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　　摘　要：细胞程序性死亡配体１（ＰＤ－Ｌ１）通过调控Ｔ细胞功能参与免疫应答。由于猪ＰＤ－Ｌ１与人、鼠存
在结构差异，且缺乏特异性抗体，本研究通过从ＰＫ－１５细胞中克隆到猪ＰＤ－Ｌ１基因片段并进行序列分析，发
现其与ＮＣＢＩ数据库中猪ＰＤ－Ｌ１基因序列完全相同，其二级结构主要为β折叠以及无规则卷曲。构建

ｐＥＴ－２８ａ重组载体表达其蛋白。纯化后的蛋白免疫新西兰兔，成功制备了可特异性用于 Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ的多
克隆抗体。利用该抗体，研究发现ＰＤ－Ｌ１在猪ＰＫ－１５细胞中过表达可促进猪瘟病毒（ＣＳＦＶ）复制，而干扰

ＰＤ－Ｌ１则抑制病毒复制，表明ＰＤ－Ｌ１在ＣＳＦＶ感染中发挥重要作用。为后续研究ＰＤ－Ｌ１在病毒感染中的
作用积累数据资料。
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　　细胞程序性死亡配体１（Ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄ　ｃｅｌｌ　ｄｅａｔｈ
１ｌｉｇａｎｄ　１，ＰＤ－Ｌ１）是一种属于免疫球蛋白超家族的

Ⅰ型跨膜糖蛋白［１］，其配体为程序性死亡因子１
（Ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄ　ｄｅａｔｈ－１，ＰＤ－１），在哺乳动物心脏、胎
盘、肺脏和骨骼肌等的组织细胞中均可表达。

ＰＤ－Ｌ１通过与ＰＤ－１结合抑制Ｔ细胞功能，从而调节
机体免疫功能［２］。在癌症研究领域发现，ＰＤ－Ｌ１是
一种在癌细胞表面高度表达的免疫检查点蛋白，肿
瘤可以通过过表达ＰＤ－Ｌ１抑制Ｔ细胞活性，逃避免
疫系统的监视［３］。近年来，ＰＤ－Ｌ１及配体ＰＤ－１在肿
瘤学性疾病或病毒性疾病中作为免疫检查点分子被

广泛研究［４－５］。探究ＰＤ－Ｌ１／ＰＤ－１通路在相关免疫
抑制性疾病中的致病机制，对于免疫相关疾病的防
控及治疗意义重大。
猪的免疫抑制性疾病种类繁多，会影响宿主的

免疫功能并继发感染其他疾病，制约着养猪业的健
康发展。如猪圆环病毒 ２ 型（Ｐｏｒｃｉｎｅ　ｃｉｒｃｏｖｉｒｕｓ
ｔｙｐｅ　２，ＰＣＶ２）感染会引发多种高致死性疾病，诱导
猪的免疫抑制导致其他感染源的易感性增强［６］；猪
繁殖与呼吸综合征病毒（Ｐｏｒｃｉｎｅ　ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ　ａｎｄ
ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ　ｓｙｎｄｒｏｍｅ　ｖｉｒｕｓ，ＰＲＲＳＶ）感染会导致繁
殖障碍、呼吸系统疾病、免疫抑制及继发感染［７］。研
究发现，在一些猪的免疫抑制性病原如 ＰＲＲＳＶ、

ＰＣＶ２及猪瘟病毒 （Ｃｌａｓｓｉｃａｌ　ｓｗｉｎｅ　ｆｅｖｅｒ　ｖｉｒｕｓ，

ＣＳＦＶ）感染过程中，ＰＤ－１及ＰＤ－Ｌ１基因表达出现

上调，抑制了宿主细胞的抗病毒作用，是导致宿主免
疫抑制的重要机制之一［５，８］。但在深入研究中缺少
抗猪ＰＤ－Ｌ１抗体。本研究通过原核表达及纯化获
得了猪ＰＤ－Ｌ１重组蛋白，制备了ＰＤ－Ｌ１的兔源多克
隆抗体，用于鉴定猪细胞内 ＰＤ－Ｌ１蛋白，从而为

ＰＤ－Ｌ１在免疫抑制性疾病中的机制探究提供材料支
撑。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　细胞和质粒　猪肾细胞（ＰＫ－１５）、ｐｃＤＮＡ３．

１＋－ＰＤ－Ｌ１质粒及ＰＥＴ－２８ａ载体均由西北农林科技
大学动物医学院兽医公共卫生与畜禽产品安全实验

室保存提供；大肠埃希氏菌ＤＨ５α及ＢＬ２１感受态
细胞，购自擎科生物有限公司。

１．１．２　实验动物　４－８月龄的新西兰兔，购自西北
农林科技大学实验动物中心。

１．１．３　主要试剂　ＴｓｉｎｇＺｏｌ总 ＲＮＡ 提取试剂、

ＳｙｎＳｃｒｉｐｔⓇ Ⅲ ＲＴ　ＳｕｐｅｒＭｉｘ、ＤＬ　２　０００ ＤＮＡ
Ｍａｒｋｅｒ、ＤＬ　５　０００ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ、Ｐｒｉｍｅ　ＳＴＡＲ Ⓡ
Ｍａｘ　ＤＮＡ　Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ和Ｅｘ　Ｔａｑ酶购自擎科生物
有限公司；ｐＭＤＴＭ１９－Ｔ，ＴＡＫＡＲＡ公司产品；Ｘｈｏ
Ⅰ、ＥｃｏＲⅠ和Ｔ４ＤＮＡ连接酶，自擎科生物有限公
司产品；蛋白浓度测定试剂盒，ＺＨＨＣ公司产品；鼠
抗 Ｈｉｓ单克隆抗体，ＡＢＷＡＹＳ公司产品；ＨＲＰ－山
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羊抗鼠ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）和 ＨＲＰ－山羊抗兔ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ），

ＩＭＭＵＮＯＷＡＹ公司产品；鼠抗ＣＳＦＶ　Ｅ２单克隆
抗体，西北农林科技大学动物医学院兽医公共卫生
与畜禽产品安全实验室自制。

１．１．４　主要仪器　低温高速离心机（Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ
５４１７Ｒ），Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公 司 产 品；ＰＣＲ 仪 （Ｓｉｍｐｌｉ－
ＡｍｐＴＭ），Ｔｈｅｒｍｏ公司产品；超声波细胞粉碎仪
（ＳＣＩＥＮＴＺ－ＩＩＤ），宁波新芝生物科技股份有限公司
产品；凝胶成像系统（ＧｅｌＤｏｃ　Ｇｏ）、蛋白质电泳仪
（Ｍｉｎｉ－ＰＲＯＴＥＡＮⓇ Ｔｅｔｒａ）和转膜仪（Ｍｉｎｉ　Ｔｒａｎｓ－
Ｂｌｏｔ　ＴＭ），ＢＩＯ－ＲＡＤ公司产品。

１．２　方法

１．２．１　猪ＰＫ－１５细胞总ＲＮＡ的提取与反转录　收
取ＰＫ－１５细胞，用ＴｓｉｎｇＺｏｌ总ＲＮＡ提取试剂按说
明书提取细胞总ＲＮＡ。对ＲＮＡ样品进行反转录，
首先去除ＲＮＡ样品中的ＤＮＡ，反应体系：５×ｇＤ－
ＮＡ　Ｅｒａｓｅｒ　Ｂｕｆｆｅｒ（２μＬ）、ｇＤＮＡ　Ｅｒａｓｅｒ（１μＬ）、总

ＲＮＡ（１μｇ）和ｄｄＨ２Ｏ（补足至１０μＬ）。反应条件
为：４２℃反应２ｍｉｎ。ｃＤＮＡ合成反应体系为２０μＬ，
包括：１０μＬ　ＲＮＡ样品、１μＬ　Ｐｒｉｍｅ　Ｓｃｒｉｐｔ　ＲＴ　Ｅｎ－
ｚｙｍｅ　Ｍｉｘ　Ｉ、１μＬ　ＲＴ　Ｐｒｉｍｅｒ　Ｍｉｘ、４μＬ　５×Ｐｒｉｍｅ
Ｓｃｒｉｐｔ　Ｂｕｆｆｅｒ　２和４μＬ　ｄｄＨ２Ｏ。反应条件为：３７℃
反应１５ｍｉｎ，８５℃反应５ｓ。反应产物用于ＰＣＲ扩
增。

１．２．２　猪ＰＤ－Ｌ１基因片段克隆　根据 ＮＣＢＩ上的
猪ＰＤ－Ｌ１基因序列（序列号：ＸＭ－００５６６０１２５．３），设
计扩增猪ＰＤ－Ｌ１基因片段的特异性引物，引物由西
安擎科生物有限公司进行合成。使用ｃＤＮＡ为模
板，以特异性引物扩增猪ＰＤ－Ｌ１基因的ＣＤＳ片段。

ＰＣＲ反应体系为３０μＬ，包括：ＰｒｉｍｅＳＴＡＲⓇＭａｘ
ＤＮＡ　Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ（１５μＬ）、上下游引物各１μＬ、ｃＤ－
ＮＡ（１μＬ）及ｄｄＨ２Ｏ（１２μＬ）。ＰＣＲ反应程序为：

９８℃预变性５ｍｉｎ；９８℃变性１０ｓ，５６℃退火３０ｓ，

７２℃延伸 ９０ｓ，共进行 ３６ 个循环；７２℃ 末延伸

１０ｍｉｎ。扩增产物通过１％琼脂糖凝胶电泳分析，并
按ＴＩＡＮＧＥＮ胶回收试剂盒操作说明回收ＰＣＲ产
物。将回收的ＰＣＲ产物与ｐＭＤＴＭ－１９Ｔ载体连接。
反应结束后，取３μＬ反应产物转入３０μＬ大肠埃希
氏菌ＤＨ５α感受态细胞，冰上静置３０ｍｉｎ，４２℃热激

９０ｓ，快速冰浴２ｍｉｎ，加入７００μＬ无抗ＬＢ培养基，

３７℃、２２０ｒ／ｍｉｎ振荡培养６０ｍｉｎ。将１００μＬ培养
液涂布于含 Ａｍｐ的ＬＢ平板，３７℃培养８～１２ｈ。
挑取单个菌落接种于１ｍＬ　ＬＢ／Ａｍｐ培养基，３７℃、

２２０ｒ／ｍｉｎ振荡培养６～８ｈ，送至西安擎科生物有限
公司进行测序。

１．２．３　猪ＰＤ－Ｌ１基因的核苷酸分析　将获取的猪

ＰＤ－Ｌ１基因进行核苷酸序列分析。利用ＤＮＡＭＡＮ
分析其蛋白电荷、二级结构、亲水性、疏水性等。

１．２．４　猪ＰＤ－Ｌ１基因的信号肽分析　利用ＳｉｇｎａｌＰ－
６．０在线服务器（ｈｔｔｐｓ：／／ｓｅｒｖｉｃｅｓ．ｈｅａｌｔｈｔｅｃｈ．ｄｔｕ．
ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＳｉｇｎａｌＰ－６．０／）对猪ＰＤ－Ｌ１基因编码的
蛋白质序列进行信号肽预测。根据预测结果，设计
去除信号肽编码序列的猪ＰＤ－Ｌ１基因片段引物，用
于后续ｐＥＴ－２８ａ载体构建。设计的引物序列如下：

Ｆ：ＣＧＧＡＡＴＴＣＡＴＧＴＴＴＡＣＴＡＴＣＡＣＡＧＴ－
ＴＣＣＣ

Ｒ：ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＣＧＴＣＴＣＣＴＣＡＡＡＴＴＧＴＧ－
ＴＡＴＣ
１．２．５　重组猪ＰＤ－Ｌ１原核表达载体的构建　以

１．２．１获得的ｃＤＮＡ为模板，通过上述引物进行ＰＣＲ
扩增。将回收后的ＰＣＲ产物与ｐＥＴ－２８ａ载体进行
双酶切。酶切反应体系为３０μＬ，包括：１０×Ｃｕｔ
Ｓｍａｒｔ　Ｂｕｆｆｅｒ（３μＬ）、ＥｃｏＲ Ⅰ（１．５μＬ）、Ｘｈｏ Ⅰ
（１．５μＬ）和回收产物（２４μＬ）。３７℃反应２．５ｈ。酶
切产物经１％琼脂糖凝胶电泳分析，并按 ＴＩＡＮ－
ＧＥＮ胶回收试剂盒操作说明回收双酶切产物。
将回收的基因片段与载体ｐＥＴ－２８ａ连接。反应

体系为１０μＬ，包括：Ｔ４ＤＮＡ连接酶（０．３μＬ）、１０×
Ｔ４ＤＮＡ　Ｌｉｇａｓｅ　Ｂｕｆｆｅｒ（１μＬ）、目的基因（６．６μＬ）和
载体（２．２μＬ）。反应在２２℃下过夜进行。然后将连
接好的质粒转入ＤＨ５α感受态细胞中进行扩增和鉴
定。

１．２．６　重组质粒的诱导表达及纯化　将鉴定正确的
重组质粒转化入大肠埃希氏菌ＢＬ２１细胞，培养至

ＯＤ６００ｎｍ为０．６－０．８ｈ，加入ＩＰＴＧ进行蛋白诱导表
达。培养６ｈ后，重悬细胞于ＰＢＳ中，使用超声波破
碎法对细胞进行裂解，裂解完成通过ＳＤＳ－ＰＡＧＥ和

Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ对目的蛋白的表达进行验证，一抗为
鼠抗 Ｈｉｓ单克隆抗体（１∶５　０００），二抗为 ＨＲＰ－山羊
抗鼠ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）（１∶１０　０００）。进行离心和透析去
除溶解液中的杂质。纯化蛋白使用 Ｎｉ－ＴＥＤ　Ｂｅａｄｓ
６ＦＦ柱进行亲和层析。对纯化的蛋白进行 ＳＤＳ－
ＰＡＧＥ和 Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ分析，确认蛋白的表达和纯
度。通过ＢＣＡ法测定蛋白浓度。

１．２．７　动物免疫与多克隆抗体制备　将５０μｇ纯化
的ＰＤ－Ｌ１蛋白与等体积的弗氏完全佐剂或弗氏不
完全佐剂混匀乳化，经皮下注射免疫新西兰兔，免疫
间隔时间为１４ｄ，共免疫４次。首次免疫使用弗氏
完全佐剂，后续免疫使用弗氏不完全佐剂。将４免
后１４ｄ的兔心脏采血，分离血清保存，此血清即为
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抗猪ＰＤ－Ｌ１多克隆抗体血清，通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ对
抗体特异性进行验证。

１．２．８　过表达及干扰ＰＤ－Ｌ１表达对ＣＳＦＶ复制影
响的检测　实验室前期制备了ＰＤ－Ｌ１真核表达载
体ｐｃＤＮＡ３．１＋－ＰＤ－Ｌ１及ＰＤ－Ｌ１干扰质粒ｓｉ－ＰＤ－
Ｌ１。将ＰＫ－１５细胞铺于６孔板培养至细胞密度约

６０％时，按照 Ｌｉｐｏ８０００说明书分别配制 ｐｃＤＮＡ
３．１＋、ｐｃＤＮＡ３．１＋－ＰＤ－Ｌ１和ｓｉＮＣ、ｓｉ－ＰＤ－Ｌ１质粒
的转染体系，转染后２４ｈ按１ＭＯＩ分别给转染的细
胞接种ＣＳＦＶ，继续培养２４ｈ后收取蛋白样，通过

Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ检测ＰＤ－Ｌ１及ＣＳＦＶ　Ｅ２蛋白的表达，
一抗为鼠抗ＣＳＦＶ　Ｅ２抗体（１∶１　０００）及制备的兔
抗ＰＤ－Ｌ１多克隆抗体（１∶１　０００），二抗为 ＨＲＰ－山
羊抗鼠ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）和 ＨＲＰ－山羊抗兔ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）
（１∶１０　０００）。

２　结果

２．１　猪ＰＤ－Ｌ１基因片段的扩增
通过ＲＴ－ＰＣＲ方法从ＰＫ－１５细胞中克隆获得

目的基因片段，经１％琼脂糖凝胶电泳显示目的条
带大小约为９００ｂｐ，与预期片段大小（８６４ｂｐ）相符
（图１Ａ）。

２．２　猪ＰＤ－Ｌ１基因片段序列分析
将扩增基因片段的测序结果与ＮＣＢＩ中猪ＰＤ－

Ｌ１基因序列对比，结果显示其与猪ＰＤ－Ｌ１的ＣＤＳ
区核苷酸序列相似性为１００％，说明该基因片段为
猪ＰＤ－Ｌ１基因ＣＤＳ片段。然后对目的基因的编码
蛋白及结构进行了预测，利用软件ＤＮＡＭＡＮ分析
了猪ＰＤ－Ｌ１基因的蛋白二级结构（图１Ｂ）；疏水性
（图１Ｃ）；亲水性（图１Ｄ）。结果显示其二级结构主
要以β折叠和无规则卷曲为主，含有少量α螺旋；该
基因编码蛋白疏水性最大值为３．６８４，最小值为

－３．５７９；亲水性最大值为２．２１５，最小值为－１．９０３。
该蛋白是一种兼具亲水和疏水区域的两亲性蛋白，
其尾部呈弱亲水性。

Ａ．猪ＰＤ－Ｌ１基因ＣＤＳ片段扩增产物电泳图；Ｍ．ＤＬ　２　０００ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ；１．ＰＤ－Ｌ１基因ＣＤＳ区片段；Ｂ．猪ＰＤ－Ｌ１蛋白二级结构；Ｃ．猪ＰＤ－Ｌ１蛋

白疏水性分析；Ｄ．猪ＰＤ－Ｌ１蛋白亲水性分析

Ａ．Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ　ｏｆ　ａｍｐｌｉｆｉｅｄ　ｐｏｒｃｉｎｅ　ＰＤ－Ｌ１ｇｅｎｅ　ＣＤＳ　ｆｒａｇｍｅｎｔ；Ｍ．ＤＬ　２　０００ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ；１．ＰＤ－Ｌ１ｇｅｎｅ　ＣＤＳ　ｒｅｇｉｏｎ　ｆｒａｇｍｅｎｔ；Ｂ．Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ

ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　ｏｆ　ｐｏｒｃｉｎｅ　ＰＤ－Ｌ１ｐｒｏｔｅｉｎ；Ｃ．Ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃｉｔｙ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｐｏｒｃｉｎｅ　ＰＤ－Ｌ１ｐｒｏｔｅｉｎ；Ｄ．Ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃｉｔｙ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｐｏｒｃｉｎｅ　ＰＤ－Ｌ１ｐｒｏｔｅｉｎ

图１　猪ＰＤ－Ｌ１基因片段扩增及蛋白特性分析

Ｆｉｇ．１　Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｐｏｒｃｉｎｅ　ＰＤ－Ｌ１ｇｅｎｅ　ｆｒａｇｍｅｎｔ　ａｎｄ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ　ａｎａｌｙｓｉｓ

２．２．１　去除信号肽编码序列的猪ＰＤ－Ｌ１目的基因
的扩增　通过生物信息学分析，预测猪ＰＤ－Ｌ１蛋白
的信号肽序列位于其 Ｎ端，由前１８个氨基酸组成
（图２Ａ），其核苷酸序列为 ＡＴＧ　ＡＧＧ　ＡＴＡ　ＴＧＴ
ＡＧＴ　ＡＴＣ　ＴＴＴ　ＡＣＡ　ＴＴＣ　ＡＴＧ　ＧＣＴ　ＴＡＣ　ＴＧＴ
ＴＧＴ　ＴＴＧ　ＣＴＧ　ＧＡＡ　ＧＣＡ。设计扩增去除信号肽
编码序列的引物，以ｃＤＮＡ作为模板进行ＰＣＲ扩

增，将扩增产物进行１％琼脂糖凝胶电泳，结果显示
目的条带大小约为８００ｂｐ左右，与预期片段大小
（８１８ｂｐ）相符（图２Ｂ）。

２．２．２　重组表达质粒的酶切及测序鉴定　使用

ＥｃｏＲⅠ和Ｘｈｏ Ⅰ对ｐＥＴ－２８ａ载体和目的基因进
行双酶切，将双酶切后的载体和目的基因用 Ｔ４连
接酶连接，构建原核表达质粒ｐＥＴ－２８ａ－ＰＤ－Ｌ１。对

９１全钺涵等：兔抗猪ＰＤ－Ｌ１多克隆抗体的制备及初步应用



重组质粒进行双酶切鉴定（图３），在８１８ｂｐ处出现
酶切后的目的基因条带，说明重组ｐＥＴ－２８ａ－ＰＤ－Ｌ１

质粒构建成功。进行测序鉴定，插入序列与 ＮＣＢＩ
预测的猪ＰＤ－Ｌ１基因序列一致。

Ａ．猪ＰＤ－Ｌ１蛋白信号肽分析；Ｂ．去除信号肽编码序列的猪ＰＤ－Ｌ１基因ＣＤＳ片段扩增产物电泳图；Ｍ．ＤＬ　２　０００ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ；１．去除信号肽编

码序列的ＰＤ－Ｌ１基因ＣＤＳ区片段

Ａ．Ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｓｉｇｎａｌ　ｐｅｐｔｉｄｅ　ｉｎ　ｐｏｒｃｉｎｅ　ＰＤ－Ｌ１ｐｒｏｔｅｉｎ；Ｂ．Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ　ｏｆ　ａｍｐｌｉｆｉｅｄ　ｐｏｒｃｉｎｅ　ＰＤ－Ｌ１ｇｅｎｅ　ＣＤＳ　ｆｒａｇｍｅｎｔ　ｗｉｔｈ　ｓｉｇｎａｌ　ｐｅｐｔｉｄｅ

ｃｏｄｉｎｇ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ｒｅｍｏｖｅｄ；Ｍ．ＤＬ　２　０００ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ；１．Ｔｈｅ　ＣＤＳ　ｒｅｇｉｏｎ　ｆｒａｇｍｅｎｔ　ｏｆ　ｔｈｅ　ＰＤ－Ｌ１ｇｅｎｅ　ｗｉｔｈ　ｔｈｅ　ｓｉｇｎａｌ　ｐｅｐｔｉｄｅ　ｒｅｍｏｖｅｄ

图２　猪ＰＤ－Ｌ１的信号肽特征分析及去除信号肽编码序列克隆

Ｆｉｇ．２　Ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｓｉｇｎａｌ　ｐｅｐｔｉｄｅ　ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ　ｏｆ　ｐｏｒｃｉｎｅ　ＰＤ－Ｌ１ａｎｄ　ｃｌｏｎｉｎｇ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ｗｉｔｈｏｕｔ　ｓｉｇｎａｌ　ｐｅｐｔｉｄｅ　ｃｏｄｉｎｇ

Ｍ．ＤＬ　５　０００ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ；１．重组子ｐＥＴ－２８ａ－ＰＤ－Ｌ１双酶切；２．重组

子ｐＥＴ－２８ａ－ＰＤ－Ｌ１

Ｍ．ＤＬ　５　０００ ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ；１．Ｄｏｕｂｌｅ　ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ　ｏｆ　ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ

ｐＥＴ－２８ａ－ＰＤ－Ｌ１；２．Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ｐＥＴ－２８ａ－ＰＤ－Ｌ１

图３　重组载体ｐＥＴ－２８ａ－ＰＤ－Ｌ１的双酶切鉴定

Ｆｉｇ．３　Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ｐＥＴ－２８ａ－ＰＤ－Ｌ１ａｎｄ　ｄｏｕｂｌｅ　ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ　ｐｒｏｄｕｃｔｓ

２．３　重组蛋白的表达与纯化

２．３．１　重组蛋白的分析　将构建成功的重组ｐＥＴ－
２８ａ－ＰＤ－Ｌ１质粒转入 ＢＬ２１感受态细胞，将含有

ｐＥＴ－２８ａ－ＰＤ－Ｌ１重组质粒的大肠埃希氏菌在３７℃
和２２℃条件下经ＩＰＴＧ诱导表达，同时设置未诱导
对照组。菌体经裂解后，分离上清（可溶性组分）与
沉淀（包涵体组分）。ＳＤＳ－ＰＡＧＥ和 Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ
分析结果显示：３７℃诱导的菌体沉淀中目的蛋白表
达量最高；２２℃菌液上清和沉淀均表达；未诱导对照
组无目的蛋白表达（图４）。表明目的蛋白主要在

３７℃条件下以包涵体形式表达。

２．３．２　 目 的 蛋 白 纯 化 　 经 过 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 和

Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ鉴定确定目的蛋白成功表达，由于

２２℃诱导条件可实现可溶性表达，因此按照２２℃诱
导表达的条件进行大量的诱导表达，菌体裂解后，分
离上清并用Ｎｉ－ＴＥＤ　Ｂｅａｄｓ　６ＦＦ重力柱进行纯化然
后用超滤管进行浓缩。ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析结果表明
目的蛋白成功洗脱（图５）。

Ａ．重组蛋白ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析；Ｂ．重组蛋白 Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ分析；Ｍ．蛋

白分子量标准；１．３７℃上清；２．３７℃沉淀；３．２２℃上清；４．２２℃沉淀；

５．未诱导上清；６．未诱导沉淀

Ａ．Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｂ．Ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｒｅｃｏｍ－

ｂｉｎａｎｔ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ；Ｍ．Ｐｒｏｔｅｉｎ　ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｗｅｉｇｈｔ　ｓｔａｎｄａｒｄ；

１．３７℃ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ；２．３７℃ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ；３．２２℃ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ；４．２２℃

ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ；５．Ｕｎｉｎｄｕｃｅｄ　ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ；６．Ｕｎｉｎｄｕｃｅｄ　ｐｅｌｌｅｔ

图４　重组猪ＰＤ－Ｌ１蛋白分析
Ｆｉｇ．４　Ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ｐｏｒｃｉｎｅ　ＰＤ－Ｌ１ｐｒｏｔｅｉｎ

２．４　多克隆抗体 Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ验证
第４次免疫后１４ｄ，采集新西兰兔全血，分离血

清为兔抗猪ＰＤ－Ｌ１多克隆抗体。收取ＰＫ－１５细胞

０２ 动物医学进展　２０２６年　第４７卷　第５期（总第３９５期）



蛋白样，进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ检测，以Ｆｌａｇ单克隆抗
体（１∶５　０００）和本实验所得兔抗猪ＰＤ－Ｌ１多克隆
抗体（１∶１　０００）以及阴性血清（１∶１　０００）作为一
抗，以 ＨＲＰ－山羊抗兔ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）（１∶１０　０００）为二
抗，Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ结果显示本试验制备的猪源ＰＤ－
Ｌ１多克隆抗体条带单一，并且过表达ＰＤ－Ｌ１质粒
转染后检测到条带增强，满足后期实验需求（图６）。

Ａ．重组蛋白ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析；Ｂ．重组蛋白 Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ分析；Ｍ．蛋

白分子量标准；１．上样液；２．流出液；３．洗杂液；４．洗脱液；５．浓缩液

Ｍ．Ｐｒｏｔｅｉｎ　ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｗｅｉｇｈｔ　ｓｔａｎｄａｒｄ；１．Ｓａｍｐｌｅ　ｌｏａｄｉｎｇ　ｓｏｌｕｔｉｏｎ；

２．Ｓａｍｐｌｅ　ｅｆｆｌｕｅｎｔ；３．Ｗａｓｈｉｎｇ　ｌｉｑｕｉｄ；４．Ｅｌｕｔｉｏｎ；５．Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅ

图５　猪ＰＤ－Ｌ１重组蛋白的纯化

Ｆｉｇ．５　Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ｐｏｒｃｉｎｅ　ＰＤ－Ｌ１

２．５　调控ＰＤ－Ｌ１表达影响ＰＫ－１５细胞中ＣＳＦＶ的
复制

　　ＰＫ－１５细胞转染ｐｃＤＮＡ３．１＋－ＰＤ－Ｌ１质粒过
表达ＰＤ－Ｌ１或ｓｉ－ＰＤ－Ｌ１干扰ＰＤ－Ｌ１　２４ｈ后，ＣＳＦＶ

感染２　４ｈ，然后通过Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ及ＴＣＩＤ５０检测

ＣＳＦＶ的表达水平。结果显示，与对照组相比，ＰＤ－
Ｌ１过表达后，ＰＫ－１５细胞中ＣＳＦＶ　Ｅ２蛋白的表达
水平显著升高，ＰＫ－１５细胞上清中ＣＳＦＶ病毒滴度
水平显著上升（图７）。干扰ＰＤ－Ｌ１表达后，ＣＳＦＶ
Ｅ２蛋白的表达水平显著降低，上清中ＣＳＦＶ病毒滴
度水平显著下降（图８）。

Ａ．阴性血清；Ｂ．Ｆｌａｇ单克隆抗体；Ｃ．兔抗猪ＰＤ－Ｌ１多克隆抗体；Ｍ．蛋

白分子量标准；１．空质粒转染ＰＫ－１５细胞；２．过表达ＰＤ－Ｌ１质粒转染

ＰＫ－１５细胞

Ａ．Ｎｅｇａｔｉｖｅ　ｓｅｒｕｍ；Ｂ．Ｆｌａｇ　ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　ａｎｔｉｂｏｄｙ；Ｃ．Ｒａｂｂｉｔ　ａｎｔｉ　ｐｏｒ－

ｃｉｎｅ　ＰＤ－Ｌ１ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ　ａｎｔｉｂｏｄｙ；Ｍ．Ｐｒｏｔｅｉｎ　ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｗｅｉｇｈｔ　ｓｔａｎｄ－

ａｒｄ；１．ＰＫ－１５ｃｅｌｌｓ　ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ　ｗｉｔｈ　ｅｍｐｔｙ　ｖｅｃｔｏｒ　ｐｌａｓｍｉｄ；２．ＰＫ－１５

ｃｅｌｌｓ　ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ　ｗｉｔｈ　ＰＤ－Ｌ１ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｐｌａｓｍｉｄ

图６　重组猪ＰＤ－Ｌ１抗体 Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ验证

Ｆｉｇ．６　Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ　ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ｐｏｒｃｉｎｅ

ＰＤ－Ｌ１ａｎｔｉｂｏｄｙ

Ａ．Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ检测过表达ＰＤ－Ｌ１对于ＣＳＦＶ增殖的影响；Ｂ．过表达Ｒａｂ２７ａ后细胞上清中ＣＳＦＶ病毒滴度的检测

Ａ．Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ　ｗａｓ　ｕｓｅｄ　ｔｏ　ｄｅｔｅｃｔ　ｔｈｅ　ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　ＰＤ－Ｌ１ｏｎ　ｔｈｅ　ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　ＣＳＦＶ；Ｂ．Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ＣＳＦＶ　ｖｉｒｕｓ　ｔｉｔｅｒ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｃｅｌｌ

ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ　ａｆｔｅｒ　ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　Ｒａｂ２７ａ

图７　过表达ＰＤ－Ｌ１对于ＣＳＦＶ增殖的影响

Ｆｉｇ．７　Ｔｈｅ　ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ＰＤ－Ｌ１ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　ＣＳＦＶ

３　讨论

ＰＤ－Ｌ１是免疫系统中的重要分子［９］，属于

ＣＤ２８家族，通常在活化的Ｔ细胞、Ｂ淋巴细胞、巨

噬细胞、树突状细胞（ＤＣ）和一些上皮细胞中表
达［１０］。ＰＤ－１通过其配体ＰＤ－Ｌ１的相互作用，对抗
原特异性Ｔ细胞及Ｂ细胞的功能起到抑制作用［１１］。

１２全钺涵等：兔抗猪ＰＤ－Ｌ１多克隆抗体的制备及初步应用



随着研究的深入，ＰＤ－Ｌ１在免疫逃逸和病毒感染中 的作用也备受关注［１２］。

Ａ．Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ检测干扰ＰＤ－Ｌ１对于ＣＳＦＶ增殖的影响；Ｂ．干扰Ｒａｂ２７ａ后细胞上清中ＣＳＦＶ病毒滴度的检测
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ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ　ａｆｔｅｒ　ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ　ｗｉｔｈ　Ｒａｂ２７ａ

图８　干扰ＰＤ－Ｌ１表达对于ＣＳＦＶ增殖的影响

Ｆｉｇ．８　Ｔｈｅ　ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ　ｗｉｔｈ　ＰＤ－Ｌ１ｏｎ　ｔｈｅ　ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　ＣＳＦＶ

　　不同物种中ＰＤ－Ｌ１的基本功能相似，但基因和
蛋白质差异导致其免疫反应有所不同。在应用人和
鼠源ＰＤ－Ｌ１抗体检测猪源ＰＤ－Ｌ１时特异性较差，提
示人源及鼠源ＰＤ－Ｌ１与猪源ＰＤ－Ｌ１有较大差异。
所以本研究构建了重组表达载体ｐＥＴ－２８ａ－ＰＤ－Ｌ１
并进行了猪ＰＤ－Ｌ１蛋白的表达和纯化，通过ＳＤＳ－
ＰＡＧＥ和 Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ验证了其表达，然后将猪

ＰＤ－Ｌ１蛋白免疫新西兰兔后得到可以用于 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ的抗猪ＰＤ－Ｌ１多克隆抗体。这些抗体有助于
了解猪ＰＤ－Ｌ１在猪免疫反应中的作用，可以更深入
地研究猪的免疫逃逸机制、病毒感染和肿瘤免疫逃
逸等生物学过程，对于猪免疫学和病毒学研究具有
重要意义。

ＰＤ－Ｌ１是免疫抑制分子之一，通过与ＰＤ－１受
体结合来抑制Ｔ细胞的活化和增殖，以此来调节免
疫应答反应。ＰＤ－Ｌ１在肿瘤免疫逃逸、慢性病毒感
染和自身免疫疾病等免疫异常状态中扮演重要角

色［１３－１４］。近年来，将免疫检查点应用到免疫治疗中
使得ＰＤ－Ｌ１成为癌症免疫治疗的潜在靶点，许多以

ＰＤ－Ｌ１为基础的免疫治疗方法已经获得临床应
用［１５］。虽然ＰＤ－Ｌ１在哺乳动物免疫反应中的免疫
作用已被广泛研究，但其对病毒感染的免疫反应目
前尚未充分报道。本研究结果显示，猪ＰＤ－Ｌ１的过
表达促进了ＣＳＦＶ的增殖，而抑制ＰＤ－Ｌ１表达则显
著抑制了病毒的复制，表明猪ＰＤ－Ｌ１很可能在ＣＳ－
ＦＶ传播中发挥一定的作用，并为继续了解ＰＤ－Ｌ１
在病毒感染中的作用提供了可靠的实验依据。
在猪免疫系统中，ＰＤ－Ｌ１不仅参与Ｔ细胞的抑

制调节，还可能在病毒免疫逃逸过程中发挥关键作
用。ＰＣＶ２体外感染外周血单核细胞后随着病毒载
量的升高，ＰＤ－１及 ＰＤ－Ｌ１的转录水平均显著上

升［８］，ＰＣＶ２感染可激活ＰＤ－１／ＰＤ－Ｌ１通路活化，降
低细胞免疫功能［１６］。ＰＲＲＳＶ感染后可引起ＰＤ－１
及其配体ＰＤ－Ｌ１的表达上调，对免疫功能起到负调
控的作用［１７］。在病毒感染中病毒可以通过调节

ＰＤ－Ｌ１表达来抑制宿主的免疫反应为病毒增殖提
供有利环境。在本研究中，猪ＰＤ－Ｌ１的过表达增强
了ＣＳＦＶ的复制，说明ＰＤ－Ｌ１可能通过抑制免疫反
应帮助病毒逃逸宿主的免疫监视，为研究ＰＤ－Ｌ１在
病毒免疫逃逸中的作用提供一个新的见解并为研究

病毒感染免疫机制奠定了基础。

ＰＤ－Ｌ１在猪免疫反应中有重要的作用，尤其在
防止病毒感染方面的免疫作用。此研究通过制备针
对猪ＰＤ－Ｌ１的特异性抗体，为深入研究猪ＰＤ－Ｌｌ在
机体免疫调节中的作用提供了基础实验材料。
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