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G蛋白偶联受体及其配体的结构与功能分析

中国医学科学院放射医学研究所 (天津 , 300192)袁洪卫编译　林　汉审校

摘　要: G蛋白偶联的受体是介导跨膜信号转导的一组多样性蛋白质 ,它们具有显著的同源

性及由七个跨膜螺旋组成的相同的膜结构。异源基因表达和位点诱变相结合的方法是将来对 G蛋

白偶联受体进行结构 -功能分析的起点。通过对结合配体的主要结构进行研究 ,已建立了受体蛋白

异源表达的模型 ,并结合位点诱变实验认证了配体结合中有功能作用的氨基酸序列。 这些研究以

及试图得到受体晶体结构的努力 ,为设计更适用于放射性核素显像和治疗的配体提供了可能性。

关键词: G蛋白偶联受体　放射性核素显像　位点诱变　下调作用

　　细胞表面受体是联结外部刺激与细胞内

生化变化的完整膜蛋白。根据其基本结构和

作用机制 ,这些蛋白质可分为三大类:①结合

生长因子的受体 ;②配体门控离子通道 ,例如

尼克酸、γ-氨基丁酸 ( GABA)和甘氨酸的受

体 ;③与鸟苷酸结合调节蛋白相连接的受体。

上述第③类 G蛋白偶联受体是一组多

样性蛋白质 ,它包括受肽类激素、神经递质或

环境刺激激活的不同受体亚类。

1　 G蛋白偶联受体的结构特性

虽然 G蛋白偶联受体的生理激活剂不

同 ,但它们具有两种相同特性:

1. 每种蛋白质包括七个高度疏水性螺

旋 ,构成跨膜区段。可以认为 ,这一类型的所

有受体具有相似的膜结构 (见图 1)。

图 1　 G蛋白偶联受体七螺旋跨膜结构示意图 (以 β-肾上腺素受体为例 )
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　　 2. 在每个系统中 ,受体刺激引起质膜的

胞液面上 G蛋白三聚体的激活。因此 ,与 G

蛋白的反应是信号级联反应的共同的第一

步。激动剂结合 G蛋白偶联受体引起受体与

不同种类 G蛋白杂三聚体偶联 ,催化 G蛋白

α-亚基上结合鸟苷二磷酸 ( GDP)变为鸟苷三

磷酸 ( GT P)。GTP与α-亚基结合引起α-亚基

从 β -γ亚基复合物上解离。 根据受体及其结

合 G蛋白的不同 , Gα-G TP亚基激活或抑制

一个或更多细胞内效应酶 ,导致细胞内代谢

变化的多样性。乙酰胆碱结合到毒蕈碱乙酰

胆碱受体亚类 M1和 M2上 ,去甲肾上腺素和

肾上腺素结合到α-和 β-肾上腺素能受体亚

类上。 受体激活的效应酶包括①腺苷酸环化

酶 ( AC) ,它将腺苷三磷酸 ( AT P)转化成环腺

苷酸 ( cAM P)并激活蛋白激酶 A( PK A) ;②

磷脂酶 C( PLC) ,它水解磷脂酰肌醇产生肌

醇三磷酸酯 ( IP3 )和甘油二酯 ( DG) ( IP3增加

细胞内钙水平 , DG激活蛋白激酶 C活性 ) ;

③磷酯酶 A2 ,它水解膜上酯类产生花生四烯

酸 ;④其它蛋白质 ,如离子通道 ,可调节跨膜

离子流 (图 2)。

图 2　 G蛋白偶联受体的信号转导机制示意图

　　药理学分析提示 ,许多受体实际上是一

组紧密相关的异构体。一种特异配体 ,例如乙

酰胆碱 ,能引发不同组织中的不同的生化反

应 ,而且受体对激动剂或拮抗剂的敏感性因

实验材料而异。通过编码 G蛋白偶联受体的

200多种基因的克隆也证实了这种推测。 对

相应蛋白序列的比较提示 ,大多数受体可能

是包括多达 6种异构体的多基因家族的一部

分 ,除此之外 ,低严紧性筛选和新的分子克隆

技术的应用导致了药理学研究未料到的新受

体亚类的发现。

以上的发现使放射性显像和诊断药物发

展中最具挑战性的问题更加突出 ,即如何设

计和检验对特定受体异构体特异的药物。 要

适当地阐明这个问题 ,必须搞清:特定受体引

发哪种第二信使级联反应? 不同的激动剂如

何影响这个应答? 从体内受体的不均一性可

同样明显地看出 ,要搞清这些问题需要开发

能确定每种受体亚类特性的新实验系统。

2　异源表达

受体蛋白的异源表达有两大优点: ①可

以单独分析一种受体亚类 ,②研究药物与人

受体的相互作用时 ,筛选药物不再需要动物

组织。 Fraser的研究虽然着重于毒蕈碱乙酰

胆碱受体 ,对其受体 -配体相互作用的观察结

果却与多种 G蛋白偶联受体有相关性。这说

明在这超基因家族中存在一些结构和功能的

共同性。

已有 5种不同的毒蕈碱乙酰胆碱受体基
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因被克隆。测序、编号为 M1到 M5 ,其中 M1、

M3和 M5亚类优先刺激由激动剂结合引起

的磷脂酰肌醇水解 ,而 M2和 M4则优先抑制

腺苷酸环化酶。然而 ,每种受体均能在适当条

件下激活细胞内不止一种信号转导途径。 例

如 ,已证明磷脂酰肌醇结合的毒蕈碱受体可

介导细胞内 cAMP的增加 ,也能刺激花生四

烯酸从膜上释放。

同样有趣的是: 激活同一种第二信使级

联反应的受体 ,其引发应答的量级也有差别。

M1和 M3异构体刺激肌醇磷脂途径 ,然而对

中国仓鼠卵巢 ( CHO)细胞中表达的 M1和

M3亚类进行比较表明:由激动剂结合 M1毒

蕈碱受体引起的肌醇磷脂反应总是比结合

M3受体者更强。这种差别并非由基因表达水

平的差异所致 ,因为在质膜上两种受体以同

等密度存在。 现在尚不清楚这种差别是反映

了两种受体亚型对不同 G蛋白的结合 ,还是

反映了两种受体亚型对同一种 G蛋白有不

同结合。但无论如何 ,这些结果提示:不同受

体亚型与同一生化途径偶联时 ,或许具有与

生理学相关的差别。

Fraser等还观察到细胞内信号转导途径

的激动剂特异性激活作用: 检测了三种毒蕈

碱激动剂—— 卡巴胆碱、毛果芸香碱和

AF102B在 M1毒蕈碱受体转染的 CHO细

胞中激活磷脂酰肌醇水解、产生 cAMP和释

放花生四烯酸的能力 ,结果前二者对磷脂酰

肌醇水解产生最强的刺激作用。 监测花生四

烯酸的释放也得到相似结果。相反 ,只有卡巴

胆碱能引起胞液中 cAMP水平的增加 ,毛果

芸香碱和 AF102B对此途径无影响。 这些结

果支持了用 M1毒蕈碱受体在其它研究中的

发现。

通过分析激动剂的化学结构似乎可合理

地解释 M1受体的不同应答: 卡巴胆碱是一

个最柔韧的化合物 ,能形成四、五种具有相似

最低能量的构象状态 ,这就可引起不同的受

体 -配体相互作用 ,从而导致生化应答的多样

性 ;而毛果芸香碱和 AF102B的化学结构刚

性较大 ,可能限制它们完全刺激 M1受体的

能力。据此 ,有人提出 AF102B作为不完全激

动剂起作用的能力或许在治疗上具有重要意

义 ,因为病人不会对其产生耐药性。日本有人

已将它试用于早老性痴呆症的治疗。

3　下调作用

受体的下调 现象及其与药物对受体的

关系在治疗学发展过程中是个严重问题。 有

证据表明 ,多种 G蛋白偶联受体长时间与激

动剂孵育会引起细胞表面受体蛋白数量减

少 ,这个过程叫做受体下调作用。其临床表现

之一便是快速脱敏 ,如给病人长期应用 β -肾

上腺素能激动剂 (例如支气管扩张剂 ) ,最终

会引起病人对激动剂的有益效应不应答。 在

动物实验中 ,犬在连续滴注吗啡 8小时期间

就能对药物的行为抑制作用产生耐受性。

Fraser等检验了用 M1毒蕈碱乙酰胆碱

受体、α2-肾上腺素能受体和 β2 -肾上腺素能受

体转染的 CHO细胞受体下调现象的生化和

分子特性。 与未同卡巴胆碱孵育的转染的

CHO细胞相比 ,卡巴胆碱同转染的 CHO细

胞孵育 24小时后会引起磷脂酰肌醇水解量

的减少。有趣的是 ,加入一种 β -肾上腺素能激

动剂——异丙基肾上腺素也导致毒蕈碱受体

这种由卡巴胆碱介导的磷脂酰肌醇水解量的

减少。 因此 ,长时间激活任何一种 G蛋白偶

联受体 (毒蕈碱受体或 β-肾上腺素能受体 )均

导致毒蕈碱受体的下调现象。细胞表面受体

密度的降低与对毒蕈碱受体特异的信使核糖

核酸 ( mRN A)水平的降低有关。

以上结果表明 ,受体下调在某些方面是

一种生化反馈过程 ,是应答受体刺激而使基

因转录水平减少的过程 ,这些发现或许对应

用某些这类激动剂进行疾病的长期治疗具有

重要意义 ,同时也为放射性核素显像提供一

种可能的有效试剂 ,来监测组织受体水平的

变化。
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4　位点诱变

有的实验室还用异源表达系统证明了受

体蛋白内与功能有关的重要结构。其方法为

首先进行位点诱变 ,然后在转染的细胞内表

达突变受体 ,从而确定配体结合、被激动剂激

活、与 G蛋白相互作用的受体区域、确定进

行翻译后修饰 (例如可能对正常的受体功能

必需的糖苷化作用 )的氨基酸残基。

Fraser等主要研究了高度保留在所有 G

蛋白偶联受体中且其位置接近于发生配体结

合的细胞外膜表面的一些氨基酸残基。这种

实验方法的一个缺点是:一个点突变有可能

引起蛋白质构象的大范围改变 ,在这种情况

下 ,受体不应性就可能是由蛋白质错误的折

叠引起或是因为突变残基对受体功能起关键

作用。为了将这种影响减至最小 ,他们采用了

保守的氨基酸置换法 ,即用一个大小和 (或 )

疏水性相似的残基替换原来的残基。

大多数 G蛋白偶联受体结构上最引人

注目的特点之一是两个保守的半胱氨酸残

基 ,它们分别位于螺旋Ⅱ和Ⅲ之间、螺旋Ⅳ和

Ⅴ之间的细胞外绊上。生物化学研究表明 ,这

些半胱氨酸可能形成二硫键 ,将两个细胞外

绊共价连接起来。在毒蕈碱乙酰胆碱受体中 ,

对每个这种位置上的半胱氨酸进行突变 ,即

将半胱氨酸残基换成丝氨酸残基 ,经 North-

ern分析都证明转染的细胞表达出突变的受

体蛋白 ,但观察不到激动剂介导的磷脂酰肌

醇水解的增加。

上述结果与以前的生化研究相符 ,说明

二硫键的形成对保持识别配体和激活受体所

需的正确的蛋白构象是必要的 ,但配体结合

部位的准确位置还要继续确定。

早期的工作发现 ,β -肾上腺受体可在细

胞外或胞液中的绊上大量缺失而不影响配体

-受体的结合。这说明配体有可能结合于跨膜

区域。将一些 G蛋白偶联受体的已知氨基酸

顺序加以排列 ,可发现在与含正电荷氮的配

体相结合的所有受体中 ,螺旋Ⅲ内都绝对地

保留有一个天冬氨酸。这些受体包括:与乙酰

胆碱结合的毒蕈碱受体 ,与肾上腺素和去甲

肾上腺素结合的肾上腺素能受体、多巴胺受

体、 5-羟色胺受体、组胺受体等 ,根据推测 ,这

一带负电荷的天冬氨酸对结合配体共有的带

正电荷的氮起作用。为了检验天冬氨酸的这

种作用 ,有人在α-和 β -肾上腺素能受体和毒

蕈碱乙酰胆碱受体中 ,用天冬酰胺替换了天

冬氨酸 ,结果三种突变型受体均不能结合放

射性标记的配体 ,而野生型则表现出对特异

配体的高亲和力饱和性结合 ,确证了 Hulme

等人的结果 ,即毒蕈碱型受体上的这个天冬

氨酸与放射性标记的亲和探针丙基二苯乙醇

酰胆碱芥子气发生共价连接。

另有一些研究提示:跨膜苏氨酸、酪氨酸

和半胱氨酸残基也可能参与激动剂结合过

程 ,虽然目前尚不清楚这些残基是否直接参

加受体 -配体相互作用。这些氨基酸均位于细

胞膜同一平面上 ,即从细胞膜外表面起α-螺

旋的 1到 2个螺圈之处 ,支持了激动剂结合

是发生在跨膜螺旋的上三分之一处的推测。

异源基因表达和位点诱变相结合的方法

是将来 G蛋白偶联受体的结构 -功能分析的

起点。如果再进一步得到受体的晶体结构 ,有

可能为放射性核素显像和治疗设计出更有选

择性的配体。
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