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1.一种用于在真核细胞中检测G蛋白活性的生物传感器系统，所述生物传感器系统包

括：

(i)第一生物传感器，其包括：

第一组件，其包括融合于生物发光共振能量转移(BRET)供体或BRET受体的氨基端的天

然GRK2蛋白或GRK3蛋白，所述天然GRK2蛋白的氨基酸序列如SEQ  ID  NO:18所示，所述天然

GRK3蛋白的氨基酸序列如SEQ  ID  NO:19所示；

第二组件，其包括Gβ蛋白和Gγ5蛋白，其中所述Gγ5蛋白融合于BRET供体或BRET受体

的羧基端；和

第三组件，其包括G蛋白偶联受体(GPCR)；

(ii)第二生物传感器，其包括：

(i)中定义的第一组件、第二组件和第三组件；和

包括重组Gα蛋白的第四组件；

其中，如果所述天然GRK2或GRK3蛋白融合于所述BRET供体，则所述Gγ5蛋白融合于所

述BRET受体；或如果所述天然GRK2或GRK3蛋白融合于所述BRET受体，则所述Gγ5蛋白融合

于所述BRET供体。

2.权利要求1所述的生物传感器系统，其中，所述天然GRK2或GRK3蛋白融合于所述BRET

受体，并且所述Gγ5蛋白融合于所述BRET供体。

3.权利要求1或2所述的生物传感器系统，其中，所述BRET供体是生物发光蛋白。

4.权利要求3所述的生物传感器系统，其中，所述生物发光蛋白是荧光素酶。

5.权利要求4所述的生物传感器系统，其中，所述荧光素酶是海肾荧光素酶。

6.权利要求1或2所述的生物传感器系统，其中，所述BRET受体是荧光蛋白。

7.权利要求6所述的生物传感器系统，其中，所述荧光蛋白是绿色荧光蛋白。

8.权利要求1或2所述的生物传感器系统，其中，所述第一组件进一步包括融合于所述

天然GRK2或GRK3，或所述BRET供体或BRET受体的质膜靶向部分。

9.权利要求8所述的生物传感器系统，其中，所述质膜靶向部分融合于所述BRET供体或

BRET受体的C端。

10.权利要求8所述的生物传感器系统，其中，所述质膜靶向部分包括异戊二烯化基序。

11.权利要求10所述的生物传感器系统，其中，所述异戊二烯化基序是人KRAS剪接变体

b的异戊二烯化基序。

12.权利要求11所述的生物传感器系统，其中，所述质膜靶向部分包括氨基酸序列

KKKKKKSKTKCVIM(SEQ  ID  NO:37)。

13.权利要求8所述的生物传感器系统，进一步包括所述BRET供体或BRET受体与所述质

膜靶向部分之间的柔性接头。

14.权利要求13所述的生物传感器系统，其中，所述柔性接头具有50至500个氨基酸的

长度。

15.权利要求14所述的生物传感器系统，其中，所述柔性接头具有200个氨基酸的长度。

16.权利要求1或2所述的生物传感器系统，其中，所述重组Gα蛋白是人Gαq、Gαs、Gαi1、G

αi2、Gαi3、Gαt‑锥、Gαt‑棒、Gαt‑味、Gαz、GαoA、GαoB、Gαolf、Gα11、Gα12、Gα13、Gα14、或Gα15蛋白，或人Gαq的

非选择性变体，所述非选择性变体是以下突变中的一个：G66K、Y67C或F75G。
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17.权利要求1或2所述的生物传感器系统，其中，所述第一生物传感器和第二生物传感

器中的Gβ蛋白是重组Gβ蛋白。

18.权利要求1或2所述的生物传感器系统，其中，所述第一生物传感器存在于第一细胞

中，所述第二生物传感器存在于第二细胞中。

19.权利要求1或2所述的生物传感器系统，其中，所述生物传感器系统包括多个第二生

物传感器，其中所述第二生物传感器中的每一个包括不同的重组Gα蛋白。

20.权利要求19所述的生物传感器系统，其中，所述不同的重组Gα蛋白是以下Gα蛋白中

的至少两种：Gαq、Gαs、Gαi1、Gαi2、Gαi3、Gαt‑锥、Gαt‑棒、Gαt‑味、Gαz、GαoA、GαoB、Gαolf、Gα11、Gα12、G

α13、Gα14和Gα15。

21.一种用于确定测试试剂是否在真核细胞中调节GPCR的活性的方法，所述方法包括：

(1)提供包括以下的生物传感器：

(i)第一组件，其包括融合于BRET供体或BRET受体的天然GRK2蛋白或GRK3蛋白，所述天

然GRK2蛋白的氨基酸序列如SEQ  ID  NO:18所示，所示天然GRK3蛋白的氨基酸序列如SEQ  ID 

NO:19所示；

(ii)第二组件，其包括Gβ蛋白和Gγ5蛋白，其中所述Gγ5蛋白融合于BRET供体或BRET

受体，

其中，如果所述天然GRK2或GRK3蛋白融合于所述BRET供体，则所述Gγ5蛋白融合于所

述BRET受体；或如果所述天然GRK2或GRK3蛋白融合于所述BRET受体，则所述Gγ5蛋白融合

于所述BRET供体；

(iii)第三组件，其包括重组Gα蛋白；和

(iv)第四组件，其包括所述GPCR；以及

(2)在存在和不存在所述测试试剂的情况下，测量由所述BRET受体发射的信号；

其中在存在所述试剂的情况下测量到的较高信号表明所述测试试剂提高所述GPCR的

活性，而在存在所述试剂的情况下测量到的较低信号表明所述试剂抑制所述GPCR的活性。

22.一种用于确定Gα蛋白是否由GPCR激动剂激活的方法，所述方法包括：

(a)在权利要求1至20中任一项所述的生物传感器系统的第一生物传感器和第二生物

传感器中，在存在和不存在所述GPCR激动剂的情况下，测量由BRET受体发射的信号，和

(b)基于由所述BRET受体发射的信号，鉴别Gα蛋白是否由所述GPCR激动剂激活；

其中，在存在GPCR激动剂的情况下，在所述第二生物传感器中测量到的相对于所述第

一生物传感器更高的信号增加，表明Gα蛋白是由所述GPCR激动剂激活的，而其中在存在

GPCR激动剂的情况下，在所述第二生物传感器中测量到的与所述第一生物传感器相似或相

对于所述第一生物传感器更低的信号增加或信号减少，表明所述Gα蛋白不是由所述GPCR激

动剂激活的。

23.一种用于确定测试试剂是否是感兴趣的Gα蛋白的抑制剂的方法，所述方法包括：

(1)使权利要求1至20中任一项中定义的第二生物传感器与GPCR激动剂接触，其中，所

述重组Gα蛋白对应于所述感兴趣的Gα蛋白；

(2)在存在和不存在所述测试试剂的情况下，测量由所述BRET受体发射的信号；以及

(3)确定所述测试试剂是否是所述Gα蛋白的抑制剂，

其中，在存在测试试剂的情况下测量到的较低信号表明所述测试试剂是所述感兴趣的
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Gα蛋白的抑制剂，而在存在测试试剂的情况下测量到的相似或较高信号表明所述测试试剂

不是所述感兴趣的Gα蛋白的抑制剂。

24.一种用于确定测试试剂是否是感兴趣的Gα蛋白的激活剂的方法，所述方法包括：

(1)使权利要求1至20中任一项中定义的第二生物传感器与GPCR激动剂接触，

其中所述重组Gα蛋白对应于所述感兴趣的Gα蛋白；

(2)在存在和不存在所述测试试剂的情况下，测量由所述BRET受体发射的信号；以及

(3)确定所述测试试剂是否是所述Gα蛋白的激活剂，

其中，在存在测试试剂的情况下测量到的较高信号表明所述测试试剂是所述感兴趣的

Gα蛋白的激活剂，而在存在测试试剂的情况下测量到的相似或较低信号表明所述测试试剂

不是所述感兴趣的Gα蛋白的激活剂。

25.权利要求21至24中任一项所述的方法，其中，所述BRET供体是生物发光蛋白，并且

其中所述方法进一步包括使生物传感器与所述供体生物发光蛋白的底物接触。

26.权利要求25所述的方法，其中，所述底物是荧光素。

27.权利要求26所述的方法，其中，所述荧光素是腔肠素。

28.权利要求27所述的方法，其中，所述腔肠素是腔肠素400A。

29.权利要求21至24中任一项所述的方法，其中，所述方法进一步包括：测量由所述

BRET供体发射的信号，和确定[BRET受体信号/BRET供体信号]的比。
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基于Gβγ互作蛋白监测G蛋白激活的生物传感器

[0001] 相关申请的交叉引用

[0002] 本申请要求于2014年10月14日提交的美国临时申请号62/063,622的权益，其通过

引用全文并入本文。

技术领域

[0003] 本发明涉及对G蛋白激活的监测，更特别地涉及用于检测G蛋白激活的信号传导生

物传感器。

背景技术

[0004] 异源三聚体G蛋白由三个亚基组成：α、β和γ，该异源三聚体G蛋白向各种胞内效应

物传递由G蛋白偶联受体(GPCR)提供的信息。在缺乏刺激的情况下，G蛋白的α‑亚基与GDP

(鸟苷二磷酸)分子形成复合体。配体激活受体后的构象变化促进了GDP分子磷酸化为GTP

(鸟苷三磷酸)。结合GTP的Gα亚基与Gβγ亚基解离，然后两者能够与下游效应物相互作用和

调节下游效应物的活性。因此，使用Gβγ互作蛋白，通过下游效应物与Gβγ的相互作用分析

下游效应物来评估G蛋白的激活。在Gα亚基将GTP水解为GDP后，Gα对Gβγ的亲和力恢复，并

且三个亚基重结合，形成无活性的异源三聚体G蛋白，结束效应物的参与，从而发生信号转

导(Gilman  1987)。

[0005] 除了GPCR对G蛋白的经典激活以外，其他蛋白质也可以调节这些异源三聚体G蛋白

的活性，如G蛋白信号传导调节因子(RGS)、G蛋白信号传导激活因子(AGS)和抗胆碱酯酶8蛋

白抑制因子(resistance  to  inhibitors  of  cholinesterase  8  proteins，Ric‑8)。在这

些非典型信号转导通路中的某些中，另一种蛋白(例如Ric‑8)替代了由GPCR经典地发挥的

鸟嘌呤交换因子(GEF)活性(Boularan和Kehrl，2014)。

[0006] G蛋白偶联受体激酶(GRKs)2和G蛋白偶联受体激酶3首先以其在受体脱敏中的作

用为特征，其也是通过与Gβγ亚基的相互作用参与的效应物。GRK2和GRK3含有普列克底物

蛋白同源(PH)域，所述普列克底物蛋白同源(PH)域在G蛋白的Gβγ亚基与激活的结合GTP的

Gα亚基解离时，与G蛋白的Gβγ亚基相互作用(Pitcher，Inglese等人.1992)(Touhara，

Inglese等人.1994)。因此，Gβγ互作蛋白(βγIP)(如GRK2和GRK3)可以用于直接研究GPCR

或其他G蛋白激活因子对G蛋白的激活。

[0007] 当前，药物开发工业中使用几种方法评估GPCR的激活和由此评估受体连接G蛋白，

如钙动员测定或基于通过G蛋白结合的GTPγS的放射性测定。钙动员测定测量发生在Gq激

活下游的信号传导事件，并且仅当与使用修饰的Gα亚基偶联时可以应用于Gi偶联受体或Gs

偶联受体。在GTPγS结合测定的情况下，使用放射性GTPγ35S在细胞膜上直接测量各种异源

三聚体G蛋白的激活，该异源三聚体G蛋白的激活不能在活细胞中进行。

[0008] 由此，到目前为止尚未探索在不修饰G蛋白的激活因子或Gα亚基的情况下在活细

胞中激活G蛋白。此外，已知的方法不适合于使用相同的检测配偶体研究所有不同的G蛋白。

这样的测定在药物开发过程的不同阶段中是尤其有用的，例如，通过使G蛋白偶联谱能够表
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征和促进对具有限定的信号传导特性的新化合物的鉴定以用于筛选测定和结构‑活性关系

研究。这是尤其真实的，因为G蛋白激活因子作为药物靶标的重要性，其占所有通过GPCR起

作用的处方药中的26％(Garland  2013)。尽管有几种方法可以用于支持开发新的靶向G蛋

白激活因子的治疗活性分子，但那些化合物的精确作用机制的可用信息的缺乏常常限制新

型药物的发现。

[0009] 因此，存在新的评估G蛋白激活的工具和测定的需求。

[0010] 本说明书参考许多文献，所述文献的内容通过引用全文并入本文。

发明内容

[0011] 本发明提供了以下的1至68个项目：

[0012] 1 .用于检测G蛋白活性的生物传感器系统，所述生物传感器系统包括(A)或(B)中

定义的元件：

[0013] (A)

[0014] (i)第一生物传感器，其包括：

[0015] 第一组件，其包括融合于(a)共振能量转移(RET)供体；(b)RET受体或(c)报告蛋白

的第一片段的Gβγ互作蛋白(βγIP)；和

[0016] 第二组件，其包括融合的Gβ蛋白或融合的Gγ蛋白，其中所述Gβ蛋白或所述Gγ蛋

白融合于(a)RET供体；(b)RET受体或(c)所述报告蛋白的第二片段；

[0017] (ii)第二生物传感器，其包括：

[0018] (i)中定义的第一组件和第二组件；和

[0019] 包括重组Gα蛋白的第三组件；

[0020] 其中，(a)如果所述βγIP融合于所述RET供体，则所述Gβ或Gγ蛋白融合于所述RET

受体；(b)如果所述βγIP融合于所述RET受体，则所述Gβ或Gγ蛋白融合于所述RET供体；(c)

如果所述βγIP融合于所述报告蛋白的第一片段，则所述Gβ或Gγ蛋白融合于所述报告蛋白

的第二片段；或

[0021] (B)

[0022] (i)生物传感器，其包括

[0023] 第一组件，其包括融合于(a)RET供体；(b)RET受体或(c)报告蛋白的第一片段的Gβ

γ互作蛋白(βγIP)；

[0024] 第二组件，其包括融合的G蛋白偶联受体(GPCR)，其中所述GPCR在其C端融合于(a)

RET供体；(b)RET受体或(c)所述报告蛋白的第二片段；

[0025] 第三组件，其包括重组Gα蛋白；

[0026] 其中，(a)如果所述βγIP融合于所述RET供体，则所述GPCR融合于所述RET受体；

(b)如果所述βγIP融合于所述RET受体，则所述GPCR融合于所述RET供体；(c)如果所述βγ

IP融合于所述报告蛋白的第一片段，则所述GPCR融合于所述报告蛋白的所述第二片段。

[0027] 2.项目1所述的生物传感器系统，其中所述Gγ蛋白融合于所述RET供体、RET受体

或第二片段。

[0028] 3.项目1或2所述的生物传感器系统，其中所述RET供体、RET受体或第二片段融合

于所述Gβ或Gγ蛋白的N端。
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[0029] 4.项目1至3中任一项所述的生物传感器系统，其中所述RET供体、RET受体或第一

片段融合于所述βγIP的C端。

[0030] 5 .项目1至4中任一项所述的生物传感器系统，其中所述βγIP融合于所述RET受

体，并且所述Gβ蛋白、Gγ蛋白或GPCR融合于所述RET供体。

[0031] 6.项目1至5中任一项所述的生物传感器系统，其中所述RET供体是生物发光蛋白。

[0032] 7.项目6所述的生物传感器系统，其中所述生物发光蛋白是荧光素酶。

[0033] 8.项目7所述的生物传感器系统，其中所述荧光素酶是海肾(Renilla)荧光素酶。

[0034] 9.项目1至8中任一项所述的生物传感器系统，其中所述RET受体是荧光蛋白。

[0035] 10.项目9所述的生物传感器系统，其中所述荧光蛋白是GFP。

[0036] 11.项目1至4中任一项所述的生物传感器系统，其中所述βγIP融合于所述第一片

段，所述Gβ蛋白、Gγ蛋白或GPCR融合于所述第二片段。

[0037] 12.项目11所述的生物传感器系统，其中所述报告蛋白是生物发光蛋白。

[0038] 13.项目12所述的生物传感器系统，其中所述生物发光蛋白是荧光素酶。

[0039] 14.项目13所述的生物传感器系统，其中所述荧光素酶是海肾荧光素酶。

[0040] 15.项目14所述的生物传感器系统，其中所述第一片段包括海肾荧光素酶的大约

第1至110位残基，所述第二片段包括海肾荧光素酶的大约第111至311位残基。

[0041] 16.项目1至15中任一项所述的生物传感器系统，其中，第一组件进一步包括融合

于所述βγIP或所述RET供体、RET受体或第一片段的质膜(PM)靶向部分。

[0042] 17.项目16所述的生物传感器系统，其中所述PM靶向部分融合于所述RET供体、RET

受体或第一片段的C端。

[0043] 18.项目16或17所述的生物传感器系统，其中所述PM靶向部分包括异戊二烯化基

序。

[0044] 19.项目16所述的生物传感器系统，其中所述异戊二烯化基序是人KRAS剪接变体b

的异戊二烯化基序。

[0045] 20 .项目19所述的生物传感器系统，其中所述PM靶向部分包括氨基酸序列

KKKKKKSKTKCVIM(SEQ  ID  NO：37)。

[0046] 21 .项目16至20中任一项所述的生物传感器系统，进一步包括(i)所述RET供体、

RET受体或第一片段与(ii)所述PM靶向部分之间的柔性接头。

[0047] 22.项目21所述的生物传感器系统，其中所述柔性接头具有相当于约50至约500个

氨基酸的长度。

[0048] 23.项目22所述的生物传感器系统，其中所述柔性接头具有相当于约200个氨基酸

的长度。

[0049] 24.项目1至23中任一项所述的生物传感器系统，其中所述重组Gα蛋白是人Gαq、G

αs、Gαi1、Gαi2、Gαi3、Gαt‑锥(Gαt‑cone)、Gαt‑棒(Gαt‑rod)、Gαt‑味(Gαt‑gust)、Gαz、GαoA、GαoB、Gαolf、Gα11、

Gα12、Gα13、Gα14和Gα15/Gα16蛋白，或其混杂的或非选择性的Gα变体，例如突变的Gα多肽包括

在对应于本文描述的人Gαq蛋白的第66、67和/或75位残基位置处的突变。

[0050] 25.项目1至24中任一项所述的生物传感器系统，其中所述βγIP是GRK2或GRK3。

[0051] 26.项目1至25中任一项所述的生物传感器系统，其中，(i)如果所述第二组件包括

融合的Gβ蛋白，则所述第一生物传感器和第二生物传感器进一步包括重组Gγ蛋白，或(ii)
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如果所述第二组件包括融合的Gγ蛋白，则所述第一生物传感器和第二生物传感器进一步

包括重组Gβ蛋白。

[0052] 27.项目1至25中任一项所述的生物传感器系统，其中，(A)中定义的生物传感器系

统进一步包括G蛋白偶联受体(GPCR)。

[0053] 28.项目1至27中任一项所述的生物传感器系统，其中，(B)中定义的生物传感器系

统进一步包括重组Gβ蛋白和/或重组Gγ蛋白。

[0054] 29.项目1至28中任一项所述的生物传感器系统，其中所述第一生物传感器存在于

第一细胞中，所述第二生物传感器存在于第二细胞中。

[0055] 30.项目1至28中任一项所述的生物传感器系统，其中，在(A)中定义的生物传感器

系统中，所述第一生物传感器存在于第一膜制备物中，所述第二生物传感器存在于第二膜

制备物中。

[0056] 31.项目1至30中任一项所述的生物传感器系统，其中，(A)中定义的生物传感器系

统包括多个第二生物传感器，其中所述第二生物传感器中的每一个包括不同的重组Gα蛋

白。

[0057] 32.项目31所述的生物传感器系统，其中所述不同的重组Gα蛋白是以下Gα蛋白中

的至少两种：Gαq、Gαs、Gαi1、Gαi2、Gαi3、Gαt‑锥、Gαt‑棒、Gαt‑味、Gαz、GαoA、GαoB、Gαolf、Gα11、Gα12、G

α13、Gα14和Gα15/Gα16。

[0058] 33.包括编码项目1至26中任一项定义的第一组件、第二组件和第三组件的序列的

核酸。

[0059] 34.项目33所述的核酸，进一步包括编码Gγ蛋白或Gβ的序列。

[0060] 35.项目33或34所述的核酸，进一步包括一个或多个翻译调节序列。

[0061] 36.项目35所述的核酸，其中所述一个或多个翻译调节序列是内部核糖体进入位

点(IRES)。

[0062] 37.用于检测G蛋白活性的生物传感器，其包括：

[0063] (i)第一组件，其包括融合于(a)RET供体；(b)RET受体或(c)报告蛋白的第一片段

的Gβγ互作蛋白(βγIP)；和

[0064] (ii)第二组件，其包括融合的质膜(PM)靶向部分，其中所述PM靶向部分融合于(a)

RET供体；(b)RET受体或(c)所述报告蛋白的第二片段；

[0065] 其中，(a)如果所述βγIP融合于所述RET供体，则所述PM靶向部分融合于所述RET

受体；(b)如果所述βγIP融合于所述RET受体，则所述PM靶向部分融合于所述RET供体；和

(c)如果所述βγIP融合于所述报告蛋白的第一片段，则所述PM靶向部分融合于所述报告蛋

白的第二片段。

[0066] 38.项目37所述的生物传感器，其中所述PM靶向部分是PM蛋白或其定位于PM的片

段。

[0067] 39.项目38所述的生物传感器，其中所述PM蛋白或其片段包括(a)棕榈酰化、豆蔻

酰化和/或异戊烯化信号序列和/或(b)多碱序列。

[0068] 40 .项目39所述的生物传感器，其中所述多碱序列和异戊烯化信号序列来自人

KRAS剪接变体b。

[0069] 4 1 .项目4 0所述的生物传感器，其中所述PM靶向部分包括氨基酸序列
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KKKKKKSKTKCVIM(SEQ  ID  NO：37)。

[0070] 42.项目37至41中任一项所述的生物传感器，其中所述生物传感器进一步包括第

三组件，所述第三组件包括重组Gα蛋白。

[0071] 43.项目42所述的生物传感器，其中所述重组Gα蛋白属于Gq家族。

[0072] 44.项目43所述的生物传感器，其中所述重组Gα蛋白是Gαq或Gα11。

[0073] 45.用于确定测试试剂是否调节GPCR的活性的方法，所述方法包括：

[0074] (1)提供包括(A)、(B)或(C)中定义的元件的生物传感器：

[0075] (A)

[0076] (i)第一组件，其包括融合于(a)RET供体；(b)RET受体或(c)报告蛋白的第一片段

的Gβγ互作蛋白(βγIP)；

[0077] (ii)第二组件，其包括融合的Gβ蛋白或融合的Gγ蛋白，其中所述Gβ蛋白或所述G

γ蛋白融合于(a)RET供体；(b)RET受体或(c)所述报告蛋白的第二片段，

[0078] 其中，(a)如果所述βγIP融合于所述RET供体，则所述Gβ或Gγ蛋白融合于所述RET

受体；(b)如果所述βγIP融合于所述RET受体，则所述Gβ或Gγ蛋白融合于所述RET供体；(c)

如果所述βγIP融合于所述报告蛋白的第一片段，则所述Gβ或Gγ融合于所述报告蛋白的第

二片段；

[0079] (iii)第三组件，其包括重组Gα蛋白；和

[0080] (iv)第四组件，其包括所述GPCR；

[0081] (B)

[0082] (i)第一组件，其包括融合于(a)RET供体；(b)RET受体或(c)报告蛋白的第一片段

的Gβγ互作蛋白(βγIP)；

[0083] (ii)第二组件，其包括在其C端融合于(a)RET供体；(b)RET受体或(c)所述报告蛋

白的第二片段的GPCR；

[0084] (iii)第三组件，其包括重组Gα蛋白；

[0085] 其中，(a)如果所述βγIP融合于所述RET供体，则所述GPCR融合于所述RET受体；

(b)如果所述βγIP融合于所述RET受体，则所述GPCR融合于所述RET供体；(c)如果所述βγ

IP融合于所述报告蛋白的第一片段，则所述GPCR融合于所述报告蛋白的第二片段；或

[0086] (C)

[0087] (i)第一组件，其包括融合于(a)RET供体；(b)RET受体或(c)报告蛋白的第一片段

的Gβγ互作蛋白(βγIP)；

[0088] (ii)第二组件，其包括融合的质膜(PM)靶向部分，其中所述PM靶向部分融合于(a)

RET供体；(b)RET受体或(c)所述报告蛋白的第二片段；

[0089] 其中，(a)如果所述βγIP融合于所述RET供体，则所述PM靶向部分融合于所述RET

受体；(b)如果所述βγIP融合于所述RET受体，则所述PM靶向部分融合于所述RET供体；(c)

如果所述βγIP融合于所述报告蛋白的第一片段，则所述PM靶向部分融合于所述报告蛋白

的第二片段；

[0090] (iii)第三组件，其包括重组Gα蛋白；和

[0091] (iv)第四组件，其包括所述GPCR；以及

[0092] (2)在存在和不存在所述测试试剂的情况下，测量由所述RET受体或报告蛋白发射
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的信号；

[0093] 其中在试剂存在的情况下测量到的较高信号表示所述测试试剂提高所述GPCR的

活性，而在试剂存在的情况下测量到的较低信号表示所述试剂抑制所述GPCR的活性。

[0094] 46.项目44所述的方法，其中所述生物传感器包括项目2至32和38至44中定义的特

征中的一个或多个。

[0095] 47.用于确定Gα蛋白是否由GPCR激动剂激活的方法，所述方法包括：

[0096] (a)在项目1至32中任一项所述的生物传感器系统的第一生物传感器和第二生物

传感器中，在存在和不存在所述GPCR激动剂的情况下，测量由RET受体或报告蛋白发射的信

号，和

[0097] (b)基于由所述RET受体或报告蛋白发射的信号，鉴别Gα蛋白是否由所述GPCR激动

剂激活；

[0098] 其中，在GPCR激动剂存在的情况下，在所述第二生物传感器中测量到的与所述第

一生物传感器相比更高的信号增加，说明Gα蛋白是由所述GPCR激动剂激活的，而其中在

GPCR激动剂存在的情况下，在所述第二生物传感器中测量到的与所述第一生物传感器相似

或与所述第一生物传感器相比更低的信号增加或信号减少，说明所述Gα蛋白不是由所述

GPCR激动剂激活的。

[0099] 48.用于确定Gα蛋白是否由GPCR激动剂激活的方法，所述方法包括：

[0100] (a)在第一生物传感器中，在存在和不存在所述GPCR激动剂的情况下，测量由RET

受体或报告蛋白发射的信号，所述第一生物传感器包括：

[0101] (i)第一组件，其包括融合于(a)RET供体；(b)RET受体或(c)报告蛋白的第一片段

的Gβγ互作蛋白(βγIP)；和

[0102] (ii)第二组件，其包括融合的G蛋白偶联受体(GPCR)，其中所述GPCR在其C端融合

于(a)RET供体；(b)RET受体或(c)所述报告蛋白的第二片段；

[0103] (b)在第二生物传感器中，在存在和不存在所述GPCR激动剂的情况下，测量由RET

受体或报告蛋白发射的信号，所述第二生物传感器包括：

[0104] (i)(a)中定义的第一组件和第二组件；和

[0105] (ii)第三组件，其包括重组形式的所述Gα蛋白；

[0106] 其中，(a)如果所述βγIP融合于所述RET供体，则所述GPCR融合于所述RET受体；

(b)如果所述βγIP融合于所述RET受体，则所述GPCR融合于所述RET供体；(c)如果所述βγ

IP融合于所述报告蛋白的第一片段，则所述GPCR融合于所述报告蛋白的第二片段；

[0107] 其中，在GPCR激动剂存在的情况下，在所述第二生物传感器中测量到的与所述第

一生物传感器相比更高的信号增加，说明Gα蛋白是由所述GPCR激动剂激活的，而其中在

GPCR激动剂存在的情况下，在所述第二生物传感器中测量到的与所述第一生物传感器相似

或与所述第一生物传感器相比更低的信号增加或信号减少，说明所述Gα蛋白不是由所述

GPCR激动剂激活的。

[0108] 49.项目47所述的方法，其中所述生物传感器包括项目38至44中定义的特征中的

一个或多个。

[0109] 50.项目45所述的方法，进一步包括：

[0110] (3)在存在和不存在所述测试试剂和GPCR激动剂存在的情况下，在以下生物传感

说　明　书 6/36 页

10

CN 107074926 B

11



器中测量由RET受体或报告蛋白发射的信号：

[0111] (a)项目1至31中任一项的元件(A)中定义的第二生物传感器，

[0112] (b)项目1至31中任一项的元件(B)中定义的生物传感器，或

[0113] (c)项目42至44中任一项所述的生物传感器，

[0114] 其中所述重组Gα蛋白偶联于所述GPCR；以及

[0115] (4)确定所述测试试剂是否是所述Gα蛋白的抑制剂；

[0116] 其中，在测试试剂存在的情况下测量到的较低信号表示所述测试试剂是所述Gα蛋

白的抑制剂，而在测试试剂存在的情况下测量到的相似或较高信号表示所述测试试剂不是

所述Gα蛋白的抑制剂。

[0117] 51.用于确定测试试剂是否是感兴趣的Gα蛋白的抑制剂的方法，所述方法包括：

[0118] (1)使以下生物传感器与GPCR激动剂接触：

[0119] (a)项目1至32中任一项的元件(A)中定义的第二生物传感器，

[0120] (b)项目1至32中任一项的元件(B)中定义的生物传感器，或

[0121] (c)项目42至44中任一项所述的生物传感器；

[0122] 其中所述重组Gα蛋白对应于所述感兴趣的Gα蛋白；

[0123] (2)在存在和不存在所述测试试剂的情况下，测量由所述RET受体或报告蛋白发射

的信号；以及

[0124] (3)确定所述测试试剂是否是所述Gα蛋白的抑制剂，

[0125] 其中在测试试剂存在的情况下测量到的较低信号表示所述测试试剂是所述感兴

趣的Gα蛋白的抑制剂，而在测试试剂存在的情况下测量到的相似或较高信号表示所述测试

试剂不是所述感兴趣的Gα蛋白的抑制剂。

[0126] 52.用于确定测试试剂是否是感兴趣的Gα蛋白的激活剂的方法，所述方法包括：

[0127] (1)使以下生物传感器与GPCR激动剂接触：

[0128] (a)项目1至32中任一项的元件(A)中定义的第二生物传感器，

[0129] (b)项目1至32中任一项的元件(B)中定义的生物传感器，或

[0130] (c)项目42至44中任一项所述的生物传感器；

[0131] 其中所述重组Gα蛋白对应于所述感兴趣的Gα蛋白；

[0132] (2)在存在和不存在所述测试试剂的情况下，测量由所述RET受体或报告蛋白发射

的信号；以及

[0133] (3)确定所述测试试剂是否是所述Gα蛋白的激活剂，

[0134] 其中，在测试试剂存在的情况下测量到的较高信号表示所述测试试剂是所述感兴

趣的Gα蛋白的激活剂，而在测试试剂存在的情况下测量到的相似或较低信号表示所述测试

试剂不是所述感兴趣的Gα蛋白的激活剂。

[0135] 53.项目45至52中任一项所述的方法，其中所述RET供体是生物发光蛋白，其中所

述方法进一步包括使生物传感器与所述供体生物发光蛋白的底物接触。

[0136] 54.项目53所述的方法，其中所述底物是荧光素。

[0137] 55.项目54所述的方法，其中所述荧光素是腔肠素。

[0138] 56.项目55所述的方法，其中所述腔肠素是腔肠素400A。

[0139] 57.项目45至56中任一项所述的方法，其中所述生物传感器包括RET供体和RET受
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体，其中所述方法进一步包括：(i)测量由所述RET供体发射的信号，和(ii)确定[RET受体信

号/RET供体信号]的比。

[0140] 58.突变的Gα多肽，其包括在对应于人Gαq蛋白的第67位残基和/或第75位残基的

位置的突变。

[0141] 59.项目58所述的突变的Gα多肽，其中所述突变是置换。

[0142] 60.项目58或59所述的突变的Gα多肽，其中所述突变在对应于人Gαq蛋白的第67位

残基的位置。

[0143] 61.项目60所述的突变的Gα多肽，其中所述突变是对非芳香残基的置换。

[0144] 62.项目61所述的突变的Gα多肽，其中所述非芳香残基是半胱氨酸。

[0145] 63.项目58或59所述的突变的Gα多肽，其中所述突变在对应于人Gαq蛋白的第75位

残基的位置。

[0146] 64.项目63所述的突变的Gα多肽，其中所述突变是对非芳香残基的置换。

[0147] 65.项目64所述的突变的Gα多肽，其中所述非芳香残基是甘氨酸。

[0148] 66.包括编码项目58至65中任一项所述的突变的Gα多肽的序列的核酸。

[0149] 67.包括项目66所述的核酸的质粒或载体。

[0150] 68.包括项目65所述的核酸或项目67所述的质粒的细胞。

[0151] 在阅读仅参照附图通过举例的方式提供的以下具体实施方式的非限制性描述时，

本发明的其他目的、优势和特征会变得更明显。

附图说明

[0152] 在附图中：

[0153] 图1A至图1C显示了，图示以GPCR作为G蛋白激活剂的例子，作为使用G蛋白激活的

基于βγIP的生物传感器的基本原理的示意图。该测定基于Gα亚基和βγIP之间竞争结合于

Gβγ二聚体。当异源三聚体G蛋白的Gα亚基处于非激活形式时，其紧密结合于Gβγ二聚体。

当配体结合于受体上时，Gα亚基从GDP结合形式转变为GTP结合形式，导致所述Gα亚基与Gβ

γ亚基解离，使βγIP被募集至游离Gβγ亚基。因此，当受体受刺激时，βγIP和Gβγ之间的

相互作用会反映特定的G蛋白的激活。可以用不同的检测方法来评估βγIP和Gβγ之间的相

互作用，如共振能量转移(RET)方法(图1A)或蛋白质互补(PC)测定(图1B)。在共振能量转移

方法中，用能量供体和受体标记了βγIP和Gβγ，当G蛋白激活时，观察到RET信号的增加。在

蛋白质互补测定的情况下，βγIP和Gβγ融合于荧光蛋白或发光酶的片段，在G蛋白激活后，

两个片段的互补作用将导致荧光信号或酶活性的增强。图1C显示了G蛋白激活的基于βγIP

的生物传感器的结果的理论方案(scenarios)和相应解释。使用BRET作为测定方法的例子，

图1C中描绘了三种不同的方案。在方案1(左)中，用除了异源三聚体G蛋白的Gα亚基外的生

物传感器的所有组件转染细胞。缺少α亚基导致过量Gβγ亚基与基态βγIP相互作用。方案2

(中)中，转染生物传感器的所有组件，但是过表达的Gα亚基(Gα1)不与感兴趣的受体在功能

上偶联。方案3(右)显示了当伴随对感兴趣的受体适当的Gα亚基(Gα2)而表达生物传感器的

所有组件时，该生物传感器的典型应答。在该情况下，受体激活导致BRET信号的增强，所述

BRET信号通过将标记GFP的βγIP募集至之前与特定Gα亚基偶联的标记Rluc的Gβγ亚基产

生。
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[0154] 图2显示测试对基于βγIP的G蛋白激活生物传感器的优化的某些不同构建体。在

图2A中，呈现了GRK2/3的结构。GRK2/3包括(arbour)不同功能域：钙调蛋白结合域(CAM)；

RGS(G蛋白信号传导调节剂)域，其可以通过本文描述的D110A置换失活；催化域，其用于

GRK2/3激酶活性，以及可以通过本文描述的K220R置换失活；以及普列克底物蛋白同源域

(PH域)，其与PIP2和异源三聚体G蛋白的Gβ亚基结合。这些相互作用促进GRK转移至质膜及

其激活。已经报道了GRK的C端部分(第670位和第685位丝氨酸)的磷酸化作用调控其活性。

测试了GRK2和GRK3的四种不同的GFP标记的构建体，两种基于完整的GRK编码序列，两种基

于C端PH域/Gβ结合域，其中GFP位于GRK的N端部分或C端部分。以与BRET标记的融合物来测

试Gβ和Gγ亚基两者，并且它们均可以用于监测GRK/Gβγ相互作用。

[0155] 图2B和图2C显示了四种不同GRK构建体(图2A)的不同比例的测试(滴定)和获得的

对Gα15的β1AR激活(图2B)以及Gα11的血栓素A2受体(TPαR)介导的激活的响应(图2C)。基于转

染了编码受体的构建体以及Gα(图2B中的β1AR/Gα15和图2C中的TPαR/Gα11)、Gβ1、RlucH‑Gγ5

(96孔板中0.5ng/孔)和变化量的标记GFP10的GRK2构建体(高达75ng/孔)的HEK293细胞，进

行BRET供体向受体的滴定。用载体或激动剂处理细胞15分钟(1μM异丙肾上腺素和100nM  U‑

46619分别处理表达β1AR和TPαR的细胞)。报告了BRET比在GFP构建体表达(对荧光的评价)

的功能上优于RlucII构建体表达(对生物发光的评价)的功能。这些结果表明，根据BRET信

号的幅度和对宽范围的供体与受体比响应的稳定性，C端标记了BRET供体(GFP)的全长GRK

提供了最佳的动态窗口。

[0156] 图3A至图3C显示了使用基于βγIP的生物传感器的TPαR的G蛋白激活谱。图3A：在

BRET测量之前，瞬时表达TPαR以及GRK2‑GFP、Rluc‑Gγ5、Gβ1和指定的Gα的HEK293细胞暴露

于100nM  U‑46619或载体中15分钟。模拟条件没有任何Gα亚基过表达。图3B：图3A中激动剂

处理的细胞获得的BRET值表示为用载体处理的相应细胞获得的BRET值的百分比。模拟条件

用来确定阳性响应的阈值。图3C：使用GRK2‑GFP/Rluc‑Gγ5/Gβ1生物传感器，并使用TPαR的

Gαq、Gα13、Gα14、Gα15、GαqG66K和GαqY67C激活的激动剂U‑46619的剂量响应曲线。

[0157] 图4A至图4J显示了使用基于βγIP的生物传感器的多巴胺D2受体(D2R)、α1B‑肾上

腺素能受体(α1BAR)和α2c‑肾上腺素能受体(α2cAR)的G蛋白激活谱。在BRET测量之前，用以下

激动剂：罗替戈汀(图4A和图4B)、苯基肾上腺素(图4C、图4D、图4E)或肾上腺素(图4E)刺激

瞬时表达D2R(图4A和图4B)、α1BAR(图4C和图4D)或α2CAR(图4E和图4F)，以及GRK2‑GFP、Rluc‑

Gγ5、Gβ1和指定的Gα的HEK293细胞15min。图4A、图4C和图4E：数据表示为载体处理的细胞

中获得的BRET信号的百分比。没有任何Gα亚基过表达的模拟条件用于测定阳性响应的阈

值。如图4A、图4C和图4E所呈现的，具有混杂激活(promiscuous  activation)特性的G蛋白

(如GαqY67C)可以用于监测受体激活(参见图14中的位置和周围序列)。Gα的这些混杂突变

体可以用作受体激活的阳性对照，所述受体激活的阳性对照可以用于表征拮抗剂或筛选孤

儿受体(orphan  receptor)激动剂。图4B是使用GRK2‑GFP/Rluc‑Gγ5/Gβ1生物传感器，选择

的Gα蛋白(Gαi1和四种混杂Gαq突变体：G66K、G66D、Y67C和F75G)与罗替戈汀(一种D2R激动

剂)的剂量响应曲线。在图4D中，显示了使用GRK2‑GFP/Rluc‑Gγ5/Gβ1生物传感器，α1BAR和

选择的Gα蛋白质(Gα11和Gαq)与苯基肾上腺素(一种α‑肾上腺素激动剂)的剂量响应曲线。在

图4E中，由表达α2CAR、Gαz、GRK2‑GFP、Rluc‑Gγ5以及Gβ1的HEK293细胞，获得了Gαz激活与不

同的肾上腺素能激动剂(肾上腺素、去甲肾上腺素、苯基肾上腺素和异丙肾上腺素)的剂量
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响应曲线。图4F显示使用两种不同的α2CAR激动剂：肾上腺素和苯基肾上腺素的α2CAR的G蛋

白激活谱。这些结果显示，基于βγIP的生物传感器可以用于建立G蛋白激活和不同的受体

和配体的药理学谱。在图4G至图4J中，用Gβγ亚基的不同组合获得肾上腺素/α2CAR促进Gαz

激活的剂量响应曲线。用编码α2CAR、Gαz、GRK2‑GFP、不同的标记Rluc的Gγ(图4G和图4H)以

及Gβ(图4G中的Gβ1，图4H中的Gβ3短变体(Gβ3sh))的构建体转染HEK293细胞。在图4I和图4J

中，用编码α2CAR、Gαz、GRK2‑GFP、标记Rluc的Gγ(图4I中的Gγ1和图4J中的Gγ5)以及不同

的Gβ的构建体转染细胞。这些结果显示，Gβ和Gγ两种亚基的组合可以导致不同的G蛋白激

活的药理学谱。这些差异可以部分地与使用不同细胞和组织观察到的不同药理学谱相关，

所述不同细胞和组织不仅表达特定的Gα亚基集合，还表达Gβ亚基和Gγ亚基的不同的组合

和水平。这些结果显示，基于βγIP的生物传感器可以用来研究和更好地理解这些差异。

[0158] 图5A至图5D显示了基于βγIP的生物传感器可以用于表征和验证G蛋白调节剂的

选择性和作用方式。图5A和图5B显示了PTX(一种Gαi/Gαo阻断剂)对Gαi1的选择性抑制和

Ubo‑Qic(一种Gαq抑制剂类似物：YM‑254890)对Gαq的选择性抑制。在记录BRET信号之前，用

PTX、Ubo‑Qic或载体(对照)预处理表达TPαR和Gαq(图5A)或D2R和Gαi1(图5B)以及Gβ1、Rluc‑

Gγ5和GRK2‑GFP的HEK293细胞，然后将所述HEK293细胞暴露于增加浓度的U‑46619(图5A)

或罗替戈汀中(图5B)15分钟。在图5C中，TPαR介导的G蛋白激活用于验证Ubo‑Qic抑制剂的

选择性。用Ubo‑Qic预处理共表达TPαR和生物传感器GRK2‑GFP/Rluc‑Gγ5/Gβ1+指定的Gα亚

基的细胞，然后将所述细胞暴露于载体或激动剂U‑46619(100nM)中。这些结果显示，Gαq家

族(Gαq、Gα11、Gα14和Gα15)中，仅Gα15对Ubo‑Qic不敏感。Gα12蛋白和Gα13蛋白也对Ubo‑Qic不敏

感。图5D，基于βγIP的生物传感器用来揭示突变的Gαq激活的Ubo‑Qic敏感性。在第67位引

入了Gαq置换(见图14)。抗Ubo‑Qic抑制的仅该酪氨酸残基的置换(Y67C、Y67G、Y67S和Y67L)

还显示混杂特性，这说明该残基对控制G蛋白激活也是重要的。Phe75残基置换为甘氨酸导

致仅部分的Ubo‑Qic介导的激活抑制(图5D)和还导致了混杂表型(见图4A)。

[0159] 图6A和图6B显示了受体激活时基于βγIP的G蛋白激活生物传感器响应的动力学。

图6A：使瞬时表达D2R，以及Gαi1、Gβ1、Rluc‑Gγ5和GRK2‑GFP的HEK293细胞暴露于1μM罗替戈

汀或载体中，同时每隔一定时间测量BRET。图6B：使瞬时表达TPαR，以及Gα11、Gβ1、Rluc‑Gγ5

和GRK2‑GFP的HEK293细胞暴露于100nM  U‑46619或载体中，同时每隔一定时间测量BRET。在

两种情况下，测量30秒后，将激动剂和载体添加至细胞。

[0160] 图7A和图7B显示了基于βγIP的G蛋白激活生物传感器的Z’因子评价。使瞬时表达

D2R和Gαi1(图7A)或TPαR和Gα11(图7B)，以及Gβ1、Rluc‑Gγ5和GRK2‑GFP的HEK293细胞暴露于

1μM的罗替戈汀(图7A)、100nM的U‑46619(图7B)或载体(图7A、图7B)中15分钟。以96孔板的

每个单独的孔表示BRET比。对于这些代表性实验，D2R(图7A)和TPαR(图7B)的Z’因子分别评

价为0.79和0.89。

[0161] 图8A至图8C显示了基于βγIP的G蛋白激活生物传感器的配体分布图。图8A：瞬时

表达血管紧张素II  1型受体(AT1R)，以及Gβ1、Rluc‑Gγ5、GRK2‑GFP和指定的Gα的HEK293细

胞的G蛋白激活分布图，在BRET测量之前用1μM血管紧张素II刺激所述HEK293细胞15分钟。

图8B：饱和浓度的血管紧张素II类似物(1μM)对Gαq、Gα11和Gα12的G蛋白激活分布图。图8A和

图8B中的结果表示为在载体处理的细胞中获得的BRET信号的百分比，没有任何Gα亚基过表

达的模拟条件下用于测定阳性响应阈值。图8C：使用GRK2‑GFP/Rluc‑Gγ5/Gβ1生物传感器，
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并用AngII和DVG配体获得的剂量响应曲线，所述AngII和DVG配体用于AT1R的Gαq和Gα12激

活。数据表示为对每个G蛋白获得的AngII响应的百分比。

[0162] 图9A和图9B显示了使用基于βγIP的生物传感器，用基于蛋白互补的检测方法评

估G蛋白激活；Rluc蛋白互补测定(Rluc‑PCA)。图9A：对用TPαR、GRK2‑RlucF1、RlucF2‑Gγ5、

Gβ1和Gα11亚基转染，并且用100nM的U‑46619或载体刺激10分钟的HEK293细胞获得的Z’因

子。以96孔板的每个单独的孔表示发光值。对于该代表性实验，Z’因子评估为0.53。图9B：使

用GRK2‑RlucF1/RlucF2‑Gγ5/Gβ1生物传感器并使用激动剂U‑46619的剂量响应曲线，所述

激动剂U‑46619用于TPαR的Gα11激活。

[0163] 图10A至图10C显示了使用GRK3作为βγIP评估G蛋白激活。图10A：获得自HEK293细

胞的剂量响应曲线，所述HEK293细胞瞬时表达D2R，以及Gαi1、Gβ1、Rluc‑Gγ5和GRK2‑GFP(黑

色圆圈)或GRK3‑GFP(白色三角形)，并且在BRET测量之前，暴露于增加浓度的激动剂罗替戈

汀中15分钟。图10B：基于GRK3的生物传感器响应于HEK293细胞的动力学，所述HEK293细胞

用D2R、Gαi1、Gβ1、Rluc‑Gγ5和GRK3‑GFP转染，并且暴露于1μM的罗替戈汀或载体中，同时每

隔一定时间测量BRET。在测量30秒后，将激动剂和载体注射至细胞。图10C：对于HEK293细胞

的基于GRK3的生物传感器的Z’因子评价，所述HEK293细胞用D2R、Gαi1、Gβ1、Rluc‑Gγ5和

GRK3‑GFP转染，暴露于1μM的罗替戈汀或载体中15分钟。以96孔板的每个单独的孔表示BRET

比，对于该代表性实验，Z’因子评价为0.71。

[0164] 图11A至图11D显示了用编码基于βγIP的G蛋白激活生物传感器的多顺反子载体

进行的实验结果。图11A：图示了编码以下蛋白的多顺反子构建体的示意图：GRK2‑GFP、

Rluc‑Gγ5和Gβ1。图11B中呈现了HEK293细胞的G蛋白激活谱，所述HEK293细胞用编码TPαR、

Gα(Gαq、Gα11、Gα12、Gα13、Gα14或Gα15/16；模拟条件没有Gα)的构建体和编码标记GFP的WT  GRK2

或GRK2的RGS‑死亡(dead)突变体(D110A)的多顺反子构建体(图11A中所描述的)共转染。TP

αR通过其激动剂(100nM  U46619)激活导致与多顺反子构建体相似的结果和分布图，说明功

能性RGS域不是GRK2募集的必要条件。图11C：使用图11A中描述的多顺反子构建体(具有WT 

GRK2)，使用激动剂U‑46619的剂量响应曲线，所述激动剂U‑46619用于TPαR的Gα11激活。图

11D中，获得HEK293细胞的Z’因子，所述HEK293细胞如图11C中转染，以及用100nM的U‑46619

或载体刺激15分钟。以96孔板的每个单独的孔表示BRET比。对于该代表性实验，Z’因子评价

为0.80。

[0165] 图12A和图12B显示了膜锚定的基于βγIP的G蛋白激活生物传感器。图12A：图示了

作为使用基于膜锚定的GRK2(GRK2‑mem)的生物传感器的基本原理和相关的编码GRK2‑GFP‑

mem的DNA构建体的示意图。图12B：从HEK293细胞中获得膜制备物，所述HEK293细胞用TPαR、

Gβ1、RlucII‑Gγ5、GRK2‑GFP或GRK2‑GFP‑mem，在缺少或存在Gα11的情况下转染，以及用

100nM的U‑46619或载体刺激15分钟。然后基于所述膜制备物进行BRET实验。数据表示为在

载体处理的细胞中获得的BRET信号的百分比。

[0166] 图13A至图13C显示了报道的影响GRK2功能(RGS和催化)或其通过磷酸化的调控的

置换不阻止也不显著促进GRK2募集至激活的G蛋白。在图13A中，用提高剂量的U46619刺激

共表达TPαR、Gαq、Gβ1、RlucII‑Gγ5和GRK2‑GFP(WT＝实心正方形，RGS‑死亡D110A突变体＝

空心圆圈，和催化‑死亡K220R突变体＝空心三角形)变体的HEK293细胞。如图11B和图13A所

显示，功能性RGS域不是用生物传感器检测到的Gαq响应所需要的(其也不促进用生物传感
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器检测到的Gαq响应)。也可以以以下两种配置与该生物传感器(图13A和图13C)使用催化‑

死亡GRK2的突变体：测量为由GRK2‑GFP与游离的Gβ1/RlucII‑Gγ5(图13A)相互作用所致的

BRET增加，和由RlucII‑GRK2与游离的Gβ1/GFP10‑Gγ5(图13C)相互作用所致的BRET增加的

G蛋白激活。使用这些突变体可以使过表达功能性激酶的副作用最小化，已知所述副作用通

过激酶的RGS域抑制Gαq‑介导的PLC激活。使用这样的突变体对需要通过传感器的多路复用

(multiplexing)或不同测定的多路复用对多个信号传导通路进行监测的应用是有利的。在

图13B中，如图13A转染HEK293细胞，但用WT  GRK2(实心正方形)或会阻止(S670A＝空心三角

形，S676A＝空心菱形和S685A＝空心圆圈)或模拟(S670D＝实心三角形，S676D＝实心菱形

和S685D＝实心圆圈)其C端结合域的磷酸化的突变体转染HEK293细胞。已知GRK2通过ERK、

PKA和CDK2‑细胞周期蛋白A对这些丝氨酸残基磷酸化来调节其活性(Cong等人，生物化学期

刊(The  Journal  of  Biological  Chemistry)，276，15192‑15199；Pitcher等人，生物化学

期刊(The  Journal  of  Biological  Chemistry)，274，34531‑34534；Penela等人，PNAS，107

(3)：1118‑1123；Choudhary等人，Mol  Cell.2009  36(2)：326‑39)。然而，图13B中呈现的结

果提供了以下证据：GRK2募集至Gβγ对不同信号传导事件的调控可以是不敏感的。图13C

中，用增加剂量的U46619刺激共表达TPαR、Gαq、Gβ1、GFP‑Gγ5和RlucII‑GRK2变体(WT＝实

心正方形，和催化‑死亡K220R突变体＝空心三角形)的HEK293细胞。BRET供体和受体在GRK2

的N端(图13C)或C端(图13A)具有标记的两种配置导致相似的结果，这为生物传感器的配置

是柔性的提供了证据。

[0167] 图14显示了人G蛋白α亚基(SEQ  ID  NOs：1‑17)的序列比对和导致混杂的偶联特性

的置换。人异源三聚体G蛋白的Gα亚基使用DIALIGN工具(http：//bibiserv.techfak.uni‑

bielefeld .de/dialign/submission .html)比对，用Boxshade工具(http：//

www.ch.embnet.org/software/BOX_form.html)格式化，以及呈现了以接头1为中心的区

域。贯穿Gα亚基显示高保守性的残基用黑色和灰色背景标识。还标识了接头1和由第二结构

预测的α螺旋。

[0168] 图15A显示了图示包括RET受体(A)标记的βγIP(GRK)和在C端用RET供体(D)标记

的GPCR的生物传感器的示意图。测定也基于Gα亚基和βγIP之间竞争结合于Gβγ二聚体，所

述Gβγ二聚体结合于GPCR的C端部分。当处于无活性形式时，异源三聚体G蛋白的Gα亚基紧

密地结合于Gβγ二聚体。当配体结合于GPCR时，Gα与Gβγ亚基解离，允许βγIP被募集至游

离的Gβγ亚基，以及使RET受体紧密接近于连接于GPCR的RET供体，由此诱导/提高BRET信

号。图15B和15C显示了用图15A中描述的生物传感器获得的G蛋白激活的剂量响应曲线。用

增加剂量的U46619刺激共表达TPαR‑RlucII、不同的Gα(Gαq＝实心正方形，Gα11＝实心三角

形，Gα14＝实心菱形和Gα12＝空心圆圈)、Gβ1、Gγ5和WT  GRK2‑GFP(图15B)或突变的D110A 

GRK2‑GFP(图15C)的HEK293细胞。剂量响应曲线在图15B和图15C中显示相似的分布图，这说

明如图11B和图13A中的一样，但采用不同的生物传感器配制，对于将βγIP募集至激活的G

蛋白，不需要功能性RGS。

[0169] 图16A显示了图示生物传感器的示意图，所述生物传感器包括用RET供体(D)标记

的βγIP(GRK)和质膜标记物：用质膜靶向和锚定序列(例如CAAX域)标记的RET受体(A)。该

测定也基于Gα亚基和βγIP之间竞争结合于位于质膜的Gβγ二聚体。当处于非激活的形式

时，异源三聚体G蛋白的Gα亚基紧密地结合于Gβγ二聚体。当配体结合于GPCR时，Gα与Gβγ
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亚基解离，允许βγIP被募集至位于质膜的Gβγ亚基，这导致RET供体(βγIP‑D)和受体(质

膜标记物，A‑CAAX)的密度增加，从而诱导/提高BRET信号。图16B显示由图16A中描述的生物

传感器获得的G蛋白激活的剂量响应曲线。用增加剂量的U46619刺激共表达TPαR、不同的Gα

(Gαq＝实心正方形，Gα11＝实心三角形，模拟条件(无Gα)＝空心圆圈)、Gβ1、Gγ5、RlucII‑

GRK2和rGFP‑CAAX的HEK293细胞。图16B中的剂量响应曲线与在图3C、图9B和图11C中用不同

配置的生物传感器获得的剂量响应曲线相似。在图16C中，获得了HEK293细胞的Z’因子，所

述HEK293细胞如图16B中转染，以及用100nM的U‑46619或载体刺激15分钟。96孔板的每个单

独的孔表示BRET比率。对于该代表性实验，Z’因子评价为0.89。

[0170] 图17A显示了人GRK2(SEQ  ID  NO：18)的氨基酸序列，其中黑体部分为D110位、

K220R位、S670位、S676位和S685位(在本文描述的某些构建体中发生突变)，下划线部分为

推定的PH域，以及斜体部分为用于本文描述的某些构建体中的GRK2的C端部分(GRK2  C端，

SEQ  ID  NO：50)。

[0171] 图17B显示了人GRK3(SEQ  ID  NO：19)的氨基酸序列，其中下划线部分为推定的PH

域，以及斜体部分为用于本文描述的某些构建体中的GRK3的C端部分(GRK3  C端，SEQ  ID 

NO：51)。

[0172] 图17C显示了PLEKHG2(SEQ  ID  NO：20)的氨基酸序列，其中下划线部分为推定的PH

域。

[0173] 图17D显示用于本文描述的试验的GFP10的氨基酸序列(SEQ  ID  NO：38)。

[0174] 图17E显示了用于本文描述的试验的海肾(Renilla  reniformis)GFP的氨基酸序

列(rGFP，SEQ  ID  NO：46)。

[0175] 图17F显示了用于本文描述的试验的RlucII的氨基酸序列(SEQ  ID  NO：39)。

具体实施方式

[0176] 本文使用的遗传学、分子生物学、生物化学和核酸的术语和符号遵循本领域中的

标准论著和课本中的术语和符号，例如Kornberg和Baker，DNA复制，第二版(W.H.Freeman，

New  York，1992)；Lehninger，生物化学，第二版(Worth  Publishers，New  York，1975)；

Strachan和Read，人类分子遗传学(Human  Molecular  Genetics)，第二版(Wiley‑Liss，New 

York，1999)；Eckstein，编，寡核苷酸和类似物：实用方法(Oligonucleotides  and 

Analogs：A  Practical  Approach)牛津大学出版社(Oxford  University  Press，New  York，

1991)；和Gait，编，寡核苷酸合成：实用方法(Oligonucleotide  Synthesis：A  Practical 

Approach)(IRL  Press，Oxford，1984)等。所有术语应该以本领域中建立的典型意义理解。

[0177] 本文使用的冠词“a”和“an”是指一个或多于一个(例如至少一个)的冠词的语法对

象。例如，“一个元件(an  element)”意为一个元件或多于一个元件。贯穿本说明书，除非上

下文另有需要，单词“包含(comprise)”、“包含(comprises)”和“包含(comprising)”会被理

解为暗示包含陈述的步骤或元件或步骤或元件的组，而不排除任何其他步骤或元件或步骤

或元件的组。

[0178] 本文描述的研究中，本发明已经显示基于βγIP竞争的生物传感器可以用于监测G

蛋白激活，不需要修饰受体和/或Gα亚基。由于它基于竞争，因此需要单个生物传感器来研

究所有不同的G蛋白，以及建立基于共转染的Gα亚基的G蛋白激活/偶联谱。G蛋白激活谱不
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仅对表征受体和药物靶点很重要，而且也可以用于药物发现方法，所述药物发现方法用于

鉴别、表征和优化具有与治疗效果和减少副作用相关的偏置信号传导特性的GPCRs配体。

[0179] 本公开涉及用于监测G蛋白激活，而无需修饰Gα蛋白质亚基或G蛋白激活因子(例

如G蛋白偶联受体(GPCR)、G蛋白信号传导激活因子(AGS)、G蛋白信号传导调节因子或其他

化学和生物实体)的通用生物传感器。更具体地说，本发明涉及使用Gβγ互作蛋白(βγIP)

监测各种异源三聚体G蛋白的激活。有利地，本文公开的信号传导生物传感器允许敏感和定

量的测定，所述测定可以用于大规模筛选测定和用于鉴定靶向G蛋白活性的配体(激动剂、

拮抗剂、反向激动剂、变构调节剂等)结构‑活性关系研究。另外，本文公开的生物传感器表

示用于评估G蛋白激活谱的工具，以及通过刺激时定位哪一种特定G蛋白被激活来对化合物

进行分析。

[0180] 如图1显示的，根据本公开的实施方式的系统基于Gα亚基和βγIP之间竞争结合于

Gβγ二聚体。当处于非激活形式时，异源三聚体G蛋白的Gα亚基紧密地结合于Gβγ二聚体。

当配体与受体结合时，Gα亚基从GDP结合形式转换为GTP结合形式，导致Gα亚基与Gβγ亚基

解离，使βγIP被募集至游离的Gβγ亚基。因此，当受体受刺激时，βγIP和Gβγ之间的相互

作用会反映特定G蛋白的激活。

[0181] 本发明人还展示了，使用生物传感器监测G蛋白激活是可能的，标记所述生物传感

器使用互补BRET受体(例如rGFP)标记的质膜靶向部分，在质膜处(在此βγIP与结合于GPCR

的Gβγ复合体相互作用)测量BRET供体(例如Rluc)标记的βγIP(例如GRK)的募集/定位。通

过BRET信号的增强检测βγIP在质膜处的浓度/密度的提高(对βγIP募集至Gβγ复合体的

间接测量)。

[0182] 本发明人进一步展示了，使用测量BRET供体(例如Rluc)标记的βγIP(例如GRK)向

互补BRET受体(例如rGFP)标记GPCR募集的生物传感器监测G蛋白激活是可能的(图15)。

[0183] 在该背景下，本发明涉及基于βγIP的G蛋白激活生物传感器和使用这样的生物传

感器评估通过特定G蛋白的激活因子促进的特定G蛋白激活的系统。该系统包括G蛋白激活

因子；Gα蛋白；和本文描述的生物传感器。本发明进一步涉及使用本公开的系统检测G蛋白

激活的方法。

[0184] 由此，本发明涉及用于检测G蛋白活性的生物传感器系统，所述生物传感器系统包

括(A)或(B)中定义的元件：

[0185] (A)(i)第一生物传感器，其包括：第一组件，其包括融合于(a)RET供体；(b)RET受

体或(c)报告蛋白的第一片段的Gβγ互作蛋白(βγIP)；和第二组件，其包括融合的Gβ蛋白

或融合的Gγ蛋白，其中所述Gβ蛋白或所述Gγ蛋白融合于(a)RET供体；(b)RET受体或(c)所

述报告蛋白的第二片段；(ii)第二生物传感器，其包括：(i)中定义的第一组件和第二组件；

以及包括重组Gα蛋白的第三组件；其中(a)如果所述βγIP融合于所述RET供体，则所述Gβ或

Gγ蛋白融合于所述RET受体；(b)如果所述βγIP融合于所述RET受体，则所述Gβ或Gγ蛋白

融合于所述RET供体；(c)如果所述βγIP融合于所述报告蛋白的第一片段，则所述Gβ或Gγ

蛋白融合于所述报告蛋白的第二片段；或

[0186] (B)(i)生物传感器，其包括：第一组件，其包括融合于(a)RET供体；(b)RET受体或

(c)报告蛋白的第一片段的Gβγ互作蛋白(βγIP)；第二组件，其包括融合的G蛋白偶联受体

(GPCR)，其中所述GPCR在其C端融合于(a)RET供体；(b)RET受体或(c)所述报告蛋白的第二
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片段；第三组件，其包括重组Gα蛋白；其中(a)如果所述βγIP融合于所述RET供体，则所述

GPCR融合于所述RET受体；(b)如果所述βγIP融合于所述RET受体，则所述GPCR融合于所述

RET供体；(c)如果所述βγIP融合于所述报告蛋白的第一片段，则所述GPCR融合于所述报告

蛋白的第二片段。

[0187] 由此，本发明涉及生物传感器，其包括：(1)第一组件，其包括融合于(a)RET供体；

(b)RET受体或(c)报告蛋白的第一片段的Gβγ‑互作蛋白(βγIP)；(2)第二组件，其包括融

合的Gβ蛋白或融合的Gγ蛋白，其中所述Gβ蛋白或所述Gγ蛋白融合于(a)RET供体；(b)RET

受体或(c)所述报告蛋白的第二片段；(3)第三组件，其包括重组Gα蛋白，其中所述重组Gα蛋

白是混杂的或非选择性的Gα蛋白，例如包括在对应于如本文描述的人Gαq的第66、67和/或

75位残基的位置处的突变的Gα蛋白。在一种实施方式中，生物传感器进一步包括GPCR(天然

的或重组的)，优选包括孤儿GPCR。

[0188] 在一种实施方式中，上文定义的生物传感器进一步包括重组Gβ蛋白和/或重组Gγ

蛋白。在进一步的实施方式中，上文定义的生物传感器进一步包括重组Gβ蛋白和重组Gγ蛋

白。在一种实施方式中，上文定义的生物传感器进一步包括GPCR，在进一步的实施方式中，

包括重组GPCR。

[0189] 在另一个方面，本公开由此进一步涉及生物传感器，其包括：(i)第一组件，其包括

融合于(a)RET供体；(b)RET受体或(c)报告蛋白的第一片段的Gβγ互作蛋白(βγIP)；和

(ii)第二组件，其包括融合的质膜(PM)靶向部分，其中所述PM靶向部分融合于(a)RET供体；

b)RET受体或(c)所述报告蛋白的第二片段；其中(a)如果所述βγIP融合于所述RET供体，则

所述PM靶向部分融合于所述RET受体；(b)如果所述βγIP融合于所述RET受体，则所述PM靶

向部分融合于所述RET供体；和(c)如果所述βγIP融合于所述报告蛋白的第一片段，则所述

PM靶向部分融合于所述报告蛋白的第二片段。

[0190] 在一种非限制性实施方式中，本文描述的生物传感器的活性可基于选自以下的技

术检测：共振能量转移(RET)，例如生物发光共振能量转移(BRET)或荧光共振能量转移

(FRET)；蛋白质互补测定或蛋白质片段补充测定(PCA)，例如酶片段互补(EFC)或双分子荧

光互补(BiFC)等(见图1)。这样的技术是本领域中已知的，采用可以融合于生物传感器的C

端、N端或蛋白元件内的标记/部分。

[0191] 在共振能量转移方法中，用能量供体和受体标记βγIP和Gβγ，以及在G蛋白激活

时，观察到RET信号的增强。在蛋白质互补测定的情况下，用报告蛋白(如荧光蛋白或发光

酶)的片段标记βγIP和Gβγ，在G蛋白激活后，两个片段的互补会导致报告蛋白信号(例如

荧光信号或酶活性)的增强。

[0192] 共振能量转移(缩写为RET)是描述具有重叠发射/吸收谱的两个发色团之间的能

量转移的机制。当两个发色团(“供体”和“受体”)彼此处于短距离(例如10‑100埃)并且它们

的跃迁偶极子适当地取向时，供体发色团能通过非辐射性的偶极子‑偶极子偶联将供体发

色团的激发态能量转移至受体发色团。RET的一种类型是生物发光共振能量转移(BRET)，其

基于供体生物发光团(生物发光酶例如荧光素酶)和受体发光团(例如GFP或YFP)之间能量

的非辐射性转移。RET的另一种类型是荧光共振能量转移(FRET)，其涉及能量从激发的供体

荧光团向邻近的受体荧光团的转移。例如，GFP的两种颜色变体CFP和YFP分别可以用作供体

和受体。
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[0193] 如本文使用的，术语“荧光蛋白”是指当在适当的波长下激发时发荧光的任何蛋

白。已经开发了广泛的荧光蛋白，其以几乎跨越整个可见光谱的荧光发射光谱分布为特征。

绿色荧光蛋白的非限制性例子包括EGFP、GFP10、祖母绿蛋白(Emerald)、Superfolder  GFP、

Azami  Green、mWasabi，、TagGFP、TurboGFP、AcGFP、ZsGreen和T宝石蓝(T‑Sapphire)。蓝色

荧光蛋白的非限制性的例子包括EBFP、EBFP2、石青蛋白(Azurite)和mTagBFP。蓝绿色荧光

蛋白的非限制性例子包括ECFP、mECFP、蔚蓝色蛋白(Cerulean)、mTurquoise、CyPet、

AmCyan1、Midori‑Ishi  Cyan、TagCFP、mTFP1(Teal)。黄色荧光蛋白的非限制性的例子包括

EYFP、Topaz、Venus、mVenus、mCitrine、mAmetrine、YPet、TagYFP、PhiYFP、ZsYellow1和

mBanana。橙色荧光蛋白的非限制性的例子包括Kusabira  Orange、Kusabira  Orange2、

mOrange、mOrange2、dTomato、dTomato‑Tandem、TagRFP、DsRed、DsRed2、DsRed‑Express

(T1)、DsRed‑Monomer和mTangerine。红色荧光蛋白的非限制性的例子包括mRuby、mApple、

mStrawberry、AsRed2、mRFP1、JRed、mCherry、HcRed1、mRaspberry、dKeima‑Tandem、HcRed‑

Tandem、mPlum和AQ143。

[0194] 如本发明的上下文中使用的“重叠”是指来自供体荧光蛋白或发光酶(例如荧光素

酶)的发射光具有能够激发非常接近(通常在约 (约1～10nm)内)放置的荧光团

(受体荧光蛋白)的波长的能力。因此，选择供体荧光蛋白或发光蛋白和受体荧光蛋白，以便

当第一组件和第二组件非常接近时(即以复合体形式或在相同的细胞区室如质膜中)，使能

量能够从连接到生物传感器的第一组件的供体荧光蛋白或发光蛋白转移至连接到生物传

感器的第二组件的受体荧光蛋白。这样的能量转移通常是指“荧光(或福斯特 )共

振能量转移”或“FRET”(如果供体蛋白是荧光蛋白)，或“生物发光共振能量转移”或“BRET”

(如果供体蛋白是生物发光蛋白)。因此，只要符合以上标准，就可以根据本发明使用供体荧

光蛋白或发光蛋白和受体荧光蛋白的任何组合。这样的组合典型地被称为FRET或BRET对。

选择用于BRET测定的合适的荧光团对于本领域技术人员是已知的。在一种实施方式中，荧

光团包括绿色荧光蛋白‑野生型(GFP‑wt)、黄色荧光蛋白(YFP)、Venus、Topaz、ZsYellow1、

mOrange2、mKeima、蓝色荧光蛋白(BFP)、蓝绿色荧光蛋白(CFP)、Tsapphire、mAmetrine、绿

色荧光蛋白‑2(GFP2)、海肾GFP(rGFP)和绿色荧光蛋白‑10(GFP10)或其变体。具有接近

400nm的激发峰的荧光蛋白是尤其适合的。荧光团的更特别的例子包括mAmetrine、蓝绿色

荧光蛋白(CFP)和GFP10。FRET对的典型的例子包括BFP/CFP、BFP/GFP、BFP/YFP、BFP/DsRed、

CFP/GFP、CFP/YFP、CFP/mVenus、GFP/YFP、GFP2/YFP、GFP/DsRed、TagBFP/TagGFP2和

TagGFP2/TagRFP等(见例如Müller等人，Front.Plant  Sci.，4：413，2013)。BRET对的代表性

例子包括荧光素酶(Luc)/GFP、Luc/Venus、Luc/Topaz、Luc/GFP‑10、Luc/GFP‑2、Luc/YFP和

Luc/rGFP等。

[0195] 如本文使用的，术语“荧光素酶”是指一类用于生物发光的氧化酶，其不同于光蛋

白。一个例子是来自萤火虫(Photinus  pyralis)的萤火虫荧光素酶(EC1.13.12.7)(萤火虫

(P.pyralis)荧光素酶)。来自几个其他物种的几种重组荧光素酶也是商购可获得的，包括

来自海肾(GENBANK：AAA29804)的荧光素酶及其变体(例如，海肾荧光素酶的稳定变体，例如

RlucII(GENBANK：AAV52877 .1))、Rluc8(GENBANK：EF446136.1)、高斯荧光素酶(Gaussia 

Luciferase)(Gluc，GENBANK：AAG54095.1)、 荧光素酶 可以根据本
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发明使用任何荧光素酶，只要其可以代谢荧光素酶底物(例如荧光素)。荧光素是一类发光

的杂环化合物，该杂环化合物在荧光素酶的存在下被氧化产生氧化荧光素和光形式的能

量。荧光素的非限制性的例子包括D‑荧光素、咪唑并吡嗪酮基化合物例如腔肠素(腔肠素

400A(DeepBlueCTM)、腔肠素H和e‑腔肠素衍生物如甲氧基e‑腔肠素(来自NanoLight

的 Purple  I))、ViviRenTM(来自 )、Latia荧光素((E)‑2‑

甲基‑4‑(2，6，6‑三甲基‑1‑环己‑1‑基)‑1‑丁烯‑1‑醇甲酸酯)、细菌荧光素、甲藻

(Dinoflagellate)荧光素等。荧光素酶底物可以具有稍微不同的发射光谱，因此将选择有

利于向受体的最优能量转移的荧光素酶底物。在一种实施方式中，荧光素酶是野生型(或原

生的)海肾荧光素酶。在一种实施方式中，荧光素酶是海肾荧光素酶Rluc8的稳定变体。在另

一种实施方式中，荧光素酶是高斯荧光素酶(GLuc)。在具体实施方式中，荧光素酶是海肾荧

光素酶II(RlucII)，荧光素是腔肠素400A。

[0196] 在一种实施方式中，以下BRET配置中的一种用于本文描述的生物传感器和方法：

BRET1，其包括腔肠素‑h(coel‑h)和YFP(YFP)或来自海肾的GFP(rGFP)；BRET2，其包括腔肠

素‑400a(coel‑400a)和UV‑‑激发的GFP(uvGFP)或来自海肾的GFP(rGFP)；或BRET3，其包括

coel‑h或v‑腔肠素(来自Nanolight )和单体橙FP(mOrange)。在进一步的实施

方式中，RlucII用于上文提及的BRET配置。在另一种实施方式中，以下BRET配置中的一种用

于本文描述的生物传感器和方法：RlucII/coel‑400a/增强型蓝色(EB)FP2、RlucII/coel‑

400a/超级蓝绿色荧光蛋白(SCFP3A)、RlucII/coel‑400a/mAmetrine或RlucII/coel‑400a/

GFP10。在一种实施方式中，BRET供体是海肾荧光素酶(例如RlucII)，和BRET受体是海肾

(Renilla)GFP(例如海肾(Renilla  reniformis)GFP)。

[0197] 在PCA中，每种蛋白质(例如βγIP和Gβ/Gγ，或GPCR)共价连接于报告蛋白的不完

整片段，并且βγIP和Gβ/Gγ的相互作用使报告蛋白片段足够接近，以使它们形成活性可以

被测定的功能性报告蛋白。可以被分裂为两部分并且非共价重组的任何蛋白可以用于基于

PCA的生物传感器。术语“报告蛋白”是指可以容易地检测到(例如通过荧光、光谱学、发光法

等)，并且在使用的系统中通常地(内源性地)不存在的蛋白。PCA中使用的典型的报告蛋白

包括酶(其活性可以用合适的底物测定)(例如二氢叶酸还原酶(DHFR)、β‑内酰胺酶、β‑半乳

糖苷酶)，或提供色度信号或荧光信号的蛋白(如荧光素酶(例如海肾荧光素酶)、GFP及其变

体)。

[0198] 在另一种非限制性实施方式中，RET或PCA标记位于：(i)βγIP和Gβ蛋白上，或(ii)

βγIP和Gγ蛋白上。在进一步的非限制性实施方式中，在βγIP和Gβ或Gγ亚基的N端、C端或

蛋白质内的任何内部区域标记βγIP和Gβ或Gγ亚基。在一种实施方式中，在βγIP和Gβ或G

γ亚基的N端或C端标记βγIP和Gβ或Gγ亚基。在一种非限制性实施方式中，添加至βγIP和

Gβ或Gγ亚基的本文描述的PCA标记可以是但不限于：荧光团、荧光素酶或包括荧光蛋白或

荧光酶的一部分的其片段。

[0199] “GPCR”是指全长天然GPCR分子以及突变体/变体GPCR分子。Foord等人(2005)

Pharmacol  Rev.57，279‑288(其通过引用并入本文)中给出了GPCR的清单，更新的GPCR的清

单可从IUPHAR‑DB数据库中获得(Harmar  AJ，等人.(2009)IUPHAR‑DB：G蛋白质偶联受体和

离子通道的IUPHAR数据库(the  IUPHAR  database  of  G  protein‑coupled  receptors  and 
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ion  channels) .Nucl .Acids  Res .37(数据库期)：D680‑D685；Sharman  JL，等人，(2013)

IUPHAR‑DB：更新的数据库内容和新特性(IUPHAR‑DB：updated  database  content  and  new 

features) .Nucl .Acids  Res .41(数据库期)：D1083‑8；Alexander  SPH，Benson  HE，

Faccenda  E，Pawson  AJ，Sharman  JL，Spedding  M，Peters  JA和Harmar  AJ，CGTP 

Collaborators.(2013)药理学简明指南2013/14：G蛋白偶联受体(The  Concise  Guide  to 

PHARMACOLOGY  2013/14：G  Protein‑Coupled  Receptors) .Br  J  Pharmacol.170：1459‑

1581)。在一种实施方式中，GPCR是孤儿GPCR。如本文使用的术语“孤儿GPCR”是指与其他已

鉴别的GPCR具有相似的结构，但是其内源性配体尚未被鉴别的表观受体(apparent 

receptor)。通常将GPCR孤儿受体命名为“GPR”后接数字，例如GPR1。孤儿GPCR更新的清单可

从上述的IUPHAR‑DB数据库中获得。

[0200] 在一种实施方式中，GPCR在其C端与RET供体或RET受体融合，在进一步的实施方式

中，GPCR在其C端与RET供体(例如荧光素酶(Rluc))融合。

[0201] 如本文使用的术语“重组”是指由重组核酸分子(即通过分子生物学/基因工程技

术手段制备的核酸)表达的蛋白质分子，例如用编码蛋白的核酸(例如存在于载体中的)转

染/转导细胞(或其后代)后表达的蛋白(与细胞天然表达的蛋白相对)。

[0202] 如本文使用的术语变体(或突变体)是指在结构(氨基酸序列)和生物活性上与对

应的天然蛋白基本上相似的蛋白。它包括含有天然蛋白的一个或多个域的片段，以及含有

天然蛋白或其片段的融合蛋白。为了产生具有某些希望的特征(例如能组成性激活、失活、

与一种或多种配体的结合改变等)的蛋白，变体可以包括相对于天然蛋白的一个或多个突

变(置换、缺失、插入)。在序列中改变、插入或缺失单个氨基酸或核苷酸或小百分比的氨基

酸或核苷酸的单独置换、缺失或插入产生了“保守修饰的变体”，其中改变导致氨基酸置换

为化学相似的氨基酸。提供功能相似的氨基酸的保守置换表是本领域熟知的。除了这样的

保守修饰的变体以外，也不排除本发明的多态性变体和等位基因。

[0203] “同源性”或“一致性”和“同源的”或“一致的”是指两个多肽之间或两个核酸分子

之间的序列和/或结构的相似性。可以通过比较比对的序列中的每个位置来确定同源性/同

一性。核酸之间的或氨基酸序列之间的同源性/同一性的程度是在序列共有的位置处相同

或匹配的核苷酸或氨基酸的数目的函数。如果两个序列基本上一致并且序列的功能活性是

保守的，则如本文使用的术语，核酸序列与另一个序列是同源的(本文使用的术语‘同源的’

不能推断出进化亲缘性)。当最佳地比对(允许具有间隙(gap))时，如果两个核酸序列共有

至少约50％的序列相似性或一致性，或如果序列共有定义的功能性基序，则两个核酸序列

被认为是基本上一致的。在供选择的实施方式中，在最佳比对的基本一致序列中，序列相似

性可以是至少60％、65％、70％、75％、80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％或99％。如本

文使用的，给定的序列之间的同源性/一致性的百分比表示在最佳比对的序列中序列一致

性的程度。“不相关的”或“非同源的”序列与本文描述的任何序列共有小于40％的一致性，

尽管小于约25％的一致性是优选的。

[0204] 在一种非限制性实施方式中，系统包括活细胞、膜制备物或两者。本文定义的系统

是但不限于膜制备物，所述βγIP通过膜靶向接头(例如包括质膜(PM)靶向域(例如质膜‑锚

定信号肽)的蛋白质/肽接头)粘连于连接到(tethered  to)膜上。该质膜靶向域可以是但不

限于共价结合于肽链的脂质群组(例如棕榈酰化、豆蔻酰化或异戊烯化修饰物(作为来自
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KRAS的膜锚定信号例如(Hancock2003)))、跨膜域或多碱区(作为例如GRK5中存在的)。

[0205] 在一种实施方式中，PM靶向部分包括CAAX基序(C是半胱氨酸残基，AA是两个脂族

残基，X代表任何氨基酸)。在“CAAX蛋白”中发现了CAAX基序，所述CAAX蛋白定义为在C端具

有指导其翻译后修饰的特定氨基酸序列的一组蛋白质。CAAX蛋白涵盖很多种分子，所述分

子包括核纤层蛋白(中间丝)(如前核纤层蛋白A、核纤层蛋白B1和核纤层蛋白B2)、Ras和多

种GTP‑结合蛋白(G蛋白)(如Ras、Rho、Rac和Cdc42)、几种蛋白激酶和磷酸酶等。(见例如Gao

等人，Am  J  Transl  Res.2009；1(3)：312‑325)。在C端末端具有CAAX基序或盒的蛋白质在蛋

白质迁移到质膜或核膜和发挥不同的功能之前，典型地需要异戊烯化过程。在一种实施方

式中，CAAX盒来源于人RAS家族蛋白，例如HRAS、NRAS、Ral‑A、KRAS4A或KRAS4B。如下描述了

RAS、NRAS、KRAS4A或KRAS4b的最后的C端残基(被称为作为高度可变区或HVR)，其中以斜体

字表示推定的最小质膜靶向区，以下划线表示CAAX盒(见例如Ahearn等人，自然综述分子细

胞生物学(Nature  Reviews  Molecular  Cell  Biology)13：39‑51，2012年1月)：HRAS：

KLNPPDESGPGCMSCKCVLS；(SEQ  ID  NO：40)；NRAS：KLNSSDDGTQGCMGLPCVVM；(SEQ  ID  NO：41)；

KRAS4A：KISKEEKTPGCVKIKKCIIM；(SEQ  ID  NO：42)；KRAS4B：KMSKDGKKKKKKSKTKCVIM：(SEQ 

ID  NO：43)；Ral‑A/Ral1：KNGKKKRKSLAKRIRERCCIL(SEQ  ID  NO：44)。在一种实施方式中，膜

靶向部分包括上述序列的最后4个残基。在进一步的实施方式中，膜靶向部分包括上述序列

的最后10个残基。在一种实施方式中，膜靶向部分包括CAAX蛋白(例如人RAS家族蛋白)的C

端部分(例如约最后10‑30个或15‑25个氨基酸)，例如人RAS家族蛋白的约最后10‑30个、15‑

25个或20个氨基酸。

[0206] 在一种实施方式中，PM靶向部分包括来自KRAS4B的序列KKKKKKSKTKCVIM(SEQ  ID 

NO：37)。在另一种实施方式中，PM靶向部分包括来自hRas的质膜靶向棕榈酰化序列和来自

Ral‑A/Ral1的异戊烯化信号序列(序列：CMSCKCCIL，SEQ  ID  NO：45)。

[0207] 几种蛋白还含有靶向PM的非脂质多碱域(polybasic  domain)，所述蛋白如Ras小

GTP酶、磷酸酶PTEN、非受体酪氨酸激酶Src、肌动蛋白调节因子WASP和MARCKS、和G蛋白质‑

偶联受体激酶(GRK) (如GRK5)。在一种实施方式中，多碱域来自GRK5，并且包括序列

SPKKGLLQRLFKRQHQNNSKS(SEQ  ID  NO：46)。在一种实施方式中，PM靶向部分在RET供体或受

体的C末端融合，在进一步的实施方式中，PM靶向部分在RET受体(如GFP(例如rGFP))的C末

端融合。在另一种实施方式中，PM靶向部分在RET供体或受体的C末端融合，在进一步的实施

方式中，PM靶向部分在RET受体(如GFP(例如rGFP))的C末端融合，并且RET供体或受体在其N

端融合于βγIP，例如GRK蛋白或其Gβγ互作片段/变体。

[0208] 根据本公开，G蛋白激活因子包括但不限于GPCR进行的G蛋白的经典激活，以及也

可以调节这些异源三聚体G蛋白活性的其他蛋白，如G蛋白信号传导调节因子(RGS)、G蛋白

信号传导激活因子(AGS)和抗胆碱酯酶8蛋白抑制因子(Ric‑8)。在这些非经典信号传导通

路中的一些中，GPCR经典产生的鸟嘌呤交换因子(GEF)活性被另一种蛋白质(例如Ric‑8)替

代，例如(Boularan和Kehrl，2014)。

[0209] 在一种实施方式中，G蛋白激活因子是GPCR家族的成员。

[0210] 如本文定义的Gα蛋白亚基包括但不限于17种不同的已知同种型、它们的剪接变体

和任何突变的Gα蛋白，例如导致非选择性/混杂Gα的那些Gα蛋白。在一种非限制性实施方式

中，本文描述的Gα蛋白选自任何天然哺乳动物Gα蛋白，所述天然哺乳动物Gα蛋白包括Gαq、G
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αs、Gαi1、Gαi2、Gαi3、Gαt‑锥、Gαt‑棒、Gαt‑味、Gαz、GαoA、GαoB、Gαolf、Gα11、Gα12、Gα13、Gα14，和Gα15/16(目

前认定的GNA15)，这些同种型的剪接变体，以及它们的功能性变体。在一种实施方式中，Gα

蛋白亚基属于Gi家族。在一种实施方式中，Gα蛋白亚基属于Gs家族。在一种实施方式中，Gα蛋

白亚基属于Gq家族。在一种实施方式中，Gα蛋白亚基属于G12/13家族。在一种实施方式中，Gα

蛋白是混杂的或非选择性Gα蛋白。在进一步的实施方式中，Gα蛋白是在G66、Y67、F75及其组

合的任意位置处具有置换或在其他Gα亚型中具有等价保守置换的突变Gα蛋白(例如Gαq蛋

白)，所述等价保守置换导致产生由任意GPCR(包括孤儿受体)激活的非选择性Gα蛋白(即能

够独立于这些受体与特定的Gα蛋白(通常被称为“混杂的”Gα蛋白)优先天然偶联，而与GPCR

相互作用的Gα蛋白)，本公开中也包括所述非选择性Gα蛋白。在一种实施方式中，用于本文

描述的生物传感器/方法的重组Gα蛋白是混杂的Gα蛋白，GPCR是孤儿GPCR。

[0211] 在另一个方面，本发明涉及突变Gα多肽，其包括位于对应于人Gαq蛋白的第67位残

基和/或第75位残基位置的突变。所述突变可以是插入、缺失、或置换(例如非保守置换)。图

14公开了根据本发明可以发生突变的代表性hGα蛋白的序列的比对，其中用箭头指示对应

的Gαq的第67位和/或第75位的位置。技术人员会理解，根据对应的Gαq(特别是Gα1)的第67位

和第75位的位置的N端残基数，残基的编号会变化。例如，在hGα14中，对应于Gαq的第67位的

残基是残基63(Y)。相似地，在hGα12中，对应于Gαq的第67位的残基是残基85(F)。因此，本发

明涵盖了，例如包括第63位突变(例如置换非芳香族残基)的突变Gα14多肽和包括第85位突

变(例如置换非芳香族残基)的突变Gα12多肽，它们对应于在Gαq的第67位的突变。本公开涵

盖了包括在对应于人Gαq蛋白的第67位残基和/或第75位残基的一个或多个位置处的突变

的任意突变Gα多肽。

[0212] 在一种实施方式中，本发明涉及包括SEQ  ID  NO：1‑17中所述序列的任一个的突变

Gα多肽，其中对应于人Gαq蛋白的第67位残基和/或第75位残基的残基是突变的。在一种实

施方式中，突变在对应于人Gαq蛋白的第67位残基的位置。在一种实施方式中，突变在对应

于第67位残基的位置，并且是对非芳香族残基的置换，在进一步的实施方式中，是对半胱氨

酸的置换。在另一种实施方式中，突变在对应于人Gαq蛋白的第75位残基的位置，并且是对

非芳香族残基的置换，在进一步的实施方式中，所述非芳香族残基是甘氨酸。这样的突变Gα

多肽可以用于本文描述的任意生物传感器和/或方法。在一种非限制性实施方式中，突变的

Gαq蛋白包括以下置换中的一个：GαqG66K、GαqY67C和GαqF75G，它们导致产生非选择性Gα蛋

白。

[0213] 在另一个方面，本发明涉及包括编码以上定义的突变Gα多肽的序列的核酸。在另

一个方面，本发明涉及包括以上定义的核酸的质粒或载体。在另一个方面，本发明涉及包括

以上定义的核酸或载体的细胞(宿主细胞)。在另一个方面，本发明提供了包括编码本文定

义的突变Gα多肽的核酸的试剂盒。在一种实施方式中，已经用编码本文定义的突变Gα多肽

的核酸转染或转化细胞。本发明进一步提供了使用例如本领域熟知的培养基和试剂，表达

本文定义的突变Gα多肽的重组表达系统、载体和细胞，如上文所述的那些。细胞可以是能表

达上文定义的突变Gα多肽的任何细胞。用于蛋白表达的适当的宿主细胞和方法是本领域熟

知的。可以使用能表达上文定义的突变Gα多肽的任何细胞。例如，可以使用真核宿主细胞如

哺乳动物细胞(例如啮齿动物细胞如小鼠、大鼠和仓鼠细胞系，人细胞/细胞系)。在另一种

实施方式中，上文提及的细胞是人细胞系，例如胚肾细胞系(例如HEK293或HEK293T细胞)。
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[0214] 在多种实施方式中，本文描述的Gβ蛋白选自任意的已知的Gβ蛋白，所述Gβ蛋白包

括Gβ1、Gβ2、Gβ3(例如Gβ3的短变体Gβ3sh)、Gβ4和Gβ5(Gβ5‑S或Gβ5‑L)，这些同种型的剪接变

体，以及它们的功能性变体。在进一步的实施方式中，Gβ蛋白是Gβ1。在另一种实施方式中，G

β蛋白是Gβ3。在进一步的实施方式中，Gβ蛋白(例如Gβ1)在N端标记了BRET受体，例如GFP。

[0215] 在多种实施方式中，本文描述的Gγ蛋白选自任意的已知的人Gγ蛋白，所述Gγ蛋

白包括Gγ1、Gγ2、Gγ3、Gγ4、Gγ5、Gγ7、Gγ8、Gγ9、Gγ10、Gγ11、Gγ12和Gγ13，以及它

们的功能性变体。在进一步的实施方式中，Gγ蛋白是Gγ5。在进一步的实施方式中，Gγ蛋

白(例如Gγ5)在N端标记BRET供体，例如荧光素酶。在另一种实施方式中，Gγ蛋白(例如Gγ

5)在N端标记BRET受体，例如GFP。在另一种实施方式中，Gγ蛋白(例如Gγ5)在N端标记PCA

相容性报告蛋白的第一域，例如荧光素酶(例如海肾荧光素酶)。

[0216] 在一种实施方式中，本文描述的βγIP是在Gαβγ异三聚体解离时与Gβγ二聚体相

互作用，并且包括普列克底物蛋白同源(PH)域的蛋白质，如G蛋白偶联受体激酶(GRK)蛋白

(GRK2或GRK3)或其功能性片段，所述功能性片段包括GRK蛋白的C端普列克底物蛋白同源

(PH)域(即保持与Gβγ二聚体相互作用的能力)，一种含有G家族(具有RhoGef域)成员2

(PLEKHG2)的普列克底物蛋白同源域。图17A‑C中描绘了GRK2、GRK3和PLEKHG2的氨基酸序

列，其中用下划线表示PH域。在一种非限制性实施方式中，本文描述的GRK蛋白质(GRK2或

GRK3)或保持了与Gβγ二聚体相互作用的能力的其片段(例如，所述片段包括GRK的C端普列

克底物蛋白同源(PH)域，如包括SEQ  ID  NO：50或51中所记载的序列的C端片段)在C端用

BRET受体(如荧光团)标记。在一种实施方式中，βγIP是GRK2或GRK3或其变体/片段，并且其

在C端与BRET受体(例如GFP)融合。在另一种实施方式中，βγIP是包括使G蛋白信号传导

(RGS)域的调节因子失活的突变的GRK蛋白变体(“RGS‑死亡”变体)。在进一步的实施方式

中，GRK蛋白的“RGS‑死亡”变体包括在对应于GRK2的D110残基位置处的突变，例如D置换为

A。天然人GRK2(UniProtKB登录号P25098)和GRK3(UniProtKB登录号P35626)的RGS域跨越约

第54位至第175位残基。在另一种实施方式中，βγIP是包括使其激酶域失活的突变的GRK蛋

白变体(“激酶‑死亡”变体)。在进一步的实施方式中，GRK蛋白的“激酶‑死亡”变体包括在对

应于GRK2的K220残基位置处的突变(例如非保守性置换)，例如K置换为D。GRK2(UniProtKB

登录号P25098)和GRK3(UniProtKB登录号P35626)的激酶域跨越约第191位至第453位残基。

在另一种实施方式中，βγIP是包括在其C端域中的突变(例如在最后30个C端残基内)的GRK

蛋白变体。在进一步的实施方式中，突变是位于C端域内的丝氨酸残基，更特别地是在天然

蛋白质中可以被磷酸化的丝氨酸。在进一步的实施方式中，突变(例如非保守性置换)在对

应于GRK2的S670残基、S676残基和/或S685残基的位置，例如S置换为A和/或S置换为D。

[0217] 在多种实施方式中，本文描述的融合分子的域可以直接地(例如通过肽键)或通过

适当的接头部分“间接地”共价连接，所述接头部分例如一个或多个氨基酸的接头或另一种

类型的化学接头(例如糖类接头、脂质接头、脂肪酸接头、聚醚接头、PEG等)。在一种实施方

式中，在上文定义的域之前(N端)、之间或之后(C端)可以插入一个或多个额外的域。在一种

实施方式中，融合分子的域通过肽键共价连接。在另一种实施方式中，融合分子的一个或多

个组件通过肽接头连接。可以采用接头提供标记的化合物内的BRET/FRET标记发色团的期

望构象，例如包括使BRET/FRET对的发色团之间分离。接头可以被连接于C端、N端或在中间

位置。在一种实施方式中，接头是肽接头，典型长度为2至30个氨基酸，例如约5至约20～25
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个氨基酸。根据所希望的多种特性如柔性和水溶性，可以选择每个接头的组成和长度。例

如，肽接头可以包括相对小的氨基酸残基(包括但不限于甘氨酸)；小的氨基酸残基可以降

低立体位阻和提高肽接头的柔性。肽接头还可以包括极性氨基酸(包括但不限于丝氨酸)。

极性氨基酸残基可以提高肽接头的水溶性。此外，例如Globplot  2 .3(Linding等人，

GlobPlot：探索蛋白质序列的球状性和杂乱性(GlobPlot：exploring  protein  sequences 

for  globularity  and  disorder)，Nucleic  Acid  Res  2003‑Vol.31，No.13，3701‑8)的程

序可以用于帮助确定杂乱(disorder)和球状(globularity)的程度，因此也能确定它们的

柔性程度。在一种实施方式中，肽接头包括以下实施例中公开的一个或多个氨基酸序列。

[0218] 在一种非限制性实施方式中，如图12A所图示的，本文描述的重组的基于βγIP的

构建体包括：用荧光团、荧光素酶或包括荧光蛋白或发光酶的一部分的其片段标记的βγ

IP；接头，优选柔性多肽接头；和质膜(PM)锚定/靶向域或将βγIP粘连于膜的信号。在一种

实施方式中，柔性接头具有与以下随机氨基酸序列的长度对应的长度，约50至1000、900、

800、700、600或500个氨基酸，例如约100至约500、400或300个氨基酸，优选为约200至400

个、200至300个或约200个氨基酸的长度。在进一步的实施方式中，柔性接头包括约50个至

约1000、900、800、700、600或500个氨基酸的随机氨基酸序列，例如约100至约500、400或300

个氨基酸的长度，优选约200至400个、200至300个或约200个氨基酸的长度。用于设计柔性

氨基酸接头，更特别地具有最小球状和最大杂乱的接头的方法是本领域已知的。这可以通

过例如使用上文描述的Globplot程序实现。可以进一步优化序列以消除推定的聚集热点

(aggregation  hotspots)、定位域(localization  domains)和/或互作基序和磷酸化基序。

在一种实施方式中，柔性接头位于BRET供体或受体(例如Rluc或GFP)与质膜靶向域之间。在

进一步的实施方式中，构建体具有以下配置：βγIP(例如GRK2)‑BRET受体(例如GFP)‑柔性

接头‑PM靶向域(例如CAAX域)。

[0219] 在一种实施方式中，本公开涉及包括以下的系统：GPCR；选自以下的Gα蛋白：Gαq、G

αs、Gαi1、Gαi2、Gαi3、Gαt‑锥、Gαt‑棒、Gαt‑味、Gαz、GαoA、GαoB、Gαolf、Gα11、Gα12、Gα13、Gα14和Gα15/16，以

及如本文描述的突变的非选择性Gα蛋白；信号传导生物传感器，其包括：用荧光团、荧光素

酶或包括荧光蛋白或发光酶的一部分的其片段标记的GRK蛋白(GRK2或GRK3)或包括GRK的C

端普列克底物蛋白同源(PH)域的其片段，Gβ蛋白和Gγ蛋白，其中Gβ蛋白或Gγ蛋白用荧光

团、荧光素酶或包括荧光蛋白或发光酶的一部分的其片段标记。

[0220] 在一种实施方式中，本公开涉及包括以下的系统：GPCR；选自以下的Gα蛋白：Gαq、G

αs、Gαi1、Gαi2、Gαi3、Gαt‑锥、Gαt‑棒、Gαt‑味、Gαz、GαoA、GαoB、Gαolf、Gα11、Gα12、Gα13、Gα14和Gα15/16，以

及突变的Gα蛋白，所述突变的Gα蛋白在对应于以下任意Gαq的位置的位置具有突变：G66、

Y67和/或F75；信号传导生物传感器，其包括GRK蛋白(GRK2或GRK3)或其片段，所述片段包括

GRK的C端普列克底物蛋白同源(PH)域，所述信号传导生物传感器用荧光团、荧光素酶或包

括荧光蛋白或发光酶的一部分的其片段标记；Gβ1蛋白和Gγ5蛋白，其中Gβ蛋白或Gγ蛋白

用荧光团、荧光素酶或包括荧光蛋白或发光酶的一部分的其片段标记。

[0221] 根据另一个广泛的非限制性方面，本公开涉及用于表征配体的信号传导特征的系

统，所述系统包括：G蛋白活性激活因子；Gα蛋白；和本文描述的生物传感器或系统。

[0222] 本公开还涉及包括编码如本公开定义的蛋白的核酸序列的系统，所述核酸序列可

以是但不限于：DNA分子、RNA分子、病毒或质粒。在一种实施方式中，本公开还涉及包括编码

说　明　书 22/36 页

26

CN 107074926 B

27



一种或多种本文描述的生物传感器的蛋白组件(例如融合蛋白)的序列的核酸。在一种实施

方式中，核酸包括编码以下的序列：(i)βγIP，(ii)第一荧光团、生物发光蛋白或包括荧光

蛋白或生物发光蛋白的一部分的其片段；(iii)Gγ蛋白；(iv)第二荧光团、生物发光蛋白或

包括荧光蛋白或生物发光蛋白的一部分的其片段；和(v)Gβ蛋白。在进一步的实施方式中，

核酸进一步包括编码位于生物传感器的组件之间的一个或多个接头的一个或多个序列。在

进一步的实施方式中，核酸进一步包括一个或多个转录调节序列(例如启动子、增强子和/

或其他调节序列)和/或一个或多个涉及翻译调节的序列(例如内部核糖体进入位点(IRES)

序列)。

[0223] 在一种实施方式中，核酸存在于载体/质粒中，在进一步的实施方式中，核酸存在

于表达载体/质粒中。这样的载体包括能编码本文描述的生物传感器的上文定义的组件(例

如融合蛋白)的核酸序列，所述核酸序列可操作地连接于一个或多个转录调节序列。

[0224] 术语“载体”是指能够运输已经与其连接的另一种核酸的核酸分子。一种优选的载

体是游离体，即能在染色体外复制的核酸。优选的载体是能够自主复制和/或表达连接于其

的核酸的载体。能够指导可操作地连接于其的基因表达的载体在本文中被称为“表达载

体”。本发明的重组表达载体可以通过标准技术构建，所述标准技术是本领域技术人员已知

的并且可以在例如Sambrook等人.(1989)分子克隆：实验指南(Molecular  Cloning：A 

Laboratory  Manual)中找到。各种策略对于DNA片段的连接是可用的，对所述策略的选择取

决于DNA片段末端的特性并且可以被本领域技术人员容易地确定。本发明的载体也可以包

括促进载体在细菌和宿主细胞中增殖和筛选的其他序列元件。此外，本发明的载体包括一

个或多个限制性核酸内切酶位点的核苷酸序列。如用于选择性标记物和报告基因的编码序

列是本领域技术人员熟知的。

[0225] 可以将包括本发明的核酸序列的重组表达载体导入细胞(宿主细胞)，所述细胞可

以包括能够从定义的重组表达载体表达蛋白质编码区的活细胞。活细胞可以包括培养的细

胞和活生物体内的细胞。因此，本发明也提供了包含本发明的重组表达载体的宿主细胞。术

语“细胞”、“宿主细胞”和“重组宿主细胞”在本文中可交换地使用。这样的术语不仅是指特

定的受试细胞(subject  cell)，而且是指这样的细胞的后代或潜在后代。因为某些修饰可

以由于突变或环境影响而在随后的各代中发生，所以这样的后代事实上可能与亲本细胞不

一致，但是其仍然被包括在如本文使用的术语的范围内。

[0226] 可以通过常规的转化或转染技术将载体DNA导入细胞。术语“转化”和“转染”是指

将外来核酸导入宿主细胞的技术，包括磷酸钙或氯化钙共沉淀、DEAE‑葡聚糖介导的转染、

脂质转染、电穿孔、显微注射和病毒介导的转染。在例如Sambrook等人(分子克隆：实验指南

(Molecular  Cloning：A  Laboratory  Manua)l，第二版，冷泉港实验室出版社(1989))和其

他实验指南中可以找到用于转化或转染宿主细胞的适当的方法。“转录调节序列/元件”是

指诱导或控制与其可操作地连接的蛋白编码序列转录的DNA序列的通用术语，所述DNA序列

如起始信号和终止信号、增强子和启动子、剪接信号、多聚腺苷酸化信号。当第一核酸序列

与第二核酸序列具有功能性关系设置时，第一核酸序列“可操作地连接于”第二核酸序列。

例如，如果启动子影响编码序列的转录或表达，则启动子可操作地连接于编码序列。通常，

可操作地连接的DNA序列是连续的，并且在阅读框内在必要时连接两个蛋白编码区。然而，

由于例如当增强子与启动子被几千个碱基和具有可变长度的内含子序列分隔时，增强子一
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般也是起作用的，所以某些多核苷酸元件可操作地连接但是不连续。

[0227] 在一种实施方式中，如图11A所描绘的，核酸或载体编码本文描述的生物传感器的

多于一个组件(融合蛋白)(例如多顺反子构建体)。在一种实施方式中，多顺反子构建体(例

如DNA、载体)包括，除了Gβ蛋白以外还编码各自标记了适合的荧光团、荧光素酶或包括荧光

蛋白或发光酶的一部分的其片段的βγIP和Gγ蛋白的核酸序列。通过共转染该多顺反子构

建体与包括编码Gα蛋白亚基和感兴趣的G蛋白激活因子的核酸序列的DNA分子，可以再生本

发明的系统。

[0228] 在另一个方面，本发明提供了包括本文定义的核酸和/或载体的试剂盒。

[0229] 在另一个方面，本公开还提供了包括或表达本文描述的任意生物传感器的任意蛋

白质组件(例如融合蛋白、重组蛋白)的细胞(例如宿主细胞)。在一种实施方式中，已经用编

码本文定义的突变Gα多肽的核酸转染或转化细胞。本发明进一步提供了使用例如本领域熟

知的培养基和试剂，表达本文定义的突变Gα多肽的重组表达系统、载体和细胞，如上文所述

的那些。细胞可以是能表达上文定义的突变Gα多肽的任何细胞。用于蛋白表达的适当的宿

主细胞和方法是本领域熟知的。可以使用能表达上文定义的突变Gα多肽的任何细胞。例如，

可以使用真核宿主细胞如哺乳动物细胞(例如啮齿动物细胞如小鼠、大鼠和仓鼠细胞系，人

细胞/细胞系)。在另一种实施方式中，上文提及的细胞是人细胞系，例如胚肾细胞系(例如

HEK293或HEK293T细胞)。在另一个方面，本公开还提供了包括或表达本文描述的任意生物

传感器的任意蛋白质组件(例如融合蛋白、重组蛋白)的膜制备物，在进一步的实施方式中，

本公开还提供了包括或表达膜锚定的融合蛋白的膜制备物。

[0230] 本公开进一步涉及用于在第一条件和第二条件之间评估对Gβγ互作蛋白(βγIP)

向Gβγ亚基募集的调节的方法，所述方法包括：提供一种本文定义的生物传感器；在所述第

一条件和第二条件下测量BRET受体信号；其中所述第一条件和第二条件之间BRET信号的差

异表示在第一条件和第二条件之间Gβγ互作蛋白(βγIP)向Gβγ亚基募集的调节。在一种

实施方式中，第一条件是存在测试试剂，第二条件是缺少测试试剂，其中BRET信号的差异表

示测试试剂调节(增高或降低)Gβγ互作蛋白(βγIP)向Gβγ亚基的募集。Gβγ互作蛋白(β

γIP)向Gβγ亚基的募集可以用做对GPCR和/或G蛋白激活的读数。

[0231] 本公开进一步涉及用于检测包括本文描述的系统的G蛋白激活的方法，所述方法

包括：1)使所述系统与激活G蛋白的化合物接触，以及2)通过测量生物传感器的信号来检测

G蛋白的激活。该方法可以进一步包括以下步骤：3)从信号传导生物传感器的信号获得G蛋

白功能性偶联信息，以及4)处理所述信息以确定G蛋白激活因子的G蛋白激活谱和化合物的

信号传导特征(signature)。使用包括多种生物传感器的生物传感器系统(其中每种生物传

感器包括不同的重组Gα蛋白)确定任意GPCR和/或GPCR配体的G蛋白偶联谱是可能的，如图

3A和3B中例示的。

[0232] 术语“化合物”、“试剂”、“测定化合物”或“测试试剂”是指可以通过本发明的方法/

生物传感器筛选的任何分子(例如候选药物)，其可以从任意数目的来源中获得，所述来源

包括合成化合物或天然化合物的库。例如，很多手段对于随机和定向合成多种有机化合物

和生物分子是可用的，包括随机化寡核苷酸的表达。供选择地，细菌、真菌、植物和动物提取

物形式的天然化合物的库是可用的或容易生产的。此外，通过常规的化学、物理和生物手

段，容易修改天然或合成生产的库和化合物。
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[0233] 本公开进一步涉及用于确定测试试剂是否调节GPCR活性的方法，所述方法包括，

在本文描述的生物传感器中的一种中，在存在和不存在所述测试试剂的情况下，测量由RET

受体或报告蛋白发射的信号；其中在试剂存在的情况下测量到的较高信号表示所述测试试

剂提高所述GPCR的活性，而在试剂存在的情况下测量到的较低信号表示所述试剂抑制所述

GPCR的活性。在一种实施方式中，方法包括：

[0234] (1)提供包括(A)、(B)或(C)中定义的元件的生物传感器：

[0235] (A)(i)第一组件，其包括融合于(a)RET供体；(b)RET受体或(c)报告蛋白的第一片

段的Gβγ互作蛋白(βγIP)；(ii)第二组件，其包括融合的Gβ蛋白或融合的Gγ蛋白，其中所

述Gβ蛋白或所述Gγ蛋白融合于(a)RET供体；(b)RET受体或(c)所述报告蛋白的第二片段；

其中(a)如果所述βγIP融合于所述RET供体，则所述Gβ或Gγ蛋白融合于所述RET受体；(b)

如果所述βγIP融合于所述RET受体，则所述Gβ或Gγ蛋白融合于所述RET供体；(c)如果所述

βγIP融合于所述报告蛋白的第一片段，则所述Gβ或Gγ融合于所述报告蛋白的第二片段；

(iii)第三组件，其包括重组Gα蛋白；和(iv)第四组件，其包括所述GPCR；

[0236] (B)(i)第一组件，其包括融合于(a)RET供体；(b)RET受体或(c)报告蛋白的第一片

段的Gβγ互作蛋白(βγIP)；(ii)第二组件，其包括在其C末端融合于(a)RET供体；(b)RET受

体或(c)所述报告蛋白的第二片段的所述GPCR；(iii)第三组件，其包括重组Gα蛋白；其中

(a)如果所述βγIP融合于所述RET供体，则所述GPCR融合于所述RET受体；(b)如果所述βγ

IP融合于所述RET受体，则所述GPCR融合于所述RET供体；(c)如果所述βγIP融合于所述报

告蛋白的第一片段，则所述GPCR融合于所述报告蛋白的第二片段；或

[0237] (C)(i)第一组件，其包括融合于(a)RET供体；(b)RET受体或(c)报告蛋白的第一片

段的Gβγ互作蛋白(βγIP)；

[0238] (ii)第二组件，其包括融合的质膜(PM)靶向部分，其中所述PM靶向部分融合于(a)

RET供体；(b)RET受体或(c)所述报告蛋白的第二片段；其中(a)如果所述βγIP融合于所述

RET供体，则所述PM靶向部分融合于所述RET受体；(b)如果所述βγIP融合于所述RET受体，

则所述PM靶向部分融合于所述RET供体；(c)如果所述βγIP融合于所述报告蛋白的第一片

段，则所述PM靶向部分融合于所述报告蛋白的第二片段；

[0239] (iii)第三组件，其包括重组Gα蛋白；和

[0240] (iv)第四组件，其包括所述GPCR；以及

[0241] (2)在存在和不存在所述测试试剂的情况下，测量由所述RET受体或报告蛋白发射

的信号；其中在试剂存在的情况下测量到的较高信号表示所述测试试剂提高所述GPCR的活

性，而在试剂存在的情况下测量到的较低信号表示所述试剂抑制所述GPCR的活性。

[0242] 在一种实施方式中，上文提及的方法进一步包括：

[0243] (3)在本文定义的生物传感器中，在存在和不存在测试试剂，以及存在GPCR激动剂

的情况下，测量由RET受体或报告蛋白发射的信号，其中重组Gα蛋白偶联于GPCR(即已知通

过GPCR偶联或激活)；以及

[0244] (4)确定所述测试试剂是否是所述Gα蛋白的抑制剂；其中在测试试剂存在的情况

下测量到的较低信号表示测试试剂是Gα蛋白的抑制剂，在测试试剂存在的情况下测量到的

相似或较高信号表示测试试剂不是Gα蛋白的抑制剂。

[0245] 在一种实施方式中，本文使用的术语“较高信号”或“较低信号”是指比在缺少测试
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试剂的情况下测量到的参比信号高(或低)至少10％、20％、30％、40％、45％或50％的信号。

在另一种实施方式中，通过显示在存在测试试剂相对于不存在测试试剂的情况下测量到的

信号的统计学上的显著性差异(使用适当的统计学分析确定)，例如通过合并多个样本中获

得的结果，确定“较高信号”或“较低的号”。确定不同组的数据之间的显著性差异的统计学

分析(ANOVA、学生t‑检验、卡方检验等)是本领域已知的，这样的分析可以使用适当的计算

机程序进行。

[0246] 本公开进一步涉及鉴别由GPCR激动剂(激动剂的G蛋白分布/特征)激活的Gα蛋白

的方法，所述方法包括(i)在多个本文定义的生物传感器中，在存在和不存在所述GPCR激动

剂的情况下，测量由RET受体或报告蛋白发射的信号，其中每个生物传感器包括不同的重组

Gα蛋白；(ii)鉴别由GPCR激动剂激活的Gα蛋白；其中在GPCR激动剂存在的情况下，在包括重

组Gα蛋白的生物传感器中测量到的相对于不表达重组Gα蛋白的对应生物传感器更高的信

号增加，说明Gα蛋白是由所述GPCR激动剂激活的，而其中在GPCR激动剂存在的情况下，在包

括重组Gα蛋白的生物传感器中测量到的与不表达重组Gα蛋白的对应生物传感器相似或相

对于不表达重组Gα蛋白的对应生物传感器更低的信号增加或信号减少，说明Gα蛋白不是由

所述GPCR激动剂激活的。在一种实施方式中，该方法包括：(a)在本文定义的生物传感器系

统的第一生物传感器和多个第二生物传感器中，在存在和不存在所述GPCR激动剂的情况

下，测量由RET受体或报告蛋白发射的信号，和(b)鉴别由GPCR激动剂激活的Gα蛋白；其中在

GPCR激动剂存在的情况下，在所述第二生物传感器中测量到的相对于所述第一生物传感器

更高的信号增加，说明Gα蛋白是由所述GPCR激动剂激活的，而其中在GPCR激动剂存在的情

况下，在所述第二生物传感器中测量到的与所述第一生物传感器相似或相对于所述第一生

物传感器更低的信号增加或信号减少，说明Gα蛋白不是由所述GPCR激动剂激活的。

[0247] 阳性对照和阴性对照可以用于本文描述的方法/测定。对照和测试样本可以进行

多次以获得统计学上显著的结果。

[0248] 在一种实施方式中，上文提及的方法是高通量方法(高通量筛选，HTS)。本文使用

的术语“高通量筛选”(HTS)是指允许快速地和在平行地筛选对靶分子具有结合活性或生物

活性的大量化合物(数百、数千)的方法。这样的HTS方法典型地在具有数个孔，例如384、

1536、或3456个孔的微量滴定板上进行。对于HTS重要的是以高敏感性、精确性和重现性检

测读出信号。

[0249] 测量BRET信号的方法和设备是本领域熟知的。例如通过确定BRET受体信号的强度

(光强度)，和/或通过计算BRET供体发射的信号或光强度与BRET受体发射的信号或光强度

的比(BRET比)，可以测量BRET信号。为了检测BRET供体和/或BRET受体光发射，可以使用酶

标仪或装有适当的滤光套件的显微镜测量BRET信号。

[0250] 应该理解的是，本文描述的特征或实施方式的组合/子组合可以存在或用于本文

描述的生物传感器、系统和/或方法中。

[0251] 在一种实施方式中，本文描述的生物传感器、系统和/或方法包括以下实施例和所

附的附图中描述的构建体/融合蛋白和/或重组蛋白中的一个或多个，例如Rluc‑Gγ1至

Rluc‑Gγ13、GRK‑GFP、GRK‑RlucF1、RlucF2‑Gγ5、GRK2‑GFP‑mem、Rluc‑GRK2、GFP‑Gγ5、

GFP‑CAAX或GPCR‑Rluc。

[0252] 实施本发明的方式
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[0253] 通过以下非限制性实施例更详细地说明本发明

[0254] 实施例1：材料与方法

[0255] 试剂：血管紧张素II(AngII；[Asp‑Arg‑Val‑Tyr‑Ile‑His‑Pro‑Phe]，SEQ  ID  NO：

49)、聚鸟氨酸、聚D‑赖氨酸、异丙肾上腺素、罗替戈汀、肾上腺素、去甲肾上腺素、苯基肾上

腺素和百日咳毒素来自 u46619来自Cayman (Ann  Arbor，MI)。[Sar1、

Ile8]‑AngII(SI)和[Asp1、Val5、Gly8]‑AngII(DVG)[Sar1‑Val5‑D‑Phe8]AngII(SVdF)和

[Sar1‑D‑Ala8]AngII合成于舍布鲁克大学(加拿大，QC)。UBO‑Qic(L‑苏氨酸，(3R)‑N‑乙酰

基‑3‑羟基‑L‑亮氨酰基‑(aR)‑a‑羟基苯丙酰基‑2，3‑二脱氢(idehydro)‑N‑甲基丙氨酰基‑

L‑丙氨酰基‑N‑甲基‑L‑丙氨酰基‑(3R)‑3‑[[(2S，3R)‑3‑羟基‑4‑甲基‑1‑氧代‑2‑[(1‑氧代

丙基)氨基]戊基]氧基]‑L‑亮氨酰基‑N，O‑二甲基‑，(7→1)‑内酯(9CI))获得自波恩大学药

物生物研究所(Institute  for  Pharmaceutical  Biology  of  the  University  of  Bonn)

(德国)。杜氏改良伊戈尔培养基(DMEM)、胎牛血清、 和其他细胞培养试剂购

买自 腔肠素400a、腔肠素H和 Purple  I购买自

或   Technology。聚乙烯亚胺(PEI；25kDa线性型；购买自 (沃灵

顿，PA，USA)。鲑鱼精子DNA购买自Lifetechnologies(ThermoFisher)。Phusion  DNA聚合酶

来自Thermo  限制酶和T4  DNA连接酶获得自 用于诱变和PCR应用的寡核

苷酸合成于BioCorp 

[0256] 表达载体：受体和G蛋白。编码AT1R的质粒由Stéphane  Laporte(麦吉尔大学，蒙特

利尔，加拿大)馈赠。Gαq、Gα11、Gα12、Gα13、Gα14、Gα15/16、GαoA、GαoB、Gαz、Gαs、Gαi1、Gαi2、Gαi3、Gβ1、

TPαR、D2R和α1BAR获得自cDNA资源中心(cDNA.org)。通过使用表I中描述的引物使Gαq野生型

蛋白质编码序列发生定点诱变(PCR重叠)，获得编码包括GαqG66K、GαqY67C和GαqF75G的突变

Gα蛋白的质粒。用Acc65I+XhoI限制酶消化PCR片段，以及将所述PCR片段克隆至Acc65I+

XhoI消化的pCDNA3.1Zeo(+)(来自 卡尔斯巴德，加利福尼亚)上。DNA测序用于

验证不同构建体和鉴定由简并引物产生的特定置换。

[0257] 表I：用于本文描述的实验中的引物序列
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[0258]

[0259] 表达载体：生物传感器构建体。Rluc‑Gγ5和GFP‑Gγ：编码融合蛋白Rluc‑Gγ1至

Rluc‑Gγ13和GFP10‑Gγ5的质粒通过PCR扩增Gγ编码序列获得，然后所述Gγ编码序列在

其N端框内融合于pcDNA3.1载体中(接头序列：GSAGT，SEQ  ID  NO：33)的人源化海肾荧光素

酶II(hRlucII)序列(之前报道的hRluc的变体(Leduc，Breton等人2009)，SEQ  ID  NO：39)，

或在其N端框内融合于GFP10(之前报道的绿色荧光蛋白(GFP)的变体形式(Mercier，

Salahpour等人2002，SEQ  ID  NO：38)。GRK2‑GFP和GRK3‑GFP：通过PCR扩增GRK2和GRK3，然后

所述GRK2和GRK3在其C端融合于GFP10，进入pcDNA3.1Zeo(+)载体，在GRK和GFP10蛋白之间

产生11个氨基酸残基的接头(接头序列：GSAGTGKLPAT，SEQ  ID  NO：34)，来产生GRK2‑GFP、

GRK3‑GFP、GRK2C端(SEQ  ID  NO：50)‑GFP、GRK3C端(SEQ  ID  NO：51)‑GFP。GFP‑GRK2和GFP‑

GRK3：通过PCR扩增GRK2和GRK3，然后GRK2和GRK3在其N端融合于pcDNA3.1Zeo(+)载体中的

GFP10(SEQ  ID  NO：38)，在GRK和GFP10蛋白之间产生7个氨基酸残基的接头(接头序列：

GSAGTGG，SEQ  ID  NO：52)，来产生GRK2‑GFP、GFP‑GRK2C端(SEQ  ID  NO：50)、GFP‑GRK3C端

(SEQ  ID  NO：51)。使用相似的步骤，通过PCR定向的诱变产生GFP‑和RlucII‑标记的GRK2突

变体。GRK2‑Rluc  F1和Rluc  F2‑Gγ5：通过PCR扩增SEQ  ID  NO：39(Rluc  F1)中记载的人源

化海肾荧光素酶II序列的第1‑110位残基的编码序列，随后该编码序列融合于pcDNA3.1Zeo

(+)载体中的GRK2蛋白的C端，在Rluc片段和GRK2之间产生18个氨基酸的接头(接头序列：

GSAGWGKLGSAGSGSAGS，SEQ  ID  NO：35)，来获得GRK2‑Rluc  F1。通过PCR扩增SEQ  ID  NO：39

(Rluc  F2)中记载的人源化海肾荧光素酶序列的第111‑311位残基的编码序列，随后所述编

码序列框内融合于pcDNA3.1Zeo(+)载体中的Gγ5蛋白的N端，在Rluc片段和Gγ5之间产生

11个氨基酸的接头(接头序列：GSAGTGSAGTT，SEQ  ID  NO：36)，来获得Rluc  F2‑Gγ5。GRK2‑

GFP‑mem：编码GRK2‑GFP与后接人KRAS蛋白的膜锚定信号(异戊烯化基序：CAXX)(Hancock 

2003)的200个氨基酸残基的柔性接头之间的融合序列的GRK2‑GFP‑mem构建体如下产生：首

先，由2000个残基的随机序列产生具有预测的杂乱结构的接头。在消除聚集热点、推定的定

位、互作和磷酸化基序之后，从该序列中选择具有最小球状和最大杂乱指数的200个残基的

片段。直接合成该200个氨基酸的柔性接头(SEQ  ID  NO：53)，然后使用PCR扩增将该200个氨
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基酸的柔性接头框内融合于人KRAS蛋白剪接变体b的膜锚定信号(氨基酸序列：

KKKKKKSKTKCVIM，SEQ  ID  NO：37)的N端。然后将后接KRAS异戊烯化信号的柔性接头在GRK2‑

GFP蛋白的C端亚克隆至GRK2‑GFP  pcDNA3.1Zeo(+)载体。多顺反子生物传感器载体：首先通

过将WT和D110A突变的GRK2‑GFP10融合蛋白亚克隆至pLVX载体，产生编码GRK2‑GFP、Rluc‑G

γ5和Gβ1的多顺反子载体。然后将IRES‑Gβ1亚克隆至pcDNA3 .1Rluc‑Gγ5，获得

pcDNA3.1Rluc‑Gγ5‑IRES‑Gβ1。最后组装两种构建体，产生含有GRK2‑GFP‑IRES‑Rluc‑Gγ

5‑IRES‑Gβ1的pLVX载体。rGFP‑CAAX：通过用编码接头的反向引物(序列：GSAGTMASNNTASG，

SEQ  ID  NO：47)PCR扩增rGFP编码序列(SEQ  ID  NO：46)，以及通过PCR扩增来自KRAS剪接变

体b(‑GKKKKKKSKTKCVIM，命名：CAAX，SEQ  ID  NO：37)的质膜靶向多碱序列和异戊烯化信号

序列获得编码融合蛋白rGFP‑CAAX的质粒。CAAX质膜靶向序列框内融合于rGFP编码序列的C

端。将PCR片段亚克隆至pcDNA3 .1(+)载体。RlucII‑GRK2：PCR扩增GRK2cDNA，并且用接头

GGSGSGSGS(SEQ  ID  NO：48)与RlucII亚克隆至pIREShyg3表达载体(来自 )的N

端。

[0260] 细胞培养和转染：在37℃下，在具有5％CO2的加湿气氛中将人胚肾293(HEK293)细

胞保持在补充了10％胎牛血清、100个单位/ml青霉素/链霉素的杜氏改良伊戈尔培养基

(DMEM)中。实验前的两天，使用聚乙烯亚胺25‑kDa线性型(PEI)作为转染剂(以PEI/DNA为3

比1的比例)用指定的质粒转染HEK293细胞(Hamdan，Rochdi等人.2007)，然后将所述细胞以

每孔35,000个细胞的密度直接接种于用聚‑L‑鸟氨酸氢溴酸盐或聚‑D‑赖氨酸预处理的96

孔板中(用于对活细胞的BRET和PCA测定)，或以每孔1,000,000个细胞的密度接种于6孔板

中(用于在膜制备物上的BRET测定)。

[0261] 对活细胞的BRET测定：用磷酸缓冲盐水(PBS)洗涤接种于96孔板中的细胞两次，然

后添加台氏缓冲液(Tyrode  buffer)(组成：137mM  NaCl、0.9mM  KCl、1mM  MgCl2、11.9mM 

NaHCO3、3.6mM  NaH2PO4、25mM  HEPES、5.5mM葡萄糖和1mM  CaCl2，pH  7.4)。然后用不同配体

或载体处理细胞指定的次数。以2.5μM的终浓度添加Rluc底物、腔肠素400a，进一步温育细

胞另外的5分钟。然后使用MithrasTM  LB940多模式酶标仪或 LB942多模式酶标

仪收集BRET值，所述酶标仪配备有以下滤光器：400nm±70nm(能量供体)和515nm±20nm(能

量受体)。通过计算GFP发射的光(515nm)与Rluc发射的光(400nm)的比确定BRET值。为了确

定激活的百分比(刺激值占基础值的百分比)，获得激动剂处理的细胞的BRET值，表示为占

载体处理的对应细胞获得的BRET值的百分比。

[0262] 对GRK2‑GFP向RlucII标记的受体转移的BRET测定(图15B和图15C)：将PEI∶DNA的

比为3∶1的100ng  HA‑TPαR‑RlucII、750ng  GRK2‑GFP10(图15B中的WT或图15C中的D110A突

变体)、100ng指定的Gα、100ng  WT  Gβ1和100ng  WT  Gγ5与PEI添加至HEK293SL悬液(350,

000个细胞/ml)中。将细胞接种于聚‑D‑赖氨酸预处理的板上(96孔板的每个孔100μl细胞/

PEI/DNA悬液)。转染后48小时，用台氏液+1mM  CaCl2洗涤细胞和在37℃下预温育细胞60分

钟。在37℃下使细胞暴露于在图15B和图15C中的不同剂量的U‑46619中总计15分钟。然后在

刺激的最后5分钟内以2 .5μM的终浓度添加腔肠素400a。在37℃下使用 酶标仪

(Berthold )测量BRET。

[0263] 对RlucII‑GRK2向rGFP‑CAAX(Kras)标记的质膜转移的BRET测定(图16B和图16C)：
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将PEI∶DNA的比为3∶1的100ng  HA‑TPαR、20ngRlucII‑GRK2、100ng指定的Gα、100ng  WT  Gβ1、

100ng  WT  Gγ5、400ng  rGFP‑CAAX(Kras)、180ng  ssDNA与PEI添加至HEK293SL悬液(350,

000个细胞/ml)。将细胞接种于聚‑D‑赖氨酸预处理的板上(96孔板的每个孔100μl细胞/

PEI/DNA悬液)。转染后48小时，用台氏液+1mM  CaCl2洗涤细胞和在37℃下预温育细胞60分

钟。在37℃下使细胞暴露于图16B中的不同剂量的U‑46619中总计15分钟，或在37℃下将载

体或100nM  U46619添加至一半的96孔板的孔中用于Z’因子测定(图16C)。然后在刺激的最

后5分钟内以2.5μM的终浓度添加腔肠素400a。在37℃下使用 酶标仪(Berthold

)测量BRET。如之前描述的获得Z’因子测定。

[0264] G蛋白抑制剂：如之前描述的进行BRET测定，除了细胞在37℃下用100ng/ml百日咳

毒素预处理过夜，或在37℃下用100nM  Ubo‑Qic预处理20分钟。

[0265] 动力学实验：如之前描述的进行BRET测定，除了在添加腔肠素后5分钟，每隔一定

时间收集BRET读数，同时在测量BRET的30秒后将配体和载体注射至细胞。

[0266] Z’因子测定：用指定的构建体如描述地转染HEK293细胞(见图7A、图7B、图9A、图

10C、图11D和图16C的说明)。用指定的激动剂处理的一半的96孔板和相应载体处理的另一

半的板，如之前描述地进行BRET测定。如Zhang等人.(Zhang，Chung等人.1999)所描述计算

Z’因子。0.4至1的Z’因子被认为是稳健的测定。

[0267] 使用RlucII片段的蛋白互补测定：用PBS洗涤细胞两次，然后添加台氏缓冲液。然

后在37℃下用终浓度为2.5μM的Rluc底物、腔肠素400a预处理细胞30分钟。添加不同配体或

载体进行另外的10分钟。然后使用没有任何滤光器的MithrasTM  LB940多模式酶标仪收集发

光值。

[0268] 对膜制备物进行BRET测定：收集接种于6孔板中的细胞，并且在裂解缓冲液(组成：

25mM  Tris‑HCl  pH  7.4、2mM  EDTA、5mM  MgCl2、27％蔗糖、15μM  GDP、2μM  GTP、10μg/ml苯甲

脒、5μg/ml大豆胰蛋白酶抑制剂和5μg/ml亮抑酶肽)中重悬，使其经历宝创(polytron)均化

处理。离心步骤后，将膜沉淀物重悬于补充了5mM  MgCl2、15μM  GDP和15μM  GTP的台氏缓冲

液中。使用每孔400μg的膜，如之前描述进行BRET实验。

[0269] BRET滴定(图2B和图2C)：使用等于1μg∶3μl的μgDNA与μl  PEI  1mg/ml比的PEI瞬时

转染HEK293细胞。DNA转染的96孔板中的每个孔如下：图2A和图2B中：40ng的编码HA‑TPαR或

HA‑β1AR的构建体、0.5ng的编码RlucII‑Gγ5的构建体、10ng的编码Gα11或Gα15的构建体、

10ng的编码Gβ1的构建体和增加量的高达75ng的用GFP10标记的GRK2构建体。转染后2天进

行BRET测定；用PBS洗涤细胞一次，并且将细胞置于台氏缓冲液中。在室温下用载体或激动

剂药物100nM  U‑46619(图2B)或1μM异丙肾上腺素(图2A)处理细胞总计15分钟。然后以2.5μ

M的终浓度在刺激的最后5分钟内添加Rluc底物Coel‑400a。然后使用 LB940多模式

酶标仪收集BRET值，通过计算受体发射的光与RlucII发射的光的比测定BRET值。滴定曲线

(图2B和图2C)表示以GFP构建体表达(用荧光评价)相对于RlucII构建体表达(用生物发光

评价)的函数获得的BRET比。

[0270] 实施例2：结果

[0271] 为了研究GPCR对特定的G蛋白的激活，基于Gα和βγIP之间竞争结合Gβγ亚基发展

了一种测定。如图1A和图1B中描绘的，在受体激活不存在的情况下，Gα亚基紧密结合于Gβγ

二聚体，阻止Gβγ二聚体与βγIP结合。在受体刺激后，结合GTP的Gα与Gβγ复合体解离，然
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后所述Gβγ复合体游离以与βγIP相互作用。因此，βγIP和Gβγ之间的相互作用反映了G蛋

白的激活。通过共表达各自用检测系统的两个组件之一标记的βγIP和Gβγ与不同亚型未

标记的Gα，在给定受体激活后，确定该给定受体的偶联谱是可能的。如以下所示，可以用不

同的检测方法来评估βγIP和Gβγ之间的相互作用，如共振能量转移(RET)方法(图1A：生物

发光共振能量转移(BRET)或荧光共振能量转移(FRET))；或图1B：蛋白质互补(PC)测定。

[0272] 以RET作为检测方法的例子，图1C中显示了基于βγIP的G蛋白激活生物传感器的

可能的方案和对应的结果分析。在缺少与两个RET配偶体βγIP‑A和Gβγ‑D共转染的任意Gα

亚基的情况下，基础RET信号是相当高的，这是由于βγIP和Gβγ之间的组成型相互作用。在

这种情况下，在受体刺激后测量到的RET信号的调节会反映内源Gα亚基的激活(模拟或‑Gα

条件)。Gα亚基的共表达阻止了βγIP‑A和Gβγ‑D之间的基础相互作用，导致记录的基础RET

响应值降低(+Gα1和+Gα2条件下的白色柱)。当刺激受体时(例如用适当的GPCR配体)，只有受

体结合(例如偶联于)与其他生物传感器组件共表达的特定Gα亚基，才能观察到与模拟条件

相比RET信号调节的显著提高(黑色柱，+Gα2条件)。然而，如果过表达的Gα亚基不在功能上

偶联于受体，则受体受刺激时不能检测到BRET信号的显著改变(黑色柱，+Gα1条件)。

[0273] 图2A至图2C呈现了测试对基于βγIP的G蛋白激活生物传感器的优化的某些不同

构建体。测试了GRK2和GRK3的四种不同的标记GFP的构建体，两种基于完整的GRK编码系列，

两种基于C端PH域/Gβ结合域，其中GFP位于GRK的N端部分或C端部分(图2A)。呈现于图2B和

图2C中的结果表明，所有GRK2配置/构建体给出了可检测的BRET响应(因此可以用于生物传

感器)，根据BRET信号的幅度和在宽范围的供体与受体的比中的稳定性，在C端标记了BRET

受体(例如GFP)的全长GRK2提供了最佳的动态窗口。使用GFP标记的GRK3构建体获得了相似

的结果。

[0274] 为了评估使用βγIP监测G蛋白激活的可行性，选择与游离Gβγ二聚体特异地相互

作用的GRK2蛋白作为代表性的βγIP，以及在所述GRK2蛋白的C端标记能量受体GFP10

(GFP)，由此允许使用BRET作为其与Gβγ的相互作用的读数。GRK2‑GFP融合蛋白与在N端标

记了能量受体海肾荧光素酶(Rluc)的Gγ5亚基以及与未标记的Gβ1和Gα亚基共表达。除了

生物传感器组件(GRK2‑GFP和Rluc‑Gγ5)、Gβ1和各种Gα之外，还用选择为原型GPCR的例子

的血栓素A2受体(TPαR)共转染细胞。在图3A中描述的实验中，通过刺激共表达不同Gα蛋白

(Gαq、Gα11、Gα12、Gα13、Gα14、Gα15、GαoA、GαoB、Gαz、Gαs、Gαi1、Gαi2和Gαi3)与TPαR激动剂U‑46619

(一种稳定的合成的内过氧化物前列腺素PGH2类似物)的细胞，确定TPαR的G蛋白偶联谱，以

及与Gα过表达不存在的情况下获得的结果(模拟条件，左柱)比较。在不存在Gα共转染时，记

录的BRET信号相对较高，并且在用U‑46619刺激时仅被稍微地调节，这反映了内源Gα蛋白的

激活。在共表达特定的Gα蛋白时，过表达Gαq、Gα11、Gα12、Gα13、Gα14和Gα15/16的细胞的BRET信号

的激动剂诱导的调节显著高于模拟条件或过表达Gαi家族的Gα亚基的细胞，这表明TPαR偶

联于Gαq和Gα12家族的G蛋白激活，而不偶联于Gαi家族的G蛋白激活(图3B)。

[0275] 除了野生型(天然)Gα蛋白之外，三种Gαq突变体(GαqG66K、GαqY67C和GαqF75G)也用

于用TPαR测试的G蛋白组。之前已经描述了用带电残基(例如GqG66K)置换Gαq蛋白的第66位

的甘氨酸残基，导致了Gαq蛋白突变体具有混杂偶联特性，这是由于它们也能被非Gαq偶联的

受体激活(Heydorn，Ward等人，2004)。正如图3A和图3B中可见的，TPαR激活了之前描述的G

αqG66K突变体以及本文描述的新的GαqY67C和GαqF75G。这些混杂Gα蛋白(或具有在这些位置

说　明　书 31/36 页

35

CN 107074926 B

36



上的等价突变的任意Gα蛋白，见图14)可以用作基于βγ的生物传感器测定中GPCR激活的阳

性对照，以及对在偶联偏好性上仅有限信息可用的受体(如孤儿受体)是尤其有用的。然后

选择Gαq、Gα13、Gα14、Gα15/16、GαqG66K和GαqY67C，用于U‑46619的剂量响应曲线(图3C)。有趣

地，测量到G13的0.5nM至Gα15/16的6.6nM的效能范围，验证了基于βγIP的生物传感器测定可

以检测激活的特定效能，所述激活与给定的受体配体对所结合的每种G蛋白相关联。

[0276] 为了进一步说明基于βγIP的G蛋白激活生物传感器可以用于揭示G蛋白激活对不

同GPCR的特异性，多巴胺D2受体(D2R)和α1B‑肾上腺素能受体(α1BAR)各自与GRK2‑GFP、Rluc‑

Gγ5、Gβ1和各种Gα共表达，并且被它们的原型激动剂刺激(D2R的原型激动剂为罗替戈汀，

α1BAR的的原型激动剂为苯基肾上腺素)。如图4A和图4C中所示，每个受体显示特异的G蛋白

激活谱，其与用TPαR(图3A和图3B)所观察到的不同；D2R单独地偶联于Gαi家族成员(GαoA、G

αoB、Gαz、Gαi1、Gαi2和Gαi3)，同时α1BAR排他地偶联于Gαq家族成员(Gαq、Gα11和Gα15/16)。混杂的G

αq突变体GαqY67C由两种受体激活(图4A和图4C)。用D2R激活的某些G蛋白(Gαi1和GαqY67C)和

α1BAR激活的某些G蛋白(Gαq和Gα11)获得剂量响应曲线。在图4E中，由表达α2CAR、Gαz、GRK2‑

GFP、Rluc‑Gγ5以及Gβ1的HEK293细胞，获得了对于不同的肾上腺素能激动剂(肾上腺素、去

甲肾上腺素、苯基肾上腺素和异丙肾上腺素)Gαz激活的剂量响应曲线。这些结果证明了，基

于βγIP的G蛋白激活生物传感器可以用于建立G蛋白偏好和GPCR的激活/药理学谱，以及解

决给定的配体的效能和功效的药理学工具，所述配体用于通过它们的同源受体激活各种G

蛋白。如图4F至图4J所示，用不同的Gβ和Gγ亚基的组合获得了不同的G蛋白激活谱。结果显

示，Gβ和Gγ两种亚基的组合可以导致不同的G蛋白激活的药理学谱。这些差异可以，至少部

分地与使用不同的细胞和组织观察到的不同的药理学谱相关，所述不同的细胞和组织不仅

表达特定的Gα亚基集合，还表达Gβ亚基和Gγ亚基的不同的组合和水平。

[0277] G蛋白活性的抑制剂，如分别选择性阻断Gαi和Gαq激活的百日咳毒素(PTX)和Ubo‑

Qic(结构上与环酯肽YM‑254890香港)已经广泛地用于GPCR领域中，用于表征受体的偶联特

性(Takasaki，Saito等人.2004)。使用基于βγIP的G蛋白激活生物传感器，用那些选择性G

蛋白抑制剂进行实验，以说明获得的BRET信号的特异性。对于偶联于Gαq激活的TPαR，在激

动剂刺激后使用基于βγIP的BRET生物传感器测量到的BRET响应在Ubo‑Qic预处理时被完

全去除，而PTX预处理对该响应没有作用(图5A)。相反地，对于Gαi偶联受体D2R，PTX预处理显

著减少了激动剂温育后检测的生物传感器BRET响应，而Gq抑制剂Ubo‑Qic的预处理对记录

的BRET信号不具有可检测到的作用。TPαR介导的G蛋白激活也用于验证Ubo‑Qic抑制剂的选

择性。图5C中呈现的结果显示，Gαq家族(Gαq、Gα11、Gα14和Gα15/16)中，仅Gα15/16对Ubo‑Qic不敏

感。Gα12和Gα13蛋白对Ubo‑Qic也不敏感。最后，基于βγIP的生物传感器用于揭示突变的Gαq

(在第67或75位‑见图14)的激活的Ubo‑Qic敏感性。在第67位上酪氨酸残基的置换(Y67C、

Y67G、Y67S和Y67L)导致对Ubo‑Qic的抗性和混杂特性，这说明该残基对控制G蛋白激活是重

要的，Phe75残基置换为甘氨酸(与混杂表型相关‑见图4A)导致了部分的Ubo‑Qic介导的激

活抑制(图5D)。因此，除了验证了记录的BRET信号对各种G蛋白的特异性，这些结果支持使

用本文描述的基于βγIP的G蛋白激活生物传感器作为鉴别/开发新的G蛋白选择性抑制剂

的工具。

[0278] 为了进一步表征基于βγIP的G蛋白激活生物传感器，分别在D2R和TPαR激动剂处

理后，确定了Gαi1(图6A)和Gα11(图6B)激活的动力学。如图6A和图6B中所示，对两种不同的

说　明　书 32/36 页

36

CN 107074926 B

37



受体和G蛋白获得相似的激活动力学，其中，添加配体后约30秒达到最大响应，在初始刺激

后的平稳期持续至少30分钟。该持续的响应尤其适合于高通量筛选(HTS)的测定适应性。

[0279] 为了评价测定的稳健性，通过典型的Gαi偶联受体(D2R，图7A)和Gαq偶联受体(TPα

R，图7B)确定G蛋白激活的Z’因子。D2R/Gαi1和TPαR/Gα11的Z’因子分别为0.79和0.89，测定是

尤其稳健的。该测定的稳健性与筛选应用，尤其是HTS应用的要求向匹配。

[0280] 除了之前描述的基于βγ的生物传感器在受体的G蛋白质分析和HTS中的潜在应

用，配体表征呈现了G蛋白激活生物传感器的另一应用。当GPCR被不同配体激活时，其可以

优先参与不同的G蛋白和信号传导通路，该现象被称为GPCR的配体偏好的信号传导

(Galandrin，Oligny‑Longpre等人，2007)((Kenakin和Christopoulos  2013)。本文描述的

生物传感器尤其适合于进行配体分析实验，这是由于使用相同的RET配偶体评价所有G蛋白

亚型的活性是可能的。作为代表性的例子，使用基于βγIP的G蛋白激活生物传感器对血管

紧张素II  1型受体(AT1R)进行分析(图8A至图8C)。使用其天然配体血管紧张素II进行第一

组实验以确定受体的偶联特性。如图8A所示，AT1R偶联于蛋白的Gαq、Gα11和Gαi家族的几个

成员。在用不同的血管紧张素II类似物激活AT1R后，选择Gαq、Gα11和Gα12用于进一步的表征。

如图8B和图8C中所示，那些血管紧张素II衍生的肽在不同程度上刺激了不同的G蛋白，这揭

示了某些配体对特定的G蛋白的潜在偏好。例如，相对于血管紧张素II响应，DVG肽显示了对

Gα12的激活比Gαq更好的效果(图8C)。

[0281] 接下来评估的是取代基于RET的测定的蛋白互补测定(PCA)是否可以用于评估βγ

IP和Gβγ亚基之间的相互作用(图1B)。PCA，如生物分子荧光互补(BiFC)或酶片段互补

(EFC)允许检测两个蛋白配偶体之间的相互作用，使PCA与基于βγIP的G蛋白激活生物传感

器相容。为了确定是否可能在基于βγIP的G蛋白激活生物传感器中使用基于EFC的测定，更

特别地使用基于Rluc的EFC测定，产生了两种融合蛋白：在C端用Rluc的N端部分标记的GRK2

(GRK2‑Rluc  F1)，以及在Gγ5的N端用Rluc的互补C端部分标记的GRK2(Rluc  F2‑Gγ5)。如

果GRK2和游离Gβγ亚基之间的相互作用发生(G蛋白激活之后)，两个互补Rluc片段会重结

合，在Rluc底物腔肠素的存在下可以测量发光。使用共表达TPαR与GRK2‑R1uc  F1、Rluc  F2‑

Gγ5、Gβ1和Gα11的细胞完成对构思的证明。在用U‑46619刺激后，测量稳健的发光信号，这揭

示了G11蛋白的激活，其中Z’因子为0.53(图9A)，EC50为8.4nM(图9B)，验证了PCA可以用于本

文描述的基于βγIP的G蛋白激活生物传感器。

[0282] 接下来评价的是除了GRK2以外的βγIP(如GRK3)是否可以用于在基于βγIP的G蛋

白激活生物传感器中监测G蛋白激活。在GRK3和能量受体GFP之间产生融合蛋白，共表达所

产生的GRK3‑GFP与Rluc‑Gγ5、Gβ1、Gαi1和D2R，以获得对多巴胺的剂量响应曲线。如图10A中

所示，使用基于GRK2或GRK3的生物传感器，观察到相似的效能(GRK2为96pM，GRK3为56pM)。

基于GRK3的生物传感器的激活的动力学也与使用基于GRK2的生物传感器所获得的相似(图

6A和图6B)，其中在大约30秒时达到最大响应，稳定期为至少几分钟(图10B)。最后，还用基

于GRK3的生物传感器产生了Z’因子。使用D2R和Gαi1，用GRK3生物传感器获得的Z’因子为

0.71，这证实了测定的稳健性(图10C)。总结起来，这些数据证明了不同的βγIP可以用于基

于βγIP的G蛋白激活生物传感器以评价G蛋白激活。

[0283] 为了简化基于βγIP的G蛋白激活生物传感器的使用，发展了编码GRK2‑GFP、Rluc‑

Gγ5和Gβ1的多顺反子载体(图11A)。这确保了生物传感器的组件由一个构建体并且以固定
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的比表达，这可以使实验内变化性最小化。如图11D中所示，使用与编码TPαR和Gα11的质粒共

转染的多顺反子构建体获得的Z’因子为0.8。该结果与用编码单独的生物传感器组件的质

粒转染的细胞获得的Z’因子相当(图7B，Z’＝0.89)。还使用该多顺反子载体进行了剂量响

应曲线实验，对于用U‑46619刺激的TPαR，获得的EC50值为4.3nM，相似于与基于Rluc‑PCA的

GRK2生物传感器使用的相同受体/配体对测量到的8.4nM的EC50(图9B)。这些结果证实了在

多顺反子载体中表达生物传感器的不同组件的有效性，这可以有利地用于建立仅具有一个

选择标记的稳定细胞系，由此简化了实验步骤和潜在地改善了再现性(例如使实验内变化

性最小化)。

[0284] 发展了基于βγIP的G蛋白激活生物传感器的另一种变体，其中GRK2蛋白粘连于质

膜(PM)(图12A)。该构建体可以用于某些特定的应用，其中在膜制备物上进行体外实验对于

整个细胞实验是优选的，如用于筛选应用。为了验证该方法，BRET实验在膜制备物上进行，

所述膜制备物表达TPαR、Gα11Gβ1、Rluc‑Gγ5，以及之前使用的胞浆形式的GRK2‑GFP(图12B

中的GRK2  wt)或质膜锚定的GRK2‑GFP(GRK2‑mem)。相对于wt  GRK2(图12B)在配体刺激时仅

检测到低的BRET增长，用粘连于膜的GRK2观察到BRET信号的优选调节。这些结果验证了在

膜制备物上使用PM锚定的βγIP测量G蛋白激活。

[0285] 图13A至图13C中描绘的结果显示了报道的影响GRK2功能的突变(如RGS域中的

D110A置换(RGS‑死亡突变体)和催化域中的K220R置换(催化‑死亡突变体))，或其通过磷酸

化的调节(如S670A、S676A和S685A置换或S670D、S676D和S685D置换)，所述突变分别阻止和

模拟由ERK、PKA和CDK2‑细胞周期素A对GRK2的C端结合域的磷酸化，不阻止也不显著促进其

募集至激活的蛋白，如使用基于βγIP的G蛋白激活生物传感器所评估的。包括上文提及的

突变的GRK2变体以与天然GRK相似的程度被募集(图13A至图13C)，由此提供了以下证据：

GRK向Gβγ的募集可以是对不同信号传导事件的调节不敏感的。用血管紧张素II激活AT1R

后，用GRK2  D110A变体获得了相似的结果。

[0286] 开发了测量Gα亚基和βγIP之间竞争结合于Gβγ亚基的另一种生物传感器；图15A

显示了这样的生物传感器的配置和原理。生物传感器包括标记了RET供体或受体(图示了

RET受体(A))的βγIP(GRK)和在C端标记了RET供体或受体(图示了RET供体(D))的GPCR。当

处于无活性形式时，异源三聚体G蛋白的Gα亚基紧密地结合于Gβγ二聚体。当配体(L)结合

于GPCR时，Gα与Gβγ亚基解离，允许βγIP被募集至游离的Gβγ亚基，以及使RET受体紧密接

近于连接于GPCR的RET供体，由此诱导/提高BRET信号。图15B和图15C显示了用根据图15A的

生物传感器获得的G蛋白激活的剂量响应曲线，所述生物传感器包括野生型GRK2(图15A)或

RGS‑死亡GRK2突变体(D110A)(图15B)。剂量响应曲线显示了图15B和图15C中相似的谱，表

明对于将βγIP募集至激活的G蛋白，不需要功能性RGS，证实了使用不同的生物传感器配置

的图11B和图13A中呈现的结果。

[0287] 开发了测量Gα亚基和βγIP之间竞争结合于Gβγ亚基的生物传感器；图16A显示了

这样的生物传感器的配置和原理。生物传感器包括标记了RET供体或受体(图示了RET供体

(D))的βγIP(例如GRK)和标记了RET供体或受体(图示了RET受体(A))的质膜(PM)靶向域。

当处于无活性形式时，异源三聚体G蛋白的Gα亚基紧密地结合于Gβγ二聚体。当配体(L)结

合于GPCR时，Gα与Gβγ亚基解离，允许βγIP被募集至位于PM的游离Gβγ亚基，以及使RET供

体D紧密接近于锚定在PM上的RET受体A，由此诱导/提高BRET信号。图16B显示了用增加剂量
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的U46619刺激的共表达TPαR、不同的Gα(Gαq＝实心正方形，Gα11＝实心三角形，模拟条件(无

Gα)＝空心圆圈)、Gβ1、Gγ5、RlucII‑GRK2和rGFP‑CAAX的HEK293细胞，并使用根据图16A中

的生物传感器获得的G蛋白激活的剂量响应曲线。图16B中的剂量响应曲线与采用具有不同

配置的生物传感器(图3C、图9B和图11C)获得的剂量响应曲线相似，提供了以下证据：在PM

上测量βγIP募集的生物传感器适合于“间接”评估βγIP向锚定于PM上的游离Gβγ亚基的

募集。

[0288] 虽然在上文中已经通过具体实施方式描述了本发明，但是可以在不背离所附的权

利要求中限定的本发明的精神和性质的情况下修改本发明。在权利要求中，词语“包括

(comprising)”用作开放性术语，基本上等价于短语“包括但不限于”。除非上下文另有明确

规定，单数形式“一个/一种(a)”、“一个/一种(an)”和“所述/该(the)”包括相应的复数引

用。
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