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摘　 要:非口腔组织中的苦味受体( TAS2Rs)可能成为相关疾病治疗的新靶点。 该研究将表达有 TAS2Rs 的细胞作为敏感元

件,根据其生理特性与不同的传感器耦合,探究了味觉受体异位表达及其在个性化药物筛选中的应用,构建了针对不同疾病模

型的个性化药物筛选平台。 首先,基于细胞阻抗传感器以及内源性表达 TAS2R38 受体的结肠癌细胞,开发了异硫氰酸酯类物

质特异性药物筛选平台,求得苯硫脲的 EC50 为 157. 6
 

μM;其次,结合微电极阵列检测系统,探究了 TAS2Rs 激动剂地芬尼多

(5~ 160
 

μM)和水杨苷(0. 001~ 100
 

μM)对心肌细胞收缩的抑制作用;此外,基于 3D 呼吸道平滑肌细胞
 

(ASMCs)
 

阵列,结合凝

胶成像系统,探究了 TAS2Rs 激动剂桔皮素(20
 

μM)对呼吸道平滑肌细胞的舒张作用。
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Abstract:The
 

TAS2Rs
 

in
 

extra-oral
 

tissues
 

may
 

become
 

a
 

potential
 

therapeutic
 

target
 

in
 

the
 

treatment
 

of
 

related
 

diseases.
 

In
 

this
 

study,
 

cells
 

expressing
 

of
 

TAS2Rs
 

are
 

used
 

as
 

sensitive
 

elements.
 

According
 

to
 

their
 

physiological
 

characteristics
 

and
 

coupling
 

with
 

different
 

sensors,
 

the
 

heterotopic
 

expression
 

of
 

taste
 

receptors
 

and
 

their
 

application
 

in
 

personalized
 

drug
 

screening
 

are
 

explored.
 

The
 

personalized
 

drug
 

screening
 

platform
 

for
 

different
 

disease
 

models
 

is
 

established.
 

Firstly,
 

based
 

on
 

the
 

electric
 

cell-substrate
 

impedance
 

sensing
 

(ECIS)
 

and
 

the
 

endogenous
 

T2R38
 

receptor
 

expressing
 

Caco2
 

cells,
 

a
 

drug
 

screening
 

platform
 

for
 

isothiocyanates
 

is
 

developed.
 

The
 

EC50
 

of
 

phenylthiourea
 

is
 

calculated
 

as
 

157. 6
 

μM.
 

Secondly,
 

combined
 

with
 

the
 

microelectrode
 

array
 

( MEA)
 

detection
 

system,
 

the
 

inhibitory
 

effects
 

of
 

diphenidol
 

( 5 ~ 160
 

μM)
 

and
 

salicin
 

( 0. 001 ~ 100
 

μM)
 

on
 

the
 

contraction
 

of
 

cardiomyocytes
 

are
 

investigated.
 

Furthermore,
 

based
 

on
 

three-dimensional
 

airway
 

smooth
 

muscle
 

cells
 

(ASMCs)
 

array
 

and
 

the
 

gel
 

imaging
 

system,
 

the
 

diastolic
 

effect
 

of
 

tangeretin
 

(20
 

μM)
 

on
 

airway
 

smooth
 

muscle
 

cells
 

is
 

explored.
Keywords:cell-based

 

biosensor;
 

bitter
 

taste
 

receptors;
 

Caco2
 

cells;
 

cardiomyocytes;
 

airway
 

smooth
 

muscle
 

cells;
 

personalized
 

drug
 

screening



128　　 仪　 器　 仪　 表　 学　 报 第 4 2 卷

0　 引　 　 言

近年来,苦味受体( bitter
 

taste
 

receptors,
 

TAS2Rs)在

非味觉组织中的分布和生理功能研究取得了重大进展。
TAS2Rs 不仅在口腔中表达,在呼吸道、消化道、心脏、大
脑甚至睾丸等组织都有表达[1-2] ,其作用也不仅仅局限于

感知苦味,研究显示 TAS2Rs 可能成为相关疾病治疗的

新靶点。 在胃肠道中,TAS2Rs 参与了摄入苦味化合物时

的保护性应答,并且被认为是治疗胃肠动力障碍的新的

药理靶点[3-4] ;
 

在上呼吸道中,气道上皮层细胞的活动纤

毛表达 TAS2Rs,苦味化合物会增加纤毛的搏动频率,这
是气道防御机制的一部分[5] ;鼻窦上皮细胞中 TASR38
的激活会刺激一氧化氮生成的增加,进而增加粘膜纤毛

清除率并直接杀死细菌[6] ;在下呼吸道,TAS2Rs 受体激

活诱导气管及支气管平滑肌细胞舒张,显示出 TAS2Rs
治疗哮喘的潜力[7-8] ; 研究还表明, TAS2Rs 介导了膀

胱[9] 、血管[10] 、子宫[11] 等其他器官平滑肌的松弛,有希

望作为新的筛选靶点从而发现用于肌肉松弛疗法以治疗

疾病的新药物[12-13] ;此外,在心脏中表达的 TAS2Rs 可能

与心脏中的新陈代谢以及心脏收缩具有生理相关性[14] ;
在甲状腺中表达的

 

TAS2Rs 可能是调节甲状腺活动和治

疗甲状腺功能减退或甲状腺功能亢进症的新药物靶

点[15] ;另外,有文献报道几种 TAS2Rs 在大鼠脑干、小脑、
皮质和伏隔核中的表达,除了参与有意识的味觉感受外

还可能具有其他生理作用[16] 。 因此,TAS2Rs 可能成为

相关疾病治疗的新靶点。
生物传感器是指配有生物敏感元件的传感器[17] ,敏

感元件与目标物质结合产生特异性响应,微纳传感器作

为二级换能器将响应信号转换为电信号[18-20] 。 本文将源

于胃肠道、呼吸道、心脏中的细胞系和原代培养细胞作为

敏感元件,根据其生理特性不同,与阻抗传感器、电位传

感器、凝胶成像系统耦合,构建了不同疾病模型的药物筛

选平台,探究了口腔外组织细胞中苦味受体的功能及其

应用。

1　 理论分析

1. 1　 基于结肠癌细胞与阻抗传感器的生物电子舌

2005 年诺贝尔奖获得者马歇尔教授,发现了幽门螺

旋杆菌,并证明了幽门螺旋杆菌是造成大多数胃溃疡和

胃炎的原因。 幽门螺杆菌,是一种消化道细菌,并被世界

卫生组织定为一种致癌物质[21] 。 研究发现,西兰花、芥
蓝、北方圆红萝卜等十字花科植物中含有一种叫做异硫

氰酸酯的物质,这种物质对幽门螺杆菌的抑制作用非常

强[22] ,甚至有医生给它“最强天然抗生素”的称号。 而结

构特异性苦味受体 TAS2R38 的激动剂大部分为异硫氰

酸酯类物质,是具有通式 R-N-C = S 的一类化合物[23] 。
而根据文献报道, Caco2 结肠癌细胞内源性表达

TAS2R38 苦味受体和完整的典型味觉信号通路,可用于

研究苦味物质对受体激活的响应。 该受体调节口腔和胃

肠道中摄取的营养或有毒化合物的苦味感知[24] 。 此外,
Caco2 细胞表达有紧密连接蛋白、微绒毛以及与小肠上

皮细胞类似的酶和转运体,具有自发分化成单层细胞的

能力以及良好的贴壁和汇合性能,适合作为细胞阻抗传

感器(electric
 

cell-substrate
 

impedance
 

sensing,
 

ECIS)的敏

感元件。 因此,我们开发了一种生物电子舌,利用 Caco2
细胞和 ECIS 来特异性检测 TAS2R38 激动剂如图 1 所

示。 一旦受体被激活,细胞内就会发生一系列的级联反

应,导致细胞形态改变,如膜褶皱等,这些变化可以通过

细胞阻抗传感来检测。 由于异硫氰酸盐已显示出抑菌、
抗癌的化学特性,因此所构建的生物电子舌对异硫氰酸

酯类物质的特异性筛选潜力巨大,可用于幽门螺杆菌感

染引起的胃炎、胃溃疡治疗。

图 1　 基于 Caco2 细胞与 ECIS 传感器构建生物电子舌

Fig. 1　 The
 

established
 

bioelectronic
 

tongue
 

based
 

on
 

the
 

Caco2
 

cells
 

and
 

the
 

ECIS
 

sensor

1. 2　 基于心肌细胞与微电极阵列的传感器的构建

据文献报道,啮齿类动物的心脏表达有鲜味受体和

7 种苦味受体(TAS2R108 / 120 / 121 / 126 / 135 / 137 / 143)以

及 它 们 的 下 游 信 号 传 导 因 子 ( GNAT3, PLCβ2,
TRPM5) [25] 。 研究发现 TAS2Rs

 

激动剂在灌注小鼠心脏

中产生了重要的负性肌力影响[26] 。 苦味激动剂能够激

活心肌细胞上的 TAS2Rs,诱导局部 Ca2+ 响应,继而激活

瞬时受体电位阳离子通道,引起 Na+内流,使细胞膜去极

化。 其中,Ca2+参与心肌细胞的兴奋收缩偶联,Na+ 与动

作电位的幅值有关。
由于心肌细胞自发产生动作电位时,产生瞬时跨膜

电位和离子电流,引起电极电位的变化,采用微电极阵列

(microelectrode
 

array,
 

MEA)芯片能检测心肌细胞的生物

电活动,具有长期、无损等优势。 因此,我们选择利用大
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鼠乳鼠原代心肌细胞为敏感元件,并结合 MEA 细胞电位

传感器,构建了一种基于心肌细胞的生物电子舌如图 2
所示。 心肌细胞在 MEA 芯片表面,形成了用于电位传导

的细胞网络。 通过 MEA 传感器可采集并记录心肌细胞

在施加不同的药物刺激后所产生的电位信号。 并且为了

提升信号的信噪比,可通过在 MEA 芯片电极表面电镀铂

黑,以增加电极比表面积,降低电极阻抗,或者在 MEA 芯

片表面涂覆具有良好生物相容性的 Cell-Tak 等细胞和组

织粘合剂, 通过增强 MEA 芯片与细胞的耦合度来

实现[27] 。

图 2　 基于心肌细胞与 MEA 传感器构建生物电子舌

Fig. 2　 The
 

established
 

bioelectronic
 

tongue
 

based
 

on
 

cardiomyocytes
 

and
 

microelectrode
 

array

1. 3　 三维呼吸道平滑肌细胞凝胶阵列成像系统

气道高反应性是哮喘的主要特征之一,被认为是气

道过度狭窄的主要因素,导致呼吸困难和呼吸短促。 普

遍认为气道高反应性是由气道平滑肌细胞(ASMCs)的收

缩决定,ASMCs
 

是主要效力细胞。 而研究表明 TAS2Rs
在气道平滑肌细胞(ASMCs)中表达,其中,表达量最高的

两种亚型是 TAS2R10 与 TAS2R14 受体,TAS2Rs 激活诱

导的局部 Ca2+ 响应将激活大电导钙激活钾通道( large
 

conductance
 

Ca2+-activated
 

K+
 

channels,
 

BKCa),导致细

胞膜超极化,从而介导气道平滑肌细胞舒张,这表明了

TAS2Rs 激动剂治疗哮喘的潜力[28] 。
基于细胞三维立体培养的凝胶收缩、舒张法能有效

检测 ASMCs 收缩、舒张反应,平滑肌细胞的收缩、舒张会

通过作用于胶原纤维网支架使其发生重排或改构,引起

胶原凝胶面积的变化[29] 。 因此,我们构建了三维凝胶阵

列成像系统,来探究中药中的苦味激动剂对平滑肌的舒

张作用,以寻求潜在的抗哮喘苦味中药。 加入药物刺激

后,用显微镜在不同时刻记录胶原凝胶的形态变化。 然

后利用 Image
 

J 分析软件计算各时间点的凝胶面积。 并

且计算细胞收缩效率进行统计学分析。 其中,收缩率可

以表示为(起始胶原凝胶面积-各时间点胶原凝胶面积) /
起始凝胶面积×100% 。

2　 系统与方法

2. 1　 试剂与仪器

　 超净工作台,二氧化碳恒温培养箱,恒温水浴锅,
离心机,体式显微镜,激光共聚焦显微镜( FV-3000,

 

奥林

巴斯),ECIS 阻抗传感器,MEA 微电极阵列。 0. 25%
 

胰

蛋白酶,MEM
 

( minimum
 

eagle’ s
 

medium) 培养基,低糖

DMEM
 

(dulbecco′s
 

modified
 

eagle
 

medium) 培养基,高糖

DMEM 培养基,胎牛血清( fetal
 

bovine
 

serum,
 

FBS),青-
链霉素,二甲基亚砜( dimethyl

 

sulfoxide,
 

DMSO),PBS 缓

冲液,Hank’s 平衡盐溶液( hanks’
 

balanced
 

salt
 

solution,
 

HBSS),75%
 

乙醇, 95% 乙醇, 酒精灯, 牛血清白蛋白

(bovine
 

serum
 

albumin,
 

BSA), 钙黄绿素-AM ( calcein-
AM), 碘 化 丙 啶 ( propidium

 

Iodide,
 

PI ), Fluo4-AM,
Pluronic

 

F-127,T25 培养瓶,96 孔板,2. 5
 

mL 注射器,维
纳斯镊子,维纳斯剪。
2. 2　 原代细胞提取与培养

1)心肌细胞

本研究所用的心肌细胞来源于大鼠乳鼠,其提取和

分离的实验步骤参考了我们之前的工作[30] 。 选取新生

SD 大鼠(sprague
 

dawley,购于浙江省医学科学院),酒精

消毒后,取心脏心尖部位,并去除心房和血管等组织。 转

移心肌组织于平衡盐溶液( HBSS) 中,剪成约 1
 

mm3 碎

片,弃上清,用胰蛋白酶(0. 07% ) / Ⅱ型胶原酶(0. 05% )
混合物酶解组织片段 10 ~ 12 次,直至心肌组织块呈现疏

松状态。 然后向残余心肌组织块中加入含 10%胎牛血清

的高糖培养基,收集细胞悬液。 以 800
 

r / min 的速度离心

5
 

min 后,重悬细胞,过 70
 

μm 细胞筛,收集细胞悬液于

T25 培养瓶中。 经 45
 

min 差速贴壁 2 次后,获得纯化的

心肌细胞。 将悬液配置成合适的细胞密度,并将心肌细

胞以 1. 2×105 个 / cm2 的密度接种到 MEA 上,在 37℃ 和

5% CO2 细胞培养箱中培养。 心肌细胞在 3 ~ 5 天内成熟,
可用于电生理信号记录。 培养基每 24 小时更换一次。
所有方案均符合浙江大学机构动物保护与使用委员会

(IACUC)的规定。
2)呼吸道平滑肌细胞

本研究所用的呼吸道平滑肌细胞来源于 Balb / C 小

鼠(购于浙江省医学科学院),5 只 4 ~ 5 周龄小鼠麻醉后

断颈处死,放入 75%乙醇中灭菌 2
 

min,迅速分离气管以

及肺组织,置于含 1% 青霉素-链霉素的 HBSS 缓冲液中。
去除肺组织、脂肪和残存的结缔组织,将气管用分散酶

(Dispase
 

II,
 

2
 

mg / mL)浸泡 45
 

min 后,剥离气管内外膜。
然后将气管段剪成 1mm3

 

大小的组织块,加入消化液

(5
 

mL
 

HBSS+
 

31
 

mg
 

I 型胶原酶+
 

2
 

mg 木瓜蛋白酶+



130　　 仪　 器　 仪　 表　 学　 报 第 4 2 卷

10
 

mg
 

牛血清白蛋白+0. 7
 

mg
 

二硫苏糖醇)消化 25
 

min,
至组织块松软、边缘发毛,然后加入培养液( 80% 低糖

DMEM
 

+20%胎牛血清+ 1% 青霉素-链霉素) 终止消化。
吹打分散组织碎片团,使用 70

 

μm 微孔滤膜过滤,以

1
 

000
 

r / min
 

的速度离心 5
 

min 后倒掉上清液。 加入培养

液吹打分散细胞,接种在 T25 培养瓶中,待细胞达到 80%
 

融合后进行细胞传代以及细胞纯化。 向培养瓶中加入

1
 

mL
 

0. 25%胰蛋白酶,静置 1 ~ 2
 

min 后,加入 1
 

mL 培养

液终止消化。 离心后,加入 1
 

mL 培养液重悬,1 ∶1传入一

新的培养瓶中。 30 ~ 60
 

min 后,小心的吸出上层细胞悬

液(此液中含有未贴壁的气管平滑肌细胞),转入另一新

的培养瓶中。 即可得到较纯的平滑肌细胞,该细胞可传

8 代左右使用。
2. 3　 ECIS

 

阻抗传感器系统

细胞阻抗传感器( ECIS) 最早由 Giaever 等[31] 提出,
用于实时连续、无损检测贴壁细胞的生长增殖、粘附能

力、形态等参数[32] ,并且为评估受体功能以及药物筛选

提供了一种方便、灵敏和定量的方法。
本研究所用的 ECIS 最多可加载 3 个 16 通道的阻抗

芯片,其核心结构是叉指电极(interdigital
 

electrode,
 

IDE),
阻抗检测的灵敏度与整体尺寸以及单根叉指电极的宽度

相关。 当芯片表面无细胞贴附时,相邻叉指电极不直接连

通,通过培养腔内液体形成回路,主要包括检测腔中培养

基的电阻和 Helmholtz 双层界面电容。 细胞贴附在传感器

表面后,会阻碍离子电流的传播从而增加叉指电极之间的

阻抗,在原电路的基础上串联了细胞本身的阻抗(Rcell)和
容抗( Ccell) 之外,还有细胞与电极之间间隙的阻抗

(Rgap)和容抗(Cgap)。 电极表面贴附的细胞越多,电极间

的阻抗就越大。 同时,细胞与电极贴附状态的改变以及细

胞本身形态的变化也会引起阻抗的变化。
细胞指数(cell

 

index,
 

CI)使用阻抗值定量的描述细

胞状态,其计算方法如式(1)所示:

CI =
Zcell( f i)

Zbaseline( f i)
- 1 (1)

式中:f i 为阻抗检测的扫描电压频率, Hz;Zcell ( f i ) 和

Zbaseline( f i )
 

分别为有无细胞时的频率依赖性电极阻

抗,Ω。
数据采集时,在 ECIS 的交错电极( IDEs) 上施加一

个振幅为 20
 

mv,频率为 10
 

kHz 的正弦电压。 数据分析

前,根据味觉刺激前的 CI 值进行归一化。
2. 4　 MEA

 

传感器系统

微电 极 阵 列 ( microelectrode
 

array,
 

MEA ), 是 由

Thomas 于 1972 年提出的[33] ,用于无损记录体外培养细

胞 / 组织的胞外动作电位、研究外界刺激对细胞离子通道

的影响的方法,具有高通量、高灵敏度检测等优势。

MEA 芯片的基本结构包括绝缘层、金属电极层和钝

化层,所有电极均采用紫外光刻、金属沉积和剥离工艺制

备。 芯片上电极点 8×8 阵列排布,电极直径为 30
 

μm,电
极间距为 200

 

μm。 当心肌细胞自发产生动作电位时,会
产生瞬时跨膜电位和离子电流,通过重建电极-电解质-
细胞界面的电荷分布使电极极化,引起电极电位的变化。
多电极通道被布线并连接到用于信号放大[34] 、滤波[35] 、
数据处理和分析的外部模块。 细胞电位信号由电极记

录,后经放大器处理,再由数据采集卡传输至 PC 机进行

显示和分析。 此外,还有一个温度控制模块,帮助控制检

测模块的温度。
2. 5　 凝胶成像系统

本研究中,我们利用 I 型鼠尾胶原蛋白构建了三维

呼吸道平滑肌细胞 ( 3D
 

ASMCs) 凝胶阵列。 在使用

0. 25% 胰 酶 消 化 ASMCs 后, 将 单 细 胞 悬 液 调 整 至

1. 2×106 / mL,提前冷却。 同时, 取 100
 

μL
 

10X
 

PBS,
560

 

μL
 

鼠尾胶原蛋白 I 型(3. 57
 

mg / mL,溶于 0. 02
 

mol / L
的醋酸) 和 13

 

μL
 

1
 

N
 

NaOH 在冰盒中预冷。 首先将

100
 

μL
 

PBS 加入到 13
 

μL
 

NaOH 中,混合均匀。 然后加

入 560
 

μL 的胶原蛋白,立即混合。 最后加入 327
 

μL 的

细胞悬液混合,形成 ASMCs-胶原混合物。 96 孔板每孔

加入 100
 

μL
 

ASMCs-胶原混合液,最终胶原蛋白浓度为

2
 

mg / mL,细胞浓度约为 4×105 / mL。 96 孔板置于 37℃培

养箱中孵育 1
 

h,然后每孔加入 100
 

μL
 

ASM 培养基,继续

在培养箱中培养。 培养 24
 

h 后更换培养基,用注射器针

头将胶原凝胶从 96 孔板孔壁上轻轻分离。

3　 结果与讨论

3. 1　 异硫氰酸酯类物质的高特异性筛选

我们 首 先 用 已 知 的 TAS2R38 的 配 体 苯 硫 脲

(phenylthiourea,
 

PTC) [36] ,探究了所构建的基于 Caco2
结肠癌细胞和 ECIS 的生物电子舌的灵敏度。 阻抗响应

峰面积(area
 

under
 

curve,
 

AUC)可以定量的表示 1
 

μM ~
1

 

mM
 

PTC 刺激下阻抗响应的强度[37] 。 如图 3( a)所示,
AUC 的响应与 PTC 的刺激浓度呈正相关。 采用非线性

回归分析方法计算了 PTC 的 EC50 为 157. 6
 

μM。 此外,
阻抗响应可以被 TAS2R38 受体拮抗剂丙磺舒以及苦味

信号传导通路中 PLCβ2 抑制剂 U73
 

122 所抑制, 如

图 3(b)所示,这说明了阻抗传感器的苦味响应确实由

TAS2R38 受体的激活引起。
接下来,我们将该系统应用于异硫氰酸酯类物质的

高特异性筛选。 目前,已知的 TAS2R38 配体有 21 个,且
大多为异硫氰酸盐[38] 。 结合化学信息学,利用三维药效

团模型对 FooDB 数据库的部分化合物进行评估[37] ,筛选
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图 3　 生物电子舌定量检测 PTC 的结果

Fig. 3　 The
 

result
 

of
 

quantitative
 

detection
 

of
 

PTC
 

by
 

the
 

bioelectronic
 

tongue

出芸苔宁、萝卜硫素两种 TAS2R38 激动剂的预测物。 首先

使用 Fluo
 

4-AM 钙离子荧光探针进行了钙成像测试,结果

表明,芸苔宁(20
 

μM)、萝卜硫素(20
 

μM)均能激活 Caco2
细胞膜上的苦味受体 TAS2R38,引发明显的钙响应,如
图 4(a)、(b),图 5(a)、(b)所示。 其次,阻抗实验结果表

明,与对照组(20
 

μM 刺激物+1
 

mM
 

丙磺舒)相比,芸苔宁

能引发阻抗响应,且在 1 ~ 80
 

μM 浓度范围内具有明显的

浓度依赖特性如图 4(c)所示;萝卜硫素在 1~ 30
 

μM 浓度

范围内所引发的阻抗响应随浓度升高而增大,但浓度高于

40
 

μM 时,会引起明显的阻抗值降低,如图 5(c)所示,这可

能与萝卜硫素在较高浓度时具有抗癌作用,对 Caco2 结肠

癌细胞具有细胞毒性、降低细胞活力有关[39] 。

图 4　 芸苔宁刺激结果

Fig. 4　 Results
 

of
 

the
 

stimulation
 

of
 

brassinin

虽然两种物质引起的阻抗响应曲线在形状上存在差

异,但皆能诱导 CI 响应峰,并且可以被丙磺舒明显抑制,
表明这两种物质都能有效激活 TAS2R38 受体。 因此,我
们认为芸苔宁、萝卜硫素是人类苦味受体 TAS2R38 的激

动剂,对于抑制幽门螺杆菌具有较大的潜力。 这也揭示

了胃肠道苦味受体在胃炎、胃溃疡治疗中的潜在应用。

图 5　 萝卜硫素刺激结果图

Fig. 5　 The
 

stimulation
 

results
 

of
 

sulforaphane

3. 2　 TAS2Rs 激动剂抑制心肌细胞的收缩

为了验证基于心肌细胞与 MEA 的生物电子舌的特

异性,我们选取了 5 种典型的味觉物质,包括酸(盐酸),
甜(蔗糖),苦(苯甲地那铵),咸(氯化钠),鲜(谷氨酸

钠),以 100
 

μM 的浓度分别作用于心肌细胞,并检测心

肌细胞电兴奋响应。 不同的味觉物质作用于心肌细胞后

的典型电信号如图 6 所示,可以看到,该生物电子舌只对

苦味与鲜味产生响应。 苦味物质刺激下,心肌细胞的动

作电位发放模式发生了改变,并且幅值明显降低。 接下

来我们重点探讨对苦味物质的响应。

图 6　 心肌细胞在 5 种味觉物质刺激下的电位信号

Fig. 6　 Potential
 

signal
 

of
 

cardiomyocytes
 

stimulated
 

by
 

five
 

taste
 

substances

选取了能够激活心肌细胞上苦味受体 TAS2R108、
TAS2R137 的苦味物质地芬尼多和激活 TAS2R126 的水

杨苷。 利用共聚焦显微镜,首先探究了 TAS2Rs 的激活

对心肌细胞钙火花释放频率的影响。 如图 7( a) 所示,
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100
 

μM 地芬尼多抑制了心肌细胞收缩的频率,这可能是

由于 TAS2Rs 激动剂减弱 L 型 Ca2+通道以及随后释放的

Ca
 2+所导致的[40] 。

图 7　 地芬尼多、水杨苷对心肌细胞收缩的影响

Fig. 7　 Effect
 

of
 

diphenidol
 

and
 

salicin
 

on
 

cardiomyocytes
 

contraction

同时,我们利用 MEA 传感器对不同浓度地芬尼多和

水杨苷作用于心肌细胞的响应进行了电生理检测。 其胞

外电信号如图 7( b)所示,图 7( c)为信号发放幅值和频

率的统计图,可以看出,地芬尼多作用于心肌细胞后,细
胞电位信号呈现簇状发放,并以浓度依赖性方式抑制了

心肌细胞收缩的幅度;而水杨苷的作用抑制了心肌细胞

收缩的频率。 心肌细胞的收缩决定心脏的泵功能,但过

快的收缩会导致室性心动过速。 而我们的研究表明,
TAS2Rs 激动剂可能对心肌细胞的收缩具有抑制作用,这
可能有助于开发治疗室性心动过速的药理工具。
3. 3　 TAS2Rs 激动剂诱导 3D

 

ASMCs
 

凝胶舒张

相比于二维细胞培养,三维 ASMCs 培养模型可以使

细胞聚集生长,有利于细胞间的紧密连接及其信息交换。
本研究中,用于 3D

 

ASMCs 构建的鼠尾胶原蛋白在结构

和抗原性上与人体组织 I 型胶原基本一致,
 

ASMCs 凝胶

Live / Dead 染色的结果表明,ASMCs 在鼠尾胶原蛋白中可

以较长时间保持活性如图 8 所示,因此我们成功构建了

三维 ASMCs 凝胶球阵列。

图 8　 三维 ASMCs 凝胶 Live / Dead
 

染色

Fig. 8　 3D
 

ASMCs
 

gel
 

Live / Dead
 

staining

在研究中,乙酰胆碱( acetylcholine,
 

Ach) 被用作诱

导 3D
 

ASMCs 收缩的刺激物,同时加入 TAS2Rs
 

激动剂桔

皮素,然后分别于 0,1,2,3,4,5
 

h 用显微镜记录胶原凝

胶在细胞收缩力作用下的形态变化。 结果表明,
 

1
 

mM
 

Ach 刺激下凝胶面积显著降低,然而凝胶收缩在 20
 

μM
桔皮素作用下得到了有效抑制。 对照组在添加桔皮素刺

激的同时,添加了 PLCβ 信号通路抑制剂 U73122 以阻断

TAS2Rs 受体激活信号通路,ASMCs 收缩则没有被有效抑

制,如图 9 所示。
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图 9　 桔皮素抑制 Ach 诱导的三维 ASMCs 凝胶收缩

Fig. 9　 Tangeretin
 

inhibited
 

Ach-induced
 

3D
 

ASMCs
 

gel
 

contraction

　 　 这说明桔皮素具有较强的诱导平滑肌细胞放松的特

性,并且是通过苦味受体激活所引起的。 同时也验证了所

构建的 3D
 

ASMCs 阵列作为抗哮喘药物筛选的可行性。

4　 结　 　 论

本文将 3 种表达有苦味受体的细胞与不同的传感检

测系统结合,实现了针对不同疾病模型的个性化药物筛

选。 结果表明,基于胃肠道 Caco2
 

细胞与 ECIS 阻抗传感

器的生物电子舌能够特异性检测异硫氰酸酯类物质,实
现了抗幽门螺杆菌药物的筛选,对于胃炎、胃溃疡等胃肠

道疾病的治疗具有重要的应用价值。 基于乳鼠心肌细胞

与 MEA 微电极阵列的生物电子舌,显示 TAS2Rs 激动剂

能有效的抑制心肌细胞的收缩,这对于治疗室性心动过

速药物的开发提供了新思路。 基于呼吸道平滑肌细胞的

三维培养阵列,结合凝胶成像系统,以更接近于细胞生长

微环境的培养模式,将 TAS2Rs 作为治疗哮喘的药物靶

点,实现了抗哮喘药物的有效筛选。 因此,在现代药物开

发流程中,基于味觉受体的药物筛选有望解决药物靶点

单一、受体脱敏等问题,成为发现新药的新途径,本研究

所设计的基于苦味受体表达的多组织细胞传感器具有高

通量、无创和灵敏等优势。 目前,已取得初步的实验结

果,但还需要进一步的深入与探讨,如针对更多药物的检

测筛选,探究药物作用的具体机制等。 本研究对于探索

口腔外 TAS2Rs 的功能及其应用提供了一个平台,未来

有希望应用于大规模的药物筛选与疾病治疗。
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