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摘要 大鼠成纤维样滑膜细胞( FLS) 转染 pcDNA3-ICUE3 质

粒，用荧光共振能量转移( FＲET) 法观察前列腺素( PGE2) 刺

激下大鼠 FLS 环磷酸腺苷( cAMP) 水平的实时变化，与放免

法检测进行比较。FＲET 检测到 FLS 在 PGE2 刺激后 1 min，

cAMP 升高 14. 93%，且不同批次实验差异较小; 放免法检测

到 cAMP 升高 7. 79% ; FＲET 可检测到 PGE2 受体拮抗剂对

cAMP 产生的抑制，可观察到 1 nmol /L PGE2 促进 cAMP 产

生，放免法检测 PGE2 产生效应最低浓度为 0. 1 μmol /L。提

示 FＲET 法检测灵敏、重复性高，为 G 蛋白偶联受体信号通

路研究的可靠技术手段。
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荧光共振能量转移( fluorescence resonance ener-
gy transfer，FＲET) 可检测两种荧光分子之间纳米级

距离的变化［1］。基本原理为: 当供体荧光蛋白 A 被

激发后，会产生发射荧光，当受体荧光蛋白 B 距离

在 5 ～ 10 nm 范围内时，就会吸收 A 的发射荧光，继

而被激活产生新的发射荧光，当检测到 B 的发射光

时，说 明 这 两 个 荧 光 蛋 白 发 生 了 相 互 作 用［2］。
ICUE3 质粒是 2004 年在 EPAC1 序列基础上构建出

的 环 磷 酸 腺 苷 ( cyclic adenosine monophosphate，

cAMP) 含量检测探针，包含青色荧光蛋白( cyan flu-
orescent protein，CFP) 和黄色荧光蛋白( yellow fluo-
rescent protein，YFP) ［3］。由图 1 可见，在静息状态

下，ICUE 为环状结构，YFP 与 CFP 靠近在一起，当

435 nm 激光照射 CFP 后，CFP 产生 480 nm 发射波，

这个波段正是 YFP 的激发波长，YFP 随后被激活产

生 535 nm 发 射 光，可 以 被 显 微 镜 捕 捉 到。当 有

cAMP 存在时，cAMP 与 EPAC 上的相应位点结合，

ICUE3 探针发生构象改变，YFP 与 CFP 分离，YFP
不能被 CFP 的发射光激发，因此 535 nm 信号减弱。
由此，静息状态下 cAMP 可使相邻的 YFP 与 CFP 分

离，二者荧光强度比值降低用以反映 cAMP 水平［4］。
成纤维样滑膜细胞( fibroblast-like synovoicyte，FLS)

存在大量前列腺素受体 2( E type prostaglandin E2 2，

EP2) 和 EP4，均与 Gαs 偶联，在前列腺素 ( prosta-
glandin E2，PGE2 ) 刺激下可产生大量 cAMP［5］。该

研究在大鼠 FLS 中转染 ICUE3 探针，与传统放免法

进行比较，评价 FＲET 法在检测细胞内 cAMP 水平

中的应用。

图 1 ICUE3 荧光探针工作原理示意图

1 材料与方法

1． 1 试剂及仪器 DMEM 和 Opti-MEM( 美国 Gibco
公司) ; 胎牛血清( 美国 HyClone 公司) ; 胰酶( 南京

Wisent 公司) ; Lipofectamine 3000( 美国 Thermo Fish-
er 公司) ; pcDNA3-ICUE3 质粒由美国加州大学戴维

斯 分 校 Yang K． Xiang 教 授 馈 赠; EP2 拮 抗 剂

AH6809 和 EP4 拮 抗 剂 L-161982 ( 美 国 Sigma 公

司) ; 莱卡 SP8 激光共聚焦显微镜 ( 德国 Leica 公

司) 。
1． 2 方法

1． 2． 1 大鼠 FLS 分离培养 组织块培养法培养正

·6271· 安徽医科大学学报 Acta Universitatis Medicinalis Anhui 2017 Nov; 52( 11)



常大鼠 FLS，3 ～ 7 代细胞用于本实验。1 × 105 个细

胞 /ml 接种于内置圆形盖玻片的 24 孔板中，用不含

抗生素、含 5%胎牛血清的 DMEM 培养。
1． 2． 2 大鼠 FLS ICUE3 荧光探针转染和预处理

在 EP 管内分别将 1. 5 μl Lipofectamine 3000 和 1 μg
pcDNA3-ICUE3 与 50 μl Opti-MEM 混匀，加入 2 μl
P3000 试剂至 pcDNA3-ICUE3 的稀释液中，将包含

P3000 的质粒稀释液加入 Lipofectamine 3000 稀释液

中，充分混匀，室温孵育 5 min。然后将近 100 μl 的

混合液加到含有细胞的 24 孔板中，培养 48 h 后进

行 FＲET 检 测。在 检 测 前 12 h，部 分 细 胞 给 予

AH6809( 终浓度 10 μmol /L) 、L-161982 ( 终浓度 10
μmol /L) 或二者联合预处理。
1． 2． 3 FＲET 法检测大鼠 FLS cAMP 含量实时变化

取出细胞爬片置于玻底培养皿中，加入 2 ml PBS，

20 倍物镜下观察。应用莱卡 SP8 激光共聚焦显微

镜 FＲET 模块，根据文献［6 － 7］ 报道设定各项参数。
442 nm 氩离子激光器激发，CFP 接收( 480 ± 20 ) nm
波长信号，YFP 接收( 535 ± 20) nm 波长信号。选择

xyt 获取模式，每次拍摄间隔时间设为 20 s，根据实

验需要设定拍摄次数。设置比率 = 002 通道 /001 通

道。在 CFP 图片中圈取细胞，扣除背景荧光。记录

CFP 和 YFP 两个通道的实时荧光强度值和荧光强

度比值。
1． 2． 4 放免法检测大鼠 FLS cAMP 含量 2 × 104

个细胞 /ml 接种于 24 孔板中，1 μmol /L PGE2 刺激

后立刻吸弃培养基，加入 50 mmol /L 醋酸缓冲液终

止反应，刮下细胞，移入 1. 5 ml EP 管中，冰浴超声

破碎，4 ℃、2 920 r /min 离 心 10 min，取 上 清 液，

－ 80 ℃ 保 存［8］。采 用125 I-cAMP 检 测 试 剂 盒 测 定
cAMP 浓度，按试剂盒说明书操作，样品在 γ-911 全

自动放免计数仪( 中国科技大学实业总公司生产)

上读取每分钟计数值。
1． 3 统计学处理 将 FＲET 数据以 EXCEL 格式从

激光共聚焦显微镜中导出，采用 GraphPad Prism ver-
sion 6. 0 软 件 进 行 分 析。由 于 每 个 细 胞 的 基 础

YFP /CFP 比值不一致，因此分析时将给药时的基础

YFP /CFP 比值设为 K，Y 值转化为 Y /K，此时每个

细胞的基础比值均为 1，给药后 Y 值下降的百分比

间接反映细胞内 cAMP 产生水平。多组间均数比较

采用 One-way ANOVA，以 P ＜ 0. 05 为差异有统计学

意义。

2 结果

2． 1 PGE2 作用下大鼠 FLS 内 cAMP 浓度发生瞬

时变化 在 CFP 通道圈取荧光较强的细胞( 用不同

颜色表示每个细胞) 和背景( 图 2A、B) 。记录每个

细胞 YFP 和 CFP 的荧光强度变化曲线图( 2C) ，及

YFP /CFP 荧光强度比值( 图 2D) ，曲线颜色与图 2A
所圈细胞颜色一致。当比值稳定后，加入终浓度为

1 μmol /L 的 PGE2，1 min 后可见比值迅速降低，6
min 左右信号逐渐恢复至正常( 图 2D) 。原始数据

经转化，得到每个细胞基础 YFP /CFP 为 1 的比值转

化图，下降的数值反映细胞内 cAMP 增加的百分比。
PGE2 作用下，正常大鼠 FLS 中 YFP /CFP 比值平均

降低 14. 93%，提示 cAMP 水平升高了 14. 93%，见

图 3。

图 2 PGE2 刺激下 FLS 内 cAMP 含量的实时变化

A: 在 CFP 通道圈取细胞，设背景区域对照; B: FLS 相应的 YFP

图像; C: 每个细胞 CFP( 虚线) 和 YFP( 实线) 荧光强度变化曲线; D:

每个细胞 YFP /CFP 比值变化曲线

图 3 PGE2 刺激下 FLS 内的 YFP /CFP 比值转化图

2． 2 EP 受体拮抗剂可减少 PGE2 刺激后大鼠 FLS
内 cAMP 的产生 正常大鼠 FLS 在 1 μmol /L PGE2
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刺激下，cAMP 升高( 14. 930 ± 1. 127 ) %，10 μmol /L
EP2 选择性拮抗剂 AH6809 预处理 12 h 后，FLS 在

PGE2 作 用 下，cAMP 产 生 明 显 减 少，比 值 仅 下 降

( 5. 353 ± 1. 509 ) % ( F = 75. 210，P ＜ 0. 001 ) ，10
μmol /L EP4 选 择 性 拮 抗 剂 L-161982 预 处 理 后，

PGE2 刺 激 使 比 值 下 降 ( 7. 862 ± 1. 213 ) % ( P ＜
0. 001) ，联合使用受体拮抗剂，PGE2 引起的比值下

降仅为( 2. 663 ± 0. 938 ) % ( P ＜ 0. 001 ) 。单独激动

EP2 或 EP4 受体，产生 cAMP 比同时阻断 EP2 和

EP4 多( P ＜ 0. 05，P ＜ 0. 01 ) 。以 上 数 据 证 实 了

FＲET 法检测细胞内 cAMP 水平变化的准确性。见

图 4。

图 4 EP 受体拮抗剂对 PGE2 作用下 FLS 产生 cAMP 的影响

A: 各给药组 PGE2 刺激下 FLS 的 YFP /CFP 比值转化图; B: 各给

药组 FLS 内 cAMP 产生水平统计图; 1: PGE2 ; 2: EP2 选择性拮抗剂

AH6809 和 PGE2 共同作用; 3: EP4 选择性拮抗剂 L-161982 和 PGE2

共同作用; 4: AH6809、L-161982 和 PGE2 共同作 用; 与 PGE2 组 比

较: * P ＜ 0. 001; 与 AH + L-161982 + PGE2 组比较: #P ＜ 0. 05，##P ＜

0. 01

2． 3 放免法检测 PGE2 刺激下 FLS 内 cAMP 的动

态变化 放免法检测 1 μmol /L PGE2 刺激后 0、1、2、
4、6、10 min 大鼠 FLS 内 cAMP 水平的变化，显示

PGE2 刺激 1 min 时细胞内 cAMP 含量显著升高( F
= 3. 013，P ＜ 0. 05 ) ，但升高幅度为 7. 79%，低于

FＲET 法检测得到的 14. 93% ( 图 3 ) ，之后细胞内

cAMP 水平虽仍高于正常细胞，但差异无统计学意

义。见图 5。

图 5 PGE2 刺激大鼠 FLS 不同时间点细胞内 cAMP 含量的变化

1: 正常 FLS; 2: 1 μmol /L PGE2 刺激 1 min; 3: 1 μmol /L PGE2 刺

激 2 min; 4: 1 μmol /L PGE2 刺激 4 min; 5: 1 μmol /L PGE2 刺激 6

min; 6: 1 μmol /L PGE2 刺激 10 min; 与正常 FLS 比较: #P ＜ 0. 05

2． 4 FＲET 和放免法检测不同浓度 PGE2 刺激下

大鼠 FLS cAMP 水平变化 分别用 FＲET 法和放

免法检测 1 μmol /L、100、10、1 nmol /L PGE2 刺激

下，大鼠 FLS 内 cAMP 的变化情况，结果显示 FＲET
法可以观察到 1 nmol /L PGE2 使细胞内 cAMP 水平

升高( 4. 600 ± 0. 730) % ( 图 6A、B) ，变化明显，而传

统的放免法能观察到 PGE2 刺激大鼠 FLS 内 cAMP
的升高的最低浓度为 0. 1 μmol /L ( F = 8. 051，P ＜
0. 05) ( 图 6C) 。提示 FＲET 法的检测灵敏度较高。
2． 5 FＲET 检测 PGE2 刺激下大鼠 FLS cAMP 水

平变化的重复性实验 转染 3 批细胞，进行 3 次重

复 FＲET 实验，用 1 μmol /L PGE2 刺激大鼠 FLS，每

次检测 15 ～ 17 个细胞的数据并进行比较，结果显示

每次 实 验 之 间，在 保 持 相 同 的 参 数、操 作 步 骤 和

PGE2 浓度时，大鼠 FLS 内 cAMP 的变化差异无统计

学意义。转染 3 批细胞，用 1 μmol /L PGE2 刺激，分

别进行 3 次 FＲET 检测，所得数据之间差异无统计

学意义( 图 7) ，提示 FＲET 法的重复性较好。

3 讨论

用 FＲET 法观察显示，FLS 被 PGE2 刺激后，细
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胞内 cAMP 含量在 1 min 内发生了瞬时改变，6 min
左右又恢复正常，且具有较好的重复性。传统的放

免法仅检测到 PGE2 刺激 1 min 后的 cAMP 水平轻

度上升，可能因为反应的终止需要一定时间，未能捕

捉到 cAMP 的产生高峰。EP 受体拮抗剂的使用，证

图 6 FＲET 和放免法检测不同浓度

PGE2 刺激下大鼠 FLS cAMP 水平变化

A: 不同浓度 PGE2 刺激下 FLS 的 YFP /CFP 比 值 转 化 图; B:

FＲET 法检测不同浓度 PGE2 刺激下 FLS 内 cAMP 含量变化柱状图;

C: 放免法检测不同浓度 PGE2 刺激下 FLS 内 cAMP 产生水平变化;

0: 正常 FLS; 1: 1 μmol /L PGE2 刺激; 2: 100 nmol /L PGE2 刺激; 3: 10

nmol /L PGE2 刺激; 4: 1 nmol /L PGE2 刺激; 与正常 FLS 比较: # P ＜

0. 05

图 7 3 次 FＲET 实验检测 PGE2

刺激下大鼠 FLS cAMP 水平变化的比较

实了 FＲET 方 法 的 准 确 性。FＲET 法 能 观 察 到 1
nmol /L PGE2 引起的 cAMP 产生，而放免法能检测

到 cAMP 变化的 PGE2 最小浓度为 0. 1 μmol /L，可

见 FＲET 法的灵敏度远高于放免法。此外放免法使

用的放射性元素标记需要防护，存在环境污染等缺

点。采用荧光探针进行 FＲET 实验，可以对活细胞

内 cAMP 或其他激酶活性进行快速、简便、灵敏和动

态的观察［9］，实验中可反复给药，进行多种类、多浓

度梯度药物作用研究，为 GPCＲ 信号通路的研究提

供了强大的新手段。
虽然 FＲET 法检测 cAMP 具有一定优势，但与

放免法相比，也有自身的局限性。包括: ① FＲET 是

非定量的检测方法，不能检测细胞内 cAMP 的绝对

浓度，只能用于相对的比较; ② 需要在激动剂的使

用下才能观察到 cAMP 产生的变化，不能检测细胞

基础 cAMP 水平;③ 只能检测细胞内的 cAMP 含量

变化，组织中 cAMP 浓度还需要用传统的放免法进

行检测。因此，应根据实验需要选择合适的研究方

法。
近年来，研究者又开发了大量的新型 cAMP 检

测探针，可以检测不同亚细胞结构局部的 cAMP 含

量变化情况，例如将 ICUE3 探针 N 端融合一个细胞

膜锚 定 序 列，构 建 成 PM-ICUE3，检 测 细 胞 膜 上

cAMP 水平变化［10］; 将 ICUE3 探针与内质网上的受

磷蛋白融合，构建成 SＲ-ICUE3，检测内质网上 cAMP
的实时变化［11］; 将 ICUE3 探针 C 末端融合一个核

锚定序列，形成 ICUE3-NLS 探针，用于检测细胞核

局部 cAMP 含量变化等［12］，对 GPCＲ 信号的局部转

导进行精细研究，有助于深入的认识 cAMP 对细胞

功能的调控作用及药物作用靶点。

·9271·安徽医科大学学报 Acta Universitatis Medicinalis Anhui 2017 Nov; 52( 11)



FＲET 的应用十分广泛，ICUE3 荧光探针检测

细胞内 cAMP 水平实时变化只是其中一项。FＲET
可以检测分子内不同结构域间的距离，有助于揭示

蛋白质结构; 将蛋白质或 DNA 结合上荧光基团后，

可以检测蛋白 － 蛋白、蛋白-DNA 相互作用; 可用于

观察蛋白质空间分布和聚集、核酸杂交、脂质分布与

转运等; 应用于各种免疫分析、实时荧光定量 PCＲ、
单核苷酸多态性检测、膜融合实验等; FＲET 也是代

谢和信号转导以及细胞膜脂筏相关研究的有力工

具［13 － 14］。
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Dynamic determination of cAMP level in cell
using fluorescence resonance energy transfer assay

Wang Longsheng，Wu Li，Hu Shanshan，et al
( Institute of Clinical Pharmacology，Anhui Medical University，

Key Laboratory of Anti-inflammatory and Immune Medicine of Education Ministry of China，

Collaborative Innovation Center of Anti-inflammatory and Immune Medicine，Hefei 230032)

Abstract Ｒat fibroblast like synoviocytes ( FLSs) was transfected with pcDNA3-ICUE3，and the real time change
of cAMP in FLSs upon prostaglandin E2 ( PGE2 ) stimulation was observed by fluorescence resonance energy transfer
( FＲET) assay，which was compared with radioimmunoassay． In FLSs，cAMP level increases up to 14. 93% within
1 min after PGE2 administration by FＲET determination，and the variation is acceptable between different experi-
ments． Ｒadioimmunoassay revealed an increase of cAMP production by 7. 79% ． FＲET could detect the inhibitory
effect of PGE2 receptor antagonists on cAMP production and could record the response of 1 nmol /L PGE2 ． Howev-
er，the minimal PGE2 concentration that could be detected to induce cAMP production by radioimmunoassay is 0. 1
μmol /L． The data shows that FＲET has high sensitivity and repeatability，it would to be a reliable method for the
study of G protein coupled receptor signaling．
Key words fluorescence resonance energy transfer; cAMP; G protein coupled receptor; fluorescence probe; live
cell research

·0371· 安徽医科大学学报 Acta Universitatis Medicinalis Anhui 2017 Nov; 52( 11)


