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gen公 司 合 成，序 列 为 ：正 义 链 ：5 -TCCTGGG- 

GAAGTGTTCCAA-3 反 义 链 ：5 一TCACTCTCTTCCA— 

GAATCTCCTC-3 ，扩增产物片段 为 250 bp。质粒抽 

提试剂盒 (美 国 Omega公司 )、HER293细胞 (本研 

究组保存)、VE细胞 (南京凯基生物科技发展有 限 

公司)、Caco2细胞株 (中国科 学院上海生物化学与 

细胞生物学研 究所 细胞库 )。细胞培养试 剂 ：高糖 

DMEM培养 基 (美 国 Gibco公 司)，小牛血清 (美 国 

Hyclone公司)，Trizol、G418、脂质体转染试剂 盒 Lj- 

pofectamine 2000(美 国 Invitrogen公 司)。Clonedisc 

(美国 Sigma公司)，人小肠组织 cDNA(上海博大泰 

克生物 基 因 技 术 有 限 责 任 公 司 )。蛋 白质 印迹 

(Western blot)法试剂：聚偏(二)氟 乙烯 (PVDF)膜 

(美 国 Milipore公 司)、GLP-2R 一抗 (美 国 ADI公 

司)、HRP抗兔二抗 (美国 Sigma公司)。显色液 (美 

国 Pierce公司)，EcoR I、Xho I内切酶 、逆转录聚 

合酶链反应 (RT-PCR)试剂盒 (大连宝生物工程有 

限公司)。蛋 白电泳采用美国 Bio-Rad公 司生产 的 

电泳系统 ，通过该公司的凝胶成像系统 Quantity One 

软件进行分析。 

二 、建立细胞模型 

1．GLP-2R／pcDNA 3．1质 粒 的测 序 鉴定 及扩 

增 ：利用 EcoR I与 Xho I双酶切，测序鉴定 GLP-2R／ 

pcDNA 3．1质粒 ，结果正确后行质粒扩增，抽提方法 

按试剂说明书进行 ，测定质粒浓度后 一20℃保存。 

2．细胞培养 与质粒 转染 ：Caco2细胞按 常规 方 

法培 养 ，待 细 胞 生 长 至 80％ 融 合 时 ，将 培 养 液 

DMEM换 成 12 ml Opti-MEM。将 24 g质 粒 (40 

w1)加至 1．5 ml Opti-MEM 中静置 5 min，另将 6O l 

Lipofectamine 2000加入 1．5 ml Opti-MEM 中静 置 5 

min，两者混合后 ，室温孵育 20 min。把 3 ml含有质 

粒 的 Opti．MEM培养液加 入培养皿 中，常规培养过 

夜。将培养介质换成 DMEM培养24 h，经25 g／L胰 

蛋白酶消化后 ，细胞分至 3个培养皿 ，改换培养液为 

含 500 mg／L G418的 DMEM。 

3．细胞的克隆与筛选 ：Caco2细胞在 G418筛选 

压力下生长，约50 d后形成单克隆。使用 Clonedisc 

将单克隆细胞挑至 48孔培养板培养并逐渐转至培 

养瓶中，此过程始终保持 G418抗生素筛选压力。 

三、鉴定指标 

1．RT．PCR鉴定细胞克隆 ：以人小肠组织 cDNA 

为模板扩增 GLP-2R，利用 Trizol提取正常 Caco2细 

胞 、HER293细胞 、VE细胞及转染细胞的总 RNA，行 

RT．PCR检测 ，扩增片段为 250 bp。PCR条件 ：95℃ 

30 S、55 oC 30 S、72 oC 30 S，35个循环。 

2．Western blot鉴定细胞克隆 ：利用细胞蛋 白裂 

解液收集细胞蛋 白，通过 4，4 -二羧酸-2，2 -二喹啉 

(BCA)法定量后取 10 g总蛋 白行 十二烷基硫酸 

钠．聚丙烯酰胺凝胶 电泳(SDS．PAGE)、PVDF转膜 、 

封闭 ，一抗孵育过夜。洗膜后二抗孵育 1 h，再次洗 

膜并用 Pierce显色液 系统在凝胶成像 仪 中显色检 

测。 

3．细胞保存 ：筛选 鉴定 阳性 的细胞 以含 G418 

与二甲基亚砜(DMSO)的 DMEM培养液常规保存于 

液氮中，细胞命名为 Caco2／GLP-2R(+)。 

结 果 

1．GLP-2R／pcDNA3．1质粒鉴定 ：经双酶切后 ， 

酶切片段为 1 600 bp，与 GLP-2R全长片段大小一致 

(图 1)；扩增后质粒 中所含 GLP．2R测序结果 与文 

献报道的 GLP．2R序列(GeneBank序列号 ：004246) 
一 致(图 2)。 
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2为胰高血精 索原彗闵 表达 的产物之 

属 f胰高m精襄原衍 l呔类 超家 族成 之一 ．该 家 

族包括了糖依赖性 胰岛 素释放肽 ．垂体腺 苷酸环化 

酶濑活肚 、肠 血管活性 肽 、GLI·一I盟 (：LP一2等 在肠 

道 的生理 功能中起 着十分重要『lI々作用 其 中 cLP一2 

由酾道 L细胞弁坡分泌．最33 氨基陵残基组成的 

小分 F多肽，疑有高 度种属蹀守 性 之所 以能 引起 

几们f的兴趣 ．在 F’ 对酾道特 殊的保护 作 住胰 

高m檐 素原衍， 肽 中，只 有 t，】lP一2具 有促进肠 黏膜 

细胞增殖但不影响其他组织器官细胞增殖及组织 形 

态学 变化 的怍崩 

进一 步研究表 明，( P一2能促进肠 黏膜上皮 细 

胞增殖并分 化成熟 ，抑制腑 黏膜细胞凋亡 ，加 n盅肠黏 

膜葡萄糖的转运 ．促进肠道运动投肠黏膜 流量 ．加 

速受损断黏 膜 I 皮 胖障 的修 复 我们f的实 验 出证 

实 ．GLP一2可 促 进细胞增 巯 ，J+l J制细 胞嗣 ．起到 

保护严重刨 (烧 )伤后肠道 缺 血缺 氯引起 的肠黏 睦 

屏障损伤的作用 “ 

临床上在瓶肠综 合征患 肯 中l盘用 GI 2，可 明 

显增加小肠绒毛高度 、隐窝深度及细胞分裂指数 增 
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的治疗作 用 

I999年 ，ⅥU1]Ioe等 克隆 蝼定 丁 GLP．2R．指 出 

GI,P一2的生物学效垃 是通过 (；I．P-2R信号通路 介导 

的。 GLP-2R核酸 序 列编码 I蔓为 l 662 bp，编 码 

553个氪 基酸 ，是 c蚩门偶职 曼体(G protein·．mlp— 

ing receptor，GPCR)超家 族成 GI．P-2R位 于染色 

体 I7[il 3．3上 ，仅埘 (；1．PI2有触动反应，具有高度种 

属『司源性 ．主要表达于胃肠 道盟 i+-丘脑，其什 用机制 

尚未阐明 ，原 固是缺乏 想的侔外研究模 

GLP-211在肠道的具体定位尚 ：清楚 ，免疫组织 
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达较弱 ” 因此有 人提出 ， P一2对物上皮 屏障 的 

保护作用 可能有直接 问接 尉种选住 ．陈了直接 作 

用于肠 上皮细胞外 ．还 口r能坷 过刺激 向分泌细胞或 

肠 内 神 经 细胞 ．释 收萁 他 递 质 如肠 血 管 澈 活肽 

(VIP1．野生 型 ·钮化 氯合酶 c NOS)等，进而完 成 

对肠J 皮屏障 的保护作用 ⋯ 无 论直接 或间接 作 

用 ，都 足通过 GI,P一2ll介 导细 胞内 信号途 径产生 第 

二信使稠控激酶的级联放大效hk+实现的 这种信号 
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肠黏膜上皮细胞增殖 ，伴有磷酸化型细胞外信号调 

节激酶(ERK)蛋白水平 的增加 ，而且 GLP一2的促肠 

黏膜上皮细胞作用能分别被特异性的酪氨酸蛋 白激 

酶 、三磷酸肌醇激酶 、丝裂原活化蛋 白激酶(MAPK) 

抑制剂所阻断 。在转染 GLP-2R的 BHK细胞 中， 

GLP．2呈剂量依赖性增加环腺苷一磷酸 (cAMP)含 

量的同时 ，激活 cAMP反应元 件依赖性及激 活蛋 白 

1(AP．1)依赖性 的转 录活性 ，并诱导一些早期应答 

基因如 c．f0s、c．jun等表达  ̈。同时 GLP．2能通过 

糖原合酶激酶 3(GSK3，Ser21／Ser9)磷酸化抑制 

GSK3活性 ，降低 B连环蛋 白分解 ，抑制细胞 的凋 

亡 。 

最近 的研 究 还 表 明，Ras／MAPK途 径 参 与 了 

GLP．2抑制细胞 凋亡的作用 。各条 通路又存在 

“信号的串话”，因此 GLP．2R在细胞内的信号网络 

复杂而繁芜。要深入研究 GLP．2的作用机制 ，必须 

要有一个合适的体外细胞模型。目前研究 GLP-2R 

作用机制 ，是以 BHK细胞 、Hela细胞等制作 GLP一2R 

上调表达模型 ，一 方面是 因为 阴性对 照 比较确切 

(BHK等细胞无 GLP．2R基因表达 )，另一方面是因 

为肠上皮 细胞的 GLP-2R表达不确 切。若能证实肠 

上皮细胞 GLP．2R的基因与蛋 白表达情况 ，将此作为 

研究 GLP．2R作用机制的体外模 型 ，则更能反 映生 

理条件下 GLP．2的作用。 ’ 

本研究在 VE细胞和 HER293细胞 中均未检测 

到基因与蛋 白水平 GLP-2R表达 ，提示其表达有相 

对特异性。有研究表明 ：GLP．2对体外肠上皮细胞 

有 明显 的促 增殖 作用n ' ]，但 Flavio等  ̈利用 

RT-PCR及 Western blot未 检 测 到 Caco2细 胞 中 

GLP-2R的 mRNA表达。我们在人小肠组 织 cDNA 

中检测到 GLP-2R mRNA表达 ，以往 的研究也证实 

在大 鼠肠黏膜组织 中可检测到 GLP．2R mRNA 引̈。 

本实验在正常 Caco2中检测到信 号微弱 的 GLP．2R 

mRNA表达 ，提示在肠上皮细胞 中可能存 在少量 的 

GLP．2R，这与体外实验结果相符 ，但其保护肠道的 

作用机制尚有待研究。我们利用真核基因转染技术 

构建了 Caco2／GLP-2R(+)并鉴定了 GLP-2R mRNA 

与蛋白稳定上调表达 ，可将其作 为体外细胞模 型进 

行深入研究，为阐明 GLP．2对烧伤后肠道的保护机 

制奠定了基础。 
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