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本发明涉及一种包含至少两个细胞因子的

融合蛋白，其中至少一个是对它的受体或对它的

一种受体具有强烈降低的结合亲和力的修饰的

细胞因子。优选地，两个细胞因子由接头，优选是
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1.一种组合物，所述组合物包括包含至少两种细胞因子的融合蛋白，其中：

所述细胞因子是XCL1和IFNα2，并且所述IFNα2包括突变，所述突变强烈降低与它的受

体的结合活性；以及

所述XCL1是野生型细胞因子，其提供恢复突变的IFNα2对靶向细胞的活性的细胞特异

性靶向。

2.根据权利要求1所述的组合物，其还包含GGS接头。

3.包括包含至少两种细胞因子的融合蛋白的组合物在制备用于刺激细胞中的免疫应

答的药物中的用途，其中：

所述细胞因子是XCL1和IFNα2，并且所述IFNα2具有突变，与野生型IFNα2相比，所述突

变提供对其受体强烈降低的亲和力；以及

所述XCL1是野生型细胞因子，其提供恢复突变的IFNα2对靶向细胞的活性的细胞特异

性靶向。

4.根据权利要求3所述的用途，其中所述组合物还包含GGS接头。
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涉及具有强烈降低的受体结合亲和力的细胞因子的融合因子

[0001] 本发明涉及一种包含至少两个细胞因子的融合蛋白，其中至少一个是对它的受体

或对它的一种受体具有强烈降低的结合亲和力的修饰的细胞因子。优选地，两个细胞因子

由接头，优选是GGS接头连接。本发明还涉及用于治疗疾病的所述融合蛋白。

[0002] 细胞因子是分泌或膜结合的小蛋白质，其在细胞间通讯中起至关重要作用。细胞

因子结合于它的同源受体复合物会触发细胞内信号传导事件的级联，所述级联使得细胞能

够根据细胞、细胞作为其一部分的组织和器官的需要感应它的周围环境并对它的周围环境

起应答。它们在特征上是多效性的，这意味着视靶细胞的性质和发育状态而定，它们激起广

泛范围的应答。此外，它们中的一些是高度冗余的，因为若干细胞因子具有重叠活性，此使

得它们能够在功能上弥补相互损失。细胞因子活性可为自分泌性、旁分泌性或内分泌性的，

从而导致在指定术语细胞因子、肽激素和生长因子之间的模糊界限。

[0003] 已知六种不同结构类别的细胞因子：α螺旋束细胞因子，其包括大多数白介素、集

落刺激因子和激素样生长激素和瘦素(Nicola和Hilton,1998)；三聚肿瘤坏死因子(TNF)家

族(Idriss和Naismith,2000)；半胱氨酸结生长因子(Sun和Davies,1995)；包括白介素‑1家

族的β三叶形折叠(β‑trefoil  fold)组(Murzin等,1992)；白介素17(IL‑17)家族(Gaffen,

2011)和趋化因子(Nomiyama等,2013)。

[0004] 若干细胞因子已得到重要临床应用。实例包括红血球生成素(Epo)、粒细胞集落刺

激因子(G‑CSF)、干扰素α2和‑β以及生长激素。相反，常常由于它们的促炎症性质，使所选细

胞因子拮抗也得到特定医学应用。此处的主要实例是用以阻断TNFα活性以抗击如类风湿性

关节炎的自体免疫疾病的策略。由于这些成功，正在探究用以优化细胞因子在临床中的活

性的策略。这些策略包括优化半衰期，降低免疫原性，向特定细胞类型进行靶向递送以及遗

传融合两个细胞因子，即所谓融合因子(fusokine)。

[0005] 融合因子是使用接头序列遗传连接的两个不同细胞因子的人工组合。融合因子的

首个实例是作为粒细胞‑巨噬细胞集落刺激因子(GMCSF)和IL‑3的融合蛋白的pIXY321或

pixykine(Donahue等,1988)，其相较于任一单独细胞因子显示优越的造血和免疫作用。这

个作用可通过与它们的相应受体复合物的结合增强来解释。值得注意的是，两种受体共有

信号传导性βc亚单位，从而排除在信号转导水平上的协同作用。在III期临床试验中，

pIXY321在相较于单独GM‑CSF时未显示优越性质(O'Shaughnessy等,1996)。也探究了与IL‑

2家族的细胞因子的基于GM‑CSF的融合因子。这些细胞因子都通过包含γc亚单位的受体复

合物进行信号传导。与GM‑CSF的此类融合因子的实例包括IL‑2(Stagg等,2004)、IL‑15

(Rafei等,2007)和IL‑21(Williams等,2010a)，也称为GIFT2、GIFT15和GIFT21。在信号传导

水平(即靶细胞内的协同作用)与细胞水平(即不同靶细胞类型之间的协同作用)两者上均

可预期协同作用。举例来说，GIFT2相较于未融合细胞因子的组合诱导更强力NK细胞活化

(Penafuerte等,2009)，而GIFT15诱导未曾预期的强力免疫抑制性B细胞群体(Rafei等,

2009a)。同样地，GIFT21对单核细胞发挥出乎意料的促炎性作用(Williams等,2010b)。组合

α螺旋细胞因子的融合因子的另一实例是IL‑2/IL‑12(Gillies等,2002；Jahn等,2012)。

[0006] 另一类别的融合因子组合来自不同结构家族的细胞因子。实例包括IL‑18(IL‑1细
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胞因子家族的成员)和IL‑2的融合物(Acres等,2005)以及IL‑18与EGF(表皮生长因子)之间

的融合物。因为常观察到EGFR在某些肿瘤细胞类型上过度表达，所以后述融合因子提供使

IL‑18活性靶向EGFR+肿瘤细胞的可能性(Lu等,2008)。也更详细地探究了α螺旋束细胞因子

与趋化因子之间的融合物。趋化因子常使用浓度梯度起操纵免疫细胞向感染和炎症部位迁

移的作用。许多趋化因子受体显示限制性表达模式，从而允许靶向所选(免疫)细胞。此外，

通过蛇根碱(serpentine)进行信号传导，G蛋白偶联趋化因子受体在根本上不同于由α螺旋

束细胞因子受体复合物活化的路径，并且可预期正协同和负协同交互作用机理。值得注意

的是，趋化因子的设计N末端截短形式可保留它们的受体结合性质，但显示拮抗性行为。一

实例是GM‑CSF与缺乏前5个N末端氨基酸的N末端截短的CCL2之间的融合因子，也称为GMME1

(Rafei等,2009b)。这个融合因子诱导炎症性CCR2+细胞的凋亡，并且用GMME1处理的小鼠显

示实验诱发的自体免疫疾病评分(包括分别针对多发性硬化症(Rafei等,2009b)和类风湿

性关节炎(Rafei等,2009c)的EAE和CIA)降低。同样地，这个融合因子诱导CCR2+肿瘤细胞的

凋亡(Rafei等,2011)。

[0007] 然而，以前未探究野生型细胞因子与对它的同源受体复合物具有强烈降低的亲和

力的突变细胞因子之间的融合物。这个方法的优势是野生型细胞因子的可能全身性毒性被

消除。惊人地，我们发现此类融合因子允许细胞因子活性达成细胞特异性靶向，借此此类突

变细胞因子可重新获得它对靶向细胞的活性，而不具有野生型细胞因子的负面作用。如以

下所例示，已使用三种各自由来自在结构上不同的细胞因子类别的两个细胞因子组成的融

合因子证明该原理的一般适用性。

[0008] XCL1/IFNα2突变体

[0009] XCL1是一种由CD8+T细胞、Th1细胞极化CD4+T细胞和NK细胞分泌的93个氨基酸的趋

化因子。它与仅由树突细胞表达的趋化因子受体XCR1相互作用。在小鼠中，XCR1在大多数脾

CD11c+CD8α+树突细胞中表达，而仅有极少的子组CD8α‑树突细胞表达这个受体(Dorner等

2009)。XCR1是与小鼠CD8α+树突细胞同源的哺乳动物细胞(包括人细胞)的保守选择性标志

物(Crozat等2010)。引起关注的是，已显示I型干扰素(IFNα/β)对这个树突细胞子组的作用

对小鼠中先天性免疫识别生长的肿瘤至关重要(Fuertes等2011)。

[0010] 全身性IFNα疗法具有相当大的毒性，包括如重度疲劳、发热、寒冷、抑郁、甲状腺功

能障碍、视网膜疾病、脱发、皮肤干燥、皮疹、发痒和骨髓抑制的副作用。因此，将高度值得的

是使IFN活性仅靶向应该用IFN处理的细胞群体。对于在抗肿瘤疗法中应用，靶向表达XCR1

的树突细胞的群体是高度合乎需要的，因为这些细胞专门致力于抗原交叉递呈(Bachem等

2012)。许多实验数据表明表达XCR1的树突细胞群体代表在肿瘤微环境中必须与I型IFN反

应以引发最终将允许达成肿瘤破坏和免疫的免疫应答的关键细胞群体(Gajewski等2012)。

[0011] 人IFNα2‑Q124R突变体对鼠类IFNAR1链具有高亲和力，而对鼠类IFNAR2链具有低

亲和力(Weber等,1987)。它显示对鼠类细胞的活性极低，并且因此代表适于使IFN活性靶向

所选小鼠细胞的工程改造的I型IFN亚型的原型(PCT/EP2013/050787)。

[0012] CCL20/IL1β

[0013] CC趋化因子CCL20，也称为肝和活化调控的趋化因子(LARC)、巨噬细胞炎症性蛋

白‑3α(MIP‑3α)或Exodus‑1，是一种主要在肝和淋巴组织中表达的96个氨基酸的蛋白质

(Hieshima等,1997)。在分泌后，CCL20通过结合属于G蛋白偶联受体(GPCR)1家族的CC趋化

说　明　书 2/12 页

4

CN 105705641 B

4



因子受体6(CCR6)来发挥它的活性(Baba等,1997)。报道了关于不同白细胞子组的CCR6表

达，但Th17细胞群体的CCR6表达被文献最充分证明(Singh等,2008)。正常Th17功能为针对

一定范围的病原体的保护性免疫所必不可少，所述病原体包括结核分枝杆菌

(Mycobacterium  tuberculosis) (Khader等 ,2007)、肺炎克雷伯氏菌(Klebsiella 

pneumoniae)(Ye等,2001)和百日咳博德特氏菌(Bordetella  pertussis)(Higgins等,

2006)。

[0014] 已坚定地确定IL‑1β对不同T细胞子组(特别是Th17细胞)的扩增和分化的增强作

用(Sutton等,2006；Acosta‑Rodriguez等,2007；Dunne等,2010；Shaw等,2012)。在T细胞子

组之中，Th17细胞表达最高水平的IL‑1R，并且IL‑1在Th17致敏中起重要作用。因此，控制激

动性IL‑1活性可应用于其中免疫刺激性作用将为合乎需要的不同生理/病理过程中。然而，

关于在免疫刺激性疗法中使用IL‑1的一个主要顾虑是它在全身性施用时的重度毒性。因

此，当可使IL‑1作用限于所选细胞群体时，毒性问题可能被解决，这打开例如作为T细胞佐

剂用于增强对微弱疫苗的应答的治疗远景(Ben‑Sasson等,2011)。为使IL‑1突变体特异性

靶向Th17细胞群体，使用由融合于CCL20靶向部分的突变IL‑1组成的IL‑1变体。因为活化将

仅被限于表达CCR6的细胞(即Th17细胞)，所以预期无重大全身性毒性。

[0015] TNFα/瘦素突变体

[0016] TNFα是一种具有广泛范围的生物活性的细胞因子，所述活性包括细胞毒性、调控

免疫细胞以及介导炎症性应答。它是一种具有233个氨基酸的自我装配性、非共价结合的同

源三聚II型跨膜蛋白。TNFα作为膜结合以及可溶性蛋白质具有活性，在由TNFα转化酶

(TACE，也称为ADAM17)蛋白水解裂解76个氨基末端氨基酸(前导序列)之后从细胞膜释放。

它通过均为在配体结合的细胞外结构域中具有富含半胱胺酸的基序的跨膜糖蛋白的2种不

同受体，即TNF‑R1(p55)和TNF‑R2(p75)进行信号传导。尽管具有细胞外同源性，但它们具有

不同的细胞内结构域，并且因此信号传导不同的TNF活性(Hehlgans和Pfeffer,2005)。如以

前由Boschert等,2010所述，我们产生由通过GGGGS接头偶联的三个TNF单体组成的单链变

体(scTNF)。

[0017] 瘦素是一种涉及许多生物过程，包括免疫、繁殖、线性生长、葡萄糖稳态、骨代谢和

脂肪氧化的16kDa的脂肪细胞细胞因子，但因它作为饱腹感信号的显著作用而最众所周知

(Halaas等,1995)。由于它对免疫细胞的作用，瘦素也牵涉于若干自体免疫疾病中(Iikuni

等,2008)。瘦素活性的选择性靶向可有益于代谢病症与免疫或炎症相关病症两者。

[0018] 本发明的第一方面是一种包含至少两个细胞因子的融合蛋白，其中至少一个细胞

因子是对它的受体，或如果有可能在不同受体上结合，那么对它的至少一种受体显示强烈

降低的结合活性的修饰的细胞因子。如此处所用的降低的结合亲和力意指亲和力是野生型

细胞因子的小于50％、优选小于40％、更优选小于30％、更优选大于25％、更优选小于20％、

更优选小于15％、更优选小于10％、更优选小于5％、最优选小于1％。如此处所用的“野生型

细胞因子”意指如它在自然界中在宿主生物体中所存在的细胞因子。对细胞因子的导致结

合亲和力降低的修饰可为使正常野生型细胞因子的活性降低的修饰，或它可为使同源性、

非内源性细胞因子(如但不限于结合人细胞因子受体的小鼠细胞因子)的亲和力增加的修

饰。修饰可为本领域技术人员所知的降低或增加活性的任何修饰，包括但不限于化学和/或

酶修饰，如聚乙二醇化和糖基化、融合于其它蛋白质以及突变。优选地，具有对受体的结合
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亲和力降低的细胞因子是突变细胞因子。突变可为本领域技术人员所知的任何突变，包括

缺失、插入、截短或点突变。优选地，所述突变是点突变或点突变的组合。可用为本领域技术

人员所知的任何方法测量亲和力。作为一非限制性实例，配体对受体的亲和力可通过

Scatchard图分析和计算机拟合结合数据(例如Scatchard ,1949)，或通过如由Brecht等

(1993)所述在流通条件下进行反射干涉光谱法来测量。

[0019] 或者，降低的结合活性可测量为突变配体相较于野生型配体的生物活性降低。在

一优选实施方案中，使用报告子测定在体外测量所述生物活性。此类报告子测定取决于所

用细胞因子受体系统，并且为本领域技术人员所知。作为一非限制性实例，由Bono等(1989)

连同Scatchard分析一起描述IFN‑γ报告子测定。优选地，突变体的生物活性是野生型细胞

因子的小于50％、优选小于40％、更优选小于30％、更优选大于25％、更优选小于20％、更优

选小于15％、更优选小于10％、更优选小于5％、最优选小于1％。

[0020] 修饰的细胞因子被融合于另一修饰或未修饰的细胞因子。优选地，使用接头序列，

优选是包含一个或多个GGS重复序列的GGS接头使两个细胞因子融合。可将修饰的细胞因子

放置在分子的氨基末端部分中，或羧基末端部分中；融合蛋白可还包含其它结构域，如但不

限于标签序列、信号序列、另一细胞因子或抗体。

[0021] 如此处所用的细胞因子可为本领域技术人员所知的任何细胞因子，包括但不限于

α螺旋束细胞因子家族、三聚肿瘤坏死因子(TNF)家族(Idriss和Naismith,2000)、半胱氨酸

结生长因子(Sun和Davies,1995)、包括白介素‑1家族的β三叶形折叠组(Murzin等,1992)、

白介素17(IL‑17)家族(Gaffen,2011)和趋化因子(Nomiyama等,2013)的细胞因子。在三聚

TNF家族的成员的情况下，优选使用单链形式。此类单链细胞因子为本领域技术人员所知，

并且尤其由Krippner‑Heidenrich等(2008)所述。

[0022] 在一个优选实施方案中，此类融合蛋白是XCL1与IFNα2突变体，优选是Q124R突变

体之间的融合物。在另一优选实施方案中，此类融合物是CCL20与IL1β突变体之间的融合

物。优选地，此类IL1β突变体是Q148G突变体。在另一优选实施方案中，此类融合物是TNFα与

瘦素突变体之间的融合物。优选地，此类瘦素突变体选自由L86S和L86N组成的组。

[0023] 本发明的另一方面是一种用作药剂的根据本发明的融合蛋白。在一个优选实施方

案中，它是用于治疗癌症的根据本发明的融合蛋白。在另一优选实施方案中，它是用于调节

免疫应答的根据本发明的融合蛋白。

[0024] 附图简述

[0025] 图1：XCL1/IFNα2‑Q124R融合蛋白中的结构元件的图示。

[0026] 图2：XCL1/IFNα2‑Q124R融合蛋白对表达XCR1的细胞的选择性活性。

[0027] 测量特征在于表达CD11c和CD8α的不同小鼠脾细胞子组中应答于IFNα/β或XCL1/

IFNα2‑Q124R融合蛋白的STAT1Y701磷酸化。第一列：CD11c‑CD8α+子组；第二列：CD11c‑CD8α‑

子组；第三列：CD11c中CD8α
‑
子组；第四列：CD11c高CD8α+子组；第五列：CD11C高CD8α‑子组。

[0028] 图3：IL‑1β突变体/CCL20融合蛋白中的结构元件的图示。

[0029] 图4：IL‑1β突变体/CCL20融合蛋白对表达CCR6的细胞的选择性活性。

[0030] (A)由野生型和5种融合于CCL20的不同IL‑1β突变体对NFκB活性的诱导。

[0031] (B)在模拟转染细胞或用CCR6转染的细胞中，由野生型和IL‑1βQ148G突变体/

CCL20融合蛋白对NFκB活性的诱导的浓度依赖性。
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[0032] (C)相较于由媒介物达成的诱导，在模拟转染细胞或用CCR6转染的细胞中，由野生

型和IL‑1βQ148G突变体/CCL20融合蛋白(12.5ng/ml)对NFκB活性的诱导。

[0033] 图5：scTNFα/瘦素突变体融合蛋白中的结构元件的图示。

[0034] 图6：scTNFα/瘦素突变体融合蛋白对瘦素受体表达性细胞的选择性活性。

[0035] 通过XTT测定来测量Ba/F3‑mLR细胞(图A)或Ba/F3‑mLR‑TNFR1ΔCyt细胞(图B)中

由指示浓度的scTNF靶向WT或突变瘦素诱导的瘦素依赖性生长。

[0036] 图7：IFN活性对表达XCR1的小鼠脾细胞的体内靶向。

[0037] 用指示量的XCL1‑IFNα2‑Q124R，或用1000000个单位的天然鼠类IFNα/β或PBS静脉

内注射C57Bl/6小鼠。在45分钟之后，通过FACS，针对以下细胞群体中的CD11c和CD8α表达

(第一张图)以及P‑STAT1(其它图)来分析脾细胞：CD11c‑CD8α‑(株系1)、CD11c‑CD8α+(株系

2)、CD11c+CD8α+(株系3)、CD11c+CD8α‑(株系4)。

实施例

[0038] 实施例的材料和方法

[0039] 克隆和产生融合因子

[0040] 克隆XCL1/IFNα2‑Q124R融合蛋白。

[0041] 使用扩增高保真PCR系统(Roche  Diagnostics)和以下引物，通过PCR从编码XCL1

的质粒MR200473(Origen  Inc.)合成XCL1开放阅读框：

[0042] 正向：5′GGGGGGGAATTCATGAGACTTCTCCTCCTGAC3′

[0043] 反向：5′GGGGGGTCCGGAGGCCCAGTCAGGGTTATCGCTG3′

[0044] PCR产物用EcoRI和BspEI消化，并且替换为编码pMET7Slg  K‑HA‑1R59B‑His‑PAS‑

ybbr‑IFNA2‑Q124R载体(PCT/EP2013/050787)中的纳米抗体的EcoRI‑BspEI片段。

[0045] 产生XCL1/IFNα2‑Q124R融合蛋白。

[0046] 使用标准lipofectamin方法(Invitrogen)，用蛋白质融合构建体转染Hek  293T细

胞。在转染之后48小时，收获培养基并储存在‑20℃下。使用纯化的纳米抗体GFP‑IFNα2‑

Q124R制剂(描述于PCT/EP2013/050787中)作为标准物，如所述(UZé等J.Mol.BioI.1994)测

定IFN对人HL116和鼠类LL171细胞系的活性。

[0047] 克隆IL‑1β/CCL20融合蛋白。

[0048] 通过基因合成(Invitrogen  Gene  Art)来产生编码成熟人IL‑1β/CCL20融合蛋白

的密码子优化序列。简言之，合成以下序列：其中使前置有SigK前导肽，并且配备有N末端HA

的成熟人IL‑1β蛋白在它的C末端融合于13×GGS接头序列，在接头序列之后是具有C末端

HIS标签的成熟人CCL20的序列(图3)。

[0049] 基于文献以及对与它的受体复合的人IL‑1β的公开晶体结构的分析来选择预期对

IL‑1R具有降低的结合亲和力的IL‑1β突变体。使用如下表中指示的诱变引物，通过定点诱

变(QuickChange，Stratagene)来在hIL‑1β部分中产生突变：

说　明　书 5/12 页

7

CN 105705641 B

7



[0050]

[0051]   正向引物 反向引物

  TCGTGTTCAAC GGGGTAGTTCTTGGGG

[0052] 产生IL‑1β突变体:CCL20融合蛋白。

[0053] 在HEK293T细胞中产生IL‑1β‑CCL20融合蛋白。对于小规模产生，将HEK293T细胞于

补充有10％FCS的DMEM中在400000个细胞/孔下接种于6孔板中。在24小时之后，用血清减少

的培养基(DMEM/5％FCS)替换培养基，并且使用线性PEI转染细胞。简言之，通过将1μg表达

载体与5μg  PEI组合于160μl  DMEM中来制备PEI转染混合物，在室温下孵育10分钟，并且逐

滴添加至各孔中。在24小时之后，转染的细胞用DMEM洗涤，并且用1.5ml  OptiMem/孔分层以

产生蛋白质。在48小时之后回收条件培养基，经0.45μ过滤器过滤并储存在‑20℃下。根据制

造商说明书(R&D  Systems)，通过ELISA来测定条件培养基中的IL‑1β含量。

[0054] 克隆scTNF/瘦素融合蛋白。

[0055] 使用以下引物，通过PCR分别从表达WT瘦素、瘦素L86S或瘦素L86N的pMet7质粒合

成野生型(WT)、L86S和L86N瘦素的编码序列：

[0056] 正向  5′‑GCAGCTCTGTCGACATCCAGAAAGTCCAGGATGACACC‑3′，

[0057] 反向  5′‑CGATGCGGCCGCACATTCAGGGCTAACATCCAACTGT‑3′。

[0058] 这在瘦素编码序列的氨基和羧基末端处分别引入BgIII和NotI位点。PCR产物用

BgIII和NotI消化，并且克隆至用BgIII和NotI打开的pMET7‑SlgK‑HA‑scTNF  WT‑6×GGS‑

FLAG(WT  scTNF通过基因合成(GeneArt)产生)中，其存在于6×GGS与FLAG之间。这产生

pMET7‑SlgK‑HA‑scTNF  WT‑6×GGS‑mLeptin‑FLAG、pMET7‑SlgK‑HA‑scTNF  WT‑6×GGS‑

mLeptinL86S‑FLAG和pMET7‑SlgK‑HA‑scTNF  WT‑6×GGS‑mLeptin  L86N‑FLAG。

[0059] 产生scTNF/瘦素融合蛋白。

[0060] 使用标准磷酸钙沉淀方法，用不同融合蛋白构建体转染HekT细胞。在转染之后48

小时，收获培养基并储存在‑20℃下。用商业hTNFαELISA(DY210，R&D  systems)测定浓度。

[0061] 细胞系

[0062] 使Hek  293T、HL116和LL171细胞系在补充有10％FCS的DMEM中生长。在补充有10％

热失活FCS和100ng/ml瘦素的RPMI中维持Ba/F3‑mLR和Ba/F3‑mLR‑TNFR1ΔCyt细胞。

[0063] 测定

[0064] 磷酸STAT1测定。

[0065] 从分离自C57Bl/6小鼠的脾制备单细胞混悬液。使用红血细胞裂解缓冲液(Lonza)
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消减红细胞。在37℃下用含小鼠IFNα/β或XCL1‑IFNα2‑Q124R融合蛋白的5％胎牛血清RPMI

处理脾细胞30分钟，接着根据BD  Biosciences说明书，用BD  Phosflow  PE小鼠抗STAT1

(pY701)以及Alexa  Fluor  488标记的抗小鼠CD11c(eBioscience#53‑0114‑80)和APC标记

的抗小鼠CD8α(BD  Bioscience#553035)或抗小鼠CD11c和Alexa  488‑标记的抗小鼠CD8α标

记。使用BD  FACS  Canto获得FACS数据，并且使用任一Diva(BD  Biosciences)软件加以分

析。

[0066] NF‑κB报告基因测定。

[0067] 为评估IL‑1R活化，我们使用稳定表达IL‑1R的HEK‑Blue T M
  IL‑1β细胞

(Invivogen)，并且用NF‑κB荧光素酶报告基因瞬时转染它们。简言之，将HEK‑BlueTM  IL‑1β

细胞于培养基(DMEM/10％FCS)中接种于96孔板中(10000个细胞/孔)，并且次日使用磷酸钙

沉淀方法，以指示量的表达质粒和5ng/孔的3κB‑Luc报告基因质粒(Vanden  Berghe等,

1998)进行转染。转染后24小时，用饥饿培养基(DMEM)替换培养基，并且转染后48小时，用

IL1‑CCL20融合蛋白诱导细胞6小时。在诱导之后，使细胞裂解，并且使用Promega荧火虫荧

光素酶测定系统(Promega  Firefly  Luciferase  Assay  System)在Berthold  centro 

LB960光度计上测定裂解产物中的荧光素酶活性。

[0068] 细胞增殖测定。

[0069] 通过用pMet7‑mLR载体电穿孔Ba/F3细胞来产生Ba/F3‑mLR细胞系。通过使它们在

瘦素而非IL‑3的情况下生长来选择稳定表达性细胞。实际上，Ba/F3细胞的生长依赖于IL‑

3，但当它们表达mLR时，它们也在瘦素的情况下增殖。为获得Ba/F3‑mLR‑TNFR1ΔCyt细胞

系，用pMet7‑HA‑hTNFR1ΔCyt和plRESpuro2(Clontech)共同转染Ba/F3‑mLR细胞，随后进行

嘌呤霉素选择以及FACS分选表达hTNFR1ΔCyt的细胞。

[0070] 为评估细胞增殖，将Ba/F3‑mLR和Ba/F3‑mLR‑TNFR1ΔCyt细胞洗涤，于RPMI/10％

iFCS中接种于96孔板中(10.000个细胞/孔)，并且用指示量的瘦素或融合蛋白刺激。4天后，

添加50μl  XTT(XTT细胞增殖试剂盒II，Roche，11465015001)，并且孵育4小时，随后在450nm

下测量吸光度。

[0071] 实施例1：XCL1/IFNα2‑Q124R融合蛋白对表达XCR1的细胞的IFN活性被恢复。

[0072] 用1nM  XCL1‑IFNα2‑Q124R或用10000个单位/ml的小鼠IFNα/β处理小鼠脾细胞30

分钟。细胞接着被固定，经渗透化处理，并且用抗磷酸STAT1(PE)、抗CD11c(Alexa  Fluor 

488)和抗CD8α(APC)染色并通过FACS加以分析。图2显示小鼠IFNα/β在所有分析的脾细胞子

组中都诱导STAT1磷酸化。相反，XCL1‑IFNα2‑Q124R融合蛋白仅在大多数属于CD11c+CD8α+子

组的细胞中以及在少数属于CD11c+CD8α‑子组的细胞中诱导IFN应答。对XCL1‑IFNα2‑Q124R

融合蛋白起应答的脾细胞子组的分布完全匹配于XCL1受体XCR1的预期分布(Dorner等

2009)。

[0073] 实施例2：IL1β对表达CCR6的细胞的活性被恢复

[0074] 用NF‑κB报告基因质粒(5ng/孔)和空载体或hCCR6表达质粒(10ng/孔)瞬时转染稳

定表达IL‑1R的HEK‑BlueTM  IL‑1β细胞。接着用野生型或突变IL1β‑CCL20融合蛋白(25ng/

ml)处理模拟和CCR6转染细胞6小时，此后使细胞裂解，并且测定NF‑κB报告基因活性。如从

图4A显而易见，表达CCR6的细胞相较于模拟转染细胞以增加的NF‑κB报告基因活性对所有

探究的突变IL1β‑CCL20融合蛋白起应答。为评估靶向作用最明显的IL‑1β‑Q148G突变体的
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作用，更详细来说，用递增剂量的WT  IL‑1β或IL‑1βQ148G‑CCL20融合蛋白处理模拟转染或

表达CCR6的HEK‑BlueTM  IL‑1β细胞6小时。图4B证明过度表达CCR6使WT  IL‑1β‑CCL20融合物

的活性增加，但对IL‑1βQ148G‑CCL20融合物具有更强烈的增强作用。当IL1‑β‑CCL20在

12.5ng/ml下应用于细胞时，靶向作用最突出(图4C)。

[0075] 实施例3：瘦素对表达TNFR的细胞的活性被恢复

[0076] 评估在用指示量的瘦素或瘦素‑scTNF融合蛋白刺激4天之后，Ba/F3‑mLR和Ba/F3‑

mLR‑TNFR1ΔCyt细胞的增殖。如图6A中所示，两种细胞系均不在仅补充有热失活血清的生

长培养基中增殖。此外，当瘦素偶联于scTNF时，它诱导Ba/F3增殖的能力降低。使WT瘦素内

的L86突变成丝氨酸(L86S)或天冬酰胺(L86N)分别导致对小鼠瘦素受体的亲和力中度或强

烈降低。对于瘦素L86S相对于L86N，这种亲和力降低分别转变为诱导Ba/F3‑mLR细胞的增殖

的强力性减小3倍相对于10倍。用缺乏它的细胞内结构域的人TNF‑R1(hTNFR1ΔCyt)额外转

染Ba/F3‑mLR细胞会引入非功能性受体，其可充当膜结合的细胞外标志物。明显的是，在用

偶联于scTNF的L86S和L86N瘦素突变体刺激后，在表达hTNFR1ΔCyt的Ba/F3‑mLR细胞中，增

殖应答被完全恢复(图6B)。

[0077] 实施例4：体内靶向表达XCR1的细胞群体

[0078] 根据Bachem等(Frontiers  in  Immunology  3,1‑12.2012)，表达XCR1的细胞代表

大部分CD11c+CD8α+脾细胞群体和小部分CD11c+CD8α‑脾细胞群体。用指示量的XCL1‑IFNα

2‑Q124R，或用1000000个单位的天然鼠类IFNα/β或PBS静脉内注射C57Bl/6小鼠。在45分钟

之后，通过FACS，针对以下细胞群体中的P‑STAT1来分析脾细胞：CD11c‑CD8α‑、CD11c‑CD8α

+、CD11c+CD8α+、CD11c+CD8α‑。结果显示于图7中。根据这些结果，明显的是融合构建体可在

群体的小部分(总细胞的约0.1％)中进行靶向并诱导应答，而不表达标志物的IFN敏感性细

胞不受影响。实际上，野生型IFN也影响CD11c+CD8α‑细胞，而那些细胞不受融合构建体影

响，从而明确证明融合物的特异性作用。
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