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生物技术与方法                                                               

基于哺乳动物单杂交技术 ERα调节剂高通量筛选模型
的建立及应用 
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1 河北师范大学生命科学学院, 石家庄 050016 
2 华北制药集团新药开发有限责任公司, 石家庄 050013 

摘  要: 雌激素受体 α (Estrogen receptor α, ERα)是一种类固醇核受体, 在机体的多种生理功能中起关键作用。为了筛选

新的 ERα 调节剂, 本研究建立一个基于哺乳动物单杂交的报告基因技术的高通量 ERα 调节剂筛选模型。利用 RT-PCR

技术从脂肪组织总 RNA 中扩增 ERα配体结合区(Ligand binding domain, ERα LBD)基因序列, 并插入含 GAL4 DNA 结合

域的 pBIND-GAL4 表达质粒构建 pBIND-GAL4-ERα(LBD)的嵌合表达质粒。该质粒与本室已构建好的含 GAL4 响应元

件和荧光素酶的报告质粒 pGL3-GAL4 共转染, 通过测定荧光素酶的活性评价 ER 调节剂的转录调剂的活性。经过多

种条件优化, 激动剂阳性药对照雌二醇可以剂量依赖地诱导荧光素酶的表达, 最大上调倍增数可达 28.1 倍, EC50 为

0.17 μmol/L。拮抗剂阳性对照它莫昔芬可以有效地拮抗雌二醇的活性, 最大下调倍数为 6.3 倍, EC50 为 0.1 μmol/L。该

筛选模型可微量化于 384 孔板, 且 Z'因子均大于 0.5。利用该模型从 2000 多个微生物和植物来源的天然产物以及合成

化合物中筛选得到 4 个 ERα 激动剂。该模型灵敏、稳定, 可以快速进行多种来源的 ERα 调节剂的筛选和活性评价。 

关键词 : ERα, 激动剂 , 拮抗剂 , 共转染 , 高通量筛选  
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Abstract: Estrogen Receptor (ERα) is a member of superfamily of ligand-activated transcription factors which play critical roles in 
many biological processes. To screen novel modulators of ERα for drug development and biological function research, we developed 
a mammalian one-hybrid-based high-throughput screening model for ERα modulator. We cloned the ERα LBD gene from the total 
mRNA of fat tissue by RT-PCR and fused it with the GAL4 DNA binding domain of pBIND-GAL4 plasmid to construct a chimara 
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expression plasmid pBIND-GAL4-Erα(LBD). The L02 cells was cotransfected with pBIND-GAL4-ERα(LBD) and a 
GAL4-responsive luciferase reporter plasmid pGL3-GAL4, and following treatment with test compounds for 24 h, the activities of 
luciferase were detected to evaluate the transactivities of ERα modulators. After manner optimizations of transfection conditions, 
Estradiol, an agonist control, induced the expression of luciferase in a dose-dependent with EC50 of 0.17 μmol/L, the maximum folds 
of induction was about 28.1. Tamoxifen, an antagonist control, efficiently suppressed the estradiol-mediated luciferase induction with 
EC50 of 0.10 μmol/L. Using this screening model, we discovered four ERα agonists from 2000 natural and synthetic compounds. 

Keywords: ERα, agonist, antagonist, cotransfection, high-throughput screening 

哺乳动物细胞单杂技术(Mammalian one-hybrid)

也称为 GAL4嵌合受体基因检测方法(GAL4 chimera 

receptor assay), 该技术是近些年发展起来并主要应

用于核受体(Nuclear receptor, NR)功能及其配体生

理活性筛选和评价的一种新技术[1,2]。该技术机理是

利用了酵母细胞转录因子 GAL4 和哺乳细胞核受体

的分子结构中都具有 2 个相似的主要结构域: 配体

结合结构域(LBD)和 DNA 结合结构域(DBD), 将核

受体的配体结合结构域(LBD)与酵母细胞转录因子

GAL4的 DNA结合结构域(DBD)融合成嵌合蛋白表

达质粒, 再与含有 GAL4 特异响应元件的报告质粒

共转染动物细胞, 通过测定报告基因的表达水平从

而评价核受体配体的激动或拮抗活性。 

雌激素受体 α(Estrogen receptor, ERα)是类固醇
激素受体超家族成员之一[3–5], 参与了对内分泌、心
血管、肿瘤发生、生殖、骨代谢等多种生理功能的

调节  [6–9], 并已经成为重要的药物研发靶点。由于
ERα激动剂可以提高雌激素水平、降低骨代谢[10] 等, 
可被用于绝经综合症、骨质疏松症[11,12]等疾病的治

疗; ERα的拮抗剂由于可以调节雌激素水平、维持细
胞正常的生理周期[10]等, 可被用于乳腺癌[13–15]、白

血病等疾病的治疗。而且最近的研究表明 ERα的配
体还有希望成为冠心病、肥胖症 [16]、心脑血管疾   
病[17]、神经系统疾病的治疗药物[18]。 

对 ER 深入的机理研究和相关疾病的药物研发
依赖于新的配体调节剂的发现。为了发现和研究新

的 ERα 调节剂, 本研究利用分子生物学建立了一个
哺乳动物单杂交技术的报告基因 ERα调节剂高通量
筛选模型。本研究主要就该方法的建立、优化以及

利用该方法进行筛选的结果进行报道。 

1  材料和方法 

1.1  质粒、菌种与细胞株 
pGEM-T easy Vector、pBIND购于 Promega公

司, pGL3-GAL4为本实验室构建; E. coli DH5α由本

实验室保存; 3T3L1 细胞、HCT-15 细胞和 HeLa 细

胞购自美国 ATCC; 人胚肝细胞株 L02 购自中国科

学院上海细胞生物学研究所。 

1.2  工具酶与主要试剂 
Ex-Taq, DL2000 marker, λ-DNA Hind  marker, Ⅲ

DNA Ligation Kit (TaKaRa); 限制性内切酶 BamH I、

Kpn I、Luciferase Assay System (Promega); 胎牛血清, 

PRMI 1640培养液(Hyclone); LipofectamineTM 2000 
Reagent, SuperscriptTM Reverse Transcriptase 
(Invitrogen); 脂肪组织总 RNA (Clontech), Estradiol 

(E2, Sigma, 化学结构式见图 1A), Tamoxifen(扬子江

药业集团有限公司, 化学结构式见图 1B)。 

 

图 1  雌二醇与它莫西芬的化学结构式 
Fig. 1  Chemical structure of estradiol and tamoxifen. (A) 
Estradiol. (B) Tamoxifen. 
 

1.3  ERα LBD 片段的扩增 
用 SuperscriptTM Reverse Transcriptase试剂盒对

脂肪组织总 RNA进行反转录, 再以 cDNA为模板进

行 PCR, ERα LBD基因的上游引物和下游引物分别

为: 5′-AATGGATCCTATCTGCTGGAGACATGC- 3′, 

5′-AATGGTACCTCAGACCGTGGGAAAC-3′。ERα 

LBD片段 PCR扩增程序为: 94oC预变性 5 min; 94oC

变性 30 s, 54oC退火 30 s, 72oC延伸 60 s, 30个循环; 

72oC延伸 10 min; 反应终止于 4oC。 

1.4  pBIND-ERα LBD 质粒的构建、转化和制备 
将 ERα LBD PCR产物与 pGEM-T easy Vector连

接、转化并鉴定, 后送上海生工测序。将序列正确的

pGEM-T easy Vector-ERα LBD质粒进行 BamH I和
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Kpn I双酶切, 酶切片段在保持读码框相同的情况下

与 pBIND 上的 GAL4 DNA 结合域融合连接为

pBIND-GAL4-ERα( LBD )嵌合表达载体。表达载体

用 BamH I 和 Kpn I 进行双酶切鉴定。该质粒用

QIAGEN-tip 100进行大量制备, 并通过检测 260 nm

和 280 nm处的 OD值对质粒进行定性和定量。 

1.5  细胞培养 
细胞用含 10%胎牛血清, 1×105 U/L 青霉素和

100 mg/L 链霉素的 PRMI 1640 培养基, 37oC、5% 

CO2培养箱中培养。 

1.6  瞬时转染和报告基因检测 
将待转染的细胞株以 3×105 个/mL 细胞数接种

于 96孔板, 24 h 后将培养液换成含 10%胎牛血清的

无双抗的 PRMI 1640 培养基, 用 LipofectamineTM 

2000 Reagent 将重组质粒 pBIND-ERα(LBD)与含 5

个 GAL4 相应元件以及荧光素酶报告基因的 pGL3- 

GAL4质粒[19]共转染入细胞。6 h后加入不同浓度的

阳性药诱导刺激, DMSO 作为空白对照。给药 24 h

后加入细胞裂解液(EDTA, TritonX-100, Tris等)裂解

细胞 5 min后, 加入反应液(EDTA、TritonX-100、Tris、

ATP、ConA、Luciferase 等)迅速用 1420 Multilabel 

Counter检测荧光素酶的表达活性。荧光素酶的表达

诱导倍增数为加药组荧光素酶的活性与空白对照

(DMSO)的比值。在常规的筛选中大于 2倍的诱导倍

增活性确定为阳性化合物。 

1.7  Z’因子的计算 
Z’因子是评价高通量筛选方法稳定性的一个重

要参数[20]。Z’因子值的范围在 0~1 之间。对细胞水

平的筛选模型, 当 Z’因子大于 0.4 被认为该方法较

稳定, 适用于高通量药物筛选。Z’因子计算公式如下: 

Z’因子=1−(3×加药孔 Luc 值的 SD−3×空白对照孔

Luc 值的 SD)/(加药孔 Luc 平均值−空白对照孔 Luc

平均值)。 

2  结果 

2.1  ERα LBD 的克隆 
用 SuperscriptTM Reverse Transcriptase试剂盒对

脂肪组织的总 RNA(Clontech)进行反转录 , 再以

cDNA为模板进行 ERα LBD基因的扩增, 电泳结果

经 Kodak Digital Science 1D定量软件分析得扩增片

段大小约 950 bp(图 2), 与预期片段大小相符。 

 

图 2  ERα LBD 基因 PCR 扩增结果 
Fig. 2  PCR product of ERα LBD fragment. 1: DL2000 marker; 
2: PCR product of ERα LBD. 
 
2.2  表达载体 pBind-ERα LBD 的构建 

将 ERα LBD 基因的 PCR 产物电泳、割胶回收

后与 pGEM-T easy Vector 连接, 并进行 Kpn I 和

BamH I双酶切鉴定得到 3 kb和 950 bp的片段(见图

3)。将酶切验证所得的阳性克隆送上海生工测序, 测

序结果与 NCBI 报道的基因序列 (Accession No. 

NM-001122742 )一致。将经 Kpn I和 BamH I双酶切

的 ERα LBD片段与 pBind载体连接, 构建表达载体

pBind-ERα LBD。双酶切验证结果见图 3。 

 

图 3  重组质粒的酶切分析 
Fig. 3  Restriction enzymatic analysis for recombinant vector 
pGEM-T easy-ERα and pBind-ERα(LBD). 1: DL2000 marker;  
2: pGEM-Teasy-ERα(LBD)/Kpn I, BamH I; 3: 
pBind-ERα(LBD)/ Kpn I, BamH I; 4: λ-DNA/Hind III marker. 
 
2.3  模型优化 

由于细胞共转染过程中有多种因素, 如脂质体

的量、脂质体与 DNA的比例、报告质粒与表达质粒

的比例和宿主细胞等均影响转染的效率。本实验室在
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其他的模型建立过程中已经针对 96 孔板中共转染的

脂质体量, 质粒 DNA 总量等方面进行了优化[21], 为

了达到最高的信噪比和稳定性, 本研究在此基础上

进行报告质粒 pGL3-GAL4 和表达质粒 pBind-ERα 

LBD之间的比例及宿主细胞选择的优化。优化过程

采用 1.0 μmol/L 激动剂雌二醇作为阳性药, 空白对

照中加等量的 DMSO作为阴性对照。 

2.3.1  报告质粒与表达质粒比例优化 

本研究首先固定了 96孔板每孔脂质体 0.5 μL、脂

质体与 DNA 的比例为 5:3, 后将报告质粒与表达质粒

的比例分别设定为 0.027 μg/0.27 μg、0.05 μg/0.25 μg、

0.15 μg /0.15 μg、0.25 μg/0.05 μg、0.27 μg/0.027 μg和

0.28 μg/0.02 μg, 转染宿主为 3T3L1细胞, 加药 24 h

后测定荧光素酶的活性。从结果(图 4)可以看出在该

条件下, 报告质粒与表达质粒在 0.27 μg/0.027 μg

时阳性药对荧光素酶的诱导活性倍增数最高 , 约

18.3±2.1 倍, 所以本模型在转染时报告质粒与表达

质粒分别确定为 0.27 μg/孔和 0.027 μg/孔。 

 

图 4  不同质粒比对转染效率的影响 
Fig. 4  Effects of different mass ratios of the reporter vector to 
the expression vector on transfection efficiency. 1: 0.027/ 0.27; 
2: 0.05/ 0.25; 3: 0.15/ 0.15; 4: 0.25/ 0.05; 5: 0.27/ 0.027; 6: 
0.28/ 0.02. 
 

2.3.2  转染宿主优选 

由于不同的细胞株对转染效率影响很大, 为了

达到最佳的转染效果, 本模型在以上 96孔板优化条

件的基础上分别利用 HCT-15、3T3L1、L02 以及

HeLa4个细胞株进行宿主的优选, 结果见图 5。4个

细胞株在该转染条件下有一定的差异。其中人体胚

肝细胞 L02 细胞系中诱导表达倍增数最高(23±2.6 

 

图 5  四种宿主细胞的转染效率比较 
Fig. 5  Effects of different cell lines on transfection efficiency. 
 

倍 ), 3T3L1 细胞系 (15.1±2.4 倍 )与 HeLa 细胞系

(12.2±2.2倍)次之, HCT-15细胞系(5.0±2.8倍)最低。

因此选用 L02 细胞系作为转染宿主。此外以正常的

肝胚细胞 L02 作为宿主还可以在进行活性筛选的同

时完成对化合物细胞毒性的初步评价。 

2.4  模型评价 
本研究利用激动剂阳性药对照雌二醇和拮抗剂

阳性药对照它莫昔芬进行模型的灵敏度与稳定性的

验证。利用 96孔板经过优化的转染条件: 0.5 μL/孔的

脂质体、0.27 μg/孔报告质粒与 0.027 μg/孔表达质粒

共转染 L02细胞。雌二醇浓度分别选取 0.02 μmol/L、   

0.06 μmol/L、0.18 μmol/L、0.5 μmol/L、1.5 μmol/L和

4.5 μmol/L。处理细胞 24 h后进行活性测定, 结果见

图 6A, 荧光素酶的活性与雌二醇的浓度呈剂量依赖

关系 , 最高诱导倍增数为 (28.1±2.5)倍 , EC50 为   

0.17 μmol/L。通过多次活性测定的结果证明该筛选

模型的 Z’因子大于 0.62。在进行拮抗剂筛选验证时

将 1.5 μmol/L激动剂阳性雌二醇与不同浓度的拮抗

剂阳性对照及 DMSO 同时加入细胞培养液中, 它莫

昔芬浓度分别为 0.01 μmol/L、 0.03 μmol/L、     

0.10 μmol/L、0.30 μmol/L、1.0 μmol/L和 10 μmol/L, 

24 h后进行活性测定, 结果见图 6B。拮抗剂阳性药

它莫昔芬能剂量依赖地拮抗雌二醇的激动活性, 在

10 μmol/L 的浓度时拮抗效果最好 , 下调倍数为

(6.3±1.5)倍, EC50为 0.1 μmol/L, Z’因子为 0.54。 

2.5  模型的微量化研究 
为了进一步验证模型的稳定性和提高筛选效率

并降低筛选成本, 本研究在 96孔板的基础上还进行

了模型的 384孔板和 1/2面积 96孔板激动剂模型筛 
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图 6  激动剂雌二醇与拮抗剂它莫西芬对 ERα 的转录调

节活性 
Fig. 6  Effects of estradiol (agonist) and tamoxifen (antiagonist) 
drugs on transactivities of ERα. (A) Estradiol. (B) Tamoxifen. 
 

选微量化试验。利用以上优化好的条件(0.5 μL/孔的

脂质体、0.27 μg/孔报告质粒、0.027 μg/孔表达质粒、

共转染入 L02 细胞、1.5 μmol/L 激动剂阳性雌二醇

刺激), 按照脂质体、报告质粒、表达质粒与细胞培

养板孔径面积等比减少的方式, 对该模型进行微量

化试验(图 7)。1.5 μmol/L激动剂雌二醇阳性药在 384

孔板对荧光素酶的活性可以达到(12.3±2.4)倍的诱

导活性, 在 1/2面积 96孔板可以达到(16.2±2.1)倍的

诱导活性, Z′因子值分别为 0.52和 0.46。 

2.6  模型筛选 
本研究利用 96孔板, 以 1.5 μmol/L的雌二醇(E2)

作为阳性对照, 对华北制药集团所拥有的 2000多个

来源于微生物、植物以及化学合成的单体化合物进

行了筛选, 从中筛选得到 4 个 ERα 激动剂, 分别为

Genistein、3’,4’,5’,7’-tetrahydroxy-8-methoxy isoflavone、

Cyclopenol 和 Questin, 其结构见图 8。可见 4 个化

合物在不同浓度下(0.1~45 μmol/L)对 ER 激动活性

见图 9, 它们的最大活性诱导倍增数分别为 10.1、

6.2、3.7、4.1倍, EC50值分别为 0.7、0.7、1.2、0.8 μmol/L。 

 

图 7  模型筛选微量化结果 
Fig. 7  Results of miniaturization of HTS assays. 

 

图 8  筛选得到 ERα 激动剂的化合物结构 
Fig. 8  Chemical structures of ERα agonists screened in the 
study. 1: genistein; 3: cyclopenol; 4: questin; 2: 3’,4’,5’,7’- 
tetrahydroxy-8-methoxy isoflavone. 

 

图 9  活性化合物对 ERα 的转录激活效应 
Fig. 9  Transactivities of active compounds on Erα. 1: genistein; 
3: cyclopenol; 4: questin; 2: 3’, 4’, 5’, 7’-tetrahydroxy-8-methoxy 
isoflavone. 
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3  讨论 

哺乳动物单杂交技术是将核受体的配体结合结

构域(LBD)与酵母细胞转录 GAL4 的 DNA 结合结构

域(DBD)融合成嵌合蛋白表达质粒, 再与含有 GAL4

特异响应元件的报告质粒共转染入哺乳动物细胞中, 

通过配体刺激下游报告基因的表达定量测定报告基

因的表达水平, 从而评价核受体配体的调节活性。相

对于另外一种目前被广泛使用的利用 ER 响应元件

(ER response element, ERE)的报告基因筛选方法[21], 

该方法是在哺乳动物细胞中利用了酵母 GAL4 转录

因子的调控机制 , 而由于哺乳动物细胞中没有

GAL4 的调控体系, 所以报告基因只能被外源的嵌

合受体激活, 不存在内源性核受体之间的相互干扰

和交叉效应的问题, 筛选体系本身具有低本底、高

信号的突出优点 [2], 该方法更适合于进行特异性强

的核受体配体调节剂的筛选。 

本研究通过质粒构建以及多种转染条件的优化, 

使激动剂和拮抗剂的阳性对照药在该模型上具有很

好的剂量依赖关系和较低 EC50, 说明该方法具有较

好的灵敏性。Z’因子是评价高通量筛选方法稳定性

的一个重要参数[20]。在细胞水平的筛选模型中, 当

Z’因子大于 0.4被认为是方法较稳定, 适用于高通量

药物筛选。本研究的筛选模型 Z’因子大于该标准, 

说明该模型具有较好的稳定性。另外, 本方法还可

以微量化到 384 孔板, 可进一步满足高通量筛选中

增加筛选通量和节约成本的要求。 

利用构建的模型对本室保存的 2000 多个来源

于微生物、植物的天然产物以及化学合成化合物进

行了筛选, 得到了 4 个激动剂活性化合物。其中大

豆异黄酮 Genistein作为 ERα的激动剂对于癌症、心

血管疾病、骨质疏松症的预防和治疗作用在许多文

献中都已有过报道 [22,23], 这说明了本筛选模型有足

够的灵敏度。化合物 3’,4’,5’,7’-tetrahydroxy-8- 

methoxy isoflavone[24]、Cyclopenol[25]和 Questin均为

微生物次生代谢产物, 作为雌激素受体激动剂的活

性为首次发现。将进一步对这些化合物的深入评价

和药理药效学研究。 
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中国科研论文数量 9 年翻 3 倍 

追求“质大于量”，是中国科技界近年来不断奋斗的目标。根据《自然中国》网站提供的一项数据分析

显示，今年上半年，中国在国际顶级学术期刊上发表的论文已达到 25篇，超过 2008年全年发表的总数——

今年具备重大影响力的中国科研论文数量有望翻倍。 

《自然中国》是英国《自然》杂志出版集团 2007年创建的一个致力聚焦中国大陆和香港高质量科学研

究的网站。主编张文浩根据“研究亮点”（为论文撰写的摘要）的流行程度进行排名。 

他统计了在 5本国际顶级学术期刊——《自然》、《科学》、《细胞》、《柳叶刀》及《新英格兰医学期刊》

——上发表过的中国主要研究论文（论文的通讯作者和一半以上的作者是内地的学者），发现从 2000 年到

2008年的 9年时间内，中国科研论文发表数量已经翻了 3倍，2008年达到 21篇。 

2006 年我国发表的科技论文数量已经超日赶美，跃居为世界第二大科技论文出口国，今年在质量上又

有了明显提高。张文浩说，预计 2009年具备重大影响力的中国科研论文数量将较 2008年翻倍。 

根据《自然中国》网站提供的一项数据分析显示，国际社会对中国的材料科学、食物营养学、生态学

以及传统中医药的研究最感兴趣。统计结果显示，最受关注的学科是材料科学，在 2007年和 2008年度中，

在影响最大的前十篇论文中都占有 3 个席位。张文浩解释，这说明中国在材料学研究中具备雄厚的实力，

而且研究的成果正在吸引世界的目光。第二受关注的学科是食物营养学，在 2008年度十大论文中占据首席。

生态学及传统中医药的研究也依旧受到国际社会关注。 
 

来源: 文汇报 
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