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高通量筛选瞬时受体势 V3 通道调节剂细胞模型的建立 

王少鹏 1,2, 李际仙 1,2, 彭志刚 1,2, 曹婧 1,2 

1 中国科学院北京基因组研究所, 北京 101300 
2 中国科学院研究生院, 北京 100039 

摘  要: 为发现 TRPV3 调节剂, 通过荧光成像分析系统检测钙浓度, 建立高通量筛选瞬时受体势 V3 通道(Transient 

receptor potential V3, TRPV3)调节剂的细胞模型。将 TRPV3 表达载体转染人胚肾(HEK-293)细胞, 抗生素筛选稳定表达

TRPV3 的细胞系, 选取 TRPV3 特异性调节剂作用于细胞模型, 应用荧光成像分析系统测钙实验检测 TRPV3 高表达细

胞系药理学特征, 同时优化实验条件, 考察模型的稳定性, 并评估应用于 96 孔板及 384 孔板进行高通量筛选的可靠性

及准确性。获得了高表达 TRPV3 的 HEK-293 稳定细胞系, 通过 TRPV3 离子通道调节的钙流信号与 TRPV3 特异性调节

剂成剂量依赖关系, 优化得到了最适筛选条件, 该模型稳定, 灵敏, 通过 Z 因子及 Spiking 检测, 完全符合高通量筛选需

求。利用此细胞模型通过检测钙信号可筛选 TRPV3 调节剂。 
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Establishment of a Cell Based High Throughput Screening 
Model for Transient Receptor Potential V3 Modulators 
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Abstract: We established a cell based high throughput screening model by calcium assay on fluorometric imaging plate reader for 
finding modulators of TRPV3. The TRPV3 expression vector was transfected into HEK-293 and stable cell line expressing TRPV3 
was selected with antibiotics. Upon TRPV3 specific modulators stimulated, pharmacological characteristics of TRPV3 over 
expression cell line were detected by calcium assay on fluorometric imaging plate reader. Assay conditions were optimized and 
stability of the model was observed. The reliability and accuracy of application to 96 and 384 well format high throughput screening 
were also evaluated. A stable HEK-293 cell line highly expressing TRPV3 was established. TRPV3 specific modulators could 
modulate calcium signal through TRPV3 in dose dependent manner. Optimized screening condition was established by assay 
development. This model is stable and sensitive, and meets the requirement of high throughput screening by Z'factor validation and 
Spiking test. This cell model can be applied to screening TRPV3 modulators by calcium assay. 

Keywords: TRPV3, high throughput screening, cell model 

瞬时受体势(TRP)通道是人类感觉系统的先驱, 

应答温度、触觉、疼痛、渗透压、味觉等, 可以响

应从细胞内至细胞外的多种刺激。而且其功能比传

统的感觉传递更加广泛[1]。通常被普遍接受的 TRP
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命名法是把 28 种 TRP 基因根据其序列相似性分为 7

个亚家族: TRPA、TRPC、TRPM、TRPML、TRPN、

TRPP 及 TRPV[2]。而 TRPV 亚家族又包括 6 个成员

(TRPV/1/2/3/4/5/6), 其中, TRPV3 于 2002 年在角化

细胞中被首次发现, 因其可能具有人们尚未发现的

功能, 很可能与身体组织对受伤或炎症的响应有关, 

该发现立刻成为了当时该领域的焦点倍受关注[3-5]。 

TRPV3 不仅表达在角化细胞中, 也在皮肤、舌、

背根神经节、三叉神经节、脊髓和大脑等组织中有

表达[5]。33oC~35oC 左右的温度, 2-氨基乙氧基联苯

硼酸盐 (2-APB), 联苯硼酐 (DPBA), 樟脑等都可以

使其激活, 而钌红(RR)是 TRPV3 的抑制剂, 可以阻

抑该通道的活性[4-8]。TRPV3 通过提高细胞内二价

钙离子(Ca2+)水平来响应温度或化合物的不同刺激。

敲除 TRPV3 的小鼠丧失对温暖及高温的响应, 而对

其他感觉模型反应正常[8]。因此, TRPV3 在哺乳动物

热感知过程中具有极其重要的作用。目前对于

TRPV3 在生理及病理中的作用研究刚刚起步, 因其

可能对疼痛、炎症等疾病的认识及药物开发具有重

要价值, TRPV3 成为了当今相关研究的热点。由此

可见, 筛选 TRPV3 特异性调节剂具有重要科研意义

和新药开发价值。 

经典研究离子通道活性及评估化合物对其药理

生理作用的方法是利用电生理技术进行检测, 因其

直接、灵敏的优点而成为了检测离子通道的“金标

准”。但该方法操作复杂、成本昂贵, 无法适用于高

通量药物筛选。随着新一代钙离子敏感荧光指示剂

Fluo-3 的发明, 以及自动化检测平台的出现, 使检

测细胞内的钙离子浓度变化更加简便快捷, 为研究

钙选择性离子通道提供了技术上的另一选择。 

因此, 本试验应用基于荧光成像分析系统检测

钙浓度的方法, 利用 TRPV3 可以调节细胞内钙离子

浓度的特性, 建立了一种高通量筛选 TRPV3 调节剂

的细胞模型 , 能极大的提高筛选通量 , 高效而且节

省成本。通过验证和优化, 该模型可靠适用于高通

量筛选 TRPV3 调节剂, 为体外研究 TRPV3 生理病

理功能, 开发相关先导药物奠定了基础。 

1  材料和方法 

1.1  试剂和仪器 
人 TRPV3 cDNA 购自 ORIGENE; pcDNA3.1/ 

Hygro(+)载体, 选择抗生素 Hygromycin B 及转染试

剂 Lipofectamine 2000 购自 Invitrogen; 人 胚肾

(HEK-293)细胞由本实验室保存; 联苯硼酐(DPBA), 

2-氨基乙氧基联苯硼酸盐(2-APB), 聚醚 F-127 及二

甲基亚砜(DMSO)购自 Sigma-Aldrich; 钌红(RR)购

自 Tocris; MatriGel 基质购自 BD Bioscience; 钙离子

指示剂 Fluo-3/AM 购自 Molecular Probes; 96 孔及

384 孔板(黑壁透明底)购自 Costar; FLEX Station 荧

光成像分析系统购自 Molecular Devices。 

1.2  实验方法 
1.2.1  稳定细胞系的建立 

采用加有 10%胎牛血清的 DMEM 培养基于  

37oC、5% CO2 孵箱中培养 HEK-293 细胞, 转染操作

前将细胞以 50%的密度接种于 6 孔板并培养过夜。

将构建的含有抗性标记的 TRPV3 真核表达质粒

pcDNA3.1/Hygro(+)/TRPV3 转染入 HEK-293 细胞, 

转染方法依据 Lipofectamine 2000 标准操作流程进

行。转染 24 h 以后, 将细胞以 1:20、1:30 和 1:40

的稀释比例接种至 10 cm 培养皿中培养。隔天加入

选择抗生素 Hygromycin, 终浓度 100 μg/mL, 筛选

培养约 2 周时间 , 直至阴性对照细胞 (未转染的

HEK- 293 细胞)全部死亡。挑取获得的细胞单克隆团

入 96 孔细胞培养板进行培养并扩大。当单克隆细胞

扩大培养至足够数量 , 通过检测 TRPV3 激活剂

DPBA 作用于细胞克隆所引起的钙流信号挑选阳性

克隆。选择 DPBA 刺激后可明显引发钙信号的克隆

(此时定义为第 0代)继续扩大培养, 并进行进一步的

验证。每当细胞汇合率约达到 90%时, 以 1:8 至 1:12

之间的稀释比例传代培养, 控制在 1 周不超过 2 代

的传代速度, 培养至 25 代以上, 整个传代培养过程

不添加任何抗生素。最终选取出信噪比高, TRPV3

表达稳定, 细胞生长状态好的克隆作为药物筛选用

稳定细胞系, 命名为 TRPV3-HEK。 

1.2.2  钙流检测实验 

钙流检测实验是应用钙离子指示剂 Fluo-3/AM

进行检测, 通过 FLEX Station 荧光成像分析系统获

得数据。细胞以 3×104/孔的浓度接种于预先经

MatriGel 基质包被过的 96 孔或 384 孔板(黑壁透明

底)中, 37oC、5% CO2 孵箱中培养过夜。钙流检测实

验前, 小心去除培养基, 100 μL/96 孔或 30 μL/384 孔

加入 1×钙离子敏感荧光染料, 于 37oC 避光孵育至
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少 1 h。配制 5×测试浓度(96 孔板)或 3×测试浓度

(384 孔板)的激活剂于化合物板中。在 FLEX Station 

荧光成像分析系统激发波长 485 nm, 发射波长  

525 nm, 温度 31oC 设置下开始读数, 18 s 时, 以   

26 μL/s(96孔板)或 20 μL/s(384孔板)的加样速度, 将

激活剂从化合物板加入至待测细胞板中, 同时采集

数据直至 120 s 以上。而抑制剂的活性检测是通过二

次加样的方式实现的, 先 25 μL/96 孔或 15 μL/384

孔加入抑制剂, 避光孵育 10 min 后开始检测荧光值, 

18 s 时, 加入激活剂(35 μmol/L DPBA), 并采集数据

直至 120 s 以上。 

2  结果 

2.1  阳性克隆的筛选  
将构建的含有抗性标记的 TRPV3 真核表达质

粒 pcDNA3.1/Hygro(+)/TRPV3 转染入 HEK-293 细胞

中, 经抗生素筛选后, 共获得 46 个单细胞克隆。用

100 μmol/L DPBA 进行刺激, 通过检测被激活钙流

信号的强弱挑选 TRPV3 高表达阳性克隆(图 1)。

DPBA 激活 TRPV3 通道打开, 可引发显著的钙流信

号。其中 30 个克隆都可检测到该现象, 而母细胞系

HEK-293 胞内钙水平没有变化, 因此可见, 细胞内

外源性 TRPV3 整合入基因组的效率较高。最终挑选

了信号最强的 5 号克隆作为药物筛选用稳定细胞系, 

命名为 TRPV3-HEK, 进行扩大及传代培养, 进一步

考察模型的稳定性, 同时鉴定其应用于高通量药物

筛选的可靠性及准确性。 

 

图 1  TRPV3 阳性细胞克隆筛选 
Fig. 1  Screening of TRPV3 positive cell clones 

Each cell clone was challenged 100 μmol/L DPBA 
 

2.2  筛选条件优化 
2.2.1  钙离子敏感荧光染料的优化 

通常情况下, 酯化的钙离子指示剂在生理性介

质中溶解性较差, 这一问题可通过加入非离子化去

污剂聚醚 F-127 来改进[9]。因此, 本研究检测了聚醚

F-127 在 TRPV3-HEK 钙流检测实验中的作用(图 2)。

将聚醚 F-127 直接和钙离子指示剂(Fluo-3)混合后, 

共同加入钙离子敏感荧光染料试剂缓冲液中, 可显

著增强钙信号。在测钙染料中加入终浓度为 0.4 g/L 

(0.04%, W/V)的聚醚 F-127 呈现出最强的钙信号及

最 佳 信 噪 比 , 因 此 , 本 试 验 选 择 该 条 件 作 为

TRPV3-HEK 钙流检测实验的钙离子敏感荧光染料

配方。 

 

图 2  聚醚 F-127 加入测钙试剂中的效果 
Fig. 2  Effects of Pluronic F-127 added in Dye-loading 

solution 
TRPV3-HEK response induced by 100 μmol/L DPBA at different 

concentration of Pluronic F-127 used for Dye-loading solution 
 
2.2.2  DMSO 耐受性检测 

在进行药物筛选时 , 常用二甲基亚砜 (DMSO)

作为溶剂溶解样品。为避免 DMSO 可能引起的非特

异性本底影响后续实验 , 本试验检测了 TRPV3- 

HEK 细胞系对 DMSO 的耐受能力(图 3)。结果表明, 

DMSO 终浓度≤1%, 对 TRPV3-HEK 测钙实验不会

产生显著的影响, 而通常筛选用化合物溶剂 DMSO

终浓度为 0.5%, 因此确定 DMSO 溶剂对于该

TRPV3-HEK 模型在高通量药物筛选中的应用基本

无影响。 

2.3  TRPV3 功能验证 
2.3.1  TRPV3 激活剂的检测 

为了证明 TRPV3 筛选模型的功能活性, 分别用

不同浓度的 TRPV3 特异性激活剂 DPBA 及 2-APB

作用于 TRPV3-HEK 细胞系, 检测细胞内钙离子浓度

的变化(图 4)。结果显示, 随着激活剂浓度增加, 荧光

钙信号不断增强, 表现出剂量依赖效应, DPBA的EC50
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值为 29.17 μmol/L, 2-APB 的 EC50 值为 14.72 μmol/L, 

与文献报道相符[6, 7]。 

 
图 3  DMSO 耐受性检测 

Fig. 3  DMSO tolerance detection 
The calcium signal of stimulated (100 μmol/L DPBA with DMSO, 

Grey) and un-stimulated (Assay buffer with DMSO, Black) on 
TRPV3-HEK 

 
图 4  激活剂对 TRP-HEK 细胞的剂量效应 

Fig. 4  Dose response of agonist on TRPV3-HEK cell line 
EC50 value was determined using GraphPad Prism 5 software 

 

2.3.2  TRPV3 抑制剂的检测 

RR 是 TRPV3 的抑制剂, 可阻断其通道的功能, 

抑制钙离子的通过。不同浓度的 RR 作用于 TRPV3- 

HEK 细胞系 10 min, 之后用相同浓度的 DPBA 刺激, 

检测细胞内钙离子浓度的变化(图 5)。结果显示, 随着

抑制剂RR浓度增加, 流入TRPV3-HEK细胞内的钙流

不断减少, 表现出剂量依赖效应, IC50值为1.05 μmol/L, 

与文献报道相符[6, 7]。 

 

图 5  抑制剂 RR 对 TRP-HEK 细胞的剂量效应 
Fig. 5  Dose response of blocker RR on TRPV3-HEK 

cell line 
Agonist DPBA (35 μmol/L) was used to induce calcium influx. 

IC50 value was determined using GraphPad Prism 5 software 
 
2.4  模型稳定性考察 

为考察构建的 TRPV3 筛选模型的稳定性, 将

TRPV3-HEK 细胞在不添加任何抗生素的条件下培

养至 25 代以上。之后同时检测 DPBA 或 RR 在每隔

5 代的 TRPV3-HEK 细胞上的作用(图 6)。通过 DPBA

的检测可以看出, 激活剂 DPBA 引起的钙流信号在

不同代数的细胞上基本没有改变, 得到的 EC50 值没

有明显变化(表 1)。抑制剂 RR 对不同代 TRPV3-HEK

细胞的作用也是同样的, IC50 值基本保持一致(表 1)。

由此可见, 该 TRPV3 细胞模型是稳定的。 

表 1  激活剂 DPBA 及抑制剂 RR 作用于 TRPV3-HEK
不同代细胞所呈现的药理强度汇总 

Table 1  Summary of the compound potencies for agonist 
DPBA and blocker RR at TRPV3-HEK different cell 

passages 

Passage 1 5 10 15 20 25 

EC50 (μmol/L) 25.51 24.28 35.19 33.44 32.02 29.13

IC50 (μmol/L) 3.09 3.32 1.71 1.59 1.21 1.51

The EC50 or IC50 values of the dose response were determined using 
GraphPad Prism 5 software 
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图 6  TRPV3-HEK 细胞系稳定性检测 
Fig. 6  Stability of the TRPV3-HEK cell line 

Dose response curves of DPBA and RR (DPBA is 35 μmol/L) for 
every 5 passages (P1-P25) 

 
2.5  高通量筛选系统的评估 
2.5.1  Z'因子评估 

为验证该 TRPV3 高通量筛选系统的稳定性和

可靠性, 我们采用了 Z'因子法来评估。Z'因子综合考

虑了信号的变化和波动范围, 反映了方法的信噪比

以及数据的偏差, 因此可作为高通量筛选系统的衡

量标准。它与筛选源无关, 只与筛选方法本身有关, 

如果 Z≥0.5, 说明筛选方法适用于高通量筛选; 如

果 Z<0.5, 则说明筛选方法尚需优化。其计算公式为:  
Z’=1−3X(|SDmaximum signal|+|SDminimum signal|)/(|Meanmaximum 

signal|−|Meanminimum signal|) 
我们首先检测了 96 孔板整板的 Z'因子值, 将一

块 96 孔板的 6 列加入 100 μmol/L DPBA 作为阳性对

照(Maximum signal), 同时另外 6 列加入缓冲液作为

阴性对照(Minimum signal), 各孔中 DMSO的终浓度

均为 0.5%, 测试结果 Z′因子值为 0.80(图 7)。 

 

图 7  96 孔板 Z 因子检测 
Fig. 7  Z'factor determination in 96-well plate format 

TRPV3-HEK cell line was stimulated with 100 μmol/L of DPBA 
(black) and assay buffer (white) respectively 

 
接着 , 为评估筛选不同板间的差异性 , 我们连

续测试了 10 块 96 孔板的 Z'因子值, 每块板随机选

择 2 列进行测试, 其中 1 列加入 100 μmol/L DPBA

作为阳性对照 , 另 1 列加入缓冲液作为阴性对照, 

各孔中 DMSO 的终浓度均为 0.5% (表 2)。各次检测

Z'因子均大于 0.5, 因此, 该 TRPV3-HEK 模型适于

应用 96 孔板进行 TRPV3 调节剂的高通量筛选。 

表 2  连续检测 10 块 96 孔板的各板 Z′因子值 
Table 2  Individual plate Z'factor in ten consecutive 

96-well Plates 

Plate 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Z’ 0.75 0.75 0.84 0.80 0.68 0.76 0.83 0.87 0.85 0.65
 

为评估该模型是否适用于更高通量的筛选, 我

们进一步检测了 384 孔板的 Z'因子值。将 384 孔板

中的 6 列加入 100 μmol/L DPBA 作为阳性对照, 同

时另外 6 列加入缓冲液作为阴性对照 , 各孔中

DMSO 的终浓度均为 0.5%, 测试结果 Z'因子值为

0.72。由此说明, 建立的 TRPV3 筛选系统稳定可靠, 

可以用于 96 孔及 384 孔板规模的 TRPV3 调节剂高

通量筛选。 

2.5.2  Spiking 验证 

为检测该 TRPV3 高通量筛选系统的灵敏性及

有效性, 我们采用了 Spiking 实验进行实际评估和验

证。Spiking 实验是一种利用已知调节剂和与靶体作

用未知的随机化合物对筛选系统进行检测的方法 , 

可以验证高通量筛选系统及方法的可行性。将一块
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96 孔板中的 75 个孔分别加入 10 μmol/L 不同的化合

物, 这些化合物均未报道与 TRPV3有任何作用; 5个

孔分别加入不同浓度的 DPBA(1 μmol/L、3 μmol/L, 

10 μmol/L、30 μmol/L、100 μmol/L); 同时 8 个孔加

入缓冲液作为阴性对照 , 8 个孔加入 100 μmol/L 

DPBA 作为阳性对照; 各孔中 DMSO 的终浓度均为

0.5%。结果显示, 阴性对照(缓冲液)及随机化合物孔

均未产生钙流信号, 而阳性对照(100 μmol/L DPBA)

产生显著钙流信号, 与预期结果相符(图 8A)。同时

随机加入不同浓度 DPBA 的 5 个孔产生的钙流信号, 

表现出剂量依赖效应, DPBA的EC50值为25.34 μmol/L, 

与文献报道相符 [6](图 8B)。综上所述, 该 TRPV3- 

HEK 筛选模型灵敏有效, 可以用于高通量药物筛选

系统并有效检测出 TRPV3 调节剂。 

 

图 8  Spiking 检测 
Fig. 8  Spiking test 

A: scatter plot of spiking data; B: dose response of the positive 
control (DPBA). The EC50 values of the dose response were 

determined using GraphPad Prism 5 software 
 

 

3  讨论 

近年来, 离子通道作为药物研发的靶点倍受关

注。因其功能的异常可能对细胞功能及信号转导产

生巨大影响, 且是可以与小分子药物高度亲和的少

量蛋白质之一(其他包括酶, G 蛋白偶联受体和核激

素受体), 离子通道成为了非常有价值的药物靶点。

但早先基于离子通道的药物研发与针对其他药靶的

药物相比存在着一定差距。幸运的是, 最近几年学

术界和产业界均不断发现和鉴定出了许多新的可用

于药物靶点的离子通道。而且药物筛选和结构鉴定

的技术不断进步, 使得研发新的离子通道药物更加

快捷。众多瞬时受体势通道(TRP)的发现为人们带来

了巨大的惊喜, TRP不但是感觉信号的调节因素, 而

且也因其成为了最新的药物靶点扩展了传统离子通

道药靶范围, 为研发与癌症、免疫病变等相关药物带

来新的希望[10]。其中 2002 年新发现的 TRPV3 可响应

33oC~35oC 左右的温度或特异性化合物的不同刺激, 

是钙离子选择性通道, 与疼痛和炎症等有密切关系, 

因此成为了相关疾病药物研发的热点药靶[3-5]。由此

可见, 如能筛选到 TRPV3 特异性调节剂意义重大, 

而有效的发现这类化合物依赖于快速和精确评估

TRPV3 活性的方法。 

电生理技术与药理学的结合为研究离子通道的

功能提供了最准确最直接的方法, 其优点是检测灵

敏, 无放射性污染, 可在精确时间分辨率下读数。因

该技术必须通过钳住细胞膜来记录电流量, 因此是

唯一可直接记录单通道功能的方法, 而成为了检验

离子通道功能的经典技术。但该方法也有许多固有

的缺点, 它是低通量的技术(一次实验一个细胞), 需

要具有专门技术的高度熟练技术人员才能操作, 除

标准实验室配备外需配置专门设备, 而且技术和设

备需随实验细胞类型的不同而改变, 如卵母细胞电

生理与哺乳动物细胞膜片钳方法的技术和设备需要

就有所不同。因此, 传统电生理技术不适用于大量

化合物库的高通量筛选。而后包括自动电生理技术, 

二维膜片钳等新技术的不断涌现提高了基于离子通

道药靶直接筛选药物的通量, 可理论上克服传统技术

的壁垒, 如 IonWorks (Molecular Devices), PatchXpress 

(Molecular Devices)等。但这些新技术还没有被证明

可实际应用于检测瞬时受体势通道的实验。 

因此, 我们建立了一种有别于电生理技术的高

通量筛选方法, 利用 TRPV3 调节钙离子流入细胞的

性质, 应用钙离子敏感荧光指示剂(Fluo-3), 通过荧

光成像分析系统检测钙浓度, 成功构建了高通量筛

选 TRPV3 调节剂的细胞模型。钙离子敏感荧光指示

剂的特性是可以与细胞内游离钙离子结合, 当用激
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发波长激发时 , 可产生强烈荧光 , 并且荧光强度与

细胞内钙离子浓度成正比。通过荧光强度来表征胞

内钙离子相对浓度, 便可以实现化合物对 TRPV3 不

同作用的筛选。当 TRPV3 被激活时, 胞外钙离子通

过激活的通道进入 , 细胞内钙离子浓度明显升高 , 

荧光强度显著增强。当 TRPV3 被抑制时, 钙离子无

法通过通道 , 即使用激活剂刺激 , 细胞内钙离子浓

度也不再升高, 荧光强度不变。因此, 通过检测荧光

强度的改变, 可以间接验证 TRPV3 通道的活性, 从

而筛选 TRPV3 特异性调节剂。我们不但优化得到了

最适筛选条件, 而且验证了所构建的在 HEK-293 中

稳定表达 TRPV3 的细胞模型对已知调节剂的药理

学功能与报道相符 , 因此 , 该模型是可靠而有效的

TRPV3 筛选模型。另外, 经反复传代至 25 代以上, 

该模型性状仍保持均一稳定, 且经单块整板及连续

多板的 Z'因子验证、Spiking 验证, 该模型完全符合

应用于 96 孔及 384 孔板的高通量筛选要求。 

我们成功构建了高通量筛选瞬时受体势 V3 通

道调节剂的细胞模型, 应用钙离子敏感荧光指示剂

表征细胞内钙浓度, 通过荧光成像分析系统的检测

实现药物筛选。该系统虽然没有传统电生理检测离

子通道的方法灵敏直接, 但可快速便捷的实现高通

量筛选, 且稳定可靠, 不但可以筛选 TRPV3 调节剂, 

开发相关先导药物, 而且也可为体外研究 TRPV3 生

理病理功能提供工具, 具有广阔的应用前景。 
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