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摘要 脂多糖(LPS)的识别和信号转导是宿主发生防御反应的关键，Toll样受体 4(TLR4)与髓样分化蛋白 -2(MD-2)形成复合物
在 LPS的识别及其信号转导中发挥了重要作用．研究 TLR4与MD-2结合的功能结构域，对于深入了解 LPS信号转导机制及
其内毒素休克的防治具有重要意义．运用基于强度的三通道荧光共振能量转移技术(FRET)及基因突变和转染技术，研究了活
细胞 TLR4与 MD-2作用的结构域．结果表明：N 端 Glu24～Met41缺失使 TLR4 与 MD-2 结合能力明显下降；LPS 刺激后
TLR4聚合迅速增加，而缺失 Glu24～Met41的 TLR4不能聚合．上述结果提示，TLR4的 Glu24～Met41不仅是结合 MD-2的区
域，并且还参与了 LPS刺激后 TLR4的聚合作用．
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革兰氏阴性(G-)菌感染引起的脓毒症(sepsis)是
严重创伤、烧伤和手术病人常见的致死原因[1]．脂

多糖(lipopolysaccharide, LPS)是 G-菌细胞壁的主要
成分，也是其致病的关键结构．由于 LPS的识别
和信号转导是宿主对 G-菌发生防御反应的关键，
所以对 LPS 信号转导的研究一直是相关领域的
热点 [2]．大量研究表明，Toll 样受体 4 (Toll-like
receptor 4, TLR4)在识别和转导 LPS信号中具有关
键作用[3, 4]．进一步研究发现 TLR4对 LPS的识别
和信号转导依 赖髓 样分化 蛋白 -2 (myeloid
differentiation protein-2, MD-2)的参与[5]．MD-2能与
TLR4胞外段结合，形成复合物，识别 LPS信号[6].
但是目前对 TLR4和MD-2相互结合的确切功能结
构域还不清楚，不同实验室报道的结果不同[7, 8]．

我们在以往工作的基础上，利用目前研究活体细胞

内蛋白质相互作用最可靠的方法之一———荧光共振

能量转移技术(fluorescence resonance energy transfer,
FRET)，对 TLR4与MD-2之间的相互作用进行了
进一步的探讨，以期在活细胞中明确 TLR4 与
MD-2作用的功能结构域，丰富 LPS受体的理论．

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 质粒、菌株和细胞．带有 TLR4信号肽编码
序列的 pECFP-SP、pEYFP-SP、pECFP-SP-MD-2、
pECFP-SP-TLR4、pEYFP-SP-TLR4 由本室构建并
保存[9]；大肠杆菌菌株DH5琢，HEK 293细胞，HeLa
细胞均由本室保存．

1.1.2 试剂．DNA纯化回收试剂盒、质粒小量抽
提试剂盒、PolyFect转染试剂盒均购自 QIAGEN公
司；限制性内切酶(EcoR玉、BamH玉)、T4 DNA连
接酶、KOD plus 高保真 DNA 聚合酶、 KOD
plus-Mutagenesis Kit 购自 TOYOBO 公司；胎牛血
清(fetal bovine serum，FBS)、DMEM 培养基购自
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HyClone公司；引物由北京华大基因公司合成．
1.1.3 荧光成像系统．Zeiss Axiovert 200 M倒置荧
光显微镜(德国 Zeiss公司)，配备 CFP(BP 436/25,
FT455, BP480/40)、YFP(BP 500/25, FT515, BP535/30)、
CFP-YFP-FRET (BP 436/25, FT455, BP535/30)滤光
片，AxioVision FRET 4.6软件．
1.2 质粒构建

以往的研究表明，将青色荧光蛋白 (cyan
fluorescent protein, CFP)和黄色荧光蛋白 (yellow
fluorescent protein, YFP)以 15 个中性氨基酸连接
(CY-15P)时获得的 FRET值最高[10]．为了了解 Zeiss
Axiovert 200 M活细胞荧光显微系统在 FRET研究
中的特性，确保后续研究结果的准确可靠，本研究

首先构建了 CY-15P质粒，用转染并表达 CY-15P
融合蛋白的细胞作为检测目标，以分别表达 CFP
和 YFP蛋白的细胞作为系统的阴性对照，建立了
FRET系统(见 2.1)．CY-15P重组质粒是以 pEYFP-SP
为模板，通过 PCR扩增 YFP全长编码序列，并插
入到 pECFP-SP多克隆位点 EcoR玉和 BamH玉两个
酶切位点之中，在扩增 YFP序列的同时，利用突
变技术在 CFP与 YFP之前插入编码丙氨酸、缬氨
酸和甲硫氨酸 3 个中性氨基酸的碱基序列
(GCAGTCATG)，使得表达 CFP 和 YFP两个荧光
蛋白之间有一段 15 个氨基酸 (SGLRSRAQA-
SNSAVM)的连接肽 (图 1)．PCR 上游引物为，
5忆 CGGAATTCTGCAGTCATGGTGAGCAAGGGC-
GAGGAGC 3忆，GAATTC为 EcoR玉酶切位点，T
为防止阅读框移码加入的碱基，接着是丙氨酸、缬

氨酸和甲硫氨酸的编码序列，随后为编码 YFP的
前 19 个碱基序列； PCR 下游引物为， 5忆 G-
GGGATCCCTTGTACAGCTCGTCCATGCCGAGA-
G 3忆，GGATCC为 BamH玉酶切位点，随后为编码
YFP 的后 26个碱基互补序列．利用 KOD plus聚
合酶进行 PCR 反应，反应条件为：94℃ 2 min，
94℃ 30 s，58℃ 30 s，68℃ 1 min，30 个循环；
68℃ 5 min．扩增的目的片段大小为 723 bp．将
PCR产物用 EcoR玉和 BamH玉双酶切后回收，与
经同样酶切回收后的载体 pECFP-SP，用 T4连接
酶在 16℃进行连接反应 10 h，然后将连接产物转
化大肠杆菌 DH5琢．pECFP-SP-TLR4驻24～41 和
pEYFP-SP-TLR4驻24～41 分别以 pECFP-SP-TLR4
和 pEYFP-SP-TLR4为模板，通过定位突变技术将
TLR4 N 端的 Glu24～Met41 缺失．上游引物为，

5忆 GAGCTGAATTTCTACAAAATC 3忆，下游引物

为，5忆 TCAGATAGATGTTGCTTCCTGCCAAT 3忆.
用 KOD plus高保真聚合酶进行 PCR反应，反应条
件为：94℃ 2 min，98℃ 10 s，55℃ 6 min，反应
27个循环．扩增反应结束后，首先用 Dpn玉处理
PCR产物，然后加入高效连接试剂和 T4多核苷酸
激酶进行连接反应，最后连接产物转化大肠杆菌

DH5琢．对阳性克隆进行 DNA测序鉴定．

1.3 细胞培养和转染

HEK293 细胞用含 10% FBS 的 DMEM 培养
基，于 37℃ 5% CO2培养箱中培养．转染前一天，

细胞用 0.25%胰蛋白酶消化，铺入 Petri皿中，1 伊
104个 /皿．待细胞生长融合至 50%～70%时，按
照 polyfect转染试剂盒操作说明，转染 1 滋g CY-15P
质粒，或同时转染 pECFP-SP和 pEYFP-SP各 500 ng,
或将 400 ng pECFP-SP-MD-2分别与 600 ng pEYFP-
SP-TLR4 或 600 ng pEYFP-SP-TLR4驻24～41 共转
染．转染 48 h后，用 Zeiss Axiovert 200M倒置荧
光显微镜观察荧光蛋白的表达并进行 FRET检测．

HeLa细胞用含 5% FBS、1%非必需氨基酸的
DMEM培养基，于 37℃ 5% CO2培养箱中培养．

转染前一天，细胞以 0.25%胰蛋白酶消化传代，将
2伊104个细胞铺入 Petri皿中，细胞生长融合至 50%～
70%时，用 polyfect转染试剂将 pECFP-SP-TLR4与
pEYFP-SP-TLR4或pECFP-SP-TLR4驻24～41与 pEYFP-
SP-TLR4驻24～41 各 500 ng 共转染细胞．转染
48 h后，弃去培养基，更换为含 CD14(100 滋g/L)的
PBS，置 Zeiss Axiovert 200M 倒置荧光显微镜观
察， 对同时表达 CFP-TLR4 和 YFP-TLR4的细胞
进行 FRET 检测，并加入终浓度为 500 滋g/L 的
LPS刺激，动态观察 FRET变化．在加入 LPS刺激
后每分钟采集图片一组，总共采集 5 min．
1.4 荧光成像及 FRET检测
1.4.1 校正因子计算．在 Zeiss Axiovert 200 M倒
置荧光显微镜上，采用 100伊/1.40油镜，分别选取
CFP(BP 436/25, FT 455, BP 480/40)、YFP(BP 500/ 25,
FT 515, BP 535/30)、CFP-YFP-FRET(BP 436/25, FT
455, BP 535/30) 3个滤光片作为供体、受体、FRET
3 个通道的滤光片．为了校正串色对 FRET 的影

Fig. 1 Schematic plot of CY鄄15P
SP: Signal peptide; CFP: Cyan flurescent protein ; YFP: Yellow

flurescent protein; aa: Amino acid.

SP CFP 15aa YFP

CY-15P
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Fig. 2 Intensity of CY鄄15P color coded FRET and three channel image
(a～d) Image of CFP and YFP in HEK293 cells (a, b) and measurement of FRET (c, d); (e～h) Image of CY-15P in HEK293 cells (e, f) and

measurement of FRET (g, h). 伊1 000.

响，用单独转染并表达 pECFP-SP的细胞来检测并
计算供体的校正因子(correction factor)，用单独转
染并表达 pEYFP-SP 来检测并计算受体的校正因
子．具体过程如下，在单独表达 CFP的细胞，以
CFP滤光片作为曝光参照，自动测量最佳曝光时
间．以测得的曝光时间连续采集 3个通道的图片．
选取 FRET通道图片，先在无细胞区域测量背景
值，再选取数个感兴趣区域(region of interest, ROI)
检测其荧光强度，运用 AxioVision FRET 4.6软件
计算供体校正因子．用同样的方法检测并计算受体

校正因子．

1.4.2 FRET检测．
以 CFP 滤光片作为曝光参照，打开激发光，

自动测量最佳曝光时间．以测得的曝光时间连续采

集供体、受体和 FRET 3 个通道的图片；选取
FRET通道图片，先在无细胞区域测量背景值，再
选取 ROI区域并检测其荧光强度，将前面计算出
的供体校正因子和受体校正因子输入 AxioVision
FRET 4.6软件，运用 Xia的方法计算出 FRET净值
(Net FRET)，并用色彩标记的 FRET 图像 (color
coded FRET image)显示 FRET效率．

Xia的计算公式如下：

Net FRET = Fc / (dongv-bgdon)伊(accgv-bgacc)姨
Fc = (fretgv-bgfret)- cfdon伊(dongv-bgdon) -cfacc伊(accgv-

bgacc)
fret = fret image, cf = correction factor, gv =

intensity as gray value, bg=background intensity, don =
Donor image, acc = Acceptor image

Xia 的方法是以 Youvan 等 [11]的方法为基础，

先计算去除背景和串色的 FRET值(Fc)，再将得到

的结果除以供体和受体信号的平方根，这能有效消

除供体和受体表达量对 FRET 的影响，得到 Net
FRET值[10]．

1.5 统计学分析

HEK293 细胞每组有 20 个重复样品，计算
FRET值．HeLa 细胞动态实验每组重复 3次．应
用 SPSS13.0 统计分析软件进行统计学处理，Net
FRET 数据用 x 依 s 表示，用两独立样本 t 检验
(Independend-Samples t Test)分析．P < 0.05表明有
统计学意义．

2 结 果

2.1 CY鄄15P的表达、FRET值检测及计算
在共转染 pECFP-SP和 pEYFP-SP的细胞可见

青色荧光蛋白的表达(图 2a)及黄色荧光蛋白的表达
(图 2b)，但在 FRET 通道未见荧光(图 2c)；转染
CY-15P的细胞除了能在 CFP和 YFP通道看到相应
的荧光外(图 2e, f)，还在 FRET通道能看到明显的
黄色荧光(FRET 现象，图 2g)，并且色彩标记的
FRET 图像也显示有较高的 FRET 值 (图 2h)，
CY-15P 组的 Net FRET值与 CFP和 YFP组的 Net
FRET比较 P < 0.05，有统计学意义(表 1)．

* P < 0.05, vs. CFP + YFP group.

Table 1 Net FRET of CFP and YFP, CY鄄15P, TLR4
wild type group and mutant group (x依 s)

Group n Net FRET

CFP + YFP 20 0.029 依 0.023

CY-15P 20 0.332 依 0.052*

MD-2 + TLR4 20 0.145 依 0.025*

MD-2 + TLR4驻24～41 20 0.036 依 0.027

Color coded
FRET imageFRET channelYFP channelCFP channel

(a) (b) (c) (d)

(e) (f) (g) (h)

20 滋m 20 滋m

20 滋m 20 滋m

20 滋m 20 滋m

20 滋m 20 滋m

CFP
YFP

CY-15P

100
80
60
40
20
0
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Fig. 4 FRET and three channel image of CFP鄄TLR4 and YFP鄄TLR4 or CFP鄄TLR4 驻24～ 41
and YFP鄄TLR4 驻24～ 41 in HeLa cells

(a～d) Image of co-expression of CFP-TLR4 and YFP-TLR4 in HeLa cells (a, b) and measurement of FRET(c, d); (e～h) Image of co-expression of

CFP-TLR4驻24～41 and YFP-TLR4驻24～41 (e, f) and measurement of FRET(g, h). 伊1 000.

2.3 N 端 Glu24～Met41 缺失突变对 TLR4 聚合的
影响

TLR4 N 端 Glu24～Met41缺失突变体无论是与

青色荧光蛋白融合还是与黄色荧光蛋白融合其表达

与分布(图 4e, f)与野生型 TLR4(图 4a, b)基本一致，
主要分布在 HeLa细胞膜和细胞浆．表达与野生型
TLR4融合的 CFP-TLR4和 YFP-TLR4细胞在 LPS
刺激前就有 FRET 现象(图 4c)和一定的 FRET 值

(图 4d)，在 LPS刺激后 1～2 min FRET 值迅速增
强，随后减弱，在 4 min左右消失(图 5a)，而 N端
Glu24～Met41 缺失的 TLR4 突变体在 LPS 刺激前
没有观察到 FRET 现象(图 4g)和检测到 FRET 值
(图 4h)，并且 LPS刺激后 FRET也没有发生改变
(图 5b)．上述结果表明 LPS刺激后 TLR4的聚合增
强，并持续较短的时间．

Fig. 3 FRET and three channel image of CFP鄄MD鄄2 and YFP鄄TLR4 or YFP鄄TLR4 驻24～ 41 in HEK293 cells
(a～d) Image of co-expression of CFP-MD-2 and YFP-TLR4 in HEK293 cells and measurement of FRET; (e～h) Image of co-expression of CFP-MD-2

and YFP-TLR4 驻24～41 in HEK293 cells and measurement of FRET. 伊1 000.

2.2 N端 Glu24～Met41缺失突变对 TLR4与MD鄄2
结合的影响

转染 TLR4 N 端 Glu24～Met41 缺失突变体

pEYFP-SP-TLR4 驻24～41 质粒的细胞有黄色荧光
表达(图 3f)，其分布与野生型 TLR4(图 3b)相比无
明显差别，但是色彩标记的 FRET值在两组之间有
明显的差别，在表达 MD-2 和野生型 TLR4 细胞

膜可见较强的显示 FRET值的色彩标记．MD-2和
TLR4的 Net FRET值与对照 CFP和 YFP组相比有
显著性差异 (P < 0.05，表 1)，而 MD-2 和 TLR4
驻24～41的 Net FRET值与对照相比无统计学差异
(P=0.073)．上述结果提示 TLR4 N 端 Glu24～Met41

缺失突变体不能与MD-2在细胞膜上结合．

Color coded
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3 讨 论

FRET是指当两荧光基团距离足够近时(通常在
10 nm以内)，激发供体荧光基团，能量将转移到
受体荧光基团，使受体发射出荧光．根据这一原

理，将目标蛋白与荧光蛋白融合表达，运用 FRET
技术在活细胞研究蛋白质之间的相互作用[9]．一对

理想的 FRET荧光基团，要求供体的发射光谱和受
体的吸收光谱有明显的重叠，同时供体的发射光谱

和受体的发射光谱要完全分开．青色荧光蛋白

(cyan fluorescent protein, CFP)和黄色荧光蛋白
(yellow fluorescent protein, YFP)是目前常用的一对
用于 FRET研究的荧光基团．Xia等[10]的研究结果

表明，将 CFP和 YFP以 15个中性氨基酸连接时获
得的 FRET值最高．为了了解 Zeiss Axiovert 200M
活细胞荧光显微系统在 FRET研究中的能力和特
性，我们参照 Xia等的方法，构建了以 15个中性
氨基酸连接的 CFP和 YFP融合蛋白 CY-15P的表
达质粒．为了更好地研究膜蛋白的 FRET现象(相
互作用)，本研究在构建 CY-15P融合蛋白的表达
质粒时在 CY-15P的序列前加入了信号肽，使其能
有效地在细胞膜上表达．最后用转染并表达

CY-15P融合蛋白的细胞作为检测目标，以分别表
达 CFP 和 YFP蛋白的细胞作为系统的阴性对照，
建立了 FRET系统．
用显微镜研究 FRET的方法可以分为两大类：

一类是基于强度的方法，另一类是基于荧光动态衰

减的方法．我们采用的是基于强度的三通道 FRET
计算，这主要适用于活细胞的 FRET研究．准确进
行三通道 FRET定量测量必须要进行一定的校正，
以排除荧光串色及供体受体表达浓度的影响[13]．我

们根据 Youvan等[11]的方法，以分别单独表达供体

或受体的细胞，计算出供体和受体的校正因子，有

效消除了串色的影响．为了比较不同细胞间的 FRET
值，消除供体受体表达浓度对 FRET计算的影响，
我们采用了 Xia 等 [10]的方法进行 FRET 标准化计
算．这种方法首先用测得的 FRET灰度值减去背景
和供体及受体的串色，将得到的 FRET值除以供体
和受体信号的平方根，得出的结果能有效消除供体

和受体的表达浓度对 FRET的影响，便于不同细胞
间的比较．此外，我们采用基于 Zeiss Axiovert
200M活细胞荧光显微系统的 AxioVision FRET 4.6
软件，摆脱了 FRET繁琐的计算[14]．按照上述方法

和过程，本实验所获得的 CY-15P组的 FRET值显
著高于共表达 CFP 和 YFP 组的 FRET 值，表明
FRET系统建立成功，为后续研究奠定了基础．

TLR4和 MD-2结合在细胞表面形成的受体复
合物在 LPS诱导的免疫应答中具有关键作用 [15]．

研究 TLR4与MD-2结合的功能结构域，对于深入
了解 LPS的信号转导机制具有重要意义．由于与
TLR4同样具有 LRR结构的 TLR2和 CD14不能结
合 MD-2，因此 TLR4与 MD-2结合的区域很可能
是 N 端的非 LRR 区 [16]．我们将 TLR4 N 端包含
Cys29和 Cys40两个半胱氨酸残基的 Glu24～Met41缺

失，研究这段结构域对 TLR4结合MD-2的影响．
为了排除内源性 TLR4和MD-2的影响，选择了无
TLR4和 MD-2表达的 HEK293细胞研究 TLR4与
MD-2的相互作用．结果表明，Glu24～Met41缺失虽

不影响 TLR4和MD-2的表达，但两者之间的结合
能力明显下降，TLR4的 Glu24～Met41很可能是结合

MD-2的区域．Nishitani等[17]的体外结合实验发现，

合成的 TLR4N 端 Glu24～Lys47 肽段能与 MD-2 结
合；进一步用定点突变技术发现 TLR4的 Cys29和

Cys40在与 MD-2结合中具有重要作用．最近的晶
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体结构研究表明，TLR4的 Glu24～Met41具有避免

LRR 疏水核暴露的作用，可能有助于 TLR4 与
MD-2 的结合 [18]．这些研究都支持我们的活细胞

FRET实验结果．
膜受体的聚合是信号转导调控的重要方式之

一．例如单体型的受体酪氨酸激酶(PTK)只有很弱
的基础活性，在与胞外的配体结合发生二聚化后才

表现出充分的活性．一些本身没有激酶域的受体，

如细胞因子受体，结合配体发生的受体二聚作用同

时也将与受体结合的激酶(如 JAK家族激酶)拉近，
产生了激酶的相互磷酸化，把激酶激活，进而激活

下游的信号通路．所以配体诱导的受体聚合作用至

少有两个作用：拉近激酶并使之相互磷酸化；形成

一个能够与受体或激酶下游分子结合的支架．

TLR4/MD-2复合物与 LPS结合后活化的机制目前
还不清楚[19]．Nishiya等[20]发现，用 TLR4的单克隆
抗体人为造成 TLR4的聚合可以激活 TLR4介导的
细胞内信号转导通路，使细胞 IL-8 和 TNF琢的释
放增加，与 LPS激活细胞的效应一致，因此推测
TLR4介导的 LPS信号跨膜转导可能是通过 TLR4
聚合激发下游信号．为了证实上述推测，我们用

FRET技术对转染并表达了 TLR4的黄色和青色荧
光蛋白融合蛋白的 HeLa细胞进行了动态观察和研
究．之所以选用 HeLa细胞作为研究对象是由于该
细胞表达 MD-2，而 MD-2在 TLR4的聚合中发挥
关键作用．实验结果首次在活细胞证实，LPS刺激
后 TLR4的聚合在短时间内迅速增强，随后减弱，
在 4 min 左右消失．相比野生型 TLR4，N 端
Glu24～Met41缺失的 TLR4突变体在 LPS刺激下未
发生聚合作用，提示 TLR4 N端的 Glu24～Met41在

自身的聚合中也发挥了重要的作用．我们还观察

到，在 LPS 刺激前 CFP-TLR4 和 YFP-TLR4 就有
一定的 FRET值，这可能是 TLR4在刺激前就有部
分聚合，也可能由于我们导入的外源基因过表达

所致.
综上所述，TLR4 N 端的 Glu24～Met41不仅参

与了与MD-2的相互作用，而且在自身的聚合从而
在 LPS信号的跨膜转导中发挥了重要的作用．明
确 TLR4与MD-2相互作用的功能结构域，对于深
入了解 LPS信号转导机制，防治细菌性感染和内
毒素休克具有重要意义．
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Using FRET to Study The Interaction Domain
of TLR4 Binding to MD鄄2 in Living Cells*

ZHONG Tian-Yu, TANG Jing, CHEN Deng-Yu, LIU Ya-Wei, WANG Wei, LIU Jing-Hua**, JIANG Yong**

(Key Laboratory of Functional Proteomics of Guangdong Province, Southern Medical University, Guangdong 510515, China)

Abstract TLR4-MD-2 complex plays a key role in LPS recognition and its signal transduction. These steps are
the vital elements of the host’s defensive reaction. Studying the functional domain of TLR4 and MD-2 is very
important to further understand the mechanism of LPS signal transduction. It was studied the interaction domain of
TLR4 and MD-2 in living cells based on gene mutation, gene transfection and fluorescence resonance energy
tramsfer(FRET) which is considered as one of the best methods used for intracellular protein-protein interaction
study. CY-15P which was fused by CFP and YFP through 15 neutral amino acids was used as positive control,
while co-expressed CFP and YFP proteins were used as negative control. The results showed that the ability of
TLR4 binding to MD-2 decreased dramatically after the deletion of Glu24～Met41 in N terminal of TLR4.
Aggregation of TLR4 to LPS stimulation was observed, however, TLR4 without the Glu24～Met41 mutation did not
aggregate. All these results indicated that TLR4 Glu24～Met41 might be the interaction domain of TLR4 binding to
MD-2 and participate in the aggregation effect of TLR4 upon LPS stimulation.
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