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可溶性肿瘤坏死因子受体 II-脂联素球部融合蛋白的真

核表达及生物学活性检测 
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摘  要: 本研究设计和构建了一种人肿瘤坏死因子受体 II 胞外区与人脂联素球部的融合基因 sTNFRII-gAD，且相应的

融合蛋白在哺乳动物细胞 BHK-21S的无血清培养体系中实现了表达，并对该融合蛋白进行了初步鉴定。首先，用 RT-PCR

方法从人的外周血淋巴细胞总 RNA 中扩增人肿瘤坏死因子 II 型受体胞外区基因片段，与脂联素球部基因片段融合，克

隆至 pAAV2neo 表达载体中，构建成 pAAV2neo-sTNFRII-gAD。随后，用 pAAV2neo-sTNFRII-gAD 转染 BHK-21S 细胞

获得 G418 抗性细胞 BHK-21S/pAAV2neo-sTNFRII-gAD；然后，将原来含有血清的培养液换成无血清的化学成分限定

的培养液，细胞从贴壁培养方式转换成悬浮培养方式；最后，收集 BHK-21S/pAAV2neo-sTNFRII-gAD 无血清悬浮培养

24 h 后的培养上清，进行 sTNFRII-gAD 融合蛋白的鉴定分析。酶切鉴定和测序结果显示，所构建的

pAAV2neo-sTNFRII-gAD 质粒结构正确，sTNFRII-gAD 序列与预期一致；分别用抗人肿瘤坏死因子受体 II 和抗人脂联素

球部的单克隆抗体检测 pAAV2neo-sTNFRII-gAD 瞬时转染的 BHK-21S 细胞，免疫荧光呈现阳性；免疫印迹分析在

pAAV2neo-sTNFRII-gAD 稳定转染的 BHK-21S 细胞上清中检测到 sTNFRII-gAD 融合蛋白的表达，并以单体、三聚体和

三聚体以上的多聚体形式存在。活性测定结果表明，sTNFRII-gAD 融合蛋白具有显著抑制 TNFα 杀伤 L929 细胞的活性。

因此，本研究为下一步大量制备 sTNFRII-gAD 融合蛋白用于体内外功能研究提供了良好基础。 

关键词 : 肿瘤坏死因子 α 拮抗剂，可溶性肿瘤坏死因子受体 II，脂联素，融合蛋白，真核表达  
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Abstract:  In order to get soluble TNF receptor (sTNFR) II with good neutralizing activity against TNFα, we constructed the 
fusion gene sTNFRII-gAD, which encoded human sTNFR II and the globular domain of adiponectin (gAD), and then expressed it in 
mammalian cells and analyzed its anti-TNFα activity. First, sTNFRII cDNA was obtained by RT-PCR from the total RNA of human 
peripheral blood lymphocytes, and fused in frame with gAD gene. Then, the fusion gene sTNFRII-gAD was cloned into the 
expression vector pAAV2neo to result in the plasmid pAAV2neo-sTNFRII-gAD. By immunofluorescent staining with monoclonal 
antibody either against TNFRII or against adiponectin, we demonstrated that the pAAV2neo-sTNFRII-gAD-transiently-transfected 
BHK-21S cells were positive. To obtain G418-resistant BHK-21S/pAAV2neo-sTNFRII-gAD cells, we cultured the transfected 
BHK-21S cells above in 10% FBS containing DMEM media with 800 μg/mL G418 for 15 days, and changed the serum-containing 
culture media to a serum-free chemically defined media so as to change the cells culturing style from adhesion to suspension. 
24 hours later, we harvested the supernatant of the culture for sTNFRII-gAD fusion protein characterization and anti-TNFα activity 
analysis. With monoclonal antibody either against TNFRII or against adiponectin, the Western blotting analysis showed that the 
sTNFRII-gAD fusion protein was expressed and existed as monomer, trimer and multimer forms in the supernatant. The bioactivity 
assay demonstrated that the sTNFRII-gAD fusion protein had the ability to neutralize TNFα so as to inhibit the cytotoxicity of TNFα 
on L929 cells. Put together, this study has laid the groundwork for large-scale preparation of sTNFRII-gAD fusion protein. 

Keywords:  TNFα antagonist, soluble TNF receptor II, adiponectin, fusion protein, eukaryotic expression 

TNFα (肿瘤坏死因子 α) 在许多疾病的病理生

理过程中起着重要的介质作用，拮抗 TNFα 已经成

为治疗自身免疫性疾病的新手段[1]。可溶性 TNFR 

(Soluble TNF receptor，sTNFR) 是肿瘤坏死因子受

体胞外区经剪切脱落而成，分为 sTNFRI 与 sTNFRII

两种。它们都能与 TNFα 结合而拮抗其活性[2]。现已

上市用于治疗类风湿性关节炎的药物 Etanercept 被

认为是一种高效的 TNFα 拮抗剂，它是一种融合蛋

白，是通过将 sTNFRII 基因编码区与 IgG 的 Fc 基因

编码区融合并在哺乳动物细胞中表达而成。借助于

Fc 的二聚化作用使其拮抗 TNFα 的能力较相应

sTNFR II 单体提高了 50~1000 倍[3]。由于体内成熟

的 TNFα 主要以三聚体形式存在[4-5]，本研究欲借助

脂联素球部 (Globular domain of adiponectin，gAD) 

可形成同源三聚体[6]的特性，构建一种可溶性肿瘤

坏死因子受体 II-脂联素球部的融合基因，并在无血

清悬浮培养的哺乳动物细胞中表达，试图获得具有

更高比活性和稳定性的 TNFα 拮抗剂。 

1  材料与方法 

1.1  质粒、菌种和细胞 
pET24-gAD 质粒由南方医科大学高基民教授课

题组提供；pGluc-Basic 质粒购自 NEB 公司；Max 

Efficiency DH5αTM 购自 Invitrogen 公司；pBluescript 

SK 质粒为病毒基因工程国家重点实验室保存；

pAAV2neo 质粒、BHK-21S 细胞由北京五加和分子

医学研究所提供，BHK-21S 细胞已经过无血清悬浮

驯化，在有血清存在时表现为贴壁生长，在化学成

分限定的无血清培养基 LK021 中则表现为悬浮生长

特性；L929 细胞购自美国 ATCC，用含 10％胎牛血

清的 DMEM 培养液培养。 

1.2  主要试剂和材料 
限制性内切酶及连接酶、蛋白 Marker、Gaussia 

Luciferase Assay Kit 购自 NEB 公司；质粒大提试剂

盒购自 Qiagen 公司；Ficoll 试剂购自北京鼎国生物

技术有限公司；ConA 购自 Sigma；Trizol 试剂盒，

脂质体 LipofectamineTM2000 购自 Invitrogen 公司；

G418 购自 Merck 公司；噻唑蓝 (MTT)、二甲基亚

砜 (DMSO) 购自 Ameresco；放线菌素 D 购自 Fluka； 

鼠抗人脂联素单抗由本元正阳基因技术有限公司谭

淑萍老师提供；鼠抗人 TNFRII 单抗购自 Abcam 公

司；FITC 标记的羊抗鼠 IgG 抗体购自中山金桥；

IRD800CW 羊抗鼠的 IgG 购自 LI-COR 公司；DMEM

培养基、胎牛血清购自 Gibco；化学成分限定培养基
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LK021 由北京五加和分子医学研究所提供；人 TNFα

国家标准品 (3500 U/支) 由中国药品生物制品检定

所提供；hTNFR-Fc 阳性对照品由复旦张江生物医药

公司提供；100 kDa 超滤离心管购自 Sartorius；人脂

联素定量 ELISA 试剂盒购自北京博蕾德生物科技有

限公司。 

1.3  质粒构建 
1.3.1  人肿瘤坏死因子 II 型受体胞外区的扩增 

抽取 10 mL 健康人外周血于肝素抗凝管中，以

PBS 稀释 1 倍后用 Ficoll 密度梯度离心法分离

PBMC，将其于含有 2 μg/mL ConA 的 1640 全培中

培养 24 h，离心收集剌激后的细胞，按 Trizol Kit 操

作说明提取总 RNA，取 1 μg 进行反转录，以逆转录

后的 cDNA 为模板 PCR 扩增得到目的基因 sTNFRII。

目的基因上游引物： 5′-ggggtaccatggcgcccgtcgccg 

tctggg-3′ (下划线部分为 Kpn I 酶切位点)，下游引物：

5′-gaagcttgtcgccagtgctcccttcagctg-3′ (下划线部分为

Hind III 酶切位点)。反应条件：95℃ 5 min；94℃ 40 s，

58℃ 40 s，72℃ 1 min，25 个循环；72℃ 10 min。

扩增得到目的基因 sTNFRII 大小为 771 bp。1％琼脂

糖凝胶电泳后，回收目的片段，Kpn I、Hind III 双

酶切后克隆入 pBluescript SK 载体中，转化大肠杆菌

DH5αTM，挑取氨苄抗性克隆，酶切及测序鉴定，获

得 pBluescript SK-sTNFRII。 

1.3.2  脂联素球部区域基因的扩增 

以 pET24-gAD 质粒为模板 PCR 扩增得到 gAD

基因片段。上游引物：5′-gaagcttcctggagaaggtgcctat 

gtatac-3′ (下划线部分为 Hind III 酶切位点)，下游引

物：5′-ccggatcctcagtggtggtggtggtggtgc-3′ (下划线部分

为 BamH I 酶切位点)，扩增得到目的基因 gAD 大小

为 423 bp。gAD PCR产物纯化后以 BamH I与 Hind III

双酶切后克隆入 pBluescript SK-sTNFRII 中，转化

大肠杆菌 DH5αTM，挑取氨苄抗性克隆酶切鉴定，获

得 pBluescript SK-sTNFRII-gAD。 

1.3.3  sTNFRII-gAD 融合基因克隆入 pAAV2neo 载体 

将 pBluescript SK-sTNFRII-gAD 用 Kpn I 及 

BamH I 酶切，得到目的基因 sTNFRII-gAD，克隆到

以 Kpn I 和 Bgl II 双酶切的 pAAV2neo 载体片段中 

(BamH I 和 Bgl II 是同尾酶 )，获得表达质粒

pAAV2neo-sTNFRII-gAD，酶切鉴定。 

1.3.4  对照质粒 pAAV2neo-Gluc-gAD 的构建 

构建分泌型报告基因 Gluc 与 gAD 基因的融合

基因 Gluc-gAD 作为 pAAV2neo-sTNFRII-gAD 的对照

质粒。根据 pGluc-basic 序列设计引物。上游引物：

5′-ttaggtaccccagccaccatgggagtc-3′ (下划线部分为 Kpn I

酶切位点，阴影部分为 ATG 起始密码子)，下游引物：

5′-taagaattcgtcaccaccggcccc-3′ (下划线部分为 EcoR I

酶切位点，已去除终止密码子)，以 pGluc-Basic 为

模板 PCR 扩增得到含 Gluc 的目的片段。琼脂糖凝

胶电泳后，回收目的片段，Kpn I、EcoR I 双酶切后

克隆到 pAAV2neo 载体上，转化大肠杆菌 DH5αTM，

挑取氨苄抗性克隆，酶切鉴定，获得 pAAV2neo-Gluc

质粒。 

根据 Adiponectin 开放阅读框序列设计引物。上

游引物：5′-gcggaattccctggagaaggtgccta-3′ (下划线部

分为 EcoR I 酶切位点)，下游引物：5′-ggcggatcctcagtt 

ggtgtcatggta-3′ (下划线部分为 BamH I 酶切位点，阴

影部分为终止密码子)，以构建成功的 pAAV2neo- 

sTNFRII-gAD 质粒为模板进行 PCR 扩增得到含 gAD

的目的片段，gAD 片段回收后经 EcoR I 与 BamH I 酶

切后克隆入以 EcoR I与 Bgl II酶切的 pAAV2neo-Gluc

质粒中，酶切鉴定获得 pAAV2neo-Gluc-gAD 质粒。 

1.4  BHK-21S 细胞的转染 
BHK-21S 细胞在含 10％胎牛血清的 DMEM

培养基中  (37℃， 5 ％  CO2) 贴壁生长。参考

LipofectamineTM2000 说明书，转染前 1 天将细胞以 

1×105/孔接种于 24 孔板中，待 BHK-21S 细胞密度达

到 80％~90％时转染，转染前培养基改换为不含血

清和双抗的 DMEM 培养基，取 0.8 μg 质粒用 100 μL

无血清培养基稀释混匀，2 μL LipofectamineTM2000

同样用 100 μL 无血清培养基稀释，将上述 2 种液体

放到同一 EP 管中混匀，室温避光放置 20 min 后分

别加入对应的 24 孔板中，6~8 h 后补加含 10％胎牛

血清的 DMEM培养基于 37℃、5％ CO2培养箱培养。 

1.5  转染细胞中 sTNFRII-gAD 蛋白表达的检测 
1.5.1  免疫荧光检测 

pAAV2neo-sTNFRII-gAD 和 pAAV2neo-Gluc-gAD

质粒瞬时转染 BHK-21S 细胞 24 h 后，免疫荧光检
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测目标蛋白在细胞中的表达。24 孔板中转染目的质

粒的细胞和阴性未转染质粒细胞，分别弃去上清，

PBS 洗涤 3 次，用 200 μL 冰预冷的甲醇固定 20 min，

弃去甲醇，分别加入 1∶300 (用 5％脱脂牛奶稀释) 

的鼠抗人脂联素抗体或 1∶500 (用 5％脱脂牛奶稀

释) 的鼠抗人 TNFRII 抗体各 200 μL，37℃温育 1 h。

PBS 洗涤 3 次后，加入 1：100 稀释的 FITC 标记的

羊抗鼠 IgG 二抗 200 μL，37℃避光温育 1 h。PBS

洗涤 3 次，加 0.01％的伊文斯兰染色 15 min，荧光

显微镜观察结果。 

1.5.2  分泌性荧光素酶的检测 

按照 Gaussia Luciferase Assay Kit 说明书，

pAAV2neo-Gluc-gAD、pAAV2neo-sTNFRII-gAD 转染

BHK-21S 细胞 24 h 后，分别取 20 μL 细胞培养上清，

加入 50 μL Gluc 底物，混匀后，用发光检测仪 

(ModulusTM Luminometer) 测定其相对光强度单位 

(Relative light unit，RLU)，光子收集时间为 10 s。 

1.6  稳定表达细胞株的建立及无血清悬浮培养  
采用脂质体介导的细胞转染技术，将真核细胞

表达质粒 pAAV2neo-sTNFRII-gAD 和 pAAV2neo- 

Gluc-gAD 分别导入 BHK-21S 细胞。利用 pAAV2neo

质粒上带有 neo 抗性基因筛选将质粒 DNA 稳定整合

入基因组的 BHK-21S 细胞。转染后第 2 天改加含

G418 的选择性培养基 (G418 浓度为 800 μg/mL)，

细胞长满后转移至培养瓶中，加压筛选 15 d，获得

抗性细胞株。 

抗性细胞株 BHK-21S/pAAV2neo-sTNFRII-gAD

和 BHK-21S/pAAV2neo-Gluc-gAD 在含 10％ FBS 的

DMEM 培养基中贴壁生长，分别改换为无血清悬浮培

养基 LK021 培养，待细胞数达到 2×106/mL，加入丁

酸钠使其终浓度为 10 mmol/L，24 h 后离心收集上清。 

1.7  培养上清的超滤浓缩和 ELISA 检测 
将 抗 性 细 胞 BHK-21S/pAAV2neo-sTNFRII- 

gAD，BHK-21S/pAAV2neo-Gluc-gAD 无血清悬浮培

养 24 h 的上清分别经 0.22 μm 滤膜过滤，用 100 kDa

超滤浓缩管离心将上清浓缩 20 倍。浓缩后上清用人

脂联素定量 ELISA试剂盒检测 sTNFRII-gAD蛋白含

量，该试剂盒的包被抗体及检测抗体采用的是鼠抗

人脂联素单克隆抗体，标记检测系统为生物素、亲

和素辣根酶，定量标准品为人全长脂联素。 

1.8  Western blotting 检测 sTNFRII-gAD 蛋白的

表达 
取浓缩 20 倍的上清 10 μL 加入 10 μL 2×loading 

buffer，100℃沸水煮 5 min，20 μL 样品上样，10％

分离胶进行 SDS-PAGE 分离，然后用湿胶转移仪将

蛋白转移至 NC 膜上。取出 NC 膜，用封闭液 (5％

脱脂牛奶，PBS 配制) 37℃封闭 NC 膜 1 h。弃去封

闭液，加入 1：300 (用含 5％脱脂奶的 PBST 稀释) 的

鼠抗人脂联素单抗或 1：500 (用含 5％脱脂奶的

PBST 稀释) 的鼠抗人 TNFRII 的单抗，温育 1 h。

PBST 洗涤 NC 膜 3 次后，加入 1：5000 ( 用含 5％

脱脂奶的 PBST 稀释) IRD800CW 标记的羊抗鼠 IgG

二抗，37℃避光温育 1 h。避光 PBST 洗涤 3 次后，

PBS 洗涤 2 次去除多余的吐温，用 Odyssey 红外荧

光成像仪进行检测。 

1.9  sTNFRII-gAD 融合蛋白的生物活性测定 
以 L929 为靶细胞，检测 sTNFRII-gAD 融合蛋

白拮抗 TNFα 杀伤细胞的中和活性[7]。取对数生长期

的 L929 细胞，胰蛋白酶消化计数，用 5％的 DMEM

培养基调整细胞浓度至 1.5×105/mL，取 96 孔板每孔

加入 100 μL 细胞悬液，置 37℃的 5％CO2 培养箱中

培养过夜；第 2 天将 BHK-21S/pAAV2neo-sTNFRII- 

gAD 和 BHK-21S/pAAV2neo-Gluc-gAD 无血清悬浮

培养 24 h 后收获的上清以及 sTNFRII-Fc 对照品 

(起始浓度为 50 μg/mL) 分别用含 20 μg/mL 放线菌

素 D、20 U/mL TNFα 的 DMEM 培养液进行 4 倍比梯

度稀释，共稀释 10 个梯度；弃去 96 孔板中 L929 细

胞的上清，加入前面已倍比稀释好的 sTNFRII-gAD

融 合 蛋 白 上 清 样 品 和 Gluc-gAD 上 清 样 品 及

sTNFRII-Fc 对照品，每孔 100 μL，每个梯度设 3 个复

孔；同时加入含 20 μg/mL 放线菌素 D 与 20 U/mL 

TNFα 的 DMEM 培养液 (两者结合杀伤性最大) 作为

阴性对照。该 96 孔板在 37℃、5％ CO2 条件下培养

24 h 后，每孔加入 MTT 溶液 (5 mg/mL) 20 μL，继续

培养 4 h 后，DMSO 终止培养，检测各孔的 OD570 值。 

2  结果 

2.1  重组质粒的结构 
重组质粒 pAAV2neo-sTNFRII-gAD 和对照质粒
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pAAV2neo-Gluc-gAD 结构如图 1 所示。其中包括

CMV 启动子、sTNFRII 基因、gAD 基因和其后的 6His

序列、牛生长激素的 polyA 加尾信号、AAV2 的倒

转末端重复序列 (ITR) 以及 Gluc-gAD 基因。载体

骨架上有新霉素抗性的 neo 基因，便于转染后的

G418 加压筛选。 

2.2  重组质粒的酶切鉴定 
pAAV2neo-sTNFRII-gAD 用插入位点 Kpn I 和

EcoR I 双酶切得到约 7 kb 载体片段和大于 1 kb

的 sTNFRII-gAD 片段 (图 2A)，与预期结果一致；用

pAAV2neo 克隆位点两端的通用引物测序表明，

sTNFRII-gAD 序列与预期序列相同； pAAV2neo- 

Gluc-gAD 用 Kpn I 和 EcoR I 酶切可得到一条大于

500 bp 的片段，与 Gluc 555 bp 大小一致。用 BamH I 和 

EcoR I 酶切可切出 gAD 与 BGH polyA 约接近 700 bp

的片段，与预期一致。用 Kpn I 和 BamH I 可切出大

于 1 kb 的片段，与 Gluc-gAD 预期大小一致 (图 2B)。 

2.3  质粒瞬时转染 BHK-21S 细胞的免疫荧光检测 
重组质粒 pAAV2neo-sTNFRII-gAD 转染 BHK-21S 

 

 

图 1  pAAV2neo-sTNFRII-gAD 和 pAAV2neo-Gluc-gAD
质粒结构示意图 
Fig. 1  Diagrams of recombinant expression vectors pAAV2neo- 
sTNFRII-gAD and pAAV2neo-Gluc-gAD. (A) pAAV2neo- 
sTNFRII-gAD vector. (B) pAAV2neo-Gluc-gAD vector. ITR: 
AAV2 inverted terminal repeat; CMV: cytomegalovirus promoter; 
sTNFRII: soluble TNF receptor II; gAD: globular domain of 
adiponectin; Gluc: Gaussia luciferase; BGH: bovine growth 
hormone polyA signal. 

细胞 24 h 后，分别用抗人脂联素单抗和抗 TNFRII

单抗进行免疫荧光检测，结果均可观察到 BHK-21S

细胞的胞浆中有很强绿色荧光 (图 3A，3D)，提示

融合蛋白 sTNFRII-gAD 在 BHK-21S细胞中实现了表

达；pAAV2neo-Gluc-gAD 质粒转染 BHK-21S 细胞

后，用抗 TNFRII 单抗检测 (图 3E) 无绿色荧光显

示，而用抗脂联素单抗检测 (图 3B) 能够看到围绕

细胞核周围的绿色荧光；未转染质粒的阴性对照细

胞分别用抗人脂联素单抗和抗 TNFRII 单抗检测 

(图 3C，3F) 均未观察到绿色荧光。 

 
图 2  pAAV2neo-sTNFRII-gAD 和 pAAV2neo-Gluc-gAD
质粒的酶切鉴定 
Fig. 2  Identification of pAAV2neo-sTNFRII-gAD and pAAV2neo- 
Gluc-gAD by enzyme digestion. (A) 1: DNA marker BM 5000; 
2: pAAV2neo-sTNFRII-gAD digested with Kpn I and EcoR I; 3: 
pAAV2neo-sTNFRII-gAD. (B) 1: DNA marker BM 2000; 2: 
pAAV2neo-Gluc-gAD; 3: pAAV2neo-Gluc-gAD digested with 
Kpn I and EcoR I; 4: pAAV2neo-Gluc-gAD digested with 
BamH I and EcoR I; 5: pAAV2neo-Gluc-gAD digested with 
Kpn I and BamH I. 

   

   
图 3  免疫荧光检测 sTNFRII-gAD 及 Gluc-gAD 在

BHK-21S 细胞中的表达 
Fig. 3  Detection of sTNFRII-gAD and Gluc-gAD protein 
expressed in BHK-21S cells with immunofluorescence staining. 
(A) pAAV2neo-sTNFRII-gAD detected by monoclonal antibody 
against adiponectin. (B) pAAV2neo-Gluc-gAD detected by 
monoclonal antibody against adiponectin. (C) Negative control 
detected by monoclonal antibody against adiponectin. (D) 
pAAV2neo-sTNFRII-gAD detected by monoclonal antibody 
against TNFRII. (E) pAAV2neo-Gluc-gAD detected by 
monoclonal antibody against TNFRII. (F) Negative control 
detected by monoclonal antibody against TNFRII. 

A B C 

D E F 
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2.4  Gluc-gAD 在上清中表达 
pAAV2neo-Gluc-gAD 质粒瞬时转染 BHK-21S

细胞 24 h 后，用 Gaussia Luciferase 检测试剂盒及

ModulusTM Luminometer 发光检测仪检测上清中的

Gluc 活性 (图 4)，结果显示 Gluc 蛋白在上清中有较

高表达；而 pAAV2neo-sTNFRII-gAD 转染 BHK-21S

后的检测数值与新鲜细胞培养液所测数值基本相

同。该实验表明 Gluc-gAD 融合蛋白可以有效表达并

分泌到上清中。 

2.5  无血清培养上清中 sTNFRII-gAD、Gluc-gAD
融合蛋白的分泌表达 

BHK-21S/pAAV2neo-sTNFRII-gAD 无血清悬

浮培养 24 h 后的上清经 100 kDa 超滤管浓缩 20 倍  

 
图 4  pAAV2neo-Gluc-gAD 和 pAAV2neo-sTNFRII-gAD
转染 BHK-21S 细胞后上清中 Gluc 的检测 
Fig. 4  Detection of Gluc protein in supernatant of BHK-21S 
cells transfected with pAAV2neo-Gluc-gAD or pAAV2neo- 
sTNFRII-gAD. 

后，ELISA 检测 sTNFRII-gAD 蛋白含量相当于

0.28 μg/mL、SDS-PAGE 电泳及免疫印迹分析还原状

态/非还原状态的 sTNFRII-gAD 融合蛋白样品 (图

5)。 对于还原状态的样品，用抗人脂联素单抗检测 

(图 5B) 在约 62 kDa 处有特异性条带，比预期的

sTNFRII-gAD 蛋白分子量 43 kDa 要大；而用抗

TNFRII 的单抗检测 (图 5C) 则未见特异性条带。对

于非还原状态的样品，浓缩后上清除了在约 62 kDa

处与脂联素单抗及 TNFRII 单抗 (分别为图 5D，5E) 

有特异性条带外，在小于但接近 175 kDa 处和远大

于 175 kDa 处也有特异性条带，提示 BHK-21S 细胞

表达分泌至上清中的 sTNFRII-gAD 蛋白除单体外，

还有三聚体和三聚体以上的多聚体；还原样品的

SDS-PAGE 用考马斯亮蓝染色结果 (图 5A) 显示在

约 62 kDa 处有一条主带，与相同样品经抗人脂联素

单抗免疫印迹分析的条带位置一致  (图 5B)，且

SDS-PAGE 中其他杂带非常弱，提示 BHK-21S/ 

pAAV2neo-sTNFRII-gAD 无血清悬浮培养的上清中

主要成分是 sTNFRII-gAD 融合蛋白。 

此外，BHK-21S/pAAV2neo-Gluc-gAD 无血清悬

浮培养 24 h 后的上清经 100 kDa 超滤管浓缩 20 倍 

(还原状态) 后进行 Western blotting 分析，用抗人脂

联素单抗检测 (图 5F-12) 显示在接近 47.5 kDa处有

特异性条带，比阳性对照人血清样品所含的脂联素 

(约 30 kDa的分子量，图 5F-13) 要大，表明 Gluc-gAD

融合蛋白也能分泌到培养基上清中。 
 

 
图 5  SDS-PAGE及免疫印迹分析鉴定BHK-21S/pAAV2neo-sTNFRII-gAD 和 BHK-21S/pAAV2neo-Gluc-gAD 无血清悬浮培

养上清中 sTNFRII-gAD 融合蛋白和 Gluc-gAD 融合蛋白的表达 (已浓缩 20 倍) 
Fig. 5  SDS-PAGE and Western blotting analysis of sTNFRII-gAD and Gluc-gAD fusion proteins in the supernatants of serum-free 
cultured BHK-21S/pAAV2neo-sTNFRII-gAD and BHK-21S/pAAV2neo-Gluc-gAD (20-fold concentration). 1,3,5,7,9,11: protein 
marker; 2: SDS-PAGE of sTNFRII-gAD fusion protein stained with Coomassie blue; 4,6: Western blotting of reduced sTNFRII-gAD 
fusion protein with monoclonal antibody either against adiponectin or against TNFRII; 8,10: Western blotting of non-reduced 
sTNFRII-gAD fusion protein with monoclonal antibody either against adiponectin or against TNFRII; 12: Western blotting of reduced 
Gluc-gAD fusion protein with monoclonal antibody against adiponectin; 13: adiponectin (positive control) in the serum with 
monoclonal antibody against adiponectin. 
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2.6  sTNFRII-gAD 融合蛋白中和 TNFα 的生物

活性 
BHK-21S/pAAV2neo-sTNFRII-gAD 和 BHK-21S/ 

pAAV2neo-Gluc-gAD 无血清悬浮培养 24 h 后，收集

上清，分别检测它们对 TNFα 杀伤 L929 细胞的中和

活性。sTNFRII-Fc 融合蛋白 (浓度由 50 μg/mL 开始，

4 倍比梯度稀释) 在本研究中作为拮抗 TNFα的阳性

对照。sTNFRII-Fc 融合蛋白具有中和 TNFα 的活性，

且其抑制 TNFα杀伤 L929 细胞的活性呈剂量依赖性

(图 6B)；同理，sTNFRII-gAD 融合蛋白也能够抑制

TNFα 对 L929 细胞的杀伤作用，并与 sTNFRII-Fc

融合蛋白有类似的梯度曲线  (图 6A)。阴性对照

Gluc-gAD 融合蛋白无中和 TNFα 的作用，由此说

明对 TNFα 的中和作用是 sTNFRII-gAD 融合蛋白

所特有的。  

 

 

图 6  上清中 sTNFRII-gAD 融合蛋白对 TNFα 中和活性

的检测 
Fig. 6  TNFα-neutralizing activity of sTNFRII-gAD fusion 
protein in the supernatant of BHK-21S/pAAV2neo-sTNFRII- 
gAD serum-free culture. 

3  讨论 

TNFα 是一种重要的生物活性因子，具有抗肿

瘤、抗病毒、防止细菌对机体的侵害作用。然而，

过多 TNFα 的产生和释放则会破坏机体的免疫平

衡，导致自身免疫性疾病如类风湿性关节炎等的发

生 [8]。TNFα 主要通过与细胞膜上的特异性受体 

(TNFR) 结合发挥生物学活性，TNFR 有 TNFRI 和

TNFRII 两种，其胞外区域均可经剪切脱落成为

sTNFR。sTNFR 不介导信号的传导，但仍能与 TNFα

结合，中和 TNFα 的活性，是 TNFα 的天然拮抗剂[9]。

商品化 Etanercept 即 sTNFRII 与 IgG 的 Fc 形成的融

合蛋白，此融合蛋白不仅延长了受体在体内的半衰

期，并且借助于 Fc 的二聚化作用使融合蛋白形成同

源二聚体，相比可溶性的 sTNFRII 单体更能有效地抑

制 TNFα 的作用，用于治疗类风湿性关节炎，能有效

缓解疼痛，防止或明显降低关节结构的破坏，从而改

善并维持关节功能。研究表明，成熟的 TNFα 以三聚

体形式存在。因此设想，若 sTNFRII 能形成同源三聚

体，则可能获得更高效的 TNFα 拮抗剂。 

脂联素是近年来发现的脂肪细胞分泌的一种蛋

白激素[10-13]，血浆中浓度为 5~30 μg/mL。脂联素全

长由信号肽、一段特异的氨基酸序列、胶原状区域

和球状结构域 4 部分组成。gAD 为脂联素在蛋白酶

裂解作用下产生，是全长脂联素的羧基端部分。

Fruebis 等研究报道，gAD 能够增强肌肉组织中脂肪

酸的氧化，其活性优于全长脂联素[14]；Shapiro 等通

过晶体结构的研究发现，脂联素的球状区域以紧密

的同源三聚体形式存在，并且与胶原 8、胶原 9 和

补体 C1q 具有相似的结构特征。全长脂联素通过其

球状结构可形成紧密的同源三聚体，继而通过其胶

原状结构进一步形成更为复杂的同源多聚体，但

gAD 的三聚体是脂联素的基本结构形式。 

本研究拟借 gAD 能自发形成同源三聚体的特

性，以实现 sTNFRII 的同源三聚体化，从而获得一

种 TNFα 新型拮抗剂——sTNFRII-gAD 融合蛋白。 

首先构建了 sTNFRII-gAD 融合基因，同时还构

建了分泌型 Gluc-gAD 融合基因作为对照。Gluc 为

Gaussia 荧光素酶(Gaussia luciferase)，是海洋桡角类
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生物 Gaussia princeps 来源的蛋白，具有高分泌、易

检测等优点，是一种新型的荧光素报告基因[15]。本

实验构建的 sTNFRII-gAD 和 Gluc-gAD 融合基因分

别采用了 sTNFRII 和 Gluc 基因天然的信号肽。将

pAAV2neo-sTNFRII-gAD 和 pAAV2neo-Gluc- gAD 重

组表达载体分别瞬时转染 BHK-21S 细胞，用抗

TNFRII 或抗 gAD 的单克隆抗体进行免疫荧光检测

分析：pAAV2neo-sTNFRII-gAD 转染细胞用上述两

种抗体均检测到了阳性信号，而 pAAV2neo-Gluc- 

gAD转染细胞仅用抗 gAD的单克隆抗体可检测到绿

色免疫荧光；在 pAAV2neo-Gluc-gAD 转染细胞的上

清中可检测到很高的 Gluc 酶活性。这些结果表明

sTNFRII-gAD 融合蛋白和 Gluc-gAD 融合蛋白在

BHK-21S 细胞中分别获得了有效表达；且 Gluc-gAD

融合蛋白能有效地分泌到上清中。 

在此基础上，通过 G418 筛选获得稳定表达

sTNFRII-gAD 融合蛋白和 Gluc-gAD 融合蛋白的细

胞株。采用的表达载体 pAAV2neo 与常用的真核表

达载体如 pcDNA3.1 不同之处在于：pAAV2neo 中携

带了腺相关病毒 (Adeno-associated virus，AAV) 来

源的 2 个 ITR 序列，使得表达载体转染细胞后在加

G418 选择培养时更容易形成稳定表达的细胞株。 

为了便于以后大量制备 sTNFRII-gAD 融合蛋

白，在获得稳定表达细胞株以后，将培养液由原来

含 10％胎牛血清的 DMEM 换成化学成分限定的无

血清、无蛋白、无肽的培养液 LK021 (北京五加和分

子医学研究所有限公司)。所采用的 BHK-21S 细胞

在更换培养液后细胞由原来的贴壁培养方式直接变

成了悬浮培养方式，期间不需要再次驯化。收集

BHK-21S/pAAV2neo-sTNFRII-gAD 细胞无血清悬浮

培养 24 h 后的上清并经 100 kDa 膜包浓缩 20 倍后，

SDS-PAGE 考马斯亮蓝染色显示只有一条主带，与

抗脂联素单抗免疫印迹检测到的特异性条带位置相

同，而其他位置的蛋白条带染色很浅，提示无血清

培养后的细胞分泌到上清中的 sTNFRII-gAD 融合蛋

白较纯，十分有利于以后的纯化。 

对 BHK-21S/pAAV2neo-sTNFRII-gAD无血清悬

浮培养 24 h 后的上清经 100 kDa 膜包浓缩 20 倍后，

进行 SDS-PAGE 及免疫印迹分析发现，含有 DTT 的

还原样品用抗 TNFRII 单抗未检测的特异性蛋白条

带，而相应的非还原样品则有特异性蛋白条带。这

可能是由于采用的抗 TNFRII 的单抗只能识别

sTNFRII 的空间表位 (而不是线性表位) 所致。用抗

脂联素的单抗进行免疫印迹检测，则无论是还原样

品还是非还原样品均检测到特异性蛋白条带，说明

所用的抗脂联素单抗识别的是 gAD 线性表位。此外，

用抗 TNFRII 单抗和抗脂联素单抗，在非还原的

sTNFRII-gAD 融合蛋白样品中，除单体 (62 kDa) 的

特异性蛋白条带外，均可检测到在接近 175 kDa 处

和远大于 175 kDa 处有特异性蛋白条带，提示所表

达的 sTNFRII-gAD 融合蛋白以单体、三聚体和三聚

体以上的多聚体形式存在。 

为了验证 sTNFRII-gAD 融合蛋白中起中和

TNFα 作用的只是 N 端的 sTNFRII，在活性测定时以

pAAV2neo-Gluc-gAD 融合蛋白作为阴性对照，以

sTNFRII-Fc 融合蛋白作为阳性对照。活性测定结果

表明，sTNFRII-gAD 融合蛋白具有中和 TNFα 的活

性，并与 sTNFRII-Fc 融合蛋白有类似的梯度曲线，

而阴性对照 Gluc-gAD 融合蛋白则无拮抗 TNFα 的

活性。 

本研究设计并构建了一种 TNFα 新型拮抗剂

——sTNFRII-gAD 融合蛋白，建立了无血清悬浮培

养的 BHK-21S 细胞表达系统，在细胞上清中检测到

了 sTNFRII-gAD 融合蛋白的表达且该融合蛋白以单

体、三聚体和三聚体以上的多聚体形式存在，并证

实了上清中的 sTNFRIIgAD 融合蛋白具有中和

TNFα 的活性。因此，本研究为下一步大量制备

sTNFRII-gAD 融合蛋白，以便进一步研究该融合蛋

白的单体、三聚体和三聚体以上多聚体及其相应的

生物功能打下了良好的基础。 
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