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犌犘犚４１稳定细胞株的建立及受体激动剂筛选
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（华东师范大学 脑功能基因组学教育部重点实验室、上海市脑功能基因组学重点实验室，上海　２０００６２）

摘要：构建ＧＰＲ４１稳定细胞株，从ＲＮＡ、蛋白水平验证了ＧＰＲ４１的表达并利用ｃＡＭＰ和钙流

检测验证了ＧＰＲ４１的生物活性．实验结果表明，该细胞株可以用于筛选受体激动剂．从海藻来

源的黄曲霉中提取到的次级代谢产物用于筛选ＧＰＲ４１的激动剂．实验结果还表明，２吡喃酮类

化合物（３７号）在１μｍｏｌ／Ｌ浓度条件下即可具有ＧＰＲ４１受体激动活性．这是首次报道２吡喃酮

类化合物具有ＧＰＲ４１受体激动活性．

关键词：ＧＰＲ４１；　稳定细胞株；　海洋真菌次级代谢产物；　配体
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０　引　　言

ＧＰＲ４０家族包含４个成员（ＧＰＲ４０、ＧＰＲ４１、ＧＰＲ４２和ＧＰＲ４３），该家族在人、小鼠及大

鼠等物种间的氨基酸序列高度保守［１］．其中ＧＰＲ４１的表达分布较为广泛，在脂肪组织中的
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表达量最高，在单核细胞和嗜中性粒细胞中也有表达［２］．自１９９７年发现ＧＰＲ４１受体以来，

因未发现其配体故ＧＰＲ４１一直被归为孤儿ＧＰＣＲ．直到２００３年，Ｂｒｏｗｎ等人发现ＧＰＲ４１

的配体是短链脂肪酸［３］．短链脂肪酸是指碳原子数小于６个的有机脂肪酸，乙酸盐（Ｃ２）、丙

酸盐（Ｃ３）和丁酸盐（Ｃ４）是最主要的短链脂肪酸，主要由食物中不被消化的碳水化合物经厌

氧菌酵解生成，为胃肠道上皮细胞提供了主要的能量来源［２］．短链脂肪酸除了作为能量来

源，还可以参与诱导细胞分化和促进细胞凋亡等生理现象．ＧＰＲ４１的去孤儿化，促使人们重

新思考短链脂肪酸在体内发挥作用的方式．已有研究表明ＧＰＲ４１参与调节瘦素的分泌，这

表明ＧＰＲ４１可参与能量代谢过程
［４］．鉴于ＧＰＣＲｓ在制药领域占有极其重要的地位，对于

创新药物研究意义重大，而且目前对ＧＰＲ４１的配体筛选以及功能所知甚少，因此本实验构

建了ＧＰＲ４１稳定细胞株，用于筛选ＧＰＲ４１的激动剂或拮抗剂．

在现代药物研究中，天然产物的开发和利用占据着重要的位置．而海洋资源的开发逐渐

成为热点，因为海洋环境具有高盐、高压、低温等特点，海洋生物为了适应这样独特的生存环

境，渐渐进化出了与之相适应的代谢系统和机体防御系统．在海洋生物及其代谢产物中，已

经发现了许多新颖的生物活性物质，如抗肿瘤药物、生物毒素、酶抑制剂、抗病毒化合物以及

抗菌素等［５］．在海洋生物资源中，海洋真菌具有种类繁多、分布广泛、次级代谢产物量大、生

物活性物质种类丰富等特点，研究海洋真菌次级代谢产物逐渐成为开发海洋药物资源的重

要内容．将ＧＰＲ４１受体稳转细胞模型用于筛选从福建莆田平海湾海藻来源的黄曲霉ｃｆ３

（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｆｌａｖｕｓ）中提取到的次级代谢产物．通过ｃＡＭＰ检测法对上述单体化合物进行

受体结合活性的筛选，希望能够找到ＧＰＲ４１潜在的受体激动剂，为后续的研究奠定基础．

１　材料与方法

１．１　材料

人类基因组ＤＮＡ、ＤＮＡ连接试剂盒和Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转染试剂购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ

公司；Ｔａｑ酶、脱氧三磷酸核苷酸（ｄＮＴＰ）、限制性内切酶和Ｔｒｉｚｏｌ试剂购自ＴａＫａＲａ公司；

质粒及核酸片段纯化试剂盒、Ｗｅｓｔｅｒｎ显影用ＢＣＩＰ／ＮＢＴ显影液购自Ｐｒｏｍｅｇａ公司；ＲＰ

ＭＩ１６４０培养基、胎牛血清、青霉素、链霉素和Ｇ４１８购自Ｇｉｂｃｏ公司；Ｂｌａｓｔｉｃｉｄｉｎ和兔抗ｃ

Ｍｙｃ多克隆抗体购自Ｓｉｇｍａ；ｃＡＭＰ检测试剂盒购自法国ＣＩＳ生物公司；钙流检测试剂盒购

自 ＭｏｌｅｃｕｌａｒＤｅｖｉｃｅｓ公司；大肠杆菌Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α感受态细胞、ｐｃＤＮＡ３．１Ｎｍｙｃ和Ｇα载

体由本实验室保存；用于ｃＡＭＰ测试的单体化合物为中国海洋大学分离提纯并提供
［６］；其

余化学试剂均为国产分析纯试剂．

１．２　实验仪器

ＰＴＣ１００ＰＣＲ仪购自东胜创新生物科技有限公司；凝胶成像仪购自基因公司；紫外分光

光度计购自Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司；ＣＯ２ 培养箱购自ＴｈｅｒｍｏＬｉｆｅｓｃｉｅｎｃｅｓ公司；ＡｎａｌｙｓｔＨＴ
ＴＭ仪

和ＦｌｅｘＳｔａｔｉｏｎＩＩＲｅａｄｅｒ读板仪购于 ＭｏｌｅｃｕｌａｒＤｅｖｉｃｅｓ公司．

１．３　方法

１．３．１　ＧＰＲ４１ｐｃＤＮＡ３．１质粒的构建

参照ＧｅｎＢａｎｋ中提供的人ＧＰＲ４１的序列（序列号ＮＭ＿００５３０４）设计并合成ＰＣＲ扩增

引物，以人类基因组ＤＮＡ为模板扩增得到ＧＰＲ４１全长序列．

引物序列如下：

４７
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，等：ＧＰＲ４１稳定细胞株的建立及受体激动剂筛选

上游引物：５′ＧＧ犌犌犜犃犆犆ＡＴＧＧＡＴＡＣＡＧＧＣＣＣＣＧＡＣ３′；

　　　　 （斜体表示上游酶切位点ＫｐｎＩ）

下游引物：５′ＣＣＧ犆犜犆犌犃犌ＣＴＡＧＣＴＴＴＣＡＧＣＡＣＡＧＧＣＡ３′

　　　　 （斜体表示下游酶切位点ＸｈｏＩ）

运用酶切连接等基因工程手段将 ＧＰＲ４１序列插入ｐｃＤＮＡ３．１Ｎｍｙｃ载体，构建

ＧＰＲ４１ｐｃＤＮＡ３．１重组质粒．经酶切和测序鉴定确认重组子的序列．

１．３．２　细胞培养

野生型中国仓鼠卵巢细胞（ＣＨＯ）购自中科院上海生物研究所细胞库．该细胞用含有

１０％胎牛血清、１００Ｕ／ｍＬ青霉素、１００μｇ／ｍＬ链霉素的ＲＰＭＩ１６４０培养基培养．待实验用

细胞处于对数生长期，且细胞密度达到８０％～９０％时进行转染实验．

１．３．３　ＧＰＲ４１稳定细胞株的建立

将ＧＰＲ４１ｐｃＤＮＡ３．１重组质粒与ｐｃＤＮＡ３．１空载体分别转染ＣＨＯ细胞，操作方法按

脂质体转染试剂Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００说明书进行．转染４８ｈ后，用含有７５０μｇ／ｍＬＧ４１８抗

生素的筛选培养基进行筛选．将Ｇα质粒与ＧＰＲ４１ｐｃＤＮＡ３．１或ｐｃＤＮＡ３．１空载体共转染

ＣＨＯ细胞，操作方法如上所述．转染４８ｈ后，用含有７５０μｇ／ｍＬＧ４１８和５μｇ／ｍＬＢｌａｓｔｉｃｉ

ｄｉｎ的筛选培养基进行筛选．以野生型ＣＨＯ细胞作为筛选的阴性对照．待野生型ＣＨＯ细胞

全部死亡后，将具有抗生素抗性的稳定转染细胞株，进行单克隆筛选．经筛选的单克隆细胞

株（ＧＰＲ４１ＣＨＯ）或（ＧＰＲ４１ＧαＣＨＯ）用于后续检测鉴定．

１．３．４　用ＲＴＰＣＲ方法检测稳转单克隆ＧＰＲ４１的表达

提取ＧＰＲ４１ＣＨＯ总ＲＮＡ，经反转为ｃＤＮＡ后，用ＰＣＲ方法检测ＧＰＲ４１的表达．设

计并合成检测ＧＰＲ４１基因的引物，以ＧＡＰＤＨ基因作为内参．

ＧＰＲ４１引物序列　上游引物：５′ｔｔｃｔｔｃａｃｃａｃｃａｔｃｔａｔｃｔｃａｃｃ３′；

下游引物：５′ａａｔｔｃｔａｔｇａｃｇｔａｇａｃｃａｃｇｃｔｇ３′．

ＧＡＰＤＨ引物序列　上游引物：５′ｃａｔｃａｔｃｃｃｔｇｃａｔｃｃａｃｔｇ３′；

下游引物：５′ｔｇｃｃｔｇｃｔｔｃａｃｃａｃｃｔｔｃｔ３′．

１．３．５　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测稳转单克隆ＧＰＲ４１的表达

根据ＲＴＰＣＲ的结果挑选稳转单克隆，用 Ｗｅｓｔｅｒｎ及ＩＰ细胞裂解液、１ｍｍｏｌ／ＬＰＭＳＦ

和１０μＬ／ｍＬ的Ｃｏｃｋｔａｉｌ蛋白酶抑制剂提取细胞总蛋白．经ＢＣＡ法测定总蛋白浓度后，用

于 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测．经ＳＤＳＰＡＧＥ电泳、转膜后，用丽春红染色．经双蒸水或ＴＢＳＴ充分

漂洗后，在５％ＢＳＡ中室温封闭１ｈ．按１∶１０００的比例稀释一抗，４℃孵育过夜．经漂洗后孵

碱性磷酸酶连接的二抗，充分漂洗后用ＢＣＩＰ／ＮＢＴ显影．

１．３．６　ｃＡＭＰ法检测稳转单克隆ＧＰＲ４１的活性

根据ＲＴＰＣＲ和 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ的结果筛选部分ＧＰＲ４１ＣＨＯ稳转单克隆，以每孔１０３

个细胞的密度铺３８４孔板（孔底和孔壁均为黑色）培养２４ｈ．因为ＧＰＲ４１属于Ｇｉ偶联的受

体，受体激活后会导致ｃＡＭＰ水平降低，故需要先用１０μｍｏｌ／ＬＦｏｓｋｏｌｉｎ孵育细胞３０ｍｉｎ

后，再进行ｃＡＭＰ检测．按照法国ＣＩＳＢｉｏ公司ｃＡＭＰ检测试剂盒的说明书操作，细胞内源

ｃＡＭＰ与ＸＬ６６５标记的ｃＡＭＰ竞争结合ｃＡＭＰ抗体，根据６６５ｎｍ／６２０ｎｍ的荧光值计算

并分析细胞内ｃＡＭＰ水平的变化情况．

１．３．７　钙流检测稳转单克隆ＧＰＲ４１的活性
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筛选部分ＧＰＲ４１ＧαＣＨＯ稳转单克隆，以每孔３×１０
４ 个细胞的密度铺９６孔板（透明

底黑色壁），３７℃培养２４ｈ．按照 ＭｏｌｅｃｕｌａｒＤｅｖｉｃｅｓ公司钙流检测试剂盒的说明书配制

ＬｏａｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ，并加入终浓度１．２５ｍｍｏｌ／ＬＰｒｏｂｅｎｅｃｉｄ和２．５μｍｏｌ／Ｌ的Ｆｌｕｏ３ＡＭ荧光

染料．混匀后，按照每孔１００μＬ加入细胞孔内．３７℃孵育１ｈ后，利用ＦｌｅｘＳｔａｔｉｏｎＩＩＲｅａｄｅｒ

读板仪收集细胞孔内的荧光信号．

１．３．８　ＧＰＲ４１稳定细胞株受体激动剂的筛选

用ｃＡＭＰ方法从海洋真菌次生代谢产物中筛选ＧＰＲ４１受体激动剂，ｃＡＭＰ检测方法

如前所述，用于测试的单体化合物的浓度为１０μｍｏｌ／Ｌ，１μｍｏｌ／Ｌ和１００ｎｍｏｌ／Ｌ，每个浓度

做３个平行孔．

１．３．９　数据处理及分析

本实验所有数据及作图均用ＳｉｇｍａＰｌｏｔ９．０软件处理，每组实验均重复３次．结果用平

均值±标准误差表示．

２　实验结果

２．１　ＧＰＲ４１ｐｃＤＮＡ３．１质粒的构建

从人基因组中用ＰＣＲ扩增人ＧＰＲ４１基因全长片段，ＰＣＲ产物经１％琼脂糖凝胶电泳

鉴定，符合预期片段大小（１０４１ｂｐ）．琼脂糖凝胶电泳结果见图１ａ．ＧＰＲ４１ｐｃ３．１重组质粒

经酶切后电泳结果见图１ｂ，酶切片段大小符合预期．将重组质粒测序后，测序结果与Ｇｅｎ

Ｂａｎｋ检索的ＧＰＲ４１基因序列（序列号ＮＭ＿００５３０４）完全一致．

注：ａ　ＰＣＲ反应获得全长的ＧＰＲ４１基因的电泳结果；ｂ　酶切鉴定重组质粒ＧＰＲ４１ｐｃＤＮＡ３．１

图１　ＧＰＲ４１ｐｃＤＮＡ３．１质粒的构建

Ｆｉｇ．１　ＣｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆＧＰＲ４１ｐｃＤＮＡ３．１ｐｌａｓｍｉｄ

２．２　ＲＴＰＣＲ法检测ＧＰＲ４１的表达

提取细胞总ＲＮＡ反转录为ｃＤＮＡ，从ＲＮＡ水平检测稳定细胞株中ＧＰＲ４１的表达．图
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２的ＲＴＰＣＲ结果表明在空载体转染的ＣＨＯ细胞中，无 ＧＰＲ４１的扩增条带；而 ＧＰＲ４１

ＣＨＯ细胞中有明亮的扩增条带，说明在ＲＮＡ水平上检测到ＧＰＲ４１的表达．

图２　ＲＴＰＣＲ检测ＲＮＡ水平ＧＰＲ４１的表达结果

Ｆｉｇ．２　ＲＴＰＣＲｒｅｓｕｌｔｓｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＧＰＲ４１

２．３　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测ｃＭｙｃ标签的表达

选取部分定量结果较好的细胞克隆，用 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检验ＧＰＲ４１质粒所带的ｃＭｙｃ

标签的表达，间接反应ＧＰＲ４１的蛋白的表达水平．目的蛋白的大小应为ＧＰＲ４１与ｃｍｙｃ融

合蛋白的大小．图３的 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ结果表明在野生型ＣＨＯ细胞中，无目的条带的表达；

而ＧＰＲ４１ＣＨＯ不同的单克隆细胞株中有蓝紫色的显色条带，说明在蛋白水平上检测到

ＧＰＲ４１的表达．

注：ＰＣ３．１载体上携带有ｃｍｙｃ标签，通过检测ｃｍｙｃ的表达，间接反映ＧＰＲ４１的在蛋白水平上的表达

图３　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ方法检测蛋白水平ｃｍｙｃ的表达结果

Ｆｉｇ．３　ＤｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆＧＰＲ４１ｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｉｎＣＨＯＷＴａｎｄｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｃｅｌｌｓｕｓｉｎｇｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

２．４　ＧＰＲ４１稳转细胞株中ＧＰＲ４１功能的检测

根据 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ结果，选取部分ＧＰＲ４１ＣＨＯ克隆用ｃＡＭＰ方法检测ＧＰＲ４１受体

的功能．前人研究已经证实ＧＰＲ４１属于Ｇｉ／ｏ偶联受体
［７］，因此需要先用腺苷酸环化酶的激
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活剂ｆｏｒｓｋｏｌｉｎ诱导细胞内ｃＡＭＰ水平升高，当ＧＰＲ４１受体与其配体结合后，引起ｃＡＭＰ

浓度降低，以此来测定ＧＰＲ４１的活化情况．如图４ｃＡＭＰ实验结果显示，１０μｍｏｌ／Ｌｆｏｒｓｋｏ

ｌｉｎ在ＧＰＲ４１过表达细胞和 Ｍｏｃｋ细胞中引起ｃＡＭＰ水平上升３倍左右．５００μｍｏｌ／Ｌ丁酸

钠引起Ｇ４１过表达的细胞株ｃＡＭＰ水平降低且有显著差异（犘＜０．０５），而在 ｍｏｃｋ细胞中

ｃＡＭＰ水平未见明显变化（犘＞０．０５）．选取部分ＧＰＲ４１ＧαＣＨＯ克隆用于检测钙流．实验

结果如图５所示．５００μｍｏｌ／Ｌ丁酸钠作用于对照组细胞没有引起钙流的变化，而作用于

ＧＰＲ４１ＧαＣＨＯ细胞株时引起了钙流的变化．上述实验结果表明ＧＰＲ４１稳定细胞株构建

成功可以用于筛选ＧＰＲ４１受体的激动剂．

图４　５００μｍｏｌ／Ｌ丁酸钠和１０μｍｏｌ／Ｌｆｏｒｓｋｏｌｉｎ分别作用于Ｇ４１ＣＨＯ和 Ｍｏｃｋ细胞引起的

ｃＡＭＰ水平变化

Ｆｉｇ．４　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｂｕｔｙｒａｔｅ（５００μｍｏｌ／Ｌ）ａｎｄｆｏｒｓｋｏｌｉｎ（１０μｍｏｌ／Ｌ）ｏｎｔｈｅｒｅｌｅａｓｅｏｆｃＡＭＰ

ｉｎＧＰＲ４１ＣＨＯａｎｄｔｈｅｍｏｃｋｃｅｌｌｓ

图５　５００μｍｏｌ／Ｌ丁酸钠作用于ＧＰＲ４１ＧαＣＨＯ和 Ｍｏｃｋ细胞引起钙流变化

Ｆｉｇ．５　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｂｕｔｙｒａｔｅ（５００μｍｏｌ／Ｌ）ｏｎｔｈｅｒｅｌｅａｓｅｏｆｃａｌｃｉｕｍｉｎＧＰＲ４１ＧαＣＨＯａｎｄｔｈｅｍｏｃｋｃｅｌｌｓ

２．５　ＧＰＲ４１稳定细胞株受体激动剂的筛选结果

每种单体化合物在初筛过程中选取３个作用浓度１０μｍｏｌ／Ｌ，１μｍｏｌ／Ｌ和１００ｎｍｏｌ／

Ｌ，根据初筛结果，选取有响应的化合物进行复筛，每组设置３个平行孔，以确保筛选结果的

准确．实验结果如图６所示，１０μｍｏｌ／Ｌｆｏｓｋｏｌｉｎ可以显著提高ＧＰＲ４１ＣＨＯ 和ｍｏｃｋ细胞
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中ｃＡＭＰ的水平，３７号化合物可以显著降低ＧＰＲ４１ＣＨＯ细胞的ｃＡＭＰ水平（犘＜０．０１），

而ｍｏｃｋ细胞中ｃＡＭＰ水平则没有明显变化（犘＞０．０５）．该实验结果说明，３７号化合物可能

是ＧＰＲ４１受体的潜在激动剂，在１μｍｏｌ／Ｌ的浓度下即可引起细胞内ｃＡＭＰ水平的降低．

其余化合物未见类似作用．

注：１０μｍｏｌ／Ｌｆｏｓｋｏｌｉｎ预处理ＧＰＲ４１ＣＨＯ细胞后，１０μｍｏｌ／Ｌ，１μｍｏｌ／Ｌ和１００ｎｍｏｌ／Ｌ３７号化合物作用于 ＧＰＲ４１

ＣＨＯ细胞引起ｃＡＭＰ水平降低，具有剂量依赖效应；以１μｍｏｌ／Ｌ３７号化合物作用于ＧＰＲ４１ＣＨＯ细胞，引起ｃＡＭＰ水

平降低，而将１μｍｏｌ／Ｌ３７号化合物作用于ｍｏｃｋ细胞，ｃＡＭＰ水平无显著差异

图６　（ａ）３７号化合物作用于Ｇ４１ＣＨＯ初筛结果；（ｂ）３７号化合物作用于Ｇ４１ＣＨＯ和 Ｍｏｃｋ

细胞引起ｃＡＭＰ水平变化

Ｆｉｇ．６　（ａ）ＰｒｉｍａｒｙｓｃｒｅｅｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆＮｏ．３７ｃｏｍｐｏｕｎｄｏｎｃＡＭＰａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎｉｎＧＰＲ４１ＣＨＯｃｅｌｌｓ；

（ｂ）ＥｆｆｅｃｔｏｆＮｏ．３７ｃｏｍｐｏｕｎｄｏｎｃＡＭＰａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎｉｎＧＰＲ４１ＣＨＯａｎｄＭｏｃｋｃｅｌｌｓ

３　讨　　论

Ｇ蛋白偶联受体ＧＰＲ４１在多种组织中均有表达，而且在人、小鼠及大鼠等物种间的氨

基酸序列高度保守．自从２００３年发现 ＧＰＲ４１的配体是短链脂肪酸后，已有研究表明

ＧＰＲ４１与能量代谢密切相关．但是目前关于ＧＰＲ４１受体的功能和ＧＰＲ４１受体激动剂的研

究仍需深化，因此本实验将研究目的确定为ＧＰＲ４１受体激动剂的筛选，为后续研究该受体

的功能，以及揭示ＧＰＲ４１在生理和病理条件下扮演的角色打下基础．

本文首先选择中国仓鼠卵巢细胞（ＣＨＯ）作为细胞表达系统，因为ＣＨＯ细胞具有转染

效率高、细胞容易操作、背景干净、内源性干扰小等特点［２］．在构建ＧＰＲ４１ＣＨＯ稳定细胞

株后，首先运用ＲＴＰＣＲ和 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测了ＲＮＡ水平和蛋白水平上ＧＰＲ４１的表达，
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但是上述检测的阳性结果并不足以说明构建的ＧＰＲ４１具有活性．随后利用ｃＡＭＰ和钙流

检测，从功能水平上进行了验证．实验结果显示，当配体丁酸钠与ＧＰＲ４１受体相结合时，可

以通过ｃＡＭＰ水平的高低来评估受体激动剂的活性．本实验构建的ＧＰＲ４１具有受体活性，

过表达细胞株构建成功．短链脂肪酸作为ＧＰＲ４１低亲和力的配体，短链脂肪酸激活ＧＰＲ４１

的浓度范围在微摩尔数量级（几百微摩尔至毫摩尔）［８］．短链脂肪酸相对的“低效”可能与它

在血液中浓度较高以及其生理功能相关．ＧＰＲ４１作为短链脂肪酸的低亲和力受体，只在短

链脂肪酸水平异常升高的情况下才会被激活，因此可以避免受体的持续活化［９］．除此之外，

短链脂肪酸也并非ＧＰＲ４１特异性的配体，不同碳链长度的短链脂肪酸，对于ＧＰＲ４１激活有

不同的效力．因此筛选特异性高、亲和力强的配体成为本课题的研究目标．筛选的范围锁定

在从福建平海湾海藻来源的黄曲霉中提取的一系列次级代谢产物［１０］，因为海洋真菌次生代

谢产物种类繁多，生物活性物质丰富．近年来已经从海洋真菌次生代谢产物中发现了多种抗

肿瘤药物、生物毒素和酶抑制剂等生物活性物质，研究海洋真菌次级代谢产物逐渐成为开发

天然药物资源的重要内容．

ｃＡＭＰ筛选结果表明，在ＧＰＲ４１细胞中，１μｍｏｌ／Ｌ３７号化合物能够降低由ｆｏｓｋｏｌｉｎ引

起的ｃＡＭＰ水平升高，在ｍｏｃｋ细胞中则不会引起这种变化趋势．在另外一种ＧＰＣＲＣＨＯ

过表达细胞株（ＧＰＲ１２ＣＨＯ）未发现ｃＡＭＰ水平的变化．这一现象表明３７号化合物具有

ＧＰＲ４１受体激动活性，有可能成为ＧＰＲ４１的潜在配体．经结构解析后发现，３７号化合物是

一种新化合物，属于吡喃酮类化合物［１１］．这是首次报道２吡喃酮类化合物具有ＧＰＲ４１受体

激动活性．但是这种化合物是否是该受体特异的激动剂，仍需要进一步实验证明．

综上所述，ＧＰＣＲ作为新药靶点的意义备受关注，但是仍有一些重要问题亟待解决，例如

对ＧＰＲ４１生理功能的认识和病理意义的研究，又如对初筛得到的化合物进行构效关系研究．

利用ｃＡＭＰ检测方法对海洋真菌次级代谢产物活性成分进行研究，并对初筛得到的化合物进

行化学结构的修饰和优化，并研究化学结构与生物活性之间的关系，开发出有针对性和高效性

的化合物，将对新药的开发和对Ｇ蛋白偶联受体的功能研究将产生重要的影响．针对ＧＰＣＲ

开发更多特异性强、副作用小的全新天然小分子化合物，将为药物开发带来新的突破．
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