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摘 要 肿瘤坏死因子是一种重要的炎性细胞因子，目前已知许多免疫疾病与之相关，为了抑制 2*6 的生物学活

性，将可溶性 2*6E FF（G2*6E FF）和人 F=H 6. 分子通过柔性短肽相连，构建成一个嵌合蛋白，在大肠杆菌中进行表达，

并获得了纯化蛋白。实验证明该嵌合蛋白能够自发形成聚合体，识别并结合 2*6 蛋白，同单体 G2*6E FF 相比，对

2*6 的中和活性得到了较大的提高。
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肿瘤坏死因子（2*6）是一种多功能细胞因子，

目前已知许多病理性反应与之有关，如类风湿性关

节炎，脓毒性休克，慢性心衰等［!］。2*6 的生物学功

能是通过结合到细胞表面相应的受体（2*6E）来实

现的，2*6 受 体 胞 外 区 可 脱 落 形 成 可 溶 性 2*6E
（G2*6E），能与 2*6 分子结合，又不介导信号传递，

因此可以用来与膜上受体竞争性结合 2*6，抑制

2*6 介导的生物学活性。研究结果证实，2*6 是以

三聚体形式与三个受体分子结合，每个受体结合在

2*6 三聚体相邻的两个受体亚基之间。大量实验表

明，只有两个或两个以上受体联合形成聚合体，才能

有效介导 2*6 的生物学活性，单个受体对信号传递

和 2*6 的中和活性很弱［#］。本文将可溶性 2*6E FF
与 F=H 6. 分子通过一个柔性连接短肽偶联，构建一

个 F=H 样的嵌合分子，人为地将 G2*6E FF 聚合化，在

大肠杆菌中进行了表达，并对纯化后嵌合蛋白的生

物学活性进行了研究，与单体 G2*6E FF 相比，该嵌合

蛋白对 2*6 中和活性明显提高。

+ 材料与方法

+ ,+ 材料

+ ,+ ,+ 质粒和细胞：2*6E0AL4（2*6 受体胞外区全

长基因，由本室从外周血血细胞通过 E20NKE 获得，

另文发表），F=H 6.O2P 由梁米芳教授惠赠，2 载体购

自 N-’93=,，质粒 A82%#,、AQ(B3 RS，菌种 QT#!（U8%），

细胞 T5#5 由本室保存。

+ ,+ , - 工具酶与生化试剂：核酸内切酶，连接酶购

自 H:C.’，核酸分子量标准购自 2,V,-,，蛋白质分子

量标 准 购 自 R:=9, 和 N/,-9,.:,，金 属 螯 合 层 析 柱

+3D,( K/3(,D3 和分子筛 RBA3-’G3 WE!$O%$ 购自 N/,-0
9,.:,，2*6 标准品本室保存，G2*6E FF 蛋白由本室制

备，2*6 单抗由北京生研所张振龙惠赠，抗人 F=H 6.
抗体购自中山公司。

+ ,- 方法

+ ,- ,+ 重组克隆的构建与鉴定：

根据实验目的设计上下游引物各 M 条：

*!：4X0HPP 22K KP2 P2H K2H KKH HKH KPH H2H HKP 222 PK0%Y
*#：4Y02P HHP 2KK HHP HH2 HHP HH2 PHK H22 HPH KKK PPP 2K20%Y
K!：4Y0PK HHP 2KK PKK HKK PKK HHH 2PP H2H 2PK 2H0%Y
K#：4Y0P2 K2K HPH 22P K2P K2H KH2 H2P H2H H22 H0%Y

引物 *! 和 K! 分别引入 30(E! 和 .+4W F 酶切

位点，以 2*6EO2 为模板，NKE 扩增出 2*6E FF 胞外

区 M 个富含 KZG 的功能性结构域，同时去掉信号肽，

并在羧基端引入短肽 H(ZH(ZH(ZH(ZR3-；引物 *# 和 K#
分别引入 .+4WF 和 5"( (F 酶切位点，用于扩增 F=H
6. 基因，并在氨基端引入 H(ZR3-H(ZH(ZH(ZH(ZR3-，羧

基端引入翻译终止信号 2PH 2PP。

以 2*6E0AL4O2 和 F=H 6.O2P 为模板，NKE 分别

扩增去掉信号肽的 2*6E 胞外区全长基因和人 F=H



!" 基因，两个基因经连接肽基因连接后插入 #$%&’
() 载体，然后将该嵌合蛋白基因插入 #*+,-. 中，构

建成重组表达载体 #*+,-./0+1!2334356 !"。在嵌合

蛋 白 中 间 引 入 一 个 连 接 短 肽：46%76%76%76%4
7(’86%76%76%76%7(’84。以 #$%&’ ()/0+1!2 334356 !" 为

模板测序。

! "# "# 嵌合蛋白在大肠杆菌中的表达：将 #*+,-./
0+1!2334356 !" 转化 ! 9 "#$% 菌株 $:-;（<*,），挑取阳

性克隆，接种含 =># 的 :$ 培养基，,?@培养过夜，;
A;BB 转接 -: 三角瓶放大培养，&CBB D B 9 C 时，加入

3E+6 诱导培养，;-F的 (<(4E=6* 电泳检测表达水

平。

! "# " $ 嵌合蛋白的纯化：发酵菌体用破碎液悬浮，

冰浴超声破碎菌体，离心回收包涵体，->G%/: 尿素漂

洗，然后 C>G%/: 尿素溶解包涵体，变性后的包涵体

对含 ->G%/: 尿素 E$( 透析过夜，直接上经金属螯合

层析柱，,BB>>G% 咪唑洗脱活性蛋白峰，:GH87 法测

定蛋白浓度。

! "# "% 纯化蛋白的鉴定：

<GI4J%GI：将纯化后的蛋白样品，直接点在 1K 膜

上，-F $(= 封闭过夜，然后与 +1! 蛋白 ,?@ 保温

-L，以鼠抗 L+1! 单抗为一抗，辣根过氧化物酶标记

的羊抗鼠 356 为二抗，<=$ 显色。

M’0I’8N4J%GI：纯 化 蛋 白 经 还 原 和 非 还 原 (<(4
E=6* 后转膜，脱脂奶封闭过夜，以抗人 356 !" 抗体

为一抗，辣根过氧化物酶标记的羊抗鼠 356 为二抗

稀释，<=$ 显色。

!E:K (&#’8G0’ 分子筛分析：纯化样品直接上

(&#’8G0’ O2 层 析 柱，洗 脱 缓 冲 液 为 B 9 ->G% E$ P
BQRF1.K%，#O D ?9S。

! "# " & 抗 L+1! 活性检测：纯化后的嵌合蛋白用

E$( 稀释，与 B 9 -N5 的 L+1! ,?@保温 -L，用鼠 :R-R
细胞检测 L+1! 生物学活性，测活方法按文献［,］进

行，T++ 显色，测量 &U?B。

# 结 果

# "! 重组克隆的构建与鉴定

重组表达载体 #*+,-./0+1!2334356 !"（见图 ;）

酶切与测序结果表明，0+1!233 和 356 !" 的基因完

全正确，插入位点和中间连接区也与设计相符。

# "# ’()*+’,-.//*/01 -2 在 ! " "#$% 中的表达

阳性克隆经 3E+6 诱导表达后，进行 (<(4E=6*，

结果与阴性对照相比有明显的目的蛋白表达带（见

图 -），表达量约 SBF，分子量约 CBV<，与理论值相

图 ; 重组表达载体 #*+,-./0+1!2334356 !" 结构图

!W59; (I8&"I&8’ GX 8’"G>JWN.NI ’Y#8’00WGN
Z’"IG8 #*+,-./0+1!2334356 !"

符，嵌合蛋白的 1 端融合有 +8Y 蛋白，+8Y 蛋白是

#*+,-. 载体上所携带的，通过 C [ OW0 与融合蛋白相

连，因此完整的分子构型应为 +8Y40+1!2334356 !"，C
[ OW0 的存在使重组蛋白能够方便地利用金属螯合

层析纯化。诱导表达后的菌体经超声破碎后，分别

取上清和沉淀电泳，结果表明嵌合蛋白是以包涵体

形式表达的（见图 -）。

图 - +8Y40+1!2334356 !" 在 ! 9 "#$% 中的表达

!W59- *Y#8’00WGN GX +8Y40+1!2334356 !" WN ! 9 "#$%
;9 E8GI’WN >.8V’8；-9 $:-;（<*,）/#*+,-. "GNI8G%；,9 \NWN]&"’]

"GNI8G%；S9 +GI.% "’%% %70.I’；U9 (&#’80GNW" 0&#’8N.I.NI；

C9 (&#’80GNW" #8’"W#WI.I’

# "$ ’()*+’,-.//*/01 -2 嵌合蛋白的纯化

采取透析复性与柱上复性相结合的方法，逐步

去除变性剂，靶蛋白含有 C [ OW0 标签，吸附在镍离

子金 属 螯 合 层 析 柱 上，经 漂 洗 去 除 杂 蛋 白 后，

,BB>>G% 咪唑洗脱活性蛋白峰，(<(4E=6* 考马斯亮

蓝染色分析表明，纯化后样品的纯度大于 RUF（见

图 ,）。

# "% 纯化蛋白的鉴定

# "% "! <GI4J%GI：<GI4J%GI 结果表明（图 S）嵌合蛋白

+8Y40+1!2334356 !" 能够识别并结合 +1! 蛋白，而阴

性对照不能与 +1! 蛋白结合，表明我们构建的嵌合

R?;- 期 徐春晓等：嵌合蛋白 0+1!2 334356 !" 的克隆、表达与活性分析



图 ! "#$%&"’()**%*+, (- 嵌合蛋白的纯化（还原 ./.%01,2）

(3+4! 05#363-7839: 96 "#$%&"’()**%*+, (-
;#98<3:（#<=5-<= ./.%01,2）

>4 0#98<3: ?7#@<#；A 4 *:-5B&39: C9=D；! 4E7&F<= *:-B5&39: C9=D；
GHI4 05#363<= ;#98<3:

蛋白具有正确的分子构象。

图 G /98%CB98 鉴定 "#$%&"’()**%*+, (- 嵌合蛋白

(3+4G /98%CB98 96 "#$%&"’()**%*+, (- ;#98<3:
> 4 ’<+783J< -9:8#9B（"#$ ;#98<3:）；A4 "#$%&"’()**%*+, (- ;#98<3:；

! 4 "#$%&"’()** ;#98<3:

! "# " ! E<&8<#:%CB98：E<&8<#:%CB98 分析表明纯化的

蛋白与抗人 *+, (- 抗体在 KL@/ 处有特异性结合；

同时非还原电泳在 >AL@/ 和 >ML@/ 处也有特异性结

合，而还原电泳则没有（图 I），提示纯化的靶蛋白以

单聚体、二聚体和三聚体三种形式存在。

图 I E<&8<#:%CB98 鉴定 "#$%&"’()**%*+, (- 嵌合蛋白

(3+4I E<&8<#:%CB98 96 "#$%&"’()**%*+, (- ;#98<3:
> 4 0#98<3: ?7#@<#；A4 N:#<=5-<= &7?;B<；!4 )<=5-<= &7?;B<；

G 4 OPA>（/2!）Q;2"!A7 &5;<#&9:3- &5;<#:787:8（:<+783J< -9:8#9B）

! "# " $ (0PR .5;<#9&< 分析：纯品蛋白经分子筛分

离后，有 ! 个洗脱峰，相应的分子量约 KL@/，>AL@/

和 ALL@/，而相应的 ./.%01,2 还原电泳该样品仅一

条带，表明这 ! 个峰是同一种蛋白，在天然状态下该

蛋白以单聚体、二聚体和三聚体的多种形式存在。

! "% 抗 &’( 活性检测

PSAS 细胞检测 "’( 的活性结果表明，纯化的嵌

合蛋白对 "’( 具有中和活性，能抑制 "’( 对 PSAS
的杀伤，L 4 LA T L4 LI!+ 的嵌合蛋白能够完全中和

LUA:+ 的 "’( 蛋白生物学活性，而单体的 &"’() 中

和 L 4A:+ 的 "’( 蛋白需 L 4 A T L 4 I!+，表明嵌合蛋白

对 "’( 的中和活性比单体的 &"’() 提高了一个数

量级（图 K）。

图 K "#$%&"’()**%*+, (- 嵌合蛋白中和 "’( 活性检测

(3+4K 1:83%"’( 7-83J38D 7&&7D 96 "#$%&"’()**%*+, (- ;#98<3:
! 4 "#$%&"’() ** ;#98<3:（KSM!+Q?P）

" 4 "#$%&"’() **%*+, (- ;#98<3:（VA!+Q?P）

# 4 OPA>（/2!）Q;2"!A7 &5;<#&9:3- &5;<#:787:8
（:<+783J< -9:8#9B，>ILL!+Q?P）

$ 讨 论

"’( 是一种多功能细胞因子，在炎症反应、免疫

调节、抗肿瘤、微生物与寄生虫感染等方面起重要作

用，许多病理性反应如内毒素休克、类风湿性关节

炎、慢性心衰等都与之密切相关，因此抑制 "’( 的

生物学活性在临床上具有重要的意义。"’( 的生物

学功能是通过细胞表面相应的受体来实现的，利用

可溶性 "’( 受体与膜上受体竞争结合，是阻断 "’(
信号传递的一条有效途径。大量研究表明 "’( 与

"’() 是以三聚体%三聚体的形式结合的，膜上受体

的聚合化是介导 "’( 活性的基础［G］。

&"’()** 胞外区有 G 个 !L T GA 个氨基酸组成的

保守的、富含 RD& 的结构域，在 "’( 的识别与信号传

递中起重要作用，两个可能的糖基化位点，但对生物

学活性无影响，据此本文克隆了 &"’()** 的基因，并

与 *+, (- 基因通过一个柔性短肽偶联，在大肠杆菌

中进行了表达。在 ;2"!A7 系统，该嵌合蛋白 ’ 末端

LM> 生 物 工 程 学 报 >M 卷



融合有硫氧还蛋白（!"# $），整个蛋白全长 %&’ 个氨

基酸，分子量为 %’ ()*+,。!"# 有利于嵌合蛋白的高

效表达，可促进蛋白质的正确折叠。我们已经证明，

在 -!./0 的 . 末端融合 !"# $ 蛋白，对 -!./0 的生

物学活性无影响［%］，为了进一步的临床应用研究，需

将 !"# $ 切除，目前该工作正在进行之中。

美国 122345# 的 67845"95:7 已被批准用于类风

湿性关节炎（0$）治疗［;］。我们设计了与 67845"95:7
完全不同的连接肽，同时利用 0!<=>0 自行扩增出

了 !./011 胞外区全长基因。?@A-- BCD5E 软件三维

结构分析表明，我们设计的连接肽能确保嵌合蛋白

的两个功能性亚基保持各自独立的三维空间结构，

从而确保表达后的嵌合蛋白能够形成正确的空间构

象，保 持 -!./011 的 生 物 学 活 性。非 还 原 电 泳 和

F5-75"4<GEC7 证明 -!./011<1HI /9 嵌合蛋白存在单聚

体、二聚体和三聚体多种形式。在 /=J> 上 ?3:5"C-5
K0 分子筛的分析结果与此相同，但聚合体的比例

比非还原电泳高得多。我们曾尝试将纯化分离出的

单聚体和聚合体再分别进行还原电泳和 F5-75"4<
GEC7，结果均又出现单聚体和多聚体，表明在溶液中，

-!./011<1HI /9 嵌合蛋白是以单聚体、二聚体和多聚

体多种形式动态共存。

J’L’ 细胞测活结果表明，中和 M ( L4H 的 !./，

-!./011 单体蛋白需 M ( L N M ( %!H，嵌合蛋白 -!./011<

1HI/9 需 M (ML N M( M%!H；若按摩尔数计算，中和 O ( O)
P OMQ OR 2CE !./，需 -!./011 单体蛋白 % P OMQ OL N
OSL%Q OO P OM2CE，而嵌合蛋白 -!./011<1HI /9 仅需 &
P OMQ O& N * ( % P OMQ O& 2CE。这一结果表明，我们获得

的嵌合蛋白比单体的 -!./011 对 !./ 的中和活性至

少提高一个数量级，显示了良好的应用前景。
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