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[摘要] 目的 探讨基于μ阿片受体(MOR)羧基端375STANT379磷酸化位点的多肽TAT-Q368-T379干预,

对μ阿片受体下游信号通路的影响。方法 将 HA-MOR质粒与pGloSensorTM-22F质粒共转染的 HEK-293细

胞分为空白组(A组)、DAMGO组(B组)、吗啡组(C组)、0.5×10-5mol/L多肽TAT-Q368-T379与吗啡联用组(D
组)、10-5mol/L多肽TAT-Q368-T379与吗啡联用组(E组)、2×10-5mol/L多肽TAT-Q368-T379与吗啡联用组

(F组),通过GloSensorcAMP生物传感器测定各组细胞中的cAMP含量。将 MOR-C端标记Nanoluc的质粒以及

β-arrestin2-N端标记EYFP的质粒共转染完成的 HEK-293细胞分为空白组(G组)、DAMGO组(H 组)、吗啡组

(I组)、10-5mol/L多肽TAT-Q368-T379与吗啡联用组(J组)、3×10-5mol/LCmpd101与吗啡联用组(K组),通
过蛋白质相互作用分析法测定各组细胞 MOR激动后对β-arrestin2的募集效应。将 HA-MOR质粒转染完成的

HEK-293细胞分为空白组(L组)、吗啡组(M 组)、10-5 mol/L多肽TAT-Q368-T379与吗啡联用组(N组)以及

3×10-5 mol/LCmpd101与吗啡联用组(O组),通过细胞免疫荧光染色法检测各组细胞的受体平均荧光强度。

结果 GloSensorcAMP生物传感器检测结果显示,C~F组细胞EC50值差异有显著性(F=13.12,P<0.05),其中

D、E、F组EC50值较C组均显著减小(P<0.05)。蛋白质相互作用分析法分析显示,I~K组细胞Emax值差异有显

著性(F=185.95,P<0.05),其中J、K组Emax值较I组均显著减小(P<0.01)。细胞免疫荧光染色法染色结果显

示,L~O组细胞表面受体荧光强度比较差异有显著性(F=17.46,P<0.05),其中与 M 组比较,N、O组细胞表面

受体荧光强度均显著增高(P<0.01)。结论 基于 MOR羧基端375STANT379磷酸化位点设计的多肽TAT-Q368-
T379可有效增强吗啡介导的 MOR下游G蛋白信号通路的激活,减少吗啡介导的β-arrestin2招募,从而减少由吗

啡介导的 MOR的内吞。
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EFFECTOFPEPTIDEINTERVENTIONBASEDONTHECARBOXYL-TERMINAL375STANT379PHOSPHORYLATIONSITEOF

μOPIOIDRECEPTORONTHEMORPHINE-MEDIATEDRECEPTORDOWNSTREAMSIGNALINGPATHWAY LIXiaoyan,

ZHOUXiaohui,DONGHe,DONGMingxin (DepartmentofAnesthesiology,TheAffiliatedHospitalofQingdaoUniversity,

Qingdao266075,China)

[ABSTRACT] Objective TostudytheeffectofpeptideTAT-Q368-T379interventionbasedonthecarboxyl-terminal
375STANT379phosphorylationsiteofμopioidreceptor(MOR)ontheMORdownstreamsignalingpathway. Methods HEK-293

cellsco-transfectedwithHA-MORplasmidsandpGloSensorTM-22Fplasmidsweredividedintoblankgroup(groupA),DAMGO

group(groupB),morphinegroup(groupC),0.5×10-5mol/LpeptideTAT-Q368-T379combinedwithmorphinegroup(group

D),10-5mol/LpeptideTAT-Q368-T379combinedwithmorphinegroup(groupE),and2×10-5mol/LpeptideTAT-Q368-

T379combinedwithmorphinegroup(groupF).TheGloSensorcAMPbiosensorwasusedtomeasurecAMPcontentineach

group.HEK-293cellsco-transfectionwithplasmidslabeledwithNanolucattheMOR-CterminalandplasmidslabeledwithEYFP

attheβ-arrestin2-Nterminalweredividedintoblankgroup(groupG),DAMGOgroup(groupH),morphinegroup(groupI),

10-5mol/LpeptideTAT-Q368-T379combinedwithmorphinegroup(groupJ),and3×10-5 mol/LCmpd101combinedwith

morphinegroup(groupK).Proteininteractionanalysisassaywasusedtodeterminetherecruitmentofβ-arrestin2afterMORacti-

vationineachgroup.HEK-293cellstransfectedwithHA-MORplasmidsweredividedintoblankgroup(groupL),morphinegroup
(groupM),10-5mol/LpeptideTA-Q368-T379combinedwithmorphinegroup(groupN),and3×10-5mol/LCmpd101com-

binedwithmorphinegroup(groupO).Livecellimmunofluorescencestainingassaywasusedtodeterminethemeanfluorescence

intensityofreceptorsineachgroup. Results TheresultsofGloSensorcAMPbiosensorshowedthatthemedianeffectiveconcen-

tration(EC50)valuesofgroupsCtoFweresignificantlydifferent(F=13.12,P<0.05),andtheEC50valuesingroupsD,E,and

FweresignificantlydecreasedcomparedwithgroupC(P<0.05).Theresultsofproteininteractionanalysisassayshowedthatthe

EmaxvaluesofgroupsItoKweresignificantlydifferent(F=185.95,

P<0.05),andtheEmaxvaluesofgroupsJandKweresignificantly
decreasedcomparedwithgroupI(P<0.01).Theresultsoflivecell
immunofluorescencestainingassayshowedthatthefluorescencein-
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tensityofcellsurfacereceptorsingroupsLtoOwassignificantlydifferent(F=17.46,P<0.05),andthefluorescenceintensityof

cellsurfacereceptorsingroupsNandOwassignificantlyincreasedcomparedwithgroupM(P<0.01). Conclusion Thepeptide

TAT-Q368-T379designedbasedonthecarboxyl-terminal375STANT379phosphorylationsiteofMORcaneffectivelyenhancethe

activationofmorphine-mediatedMORdownstream Gproteinsignalingpathway,reducemorphine-mediatedβ-arrestin2recruit-

ment,andthusreducemorphine-mediatedMORendocytosis.
[KEYWORDS] Receptors,opioid,mu;Phosphorylation;Morphine;Peptides;Signaltransduction;GTP-bindingproteins;

Beta-arrestin2

  吗啡作为经典的阿片类镇痛药物在临床中应用

广泛,具有强效镇痛作用[1]。然而吗啡在发挥强大

镇痛作用的同时,也会产生药物耐受、呼吸抑制、便
秘、成瘾等副作用,极大地限制了其临床使用[2-4]。
因此,如何在使用吗啡镇痛时尽可能减少其副作用

发生,成为目前学界研究的重点问题。既往研究发

现吗啡主要通过激活μ阿片受体(MOR)发挥镇痛

作用,但是此过程也导致了吗啡的副作用[5]。MOR
羧基端包含了11个丝氨酸(Ser)或苏氨酸(Thr)的
关键磷酸化位点,当阿片类药物激活受体时,这些位

点可被G蛋白偶联受体激酶(GRKs)和蛋白激酶C
磷酸化[6],而羧基端多位点磷酸化是促进 MOR脱

敏和内吞的关键因素[7]。本课题组前期基于 MOR
羧基端的375STANT379磷酸化位点设计并合成了多

肽TAT-Q368-T379[8],本研究以该多肽作为研究

工具,探讨 MOR羧基端的375STANT379关键磷酸化

位点对受体下游G蛋白信号通路以及β-arrstin2信

号通路的影响,为开发能够与吗啡联用以增强镇痛

作用的药物提供新思路。

1 材料与方法

1.1 实验材料

1.1.1 细胞与质粒 HEK-293细胞购自北京中科

质检生物技术有限公司,MOR质粒来源于上海联

慧脑智工程研究中心,pGloSensorTM-22FcAMP
质粒购买于美国 Promega公司,MOR-C端标记

Nanoluc质粒、β-arrestin2-N端标记EYFP质粒由

上海生工生物工程股份有限公司合成。

1.1.2 试剂与仪器 医用盐酸吗啡购买于东北制

药集团沈阳第一制药有限公司,DAMGO购买于美

国AbMole公司,Forskolin购买于上海阿拉丁生化

科技股份有限公司,Cmpd101购买于北京偶合科技

有限公司,HA-Tag抗体购买于美国CellSignaling
technology公司,AlexaFluor555标记的驴抗小鼠

抗体购买于上海碧云天生物技术有限公司,正置双

光子全光谱快速扫描共聚焦显微镜购买于日本Ni-
kon公司。

1.2 HEK-293细胞培养

将HEK-293细胞置于含体积分数0.10的胎牛

血清和100kU/L青霉素和链霉素(1∶1)混合液的

DMEM培养基中,置于37℃、含体积分数0.05的

CO2培养箱培养,隔天传代一次,待 HEK-293细胞

传到第8代且细胞融合度约90%时用于后续实验。

1.3 GloSensorcAMP生物传感器测定cAMP的

含量

将HA-MOR质粒与pGloSensorTM-22F质粒

共转染至HEK-293细胞中,转染24h后,在96孔

板每孔接种100μL的细胞悬液,培养24h后丢弃

培养基,换成平衡培养基(不含酚红的DMEM 培养

基和2%的GloSensorcAMP试剂原液)于37℃、含
体积分数0.05的CO2培养箱中孵育30min,孵育完

成后,将细胞分为6组并进行如下处理:①A组:每
孔加入100μL不含酚红DMEM培养基;②B组:每
孔加入90μL不含酚红的DMEM 培养基,然后加

入溶解有10-5mol/LDAMGO的10μL不含酚红

DMEM培养基;③C组:每孔加入90μL不含酚红

DMEM培养基后分为7个亚组,各亚组加入含浓度

10-11、10-10、10-9、10-8、10-7、10-6、10-5mol/L吗

啡(后文以浓度梯度10-11~10-5mol/L吗啡代指)
的10μL不含酚红DMEM 培养基;④D组:每孔加

入80μL不含酚红的DMEM 培养基,然后加入溶

解有0.5×10-5 mol/L多肽 TAT-Q368-T379的

10μL不含酚红DMEM 培养基后,下设7个亚组,
各亚组分别加入含浓度10-11~10-5mol/L吗啡的

10μL不含酚红DMEM 培养基;⑤E组:每孔加入

80μL不含酚红 DMEM 培养基,然后加入溶解有

10-5mol/L多肽TAT-Q368-T379的10μL不含酚

红DMEM培养基后,下设7个亚组,各亚组分别加

入含浓度10-11~10-5mol/L吗啡的10μL不含酚

红DMEM培养基;⑥F组:每孔加入80μL不含酚

红DMEM培养基,然后加入溶解有2×10-5mol/L
多肽 TAT-Q368-T379的10μL不含酚红DMEM
培养基后,下设7个亚组,各亚组分别加入含浓度

10-11~10-5mol/L吗 啡 的10μL无 酚 红DMEM
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培养基。除 A组外,B~F组每组分别加入含浓度

10-5mol/LForskolin的1μL不含酚红DMEM培

养基,孵育15min,最后用多功能酶标仪测定A~F
组细胞全波长化学发光强度(LI)。通过计算药物作

用以 后 的cAMP抑 制 率 以 反 映 药 物 对 于 MOR
下游G蛋白依赖性信号通路的激活的程度,cAMP
抑制 率 = [(LIForskolin组 -LI空白组)- (LI药物处理组 -
LI空白组)]/(LIForskolin组-LI空白组)×100%。每组分别

设置3个复孔,实验需重复3次,结果取均值。多肽

TAT-Q368-T379由本课题组前期构建[8]。

1.4 蛋白质相互作用分析法测定吗啡激动 MOR
后对β-arrestin2的募集效应

将 MOR-C端标记 Nanoluc的质粒和β-arres-
tin2-N端标记EYFP的质粒共转染至 HEK-293细

胞中。转染24h后,在96孔板每孔中接种100μL
的细胞悬液,于37℃、含体积分数0.05的CO2培养

箱中孵育过夜。24h后丢弃培养基,将细胞分为5
组并进行如下处理:①G组:每孔加入90μL不含酚

红的DMEM培养基;②H组:每孔加入80μL不含

酚红DMEM 培养基,然后加入溶解有10-5 mol/L
DAMGO的10μL不含酚红 DMEM 培养基;③I
组:每孔加入80μL不含酚红DMEM 培养基以后,
下设8个亚组,各个亚组分别加入含浓度10-11~
10-4mol/L吗啡的10μL不含酚红 DMEM 培养

基;④J组:每孔加入70μL不含酚红的DMEM 培

养基,再加入溶解有10-5 mol/L多肽 TAT-Q368-
T379的10μL不含酚红DMEM 培养基后,下设8
个亚组,各亚组分别加入含浓度10-11~10-4mol/L
吗啡的10μL不含酚红DMEM 培养基;⑤K组:每
孔加入70μL不含酚红的DMEM 培养基,再加入

溶解有3×10-5 mol/LCmpd101的10μL不含酚

红DMEM培养基后,下设8个亚组,各亚组分别加

入含浓度10-11~10-4mol/L吗啡的10μL不含酚

红DMEM培养基。G~K组每孔加入溶解有Nluc
底物(1∶1000)的10μL不含酚红DMEM 培养基

孵育3min,然后使用多功能酶标仪测定G~K组

在波长460nm处的LI以及540nm处的荧光强度

(FI)。计算每孔的净BRET值以反映药物对 MOR
下游β-arrestin2信号通路的激活的程度,净BRET
值=FI药物处理组/LI药物处理组-FI空白组/LI空白组。每组设

3个复孔,实验重复3次,结果取均值。

1.5 细胞免疫荧光染色法测定吗啡激动 MOR后

受体内吞水平的变化

将瞬时转染表达 HA-MOR的 HEK-293细胞

接种在放置于24孔板中的多聚赖氨酸包被的玻片

上生长过夜。24h后丢弃培养基,将识别 MOR氨

基端HA标签的一抗(1∶100)稀释于DMEM 培养

基中并在37℃下培养细胞1h,随后将细胞分为4
组并进行如下处理:①L组:每孔加入2mLDMEM
培养基;②M组:每孔加入1.9mLDMEM 培养基,
再加入含10-5mol/L吗啡的100μLDMEM 培养

基;③N组:每孔加入1.8mLDMEM 培养基,然后

加入溶解有10-5 mol/L多肽 TAT-Q368-T379的

100μLDMEM培养基,再加入含10-5mol/L吗啡

的100μLDMEM 培养基;④O组:每孔之中加入

1.8mL的DMEM培养基,然后再加入溶解有3×
10-5mol/LCmpd101的100μLDMEM培养基,再
加入含10-5mol/L吗啡的100μLDMEM培养基。
完成药物处理后用40g/L多聚甲醛固定L~O组

细胞,将AlexaFluor555标记的驴抗小鼠二抗(1∶
500)稀释于DMEM培养基中,然后孵育L~O组细

胞1h。通过荧光在共聚焦显微镜下对L~O 组

MOR进行细胞定位,检测细胞的平均荧光强度,以
细胞表面受体荧光强度表示吗啡激动 MOR后受体

内吞水平的变化。每组选用45~50个细胞,每组实

验重复3次。

1.6 统计学分析

使用GraphPadPrism软件处理数据,得到量效

关系曲线并拟合出各分组中吗啡的效价参数半数最

大有效浓度(EC50)和效能参数最大效应(Emax)。使

用SPSS软件进行统计学分析,各组间EC50值、Emax
值及半定量分析指标差异比较采用单因素方差分

析,两两比较采用LSD-t检验。以P<0.05为差异

有统计学意义。

2 结  果

2.1 多肽TAT-Q368-T379对吗啡激活MOR下游

G蛋白依赖性cAMP信号通路的影响

通过C~F组及其7个亚组的cAMP抑制率拟

合量效关系曲线得出,C~F组细胞EC50值分别为

2.33±0.73、1.34±0.45、0.49±0.08、0.38±0.07,组
间比较差异有显著性(F=13.12,P<0.05);与C组

比较,D、E、F组细胞的 EC50值均显著减小(P<
0.05)。

2.2 多肽TAT-Q368-T379和Cmpd101对吗啡激

活 MOR下游β-arrestin2信号通路的影响

通过I~K组及其8个亚组的净BRET值拟合

量效关系曲线得出,I~K组细胞的Emax值为0.23±
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0.00、0.17±0.01、0.12±0.00,组间比较差异具有显

著性(F=185.95,P<0.05),与I组比较,J、K组细

胞的Emax值均显著减小(P<0.01)。

2.3 多肽TAT-Q368-T379对吗啡诱导的MOR内

吞的影响

共聚焦成像结果显示,与L组相比,M 组细胞

可观察到 MOR发生明显内吞,而N、O组细胞内吞

的 MOR明显比 M组减少(图1)。L~O组细胞的

表面受体荧光强度分别为100.00±13.11、81.28±
10.56、92.58±12.86、93.72±13.30,组间比较差异有

显著性(F=17.46,P<0.05);与L组比较,M 组细

胞表面受体荧光强度显著减小(P<0.01),与 M 组

进行比较,N、O组细胞表面受体荧光强度均显著增

高(P<0.01)。

图1 各组HEK-293细胞中 MOR内吞水平的比较

3 讨  论

MOR是一种Gi/o亚型的G蛋白偶联受体。当

MOR与其激动剂在细胞内结合后,活化的MOR通

过Gα蛋白发出信号,抑制腺苷酸环化酶活性并减

少cAMP积累,通过G蛋白的βγ亚单位激活内向

整流K+通道和抑制电压门控Ca2+ 通道,从而产生

镇痛作用[9-10],细胞内活化的 MOR也被 GRKs磷

酸化,导致β-arrestin2募集,从而启动 MOR脱敏、
内吞和再循环过程[6]。研究发现,β-arrestin2敲除

小鼠表现为阿片类药物诱导的镇痛作用增强,药物

耐受、呼吸抑制和便秘均得到改善[11-13]。后续关于

β-arrestin2敲除小鼠的研究再次证实了 MOR下游

β-arrestin2信号通路对阿片类药物的镇痛作用及药

物耐受至关重要[14-15],但是对呼吸抑制、便秘的作用

具有一定争议[7]。

MOR羧基端具有多个Ser、Thr关键磷酸化位

点,受体下游信号通路传导的效率能够受到多位点

的调节[16]。通过定量质谱以及细胞生物学分析发

现,375STANT379基序是阿片类药物介导 MOR磷酸

化的关键位点[17]。有研究通过 Westernblot实验

检测 MOR激动剂诱导的Thr370和Ser375位点磷

酸化证实了上述观点[18]。阿片类药物活化 MOR
后介导的受体羧基端位点磷酸化是分层次进行的,
首先是Ser375位点发生快速并且显著的磷酸化,随
后则依次是Thr370、Thr379及Thr376位点的磷酸

化[19-21]。最近有研究发现,HEK-293细胞中GRK2

以及GRK3能够明显促进包括375STANT379位点在

内的 MOR多位点磷酸化以及 MOR内吞[20-22],并
且Thr370、375STANT379位点对于 MOR脱敏、内吞

以及β-arrstin2募集均是必要的[21]。
大部分研究通过使用转基因小鼠间接证明了

MOR羧基端375STANT379位点磷酸化在受体下游

细胞信号通路中的作用,但这种情况下不能排除参

与 MOR调节的其他信号蛋白的磷酸化。本课题组

前期根据 MOR羧基端的375STANT379磷酸化位点

设计合成了多肽TAT-Q368-T379,实验结果显示,
多肽TAT-Q368-T379与吗啡联合使用时,能够明

显增强吗啡的镇痛作用,说明375STANT379磷酸化位

点与吗啡的镇痛相关[8]。为探究多肽 TAT-Q368-
T379发挥作用的分子机制,本文研究了该多肽对吗

啡介导的 MOR下游细胞信号通路的影响。
在本研究中,通过GloSensorcAMP生物传感

器检测发现,多肽TAT-Q368-T379与吗啡联用能

够使吗啡的cAMP抑制率明显增高,即多肽增强了

MOR下游G蛋白信号通路的激活。说明多肽在一

定程度上可以防止吗啡脱敏的发生。这一结论也与

本课题组前期的体内实验结果相一致[8]。蛋白质相

互作用分析法和细胞免疫荧光染色法分析显示,在

HEK-293细胞中GRK2/3抑制剂Cmpd101能够明

显减少吗啡诱导的β-arrestin2募集和 MOR内吞,
这也与既往研究的观点一致[16,23]。同时,本研究显

示,基于 MOR羧基端375STANT379磷酸化位点设计

的多肽 TAT-Q368-T379可以起到与Cmpd101类
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似的作用,因此推测 HEK-293细胞中多肽可能通

过竞争性抑制375STANT379位点的磷酸化,从而阻止

β-arrestin2募集和 MOR内吞。此机制可通过进一

步的蛋白免疫印迹实验进行验证。关于在动物体内

β-arrestin2招募与阿片类药物副作用的关系,包括

药物耐受、便秘和呼吸抑制等,也可进一步将多肽与

吗啡联合应用于相关的动物模型中进行验证。
综上所述,基于本课题组前期所设计的多肽

TAT-Q368-T379,本研究证实了该多肽干预能够在

MOR下游G蛋白信号通路和β-arrestin2信号通路

中发挥重要作用,此为增强阿片类药物镇痛作用及

改善药物副作用提供了新思路。
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