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保守的第 52 位色氨酸突变引起的胰高血糖素样肽 1
受体 N 端片段活性丧失 
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高蔚丰, 王娟. 保守的第 52位色氨酸突变引起的胰高血糖素样肽 1受体 N端片段活性丧失. 生物工程学报, 2013, 29(1): 
87−94. 
Gao WF, Wang J. Conserved W52 led to reduced binding of glucogan-like peptide 1 receptor. Chin J Biotech, 2013, 29(1): 87−94. 

摘  要 : 通过易错 PCR 方法建立了一个鼠肺不同长度的 nGLP-1R (从第 21 个氨基酸开始到第 145 个氨基酸) 

的噬菌体随机突变展示肽库，通过噬菌体表面展示技术检测胰高血糖素样肽 1 受体 N 端片段 (nGLP-1R) 在缺

失一段或两段基因后是否还具有结合 Exendin-4 的活性。经 ELISA 分析发现了一株无结合活性的突变株，命名

为 EP16。经测序比对，发现 EP16 缺失了前 20 个和后 10 个氨基酸，且第 52 位色氨酸突变为精氨酸。为确定

EP16 与 Exendin-4 无结合活性的原因，重新构建了无前 20 个和后 10 个氨基酸的 EP16 野生型及第 52 位色氨

酸变为精氨酸的全长 nGLP-1RW52R 与 EP16 进行对比分析。结果表明，EP16 的活性丧失是由保守的第 52 位色

氨酸突变为精氨酸引起的，缺失的前 20 个和后 10 个氨基酸没有影响其生物学活性。关键位点单个氨基酸残基

的突变可以改变胰高血糖素样肽 1 受体 N 端片段整个蛋白质的生物学活性。 

关键词 : 胰高血糖素样肽 1 受体，Exendin-4，易错 PCR 

Conserved W52 led to reduced binding of glucogan-like  
peptide 1 receptor 

Weifeng Gao, and Juan Wang 

School of Life Science, Ningxia University, Yinchuan 750021, Ningxia, China 

Abstract:  Through phage display, we tried to find out whether the N-terminal fragment of glucogan-like peptide 1 
receptor (nGLP-1R) still had binding activity to Exendin-4 after missing one or two gene segments. By error-prone PCR, 
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We constructed a randomly mutated phage display peptide library with different length of the N-terminal (21-145 residues) 
extracellular domain of glucogan-like peptide 1 receptor (GLP-1R) from rat lung. A mutant named EP16 without binding 
activity was found by ELISA. Through sequence alignment we found that EP16 missed the first 20 and last 10 amino acids 
and the 52nd tryptophan was mutated to arginine. In order to determine why Ep16 did not show its binding ability to 
Exendin-4, a wild type EP16 without the first 20 and last 10 amino acids and nGLP-1RW52R was constructed in which the 
52nd tryptophan was mutated to arginine. The contrastive analysis showed that the substitution of W52R led to a markedly 
reduced binding ability of EP16. The mutation of the conserved W52 could change the biologic activity of the protein. The 
lack of the first 20 and last 10 amino acids had no effect on its biologic activity. Therefore, the mutation of a single amino 
acid residue of the key sequence could change the biologic activity of the nGLP-1R.  

Keywords:  glucogan-like peptide 1 receptor, exendin-4, error-prone PCR 

胰高血糖素样肽 1 受体  (Glucogan-like 

peptide 1 receptor，GLP-1R) 是 Drucher 等于

1987 年在大鼠胰岛瘤细胞 RIN1046-38 中发现，

属于 G 蛋白耦联受体 B 家族中的胰高血糖素样

受体亚家族[1]。该亚家族最明显的特征是具有相

对较长的胞外 N 端序列，通过 3 对二硫键形成一

个球状结构域，该区域在配体结合过程中起着关

键作用[1-2]。胰高血糖素样肽 1 受体 N 端片段 

(nGLP-1R) 中形成 3 对二硫键的 6 个半胱氨酸是

高度保守的。Aruna Bazarsuren 等发现，3 对二硫

键分别是由 C46 与 C71、C62 与 C104、以及 C85 与

C126 形成[3]。还有文献报道，nGLP-1R 的 6 个色

氨酸中，W72 和 W110 在 G 蛋白耦联受体家族中

是高度保守的[4]，将 W39、W72、W91、W110、W120

分别突变为丙氨酸 (A) 后，这些突变体都失去

了与 GLP-1 结合的能力。但相反的是，将受体

上的 W87 突变为丙氨酸后，该突变体具有和野

生型相同的亲和能力，其介导的信号转导也很

相似[5-6]。 

肠促胰岛素类似物 (Exendin-4)的结构与功

能与胰高血糖素样肽 1 (Glucogan-like peptide 1, 

GLP-1) 相似[7-12] (与 GLP-1 有 53％的氨基酸序

列一致性 )，都是通过其中心域和 C 末端与

GLP-1R 上的 N 末端域之间的相互作用实现其与

GLP-1R 的结合[13-14]。GLP-1 与胰岛素分泌和糖

代谢调节密切相关[15]，对 GLP-1R 结构和信号

传导机制的研究有助于了解其在糖尿病病理进

程中的作用，可望为糖尿病的治疗提供新的方

向[16-21]。目前，很多研究集中在配体[22-24]及受体

片段与 GLP-1 结合位点的研究[25]及受体胞内跨

膜结构的研究上[26]。Exendin-4 与 nGLP-1R 的结

合能力比 GLP-1 更强[13]，其结合位点存在差异。

考虑到对 nGLP-1R 与 Exendin-4 的结合位点的不

可知性，采用易错 PCR (Error-prone PCR, epPCR) 

方法建立了一个鼠肺的不同长度 nGLP-1R (从受

体 N 端的第 21 个氨基酸开始到第 145 个氨基酸) 

的 噬 菌 体 随 机 突 变 展 示 肽 库 ， 然 后 利 用

Exendin-4 筛选，以此来判断是否某一段基因或

两段基因的缺失会影响到 nGLP-1R 与 Exendin-4

结合的活性。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
菌株大肠杆菌 E. coli XL1-Blue、辅助噬菌体

VSCM13 和噬菌粒 Pfuse5 为西部特色生物资源

保护与利用教育部重点实验室保存；质粒
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pET-28a(+)-GLP-1R 为华东理工大学生物反应器

工程国家重点实验室自行构建；Exendin-4 为华

东理工大学生物反应器工程国家重点实验室自

行纯化。pMD-18T载体试剂盒购自 TaKaRa公司；

小鼠抗 M13 噬菌体酶联单抗 Anti-M13-HRP 

monoclonal conjugate 购自 Amersham Pharmacia

公司；限制性内切酶和 T4 DNA 连接酶为 MBI

公司产品；TMB 显色底物购自天根公司；胰化

蛋白胨和酵母提取物购自 OXOID 公司；其他试

剂均为国产或进口的分析纯。 

1.2  构建 nGLP-1R 的不同长度的易错 PCR
突变库 

考虑到对 nGLP-1R 与 Exendin-4 的结合位点

的不可知性，我们在以前工作的基础上[27]根据

nGLP-1R 的基因序列设计了 2 对引物，primer 

11f-SfiⅠ从基因序列的第 30 个碱基开始，primer 

21f-SfiⅠ从基因序列的第 60 个碱基开始，primer 

11r-SfiⅠ则是到基因序列的第 345 位截止，primer 

21r-SfiⅠ则是到基因序列的第 315 位截止 (引物

序列如表 1 所示)。以此来判断是否某一段基因或

两段基因的缺失会影响到 nGLP-1R 与 Exendin-4

结合的活性。以 pET-28a(+)-GLP-1R 为模板，

用引物 primer 1f-SfiⅠ作为上游引物，primer 

1r-SfiⅠ、primer 11r-SfiⅠ、primer 21r-SfiⅠ分别

作为下游引物；primer 11f-SfiⅠ作为上游引物，

primer 1r-SfiⅠ、primer 11r-SfiⅠ、primer 21r-SfiⅠ

分别作为下游引物；primer 21f-SfiⅠ作为上游

引物，primer 1r-SfiⅠ、primer 11r-SfiⅠ、primer 

21r-SfiⅠ分别作为下游引物，通过两轮易错 PCR

扩增 9 段长度不同的片段。 

表 1  本研究中所用引物 
Table 1  Primers used in this study 

Primer name Primer sequence (5′−3′) 

Primer 1f-Sfi I aaaggcccagccggccgccggcccccgcccccagggtg 

Primer 1r-Sfi I aaaggcccccgaggccgtacagcgacaggagctgttcc 

primer 11f-Sfi I  aaaggcccagccggcctccctctcagagacagtgcaga  

Primer 11r-Sfi I aaaggcccccgaggccgtttctctctccttgcttggac 

Primer 21f-Sfi I aaaggcccccgaggccgagtatcggcaccagtgccaac  

Primer 21r-Sfi I aaaggcccccgaggccctccgacaggtccctccagggc 

 

1.3  GLP-1 受体 N 端片段噬菌体突变库的扩

增、富集和滴度测定 
噬菌体的扩增、富集及滴度测定参考文献[28]

进行。以固定于 96 孔板孔中的 50 μg/mL 的

Exendin-4 对 nGLP-1R 的随机突变库进行了 3 轮

亲和筛选。 

1.4  单克隆噬菌体的制备 
从富集过程中用于计数的平板上随机挑取

20 个单菌落，分别接种于 10 mL SB (30 g/L 胰化

蛋白胨，20 g/L 酵母提取物，10 g/L MOPS，

40 μg/mL 四环素，100 μg/mL 氨苄青霉素，pH 7.0) 

中进行扩增，将扩增后的噬菌体滴度调至
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1.0×1012 PFU/mL。 

1.5  噬菌体的 ELISA 检测 
在 96 孔板的每孔中加入 50 μL Exendin-4 

(50 μg/mL)，4 ℃包被过夜；清洗后，加入含

脱 脂 奶 粉 的 TBST 溶 液  (50 mol/L Tris, 

150 mmol/L NaCl，40 g/L 脱脂奶粉，pH 7.5)，

37 ℃封闭 1 h 后双蒸水洗 5 次；加入 50 μL 单克

隆噬菌体上清 (1.0×1012 PFU/mL)，37 ℃孵育

2 h，充分洗涤；加入用含 40 g/L脱脂奶粉的 TBST

按 1∶1 000 的比例稀释的小鼠抗 M13 噬菌体酶

联单抗 50 μL，37 ℃反应 1 h，充分洗涤；TMB

显色 15 min 后，以 2 mol/L H2SO4 终止反应，测

OD455 值。 

2  结果与分析 

2.1  nGLP-1R 的不同长度突变体库的构建 
通过两轮易错 PCR 扩增 9 段长度不同的片

段 (图 1)，构建 nGLP-1R 随机突变体库，经平

板计数测得的库容量约为 9.6×107。对随机挑选

的 30 个突变体的测序结果表明，11 个产生了移

码突变，5 个存在颠换 (AT-TA)，而每个突变体

中至少有 2 个碱基发生了突变，最多的则有 13

个碱基产生了突变，这与文献中报道的突变率大

于 2％的突变率范围是相符合的[29]。 

2.2  nGLP-1R 突变库的亲和筛选 
从对 nGLP-1R 的随机突变库的亲和筛选结果 

(表 2) 看，第 1 轮筛选的产率大于(1.0×10−7)％，

表明筛选过程中筛选方法、菌的生长状态、感染

过程或溶液均符合要求。随着淘洗的进行，产率

逐渐升高，说明具有特异性结合能力的噬菌体通

过筛选得到了较好的富集。 

2.3  nGLP-1R 突变体结合 Exendin-4 活性的

鉴定 
从生物富集时用于计数的平板上随机挑选

了 30 个单菌落，用 ELISA 法测定了噬菌体上清

与 Exendin-4 的结合活性。结果显示，大部分噬 

 

图 1  九段长度不同的 nGLP-1R 片段的 PCR 扩增结果 
Fig. 1  PCR products of nine nGLP-1R gene segments 
with different length. M: DNA marker; 1: 345 bp; 2: 
315 bp; 3: 285 bp; 4: 315 bp; 5: 285 bp; 6: 255 bp; 7: 
375 bp; 8: 345 bp; 9: 315 bp. 

表 2  nGLP-1R 噬菌体随机突变肽库的筛选 
Table 2  Enrichment of nGLP-1R phage randomly mutated library by biopanning 

Round Input (PFU/mL) Output (PFU/mL) Yield (%) 

1 1.0×1012 3.8×106 3.8×10−6 

2 1.0×1012 4.9×107 4.9×10−5 

3 1.0×1012 7.2×108 7.2×10−4 
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菌体都具有一定的与 Exendin-4 结合的活性。但

其 中 有 一 株 EP16 与 野 生 型 nGLP-1R (wt 

nGLP-1R) 相比没有活性，通过测序发现，EP16

长度为 95 个氨基酸，缺失了前面的 20 个和后面

的 10 个氨基酸，并且第 52 位色氨酸突变为了精

氨酸。为了更好地确定 EP16 与 Exendin-4 无结合

活性，使用引物 primer 21f-SfiⅠ和 primer 11r-SfiⅠ

构建了野生型 EP16 (wtEP16)，使用重叠 PCR 法

构建第 52 位色氨酸突变为精氨酸的全长

nGLP-1R (nGLP-1RW52R)，以质粒 pET-28a(+)- 

GLP-1R 为模板，以 primer 1f-SfiⅠ为上游引物，

E52 reverse (5′-catctggccagcaggcgtagtca-3′) 为下

游引物扩增出 nGLP-1R 的前半段基因序列；以

引物 E52 forward (5′-tgactacgcctgctggccagat-3′) 

为上游引物，primer 1r-SfiⅠ为下游引物扩增出

nGLP-1R 的后半段基因序列；以这两段基因序列

为模板，primer 1f-SfiⅠ和 primer 1r-SfiⅠ为引

物，通过重叠延伸 PCR 法，改变 wtnGLP-1R 中

的第 52 位氨基酸序列。以辅助噬菌体 VSCM13

作为阴性对照，利用 3 次独立的 ELISA 试验对

其结合活性进行验证 (表 3)。结果显示，wtEP16

结合 Exendin-4 的活性与 wtnGLP-1R 相当，

nGLP-1RW52R 没有结合 Exendin-4 的活性。 

2.4  EP16 突变体氨基酸序列分析 
对筛选得到的 EP16 突变体的氨基酸序列分

析 (图 2) 显示，EP16 中有 1 个氨基酸发生突变：

第 52 位色氨酸 (W) 突变为精氨酸 (R)，且缺失

了前 20 个和后 10 个氨基酸。 

由于 EP16 既有缺失又有突变，所以在无法

确定其活性的丧失是由于突变造成还是由于缺

失部分氨基酸造成的情况下，构建了 wtEP16 及

nGLP-1RW52R 来进行对比。结果发现 wtEP16 是

有结合 Exendin-4 活性的，nGLP-1RW52R 没有结

合 Exendin-4 的活性 (表 3)。由此说明，突变体

EP16 无活性是由于其第 52 位色氨酸突变为精氨

酸而引起的。EP16 失去结合 Exendin-4 的活性可

能是由于以下原因：1) 色氨酸是非极性氨基酸，

在突变为极性带正电的精氨酸后，可能会对

nGLP-1R 的整个肽链的极性产生影响，从而影响

到受体的折叠构象使得受体与配体 Exendin-4间

的交联反应发生变化。2) 色氨酸是杂环族氨基

酸，其环上带有咪唑环，而精氨酸是脂肪族氨

基酸。根据文献报道，W39 突变为丙氨酸(A)后，

nGLP-1R 失去了结合 GLP-1 的能力[5]。由此可

以推断，氨基酸残基上有无咪唑基团可能也会

在很大程度上影响整个肽链结合 Exendin-4 的

活性。 

由于 Exendin-4 与 N 端片段的结合活性要比

GLP-1 与 N 端片段的结合活性强，那么可以猜测

其结合位点也是有所差别的，在 wtEP16 中，W39 

表 3  ELISA 方法检测噬菌体突变体 EP16 和野生型 EP16 结合 Exendin-4 的活性 
Table 3  Binding activity of the mutant EP16 and wtEP16 to Exendin-4 analyzed by ELISA 

ELISA (OD455)  wt EP16 Mutant EP16 wt nGLP-1R nGLP-1RW52R VSCM13 

1 0.349 0.168 0.358 0.164 0.163 

2 0.411 0.210 0.399 0.208 0.212 

3 0.487 0.279 0.468 0.266 0.286 
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图 2  突变体 EP16、野生型 EP16、nGLP-1RW52R 与野生型 nGLP-1R 的氨基酸序列的比较 
Fig. 2  Comparison of amino acid sequence between mutant EP16, wtEP16, nGLP-1RW52R and wtnGLP-1R. 

 
的缺失没有影响 exendin-4 与受体 N 端片段的结

合。但 EP16 则由于其第 52 位 (文献[6]中的第

72 位氨基酸) 氨基酸由 W 突变成了 R 而丧失了

活性，那么可以推测，对于 nGLP-1R 来说，其与

GLP-1 的结合需要除 W87 外 5 个 W 的参与，但

在 nGLP-1R 与 Exendin-4 作用时，W39 的存在与

否并不会影响到 nGLP-1R 与 Exendin-4 的结合，

而 W72 (在本文中为第 52 位氨基酸) 的突变则会

影响到它们的结合。这个结果显示，W72 对受体

N 端片段与 Exendin-4 的结合的影响要大于 W39。 

3  结论 

胰高血糖素样肽 1受体N端片段在缺失了前

20 个和后 10 个氨基酸仍具有生物学活性，但第

52 位保守氨基酸色氨酸的突变引起了活性的丧

失。因此证明了氨基酸残基的极性改变及有无咪

唑基因都有可能会影响整个肽链结合 Exendin-4

的活性。而关键位点单个氨基酸残基的突变可以

改变 nGLP-1R 整个蛋白质的生物学活性。

GLP-1R 因在胰岛素分泌和血糖调节方面有重要

作用，基于对 GLP-1R 结构功能及其信号传导通

路的认识，建立相应的药物筛选模型，寻找非肽

类 GLP-1R 小分子激动剂，具有良好的科学价值

和潜在的市场前景。本研究所建立的 nGLP-1R

噬菌体随机突变体库能够很好地应用于受体-配

体的结合研究，稍加改造即可成为一个高能量筛

选非肽类 GLP-1R 小分子激动剂的方法。 
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《生物工程学报》声明：撤销高鹏等发表在本刊2008年 

24卷2期315－322页的研究论文 

近期获悉，国家自然科学基金委员会监督委员会接到举报，并经专家调查认定，高鹏、姚素英等发表的下列两篇

标注基金资助的论文存在一稿两投和数据造假问题： 

论文 1：高鹏，姚素英等. 基于 PGMA 磁微球的纳米机械免疫传感器的片上磁分离. 天津大学学报，2008，41(1)：

33-38 (投稿日期：2007-03-20，修回日期：2007-05-25) 

论文 2：高鹏，姚素英等. 基于硒化镉量子点磁微球的微悬臂梁式免疫传感器片上磁分离. 生物工程学报，2008, 

24(2)：315-322 (投稿日期：2007-07-13，录用日期：2007-09-19) 

国家自然科学基金委员会监督委员会已在其官方网站  (http://www.nsfc.gov.cn/nsfc/cen/00/its/jiandu991013/ 

20120511_01.html) 发布了对此事的处理决定。 

为了加强我国科技界精神文明建设、提高科技工作者学术道德水平、保护我国科学研究成果的知识产权和维护《生

物工程学报》的声誉，本刊依照我国相关法律规定、参照“全国性学会科技期刊道德公约”，特做出如下决定： 

1．撤消高鹏等发表在《生物工程学报》2008 年 24 卷 2 期 315－322 页的研究论文; 

2．在《生物工程学报》的纸质版和网页上发布撤消该论文的声明;  

3.《生物工程学报》今后将不再受理该作者的任何投稿。 

在此，《生物工程学报》再次声明，本刊来稿严禁抄袭、剽窃他人的研究结果或是数据造假。一旦发现，将追究作

者的责任，并给予严厉处罚。敬请广大作者严格自律，注重科研诚信。 

《生物工程学报》 

2012 年 12 月   

附：国家自然科学基金委员会关于高鹏、姚素英的处理决定如下： 

1. 给予高鹏通报批评，取消高鹏国家自然科学基金项目申请资格 5 年 (2012 年 3 月 26 日至 2017 年 3 月 25 日)。 

2. 撤销姚素英负责的国家自然科学基金项目“基于硒化镉纳米量子点的悬浮微块阵列免疫芯片分析系统的研究”(项目

批准号 60844004)，追回已拨经费。给予姚素英通报批评，取消姚素英国家自然科学基金项目申请资格 3 年 (2012 年 3

月 26 日至 2015 年 3 月 25 日)。 


