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摘 要 E3O! 是垂体腺苷酸环化酶激活多肽（E15715>.? >2+8?’>5+ 0?0’>;+ >051*>518@ 4&’?4+4512+ ，E3O3E）和血管活性肠肽（*>;&>051*+
185+;518>’ 4+4512+，%FE）的共同受体，介导多种重要生物学功能。为获得稳定特异表达 %E3O! 的中国仓鼠卵巢（O:18+;+ :>,;5+.
&*>.?，OYV）细胞，将 40W)3M%E3O! 表达载体转染 OYV 细胞，BI$P 筛选转染阳性克隆，E3O3ERP 标准品诱导阳性克隆细胞的胞

内 03XE 生成，筛选出对 E3O3ERP 最为敏感的阳性单克隆细胞株（%E3O!MOYV），运用 /9MEO/、[+;5+.8 -’&5 和免疫荧光法检测

%E3O! 受体表达情况，利用 %E3O! 受体特异激动剂通过竞争性结合试验和促进胞内第二信使 03XE 生成的活性检测实验证

实，%E3O!MOYV 特异表达有功能的 %E3O!。C0>50:>.2 作图分析显示 %E3O!MOYV 的 %E3O! 受体密度为（$\$ ] #\!）4,&’^,@ 膜蛋

白，E3O3ERP 与 %E3O! 的解离常数 C2 值为（#\QQ ] #\$#）8,&’^_。特异表达 %E3O! 受体细胞系的构建为深入研究该受体理化

性质、生物学功能以及筛选、开发 %E3O! 受体新型特异激动剂和拮抗剂等研究奠定了基础。

关键词 %E3O!，中国仓鼠卵巢细胞，表达
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!"#$% 是垂体腺苷酸环化酶激活肽（"#$#"）和

血管活性肠肽（!&"）的共同受体［’］，广泛分布于人和

动物的多种组织器官，如小肠、脾、胰、肾、睾丸等，参

与介导多种生物学效应，包括扩张血管，降低血压；

松驰非血管平滑肌；促进肠液分泌并抑制其吸收作

用；促进生长激素、黄体生成素、胰高血糖素和生长

抑素分泌；调节免疫功能等［%］，因此极具研究价值。

!"#$% 属于 ( 蛋白偶联的 ) 次跨膜受体［*］，在结构

上分为 * 部分：+,末端胞外域（含 +,糖基化位点）、

跨膜域（含 ) 个疏水的跨膜片段）、$,末端胞浆域，

目前该受体已经被成功克隆［-］。在本研究中我们将

!"#$% 基因导入中国仓鼠卵巢细胞（$./0121 .342516
78369，$:;）中，构建表达 !"#$% 受体的单克隆细胞

株，运用 <=,"$<、>125160 ?@75 和间接免疫荧光法检

测 !"#$% 受体表达情况，并利用未标记的 "#$#"*A
标准品以及本单位自行研制开发的 !"#$% 特异性

激动剂 <B<;B（中国专利申请号：%CCD’C’CC%%EF*），

分别与 ’%D&,"#$#"*A 进行竞争性结合 !"#$% 受体

的实验，检测所表达受体的特异性；然后通过检测这

两种多肽刺激 !"#$%,$:; 细胞胞内 G#B" 生成情

况，研究所表达的 !"#$% 受体生物学活性；并采用

HG35G.36I 法转换计算受体的表达密度。

本研究首次在中国建立特异表达 !"#$% 受体

的 $:; 细胞系，为进一步深入研究该受体理化性

质、生物学功能以及 !"#$% 受体新型特异激动剂和

拮抗剂的筛选、开发等方面奠定了基础。

! 材料与方法

!"! 实验材料

!"!"! 质粒和细胞：克隆在 JGK+#*F’ 的含有编码

人的 !"#$%（!&"<%）基因的表达载体 JGK+#,!"#$%
受 赠 于 K6L "356/GM <7??161G.5 （ K1J3654105 7N
O/7G.14/2569 30I +P56/5/70，B1I/G3@ HG.77@，Q0/8162/51
R/?61 I1 O6PS1@@2，O1@T/P4）；中国仓鼠卵巢细胞 $:;
细胞株由本实验室保存。

!"!"# 主 要 试 剂：脂 质 体 转 染 试 剂 盒 R/J7N15
#B&+U=B%CCC <13T105 购自 &08/567T10 公司；4<+# 提

取 试 剂 盒 <01329 B/0/ 和 <=,"$< 试 剂 盒 购 自

V&#(U+ ;01H51J <=,"$< W/5 均购自 V&#(U+ 公司；

小鼠（B7P21）抗人和大鼠 !"#$%（!&"<%）型受体抗体

购自 US3@J.3 O/7@7T/G3@2 公司；X&=$ 标记抗小鼠 &T(
二抗和辣根过氧化物酶标记抗小鼠 &T( 二抗均购自

W"R 公 司；’%D &,"#$#"*A（ ’A’*F’-$/Y447@）购 自

".710/S ".3643G1P5/G3@2 公司；细胞实验所需的培养

板、(-’A 和 进 口 小 牛 血 清 购 自 英 韦 创 津 公 司。

"#$#"*A 标准品购自 #+#H"U$ 公司，!"#$% 受体

特异激动剂 <B<;B 是本单位自行研制开发的重组

多肽，是 !"#$% 受体经典特异激动剂 <7%D,’DD%［D］

的结构类似物。

!"# 方法

!"#"! $:; 细胞的转染及稳定高效表达株的筛选：

按 &08/567T10 的脂质体转染试剂盒 R/J7N1G5 #B&+U=B

%CCC <13T105 的工作手册进行，并用 ACC Z ’CCC!TY4R
的 (-’A 进行筛选；调取单克隆扩增，(-’A 维持量为

DCC!TY4R。

挑选 [ 个克隆，扩增培养；细胞刮刮取每个克隆

的细胞，"OH 洗 * 遍，"OH 重悬并调节成相同浓度的

细胞 悬 液（’ \ ’C[ G1@@2Y4R），加 入 等 量 的 标 准 品

"#$#"*A 至 终 浓 度 为 ’ \ ’C] ’C 47@YR，*)^ 温 育

D 4/0；’CC!R 细胞悬浮液，加入 % 倍体积的 CF%47@YR
:$@ ，室温放置 %C4/0，5/J 头吹打溶解细胞并混匀，

’CCCT 离 心 ’C4/0，吸 取 上 清 按 $9G@/G #B" U0_941
&44P0732239 W/5 说明测定 G#B" 浓度，以转空载体

JGK+#*F’ 的 $:; 细胞为对照。挑选对 "#$#"*A 最

为敏感的一个克隆（命名为 !"#$%,$:;），进行扩大

培养。

!"#"# !"#$% 受体在 $:; 细胞中表达情况的检

测：

（’）<=,"$<：采用试剂盒提取高效表达 !"#$%
受体的阳性细胞株的 4<+#，<=,"$< 检测受体的

B603。检测 !"#$% 受体基 因 表 达 的 上 游 引 物：D‘
=$=(#((=$=$###$#(#####$# *‘；下 游 引 物：D‘
=(=#=$$$#($##$$((=(=$==$ *‘，预计扩 增 产 物

为 )CC?J。以 ?153 3G5/0 的 <=,"$< 为系统内参，检测

?153 3G5/0 基因表达的上游引物：D‘=#$(==($=#=$$
#(($=(=($=# *‘；下 游 引 物：D‘ #((##(($=((
##(#(=($$=$#( *‘，预 计 扩 增 产 物 为 -CC?J。

4<+# 提取与 <=,"$< 按试剂盒说明进行。

（%）>125160 ?7@5 鉴定：分别收集 JGK+#,!"#$%
和 JGK+#*F’ 转染的 $:; 细胞，细胞裂解缓冲液

（DC447@YR =6/2 L $@ J:[FA，’CC447@YR",巯基乙醇，%a
HKH CF’a溴酚蓝，’Ca甘油）进行裂解，- ^’C CCCT
离心 ’C 4/0 ，取上清进行 HKH,"#(U 电泳，电泳后参

照卢 圣 栋 的《现 代 分 子 生 物 学 实 验 技 术》［[］进 行

>125160 ?@75 分析。

（*）间接免疫荧光（&X#）检测：参照卢圣栋的《现

代分子生物学实验技术》［[］进行。处理盖玻片和玻

璃培养瓶，并置于 [ 孔板中，使细胞生长其上；"OH

)EE余榕捷等：!"#$% 在 $:; 细胞的表达及鉴定



洗细胞 ! 次，每次 !"#$；丙酮%甲醇（&%&，! %!）固定 !
’ ("#$，)*+ 洗 ! 次；)*+ 稀释一抗到适当工作浓度，

在 ),-./#0" 膜上加入 !1 ’ (1!2 的一抗，盖玻片上有

细胞的一面向下，封闭于湿盒中，!34孵育 &5，)*+
洗 ! 次，每次洗 !"#$；按 & 6 &11 稀释度用 )*+ 稀释

789: 标记的二抗，操作与参考文献［;］相同，!34孵

育 &5，)*+ 洗 ! 次，每次 ("#$；荧光显微镜观察，拍

照。

!"#"$ 配体竞争性结合实验检测 <)=:> 受体结合

能力：参 照 ),?-#@A B.CCD-D@5? 研 究 小 组 的 研 究 方

法［3，E］。

（&）细胞膜蛋白的制备：收集细胞，)*+ 洗 ! 次，

&"".0%2 F,G:H! 重悬，立即冻于液氮，解冻后 E11I
离心 &1"#$，取上清 >111I 离心 &1"#$，沉淀重悬于

&"".0%2 F,G:H!，成为膜蛋白粗制品，J 314 保存

备用。

（>）竞争性结合实验：取上述制备的 &1!I 膜蛋

白，加入 1K&$".0%2 的&>( 8L)=:=)!E（&E&!K&;:#%"".0）
和两种竞争多肽（)=:=)!E 标准品和 BMBHM 重组

多肽），并逐步提高多肽的浓度（&1J &1 ’ &1J (".0%2），

反应 在 &11!2 缓 冲 液（>1"".0%2 GN)N+，OG3K;，

&(1"".0%2 F,:0，1K(P *+=，>"".0%2 MI:0>，1K&
"I%"2 C,@#?-,@#$）中进行，!34温育 >1"#$。玻璃纤

维滤膜（预先用 1K&P O.0QD?5Q0D$#"#$D 浸泡过夜）过

滤反应物，收集膜蛋白，洗涤液（>("".0%2 F,)H;，

&P*+=）洗膜 ! 次，"计数器测定放射量 N；以 &!".0%
2 )=:=)!E 存在时的放射量为非特异结合。

以没有加竞争多肽，只有&>( 8L)=:=)!E 所测定

的放射量为 N1，计算各浓度的多肽。)=:=)!E 竞争

结合受体后，所测定的放射量 N 与 N1 比值，以百分

比表示（PN%N1）；以多肽浓度的对数值为横坐标，P
N%N1 为纵坐标作图；计算当抑制程度达到 (1P时多

肽的浓度，即为半抑制量（8:(1，5,0/L",R#",0 #$5#C#?.-Q
@.$@D$?-,?#.$）。每组实验重复 ! 次。

（!）+@,?@5,-S 作图分析：利用（>）中数据，采用

+@,?@5,-S 法 参 照 N-$DT?. :#@@,-D00#［U］ 和 ),T@,0D
V,WS#$［&1］的方法作图，以［结合的&>( 8L)=:=)!E］为横

坐标，［结合的&>( 8L)=:=)!E］%［自由的 )=:=)!E］为

纵座标作图，其中［自由的 )=:=)!E］X［)=:=)!E 多

肽］J［结合的&>( 8L)=:=)!E］，斜率为 J &%［"S］，与纵

座标交点为［受体浓度］%"S，与横座标交点为［受体

浓度］。

!"#"% 激动剂配体激活 <=):> 受体后介导胞内

@=M) 信 号 反 应 检 测：细 胞 刮 刮 取 对 数 生 长 期 的

<)=:>L:GH 细胞，)*+ 洗 > 遍，调整细胞悬液浓度为

& Y &1Z 个%"2，加入相同浓度的 )=:=)!E 标准品和

BMBHM 重组多肽，调节多肽的浓度从 &1J &>".0%2 到

&1J Z".0%2；!34温育 ("#$，&11!2 细胞悬浮液，加入 >
倍体积的 1K>".0%2 G:0，室温放置 >1"#$，?#O 头吹打

溶解 细 胞 并 混 匀，&111I 离 心 &1"#$，吸 取 上 清 按

:Q@0#@ =M) N$[Q"D 8""W$.,TT,Q \#? 说明测定 @=M)
浓度。

# 结果

#"! 重组表达载体的鉴定

以 93 W$#]D-T,0 O-.".?D- 为测序引物，对于受赠

的重组质粒 O@^F=L<)=:> 进行全序列测序确定该

表达载体含有对框正确的完整的 <)=:> 的 @^F=。

#"# &’()# 受体在 &’()#*)+, 细胞中转录及表

达情况的检测

#"#"! B9L):B 检测 <)=:> 受体表达：B9L):B 检测，

结果（图 &）显示：在 "BF= 水平，可检测到 <)=:>L
:GH细胞内有 <)=:> 的 "BF=；而 :GH 本身不表达

组成型的 <)=:> 受体，因此 B9L):B 结果为负。

图 & <)=:>L:GH 细胞的 "BF= 提取及 B9L):B 检测

7#I_& )W-#/#DS "BF= ,$S B9L):B O-.SW@?T
./ <)=:>L:GH @D00 T?-,#$

,："BF= ./ @D00 T?-,#$；C：B9L):B O-.SW@? ./ <)=:> -D@DO?.-；@：B9L

):B O-.SW@? ./ CD?, ,@?#$；M：̂F= ",-AD- _

#"#"# ‘DT?D-$ C0.? 和免疫荧光检测 <)=:> 受体的

表达：利用小鼠抗人 <)=:> 受体的抗体进行 ‘DT?D-$
C0.? 和免疫荧光实验，检测特异受体在蛋白水平和

EUU #$%&’(’ )*+,&-. */ 0%*1’2$&*.*34 生物工程学报 >11Z，<.0K>>，F.KZ



细胞 水 平 的 表 达，结 果（图 !、"）显 示 所 筛 选 的

#$%&!’&() 细胞株特异地表达 #$%&! 受体。

图 ! #$%&! 的 *+,-+./ 012- 检测

3456 ! 78+/-494:;-42/ 29 -<+ +=>.+,,42/ 29
#$%&! .+:+>-2. ?,4/5 *+,-+./ 012-
@：#$%&!’&()；!：>:AB%’&()6

图 " 免疫荧光检测 #$%&!（CDD E ）

3456" 7FF?/291?2.+,:+/+:+ ;,,;G 29 #$%&!（CDD E ）

;：#$%&!’&()（0.45<- 94+18）；0：#$%&!’&()（91?2.+,:+/- 145<-）；:：>:AB%’&()（0.45<- 94+18）；8：

>:AB%’&()（91?2.+,:+/- 145<-）H

!"# 竞争性结合实验检测 $%&’! 受体结合能力

通过逐步提高未标记的 $%&%$"I 标准品或受

体特异激动剂 JKJ)K 的浓度（@DL @D M @DL N F21OP），

与 DH@/F21OP 的 @!N 7’$%&%$’"I 竞 争 结 合 #$%&! 受

体；检测与受体蛋白结合的@!N 7’$%&%$’"I 的放射量，

以没有加竞争多肽，只有@!N 7’$%&%$"I 所测定的放

射量为 QD，计算各浓度的多肽与@!N 7’$%&%$"I 竞争

结合受体后，所测定的放射量 Q 与 QD 比值，以百分

比表示（RQOQD）；以多肽浓度的对数值为横坐标，R
QOQD 为纵坐标作图；计算当抑制程度达到 NDR时多

肽的浓度，即为半抑制量（7&ND，<;19’F;=4F;1 4/<404-2.G
:2/:+/-.;-42/）。每个实验重复 " 次。

结果 显 示 未 标 记 的 $%&%$"I 标 准 品 以 及

#$%&! 受 体 特 异 激 动 剂 JKJ)K 均 能 抑 制 @!N 7’
$%&%$’"I 与 #$%&! 受体的结合，并有明显的浓度

依赖 性。计 算 得 出 $%&$"I 半 抑 制 量 7&ND（<;19’
F;=4F;1 4/<404-2.G :2/:+/-.;-42/）为（"D S @D）/F21OP，

JKJ)K 的 7&ND为（TD S N）/F21OP（如图 C）。$%&%$"I
和 JKJ)K 都是 #$%&! 受体配体，从而说明 #$%&!’
&() 所表达的受体是 #$%&! 受体。

!"( )*+,*-+./ 作图与分析

设定 同 位 素 标 记 与 未 标 记 的 $%&%$"I 与

#$%&! 结合力相同，采用 U:;-:<;.8 法作图。固 定
@!N 7’$%&%$’"I 的 浓 度 为 DH@/F21OP，的 逐 步 增 加

$%&%$"I 的 浓 度，检 测 与 受 体 蛋 白 结 合 的 @!N 7’
$%&%$"I 的放射量，以结合的@!N 7’$%&%$’"I 为横坐

标，结合的@!N 7’$%&%$"I 比自由的 $%&%$"I 的比值

为纵坐标作图如图 N。#$%&’&() 细胞表达 #$%&!
受体密度为（@H@ S DH!）>F21OF5 膜蛋白，相应解离常

数 !8 值为（DHNN S DH@D）/F21OP（F+;/ V U6 Q6 K6 29 "
8+-+.F4/;-42/,）。

!"0 12132 和 %&’&%#4 促进 $%&’!5’63 细胞

*&2% 生成的活性测定

$%&%$"I 以及 #$%&! 受体激动剂 JKJ)K 均

有效促进 #$%&!’&() 细胞胞内 :%K$ 生成，并呈浓

度依 赖 性；$%&%$"I 的 Q&ND（ <;19’F;=4F;1 +99+:-4W+
:2/:+/-.;-42/，Q&ND）为（DH" S DH!）/F21OP，JKJ)K 的

Q&ND为（DHT S DH!）/F21OP（图 T）；这说明所表达的

#$%&! 受体能成功介导配体诱导的生物学功能。

XXX余榕捷等：#$%&! 在 &() 细胞的表达及鉴定



图 ! "#$#%&（!）或 ’(’)(（"）和

*+, -."#$#"%& 对 /"#$+ 受体的竞争结合
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图 , JD>7D5>;B 作图
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! 讨论

/"#$+ 作为 "#$#" 和 /-" 的共同受体，属于 O
蛋白偶联受体，通过调节细胞内第二信使 D#(" 的

浓度，介导多种重要生物学功能。目前，比利时和美

国已开展 /"#$+ 在 $C) 细胞的表达［**］，并利用特

异表达 /"#$+ 的 $C) 细胞建立 /"#$+ 受体特异激

动剂的筛选和鉴定工作［P，&］。最初作为治疗哮喘的

药物的 ’8+,.*,,% 是最早确定的 /"#$+ 受体的特异

激动剂［,］。本研究所涉及的 ’(’)( 就是利用基因

工程原理和技术制备的重组的 ’8+,.*,,% 的结构类

似物。

+KK* 年，美国公开了“"#$#" 及其受体 /"#$+
是体内能量平衡的调节因子”的专利申请（Q417=B
J7>7=? ">7=47，R8L S，%*S，,TS）后，+KK+ 年，国际医药巨

头（U#VW’ 公司）证明了 /"#$+ 受体的特异激动剂

可有效促进葡萄糖依赖的胰岛素分泌，将是治疗!

型糖尿病的新型多肽药物［*+，*%］；/"#$+ 受体及其特

异激动剂研究得到进一步的关注。

图 S "#$#"%&（!）和 ’(’)(（"）促进 /"#$+.$C)
细胞胞内 D#(" 生成的活性测定
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建立特异表达 /#"$+ 的 $C) 细胞系是 /"#$+
受体特异激动剂筛选和鉴定的平台。目前国内尚未

有构建特异表达 /#"$+ 受体的 $C) 细胞的报道；

本研究首次 在 中 国 建 立 了 特 异 表 达 的 /"#$+ 的

$C) 细胞系，并完成了其相关特性的研究，例如受

体密度等。受体表达密度结果显示受体表达密度达

到（*L* X KL+）@<8EM<2，和已有的报道［**，*!］相比，表达

效率较高。/"#$+ 受体在 $C) 细胞的高效表达为

具有自主知识产权的 /"#$+ 受体特异激动剂的筛

选和鉴定奠定了基础。
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科学出版社生命科学编辑部新书推介

城市生态学（第二版）

杨小波 吴庆书 等 编著 C D FB D F?CSB8 D Q 定价：ES &FF 8FF! 年 @ 月出版

城市生态学是生态学的重要分支，是研究城市居民与城市环境相互关系的科学。

本书广泛吸收了国内外有关城市生态学各分支领域、各学派的最新成就，特别是重点概

括了我国城市生态近二十年来的研究成果，较紧密地结合了中国的研究案例，具有中国

特色。全书共 @ 章，主要内容有：生态系统基础理论、城市生态系统、城市人口、城市环

境、城市灾害及其防治、城市景观生态、城市环境质量评价与可持续发展、城市化与社区

发展等。

污染生态学研究

王焕校 吴玉树 著 C D FB D F?C8BS D B\]&?C8@ 定价：QQ &FF 8FF! 年 @ 月出版

本书收集了王焕校、吴玉树两位教授 BF 年来在国内外核心刊物所发表的有关污染

生态学方面的论文 SQ 篇，反映了他们在污染生态学方面的学术成果。

本书以生物与污染环境之间的关系规律为研究内容，以污染物在生物体内的生物

过程为主线，研究植物对污染物的吸收，污染物在植物体内和生态系统中的迁移、富集

规律，污染物对植物的毒害效应，植物解毒和抗性形成机制以及植物对污染环境的治理

等方面。全书共分 S 篇，分别反映了上述内容，并基本按照此内容及过程编排。

本书可供环境科学、生态科学以及有关方面的科技工作者和高等院校有关专业的

师生参考，也可作为污染生态学教材的补充参考资料。

欢迎各界人士邮购科学出版社各类图书（免邮费）。

邮购地址：?FFC?C 北京东黄城根北街 ?! 号科学出版社科学分社；联系人：阮芯；联系电话：F?FP!EFBE!88（带传真）

更多精彩图书请登陆网站 <++A：\\NNN& /51)0.5)*.)& .-L& .*，欢迎致电索要书目：F?FP!EF?8SF?
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