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胰高血糖素样肽-1类似物活性检测的

CHO细胞模型构建
钱  凯1  蔡燕飞2  陈  蕴2  金  坚2*

(1江南大学生物工程学院, 无锡 214122; 2江南大学药学院, 无锡 214122)

摘要      该文构建了一种胰高血糖素样肽-1(glucagon-like peptide-1, GLP-1)类似物活性检测的

细胞模型, 为GLP-1类似物的药物筛选提供了一种简单可靠的评价方法。真核表达质粒pcDNA3.1/
hGLP-1R转染至中国仓鼠卵巢细胞(Chinese hamster ovary, CHO), 经单克隆筛选和遗传霉素(G418)
压力筛选最终筛选出6株单克隆菌株。流式细胞仪检测GLP-1受体(glucagon-like peptide-1 receptor, 
GLP-1R)的表达量, 最终筛选获得1株高表达的细胞模型(CHO/pcDNA3.1/hGLP-1R)。RT-PCR结果

显示, 该细胞模型转录hGLP-1R基因; 流式细胞仪检测结果和激光共聚焦结果显示, 细胞模型的膜

表面有hGLP-1R蛋白的表达。连续传代10次, 细胞膜表面的hGLP-1R蛋白表达没有变化。构建的

细胞模型活性检测结果显示, 该细胞模型可以很好地用于GLP-1类似物的活性检测。综上所述, 该
细胞模型为GLP-1类似物的活性检测建立了一种方便可靠的体外活性检测方法。

关键词      胰高血糖素样肽-1受体; 中国仓鼠卵巢细胞; 活性测定; 细胞模型

Constructed CHO Cell Model to Detect the Activity of 
Glucagon-like Peptide-1 Analogues

Qian Kai1, Cai Yanfei2, Chen Yun2, Jin Jian2*
(1School of Biotechnology, Jiangnan University, Wuxi 214122, China; 2School of Pharmaceutical Sciences, Jiangnan University, Wuxi 214122, China)

Abstract       The in vitro activity of glucagon-like peptide-1 (GLP-1) analogue was detected in cell which stim-
ulated the glucagon-like peptide-1 receptor (GLP-1R). We constructed the cell model in Chinese hamster ovary (CHO) 
cells which could express hGLP-1R. Plasmid of pcDNA3.1/hGLP-1R was constructed, and then was transformed into 
CHO by electricity. Recombination CHO cell was selected, and confirmed by RT-PCR and flow cytometry. Results 
suggested that the cell model could not only transcript the gene of GLP-1R but also express the GLP-1R protein in the 
cell membrane. The cell model could well detect the bioactivity of GLP-1 analogue in vitro. We constructed a recom-
bination CHO cell which could well be used to detect the bioactivity of GLP-1 analogue in vitro.

Keywords       glucagon-like peptide-1 receptor; Chinese hamster ovary; bioactivity determination; cell model 

胰高血糖素样肽-1受体(glucagon-like peptide-1 
receptor, GLP-1R)是G蛋白偶联受体的一种由七次跨

膜结构组成的G蛋白, 主要分布于胰岛β细胞[1]。Tho-Tho-

rens于1992年首次从大鼠的胰腺细胞中克隆获得

GLP-1R基因[2]。GLP-1类似物药物通过激活GLP-1R
受体, 使得胞内的腺苷酸环化酶(adenylate cyclase, 
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AC)活化而cAMP含量升高, 同时可以促进胞内Ca2+

的上升, 从而提高胰岛素基因的转录、表达和分泌。

通过调节cAMP还可以调节蛋白激酶A和蛋白激酶C
途径, 促进β胰腺细胞的增殖和抗凋亡, 同时可以与

葡萄糖共同作用促进胰岛素的释放[3]。

胰高血糖素样肽-1(glucagon-like peptide-1, 
GLP-1)是由小肠L细胞分泌的一种胰岛素调节激素, 
可以控制胰岛素和胰高血糖素的分泌[4]。GLP-1刺
激胰岛素的合成和分泌, 促进胰腺β细胞的增殖, 减
少胃排空和降低人的食欲, 可以从多方面治疗2型糖

尿病患者[5-6]。然而, 天然的GLP-1(7-37)在体内被二

肽基肽酶-IV(dipeptidyl peptidase-IV, DPP-IV)水解

成为GLP-1(9-37)而丧失活性[1]。因此, 设计GLP-1
类似物来克服酶切位点的降解和提高单体的活性显

得尤为重要。已有文献报道, 通过修饰酶切位点的

氨基酸[7]或进行氨基酸突变来消除DPP-IV的水解从

而提高单体活性[8]; 也可与其他蛋白进行融合来提

高药物体内半衰期[9]。然而, 设计并合成大量GLP-1
类似物, 需要高效的筛选模型来筛选。细胞模型具

有针对性强、所需药物剂量低和操作简单方便等特

点而得到广泛应用。大鼠胰岛素瘤细胞RINm5f作为

天然的细胞模型可用于检测GLP-1类似物的活性[10], 
但RINm5f难以培养和生长缓慢, 使其应用受到限

制。因此, 本文利用培养简单方便的中国仓鼠卵巢

细胞(Chinese hamster ovary, CHO)作为受体细胞, 将
人源GLP-1R基因导入。筛选获得稳定表达的CHO/
hGLP-1R细胞模型, 为GLP-1类似物的活性检测提供

可靠和简便的方法。

1   材料与方法
1.1   材料

1.1.1   质粒与菌株      中国仓鼠卵巢细胞(CHO)、大

肠杆菌DH5α由本实验室保藏。真核细胞表达质粒

pcDNA3.1购自Invitrogen公司。hGLP-1R基因pCMV6/
hGLP-1R(RC211333)购自Origene公司。

1.1.2   试剂与药品      艾塞那肽注射液Exendin4(Baxter 
Pharmaceutical Solutions LLC, American)和人血清白

蛋白(上海莱士血液制品股份有限公司)购自江南大

学医务室。GLP-1类似物GGH融合蛋白由江南大学

生物制药与分子药理实验室制备, 纯度大于95%。核

酸内切酶Hind III和EcoR I、DNA marker、T4连接

酶购自Thermo Scientific公司; DMEM/F12细胞培养

基(D/F12)、胎牛血清(FBS)、遗传霉素(geneticin, 
G418)及鲑鱼精购自Gibco公司; 质粒小量抽提试剂

盒、DNA胶回收试剂盒、PCR产物纯化试剂盒购

自上海生工生物工程有限公司; 质粒中量抽提试剂

盒购自于天根生化科技有限公司; Human GLP-1R 
Alexa Fluor 488 MAb(FAB2814G)购自R&D公司; 引
物由上海生工生物工程有限公司合成。其余化学试

剂均为国产的分析纯试剂。

1.2   实验方法

1.2.1   表达质粒的构建      购自Origene公司的

hGLP-1R基 因 质 粒pCMV6/hGLP-1R(RC211333)经
测序验证正确后作为PCR的模板, 以(5P: TTA GCC 
CAA GCT TAT GGC CGG CGC CCC CGG CCC GCT 
G; 3P: CCG GAA TTC TCA GCT GCA GGA GGC 
CTG GCA AGT GGC)为引物进行PCR, 获取hGLP-
1R基因片段。质粒pcDNA3.1和PCR基因片段经Hind 
III和EcoR I双酶切后, 割胶回收目的片段, 再经T4连
接酶12 °C连接16 h。连接好的重组质粒(pcDNA3.1/
hGLP-1R)热击(42 °C, 90 s)转化到DH5α中, 涂布到

LB固体培养基(50 μg/mL kanamycin), 37 °C培养16 h。
LB固体培养基上挑选单菌落, 用质粒提取试剂盒(上
海生工生物工程有限公司)提取质粒, 利用上述引物

PCR验证。PCR验证正确的质粒送至上海生工测序, 
进一步验证。

1.2.2   细胞模型的构建      应用试剂盒提取重组质

粒。D/F12全培养基(含10% FBS)培养CHO细胞, 收集

3×106状态良好的细胞。PBS洗涤1次后, 离心并重悬

于200 μL PBS中。在2 mm的电极杯中加入200 μL的
细胞重悬液、20 μg重组质粒(pcDNA3.1/hGLP-1R)
和10 μg鲑鱼精, 混匀后冰浴1 min。在电转仪中以

160 V、15 ms电击2次。将转染后的细胞加到两个

10 cm的培养皿中, 并加入10 mL的D/F12全培养基, 
置细胞培养箱中培养(37 °C、5% CO2)。同时, 将空

载质粒(pcDNA3.1)按照上述方法转染至CHO细胞

中, 作为阴性对照。

1.2.3   模型组细胞的筛选      转染后细胞在D/F12
全培养基培养2 d后, 加入G418抗生素使其终浓度

为2 mg/mL, 继续培养7 d。在96孔板中先加入D/F12
全培养基100 μL, 用10 μL移液枪挑选单克隆菌苔

至96孔板, 培养1 d。再换成含G418的D/F12全培养

基(G418 2.0 mg/mL), 于细胞培养箱中培养7 d。然

后, 在24孔板中加入含G418的D/F12全培养基(G418 
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2.0 mg/mL) 0.3 mL, 将96孔板生长良好的细胞挑

选至24孔板中, 继续扩大培养4 d。生长良好的细胞

转移至6孔板中培养, 消化收集细胞并用荧光抗体

(FAB2814G)孵育。流式细胞仪检测细胞hGLP-1R
的表达量, 筛选获得高表达hGLP-1R的细胞模型株

(CHO/pcDNA3.1/hGLP-1R)。同时, 在抗生素压力下

筛选获得1株对照株(CHO/pcDNA3.1)。
1.2.4   模型组细胞的流式细胞仪检测      收集待检

测的模型组细胞(CHO/pcDNA3.1/hGLP-1R)、对照

组细胞(CHO/pcDNA3.1)和空细胞(CHO)各4×106, 
PBS洗涤并离心(1 000 r/min, 5 min), 收集细胞。离

心后加入1 mL(PBS+2% FBS), 孵育2 h。离心收集细

胞, 加 入40 μL PBS和10 μL抗体(anti-GLP-1R, FAB-
2814G), 孵育1 h。PBS洗1次, 弃上清, 加300 μL PBS, 
制备获得检测样品。以空的CHO细胞株为对照组圈

定阀门, 检测细胞的迁移率。检测的流式细胞仪为

BD公司的LSR II, 检测结果用FlowJo 7.6.2软件进行

数据分析。

1.2.5   模型组细胞的激光共聚焦检测      筛选获得

的模型组细胞与CHO空载组细胞孵育于共聚焦小

皿中。待细胞生长至40%左右, 加入4%(V/V)的多

聚甲醛固定15 min。洗涤小皿后用5%BSA室温封闭

2 h, 再次洗涤后再孵育荧光抗体(FAB2814G)室温封

闭4 h。细胞核用4,6-二脒基-2-苯基吲哚(DAPI)室温

染色15 min, 洗涤后用激光共聚焦显微镜(TCS SP8, 
Leica)检测。

1.2.6   模型组细胞的RT-PCR      收集模型细胞2×106, 

采用碧云天生物技术研究所的Trizol提取胞内的总

RNA。利用Fermentas公司的Oligo dT(16 bp)和反转

酶, 按照操作说明将胞内的RNA反转为cDNA。以

cDNA为模板, 用TaKaRa的DNA聚合酶(PrimeSTAR, 
R050B)和上述引物进行PCR扩增。反应条件为: 
95 °C预变性4 min; 然后, 92 °C变性15 s, 55 °C退火5 s, 
72 °C扩增15 s, 31个循环; 最后, 72 °C扩增5 min。
1.2.7   模型组细胞的活性检测      筛选获得最优的

细胞株, 用D/F12全培养基(含10% FBS)在T75培养

瓶中培养。0.25%胰酶溶液消化细胞, 调节细胞密度

为1×105/mL。每孔加入300 μL的细胞液到24孔板中。

培养至85%左右的细胞汇合度时, 吸走培养基, PBS
洗涤1次。GLP-1类似物药物Exendin-4和GGH融合

蛋白用空的D/F12培养基稀释, 加入300 μL梯度稀释

的药物在培养箱(37 °C、5% CO2)中孵育25 min。孵

育后弃药物, 加入含腺苷酸环化酶抑制剂IBMX的

PBS溶液(IBMX终浓度100 μmol/L)终止反应。并用

R&D公司的cAMP检测试剂盒(KGE002B)检测细胞

模型内的cAMP浓度。所有实验数据用SPSS 16.0统
计软件进行统计学处理。

2   结果
2.1   表达质粒pcDNA3.1/hGLP-1R的构建

购于Origene公司的hGLP-1R基因经PCR扩增后, 
经双酶切与pcDNA3.1连接, 即为构建好的重组质粒

(图1A)。构建好的质粒经双酶切验证与理论值相符

(图1B)。重组质粒送至上海生工生物工程有限公司

A: 构建的重组质粒pcDNA3.1/hGLP-1R示意图; B: 重组质粒的Hind III和EcoR I双酶切电泳图; 泳道1: DNA marker; 泳道2: 酶切产物电泳图。

A: schematic of plasmid pcDNA3.1/hGLP-1R; B: electrophoresis map of recombinant plasmid with Hind III and EcoR I digestion; Lane 1: DNA marker; 
Lane 2: sample of digestion product.

图1  重组质粒pcDNA3.1/hGLP-1R的构建

Fig.1  Construction of recombinant plasmid pcDNA3.1/hGLP-1R
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测序验证, 结果与理论序列一致(结果未给出)。
2.2   细胞模型的筛选

构建好的重组质粒电转入CHO细胞时, 加入

10 μg的鲑鱼精增加电转效率。按照图2的流程筛选

细胞模型。电转的细胞铺入平皿中, 形成单独的细

胞。培养7 d后, 单独的细胞生长成为单独的菌苔, 
挑选48株单克隆细胞至96孔板中。继续加压培养后

挑选10株生长良好的细胞至24孔板中。在24孔板中

有6株长势良好的细胞, 消化并转移至6孔板中继续

培养。用流式细胞仪检测重组细胞的迁移率, 可以

反映细胞中受体的表达量高低。收集这6株细胞, 流
式细胞仪检测重组细胞膜表面的hGLP-1R蛋白表达

(图3), 有2株的迁移率低于15%, 其余的4株迁移率均

大于25%。最终将获得的迁移率为54.6%的1株细胞

(图3D)用于后期研究。

2.3   细胞模型的验证

筛选的细胞模型在含G418的培养基中连续消

化分瓶培养10次。以空的CHO细胞为对照细胞, 转
入空pCDNA3.1的细胞没有明显的迁移变化, 而模

型细胞则有明显的迁移变化(图4A)。细胞模型的流

Spread Select cells after

Select cells afterSelect cells after

7 d in G418

4 d in G4187 d in G418

cells

图2  重组模型细胞株的筛选流程

Fig.2  The process of screening cell model
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图A~F分别是最终筛选的六株单克隆细胞株与阴性细胞对照的迁移率。6株细胞株与GLP-1R(FAB2814G)抗体孵育后用流式细胞仪检测与阴性

细胞对照的细胞迁移率。

A~F showed data of the six selected monoclonal cells. Six monoclonal cells were selected and incubated with anti-GLP-1R (FAB2814G). Migration 
rates were detected by flow cytometry.

图3  单克隆细胞的流式细胞仪筛选

Fig.3  Monoclonal cells detected by flow cytometry
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式结果显示, CHO细胞中有hGLP-1R蛋白的表达; 且
培养10代后, 流式细胞仪检测细胞表面的hGLP-1R
蛋白, 细胞迁移率为50.7%, 与第一次筛选的结果(细
胞迁移率为54.6%)没有明显差异(图4B)。筛选获

得的细胞模型的激光共聚焦检测显示, 导入的基因

hGLP-1R有表达且表达的蛋白质都定位于细胞膜上

(图5A)。提取细胞模型的RNA, 反转录PCR结果显示, 
hGLP-1R基因在对照组细胞(CHO/pcDNA3.1)中没

有转录, 在实验细胞组(CHO/pcDNA3.1/hGLP-1R)中
有转录(图6)。CHO细胞在RNA水平检测没有GLP-
1R的转录(图6), 且激光共聚焦检测没有GLP-1R内
源性蛋白的表达(图5B)。
2.4   细胞模型的功能检测

本实验室制备的胰高血糖素样肽-1(GLP-1)类
似物药物GGH, 是两个GLP-1(A2G)突变体与人血清

白蛋白(HSA)的N-端连接的融合蛋白[11]。Exendin-4

A: 阴性对照细胞(CHO/pcDNA3.1)的迁移率检测; B: 阳性细胞模型培养10代后的迁移率检测。

A: the migration rate of CHO/pcDNA3.1; B: the migration rate of selected cell model after cultivate ten generation.
图4  细胞模型的稳定性测定

Fig.4  The stability of cell model
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A: CHO/pcDNA3.1/hGLP-1R细胞模型的激光共聚焦检测; B: CHO细胞的激光共聚焦检测。细胞与绿色荧光抗体(GLP-1R抗体, FAB2814G)孵育, 
激光共聚焦下检测为绿色; 细胞与核染料DAPI孵育, 激光共聚焦下检测为蓝色。

A: laser confocal detection of CHO/pcDNA3.1/hGLP-1R cells; B: laser confocal detection of CHO cells. Cells incubated with green fluorescent anti-
body (GLP-1R antibody, FAB2814G), the colour was green under laser confocal. Cells incubated with DAPI, the colour was blue under laser confocal.

图5   两种细胞的激光共聚焦检测(1 000×)
Fig.5  Laser confocal detection for two kinds of cells (1 000×)
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为GLP-1类似物, 现为治疗2型糖尿病的药物。GGH
和Exendin-4都可以与GLP-1R结合, 刺激细胞产生

cAMP, 并且有明显的剂量依赖关系。在此模型检测

下, 利用Prism 5软件计算GLP-1类似物的EC50。结

果显示, GGH的EC50为456.7 nmol/L, 而Exendin-4的
EC50为7.8 nmol/L(图7)。

3   讨论
将电转的细胞铺在10 cm的平皿中培养, 加入

G418抗性压力。培养2 d后有大量细胞死亡, 更换含

G418的培养基。此时, 在平皿中的细胞均为单个的

贴壁细胞, 继续培养5 d后, 单个的细胞生长成为肉

眼可见的菌苔(在亮的灯光斜照下)。利用10 μL的
移液枪将菌苔分别挑至96孔板中。筛选获得的稳定

细胞株(CHO/pcDNA3.1/hGLP-1R)可以转录hGLP-
1R基因(图4), 也顺利地在CHO的细胞膜表面表达

hGLP-1R蛋白(图5)。同时, 可以很好地用于检测

GLP-1类似物的活性(图6)。筛选重组细胞克隆的另

一种常用方法是梯度稀释法, 主要是在抗性培养基

的培养下, 选择生长条件较好的菌株。我们筛选的6
株重组细胞中, 有2株的迁移率低于15%, 其余的4株
迁移率均大于25%。因此, 单纯的从抗性培养基的

长势较好中选择, 不能完全排除抗性基因高表达而

目标基因表达不佳的情况。我们筛选菌株的策略较

泳道1: DNA marker; 泳道2和3: hGLP-1R基因和Actin基因在CHO/
pcDNA3.1/hGLP-1R细胞中的RT-PCR检测结果; 泳道4和5: hGLP-1R
基因和Actin基因在CHO/pcDNA3.1细胞中的RT-PCR检测结果。

Lane 1: DNA marker; Lane 2 and 3: RT-PCR of CHO/pcDNA3.1/hGLP-
1R cell to detect hGLP-1R gene and Actin gene; Lane 4 and 5: RT-PCR 
of CHO/pcDNA3.1 cell to detect hGLP-1R gene and Actin gene.

图6  反转录PCR验证图

Fig.6  Electrophoresis map of RT-PCR

梯度稀释的GLP-1类似物刺激筛选的细胞模型产生cAMP, cAMP浓
度的检测用R&D的试剂盒(KGE002B)。
Gradient dilution of GLP-1 analogues stimulated intracellular cAMP in 
cell model, and cAMP was detected by kit (R&D, KGE002B). 

图7  GLP-1类似物在细胞模型的活性检测

Fig.7  The activity of GLP-1 analogues in cell model
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梯度稀释法筛选单克隆更加精确和快速[12]。筛选获

得的单克隆传代10次后, 流式细胞检测hGLP-1R的
表达情况(图4B), 与第1代细胞的hGLP-1R含量相比

没有明显差异, 且CHO没有内源性GLP-1受体(GLP-
1R)表达(图5A), 不会对构建的模型有干扰。

GLP-1类似物的体外检测方法主要是细胞活性

的检测。天然的细胞模型如小鼠胰腺瘤细胞(MIN6)
和大鼠胰腺瘤细胞(RINm5f)在其细胞表面有鼠源的

GLP-1R, GLP-1类似物可以和GLP-1R结合, 刺激胞

内的第二信使(cAMP)上升或刺激胰岛素分泌, 通过

检测cAMP或胰岛素的含量来评价GLP-1类似物的

体外活性[13]。但是, MIN6和RINm5f细胞容易凋亡, 
培养难, 且50%的细胞密度传代生长到80%的汇合

度至少需要4 d, 生长速度缓慢。MIN6和RINm5f作
为检测模型是一种不稳定和不方便的检测方法[13]。

而人工构建的细胞模型可以导入人源的GLP-1R, 可
以更加精确地反映受体与激动剂之间的相互作用[14]。

CHO细胞本身没有GLP-1R受体表达(图5B), 本文将

人源的GLP-1R转入到CHO细胞中, 经稳定克隆株

的筛选获得稳定的克隆株, 构建好的细胞模型检测

阳性对照物(Exendin-4)的EC50为7.8 nmol/L, 与天然

细胞检测的活性类似[10]。构建好的细胞模型(CHO/
pcDNA3.1/hGLP-1R)细胞易于培养和操作, 可有效

地应用于GLP-1类似物的检测和筛选。
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