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摘 要 为建立基于细胞瞬时转染的过氧化物酶体增殖物激活受体!（50,&]1?&70 5,&’1F0,+6&,N+-612+603 ,0-056&, 30’6+ II</!）激动
剂高通量筛选模型，用 />NIL/ 技术从肝的总 /)<中扩增 II</!基因序列，将其连至 >克隆载体进行测序。将序列正确的
II</!片段连接至 5></SM>载体上构建表达载体 5></SM>N55</!；将合成的 " 个拷贝的 II/M（50,&]1?&70 5,&’1F0,+6&, ,0-056&,
,0?5&E?0 0’070E6）插入 5SQ"N5,&7&60,构成报告质粒 5S’"NII/M ^ "N’B-。用脂质体转染技术将表达载体与报告质粒共转染细胞
系，通过检测荧光素酶基因的表达状况评价化合物对 II</!的激动活性。通过多种条件的优化，得到了最佳的共转染条件。
阳性药苯扎贝特明显提高荧光素酶的表达，最大上调倍增数可达 9#倍，并且在一定浓度下阳性药与相对荧光酶的活性表达有
较好的量效关系。该筛选模型灵敏、稳定，为对 II</!激动剂进行药物研发和 II</!机理的研究打下基础。
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过氧化物酶体增殖物激活受体（!"#$%&’$("
!#$)&*"#+,$#’ +-,&.&,&$/ #"-"!,$#，0012’）属于核受体超
家族的成员，在体内配体的激活下与维甲酸 3受体
（232’）形成异源二聚体，与其响应元件（0024）结
合，调控下游靶基因的转录，从而调控参与糖代谢、

脂类代谢和炎症反应等过程［5］。因此，0012与心血
管疾病、糖尿病、肥胖和某些肿瘤细胞的生长均有密

切关系［6］。

0012’有 7种亚型：0012!、0012"和 0012#［7］。
0012"虽然为 0012家族中表达比较广泛的一个亚
型，在脂肪组织、骨骼肌、心脏、神经胶质细胞、巨噬

细胞、胚胎组织、肿瘤组织、皮肤等均有表达。自

5886年发现 0012"以来，对于 0012"的研究还不是
很透彻，0012"的药用靶点也是近年来才受到关注。
研究表明 0012"对于脂肪代谢和能量平衡具有重
要的调节作用［9，:］，0012"的激动剂也被证明可以降
低低密度脂蛋白（;<;）的水平［=］，增加 ><; 的水
平［?，@］，所以 0012"已经作为治疗肥胖和代谢紊乱
等相关的心血管疾病和$糖尿病的药物靶点［8，5A］。
因此一些大的医药公司纷纷开展了以 0012"为靶
点的药物研发，其中 B)+%$ C"))-$(" 开发的 BCD
6977［55］作为动脉硬化症的预防和治疗药用，E"#-F
开发的 ;D5=:A95［56］作为糖尿病治疗药和抗肥胖药
的用途，日本山之内制药开发的 GED5==7@［57］具有血
清胆固醇和 ;<;D胆固醇降低作用。而且最近报道
0012"的配体有望作为抗痛剂和抗炎剂应用［59，5:］。
因此，找到 0012"新的激动剂并检测其可能的药用
活性成为医药界关注的焦点。

本研究的目的是以人 0012"为靶点构建
0012"激动剂的药物筛选模型，为进一步研究
0012"的机理及其激动剂的药用活性打下基础。

! 材料和方法
!"! 质粒、菌种与细胞株

!B4EDH I"-,$#， !H12B4HHE I"-,$#， !B)7D
!#$($,"# ."-,$# 购于 0#$("J+ 公司；7H7;5 细胞和
>")+细胞由本实验室保存；人正常肝细胞株 ;A6购
自上海细胞所。

!"# 主要仪器
B"/"1(! 0K2 LM’,"( 8=AA（N+-F(+/）；凝胶成像

系统 OPQROR;E ;1LD7AAA（富士）；KS6 培养箱（美国

科峻仪器公司）；596A IRKHS26 ET),&)+U") K$T/,"#（美
国 04公司）。
!"$ 工具酶与主要试剂

4%DH+V，<;6AAA (+#F"#，%<W1X!"#Y& (+#F"#，

<W1 ;&J+,&$/ Z&,（H+Z+2+）；限制性内切酶 $%&>’，
’(#’，;T-&*"#+’" 1’’+M LM’,"(（0#$("J+）；胎牛血清、
02ER 5=9A 培养液（>M-)$/"）； )&!$*"-,+(&/" 6AAA，
LT!"#’-#&!,$ 2"."#’" H#+/’-#&!,+’"（ R/.&,#$J"/），肝总
2W1（K)$/,"-[）。
!"% &&’(!片段的扩增
用 LT!"#’-#&!,$ 2"."#’" H#+/’-#&!,+’"试剂盒对肝

总 2W1 进行反转录，再以 -<W1 为模板进行 0K2，
!!12"基因的上游引物和下游引物分别为：:\D
11HBB1HKK1B1HK1BKK1HBB1BK1D7\， :\D1KKBB
H1KKHH1BH1K1HBHKKHHBH1BD7\ ] !!12"片段 0K2
扩增程序：89^预变性 :(&/；89^变性 7A’，=9^退
火 9:’，?6^延伸 8A’，6A个循环，降 A_:^X循环；89^
变性 7A’，:9 ^退火 9:’，?6 ^延伸 8A’，6A个循环；
?6^延伸 ?(&/；反应终止 9^。
!") &*’(+,**-.&&’(!质粒的构建、转化和提取
将 0K2产物连接到 !BE4DH I"-,$#，送上海生工

测序。将序列正确的 !!12"基因片段用 $%&>’、
’(#’双酶切并与 !H12B4HHE I"-,$#连接，然后进行
’(#’、$%&>’双酶切鉴定。并用 ‘R1B4WD,&! 5AA
进行大提质粒，电泳检测所提的质粒，测 6=A/(和
6@A/(处的 )* 进行质粒的定性和定量。
!"/ 报告载体 &+0$.11(, 2 $.034的构建
将含有三个 :\D1BB1K111BBHK1D7\拷贝的

0024 <W1 片段连接到 !B)7D!#$($,"# 载体上构建
!B)7D0024 a 7D)T-报告载体。
!"5 细胞培养
细胞用含 5Ab胎牛血清、5 a 5A:TX; 青霉素和

5AA(JX;链霉素的 02ER 5=9A培养基，7?^，:b KS6

培养箱中培养。

!" 6 瞬时转染和报告基因检测
将待转染的细胞株以 7 a 5A: 个X(;细胞数接种

细胞于 8=孔板，69[后，将培养液换成含 5Ab胎牛
血清的无双抗的 02ER 5=9A培养基，用 )&!$*"-,+(&/"
6AAA将重组质粒 !H12B4HHED!!12"、!B)7D0024 a 7D
)T-共转染入细胞中。=[加入不同浓度的阳性药诱
导刺激，<ELS 作为空白对照。给药 69[ 后裂解细
胞，596A ET),&)+U") K$T/,"# 检测荧光素酶的表达活
性。荧光素酶的表达诱导倍增为加药组的荧光素酶

的活性与空白对照（<ELS）的比值。

# 结果
#"! 11’(!基因序列的克隆
利用 2HD0K2 从肝的总 2W1 中扩增 0012"基

因，电泳分析其片段约 57AAU!（O&J ] 5），与 0012"目
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的基因大小相符。

图 ! ""#$!基因 "%$扩增结果
&’()! "%$ *+,-./0 ,1 ""#$!1+2(34340
!：567888 92+:3+；7："%$ *+,-./0 ,1 ""#$!)

!"! 表达载体 #$%&’($$)*##%&!的构建
将 "%$产物与 *;<=>?载体连接后，进行 !"#

"、$%&@"双酶切鉴定，分别切下 A:B和 !A88B*的
片段（见 &’( ) 7），将此阳性克隆送测序，测序的结果
与报道的序列（C<>88D7AE）一致。将 *;=<>?>""#$!
经 !"#"、$%&@"双酶切切下的 ""#$!基因片段
与 *?#$;=??< 载 体 连 接。 构 建 表 达 载 体

*?#$;=??<>**#$!。
!"+ 模型的优化
由于细胞的共转染效率受多种因素的影响：脂

质体的量、脂质体与 5C#的比，两种质粒之间的比
例和宿主细胞等。所以本研究对转染的最佳条件进

行了多方面的优化。由于脂质体对细胞有毒性作

用，量不易过大；但是，脂质体量少的话则降低转染

效率。所以本试验取 F’*,13/029’43 7888脂质体的推
荐量 8GH#6IJ3FF。优化过程均用 !8#9,FI6阳性药苯
扎贝特刺激，并用 5<KL作为阴性对照。

图 7 重组质粒的酶切分析
&’() 7 $3M0+’/0’,4 34NO920’/ 242FOM’M ,1 +3/,9B’4240

P3/0,+ *;=<?>""#$!24- *?#$;=??<>**#$!
!： 567888 92+:3+； 7： *;=<>?>""#$!I!"# "，$%&@ "； A：

*?#$;=??<>**#$!I!"#"，$%&@"；Q：$5C#I’(#-% 92+:3+ )

!"+", 共转染过程中质粒的优化：按照 F’*,13/029’43
7888脂质体关于 RD 孔板转染推荐的 5C#量范围，
分别取报告质粒与表达质粒 8G!E#(I8G87#(，8G!#(I

8G!#(，8G87#(I8G!E#(，8G7#(I8G!#( 和 8G7#(I8G8H#(
共转染 687细胞系，结果见 &’( )A。从结果看出报告
质粒与表达质粒在 8G7#(I8G8H#( 时的转染效率较
好，荧光素酶的诱导倍增数可以到 DG!，高于其它几
组值，所以以下的转染均采用每孔 8G7#(报告质粒
与 8G8H#(表达质粒。

图 A 不同质粒比对转染效率的影响
&’()A ?S3 1,F- ’4-./0’,4 ,1 F./’13+2M3 2/0’P’0O
J’0S !8#9,FI6 B3N21’B+203 20 -’113+340 92MM +20’,M

,1 0S3 +3*,+03+ P3/0,+ 0, 0S3 3T*+3MM’,4 P3/0,+ ’4 687 /3FF

!"+"! 细胞株的比较：利用相同的转染条件对
A?A6!细胞系、S3F2细胞系和 687细胞系三个细胞株
进行筛选，!8#9,FI6 阳性药苯扎贝特刺激，结果见
&’( )Q。该种转染条件在三个细胞株中均可得到较
好的转染效果，相比而言 687细胞系中诱导表达倍
增数最高，S3F2细胞系其次，A?A6!细胞系最低。

图 Q 不同细胞株对转录效果的影响
&’()Q ?S3 1,F- ’4-./0’,4 ,1 F./’13+2M3 2/0’P’0O ’4
-’113+340 /3FF F’43M 20 0S3 1’T3- +20’, ,1 0S3 P3/0,+M

!"- 模型灵敏性考察
利用以上优化好的转染条件：8GH#6IJ3FF 的脂

质体，8G7#(IJ3FF 报告质粒与 8G8H#(IJ3FF 表达质粒
分别共转染 687细胞系。本研究分别利用不同浓度
的阳性药苯扎贝特进行模型的验证。阳性药苯扎贝

特浓度分别选取 8GH#9,FI6，!#9,FI6，!8#9,FI6，
!88#9,FI6，!99,FI6和 !899,FI6刺激细胞。
转染的结果见 &’( ) H。阳性药在一定的浓度范

围对 ""#$!的激活都呈较好的浓度依赖关系。阳
性药苯扎贝特在 !99,FI6的浓度时效果最佳，并且

HQA吕国平等：""#$!激动剂高通量筛选模型的建立



图 ! 阳性药苯扎贝特对 ""#$!的激动活性
%&’(! )*+ ,-./0.1,&2.,&3/ +44+1,0 ., 5&44+-+/, 13/1+/,-.,&3/0 34 630&,&2+ 5-7’0

#：8+9.4&:-.,+；8：;&/3;+&1 .1&5(

加药量与倍增数有很好的量效关系。苯扎贝特浓度

<=>>3;?@过高对细胞有细胞毒作用。

! 讨论
在体内 ""#$!在天然或合成的配体的激活下

与细胞内的维甲酸 A受体（$A$0）形成异源二聚体，
并与其响应元件（""$B）结合，从而调控下游靶基因
的转录。基于该机理我们建立了一个细胞水平的

""#$!激动剂筛选模型。构建了 ""#$!全长基因
表达质粒和含有 ""$B报告质粒共转染，瞬时转染
进入细胞，利用检测荧光素酶报告基因的表达，

""#$!的激动剂进行功能性筛选。
本研究通过对共转染多种条件如质粒浓度、细

胞系和阳性药浓度进行条件优化，寻找到了最佳的

宿主细胞株以及共转染和药物诱导的最佳条件，建

立了一种基于 CD孔板的高通量细胞筛选方法。阳
性对照药物在该模型上有很好的浓度依赖关系，说

明该模型定量效果。并且经过大量的筛选（结果未

显示）证明该模型灵敏、稳定。

随着大规模化学物库的建立和药物筛选技术的

迅猛发展，药物的高通量筛选已成为先导药物发现

的重要手段，构建适于高通量药物筛选模型是新药

发现的基础。本研究建立了稳定灵敏的 ""#$!激
动剂高通量筛选模型，为筛选 ""#$!的激动剂、进
行药物研发和 ""#$!机理的研究打下了基础。
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