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GLP-1受体(glucagon-like peptide 1 receptor,
GLP-1R)属于 G蛋白偶联受体 B家族中的胰高血
糖素受体亚家族, 被认为是一个治疗域型糖尿病
的关键靶受体[1]。GLP-1R主要表达于胰岛 茁细胞,
当受体被激活后, 通过 G蛋白激活腺苷酸环化酶,
使胞内环腺苷酸(cyclic adenosine monophosphate,
cAMP)水平升高, 进而激活蛋白激酶 A, 使相关蛋
白磷酸化, 从而刺激胰岛素的合成。GLP-1是肠 L

细胞分泌的一种肠促胰岛素, 通过作用于 GLP-
1R起到降低血糖的作用[2]。GLP-1释放后, 会增强
血糖依赖的胰岛素的分泌[3], 阻止胰高血糖素的分
泌[4], 并通过胰岛 茁细胞的增殖及抑制其凋亡增加
胰岛 茁细胞的数量[5]。与传统的治疗域型糖尿病的
方法相比, GLP-1只促进高血糖状态下胰岛素的
分泌, 不会引起低血糖副作用[6]。但是由于 GLP-1
的半衰期不足 5 min, 在体内易被 DPP-郁降解成
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摘 要: 为建立胰高血糖素样肽 1受体(glucagon-like peptide 1 receptor, GLP-1R)药物筛选模型, 真核表达载体
pCMV6/GFP/GLP-1R构建好后, 转染至 U2OS细胞, 转染后的细胞经 G418筛选获得单克隆细胞株遥 该细胞株
经Western-blot和 GLP-1类似物检测, 结果表明 GLP-1R在该细胞株高表达并对 GLP-1类似物有着高灵敏度
与特异性的反应, 可以用于 GLP-1受体激动剂的筛选遥
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Abstract: To establish glucagon-like peptide-1 receptor (GLP-1R) cellular model for screening GLP-1R
ligands. A eukaryotic expression vector pCMV6-GLP-1R-GFP was constructed and transfected into U2OS
cells. A stable expressing GLP-1R-GFP U2OS cell line was established and the expression of GLP-1 re原
ceptor was confirmed by Western-blot with a GLP-1 specific antibody. The activities of expressed GLP-1R-
GFP were investigated with the cellular redistribution of green fluorescence after stimulation with GLP-1
analogs. The sensitivity and specificity of this cell line was qualified and the results showed that the cell line
was suitable for GLP-1 receptor ligand screening.
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活性较低的 GLP-1 (9-36), 因此极大地限制了
GLP-1在临床上的应用。近年来, 通过合成 GLP-1
类似物已经可以有效地延长 GLP1的作用时间[7, 8]。
目前, GLP1类似物如 exendin-4 已上市, 但是存
在价格高昂, 只能皮下注射, 长期用药易产生药
物抵抗的问题。此外, exendin-4存在一定的副作
用,如导致胰腺炎[9], 其中具体机制尚不清楚。因此
寻找小分子口服、副作用较小的 GLP-1类似物成
为当前的发展方向之一。

本实验构建了 GFP (green fluorescent protein)
标记的 GLP-1R稳定转染细胞株, 并对该细胞模
型进行了验证, 利用云南丰富的天然药物资源,
以期从大量的天然药物资源中筛选出与 GLP-1R
有作用的小分子化合物。

1 材料和方法

1.1 材料

分子克隆所需的胰蛋白胨(tryptone)、酵母提
取物(yeast extract)及琼脂糖均购自英国 Oxoid公
司; Ex Tag DNA聚合酶和 T4 DNA连接酶等工具
酶购自日本 Takara公司; 限制性内切酶 (Sgf 玉、
Mlu 玉) 购自加拿大 Fermentas公司; 凝胶回收试
剂盒和质粒小提试剂盒均购自北京索来宝公司;
去内毒素质粒大提试剂盒购自美国 OMEGA 公
司; 菌株 E. coli DH5琢和 U2OS细胞株由本教研
室保存; 细胞培养所用的 DMEM培养基和胎牛血
清购自美国 HyClone公司, 细胞培养瓶和培养板
购自美国 Costar公司,转染试剂 lipofectamine 2 000
购自 Invitrogen 中国公司 , G418 购自美国 Am原
resco公司; 工具药 Exendin 4购自美国礼来公司,
Exendin 9-39 购自阿拉丁上海公司; 人 GLP-1R
抗体购自英国 Abcam 公司 ; 真核表达载体
pCMV6-AC-GFP购自美国 Origene公司; 其他试
剂均为国产或进口分析纯试剂。

1.2 方法

1.2.1 引物设计

引物设计采用 Primer premier 5.0软件完成。
其上游引物: 5忆-gaggcgatcgcc ATGGCCGGCGCC原
CCCGGC -3忆 ; 下游引物 : 5忆 -gcgacgcgtGCTG -
CAGGAGGCCTGG CAAG-3忆。分别在上游引物和
下游引物 5忆端加上了 Sgf 玉、Mlu 玉酶切位点和 3
个保护碱基 (gag, gcg), 并在起始密码前另加了 C,
引物由硕阳科技有限公司合成。

1.2.2 人 GLP-1R cDNA扩增
以人 GLP-1R cDNA为模板,采用 PCR的方式

扩增全长人 GLP-1R cDNA编码区,全长 1 392 bp。
PCR 50 滋L 反应体系中加入 cDNA 模板 1 滋L,
10伊Ex Taq Buffer 5 滋L, dNTP (2.5 mmol/L) 3 滋L,
上下游引物(10 pmol/L)各 1 滋L, Ex Taq 酶 1 滋L,
H2O补足至 50 滋L;反应条件为: 95 益预变性 5 min;
95 益变性 45 s, 65 益退火 45 s, 72 益延伸 1 min,
共进行 30个循环; 72 益继续延伸 10 min。琼脂糖
电泳鉴定 PCR产物。
1.2.3 人 GLP-1R真核表达载体构建

将上述 PCR 产物和 pCMV6-AC-GFP 质粒
分别用限制性内切酶 Sgf 玉和 Mlu 玉双酶切后,
10 g/L琼脂糖凝胶电泳分离、胶回收纯化, 经 T4
DNA 连接酶过夜连接后转化 E.coli DH5琢 感受
态, 氨苄青霉素筛选培养, 挑取阳性克隆扩增后,
提取质粒进行酶切和 DNA 测序鉴定。
1.2.4 稳定转染人 GLP-1R的 U2OS细胞系建立

U2OS细胞在含 10% (体积分数)胎牛血清的
DMEM 培养基中, 于 37 益、5% (体积分数) CO2的
饱和湿度下培养。待细胞融合至 90%~95%时按
Lipofectamine 2000操作说明书进行 pCMV6-AC-
GFP和重组表达载体 GLP-1R/pCMV6的转染。转
染 48 h 后, 用胰蛋白酶消化细胞, 在含有 G418
(400 滋g/mL)的选择培养基中筛选两周, 获得具有
抗生素抗性的阳性细胞克隆, 扩增培养即为稳定
表达人 GLP-1R 的 U2OS 细胞系 , 命名为 GLP-
1R/U2OS细胞。
1.2.5 Western-blot检测 GLP-1R翻译水平的表达

收集转染细胞, 裂解后取 40 滋g处理后的蛋
白样品进行 SDS-PAGE 电泳并电转移至 PVDF
膜上, 50 g/L脱脂奶粉室温封闭振荡 2 h,与 1︰200
稀释后的一抗 4 益孵育过夜, PBST 洗膜 3 次, 每
次 10 min, 然后与 1︰5 000稀释后的 HRP 标记
的二抗室温孵育 2 h, PBST洗膜 3次,每次 10 min,
DAB 显色检测目的蛋白。
1.2.6 GLP-1R/U2OS细胞株 GLP-1R活性分析

GLP-1R/U2OS细胞按每孔 100 滋L (1 000细
胞/孔)培养于 96孔培养板, 用含 10% (体积分数)
胎牛血清的 DMEM 培养基 , 37 益、5% CO2条件
下培养 24 h。第 2 d撤去完全培养基, 用 PBS缓
冲液清洗 , 加入待测样本 Exendin-4, 室温放置
20 min, 倒置荧光显微镜观察荧光变化。用高内涵
系统分析荧光斑点的数量与荧光的平均强度。
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2 结果

2.1 重组表达载体 pCMV6-AC-GFP/GLP-1R
的鉴定

对重组质粒(图 1)进行酶切鉴定和 PCR鉴定,
证实外源基因已插入载体之中。为了进一步验证

插入大小, 方向正确与否, 又对重组质粒进行了
双向测序, 通过序列比对发现大小和方向正确。

2.2 GLP-1R/U2OS细胞株的筛选
转染 24 h后, 用胰蛋白酶消化细胞, 在含有

G418 (400 滋g /mL)的选择培养基中筛选两周, 获得
具有抗性的高表达 GFP (图 2)的阳性细胞克隆, 扩
增培养即为稳定表达 GLP-1R的 U2OS细胞株,命
名为 GLP-1R/U2OS细胞株。Western-blot实验证
明 GLP-1R-GFP在此细胞株中高表达 (图 3)。

2.3 GLP-1R/U2OS细胞模型的验证
将上述获得的 GLP-1R/U2OS细胞按 100 滋L/

孔 (1 000细胞/孔) 培养于 96孔培养板,用含 10%
(体积分数) 小牛血清的 DMEM培养基, 37 益、5%
CO2条件下培养 24 h。第 2 d撤去完全培养基, 用
PBS 缓冲液清洗 , 加入待测样本 Exendin-4 和
GLP-1R抑制剂 Exendin 9-39,孵育 20 min后移去
孔中溶液,用 4%多聚甲醛室温固定 30 min,用 PBS
缓冲液洗 3次, 加入 DAPI染料避光染色 15 min,
用 PBS缓冲液洗 5次,在孔中留 100 滋L PBS缓冲
液,用高内涵系统观察分析荧光斑点。图 4显示绿
色荧光重新分布并形成斑点。高内涵系统分析表明

荧光斑点的数量和荧光强度在经过 Exendin-4处
理后存在剂量效应(图 5)与时间效应关系(图 6)。
3 讨论

图 1 GFP标记 GLP-1R位置示意图
Fig.1 The schematic view of GFP labeled GLP-1R

1-463aa GLP-1R GFP

图 2 经 G418筛选后获得的单克隆细胞株
Fig.2 The obtained monoclonal cell lines after G418 se鄄
lection

图 3 Western-blot检测 GLP-1R翻译水平的表达
a:未转染 pCMV6-GLP-1R-GFP质粒细胞; b:转染 pCMV6-
GLP-1R-GFP质粒细胞遥
Fig.3 The expression of GLP -1R -GFP detected by
Western -blot with the GLP -1 specific antibody in the
cloned GLP-1R-GFP/U2OS cells
a: Cells without plasmids transfection; b: Cells transfected
with pCMV6-GLP-1R-GFP plasmids.

图 4 高内涵系统观察 Exendin-4和 Exendin 9-39处理
前后细胞的荧光变化
(A) 未经 Exendin-4处理的细胞; (B) 经 Exendin-4 (10原7

mol/L)处理的细胞; (C) 加入 Exendin9-39 (10原5 mol/L)后经
Exendin-4 (10原7 mol/L)处理的细胞遥
Fig.4 Representative fluorescence image changes be鄄
fore and after treatment with Exendin -4 and GLP -1
antagonist Exendin9-39 obtained by High Content Sys鄄
tem Monitor
(A) Without Exendin-4; (B) Treatment with Exendin-4 (10原7

mol/L); (C) Treatment with Exendin-4 (10原7 mol/L)and Ex鄄
endin9-39 (10原5 mol/L).

图 5 荧光斑点平均强度与 Exendin-4的浓度依赖关系
Exendin-4处理 30 min后, 在高内涵设备中可以观察到荧
光斑点的平均强度随着 Exendin-4浓度的增加而增强遥
Fig.5 The dependence relationship of the average in鄄
tensity of fluorescent spots and Exendin-4
Concentration dependence of the increase in fluorescence
intensity of bright spots after Exendin -4 treatment for 30
minutes. The average fluorescence intensity of spot acquired
from high content system.
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图 6 Exendin-4处理后荧光改变的时间效应关系
Exendin-4 (10原7 mol/L)处理后, 荧光斑点的强度随着时间
的增加而增强遥
Fig.6 The time course of fluorescence intensity after
Exendin-4 treatment
After Exendin-4 (10原7 mol/L) treatment, the intensity of fluo鄄
rescence spots increases with the increase of time.
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高通量药物筛选是目前世界上最流行的药物

研发手段 , 可以从浩瀚的小分子化合物库中高
效、快速地寻找药物前体, 拥有高通量药物筛选
平台是评价药物研发水平的一个重要指标, 而高
通量药物筛选平台的建立依靠高通量筛选模型实

现[10]。GFP作为报告基因的检测方法简便, 可以定
性、定量分析, 价格低廉, 是高通量药物筛选的良
好工具[11]。本研究通过构建 GFP标记 GLP-1R的
质粒, 转染 U2OS 细胞, 经过 G418 抗性筛选, 首
次获得了稳定表达人 GLP-1R的细胞筛选模型,
该细胞模型经过阳性药 Exendin-4的验证, 显示
出良好的剂量效应关系与时间效应关系, 可用于
GLP-1R激动剂的筛选。目前, 国内基于 GLP-1R
受体药物筛选的模型有很多, 主要是通过标记与
第二信使 cAMP相偶联的下游响应元件 CRE [12],
检测标记基因的表达来反应受体与配体的作用。

由于 cAMP是公共途径, 许多内源性受体激活也
会产生 cAMP, 所以此种检测方法存在很高的假
阳性, 耗时较长。

本研究通过直接检测受体激活后内吞功能,
利用高内涵成像设备捕捉受体激活后的内化反

应, 可以定性、定量研究配体与受体的作用, 相比
检测 cAMP偶联基因的方法具有快速、灵敏、专一

性高等优点, 而且会大幅度降低假阳性的发生,
同时也会降低检测成本。
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