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TNF琢和 IL-1茁靶点抗炎药物筛选细胞模型的构建 *
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摘要 目的：构建两个高表达人 TNF琢 和 IL-1茁 细胞系，建立抗炎药物筛选细胞模型。方法：运用 PCR 的方法从载体
pCMVSport-TNF琢 和 pCMVSport-IL1茁 上扩增目的基因，以亚克隆方法将目的基因分别插入真核表达载体 pcDNA3.1 和
pFLAG-CMV中，用单酶切、PCR扩增和基因测序的方法鉴定重组效果，然后将重组成功的质粒转入 HEK293细胞系内，挑选能

够稳定表达并遗传的单克隆细胞株，用蛋白免疫印迹(Western blot)法分析其表达效果。结果：三种鉴定方法均显示重组质粒构建

成功。Western blot结果显示，细胞株 T3、T4均能较高表达炎症因子 TNF-琢；细胞株 I2、I3、I5均能较高表达炎症因子 IL-1茁。结论：
成功构建了 TNF琢和 IL-1茁靶标的药物筛选细胞模型，为筛选具有抗炎作用的中药提供了一个新平台。
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Establishment of Drug Screening Model Targeting TNF琢 and IL-1茁 in Cells*

Establish a novel cell-based model for drug screening targeting human TNF琢 and IL-1茁. Clone
the target genes of TNF-琢 and IL-1茁 from vectors pCMVSport-TNF琢 and pCMVSport-IL1茁. The target genes were connected to

pFLAG-CMV and pcDNA3.1 respectively. Single endonuclease digestion, PCR reactions and gene sequencing were used to verify

whether the recombinant plasmids were constructed successfully and then they were stable transfected into HEK293 cell line. Detect the

expression level of TNF琢 and IL-1茁 in monoclonal with the method of Western blot. Recombinant plasmid was successfully

constructed. Results of Western blot showed that cell line T3 and T4 can be highly express inflammatory cytokines TNF-琢; cell line I2, I3

and I5 can be highly express inflammatory cytokines IL-1茁. The HEK293 cell-based drug screening model targeting

inflammatory cytokine TNF琢 or IL-1茁 has been established here and is available for the screening of anti-inflammatory drugs.
TNF琢; IL-1茁; Anti-inflammatory; Drug screening; Stable transfection

前言

炎症是指机体对感染、外来物质或其它原因(如抗原抗体

复合物)所致损伤的一种反应，炎症的复杂进程既能为机体抵

抗外界感染或损伤，也会为宿主带来不同程度的伤害作用。另

一方面，炎症反应也可能带来一系列的疾病，最常见的包括类

风湿性关节炎，肠道炎症，牛皮癣和多发性硬化症等。近年研究

发现，炎症在很多流行病症中也扮演了重要角色，如阿尔兹海

默病，心血管疾病及癌症等[1]。有报道表示有些癌症如肝癌也是

肝感染并长期发炎的结果[2]。肺癌的发病原因有很大一部分是

从空气中吸入大量的病原体，污染物，抗氧化物等导致肺部发

生慢性炎症最终导致癌变[3]。正常成人脑中的小神经胶质细胞

一般处于静止状态，而在患有神经退行性疾病的病人脑内，则

处于活化状态，并释放出各种炎症分子，对神经元细胞造成损

伤[4]。

在脑病中，脑损伤、中风、癫痫症、阿尔兹海默病

（Alzheimer's disease, AD）和帕金森病均有明显的炎症反应[5]，

其中肿瘤坏死因子 琢（Tumor necrosis factor alpha, TNF琢）和人
白介素 1茁（Interleukin-1 beta, IL-1茁）是两个最为突出的表达因
子。TNF琢是主要的炎症因子，它能调节组织的炎症反应，并与
多种脑病的发病机制有着密切联系。在 AD患者脑内，TNF-琢
的过度表达能诱发神经元毒性级联反应，促进病理过程中神经

元的损伤与神经细胞的凋亡。缺血性中风患者急性期血清中

TNF-琢水平也明显高于正常组，且含量与梗塞灶大小密切相
关,其过度表达可加速神经细胞死亡[6,7]。IL- 1茁主要以分泌形
式存在，具有神经毒性，其在 AD患者脑内过度表达，大量研究
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报道显示，IL-1茁在急性和慢性两种神经退行性疾病中均产生
作用[8,9]。

在中医理论中 "毒 "和现代理论中的 "炎症 "一致。中药

清热解毒、祛风除湿、扶正固本等作用与现代医学的抗炎、免疫

等作用相似，从中药中寻找抗炎免疫活性成分也已成为当前抗

炎免疫研究的热点[10]。目前很多中药有效成分已经被报道可以

用于炎症治疗，如皂苷类，黄酮类，生物碱类，香豆素类，萜类和

挥发油类，酚酸类等[11]。中药抗炎机理表现为多途径，一般从对

下丘脑 -垂体 -肾上腺皮质轴(HPAA)的影响、干扰花生四烯酸

代谢及抗组胺效应、免疫抑制等几个方面进行，此外还有从抑

制白细胞活化、抗血小板等方面的阐释[12]。许多抗炎中药直接

或间接干预 TNF琢与 IL-1茁的表达量或活性从而达到抗炎的
作用。独一味注射剂通过增加巨噬细胞的数量，减少 IL-1茁的
分泌，最终达到抑制炎症发生的作用[13]。野菊花是一种常用的

抗炎中药，体外实验研究证实，野菊花能明显抑制巨噬细胞产

生 TNF琢与 IL-1茁，这可能是野菊花抗炎作用的机制之一[14]。

本实验目的是在体外构建能高效表达炎症因子人 TNF-琢
和 IL-1茁的细胞系，用来筛选具有抗炎作用的药物，从而为脑
部炎症治疗及因炎症引发的脑病治疗带来新的希望。

1 材料与方法

1.1 主要试剂与仪器
DH 5琢 感受态细胞（Solarbio 公司），质粒提取试剂盒

(Promega 公司)，胶回收试剂盒(Promega 公司)；工具酶 H

I、 Ⅲ、 I、 I，连接酶 T4 DNA Ligase，聚合酶 PrimeS-

TAR HS DNA Polymerase (大连宝生物工程有限公司)；载体
pCMVSport琢、pCMVSport-IL1茁、pcDNA3.1、pFLAG-CMV (美

国 PremierBiosoft公司)；脂质体 Lipo-fectamineTM2000（北京威

格拉斯有限公司）；引物合成（上海生工生物工程技术服务有限

公司）；DMEM培养基（美国 Gibco公司）；胎牛血清（美国 Gib-
co公司）；胰酶（美国 AMRESCO公司）；转染试剂（北京威格拉

有限公司）；G418筛选培养基（北京 Solarbio公司）；RIPA裂解

液（碧云天生物技术有限公司）；BCA蛋白浓度测定试剂盒（碧

云天生物技术有限公司）。

电热恒温箱（DHP-9052型，湖北省黄石市医疗器械厂，中

国）；离心机（Heraeus Labofuge 400R，Scientific Heraeus，美国）；
PCR仪（Arktik,Thermo Scientific，美国）；凝胶成像仪(Champgel

2000，北京赛智创业科技有限公司，中国)；水浴锅（XMTB，北

京市长风仪器仪表公司，中国）。

1.2 方法
1.2.1 TNF琢 基因和 IL-1茁 基因克隆 以克隆载体 pCMVS-

port-TNF琢、pCMVSport-IL1茁为模板，上下游引物两端分别加
限制性内切酶的酶切位点。用带酶切位点的克隆引物进行 PCR

扩增，产物经琼脂糖凝胶电脉后，使用 DNA胶回收试剂盒回

收。扩增得到的 TNF琢 片段长度为 701 bp，IL1茁 片段长度为
809 bp。
1.2.2 TNF琢基因和 IL-1茁基因真核表达载体的构建 用工具

酶 III、 I 和 I、 I 分别双酶切上述已纯化的
PCR产物和真核表达载体 pcDNA3.1、pFLAG-CMV，双酶切产

物进行琼脂糖凝胶电泳分离。胶回收双酶切的目的条带。将四

对连接物在连接酶 T4 DNA Ligase 16℃下（16-20 h）连接过夜。
1.2.3 重组体的鉴定 将连接产物转化到 DH5琢感受态细胞
中，接种于 LB固体培养基内，使用氨苄青霉素进行抗性筛选，
37 ℃恒温培养，12小时后挑选单克隆；将单克隆重新接种于
LB液体培养基（含相应浓度的氨苄青霉素），37 ℃恒温水浴摇

床震荡 12-16 h(OD600=2-3)培养；提取质粒，分别进行单酶切

鉴定、PCR鉴定和测序鉴定。单酶切实验中，pcDNA3.1-TNF琢
与 pFLAG-CMV-TNF琢 两个重组质粒用 III 酶进行单酶

切，pcDNA3.1-IL1茁 与 pFLAG-CMV-IL1茁 两个重组质粒用
I酶进行单酶切。重组质粒测序工作由北京三博远志生物

技术有限责任公司完成。

1.2.4 HEK293细胞系的培养 HEK293 由本实验室保存，将

冻存的 HEK293细胞株从液氮罐取出，细胞经常规复苏及传

代，培养基为 90%DMEM完全培养基加入 10%胎牛血清，细胞

置于 37℃，5% CO2培养箱中培养，隔天换液，待细胞长至 60%

～ 70%单层后，用 0. 25%胰蛋白酶消化，传代培养，24小时后

细胞进入对数生长期时开始实验。

1.2.5 重组质粒的转染与单克隆稳转细胞系的筛选 当

HEK293 细胞培养至汇合度为 80%时，利用脂质体 Lipo-fec-

tamineTM2000转染 pFLAG-CMV- TNF琢和 pFLAG-CMV-IL1茁。
转染 4 h后换成 90%DMEM 完全培养基加 10%胎牛血清，继

续培养至 48 h，用胰蛋白酶消化细胞并接种于 35 mm平皿中，

接种密度为 6000~12000/孔，并将培养基换成 G418筛选培养

基，浓度为 1 mg/mL。筛选培养期间，用显微镜连续观察细胞生

长情况，一个月后，消化细胞接种于 24孔板中。用枪头挑出单

克隆细胞，并继续用 G418维持，浓度为 0.5 mg/mL。
1.2.6 Western blot检测稳转细胞株内 TNF琢和 hIL-1茁蛋白表
达水平 收取对数生长期的各单克隆细胞系，用 RIPA裂解

液裂解，BCA 法测蛋白浓度，取 90 滋g蛋白(以转染空载体的

细胞作为对照)上样进行 SDS-PAGE电泳分离。半干法转至硝

酸纤维膜，分别用抗 TNF琢 和 hIL-1茁 抗体检测 TNF琢 和
hIL-1茁两种蛋白的表达量，以 茁-actin作为内参，用 Quantity

One 4.62计算出各个稳转细胞系的标准化相对表达量。

2 结果

2.1 目的基因 TNF琢、IL-1茁的获得
以克隆载体 pCMVSport-TNF琢、pCMVSport-IL1茁为模板，

分别利用四对引物进行 PCR扩增。产物经琼脂糖凝脂电泳分

离，结果如图 1所示。TNF琢两个扩增产物均在 700 bp附近出

现明亮条带（图 1A），IL-1茁的两个扩增产物均在 800 bp附近

出现明亮条带（图 1B）。该结果表明，四对引物均成功扩增出目

的条带，带有不同酶切位点的目的基因 TNF琢和 IL-1茁成功获
得。

2.2 TNF琢基因和 IL-1茁基因真核表达载体的构建及鉴定
将上述获得的 TNF琢和 IL-1茁基因的 PCR产物用 II-

I、 1和 I、 I分别双酶切，胶回收获取双酶切片段，

分别连接于真核表达载体 pcDNA3.1 的 III、 1位点

及 pFLAG-CMV的 I、 I位点。重组质粒单酶切产物经琼
脂糖凝胶电泳分离后，均大于空载体单酶切产物（图 2A、B），该

结果表明目的基因已成功插入重组质粒中。对四个重组体分别
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图 1 TNF琢(A)和 IL-1茁(B)基因扩增结果

Fig.1 PCR amplification of TNF琢(A) and IL-1茁(B)

图 2重组质粒鉴定（A）重组体单酶切电泳图。（B）重组体单酶切电泳

图。（C）TNF琢两个重组体 PCR电泳图。（D）IL-1茁两个重组体 PCR

电泳图

Fig.2 Identification of recombinant plasmid (A) mono-restriction of

recombinant plasmid . (B) mono-restriction of recombinant plasmid . (C)

PCR amplification of recombinant plasmids. (D) PCR amplification of

recombinant plasmids

进行目的基因 PCR扩增，均得到了阳性结果（图 2C、D），再一

次验证四个重组体中已成功连上特定的目的基因。

重组体经北京三博远志生物技术有限责任公司基因测序

鉴定，该结果与 Genbank 基因序列一致 (TNF琢 序列号
NM_000594、IL1茁序列号 NM_000576)。质粒图谱如图 3所示。

2.3 单克隆稳转细胞系的筛选

转染 2天后，少量细胞开始出现死亡，但细胞整体形态保

持良好。加 G418筛选后第 2天，细胞形态明显改变，细胞回

缩，边缘不平整。加 G418后第 6天，细胞出现大量死亡，表明

瞬时转染的细胞，外源基因逐渐被代谢，抗性能力降低或完全

丧失，继而出现大量死亡；而稳定转染的细胞，外源基因已整合

入细胞染色体中并表达了相应蛋白，细胞具有抗 G418的能

力，因此存活。加 G418后第 10天，出现单克隆细胞。加 G418

后的第 21天，单克隆细胞集落开始长成细胞岛。细胞岛经过
1-2周的稳定生长，长满整个平皿时，即可传代、冻存。其中，
pFLAG-CMV 筛 选 出 3 株 细 胞 系 ， 标 号 pf1、pf2、pf3；
pFLAG-CMV-TNF琢筛选出 6株细胞系，标号 T1、T2、T3、T4、
T5、T6；pFLAG-CMV-IL1茁筛选出 5株细胞系，标号 I1、I2、I3、
I4、I5。
2.4 稳转 TNF琢和 IL-1茁的 HEK293细胞系的鉴定

使用Western blot方法对 pFLAG-CMV-TNF琢转染的 6株
细胞系进行 TNF琢蛋白表达量检测结果如图 5A 所示，T3、T4

两个单克隆细胞株 TNF琢蛋白的相对表达量远高于转入空载
体的细胞株。pFLAG-CMV-IL1茁转染的 5株细胞系进行 IL-1茁
蛋白表达量检测结果如图 5B显示，I2、I3、I5 三个单克隆细胞

株 IL-1茁蛋白的相对表达量远高于转入空载体的细胞株。因
此，可以认为 T3、T4两个细胞株稳定转染了 pFLAG-CMV-TN-

F琢并能够高效表达 TNF琢蛋白，I2、I3、I5三个细胞株稳定转染
了 pFLAG-CMV-IL1茁并能够高效表达 IL-1茁蛋白。
3 讨论

目前高通量药物筛选是最流行的药物研发手段[15]，而用于

新药高通量筛选 ( High throughput screening, HTS)的技术如蛋

白质芯片技术、高内涵筛选技术、极化荧光筛选技术、模式生物

等都各有其局限性。细胞模型通过模拟并构建各种信号通路，

通过测试细胞对药物的反应来预测药物对人体的作用，具有简

便易行、稳定可靠、筛选通量高等特点，已成功应用于药物筛选

研究中[16，17]。

现在已经有多种炎症模型用于抗炎药物筛选，具体可分为

两大类：一类为针对具体疾病的炎症模型，如粘膜炎模型，肠炎

模型等 [18，19]；另一类为针对具体药物靶点的炎症模型，如以

COX家族为靶点的炎症模型或针对 CD4+的炎症模型，但这些

多为动物模型[20,21]。动物模型在药物研究中不可或缺，但同时也

具有周期长、花费高等缺点，在用作早期药物的高通量筛选中

不如细胞模型的快速高效。TNF-琢和 IL-1茁作为炎症治疗的靶
点，尤其是脑部炎症，具有重要地位[5-9]。笔者通过建立稳定转染

的细胞株，为以 TNF琢和 IL-1茁为靶点的抗炎药物的筛选提供
了可能性。稳定转染 pFLAG-CMV-TNF琢和 pFLAG-CMV-IL1茁
的单克隆细胞株，性质均一，且能高表达 TNF琢蛋白和 IL-1茁
蛋白，可以有效模拟炎症状态。通过监测这两种蛋白的表达量，

可以简单高效筛选出具有抗炎作用的中药。另外这两种炎症因

子与脑病尤其是神经退行性疾病关系密切，使用这两种高表达

炎症因子的细胞株，有利于脑部炎症机制及治疗的研究。

4 结论

本实验通过 PCR基因克隆的方法从载体 pCMVSport-TN-

F琢和 pCMVSport-IL1茁成功获得目的基因片段，然后将目的基
因连入真核表达载体 pcDNA3.1 和 pFLAG-CMV，通过脂质体

转染的方法将重组体成功导入受体细胞 HEK293，并利用单克

隆的方法得到稳定转染这两种目的基因的细胞株，最后通过对

目的蛋白表达进行检测，结果表明试验成功构建了能分别高表

达人 TNF琢和 IL-1茁蛋白的细胞株，为抗炎药物大规模筛选提
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图 4 HEK293细胞系单克隆筛选过程形态变化图（第 2天，第 6天，第 10天 bar=25 滋m，第 21天 bar=50 滋m）

Fig.4 The morphological developments and changes of HEK293 in the process of monoclonal screening. (Bar=25 滋m（day2,6,10）;bar=50 滋m(day21))

图 3重组体质粒图谱 (A) pcDNA3.1质粒图谱 (B) pcDNA3.1-TNF琢质粒图谱 (C) pcDNA3.1-IL1茁质粒图谱 (D) pFLAG-CMV质粒图谱 (E)

pFLAG-CMV- TNF琢质粒图谱 (F) pFLAG-CMV-IL1茁质粒图谱
Fig.3 Plasmid profile (A) pcDNA3.1 (B) pcDNA3.1-TNF琢 (C) pcDNA3.1-IL1茁 (D) pFLAG-CMV (E) pFLAG-CMV- TNF琢 (F) pFLAG-CMV-IL1茁
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图 5 Western blot检测单克隆细胞系内炎症因子 TNF琢和 IL-1茁的蛋
白表达量（A）单克隆细胞株 TNF琢蛋白表达量，T1~T6是转染

pFLAG-CMV- TNF琢的 6个 HEK293单克隆细胞株，pf是转染空载体

pFLAG-CMV的细胞株；（B）单克隆细胞株 IL-1茁蛋白表达量，I1～ I5

是转染 pFLAG-CMV-IL1茁的 5个 HEK293单克隆细胞株，pf是转染

空载体 pFLAG-CMV的细胞株

Fig.5 Detect the TNF琢and IL-1茁expression level in monoclonal (A) The

protein level of TNF琢in monoclonal, T1~6 refers to the six monoclonal

strains transfected with pFLAG-CMV- TNF琢, pf refers to the monoclonal

strain transfected with pFLAG-CMV; (B) The protein level of IL-1in

monoclonal, T1~6 refers to the six monoclonal strains transfected with

pFLAG-CMV-hIL1茁, pf refers to the monoclonal strain transfected with

pFLAG-CMV

供了一个新的平台。
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