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摘要：将猪白细胞介素 2（pIL-2）与猪白细胞介素 6（pIL-6）的 cDNA序列克隆到大肠杆菌表达载体 pET-28a及
pGEX-KG上，转化 BL21（DE3）表达菌，经 IPTG诱导产生重组蛋白 pIL-2与 pIL-6，表达量分别占菌株总蛋白的43.45%
和 28.37%，经提纯后含量可分别达到 97.06%和 86.37%。将提纯后不同剂量的两种重组蛋白以单独或组合的方
式，加入伪狂犬病（Ea株）TK- / gG-双基因缺失疫苗中，使每头份疫苗分别含 2、5和 10µg·ml

- 1的 pIL-2或（和）pIL-
6，用此疫苗免疫伪狂犬病抗体阴性猪。同时设试验对照组。初次免疫 30 d后加强免疫，测定中和抗体，观察试验
猪的日增重情况，进行统计分析。发现各试验组的抗体水平均高于不含重组蛋白的基因缺失疫苗组；其中，含 2µg
·ml- 1 pIL-2试验组与含 10µg·ml

- 1 pIL-2 / pIL-6试验组抗体水平和基因缺失疫苗对照组之间呈显著差异（P = 0.019）
与极显著差异（P = 0.009）。结果表明，大肠杆菌表达的 pIL-2、pIL-6对伪狂犬病鄂 A株基因缺失疫苗（TK- / gG- /
LacZ+）有较强的佐剂效应，且呈剂量相关性。不同试验组日增重比较结果表明，免疫效果高低与猪的生长速度呈

正相关。本试验为重组 pIL-2与 pIL-6作为新型疫苗佐剂应用提供了重要的试验依据。
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Abstract：Porcine interleukin-2 and porcine interleukin-6 cDNA sequences were cloned into the expressing plasmid
vectors pET-28a and pGEX-KG，respectively；and expressed in E . coli BL21（DE3）with high-level production . The
gene deleted vaccine of pseudorabies virus Ea strain（TK- / gG- / LacZ+）as mixed with the two different purified recom-
binant proteins each，or both，with the doses of 2，5 and 10µg·ml

- 1 . Ten groups of pseudorabies negative antibody
swines were immunized twice with tested vaccines at different doses，or control vaccine，respectively . The antibody titers
of the test groups were detected by neutralization test，and the daily weight gains of swines were calculated and analyzed
statistically. It was found that all the neutralizing antibody titers in test groups were higher than the control group，and
the recombinant proteins appeared a dose dependent adjuvant effect . A significant and extremely significant differences，
were observed in tested vaccines containing 2µg·ml

- 1 pIL-2 and with 10µg·ml
- 1 pIL-2 / pIL-6，and the vaccines with-

out pILs . The difference of the daily weight gain indicated the potential positive influence of pIL-2 and pIL-6 on immune
protection .
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白细胞介素（interleukin，IL）是由各种白细胞产
生，能介导细胞之间相互作用的细胞因子。至今已

发现有 23种白细胞介素，其中大多数成员在氨基酸
序列、结构、理化特点及生物学活性等方面均存在较

大差别［1］。白细胞介素-2（IL-2）和白细胞介素-6（IL-
6）分别由 Morgan和 Nordan等首次报道［2］。经过历
年来各国学者对其理化性质及生物学活性的不懈研

究，发现 IL-2与 IL-6能针对性地刺激 T-淋巴细胞增
殖分化及诱导 B-淋巴细胞合成与分化，进而提高动
物机体的细胞免疫与体液免疫能力，因而又分别被

称为 T 细胞生长因子（TCGF）与 B 细胞分化因子
（BCDF-2）。IL-2与 IL-6的这种免疫调节作用，促使
人们将目光投向将 IL-2 与 IL-6 作为新型疫苗佐剂
应用的研究上［3，4］。但目前国内外报道较多的是人

与其它模式动物的细胞因子研究，相关猪细胞因子

佐剂效应研究的报道很少。同时，由于天然动物机

体内细胞因子本身含量低，且机体组织与体液成分

错综复杂，分离纯化过程烦琐、费时。因此，本试验

采用基因工程方法，构建了原核表达载体，在 BL21
（DE3）表达菌中诱导表达猪 IL-2 与 IL-6，并且以提
纯的重组蛋白 pIL-2与 pIL-6作为佐剂，研究其在伪
狂犬病基因缺失疫苗（TK- / gG- / LacZ+）中的免疫

增强效果，为制备更高效的新型疫苗奠定基础。

1 材料与方法

1 .1 质粒与菌株
pET-28a-IL-2表达质粒由本室肖少波博士构建；

SK+ - IL-6克隆质粒为解放军农牧大学军事兽医研
究所余兴龙博士惠赠；表达载体 pGEX-KG，受体菌
E . coli DH5α及表达菌 E . coli BL21（DE3）均为华中农
业大学畜牧兽医学院动物病毒室保存。

1 .2 生化试剂
各种限制性内切酶及 T4-DNA 连接酶、PCR 试

剂、DNA Marker均为 TakaRa产品，UNIT-10柱式 DNA
胶回收试剂盒购于上海生工，IPTG为 Promega产品，
SKL（N-Lanrayl sarcosine Na Salt，十二烷基肌氨酸钠）
为 Sigma产品，溶菌酶以及氧化型、还原型谷胱苷肽
购于北京原平皓生物技术有限公司。

1 .3 试验动物及毒株
70 ～ 80日龄伪狂犬病抗体阴性猪由湖北省畜

牧良种场（荆州）提供，为大约克猪与长白猪的杂交

品种。伪狂犬病（鄂 A 株）基因缺失弱毒株（TK- /
gG- / LacZ+）由本室按该疫苗的“试行规程”研制。

1 .4 原核表达质粒 pGEX-IL-6' 的构建

1 . 4 . 1 目的基因的 PCR 扩增 根据 GenBank
M80258（Sus scrofa interleukin 6 mRNA）序列，设计 1对
引物用于扩增大小约 570 bp，去掉信号肽序列的成熟
IL-6 cDNA。由上海生工合成引物序列如下，其中上
下游引物序列分别含有酶切位点 EcoR I与 Xho I：
引物 1（上游引物）：5'-GCTACT GAATTC CC-

TACC-OH 3'
引物 2（下游引物）：5'-TTTCTCGAGTGCCCAGC-

TAC-OH 3'
以含 IL-6全基因序列的 SK+ -IL-6质粒为模板，

用高保真 Taq酶进行扩增，PCR扩增程序为：95℃ 5
min后 95℃ 50 s→55℃ 60 s→72℃ 35 s进行 40次循
环，最后 72℃延伸 10 min，终止反应。扩增产物经
0 .8%琼脂糖凝胶电泳，确定大小后用 UNIT-10柱式
DNA胶回收试剂盒回收。
1 .4 .2 克隆质粒 SK+ -IL-6'的构建 将回收的 PCR
扩增产物与 SK+载体进行 EcoR I与 Xho I双酶消化
后，按常规方法进行电泳，回收，连接，转化入受体菌

DH5α。再挑取单菌落抽提质粒，酶切鉴定得阳性克

隆子。该载体的构建目的在于提供一个较方便的甲

醇酵母、昆虫细胞等表达系统过渡的条件。

1 .4 .3 原核表达质粒 pGEX-IL-6'的构建 根据 IL-
6'正确的开放读码框，选择 SK+ -IL-6'与 pGEX-KG的
BamHI与 XhoI酶切位点进行消化，进行琼脂电泳及
胶回收试剂盒回收目的片段，用 T4连接酶 16℃连接
过夜。连接产物转入受体菌 DH5α，抽提质粒酶切鉴

定。取阳性克隆再转化入表达菌 BL21（DE3）。
1 .5 重组质粒的诱导表达
挑取单菌落接种于 3 ml LB 培养基中（其中

pET-IL-2质粒为卡那抗性，pGEX-IL-6'为氨苄抗性），
37℃摇床培养，4℃静置过夜。第 2 天取 50µl进行
50 ～ 100倍扩大培养，3 h 后加 IPTG（终浓度为 1 . 0
mmol·L- 1）37℃诱导培养，3 h后离心收集菌体。样
品经煮沸处理后进行浓度为 12%的 SDS-PAGE胶电
泳，考马斯亮蓝（R250）染色［5］。
1 .6 重组蛋白包涵体的提取
以上所述大量诱导表达菌（100 ml），3 h后离心

收集菌体。用 10 mmol·L- 1 TE（pH 8.0）洗菌体 1次，
除去残留培养基成分，再用 10 mmol·L- 1 TE（pH
8.0，内含 200µg·ml

- 1溶菌酶）重悬菌体，置 37℃温浴
1 h后，加 DTT与 Triton X-100至终浓度分别达 5 mmol
·L- 1与 1%。然后进行高频短时超声波处理数次。
再 4℃，10 × 103 r / min，离心 15 min后，分别收集上清
与沉淀，取样进行浓度为 12%的 SDS-PAGE胶电泳，
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鉴定重组蛋白是以可溶形式还是以包涵体形式存在。

1 .7 包涵体的变性及复性
依据 SDS-PAGE 结果，将重组蛋白所在的包涵

体溶解于含 0 . 6% SKL（十二烷基肌氨酸钠）的生理
盐水中，室温静置过夜。用紫外分光光度计测出溶

解的蛋白质浓度，用生理盐水稀释至 1 mg·ml- 1左
右，装入透析袋，内加 1 mmol·L- 1氧化型 :还原型谷
胱甘肽（比例为 1 :4）帮助变性的肽键依天然构象复
性。用 20 倍体积的生理盐水进行 4℃搅拌透析复
性，每 2 h换液 1次。经 6次换液后收集蛋白液，用
Bradford方法测出精确蛋白浓度。
1 .8 试验疫苗的制备
将重组蛋白 pIL-2、pIL-6 及 pIL-2 / pIL-6 组合分

别以 2、5、10µg·ml
- 1浓度加入伪狂犬病基因缺失

（TK- / gG- / LacZ+）疫苗毒悬液中，按常规冻干苗制

备方法制备出试验疫苗。共制备出 9种试验疫苗，
以不含重组蛋白的伪狂犬病基因缺失疫苗（TK- /
gG- / LacZ+）作为疫苗对照。

1 .9 动物试验方案
将 70 ～ 80日龄的试验猪 55头随机分成 11组，

每组 5头，隔离饲养。经中和试验检测确证为伪狂
犬病抗体阴性后，采用肌肉注射方法进行免疫，免疫

剂量为每头 1 ml。间隔 30 d后加强 1次免疫。其中
1、2、3 组分别免疫含 2、5、10µg·ml

- 1浓度的重组

pIL-2的试验疫苗；4、5、6组免疫含 3种浓度的重组
pIL-6试验疫苗；7、8、9 组免疫含 3 种浓度的重组
pIL-2 / pIL-6 组合试验疫苗；第 10 组作为疫苗对照
组；第 11组作为空白对照组。
在首免 30 d后及加强免疫 15 d后分别对所有

组通过前腔静脉采血，分离血清，56℃灭活 30 min后
用于中和试验，检测试验猪抗体水平。分别在试验

开始及结束后对试验猪进行称重，比较日平均增重

差异。所得试验数据均用 SPSS10 . 0 软件中的 one
way ANOVA程序进行方差分析。

2 结果与分析

2 .1 重组表达质粒 pGEX-KG-IL-6'的构建及鉴定
2 .1 .1 PCR扩增结果 PCR扩增产物经 0.8%琼脂糖
凝胶电泳后，在凝胶成像系统下观察，可见 570 bp左右
大小的清晰条带，与预期的 DNA片段大小相符（图略）。
2 .1 .2 中间转移质粒 SK+ -IL-6'的构建 回收的
PCR产物与 SK+载体经 EcoR I与 Xho I双酶切后，
进行连接，转化，次日挑取单个菌落进行小量制备质

粒 DNA，然后利用酶切，电泳筛选出正确插入目的

基因的重组质粒。

2 .1 .3 表达质粒 pGEX-IL-6'的构建 将筛选出的
SK+ -IL-6'与 pGEX-KG经 BamH I与 Xho I双酶切，连
接，转化，抽提质粒酶切鉴定。经 0 . 8%琼脂糖凝胶
电泳后，观察到 570 bp与 5 000 bp左右 2条带。命
名为 pGEX-IL-6'。
2 .2 重组蛋白 pET-IL-2与 pGEX-IL-6'的表达及包
涵体的 SDS-PAGE
pIL-2与 pIL-6在大肠杆菌表达体系中均大量表

达，以致以不可溶的包涵体形式存在。从图 1分析，
重组质粒 pET-IL-2表达菌在诱导前（泳道 1）与诱导
后（泳道 2）比较，诱导后的菌体多出 1条约 19 kD的
特异性蛋白带，与 pIL-2分子量相符；对表达菌进行
进一步提纯，发现均以包涵体形式存在（泳道 4）。
经计算机 GelExpert软件分析，泳道 2与泳道 4中该
特异性蛋白带分别占整泳道蛋白量的 43 . 45%和
97 .06%。从图 2分析，pGEX-KG表达菌表达出 1条
29 kD左右的 GST蛋白带（泳道 2），而相应 pGEX-IL-
6'表达菌经诱导后在 48 kD左右处出现一特异性蛋
白带（泳道 3），这是目的蛋白与 GST的融合表达蛋
白带。这结果与去除信号肽的 pIL-6 蛋白为 19 kD
大小相符。同样对表达菌进行进一步提纯，发现该

融合蛋白也以包涵体形式存在。经 GelExpert分析，
其泳道 3与泳道 5中该特异性蛋白带分别占整泳道
蛋白量的 28 .37%和 86 .37%。

1 .未诱导的重组质粒 pET-IL-2表达菌；2. 诱导后的重组质粒 pET-

IL-2表达菌；3. pET-IL-2表达菌包涵体提取后上清；4. pET-IL-2 表

达菌的包涵体；M. 低分子量标准蛋白质

1 . Uninduced expressing E . coli strain with pET-IL-2；2 . Induced expressing

E . coli strain with pET-IL-2；3. Suspernant of purfied expressing E . coli

strain；4 . Purfied inclusion body of E . coli strain；M.Protein marker with low

molecular weight

图 1 pET-IL-2 表达菌的 SDS-PAGE
Fig.1 SDS-PAGE of expressing E . coli strain with pET-IL-2
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1 . 未诱导的重组质粒 pGEX-IL-6'表达菌；2 .诱导后的质粒 pGEX表

达菌；3 . 诱导后的重组质粒 pGEX-IL-6'表达菌；4. pGEX-IL-6'表达

菌包涵体提取后上清；5 . pGEX-IL-6'表达菌的包涵体；M. 低分子量

标准蛋白质

1 . Uninduced expressing E . coli strain with pGEX-IL-6'；2. Induced express-

ing E . coli strain with pGEX；3. Induced expressing E . coli strain with

pGEX-IL-6'；4 . Suspernant of purfied expressing E . coli strain with pGEX-

IL-6'；5. Purfied inclusion body of E . coli strain with pGEX-IL-6'；M.Pro-

tein marker with low molecular weight

图 2 pGEX-IL-6' 表达菌的 SDS-PAGE
Fig.2 SDS-PAGE of expressing E . coli strain with pGEX-IL-6'

2 .3 中和试验
所有试验猪在第 1 次免疫 30 d 后通过前腔静

脉抽取血样，中和试验结果采用 SPSS软件包分析发
现接种疫苗的 10组试验猪抗体阳转率达到 100%。
其中含 2µg·ml

- 1pIL-2的试验组（组 1）与含 10µg·
ml- 1的 pIL-2 / pIL-6的试验组（组 9）的抗体滴度高于
疫苗对照组（组 10）；加强免疫 15 d后采血检测，发
现除组 4外，其它含白细胞介素佐剂的试验组的中
和抗体滴度均高于不含白细胞介素佐剂的疫苗对照

组，尤其是含 2µg·ml
- 1pIL-2的试验组（组 1）与含 10

µg·ml
- 1 pIL-2 / pIL-6的试验组（组 9），与伪狂犬病毒

基因缺失疫苗对照组（组 10）相比较，中和抗体滴度
分别呈现显著差异（P = 0. 019）与极显著差异（P =
0.009）。而空白对照组（组 11）一直呈抗 PrV抗体阴
性（图 3）。
2 .4 不同试验组猪平均日增重比较
通过 SPSS软件包对试验猪试验前后的体重进

行比较，发现在相同的饲养条件下，免疫前疫苗对照

组（组 10）体重略高于试验组，而免疫 45 d后有 2组
试验组（组1与组2）体重却高于疫苗对照组（组

抗体滴度（ - log2）小于 0.5的为阴性；* P < 0.05 为显著差异；**P < 0.01为极显著差异

Negative：NV antibody < 0.5；* P < 0.05，**P < 0.01 vs vaccine control group（group 10）

图 3 免疫前、首免与加强免疫后中和试验结果
Fig.3 The result of neutralization tests in pre-immune，first immune and booster immune

10）。平均日增重分析比较发现，未免疫的空白对照
组（组 11）的平均日增重均低于其它免疫组；而试验
组与疫苗对照组之间，除组 8与组 9外，其它试验组
的日平均增重均高于疫苗对照组的日平均增重，其

中含 2µg·ml
- 1 pIL-2的试验组（组 1）与含 5µg·ml

- 1

pIL-2的试验组（组 2）达到了显著差异（P = 0. 02、P
= 0.04）。组 8 与组 9 的平均日增重可能受起始体
重较低的影响而相对偏低（图 4）。
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*P < 0.05为显著差异

*P < 0.05 vs vaccine control group（group 10）

图 4 试验猪日增重比较

Fig.4 Comparison of the daily weight gain of test swines

3 讨论

IL-2与 IL-6的免疫增强作用，在许多模式动物
中均已被证实。Reddy等曾报道［6］，将低剂量（0 . 25
～ 2.5µg·ml

- 1·kg- 1）重组牛 IL-2与牛疱疹病毒 I型
活苗（BHV-I）一起免疫，血清中和抗体效价比单独使
用疫苗组提高了 6倍。Weinberg等［7］也报道将重组
IL-2作为佐剂与 Herpes亚单位疫苗共免疫豚鼠，试
验结果显示了重组 IL-2 与疫苗合用可显著提高特
异的细胞毒性反应，在主动免疫程序中发挥重要的

佐剂效应。同样，IL-6作为 B细胞刺激因子，能促进
B细胞增殖分化，并刺激活化后期的 B细胞大量合
成分泌型 Ig的 mRNA，从而增加 Ig（IgM、IgG和 IgA）
的分泌，促进体液免疫。Ramsay等［8］利用基因工程
技术，将鼠 IL-6 重组入痘病毒载体，该疫苗能极大
地提高粘膜内抗体水平以至整个免疫机体抗体水

平。洪文洲等将 pIL-2和 pIL-6cDNA分别与 PrV（Ea
株）gD基因一起构建双顺反子结构的真核表达质粒
免疫断奶仔猪，其首免与加强免疫所产生的抗体效

价均显著高于单独 gD基因疫苗免疫组，而 CTL 细
胞活性也在加强免疫之后得到显著增强。本试验在

前人的研究基础上，着重研究以蛋白形式存在的

pIL-2和 pIL-6 对 PrV（Ea 株）基因缺失疫苗（TK- /
gG- / LacZ+）的体液免疫增强效应。

本试验采用基因工程方法，构建大肠杆菌表达

质粒 pET-IL-2 与 pGEX-IL-6'，在 BL21（DE3）表达菌
中诱导表达重组 pIL-2 与 pIL-6，经 SDS-PAGE 胶鉴
定均表达出高浓度，以包涵体形式存在的重组蛋白

pIL-2、pIL-6。其中 pIL-2为包括信号肽的完整蛋白，
而 pIL-6因为其信号肽前源序列中含几个连续的疏

水氨基酸，影响其在外源生物中的表达，因此，笔者

通过 PCR方法去除 pIL-6 的信号肽序列，构建了与
GST（谷胱甘肽 S-转移酶）融合表达的 pGEX-IL-6'重
组质粒，经 IPTG诱导，证实获得了高表达量的融合
蛋白。2种重组菌株的目的蛋白表达量均很高，经
计算机 GelExpert软件分析，目的蛋白分别占总菌体
蛋白的 43 .45%（pIL-2）与 28 .37%（pIL-6），经后续的
包涵体提取处理，纯度更提高到 97 . 06%（pIL-2）与
86 .37%（pIL-6），达到了常规的层析分离纯化的效
果。重组蛋白以包涵体形式存在虽然方便了提取纯

化步骤，但也存在蛋白质变性及复性问题。笔者参

考相关文献［9 ～ 11］，曾选用尿素与盐酸胍溶解包涵
体，但不是变性效果不好就是后续的透析复性过程

烦琐，极易重新恢复为沉淀状态。后改用人工合成

的烷基阴离子去垢剂 SKL（十二烷基肌氨酸钠），仅
0 .6%浓度就可使 50 ml 菌液诱导出的包涵体完全
溶解，对后续的透析复性效果也较便利，不需进行梯

度透析。

据报道［12］，IL-2与 IL-6在动物机体中的免疫调
节功能存在一个剂量相关性，各种动物机体对 IL-2
与 IL-6都有不同的最适耐受剂量，超过这一耐受剂
量则会引起疾病，免疫失调等负效应影响。因此，笔

者在前人研究基础之上对每种试验疫苗均设置了

2、5、10µg·ml
- 1的梯度剂量。试验结果证明，以 pIL-

2作为疫苗佐剂的试验组中，2µg·ml
- 1浓度已足够

促进动物机体的免疫保护力，与不含白细胞介素的

伪狂犬病基因缺失疫苗对照组比较，呈现显著差异

（P = 0.019），而剂量的增加反而引起抗体水平的下
降；而 pIL-6试验组的佐剂效果不明显，试验组抗体
水平只随着 pIL-6 剂量的增加呈现微弱的上升，与
疫苗对照组没有显著差异。这可能和 pIL-6 与 GST
（谷胱甘肽 S-转移酶）的融合蛋白形式影响了 pIL-6
的生物学活性发挥有关；而 pIL-2 / pIL-6联合试验疫
苗组，相对于单独的 pIL-6试验组，产生的佐剂效应
要好些，其中含 10µg·ml

- 1 pIL-2 / pIL-6的试验组，与
疫苗对照组相比较，呈现出极显著差异（ P =
0.009）。这说明重组蛋白 IL-2与 IL-6对 PrV（Ea株）
基因缺失疫苗（TK- / gG- / LacZ+）均有不同程度的

佐剂增强效应，而关于这 2种重组蛋白的最佳剂量
及最佳剂量组合还有待进一步试验确证。

从试验猪体重变化结果分析，在相同的饲养条

件下，免疫组日增重普遍高于未免疫组，而大多数试

验组的日增重水平又高于疫苗对照组（除组 8、组 9
由于受初始体重影响而日增重较低外），其中组 1、
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组 2还达到显著差异（P = 0. 02，P = 0. 04）。这是否
表明这两 2重组细胞因子在发挥其固有的免疫增强
作用外，对动物的生长还具有正向效应？这有待进

一步的研究探索。本试验为提高常规疫苗以及新一

代基因工程疫苗的免疫效果提供了试验依据。
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