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一种提高细胞膜色谱精确性和灵敏性的方法
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摘要：目的 改进细胞膜色谱模型，提高细胞膜色谱法的精确性和灵敏性，评价此法用于亚型受体研究的科学性和可行
性。 方法 质粒转染得稳定高表达 HEK293 α1B细胞株，构建 HEK293 α1B细胞膜色谱系统，测定 9种 α-肾上腺素受体配
体在系统中的容量因子（k'HEK293α1B），对其亲和力排序，并分别与大鼠肝脏组织匀浆和原代培养的肝细胞制备的细胞膜色
谱系统测得的容量因子进行相关性研究。 结果细胞膜色谱法测定 9种配体的亲和力顺序与文献报道完全一致，配体
在 HEK293 α1B细胞膜色谱柱的保留时间最长， 在大鼠肝脏组织匀浆细胞膜色谱柱的保留时间最短。 结论 细胞膜色
谱法用于亚型受体的研究准确、 可行； 与大鼠肝脏组织匀浆和原代培养的肝细胞制备的细胞膜色谱系统比较， 应用
HEK293 α1B细胞株制备的细胞膜色谱系统具有更高的精确性和灵敏性。
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A method for improving the accuracy and sensitivity of cell membrane chromatography
WANG Yu, DENG Xiu-ling , YUAN Bing-xiang, HE Lang-chong
Xi'an Jiaotong University College of Medicine, Xi'an 710061, China

Abstract: Objective To improve the accuracy and sensitivity of cell membrane chromatography (CMC) and evaluate the
feasibility of CMC in the study of subtype receptors. Methods Plasmids were used to transfer α1B-AR cDNA into human
embryonic kidney 293 (HEK293) cell lines to obtain cell lines stably overexpressing the subtype receptors. HEK293 α1B cell
membrane stationary phase (CMSP) was prepared by immobilizing the cell membrane on silica. The retention time of 9
α1-adrenoceptor ligands and capacity factors (k'HEK293α1B) were calculated. The capacity factors of rat liver tissue and primary
cultured rat hepatocytes were also calculated for a correlation analysis. Results The calculated capacity factors (k') were
positively correlated to the published pKi values. The affinity rank orders were identical. The longest retention of the 9
α1-adrenoceptor ligands occurred on CMSP prepared with HEK293 α1B cell lines, while CMSP obtained from rat liver tissue
showed the shortest retention of the ligands. Conclusion CMC proves practical in the study of the subtype adrenoceptors. The
accuracy and sensitivity of CMC can be improved using HEK293 α1B cell membrane.
Key words: cell membrane chromatograph; cell membrane stationary phase; α1B adrenergic receptor

G 蛋白偶联受体家族中 ，α1- 肾上腺素受体
（ARs） 由于和临床关系密切已经被研究了近一个世
纪，并且为药物研究提供了许多靶点。小鼠 α1b-AR基
因敲除实验表明 α1B-AR的缺失无论在体内和体外都
可使 α1-AR激活所起的作用减少， 并强烈提示它可
能是 α1激动剂导致的血管收缩等血压反应的介导物

质之一［1］。韩启德等研究认为参与全身阻力血管和血
压调节的 α1-AR属 α1B亚型，其还介导心肌细胞收缩
和生长作用， 以及加强 β-AR介导的正性变力效应［2］，
α1B-AR选择性拮抗剂作为新型抗高血压药物将具有
显著的优越性和广阔的前景［3］。

1999 年， 我校贺浪冲等建立的细胞膜色谱法
（CMC） 为研究受体 - 配体结合作用提供了新途径

［4-5］。 该法将细胞膜固定在活化硅胶表面而制备成细
胞膜固定相（CMSP），用高效液相色谱的方法研究药
物或化合物与固定相上细胞膜及膜受体的相互作用，
受体 - 配体的亲和力可以直接由色谱参数测定。
CMC法已被成功的用于多个中药和天然药物中有效
成分的研究［6-12］。 本室先前的研究表明采用组织匀浆
细胞构建的 CMC系统非特异性影响因素多，灵敏性
不高，而且不能用于受体亚型药物的筛选［13-15］。 为了
提高 CMC法的特异性和灵敏性，本实验采用质粒转
染后得到的稳定膜高表达亚型受体细胞株，构建了受
体高表达 HEK293 α1B细胞膜色谱系统， 并分别与大
鼠肝脏组织匀浆和原代培养的肝细胞制备的细胞膜

色谱系统进行相关性研究，现对我们目前的研究进展
作一阶段性的报道。放射配体结合试验已证明大鼠肝
细胞表达的 α1-AR仅为 α1B-AR［16］。

1 实验材料
1.1 药品与试剂
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羟甲唑啉 （Oxymetazoline）、5- 甲基乌拉地尔
（5-MU） 购 自 RBI 公 司 ；RS-17053 购 自 Roche
Bioscience；去甲肾上腺素 (Norepinephrine)、哌唑嗪
（Prazosin）、 酚妥拉明 (Phentolamine)、 苯肾上腺素
（Phenylephrine）、甲氧明（Methoxamine）和 BMY7378
购自 Sigma公司。 所有 9种配体用三蒸水溶解，浓度
3×10-3 mol·L-1。 DMEM高糖干粉培养基（GIBCO）、小
牛血清（杭州四季青）、L-histidinol、胰蛋白酶、HEPES
和Ⅳ型 Collagenase（Sigma）；大孔球形硅胶(粒度 7
μm，孔径 100 nm)购自中国科学院化学研究所。 色谱
用水自制（色谱纯）。
1.2 动物

SD大鼠雌雄不限，体质量（205.4±13.9） g，清洁
Ⅱ级，由西安交通大学实验动物中心提供（陕医动证
字 08-005）。
1.3 仪器

Gilson高效液相色谱系统， 包括 510泵，486型
紫外检测器，7125型手动进样阀 （美国 Rheodyne）和
Anastar色谱工作站(天津奥泰科技)；410型低温冷冻
高速离心机（德国 HERMLEZK）；AS5150A超声振荡
仪 （美国 Auto Science）；TB-85 型循环水浴 （日本
SHIMADZU）。

2 实验方法
2.1 细胞培养和转染

HEK293细胞株在含有 10%小牛血清、100 mg·
L-1链霉素和 100000 U·L-1青霉素的高糖 DMEM培
养基中 37 ℃ 5% CO2培养， 用磷酸钙沉淀法将含仓
鼠 α1b-AR cDNA 的 pREP4 质粒转染至 HEK293 细
胞，每个 100mm平皿中加入 cDNA20μg。培养 3 d后，
按照质粒标记加入 0.05 g·L-1 hygromycin (pREP4/α1B)
进行筛选， 获得稳定膜高表达 HEK293 α1B-AR细胞
株，并持续在含有筛选抗生素的 DMEM培养基中培
养、传代。 并将部分未转染细胞培养用于空白对照。
2.2 HEK293 α1B-AR高表达细胞膜的制备
当细胞生长状态良好时消化分离。用 0.25%胰蛋
白酶消化细胞， 将细胞悬液在 4000×g离心 10 min，
沉淀加入一定量的低渗液，超声振荡处理 20 min，取
部分上清液在倒置显微镜下观察证实其已经破膜，再
于 4 ℃，12000×g离心 10 min，弃上清，沉淀中加入适
量生理盐水， 摇匀， 即为 HEK293 α1B-AR细胞膜悬
液。上述操作均在 0~4 ℃进行。本课题组多年研究结
果证实，采用此法进行细胞膜制备的重现性很好。
2.3 HEK293 α1B-AR细胞膜色谱柱的制备

HEK293 α1B-AR 细 胞 株 CMSP 由 HEK293
α1B-AR细胞株的细胞膜固定在硅胶载体制备而成。

首先制细胞膜的吸附等温线， 计算硅胶饱和吸附量，
制备相应膜固定相的初始细胞膜浓度。然后取活化硅
胶 20 mg，加入膜制备，4 ℃摇床上震荡 60 min，平衡
后离心， 沉淀物用 0.6 ml的 Tris-HCl洗涤制备而成
HEK293 α1B-AR CMSP。 CMSP 用低压湿法灌装在
10×2 mm的不锈钢色谱柱中［4-5］。 另以同法制备未转
α1B-AR的 HEK293细胞膜色谱柱作为空白对照。
2.4 大鼠肝脏组织匀浆细胞膜色谱柱的制备
取健康 SD大鼠，乙醚麻醉后迅速开腹，取出肝

脏，置冰生理盐水中，清洗数次以洗净余血，用眼科剪
剪取部分肝脏组织，剪碎，加入 10倍量（W/V）冷的生
理盐水，匀浆机制备匀浆。制得匀浆四层纱布过滤，
4 ℃下 400×g离心 10 min， 弃沉淀， 上清在 4 ℃下
4000×g离心 10 min。 沉淀再以生理盐水反复洗涤离
心，直至沉淀尽量洗去红细胞，为均匀的乳白色。制膜
方法和细胞膜色谱柱制备同 HEK293 α1B-AR 细胞
株。 上述操作均在 0~4℃下进行。
2.5 原代培养的大鼠肝细胞细胞膜色谱柱的制备
大鼠肝细胞原代培养采用经典的Ⅳ型

Collagenase两步灌流法［17］。 简述如下：实验大鼠术前
24 h禁食水，乙醚麻醉，背位固定，备皮消毒，开腹，门
静脉插管并固定，剪断下腔静脉的同时，用 37℃预热
无钙灌流液快速灌流，灌速 20~30 ml/min，20 min后，
用含 0.05%的胶原酶液灌流 10~15 min， 肉眼观察肝
脏肿胀时取下。 37℃振荡培养 15 min，振荡结束后置
冰水中冷却， 用 200目尼龙网过滤， 滤液在 4 ℃以
200×g离心 3~5 min，弃上清，用清洗液以同上条件清
洗离心三次，得到肝实质细胞悬液。常规培养。当细胞
生长状态良好时制膜，制膜方法和细胞膜色谱柱制备
同 HEK293 α1B-AR细胞株。
2.6 细胞膜色谱实验
根据本研究室先前采用的色谱条件和预实验结

果［4-15］，采用以下色谱条件：分别用 5 mmol·L-1磷酸盐

缓冲液（37 ℃, pH 7.4）平衡细胞膜色谱柱 3~4 h使色
谱体系达到稳定平衡，流速保持 0.5 ml·min-1，紫外检
测器波长 280 nm，所有 9种配体用三蒸水溶解，浓度
3×10-3 mol·L-1。除了大鼠肝脏组织匀浆细胞膜色谱柱
进样 10 μl， 其他各组进样 5 μl。 所有溶液都经过
0.45 μm滤器过滤。
2.7 数据处理
分别记录 9种配体在 HEK293 α1B-AR细胞膜色

谱柱、空白对照组 HEK293细胞膜色谱柱、大鼠肝脏
组织匀浆细胞膜色谱柱、原代培养的大鼠肝细胞细胞
膜色谱柱上的保留时间（n=3~4），计算其在三种细胞
膜色谱柱上的容量因子（k'HEK293 α1B、k' 鼠肝匀浆 α1B和 k' 鼠肝
培养 α1B）并按照大小排序，数据以 x±s表示。 容量因子
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Capacity factors were calculated from k'=（tR-t0）/t0, where tR is retention time of ligands, t0 is retention time of
solvent. Date are mean±SEM of 3~4 experiments, CV=(standard deviation / mean)* 100%.

表 1 不同 α1-AR配体与 HEK293 α1B-AR色谱柱结合测得的容量因子
Tab. 1 Capacity factors of different α1-AR ligands binding to HEK293 α1B-AR measured by CMC (Mean±SD)

Ligands Control tR（min） tR mean（min） t0 mean（min） k'HEK293α1B CV（%）
Agonist
Norepinephrine 0.461±0.018 8.72±0.22 0.088 98.2±1.5 1.5
Phenylephrine 0.477±0.006 3.227±0.098 0.087 35.81±0.56 1.6
Methoxamine 0.487±0.007 1.457±0.035 0.087 15.82±0.29 1.8
Oxymetazoline 0.558±0.024 11.5±1.2 0.088 130±20 15.4

Antagonist
Phentolamine 0.675±0.021 15.9±2.5 0.085 185±19 10.3
Prazosin 0.765±0.021 20.1±3.7 0.090 219±27 12.3
RS-17053 0.702±0.045 14.4±1.3 0.080 180±16 8.9
5-methylurapidil 0.550±0.013 13.9±2.3 0.089 156±29 18.6
BMY7378 0.548±0.008 5.09±0.23 0.090 55.6±2.2 4.0

由公式 k'=(tR-t0)/t0计算得出，其中 tR是配体的保留时
间， 而 t0是溶剂的保留时间。 数据分析采用 SPSS
11.0、Sigmaplot 8.0 和 GraphPad Prism 2.01 软件 ，
P<0.05（双侧）为具有显著性差异。

3 结果
经过鉴定， 转染后获得的 HEK293 α1B-AR细胞

株含有受体密度高达 773±164 fmol·mg mol-1 蛋白
(α1B)［18］，完全可满足本实验稳定高表达亚型受体的要

求。 在色谱体系中，容量因子（k'）可反映药物在固定
相和流动相中分配的摩尔比。 在 CMC中，由于细胞
膜完全覆盖硅胶表面［4-5］，配体与细胞膜表面受体相
互作用时，k'可用于描述药物分子与细胞膜的作用特
征，即 k'越大，其亲和力越大。
3.1 CMC法测得 9种配体在 HEK293 α1B-AR色谱柱
上的容量因子

容量因子（k'HEK293α1B）的顺序见表 1，图 1。

3.2 9 种配体的 CMC 法与放射性配体结合法研究
α1B-AR的相关性研究
由表 2、图 2可知，将 CMC法测得的 k'HEK293α1B与

文献报道应用 RLBA测定的 9种配体对相同亚型受
体细胞株的 α1B pKi值进行比较，其亲和力顺序一致。
经相关分析，k'HEK293α1B与 α1B pKi有强相关性（r=0.943、
0.849），P<0.01。
3.3 CMC法测得 9种配体对三种不同细胞膜色谱柱
α1B-AR容量因子的相关性研究
测得三组的容量因子顺序除个别位次有所不同，
结果与文献报道亲和力顺序相一致(表 3、图 3)。 大鼠
肝脏匀浆细胞膜色谱柱在其他条件相同的情况下，需
要 10 μl才能表现出较明显的保留，大鼠肝脏原代培
养细胞膜色谱柱和 HEK293 α1B-AR细胞膜色谱柱仅
需 5 μl即可产生明显的保留。 三组容量因子数据两
两进行相关分析，结果呈强相关性（表 4）。总体看，配
体在 HEK293 α1B-AR 细胞膜色谱柱的保留时间最
长，容量因子最大；在大鼠肝脏匀浆细胞膜色谱柱的
保留时间最短，容量因子最小。

4 讨论
本课题用细胞膜色谱法测定 9种不同的 α-肾上

图 1 不同 α1-AR配体在 HEK293 α1B-AR色谱柱上的色谱图
Fig. 1 Example of the elution profiles for different ligands
of α1-adrenoceptor(3×10-1 mol·L-1) run on HEK293 α1B-AR
cell membrane chromatographic column (50 mm×2 mm i.d.)
Mobile phase: Phosphate-buffered saline solution buffer (5 mmol/L,
pH7.4). Wavelength: 280 nm. Retention time: (A) Prazosin>(B)
Phentolamine> (C)RS-1705> (D)5-methylurapidil> (E)Oxymetazoline >
(F)Norepinephrine>(G)BMY7378>(H)Phenylephrine>(I)Methoxamine.
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表 4 不同细胞膜色谱柱测得容量因子的相关分析
Tab. 4 Correlation analysis between different

cell-based capacity factors

k' 鼠肝匀浆 α1B k' 鼠肝培养 α1B k' 鼠 HEK293α1B

k' 鼠肝匀浆 α1B

Pearson Correlation 1 0.919** 0.902**
Sig.(2-tailed) 0.000 0.001

n 9 9 9

k' 鼠肝培养 α1B

Pearson Correlation 0.919** 1 0.961**
Sig.(2-tailed) 0.000 0.000

n 9 9 9

k' 鼠 HEK293α1B

Pearson Correlation 0.902** 0.961** 1
Sig.(2-tailed) 0.001 0.000

n 9 9 9

Correlations

**.Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed).

表 3 CMC法测得不同配体在三种 α1B-AR细胞膜色谱
柱上的容量因子对比

Tab. 3 Comparative analysis of different cell-based
capacity factors using CMC（Mean±SD）

Ligands k' 鼠肝匀浆 α1B k' 鼠肝培养 α1B k'HEK293α1B
Agonist
Norepinephrine 14.393±1.354 31.453±1.500 98.197±1.527
Phenylephrine 3.277±0.144 10.990±0.102 35.812±0.563
Methoxamine 1.835±0.075 7.363±0.395 15.823±0.288
Oxymetazoline 16.815±2.233 56.820±14.912 130.384±19.699
Antagonist
Phentolamine 40.564±1.236 152.516±8.849 184.688±19.102
Prazosin 56.909±10.573 178.785±28.518 219.497±26.620
RS-17053 26.348±6.997 141.855±10.598 179.994±15.854
5-methylurapidil 16.924±0.899 111.364±11.841 155.915±28.913
BMY7378 7.984±1.349 23.331±0.178 55.574±2.219

Pearson Correlation: capacity factor versus pKi, Correlation is
significant at the 0.05 level (2-tailed). Literature values shown from a

(19), b(20), c(21), d(22). * There is no correlation between k'HEK293 a1B
(n=9) and a1B pKi d values (n=4).

表 2 k'HEK293α1B与已发表用 RLBA法测得对应配体的
pKi HEK293α1B-AR相关分析

Tab.2 Correlation analysis between k'HEK293 α1B and the
published α1B pKi values

Ligands k'HEK293α1B
Cloned α1B pKi

pKi
a pKi

b,c pKi
d

Agonist
Norepinephrine 98.2±1.5 6.54±0.02 6.03±0.07b -
Phenylephrine 35.81±0.56 5.90±0.09 - -
Methoxamine 15.82±0.29 4.35±0.16 3.79±0.08b -
Oxymetazoline 130±20 6.69±0.06 6.47±0.07b -
Antagonist
Phentolamine 185±19 8.14±0.07 7.05±0.04c -
Prazosin 219± 27 10.26±0.07 9.34±0.31c 9.16±0.08

Number 9 7 7 4
0.001 0.016 0.264*

Pearson Correlation
Sig. (2-tailed)

0.943 0.849 0.736*
BMY7378 55.6±2.2 - 6.37±0.05c 6.40±0.16
5-MU 156±29 7.42±0.04 5.98±0.12c 6.40±0.13
RS-17053 180±16 - - 7.06±0.09

腺素受体配体与 HEK293 α1B-AR 色谱柱上 α1B-AR
亲和所得容量因子（k'HEK293 α1B），并与文献报道用放射
配体结合法（RLBA）测定的其对相同的亚型受体细
胞株的 pKi值进行了相关性研究。 结果显示：①本实
验构建的 HEK293 α1B-AR细胞膜色谱柱测得的容量
因子可被用于描述配体和 HEK293 α1B-AR色谱柱上
α1B-AR的亲和力。 容量因子越大，其亲和力越大。 ②
采用 HEK293 α1B-AR细胞株构建细胞膜色谱系统进
行 CMC研究，特异性和灵敏性高于大鼠肝脏组织匀
浆和原代培养大鼠肝脏细胞构建的细胞膜色谱系统。
在数以千万计的化合物库中寻找有效化合物和

目标化合物，通过筛选和优化确定先导化合物，然后
进行规范的新药研究，这是药物筛选和开发研究的理
性过程。 显然筛选模型越多越先进，发现新药的机率
就越高。据统计，目前已上市药物的靶点分布是［23］：受
体占 45%，酶占 28%，激素和细胞因子占 11%，离子
通道占 5%，DNA 和核受体各占 2%， 其他未知占

图 2 k'HEK293α1B与已发表用 RLBA法测得对应配体的
pKi HEK293α1B-AR相关分析

Fig.2 Linear regression between k'HEK293 α1B and
published α1B pKi values
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图 3 CMC法测得不同配体在三种 α1B-AR细胞膜色谱
柱上的容量因子对比

Fig. 3 Comparative analysis of different cell-based
capacity factors using CMC
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7%。作为最重要的靶点，应用受体和关键酶作为靶点
的药物筛选技术应运而生。由于它们一般存在于机体
内，因数量有限而不利于进行大规模筛选。 随着重组
受体技术的发展，基因重组技术将受体的配基、亚基
或靶酶的活性中心等在细胞株或微生物中成功的大

量表达可以解决这一难题。用重组技术制备的受体具
有纯度高，制备量大，成本低，直接获得受体亚型，结
果与人体实验的结果直接相关等优点［24］。直接将重组
受体和药物筛选结合已经取得了巨大的成功。
本实验评价了 CMC法研究配体受体相互作用，

尤其是评价了 CMC法用于亚型受体研究的科学性
和可行性， 提供受体高表达 HEK293 α1B细胞膜色谱

柱和技术路线，为肾上腺素受体亚型高选择性配体的
研究提供了新的方法。本实验首次将基因转染和细胞
培养、受体亚型研究、细胞膜色谱法有机的结合在一
起， 为 CMC法的论证和不断完善打下坚实的基础。
目前， 构建的稳定高表达 HEK293 α1B细胞膜色谱模

型的灵敏度和特异度基本可满足化合物和中药提取

物“初筛”的要求。
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