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摘要 G蛋白偶联受体 84(GPR84)是 C9-C14的中链脂肪酸受体，不仅在脂肪酸代谢和机体免疫反应中发挥着重要作用，而
且与多发性硬化症、内毒素血症等炎症性免疫疾病有着密切联系．因此，找到以 GPR84为靶点的配体，可能为治疗这些疾
病提供一种有效的方法．构建稳定过表达 GPR84受体蛋白的细胞系，为筛选 GPR84为靶点的配体和研究这些免疫疾病提供
了重要途径．本文将含 GPR84和 G琢16基因质粒共转染到 HEK293细胞中，经过抗生素抗性筛选，挑取稳定表达 GPR84蛋
白的 HEK293细胞系．用 RT-PCR、免疫荧光染色等实验方法检测了 GPR84基因和其编码受体蛋白的表达；用钙流实验、
环腺苷酸实验、蛋白质印迹分析、流式细胞分析证实了表达的 GPR84具有完整的生物学活性，并利用该细胞系进行了药物
高通量筛选，得到了新的 GPR84拮抗剂，为进一步阐明 GPR84的生物学功能，研究并治疗与其相关免疫疾病奠定了基础．
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游离脂肪酸(free fatty acid，FFA)既是人和动物
的一种重要能量来源，同时也是一种信号分子，具

有多种生理功能[1]．FFA主要是通过结合游离脂肪
酸受体(free fatty acid Receptors，FFARs)，引发下
游信号通路，进而影响机体生理活动．研究表明，

游离脂肪酸受体在维持机体内的葡萄糖稳衡[2]、脂

肪形成[3]、免疫功能[4]等生理过程中都有重要的作

用，对于调控人或动物的营养代谢及疾病发生具有

重要生理意义．目前已发现的脂肪酸受体有

GPR40、 GPR41、 GPR43、 GPR84、 GPR119 和
GPR120，都属于 G 蛋白偶联受体 (G protein
coupled receptor，GPCR)超家族．

GPR84是Wittenberger 等[5]利用序列表达标签

(expressed sequence tag，EST)数据挖掘技术发现的
新基因，定位于 12q13.13，是 C9～C14 的中链脂
肪酸受体，直接联系脂肪酸代谢和机体免疫反应[6],
与松弛素受体 1/2(RLN1/2)等非脂肪酸受体也有一
定亲源性[7]．人源 GPR84是由单独阅读框编码，共
396个氨基酸组成[5]．在小鼠中，GPR84主要在骨
髓中表达，同样在人体内，GPR84也主要在骨髓

中，其次是在外周白细胞和肺中表达[6]．GPR84可
以调节 Th1细胞免疫应答，起着促进炎症发生的
作用，其在免疫细胞与非免疫细胞如脂肪细胞之间

的交叉影响中也发挥了重要功能[8]．此外，它在多

发性硬化症(multiple sclerosis，MS)、内毒素血症
等炎症性免疫疾病发病进程中也起着重要的作用[9].
2006年，研究人员成功发现 GPR84的天然配体，
使其去孤儿化，并确证中链脂肪酸(C9-C14)为其内
源性配体，其中癸酸(C10)、十一酸(C11)、月桂酸
(C12)活性最好[6]．随后又发现活性更好的外源性激动

剂二吲哚基甲烷[6]和 6-n-octylaminouracil(6-OAU)[10],
这为进一步研究其功能提供了帮助．本研究正是为

了更加方便、高效地筛选查找其配体，并进一步研
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究其生物学功能，因此通过一系列方法构建稳定表

达 GPR84的细胞系，为以 GPR84为靶点的药物高
通量筛选和研究相关免疫疾病奠定了良好的基础．

1 材料与方法

1援1 材料

1援1援1 质粒和细胞株

编码人中链脂肪酸受体 GPR84和 G琢16蛋白
的质粒购自美国 UMR cDNA资源中心．带 HA标
签的 HA-pcDNA3.0 质粒由本实验室构建 ．
HEK293细胞株来源于人胚胎肾细胞，该细胞由美
国标准菌种收藏所(ATCC)购买．
1援1援2 试剂

细胞培养液粉末 DMEM 完全培养基购自
GIBCO公司．胎牛血清购自 Hyclone 公司．荧光
染料 Fluo-4 AM和 RNA抽提细胞裂解液 TRIzol购
自 Invitrogen 公司．G418、杀稻瘟素(blasticidin)、
苯磺唑酮(sulfinpyrazone)、Hoechst 33342、异硫氰
酸荧光素标记的抗人流感血凝素(FITC-conjugated
anti-HA) 抗 体 、 青 霉 素 (penicillin)、 链 霉 素
(streptomycin)、多聚甲醛(paraformaldehyde，PFA)
购自 Sigma-Aldrich公司．兔抗细胞外信号调节性
激酶(rabbit anti-Erk1/2)抗体、兔抗磷酸化细胞外信
号调节性激酶(rabbit anti-phospho-Erk1/2)抗体、兔
抗甘油醛 -3- 磷酸脱氢酶(rabbit anti-GAPDH)抗体
及辣根过氧化物酶(HRP)标记的羊抗兔(HRP-GAR
IgG)抗体均购自 Cell Signal Technology公司．牛血
清白蛋白(BSA)购自上海捷倍思基因技术有限公
司．聚偏二氟乙烯树脂(PVDF)膜购自 Millipore公
司． 化学发光试剂 (amersham ECL Plus Western
blotting 显 色 液 ) 购 自 GE Healthcare 公 司 ．

PrimeScriptTM RT reagent Kit购自 TAKARA 公司．
HTRF cAMP dynamic 2 1000 tests Kit购自 Cisbio公
司．GPR84阳性激动剂 6-OAU由中国科学院上海
药物研究所南发俊老师课题组合成．磷酸盐缓冲液

(1伊PBS 缓冲液)(10 mmol/L Na2HPO4、2.7 mmol/L
KCl、2 mmol/L KH2PO4、137 mmol/L NaCl，调 pH
至 7.2)和汉克平衡盐缓冲液 (Hank's balanced salt
solution，HBSS缓冲液)(8 g/L NaCl、0.4 g/L KCl、
1 g/L葡萄糖，60 mg/L KH2PO4、47.5 mg/L Na2HPO4,
调 pH至 7.2)由本实验室配制．所有引物均由上海
生工生物工程技术服务有限公合成．

1援2 方法

1援2援1 细胞转染和稳转细胞系构建

将 HA-GPR84-pcDNA3.0重组质粒与 G琢16质
粒(各 2 滋g)与 2伊106个 HEK293细胞混合于 200 滋l
电转缓冲液并转移至电转杯中，用基因导入仪在电

容 25 F，电压 900 V的条件下进行共转．将转染后
的细胞放置于含 10 ml DMEM培液的 100 mm细胞
培养皿中．培养 24 h 后，添加 800 mg/L G418和
10 mg/L blasticidin，每隔 3～4 天更换培养液直到
形成单个的细胞克隆团，挑选检测，将经钙流实验

检测鉴定后的混合克隆梯度稀释成单克隆种于 96
孔板中，2～3周左右单克隆细胞团形成．单克隆
经钙流实验检测鉴定后，扩大培养，此即

HEK293/HA-GPR84-pcDNA3.0/G琢16 稳转细胞系
(简称 HEK293/GPR84 细胞株)．HA-pcDNA3.0 质
粒空载体与 G琢16质粒转染 HEK293细胞方法与上
述方法一致．

1援2援2 RT-PCR
a．mRNA抽提：用 TRIzol试剂裂解 HEK293/

GPR84细胞，并按说明书的操作步骤抽提细胞总
RNA．b．反转录：按 PrimeScriptTM RT reagent Kit
的要求进行反转录，得到 cDNA．c．PCR 反应：
以逆转录获得的 cDNA 为模板扩增，参照
GenBank 中提供的人源 GPR84 序列 (序列号
NM_020370)，我们设计了人源 GPR84基因引物，
GAPDH基因为本次 PCR的内参，本实验引物均由
软件 primer 5设计．GPR84基因的引物：上游引
物的序列为 5忆 GGATCCATGTGGAACAGCTCT-
GACG 3忆，下游引物的序列为 5忆 CTCGAGCTA-
ATGGAGCCTATGGAAAC 3忆；GAPDH 基因的引
物：上游引物的序列为 5忆 AGGTCGGTGTGA-
ACGGATTTG 3忆，下游引物的序列为 5忆 TGTA-
GACCATGTAGTTGAGGTCA 3忆．PCR 反应体系：
cDNA模板 5 滋l、上下游引物共 1 滋l、10伊reaction
buffer 2 滋l、 2.5 mmol/L dNTPs 2 滋l及 rTaqDNA
聚合酶 0.2 滋l，加水补足至 20 滋l．反应条件为：
95℃预变性 5 min，95℃变性 30 s，60℃退火 30 s，
72℃延伸 60 s，30 个循环后，再 72℃终延伸
10 min，PCR产物用 20 g/L琼脂糖凝胶电泳检测．
1援2援3 钙流实验

将细胞按 4伊104 个 / 孔的密度接种于 96 孔
Greiner平板中，培养 24 h后，去除培养基，每孔
加入 40 滋l 含 2 滋mol/L Fluo-4 AM 的钙流缓冲液
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(Ca2+ buffer：HBSS中加入 BSA 0.5%，sulfinpyrazone
250 滋mol/L，D-glucose 5.6 mmo/L，现用现配)于培
养箱中孵育 45 min．吸弃染料后，加入 50 滋l Ca2+

buffer，然后用 Molecular Devices 公司的 Flex
Station 3 微孔板检测仪加入 25 滋l/ 孔含不同浓度
(0～10 滋mol/L)6-OAU的 Ca2+ buffer进行刺激，同
时用 485 nm光激发并于 525 nm波段检测细胞内钙
离子浓度变化引起的染料荧光强度的改变．

1援2援4 环腺苷酸 (cyclic adenosine monophosphate，
cAMP)实验
将细胞种于 100 mm细胞培养皿中，培养 24 h

后，用胰酶消化后，无血清 DMEM 重悬，加入
IBMX(终浓度为 0.5 mmol/L)，按 2伊103个细胞 /孔
细胞密度接种至 384孔板，然后加入 2.5 滋l含不同
浓度(0～10 滋mol/L)的 6-OAU，混合均匀，室温避
光孵育 30 min． 然后加入 2.5 滋l 10 滋mol/L
Forskolin(腺苷酸环化酶激活剂) 混合均匀，室温
避光孵育 30 min．最后分别加入稀释好的 5 滋l
cAMP-d2和 5 滋l anti-cAMP-Cryptate，离心混合均
匀．室温避光反应 1 h．最后在 Envision2101多功
能微孔板酶标仪读数．

1援2援5 免疫荧光染色

细胞用预热无血清 DMEM洗 3遍，然后加抗
体 HA-FITC至 96孔板, 37℃ , 5% CO2孵育 20 min,
用预热无血清 DMEM洗 3遍．若为内吞实验，需
在不同时间点用 10 滋mol/L 6-OAU 刺激．吸掉培
液，用 1伊PBS洗 3遍，加 80 滋l预热的 4% PFA，
室温固定 15 min．吸掉固定液，用 1伊PBS洗 3遍，
然后加 80 滋l Hoechst，室温染核 10 min．吸掉染核
液，用 1伊PBS洗 3遍，加 100 滋l 1伊PBS．最后显
微镜观察及拍照．

1援2援6 流式细胞分析(FACS)
细胞用 0.04% EDTA 消化细胞并计数，用 1伊

PBS 洗涤 3 遍，等体积分装至 6 支 1.5 ml 离心
管．然后用 10 滋mol/L 6-OAU分别刺激 0、5、15、
30、60、90和 120 min，刺激后立即置于冰上．用
冰 FACS buffer(含 0.5% BSA的 1伊PBS)重悬细胞，
4℃ 1000 r/min离心 3 min，弃上清．重复此步骤 3
次．加入预冷的 4% paraformaldehyde，冰上固定
15 min后，4℃ 1 000 r/min离心 3 min，弃上清．重
复此步骤 3次．加入抗体 FITC-conjugated anti-HA
在冰上孵育 1 h，4℃ 1 000 r/min离心 3 min，弃上
清．重复此步骤 3 次．最后用冰 FACS buffer 重
悬，流式细胞仪检测．

1援2援7 蛋白质印迹分析(Western blot)
将细胞种于 12孔培养板，培养 24 h．实验前，

将培养液换为无血清培养液，使细胞饥饿 2 h，然
后用 10 滋mol/L 6-OAU 分别刺激 0、 2、5、10、
20、30、60和 120 min．以 DMSO(0.1%)为阴性对
照．刺激后立即将细胞置于冰上，并用 1伊SDS裂
解液收集样品并经超声裂解．最后 98℃水浴加热
5 min使蛋白变性后上样进行 SDS-PAGE，电泳完
成之后转膜，之后根据 marker分子质量分别定位
裁剪 PVDF 膜，5%脱脂奶粉封闭液(1伊TBST 缓
冲液配制)室温封闭 1 h，1伊TBST缓冲液洗 3遍，
每遍 5 min；将封闭好的 PVDF 膜加一抗，即
5% TBST-BSA 稀释的 Rabbit anti-Erk1/2 抗体(1∶
2000)、Rabbit anti-phospho-Erk1/2抗体(1∶2000)和
Rabbit anti-GAPDH (1∶5000)，4℃过夜，1伊TBST
缓冲液洗 3 遍；PVDF 膜二抗室温孵育 1 h(5%
TBST-BSA 稀释的 HRP-GAR IgG 抗体， 1 ∶
10000)；1伊TBST缓冲液洗 3遍；用平头镊将膜取
出，用吸水纸吸去过多的液体，置于洁净保鲜膜

上，每 10 cm2 膜加 l ml Amersham ECL Plus
Western blotting显色液，放置 1 min；倒去 ECL显
色液，用吸水纸吸去过多的液体，将膜放在两片保

鲜膜中间，立即显影．

1援2援8 GPR84拮抗剂的高通量筛选
用于筛选 GPR84 拮抗剂的化合物库包含约

160 000个不同结构的化合物．方法如下：将细胞
种于 100 mm细胞培养皿中，培养 24 h胰酶消化
后，用含 2 滋mol/L Fluo-4 AM的 Ca2+ buffer 重悬，
在培养箱中孵育 45 min．离心弃染料后，按 4伊104

个细胞 /孔 /25 滋l细胞密度接种至 384孔板，加入
25 滋l含不同化合物的 Ca2+ buffer，混合均匀，室温
避光孵育 10 min．用 FDSS 7000EX高通量 CCD读
板机加入 5 滋l/ 孔含 6-OAU 的 Ca2+ buffer 进行刺
激，同时用 485 nm光激发并于 525 nm波段检测细
胞内钙离子浓度变化引起的染料荧光强度的改变．

检测时，对于每块 384孔细胞板，设 24个阳性对
照孔 (1 滋mol/L 6-OAU)， 24 个阴性对照孔 (1%
DMSO)，待测化合物初筛浓度为 10 滋mol/L．待测
化合物的拮抗活性用荧光强度的反应率来表示，阳

性对照的荧光强度检测值被定义为 0%(100%抑
制)，而阴性对照的荧光强度检测值被定义为 100%
(0%抑制)．待测化合物的拮抗活性反应率以上述两
者作为基准计算．初筛时挑选拮抗活性大于 70%
(即荧光强度的反应率小于 30%)的化合物为阳性化
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合物．根据初筛结果再进行复筛．

1援2援9 数据处理

本文所用计算公式如下：

信噪比(Signal/Background Ratio，S/B)=信号平
均值 /本底平均值

Z忆因子= 1-(3伊信号标准差+3伊本底标准差)/|信
号平均值-本底平均值 |
拮抗化合物反应率=(待测化合物值-阳性对照

值)/(阴性对照值-阳性对照值)伊100%
拮抗活性= 1-拮抗化合物反应率
所有实验至少重复 3 次，结果用 GraphPad

Prism 5软件统计分析，数据用平均值依标准误(x依s)
表示，由 t检验进行分析，P < 0.05为具有统计学
意义．

2 结果与分析

2援1 构建稳定表达 GPR84/G琢16蛋白的 HEK293
细胞株

HA-GPR84-pcDNA3.0 和 G琢16 的质粒上分别
含有 G418与 blasticidin抗性基因，因此只有稳定
表达了这两种质粒的细胞，才能长期存活于两种抗

生素同时存在的环境中．用浓度为 800 mg/L G418
和 10 mg/L blasticidin筛选 30天左右，将存活下来
的细胞挑选混合克隆进行钙流检测，将检测得到的

阳性克隆稀释成单个细胞种于 96孔细胞培养板中，
逐步扩增至形成克隆，再次进行检测，最后获得稳

定 表 达 GPR84 和 G琢16 的 HEK293 细 胞 株
(HEK293/GPR84细胞株)．
2援2 RT鄄PCR检测 GPR84基因的表达

将 HEK293/GPR84细胞株中提取的 RNA经反
转录得到的 cDNA，以其为模板，用扩增 GPR84
基因的引物，通过 PCR扩增出与目的片段大小一
致的条带(图 1a)．这说明该细胞株的确有 GPR84
mRNA表达．
2援3 稳定表达 GPR84受体细胞株的受体定位及功
能确定

免疫荧光染色法检测结果显示，在构建的

HEK293/GPR84细胞株的膜表面上，可清楚地观察
到 GPR84受体蛋白的表达(图 1b)．以不同浓度的
6-OAU 处理后进行钙流检测，即获得稳定表达
GPR84的 HEK293细胞内 Ca2+水平的变化，且与

激动剂 6-OAU 呈剂量依赖的效应关系 (图 1c)，

(a) (b)

(c) (d)
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Fig. 1 Characterization and Function of HEK293/GPR84/G琢16 cell line
(a) RT-PCR results to detect expression of GPR84. M: DL 2000 marker; 1: PCR product of GAPDH (control); 2: PCR product of GPR84. (b)

Immunofluorescent image of HEK293 cells stably expressing GPR84 on membrane. (c) Dose response of 6-OAU in inducing calcium response in

HEK293/GPR84 cells and control HEK293/empty vector cells. (d) Dose response of 6-OAU in inducing intracellular cAMP change in HEK293/GPR84

cells and control HEK293/empty vector cells. Data are presented as the x 依 s (n=3). : GPR84; : Empty vector.▲● ●
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2援5 6鄄OAU诱导 GPR84发生脱敏现象
许多 GPCR 在激动剂的长时间或反复刺激下

会发生脱敏现象 (desensitization)． 在 HEK293/
GPR84细胞中用 6-OAU刺激时会明显提高细胞内
的钙离子浓度(图 1c)．因此我们利用钙流实验检测
了 6-OAU是否会引起 GPR84脱敏．实验包括两次

钙流检测，第一次钙流实验分别用 1% DMSO(阴性
对照)，10 滋mol/L 6-OAU进行刺激．与阴性对照
相比，6-OAU在第一次刺激时(0～180 s)显著激起
钙流信号，而 1% DMSO(阴性对照)不能激起钙流
信号(图 3a，左)；之后 37℃条件下继续孵育 10 min,
进行第二次钙流检测，这两组实验都分别加入

半数反应浓度(EC50)值为 0.795 滋mol/L．而转染了
HA-pcDNA3.0 空载体与 G琢16 质粒的 HEK293 细
胞没有任何反应．

为了进一步验证表达 GPR84的稳转细胞系的
功能，还利用其进行了 cAMP实验．GPR84受体
蛋白是与 G琢i蛋白相偶联的 GPCR，此类受体被激
活后通过 G琢i蛋白抑制下游信号通路的腺苷酸环
化酶(adenylate cyclase，AC)活性，下调 cAMP 水
平[11]．因此用不同浓度的 6-OAU预先孵育后，再
加入 10 滋mol/L Forskolin处理后进行 cAMP检测，
同样检测到稳定表达GPR84的HEK293细胞内 cAMP
水平的变化，且与 6-OAU呈剂量依赖的效应关系
(图 1d)，半数反应浓度 (EC50)值为 0.360 滋mol/L，
与文献报道的相当 [10]． 同样转染了空载体的

HEK293细胞也没有任何反应．
2援4 6鄄OAU通过激活GPR84导致 ERK磷酸化

GPCR 常常通过 MAPK 信号转导通路的三级
激酶级联反应将细胞外刺激转导至细胞内并完成相

应的生物学效应．细胞外调节蛋白激酶(extracellular
regulated protein kinases， ERK) 包 括 ERK1 和

ERK2，其为将信号从表面受体传导至细胞内的关
键激酶．磷酸化激活的 ERK1/2 由胞质转位到核
内，进而介导 Elk-1、ATF、NF-资B、Ap-1、c-fos
和 c-Jun等转录因子的转录活化，从而参与细胞增
殖与分化、细胞形态维持、细胞骨架的构建、细胞

凋亡和细胞的恶变等多种生物学反应[12]．

我们检测了 6-OAU是否通过 GPR84调节 ERK
磷酸化水平．实验结果表明，在表达 GPR84 的
HEK293细胞中，阳性对照 PMA(佛波酯，1 滋mol/L)
能导致 p-ERK的增加．而用 10 滋mol/L 6-OAU刺
激后，p-ERK水平也有明显增加，此现象在刺激
后 2 min、5 min后最为明显，并呈时间依赖性下
降 (图 2a)．而在不表达 GPR84(转染空载体 )的
HEK293细胞中，除阳性对照 PMA外，10 滋mol/L
6-OAU 均不能导致明显的 ERK 磷酸化(图 2b)．
PMA是蛋白激酶 C (protein kinase C，PKC)的激活
剂，其对 ERK的激活不依赖于 GPR84．这些实验
结果说明 6-OAU可以通过 GPR84激活 ERK介导
下游的信号通路．

Fig. 2 The activation of GPR84 with 6鄄OAU led to the phosphorylation of ERK
(a) HEK293/GPR84 cells were stimulated with 6-OAU or PMA for indicated time, and the phosphorylation level of ERK was observed by Western blot.

(b) HEK293 cells transfected with empty vector were stimulated with 6-OAU with or PMA for indicated time, and the phosphorylation level of ERK

was observed by Western blot. GAPDH served as loading control. Data are presented as the x 依 s (n=3). ***P < 0.001 vs Vehicle(DMSO control). 1:

Vehicle; 2: 1 滋mol/L PMA; 3: 0 min; 4: 2 min; 5: 5 min; 6: 10 min; 7: 20 min; 8: 30 min; 9: 60 min; 10: 120 min.

14

0
1 2

***

3 4

***

5

***

6 7 8 9 10

12
10

8
6
4
2

5 min 10 滋mol/L 6-OAU

(a) (b)

GAPDH
ERK

p-ERK

GPR84

GAPDH
ERK

p-ERK

Empty vector

14

0
1 2

***

3 4 5 6 7 8 9 10

12
10

8
6
4
2

5 min 10 滋mol/L 6-OAU

341· ·



生物化学与生物物理进展 Prog. Biochem. Biophys. 2015; 42 (4)

Fig. 4 Internalization of GPR84 induced by 6鄄OAU
(a) HEK293/GPR84 cells were stimulated with 10 滋mol/L 6-OAU for

indicated time, and the internalization level of GPR84 was measured by

Flow Cytometer. Statistical Histograms are presented. (b)

Immunofluorescent image of GPR84 internalization. Left, HEK293/

GPR84 cells were stimulated with 10 滋mol/L 6-OAU for 0 min; Right,

HEK293/GPR84 cells were stimulated with 10 滋mol/L 6-OAU for

60 min. Data are presented as the x 依 s (n=3). *P < 0.05, **P < 0.01,

***P < 0.001 vs control(0 min).

2援6 6鄄OAU诱导 GPR84发生内吞现象
GPCR在激动剂作用下，能够从细胞膜上转位

至胞内，即受体内吞现象(internalization)．受体内
吞在 GPCR受体脱敏和复敏过程中扮演了重要角
色 [13]．因此我们利用流式细胞分析技术检测了

6-OAU 是否会引起 GPR84 内吞． 在稳定表达
GPR84 的 HEK293 细胞系中用 10 滋mol/L 6-OAU
在 37℃、5% CO2条件下刺激 0、15、30、60、90
和 120 min，然后用带有荧光的 HA标签的抗体进
行染色，最后用 Guava easyCyteTM 8HT流式细胞仪
检测细胞表面 GPR84 表达水平．当刺激延长至
5 min后细胞表面的受体开始减少，此后至刺激时
间达到 60 min时，细胞表面受体明显减少，随着
刺激时间的推延而越来越明显(图 4a)．同样用免疫
荧光染色法可以得到相同的结果，用 10 滋mol/L
6-OAU 处理细胞 60 min，与未刺激 (0 min)相比
(图 4b，左)，细胞表面 GPR84发生明显的内吞现
象，胞质内有许多荧光小点，即为内吞的 GPR84
(图 4b，右，白色箭头所示)．这两个实验充分说明
了在 6-OAU作用下，GPR84发生了内吞现象，随
着刺激时间的推移而越来越明显．

10 滋mol/L 6-OAU进行刺激 180 s，1% DMSO阴性
对照组明显激起钙流信号，而 10 滋mol/L 6-OAU
虽然激起一定的钙流信号，但相对于第一次钙流信

号，第二次钙流信号明显减弱(图 3a，右)，说明

GPR84在 6-OAU的持续刺激下发生了脱敏(图 3b).
综上所述，GPR84经配体持续重复刺激后的确发
生了脱敏现象．
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Fig. 3 Desensitization of GPR84 induced by 6鄄OAU
(a) HEK293/GPR84 cells were stimulated(first arrow) with 10 滋mol/L 6-OAU and DMSO (negative control). Intracellular calcium was measured. After
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将复筛获得的对 GPR84有拮抗活性的候选化
合物，以不同浓度处理 GPR84细胞系后用 3 滋mol/L
6-OAU刺激进行钙流检测，进一步筛选得到 4个
拮抗活性较好的化合物 ZQ-02、ZQ-06、ZQ-13、
ZQ-20，它们的半数反应抑制浓度(IC50)值分别为
0.976、0.361、1.754、0.696 滋mol/L(图 6a～d)．同

时，检测了这些拮抗剂对 GPR84受体下游信号通
路的影响．ERK 磷酸化实验结果表明，表达
GPR84 的 HEK293 细胞分别在 20 滋mol/L ZQ-02、
ZQ-06、ZQ-13、ZQ-20中孵育 30 min后，再加入
10 滋mol/L 6-OAU 刺激 5 min， ZQ-02、 ZQ-06、
ZQ-13 均能明显下调 6-OAU 激活 GPR84 导致的

2援7 GPR84拮抗剂的高通量筛选及功能活性验证
鉴于钙流检测在以 GPCR为靶点的药物筛选

中应用广泛、操作方便、稳定性好等优点，我们利

用构建的稳定表达 GPR84/G琢16 蛋白的 HEK293
细胞株进行了高通量筛选的优化．在实验的优化过

程中，包括细胞密度、孵育时间等许多因素必须考

虑．Z忆因子和信号 /背景比(S/B)被用于验证整个实
验体系是否符合高通量筛选的要求．Z忆因子是常用
于判断高通量筛选模型稳定性和可靠性的统计参

数，Z忆因子综合考虑了信号的变化和波动范围，与
筛选源无关，只与筛选方法本身有关，反映了筛选

方法的稳定性与可靠性[14]．如果 Z忆逸0.5，说明筛
选方法适用于高通量筛选；如果 Z忆 < 0.5，则筛选

方法尚需调整．我们所进行的优化方法的 Z忆因子
为 0.94，信号 /背景比(S/B)为 3.74，说明整个系统
符合高通量筛选的要求(图 5a)．我们利用该高通量
筛选模型对中国科学院上海药物研究所国家化合物

样品库的 160 000个化合物开展了大规模随机筛选，
由于暂无 GPR84拮抗剂报道，以 1 滋mol/L 6-OAU
为阳性对照 (脱敏 )， 1% DMSO 为阴性对照，
300 nmol/L 6-OAU为激动剂，部分化合物的初步
筛选结果如图 5b所示．然后对 GPR84拮抗活性大
于 70%(即荧光强度的反应率小于 30%)的阳性化合
物进行单浓度四复孔复筛，得到 20个对 GPR84有
拮抗活性的候选化合物(图 5c)．

Fig. 5 High鄄throughput screening and discovery of novel small molecule antagonists of GPR84
(a) Z忆 factor determination. At the optimized conditions,40 replicates of positive and negative signals were studied. Dashed lines indicate means依3SD of

40 data points. Z忆 value for the assay was 0.94, and the signal-to-background ration (S/B)was 3.74. (b) Results of the primary screening of 1600

compounds using the calcium assay. DMSO (1%) and 6-OAU (1 滋mol/L) were used as the negative and positive controls, respectively. Dashed lines

indicate 30% response of controls. (c) Twenty compounds that induced a lower than 30% Response in calcium mobilization activity in the primary

screening were further tested in quadruplication (10 滋mol/L). DMSO (1%) and 6-OAU (1 滋mol/L) were used as the negative and positive controls,

respectively. Dashed lines indicate 30% response of controls. Data are presented as the x 依 s (n=3).
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Fig. 6 Inhibition of intracellular signal transduction in HEK293 cells expressing GPR84 by ZQ鄄02, 鄄06, 鄄13 and 鄄20
(a～d) Dose-response of ZQ-02 (a), -06 (b), -13 (c) and -20 (d) in inhibiting 6-OAU induced calcium response in HEK293/GPR84 cells and control

HEK293/empty vector cells. : GPR84; : Empty vector. (e) Representative Western blot analysis of ERK phosphorylation in HEK293/GPR84

cells or HEK293 cells transfected with empty vector indicated with ZQ-02, -06, -13 and -20 for 30 min, and then stimulated with 6-OAU with or PMA

for 5 min, and the phosphorylation level of ERK was observed by Western blot. GAPDH served as loading control. Data are presented as the x 依 s (n=
3). **P < 0.01, ***P < 0.001 vs Vehicle (DMSO control). 1: Vehicle; 2: 1 滋mol/L PMA; 3: 20 滋mol/L ZQ-02; 4: 20 滋mol/L ZQ-06; 5: 20 滋mol/L

ZQ-13; 6: 20 滋mol/L ZQ-20.

3 讨 论

G蛋白偶联受体又称为七次 琢螺旋跨膜受体，

GPCRs能结合和调节 G蛋白的活性，对各种细胞
外刺激如气味、脂类、激素、细胞因子等甚至光线

产生反应，并将各类刺激所携带的信息传送到细胞

ERK磷酸化水平，但 ZQ-20的作用并不明显，或
许它是通过其他的信号通路发挥作用(图 6e)．这些
实验结果说明 GPR84的拮抗剂可以抑制激动剂引

起的细胞内钙流变化和 ERK磷酸化，从而调控下
游的信号通路．
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内从而启动下游信号通路，介导多种重要生理活

动，是细胞信号传导中非常重要的受体[15-17]．研究

表明，细胞表面的 GPCRs能够参与调节多种疾病
的病理和生理过程，在多种重要疾病中扮演关键的

角色，其功能失调或者结构的意外改变是许多疾病

产生的根本原因[18-19]．

中链脂肪酸受体 GPR84便是众多 GPCRs中的
一种，其下游信号转导途径是对百日咳毒素

(pertussis toxin，PTX)敏感的 G琢i/o通路[6]．GPR84
在白 细胞 中特异 性表 达，并能 被脂 多糖

(lipopolysaccharide，LPS)在单核细胞和巨噬细胞中
诱导．在 LPS存在的条件下，中链脂肪酸可以通
过 GPR84刺激 IL-12 p40亚基的分泌，而 IL-12在
诱导和维持 Th1细胞方面具有重要作用，以此通
过 Th1 细胞抑制 Th2 细胞来介导细胞免疫 [6, 20]．

GPR84功能基因敲除的小鼠，其体内的 T淋巴细
胞和 B淋巴细胞的增殖不受影响，而 IL-4等 Th2
细胞分泌的细胞因子会增加，这说明 GPR84并不
是 T淋巴细胞和 B淋巴细胞增殖分化的必须参与
者，但 GPR84的缺失能选择性影响 IL-4的产生[21].
当脂肪组织中发生炎性细胞如巨噬细胞侵润时，脂

肪细胞的 GPR84表达会增加，从而加重肥胖和肥
糖病之间的恶性循环．这与侵润到脂肪组织的巨噬

细胞分泌 TNF-琢促进 GPR84表达有密切关系，同
时，相关实验也证明 TNF-琢-NF-资B 通路在调控
GPR84的表达中起着关键作用[22]．

在实验性自身免疫性脑脊髓炎 (experimental
autoimmune encephalomyelitis，EAE)等神经炎症疾
病的发病进程中，大脑和脊髓中小神经胶质细胞

(microglia)表面的 GPR84表达会增加，并且高表达
GPR84的小神经胶质细胞会成簇聚集在血管周围，
随着 EAE病情的加重，高表达 GPR84的小神经胶
质细胞也随之增加，这可能与 GPR84 刺激 IL-12
p40分泌，诱导和维持 Th1细胞[6]，从而加重 EAE
相关，由此说明 GPR84在 MS等神经炎症疾病中
可能发挥着重要的功能[9]．此外，GPR84也是视网
膜以及其他眼组织正常生长发育所必须[23]．由此可

见，GPR84在调节免疫细胞应答和代谢平衡中发
挥了重要作用．

除早前报道的内源性配体中链脂肪酸及外源性

激动剂如二吲哚甲烷与 6-OAU 外，至今较少有
GPR84的拮抗剂相关报道．由于 GPR84是一种促
进炎症发生的受体[10]，因此，尽快找到其拮抗剂，

对于抑制炎症发生，治疗多发性硬化、内毒素血症

等炎症疾病具有重大意义和广阔的应用前景．

细胞内 Ca2+是一种非常重要的 GPCR信号通
路第二信使．通常来说只有与 G琢q/11 偶联的
GPCR和配体结合后，才能够显著增加细胞内的钙
离子．然而，多功能 G蛋白 G琢15/16(属于 G琢q蛋
白)可以改变 GPCR与下游信号蛋白之间的偶联关
系，使原本与 G琢s或 G琢i偶联的受体也产生钙流
反应 [24-27]．GPR84原本是和 G琢i 偶联的 G 蛋白偶
联受体，其下游信号通路是抑制腺苷酸环化酶

(adenylate cyclase，AC)活性，下调 cAMP水平[11]．

因而需采用 cAMP实验进行高通量筛选，但此法
还需加 Forskolin(腺苷酸环化酶激活剂)另行激动，
操作繁琐且耗时太长，该问题在高通量筛选显得尤

为严重．因此，我们在 HEK293 细胞中共转染
GPR84和 G琢16质粒，使其过表达 G琢16将 GPR84
偶联的 G琢i信号通路转移至 G琢q上来，这样就能
用钙流方法作为 GPR84小分子拮抗剂的高通量筛
选技术，从而避免原来 cAMP 实验的问题，使得
操作方便、省时、易于高通量筛选．

综上所述，本研究成功构建了稳定表达

GPR84 和 G琢16 蛋白的细胞株，初步研究了
GPR84生物学功能，并将其应用于 GPR84新型小
分子拮抗剂的高通量筛选，已经得到一些活性较好

的候选化合物，为进一步阐明 GPR84的生物学功
能，研究并治疗与其相关免疫疾病奠定了夯实的

基础．
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for Medium鄄chain Fatty Acid鄄sensing Receptor GPR84*
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Abstract G protein coupled receptor 84(GPR84) is medium-chain fatty acid-sensing receptor(C9～C14). It plays
an important role in metabolism of fatty acid and immune response, and it's also deeply involved in inflammatory
immune diseases such as multiple sclerosis and endotoxemia. It may provide an effective method to treat these
diseases by finding GPR84 ligands. It's important to construct a cell line stably expressing human GPR84 for
screening its ligands and researching diseases. In this research, we transfected plasmids encoding GPR84 and G琢16
proteins into HEK293 cells. After selection with antibiotics, we picked out monoclones which stably expresses
GPR84 to form cell lines. The permanent expression of exogenous GPR84 proteins in HEK293 cells was detected
by RT-PCR, immunofluorescence staining, calcium mobilization and cAMP assay. Western blot and FACS were
conducted to examine the activity of GPR84. Above all the results demonstrate that GPR84 receptor has excellent
biology activity. Based on cell lines stably expressing GPR84, we conducted high-throughput assay for the
screening of GPR84 ligands and found new GPR84 antagonists. We can further research on the biological
functions of GPR84 and immune diseases targeted GPR84 with these antagonists.
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