
重庆医科大学学报 2017年第 42卷第2期 (Journal of Chongqing Medical University 2017．Vo1．42 No．2) 一 1 85 一 

DOh 10．13406~．cnki．cyxb．001099 

重组小鼠自细胞介素一27融合蛋白多克隆抗体的制备及鉴定 

路晓红 ，付玉荣。，伊正君 

(潍坊医学院 1．医学检验学系；2．病原生物学教研室，潍坊 261053) 

【摘 要】目的：制备重组小鼠白细胞介素一27(interleukin～27，IL一27)融合蛋白的多克隆抗体并鉴定其活性。方法：用反转录PCR 

从小鼠脾细胞扩增出EB病毒诱导基因3(EBI3)和p28成熟肽基因片段，采用重叠延伸PCR用(GlygSer)，接头将2个片段进行 

连接，将得到的小鼠IL-27单链融合基因片段克隆于pET一32a(+)载体。阳性重组质粒转化大肠杆菌 BI21(DE3)，异丙基硫代一 

B—D一半乳糖苷(IPTG)诱导融合蛋白表达，利用SDS—PAGE与Western blot鉴定目的蛋白的表达。以纯化的IL一27融合蛋白免 

疫新西兰大白兔。制备兔抗小鼠IL一27融合蛋白的多克隆抗体，利用Western blot和ELISA进行特异性及效价分析。结果：从小 

鼠脾细胞总 RNA中扩增得到IL-27单链融合基因经测序与预期序列一致；在大肠杆菌 BL21(DE3)中经IPTG诱导，SDS—PAGE 

显示表达出的融合蛋白相对分子质量(molecular weight，Mr)约67 000；Western blot结果表明该融合蛋白能与抗 6×His的单克 

隆抗体发生反应；该蛋白免疫新西兰大白兔后获得抗血清，Western blot结果显示该血清可以特异性地与IL一27融合蛋白结合， 

ELISA测定该多克隆抗体的效价可以达到 1：3 200。结论：在大肠杆菌中成功表达出小鼠IL一27融合蛋白，并制备出效价较高、 

特异性较好的兔抗小鼠IL_27多克隆抗体。 

【关键词】小鼠白细胞介素一27；重叠延伸PCR；融合蛋白；原核表达；多克隆抗体 
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Preparation and identification of the polyclonal antibody against 

mouse inte rIeUkin一27 fusion protein 

Lu Xiaohonf，Fu Yuronf，Yi Zhen~un 

(J『．Department ofLaboratory Medicine；2．Teaching and Research Section ofPathogenic Biology， 

Weifang Medical University) 

【Abstract]Objective：To prepare polyclonal antibody to recombinant mouse interleukin-27(IL-27)fusion protein and to detect its 

activity．Methods：Reverse transcription PCR was used to clone mature peptide gene fragments of EB virus induced gene 3(EBI3)and 

p28 from mouse spleen cells．Both fragments of EBI3 and p28 were joined together with(Gly4Ser)3 using splicing overlap extension 

(SOE)PCR to obtain single-stranded IL一27 fusion gene fragment．Then，recombinant pET32a(+)-IL一27 was prepared by inse~ing 

IL-27 fusion gene fragment into pET32a(+)vector．Positive recombinant plasmid was transformed into Escherichia coli BL21(DE3) 

and fusion protein expression was induced by Isopropyl 13-D一1一Thiogalaetopyranoside rIPTG)．SDS—PAGE and Western blot were 

used to identify protein expression．Purified IL-27 fusion protein was used to immunize New Zealand rabbits to prepare polyclonal 

antibody．Titer and specificity of polyclonal antibody to IL一27 were analyzed by ELISA and Western blot respectively．Results：Single— 

stranded IL-27 fusion gene fragment was amplified，which sequence was consistent with the expected sequence．Western blot and 

SDS-PAGE showed that IL-27 fusion protein was successfully induced in Escherichia coli BL21(DE3)．Obtained serum can speeifi— 

cally recognize IL-27 fusion protein and titer of rabbit polyclonal antibody was about 1：3 200．Conclusion：Recombinant mouse IL-27 
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白细胞介素一27(interleukin一27，IL一27)是由 

Pflanz等f-绂现并命名的IL一12家族细胞因子，由EB 

病毒诱导基因3(Epstein—Barr virus—induced gene 3。 

EBI3)和p28两个亚基构成异源二聚体。IL一27主要 

由活化的抗原提呈细胞产生，包括活化的单核细胞、 

树突状细胞及巨噬细胞等。IL一27的受体由WSX一1 

(T细胞细胞因子受体，T cell cytokine receptor，TC— 

CR)与糖蛋白 130(glycoprotein 130，gpl30)亚基组 

成，表达于T细胞、B细胞、自然杀伤(natural killer， 

NK)细胞和单核巨噬细胞等多种特异性及非特异性 

免疫细胞表面。最初的研究认为IL一27与Thl细胞 

的增殖与功能密切相关．可广泛作用于CD4+T细胞 

和CD8+T细胞，并能通过促进IL—l0分泌而发挥炎 

症调节作用圆。只有EBI3与p28亚基同时存在时。 

IL一27才能高水平分泌。p28的分泌并不依赖于 

EBI一3的存在。并且p28表现出拮抗 IL一27信号通 

路的作用[31。对 IL一27的研究多集中在其对炎症的 

双重调控作用，深入研究发现大多数情况下IL一27 

发挥着负性免疫调节功能。因此，中和 IL一27在调 

节机体免疫中亦有重要作用。本研究采用重叠延伸 

PCR(splicing by overlap extension PCR，SOE PCR)将 

小鼠EBI3和p28基因通过编码疏水f生多肽(Gly4Ser)， 

的DNA片段进行连接。克隆至原核表达载体pET一 

32a(+)。将重组质粒pET32a—IL一27转化大肠杆菌 

进行表达，并初步鉴定小鼠IL一27融合蛋白，将该 

蛋白免疫兔后获得多克隆抗体，为进一步研究IL-27 

的生物学功能奠定基础。 

机体免疫的动态平衡需要各种细胞因子的参 

与。白介素在介导T细胞与B细胞活化、增殖、分化 

以及在机体炎症反应中起重要作用。然而。有些白 

介素的含量过高则会对机体造成损伤。因此，研究 

者们不仅成功克隆表达了30多种白介素。还针对一 

些白介素及白介素受体制备了相应抗体。已有研究 

报道，应用白介素的抗体阻断其相应信号通路而发 

挥作用，其中应用较为成功的是应用IL_17A抗体控 

制强直I生脊柱炎的症状，并处于Ⅱ期临床试验嗍。大 

量研究显示，应用 IL一5抗体治疗严重的嗜酸性哮 

喘患者可能是一种良好的治疗阿。目前，关于 IL一27 

抗体的研究则较少，本研究克隆表达 IL一27蛋白并 

制备抗IL一27抗体．为今后应用抗体阻断其信号转 

导作铺垫。 

1 材料和方法 

1．1 材料 

原核表达质粒 pET32a(+)、大肠杆菌 DH5ot菌株和大肠 

杆菌 BL21(DE3)由潍坊医学院医学检验实验室保存。昆明小 

鼠、新西兰大白兔购自潍坊医学院实验动物中心。DL2000 

Marker、RNAiso Plus、DNA Ligation Kit Ver．2．1、PrimeSc p 

1st Strand cDNA Synthesis Kit、PfimeSTAR~HS DNA Polyme— 

rase、限制性核酸内切酶、DNA凝胶回收试剂盒、DNA片段回 

收试剂盒及质粒抽提试剂盒等购自TaKaRa公司，细胞生长液 

RPMI1640培养基为Gibco公司产品，鼠抗 6xHis单克隆抗 

体为圣克鲁斯生物技术公司产品，HRP标记山羊抗小鼠IgG 

抗体为博士德生物工程有限公司生产：蛋白质相对分子质量 

(molecular weight，Mr)Marker、过氧化物酶标记的山羊抗兔 

IgG抗体购自上海生工生物工程股份有限公司：小鼠外周血淋 

巴细胞分离液、新生小牛血清、ECL超敏发光溶液购自北京索 

莱宝生物科技有限公司；小鼠IL-27纯化蛋白购自北京义翘 

神州生物技术有限公司；NovagenHis·BindBuffer Kit购自No— 

vagen公司，其他试剂为进12或国产分析纯。 

1．2 方法 

1．2．1 引物设计 根据 GenBank中的小鼠EBI3(登录号： 

NM015766)和p28(登录号：NM145636)基因序列设计引物用 

于克隆小鼠EBI3和 p28成熟肽基因片段 cDNA。EBI3上游引 

物P1：5’端含Nco I酶切位点(划线部分)，5’一CATCCATGG- 

ATI'AcAcTGAAAcAGc一3’：EBI3下游引物 P2：去掉终止密 

码子 TGA．5’一GGGC 兀IATGGC；GTGCACTI’rCTACT一3’。p28 

上游 弓l物 P3：5’一TYCCCAACAGACCCCCTGAGCCTTC一3’； 

IL一27p28下游引物P4：5’端含有HindⅢ酶切位点(划线部 

分)。5’一GCTAAGC1TIWAGGAATCCCAGGCTGAG一3’。用于 

SOE PCR的两条重叠延伸引物。EBI3一linker下游重叠引物 

PS(划线部分为linker)：5’一 垒 !! 

垒 GGGc l’rA rGGGG，rGc一3’； 

IL一27p28一linker上游重叠引物 P6(划线部分为linker)：5’一 

垒 ! 

GCAGCTYCCCAACAGACCCC一3’ 以上引物由宝生物工程 

(大连)有限公司合成。 

1．2．2 重叠延伸PCR构建小鼠IL一27单链融合基因 无菌 

操作取小鼠的脾脏，研磨后用RPMI1640培养基培养小鼠脾 

细胞，加入终浓度为 10 0~g／mL的植物血凝素(phytohemagglu— 

tinin，PHA)于 37℃培养，诱导 12 h后收集细胞(用于扩增 

EBI3)；加入终剂量为2 I~g／mL伴刀豆球蛋白A(concanavalin 

A．ConA)于37 C培养，诱导6 h后收集细胞(用于扩增p28)。 

按照总 RNA提取试剂说明书提取脾细胞总 RNA，按Prime— 

ScriptTM 1st Strand cDNA Synthesis Kit操作说明合成 EBI3与 

p28成熟肽片段的cDNA第一链。分别以上述 cDNA为模 

板，加入特异性引物扩增 EBI3及 p28基因片段。以 EBI为模 

板，P1和 P5为引物通过 PCR扩增得到 EBI3-1inker；以p28为 



重庆医科大学学报 2017年第 42卷第 2期 (Journal of Chongqing Medical University 2017．Vo1．42 No．2) 一 1 87 一  

模板 ，P4和 P6为引物通过 PCR扩增得到 linker—p28。进行 

重叠延伸 PCR反应：以凝胶回收后的 EBI3一linker和 linker— 

p28作为拼接模板，以 Pl和 P2为上下游引物．进行 PCR扩 

增连接，反应条件为：95℃预变性 4 rain，进行 30个循环 ： 

98 变性 10 s，60℃退火 10 S，72℃延伸 l05 s，最后 72℃延 

伸 l0 rain 用胶回收试剂盒回收 l 300 bp左有的 PCR产物， 

一 20℃保存备用 

1．2．3 原核表达载体 pET一32a一11 一27的构建及其 大肠朴 

菌巾的表达 将获得的小鼠 IL一27单链融合基 川 Nco J和 

~lindⅢ进行双酶切，H样将 pET一32a(+)进行双酶叨，取酶 

切后的 msl1 一27DNA片段与 pEq 一32a于 16 连接过役 、将 

连接产物转化 DH5c~感受态细胞．挑取菌落进行 PCR 定和 

双酶切鉴定．将阳性重组质粒送交上海生一【 生物lr程有 公 

司进行测序 取测序正确的阳性承组质粒转化BI 21(I)E3)感 

受态细胞，菌液 PCR鉴定．．挑取转化 pET32a—I1 27重组质粒 

的 BI 21(DE3)菌落接种于 5 n1L I ria—berlain(I,B)液体培养 

基(含 l00 txg／,nI 氨苄青霉素)中，37℃摇菌培养过傲 收陔 

液 1 mL接种 于含有 50 g／mL氨苄青霉素的 1O0 ml I|l{液 

体培养基巾，37 cc条件下 300 r／min振摇培养至菌液 A 600 nln 

为 0．6～0．9 加入终浓度为 1 mmol／l 的异丙基一13一I)一硫代吡 

哺半乳糖计(Isopropyl 13一D一1一 rhi0galactllpy rallnsi(1e，1 VI、( )进 

行诱导 于 IPTG诱导后 4 h后，收集菌液进行茼体总蛋 rl 

SDS—PAGE分析。 

1．2．4 重组蛋自的鉴定及纯化 将终浓度 I nlInol／l lvr(；诱 

导 4 h的菌液超声碎 ．离心 分别收集 L清及沉淀进行 

SDS—PAGE分析，以确定重组蚩h的表达形式。将 SI)S—PAGE 

分析后的蛋白进行电转移至硝酸纤维素膜．脱脂奶粉封闭 

2 h．然后加入小鼠抗 6 X His单克隆抗体 4℃过夜，再加入 

HRP标 的II1羊抗小鼠 lgG(稀释度为 l：2 000)，室温反应 

2 h；最后，进行 ECL化学发光并拍照。同时设 pET32a(+)~载 

体转化菌作为对照。取 IPTG诱导的菌液超声破碎，1 2 000 drain 

离心 20 min．用 l X结合缓冲液将沉淀中包涵体重悬裂解， 

冰浴 l2 h．．按照 NovagenF]is·BindBuffer Kit说明书操作纯化 

表达产物，最后进行 SDS—PAGE分析。 

1．2．5 小鼠IL一27融合蛋白的复性及多克隆抗体的制备 将 

纯化的蛋白装入透析袋中浸没于复性缓冲液巾。进行稀释复 

性．最终将蹙 液透析到 pH7．5的PBS缓冲液中，10000 r／min 

离心 30 rain，取 J二清 0．22 m滤膜过滤除菌 ，丁一80℃保存 

备用。新西兰大白兔正常饲养半个月，免疫前进行耳缘静脉 

采血作为阴性对照。首次免疫按 500 g，只的剂量，将纯化蛋 

白加等最 Freund完全佐剂，剧烈振荡使之充分乳化，于兔子 

背部皮下进行多点注射。初次免疫 10 d后进行第 2次免疫 ， 

采用 Freund不完全佐剂乳化后皮F注射．以后每隔 7 d免疫 

1次，共免疫 5次。未次免疫后 l周内耳缘静脉采血及心脏 

采血后保存巾L清。 

1．2．6 多克隆抗体的特异性检测 将制备的小鼠 II 一27融 

合蛋白及商品纯化的 IL一27进行 SDS—PAGE，然后 PVDF膜 

进行转膜．室温下脱脂奶粉封闭 2 h，洗涤后将制备的兔血清 

J}{脱脂奶粉进行 100倍稀释，4 oC过夜，洗涤后加入 HRP标 

记的山羊抗兔 IgG(稀释度为 l：4 000)．室温孵育 2 h，最后 

ECI 发光显色 

l-2．7 间接 EL1SA检测多克隆抗体的效价 将纯化的 IL一 

27蛋白作为抗原 ，每孔为 5 g包被于 EHSA板，4 oC过夜。 

经洗涤、封闭后加入不同稀释度的兔血清 37℃孵育 l h，洗涤 

后加入 HRP标记的山羊抗兔 lgG抗体(稀释度为 l：2 000)，最 

后加入底物显色。同时设立免疫前兔血清为阴性对照，稀释 

液为空 埘照，酶标仪450 llnl处读取吸光度(absorbance，A) 

值，判断 清效价 ． 

2 结 果 

2．1 EBI3和 p28基因的获取及 IL一27单链融合基因的构建 

以小鼠脾细胞提收的 mRNA为模板经反转录 PCR扩增 

⋯ EBI3和 p28成熟肽基 片段 ．所得的 PCR产物经琼脂糖 

凝胶电泳可 存约 630 t)p和 621 bp处有目的条带．与预期 

大小 一致(【皋]1、【冬1 2)。SOE PCR将 EBI3和p28融合后得到 

的 PCR产物约 1 310 bp．|_j预期大小一致(图 3)。 

M为 DI 2000 DNA Marker； 

1为小鼠EBI3 PCR J 物 

图 1 小鼠 EBI3 PCR产物的琼 

脂糖凝胶电泳分析 

Fig．1 Agarose gel 

electrophoresis of PCR product 

Of mouse EB13 
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M为 DL20OO DNA Marker； 

1为小鼠p28PCR产物 

图2 小鼠p28 PCR产物的 

琼脂糖凝胶电泳分析 

Fig．2 Agarose gel 

electrophoresis of PCR 

product of mouse p28 

厂  
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i 
M勾 DL2000 DNA Marker；l为 EBI3一linker PCR产物 ；2为 

linker—p28PCR产物；3、4为 reselL一27融合基因PCR产物 

图3 重叠延伸 PCR构建msclL一27融合基因 

Fig．3 SOE PCR product of msclL-27 fusion gene 
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2．2 pET32a(+)一II 一27原核表达裁体的鉴定 

将 pET32a(+)一11 一27重组质粒经 Nco I和 HindⅢ舣嗨 

切．电泳町 存近 5 900 bp和 1 310 1)p处行 目的条带(图4)； 

转化该质 的 1)t15(x菌液经 PCR反应后凝胶电泳可 约 

1 3l0 bp处有糕【六l片段：测序结果 与预期序列一致(冈 

5)：转化该质粒的 BI 2l菌液经 PCR反应后电泳也可见到约 

1 3l0 bp处有皋 片段( 6) 

2 ooo 

lf () 

750 

500 

250 

IO0 

— 1 310 

M为lJI 2000『)NA Mat ；I为重卅质粒 I)E一1 32|I(+)一II 一27进行／vrⅥI 

和HindⅢ舣酶 ；2为pF 1 32a(+)逊 fJ I和Hind m舣酶切 

图 4 重组质粒 pET32a—IL一27酶切鉴定 

Fig．4 Identification of pET32a-lL一27 by digestion 
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图 5 pET32a(+)一IL一27重组质粒测序结果 

Fig．5 DNA sequencing result of pET32a(+)——IL——27 

2．3 重组蛋白的诱导表达 

菌体总蛋白 SDS—PAGE电泳分析 示，存 Mr为 67 000 

左右处有蛋F_1条带，与预期值丰u符，而对照无此条带。但lP'l、G 

不同浓度对表达量的影响无明显差异(冈7) 

M l 

2 00( 一  

1(W)0—  

750’。—— 

500—  

250 ‘～ 

’O0一  

M为 DI 2000 DNA M irk( 1为菌}{{== I 结果 

图 6 pET32a(+)一IL一27／BL21(DE3)菌液的 PCR鉴定 

Fig 6 PCR identification of pET32a(+)一IL一27／BL21(DE3) 

rom bacteriaI fluid 
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97 4 — 

66．2 

43 ～ 

31 

22 O 

M为颅染色蛋门质 Mr Marker；1为1I'1、t 导 BI 2I(1)E3)的产物；2 

为 IPTG诱导 I)ET32a(+)／BI 21(DE3)@表达产物；3勾I)1 ：T32a(+) 

一  一 27／BI 2l(DE3)未经 liT(；诱导的产物；4～8为不同浓度 I|yr( 

(0．5 IIllnI)I／1 1 II】【lll11／1 、1．5 mmf ／I 、2 IlllIIIll／1 以及 3 Innu,lll )诱导 

【】ET32a(+)一11 一27／B1 2 I(DE3)的 达， ：物 

图7 不同浓度 IPTG诱导表达产物的 SDS—PAGE分析 

Fig．7 SDS—PAGE analysis of expressed product induced 

by IPTG at different concentrations 

2．4 重组蛋 白的鉴定与纯化 

经 IPTG诱导后的 pET32a(+)一lI_一27／BI 2l(DE3)菌液超 

声碎菌．离心收集沉淀及上清．SDS—PAGE分析硅示融合蛋 

⋯现在沉淀巾 沉淀进行 Western bh)t分析， Mr约 67 000 

处有明 的条带 ， 对照处尤此条带(罔 8)，表f】月目的蛋 

以包涵体彤式表达，且能够被小鼠抗 6Mtis 克隆抗体所 

别。诱导的菌液经超声破碎，溶解沉淀后川 Ni—NTA亲和层 

析法纯化，纯化后的蛋 1进行 SDS—PAGE 示 Mr存 67 000 

处出现清晰的蛋 条带(网 9) 

2．5 多克隆抗体的特异性及效价检测 

用 1：1O0稀释的免疫兔ifi【清时小鼠 lI 一27融合篮r1进仃 

Western blt)t分析 结粜 示存 Mr约 67 000的位置有清晰的 

免疫条带(冈 10)，表明抗m清I,J"~Jbi1一已制备的 II 一27融合 

蛋闩以及纯化商品小鼠 IL一27 白 间接 ELISA检测川尊组 

白免疫产生的抗m清的效价，结果 示抗血清的效价可达 

1：3 200(图 11)， 
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}'C淀；2为 I G诱导的pF F32dBL2l(DE3)I 清：3为经 IVFG诱导的 

} 32a—ll ～271BI 2I(I)E3) 体沉淀 ；4为经 IPTG诱导的 pET32a— 
ll 27／IiI 21(I)E3)l 浦；5为经 IPTG 导的pET32a—Il,-27／B1 21(DE3) 
、)Iesle!。ii hM 分析：6为术经诱导的 pET32a／B1 21(DE3)Western hl 01 

分析 

图 8 重组蛋白的表达形式分析及 Western blot分析 

Fig．8 Western blot analysis of recombinant protein 
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图 9 重组蛋白的纯化 

Fig 9 Purification of recombinant protein 

l 2 

I为商I1f， 屯化的小fl=【II 一27；2为制箭的小鼠 II 一27 

图 1 0 多克隆抗体的特异性分析 

Fig．1 0 Specificity analysis of polyclonal antibody 
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3 讨 论 

lI 一27祚机体的免疫系统发挥广泛而复杂的调 

节作用，其与受体结合后激活不同的 JAK／STAT信 

号通路，引起不同的 物学反应I I IL一27小仅可诱 

导初始 CD4+T细胞向Thi细胞分化，也可以对 Th1 

免疫发挥 负洲控作 ，II 一27还可以通过抑制 

Thl7、促进 lI 一l0分泌等发挥抗炎作用I7I。IL一27足 

白介素巾少数的异源二聚体，两亚堆卡H结合才能实 

现其生物学功能 、编码疏水性多肽的接头(Gly Ser) 

常用于 II 一12家族中两 基的连接 ，J=L能够促进 

其保持活性 。合理使州 linker I『以将细胞【大l子的亚 

单位分割开，促进 确融合，有利于增强细胞因 

子的生物学活性及稳定性 I 本研究采jH SOE PCR 

将小鼠 EBI3和 p28成熟肽基闪通过(GIy4Ser) 进 

行连接，得到完整的 IL一27一级结构序列。通过原 

核表达得到 I1 一27融合蛋白，将此融合蛋白免疫兔 

子后获得效价高、特异性好的兔抗鼠II 一27多克隆 

抗体。 

近年来小断柯报道J}】I't介素抗体阻断白介素 

米治疗某 疾病。例如。徐觇等I I研究提爪应片_】抗 

IL一17的多兜隆抗体注射狼疮小鼠可通过抑制 II 一 

17的表达 抑制狼疮性肾炎的炎症免疫反应，减轻 

肾脏病理损害。 外l彳『研究报道，临床试验结果娃 

示人源化抗 I1 一17单克隆抗体能够 著减少中度 

至重度银屑病的症状和体 ⋯ Shang等【12研究通过 

阻断 IL一22 丁̈以 I：扰I札管内皮细胞和子宫内膜机 

制细胞的牛II 作J+j，提示阻断 IL～22_Il『能是一个潜 

在的治疗子宵内膜异位的策略。此外还有研究报 

道，应用 ll 一l抗体治疗自身免疫性疾病导致的继发 

性淀粉样变性 I，心川人源化 【1 一6R抗体治疗子宫 

内膜异位 模删大鼠【I4I，或是应川 lI 一6R抗体治疗 
一 种罕见的遗传病1151 以上研究提示阻断某种疾病 

相关的细胞I大I了呵能是一种新的疾病治疗策略。并 

且随着抗体制备技术的小断改进，抗体可应用于治 

疗肿瘤、I：I身免疫性疾病及变态反应等疾病I I。 

IL一27存免疫悯节巾旱多重效应，大量研究发 

现 IL一27可通过多种信 通路促进或抑制肿瘤I”】， 

IL一27在 rl身免疫性疾病以及感染性疾病中均发挥 

多重效应 I 此，调控 lI 一27的信 通路或许能为 

病因的研究提供新思路 Cao等1 I研究发现流感病 

毒感染后导致肺部组织 IL一27含量升高，应用 IL一 

27p28抗体腹腔注射能够有效激发 8rr细胞来对抗 

继发肺炎球菌感染 Sharma等 实验研究显爪 II 一 
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27在结核分枝杆菌感染的巨噬细胞阻碍IFN一 的 

产生，能够抑制巨噬细胞的自噬作用，从而导致结 

核杆菌在胞内持续存在。Torrado等[2t利用基因敲出 

的小鼠感染结核杆菌，提示 IL一27及其受体IL一27R 

阻碍机体的抗结核免疫。大量研究显示。IL一27通过 

作用于固有免疫及适应性免疫细胞。而抑制机体的 

抗结核分枝杆菌感染[221。因此，在结核感染及其他慢 

性感染中适当中和II，-27可能有益于疾病的控制吲。 

Kraft等 研究提示阻断IL一27能够提高CD4+产生 

IFN一 的量。Dietrich等嘲利用可溶性IL_27受体ct 

(soluble IL-27 receptor ot，slL一27Rot)拮抗 IL一27信 

号通路，研究结果显示其有浓度依赖性并且只能阻 

断一部分 IL-27信号通路。本实验是将IL一27的2 

个亚基连接，免疫兔子而得到的多克隆抗体，具有 

更广的识别位点。 

总之，通过本实验本研究制备了兔抗小鼠IL一 

27的多克隆抗体，其效价较高、特异性较好，为进一 

步研究 IL一27抗体的应用奠定了基础。本实验制备 

的IL一27抗体拟应用于结核杆菌慢性感染过程中 

阻断 IL一27，以观察其对感染性疾病的影响。由于 

IL一27在机体的免疫系统发挥广泛而复杂的调节作 

用，其调控网络有待进一步研究。 
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