
!" 卷 # 期
!""$年 %月

生 物 工 程 学 报

!"#$%&% ’()*$+, (- .#(/%0"$(,(12
&’()!" *’)#

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
+,- !""$

收稿日期：!""#."/."0，修回日期：!""#.1!.!1。

"通讯作者。 23(：04.1".4#0#$1$"； 5,6：04.1".4#0##%!1； 7.8,9(：:;,<=:>?<9@) A89 ) ,@) @<

人源!型阿片受体的 !"#$克隆及转染 %&’细胞的活性分析

刘 威 段海清 李淑琴 刘秀丽 张兆山"

（北京生物工程研究所，北京 1"""B1）

摘 要 !型阿片受体是阿片类药物镇痛与成瘾的分子基础。从人脑组织总 C*D通过 C2.EFC扩增获得!型阿片
受体的 @G*D，将其克隆至 H@G*D#I1（ J）中，用酶切鉴定正确的重组质粒转染 FKL细胞。筛选的单克隆细胞株，检
测阳性的细胞克隆表达的!型阿片受体介导胞内信号转导的能力。通过与激动剂和拮抗剂的信号转导分析证实，
阳性的细胞克隆表达的!型阿片受体与天然的!型阿片受体具有基本一致的生物学特性，因此可以用来作为高效
镇痛低成瘾药物筛选平台的候选细胞株。
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阿片受体是 N蛋白偶联受体（NEFC>）家族中的
成员之一，阿片受体和它们的内源性配体.阿片肽形
成一个神经调节系统，在压力诱导的镇痛过程中发

挥作用，影响运动能力并调节神经内分泌以及自主

性功能如呼吸、血压和胃肠蠕动。研究表明，阿片系

统在学习、记忆和免疫功能调节方面起着重要的作

用。药理学研究将阿片受体主要分为!、"和#三种
亚型，每种亚型都具有不同的配体选择性和分布特

征［1，!］。由于大多数组织都表达多种阿片受体，因此

长期以来研究某种受体的功能往往受到其它受体的

干扰。克隆了阿片受体的基因后，即可将这些基因

分别导入原来不含阿片受体的细胞中去，获得只表

达单一种类阿片受体的细胞，这样便可更加直接确

定地研究每种受体如何介导内源性阿片肽及吗啡等

易成瘾药物的作用。目前临床上所使用的镇痛药物

基本上都是吗啡及其衍生物，它们具有相似的分子

结构，亦具有相似的作用机制，即绝大部分作用于!
型阿片受体，虽然镇痛效果很好但同时也具有较强

的成瘾性。初步研究结果表明［# O 4］，成瘾性以及吗

啡产生的其他副反应与!型阿片受体密切相关，而
与其它型阿片受体无必然联系，"型和#型阿片受
体也参与体内的镇痛反应但不介导成瘾性。因此，

建立以"和!型阿片受体为靶位分子的筛选平台，
可以高通量筛选高效低成瘾性的镇痛药物，!型阿
片受体阳性的细胞克隆的筛选为本实验的研究内

容。

( 材料与方法

()( 材料
()()( 组织样品：人脑组织总 C*D，为本室提供。
()()* 菌株、质粒和细胞：P+1"/为本室保存，质粒
H+G.102购自 2,Q,C, 公司，质粒 H@G*D#I1（ J）为
R<S9TU’=3<公司产品，FKL（V;W.）由本所提供。
()()+ 试剂：限制性内切酶为 2,Q,C,公司产品，逆
转录酶为 NRXFL公司的 YZH3U>@U9HT$，脂质体（[9H’.
W3@T,89<3 C3,=3<T）为 NRXFL 公司产品，细胞总 G*D
提取试剂 2U9:’(为 NRXFL公司产品，@D+E 3<:-8398.
8Z<’,>>,-（7RD）试剂盒为 D83U>;,8 E;,U8,@9, X9’T3@;
公司产品，吗啡由军事医学科学院毒物药理研究所

宫泽辉教授提供，拮抗剂 *,(’6’<,:9<3 购自 YRN+D
公司。

()(), 培养基和添加剂：细菌培养基酵母提取物为
L6’9V公司产品，蛋白胨、琼脂粉为日本制药株式会
社产品，氨苄青霉素为华北制药厂产品。细胞培养

基为 G+7+高糖培养基，购自 K-@(’<3公司；加强型
小牛血清为北方同正公司产品；K2 添加剂为 NRXFL
公司产品；胰酶为 K-@(’<3公司产品；N$10为 NRXFL
公司产品。

()()- 细胞培养用器材：细胞培养皿、细胞培养板
（/4孔和 !$孔）、细胞培养瓶和细胞冻存管为 *Z<@



公司产品。

!"# 方法
!"#"! !"#$的逆转录及 %&"扩增：方法参见《分
子克隆实验手册》［’］。

!"#"# !型阿片受体 ()#$克隆：参照《分子克隆实
验手册》有关 ()#$克隆的方法进行。
!"#"$ 重组质粒转化 &*+细胞：取 , 个细胞培养
皿（",-!!），各接种 . / 0 1 .2- 细胞约 .!3，,’4
-5&+0 培养过夜，使细胞长满皿底的 ’25 / 625。
制备转染液 $（. / 0!7 )#$，用无血清培养基稀释至
.22!3）和 8（.2!3 脂质体，用无血清培养基稀释至
.22!3）；轻轻混匀 $和 8，室温静置 .-!9:，此为复合
物 &；用 0!3无血清培养基洗涤培养皿中的细胞 0
次，用 2;<!3无血清培养基稀释复合物 &，混匀后铺
满培养皿中的细胞上，,’4 -5 &+0 培养 -=，补加

.!3完全培养基，培养 0>=后吸去培养基，加入 0!3
完全培养基再培养 0>= 以使质粒上的 !"# ? 抗性基

因表达，之后换成筛选培养基（含有 <22!7@!3A>.<）
进行培养，约 .个星期后，对照出现细胞大量死亡，
而质粒转染的 &*+细胞则出现大量的细胞团，这时
用维持培养基（含有 022!7@!3 A>.<）继续培养。
!"#"% 单克隆细胞株的筛选：将 A>.<筛选后细胞
团用胰酶消化后，进行 .2 / .2’ 倍稀释，转入 6B 孔
板中，用有限稀释法制备单克隆细胞株。

!"#"& 重组与非重组细胞总 )#$的提取及 %&"鉴
定：按照 C?9DEF 细胞提取试剂的说明书进行。%&"
扩增一端采用阿片受体 ()#$特异的引物，一端采
用载体特异的引物进行扩增检测。

!"#"’ 标准工作曲线的制备：按照 ($G%检测试剂
盒说明进行。

!"#"( 表达受体与激动剂配体结合后介导胞内
($G%信号反应检测：将重组与非阳性的细胞克隆
按 - 1 .2- @!3分别接种至 6B孔板，每孔 .22!3，,’4
-5&+0 培养过夜；每孔加入 .22!3一定浓度的激动
剂，本实验使用 -!!EF@3吗啡作为受体激动剂，,’4
-5&+0 培养 ,2!9:；倒掉细胞培养液并用生理盐水
洗涤 0 次，再加入 022!3 细胞裂解液，充分振摇
.2!9!以使细胞充分溶解，将细胞裂解样品转入 6B
孔酶联检测板（已包被猴抗兔 H7A），按照试剂盒说
明进行酶联免疫检测胞内 ($G%的含量变化情况。
!"#") 激动剂和拮抗剂介导信号的相互作用：细胞
培养及检测方法同上，加入的药品为激动剂吗啡和

)$GA+，拮抗剂 #IFEJE:ID9:K，处理的类别分为对照，

单独加激动剂，单独加拮抗剂，联合加激动剂与拮抗

剂，联合加激动剂，处理时间总计为 .=。

# 结果

#"! 重组质粒与阳性的细胞克隆的构建
利用 "CL%&"法从人脑总 "#$扩增!型阿片受

体 ()#$，将其克隆到 C载体并序列分析，结果与文
献报道的!型阿片受体 ()#$ 序列完全一致。用
$%!#和 &’##将阳性质粒和真核载体 M()#$,;.
（ N）分别双酶切后，电泳胶回收纯化。进行连接后，
转化 OG.26 受体菌，通过 $!M 抗性筛选挑取单菌
落，扩大培养提取质粒进行酶切鉴定，酶切鉴定结果

表明（图 .）所得到的重组质粒 M=G+" 与预期的完
全一致。将 M=G+"和空载体 M()#$,;.（ N）进行纯
化，采用脂质体法分别转化 &*+细胞，用 A>.<进行
筛选，获得了阳性的细胞克隆 &*+L=G+"，转化空载
体的 &*+ 细胞株为 &*+L%。本实验共获得 < 个
&*+L=G+"单克隆细胞株和 0个 &*+L%细胞株。将
<个 &*+L=G+"细胞株，. 个 &*+L%细胞株和一个
&*+细胞株进行培养，分别提取总 )#$。用总 )#$
作为模板进行 %&"扩增检测。电泳结果（图 0）显示
&*+L=G+"细胞株都出现明显的单一扩增的!型阿
片受体 )#$条带，扩增片段的大小也与预期的大小
一致，表明在这些细胞株中已成功转化了!型阿片
受体 )#$，而 &*+L%细胞株和 &*+ 细胞株则没有
出现特异扩增条带，表明这两株细胞不含有!型阿
片受体 )#$。这样就从 )#$ 水平上证明了 &*+L
=G+"细胞株与 &*+L%细胞株和 &*+细胞株的差
异。

图 . 重组质粒的酶切鉴定
P97Q. "KRS?9(S9E: I:IFTR9R EU S=K ?K(E!V9:I:S MFIR!9WR

. / ,：S=K ?K(E!V9:I:S MFIR!9W M=G+"（$%!# N &()#）；
>：M()#$,;.（$%!# N &()#）；-：)#$ !I?XK?

#"# 阳性的细胞克隆对吗啡信号介导能力分析
将 <个 &*+L=G+"单克隆细胞株分别培养，然

后转入 6B孔板中，设置 &*+细胞株和 &*+L%细胞
株作为对照，每个样品设两个备份，分为两组，一组
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图 ! 重组细胞!型阿片受体基因的 "#$检测分析
%&’(! "#$ )*+*,+&-. -/ +0* 1*,-23&.4.+ #567086$

9：#56；!：#567"；: ; 9<：#567086$9 ; =；99：>?@ 241A*1(

加入激动剂吗啡，另一组加入生理盐水，然后进行细

胞内 ,@8"浓度的测定。同时设置不同浓度 ,@8"
的阳性对照，制作标准工作曲线。根据标准工作曲

线确定在加入吗啡前后胞内 ,@8" 的相对浓度变
化。由于试剂盒设计原理是竞争性结合，因此测定

值会随着样品中 ,@8"浓度的升高而下降，检测结
果见表 9。以标准 ,@8"浓度的常用对数值为横坐
标，以浓度为 <的 !BC<值减去 ?DE值为 E<，其余各浓

度 !BC<减去 ?DE值为 E值，算出相应的 EFE<（G）作
为纵坐标作图（图 :），通过直线回归得出方程 EFE<

（G）H I :9JKCL’［,@8"］M 9!=JKK。根据直线方程，
可以算出并比较 =个 #567086$单克隆细胞株，9个

#567"和 9个 #56细胞株的 ,@8"的相对浓度及变
化情况（见表 !）。结果表明，对照细胞株 #567"和
#56在加入吗啡前后 ,@8" 水平没有显著变化，=
个 #567086$单克隆细胞株在加入吗啡前后 ,@8"
水平有 : 个有显著性降低，分别是 #567086$!，

#567086$K 和 #567086$=，其余 C个则没有显著性
变化。

图 : >@8N6，2-1O0&.* 4.) ?4P-Q-.4R&.*
与 #567086$的结合分析

%&’(: $*4,+&-. -/ >@8N6，2-1O0&.* 4.)
?4P-Q-.4R&.* S&+0 #567086$
@：?T；E：>@8N6；#：8-1O0&.*；

>：?4P-Q-.4R&.*；U：>@8N6M ?4P-Q-.4R&.*；

%：8-1O0&.* M ?4P-Q-.4R&.*；N：>@8N6M 8-1O0&.*

表 ! 胞内 "#$%浓度分析
&’()* ! +,-.’"*))/)’. "#$% "0,"*,-.’-10,

#*PP #56 #567" 9 ! : B C V K =

!BC< !J9C9 !J<:9 !J<KK 9JKKB !J<!V !J<W: !J99V 9J=W< 9JK:9 9JWKC

［,@8"］ 9=JK9! !VJ=9= !:J:V! CKJWVV !KJ!!: !!J!VK !<JK=: B<JW:B VCJWBC :9JK!:

!BC< X !J9V: !J<WK !J<W< 9JWWV !J<:= !J9!C !J9== 9JW=9 9JW<= !J9=W

［,@8"］X 9=J<C9 !!J<<! !!JBVW !WJK=V !VJ!V9 !<J!:< 9VJKBK :9J9CK :=JK=: 9VJVWK

"［,@8"］ <JVV9 BJ=9V <J=W: !=J9=<! <JWV! !J<:= BJ<:V WJKKK !KJ9V:! 9CJ<!V!

!BC<Y［,@8"］3*/-1* 2-1O0&.* +1*4+2*.+；!BC< XY［,@8"］X，4/+*1 2-1O0&.* +1*4+2*.+；"［,@8"］H［,@8"］I［,@8"］’；!，,-ZOP* )*[&’. 4.4P\[&[，" ]
<J<CJ

234 56789$7:对其他激动剂和拮抗剂介导信号
的相互作用研究

因 #567086$! 在与吗啡作用介导信号转导上

活性较高，故选择 #567086$! 作为该研究的细胞

株。通过其他激动剂和拮抗剂对 #567086$! 信号

介导的作用的观察确定表达的!型阿片受体的相关
生物活性。以 #567"为阴性对照，以吗啡作为阳性
对照，分别比较 >@8N6、?4P-Q-.4R&.* 单独对 #567
086$! 的信号介导作用以及其中二者联合对 #567
086$! 的信号介导作用，结果见表 :。以 !BC<对细胞

株样品作图，结果表明 #567"在不同类型的给药前
后胞内 ,@8"水平没有明显的变化，而 #567086$!

在单独给药的情况下，>@8N6和吗啡一样能明显降
低胞内 ,@8"水平（#$BC<升高），?4P-Q-.4R&.*则能明
显提高胞内 ,@8"水平（#$BC<降低）；在联合给药的

情况下，>@8N6 与 ?4P-Q-.4R&.* 或吗啡与 ?4P-Q-.7
4R&.*同时给药，效果基本抵消，>@8N6与吗啡同时
给药产生较为明显的协同作用。该实验表明，#567
086$! 不仅能与激动剂相互作用介导胞内的信号

转导，而且能与!型阿片受体拮抗剂相互作用，产生
拮抗激动剂的效果。激动剂与拮抗剂分别作用于受
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体的不同位点，该实验证实 !"#$%&#’( 表达的!型
阿片受体具有与天然受体类似的活性区域，可以与

传统的阿片类配体结合产生显著的生物学效应。

表 ! 不同的配体结合细胞后的 "#$%浓度分析
&’()* ! "#$% "+,"*,-.’-/+, ’0-*.

(/,1/,2 +0 1/00*.*,- )/2’,13

!)** !"#$+ !"#$%&#’(

,- ./0.1 2 3/3.1 ./141 2 3/3(3!

56&7# ./084 2 3/339 ./0:( 2 3/388!

&;<=%>?) ./04( 2 3/384 ./:31 2 3/399!

,@*;A;?@B>?) ./1:. 2 3/3.C ./C8C 2 3/3(.!

56&7#D ,@*;A;?@B>?) ./108 2 3/380 ./11( 2 3/33C

&;<=%>?) D ,@*;A;?@B>?) ./0.3 2 3/3(8 ./10. 2 3/38.

56&7#D &;<=%>?) ./0(9 2 3/3(1 (/3.4 2 3/3.1!

!E;F=*) G)H>I? @?@*JH>H，! K 3/34

4 讨论

!型阿片受体是吗啡等阿片类药物镇痛与成瘾
的基础，近年来经体外基因敲除试验［8 L C］证明了这

一点。低成瘾性药物筛选平台的设想即基于

此［.4，.C］，基础是"和!型阿片受体。作为低成瘾性
药物筛选平台的最终目标是筛选到具有很好镇痛活

性而且不具有成瘾性的化合物，这一点由"型阿片
受体的结合特异性为目标，并以!型阿片受体作为
反向排除可以进行进一步的鉴定，因此!型阿片受
体阳性的细胞克隆的筛选将为低成瘾性药物筛选平

台的构建打下良好的基础。另外通过克隆表达!型
阿片受体可以获得单一表达该受体的细胞株，这对

于研究阿片类药物的作用具有很重要的意义。对重

组细胞表达的受体分析实际上是对表达的重组蛋白

进行分析，有三种途径：一是分析重组的受体蛋白是

否表达在细胞膜表面；二是分析表达在膜表面的受

体蛋白是否能与相应的配体特异性结合，也就是评

价表达的重组受体是否具有类似天然受体的构象；

三是受体与特异配体结合后能否介导胞内的信号转

导。若以前两项作为评价的指标进行筛选既不经济

亦不合理，且筛选的风险较大，因此将重组细胞信号

介导能力作为筛选指标是具有可行性的。本研究通

过一系列实验获得了 !"#$%&#’阳性的细胞克隆，
!"#$%&#’细胞株所表达的!型阿片受体可以通过
与配体结合介导胞内相应的信号反应，因此将 !"#$
%&#’作为阿片类药物筛选平台的候选细胞株做进
一步研究，可以满足以后对合适的多态性文库进行

筛选的要求。
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书讯 科学出版社最新图书推介

分子光子学———原理及应用

>(9%2,9.$ ?@(3()’2& A,)0.-%)3.9& .)0 ?$.23’2.9 6&#%23&
（日）堀江一之、牛木秀治、（加）YGOG威尼克 著

张镇西 等 译 蒋大宗 校

^Z开本 "0^) 9,8L,87V9VX,V_-G7LWX，V88X年 X月出版

定价：LZM88元

分子光子学是光子学与生命科学相融合的边缘科学，本书是目前该领域最有参考价值的一本书。书中既描述了分子光子

学的基本原理，也提供了相关学科———光电子学、物理化学、有机化学诸方面的基础理论，还介绍了激光、光化学、生物及光敏

聚合物的相关技术及其应用，体现了交叉学科的研究特点，展现了一个极具生命力的新领域。各类从事和光学相关领域研

究，如化学、物理、电子技术和生物医学等研究的学者、高年级本科生、研究生和专业技术人员皆可参阅此书。

其 他 精 彩 图 书

书 名 作者 定价 备 注

0(I0医学中的物理热学方法与应用 刘 静 LUG88
从方法学的角度探讨在 0(I0预防、诊断与治疗中所涉及的若干非
药物性物理热学方法

传染性非典型肺炎

病原学检测与诊断

康熙雄

高星
X8G88 从病原学的角度出发，详细探讨了病毒的常规实验室检测方法，

0(I0冠状病毒的特征和最新的、特异的实验室诊断方法等。

植物生物技术导论（影印版）
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9VG88
对植物的基因、基因组组成，植物组织培养、重组 ’)(技术进行了
全面的翔实的叙述
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