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　　摘　要　目的　构建带有黄色荧光蛋白突变体 Ｖｅｎｕｓ标签的食欲素 ２型受体（Ｏｒｅｘｉｎｔｙｐｅ２ｒｅｃｅｐｔｏｒ，

ＯＸ２Ｒ）点突变的真核表达载体，拟用于后续明确突变位点在 ＯＸ２Ｒ介导的信号通路中的作用。方法　先根据

ＯＸ２Ｒ的基因序列设计带有点突变及酶切位点（ＨｉｎｄＩＩＩ和 ＢａｍＨＩ）的特异性引物，然后利用聚合酶链式反应

（ＰＣＲ）技术，以ＨｕｍａｎＯＸ２Ｒ为模板，构建ＯＸ２Ｒ的突变体。用ＨｉｎｄＩＩＩ和 ＢａｍＨＩ对产物及质粒 ｐＶｅｎｕｓＮ１进

行双酶切，然后回收，连接，转化，获得重组的突变体质粒。并对重组质粒进行酶切与测序鉴定。最后将突变质

粒转染ＨＥＫ２９３Ｔ细胞，利用超高分分辨率显微镜观察突变质粒的表达及定位。结果　ＰＣＲ扩增到预期的目的

基因片段，酶切与测序结果显示ＯＸ２Ｒ的突变载体构建成功。超高分分辨率显微镜观察到突变质粒与野生质粒

均可在ＨＥＫ２９３Ｔ细胞膜上表达。结论　成功构建了 ＯＸ２Ｒ点突变的表达载体，为进一步研究 ＯＸ２Ｒ的关键位

点及针对ＯＸ２Ｒ新药的开发奠定了基础。
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　　食欲素位于下丘脑、具有促进摄食功能的兴奋
性神经肽，由前体食欲素加工修饰形成两个单体

（ＯｒｅｘｉｎＡ和 ＯｒｅｘｉｎＢ）。食欲素受体分为两种亚
型（ＯＸ１Ｒ和 ＯＸ２Ｒ）［１］，ＯＸ１Ｒ广泛分布于大脑中
的下丘脑腹内侧核及海马等区域，ＯＸ２Ｒ广泛分布
于皮层、海马、下丘脑室旁核等区域［２］。１９９９年，
Ｌｉｎ等［３］通过对杜宾犬发作性睡病的研究，发现了

ＯＸ２Ｒ的基因变化，同时，另一小组在 ＯＸ２Ｒ基因
敲除小鼠中发现发作性睡病的特点［４］，两项研究

均证明食欲素在发作性睡病中发挥着重要的作用。

食欲素信号通路在哺乳动物的自我调节系统方面

扮演着重要的角色，Ｏｒｅｘｉｎ不仅在食欲方面发挥着
重要作用，而且在睡眠与觉醒、注意力、奖赏与寻

求、应激、心血管疾病等方面亦发挥着重要作用。

ＯＸ２Ｒ是机体功能调节的重要受体，很多种疾
病的发生发展与其氨基酸突变关系密切。有研究

报道，偏头痛、焦虑等症状与 ＯＸ２Ｒ１２４６Ｇ＞Ａ单
核苷酸的突变有关［５６］，单核苷酸突变后干扰

ＯＸ２Ｒ二聚化使ＯＸ２Ｒ的功能下降［７］，从而导致疾

病的发生。迄今为止已知的 ＯＸ２Ｒ多态性还有
ＯＸ２Ｒ（Ｃｙｓ１９３Ｓｅｒ）、ＯＸ２Ｒ（Ｉｌｅ２９３Ｖａｌ）、ＯＸ２Ｒ
（Ｔｈｒ４０１Ｉｌｅ）等位点突变，这些突变位点在一定程
度上改变了受体的结构，从而直接或间接地影响着

受体与Ｇ蛋白相互作用之间的特异性［８］。我们前

期实验发现，当 ＯｒｅｘｉｎＡ刺激后，ＯＸ２Ｒ的２２３及
２４３位酪氨酸突变为丙氨酸（Ｔｙｒ２２３／２４３Ａｌａ），
ＯｒｅｘｉｎＢ刺激后，２３１位苏氨酸突变为丙氨酸
（Ｔｈｒ２３１Ａｌａ），结果显示这几个氨基酸在发挥
ＯＸ２Ｒ的功能方面起到重要作用。为进一步明确
这几个位点的作用，本实验我们利用分子生物学方

法构建含有这 ３个位点的突变体，为下一步明确
ＯＸ２Ｒ功能及作用机制奠定基础。

１　材料和方法

１．１　材料
载体ｐＥＧＦＰＯＸ２Ｒ和 ｐＶｅｎｕｓＮ１由英国华威

大学陈京博士馈赠。ｄＮＴＰｍｉｘｔｕｒｅ、５×ｐｓｂｕｆｆｅｒ、
ＰｒｉｍｅＳＴＡＲＰｌｏｙｍｅｒａｓｅ、ＢａｍＨＩ、ＨｉｎｄＩＩＩ、Ｔ４ＤＮＡ
连接酶、Ｔ４Ｂｕｆｆｅｒ均购自大连 ＴａｋａＲａ公司。感受
态大肠杆菌Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５ɑ、琼脂糖凝胶回收试剂盒、
质粒小提试剂盒，均购买自北京天根生物公司。引

物均由上海生物工程有限公司合成。ＨＥＫ２９３Ｔ细
胞系购买于 ＡＴＣＣ公司，ＤＭＥＭ培养基购自 Ｇｉｂｃｏ

公司，转染试剂 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００、ｏｐｔｉ均购自 Ｉｎ
ｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。
１．２　方法
１．２．１　引物设计　在ＰｕｂｍｅｄＧｅｎｅＢａｎｋ中获取人
ＯＸ２Ｒ的 ｃＤＮＡ序列，并根据该序列特点及 ｐＶｅ
ｎｕｓＮ１的序列特点，利用 Ｐｒｉｍｅｒ３．０设计引物，引
物两端含有内切酶酶切位点。见表１。

表１　引物序列

　名称 　　　引物序列

ＯＸ２ＲＦ ＣＣＣＡＡＧＣＴＴＡＴＧＴＣＣＧＧＣＡＣＣＡＡＡＴＴＧＧＡＧＧＡＣ（ＨｉｎｄＩＩＩ）

ＯＸ２ＲＲ ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＣＣＣＣＡＧＴＴＴＴＧＡＡＧＴＧＧＴＣＣＴＧＣＴ（ＢａｍＨＩ）

ＯＸ２Ｒ２２３Ｆ ＴＡＴＣＣＣＡＡＧＡＴＧＧＣＧＣＡＣＡＴＣＴＧＴＴＴＣＴＴＴ

ＯＸ２Ｒ２２３Ｒ ＡＡＡＧＡＡＡＣＡＧＡＴＧＴＧＣＧＣＣＡＴＣＴＴＧＧＧＡＴＡ

ＯＸ２Ｒ２４３Ｆ ＡＴＧＧＴＧＴＴＧＧＣＴＧＣＴＣＴＧＣＡＡＡＴＡＴＴＴＣＧＣ

ＯＸ２Ｒ２４３Ｒ ＧＣＧＡＡＡＴＡＴＴＴＧＣＡＧＡＧＣＡＧＣＣＡＡＣＡＣＣＡＴ

ＯＸ２Ｒ２３１Ｆ ＴＴＴＣＴＧＧＴＧＧＣＣＴＡＣＡＴＧＧＣＡＣＣＡＣＴＧＴＧＴ

ＯＸ２Ｒ２３１Ｒ ＡＣＡＣＡＧＴＧＧＴＧＣＣＡＴＧＴＡＧＧＣＣＡＣＣＡＧＡＡＡ

１．２．２　突变体的构建　以 ｐＥＧＦＰＯＸ２Ｒ为模板，
进行两步 ＰＣＲ扩增，扩增体系为５０μｌ：模板４μｌ，
ｄＮＴＰ８μｌ，５×ｂｕｆｆｅｒ１０μｌ，ＤＮＡ酶１μｌ，上下游引物
各 １μｌ，ｄｄＨ２Ｏ５μｌ。ＰＣＲ反应程序：９５℃ ５ｍｉｎ；
９５℃ ３０ｓ，５５℃ ３０ｓ，７２℃ ３０ｓ，３２个循环；７２℃
１０ｍｉｎ；４℃保存。通过琼脂糖凝胶电泳回收 ＰＣＲ
产物。第一步 ＰＣＲ是以 ｐＥＧＦＰＯＸ２Ｒ为模板，
ＯＸ２ＲＦ 分 别 与 ＯＸ２Ｒ２２３Ｒ、 ＯＸ２Ｒ２４３Ｒ、
ＯＸ２Ｒ２３１Ｒ为引物和以 ＯＸ２Ｒ２２３Ｆ、ＯＸ２Ｒ２４３Ｆ、
ＯＸ２Ｒ２３１Ｆ与ＯＸ２ＲＲ为引物进行 ＰＣＲ反应，命
名为第一组和第二组反应，产物回收后用紫外分光

光度计测浓度和纯度。第二步ＰＣＲ是以第一组和
第二组反应得到的 ＰＣＲ产物同时作为扩增模板，
ＯＸ２ＲＦ与ＯＸ２ＲＲ为引物进行ＰＣＲ反应，回收后
检测浓度和纯度。ＢａｍＨＩ、ＨｉｎｄＩＩＩ双酶切ＰＣＲ产
物及载体 ｐＶｅｎｕｓＮ１。酶切体系：１０×Ｋ２μｌ，Ｂａｍ
ＨＩ２μｌ，ＨｉｎｄＩＩＩ２μｌ，ＰＣＲ产物或载体１０μｌ，ｄｄＨ２Ｏ
４μｌ。酶切产物经琼脂糖凝胶回收，Ｔ４ＤＮＡ连接
酶连接。连接体系为：Ｔ４ｂｕｆｆｅｒ２μｌ，Ｔ４ＤＮＡ连接
酶２μｌ，ＰＣＲ产物８μｌ，载体６μｌ；４℃ 放置２ｈ，１６℃
过夜。连接产物转化至大肠杆菌 ＤＨ５ɑ，３７℃恒温
培养过夜，挑取单克隆菌体，进行 ＰＣＲ菌落鉴定。
鉴定正确的菌落过夜摇菌，提取质粒。将提取质粒

用ＢａｍＨＩ及ＨｉｎｄＩＩＩ进行双酶切鉴定。酶切正确
的质粒送上海生工测序部测序。
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１．２．３　转染突变体至 ＨＥＫ２９３Ｔ细胞　将状态良
好、处于对数生长期的 ＨＥＫ２９３Ｔ细胞用胰酶消化
传到２４孔板，保持细胞生长达到约 ９０％的浓度
时，将 ２μｌｌｉｐ与 ５０μｌｏｐｔｉ混合 ５ｍｉｎ作为 Ａ液，
１μɡ构建的突变质粒与５０μｌｏｐｔｉ混合作为 Ｂ液，
将Ａ、Ｂ液混合均匀，静止３０ｍｉｎ后，将混合液加到
２４孔板内的细胞中，同时转染野生型质粒作为对
照。待细胞生长１２ｈ后将其按照１∶２０的比例传到
铺有盖玻片的１２孔板内，当细胞舒展后开始做片，
０．１％的ＴｒｉｔｏｎＸ１００打孔，ＤＡＰＩ染细胞核，利用超
高分分辨率显微镜观察黄色荧光蛋白，检测 ＯＸ２Ｒ
野生型及突变体在ＨＥＫ２９３Ｔ细胞中的表达。

２　结果

２．１　突变体的构建
以ｐＥＧＦＰＯＸ２Ｒ为模板，第一步ＰＣＲ扩增后，

经琼脂糖凝胶电泳得到特异性条带（图１）。第二
步ＰＣＲ扩增后，经琼脂糖凝胶电泳得到特异性条
带，与ＯＸ２Ｒ已知长度相符（图２）。重组突变体双
酶切后，电泳结果显示两条ＤＮＡ条带，一条较大的
条带和一条长度约为１４００ｂｐ的条带，与理论相符，
初步证明突变体构建成功（图３）。突变体测序图
谱和测序结果显示，除突变位点按预期发生碱基突

变外，其余序列均与 ＯＸ２Ｒ序列完全一致，证明突
变体构建成功。见图４。

图１　第一步ＰＣＲ扩增产物

图２　第二步ＰＣＲ扩增产物

图３　双酶切电泳图

注：Ａ下划线标注意为ＴＡＣ变为ＧＣＧ；

　 Ｂ下划线标注意为ＴＡＴ变为ＧＣＴ；

　 Ｃ下划线标注意为ＡＣＡ变为ＧＣＣ

图４　ＯＸ２Ｒ点突变体的测序图谱

２．２　检测突变体在ＨＥＫ２９３Ｔ细胞中的表达
利用超高分分辨率显微镜观察突变体的表达，

图５（Ａ）为野生ＯＸ２Ｒ在ＨＥＫ２９３Ｔ细胞中的表达，
可知ＯＸ２Ｒ主要在细胞膜上表达，与前期研究结果
一致。图５（Ｂ）为２２３点突变体的表达，图５（Ｃ）为
２４３点突变体的表达，图５（Ｄ）为２３１点突变体的
表达，结果均显示突变受体均在 ＨＥＫ２９３Ｔ细胞膜
上表达，同时也表明这３个突变位点不影响受体在
细胞膜上的表达，均可以用于下游实验。

注：Ａ．野生型质粒的表达；

　 Ｂ．２２３位点突变体质粒的表达；

　 Ｃ．２４３位点突变体质粒的表达；

　 Ｄ．２３１位点突变体质粒的表达

图５　野生型与突变型质粒在ＨＥＫ２９３Ｔ细胞中的表达

·１９３·
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３　讨论

ＧＰＣＲ是目前已知的膜受体中最大家族，由氨
基端、羧基端、７个跨膜肽、３个胞内环及３个胞外
环组成，故又称７次跨膜受体。当ＧＰＣＲ与其配体
结合后引起受体的构象发生改变，从而激活胞内Ｇ
蛋白，引起一系列的级联反应，启动细胞信号转导

通路，介导生理功能，维持生物体稳态［９１０］。因此，

当ＧＰＣＲ发生突变或者缺失后，就会引起机体功能
失调导致疾病产生。ＯＸ２Ｒ属于 Ｇ蛋白偶联受体
（ＧＰＣＲ），通过 Ｇ蛋白信号通路发挥生理作用，当
ＯＸ２Ｒ在受环境因素或在病理条件下发生突变后，
势必影响与食欲素的结合及下游的信号通路，从而

直接或间接的影响食欲素的生物学作用，引起心血

管及神经系统的疾病。

ＯＸ２Ｒ基因多态性对机体的影响研究相对较
少。在我们的前期实验研究中，发现 ＯＸ２Ｒ被
ＯｒｅｘｉｎＡ和 ＯｒｅｘｉｎＢ刺激后，２２３、２４３、２３１３个位
点的碱基发生了突变，造成编码不同的氨基酸，从

而形成不同结构、序列的蛋白质。因此，本文利用

了分子生物学技术，成功构建了 ３个突变体的质
粒，为证明其是否正常表达，本实验选用 ＨＥＫ２９３Ｔ
细胞作为模型细胞，此细胞为裸细胞，不影响质粒

转染之后的任何表达，而且转染效率较高，常被选

用作为转染的工具细胞来检测质粒的表达。此次

实验将构建的 ｐＯＸ２ＲＶｅｎｕｓ质粒成功转染至
ＨＥＫ２９３Ｔ细胞中，利用超高分分辨率显微镜观测
到野生型与突变型受体均能够在该细胞质膜部位

表达，同时此次构建的真核表达载体为下一步研究

该受体的功能等机制奠定基础。

本文是我们进一步研究ＯＸ２Ｒ功能的基础，下
一步我们将采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ技术、ＱＲＴＰＣＲ
技术、生物发光共振能量转移等技术，研究 ＯＸ２Ｒ
突变受体与Ｇ蛋白之间的相互作用，阐明这３个
突变位点的氨基酸分别在信号转导通路，生物学功

能中发挥的重要作用。
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