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烟碱型乙酰胆碱受体α6/α3β2β3突变型的构建及其功能研究

唐则佩, 周 煊, 安佰雪, 于津鹏, 罗素兰*, 长孙东亭*

(广西大学医学院, 广西特色生物医药重点实验室, 广西 南宁 530004)

摘要: 烟碱型乙酰胆碱受体 (nicotinic acetylcholine receptors, nAChR) α6/α3β2β3亚型广泛分布于中脑边缘多巴

胺能神经通路等区域, 对多种神经递质的释放和药物奖励机制具有重要影响, 因此已成为多种神经精神疾病和药物

成瘾治疗的潜在靶点。然而, 目前已发现的能够高效特异性作用于α6/α3β2β3 nAChRs的配体分子多无法将该亚型

与较为相似的 α3β2亚型有效区分开, 且尚缺乏特异性配体作用于 α6/α3β2β3 nAChR的分子机制研究。本研究综合

利用受体定点诱变、体外转录、显微注射、电生理检测等技术 , 在非洲爪蟾卵母细胞中建立了野生型 α6/α3β2β3 

nAChR及其 α6/α3亚基单点突变体药物筛选模型, 并进一步分析了单氨基酸残基置换对 α6/α3β2β3 nAChRs的功能

影响。本研究所涉及的动物实验方案已通过广西大学伦理委员会审批 (批准号: GXU-2023-0249)。结果表明, 乙酰

胆碱 (acetylcholine, ACh) 激活野生型α6/α3β2β3 nAChR的半激活剂量 (half maximal effective concentration, EC50) 为

18.5 μmol·L-1。7种 α6/α3亚基单点突变均导致激动剂活性不同程度的提升, 其中 ACh作用于 α6/α3[V112E]β2β3、

α6/α3[T147S]β2β3、α6/α3[E152K]β2β3 nAChR 的活性变化最为显著 , EC50 分别 3.5、4.4、2.0 μmol·L-1, 约为本体的

0.1～0.2倍。相关结果为 α6/α3β2β3 nAChRs的结构−功能研究、与药物特异性结合的分子机制研究提供了模型, 也

为靶向α6/α3β2β3 nAChRs的药物设计和专一性改造优化提供了理论依据。
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Abstract: α6/α3β2β3 nicotinic acetylcholine receptors (nAChRs) subtype is widely expressed in mesolimbic 

dopaminergic pathway and other regions, which plays a vital role in modulating the release of multiple 

neurotransmitters and drug reward mechanisms. It has become a potential therapeutic target for the treatment of 

various neuropsychiatric disorders and drug addiction. However, most ligands identified with high affinity and 

selectivity targeting α6/α3β2β3 subtype showed limited subtype discrimination against the closely related α3β2 

subtype. Furthermore, the molecular mechanisms underlying ligands interact with α6/α3β2β3 nAChR remain 

absent. In this study, the related approaches of site-directed mutagenesis of receptor, in vitro transcription and 

electrophysiological assay were utilized to establish the drug screening models of wild-type α6/α3β2β3 nAChR and 

its α6/α3 subunit single-point mutants. The effects led by single amino acid substitution to the function of α6/α3β2β3 

nAChR were also evaluated. The animal experimental protocol involved in this study has been approved by the 
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Ethics Committee of Guangxi University (Approval No: GXU-2023-0249). As the results showed, the half 

maximal effective concentration (EC50) for ACh activating α6/α3β2β3 nAChR was 18.5 μmol·L-1. All 7 single-point 

mutations of α6/α3 subunit resulted in increase of the agonist sensitivity, while the EC50 of ACh towards mutants 

α6/α3[V112E]β2β3、α6/α3[T147S]β2β3、α6/α3[E152K]β2β3 nAChR decreased to the greatest extent (EC50s were 

3.5, 4.4, and 2.0 μmol·L-1, respectively, which were 0.1−0.2-fold relative to that of the wild-type receptor). These 

results established models for the research of structure-function relationship of α6/α3β2β3 nAChRs and molecular 

mechanism of ligand-receptor specific binding, as well as provided theoretical foundation for the design and 

optimization of selective drug leads targeting α6/α3β2β3 nAChRs.

Key words: α6/α3β2β3 nicotinic acetylcholine receptor; PCR-mediated site-directed mutagenesis; two-

electrode voltage clamp technique; Xenopus oocyte; half-maximal excitatory concentration

nAChRs 是一类可由内源性神经递质乙酰胆碱 

(acetylcholine, ACh) 激活开放的配体门控离子通道。

根据其主要分布的组织差异性 , 可将其分为肌肉型

nAChRs (muscle-type nAChRs) 和 神 经 型 nAChRs 

(neuronal nAChRs)。其中 , 神经型 nAChRs 广泛分布

于中枢和外周神经系统以及多种非神经元细胞中, 参

与阿尔茨海默病、帕金森氏病、精神分裂症、焦虑、抑

郁、神经性疼痛、肺癌等一系列疑难疾病的病理过程, 

因此被视为潜在的新型药物治疗靶点进行深入研

究[1,2]。神经型 nAChRs由 5个亚基聚合组成五聚体而

产生功能活性 , 而目前在哺乳动物细胞中已鉴定出

11 种不同的亚基用于神经型 nAChRs 的功能性组装 

(α2～α7、α9、α10、β2～β4等)。根据亚基组成方式和配

比的差异, 神经型 nAChRs又可分为由同种亚基构成

的同源五聚体 (如 α7和 α9 nAChRs亚型), 以及由两种

不同亚基按特定比例组合构成的异源五聚体 (α3β4、

α6/α3β2β3、α6β4 nAChRs 亚型等) [3,4]。复杂多变的组

成方式为 nAChRs不同亚型的功能多样性提供了结构

基础 , 使其能够在多种生命进程中发挥重要的调控

作用。

含 α6/α3亚基的 nAChRs (α6/α3* nAChRs) 在中枢

神经系统中呈现选择性分布, 主要定位于纹状体、视神

经通路及中脑多巴胺能神经元 (如腹侧被盖区) 等区

域 , 在尼古丁依赖和情绪调控等过程中起着关键作

用[5-10]。目前已知的α6/α3* nAChRs主要包括α6/α3β2β3

和 α6β4两种亚型, 其中, α6/α3β2β3 nAChRs主要分布

于黑质纹状体多巴胺能神经末梢、腹侧被盖区、伏隔

核、视网膜、肾上腺嗜铬细胞等区域, 与多种神经递质

释放和药物奖赏机制密切相关 , 因此 , α6/α3β2β3 

nAChRs可作为治疗多种神经疾病和药物成瘾的潜在

靶点[11-17]。然而 , α6/α3β2β3 nAChRs 在体外模型中难

以表达, 几乎不能产生可检测的内向电流, 且 α6亚基

的N-端胞外结合域与 α3亚基同源性较高 (约为 68%), 

导致 α6/α3β2β3和 α3β2 nAChRs配体结合区空间结构

较为相似, 现已发现的配体药物多难以将这两种亚型

进行有效地区分。如 α -芋螺毒素 MII 可高效阻断

α6/α3β2β3和 α3β2 nAChR, 其半阻断剂量 (half-maximal 

inhibitory concentration, IC50) 仅为 390 pmol·L-1, 但同

时 对 α3β2 亚 型 也 具 有 较 强 的 抑 制 作 用 (IC50=

4.4 nmol·L-1)[18,19]。利用受体定点诱变构建技术建立

α6/α3亚基突变体, 构建 α6/α3β2β3突变体电生理筛选

模型, 将为深入探究 α6/α3亚基上影响配体结合的关

键氨基酸位点及其作用机制 , 以及专一性靶向

α6/α3β2β3 nAChRs药物的设计、开发和改造提供重要

基础。探究 α6与 α3亚基之间的关键差异位点, 有助

于后期 α6/α3β2β3和 α3β2相关的药物改造, 进一步开

发对 α6/α3β2β3 nAChRs 引起的疾病的专一性药物。

高特异性配体药物如 α-芋螺毒素TxIB能够专一性靶

向 α6/α3β2β3 nAChRs, 其 IC50仅为 28 nmol·L-1, 而对包

括 α3β2在内的其他 nAChRs亚型无作用[20-25]。专一性

药物的发现为 α6/α3β2β3 nAChRs的结构−功能关系、

相关疾病发病机制的研究提供宝贵的分子探针和药物

先导物, 然而配体−受体相互作用分子机制相关研究

的缺乏严重限制了这些高效活性分子的开发和利用。

nAChRs各亚型结构组成较为相似, 对配体结合功

能的特异性主要由 N-端胞外配体结合区 (N-terminal 

extracellular ligand binding domain, LBD) 决定, 该区域

由相邻亚基N-端胞外结构域共同构成, 该区域亚基间

一级结构的差异将导致LBD空间结构的变化, 进而影

响配体结合特性和离子通道调控机制。单个亚基上特

定氨基酸残基的突变可能导致受体的药理学特性发生

显著变化, 利用定点诱变技术建立突变体模型并分析

受体上关键氨基酸位点在配体结合过程中的重要性, 

对于在体外 α6/α3β2β3 nAChRs 药物筛选模型的建立

及优化, nAChRs的结构−功能关系的解析和潜在靶向

药物的开发具有重要意义[26-28]。

本研究利用 PCR介导的受体定点诱变技术对 α6

亚基 N-端胞外结构域的特定氨基酸位点进行定向置
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换, 并在非洲爪蟾卵母细胞中建立野生型和单点突变

型 α6/α3β2β3 nAChRs药物筛选模型, 通过检测和比较

ACh激活野生型和突变型受体通道开放的作用活性变

化确定 α6亚基上特定位点变化对受体功能的影响, 对

受体上影响配体结合的关键氨基酸位点进行探究。该

研究的结果可用于 α6/α3β2β3 nAChRs的结构−功能研

究、可用于靶向药物筛选的 α6/α3β2β3 nAChRs体外电

生理模型建立及优化、为药物特异性作用于该受体亚

型的分子机制分析提供了模型 , 也为靶向 α6/α3β2β3 

nAChRs的药物设计和专一性改造优化提供了理论依

据, 对未来 α6/α3β2β3 nAChRs相关疾病的机制及其治

疗方法的探究奠定了基础。

材料与方法

实验动物 用于获取卵母细胞的 2～3年龄雌性

非洲爪蟾 (Female Xenopus laevis) 由昆明动物研究所

提供, 在环境温度 17～20 ℃且每日 10～12 h光照的实

验室条件下养殖超过半年后可开展实验。本研究所涉

及的动物实验方案已通过广西大学伦理委员会审批 

(批准号: GXU-2023-0249)。

实验材料 野生型 α6亚基难以在体外诱导表达

并产生内向电流, 因此本研究使用 α6/α3嵌合体亚基 

(以 α6亚基 N-端胞外区氨基酸序列替换 α3亚基对应

区域) 代替 α6亚基进行相关研究[29]。研究表明, 该嵌

合体在提高 α6* nAChR体外表达效率的同时不影响配

体的结合作用。包含大鼠 α6/α3、β2、β3 nAChR 亚基

cDNA的质粒获赠于美国 Utah大学。SanPrep柱式质

粒小量抽提试剂盒 (#L312KA8161)、4SGelred 核酸染

料 (#KA10KA6252)、HEPES (#L221BA0001)、硫酸庆

大霉素 (#K508BA0015)、硫酸链霉素 (#H107BA0013)、

青霉素G钠盐 (#J201BA0009) 购于生工生物工程 (上

海) 股份有限公司 ; Q5 超保真聚合酶 2×预混液 (#

10263592) 及限制性核酸内切酶Dpn I (#10254267) 购

于纽英伦生物技术 (北京) 有限公司; DL 10,000 DNA 

marker (#ANE0253A)、限 制 性 核 酸 内 切 酶 Sal I 

(#AM91933A)、Nhe I (#AN82031A)、MiniBEST DNA

片段纯化试剂盒 (#AOE0859A) 购于宝日医生物技术 

(北京) 有限公司; mMESSAGE mMACHINETM T7体外

转录试剂盒 (#2760935)、MEGAclearTM转录纯化试剂

盒 (#2978839) 购于赛默飞世尔科技 (中国) 有限公司; 

ACh (#0001433126)、阿托品 (#SLBH0009V)、胶原酶A 

(#9001-12-1) 购于德国 Merck 公司 ; 牛血清白蛋白 

(bovine serum albumin, BSA) 购自上海阿拉丁生化科

技股份有限公司; 其他试剂均为国产分析纯。

OR-2 缓 冲 液 配 制 如 下 : 82.5 mmol·L-1 NaCl, 

2.0 mmol·L-1 KCl, 1.0 mmol·L-1 MgCl2, 5 mmol·L-1 

HEPES, pH 7.1～7.7[29]。

ND-96 缓 冲 液 配 制 如 下 : 96 mmol·L-1 NaCl, 

2.0 mmol·L-1 KCl, 1.0 mmol·L-1 MgCl2, 1.8 mmol·L-1 

CaCl2, 5.0 mmol·L-1 HEPES, pH 7.1～7.7[25]。

实验仪器 KCL-2000W 恒温恒湿培养箱 (日本

EYELA东京理化器材株式会社); Mastercycler X50s梯

度PCR仪 (德国Eppendorf AG公司); Fluorchem E凝胶

成 像 系 统 ( 美 国 ProteinSimple Instruments 公 司); 

Nanodrop One超微量分光光度计 (美国Thermo Fisher 

Scientific 公 司); P-1000 水 平 拉 针 仪 ( 美 国 Sutter 

Instrument 公 司); Nanoject II 显 微 注 射 仪 ( 美 国

Drummond Scientific Company); DendriteTM 数模转化

器 (美国 Sutter Instrument公司); OC-725D双电极电压

钳信号放大器 (美国Warner Instruments公司)。

单点诱变引物设计与合成 将 α6和 α3 nAChR亚

基 N-端胞外结构域 (N-terminal extracellular domain, 

ECD) 的氨基酸序列进行比对并确定第 34、63、112、

116、140、147、152 位点差异 (图 1)。根据待突变单点

氨基酸及 cDNA 编码信息, 使用 Primer Premier 5.0 针

对每个突变位点设计一对完全互补的单点突变引物。

引物长度一般为 25～45 bp, 与底物解链温度 (melting 

temperature, Tm) ≥ 78 ℃, GC 含量 ≥ 40%, 突变位点设

计于引物序列中部, 两侧各保留 10～15 bp正确碱基序

列且以 1个或多个G或C碱基结尾[30]。引物序列如表

1所示, 由生工生物工程 (上海) 股份有限公司合成。

PCR 介导的受体定点诱变 以载有 α6/α3 亚基

cDNA的质粒为模板, 与对应的单点诱变引物和Q5超保

真聚合酶系按比例混合建立PCR反应体系如下: Q5超

保真聚合酶 2×预混液 25 μL, 两条突变引物各 125 ng, 

模板质粒 100 ng, ddH2O补至总体积 50 μL。利用PCR

介导的定点诱变技术分别构建 α6/α3亚基单点突变型

编码基因, 反应程序设置为: 预变性 (95 ℃、2 min), 变

性 (95 ℃、20 s), 退火 (60 ℃、10 s), 延伸 (68 ℃、3 min), 

18个循环; 最后延伸 (68 ℃、5 min)[30,31]。待 PCR反应

结束后 , 向反应液中加入 1 μL Dpn I, 充分混匀并在

37 ℃继续反应 2 h, 水解甲基化质粒模板。使用琼脂

糖凝胶电泳对 PCR产物进行检测, 确认目的产物条带

后, 分别取 5 μL PCR产物转化DH5α大肠杆菌感受态

细胞。转化的细胞在 37 ℃、200 r·min-1培养 1 h后涂布

于含 60 μg·mL-1氨苄青霉素 (ampicillin, Amp+) 的 LB

固体平板, 37 ℃培养 16～20 h, 挑取单菌落放入Amp+

液体LB培养基中, 于 37 ℃、200 r·min-1扩大培养 12～

14 h。12 000 r·min-1离心菌液获得菌体, 使用质粒小量

抽提试剂盒提取突变体质粒 , 并通过生工生物工程 
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(上海) 股份有限公司测序鉴定目标位点突变的正

确性。

nAChR 亚基 cRNA 的制备 分别提取载有野生

型和突变型 nAChRs 亚基 cDNA 的质粒 , 并使用对应

的限制性内切酶对质粒进行酶切使其线性化。以线性

化质粒为模板 , 依据 mMESSAGE mMACHINETM T7

体外转录试剂盒说明书建立体外转录体系, 反应获得

编码野生型和突变型 nAChRs 亚基的 cRNA, 具体为: 

线性化质粒 1.0～1.5 ng、10× reaction buffer 2 μL、2× 

CAP/NTP 10 μL、enzyme mix 2 μL, 无酶 ddH2O补至终

体积 20 μL, 37 ℃反应 10～12 h。使用 MEGAclearTM

转录纯化试剂盒回收 cRNA产物, 并利用超微量分光

光度计和琼脂糖凝胶电泳对其进行检测鉴定。

非洲爪蟾卵母细胞的分离 挑选性成熟且饲养

6个月以上的非洲雌性爪蟾, 冰浴 45～60 min使其完

全麻醉, 将其腹部朝上置于手术台, 在下腹部距中线

1～2 cm处消毒后纵向切开皮肤及肌肉黏膜 (切口长

约 1 cm), 取出适量卵母细胞团块并暂存于OR-2缓冲

液中。术后使用可吸收缝合线分别缝合肌肉黏膜和皮

肤, 并将爪蟾单独饲养于含青霉素的 0.5%生理盐水缓

冲液中恢复[32]。

将取出的卵母细胞团分剪成直径约 0.5 cm 小团

块 , 并用 OR-2 缓冲液反复清洗 5～8 次至溶液澄清。

称取 15～20 mg胶原酶A溶于OR-2缓冲液, 与卵母细

胞溶液充分混合并定容至 25 mL, 75 r·min-1室温反应

30～60 min, 待大部分卵母细胞呈分离状态而不再粘

连时, 使用 OR-2缓冲液反复清洗卵母细胞 10～15次

以完全去除胶原酶并终止反应[33]。挑选处于 V～VI

期、动植物极分明且生长状态良好的卵母细胞用于显

微注射和电生理检测实验。

电生理筛选模型的建立与功能检测 将编码野生

型或突变型 α6/α3 亚基与野生型 β2、β3 亚基的 cRNA

按照 1∶1∶1 (n∶n∶n) 的比例均匀混合后, 显微注射入挑

选好的卵母细胞中, 并确保单亚基注射总量不低于每

Figure 1　 Amino acid sequence comparison of N-terminal extracellular domain (ECDs) of α6 and α3 nicotinic acetylcholine receptor 

(nAChR) subunits. ECD sequence alignment revealed that α6 and α3 subunits displayed high homology of 68% with 67 differences (shaded 

with red color) of total 207 residues. The mutation sites are marked with red arrows

Table 1　The primer sequences for single-point substitutions of α6/α3 nAChR subunit

Mutant
α6/α3[I34M]

α6/α3[C63K]

α6/α3[V112E]

α6/α3[T116I]

α6/α3[S140T]

α6/α3[T147S]

α6/α3[E152K]

Sequence of primer (5'→3')
FM: GCACTTTGAGTTGGCCATGACGCAGCTGGC
RM: GCCAGCTGCGTCATGGCCAACTCAAAGTGC
FM: GGAAGGACTACAGATTGAAATGGGATCCAACGGAGTACGATGGC
RM: GCCATCGTACTCCGTTGGATCCCATTTCAATCTGTAGTCCTTCC
FM: GTACGATGGGGAAATAACCTGGACCCCGCCAGC
RM: GCTGGCGGGGTCCAGGTTATTTCCCCATCGTAC
FM: GGGGTGATAACCTGGATCCCGCCAGCC
RM: GGCTGGCGGGATCCAGGTTATCACCCC
FM: CCCATTTGATCATCAAAACTGCACCCTGAAATTTGGG
RM: CCCAAATTTCAGGGTGCAGTTTTGATGATCAAATGGG
FM: CCTGAAATTTGGGTCCTGGTCCTACGACAAGGCTG
RM: CAGCCTTGTCGTAGGACCAGGACCCAAATTTCAGG
FM: GGACTTACGACAAGGCTAAGATCGACCTTCTCATCATTGG
RM: CCAATGATGAGAAGGTCGATCTTAGCCTTGTCGTAAGTCC
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细胞 15 ng。注射后将卵母细胞培养于含抗生素的

ND-96缓冲液中, 17 ℃恒温培养 4～6天后, 采用双电

极电压钳技术检测受体在卵母细胞膜上的表达情况。

使用水平拉针仪拉制用于电生理检测的玻璃电

极, 其尖端直径约为 1～3 μm, 填充 3 mol·L-1 KCl溶液

后电阻值约为 0.5～2 MΩ。将卵母细胞置于容积约

50 μL的细胞槽中, 设置钳制电压为−70 mV, 并使用含

0.1 mg·mL-1 BSA和 1 μmol·L-1阿托品的ND-96缓冲液

以 2～4 mL·min-1流速持续灌流[30,31]。检测过程中, 每

分钟给予细胞 2 s不同浓度的ACh (0.1、1、10、50、100、

200、500 μmol·L-1) 脉冲刺激, 记录通道开放产生的内

向电流大小, 使用Clampex记录电生理数据。

数据处理 使用Clampfit 11.3分析全细胞电流信

号 , 以 100 μmol·L-1 ACh 诱导产生的内向电流数值为

基准 (100%), 计算各浓度下 ACh 诱发电流的反应率, 

将浓度与反应率数据导入GraphPad Prism 8.0软件, 采用

非线性拟合方程 Response% = 100/[1+(EC50/[ACh])nH] 

(nH 为 Hill 系数) 分析数据并获得浓度−反应曲线和

ACh激活野生型或突变型 α6/α3β2β3 nAChR的半激活

剂量 (half-maximal excitatory concentration, EC50)
[33]。

浓度−反应曲线上的每个数据点均来自至少 5个不同

卵母细胞的重复实验 (n ≥ 5), 且以平均值 ± 标准误 

(mean ± SEM) 的方式表示。

结果

1　α6/α3 nAChR亚基基因的定点诱变

以包含α6/α3亚基 cDNA的质粒为模板, 根据氨基

酸差异位点设计引物并利用 PCR介导的定点诱变技

术构建单点突变型基因。结果表明, PCR反应产物在

1%琼脂糖凝胶电泳检测中均呈现明显条带 (图 2A)。

将PCR产物转化入DH5α大肠杆菌感受态细胞扩增后

提取质粒, 利用 1% 琼脂糖凝胶电泳和超微量分光光

度计对质粒进行鉴定, 结果如图 2和表 2所示, α6/α3亚

基单点突变体质粒浓度介于 0.20～0.31 μg· μL-1, 

A260/A280值介于 1.85～1.88, 且电泳条带清晰。DNA测

序结果表明突变位点正确且无异常突变, 可用于后续

酶切和体外转录实验。

2　野生型和突变型 cRNA的制备

使用 1%琼脂糖凝胶电泳和超微量分光光度计对

限制性内切酶酶切获得的线性化质粒进行鉴定。实验

结果如图 2B、C 和表 2 所示 , 线性化质粒浓度均在

0.21～0.35 μg·μL-1之间 , A260/A280值介于 1.85～1.88 之

间, 符合体外转录实验要求。

以线性化质粒为模板, 体外转录获得野生型或突

变型 nAChR 亚基的 cRNA, 并利用 1% 琼脂糖凝胶电

泳和超微量分光光度计对质粒进行鉴定。结果如表2、

图 2D、E所示, 编码野生型 α6/α3、β2、β3和单点突变型

α6/α3亚基 cRNA 的浓度介于 0.56～1.11 μg·μL-1之间, 

A260/A280值介于1.92～2.05之间, 且电泳主条带清晰, 可

用于后续显微注射和电生理药物筛选模型的建立。

3　野生型和突变型 α6/α3β2β3 nAChR电生理药物筛

选模型的建立和功能分析

将编码 α6/α3、β2、β3亚基的 cRNA 按比例混合后

注射到卵母细胞中诱导表达 4～6天, 使用双电极电压

钳检测受体在细胞膜上的表达情况。结果表明, 野生

型及 7种单点突变型 α6/α3β2β3 nAChR在 100 μmol·L-1 

ACh刺激下均能正常开放并产生明显的内向电流, 表

明电生理药物筛选模型成功建立 (图3)。

使用不同浓度ACh刺激野生型 α6/α3β2β3 nAChR

及其单点突变体, 记录通道开放产生的内向电流值。

结果表明 , 野生型和突变型受体的通道开放程度随

ACh 浓度升高而不断增大 (图 4A～H)。将 ACh 浓度

与电流反应率数据导入 GraphPad Prism 8.0软件进行

统计与分析, 获得 ACh激活各受体开放的浓度−反应

曲线和 EC50 (图 4I、J, 表 3)。结果表明, ACh激活野生

型 α6/α3β2β3 nAChR 的 EC50 为 18.5 μmol·L-1, 而 ACh

对 7种单点突变型受体的作用活性存在一定程度的上

升, EC50降低至 2.0～9.5 μmol·L-1, 分别为野生型受体

Table 2　The concentration and A260/A280 values of plasmids, linearized products and cRNAs of WT α6/α3, β2 and β3 subunits, as well as 

single-point mutants of α6/α3 subunits

nAChR subtype

α6/α3
β2
β3
α6/α3[I34M]
α6/α3[C63K]
α6/α3[V112E]
α6/α3[T116I]
α6/α3[S140T]
α6/α3[T147S]
α6/α3[E152K]

Concentration of plasmid/

μg·μL-1

0.24
0.26
0.31
0.28
0.24
0.26
0.22
0.25
0.21
0.20

A260/A280

1.88
1.85
1.87
1.86
1.89
1.86
1.87
1.86
1.88
1.85

Concentration of linearized 

plasmid/μg·μL-1

0.23
0.29
0.35
0.28
0.27
0.21
0.29
0.26
0.25
0.24

A260/A280

1.85
1.87
1.84
1.85
1.87
1.88
1.89
1.86
1.85
1.88

Concentration of cRNA/

μg·μL-1

0.56
1.11
0.75
0.62
0.66
0.97
0.84
0.78
0.59
0.79

A260/A280

1.98
2.01
1.97
1.99
1.92
1.99
2.03
1.98
2.01
2.05
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的 0.1～0.5倍, 浓度−反应曲线发生明显左移, 说明这

7个位点上氨基酸的置换对 α6/α3β2β3 nAChR上ACh

结合区域的结构均产生一定影响, 导致ACh结合受体

的活性发生较明显的变化 (图4, 表3)。

Figure 2　Agarose gel electrophoresis analysis of plasmids, linearized products and cRNAs of α6/α3, β2 and β3 nAChR subunits. A: 3: 

Plasmid encoding wild-type (WT) α6/α3 subunit; 4: Linearized plasmid encoding WT α6/α3 subunit; 1, 2, 5−9: PCR products of plasmids 

encoding α6/α3 subunit with single-point mutations of I34M, C63K, V112E, T116I, S140T, T147S, E152K respectively generated by a site-

directed mutagenesis approach; B: 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13: Plasmids encoding α6/α3[I34M], α6/α3[C63K], α6/α3[V112E], α6/α3[T116I], α6/α3

[S140T], α6/α3[T147S] and α6/α3[E152K] subunits; 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14: Linearized plasmids encoding α6/α3[I34M], α6/α3[C63K], α6/α3

[V112E], α6/α3[T116I], α6/α3[S140T], α6/α3[T147S] and α6/α3[E152K] subunits with corresponding restriction enzyme; C: 1, 3, 5: 

Plasmids of WT α6/α3, β2 and β3 subunits; 2, 4, 6: Linearized plasmids of WT α6/α3, β2, β3 with corresponding restriction enzyme; D: 1, 3, 

4: cRNAs of WT α6/α3, β2 and β3 subunits; 2, 5−9: cRNAs of α6/α3[I34M], α6/α3[C63K], α6/α3[V112E], α6/α3[T116I], α6/α3[S140T], 

α6/α3[T147S] subunits; E: 1: cRNA of α6/α3[E152K] subunits; M: DL 10 000 DNA marker

Figure 3　Current traces of WT α6/α3β2β3 nAChR (A) evoked by 100 μmol·L-1 ACh, as well as its single-point mutants α6/α3[I34M]β2β3 (B), 

α6/α3[C63K]β2β3 (C), α6/α3[V112E]β2β3 (D), α6/α3[T116I]β2β3 (E), α6/α3[S140T]β2β3 (F), α6/α3[T147S]β2β3 (G), α6/α3[E152K]β2β3 

(H), respectively
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讨论

α6/α3β2β3 nAChR在中脑边缘多巴胺能神经元通

路中特异性表达, 通过调控多巴胺能神经递质释放介

导奖赏刺激行为反应, 因而成为尼古丁成瘾机制研究

和帕金森病治疗的重要靶点[10,34]。然而, 目前稳定的

α6/α3β2β3 nAChRs的药物筛选模型较少, 异源表达检

测体系的建立依然面临较大挑战和困难, 仍存在异源

表达效率低下、检测难度大等问题, 且缺乏可用的配体

特异性作用机制研究方法, 严重阻碍了配体−受体选

择性结合的分子机制、α6/α3β2β3 nAChR 相关的生理

Figure 4　ACh differentially activating WT α6/α3β2β3 nAChR and its single-point mutants. A−H: Current traces of WT α6/α3β2β3 nAChR 

(A) evoked by 1, 50 and 100 μmol·L-1 ACh, respectively, as well as its single-point mutants α6/α3[I34M]β2β3 (B), α6/α3[C63K]β2β3 (C), 

α6/α3[V112E]β2β3 (D), α6/α3[T116I]β2β3 (E), α6/α3[S140T]β2β3 (F), α6/α3[T147S]β2β3 (G), α6/α3[E152K]β2β3 (H). I, J: Dose-response 

curves for the activation of WT α6/α3β2β3 nAChR and its single-point mutants by ACh. n= 5−12, x ± SEM
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病理功能及靶向药物改造与开发应用等方面的深入

研究。

非洲爪蟾卵母细胞是一种较为理想的膜蛋白体外

表达分析系统, 其直径约为 1.0～1.2 mm, 遗传背景清

晰, 易于获取和进行RNA注射、目的基因诱导表达及

多种膜蛋白功能活性检测相关实验操作 (如电生理检

测等)。该细胞中含有丰富的 rRNA、tRNA及多种内源

性信号转导因子, 能够保证外源 mRNA 的高效表达。

与哺乳动物表达系统 (如HEK239细胞) 相比, 非洲爪

蟾卵母细胞不仅坚韧耐用 , 还可通过精确控制外源

mRNA的显微注射量和组合方式, 在较宽范围内实现

蛋白表达水平的可控变化。此外, 非洲爪蟾卵母细胞

的膜上离子通道表达水平较哺乳动物细胞也有大幅提

升 , 通常在诱导表达 3～5 天后即可获得 μA 级电

流[18,19,35]。综上, 非洲爪蟾卵母细胞已作为常用的高效

体外表达系统应用于野生型和突变型 nAChRs电生理

药物筛选模型的建立、特异性靶向药物的筛选及配

体−受体相互作用机制研究。

Kuryatov等[36]的研究表明, 野生型 α6与 β4亚基能

够在非洲爪蟾卵母细胞表达体系中组合形成功能性离

子通道型受体, 但与 β2和 β3共表达时易形成胞内非功

能性亚基聚集体, 而非在细胞膜上形成功能性受体, 因

此难以用电生理方式检测通道开放产生的内向电流情

况。为了在非洲爪蟾卵母细胞中建立功能性 α6β2 

nAChRs电生理活性筛选模型并进一步探究受体功能, 

他们构建了 α6/α3和 α6/α4嵌合体亚基的编码基因, 以

编码α6亚基胞外N-端结构域 (参与胞外配体结合区的

形成) 的 cDNA序列分别替换α3和α4亚基的对应区域

编码序列。检测结果表明, α6/α3和 α6/α4嵌合体亚基

参与 nAChR五聚体组装并形成功能性受体的水平显

著提升, 同时与配体选择性结合的能力基本与野生型

α6*受体相一致[37]。此外, 多个团队研究发现, β3亚基

参与哺乳动物细胞中 α6/α3β2β3 nAChR的形成, 作为

辅助亚基对受体的正确组装具有重要影响。在非洲爪

蟾卵母细胞中建立体外药物筛选模型的过程中, 常将

β3亚基与 α6/α3和 β2亚基共表达以期提高 α6/α3β2β3 

nAChR的表达水平[36-38]。本研究利用关键位点定向诱

变方式, 深入探究影响受体功能活性的关键位点, 以期

提高 α6β2β3受体表达效率, 为后续靶向该受体亚型的

专一性配体筛选和改造提供模型。

利用定向诱变方法对亚基上的关键氨基酸位点的

功能进行探究, 目前已成为该领域常用的研究方法之

一。Boorman及Capelli等[39,40]通过在 β3亚基跨膜区的

9'位点引入单点突变, 将疏水的缬氨酸置换为亲水的

丝氨酸 (V273S), 提高了 α6/α3β2β3在 HEK293细胞系

中的表达水平 , 成功建立了稳定表达 α6/α3β2β3

[V273S] nAChR 的哺乳动物细胞系。Hone 等[41]通过

定点诱变研究表明 , β4 亚基 119 位氨基酸突变导致

α6/α3β4 nAChRs对 PeIA的敏感性发生不同程度的变

化。以上研究结果表明, nAChRs 亚基的某个或某些

氨基酸对于配体的选择性结合至关重要, 对其进行有

目的的定向突变可使其疏水性、带电性、空间位阻发生

改变, 进而影响胞外配体结合区的空间结构, 导致配体

结合特性发生变化。

本研究通过对比α6/α3和α3亚基间胞外N-端氨基

酸序列, 确定关键位点差异及其对离子通道和受体功

能的影响。利用PCR介导的定点诱变技术对 α6/α3亚

基上指定位点进行定向置换, 构建了 7个单点突变型

α6/α3亚基编码基因, 并通过体外转录、显微注射等技术

进一步在非洲爪蟾卵母细胞中建立了野生型α6/α3β2β3

及其单点突变体的药物筛选模型。电生理结果表明, 

α6/α3亚基上的 7个氨基酸突变均在一定程度上降低

了 ACh作用于 α6/α3β2β3 nAChR的 EC50, 其中第 112、

147、152 位突变对 ACh 结合敏感性的影响最为显著 , 

相较于本体提高约 4～10 倍 , 表明这些位点可能在

ACh结合口袋的空间结构形成中发挥重要作用; I34M

和T116I突变导致 α6/α3β2β3 nAChR在被ACh激活开

放时产生的电流幅度显著增加, 表明突变对受体的结

构与功能产生了一定程度影响, 使其对离子通透的能

力有所提升。此外, 受体关键位点的定向置换也可能

Table 3　The EC50 values for ACh activating WT α6/α3β2β3 nAChR and its single-point mutants. aThe 95% confidence intervals for the 

EC50 values

nAChR
α6/α3β2β3
α6/α3[I34M]β2β3
α6/α3[C63K]β2β3
α6/α3[V112E]β2β3
α6/α3[T116I]β2β3
α6/α3[S140T]β2β3
α6/α3[T147S]β2β3
α6/α3[E152K]β2β3

EC50/μmol·L-1 a

18.5 (13.3−25.8)
6.0 (4.8−7.6)
4.7 (3.6−6.1)
3.5 (2.5−4.7)
9.2 (6.8−12.4)
9.5 (6.6−13.6)
4.4 (2.5−7.5)
2.0 (1.3−3.1)

Hill slope a

1.1 (0.8−1.5)
0.9 (0.8−1.1)
0.8 (0.7−1.0)
0.9 (0.7−1.1)
1.4 (0.8−1.7)
1.0 (0.7−1.2)
1.0 (0.6−1.5)
1.1 (0.7−1.6)

Ratio (mutant WT α6/α3β2β3)
1.0
0.3
0.3
0.2
0.5
0.5
0.2
0.1
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对除 ACh 之外的激动剂活性产生明显影响。Chen

等[33]使用 ACh、金雀花碱、尼古丁 3 种激动剂对 α3β4 

nAChRs及其三点突变体 α3[K152E, E184D, Q195T]β4

进行功能评估研究 , 结果表明 , [K152E, E184D, 

Q195T] 三点联合突变明显降低了受体对金雀花碱的

敏感性 , 同时使 ACh 和尼古丁的结合能力有所提高 , 

说明同一突变对激动剂结合活性的影响可能存在差

别。针对本研究建立的突变型 α6/α3β2β3 nAChRs 电

生理筛选模型, 多种激动剂可能表现出不同的药理学

活性变化, 如敏感性上升或下降等, 相关结果需后续实

验加以验证。

本研究在非洲爪蟾卵母细胞中成功建立了野生型

α6/α3β2β3 nAChR及其 7种单点突变体的电生理药物

筛选模型, 并进一步评估了激动剂ACh作用于野生型

和突变型受体的 EC50变化, 初步揭示了 α6/α3亚基关

键氨基酸位点对 α6/α3β2β3 nAChR功能的影响和调控

作用, 建立了功能增强且可用于药物筛选的模型。后

续可结合分子动力学模拟、冷冻电镜和晶体结构解析

等技术对配体选择性作用于 α6/α3β2β3 nAChR的分子

机制进行更深入的探索。相关结果为靶向 α6/α3β2β3 

nAChRs 的药物筛选和作用机制分析提供了模型, 也

为相关药物的专一性改造优化和开发应用提供了理论

基础。
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