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利用纳米荧光素酶快速预测G蛋白偶联受体结构

庄钰铭 1,2, 郭璐璐 2, 方国兴 1,2, 罗 欣 2, 沈思源 2, 杨 帆 2*, 周玖瑶 1*

(1. 广州中医药大学中药学院, 广东 广州 511400; 2. 山东大学基础医学院, 山东 济南 250014)

摘要: 本文以 β2-肾上腺素能受体 (beta-2 adrenergic receptor, β2-AR)、5-羟色胺 (5-hydroxytryptamine, 5-HT)、血

管紧张素Ⅱ -1 型受体 (angiotensin II type 1 receptor, AT1R) 为例 , 建立可快速预测 G 蛋白偶联受体 (G protein-

coupled receptors, GPCRs) N端、C端、胞内环、胞外环、跨膜 (transmembrane, TM) 区氨基酸起始位置的方法, 并通过

此方法预测Mas相关基因G蛋白偶联受体X3 (Mas-related G protein-coupled receptors X3, MRGPRX3) 的结构。具

体操作为利用不依赖序列和连接的克隆方法 (sequence and ligation-independent cloning, Slic) 将纳米荧光素酶 

(nanoluciferase, NLuc) 插入GPCRs的不同位点, 在同一受体表达水平相同的条件下, 检测NLuc插入GPCRs不同位

点对于发光值的影响。结果显示, 当NLuc插入GPCRs不同位点时, 检测到的NLuc发光值不同。当NLuc插入N

端、C端、胞内环、胞外环等柔性区域时, 发光值在 100万以上; 插入TM区域 (刚性区域) 时, 发光值在 10万以下, 甚

至在 1万以下; 插在柔性区域与刚性区域的交界处时, 发光值在 10万～50万之间, 一般在 10万左右。本研究建立了

一种可快速确定GPCRs结构的生化方法, 并用此方法成功预测MRGPRX3的结构。此方法能够为配体的虚拟筛选

提供有效信息, 为结构药理学提供一定的实验依据。
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Abstract: Using beta-2 adrenergic receptor, 5-hydroxytryptamine and angiotensin II type 1 receptor as 

control, we here established a method for rapid prediction of the initial position amino acids of N-terminal, 

C-terminal, intracellular loops, extracellular loops and transmembrane (TM) regions in G protein-coupled receptors 

(GPCRs), and successfully predicted the structure of Mas-related G protein-coupled receptors X3 (MRGPRX3). To 

achieve this purpose, nanoluciferase (Nluc) was inserted into the different sites of these GPCRs′ sequence by 

sequence and ligation-independent cloning (SLIC) method, and the luminescence value were measured to 

distinguish the different parts of GPCRs. The results showed that luminescence values of NLuc luciferase at TM 

region were less than 100 000, and the values were higher than 1 000 000 at N terminal, C terminal, or extracellular 

loops and intracellular loops, and the values were between 100 000 and 500 000 at junction. The predicted 

MRGPRX3 structure was analyzed in detail and was compared with AlphaFold predicted structure. In conclusion, 
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this method could provide useful information of GPCR structure model for the ligand virtual screening, and could 

provide certain experimental basis for structural pharmacology.
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G 蛋 白 偶 联 受 体 (G protein-coupled receptors, 

GPCRs) 是人类基因组中最大的跨膜受体蛋白家族 , 

人体内表达 800 多种 GPCRs 参与生物体中 80% 的跨

膜信号转导[1-3], GPCRs可以将细胞外的光照、激素、神

经递质等刺激转化为细胞内信号, 参与调节生命活动

中大部分的生理过程。GPCRs表达广泛, 是很多疾病

发生的关键因素, 因此是一类重要的药物靶点, 长期以

来在药理学领域中发挥重要作用, 它们是中枢神经系

统、胃肠道等其他许多疾病领域中的处方药物的靶

标[4-6]。目前, 2017年FDA批准的临床上有34% (475种) 

的药物都是靶向GPCRs研发的[7,8]。

GPCRs 具有相似的结构特征 , 它由 7 个跨膜 

(transmembrane, TM) α螺旋蛋白构成, α螺旋蛋白之间

通过 3 个较短的胞外环 (extracellular loops, ECLs) 和

胞内环 (intracellular loops, ICLs) 连接, 此外还有 N 端 

(N terminal) 部 分 和 C 端 (C terminal) 部 分 , 一 些

GPCRs还具有 helix 8结构[9,10]。虽然结构上具有相似

性, 但不同GPCR之间的差别非常大, 这也决定了其功

能的特异性, 因此精确了解GPCR的结构, 对于药物设

计起到至关重要的作用。近年来, 由于冷冻电镜技术

的快速发展, GPCRs的结构药理学研究取得了很多突

破性成果, 得到了几百个GPCRs的结构信息[11-13]。但

是从分子克隆到蛋白纯化[14-16], 再到最终获得冷冻电

镜下的复合物结构, 十分耗时。另外, 目前GPCR的纯

化依然面临一些问题, 如占整个GPCR家族大约 50%

的嗅觉受体因其表达量低和易聚集等特点, 在体外很

难获得稳定的蛋白, 其冷冻电镜复合物结构解析起来

十分困难, 而利用 HEK293细胞转染的方法可以快速

表达蛋白并对其功能进行检测。HEK293细胞系广泛

应用于细胞生物学和生物技术领域, 将重组DNA瞬时

转染进 HEK293 人类细胞系的手段已十分娴熟[17-19]。

此外, 生物发光系统广泛应用于生物医学, 如高灵敏度

的细胞分析和基于生物发光的分子成像[20,21]。其中 , 

新型的纳米荧光素酶 (nanoluciferase, NLuc)系统具有

应用广泛、灵敏度高、稳定性高和体积小等特点, 为生

物发光成像领域开拓了新的可能性[22,23]。基于GPCRs

骨架结构的特殊性, 即GPCRs都是由 7个跨膜螺旋折

叠而成, 且相对位置比较固定, 为刚性区域, 而N端、C

端及连接跨膜螺旋的 loop为柔性区域, 本文建立了一

种快速检测NLuc发光值以预测GPCRs结构的系统, 为

预测GPCRs结构提供一种新型高效的生化实验方法。

Mas相关基因 G蛋白偶联受体 X3 (Mas-related G 

protein-coupled receptors X3, MRGPRX3) 是 MRGPRs

家族成员中的一种, 属于G蛋白偶联受体A家族。这

类受体是脊椎动物继硬骨鱼进化出现四肢、产生抓挠

行为之后所伴随产生的。其原因可能和瘙痒-抓挠循

环有关, 动物只有进化到有了四肢之后才会产生抓挠

行为。MRGPRX3是MRGPRX亚家族中研究最少的, 

是唯一没有激动剂报道的受体, 然而其重要程度不亚

于其他痒觉受体。有研究表明, MRGPRX3介导痒觉

和痛觉的信号[24], 且过表达人类 MRGPRX3的转基因

大鼠皮肤表型异常, 证明其可能在表皮细胞增殖过程

中起重要作用[25]。此外, 最近的一项研究[26]显示, 男性

婴儿 MRGPRX3基因的甲基化差异与受孕环境有关, 

但在女性婴儿中没有, 这表明MRGPRX3基因调控可

能调控性别二态性。同时 , 在小脑、唾液腺、肺、乳

房、睾丸和角膜内皮细胞中均能检测到高水平的

MRGPRX3 mRNA[27-29]。因此, 深入研究MRGPRX3调

控各种生理过程中作用机制及在不同疾病过程中的调

控作用显得格外重要。本文通过建立的NLuc快速预

测GPCRs结构的方法, 预测了MRGPRX3这一孤儿受

体的结构, 为深入解析MRGPRX3配体识别及激活机

制提供理论基础, 并为靶向痒觉受体MRGPRX3的药

物开发提供结构依据。

材料与方法

细胞系 实验所用的细胞株人胚胎肾细胞

HEK-293T细胞株购买于中国科学院细胞库。

菌株 本文中用于扩增质粒和构建质粒转化的

E. coli DH5α感受态细胞购自北京全式金生物公司。

主要试剂 中分子量DNA标志物购自北京鼎国

昌盛生物技术有限公司。DNA上样缓冲液 (6×)、辣根

过氧化物酶标记山羊抗小鼠二抗购自碧云天生物技术

有限公司。琼脂粉、酵母提取物、胰蛋白胨均购自

OXOID公司。琼脂糖购自上海阿拉丁生化科技股份

有限公司。牛血清白蛋白 (BSA)、多聚甲醛、多聚赖氨

酸均购自索莱宝生物科技有限公司。Flag一抗购自德

国 Sigma Aldrich 公司。胎牛血清、DMEM 高糖培养

基、胰蛋白酶、PBS缓冲液、青霉素-链霉素双抗均购自

生工生物工程股份有限公司。聚乙烯亚胺 (PEI) 购
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自翌圣生物科技股份有限公司。腔肠素 400a 购自

Promega公司。

主要仪器 PCR 仪 (BioRad 公司)、电泳仪 (北京

市六一仪器厂)、金属浴 (Thermo Scientific公司)、恒温

二氧化碳细胞培养箱 (Thermo Fisher公司)、超净工作

台 (苏净安泰公司)、TECAN 酶标仪 (Infinite M200 Pro 

NanoQuant 公司)、Berthold LB940 微孔板式多功能分

析仪 (Berthold Technologies公司)。

质粒构建 在实验室已有 β2- 肾上腺素能受

体 (beta-2 adrenergic receptor, β2-AR)、5- 羟 色 胺 

(5-hydroxytryptamine, 5-HT)、血管紧张素Ⅱ-1 型受体 

(angiotensin II type 1 receptor, AT1R) 的 相 应 质 粒

pcDNA3.1-β2-AR-WT、pcDNA3.1-5-HT1A-WT、pcDNA3.1- 

AT1R-WT 及 pcDNA3.1-MRGPRX3-WT 质粒基础上 , 

应用不依赖序列和连接的克隆方法 (sequence and 

ligation-independent cloning, Slic)[14]构建受体不同位点

插入NLuc的质粒, 所用引物及质粒测序服务均由青岛

擎科天成生物技术有限公司合成提供。

ELISA检测细胞表面受体表达 为了评估NLuc

插入受体不同位点之后受体的表达水平, 使用 PEI转

染试剂在 6 孔板中将已成功构建的质粒瞬时转染

HEK293细胞; 在 37 ℃、5% CO2条件下培养 24 h后, 将

转染的细胞接种到 24孔板中, 每孔 2×105个细胞, 并在

37 ℃、5% CO2条件下进一步培养 24 h。将细胞固定在

4% 多聚甲醛中 , 室温静置 5 min, 并在室温下用 5% 

BSA封闭 1 h。小心吸弃封闭液, 每孔逐滴加入单克隆

抗 Flag一抗 (1∶3 000) 在 4 ℃下孵育过夜, 回收一抗, 

洗涤后与辣根过氧化物酶标记山羊抗小鼠二抗在室温

下孵育 1 h。吸弃二抗, 加入 400 μL TMB溶液, 当显色

反应到适当颜色 (最弱的孔呈蓝色) 时 , 吸出 100 μL, 

加入到事先准备好的 96 孔板中。向 96 孔板加入

100 μL 0.25 mol·L-1 HCl (以1× TBST配制) 终止液终止

反应, 并使用TECAN 酶标仪测量450 nm处的光密度值。

细胞转染与荧光值检测 人胚胎肾细胞 HEK-

293T 由含有 10% FBS 和 1% 青链霉素的 DMEM 高糖

培养基, 培养于37 ℃、5% CO2、湿度一定的培养箱中。

用前一天传至 6孔板中的HEK-293T细胞进行转

染[17-19], 密度在 50%～70%为最佳。使用PEI转染试剂

在 6 孔板中将已成功构建的质粒瞬时转染入 HEK-

293T细胞; 在 37 ℃、5% CO2条件下培养 48 h后, 使用

胰蛋白酶消化细胞, 至 1.5 mL管中, 800 r·min-1离心后

弃上清, 再用HBSS重悬细胞并进行细胞铺板, 然后加

入 10 μL 腔肠素 400a (工作浓度为 5 μmol·L-1, 使用时

需要现用现配)。平衡5 min后, 在具有410 nm (NLuc-腔

肠素 400a) 滤光片的 Berthold LB940微孔板式多功能

分析仪中读取数据, 积分时间为每孔 1 s。平板连续读

取4次, 对测量值全部进行分析。

统计学分析 采用双侧单因素方差分析及Turkey

检验进行统计学分析。

结果

1　NLuc发光实验方法的建立

在 β2-AR受体的N端、C端、TM区域、胞外环、胞

内环及交界位置插入 NLuc, 统称为 β2-AR-xNLuc 

(x表示NLuc插入GPCR的氨基酸位置)。构建质粒并

利用 Berthold LB940 微孔板式多功能分析仪在具有

410 nm 波长读取 NLuc 发光值。结果显示 , N15 

(N 端)、K140 (胞内环)、L302 (胞外环)、C383 (C 端) 

NLuc发光值均在 100万以上; S120 (TM区域) NLuc发

光值在 10 万以下 , N196 (交界位置) NLuc 发光值在

50万以下 (图1A)。

在 5-HT1A受体的N端、C端、TM区域、胞外环、胞

内环及交界位置插入 NLuc, 统称为 5-HT1A-xNLuc 

(x表示NLuc插入GPCR的氨基酸位置)。构建质粒并

利用 Berthold LB940 微孔板式多功能分析仪在具有

410 nm 波长读取 NLuc 发光值。结果显示 , G23 

(N 端)、S253 (胞内环)、C187 (胞外环)、C420 (C 端) 

NLuc发光值均在 100万以上; V80 (TM区域) NLuc发

光值在 10 万以下 , V233 (交界位置) NLuc 发光值在

50万以下 (图1B)。

在AT1R受体的N端、C端、TM区域、胞外环、胞内

环及交界位置插入NLuc, 统称为AT1R-xNLuc (x表示

NLuc 插入 GPCR 的氨基酸位置)。构建质粒并利用

Berthold LB940微孔板式多功能分析仪在具有 410 nm

波长读取 NLuc 发光值。结果显示 , D16 (N 端)、

L138 (胞内环)、Y184 (胞外环)、S338 (C端) NLuc发光

值均在 100 万以上 ; V147 (TM 区域) NLuc 发光值在

10万以下, G97 (交界位置) NLuc发光值在 50万以下 

(图1C)。

2　NLuc实验方法的总结及应用

通过对 β2-AR受体、5-HT1A受体、AT1R受体不同

位点插入 NLuc 检测发光值的实验 , 总结规律为 : 

① NLuc插入位置为柔性区域时, 包括N端、C端、胞外

端、胞内端时, NLuc发光值为 100万以上; ② NLuc插

入位置为刚性区域时, 如 TM 部分, NLuc发光受极大

影响, 处于 10万以下, 甚至不到 1万; ③ NLuc插入位

置处于刚性区域与柔性区域交界位置时, NLuc发光值

处于10万～50万之间, 更接近于10万 (图2A)。

在 pcDNA3.1-MRGPRX3-WT 质粒基础上 , 利用

Slic 实验于 T10、P22、Q26、T31、V40、R55、R58、A60、
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S77、L87、R91、I94、G109、I124、W129、C132、L138、

C143、C161、L164、C173、T180、L203、K208、L211、

F225、F239、L244、W246、L249、L260、G276、L287、

A294、P299、Q310等氨基酸后分别插入NLuc, 统称为

MRGPRX3-xNLuc (x 表示 NLuc 插入 GPCR 的氨基酸

位置)。并在 GPCRdb 预测的蛇形图上标注。位于 N

Figure 1　Establishment of the NLuc luminescence assay method. Schematic diagram of the luminescence value of β2-AR-xNLuc (A), 

5-HT1A-xNLuc (B) and AT1R-xNLuc (C) detection and NLuc insertion position. NLuc: Nanoluciferase; β2-AR: Beta-2 adrenergic 

receptor; 5-HT1A: 5-Hydroxytryptamine 1A; AT1R: Angiotensin II type 1 receptor; TM: Transmembrane; ICLs: Intracellular loops; ECLs: 

Extracellular loops

·· 1270



庄钰铭等: 利用纳米荧光素酶快速预测G蛋白偶联受体结构

端、C端及 loop区域的氨基酸用蓝色圈表示, 位于TM

区域的氨基酸用红色圈表示, 位于交界处的用绿色圈

表示 (图2B)。

3　MRGPRX3-xNLuc的质粒构建及发光值检测

在 HEK293 细胞中过表达上述成功构建的质粒, 

ELISA方法结果显示, 在受体不同位点插入NLuc后的

受体表达量基本一致 (图 3)。转染并利用 Berthold 

LB940微孔板式多功能分析仪在具有410 nm波长读取

NLuc发光值。其中T10-NLuc、R58-NLuc、R91-NLuc、

W129-NLuc、C132-NLuc、L164-NLuc、K208-NLuc、

L244-NLuc、P299-NLuc、Q310-NLuc发光值均在100万

以上, P22-NLuc、R55-NLuc、A60-NLuc、L87-NLuc、I94-

NLuc、I124-NLuc、L138-NLuc、C161-NLuc、C173-NLuc、

L203-NLuc、L211-NLuc、F239-NLuc、W246-NLuc、

A294-NLuc 发光值在 10 万～50 万之间 , Q26-NLuc、

T31-NLuc、V40-NLuc、S77-NLuc、G109-NLuc、C143-NLuc、

T180-NLuc、 F225-NLuc、 L249-NLuc、 L260-NLuc、

G276-NLuc、L287-NLuc发光值在10万以下 (图4)。

Figure 3　ELISA results of MRGPRX3-xNLuc expression on cell surface. Mean ± SEM from three independent experiments (n = 3) were 

performed in triplicates. n.s.: No significance

Figure 2　Summary and application of NLuc experimental methods. A: Schematic diagram of NLuc insertion position corresponding to 

luminescence value; B: Display of construction sites of MRGPRX3-xNLuc plasmid. Amino acids in the N-terminal, C-terminal and loop 

regions are represented by blue circles, those in the TM region are represented by red circles, and those in the junction are represented by 

green circles. MRGPRX3: Mas-related G protein-coupled receptors X3
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4　MRGPRX3结构预测结果

结合本文中总结的 NLuc 实验规律及图 4 可知 , 

T10、R58、R91、W129、C132、L164、K208、L244、P299、

Q310可能位于N端、C端及 loop区域, P22、R55、A60、

L87、I94、I124、L138、C161、C173、L203、L211、F239、

W246、A294 可能位于 N 端与 TM 区域、C 端与 TM 区

域或者 loop与TM区域的交界处, Q26、T31、V40、S77、

G109、C143、T180、F225、L249、L260、G276、L287可能

位于TM区域, 预测结构用蛇形图展示 (图5)。

本文利用此方法预测了 MRGPRX3, 发现此方法

预测的结构与AlphaFold所预测的基本一致, 但存在细

微差别 , 如 AlphaFold 预测 P93、I94 位点在 TM3 区域 , 

可信度低 , V171、W172 在 ECL2 区域 , 残基置信度分

数 (pLDDT) 范围在70～90之间 (表1、图6)。

讨论

GPCR家族在人体内分布广泛, 功能复杂, 在多种

Figure 5　The serpentine graph prediction of MRGPRX3. Purple represents the amino acids in the flexible region, blue represents the 

amino acids between the flexible region and the rigid region, and yellow represents the amino acids in the rigid region

Figure 4　Detection result of luminescence value of MRGPRX3-xNLuc. Purple means the luminescence value is above a million, blue 

means the luminescence value is between 100 000 and 500 000, and yellow means the luminescence value is less than 100 000

Table 1　 Comparison of AlphaFold prediction and the method 

established in this manuscript for predicting MRGPRX3. *The 

amino acids differed between the AlphaFold prediction and the 

NLuc luminescence assay prediction

Domain

N-terminal

TM1

ICL1

TM2

ECL1

TM3

ICL2

TM4

ECL2

TM5

ICL3

TM6

ECL3

TM7

C-terminal

AlphaFold 

prediction
M1-E20

T21-R55

M56-N59

A60-L87

I88-H92

P93-I124

L125-Y137

L138-F163

L164-S170

V171-L203

C204-L211

T212-F239

S240-K247

W248-A294

L295-Q322

NLuc luminescence assay 

prediction
M1-E20

T21-R55

M56-N59

A60-L87

I88-H92, P93*, I94*

S95-I124

L125-Y137

L138-F163

L164-S170, V171*, W172*

C173-L203

C204-L211

T212-F239

S240-K247

W248-A294

L295-Q322
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疾病的发生和进展过程中扮演着重要的角色。GPCR

是非常重要的药物开发靶点, 研究其结构对药物的研

发起着不可替代的作用。

G 蛋白偶联受体又称 7次跨膜螺旋蛋白, 其结构

具有一定的保守性, 本研究利用其结构的特点, 建立了

一种能快速预测 GPCRs结构的方法, 在 pcDNA3.1质

粒上构建 GPCRs不同位点后插入 NLuc的质粒, 并通

过转染、ELISA检验及检测其NLuc发光值, 通过发光

值的大小来判断NLuc的插入区域为柔性区域或是刚

性区域, 1周以内则可以预测GPCRs的结构。

MRGPRX 家族属于 GPCRs 的一类 , 在感觉神经

元和免疫细胞上有表达 , 近年来作为新型药物靶点

受到广泛关注。 MRGPRX 家族包括 MRGPRX1、

MRGPRX2、RGPRX3、MRGPRX4四个成员, MRGPRX1

特异性表达在人体的背根神经节中, 能够被抗疟疾药

物氯喹和内源性肽段BAM8-22激活; MRGPRX2又称

假过敏受体, 在肥大细胞中高表达, 能够被阳离子聚合

物 C48/80 和内源性配体 cortistatin-14 所激活, 并且许

多临床使用的药物引起的不良反应都与MRGPRX2相

关; MRGPRX4已被证实是胆汁淤积性瘙痒的靶点; 而

目前对MRGPRX3的报道较少, 临床病症不明确且还

没有确切的配体, 但MRGPRX3在调控人体内各种生

理过程中起着不可或缺的作用[24-29]。本文通过建立的

NLuc快速预测GPCRs结构的方法, 预测了MRGPRX3

这一孤儿受体的结构, 为深入解析MRGPRX3配体识

别及激活机制提供理论基础 , 并为靶向痒觉受体

MRGPRX3的药物开发提供结构依据。

AlphaFold网站预测了人类 98.5%的蛋白质结构, 

此外还预测大肠杆菌、小鼠等 20个科研常用生物的蛋

白质结构。其预测的结构与实验确定的结构大致相

同, 但细节上存在较大偏差。通过将已被解析出来的

结构和 AlphaFold 网站预测的结构进行对比发现 , 

AlphaFold所预测的可信度不高的区域大多为 loop区

域, 然而这个区域往往存在着识别配体或激发下游信

号的重要位点。此方法可以为GPCR关键位点的确定

起到预测的作用, 能够为配体的虚拟筛选提供有效信

息, 为结构药理学提供一定的实验依据。

作者贡献: 庄钰铭撰写了论文; 庄钰铭、罗欣、沈思源完

成了实验; 庄钰铭、郭璐璐、方国兴分析了实验数据; 杨帆、周

玖瑶负责设计本项实验 ; 全部作者均阅读并参与修改了

本文。
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