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尼古丁受体 CHRNA5亚基突变对其功能影响的初步研究 *
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摘要 目的：研究 CHRNA5亚基突变对尼古丁受体功能的影响。方法：通过 RT-PCR克隆 CHRNA5基因片段，并通过重叠延伸

PCR方法对 CHRNA5亚基基因定点突变，从而构建 CHRNA5突变型及野生型表达载体，然后转染至 HEK293T细胞中，检测其

基因表达。并将其分别与 CHRNA3和 CHRNB4共转至 HEK293T细胞中，检测三质粒共转后的基因表达；通过采用尼古丁持续

灌流细胞 10 min，然后检测细胞内钙离子内流峰值的变化情况, 接下来检测突变对转染后细胞活力的影响。结果：构建的

CHRNA5表达载体在转染 HEK293T细胞 48 h后，能够检测到绿色荧光蛋白的表达，这证明重组载体已成功转染进 HEK293T细

胞；通过 RT-PCR检测出转染细胞 CHRNA5 mRNA表达，这证明 CHRNA5突变型和野生型均在 HEK293T细胞中成功进行了表

达。通过尼古丁灌流细胞实验显示突变组和野生型组 F340/F380峰值变化均值分别为 0.865± 0.048和 0.447± 0.127，突变体组峰

值显著高于野生型组（P<0.05）。细胞活力检测实验发现 0.01 mM和 0.1 mM尼古丁刺激下突变组的细胞活力峰值分别为 139%和

137%，显著高于野生组的 124%和 126%，有显著差异（P<0.05）。结论：本研究成功构建了 CHRNA5突变及野生型真核表达载体，

发现 CHRNA5的突变会导致其受体功能性改变，并影响细胞活力。
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A Preliminary Research about the Mutation of CHRNA5
on Effects of nAchR Function*

This study investigated the effect of CHRNA5 mutant on nicotinic acetylcholine receptors. To

cloned the fragments of CHRNA5 by RT-PCR. Overlap extension PCR was utilized for site-directed mutagenesis, to construct eukaryotic

expression vector of CHRNA5 mutant. The vectors were transfected into the HEK293T cell, to detect the gene expression. Co-transfected

either all three wild-type human 琢3, 茁4 and 琢5 DNAs or the 琢5 SNP and wild type 琢3, 茁4 into HEK293T cells. Nicotine was used to

continuously perfuse the cells for 10 minutes, to detect the changes in the peak value of intracellular calcium influx and the effect of mu-

tation on cell viability. CHRNA5 mutation and wild gene fragments were successfully expressed in HEK293T cells, the expres-

sion of green fluorescent protein was successfully detected after 48 hours. The CHRNA5 mRNA expression in the transfected cells was

detected by RT-PCR, indicating that the mutant and wild-type of CHRNA5 gene were successfully expressed in HEK293T cells. The

nicotine perfusion cell experiment showed that the mean values of F340/F380 peak changes in the mutant group and the wild-type group

were 0.865± 0.048 and 0.447± 0.127, respectively. The peak values of the mutant group were significantly higher than those of the

wild-type group (P<0.05). Cell viability testing experiments found that the peak values of cell viability after the stimulation of 0.01 mM
and 0.1 mM nicotine in the mutant group were 139% and 137%, which were significantly higher than those of 124% and 126% in the

wild-type group (P<0.05). This study successfully constructed the eukaryotic expression vectors of mutant and unmutated

CHRNA5 gene. It confirmed that the mutation of CHRNA5 may cause functional changes related to nicotine receptors and affected the

cell viability.
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前言

烟碱型乙胆碱 受体 (nicotinic acetylcholine receptor，

nAChR)，又称为尼古丁受体，通过与尼古丁结合而发挥其作

用，在哺乳动物细胞中广泛表达且发挥多种调节功能,属于配

体门控离子通道家族 [1-3]；其编码 琢3,琢5 和 茁4 亚基的
CHRNA3-CHRNA5-CHRNB4 基因簇与吸烟相关性肺癌和慢

性阻塞性肺部疾病的发生和发展都高度相关[3-6]；其中，尤其是

编码 琢5- nAChR的 CHRNA5 亚基的突变与相关疾病的关系

更为密切[6-8]。因此，对该基因簇多态性的功能研究对构建相关

肺部疾病模型，研究其发病机制具有重要意义。同时，多态性中

rs16969968位点核苷酸变化可引起 CHRNA5(琢5)编码蛋白质
变化，但 CHRNA5亚基突变是否引起尼古丁受体功能改变，则

有待进一步研究。因此，本文将初步研究尼古丁受体 CHRNA5

亚基突变对其功能的影响。

1 材料与方法

1.1 材料

人胚胎肾上皮细胞株 HEK293T细胞购自于莱德尔生物公

司，人的原代气道上皮细胞购自于美国 Sciencell公司；大肠杆

菌 DH5a，逆转录试剂盒，PCR试剂盒购自于日本 TAKARA公

司 ；PGEM-T EasyVector Systems 及 慢 病 毒 表 达 载 体

EX-Q0146-LV201购自复能基因公司；基因片段扩增引物的设

计及合成均由上海英潍捷基公司合成；脂质体转染试剂脂质体

2000、Opti-MEM培养基、Trizol试剂购于美国 Invitrogen公司；

多克隆抗体均购自于 Abcam公司；购于日本 TAKARA公司；

尼古丁（nicotine）粉末购自于美国 Sigma公司。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养及转染 体外细胞培养 HEK293T细胞，当细

胞汇合度为 70%左右时候，将质粒野生或者突变型 CHRNA5

与 CHRNA3及 CHRNB4以 1:1:1的摩尔比，总质粒量 1.5 ug，

与 Lip2000脂质体以 1:2的比例进行转染，5-6h后进行培养基

更换，转染 48 h 后，红绿荧光标记蛋白表达。将转染好的

HEK293T细胞，置于 Axio.Imager.Z2显微扫描分析系统，200

倍高倍显微镜视野下进行观察。分别于 380 nm和 550 nm处，

固定某一视野，分别观察绿色和红色荧光并拍照，以判断三质

粒共转转染及红绿荧光蛋白重合表达的情况。

1.2.2 免疫荧光定位分析目的基因表达 以 CHRNA5野生或

者 CHRNA5突变体转染 HEK293T细胞，48 h后，使用 PBS进

行漂洗 3次，5 min/次，然后使用 4%多聚甲醛固定大约 20 min，

接着 PBS 再次漂洗 3 次，5 min/ 次，Tripton-100 0.5%通透

10 min，然后以含 0.2%吐温的 PBS洗片 3次，5 min/次。使用

3%BSA进行室温封闭 2 h后，以兔抗人多克隆抗体 CHRNA5

(琢5) 1:1000稀释，并 4℃环境孵育过夜。使用驴抗兔的二抗以

1:2500进行稀释，室温，避光孵育 2 h，使用 0.2%的 TBST对玻

片进行清洗 3次，5 min/次。最后滴加抗荧光猝灭封片剂进行

封片，并 4℃环境孵育过夜，避光保存，Axio Imager Z2显微扫

描分析系统，200高倍镜下进行观察扫描。

1.2.3 CHRNA5野生及突变体钙离子浓度峰值测定 尼古丁

是尼古丁受体的激动剂，采用尼古丁灌流转染包含 CHRNA5

野生或者 CHRNA5突变亚基的尼古丁受体的 HEK293T细胞。

采用梯度浓度 100 滋M，500 滋M，1 mM,，2 mM，5 mM的尼古丁

序贯灌流转染好的 HEK293T细胞。根据梯度灌流实验结果，选

取适宜浓度的尼古丁灌流转染包含 琢5野生或者 琢5突变的尼
古丁受体的 HEK293T细胞，比较灌流后引起的钙内流峰值的

差异。具体方法为：通过 20× 水镜（Nikon Diaphot TMD显微

镜），分别使用 340 nm和 380 nm的激发波长，510 nm的发射

波长激发荧光，钙离子浓度水平通过 F340/F380双波长的荧光

比值来反应。每 12s获取图片一张，通过钙离子荧光成像软件分

析系统记录整个灌流过程 F340/F380的荧光比值变化情况。

1.2.4 细胞活力检测 采用 CCK8法检测细胞活力，具体方法

为：常规细胞培养人气道平滑肌细胞，当细胞生长融合达到

70%左右时候，即更换为培养基配制的不同浓度梯度（WSC：

0.1-50 滋g/mL；CSC：0.1-80 滋g/ml）凝集物，每孔 100 滋L，处理
24 h。向各孔中加入 CCK-8试剂各 10 滋L，37℃继续孵育约 4 h。

此时观察到孔中的培养基颜色由粉红色变为橙黄色，在酶联检

测仪 450 nm波长处检测各孔的吸光度值（OD值）。细胞活力

百分比（%）=（处理组的吸光度平均值 -对照组的吸光度平均

值）/对照组的吸光度平均值× 100%。

1.3 数据分析处理

采用 SPSS 16. 0软件包对结果进行统计学分析。组间比较

采用 x2检验，P＜0.05被认为有显著性差异。

2 结果

2.1 CHRNA5定点突变

以原代人气道平滑肌细胞总 RNA为模板，反转录克隆得

到 CHRNA5的全长片段，经序列比对，序列同源性为 99%，证

实其为 CHRNA5 ORF 全长序列。采用重叠延伸扩增出

CHRNA5突变全长片段，并进行了初筛，转化，T载体连接，测

序。经序列比对，序列同源性为 99%，证实其定点突变位点 G

转变为 A，从天冬氨酸 GAT突变为天冬酰胺 AAT，见图 1。

第 398 位氨基酸天冬氨酸转变为天冬酰胺，会导致

CHRNA5(琢5)蛋白质的一级结构发生变化。因天冬氨酸属于酸
性氨基酸，天冬酰胺为极性中性氨基酸，此改变引起氨基酸极

性改变，可能影响到其二级，以及三级结构，从而影响到其受体

功能。

2.2 CHRNA5野生及突变体在 HEK293T细胞中表达水平检测

重组慢病毒 CHRNA5表达载体在转染 HEK293T细胞 48 h

后，空载体组（图 2A,B），突变组（图 2C,D）和未突变组（野生

组）（图 2E,F）的光镜和荧光表达均见图 2中所示。三组均可见

绿色荧光蛋白表达，表明构建的重组载体成功转染进

HEK293T细胞，见图 2。

采用 RT-PCR检测转染细胞 CHRNA5 mRNA表达，突变

体(Mutant)及野生体（Wild Type,WT)转染组均扩增出 CHRNA5

目标条带 1524bp，空载体转染（Control）组未扩增出 CHRNA5

目标条带，见图 3。这表明 CHRNA5基因转染 HEK293T细胞

后进行了转录表达。

2.3 尼古丁 2 mM灌流后钙离子内流测定

采用 2 mM的尼古丁持续灌流细胞 10 min，发现灌流过程

中转染突变体组（图 4 A）及野生体组（图 4 B）后均出现胞内的
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钙离子浓度变化，但空白未转染组（图 4 C）未出现钙离子内流

峰。以 F340/F380的荧光数值变化来反映胞内钙离子浓度变化

情况，结果显示突变组和野生型组 F340/F380峰值变化均值分

别为 0.865± 0.048和 0.447± 0.127，，即突变体组峰值显著高

于野生型组（P<0.05），见图 4。

图 1 CHRNA5定点突变

Fig.1 Site-Directed Mutagenesis of CHRNA5

图 2 重组载体转染 HEK293T细胞

Fig.2 Transfection of recombinant vector into HEK293T cells

2.4 不同浓度尼古丁下的细胞活力

将构建的突变 CHRNA5 或野生（未突变）CHRNA5 与

CHRNA3，CHRNB4质粒共同转染进 HEK293T细胞，48 h后，

转染好的细胞采用 0.01 mM和 0.1 mM浓度的尼古丁处理，研
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图 3 RT-PCR检测转染细胞 CHRNA5 mRNA表达

Fig.3 The RT-PCR detection of CHRNA5 mRNA expression in

transfected cells

图 4 尼古丁灌流细胞后钙离子浓度变化

Fig.4 Ca2+ imaging of transfected cell after nicotine perfusion

究其对细胞活力的影响。检测发现 0.01 mM和 0.1 mM尼古丁

刺激下突变组的细胞活力峰值分别为 139%和 137%，显著高于

野生组的 124%和 126%，有显著差异（P<0.05），见图 5。这表明

CHRNA5发生突变后使细胞对尼古丁的刺激反应显著增加。

3 讨论

尼古丁受体主要分为神经型和肌肉型两种亚型，其主要结

构特征为由 17种亚单位即 琢1-10，茁1-4，啄，着和 酌联合组成的
五聚体 [9-12]。其中最常见的五聚体组合为 琢4琢5茁2，琢3琢5茁4，以
及同源性的 琢7五聚体，前者主要位于中枢神经系统，后两者主
要位于周围神经系统以及外周组织中，主要以离子通道的形式

控制细胞内外的 Na+ ,K+ ,Ca2+的流动[13-16]。

尼古丁可能模拟乙酰胆碱通过分布于神经系统以及人体

各组织的尼古丁受体，从而参与相关性疾病的发生及发展[17,18]。

外周神经系统中，CHRNA5亚基的表达与 CHRNA3-CHRNB4

共同结合形成 CHRNA3-CHRNA5-CHRNB4尼古丁受体，其在

神经细胞及非神经细胞中均有表达，如自主神经节后细胞，支

气管上皮，气道上皮等[19-21]。CHRNA5是尼古丁成瘾和肺癌的

重要易感性基因位点，有研究认为 CHRNA5的减少与细胞存

活率降低，细胞凋亡增加以及不同癌症的细胞运动性改变相

关 [22-24]， 但 对 于 CHRNA5 亚 基 的 突 变 是 否 影 响 了

CHRNA3-CHRNA5-CHRNB4尼古丁受体的功能，目前还并不

是十分清楚。

本研究证实了 CHRNA5亚基的突变会引起氨基酸极性改

变，从而影响到其二级及三级结构，并最终可能导致其受体功

能发生变化。接下来，我们使用重叠延伸 PCR法，成功进行基

因定点突变构建成功未突变（野生）和突变 CHRNA5真核表达

载体；以适宜浓度的尼古丁灌流，通过采用细胞内钙离子荧光

成像系统来检测 CHRNA3-CHRNA5-CHRNB4(琢3琢5茁4)未突
变（野生）和突变体钙离子内流变化的生理学功能差异情况，发

现 2 mM的尼古丁灌流条件下，野生体和突变体引起的钙内流

峰值存在差异。突变体钙内流峰值高于其未突变体。Tam-

mim覿ki 等研究 CHRNA5 D398N 多态性对人胚肾细胞中人

琢3茁4琢5烟碱型乙酰胆碱受体特性的影响时, 也发现了钙离子

行为存在明显差异[25]。我们的结果间接反应 CHRNA5的点突

变在一定程度上可能影响尼古丁受体 琢3琢5茁4对胞内游离钙
离子内流渗透的敏感性或者快速脱敏性，而钙离子在神经细胞

中参与递质的释放，非神经细胞中作为第二信使参与细胞的增

殖、黏附、迁移、分泌，凋亡等，那么分布该受体的非神经细胞，

肺上皮、气道上皮细胞等可能通过受体对钙离子开放速度及程

度的改变而参与影响上皮细胞的迁移、增殖、转分化等；我们通

过比较了两者对细胞活力的影响，发现突变体相对于野生型对

细胞的活力有显著的促进作用，这进一步反应突变影响了细胞

的生存状态。

目前关于 CHRNA5（rs16969968）亚基突变的研究主要是

通过外源性表达于 HEK293T或者蟾蜍卵母细胞系统，并且这

些研究结果中有部分又是相互矛盾的，因此目前对 琢5亚基发
挥的具体调节作用及其机制仍然不清楚[26-28]。本研究中我们通

过构建外源表达尼古丁受体野生型和突变型 琢3琢5茁4 的
HEK293T细胞，探讨 琢5亚基突变对受体功能的影响，认为位
点的突变可影响外源尼古丁受体刺激下细胞的胞内游离钙离

子行为，并影响了细胞的生存状态，这在人源细胞系中初步证

图 5 不同浓度尼古丁下的细胞活力

Fig.5 Cell viability under different concentrations of nicotine
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实了 CHRNA5亚基的突变会导致受体功能改变。因此，本研究

具有一定的新颖性和创新性，对于体外构建相关肺部疾病模

型，探索尼古丁在肺部疾病发生发展中的机制研究等都具有重

要意义。但是本研究的不足之处是通过瞬时转染多个质粒至细

胞中，会存在一个转染效率和蛋白功能表达效能的问题，这需

要我们通过稳定转染来进一步优化和探究。另外，该突变点对

于本身表达尼古丁受体的细胞，如上皮细胞，是否存在类似的

影响，或者是否存在更为表观的影响，如上皮的迁移，转分化等

等[29-31]，有待于我们进一步探索。
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