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摘   要：本研究旨在建立一种基于双荧光素酶报告基因检测体系的法尼醇 X 受体(farnesoid X 

receptor, FXR)激动剂细胞筛选体系，以满足对 FXR 激动剂先导化合物的高通量筛选。通过在报告

基因质粒 pGL4-luc2P-Hygro 中的萤火虫荧光素酶(firefly luciferase, Luc)基因上游克隆并插入来自

FXR 靶基因的 FXR 反应元件(FXR response element, FXRE)片段，构建用于筛选 FXR 激动剂的报

告基因质粒，并结合海肾荧光素酶内参质粒，建立能够有效反映药物对 FXR 激动效应的双荧光素

酶报告基因细胞检测体系。通过一系列优化实验，比较了过表达 RXR、鼠源和人源 FXR、不同的

FXRE 片段、FXR 过表达质粒与报告基因质粒的混合比对筛选体系诱导效率和灵敏度的影响。根

据上述结果，最终确定了优化条件，优化后体系 Z 因子达到 0.83。本研究建立了一种用于 FXR 激

动剂筛选的改良的基于双荧光素酶报告基因检测体系的细胞筛选体系，其主要特征在于，使用多

段 FXR 靶基因上的 FXRE 片段叠加组成一种新型的增强型 FXRE 元件，而非传统的反向重复序

列-1 (inverted repeats-1, IR-1)片段的叠加，为 FXR 激动剂的发现提供了更好的手段和工具。 

关键词：FXRE；双荧光素酶报告基因系统；高通量筛选；核受体 
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Development and optimization of a cell screening system for 
farnesoid X receptor agonist 

ZHENG Zhimin#, HUANG Xiaoxia#, PANG Biying, HUANG Nana, KONG Bo*, LI Xin, 
XIONG Wenting 

School of Life Sciences, Guangzhou University, Guangzhou 510006, Guangdong, China 

 

Abstract: This study aims to develop an improved cell screening system for farnesoid X receptor 
(FXR) agonists based on a dual luciferase reporter gene system. FXR response element (FXRE) 
fragments from FXR target genes were cloned and inserted into upstream of firefly luciferase 
(Luc) gene in the plasmid pGL4-luc2P-Hygro. In combination with the internal reference plasmid 
containing renilla luciferase, a dual luciferase reporter gene system was developed and used for 
high throughput screening of FXR agonists. After studying the effects of over-expression of RXR, 
mouse or human FXR, various FXRE fragments, and different ratio of FXR plasmid amount to 
reporter gene plasmid, induction efficiency of the screening system was optimized by the known 
FXR agonist GW4064, and Z factor for the system reached 0.83 under optimized conditions. In 
summary, an improved cell screening system based on double luciferase reporter gene detection 
system was developed to facilitate the discovery of FXR agonists, where a new enhanced FXRE 
element was formed by a superposition of multiple FXRE fragments from FXR target genes, 
instead of a superposition of traditional IR-1 (inverted repeats-1) fragments. 
Keywords: FXR response element; dual-luciferase report system; high throughput screening; 
nuclear receptor 

 

法尼醇 X 受体(farnesoid X receptor, FXR)

属于核受体超家族，是参与调控多种生理功能

的转录因子，高量表达于肝脏、小肠、肾脏和

肾上腺中。胆汁酸(bile acids, BAs)是 FXR 的生

理性配体。FXR 与 Bas 结合后被激活，通过与

RXRα 形成异源二聚体，识别并结合于其下游

靶基因的 FXR 反应元件(FXR response element, 

FXRE)，从而调控靶基因的转录[1]。FXR 在体

内调节胆汁酸稳态和胆固醇代谢，并参与脂

肪酸代谢和糖代谢，促进肝脏再生等重要生

理功能[2]。此外，FXR 基因功能的降低与胆汁

淤积、肝癌、大肠癌和非酒精性脂肪肝病

(nonalcoholic fatty liver disease, NAFLD)等疾病

密切相关[3-6]，因此 FXR 是重要的药物靶标，医

药工业界已有多种进入临床实验 FXR 激动剂类

药物正在开发，如奥贝胆酸(obeticholic acid)、

Cilofexor 和 Tropifexor 等[7-9]。 

高通量筛选技术是药物筛选的重要手

段 [10]，建立高效灵敏的高通量筛选体系在基

础研究和药物开发等方面都有重要的意义。基

于细胞的 FXR活性检测的双荧光报告基因筛选

模型，较接近生理状态，通过将双荧光素酶报

告基因共转染至细胞内，当配体与相应受体结

合，荧光素酶表达量发生变化，通过检测荧光

素酶活性以反映配体的诱导活性，从而进行药

物的高通量筛选。高灵敏度是高通量筛选体系

用于药物筛选的前提，现有的研究中缺乏对相

关细胞筛选体系的深入优化及比较。 
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FXR 靶基因转录活性的强弱与 FXRE

的 数量有关，也与 FXRE 到转录起始位点

(transcription start site, TSS)的距离有关。反向

重复序列-1 (inverted repeats-1, IR-1)是已知的

FXRE 序列，包含由 1 个核苷酸分隔的 2 个

AGGTCA 反向同源序列 [11]。现有的研究中通

常使用 3 个 IR-1 序列简单叠加组成 FXRE 元

件 [12-15]，这种叠加没有考虑生理状态下 FXRE

相邻序列对 FXR 结合的影响。本研究利用

FXR 靶基因的 FXRE 反应元件，并将其叠加串

联构建得到一种新型的增强型 FXRE 反应元

件，用以构建报告基因质粒，达到了提高筛选

体系灵敏度的目的。并通过研究视黄醇 X 受体

(RXR)、不同种属来源的 FXR，以及 FXR 与报

告基因比例等方面对筛选体系做了更深一步地

改进和优化，建立了一种改良的基于双荧光素

酶报告基因的高效灵敏的细胞筛选体系，可以

满足对 FXR激动剂先导化合物的高通量筛选。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  细胞和试剂 

人胚胎肾细胞 HEK293T 由广州大学精准

基因编辑中心乔云波课题组馈赠，本实验室保

存；人肝癌细胞 HepG2 由本实验室保存；FXR

过表达质粒 pCI-T7-mFXR、pCI-T7-hFXR，萤

火虫荧光素酶报告基因质粒 pGL4.29-3×FXRE- 

Luc、pGL4.29-2×FXRE-Luc、pGL4.29-1×FXRE- 

Luc 、 pGL4.29-3×IR1-Luc ， RXR 表 达 质 粒

pGL4.73-hRXR 由本实验室构建；海肾荧光

素酶内参质粒 pRL-TK-intronless (P1685)购自

武汉淼灵质粒平台；质粒 pGL4-luc2P-Hygro 

(101788)、phR-Luc (139644)购自 Addgene 平

台；质粒 pCI-T7-EGFP 由广州大学精准基因编

辑中心王刚课题组馈赠，本实验室保存。FXR

激动剂 GW4064、萤火虫萤光素酶检测试剂和

海肾萤光素酶检测试剂购自上海碧云天公司；

培养基 DMEM、Opti-MEM 培养基、胎牛血

清、 penicillin-streptomycin 双抗和胰酶购自

Invitrogen 公 司 ； Exfect® 转 染 试 剂 、 2×Taq 

Master Mix PCR 试剂、T4 DNA 连接酶、DH5α

感受态细胞、 dNTP Mix RNA 酶抑制剂、

M-MLV (H-)逆转录酶、RNA-easy 总 RNA 提取

试剂、ChamQ Universal SYBR qPCR Master 

Mix 购自南京诺唯赞公司。 

1.1.2  主要仪器 

SW-CJ-1FD 型超净工作台，苏州苏净集团

安泰公司；BPN-150CW 型二氧化碳培养箱，

上海一恒公司； Infinite M Plex 多功能酶标

仪，Tecan 公司；CKX-41 型倒置显微镜，

OLYMPUS 公司；ABI miniAMP PCR 扩增仪，

Thermofisher 公司；NanoDrop 微量分光光度

计，Thermofisher 公司；ABI QuantStudio 3 定

量 PCR 仪，Thermofisher 公司。 

1.2  方法 
1.2.1  基因克隆 

本文所使用的 DNA 序列克隆信息如表 1

所示，Shp、Bsep、Mdr2、Osta、Ibabp 是已知

的 FXR靶基因，前期的生物信息学分析在其上

游发现 FXRE 调控序列。按照诺唯赞 2×Taq 

Master Mix PCR 试剂说明书进行 PCR 克隆。 

1.2.2  质粒构建 

通过在报告基因质粒 pGL4-luc2P-Hygro 中

的荧光素酶基因上游插入 FXRE 片段，构建用

于筛选 FXR激动剂的报告基因质粒。本文构建

的报告基因质粒以及其他过表达质粒的信息如

表 2 所示，按照相应内切酶、T4 DNA 连接

酶、DH5α 感受态细胞的说明书进行酶切、连

接和转化。 
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表 1  DNA 克隆引物序列 
Table 1  Primer sequences for DNA cloning 
Name Template Primer sequence (5′→3′) 

mFXR-F 

mFXR-R 

mcDNAc TGCTCTAGATCCTTCTCAGTTGCCGTGAG 

TAATGCGGCCGCCCTCCAACTCAATAAGATTC 

hFXR-F 

hFXR-R 

hcDNAd TGCTCTAGAATGGGATCAAAAATGAATCTCATTG 

TAATGCGGCCGCTCACTGCACGTCCCAGATTTCACAG 

hRXR-F 

hRXR-R 

hcDNA CTGTGCTAGCGCAGACATGGACACCAAAC 

CTAGTCTAGAGCAGTGACAGGCTGTGC 

hSHP_FXRE-Fa 

hSHP_FXRE-Ra 

hgDNA GGCGAGCTCGGTCAATATCTGTGCCTCACTG 

GAGCAGAGTGGGCTAGCGGTCACCATAATGGGTACGAG 

hBSEP_FXRE-Fa 

hBSEP_FXRE-Ra 

hgDNA GGTGACCGCTAGCCCACTCTGCTCAATTTGCCTC 

CTGACGTGGGATCCGCGTTGTTTACACTGGACAAGAG 

hMDR2_FXRE-Fa 

hMDR2_FXRE-Ra 

hgDNA GTAAACAACGCGGATCCCACGTCAGCATTGGACACAG 

CCCAAGCTTGTCTTGCAATAGCCCATGTGC 

hOSTa_FXRE-Fa 

hOSTa_FXRE-Ra 

hgDNA TGCGAGCTCCCCACTGTGTCCTGAAGTTTC 

ATGCCTGGAGAAGAGATCTCCAGACACCTCAAAGTCTCTCC 

hOSTa_FXRE2-F 

hOSTa_FXRE2-R 

hgDNA GGCGAGCTCCCCACTGTGTCCTGAAGTTTC 

CCCAAGCTTCCAGACACCTCAAAGTCTCTCC 

hIBABP-FXRE-Fa 

hIBABP-FXRE-Ra 

hgDNA TTGAGGTGTCTGGAGATCTCTTCTCCAGGCATTACTCTGAG 

CCCAAGCTTCTTCTGCACGGTCAGAGCTG 

3×IR1-Fb 

3×IR1-Rb 

− CAGGTCAATGACCTAGGTCAGTGACCTAGGTCACTGACCTA 

TCGAGTCCAGTTACTGGATCCAGTCACTGGATCCAGTGACTGGATTCGA 

The prefix “h” or “m” in the “Name” and “Template” indicates that it comes from mouse or human, respectively. gDNA: 

Genomic DNA; cDNA: Complement DNA. F: Forward primer sequence; R: Reverse primer sequence. The bold sequence in 

the primer represents the restriction enzyme site with protective bases, or the overlapping sequence for overlap PCR. a: Used 

for overlap PCR as 1.2.3; b: See 1.2.4 for the method; c: Reverse transcription of total RNA extracted from mouse intestinal 

tissue; d: Reverse transcription of total RNA extracted from HepG2 cells. −: No template required for this clone, see 1.2.4 for 

the method. 
 

表 2  已构建的质粒列表 
Table 2  List of constructed plasmids 
Recombinant plasmid Original plasmid Inserted geneb Restriction site 

pCI-T7-mFXR pCI-T7-EGFP mFXR Xba I, Not I 

pCI-T7-hFXR pCI-T7-EGFP hFXR Xba I, Not I 

pGL4.29-3×FXRE-Luc pGL4-luc2P-Hygro hSHP_FXRE, hBSEP_FXRE, hMDR2_FXREa SacI, Hind III 

pGL4.29-2×FXRE-Luc pGL4-luc2P-Hygro hOSTa_FXRE, hIBABP_FXREa Sac I, Hind III 

pGL4.29-1×FXRE-Luc pGL4-luc2P-Hygro hOSTa_FXRE2 Sac I, Hind III 

pGL4.29-3×IR1-Luc pGL4-luc2P-Hygro 3×IR1 Sac I, Hind III 

pGL4.73-hRXR phR-Luc hRXR Nhe I, Xba I 

a: Multiple fragments were combined as one fragment by overlap PCR, b: Same as Table 1. 
 

1.2.3  Overlap PCR 

于 PCR 反应管中分别加入 ddH2O、待连接

片段、2×Taq Master Mix，按照常规 PCR 设置

反应程序，反应完成后，将上述反应产物稀释

1 000 倍，得到稀释反应产物；于新的 PCR 反 

应管中加入 ddH2O、稀释反应产物、第一个片

段的正向引物、最后一个片段的反向引物、

2×Taq Master Mix，按照常规 PCR 设置反应程

序，反应完成后，通过胶回收得到最终连接在

一起的目的片段。 
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1.2.4  Oligo DNA 退火 

按照下述体系设置退火反应体系：无核酸

酶 ddH2O 70 μL，oligo DNA annealing buffer 

(10×) 10 μL，DNA oligo A (100 μmol/L) 10 μL，

DNA oligo B (100 μmol/L) 10 μL，按照上述

顺序依次加入各种试剂，混匀。Oligo DNA 

annealing buffer (10×)：100 mmol/L Tris pH 8.0，

500 mmol/L NaCl，10 mmol/L EDTA。95 ℃孵育

5 min 后，每 8 s 下降 0.01 ℃，降至 25 ℃。 

1.2.5  细胞培养 

HEK293T 细胞培养于高糖 DMEM 培养基

中(含 10% FBS，1% penicillin-streptomycin 双

抗)，37 ℃、5% CO2 环境下。 

1.2.6  质粒转染 

取处于对数生长期的 HEK293T 细胞，以

每孔 5×105–10×105 个细胞接种于 6 孔板中，待

细胞生长至覆盖率达到 80%–85%时进行转

染。按每孔 3–5 μg 总量的质粒和 10 μL 转染

试剂进行瞬时转染，质粒和转染试剂分别用

200 μL opti-MEM 培养基稀释，稀释后将质

粒和转染试剂稀释液均匀混合，于室温放置

15–20 min 后，滴加到细胞培养孔中，轻轻

摇匀。分别将下列质粒按照一定比例共转染

进 HEK293T 细胞中： (1) pCI-T7-mFXR 或

pCI-T7-hFXR ； (2) pGL4.29-3×FXRE-Luc 或

pGL4.29-2×FXRE-Luc 或 pGL4.29-1×FXRE-Luc

或 pGL4.29-3×IR1-Luc；(3) 内参质粒 pRL-TK- 

intronless；(4) pGL4.73-hRXR。 

1.2.7  药物处理 

转染 6–8 h 后，用胰酶将 6 孔板中的细胞

消化收集，转染了相同质粒的细胞收集在一起

并混匀，以每个 6 孔板孔接种于 16 个 96 孔板

孔的比例将细胞均匀分到 96 孔板中，并换

上含有药物的培养基。体系诱导效率检测：

设置以相同体积 DMSO 处理的溶剂对照组、

2 μmol/L GW4064 处理的阳性对照组，每组

3 个重复。药物处理 32 h 后进行双荧光素酶报

告基因检测。GW4064 是已知常用的 FXR 特异

性激活剂，已有研究报道显示 GW4064 在体外

细胞实验中在浓度 1–5 μmol/L时具有 FXR激活

的最大效应[16]，本文采用 2 μmol/L 的 GW4064

处理浓度。 

1.2.8  双荧光素酶报告基因检测 

药物处理后，吸去培养基，用磷酸缓冲盐

(phosphate-buffered saline, PBS)溶液洗涤细胞

1次，小心吸去 PBS，每孔加入 50 μL报告基因

细胞裂解液(RG006-1)处理 5 min，吹打并吸取

细胞裂解产物至 1.5 mL 离心管中，12 000×g 常

温离心 2 min，取上清用于后续检测。取 2 次

10 μL 细胞裂解上清液加入 96 孔检测板的 2 个

孔中，分别加入 50 μL 萤火虫萤光素酶检测试

剂(RG006-2)和现配的海肾萤光素酶检测试剂

(RG017-2、RG017-3)，使用 Infinite M Plex 多

功能酶标仪检测萤火虫和海肾萤光素荧光值以

显示萤火虫萤光素酶和海肾萤光素酶表达量的

多少，从而表征转录活性的强弱。检测软件为

Infinite® 200 PRO，使用 Luminescence 模式默

认选项。 

1.2.9  实时荧光定量 PCR (quantitative real- 
time PCR, qPCR) 

参考总 RNA 提取试剂说明书从细胞中提

取总 RNA，用 NanoDrop 测定其浓度用于后续

逆转录。参考 M-MLV (H-)逆转录酶说明书将

提取的总 RNA 逆转录成 cDNA (complement 

DNA)，逆转录所用引物为 6 碱基随机引物

(5′-NNNNNN-3′)。参考 ChamQ Universal SYBR 

qPCR Master Mix 说明书，用得到的 cDNA

在 ABI QuantStudio 3 定量 PCR 仪中进行实

时荧光定量 PCR 检测，qPCR 所用引物如

表 3 所示。  
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表 3  qPCR 所用引物序列 
Table 3  Primer sequences for qPCR 

Gene Forward primer sequence (5′→3′) Reverse primer sequence (5′→3′) 

hβ-actin AATGAGCTGCGTGTGGCT GATAGCACAGCCTGGATAGCA 

hFXR AGGGGTGTAAAGGTTTCTTCAGGA ACACTTTCTTCGCATGTACATATCCAT 

hRXR ACATGCAGATGGACAAGACG TCGAGAGCCCCTTGGAGT 

 

以 β-actin 作为内参基因，通过检测目的基

因相对于内参基因的 mRNA 水平变化来定量。

以 HEK293T 细胞的 FXR mRNA 水平为对照

组，采用 2ΔΔCt 法计算实验组相对于对照组的

相对转录水平。 

ΔCt=Ct ( 目 的 基 因 )–Ct ( 内 参 基 因 ) 

ΔΔCt=ΔCt (实验组)–ΔCt (对照组) 

1.2.10  数据分析 

每孔以使用 Infinite M Plex 多功能酶标仪

检测到的萤火虫萤光素荧光值(FLuc)和海肾萤

光素荧光值(RLuc)的比值表示荧光素酶活性值

(FLuc/RLuc)，即荧光素酶活性=FLuc/RLuc。

以 GW4064 处理为阳性对照组，DMSO 处理

为溶剂组，筛选体系诱导效率=阳性对照组荧光

素酶活性/溶剂组荧光素酶活性(GW/Veh)，诱导

效率越高则认为体系的灵敏度越高。数据以

x s 表示，使用 GraphPad Prism 9 软件进行数

据处理，两组间显著性分析比较采用 t 检验。 

1.2.11  稳定性分析 

选择 Z 因子(Z factor)分析以确认筛选体系

的质量以及是否符合高通量筛选的要求。当

Z=1 时表明筛选模型是理想的，Z>0.5 时表明

筛选模型是比较理想的[17]。Z 因子分析的计算

公式如下： 

) | |3( /p n p nZ         

其中 σp 表示阳性对照组荧光素酶活性值标

准差，σn 表示阴性对照组荧光素酶活性值标准

差，μp表示阳性对照组荧光素酶活性值平均值，

μn 表示阴性对照组荧光素酶活性值平均值。 

2  结果与分析 

2.1  筛选体系的优化 
为有效测量比较不同药物之间诱导效率的

差异，要求筛选体系具有高灵敏度，现有的研

究中通常使用 3 个 IR-1 FXRE 序列的简单叠加

以构建报告基因质粒，这种叠加没有考虑生理

状态下 FXRE 相邻序列对 FXR 结合的影响，存

在进一步优化的空间。为满足 FXR小分子配体

筛选的需求，本文对基于双荧光报告基因的筛

选体系进行了进一步的改进和优化。 

2.1.1  细胞株相关基因转录水平分析 

所用细胞株中的内源性 FXR 和 RXR 表达

水平可能对筛选体系的优化产生影响，为此

我 们用实时荧光定量 PCR (qPCR) 分析了

HEK293T 和肝癌细胞株 HepG2 中的 FXR 和

RXR 的转录水平，结果如图 1 中所示，2 种细

胞中的 FXR 转录水平均较低，而 RXR 则有较

高的转录水平，且 HEK293T 细胞中的 RXR 转

录水平远高于 HepG2 中的 RXR 转录水平。 

2.1.2  可靠性验证 

将 3 个 IR-1 序列以首尾串联的方式叠加在

一起，插入报告基因载体荧光素酶启动子上游

(表 1，图 2A)，构建 pGL4.29-3×IR1-Luc 报告

基因载体。为确认筛选体系对 FXR激动活性的

特异性检测，以未插入 FXRE 片段的原始质粒

pGL4-luc2P-Hygro 为对照。图 3A 中，对照组

和 3×IR1 组分别共转染 2 μg pGL4-luc2P- 

Hygro+1 μg pGL4.73-hRXR+1 μg pCI-T7-EGFP+  
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图 1  HEK293T和 HepG2细胞中的 FXR和 RXR 

mRNA 水平 
Figure 1  The mRNA level of FXR and RXR in 
HEK293T and HepG2 cells. The result represents as 
x s , n=3; ****: P<0.000 1 represent significance, 
HepG2 vs. HEK293T on RXR, determined by t test. 

 
60 ng pRL-TK-intronless 和 2 μg pGL4.29-3×IR1- 

Luc+1 μg pCI-T7-EGFP+60 ng pRL-TK-intronless，

由图 3A可知，3×IR1组的诱导效率显著高于对

照组，表明构建得到的筛选体系具有特异检测

FXR 激动活性的能力。 

2.1.3  过表达 RXR 对筛选体系灵敏度的影响 

FXR 与 RXR 以形成异源二聚体的形式对

下游靶基因进行调控[18]，若内源性 RXR 表达

不足，增加 RXR 的表达量则有可能能够提高

体系的诱导效率。尝试通过共转染 pGL4.73- 

hRXR以过表达 RXR，比较过表达 RXR与否对

筛选体系灵敏度的影响。如图 3A 所示，对照

组、3×IR1 组和 3×IR1+hRXR 组均转染了 60 ng

海肾荧光素酶报告基因质粒、1 μg hFXR 过表

达质粒和 2 μg 报告基因质粒 (分别为 pGL4- 

luc2P-Hygro、 pGL4.29-3×IR1 和 pGL4.29-3× 

IR1)到 HEK293T 细胞中，除了 3×IR1 组，其余

两组均共转染了 1 μg hRXR 过表达质粒，结果

表明，转染了 RXR 表达质粒的实验组与未转

染 RXR 的实验组之间没有明显的统计学意

义。我们还比较了不同 RXR 和 FXR 比例对体

系灵敏度的影响，结果如图 3B 所示，3 组均转

染了 2 μg 报告基因载体、hRXR 和 hFXR 过表

达质粒(共 2 μg，比例分别为 0:1、1:1、2:1)以

及 60 ng 内参质粒。与预期相反的是，增大

hRXR 和 hFXR 过表达质粒比例反而有降低体

系诱导效率的趋势，其原因可能是 RXR 与

FXR 表达质粒之间的相互竞争，也可能是过

多过量表达外源蛋白反而造成细胞的代谢压

力。以上结果说明所用 HEK293T 细胞内源性

RXR 表达量已足够与 FXR 形成异二聚体以促

进下游基因的转录，因此过表达 RXR 不能继

续提高体系的灵敏度。 

 

 
 

图 2  已构建的报告基因载体结构 
Figure 2  The structure of constructed reporter gene plasmids. FXRE was inserted upstream of the reporter 
gene in the pGL4-luc2P-Hygro, which contains a minimal promoter (minP) linked to the luciferase (Luc) 
reporter gene. A: pGL4.29-3×IR1-Luc. B: pGL4.29-3×FXRE-Luc. C: pGL4.29-2×FXRE-Luc. D: 
pGL4.29-1×FXRE-Luc. 
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图 3  RXR (A)和不同的 RXR 与 FXR 过表达质粒比例(B)对报告基因试验相对诱导效率的影响 
Figure 3  Effects of RXR (A) and different over-expression plasmid ratios of RXR to FXR (B) on relative 
induction folds for reporter assay. The result is x s , n=3; *: P<0.05 represent significance, 3×IR1 vs. 

Control; **: P<0.01 represent significance, 3IR1+hRXR vs. Control; #: P<0.05 represent significance, 1:1, 
2:1 vs. 0:1, determined by t test. 
 

2.1.4  不同来源的 FXR 对筛选体系灵敏度的

影响 

我们比较了过表达小鼠 FXR 或人 FXR 对

筛选体系灵敏度的影响，如图 4 所示，mFXR

组和 hFXR 组均转染了 1.5 μg 报告基因质粒和 

 

 
 

图 4  人源 FXR 与鼠源 FXR 对报告基因试验相

对诱导效率的影响 
Figure 4  Effects of human FXR and mouse FXR 
on relative induction folds for reporter assay. The 
result represents as x s , n=3; *: P<0.05 represent 

significance, mFXR vs. hFXR, determined by t test. 

60 ng 内参质粒到 HEK293T 细胞中，另外分别

还转染了 1.5 μg 人 FXR 过表达质粒和小鼠 FXR

过表达质粒，结果表明，过表达小鼠来源的 FXR

的体系比过表达人来源的 FXR的体系的灵敏度

更高，且有统计学意义。 

2.1.5  FXRE 片段的优化 

FXR靶基因转录活性的强弱与FXRE的序列

本身以及 FXRE 的数量有关，将 FXR 靶基因上

的 FXRE 片段串联叠加，构成一种新型的增强型

FXRE 元件，相较于传统的 3 个 IR-1 序列的组

合，这种新的 FXRE 元件组合不仅考虑了 FXRE

的数量，还考虑了相邻序列的影响。FXRE 片段

信息如表 2 中所示，3×FXRE 为 hSHP_FXRE、

hBSEP_FXRE 和 hMDR2_FXRE 片段的串联，

2×FXRE 为 hOSTa_FXRE 和 hIBABP_FXRE

片段的串联， 1×FXRE 为 hOSTa_FXRE2 

(图 2B–D)。图 5 中，各组均转染了 3 μg 小鼠

FXR 过表达质粒和 60 ng 内参质粒到 HEK293T

细胞中，另外再分别同时转染了 1.5 μg pGL4- 
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luc2P-Hygro、pGL4.29-3×FXRE-Luc、pGL4.29- 

2×FXRE-Luc 和 pGL4.29-1×FXRE-Luc。 

图 5A 显示了各组中 GW4064 处理组与溶剂

组的相对荧光强度，由于 FXRE 片段与细胞中

内源性表达的 FXR 与培养基的潜在内源性配体

相结合，因此溶剂组表现出一定的本底 FXR 激

活活性(图 5A，vehicle)。体系用于筛选 FXR 激

动剂时，不能单纯地比较相对荧光素酶活性，

而 更 应 关 注 相 对 于 本 底 活 性 的 诱 导 效 率

(GW4064 相对荧光素酶活性:溶剂组相对荧光素

酶活性)。图 5B 根据图 5A 中各组 GW4064 处理

组与溶剂组相对荧光素酶活性相比得到相对诱

导效率(见 1.2.10)，虽然 3×FXRE 组的相对荧光

素酶活性(萤火虫荧光素酶:海肾荧光素酶)低于

2×FXRE 和 1×FXRE 组(图 5A, GW4064)，但

2×FXRE 和 1×FXRE 组的本底 FXR 激活活性较

3×FXRE 组高，因此相对诱导效率反而降低

(图 5B)。由 3×FXRE、2×FXRE、1×FXRE 三组

的结果对比表明，叠加多个 FXRE 片段能够提

高体系诱导效率，从而优化筛选体系灵敏度，

其中叠加 3 个靶基因 FXRE 片段的 3×FXRE 效

果更优。 

2.1.6  共转染质粒比例的优化 

前期的实验表明共转染质粒的比例不同会

对诱导效应产生影响，为了得到最优的诱导效

应，我们比较了不同的 FXR过表达质粒和报告

基因质粒的比例。结果如图 6 所示，转染到

HEK293T 细胞的总质粒量固定为 5 μg ，

pRL-TK-intronless的量固定为 60 ng，各组小鼠

FXR 过表达质粒和报告基因质粒的转染比例分

别为 0.5:1、0.66:1、1.33:1、2:1 和 4:1，结果表

明，FXR 过表达质粒的比例增高能够提高体系

的灵敏度，FXR 过表达质粒和报告基因质粒的

比例为 2:1 和 4:1 时灵敏度较优。 

 

 
 

图 5  不同的 FXRE 片段对报告基因试验相对诱导效率的影响 
Figure 5  Effect of different FXREs on relative induction folds for reporter assay. The result represents as 
x s , n=3. A: Relative luciferase activity. *: P<0.05 represent significance, 3×FXRE, 2×FXRE, 1×FXRE vs. 
control on vehicle; ###: P<0.001 represent significance, 3×FXRE, 2×FXRE, 1×FXRE vs. control on GW4064, 
determined by t test. B: Relative induction folds. **: P<0.01 represent significance, 3×FXRE, 2×FXRE, 
1×FXRE vs. control; ***: P<0.01 represent significance, 3FXRE vs. Control; #: P<0.05 represent 
significance, 2×FXRE, 1×FXRE vs. 3×FXRE, determined by t test. 
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图 6  不同的 FXR 过表达质粒与报告基因质粒的

比例对报告基因试验相对诱导效率的影响 
Figure 6  Effect of different ratio of FXR over- 
expression plasmid to reporter plasmid on relative 
induction folds for reporter assay. The result 
represents as x s , n=3, **: P<0.01 represent 
significance, 0.66:1, 1.33:1, 2:1, 4:1 vs. 0.5:1, 
determined by t test. 
 

2.2  筛选体系的确定及稳定性分析 
根据上述优化结果，筛选体系最终确定为

于 6 孔板中覆盖率达到 80%–85%的 HEK293T

细胞中，每孔共转染 4 μg mFXR 过表达质粒，

1 μg 3×FXRE 报告基因质粒和 60 ng pRL-TK- 

intronless 内参质粒。最终确立的筛选体系与传

统的 3×IR1 体系诱导效率的比较如图 7 所示，

传统的 3×IR1 体系虽然相对荧光素酶活性(萤火

虫荧光素酶 :海肾荧光素酶 )较改进后的体系

高，但由于报告基因质粒 3×IR1 转染细胞后表

现的相对荧光素酶活性比 3×FXRE (图 7A，

vehicle)高，FXR 特异配体激活 FXR 后的相对

荧光活性反而降低 (图 7B)，将图 7A 中的

GW4064处理组与溶剂组相比，得到图 7B的相

对于本底活性的相对诱导效率。筛选体系应用

于 FXR小分子配体筛选过程中更关注配体激活

相对于溶剂对照的诱导效率，因此该结果说明

改进后的筛选体系的相对诱导效率优于原有的

常用体系，更适合用于 FXR 激动剂的筛选。 

按照 1.2.11 的 Z 因子分析法对已确定的筛

选体系的稳定性进行考察，重复 5 次实验，每

次 3组平行，结果如表 4中所示。由结果可知， 

 

 
 

图 7  最终确立的报告基因体系的 FXR 诱导效率 
Figure 7  Relative induction folds for FXR on final reporter gene system. The result represents as x s , 
n=3. A: ***: P<0.001 represent significance, 3×FXRE vs. 3×IR1 on vehicle; ###: P<0.001 represent 
significance, 3×FXRE vs. 3×IR1 on GW4064, determined by t test. B: **: P<0.01 represent significance, 
3×FXRE vs. 3×IR1, determined by t test. 
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表 4  报告基因试验 Z因子分析 
Table 4  Z factor for reporter gene assay 
Assay No.  Mean 

1 2 3 4 5 

3×IR1 0.81 0.65 0.52 0.71 0.62 0.66 

3×FXRE 0.94 0.87 0.93 0.79 0.60 0.83 

See 2.2 for the determined reporter gene assay system and 

1.2.11 for the method. 
 

此筛选模型的 Z 因子均大于 0.50，平均值为

0.83，表明此筛选体系稳定性理想，反应强度

符合高通量筛选的要求，且稳定性优于现有的

3×IR1 体系(Z 因子平均值为 0.66)。 

3  讨论与结论 

FXR 是当今代谢性肝病的热门药物靶

标，已有的报道表明激活 FXR 能够延缓肝脏

炎症进展以及肝纤维化进程[19]，开发 FXR 激动

类药物对非酒精性脂肪性肝炎 (non-alcoholic 

steatohepatitis, NASH)以及肝纤维化的治疗具

有重大意义。 

HEK293 细胞因其转染效率高、生长速度

快、容易培养等优点[20]被广泛应用于瞬时转染

和蛋白表达等相关实验，本文选用 HEK293T

细胞系以构建细胞筛选体系，通过瞬时转染

和过表达 FXR，并利用已知的 FXR 激动剂

GW4064，可在较短时间内确定和优化 FXR 激

动剂筛选体系。瞬时转染的基因翻译表达为蛋

白通常在转染后 48–72 h 达到最高[21]，之后随

着细胞的增殖和转染质粒的被稀释，瞬时表达

蛋白量逐渐下降，因此构建稳定表达 FXR的细

胞株是优化和改进该系统的进一步工作。 

前期的研究表明，FXR 与配体结合后被激

活，通过结合靶基因上下游的顺式作用元件

FXRE，调控其靶基因的转录激活而且该激活

效应与 FXRE 的种类、相邻序列和 FXRE 数量

密切相关[15]。本文通过克隆多个 FXR 靶基因

上的 FXRE 片段，并以首尾串联的方式构建了

一种增强型 FXRE 元件，能极大地增强其下游

的荧光素酶报告基因的转录活性和响应灵敏

度。这种新型的 FXRE 元件组合相较于传统

IR-1 序列的简单叠加，同时考虑了 FXRE 数量

以及生理状态下相邻序列对 FXR结合的影响，

图 5 的结果也表明，与已知的 IR-1 叠加体系相

比，该新型串联组合的 FXRE 元件提高了体系

灵敏度。此外，本文还进一步优化质粒转染比

例和 FXR过表达质粒，构建了一种改良的双荧

光素酶报告基因筛选体系，其具有高效、灵

敏、快速的特点。此外，基于细胞的筛选体

系，细胞筛选体系能够直接反映化合物激活

FXR 后产生的生物活性，而基于分子结合的筛

选体系在评价化合物分子与靶点生物大分子结

合能力上更具优势。 

由结果可知，鼠源 FXR 优于人源 FXR，

这可能是由于克隆的小鼠 FXR 中 5′UTR 和

3′UTR 区域的调控作用，而克隆的人 FXR 只有

编码序列区域(coding sequence, CDS)，缺乏更

多的调控序列，这使得小鼠 FXR 相较于人

FXR 有更高的转录和翻译水平，也可能由于小

鼠 FXR自身具有较高的转录激活效应，具体原

因还需在将来的实验中阐明。 

由图 1 结果分析可知，与 HepG2 细胞比

较，HEK293T 细胞中 FXR 表达水平较低，而

RXR 表达水平较高。图 3 结果同时证实，过表

达 RXR 并不能对提高体系的灵敏度有帮助，

其原因是所用 HEK293T 细胞系内源性 RXR 的

表达在筛选体系中已处于较高水平，足够与

FXR 形成异聚体推动其靶基因的转录激活。通

过减少转染的 RXR 质粒量从而减少细胞过表

达 RXR 所产生的负担，对提高体系灵敏度反

而有促进效应。但 HepG2 和 HEK293T 细胞中

的内源性 FXR表达水平都相对较低，限制了与
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进入细胞的化合物小分子配体的结合，从而降

低了荧光素酶报告基因的活性。因此通过提高

FXR 过表达质粒在细胞中的表达能够提高体系

的诱导效率。 

除了 FXRE 的数量能对筛选体系的灵敏度

产生影响，FXRE 的种类也可能是一个影响因

素，比较更多基因的 FXRE 片段对体系灵敏度

的影响，这是此筛选体系将来进一步优化的方

向。优化后的筛选体系能够更灵敏地反映药物

的生物活性，在药物的筛选应用方面更具优

势。除了应用于 FXR激动剂的筛选，本系统也

可应用于筛选 FXR 抑制剂。通过用已知的

FXR 激动剂与待测化合物同时处理转染后的细

胞，可检测待测化合物对 FXR激动剂的抑制效

应。在未来进一步的工作中，将应用于新型激

动剂的发现和研究。 

综上所述，本文所构建的细胞筛选体系具

有以下特点和优势：(1) 相较于传统 IR-1 叠加

体系，主要特征在于使用多段 FXR靶基因上的

FXRE 片段叠加组成的一种新型的增强型

FXRE 元件。(2) 灵敏高效，最终确立的筛选

体系用 FXR 特异激动剂 GW4064 处理的诱导效

率优于传统的 IR-1 叠加体系，高的诱导效率在

药物量效关系研究以及效应较低药物的筛出等

方面更具优势。(3) 背景噪声低，相较于现有

的 3×IR1 体系，本研究构建的筛选体系的背景

荧光素酶活性更低，更有利于待测药物激动活

性的分辨。(4) 简便易行，此筛选体系通过瞬

时转染细胞的方式进行，可快速建立并应用。

(5) 模型的稳定性良好，通过 Z 因子分析可

知，此筛选体系的平均 Z 因子达到 0.83，优于

现有的 3×IR1 体系。另外，此筛选体系仍有以

下问题需要进一步验证与优化：(1) 比较更多

基因的 FXRE 序列对体系的影响。(2) 构建稳

定表达 FXR 的细胞株。 
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