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LTB4R1抑制剂筛选方法的建立及评价
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摘要: ω6脂肪酸代谢产物白三烯B4 (LTB4) 的受体白三烯B4受体1 (LTB4R1) 属于G蛋白耦联受体 (GPCR) 家

族, 是胰岛素抵抗、慢性炎症和 2型糖尿病的潜在药物作用靶点。本文根据GPCR家族蛋白激活后可以引起细胞质

内钙离子升高的原理, 建立了 96孔板体系LTB4R1抑制剂筛选模型。胞质内钙离子探针Fluo-8可以表征细胞质内

的钙离子变化, 当共转染LTB4R1和G蛋白α亚基 16 (Gα16) 的仓鼠卵巢癌细胞 (CHO) 受到LTB4刺激后, 胞浆钙离

子浓度升高 , Fluo-8 的荧光信号随之增强。LTB4R1 抑制剂处理细胞后 , Fluo-8 的荧光信号减弱。本文以 0.2%

DMSO为阴性对照, LTB4R1抑制剂 cp-105696为阳性对照建立筛选模型。经LTB4刺激后, 0.2% DMSO处理的细胞

Fluo-8信号上升约2倍后缓慢回落, 而 cp-105696处理组则抑制LTB4的作用。LTB4和抑制剂 cp-105696浓度梯度实

验表明, Fluo-8的荧光信号升高幅度和抑制剂的浓度成反比, 可以作为评价待测化合物的抑制效果的指标。多次重

复实验计算所得阳性与阴性对照 Z'因子为 0.777, 证明该筛选模型稳定可靠。本文采用蛋白过表达方式在CHO细

胞中构建了LTB4R1-内质网钙的信号通路, 并在此基础上建立了通过检测钙信号强度来筛选化合物对LTB4R1抑

制活性的体系。本方法可用于LTB4R1抑制剂先导化合物的体外初步筛选, 为后续体内研究奠定基础。
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Abstract: The GPCR family component leukotriene B4 receptor 1 (LTB4R1) is the receptor of leukotriene B4

(LTB4), the metabolic product of ω6 fatty acid. LTB4R1 is a potential therapeutic target for the treatment of insulin

resistance, chronic inflammation and type 2 diabetes. Here we established a LTB4R1 inhibitor screen model based

on the GPCR family protein property that its activation causes the cytosolic escalation of calcium. The cytosolic

calcium probe Fluo-8 represents the change of calcium ion. After adding LTB4, the fluorescent signal of Fluo-8 in

the CHO cells which are co-transfected with LTB4R1 and Gα16 will change with the increase of cytosolic calcium,

and LTB4R1 inhibitor blocked the effect of LTB4 on fluorescent signal of Fluo-8 in the CHO cells. Here, we used

0.2% DMSO as a negative control, and cp-105696 as a positive control in the screen model. After stimulation with

LTB4, the Fluo-8 signal in 0.2% DMSO treated CHO cells increased 2 fold and fell back slowly, while the signal in
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inhibitor (cp-105696) treated cells was not induced by LTB4. The results showed that LTB4 increased the cytosolic

calcium detected by Fluo-8 in a dose dependent manner. Similarly, cp-105696 inhibited the Fluo-8 signal dose

dependently, indicating that this method can quantify the inhibitory activity of the compounds. The Z'-factor,

reflecting the robustness of the screen model, was 0.777 with a series of experiments. In sum, we over-expressed

LTB4R1α and Gα16 in CHO cell, used Fluo-8 to detect the calcium signal activated by LTB4, and established the

in vitro screen model for LTB4 receptor 1.

Key words: leukotriene B4 receptor 1; screen; chronic inflammation; calcium signal; Fluo-8

肥胖导致的慢性炎症是引发胰岛素抵抗的重要因

素。在肥胖小鼠脂肪组织的免疫细胞中, 巨噬细胞占

比可达 60%, 远高于正常小鼠脂肪组织中的 10%[1]。

巨噬细胞在单核细胞化学趋化因子 1的募集作用下进

入脂肪组织, 被活化后表达多种促炎因子, 加剧组织内

炎症反应[2]。除此之外, 这些炎症因子还可以通过两

种形式影响胰岛素敏感性, 一是以旁分泌的形式直接

作用于胰岛素的靶细胞, 抑制胰岛素信号转导; 二是经

由介导胰岛素受体底物 1表达来抑制胰岛素受体和胰

岛素的结合, 从而引起胰岛素抵抗[3]。因此, 抑制或缓

解体内的慢性炎症, 可以改善胰岛素抵抗。Li等[4]研

究发现, 白三烯 B4受体 1 (LTB4R1) 能够导致慢性炎

症和胰岛素抵抗。LTB4R1是白三烯 B4 (LTB4) 的受

体 , 属于 GPCR 超家族 , 拥有经典的 7 跨膜螺旋结构 ,

主要存在于巨噬细胞、嗜酸性粒细胞等免疫细胞中[5]。

被LTB4激活后, LTB4R1通过结合G蛋白引起免疫细

胞的炎症反应, 导致免疫细胞表达分泌更多的炎症因

子, 如肿瘤坏死因子-α和白介素 1β等。这些炎症因子

会募集更多的免疫细胞, 进一步放大炎症反应, 形成慢

性炎症。敲除小鼠的LTB4R1可以有效降低免疫细胞

中炎症因子的表达, 缓解慢性炎症, 改善小鼠的葡萄糖

耐受性和胰岛素抵抗, 说明LTB4R1为胰岛素抵抗和 2

型糖尿病的有效药物作用靶点[4]。因此, LTB4R1抑制

剂具有新型胰岛素抵抗治疗药物的开发前景。

内质网是细胞中的钙库, 内质网膜上的三磷酸肌

醇受体到三磷酸肌醇激活会导致内质网中的钙离子外

流到细胞质内[6]。这一过程可受到GPCR信号通路调

控 , GPCR 家族成员受到配体激活后 , Gαq 蛋白活化 ,

进而激活磷脂酶释放三磷酸肌醇, 促进内质网中的钙

离子释放[7]。很多GPCR抑制剂筛选的经典模型即基

于此原理[8]。但是细胞质中的钙离子是一个动态平衡

过程, 受到激活时, 细胞质中的钙离子会急速上升至顶

点, 后又慢慢回落至静息水平。因此, 筛选中需要监测

钙离子由升高到降低的全过程, 以便区分钙信号的瞬

时波动和受到配体激活后产生的钙信号上升。为达到

此目的, GPCR的高通量筛选一般会选择使用实时荧

光检测分析系统[9]。但是由于相关仪器较为稀缺, 日

常使用不便, 而且在通量不高的情况下, 会造成试剂浪

费, 因此并不适合实验室小量化合物活性验证。

作为GPCR家族成员, LTB4R1也适用于这一筛选

模型。LTB4R1被LTB4激活后, 可以结合Gq蛋白Gα

16, 引起内质网的钙外流, 使得细胞质中的钙离子浓度

上升[10,11]。本研究由此设计了LTB4R1的筛选方法, 即

在CHO细胞中瞬时表达LTB4R1和G蛋白, 通过钙结

合探针指示细胞质中的钙离子水平。加入化合物后,

如果细胞质中钙信号水平不随 LTB4 的加入而升高 ,

则初步表明该化合物为LTB4R1的抑制剂。

材料与方法

仪器和耗材 96孔黑色底透细胞培养板 (Corning

公司 , #3603); 荧光显微镜 (Zeiss 公司 , Vert A1); 细胞

培养箱 (Panasonic 公司, MCO-170AICUVL-PC); 多功

能酶标仪 (Biotek公司, Synergy H1)。

细胞 CHO细胞由中国医学科学院药物研究所胡

卓伟实验室赠与。细胞培养在 5% CO2的 37 ℃的培养

箱中, 并进行传代。培养基为含有 10%血清的DMEM

培养基, 每2～3天传代1次。

质粒 LTB4R1 (EX-0680-M02-5) 和 Gα16 (EX-

A0128-M13-5) 购自Genecopoeia公司。

试剂 DMEM 细胞培养基 (128000-17)、胎牛血

清 (16000-044) (Gibco 公司); Lipofectamine 3000 转染

试剂盒 (Thermo Fisher 公司 , L3000-015); Fluo-8 钙探

针试剂盒 (AAT Bioquest公司, 36315); LTB4 (Cayman

公司, 20110)。

CHO细胞的转染 将连有LTB4R1和Gα16的哺

乳动物细胞表达载体的质粒按照 2.5∶1的比例转染到

CHO细胞中, 24～48 h后, 收取细胞铺到 96孔板中, 密

度为20 000个细胞/孔。

Fluo-8处理细胞 在筛选前一晚加入化合物进行

孵育, 初筛筛选浓度为 10 µmol‧L-1, 采用DMSO作为阴

性对照。检测前, 用Fluo-8钙探针 37 ℃细胞培养箱孵

育 25 min。Fluo-8 钙探针可以穿透细胞膜进入细胞 ,

在细胞质中被酯酶剪切形成羧酸集团, 无法继续穿透

细胞膜, 因此存在于细胞质中。当 Fluo-8钙探针特异

·· 3317



药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2022, 57(11): 3316 −3321

性结合钙离子后, 会在 490 nm激发光下, 发出 525 nm

波长的发射光。因此可以用 490/525 nm 波长检测细

胞质中的钙离子含量。

Fluo-8 信号检测 将 96 孔板置于多功能酶标仪

中, 设置程序, 每孔读取静息状态下 490/525 nm读数,

记为R0。由酶标仪配置的滴加器加入LTB4至终浓度

为 100 nmol‧L-1。继续在 490/525 nm 读取 45 s。将其

中最大值记为 Rmax。将化合物的 (Rmax-R0) 和 DMSO

的 (Rmax-R0) 进行比较, 计算得到 1-(Rmax-R0)化合物/(Rmax-

R0)DMSO, 则得到化合物的抑制效果。

统计学方法 采用 t-检验进行显著性检验。统计

学的显著性表示为P < 0.05、P < 0.01和P < 0.001。

结果

1 LTB4引起共转染LTB4R1和Gα16的CHO细胞胞

浆钙浓度增加

CHO细胞中基本不表达LTB4R1和Gα16 (图 1A),

当将LTB4R1和Gα16一同转染进CHO细胞后, Western

blot可成功检测到 LTB4R1和 Gα16, 说明共转染体系

构建成功。用LTB4 (400 nmol‧L-1) 处理共转染细胞, 可

观察到细胞质中钙离子信号显著上升, 并在达到峰值

后随着钙离子内流回内质网而下降 (图 1B)。荧光显

微镜下观察发现, 加入LTB4后, 共转染细胞在 488 nm

激发光下发出绿色荧光, 没有转染或仅转染单个基因

的细胞钙信号的上升幅度显著低于共转染组 (图 1C)。

以上结果提示, LTB4增加钙信号的过程需要LTB4R1

和Gα16共同参与。

2 LTB4 剂量依赖性增加转染 LTB4R1 和 Gα16 的

CHO细胞胞浆中钙离子浓度

为验证 LTB4 是否剂量依赖性增加转染 LTB4R1

和Gα16的CHO细胞胞浆中钙离子浓度, 本研究首先

比较 LTB4 (400 nmol‧L-1) 处理组和阴性对照组 (PBS)

对胞质钙离子水平的影响, 发现 PBS处理组细胞内钙

离子水平在处理前后没有变化 (图 2A、B), 而LTB4处

理组则显著升高胞浆钙浓度。最后, 为确定最佳LTB4

浓度 , 本研究采用不同浓度的 LTB4 (100 pmol‧L-1～

10 µmol‧L-1) 对共转染LTB4R1和Gα16的CHO细胞进

行刺激, 发现胞质内钙信号的升高幅度和 LTB4 的浓

度成正比。根据上述钙信号的激活程度拟合激活曲

线 , 经计算确定采用 400 nmol‧L-1作为筛选使用浓度

(图2C、D)。

3 LTB4R1抑制剂 cp-105696抑制 LTB4对胞浆钙浓

度的作用

化合物 cp-105696 是已报道的 LTB4R1 抑制剂[6]。

采用 cp-105696 (10 μmol‧L-1) 作为阳性对照, 可以发现

当LTB4R1信号通路受到抑制时, LTB4刺激的胞质内

Figure 1 LTB4 stimulated calcium transient in CHO cells transfected with LTB4R1 and Gα16. A: Leukotriene B4 receptor 1 (LTB4R1)

and Gα16 expression pattern by Western blot after transfection with LTB4R1 and Gα16 for 0, 24, 36, 48, and 72 h in CHO cells; B: The

increase of calcium transient with leukotriene B4 (LTB4, 400 nmol‧L-1) stimulation by Fluo-8 calcium probe in CHO cells transfected with

LTB4R1, Gα16, or both; C: Immunofluorescence of the Fluo-8 calcium probe in CHO cells with LTB4 stimulation. Fluo-8 calcium probe

detects cytosolic calcium and expresses green fluorescence. RFU: Relative fluorescence units
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钙信号上升受到显著抑制 (图 3A), 细胞内由 Fluo-8结

合钙离子后发出的绿色荧光信号也大幅下降 (图 3B)。

使用不同浓度的 cp-105696处理细胞, 发现LTB4刺激

的胞质内钙信号上升幅度与抑制剂浓度呈负相关, 根

据抑制程度计算 cp-105696的 IC50为 3.051 nmol‧L-1, 与

之前报道 cp-105696的 IC50 (8.42 nmol‧L-1) 相近[12], 说明

胞质内钙离子信号的水平可以反映抑制剂的活性, 该

模型可以用于LTB4R1的抑制剂筛选。

Figure 2 LTB4 induced calcium change dose dependently in CHO cells transfected with LTB4R1 and Gα16. A, B: Effect of 400 nmol‧L-1

LTB4 on intracellular calcium concentration using Fluo-8 calcium probe in LTB4R1 and Gα16 co-transfected CHO cells; C: The calcium

signal by Fluo-8 calcium probe in LTB4R1 and Gα16 co-transfected CHO cells with stimulation of LTB4 from 100 pmol‧L-1 to 10 µmol‧L-1;

D: The LTB4 activation curve in CHO cells. n = 3,
-
x ± SEM in D

Figure 3 LTB4R1 inhibitor cp-105696 blocked the calcium transient in CHO cells. A, B: Overnight treatment of 10 μmol‧L-1 cp-105696

inhibited the calcium transient by Fluo-8 calcium probe in LTB4R1 and Gα16 co-transfected CHO cells; C: The calcium fluctuation in

LTB4R1 and Gα16 transfected CHO cells with cp-105696 (1 pmol‧L-1 to 100 μmol‧L-1, overnight); D: The inhibition curve of cp-105696 in

CHO cells. n = 4,
-
x ± SEM in D
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4 LTB4R1抑制剂筛选模型评测

采用 Z'因子对本 LTB4R1 筛选模型进行评测 , 计

算阳性对照 cp-105696 和阴性对照 DMSO 的抑制率 ,

组内平均值和标准差, 得到 Z'因子为 0.777 (图 4A), 说

明本筛选方法稳定可靠。本方法需要记录细胞从受到

LTB4激活到细胞质内钙信号平息全过程, 共用时1 min

左右, 使得采用普通酶标仪进行筛选时, 不能同步检测

多孔板上的每一个样本, 同时 Fluo-8的钙离子结合能

力会使得细胞由于缺少钙离子而死亡。因此采用普通

酶标仪进行实验时, 需要控制单次检测的样本数量, 避

免因 Fluo-8溶液处理细胞时间过久导致细胞死亡, 无

法响应LTB4的刺激而产生的假阳性结果。为解决这

一问题, 本研究检测了不同Fluo-8孵育时间对细胞响应

刺激的能力。将细胞与 Fluo-8孵育 30 min后, 在不同

时间点加入LTB4进行检测, 发现在加入LTB4 30 min

内, 细胞均可以响应LTB4的刺激 (图 4B)。因此, 本研

究将筛选规模定为每次30个样品, 以保证结果可靠。

讨论

本文建立了一种 LTB4R1 抑制剂的筛选方法, 即

利用 CHO 细胞自带的内质网钙库 , 在细胞内过表达

LTB4R1 和其相应的 G 蛋白 Gα16, 从而构建完整的

GPCR-内质网的信号通路, 再根据LTB4结合LTB4R1

会导致细胞质中钙离子浓度上升这一原理, 通过测量

钙信号的强弱来检测化合物对 LTB4R1的抑制活性。

为进一步评估本筛选方法的有效性, 本研究通过LTB4

浓度梯度实验和 LTB4R1 抑制剂 cp-105696 的浓度梯

度实验, 证明了钙离子浓度上升幅度与LTB4R1的激活

程度具有相关性, 可以用来作为检测指标, 方法可靠。

在建立筛选方法的过程中遇到的问题之一是, 细

胞内的钙离子浓度是动态变化的, 加入 LTB4刺激后,

细胞质钙信号会在数秒内升高, 然后缓慢回落, 整个变

化过程需要约 1 min。在普通酶标仪上进行小规模药

物筛选时, 既无法同时在所有孔中加入LTB4, 也无法

监控每个孔 1 min内的钙离子信号变化。因此, 本研

究在图 4实验中通过检测了加入 Fluo-8钙离子螯合剂

后, 细胞钙信号的稳定时间, 确定了本方法的最大检测

样品数, 以免由于细胞状态受损导致钙信号降低, 从而

得到假阳性结果。

本筛选方法建立过程中遇到的另一个问题是, 因

不同孔细胞状态存在差异 , 每次实验中静息状态下

Fluo-8的荧光读数也会有差异, 甚至在同一实验中, 随

着 Fluo-8孵育时间增加, 细胞荧光信号也会上升。为

解决这一问题, 本研究比较了 3种反映钙信号上升幅

度的统计量 : 荧光信号最高值、荧光信号增长值及

LTB4刺激后 Fluo-8最高值与刺激前读数的比值。经

比较, 前两个统计量组间差异比较大, Z'因子也过大,

而 Fluo-8最高值和静息值的比值则较为稳定, 在多次

实验中均保持在 1.8～2.2 之间 , 计算得到 Z'因子为

0.777, 表明采用这一指标可以很好地区分阴性对照和

阳性对照, 筛选结果可靠。

MD公司的实时荧光检测分析系统 FLIPR常用于

高通量筛选, 原理也是基于钙信号变化, 可以同时监测

多孔板上的每一个样品, 但是FLIPR普及程度较低, 限

制了该筛选模型在药物筛选中的应用。而且高通量筛

选适用于对规模数以万计的化合物库进行筛选, 在化

合物合成阶段或天然产物分离阶段, 化合物的积累规

模较小, 采用FLIPR进行筛选并不合适。因此, 本筛选

模型的建立扩大了钙信号筛选方法的适用范围, 克服

了上述假阳性问题, 可为小规模的候选化合物筛选提

供帮助。

目前GPCR抑制剂或激动剂筛选有多种方法。第

一种方法是根据已知的GPCR结构, 通过分子动力学

模拟小分子化合物和GPCR结合的最稳定模式来筛选

激动剂和抑制剂[13]。该方法优点在于可以通过计算机

模拟优选结合紧密的小分子骨架, 节省实验时间。缺

点则是需要获得目的GPCR的结构, 而且模拟出的化

合物需要进一步的实验检验, 因此该方法通常作为第

一步筛选, 用来缩小筛选范围。第二种方法是通过检

测GPCR下游的产物来进行GPCR的筛选。与Gαs蛋

白结合的GPCR激活后可以引起细胞中 cAMP的含量

升高, 通过检测 cAMP的浓度可以筛选 GPCR 的抑制

剂[14]。但是这个方法仅限于结合Gαs蛋白的GPCR, 有

一定的局限性。第三种方法则是通过蛋白相互作用来

进行 GPCR 抑制剂的筛选 , 即 BRET (bioluminescence

resonance energy transfer) 方法。在这种方法中, 能量

Figure 4 The stability and reliability of LTB4R1 screening

model. A: The increase of fluorescence induced by 400 nmol ‧L-1

LTB4 in CHO cells after vehicle and 10 μmol ‧ L-1 cp-105696

treatment respectively; B. The increase of fluorescence induced by

400 nmol‧L-1 LTB4 at different time points after 30 mins of Fluo-8

calcium probe incubation in CHO cells. Increase = (peak-basal)/

basal × 100%. n =10,
-
x ± SEM in A. ***P < 0.001.
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供体连接在Gα蛋白上, 能量受体则连接在Gγ蛋白上,

当GPCR被激活时, Gα蛋白和Gγ蛋白结合在一起, 能

量供体和受体靠近, 通过检测BRET信号即可以进行

筛选。这种方法需要选择适合的能量供体和受体并纯

化蛋白进行标记, 建立模型需要更多条件[15]。本文利

用LTB4R1结合Gαq蛋白引起内质网钙外流的方法建

立筛选模型, 与BRET方法相比, 不需要前期进行蛋白

的纯化和标记, 建立更简单。

本文建立了基于钙信号的LTB4R1抑制剂筛选模

型, 与其他方法相比, 本方法简单可靠, 可用于小规模

药物筛选, 如分离天然产物或者先导化合物的结构优

化中不需要进行高通量筛选的情况。除 LTB4R1 外 ,

本筛选模型也可以扩展到其他 GPCR 的抑制剂筛选,

只需将目的GPCR和相应的G蛋白过表达在工具细胞

中, 加入相应配体激活后, 即可进行抑制剂的筛选。本

筛选模型的缺点则是受限于酶标仪加样器无法加入多

种化合物, 较难扩展到激动剂的筛选, 需要搭配多通道

加样器才可进行。如以 LTB4 为阳性对照, 加入化合

物后, 迅速检测细胞质中的钙离子信号是否上升, 即可

判断化合物是否为LTB4R1的激动剂。
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