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［摘要］　目的：构建黑色素浓集激素受体２（ＭＣＨＲ２）真核表达载体ｐｃＤＮＡ３．１（＋）ＭＣＨＲ２，转染ＳＨＧ４４细胞，建立稳定、

高效表达人 ＭＣＨＲ２的ＳＨＧ４４细胞系。方法：ＰＣＲ法从人胎脑ｃＤＮＡ文库扩增 ＭＣＨＲ２全长ｃＤＮＡ片段。用基因重组方

法将其克隆到ｐｃＤＮＡ３．１（＋），构建真核表达载体ｐｃＤＮＡ３．１（＋）ＭＣＨＲ２，并用ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ转染到ＳＨＧ４４细胞，通过

Ｇ４１８筛选，建立稳定表达 ＭＣＨＲ２的ＳＨＧ４４细胞系，用ＲＴＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹及免疫荧光法检测 ＭＣＨＲ２的表达。结果：

扩增出 ＭＣＨＲ２的全长ｃＤＮＡ；成功构建ｐｃＤＮＡ３．１（＋）ＭＣＨＲ２；ＲＴＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹及免疫荧光法检测到 ＭＣＨＲ２的表

达，提示成功建立了稳定、高表达 ＭＣＨＲ２的ＳＨＧ４４细胞株。结论：ＭＣＨＲ２ＳＨＧ４４细胞株的建立为进一步研究 ＭＣＨＲ２
的功能奠定了良好的实验基础。

［关键词］　ＭＣＨＲ２；真核表达载体；稳定转染的ＳＨＧ４４细胞系；基因表达
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　　肥胖是一种营养代谢性疾病，其发病率在全世
界逐年上升，已经成为一个全球性的健康问题。新
近发现的下丘脑肽黑色素浓集激素 （ｍｅｌａｎｉｎｃｏｎ
ｃｅｎｔｒａｔｉｎｇｈｏｒｍｏｎｅ，ＭＣＨ）能调节能量代谢，增进
食欲，与肥胖关系密切。目前的研究已发现 ＭＣＨ
有２个受体亚型———ＭＣＨＲ１和 ＭＣＨＲ２，从而为
肥胖的防治提供了新的靶点。

　　国外对 ＭＣＨＲ１的研究较多，其与肥胖的关系
也相当明确，而关于 ＭＣＨＲ２的研究较少，对其功能
也不明确。ＭＣＨＲ１和 ＭＣＨＲ２主要位于中枢神经
系统，目前还很少用神经胶质瘤细胞对 ＭＣＨＲ２进
行研究。本实验将人 ＭＣＨＲ２基因的全长ｃＤＮＡ
克隆到ｐｃＤＮＡ３．１（＋）质粒的 ＣＭＶ 启动子的下
游，从而获得了能在真核细胞中组成性表达人
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ＭＣＨＲ２蛋白的ｐｃＤＮＡ３．１（＋）／ＭＣＨＲ２表达载
体。将该载体转染神经胶质瘤细胞ＳＨＧ４４细胞并
筛选组成性高表达人 ＭＣＨＲ２的细胞系，从而建立
了一个 ＭＣＨＲ２基因高表达的ＳＨＧ４４细胞系，为

ＭＣＨＲ２的功能研究奠定了基础。

１　材料和方法

１．１　主要材料和试剂 　人胎脑ｃＤＮＡ文库购自

Ｃｌｏｎｔｅｃｈ公司。菌株Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α，质粒ｐｃＤＮＡ３．１
（＋）和ＳＨＧ４４细胞由本教研室保存。ＲＴＰＣＲ试
剂盒购自ＴＯＹＯＢＯ公司；高保真ＴａｑＤＮＡ多聚酶

ｍｉｘｔｕｒｅ，ＰＣＲｍｉｘｔｕｒｅ购自东盛公司，高效Ｔ４ＤＮＡ
连接酶、限制性内切酶（ＨｉｎｄⅢ，ＢａｍＨⅠ）等工具酶
均购于ＴａＫａＲａ公司；凝胶回收试剂盒购自Ｂｉｏｔｅｃｈ
公司，质粒提取试剂盒购自Ｏｍｅｇａ公司；脂质体Ｌｉ
ｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００为Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司产品；Ｇ４１８
购自Ａｍｒｅｓｃｏ公司；总ＲＮＡ抽提液ＴＲＩｚｏｌ购自北
京鼎国公司；ＭＣＨＲ２的抗体购自ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，

ＨＲＰ标记的马抗羊ＩｇＧ和ＦＩＴＣ标记的兔抗羊ＩｇＧ
购自北京鼎国公司。膜蛋白提取试剂盒购自南京凯
基生物。所需引物均由上海生工生物工程技术服务
有限公司合成。

１．２　人 ＭＣＨＲ２ｃＤＮＡ的扩增　以人胎脑ｃＤＮＡ
文库为模板，采用 ＰＣＲ 的方法扩增人 ＭＣＨＲ２
ｃＤＮＡ的编码区，全长为１０２３ｂｐ。上游引物：５′ｃｃｃ
ａａｇｃｔｔＧＣＣＡＴＧＡＡＴＣＣＡＴＴＴＣＡＴＧＣ３′；下
游引物：５′ｃｇｃｇｇａｔｃｃＣＴＡＡＡＡＧＴＧＴＧＡＴＴＴ
ＣＡＧＡＧＴＧ３′。其中分别在上游和下游引物的５′
端加上了ＨｉｎｄⅢ和ＢａｍＨⅠ酶切位点和３个保护
碱基，并 且 在 起 始 密 码 前 添 加 了 Ｋｏｚａｋ 序 列
（ＧＣＣ）。ＰＣＲ反应条件为：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃
３０ｓ→６０℃退火３０ｓ→７２℃延伸６０ｓ→３０个循环）；

７２℃继续延伸５ｍｉｎ。电泳初步鉴定ＰＣＲ产物并用
试剂盒纯化ＰＣＲ产物。

１．３　ｐｃＤＮＡ３．１（＋）／ＭＣＨＲ２的构建　将上述

ＰＣＲ产物和ｐｃＤＮＡ３．１（＋）质粒分别用限制性内切
酶ＨｉｎｄⅢ和ＢａｍＨⅠ双酶切，用高效Ｔ４ＤＮＡ连接
酶连接，转化Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α感受态，氨苄西林筛选培
养，挑取阳性克隆扩增后提取质粒进行 ＰＣＲ 和

ＤＮＡ测序鉴定。其构建的质粒如图１。

１．４　稳定转染人 ＭＣＨＲ２的ＳＨＧ４４细胞系的建
立　参照ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００操作说明书将重组
表达载体ｐｃＤＮＡ３．１（＋）／ＭＣＨＲ２转染到ＳＨＧ４４
细胞。同时设转染空质粒ｐｃＤＮＡ３．１（＋）的ＳＨＧ
４４细胞对照。转染４８ｈ后，在含有４００μｇ／ｍｌ

Ｇ４１８的选择性培养基中加压筛选６ｄ，用胰蛋白酶
将细胞消化并制备成单细胞悬液，接种到１０ｃｍ２培
养皿，培养１０ｄ后，在显微镜下挑选单克隆，获得具
有抗生素抗性的阳性细胞克隆，扩增培养３代后即
为稳定表达人 ＭＣＨＲ２的ＳＨＧ４４细胞系，命名为

ＭＣＨＲ２ＳＨＧ４４细胞。

图１　ｐｃＤＮＡ３．１（＋）／ＭＣＨＲ２图谱

Ｆｉｇ１　ＭａｐｏｆｐｃＤＮＡ３．１（＋）／ＭＣＨＲ２ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ

１．５　ＲＴＰＣＲ 检测细胞 ＭＣＨＲ２ 表达 　 提取

ＭＣＨＲ２ＳＨＧ４４细胞及对照细胞总 ＲＮＡ，按照

ＴＯＹＯＢＯ说明书进行ｃＤＮＡ第一链的合成，以逆
转录 得 到 的 ｃＤＮＡ 为 模 板 进 行 ＰＣＲ 反 应。

ＭＣＨＲ２上下游引物分别是ｐ１：５′ＴＧＣＡＡＴＣＣＣ
ＡＧＴ ＧＴＡ ＣＣＡ ＡＡ３′，ｐ２：５′ＣＣＣ ＡＣＡ ＴＡＧ
ＡＡＧＧＣＣＡＧＴＧＴ３′，反应产物长度为１５２ｂｐ；内
参照βａｃｔｉｎ上下游引物分别是ｐ１：５′ＡＣＧＡＧＡ
ＣＣＡ ＣＣＴ ＴＣＡ ＡＣＴ ＣＣＡ ＴＣ３′，ｐ２：５′ＴＡＧ
ＡＡＧＣＡＴＴＴＧＣＧＧＴＧＧＡＣＧＡ３′，扩增片段大
小为３０４ｂｐ。反应条件为：９４℃预变性２ｍｉｎ，再

９４℃１５ｓ→５５℃１５ｓ→７２℃２０ｓ（３０个循环），最后

７２℃延伸５ｍｉｎ。以２％琼脂糖凝胶电泳鉴定，比较
细胞ｍＲＮＡ水平表达差异。

１．６　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测ＳＨＧ４４细胞 ＭＣＨＲ２表
达　收集２×１０７转染细胞，按膜蛋白提取试剂盒说
明书提取蛋白，取３０μｇ处理后的蛋白样品进行

ＳＤＳＰＡＧＥ并电转移至ＰＶＤＦ膜上，５％脱脂奶粉
室温振荡封闭１ｈ，ＭＣＨＲ２抗体（质量浓度１μｇ／

ｍｌ）４℃孵育过夜，ＨＲＰ标记的二抗（２００ｎｇ／ｍｌ）室
温孵育２ｈ，化学发光法检测目的蛋白，选用βａｃｔｉｎ
为内参照。

１．７　免疫荧光检查　将ＳＨＧ４４ＭＣＨＲ２细胞及
对照细胞以５×１０４／ｍｌ密度种植在２４孔板中，２４ｈ
细胞贴壁后用ＰＢＳ缓冲液冲洗３次。以新鲜配制
的４％多聚甲醛固定细胞１５ｍｉｎ，５％兔血清封闭１
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ｈ，用羊抗人 ＭＣＨＲ２一抗４℃湿盒中孵育过夜，

ＦＩＴＣ标记的兔抗羊ＩｇＧ室温避光孵育２ｈ，封片后
用激光扫描共聚焦显微镜观察 ＭＣＨＲ２在细胞内的
表达情况。

２　结　果

２．１　人 ＭＣＨＲ２ｃＤＮＡ的扩增　以人胎脑ｃＤＮＡ
文库为模板进行ＰＣＲ扩增出的人 ＭＣＨＲ２ｃＤＮＡ
见图２，大小与预期相符。

图２　ＭＣＨＲ２ｃＤＮＡ的扩增

Ｆｉｇ２　ＡｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＭＣＨＲ２ｃＤＮＡ
Ｍ：ＤＬ２０００；１：ＭＣＨＲ２ｃＤＮＡ

２．２　真核表达载体ｐｃＤＮＡ３．１（＋）／ＭＣＨＲ２的鉴定

　质粒重组后挑选６个单克隆进行ＰＣＲ鉴定，结果
在１５２ｂｐ处均有条带，与预期结果一致（图３）。测序
结 果 与 ＧｅｎＢａｎｋ 中 ＮＭ－００１０４０１７９ 的 ＭＣＨＲ２
ｃＤＮＡ序列完全一致，说明表达载体构建成功。

图３　ｐｃＤＮＡ３．１（＋）／ＭＣＨＲ２ＰＣＲ鉴定结果

Ｆｉｇ３　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｐｃＤＮＡ３．１（＋）／ＭＣＨＲ２ｂｙＰＣＲ
１６：ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔ；Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ

２．３　ＳＨＧ４４细胞克隆中 ＭＣＨＲ２ｍＲＮＡ水平的
表达 　ＲＴＰＣＲ 结 果 如 图 ４ 所 示：稳 定 转 染

ｐｃＤＮＡ３．１（＋）／ＭＣＨＲ２ 的 ＳＨＧ４４ 细 胞 其 总

ＲＮＡ经ＲＴＰＣＲ能扩增出代表ＭＣＨＲ２基因（１５２
ｂｐ）及内参βａｃｔｉｎ基因（３０４ｂｐ）的条带，而稳定转
染ｐｃＤＮＡ３．１（＋）的ＳＨＧ４４细胞仅能扩增出代表
内参βａｃｔｉｎ基因（３０４ｂｐ）条带，说明在ｍＲＮＡ水平

上，ＭＣＨＲ２基因在 ＭＣＨＲ２ＳＨＧ４４细胞中得到
了较高表达。

图４　ＲＴＰＣＲ分析结果

Ｆｉｇ４　ＴｈｅｒｅｓｕｌｔｏｆＲＴＰＣＲ
１，３：ＣｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｐｃＤＮＡ３．１（＋）／ＭＣＨＲ２；２，４：Ｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔ

ｅｄｐｃＤＮＡ３．１（＋）；Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ

２．４　ＳＨＧ４４细胞克隆中 ＭＣＨＲ２蛋白水平的表
达　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测结果如图５所示：稳定转染

ｐｃＤＮＡ３．１（＋）／ＭＣＨＲ２的细胞能检测到 ＭＣＨＲ２
的表达，而对照细胞则没有相应的条带，表明在蛋白
水平上，ＭＣＨＲ２基因在 ＭＣＨＲ２ＳＨＧ４４细胞中
得到了较高表达。

图５　ＭＣＨＲ２基因蛋白水平的 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹分析结果

Ｆｉｇ５　ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓｏｆＭＣＨＲ２ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
１：ＣｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｐｃＤＮＡ３．１（＋）；２：ＣｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｐｃＤＮＡ３．１
（＋）ＭＣＨＲ２

２．５　免疫荧光结果　在稳定转染ｐｃＤＮＡ３．１（＋）／

ＭＣＨＲ２的ＳＨＧ４４细胞中可以清楚看到细胞膜上
有荧光表达（图６Ａ），而对照细胞只有很微弱的荧光
表达（图６Ｂ）。表明 ＭＣＨＲ２在稳定细胞株中定位
正确，稳定细胞株 ＭＣＨＲ２ＳＨＧ４４构建成功。

图６　免疫荧光分析ＭＣＨＲ２ＳＨＧ４４细胞（Ａ）和对照组细胞（Ｂ）

Ｆｉｇ６　ＭＣＨＲ２ＳＨＧ４４（Ａ）ａｎｄｃｏｎｔｒｏｌ（Ｂ）

ｃｅｌｌｓａｎａｌｙｚｅｄｂｙｃｅｌｌｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
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３　讨　论

　　ＭＣＨ与肥胖的关系非常密切［１］。目前已经克
隆 出 ２ 种 ＭＣＨ 受 体：ＭＣＨＲ１ 和 ＭＣＨＲ２。

ＭＣＨＲ１与 ＭＣＨＲ２分别由３５３和３４０个氨基酸残
基组成，都是有７个跨膜α螺旋的Ｇ蛋白偶联受体
超家族（ＧＰＣＲｓ）Ⅰ类成员。ＭＣＨＲ１主要分布于大
脑皮质、海马、丘脑、中脑、脑桥及下丘脑的腹内侧
核、背内侧核和弓状核，可在啮齿类及多种高等动物
体内表达。ＭＣＨＲ２主要分布于大脑皮质、海马、下
丘脑，不能在啮齿动物体内表达，目前发现 ＭＣＨＲ２
只在人、恒河猴、犬、野猪、白鼬中有表达［２３］。２种
受体的分布区域都与摄食中枢、能量代谢及情绪调
节有关。动物模型证实 ＭＣＨＲ１与肥胖、焦虑及抑
郁密切相关［４］，ＭＣＨＲ１基因敲除的小鼠瘦弱，活动
增加，另外，这些受体敲除小鼠摄食增加，代谢改变，
并对饮食所致的肥胖有抵制作用［４］。Ｗｅｒｍｔｅｒ等［５］

对人 ＭＣＨＲ１基因ＳＮＰｓ研究发现它可能与青少年
肥胖有关。目前有很多关于 ＭＣＨＲ１拮抗剂研究，
这些拮抗剂有望用于肥胖治疗［６７］。对于 ＭＣＨＲ２
的研究，由于受动物模型的局限，进展相当缓慢。

Ｍｅｙｒｅ等［８］发现 ＭＣＨＲ２可能是引起儿童肥胖的候
选基因之一，这为 ＭＣＨＲ２的功能研究提供了有利
的方向。但 Ｇｈｏｕｓｓａｉｎｉ等［９］对人 ＭＣＨＲ２ 基因

ＳＮＰｓ研究后未能证实它与肥胖的关系，因此

ＭＣＨＲ２基因的功能还有待进一步研究。

　　ＭＣＨＲ１与 ＭＣＨＲ２主要表达于中枢神经系
统，而目前国外对 ＭＣＨ 受体的研究主要是采用

ＨＥＫ２９３、ＣＨＯ及ＣＯＳ７等细胞。Ｆｒｙ等［１０］研究发

现神经瘤细胞株ＩＭＲ３２能表达 ＭＣＨＲ１基因，从而
为 ＭＣＨＲ１基因的研究提供了细胞模型。但目前还
没有在神经瘤细胞或神经胶质瘤细胞中研究

ＭＣＨＲ２基因的相关报道。ＳＨＧ４４细胞是一种神
经胶质瘤细胞，它来源于人的大脑皮质，与 ＭＣＨＲ２
的表达部位一致，所以选用该细胞株对 ＭＣＨＲ２进
行研究更符合 ＭＣＨＲ２存在的环境。同时，前期工
作中通过 ＲＴＰＣＲ证实ＳＨＧ４４细胞中本身表达

ＭＣＨＲ２基因，只是表达量较低，ＰＣＲ反应需要４０
个循环才能扩增出来。本研究以人胎脑ｃＤＮＡ文库
为模板获得 ＭＣＨＲ２基因ｃＤＮＡ编码区，并插入到

ｐｃＤＮＡ３．１（＋）载体的ＣＭＶ启动子下面，成功构建
了一个组成性表达人 ＭＣＨＲ２蛋白的表达载体

ｐｃＤＮＡ３．１（＋）／ＭＣＨＲ２。将该载体转染到ＳＨＧ
４４细胞，通过Ｇ４１８筛选成功地建立了一个在基因
组ＤＮＡ中稳定整合有ｐｃＤＮＡ３．１（＋）／ＭＣＨＲ２的

ＳＨＧ４４细胞克隆，将该细胞克隆扩增后提取总

ＲＮＡ和蛋白，并利用 ＲＴＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹和免
疫荧光法检测到 ＭＣＨＲ２基因在 ｍＲＮＡ和蛋白水
平均有表达。该细胞系可稳定传２０代。

　　综上所述，本研究建立了在基因组ＤＮＡ中稳
定整合有ｐｃＤＮＡ３．１（＋）／ＭＣＨＲ２载体的ＳＨＧ４４
细胞系，为ＭＣＨＲ２基因的功能研究提供了一个很
好的细胞模型，也为研究 ＭＣＨＲ２作用的下游靶基
因和揭示 ＭＣＨＲ２的功能提供了有利的工具。
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