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人趋化因子受体CCR3与β-arrestin
相互作用研究*

刘恒姮 宋彦卓 李计强 丁彦之 葛保胜**

（中国石油大学（华东）生物工程与技术中心，重质油国家重点实验室，青岛 266580）

摘要 G蛋白偶联受体（G protein-coupled receptors，GPCRs）主要负责介导细胞内外跨膜信号转导功能，是重要的药物靶

点 . β-arrestin作为GPCRs行使功能的重要途径之一，其对调节GPCRs信号转导过程有重要意义 . 但目前对于β-arrestin如何

与GPCRs相互作用并调控其信号转导功能尚不十分清楚 . 本文以趋化因子受体3（CC chemokine receptor 3，CCR3）为研究

对象，构建了 β-arrestin 与 CCR3 的共表达体系，利用激光共聚焦荧光成像与荧光共振能量转移（fluorescence resonance

energy transfer，FRET）技术研究了β-arrestin与CCR3在活细胞水平的相互作用，利用RNAi和趋化实验考察了β-arrestin对

CCR3 稳转细胞趋化行为的调控作用，并在体外利用石英晶体微天平 （quartz crystal microbalance，QCM） 技术测定了

β-arrestin突变体（R169E）与CCR3之间结合常数 . 结果显示，趋化因子CCL11（chemokine C-C motif ligand 11）刺激CCR3

表达细胞，会使β-arrestin与CCR3在胞内的距离发生变化，β-arrestin蛋白被募集到细胞膜处，证明β-arrestin参与了CCR3介

导的信号转导过程，二者存在显著相互作用 . 通过转染β-arrestin-siRNA将β-arrestin沉默后，CCL11、CCL24诱导CCR3稳转

细胞迁移数明显降低，而CCL5对CCR3稳转细胞的迁移效率未受到显著影响，表明不同趋化因子对CCR3与β-arrestin相互

作用具有不同的调控效果，体外结合实验进一步证实β-arrestin与CCR3相互作用，β-arrestin突变体与CCR3的体外结合常数

（KD）为1.35×10-7. 综上所述，β-arrestin可以与CCR3发生相互作用，在CCR3介导的细胞跨膜信号转导及细胞趋化过程中发

挥着重要作用 .
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G蛋白偶联受体属于人体内最大的膜蛋白超家

族，可以与光、化学分子、多肽、激素等结合，介

导细胞内外的跨膜信号传递，是一类重要的药物靶

点分子 . G蛋白和β-arrestin是GPCRs行使功能的两

种重要的信号途径 . 近年来研究发现，β-arrestin作

为多功能支架蛋白，参与调节GPCRs的多种信号

转 导 过 程［1］ ， 如 细 胞 外 信 号 调 节 激 酶

（extracellular signal-regulated kinase，ERK） 活化、

原活化蛋白激酶（mapkinase，MAP）激活以及细

胞凋亡等［2］ . 据报道，β-arrestin 还在 GPCRs 的偏

好性激活过程中发挥关键作用 . 例如：CCL19 和

CCL21作为CCR7的内源性配体，均可诱导G蛋白

信号传导，但只有CCL19能够诱导β-arrestin募集，

促使CCR7内化［3-7］；CCL27和CCL28均可以作用

于CCR10，进而通过抑制cAMP的形成，进行高效

的 G 蛋白信号传导，但是只有 CCL27 能够募集

β-arrestin并诱导受体内化［8］；对于CCR4的两种内

源性配体 CCL17 和 CCL22 也显著不同，其中

CCL22能够诱导CCR4与β-arrestin相互作用，是调

节受体内化、触发钙流、趋化作用的主要配体，而

CCL17 并未参与这些信号转导过程［9］ . 目前对于

β-arrestin 介导的 GPCRs 信号转导机制仍然不是十

分清楚，对于趋化因子受体的偏好性信号通路的研

究也并不丰富 .

趋化因子受体CCR3属于A族GPCRs的一种，

可被 Eotaxin/CCL11、Eotaxin-2/CCL24、Eotaxin-3/

CCL26以及RANTES/CCL5、MCP-2/CCL8、MCP-3/

CCL7、MCP-4/CCL13 等多种趋化因子选择性激
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活［10-11］ . 当CCR3激活后可有选择性地促进嗜酸粒

细胞募集炎症部位，并释放脂质、产生细胞毒性蛋

白、氧代谢产物及细胞因子等物质 . CCR3参与哮

喘、关节炎以及特异性皮肤炎等过敏性炎症的发生

发展过程，是 HIV-1 病毒感染细胞的辅助受体［12］

及老年性黄斑病变的有效药物靶点［13］ . 但CCR3与

β-arrestin 相互作用尚不明确，目前也尚未有关于

CCR3 偏好性配体的研究报道，因而有必要对

CCR3 与 β-arrestin 相互作用过程系统研究 . 因此，

本文选择CCR3作为对象，研究 β-arrestin与CCR3

相互作用及其偏好性激活过程中的调控 . 这对于进

一步阐明CCR3与β-arrestin的相互作用及其介导的

偏向性信号转导机制，为相关药物设计和疾病治疗

提供重要实验依据 .

1 材料与方法

1.1 材料

HEK293 细胞系、T-REx-293-CCR3 稳转细胞

系、pcDNA4.0-CCR3-EYFP质粒、CCR3蛋白均由

本实验室保存；Anti-HA-Tag 抗体（C29F4）购自

Proteintech公司；Alex-488偶联的山羊抗兔二抗购

自武汉三鹰生物技术有限公司；Bgl Ⅱ ，Sal Ⅰ ，

Hind Ⅲ，EcoR Ⅰ 等限制性内切酶购自NEB公司；

聚乙烯亚胺 PEI 购自 Polyscience 公司；趋化因子

CCL11、CCL24 和 CCL5 购自美国 Protech 公司；

Transwell 趋化小室购自 Conring 公司；A1 激光共

聚焦显微镜购自尼康公司；倒置荧光显微镜，型号

为DMI3000 B，购自Leica 公司；耗散型石英晶体

微天平（QCM-D），型号为QSX-340.

1.2 方法

1.2.1 重组质粒的构建及β-arrestin siRNA的合成

利用表1中的引物，通过PCR扩增及双酶切方

式，分别构建 pDisplay-HA-CCR3、pmCherry-N1-

β-arrestin和 pECFP-N1-β-arrestin重组质粒 . 经测序

验证后，转化后平板过夜培养，挑取单克隆，扩大

培养 . 根据文献报道，合成 β-arrestin-siRNA 序列 .

β-arrestin-siRNA 双链干扰正义链序列：AAGGA-

CCGCAAAGUGUUUGUG；反义链序列：CACA-

AACACUUUGCGGUCCUU. NC（无意义干扰序列）

正义链序列：UUCUCCGAACGUGUCACGUTT；

反义链序列：ACGUGACACGUUCGGAGAATT.

1.2.2 β-arrestin蛋白与CCR3的免疫荧光成像

利用 lipo2000 （Invitrogen，USA）将测序成功

的 β -arrestin-pmCherry-N1 和 pDisplay-HA-CCR3 共

转染于 24 孔板培养的 HEK293 细胞中，每孔约转

染 0.8 μg重组质粒（质量比为 1∶1） . 转染 24 h后

更换无血清培养基 . 血清饥饿4 h后加入200 nmol/L

趋化因子CCL11，于37℃细胞培养箱继续培养1 h.

弃去培养基后，用 4% 多聚甲醛固定并用 0.1%

Triton-X-100室温处理 15 min，通透细胞膜，再用

含有 1% BSA 的 PBS 溶液封闭 1 h. 经 PBS 漂洗后，

加 HA-tag 抗体 （用含 1% BSA 的 PBS 溶液按照

1∶100稀释），室温孵育 1 h. 经PBS漂洗细胞后用

Alex-488 山羊抗兔二抗 （用 PBS 按照 1∶1 000 稀

释） 室温孵育 45 min；PBS 漂洗后，再用 DAPI

（5 mg/L） 37℃孵育 20 min，PBS 漂洗后用 50% 甘

油封片，置于激光共聚焦荧光显微镜下观察成像 .

1.2.3 荧光共振能量转移检测（FRET）

用 PEI （1 g/L） 将 pECFP-N1- β -arrestin 以及

pcDNA4.0-CCR3-EYFP 按质量转染比为 1∶ 1、

1∶3、1∶5 和 1∶7 共转染至 HEK293 细胞中，每

孔细胞转染4 μg重组质粒，转染共表达48 h后，加

入200 nmol/L CCL11与细胞共孵育30 min，用PBS

清洗后收集细胞悬液，经 420 nm激发，检测细胞

悬液荧光光谱的变化，FRET 效率用 I525/I470表示，

其中每组均扣除对照组（单独转染EYFP及ECFP）

在525 nm处产生的荧光强度 .

1.2.4 β-arrestin定位分析

将生长状态良好的CCR3稳转细胞接种于多聚

赖 氨 酸 包 被 的 24 孔 板 中 ， 接 种 细 胞 密 度 为

104个/孔，然后置于37℃、5% CO2的细胞培养箱中

Table 1 Primers used in this study

Primer

pdisplay-HA-CCR3-Fwd

pdisplay-HA-CCR3-Rev

β-arrestin-ECFP（mCherry）-Fwd

β-arrestin-ECFP（mCherry）-Rev

Sequence

5′-ggaAGATCTATGACTACTTCTCTCGATACCGTGG-3′

5′-aaaGTCGACTCATTAGAAGACGATGCTCAGCTC-3′

5′-tcAAGCTTccATGGGCGACAAAGGCACCCG-3′

5′-caGAATTCTTAACGATTGTTCAGTTGCG-3′
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过夜培养 . 每孔转染pECFP-N1-β-arrestin质粒1 μg，

转染4 h后将培养基更换为含有1 mg/L四环素诱导

剂的完全培养基，继续培养 48 h. 血清饥饿 2 h后，

加 入 终 浓 度 为 200 nmol/L 的 CCL11 分 别 孵 育

0 min、5 min、30 min，经多聚甲醛固定后在激光

共聚焦显微镜下成像观察 .

1.2.5 β-arrestinsiRNA干扰效率及其对CCR3蛋白

表达的影响

利用上述设计的 siRNA干扰引物，对CCR3稳

转细胞中β-arrestin进行基因沉默 . 设置实验组、对

照组，其中实验组转染 β-arrestin-siRNA，对照组

转染 NC-RNA，转染 48 h 后进行免疫荧光染色及

Westen-blot检测β-arrestin-siRNA抑制效率 . 将生长

状态良好的 CCR3 稳转细胞均匀接种至 24 孔板

（八孔池）中，待细胞的汇合度达到80%时，每孔

转 染 20 pmol β -arrestin-siRNA 及 NC-RNA 表 达

48 h，在此期间加入 0.2 mg/L 四环素分别诱导

CCR3稳转细胞表达2 h、4 h、8 h、12 h及24 h. 将

不同表达时间的 CCR3 稳转细胞进行 dot-blot 分析

（裂 解）， 并 进 行 TIRFM 单 分 子 成 像 ， 考 察

β-arrestin干扰效率及其对CCR3蛋白表达的影响 .

1.2.6 β-arrestin沉默对CCR3受体趋化作用的影响

在 24 孔板中接种生长状态良好的 CCR3 稳转

细 胞 ， 接 种 密 度 约 为 104 个/孔 ， 24 h 后 按

25 pmol/孔的比例分别转染 siRNA- β -arrestin 及

NC-RNA，培养48 h后加入终浓度为0.2 mg/L的四

环素，37℃继续培养 4 h. 收集 siRNA-β-arrestin 及

NC-RNA 转染后的细胞，并重悬于 0.5% 血清

DMEM 培养基中，调整终浓度为 106个/ml，分别

各取 100 μl 细胞悬浊液于 Transwell chambers 的上

层小室，对应下层小室分别添加500 μl含有终浓度

为 50 nmol/L 的 CCL11、CCL24、CCL5 及含 0.5%

血清的DMEM培养基中 . 于 37℃、5% CO2细胞培

养箱中继续孵育 5 h. 多聚甲醛室温固定15 min，上

室膜晾干后加入终浓度为 0.1%的结晶紫溶液，室

温染色20 min，纯净水漂洗3次，用棉签小心将上

室顶层细胞擦掉，在显微镜下进行细胞计数分析，

每组实验设3次平行试验 .

1.2.7 β-arrestin与CCR3的体外结合试验

将 本 实 验 室 构 建 成 功 的 pET32- β -arrestin

（R169E）质粒转入大肠杆菌BL21 （DE3） pLys感

受态细胞中进行表达，利用 Ni2+亲和色谱进行纯

化 ， 获 得 纯 度 为 90% 以 上 的 重 组 β -arrestin

（R169E）蛋白 . 重组CCR3-10×his蛋白根据本实验

室前期发表的方法制备［14］ . 将 NTA 芯片处理后，

用含 0.05% （v/v） FC-14的Hepes buffer平衡芯片，

至 基 线 平 稳 后 ， 将 1 μmol/L 的 CCR3 溶 液 以

50 μl/min 流速流经芯片，直至完全饱和 . 用

HepesBuffer 冲洗芯片，将未结合的 CCR3 蛋白除

去，直至基线平稳后用 0.125 g/L BSA 进行封闭，

再用Hepes Buffer恒速冲洗芯片至当基线完全平稳

后 ， 将 基 线 归 零 ； 加 入 1 μmol/L β -arrestin

（R169E）以 50 μl/min 的流速流过芯片 20 min，继

续用 Hepes Buffer 恒速冲洗芯片，直至基线平稳，

收集实验数据 .

2 结 果

2.1 β-arrestin与CCR3共表达免疫荧光成像

为了检测 β-arrestin蛋白与CCR3的相互作用，

采用激光共聚焦显微镜结合免疫共定位检测趋化因

子CCL11作用时β-arrestin与CCR3在细胞内的分布

变化 . 如图 1 所示，绿色代表免疫荧光染色后的

HA-CCR3，红色代表 β-arrestin-mCherry，蓝色为

DAPI 染色的细胞核 . 从图中可以看出：CCL11 作

用前，CCR3主要分布于细胞膜及细胞质中；加入

CCL11刺激细胞后，CCR3蛋白可能由于内化作用

主要聚集于胞质内 .

2.2 β-arrestin转位实验

研究表明，β-arrestin 在介导受体内吞的过程

中，会从细胞质转移至细胞膜，随后再与 GPCRs

形成复合物内化进入核内体中 . 因此可以通过实时

观测β-arrestin-ECFP在细胞中荧光位置的变化来反

Fig. 1 Confocal imaging of cotransfection of CCR3 with
β-arrestin before and after CCL11 stimulation

(a) Imaging of CCR3 and β -arrestin-mCherry without stimulation of

CCL11. (b) Imaging of CCR3 and β-arrestin-mCherry stimulated with

CCL11 for 30 min.
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映受体在趋化因子刺激后的内吞过程以及趋化因子

调控下β-arrestin蛋白与受体的相互作用过程 . 结果

如图2所示，未加入CCL11刺激时，β-arrestin蛋白

都分布在细胞质中， CCL11 作用 15 min 后，

β-arrestin 分布没有太大变化，CCL11 作用 30 min

后，发现 β-arrestin 蛋白分布变得不均一并有部分

募集到细胞膜处 .

2.3 荧光共振能量转移技术检测β-arrestin与
CCR3相互作用

如图3所示，当没有CCL11作用时，不同转染

比例条件下，β-arrestin-ECFP 与 CCR3-EYFP 均存

在 荧 光 能 量 转 移 现 象 ， 能 量 转 移 效 率 随 着

β-arrestin-ECFP 与 CCR3-EYFP 之间转染比例的增

加而逐渐增加 . 如图 4所示，加入CCL11分别作用

0 min 至 30 min 后，不同转染比例组的 FRET 效率

均有所降低，说明加入CCL11后，β-arrestin-ECFP

与 CCR3-EYFP 在胞内的距离发生变化 . 该结果表

明CCL11可以显著调节CCR3及β-arrestin之间的相

互作用 .

2.4 siRNA干扰对CCR3蛋白表达量的影响

根据文献报道，HEK293细胞天然表达低浓度

的β-arrestin蛋白，为研究β-arrestin对CCR3受体趋

化作用的影响，需要去除T-REx-293细胞内源表达

的β-arrestin蛋白 . 本实验采用转染β-arrestin-siRNA

的方法将内源表达的 β -arrestin 敲低，并检测

siRNA-β-arrestin的干扰效率 . 将 siRNA-β-arrestin及

NC-RNA 干扰序列分别转染 T-REx-293 稳转细胞，

Fig. 3 The effect of CCL11 stimulation on FRET of β-arrestin-ECFP and CCR3-EYFP at different transfection ratio
The transfection ratio of pECFP-N1-β-arrestin and pcDNA4.0-CCR3-EYFP is 1∶1 (a), 1∶3 (b), 1∶5 (c), 1∶7 (d) respectively.

Fig. 2 Translocation of β-arrestin in CCR3 transfected
HEK293 cells upon CCL11 stimulation

Confocal imaging of β -arrestin location in CCR3 transfected cells for

CCL11 stimulation of 0min (a), 5 min (b), 15 min (c), 30 min (d).



刘恒姮，等：人趋化因子受体CCR3与β-arrestin相互作用研究2020；47（11） ·1211·

表达48 h后进行免疫荧光染色及Western-blot检测，

发现与对照组相比大部分 β-arrestin 蛋白的表达被

抑制 .

同时，检测了 β -arrestin-siRNA 转染 48 h 对

CCR3 表达量的影响 . 结果如图 5 所示：β-arrestin-

siRNA及NC-RNA干扰组的CCR3蛋白表达水平随

诱导时间的延长逐渐增加 . 通过 ImageJ软件对各组

间灰度值进行 t-test检测，两组间各诱导时间对应

的 灰 度 值 并 无 显 著 性 差 异 （P>0.05）， 表 明

β-arrestin-siRNA干扰后对稳转细胞中CCR3的表达

量并无显著影响 .

2.5 CCR3稳转细胞趋化实验

证实 β -arrestin-siRNA 的有效干扰效率及对

CCR3的表达没有影响后，进行CCR3稳转细胞趋

化实验 . 图 6 为倒置荧光显微镜 20 倍物镜观察的

CCR3稳转细胞趋化结果，图7为趋化结果统计图 .

如 图 6， 7 所 示 ， 与 转 染 NC-RNA 组 相 比 ，

β-arrestin-siRNA 转染组在 CCL11 诱导细胞迁移数

Fig. 4 The changes of FRET efficiency between CCR3-
EYFP and β-arrestin-ECFP at different transfection ratio

Fig. 5 The impact of RNAi targeting β-arrestin on CCR3 expression level
(a) Dot-blot assay. (b) Grayscale analysis of dot-blot.

Fig. 7 Chemotaxis of CCR3 stably transfected HEK293
cells triggered by different ligands for 5 h

1: NC-RNA; 2: siRNA β-arrestin.

Fig. 6 Chemotaxis of CCR3 stably transfected HEK293
cells triggered by CCL11 for 5 h

(a) Cells transfected with NC-RNA. (b) Cells transfected with

β-arrestin siRNA.



·1212· 2020；47（11）生物化学与生物物理进展 Prog. Biochem. Biophys.

方面明显降低，约 58% （P<0.01），这表明将

β-arrestin 沉默后 CCL11 诱导的细胞趋化作用受到

显著抑制，同时也证明 β-arrestin 参与了 CCL11 诱

导 CCR3 稳转细胞的趋化过程，是 CCL11 诱导

CCR3稳转细胞发生趋化作用所必需的 . 同样转染

β -arrestin-siRNA 沉 默 β -arrestin 后 ， 趋 化 因 子

CCL24 诱导 CCR3 稳转细胞的趋化作用也明显降

低，约 29% （P<0.05） . 而在 50 nmol/L的CCL5作

用下，β-arrestin沉默前后细胞迁移数只有轻微的降

低，与 NC-RNA 转染组的细胞迁移数相比并无明

显差异 （P>0.05） . 这表明，不同趋化因子对于

β-arrestin与CCR3相互作用的影响不同，也进一步

证明β-arrestin可能参与了CCR3介导的偏好性激活

过程 .

2.6 β-arrestin与CCR3体外相互作用表征

据报道，β-arrestin 结构中的 R169E 定点突变

后，β-arrestin能够转变成“预先激活”的状态 . 与

野生型β-arrestin不同，β-arrestin （R169E）并不需

要结合配体激活且磷酸化的受体，而能够直接结合

未磷酸化的受体 . 因此，本研究采用 β -arrestin

（R169E） 来研究 β-arrestin 与 CCR3 的体外相互作

用 . 该体外结合实验采用耗散型石英晶体微天平

（QCM-D） 进 行 分 析 . 结 合 芯 片 采 用 Q-Sense

His-tag Capturing Sensor （QSX 340），该芯片表面

由PEG包被并螯合有Cu2+，能够特异地结合N端或

C端带有His-tag的目的蛋白 . 实验结果如图8所示，

扣除空白组中BSA与β-arrestin（R169E）的非特异

性结合作用后，CCR3 与 β-arrestin （R169E）的结

合过程可以分别根据解离段和结合段的方程进行分

段拟合，拟合方程如下：

解离段：y=a1*exp(kd1*x)+a2*exp(kd2*x)

结 合 段 ： y=R1*A1*(1-1/(exp((ka1*A1+kd1)*x)))/

(kd1/ka1+A1) + R2*A2*(1-1/(exp((ka2*A2+kd2)*x)))/(kd2/

ka2+A2)

通过拟合计算，可以得到 CCR3 与 β-arrestin

（R169E） 的 动 力 学 结 合 常 数 ka/(L•mol−1•s−1) 为

5 812.63，动力学解离常数 kd/s−1为7.84×10−4，由此

可以得出，CCR3 与 β-arrestin （R169E）的热力学

结合常数KD/(L•mol−1)值为1.35×10−7.

3 讨 论

GPCRs 是哺乳动物中最大和研究最多的膜蛋

白超家族之一，是细胞膜上最重要的信号识别及传

递单元［15-16］，约 40% ~ 50% 的药物设计均针对

GPCRs 作为作用靶点，因此，GPCRs 具有重要的

医学研究价值［17-19］ . β-arrestin是GPCRs多功能调节

蛋白质，其介导的偏好性信号转导过程是 GPCRs

研究的新领域，陆续发现 β-arrestin与 β2肾上腺素

受体［20］、AT1血管紧张素受体［21］、血清素5-HT2B

受体［22］、D2多巴胺受体［23］等偏向性激活密切相

关，并发现了多种具有临床应用价值的偏好性激活

配体 . 研究表明，针对β-arrestin蛋白偏向性配体的

药物设计，将不仅能提高药物的特异性疗效，而且

会很大程度减少药物的不良反应 . 目前，GPCRs/

β-arrestins复合物作为潜在的药物治疗靶点已经在

不同的动物模型中进行研究［24-26］ . CCR3不仅是炎

症反应相关趋化因子受体［27］，同时还是HIV病毒

入侵的辅助靶点 . 因此深入研究 β-arrestin与CCR3

相互作用，有助于全面理解CCR3介导的信号转导

Fig. 8 QCM sensorgrams of β-arrestin（R169E） binding with BSA（a）and CCR3（b）
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过程及相关的药理学功能 .

本文利用激光共聚焦荧光成像技术直观检测了

趋化因子刺激下β-arrestin在CCR3稳转细胞中的转

位作用，结果发现 CCL11 作用能够诱导 β-arrestin

发生胞内迁移，说明CCL11能够调节 β-arrestin与

CCR3之间的相互作用 . 但是，由于该稳转细胞中

CCR3在细胞质和细胞膜中均有表达，且主要表达

在细胞质中，因此根据β-arrestin-EGFP转位实验尚

无法区分β-arrestin与细胞膜上的CCR3还是细胞质

中的CCR3发生相互作用 . FRET实验结果表明，当

加入 CCL11 刺激细胞后，CCR3 与 β-arrestin 两者

FRET 效率明显降低，该结果与其他配体诱导的

β-arrestin 与 GPCRs 相互作用的 BRET 信号升高现

象是相矛盾的［28］ . 这可能是由于异源表达的受体

蛋白大多表达在细胞膜上，当配体激活受体后，

β-arrestin募集至细胞膜，与受体形成复合物 . 而本

实验中CCR3主要表达在细胞质中，因此FRET结

果中的EYFP信号主要来自于胞质中的CCR3，因

此CCL11作用后细胞内的 β-arrestin发生迁移与细

胞质中CCR3之间的作用距离逐渐增大，募集至细

胞膜CCR3处，但表现出的宏观效应仍是FRET效

率降低 .

根据 β-arrestin 介导受体内吞途径的不同，可

以将受体分为A、B两类 . A类GPCRs与 β-arrestin

结合后，二者被同时运输到胞内网格蛋白包被小

窝，内化后快速重新回到细胞膜；相反，B 类

GPCRs 与 β-arrestin 复合物内化后，首先在内吞囊

泡中聚集，两者的相互作用力更强，作用时间更

长，受体重新返回细胞膜需要较长时间 . β-arrestin-

ECFP 转位实验与 FRET 实验结果表明，CCL11 作

用 20 min，可以显著引起胞内 β-arrestin 的分布变

化，作用30 min后FRET效率基本稳定不变 . CCR3

属于 A 类 GPCRs，以上结果表明 CCL11 诱导的

β -arrestin 与 CCR3 的相互作用较快，符合 A 类

GPCRs的作用特点 .

CCR3主要表达在嗜酸性粒细胞［29］、嗜碱性粒

细胞［30］以及Th2细胞［31］、肥大细胞［32］等多种细

胞表面，其在淋巴细胞表面的分布类型与炎症反应

疾病相关 . 大量文献证明，β-arrestin能够参与调控

多种趋化因子受体的趋化作用，是炎症反应发生的

重要调控因子 . 本文中趋化研究发现CCR3稳转细

胞 系 的 趋 化 作 用 同 样 与 β -arrestin 密 切 相 关 .

β-arrestin基因沉默后，CCL11、CCL24诱导CCR3

稳转细胞的趋化作用明显减弱，而对CCL5诱导的

趋化作用影响不明显 . 这表明，在HEK293细胞中，

β-arrestin蛋白并不是所有CCR3配体诱导CCR3趋

化作用所必需的，在此并不能排除G蛋白在这一过

程中的调控作用 . 不同的趋化因子可能通过不同的

作用机制介导CCR3稳转细胞的趋化作用，同时在

天然免疫细胞中（如嗜酸性粒细胞、嗜碱性粒细

胞） β-arrestin是否参与调控CCR3表达免疫细胞趋

化迁移的过程以及具体的作用机制都需要进一步的

深入研究 .

近年来，在GPCRs结构研究领域已经取得重

大 进 展［33-35］ . 研 究 表 明 ， 突 变 体 β -arrestin

（R169E） 可以直接与未磷酸化的受体结合［36-37］ .

这种非经典的GPCRs-β-arrestin相互作用有利于更

深入研究 β-arrestin在GPCRs信号转导中的生物学

功能 . Kang等［38］研究表明β-arrestin与GPCRs能够

以 1∶1的结合比例相互作用，而Sinha等［39］研究

发现，arrestin-rhodopsin两种蛋白质能够通过多种

模式相互作用，arrestin 蛋白能够与单体或二聚体

rodopsin结合 . 尽管如此，β-arrestin与GPCRs相互

作用的结合比例仍然存在争议 . 本文中，首次利用

QCM技术检测β-arrestin（R169E）蛋白与CCR3的

体外相互作用 . 采用1∶1结合模型对两者的相互作

用 进 行 分 析 ， 结 果 表 明 ， 纯 化 的 β -arrestin

（R169E） 蛋白具有一定的生物学活性，能够与

CCR3蛋白发生体外相互作用，但在此并不能排除

β-arrestin（R169E）与二聚体CCR3结合的可能性，

两者结合的化学计量学问题仍然需要进一步研究 .

本文通过体外结合实验证明了 β-arrestin 突变体能

够特异结合CCR3，表明β-arrestin很可能参与调控

CCR3 的 信 号 转 导 过 程 ， 并 测 定 了 CCR3 与

β -arrestin 的体外结合常数，这为将来系统研究

β-arrestin及其突变体在CCR3信号转导中的生物学

功能提供了一定的实验基础 .
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Study on Interaction of Human Chemokine Receptor
CCR3 and β-Arrestin*

LIU Heng-Heng, SONG Yan-Zhuo, LI Ji-Qiang, DING Yan-Zhi, GE Bao-Sheng**

(State Key Laboratory of Heavy Oil Processing, Center for Bioengineering and Biotechnology,

China University of Petroleum (Huadong), Qingdao 266580, China)

Abstract G protein-coupled receptors (GPCRs) mediate different cell transmembrane signal transduction, and

are important drug targets. The β-arrestin mediated pathway is one of the important ways for GPCRs to play their

function, which owns important significance for regulation of the function of GPCRs. However, until now it is

still not clear how β -arrestin interacts with GPCRs and mediates their trans-membraned signal transduction

pathway. To address this issue,the CC chemokine receptor 3 (CCR3) was selected to study the interaction between

β-arrestin and GPCRs. Firstly, a co-expression system of β-arrestin and CCR3 was constructed, and the interaction

between β -arrestin and CCR3 in living cells was analyzed using laser confocal fluorescence microscopy and

fluorescence resonance energy transfer techniques. And the regulation effect of β -arrestin on the chemotaxis of

CCR3 stably transfected cells was also studied by RNAi and chemotaxis experiments. In addition, the interaction

between β-arrestin mutant (R169E) and CCR3 was further confirmed using QCM technology in vitro, and their

binding constant was also determined. As a result, upon the stimulation of CCL11 (chemokine C-C motif ligand

11), the intracellular distance between β-arrestin and CCR3 was significantly changed, and β-arrestin protein was

recruited to the cell membrane, which suggests that β -arrestin could interact with CCR3 and involve in the

CCR3-mediated signal transduction process. After silencing β-arrestin by transfection with β-arrestin-siRNA, the

migration of CCR3 stablely transfected cells induced by CCL11 and CCL24 was significantly decreased, while

the migration rate induced by CCL5 was not obviously changed. These results indicated that different chemokines

shows different regulatory effects on the interaction between CCR3 and β-arrestin. In vitro binding experiments

further confirmed the interaction between β -arrestin and CCR3, and the binding constant KD between β -arrestin

mutant and CCR3 was determined as 1.35 × 10-7. In conclusion, β-arrestin can interact with CCR3 in living cells,

and plays an important role in CCR3-mediated cell transmembrane signal transduction.
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