的治疗 [90]；2001 年，阿仑单抗（Campath），一种 FDA

批准的人源化 IgG1 单克隆抗体抗 CD52（一种由正常和恶性 B 淋巴细胞和 T 淋巴

细胞表达的细胞表面糖蛋白）用于治疗耐药性慢性淋巴细胞白血病 [91]，FDA 批
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准临床使用的首个抗血管生成药物是贝伐珠单抗(Avastin)，这是一种人源化的 [92]

小鼠抗血管内皮生长因子 165[93]单克隆抗体。目前，FDA 已批准了 30 多种单克隆

抗体应用于临床治疗，这些单抗可被应用于病毒性疾病、特异性免疫反应如器官移植以

及癌症等各个领域疾病的治疗[94]。单克隆抗体在诊断组织病理学中的应用尤其广泛，

这些分子可以根据它们表达的某些反映组织或细胞起源的确定标记来对组织和

肿瘤进行分类。克隆抗体介导的治疗涵盖多个领域，到现在为止依然是研究的

热点与前沿。  

1.4 酶联免疫吸附试验-ELISA 

酶联免疫吸附试验（ELISA）是世界卫生组织推广的病毒检测的标准方法[95]，它具

有特异性强、简便快捷、敏感度高、易于标准化、污染少等优点，也是目前检测使用最

广泛的方法之一[96]。ELISA 检测方法不仅是一种高通量的检测方法，适用于大量样品检

测，也适用于检测多种样本抗体类型，是一种运用较为广泛的诊断方法[97]。目前已广泛

应用于畜牧业的饲料农药残留测定、疾病诊断等方面。目前有间接 ELISA、直接竞争

ELISA、双抗夹心 ELISA、竞争抑制 ELISA 等，如表 3 所示，主要简单介绍了以下几种

不同的 ELISA 方法[98]： 

表 1-3 不同类型 ELISA 简述[98] 

Table.1-3 Brief description of different types of ELISA[98] 

分类 

Classification 

用途 

Purpose 

所需试剂 

Required reagents 

评价 

Evaluate 

间接 ELISA 抗体筛选；  

表位作图  

纯化或半纯化的抗原；  

含抗体的试验溶液；  

酶结合物，结合免疫物种的 Ig

不需要使用预先存在的

特异性抗体 ; 

需要相对大量的抗原  

直接竞争 ELISA 抗原的筛选；  

检测可溶性抗原  

纯化或半纯化的抗原；  

含抗原的检测液；  

酶抗体偶联物特异性抗原  

两步快速分析 ; 

非常适合测量抗原交叉

反应性  

抗体夹心 ELISA 抗原的筛选；  

检测可溶性抗原  

捕获抗体 (纯化或半纯化的特

异性抗体 )；  

含抗原的检测液；  

酶抗体偶联物特异性抗原  

最敏感抗原测定 ; 

对于纯化（半纯化）的

特异性抗体需求量很大

双抗夹心 ELISA 抗体筛查；  

抗原决定基映射  

捕获抗体 :(免疫种 Ig 专用 ); 

含抗原的检测液 ; 

酶 -抗体偶联物特异性抗原  

不需要纯化抗原 ; 

实验时间较长，有五个

步骤  
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1.5 免疫组织化学 IHC 

Coons 等人在 1941[99]年发表的一篇论文描述了用于检测组织切片中细胞抗

原的免疫荧光技术，标志着免疫组织化学（IHC）的开始，IHC 的基本概念是通

过特异性抗体 (Abs)证明组织切片中的抗原 (Ag)的存在。与众多蛋白质检测方法

比较，IHC 独特且显著的优势是能够将抗原的定位与其在组织或细胞中的位置相

关联，但影响结果的因素也有很多，主要因素如图 11[83]所示。  

 
图 1-11 影响免疫组织化学研究结果的主要因素 [83] 

Figure.1-11 Main factors affecting the results of immunohistochemistry[83]
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第 2章 重组猪干扰素质粒的构建 

重组人干扰素从 1986 年美国 FDA 以及 1989 年我国 SFDA 批准投放市场到现在也

有 37 年和 34 年了，干扰素的基础和临床研究直至现在仍在不断进步与发展。IFN 的作

用已经得到了更广泛的研究，以 IFN-α为例，干扰素-α的治疗现在已经涵盖了但不止于

慢性乙、丙型肝炎；HPV 感染；肾细胞癌；膀胱癌和宫颈癌等疾病[100]。我国还批准其

用于带状疱疹等的防治，干扰素 α2b 也被批准作为一种技术储备药物用作预防 SARS[100]。

然而关于重组猪 IFN 的研究目前非常少且尚不成熟，本试验以 pcDNA3.1 为载体，以

PoIFN-α 和 PoIFN-λ为目的基因连接构建重组质粒并进行酶切和测序鉴定，为下一步蛋

白通过 CHO 表达系统表达与亲和纯化以及后续的试验提供了先行条件。 

2.1 实验材料 

所需试剂与耗材：见附录 1； 

所需仪器：见附录 2； 

所需相关溶液的配置：见附录 3。 

（注：本试验所涉及 ASFV 等高危病原均来自于中国农业科学院兰州兽医研究所

P3 实验室） 

2.2 实验方案 

2.2.1 猪外周血淋巴细胞分离和诱导培养 

猪外周血淋巴细胞分离和诱导培养方法参照参考文献[101]进行。 

2.2.2 猪外周血淋巴细胞总 RNA 提取 

猪外周血淋巴细胞总 RNA 的提取方法参照参考文献[102]进行； 
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2.2.3 设计引物，PCR 扩增目的片段 

根据GenBank中 PoIFN-α和 PoIFN-λ目的基因序列预测信号肽与跨膜区并设计引物

（PoIFN-α GenBank 登录号：NM_214393.1；PoIFN-λ GenBank 登录号：NM_001142837.1），

以上述提取的总 RNA 作为反转录的模板，按照 RT-PCR 试剂盒说明书与参考文献[102]

分别对猪干扰素 α和 λ基因进行扩增。反应体系为：Mix 2μL, 2×Buffe 25μL, 

Forward/Reverse Primer 各 1μL, RNA 2μL, RNase Free H2O 19μL； 

引物序列如下表所示： 
表 2-1 基因扩增 PCR 引物 

Table.2-1 Gene amplification PCR primer 

基因 

Gene 

引物名称 

Primer name 

序列（5，-3，） 

Sequence（5，-3，） 

产物长度 

PoIFN-α Hind III-IFN-α-F GGTCATCATCATCATCATCA 612bp 

Xho I-IFN-α-R TTCTTCCTGAGTCTGTCTTG 

PoIFN-λ Hind III-IFN-λ-F CTCCTGCTATGGGTACTGCT 630bp 

Xho I-IFN-λ-R GGAGGTAATCTGTAAGTCTG 

PCR 反应程序如下： 

50℃ 30 min； 

94℃ 2 min； 

94℃ 30 s，55℃ 30 s，72℃ 1 min，30 个循环； 

72℃10 min； 

4℃退火。 

PCR 产物用 1%琼脂糖凝胶电泳鉴定。 

2.2.4 PCR 产物的回收与纯化 

①加入 300 μL Binding Buffer 到切胶杯中，55℃金属浴 10 min，期间不断拿出颠倒

以便融化； 

②将化好的混合液加入吸附柱中，每次 700 μL 至全部加完，静置 4 min，12000 rpm

离心 1 min，弃掉滤液； 

③向吸附柱中加入 700 μL Wash Buffer，静置 5 min 后 12000 rpm 离心 1 min，之后

弃掉滤液； 

④重复步骤③； 

⑤弃掉液体后吸附柱 12000 rpm 离心 2 min，然后弃掉外层管； 

⑥将吸附柱放置于新的1.5 mL离心管中，打开离心管盖室温静置4 min以晾干柱芯； 
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⑦向吸附柱中间的白色膜上滴加 20-30 μL Elution Buffer，静置 5 min 后 12000 rpm

离心 2 min； 

⑧弃掉吸附柱，取回收 DNA 5 μL 加上样缓冲液进行电泳鉴定。 

2.2.5 对载体质粒双酶切并对产物进行回收纯化 

利用限制性内切酶 Xho I 和 Hind III 对真核表达载体 pcDNA3.1(+)进行双酶切。反

应体系为 Hind III 酶 2 μL，Xho I 酶 2 μL，PCR 产物或 pcDNA3.1 5μg，dd H2O 补至 50 

μL；在 37℃培养箱培养 1 h 后配置 1%琼脂糖凝胶（见附录 3），5×loading 制样后跑胶，

切胶后对载体和产物进行回收纯化，步骤同 2.2.4。 

2.2.6 连接与转化 

①参照生物公司 T 载体使用说明书进行，反应体系如下：          

2×buffer 5 μL；  

胶回收 PCR 产物 4 μL；  

pcDNA3.1(+)载体 0.5 μL；  

T4 连接酶 0.5 μL；  

总反应体积 10 μL；  

离心混匀后，4℃条件下过夜或室温连接 2 h。连接产物直接用于转化。 
②从冰箱拿出 DH5α感受态细胞后迅速插入冰盒中，静置 10 min 待细胞缓慢融化，

在生物安全柜中取用无菌高压 EP 管加入连接产物，迅速放入冰中静置 30 min； 

③42℃水浴热敷 45 s，之后迅速放回冰盒静置 2 min； 

④向离心管加入 700 μL 无抗的无菌 LB 培养基，混匀后 37℃ 220 rpm 复苏 60 min； 

⑤将菌液 5000 rpm 离心 1 min，留取 100 μL 左右上清轻轻吹打重悬，并使用涂布

棒均匀涂到相应抗生素的培养基平板上； 

⑥将平板倒置平放于 37℃培养箱静置 7 h 以上。 

2.2.7 小量提取质粒并鉴定 

①准备摇菌管，加入 5 mL 相应抗性的 LB 培养基中，从菌板中挑取较大且单独的

菌加入培养基，37℃，220 rpm 摇床培养 12-16 h，待培养液浑浊后取出。10000 rpm 离

心 1 min，弃掉上清； 

②加入 250 μL RNase A 并充分涡旋。并将悬浮液转移到一个新的 1.5 mL 的 EP 管

中； 
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③添加 250 μL Solution Ⅱ，倒置并轻轻翻转试管几次后静置 2 min，从而获得清晰

的裂解液； 

④添加 350 μL Solution Ⅲ后立即倒转几次，直到形成白色絮状沉淀，静置 10 min； 

⑤16000 rpm 离心 10 min 后将 HiBind DNA mini 柱放置到 2 mL 收集管中。将离心

获得的上清小心吸入到 HiBind DNA mini 柱中，16000 rpm 离心 1 min 并弃去滤液； 

⑥加入 500 μL HBC 缓冲液后 16000 rpm 离心 1 min，弃掉滤液； 

⑦加入 700 μL 洗涤缓冲液，16000 rpm 离心 1 min，弃掉滤液； 

⑧将 HiBind DNA mini 柱 16000 rpm 空离 2 min，转入超净台后打开盖子静置使柱

基质干燥； 

⑨在柱膜中心加入 35 μL 预热的 Elution Buffer，静置 2 min； 

⑩16000 rpm 离心 2 min，对提取的质粒进行浓度测定。送生物公司进行测序。 

2.2.8 转化后大量提取质粒 

①转化过程同 2.2.7 中转化步骤，不需要在 37℃ 220 rpm 的摇床培养箱中培养，可

直接涂板。 

②准备摇菌管，加入 5 mL 相应抗性的 LB 培养基中，从菌板中挑取较大且单独的

菌加入培养基，37℃，220 rpm 摇床培养 12-16 h，待培养液浑浊后取出，将培养液加入

200 mL 相应抗性的培养基中 37℃,220 rpm 摇床继续培养 12-16 h； 

③质粒大提实验前先预热 Elv、Tris 于 50℃水浴锅中； 

④将过夜培养的菌液 5000 rpm 离心 10 min，之后进行裂解； 

⑤首先在菌液沉淀中加入 Buffer RES（4℃保存），按照 8 mL/100 mL 比例加入，

要充分重悬不能有沉淀；之后加入 Buffer LYS，按照 8 mL/100 mL 比例加入，加之前要

注意摇匀，不能使 SDS 沉淀，上下反转 5-8 次，不能有白色残留，在室温下静置 5 min；

在此期间进行柱子的平衡，将柱子放在支架上，底层放置 15 mL 离心管，加入 12 mL 

Buffer EQU, 沿着柱子周围加入以浇湿柱体；静置好后加入 Buffer NEU 8 mL，来回颠倒

10-15 次直到出现的蓝色消失为止；上下混匀后加入柱子中过滤，注意要沿柱口周围加

入，再加入 Buffer EQU 5 mL 进行第一次洗涤，之后弃掉柱芯；柱芯去除后在收集管中

加入 8 mL Wash Buffer 进行第二次洗涤，加入 5 mL 预热好的 Buffer ELV 洗脱，弃去柱

外管；将 3.5 mL 异丙醇加入到 15 mL 离心管的洗脱液中用于沉淀质粒，来回颠倒 10-15

次后室温下静置 2 min；之后将液体转移至 50 mL 注射器中并连接好过滤器，推掉上述

的液体，此时质粒会吸附到滤器膜上；在注射器中加入 2 mL 70%的乙醇，推打洗涤后

空推 6 次左右吹干滤器，注意空推后要取下滤器，不能抽吸滤器；用 1 mL 注射器抽取
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50 mL 50℃预热好的 Tris 经过 0.22 μm 的滤器进行过滤，洗脱于 1.5 mL 的 EP 管中，洗

脱液重复洗脱 1 次，然后空推 3-4 次，最后将洗脱的质粒进行浓度的测定。 

2.3 结果与分析 

2.3.1 信号肽与跨膜区预测分析 

对 IFN-α和 IFN-λ基因序列进行了信号肽和跨膜区预测分析，结果显示二者均无信

号肽与跨膜区，如图所示。 

 

图 2-1 IFN-α基因序列信号肽预测分析 

Figure.2-1 IFN-α Signal peptide prediction analysis of gene sequences 

 

 

图 2-2 IFN-α基因序列跨膜区预测分析 

Figure.2-2 IFN-α Prediction analysis of transmembrane regions of gene sequences 
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图 2-3 IFN-λ基因序列信号肽预测分析 

Figure.2-3 IFN-λ Signal peptide prediction analysis of gene sequences 

 

图 2-4 IFN-λ基因序列跨膜区预测分析 

Figure.2-4 IFN-λ Prediction analysis of transmembrane regions of gene sequences 

2.3.2 目的片段 PCR 扩增鉴定 

采用 RT-PCR 对 PoIFN-α 和 PoIFN-λ 进行扩增后，通过琼脂糖核酸凝胶进行鉴定，

结果如图 2-1 所示，扩增后的 PoIFN-α和 PoIFN-λ分别显示出 612 bp 和 630 bp 两条特

异性条带，片段大小与试验设计预期相符。 
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图 2-5 PCR 扩增 PoIFN-α和 PoIFN-λ目的基因片段鉴定结果 

Figure.2-5 PCR amplification of PoIFN- α And PoIFN- λ Identification results of target gene fragments 

注：M：DNA 分子质量标准；1：干扰素 α；2：干扰素 λ 

Note: M：DL5000 marker； 1：PoIFN-α； 2：PoIFN-λ 

2.3.3 重组质粒酶切鉴定 

如图 2-2 所示，将构建好的 pcDNA3.1-PoIFN-α、pcDNA3.1-PoIFN-λ用 Hind III 和

Xho I 限制性内切酶进行双酶切后产生了四条特异性条带，分别为两条 5348 bp 的载体

片段和 612 bp、630 bp 的目的基因片段，大小均与预计相符，根据测序结果最终显示重

组质粒构建成功。 

 

图 2-6 重组质粒 pcDNA3.1-PoIFN-α和 pcDNA3.1-PoIFN-λ双酶切鉴定结果 

Figure.2-6 Recombinant plasmid pcDNA3.1-PoIFN- α and pcDNA3.1-PoIFN- λ Identification results of 

double enzyme digestion 

注：M：DNA 分子质量标准；1：重组质粒 α；2：重组质粒 λ 

Note: M：DL5000 marker； 1：pcDNA3.1-PoIFN-α； 2：pcDNA3.1-PoIFN-λ 
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2.3.4 重组质粒图谱 

构建完成后的重组质粒 pcDNA3.1-PoIFN-α和 pcDNA3.1-PoIFN-λ图谱如下图所示。 

 
图 2-7 IFN-α重组质粒图谱 

Figure.2-7 IFN-α map of recombinant plasmids 

 
图 2-8 IFN-λ重组质粒图谱 

Figure.2-8 IFN-λ map of recombinant plasmids 

2.4 讨论 

提取猪外周血淋巴细胞 RNA 后反转录为 cDNA，随后根据 GenBank 中目的基因序

列设计引物后进行 PCR 扩增，将载体与目的基因通过 Hind III 和 Xho I 限制性内切酶进

行酶切并对产物进行胶回收，用 T4 连接酶将目的基因与载体相连接，获得重组质粒

pcDNA3.1-PoIFN-α、pcDNA3.1-PoIFN-λ，随后将获得的重组质粒进行双酶切鉴定并小

提质粒送公司测序，测序成功后进行质粒大提用于后续表达。结果显示扩增后的基因片

段大小与预期一致，构建成功后经过双酶切鉴定和测序鉴定也都与预期相符，表明重组

质粒构建成功。 
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IFN 具有抗病毒、抑制肿瘤和免疫调节等多种生物学功能，随着人源 IFN 的不断发

展与进步，IFN 的机制研究与临床应用研究也越来越成熟，但目前为止猪源 IFN 的研究

尚少也不够成熟，研究价值很高，本研究通过构建猪源 IFN 重组质粒为后期的表达纯化

与相关实验建立基础，也为后续猪源 IFN 的其他研究奠定了一定程度的基础。
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第 3章 重组猪干扰素蛋白的表达与纯化 

目前常用的表达系统主要有以大肠杆菌表达系统为代表的原核表达系统、以毕赤酵

母表达系统为代表的真核表达系统以及腺病毒载体表达系统、杆状病毒表达系统等，

CHO 表达系统作为真核表达系统的一种，具有高效翻译后修饰的能力，表达的蛋白

质与天然蛋白相似度极高；虽然内源性蛋白自身分泌的很少，但外源性蛋白分

泌分泌较多，使得其容易纯化，且 CHO 表达系统更适用于大规模培养。本试验

用 CHO 表达系统对构建的重组质粒进行高生物活性表达，随后应用镍柱亲和层

析技术对表达的蛋白进行纯化，为后续单抗的制备以及其他相关实验奠定了基

础。  

3.1 实验材料 

所需试剂与耗材：见附录 1； 

所需仪器：见附录 2； 

所需相关溶液的配置：见附录 3。 

3.2 实验方案 

3.2.1 通过 ExpiCHOTM系统对重组质粒进行表达（参考 ThermoFisher 的

ExpiCHOTM表达系统操作手册） 

解冻 ExpiCHO-STM细胞： 
①将所需细胞管从液氮中取出，在 37℃水浴中复苏 1-2 min，使细胞迅速解冻，不

可将细胞管完全浸没于水中； 

②提前配置 70%乙醇，在细胞快要完全解冻之前，用配置的乙醇溶液擦拭冻存管外

周用以去除与预防污染，然后在层流通风橱内打开； 

③使用2 mL或5 mL移液器，准备含有30 mL预热ExpiCHOTM表达培养基的125 mL

锥形瓶，将冻存管中的全部溶液转移至锥形瓶中； 

④将细胞置于 25 mm 轨道摇床（37℃，8% CO2 湿化空气培养箱）培养，速度设置
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为 120±5 rpm； 

⑤解冻 3 天后，检测活细胞密度和存活率，细胞存活率应在 90%以上； 

⑥继续监测细胞密度和存活率，当活细胞密度达到 4×106-6×106 个/mL 时，进行

传代。 

传代 ExpiCHO-STM细胞： 
①根据表 3-1、表 3-2 推荐的接种密度和培养体积，利用活细胞密度，计算接种新

细胞所需细胞悬液体积，本次做四天培养，选用 1L 培养瓶； 
表 3-1 日常细胞培养推荐接种密度 

Table.3-1 Recommended inoculation density for daily cell culture 

传代时间 

Generation time 

推荐接种密度 

Recommended inoculation density 

传代后准备做三天培养 0.2×106-0.3×106个活细胞/mL 

传代后准备做四天培养 0.1×106-0.2×106个活细胞/mL 

 

表 3-2 不同大小培养瓶推荐培养体积 

Table.3-2 Recommended culture volume of culture bottles of different sizes 

培养瓶规格 

Specification of culture bottle 

推荐培养体积 

Recommended culture volume 

125 mL 30-35 mL 

250 mL 60-70 mL 

500 mL 120-140 mL 

1 L 240-260 mL 

②在培养瓶中提前预热新鲜的 ExpiCHOTM表达培养基，将细胞转移至瓶中； 

③将培养瓶置于轨道摇床上培养，直至活细胞密度达到 4×106-6×106 个/mL； 

④重复第 1-3 步，维持或扩增细胞用于转染。 

转染 ExpiCHO-STM细胞： 

①转染前一天分种 ExpiCHO-STM 培养物，将活细胞密度调整为 3×106-4×106个/mL，

过夜培养观察； 

②次日，检测活细胞密度达到 7×106-10×106 个/mL 且存活率在 95%以上时方可继

续进行转染； 

③预热新鲜的 ExpiCHOTM表达培养基，将第①步中的活细胞密度稀释至 6×106个

/mL，轻轻晃动培养瓶； 

④将试剂瓶轻轻上下颠倒几次以充分混匀； 

⑤使用冷的 OptiPROTM培养基稀释质粒 DNA，将试管晃动几次以便混匀； 

⑥使用 OptiPROTM培养基稀释 ExpiFectamineTM CHO 试剂，晃动试管混匀； 

⑦将稀释的试剂加入到稀释的 DNA 中，晃动试管混匀； 

⑧室温下孵育质粒/DNA 复合物 5 min，然后将溶液慢慢地通过一遍添加一遍晃动培
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养瓶的方式转移到第③步的培养瓶中； 

⑨将细胞置于轨道摇床上培养； 

⑩转染后次日，添加 CHO 增强剂和 ExpiCHO 辅料；转染后的第 5 天，第二次添加

辅料至培养瓶，将培养瓶立即放回 32℃培养箱中振荡培养；转染后 12 天收集蛋白。 

3.2.2 蛋白纯化与鉴定 

①镍柱再生：准备好镍柱，首先用 5 倍体积的 NaoH 和纯水过柱，之后 EDTA 过柱

直至镍柱变为白色，5 倍体积纯水过柱后用约 5 倍体积 NiSO4过柱挂镍直至柱子变为蓝

色即挂镍完成，再用 5 倍体积纯水过柱； 

②平衡镍柱：用 PH8.0 的 Binding Buffer 过柱，设置 10 mL/min，走 100 mL 以上； 

③上样：将蛋白过柱，流速减慢，设置 5-8 mL/min，紫外可见光吸收度大于 20 时

起收，其余液体收集为流穿液； 

④淋洗：用 PH 8.0 的 Binding Buffer 过柱，设置 10 mL/min，淋洗 100 mL 以上； 

⑤洗脱：用 80 mm、160 mm、300 mm、500 mm 等不同浓度的咪唑进行洗脱，当

UV 280 数值出现起升时进行收样，峰值下降平缓后继续过柱 100 mL 左右即可换下一浓

度咪唑，所收集液体即为纯化后蛋白； 

⑥脱盐浓缩：鉴定后用等体积脱盐液与所收集的纯化后蛋白进行混合，经过膜包对

蛋白进行脱盐浓缩，直至符合需求为止。小剂量操作时将蛋白放到透析袋中，用

PEG-20000 铺满透析袋表面，随时观察体积变化。 

⑦SDS 与 WB 鉴定： 

SDS-PAGE： 

参照附录 3 配置蛋白胶，并配置 1×电泳液，将收集的上样、流穿、洗脱各取 80 μL，

与 20 μL 的 5×Loading Buffer 混合，之后于金属浴 100℃加热 10 min，按照每个样 10 μL

的量跑胶，80 v 30 min 后电压转为 120 v，直至蛋白跑至胶板底部，将所得胶用考马斯

染色液微波加热 3 min，于摇床摇 10 min 后回收染色液，之后用脱色液微波加热 2 min，

于摇床摇 2 h 后更换脱色液，摇床过夜。 

Western-blot： 

取 80 μL 纯化后的 IFN-α和 IFN-λ蛋白，用 20 μL 5×SDS Loading Buffer 处理，金

属浴 100℃ 10 min 后，取 10 μL 样品进行 SDS-PAGE，在此期间按照附录 3 配置 1×转

膜液并预冷，并准备好转膜槽、转膜夹、冰盒、转模用盆、镊子、滚筒、海绵垫、滤纸、

PVDF 膜和甲醇，先用纯水浸泡准备的滤纸、垫子等以清洗残留的污渍，之后换转膜液

浸泡，PVDF 膜需用甲醇浸泡 1 min 激活后转移至转膜液中； 

电泳完成后，按照海绵垫-滤纸-蛋白凝胶-PVDF 膜-滤纸-海绵垫的顺序放入转膜槽
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进行转膜，用铅笔在 PVDF 膜上标正，转膜盒周围使用冰水混合物进行降温，电流调制

230 mA 转膜 2 h，转膜完成前 30 min 可配置 5%脱脂奶粉封闭液（见附录 3）并置于 4℃

保存使用； 

转膜完成后将 PVDF 膜放置于封闭液中浸泡，常温下于慢速摇床封闭 2 h，封闭完

成前 30 min 配置一抗，使用 His-Tag 标签抗体与封闭液以 1:1000 比例配置； 

封闭完成后，将膜浸泡于一抗中，放置于 4℃ 220 rpm 摇床过夜孵育； 

第二天将一抗回收后，用 1×TBST 在快速摇床上清洗 6 次，每次 5 min。使用鼠抗

与 1×TBST 以 1:5000 的比例配置二抗，将 PVDF 膜浸泡于二抗中室温下于慢速摇床上

孵育 1 h，之后用 1×TBST 于快速摇床上清洗 3 次，每次 10 min； 

按照附录 3 配置显影液并通过高分辨图像采集系统，对 PVDF 膜进行曝光显影。 

3.3 结果与分析 

3.3.1 重组表达 IFN-α和 IFN-λ蛋白纯化后 SDS-PAGE 鉴定 

重组质粒 pcDNA3.1-PoIFN-α和 pcDNA3.1-PoIFN-λ通过 ExpiCHOTM表达系统成功

表达后利用 AKTA 镍柱亲和层析进行纯化，并用 12.5%的蛋白凝胶进行了 SDS-PAGE

鉴定，如图 3 所示，所得目的条带 IFN-α在 20 kDa 左右，IFN-λ在 25 kDa 左右，均与

预期大小相符。 

 

图 3-1 PoIFN-α和 PoIFN-λ蛋白纯化后 SDS-PAGE 鉴定 

Figure.3-1 PoIFN-α and PoIFN-λ proteins were identified by SDS-PAGE 

注：M:蛋白分子质量标准 26610; α1；IFN-α上样液；α2：IFN-α流穿液；α3：IFN-α洗脱液；λ1：IFN-λ上样液；λ2：

IFN-λ流穿液；λ3：IFN-λ洗脱液 

Note: M: Protein MW Marker 26610; α1: IFN-α Loading solution; α2: IFN-α Flowthrough; α3: IFN-αEluent; λ1: IFN-λ 

Loading solution; λ2: IFN-λ Flowthrough: λ3:IFN-λ Eluent 
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3.3.2 重组表达 IFN-α和 IFN-λ蛋白纯化后 Western-blot 鉴定 

对重组质粒 pcDNA3.1-PoIFN-α和 pcDNA3.1-PoIFN-λ通过 ExpiCHOTM 表达系统成

功表达后利用 AKTA 镍柱亲和层析进行纯化，用 12.5%的蛋白凝胶进行了 SDS-PAGE

鉴定后，以 His 标签抗体为一抗（1:1000），以鼠抗为二抗（1:5000），用 Western-blot

法对蛋白进行了免疫印迹检测，如图 4 所示，所得目的条带 IFN-α在 20 kDa 左右，IFN-λ

在 25 kDa 左右，同样均与预期大小相符且目的条带特异性强，无杂蛋白。 

 

图 3-2 PoIFN-α和 PoIFN-λ蛋白纯化后 Western-blot 鉴定 

Figure.3-2 PoIFN-α and PoIFN-λ proteins purification followed by Western-blot identification 

注：M：蛋白分子质量标准 26616； 1：干扰素 α；2：干扰素 λ 

Note: M: Protein MW Marker 26616; 1:IFN-α; 2:IFN-λ 

 

3.4 讨论 

通过 ExpiCHOTM 系统对重组质粒进行表达后，用镍柱亲和层析技术对收集的蛋白

进行了纯化，并用分光光度计对蛋白进行了浓度测定，随后用 SDS-PAGE 和 Western-blot

对所得蛋白进行了鉴定。鉴定可知本试验成功表达出正确大小的可溶性蛋白，IFN-α 在

20kDa左右，IFN-λ在25kDa左右，浓度测定后 IFN-α为1.2 mg/mL，IFN-λ为0.86 mg/mL，

所得蛋白在相近的研究中，原核表达下所得蛋白浓度 IFN-α 为 0.254 mg/mL,IFN-γ 为

0.211 mg/mL[103],另有研究在原核表达下所得蛋白浓度 IFN-λ为 0.5 mg/mL[104]，本试验通

过 CHO 表达系统表达的 IFN-α 与 IFN-λ 蛋白在浓度与纯度上相对于原核表达等其他表

达方式表现出一定的优势。
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第 4章 重组猪干扰素单克隆抗体的制备 

单克隆抗体是一种高纯度抗体，由筛选后的单株杂交瘤细胞分泌，只能识别特定的

一种抗原决定簇。当机体受到抗原刺激时免疫系统被激活，针对抗原不同的蛋白结构，

经 APC 传递识别的抗原信息，通过Ｔ淋巴细胞的协同作用，Ｂ淋巴细胞能分化为浆细

胞并分泌一种抗体，该抗体能特异性结合抗原蛋白[105, 106]。单克隆抗体技术目前广泛用

于临床疾病诊断、治疗等领域，在疾病和传染病方面，通过 ELISA 和 IFA 等实验原理

制备相应的试剂盒进行临床诊断和检测；在治疗方面，利用与抗原特异性结合的原理，

通过双特异性抗体等技术起到治疗的效果[107, 108]。 

本试验在 CHO 细胞表达系统基础上制备重组猪 IFN-α 和 IFN-λ 蛋白并纯化

后制备相应抗体，为后续检测方法的建立以及更为深入的机制和临床应用研究

等其他相关实验奠定了基础。  

4.1 实验材料 

所需试剂与耗材：见附录 1； 

所需仪器：见附录 2； 

所需相关溶液的配置：见附录 3。 

注：本试验中所应用的非洲猪瘟病毒阳性血清等病毒血清均来自于中国农业科学院

兰州兽医研究所 P3 级实验室。 

4.2 实验方案 

4.2.1 BALB/c 小鼠免疫 

通过兰州兽医研究所实验动物中心领取 BALB/c 小鼠共 10 只，分为两笼，饲养一

周；参照免疫流程[109]，将纯化后的 IFN-α 和 IFN-λ 蛋白与完全弗氏佐剂混合、乳化，

按 100 μg/只的剂量进行皮下注射；15 天后将蛋白与不完全弗氏佐剂乳化进行第二次皮

下注射免疫；间隔 15 天后，用相同方法进行第三次免疫；三免 7 天后对小鼠进行眼底

采血检测血清效价；融合前 3 天，用不加佐剂的蛋白进行加强免疫，免疫程序如下。 
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表 4-1 免疫程序[109] 

Table.4-1 The immune Program[109] 

免疫次数 

Immunization times 

免疫时间 

Immunization timing 

免疫剂量 

Immunization dose 

佐剂 

Adjuvant 

免疫方式 

Immune modalities 

首免 第 1 天 100 μg/只 完全弗氏佐剂 皮下注射 

二免 第 15 天 100 μg/只 不完全弗氏佐剂 皮下注射 

三免 第 30 天 100 μg/只 不完全弗氏佐剂 皮下注射 

加强免疫 融合前 3 天 100 μg/只 无 皮下注射 

4.2.2 小鼠加强免疫前血清效价检测 

将接种过三次 IFN-α和 IFN-λ蛋白的小鼠进行眼底采血，37℃培养箱放置 2 h 后，4℃

过夜静置，第二天在 4℃离心机中 12000 rpm 离心 20 min，获得小鼠血清。 

包被：取 ELISA 板，每孔 ASFV 阳性血清与包被液各 50μL 震荡混匀后滴加，之后

4℃过夜包被。 

封闭：配置 5%脱脂奶粉封闭液，弃掉包被液并拍打干净，每孔加入 100 μL 封闭液

于 37℃培养箱封闭 2 h； 

孵育一抗：随即按 1:100、1:200、1:400、1:800、1:1600、1:4000、1:8000、1:12000

的比例将阳性血清与 1×PBS 混合摇匀配置一抗，待封闭结束后弃掉封闭液并拍打干净。

每孔滴加 100 μL 一抗，于 37℃培养箱孵育 2 h，阴性对照为阴性小鼠血清。 

孵育二抗：弃掉一抗，PBST 清洗 6 次并拍打干净，随后按 1:15000 比例配置山羊

抗鼠二抗，每孔滴加 100 μL，避光条件下于 37℃培养箱孵育 1 h。 

显色：弃掉二抗，PBST 清洗 8 次并拍打干净，随后每孔滴加 100 μL 显色液，避光

条件下于 37℃培养箱静置 15 min，随即读取结果。 

4.2.3 细胞融合 

SP2/0 骨髓瘤细胞制备[109]： 

①将冻存的 SP2/0 细胞取出后迅速置于 37℃水浴锅中进行复苏，之后转移至生物安

全柜； 

②将解冻的细胞转移至 2 mL 的 EP 管中，3000 rpm 离心 5 min 后弃掉上清； 

③用 1640 培养基（含 20% FBS）吹打重悬后转移至细胞培养皿中，在细胞培养箱

（37℃, 5% CO2）中静置培养，待融合前 2 天将其扩大培养以备用。 

饲养层细胞制备[109]： 

①准备 4 周龄的 SPF BALB/C 雌性小鼠、消毒好的剪刀镊子、无菌注射器和所需培

养基等； 
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②在细胞融合的前将其脱颈处死，用 75%酒精浸泡进行彻底的全身消毒，之后转移

至生物安全柜准备好的容器中并做好固定； 

③小心地剪开小鼠的腹部，但不要伤及腹膜，使腹膜充分暴露；用 75%酒精棉小心

擦小鼠拭腹膜以达到消毒的目的，然后用 10 mL 的无菌注射器吸取 HAT 选择培养基（含

20% FBS）注射入小鼠腹腔，但注意不要戳破体内脏器，如肠管、脾脏、胃脏等； 

④用 75%酒精棉球轻柔地按摩小鼠的腹部，以便培养基能充分的冲洗到小鼠腹腔，

大约按摩 2 min 之后吸出培养基，3000 rpm 离心 5 min，弃掉上清； 

⑤细胞沉淀 HAT 选择培养基重新悬起并轻轻吹打混匀，调整细胞密度使其最终浓

度为 2×105 个细胞/mL; 

⑥准备 8 个 96 孔板，按照每个孔 100 μL 将 24-48 h 后观察 96 孔板，若细胞生长状

态良好且没有污染即可留存备用； 

脾细胞制备[109]： 

①加强免疫后，对小鼠眼球拆除进行采血，随即脱颈处死，并提前准备好高压灭菌

过的剪刀镊子、平皿、无菌注射器和所需培养基等； 

②用 75%酒精浸泡彻底清洁小鼠后，转移至生物安全柜中并做好固定，用酒精灯灼

烧高压灭菌过的剪刀镊子，小心地用剪刀镊子剪开小鼠腹部露出腹膜，在左侧腹膜位置

小心剪开腹膜取出脾脏，置于提前准备好的带有 1640 培养基的平皿内； 

③首先使用 1mL 针头在脾脏的一侧扎数个孔洞，然后牵引起脾脏，用 10 mL 注射

器吸取培养基在脾脏内反复吹吸，直至脾脏失去血色为止； 

④弃掉脾脏，用巴氏吸管反复吹吸皿内的培养基，然后将其转入 50 mL 离心管内，

1500 rpm 离心 5 min 后弃掉上清，吸取 10 mL 1640 培养基轻轻吹打混匀，细胞计数后

备用。 

细胞融合[109]： 
①参照免疫程序，在 50 mL 离心管中将 SP2/0 细胞与脾细胞按照 1:9 的比例混匀,

加入适量 1640培养基后 1500 rpm离心 5 min并在 37℃水浴锅中预热 PEG融合剂和 1640

培养基； 

②弃掉上清后，首先吸取 1 mL 的 PEG 融合剂，在 1 min 内慢慢地匀速滴加到离心

管中并轻轻搅拌，之后在 40℃水浴锅中静置 90s； 

③吸取 1 mL 预热的 1640，1 min 内慢慢地匀速滴加到离心管中并轻轻搅拌； 

④同样吸取 1 mL 预热的 1640，1 min 内慢慢地匀速滴加到离心管中并轻轻搅拌； 

⑤吸取 3 mL 预热的 1640，1 min 内慢慢地匀速滴加到离心管中并轻轻搅拌； 

⑥吸取 10 mL 预热的 1640，1min 内慢慢地匀速滴加到离心管中并轻轻搅拌； 

⑦吸取 10 mL 预热的 1640，1 min 内慢慢地匀速滴加到离心管中并轻轻搅拌，之后

静置 2 min，轻轻颠倒两下后静置 7 min，1000 rpm 离心 8 min，弃掉上清后 800 rpm 离
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心 5 min；此过程全程在 37℃水浴中进行； 

⑧细胞沉淀用含有 20% FBS 的 HAT 选择培养基将细胞沉淀重悬并按每孔 100 μL

加到制备好的饲养层细胞上，于细胞培养箱（37℃，5% CO2）中静置培养，5 天后用

HAT 培养基换出一半，10 天后用 HT 培养基全部换出，待细胞长到板底的 1/4 时，检测

阳性孔。 

4.2.4 亚克隆间接 ELISA 检测方法的建立 

①最佳包被浓度与一抗稀释浓度的确定： 

用方阵滴定法确定抗原包被与一抗稀释的最佳浓度，本次试验使用碳酸盐缓冲液，

分别包被 50 ng/孔、100 ng/孔、200 ng/孔的蛋白作为抗原，每孔 100 μL，4℃包被过夜；

PBST 清洗后用 5%脱脂奶粉封闭液进行封闭，PBST 清洗后随后采取加强免疫后的阳性

小鼠血清作为一抗，分别以 1:1000、1:2000、1:4000 三个梯度进行比较，在 37℃孵育

2h；PBST 清洗后选择带有 HRP 标签的鼠抗作为二抗，稀释度 1:10000，在 37℃培养箱

中孵育 1 h，PBST 清洗后于 37℃培养箱中显色 10min，随后加入终止液读取 OD450数值，

选取 OD450值小于 0.2 的作为阴性，P/N 值 2.1 以上的作为最佳包被浓度与一抗稀释浓度。 

②最佳包被液的确定： 

本次试验选用碳酸盐缓冲液与磷酸盐缓冲液两种不同的缓冲液作为包被液，根据已

经确定好的包被浓度与一抗稀释度，进行 ELISA 检测，显色后加入终止液读取 OD450

数值，选取 P/N 值 2.1 以上的作为最佳包被液。 

③最佳封闭液的确定： 

选用确定好的包被液根据检测出的包被浓度进行包被后，选取 5%脱脂奶粉与 1% 

BSA 两种溶液作为封闭液，进行 ELISA 检测，显色后加入终止液读取 OD450 数值，选

取 P/N 值 2.1 以上的作为最佳封闭液。 

④最佳封闭时间的确定： 

选定出封闭液后，于 37℃分别封闭 1 h 和 2 h，进行 ELISA 检测，显色后加入终止

液读取 OD450 数值，选取 P/N 值 2.1 以上的作为最佳封闭时间。 

⑤最佳二抗稀释度的确定： 

选定好封闭时间后，将鼠二抗按照 1:10000、1:15000 两个梯度进行稀释，进行 ELISA

检测，显色后加入终止液读取 OD450 数值，选取 P/N 值 2.1 以上的作为最佳二抗稀释度。 

⑥最佳优化条件的确定： 

筛选出的各项指标即为最佳优化条件。  
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4.2.5 筛选阳性杂交瘤并亚克隆扩大培养 

杂交瘤细胞长至 96 孔板底部 1/4 左右时，用建立好的间接 ELISA 方法进行筛选。

选取 P/N＞2.1，OD450＞2 的阳性孔进行亚克隆，每次克隆前要提前制备饲养层细胞。用

200 μL HT 选择培养基（含有 20% FBS）将阳性杂交瘤细胞重悬，吸取 20 μL 细胞悬液

加入至 2 mL 含有 HT 选择培养基的 EP 管内进行倍比稀释，将阳性杂交瘤细胞按照有限

稀释法进行稀释，将稀释好的细胞悬液按照每孔 100 μL 添加至新制备的饲养层细胞中，

在细胞培养箱（37℃, 5% CO2）中静置培养约 5～7 天，待细胞长到板底的 1/3 时进行检

测。与此同时，原始孔中的阳性杂交瘤细胞继续换液，将其扩大培养后冻存备用。经 6

次左右亚克隆，杂交瘤细胞阳性率达到 100%即可确定已获得来自单个杂交瘤细胞的单

克隆细胞系。待筛选出的阳性杂交瘤细胞生长稳定后逐步扩大培养，如从 96 孔板转移

至 24 孔板之后转移至 12 孔板，以此类推，培养液更换为 1640 培养基（含有 20% FBS），

并将其及时冻存[110]。 

4.2.6 杂交瘤细胞的冻存与复苏 

细胞冻存：用 1640 培养基（含有 20% FBS）吹打培养皿内的细胞使其脱落并将溶

液移至离心管中，3000 rpm 离心 5 min 后弃掉上清，用细胞冻存液（见附录 3）将细胞

浓度稀释到 1×106 个/mL 即可，分装到细胞管之后将其转入含有异丙醇的常温细胞冻存

盒中，然后梯度降温，首先于 4℃放置 30 min，再于-20℃放置 30 min，其次于-80℃冰

箱过夜，次日转至液氮罐中保存[109]；  

细胞复苏：取出细胞后，将细胞套入 PE 手套迅速放进 37℃水浴锅静置，待细胞完

全溶化之后转入生物安全柜中，将细胞转入 EP 管内 3000 rpm 离心 5 min，弃掉上清，

用 1640 培养基（含有 20% FBS）轻轻吹打重悬，将溶液转移至细胞培养皿培养[109]。 

4.2.7 腹水的制备与纯化 

选取 10 周龄左右的 BALB/c 雌性小鼠，制备腹水前 7 天给每只小鼠注射 500 μL 的

不完全弗氏佐剂，待细胞数量达到 2×106 个时，注入小鼠腹腔中，小鼠腹部明显胀大后

用 5 mL 一次性无菌注射器收集腹水，之后 2500 rpm 低温离心 20 min，之后可用细胞筛

过滤取清澈的腹水并可通过亲和层析对腹水进行纯化后-20℃冰箱保存，每只小鼠能够

取 10 mL 左右的腹水[111]。 
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4.2.8 单克隆抗体特异性鉴定 

Western-blot 检测：在猪肺泡巨噬细胞中接种塞内卡病毒（Seneca virus A,SVA），

48 h 后收取细胞上清，以制备的单克隆抗体为一抗、HRP 标记鼠抗为二抗进行 WB 检

测，WB 操作过程同 3.2.2 中蛋白纯化后鉴定。 

ELISA 检测：收集免疫 ASFV、猪蓝耳病毒（Porcine reproductive and respiratory 

syndrome virus, PRRSV）后的猪阳性血清，将单克隆抗体包被于 ELISA 96 孔板上，以

阳性血清为一抗、猪源 HRP 抗体为二抗，通过建立的间接 ELISA 方法进行检测。 

4.2.9 单克隆抗体效价检测与亚型鉴定 

根据建立的间接 ELISA 方法对获得的单克隆抗体进行效价检测。使用北京博奥龙

公司生产的抗体亚类检测试剂盒对获得的单克隆抗体进行亚型检测。 

4.3 结果与分析 

4.3.1 小鼠加强免疫前血清效价检测 

ASFV 阳性血清抗原与包被液等比混合 4℃包被过夜；通过脱脂奶粉封闭液于 37℃

封闭 2 h、一抗于 37℃孵育 2 h、二抗于 37℃孵育 1 h 以及 37℃避光显色 15 min 后，得

知免疫 IFN-α蛋白的小鼠血清效价为1:4000，免疫 IFN-λ蛋白的小鼠血清效价为1:8000，

血清效价大于 1:1000 时可进行细胞融合，因而符合细胞融合要求，可以进行加强免疫及

后续相关实验。 

4.3.2 间接 ELISA 检测方法建立 

通过条件优化，最终确定的最佳检测方案为采用碳酸盐缓冲液作为包被液，抗原包

被浓度为 100 ng/孔，一抗最佳稀释度为 1:2000，封闭液为 5%脱脂奶粉封闭液，封闭时

间为 37℃下封闭 2 h，二抗最佳稀释浓度为 1:10000。 

4.3.3 阳性杂交瘤细胞的筛选 

IFN-α经过 4 次亚克隆，IFN-λ经过 5 次亚克隆后，如图 4-1 所示，最终选取了 A5

（α：3c6）和 C1（λ：3e8）进行扩大培养，以进行腹水的制备。 
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图 4-1 阳性杂交瘤细胞筛选 

Figure.4-1 Positive hybridoma cell screening 

4.3.4 腹水纯化 

腹水纯化后可以清晰地看到抗体的重链与轻链，如图 4-2 所示。 

 
图 4-2 IFN-α和 IFN-λ抗体纯化后 SDS-PAGE 鉴定 

Figure.4-2 IFN-α and IFN-λ antibody were purified and identified by SDS-PAGE 

注：M1：蛋白分子质量标准 26610；α1：IFN-α抗体纯化流穿液；α2：IFN-α抗体纯化洗脱液；M2：蛋白分子质量

标准；λ1：IFN-λ抗体纯化流穿液；λ2：IFN-λ抗体纯化洗脱液； 

Note: M1: Protein MW Marker 26610; α1: IFN-α Flowthrough; α2: IFN-α Eluent; M2: Protein MW Marker; λ1: IFN-λ 

Flowthrough; λ2: IFN-λEluent. 

4.3.5 Western-blot 检测 

如图 4-3所示，可知 IFN-α单抗在SVA感染的细胞上清中可以特异性地结合到 IFN-α

且 IFN-λ单抗在 SVA 感染的细胞上清中也可特异性地结合到 IFN-λ。 
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图 4-3 IFN-α和 IFN-λ抗体纯化后 Western-Blot 鉴定 

Figure.4-3 IFN-α and IFN-λ identification by western-blot after antibody purification 

注：M1：电泳蛋白标记 1610374；α1：控制组；α2：接毒后细胞上清；M2：电泳蛋白标记 1610374；λ1：控制组；λ2：

接毒后细胞上清； 

Note: M1: Electrophoretic protein labeling 1610374; α1:Control; α2: Cell supernatant after toxicants; M2: Electrophoretic 

protein labeling 1610374; λ1:Control; λ2: Cell supernatant after toxicants. 

4.3.6 间接 ELISA 检测 

如图 4-3 所示，右侧柱状图中横坐标为不同种类的攻毒猪阳性血清与阴性对照，纵

坐标为 OD450 数值，可以看出 IFN-α 与 IFN-λ 单克隆抗体在 ASFV 和 PRRSV 感染的猪

血清中均可特异性检测到相应的 IFN 且效果显著，表示所制备的抗体灵敏度高、特异性

强。 

 

图 4-4 IFN-α和 IFN-λ抗体纯化后 ELISA 鉴定 

Figure.4-4 IFN-α and IFN-λ identification by ELISA after antibody purification 

4.3.7 抗体效价与亚型鉴定 

根据亚型鉴定试剂盒对抗体亚型进行鉴定，以 SP2/0 培养液为阴性对照、PBS 为空
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白对照、小鼠阳性血清为阳性对照，经鉴定单抗 IFN-α 与 IFN-λ 单克隆抗体均为 IgG1

亚型、Igκ 轻链；通过间接 ELISA 对抗体效价进行检测， IFN-α 单克隆抗体效价可达

1:256000，IFN-λ单克隆抗体效价可达 1:32000，结果如表 5 所示。 
表 4-2 IFN-α与 IFN-λ单克隆抗体亚型及效价测定 

Table.4-2 Titer determination of IFN-α monoclonal antibody 

名称 

Name 

重链类型 

Type of heavy chain 

轻链类型 

Type of light chain 

抗体效价 

Titer of McAb 

α:3c6; λ:3e8 IgG1 κ α:1:256000; λ:1:32000 

4.4 讨论 

单克隆抗体在免疫分析领域如 ELISA、PCR 检测等方面发挥着重要作用，

极大提升了免疫学检测的特异性和灵敏度，广泛应用于食品检测和临床诊断等

各大领域 [112]。虽然单克隆抗体制备技术不断发展，出现了新型的制备技术如单

B 细胞扩增和培养等，但杂交瘤技术仍是制备单抗最成熟、最稳定的方法 [113]。

本试验制备的 IFN 单抗特异性强、灵敏度高，在不同 IFN 分子和天然构象的检

测中应用前景广阔。  

本试验将纯化的重组蛋白免疫小鼠，在经过间接 ELISA 筛选和 5 次亚克隆后得

到一株能稳定分泌抗 IFN-α 蛋白的单克隆细胞株（3c6）与一株能稳定分泌抗

IFN-λ 蛋白的单克隆细胞株（3e8），亚型鉴定均为 IgG1 亚型、 IgGκ 轻链；抗

体纯化后 α 效价检测可达 1:256000、λ 效价检测可达 1:32000。经 Western-blot

与间接 ELISA 验证，制备的单克隆抗体能特异性地检测到攻毒细胞上清中与攻

毒猪血清中的干扰素，且单克隆抗体纯度及效价较高，可以满足进一步试验的

需求。在此基础上可以在以后的研究中建立不同 IFN 分子的检测方法以及建立研究猪

病毒感染和免疫过程中不同细胞因子的分泌情况的关键技术平台，在阻断 IFN 信号通路、

辅助研究先天性及获得性免疫等基础研究方面也有一定的应用价值。
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第 5章 免疫组织化学 IHC 检测单克隆抗体 

免疫组织化学（Immunohistochemistry, IHC）是根据抗原和抗体之间的特异

性结合反应来检测、定位细胞和组织中特定抗原的技术，是研究环境中许多领域

的标准工具，随着抗原提取方法的出现，IHC 已成为解剖病理学临床诊断中的一

项重要辅助技术 [114]。抗原提取方法能十分方便地在福尔马林固定石蜡包埋

（FFPE）组织上进行 [115, 116]，以及用于大容量处理和重复性的自动化方法 [117]。

IHC 经常用于帮助肿瘤分类、确定转移瘤的起源部位以及检测日常其他染色方法

中不易被发现的一些微小病灶等。此外，随着技术的不断发展越来越多地被用于

提供预测和预后信息等领域，例如在乳腺癌中检测 HER2 扩增等 [118]。  

5.1 实验材料 

所需试剂与耗材：见附录 1； 

所需仪器：见附录 2； 

所需相关溶液的配置：见附录 3。 

5.2 实验方案 

5.2.1 取材 

5.2.1.1 取样 

取 ASFV 攻毒后猪脾组织与肝组织，长宽各 1 cm 左右，厚度不超过 5 mm。 

5.2.1.2 固定 

10%福尔马林固定液：组织块=20:1，用温水兑 10%福尔马林固定液或甲醛溶液固定

液 30 d 即可，固定时切忌损伤黏膜；固定时间一般在 3-5 h 即可，如果 24 h 应封闭瓶口

并封前换液。 

5.2.1.3 修块 

修块时拍照以便以后观察，用铅笔写小纸条标记组织名称。 
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5.2.2 脱水过程 

5.2.2.1 水洗 

在广口瓶中放入已经固定好的组织，瓶口用纱布包裹，于流动的水下冲洗，水洗时

间，一般 12 h 以上，固定时间越长则水洗时间越长。 

5.2.2.2 脱水 

①75%酒精中浸泡 1.5 h； 

②80%酒精中浸泡 1.5 h； 

③95%酒精Ⅰ中浸泡 1.5 h； 

④95%酒精Ⅱ中浸泡 12 h 过夜； 

⑤100%酒精Ⅰ中浸泡 1 h； 

⑥100%酒精Ⅱ中浸泡 1 h。 

5.2.3 透明 

①100%酒精：二甲苯=1:1，浸泡 2 min； 

②二甲苯Ⅰ中浸泡 90 s，使组织块油亮，色泽分明鲜亮； 

③二甲苯Ⅱ中浸泡 90 s，此时组织块质地较硬。 

5.2.4 浸蜡 

配置溶液：苯蜡：软蜡：苯=1:1；石蜡Ⅰ：软蜡；石蜡Ⅱ：软蜡：硬蜡=1:1；石蜡

Ⅲ：软蜡：硬蜡=3:2；其中软蜡使用环境为 53-54℃，硬蜡使用环境为 60-62℃。 

①苯蜡，56-58℃温箱中放置 30 min； 

②石蜡Ⅰ，56-58℃温箱中放置 1 h； 

③石蜡Ⅱ，56-58℃温箱中放置 2 h； 

④石蜡Ⅲ，56-58℃温箱中放置 2 h。 

注：温箱温度太高会烧坏组织，太低时会凝固。 

5.2.5 包埋 

包埋用石蜡：硬蜡：软蜡=3:2； 

首先为了预防石蜡倒入后外溢，在框架上涂抹凡士林，然后在有石棉网的电炉上对
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包埋块用石蜡及浸蜡组织块进行保温；之后先将少量包埋用石蜡倒入框架中，再用镊子

将组织块迅速移入框架内倒入石蜡，完全凝固后取出备用。 

5.2.6 切片 

本切片要使用防脱切片，利用冷冻切片机固定好组织块后进行切割，厚度控制在

20-30 μm，切片要避免刀痕和组织折叠。 

5.2.7 脱蜡 

首先将切片放置于 65℃烘箱中干燥 30 min；之后于二甲苯Ⅰ中浸泡 20 min，再于

二甲苯Ⅱ中浸泡 20 min。 

5.2.8 过梯度酒精 

①100%酒精中浸泡 2 min； 

②95%酒精中浸泡 2 min； 

③85%酒精中浸泡 2 min 后流水冲洗。 

5.2.9 洗涤 

①蒸馏水清洗 2 min; 

②PBS1 清洗 2 min; 

③PBS2 清洗 2 min; 

④PBS3 信息 2 min。 

5.2.10 抗原修复并洗涤 

向高压锅中加入柠檬酸盐溶液并于煮沸后放入切片，关闭高压锅，待高压锅冒气时

开始计时 2 min，然后关闭电源，待其自然冷却至室温后取出切片，洗涤过程同 5.2.9，

甩干后用蜡笔在组织周围画圈。 

5.2.11 消除过氧化物酶并洗涤 

使用内源性过氧化物酶阻断剂（试剂 1）滴加在切片样品表面，常温下孵育 10 min；
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洗涤同 5.2.9，之后甩干。 

5.2.12 添加非特异染色阻断剂 

加入非特异染色阻断剂（试剂 2）每个样加 70 μL，静置 10 min；将玻片稍微倾斜

吸除山羊血清，用卫生纸将周围吸干。 

5.2.13 加一抗并洗涤 

用通用的抗体稀释液稀释制备出的单克隆抗体，比例为 1:10000，每个样加 70 μL；

之后洗涤同 5.2.9。 

5.2.14 加生物素标记物 

添加生物素标记物 2gG 聚合物（试剂 3），静置 10 min 后进行洗涤。 

5.2.15 加链霉菌抗生物素蛋白 

添加链霉菌抗生物素蛋白—过氧化物酶（试剂 4），静置 10 min 后进行洗涤。 

5.2.16 显色 

配置 DAB 显色液：浓缩 DAB 一滴与 DAB 底物 1 mL 混合； 

滴加 2-5 滴 DAB 显色液，在显微镜下观察，有阳性结果时及时用流水冲洗（先放

水里浸泡一下然后用流水冲）。 

5.2.17 苏木素染色 

苏木素染色 2 min，流水反蓝 5 min，期间分化 1 次，分化时快速将片子在分化液中

蘸一下。 

5.2.18 脱水 

①80%酒精中浸泡 2 min; 

②95%酒精Ⅰ中浸泡 2 min; 
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③95%酒精Ⅱ中浸泡 2 min; 

④无水乙醇Ⅰ中浸泡 2 min; 

⑤无水乙醇Ⅱ中浸泡 2 min; 

⑥二甲苯Ⅰ中浸泡 2 min; 

⑦二甲苯Ⅱ中浸泡 2 min。 

5.2.19 封片 

用吹风机吹干后，用枪头将树胶滴 1 滴在片子上，然后将片子压在载玻片上，待片

子干燥后镜下观察。 

5.3 结果与分析 

5.3.1 IFN-α抗体 IHC 结果分析 

根据图 5-1（其中图 A、B、C、D、E、F、H 放大倍数为 30 倍，图 G 放大倍数为 9

倍）可知，在攻毒猪脾组织中，IFN-α 单抗可以特异性地结合脾组织中产生的 IFN-α，

且在红脾区结合较多，在白脾区、脾小体和椭球区域结合相对较少；肝组织中 IFN-α主

要结合在中央静脉周围而其余区域结合较少。由此可知在病毒感染状态下，组织中产生

的 IFN-α能被制备的抗体特异性识别，且 IFN-α主要集中在红细胞较为密集的区域，如

红脾区以及肝中央静脉周围，通过结论同样可证本试验制备的 IFN-α单克隆抗体灵敏度

高、特异性强，能特异性识别并结合产生的 IFN-α。 
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图 5-1 IFN-α单克隆抗体 IHC 检测 

Figure.5-1 IFN-α monoclonal antibody was detected by IHC 

注：A：红脾区；B：白脾区；C：肝中央静脉；D：脾阴性；E：脾小体；F：椭球；G：肝中央静脉；H：肝阴性 

Note: A: Red spleen region; B: White spleen area; C: Central hepatic vein; D: Spleen negative; E: Splenic corpuscle; F: 

Ellipsoid; G: Central hepatic vein; H: Liver negative. 

5.3.2 IFN-λ抗体 IHC 结果分析 

根据图 5-2（其中图 A、B、D、E、F、G、H 放大倍数为 30 倍，图 C 放大倍数为 9

倍）可知，在攻毒猪脾组织中，IFN-λ 单抗可以特异性地结合脾组织中产生的 IFN-λ，

表明制备的 IFN-λ 单克隆抗体灵敏度高、特异性强。由于 IFN-λ 主要作用于黏膜上皮，

所以整体上在组织中 IFN-λ阳性细胞相对于 IFN-α较少，但与 IFN-α相同的是在红脾区

结合较多，在白脾区、脾小体和椭球区域结合相对较少；肝组织中在中央静脉周围结合

较多而其余区域结合相对较少。由此可知在病毒感染状态下，组织中产生的 IFN-λ能被

制备的抗体特异性识别，且 IFN-λ同样主要集中在红细胞较为密集的区域，如红脾区以

及肝中央静脉周围。 
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图 5-2 IFN-λ单克隆抗体 IHC 检测 

Figure.5-2 IFN-λ monoclonal antibody was detected by IHC 

注：A：红脾区；B：白脾区；C：肝中央静脉；D：脾阴性；E：脾小体；F：椭球；G：肝中央静脉；H：肝阴性 

Note: A: Red spleen region; B: White spleen area; C: Central hepatic vein; D: Spleen negative; E: Splenic corpuscle; F: 

Ellipsoid; G: Central hepatic vein; H: Liver negative. 

5.4 讨论 

IHC 可以使用针对特定抗原的标记抗体来识别或定位组织或细胞内的抗原，已成为

诊断病理学及其他研究中确定感兴趣抗原的组织分布的重要工具[119]。通过利用 ASFV

感染猪的脾脏与肝脏组织切片进行 IFN 特异性免疫组织化学检测，由图可知，在病毒感

染猪的脏器组织中，脾脏中可见广泛 IFN 阳性细胞，且红脾区较多，白脾区、脾小体等

相对较少，而脾组织对照和肝脏中信号较少，肝脏中阳性细胞主要集中于中央静脉周围。

由此首先可验证本试验制备的单克隆抗体灵敏度高、特异性强，IFN-α 与 IFN-λ 单克隆

抗体在 ASFV 攻毒后的猪脏器组织中均可特异性结合脾组织中产生地相应的 IFN-α 与

IFN-λ，且表示在病毒感染状态下脾脏组织内 IFN 水平明显升高，而肝脏组织较弱，IFN

分布部位也各不相同。根据 IHC 鉴定可初步推断病毒感染状态下组织中的 IFN 部分由

组织本身产生，还有一部分由血液运输而来。 

本试验证明通过制备的抗体可以辅助研究天然免疫及获得性免疫等基础实验，如通

过不同时间点对攻毒后的猪组织进行免疫染色，利用不同时间点不同组织中 IFN 产生分

泌的情况来辅助研究获得性免疫进程，且在探索攻毒效率与保护机制等方面提供了一定
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的科学依据与应用价值。
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第 6章 全文结论 

1、成功构建出猪源干扰素重组质粒 pcDNA3.1-PoIFN-α和 pcDNA3.1-PoIFN-λ。 

2、成功表达并纯化出正确大小的可溶性蛋白，IFN-α大小在 20 kDa 左右、浓度为

1.2 mg/mL，IFN-λ大小在 25 kDa 左右、浓度为 0.86 mg/mL。 

3、成功制备出 rPoIFN-α 和 rPoIFN-λ 的单克隆抗体，且抗体灵敏度高、特异性强；

IFN-α效价检测为 1:256000，IFN-λ效价检测为 1:32000；二者亚型鉴定均为 IGg1 亚型、

IGκ轻链且 Western 与 ELISA 均可特异识别对应 IFN。 

4、IFN-α与 IFN-λ单克隆抗体均成功在 ASFV 攻毒猪脏器组织中特异性检测到组织

中产生的 IFN-α 与 IFN-λ 阳性细胞以及二者在肝脏和脾脏组织中的分布状态，与

Western-blot 和 ELISA 结果均验证了所制备的单克隆抗体的灵敏性与特异性。
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附录 

A 主要试剂与耗材 

试剂与耗材名称 公司 

反转录酶 诺唯赞生物科技股份有限公司 

DH5α感受态细胞 北京全式金生物技术有限公司 

病毒基因组 DNA/RNA 提取试剂盒 天根生化科技（北京）有限公司 

T4 连接酶 NEB(北京)有限公司 

One Step RT-PCR 试剂盒 宝日医生物技术(北京)有限公司 

DL 5000 DNA Marker 宝日医生物技术(北京)有限公司 

Prestained Protein Ladder 26616 赛默飞世尔科技公司 

Protein MW Marker 26610 赛默飞世尔科技公司 

质粒小提试剂盒 赛默飞世尔科技公司 

胶回收试剂盒 赛默飞世尔科技公司 

限制性内切酶（HindⅢ和 XhoⅠ） 赛默飞世尔科技公司 

1640 培养基 赛默飞世尔科技公司 

质粒大提试剂盒 德国 MACHEREY-NAGEL 公司 

核酸酶 百川开泰生物技术（北京）有限公司 

亚型鉴定试剂盒 北京博奥龙公司 

FBS 胎牛血清 北京博奥龙公司 

HT 美国西格玛 sigma 

HAT 美国西格玛 sigma 

B 主要仪器 

仪器名称 厂家 

生物安全柜 美国 AIRTECH 

数显恒温水浴锅 晶玻 

恒温金属浴 As ONE 

-80℃超低温冰箱 赛默飞世尔科技公司 

浓度测定仪/吸光光度仪 赛默飞世尔科技公司 

CO2细胞培养箱 赛默飞世尔科技公司 

超速冷冻离心机 赛默飞世尔科技公司 

移液器 赛默飞世尔科技公司 

超声破碎机 上海 ATS Engineering INC 
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离心机 艾本德 EPPENDORF 

PCR 仪 德国 Biometra 

亲和纯化层析仪 AKTA pure 

纯水机 四川优普超纯科技有限公司 

PH 检测仪 梅特勒托利多 METTLER TOLEDO 

核酸电泳仪 北京市六一仪器厂 

电泳/转膜仪 美国伯乐（Bio-Rad） 

高分辨图像采集系统 美国伯乐（Bio-Rad） 

恒温培养摇床 上海旻泉仪器有限公司 

全自动酶标仪 美国 Sonics 

电子天平、振荡器 奥豪斯国际贸易(上海)有限公司 

-40℃冰箱 海尔 Haier 

制冰机 斯科茨曼(Scotsman) 

脱色摇床 其林贝尔仪器制造有限公司(Kylin-Bell) 

加热磁力搅拌器 杭州米欧仪器有限公司（MIULAB） 

C 主要相关溶液 

溶液 配置方法 

1%琼脂糖凝胶 0.3 g 琼脂糖+30 mL 1×TAE+3 μL 核酸染料 

SDS-PAGE 凝胶 SDS-PAGE 分离胶+SDS-PAGE 浓缩胶 

12%SDS-PAGE 分离胶(15 mL)： 

4.9 mL H2O+6.0 mL 30%丙烯酰胺+3.8 mL 1.5M Tris-HCL(PH 8.8)+0.15 mL 

10%SDS+0.15 mL 10%APS+0.006 mL TEMED 

SDS-PAGE 浓缩胶(5 mL)： 

3.4 mL H2O+0.83 mL 30%丙烯酰胺+0.63 mL 1M Tris-HCL(PH 6.8)+0.05 mL 

10%SDS+0.05 mL 10%APS+0.005 mL TEMED 

30%丙烯酰胺 丙烯酰胺 29.2 g/100 mL+甲叉双丙烯酰胺 0.8 g/100 mL，加入纯水充分溶

解后，定容到 100 mL，避光保存于 4℃冰箱 

1.5M Tris-HCL（PH8.8） 称取 181.7 g Tris，加入纯水充分溶解，调节 pH 至 8.8，最后将溶液体积定

容到 1 L，高压灭菌后室温保存  

1M Tris-HCL（PH6.8） 称取 121.1 g Tris，加入纯水充分溶解，调节 pH 至 6.8，最后将溶液体积定

容到 1 L，高压灭菌后室温保存 

10%SDS 称取 10g SDS，加入纯水溶解后，定容到 100 mL，室温保存。 

10%APS 称取 1 g 过硫酸铵，加入纯水充分溶解后，定容到 1 mL，保存于 4℃冰箱，

可使用 2 周，现配现用 

5×SDS-PAGE Loading Buffer 1.25 mL 1M Tris-HCL（PH6.8）+0.5 g SDS+25 mg BPB+2.5 mL 甘油，加入

纯水后定容至 5 mL，加入 0.25 mL 2-ME 室温保存一个月 

10×电泳液 30.3 g Tris base，144.0 g Glycine，10.0 g SDS 之后纯水定容至 1L 

1×电泳液 100 mL 10×电泳液+900 mL 纯水 

10×转膜液 30.3g Tris base，144g glycine，之后定容至1 L 

1×转膜液 100 mL 10×转膜液+200 mL 甲醇+700 mL纯水 
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10×TBS 24.23 g Tris，80.06 g NaCl，加入800 mL纯水后PH调至7.6，之后纯水定容

至1 L 

1×TBST 100 mL 10×TBS+900 mL纯水+1 mL Twine 

5%脱脂奶粉封闭液 2.5 g 脱脂奶粉粉+50 mL TBST 

LB 培养基 10g Tryptone+5g Yeast Extract+10g NaCl，加入 800 mL 纯水充分搅拌后调节

PH 至 7.0，定容至 1L 后高温灭菌，4℃保存 

LB 固体培养基 10g Tryptone+5g Yeast Extract+10g NaCl，加入 800 mL 纯水充分搅拌后调节

PH 至 7.0，加入 15 g Agar 混匀，定容至 1 L 后高温灭菌 

考马斯亮蓝 R-250 染色液 称取 1 g 考马斯亮蓝 R-250 置于 1 L 烧杯中，量取 250 mL 异丙醇加入烧杯

搅拌均匀，加入 100 mL 冰醋酸搅拌均匀，加入 650 mL 纯水搅拌均匀，滤

纸除去颗粒物质室温保存 

考马斯亮蓝染色脱色液 100 mL 醋酸+50 mL 乙醇+850 mL 纯水，充分混合后室温保存 

PBST 取 2000 mL PBS 后 PH 值调至 7.4，按 0.5‰比例加入 1 mL Tween-20 

IPTG IPTG 0.5g+10 ml 高压灭菌纯水，细胞筛过滤后-20℃保存 

Ampicillin Ampicillin 1 g+10 ml 高压灭菌纯水，细胞筛过滤后-20℃保存 

10×Loading Buffer（RNA） 200 μL 0.5M EDTA(PH 8.0)+25 mg Bromophenol Blue+25 mg Xylene 

Cyanol FF 加入到 10 mL 离心管中，再加入 4 mL DEPC 水后搅拌溶解，加

入 5 mL 甘油后充分混匀，最后用 DEPC 水定容至 10 mL，室温保存。 

6×Loading Buffer（DNA） 4.4 g EDTA+250 mg Bromophenol Blue+250mg Xylene Cyanol FF 加入到 500 

mL 烧杯，加入 200 mL 去离子水并加热搅拌，加入 180 mL 甘油后使用 2M 

NAOH 调节 PH 值至 7.0，最后用去离子水定容至 500 mL 后室温保存。 

细胞冻存液 90%血清+10%DMSO 

10%中性福尔马林固定液 甲醛：100ml+磷酸二氢钠：4g+磷酸氢二钠：6.5g+蒸馏水：900ml 
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