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膜蛋白稳定技术及其在药物筛选中的应用进展
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(海军军医大学药学院, 上海 200433)

摘要: 膜蛋白承担了生物膜的主要功能, 是新药研发最重要的靶点群, 大约 60%的药物以膜蛋白为靶点。由于

膜蛋白在水溶液中有明显的聚集和变性倾向, 在体外很难模拟维持膜蛋白正确构象的类膜环境, 导致膜蛋白的结构

和功能以及相关配体药物的研究远远滞后于水溶性蛋白。膜蛋白稳定技术对于建立高专属性、高灵敏度和高通量

的膜蛋白配体药物筛选方法具有重要的意义。本文综述了目前用于稳定分离纯化膜蛋白的一些技术, 包括洗涤剂、

人造膜、聚合物、慢病毒颗粒等, 以及这些技术在药物筛选中的具体应用。
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and its application in drug screening
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Abstract: Membrane proteins are the main undertakers of biofilm function, and also the most important target

group for innovative drug discovery and research. About 60% of drugs targets are membrane proteins. Due to the

obvious aggregation and denaturation tendency of membrane proteins in aqueous solution, it is difficult to simulate

the membrane like environment to maintain the correct conformation of membrane proteins in vitro, which results

in the slower-growing research on the structure and function of membrane proteins and related ligand drugs than

that of water-soluble proteins. Membrane protein stabilization technology is the premise of establishing high speci‐

ficity, high sensitivity and high throughput drug screening methods for membrane protein ligands, which is of great

significance. In this paper, some techniques for stable separation and purification of membrane proteins are

reviewed, including detergents, artificial membranes, polymers, lentiviral particles and so on, as well as their

specific applications in drug screening.
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膜蛋白 (membrane proteins, MPs) 是细胞膜的重

要组成部分, 在物质运输、信号转导和细胞间识别等多

种细胞功能中发挥着重要作用。人类基因组中编码的

MPs 约占总蛋白质组的 25%。这些 MPs 与囊性纤维

化、动脉粥样硬化、帕金森病和阿尔茨海默病等多种疾

病相关[1]。MPs暴露在细胞外的区域是许多药物作用

的潜在靶点, 据估计MPs是60%药物的靶点[2], 如ABC

转运蛋白[3]、核苷转运蛋白[4]、G蛋白偶联受体[5]、微囊

蛋白-1[6]等。一些MPs可调节细胞反应使药物直接进

入细胞内, 或者以通道的形式帮助药物进入细胞内部

发挥药效; 而另一些 MPs则主动从细胞中泵出药物 ,

因此MPs可以极大地影响药物的治疗效果。

作为最具前景的药物潜在靶点群, MPs的分离纯
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化对于其结构和功能研究以及新药研发具有重大意

义。研究发现 MPs需要维持脂质双分子层或类脂环

境才可以保持其天然构象, 但是这种环境在体外很难

模拟; 并且MPs在水溶液中还有明显的聚集和变性倾

向, 因此MPs的结构生物学研究十分滞后。目前已知

结构的蛋白中只有 2%～3%是MPs[7]。此外, MPs的表

达量一般都较低, 难以被分离纯化得到足够量的目标

MPs。如何将MPs分离纯化并获得稳定的结构是MPs

研究的难点问题。针对 MPs脱离天然膜环境后易聚

集和变性的现象, 早期研究者提出了以表面活性剂为

主的洗涤剂策略, 利用其形成的胶束来分离MPs, 但在

应用过程中存在一些问题[8]; 进而提出了以脂质体、纳

米盘等两亲体系来模拟天然膜环境, 一定程度上保证

了MPs在分离纯化过程中构象和功能的完整性[9]; 近

年来还出现了保护 MPs周围局部脂质环境的聚合物

稳定技术[10]、慢病毒颗粒稳定技术[11]等。

本文针对MPs稳定技术进行综述, 包括传统和新

型的洗涤剂、人造膜、聚合物、慢病毒颗粒等稳定技术

以及其在药物筛选中的具体应用, 为下游MPs结构和

功能研究提供可靠的技术支持, 促进以MPs为靶点的

新药研发和中药活性成分的高通量筛选。

1 洗涤剂稳定技术 (detergent)

早期的 MPs稳定主要采用洗涤剂策略实现。洗

涤剂是以表面活性剂为主的一类混合物的统称, 它能

降低两种不混溶液体之间的界面张力[12]。洗涤剂的整

体分子结构由亲水的极性头基团和疏水的非极性尾基

团组成。水溶液中, 细胞膜以脂质双分子层的形式存

在 , 洗涤剂分子在高于临界胶束浓度 (critical micelle

concentration, CMC) 时以胶束形式存在。当细胞膜和

洗涤剂胶束混合时, 洗涤剂分子首先以非协同的方式

结合在细胞膜表面, 随着洗涤剂数量的增加, 洗涤剂分

子从细胞膜表面掺入进脂质双分子层内部, 此时的非

协同结合转变为协同结合, 洗涤剂与细胞膜的协同和

非协同结合称为跨双分子层机制[13]。随着越来越多的

洗涤剂被合并到膜中, 脂-洗涤剂混合胶束形成, 细胞

膜被裂解, 洗涤剂成功地提取 MPs形成胶束, 过程如

图1所示。

1.1 传统洗涤剂 传统洗涤剂包括N-辛基-β-D-吡喃

葡萄糖苷 (N-octyl-β-D-glucopyranoside, OG)、N-癸基-

β-D-麦芽糖苷 (N-decyl-β-D-maltoside, DM)、N-十二烷

基-β-D-麦芽糖苷 (N-dodecyl-β-D-maltoside, DDM)、N-

壬基 -β -D-吡喃葡萄糖苷 (N-nonyl-β -D-pyranogluco‐

side, NG) 和月桂基二甲基氧化胺 (lauryl dimethyl‐

amine oxide, LDAO)。其中 DDM 作为最经典的洗涤

剂, 通常是MPs提取的首选洗涤剂[14]。不同洗涤剂对

于MPs的分离纯化有各自不同的倾向性。Iwata等[15]

发现DDM对转运蛋白和呼吸复合物的分离作用较好,

而OG对通道蛋白的分离作用较好。Newstead等[16]发

现LDAO会导致大多数的转运蛋白聚集。Simon等[17]

的研究表明DDM、DM、OG、NG对于 α螺旋蛋白提取

效率相近。有报道[18]称在LDAO中, 电压依赖性阴离

子通道蛋白可保持稳定结构。此外, 不同类型的洗涤

剂提取MPs时所需的磷酸盐浓度也不同。Metola等[19]

研究发现在较高的磷酸盐浓度时, 两性离子型洗涤剂

LDAO 比非离子型洗涤剂 DDM 有更高的提取效率。

不同类型洗涤剂对蛋白的稳定性也不同, 据估计只有

20%的MPs能在LDAO中维持稳定[20]; 相比之下, 非离

子型洗涤剂 DDM 中大部分蛋白质稳定性明显优于

LDAO, 但非离子型洗涤剂的提取效率往往低于两性

离子型洗涤剂。在传统洗涤剂的应用过程中, 研究者

们描述的共性问题在于胶束中的MPs稳定性不高, 很

难保持MPs的天然构象, 限制了MPs结构和功能研究

及其下游应用。

1.2 新型洗涤剂 针对传统洗涤剂中MPs稳定性不

高的问题, 研究者开发出一系列新型洗涤剂, 主要有:

环戊烷基麦芽糖苷、杯芳烃基洗涤剂、不对称麦芽糖新

戊二醇、线性和支化甘露醇基两亲体、三苯基核麦芽糖

苷等。它们与传统洗涤剂相比, 能更好地稳定MPs。

Das等[21]制备了一类以环戊烷为核心单元的新型

非对映体洗涤剂 , 即环戊烷基麦芽糖苷 (cyclopentyl

maltosides, CPMs), 并对其稳定几种模型MPs的能力进

行了评价。与常规洗涤剂DDM相比, CPMs对包括两

个G蛋白偶联受体 (G protein-coupled receptors, GPCRs)

Figure 1 The process of membrane protein separation by deter‐

gent. A: Membrane protein embedded in lipid bilayer; B: Deter‐

gent interacts with lipid bilayer; C: Dissolution of lipid bilayer and

extraction of membrane protein
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在内的所有被测 MPs 表现出更高的稳定性和提取

效率。而 Hardy 等[22]开发的杯芳烃基洗涤剂具有更

高的热稳定性。在杯芳烃基洗涤剂中, MPs能保持稳

定的温度与经典洗涤剂DDM相比至少提高了 30 ℃。

Hyoung等[23]制备了一系列的不对称麦芽糖新戊二醇

(neopentyl maltose glycols, NMGs), 并对它们的MPs溶

解和稳定性能进行评估, 包括两种G蛋白偶联受体, 结

果显示与DDM相比, MNGs对所测的MPs有更高的稳

定性。此外还有很多比经典洗涤剂DDM性能更好的

洗涤剂, 如基于间苯二酚的葡萄糖苷和麦芽糖苷的两

亲性洗涤剂[24] (分别称为RGAs和RMAs)、三苯基核麦

芽糖苷洗涤剂[25] (triphenyl maltosides, TPMs)、锡基肌

醇苷洗涤剂[26] (tin inositol glycoside, SIGs) 等都在一定

程度上具有更高的MPs稳定性和提取效率。Hussain

等[27]设计合成了线性和支化甘露醇基两亲体 (manni‐

tol amphiphilics, MNAs), 通过比较研究表明, 大多数支

化MNAs在MPs稳定性方面都优于线性MNAs。

尽管新型洗涤剂在一定程度上提高了分离纯化过

程中MPs的稳定性, 但新旧洗涤剂都有一些共性的缺

陷[28]: ① 对于未知性质MPs的分离、纯化和稳定的洗

涤剂选择, 需要进行广泛筛选; ② 洗涤剂以形成胶束

的形式分离纯化MPs, 常常会导致MPs失去与脂质和

其他蛋白质的天然相互作用; ③ 稳定分离 MPs效果

好的洗涤剂有时会干扰下游应用。因此, 无法预测哪

种洗涤剂对给定的蛋白质最有效, 需要通过反复实验

来确定。

2 人造膜稳定技术

针对洗涤剂策略的不足, 研究者们提出了新的模

拟天然膜环境的两亲体系的人造膜策略。该策略的灵

感来自新兴的纳米科学, 充分考虑了磷脂双分子层的

复杂性和维持MPs活性的重要性, 确保在局部膜环境

中稳定地分离纯化MPs。人造膜稳定MPs的基本原理

是将二油酰基磷脂酰胆碱、二油酰磷脂酰甘油、棕榈油

酰磷脂酰胆碱、胆固醇等细胞膜含有的磷脂类成分, 采

用不同的反应条件, 制备成脂质体、双胞体和纳米圆盘

等多种形式, 并与纯化或重组的MPs按一定比例混合,

即可实现MPs-人造膜镶嵌模型重构。

2.1 脂质体 (liposome) 脂质体是将两性分子如磷脂

和鞘脂分散于水相, 分子的疏水尾部倾向于聚集在一

起, 避开水相, 而亲水头部暴露在水相, 形成具有双分

子层结构的封闭囊泡。脂质体可由纯脂质或混合脂质

制备, 其比例可根据目的蛋白进行调整。脂质体的大

小可通过分散制备步骤进行调整, 如膨胀[29]、挤压[30]、

乳化、超声波、电形成[31]、喷墨形成和冻融循环等。对

于MPs中的转运体如核苷转运蛋白, 脂质体有其独特

的优势。重组脂质体可以通过选择性浓缩脂质体内底

物对MPs进行功能完整性测试。同样, 如果蛋白脂质

体是在底物存在下形成, 也可以进行反向评估[32]。此

外, 脂质体中脂质的比例和种类会极大的影响MPs的

活性、稳定性和结晶性能[33]。脂质体可以通过稳定蛋

白质折叠、单体和亚单位之间的联系来促进结晶, 也可

以通过脂质体介导的晶格接触来促进结晶, 从而测定

MPs的结构和功能以及相应的药物靶点研究。Kurisu

等[34]发现与传统磷脂相比, 加入非天然脂质二油酰基

卵磷脂 (DOPC)可以促进了蓝藻细胞色素 b6f复合体的

结晶。Jidenko等[35]用洗涤剂/DOPC 混合物溶解并结

晶得到在酵母中过表达的哺乳动物Ca2+-ATP酶。

2.2 双胞体 (bicelles) 双胞体是由长链磷脂和短链

脂质 (或洗涤剂) 混合形成的自组装圆盘结构[36], 长链

磷脂形成含MPs的双分子层, 然后由位于双分子层边

缘的短链脂质稳定。目前最常用的组合是二己酰磷脂

酰胆碱 (DHPC, 短脂) 和二肉豆蔻酰磷脂酰胆碱

(DMPC, 长脂) 的组合。根据长脂与短脂的比例、温

度、pH 值和盐浓度的不同 , 双胞体具有不同的构象。

双胞体是介于脂质体囊泡和经典洗涤剂胶束之间的一

种中间形态, 结合了这两种系统的优点。与脂质体相

比, 双胞体更容易实现均匀混合; 与经典洗涤剂胶束相

比, 双胞体中洗涤剂用量更低, 并且更加接近天然的膜

环境[37]。但双胞体也有其局限性, 如 [DMPC]:[DHPC]

的合适比例往往难以控制。在双胞体中洗涤剂交换步

骤有时会导致MPs的聚集, 存在洗涤剂使用相关问题

的限制。

2.3 纳米盘 (nanodisc) 纳米盘由磷脂和两亲性螺旋

蛋白 , 也称膜支架蛋白 (membrane scaffold protein,

MSP) 组成。一般由 130～160个磷脂形成含MPs的双

分子层, 然后由MSP作为与MPs结合的疏水基团保持

其天然构象[38]。单个MPs可形成 150 kDa大小的纳米

盘。组装纳米盘时, 首先将MSP按照一定比例与预先

溶解在洗涤剂 (通常是胆酸钠) 中的磷脂混合, 孵育一

段时间后利用透析或疏水吸附剂去除洗涤剂, 随后纳

米盘自行组装形成纳米级别类膜结构圆盘[39]。组装包

含MPs的纳米盘只需在体系中再加入适量MPs, 其自

组装过程与空纳米盘相似。包含 MPs的纳米盘与空

纳米盘通过生化手段进行分离, 随后用分子排阻色谱

进一步纯化, 过程如图2所示[40]。

对于MPs的稳定分离纯化而言, 纳米盘体系可以

在溶液中提供类膜环境, 它具有和细胞膜一样的脂质

组成。与其他人造膜相比, MSP的添加可以更好地稳

定 MPs的天然构象。应用纳米盘开展的 MPs研究较

广泛, GPCR家族蛋白 β2AR被证明在纳米盘体系中可
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以保持蛋白的结构完整和功能活性[38]。此外Yao等[41]

使用纳米盘研究B细胞淋巴瘤/白血病基因表达的抗

凋亡蛋白 (BCL-XL) 在其膜环境下的构象和功能, 结果

显示纳米盘并未改变BCL-XL的N端的球状结构, 并

且增强了其BH3配体的结合活性。针对传统的纳米盘

的构型, Nasr等[42]设计了共价环化纳米盘 (covalently

circularized nanodiscs, CNDs), 其较传统纳米盘具有更

高的稳定性、可控的直径和形状可调等优点, 被应用到

电压依赖性阴离子通道蛋白-1 (VDAC-1) 和G蛋白偶

联受体-NRT1上。

与双胞体一样, 纳米盘的第一步是基于洗涤剂的

增溶, 需要优化所使用的洗涤剂的性质和浓度, 这在纳

米盘重组中可能造成蛋白质活性损失, 因此同样存在

洗涤剂使用相关问题的限制。表 1[34,35,41-45]比较了脂质

体、双胞体、纳米盘的组成及其优缺点。

3 聚合物稳定技术

针对洗涤剂和人造膜分离纯化和稳定 MPs的不

足, 研究人员从保护MPs周围局部脂质环境的思路出

发, 开发出了完全不添加洗涤剂的新方法, 采用包括苯

乙烯马来酸、二异丁烯马来酸、聚甲基丙烯酸酯等聚合

物来稳定含有MPs的纳米级脂质圆盘。

3.1 苯乙烯 -马来酸酐 (styrene maleic anhydride,

SMA) 聚合物 SMA是苯乙烯和马来酸酐通过自由基

聚合得到一种性能优良的共聚物, 该聚合物由亲水性

的马来酸和疏水性的苯乙烯交替组成[46]。SMA和大约

140个脂质组成苯乙烯-马来酸酐脂质颗粒 (SMA lipid

particles, SMALPs)[47]。组装 SMALPs时 , 首先将细胞

悬液破碎处理, 然后将一定量SMA添加到 pH值 ≥ 6.5

的细胞破碎悬液中, 孵育一段时间后可发现该混合体

系变澄清, 表明SMALPs自组装完成[48], 接下去采用光

散射技术来检测 SMALPs 组装完成后的物理参数。

Xue等[49]通过研究 SMALPs自组装过程发现, SMA共

聚物首先将末端的苯乙烯基团结合到膜表面, 随后疏

水相互作用驱动苯乙烯基团插入脂质双分子层的中

心。当SMA共聚物的疏水侧链完全插入时, 局部脂质

双分子层产生波动, 形成小的跨膜孔。随着跨膜孔生

长, SMA将羧基定向到跨膜孔上, 并且在脂质尾部之

间插入苯基来稳定边缘 , 从而完成 SMALPs 自组装 ,

SMA提取纯化膜蛋白过程如图3所示[50]。

Figure 2 Self assembly process of nanodisc. After the detergent

was removed by dialysis or hydrophobic adsorbent, nanodisc was

assembled by itself [40]

Table 1 Comparison of different types of artificial films

Artificial

membrane

Liposome

Bicelles

Nanodisc

Component

Phospholipid

Long chain phospholipids

and short chain lipids (or

detergents)
Phospholipids and

amphiphilic helical

proteins

Advantage

More suitable for the functional

characterization of transporters
Easy to mix evenly

Adding MSP can stabilize the

natural conformation of

membrane protein better

Shortage

Poor uniformity of liposomes

Need detergent

The appropriate ratio of [DMPC] and

[DHPC] is difficult to determine
Need detergent

Specific proteins require a specific

buffer system

Application

Cytochrome b6f

calcium pump
VDAC-1

β2-Adrenergic receptor

G protein coupled

receptor

CYP3A4

BCL-XL

VDAC-1, NRT1

Ref.

[34]

[35]
[43]

[44]

[45]

[41]

[42]

Figure 3 Extraction of membrane proteins with native lipid environment by SMA. SMA additions leads to the formation of native nanodiscs

containing different MPs or only lipid material. Subsequent affinity purification allows for the isolation of native nanodiscs with the protein

of interest[50]
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目前 SMA方法已经成功地应用于稳定和分离纯

化离子通道蛋白[51]、转运蛋白[51]、酶[52]、呼吸链复合

物[53]以及受体[54]等。当苯乙烯与马来酸的比例为 2∶1

或 3∶1 时 , SMA 对 MPs 的分离纯化效果最好。另外

SMA的提取效率还受到目标蛋白的大小和蛋白在膜

中的包裹密度的影响[46]。与洗涤剂和人造膜相比 ,

SMA的优势在于其通过 SMALPs的自发组装将目标

蛋白与天然脂质双分子层以及相关蛋白一起提取。这

不仅提供了相关蛋白与目标蛋白相互作用的信息, 而

且还提供了一种识别目标蛋白周围内源性脂质组成的

方法。此外, 纯化成 SMALPs的MPs具有显著的稳定

性, 在 4 ℃时SMALPs至少能保持一周稳定, 在经过几

轮冻融循环后, SMALPs颗粒完整性和蛋白功能损失

最小[55]。

但SMA对低 pH和二价阳离子不耐受的特点限制

了该策略在MPs下游研究中的应用[56, 57], 因此人们对

SMA 进行结构修饰 , 合成 SMA-ED、SMAd-A[58] 和

SMI[59]等 pH值可调和耐受二价阳离子的聚合物脂质

纳米盘, 有望成功应用于MPs的稳定提取上。

3.2 二异丁烯 -马来酸 (diisobutylene maleic acid,

DIBMA) 聚合物 SMA对二价阳离子耐受性低, 限制

了Mg2+和Ca2+等阳离子的使用, 而这些阳离子通常用

于蛋白质纯化和活性测定的缓冲液中。最近有研究表

明, 二异丁烯-马来酸 (DIBMA) 共聚物也能够直接溶

解膜, 形成 DIBMA脂质颗粒 (DIBMALPs), 可以克服

上述 SMA 局限性。Oluwole 等[60]发现 DIBMALPs 比

SMALPs 对二价阳离子如 Mg2+耐受性更高。当 Mg2+

浓度超过 4 mmol·L-1时 , SMALPs 内的蛋白质开始聚

集变性, 在 Mg2+浓度为 8～10 mmol·L-1时蛋白质全部

失活。但在DIBMALPs中, 当Mg2+浓度为 10 mmol·L-1

时 , 只有 20% 的蛋白质变性失活。Danielczak等[61]研

究发现当使用DIBMA时, 添加Mg2+或Ca2+可以提高提

取效率。尽管DIBMA对于某些MPs的提取纯度和稳

定性要比 SMA低, 但DIBMA对二价阳离子有更高的

耐受性, 可以为蛋白质构象和动力学的研究提供了更

好的环境[62]。因此, 选择哪种聚合物取决于所研究的

目标蛋白的特征。

3.3 聚甲基丙烯酸酯 (polymethacrylate, PMA) 聚合

物 尽管 SMA 和 DIBMA 在一些 MPs 的分离纯化中

取得了成功[63], 但存在 SMA对二价阳离子耐受性低、

DIBMA提取纯度和稳定性低的缺陷并且这两种聚合

物都有强烈的紫外吸收, 可能干扰紫外检测[57]。因此

人们开始寻找非“烯烃-马来酸支架”替代聚合物。最

近, 两亲性聚甲基丙烯酸酯聚合物 (polymethacrylate,

PMA) 被证明可将脂质双分子层溶解成纳米圆盘。PMA

比常见的苯乙烯-马来酸聚合物具有潜在的优势, 但目

前 PMA对于MPs的纯化应用较少[64]。Lavington等[63]

以神经紧张素受体 1 (NTSR1) 为对象, 探索使用 PMA

的无洗涤剂纯化。通过使用 Sf9 细胞中表达的

NTSR1-eGFP融合蛋白, 筛选了一系列的增溶条件, 证

明了温度、pH、NaCl浓度以及聚合物和膜样品的相对

数量的重要性。此外还发现 PMA对二价阳离子有一

定耐受性。 PMA 溶解的 NTSR1 比洗涤剂溶解的

NTSR1表现出更大活性, 这表明PMALPs为NTSR1提

供了更天然的膜环境[63]。因此 , PMA 是一种可替代

SMA的 MPs纯化方法, 在研究 NTSR1和其他 MPs方

面具有良好的前景。表 2比较了 SMA、DIBMA、PMA

的组成、优缺点及其应用。

4 慢病毒载体稳定技术

慢病毒 (lentivirus) 载体是以人类免疫缺陷 I型病

毒 (HIV-1) 为基础发展起来的基因载体。慢病毒载体

可以将外源基因或外源的 shRNA有效地整合到宿主

染色体上, 从而达到持久性表达目的基因的效果。基

于慢病毒颗粒 (lentivirus particles, LVPs) 作为 MPs载

体的策略是将目的基因插入慢病毒转染所需的质粒当

中, 慢病毒从包装细胞出芽的过程中会携带包装细胞

的细胞膜片段, 从而获得细胞膜上的MPs[65]。这种慢

病毒稳定策略具有以下优点: ① 慢病毒颗粒表面的

MPs受体表达水平高, 活性高; ② 慢病毒颗粒可以直

接固定在芯片上, 无需标记; ③ 慢病毒颗粒易于表达

和纯化。因此 , 基于慢病毒颗粒的稳定策略在研究

MPs 与配体之间的相互作用方面有巨大潜力 , Heym

Table 2 Comparison of different types of polymers

Polymer
SMA

DIBMA

PMA

Component
Styrene and

maleic anhydride

Diisobutylene

maleic acid
Polymethacrylate

Advantage
High extraction efficiency and stability

Higher tolerance with divalent cations

Higher tolerance with divalent cations;

No strong UV absorption

Shortage
The tolerance to pH lower than 6.5

and divalent cations is low. Strong

ultraviolet absorption

Strong ultraviolet absorption

Less application

Application
Ion channel

Transporters

Enzyme

Respiratory

Chain complex recipient
ZipA

NTSR1

Ref.
[50]

[50,51]

[52]

[53]

[54]
[61]

[63]
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等[11]将慢病毒颗粒结合表面等离子体共振 (surface

plasmon resonance, SPR) 和表面声波技术应用于GPCR

与其配体 (CXCR4抗体-12G5、AMD3100) 的结合动力

学研究。结果显示, 该方法得到的动力学参数和亲和参

数, 与经典的细胞亲和实验测量值一致, 为靶向GPCRs

的小分子动力学分析提供基础。此外, Hoffman等[66]构

建LVPs-SPR体系来研究趋化因子受体4 (cx-chemokine

receptor 4, CXCR4) 与其配体的相互作用。以 293T细

胞为宿主, 构建了高/低表达CXCR4的慢病毒颗粒, 并

将其偶联在 Biacore F1 芯片上进行 CXCR4 的抗体亲

和力评估。表 3 总结比较了上述 MPs 稳定技术的原

理、分类以及优缺点。

5 MPs稳定技术结合表面等离子共振技术在药物筛

选中的应用

MPs配体药物筛选和MPs的生物标志物发现是目

前新药研发的重要方向。据统计在DrugBank数据库

中 , 已批准的药物靶点中有 54% 是 MPs。截至 2017

年, FDA批准的分子靶标中只有 667个是蛋白质, 而在

DrugBank 数据库中的 MPs 靶标总数为 3 041 个[2,67]。

可见, 批准的MPs靶标数远少于MPs靶标总数。MPs

的低表达量以及强疏水性等特点限制了 MPs靶标的

体外研究以及配体药物筛选。因此, MPs稳定技术结

合表面等离子共振技术的发展给众多待开发的潜在

MPs靶标和相关配体药物筛选带来了曙光。

目前针对 MPs的配体高通量筛选技术中最具代

表性的是 SPR。它是一种敏感的表面分析技术, 它是

通过分子吸附在重金属膜上引起介电常数的变化来

进行检测, 自 20世纪 90年代以来, 这种方法被广泛用

于简单的蛋白配体以及小分子药物的高通量筛选[68]。

Johzuka 等[69]建立了高精度表面等离振子共振 (HP-

SPR)-3D系统, 它能在加药 1 h内对抗癌药物进行模拟

体内表型筛选。Wang等[70]模拟了 PD-1/PD-L1在蛋白

质-蛋白质界面上的潜在结合区域, 在内部肽库中结合

虚拟筛选和SPR亲和力评估, 得到三种PD-1靶向肽抑

制剂。此外, SPR也成功应用于表皮生长因子受体的

配体[71]、泛素化抑制剂[72]、IL-6 家族细胞因子受体

GP130 PPI抑制剂[73]的筛选。

然而, 对于GPCR、ABC转运蛋白等表达量低且结

构复杂的多次跨MPs, 当它们直接与固体底物特别是

Biacore系统中的金底物接触时, MPs通常会失去功能

或变性。所以, 研究者们引入MPs稳定技术获得活性

良好的MPs, 再与 SPR结合用于其相应的配体药物的

筛选。Komolov等[74]将洗涤剂稳定化的视紫红质蛋白

偶联于 SPR芯片表面, 成功用于分析视紫红质蛋白与

其配体间的相互作用。与经典的洗涤剂策略相比, 人

造膜稳定策略结合 SPR技术在 MPs配体筛选以及新

药研发中应用更为广泛。Oshima等[75]将包裹有 hERG

通道蛋白的人工双层脂质膜重建在硅芯片的微孔中,

评价了这个体系的耐用性, 随后Tadaki等[76]优化了该

组装过程, Komiya等[36]根据优化后条件, 将该系统定

量评价西沙必利对细胞合成 hERG钾通道的作用。结

果发现用该体系测得的 IC50与膜片钳法测量值一致,

最终建立了作用于 hERG钾离子通道的药物快速筛选

平台。Das等[45]将纳米盘稳定技术和局域表面等离子

体共振技术 (LSPR) 结合, 用于分析 12种小分子药物

与细胞色素P450 3A4酶的结合类型。结果显示, 溴隐

亭、睾酮、洛伐他汀、阿德司琼、α-萘酚酮、红霉素和硝

苯地平为 I型药物, 通过取代配位水分子来调节酶活

性; 酮康唑、伊曲康唑、曲酰环丙胺、双氯芬酸和特非那

定为 II型药物, 通过直接与铁结合来抑制酶。Maynard

等[77]为解决GPCR配体筛选方法的局限性, 首先用脂

质双分子层将GPCR分离纯化, 随后通过纳米孔将其

固定在芯片上, 用 SPR技术采集GPCR配体结合的剂

量-反应曲线, 建立了GPCR配体的高通量筛选平台。

Table 3 Comparison of four membrane protein stabilization techniques

Membrane protein

stabilization technology

Detergent

Artificial membrane

Polymer

Lentivirus particles

Method

Replacing natural

membrane environment

with micelles
Artificial simulation of

natural membrane

environment

Extraction of membrane

proteins from polymer

coated natural membrane
Extraction of membrane

protein from lentivirus

particles

Category

Traditional

detergent and new

detergent
Liposomes

Bicells

Nanodisc

SMA

DIBMA

PMA

Advantage

The specificity of membrane protein

extraction is high

The stability of the extracted membrane

protein was high, which protected the

functional and structural properties of the

membrane protein to a certain extent
The stability of the extracted membrane

protein is high and no detergent is needed

No need to label membrane protein, high

activity

Shortage

The stability of membrane

protein is low and its

application scope is limited
Need to add detergent,

restricted by the use of

detergent

The specificity of membrane

protein extraction is low

The construction of lentivirus

particles is relatively complex
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Rich等[78]以SPR技术建立了CCR5蛋白最佳的增溶条

件筛选体系, 以抗体Fab (2D7) 为阳性药, 在 96种不同

的洗涤剂中找出既能有效溶解受体又能保持其活性

的洗涤剂 , 结果显示大多数保持 CCR5 活性的去污

剂是带有C9到C13烷基尾的麦芽糖, 而短 (≤C8) 或长

(≥C14) 烷基链的麦芽糖是无效的增溶剂。Xu等[79]采

用纳米圆盘稳定的离子通道蛋白 KcsA-Kv1 偶联于

SPR芯片上, 用于分析KcsA-Kv1蛋白及其抑制剂间的

相互作用。

针对慢病毒载体稳定技术结合SPR在中药活性成

分筛选中的应用, 本课题组已展开一些探索性研究。

P-糖蛋白 (P-gp) 是体内最重要的外排型转运蛋白, 具

有 12次跨膜的复杂结构, 且尚未商品化。Cao等[80]采

用LVPs稳定策略, 获得活性良好的 P-糖蛋白, 构建了

一种基于 SPR的 P-糖蛋白配体筛选系统。首先, 获得

P-gp高表达和低表达的 LVPs, 然后将 P-gp高/低表达

的LVPs分别固定在CM5芯片上作为活性通道和参比

通道。以P-gp抑制剂伐司朴达 (valspodar, Val) 和环孢

素 (cyclosporin, CsA) 为阳性对照, 从天然产物库中快

速筛选出厚朴酚、和厚朴酚和白藜芦醇作为潜在的 P-

gp配体 (图 4)[80]。Chen等[81]构建了 CXCR4的配体筛

选体系 , 将高/低表达的 CXCR4 的慢病毒颗粒固定

在CM5芯片上, 以趋化因子受体拮抗剂AMD3100为

阳性化合物 , 从川芎提取物中筛选出洋川芎内酯Ⅰ为

CXCR4的潜在配体。

MPs稳定技术在面向结构复杂的MPs的药物筛选

中是不可缺少的关键技术, 它能够模拟MPs所需的天

然脂质环境, 保证 MPs结构和功能的完整性, 为建立

高专属性、高灵敏度和高通量的药物筛选方法提供技

术支撑。

6 小结与展望

MPs功能的完整性对于药物靶点的发现和新药研

发至关重要, 而MPs的稳定技术是保障其基本功能完

整性的关键。本文总结了近年来 MPs稳定技术的发

展。最初研究人员利用洗涤剂胶束来分离MPs, 但此

方法忽略了天然脂质环境对 MPs结构和功能的独特

作用; 人造膜稳定技术有助于模拟MPs天然的功能和

结构, 但在人造膜组装过程中仍然需要应用洗涤剂增

溶, 未能避免洗涤剂应用中产生的问题; 目前最新的聚

合物稳定技术在完全无洗涤剂的环境下可以将目的蛋

白与天然脂质双分子层一起分离, 使其保持天然的膜

环境 , 能在最大程度上减少 MPs结构和功能的缺失;

而慢病毒颗粒稳定策略无需处理就能直接与SPR芯片

结合, 使得其在下游应用特别是与 SPR联用上有其独

特优势。然而上述这些策略仍然存在一些技术难点,

包括如何增加MPs提取的特异性, 如何减少MPs提取

过程中带来的结构和功能的缺失, 需要更全面的MPs

功能验证来确保所建立的方法的准确性。因此, 研究

人员一直致力于开发新型MPs稳定技术, 以期在维持

MPs正确结构的前提下获得纯度较高的目标MPs。尽

管 MPs稳定技术在药物筛选中已联合 SPR技术有了

一些应用, 但今后仍需拓宽其应用范围, 以更好地服务

于药物靶标发现与配体筛选。MPs的稳定是药物研究

中亟待解决的科学问题, 开发特异性强、效率更高的新

Figure 4 Work flow of screening P-gp small molecule ligands from natural products based on SPR-PLSS. A: To prepare high and low

expression P-gp-LVPs; B: To fix different expression P-gp-LVPs on different channels of the chip; C: To obtain the affinity between natural

products and P-gp through dual channel signal derivation, and to screen target compounds with significant response signal; D: To verify the

effect of active compounds on the function and expression of P-gp[80]
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型MPs稳定技术任重而道远。
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