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细胞色素P450 2C9：l：8与CYP2C9冰27慢病毒表达

载体的构建及在HEK239T细胞中的稳定表达

廖凯1一，刘 勇3，万子衿1，李巍1’2
(1．扬州大学医学院，江苏扬州，225001；2．江苏省中西医结合老年病防治重点实验室，江苏扬州，225001；

3．大连理工大学生命与医药学院，辽宁盘锦，124221)

摘要：目的 构建人细胞色素P450 2C9(CYP2C9)及突变体CYP2C9}8与CYP2C9}27的慢病毒表达质粒，并于

HEK293T细胞中稳定表达。方法反转录人肝总RNA获得cDNA，PCR扩增获得CYP2C9编码序列，并克隆至载体MigRl上，

获得慢病毒表达重组质粒MigRl—CYP2C9。以该质粒为模板，重叠PCR方法分别引入449G>A与449G>T点突变，并分别克

隆至MigRl，获得MigRl一CYP2C9女8与MigRl-CYP2C9$27慢病毒表达质粒。在HEK 293T细胞中进行病毒包装，并采用获得

的慢病毒感染HEK293细胞，经流式分选和单克隆挑取获得稳定表达CYP2C9、CYP2C9}8与CYP2C9}27的细胞，命名为

293T-2C9、293T-2C9女8与293T-2C9}27。实时定量PCR(qRT-PCR)与Western blot检测胞内CYP2C9表达。采用CYP2C9的

特异性底物双氯芬酸对CYP2C9的活性进行评价。结果成功构建MigRl一CYP2C9、MigRl—CYP2C9}8与MigRl一CYP2C9}27

表达载体。采用构建病毒感染获得的单克隆细胞293T-2C9、293T-2c9 t 8与293T-2C9+27在30代后荧光显微镜下观察可见

绿色荧光表达率在100％，qRT．PCR与Western blot均表明有目标分子表达。提取自这三株细胞的微粒体均可催化双氯芬酸代

谢为4．羟基双氯芬酸。结论成功构建稳定表达CYP2C9、CYP2C9}8与CYP2C9+27人源化细胞模型，该方法构建的细胞可

用于CYP2C9。8与t 27两个突变体的功能研究。
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ABSTRACT：Objective To construct lentiviral expression plasmids of CYP2C9，CYP2C9术8

and CYP2C9术27，and to express CYP2C9．CYP2C9丰8 and CYP2C9术27 stably in HEK2C9T

cells．Methods CYP2C9 coding region was obtained by reverse transcription PCR from the human

liver total RNA．and then cloned into the mammalian expression vector MigRl．CYP2C9术8 or

CYP2C9木27 coding sequences were obtained from MigRl．CYP2C9 by overlapping PCR and then

cloned into MigRl．The coding sequences were introduced to HEK293 cells by lentivirus．and 293T．

2C9．293T．2C9：Ic 8 and 293T-2C9术27 were screened by flow cytometry and monoclonal picking．Cel．

1ular fluorescence，qRT．PCR．Western blot and the metabolic activity assays were used to identify the

cells．Results MigRl一CYP2C9．MigRl一CYP2C9术8 and MigRl．CYP2C9术2293T-2C9木8 plasmids

were constructed．A11 monoclonal cells 293T-2C9．293T-2C9木8 and 293T-2C9=l：27 cell lines ex．

pressed GFP after 30 passages．Both qRT．PCR and Western blot assay showed CYP2C9 expression in

the ceils．Microsomes of the three cell 1ines were capable of catalyzing diclofenac to 4一OH diclofenac．
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Conclusion 293T-2C9，293T一2C9术8and293T一2C9木27 celllinesstablyexpresseCYP2C9，

CYP2C9木8 and CYP2C9术27．respectively．The cell lines provide useful tools for the function in-

vestigation of CYP2C9木8 and CYP2C9水27．

KEY WORDS：cytochrome P4502C9(CYP2C9)；CYP2C9木8；CYP2C9术27；lentivirus；

HEK293T

CYP2C9是人体内重要的药物I相代谢酶，参

与了超过15％临床药物的代谢清除¨J，其底物

包括S一华法林、苯妥英、双氯芬酸、格列甲嗪和甲

苯磺丁脲等。CYP2C9基因具有高度的多态性，

目前已发现超过60种CYP2C9突变体。这些基

因多态性可能影响其底物药的代谢速率及血药浓

度，在药物不良反应中起到了关键作用旧。3 J。故

研究CYP2C9基因多态性对临床安全用药、药物

不良反应的预测及指导合理用药具有重要的意

义。

CYP2C9木8(449G>A)为非裔美国人

CYP2C9常见的单碱基突变‘4。5 J，而在亚洲人中

该位点常见突变为CYP2C9：l：27(499G>T)，在

蛋白序列上CYP2C9蛋白上150位精氨酸分别突

变为赖氨酸和组氨酸心，6I。体外数据¨。81表明，

在对催化底物代谢速率的影响上，CYP2C9半8与

CYP2C9术27表现出了不同的选择性。这两种突

变均导致CYP2C9的底物氯沙坦等药物的代谢清

除速率降低。CYP2C9冰8代谢双氯芬酸和氟西

汀的速率与野生型CYP2C9相比均下降，而

CYP2C9木27催化双氯芬酸和氟西汀代谢的速率

与野生型并无显著差异。9。1 0I。此外CYP2C9：Ic 8

代谢清除苯妥英速率降低，而CYP2C9木27却导致

了代谢清除速率的显著上升⋯J。目前CYP2C9：l=8

与CYP2C9：．c 27突变体对酶活性影响的机制仍未

完全明确，因此构建CYP2C9术8与CYP2C9水27

的表达体系，对研究底物代谢的变化和催化机制十

分必要。

细胞色素P450(CYPs)为膜蛋白，大肠杆菌

表达CYPs后与脂质重构是目前常见的表达

CYPs的方法之一¨2|，另外常用的真核表达模型

为昆虫细胞模型，具有表达量高的优点，但没有足

够的辅酶表达以支持反应¨3|。这些模型可能在

蛋白修饰或脂质构成上与人存在种属差异，可能

导致使用这些模型获得的数据与人体数据存在差

异。另外目前也缺乏稳定表达CYP2C9半8与

CYP2C9丰27的人源化体系。因此本研究通过建

立慢病毒表达质粒，将CYP2C9木8与CYP2C9木27

稳定表达于人HEK293T细胞，对于CYP2C9木8与

CYP2C9术27的功能和催化机制研究是一个有效的

模型。

1材料与方法

1．1材料与试剂

逆转录试剂盒、PCR扩增试剂盒(Prime．

STAR@GXL DNA Polymerase)、DL 5000 DNA分

子质量标准、EcoR I限制性内切酶、Xho I限制性

内切酶、E．coli DH50t感受态细胞购自Takara公

司，T4连接酶购自NEB公司，胶回收试剂盒、

DNA纯化试剂盒、质粒提取试剂盒购自康为世纪

生物科技有限公司，MigRl、pCMV—VSV-G与pC-

MV．Gag—Pol质粒由扬州大学郁多男教授惠赠，

HEK293T细胞由扬州大学郑英教授惠赠，TR-

Izol、lipofectamine 2000购自Invitrogen公司，

CYP2C9抗体购自Bio—rad公司，13-actin抗体、

HRP一山羊抗小鼠二抗和HRP．山羊抗兔二抗购自

中杉金桥公司。

1．2重组质粒的构建

TRIzol法提取人肝组织总RNA，并逆转录。

采用带有限制性内切酶酶切位点的CYP2C9编码

区的上下游引物(CYP2C9．RE—F与CYP2C9一RE．

R，引物序列见表1)进行PCR扩增。PCR反应条

件为：94℃5 min；94 oC 10 S、60 oC 30 S、72 oC

90 S，30个循环；72 oC 5 min。PCR产物采用

EcoR I和Xho I进行双酶切，纯化后采用T4 DNA

连接酶与EcoR I和Xho I双酶切后的MigRl质

粒进行连接。将连接产物转化至感受态E．coli

DH5a，双酶切筛选阳性克隆并送生工公司测序。

获得CYP2C9的重组慢病毒表达质粒，命名为Mi．

gRl一CYP2C9。

用重叠PCR方法构建CYP2C9术8与

CYP2C9半27编码序列。采用含有449位G>A

的正义引物(CYP2C9木8-F)与CYP2C9．RE．R组

合，含有449位G>A的反义引物(CYP2C9水8一

R)与CYP2C9一RE-F组合，以MigRl．CYP2C9为模

板，分别PCR扩增获得两段产物。将这两段产物
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组合进行重叠PCR反应，获得含有限制性内切酶

酶切位点的CYP2C9木8的编码序列。采用含有

449位G>T的正义引物CYP2C9：l：27．F与

CYP2C9一RE．R组合，含有449位G>T的反义引

物CYP2C9芈27一R与CYP2C9．RE—F组合，同样方

法获得含有限制性内切酶酶切位点的CYP2C9：Ic 27

的编码序列。限制性内切酶酶切CYP2C9木8与

CYP2C9：I：27编码序列后并连接至MigRl载体，筛

选阳性克隆并测序鉴定。获得CYP2C9木8与

CYP2C9木27的重组慢病毒表达质粒，命名为

MigRl一CYP2C9木8与MigRl-CYP2C9术27。引物

序列见表1。

表1引物序列

引物名称

CYP2C9．RE．F

CYP2C9．RE．R

CYP2C9女8．F

CYP2C9}8．R

CYP2C9}27-F

CYP2C9}27—R

CCGCTCGAGGAGATGGATTCTCTI研1GGTC
CCGGAATrCTCAGACAGGAATGAAGCA

AGGCAGTCCGC7几、cCTCTrGA

TGTTCAAGAGGAAGCCCAC7IB

CTCCTCCACAAGGCAGAGGC

GCAAGCCCTCTGCC．rrGTGGA

1．3表达CYP2C9、CYP2C9半8与CYP2C9术27

的细胞株的建立

HEK293T细胞培养于3 X 105／孔的密度接种

于6孔板后培养24 h，用Lipfectamine 2000将

MigRl、MigRl-CYP2C9、MigRl一CYP2C9术8或Mi—

gRl-CYP2C9术27分别与病毒包装质粒GAG．POL

和VSV．G共转染293T细胞(DNA分别为1．8、

0．6和0．6 Ixg)，5 h后更换为新鲜培养基。24 h

后收集培养基上清，采用0．45斗m滤膜过滤，获

得含慢病毒的培养基，加人聚凝胺(终浓度

10斗g／mL)。293T细胞(3 X 105／孑L)接种于6孔

板后培养24 h，更换培养基为上一步获得的含病

毒的培养基，继续培养72 h后，更换培养基为

RPIMl640培养基(含10％胎牛血清、100 KU／L

青霉素和100 mg／链霉素)。传代至100 mm细胞

培养皿继续培养后，进行流式分选，稀释至

6 Ji"／mL，接种于100 mm细胞培养皿(5 mL)，培

养72 h。于荧光显微镜下观察，挑取表达绿色荧

光蛋白的克隆至24孔板中。细胞传代30代后绿

色荧光蛋白仍稳定表达，细胞命名为293T．Mi—

gRl、293T-2C9、293T-2C9：l：8与293T一2C9半27。

1．4胞内CYP2C9表达水平的检测

1．4．1 qRT—PCR检测CYP2C9的mRNA水平：

Trizol法提取293T-MigRl、293％2C9、293T-2C9术8

与293T-2C9珠27的总RNA进行反转录。采用

SYBR Green qRT—PCR方法，利用2““‘对

CYP2C9的相对表达量进行分析。CYP2C9和

GAPDH的qRT—PCR引物序列见参考文献¨4|。
1．4．2 V(estem Blot检测CYP2C9的蛋白表达水

平：RIPA裂解液收集293T—MigRl、293T-2C9、

293T-2C9木8与293T-2C9木27细胞全蛋白。以

20斗g的蛋白量上样于10％SDS—PAGE凝胶并电

泳，将蛋白转移到硝酸纤维素膜上，5％脱脂奶粉

封闭，分别与CYP2C9抗体(1：5 000稀释)或

B-actin抗体(1：1 000稀释)于4℃孵育过夜，

TBST洗3次后与HRP一山羊抗兔抗体(1：5 000

稀释)或HRP．山羊抗小鼠抗体(1：5 000稀释)

室温孵育1 h，TBST洗3次，ECL显色，用化学发

光成像系统成像(Tanon 5500)。

1．4．3 CYP2C9活性检测：分别培养293T．Mi．

gRl、293T-2C9、293T-2C9木8与293T-2C9：l=27至

对数生长期并用细胞刮刀收集全部细胞并重悬于

含0．15 mol／L KCI的100 mmol／L磷酸钾缓冲液

(pH值7．4)，70W功率下超声破碎细胞，于
9 000 X g离心20 rain，收集上清后100 000×g离

心1 h，获得沉淀重悬于100 mmol／L磷酸缓冲液

(pH值7．4)，即为细胞的微粒体悬液。人肝微粒

体的制备方法见参考文献[15]。分别上述取微粒

体(0．5 mg／mL)与氯化镁(MgCl2)(5 mmol／L)，双

氯芬酸钠(100斗mol／L)及NADPH(10 txmol／L)

混合，37℃水浴30 rain后加入甲醇终止反应。

采用LC／MS／MS检测代谢产物4．羟基双氯芬

酸㈨。

2结果

2．1 重组表达质粒的鉴定

来自人肝组织的eDNA经PCR扩增后，获得

产物大小在1 500 bp左右。通过重叠PCR法获

得产物大小也约为1 500 bp，与预期CYP2C9编

码序列一致。上述片段分别插入MigRl质粒后，

重组获得的MigRl．CYP2C9、MigRl．CYP2C9木8

与MigRl-CYP2C9木27质粒分别经EcoR I和Xho

I双酶切，得到与预期片段相符约6 000 bp的载

体片段和约1 400 bp的目的片段(图1)。测序结

果利用NCBI中的Blast工具与CYP2C9进行比

对，结果表明449G>A(CYP2C9丰8)与449G>T

(CYP2C9木27)突变成功(图2)，序列中无其他

突变。
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M：I)N^111 aI‘h T'I)15000；1：MigRl一CYP2C9双酶切产物；

2：MigRl一(：、I)2C9$8双酶切产物：3：MigRl一CYP2C9$27

烈酶l=JJ产物；4：MigRl双酶切产物；5：MigRl质粒 c

图1 重组慢病毒表达质粒的双酶切验证

A

■■●■●●●■■

C C C G C T G C C

c 1|l
■■■●■一一■一

e C C j C!G C C

蛐蝴蛐
图2重组质粒Migm-CYP2Cg(A)、Migm·CYP2C9}8(B)

与MigRl-CYP2C9{27(C)测序结果

2．2绿色荧光蛋白的表达情况

细胞连续培养30代后，在荧光显微镜下观察

可以看到293T一2C9、293T-2C9术8、293T-2C9水27

与293T—MigRl细胞均有明显的绿色荧光，而未感

染的293T细胞未见绿色荧光(图3)。

2．3 qRT—PCR检测CYP2C9 mRNA水平

细胞连续培养30代后，提取293T．MigRl、

293T-2C9、293T．2C9术8与293T-2C9半27胞内的

总RNA，逆转录后，采用qRT—PCR方法，检测胞内

的CYP2C9 mRNA表达水平。与空质粒对照组

(293T—MigRl)比较，293T一2C9、293T一2C9：I：8与

293T一2C9：l：27胞内的mRNA高水平明表达(图

4)。

2．4 Western blot检测CYP2C9蛋白表达水平

细胞连续培养30代后，提取293T．MigRl、

293T．2C9、293T一2C9术8与293T-2C9：|：27细胞总

蛋白。Western blot结果显示，293T-2C9、293T-

2C9冰8与293T一2C9术27细胞株及阳性对照(肝

组织裂解液)在53kD附近可见特异性条带，而空

质粒对照(293T．MigRl)组未见条带(图5)。

D
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lOO

50

O

${$P<0 00l：：$，’<0 0】

图4 293T-MigRl、293T-2C9、293T-2C9}8与

293T-2C9*27细胞连续培养30代后．细胞内

CYP2C9 mRNA的相对表达量。

∞

∞

∞∞

∞∞∞

的

∞

加坫

m，0

●C■C●G●T■C--_，．j-■r-_Cj—C
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图5 Western blot检测细胞内CYP2C9蛋臼的表达水平

2．5 CYP2C9活性检测

提取细胞微粒体，采用特异性探针底物双氯芬

酸对CYP2C9的活性进行评价。双氯芬酸与微粒

体在NADPH存在条件下分别孵育后，检测4．羟基

双氯芬酸的生成速率。结果表明，采用Western

blot蛋白相对表达量标准化结果后，293T一2C9、

293T一2C9术8与293T-2C9术27的微粒体均有催化

双氯芬酸代谢为4一羟基双氯芬酸代谢的活性，而且

催化活性为CYP2C9与CYP2C9，|c 27接近，而

CYP2C9丰8的催化活性较弱(图6)。

图6 293T-2C9、293T-2C9{8与

293T-2C9 t 27细胞微粒体催化双氯芬酸

生成4-羟基双氯芬酸的相对生成速率

3讨论

CYP2C9木8(R150H)与CYP2C9术27

(R150L)虽然为同位点的突变，但其对底物代谢

清除速率的影响因底物而异【7—1I。因此评价不

同药物代谢速率所受的影响对预测血药浓度和预

防药物不良反十分必要‘1⋯。尽管体内实验研究

可以直接反映基因多态性对药物的血药浓度的影

响，但由于突变体出现频率较低和直接人体实验

的存在安全风险¨刊等原因，重组表达突变体并进

行体外酶活性评价是可行的替代方法。1¨19J。

CYPs为膜蛋白，在大肠杆菌中表达后常与二月桂

酰基卵磷脂(DLPC)重构120。23 J。杆状病毒．昆虫

细胞体系也是常见的CYPs表达体系‘24-26]。上

述系统中磷脂成分与人膜磷脂成分存在差异，这些

差异对CYPs的活性的影响也影响体外模型预测

的准确性心7。28 J。体外研究中，应用昆虫Sf21、非洲

绿猴COS-7与人HepG2细胞所表达CYP2C9木2

突变体，在研究该突变对甲苯磺丁脲的代谢影响

中得到了相反的结论。本研究采用人源HEK293

细胞表达CYP2C9及其突变体，可极大降低表达

体系的种属差异在代谢酶活性研究存在的潜在

影响。

本研究采用了慢病毒包装质粒后感染

HEK2C9T细胞，其效率明显高于使用脂质体直接

转染质粒，有效提高了流式分选和单克隆筛选的

效率。获得的单克隆细胞在传代30代后仍保持

100％绿色荧光，可稳定表达外源基因。qRT—PCR

与Westem blot实验结果这表明目标蛋白在

HEK293T细胞中高表达。

以双氯芬酸为底物研究表明，CYP2C9半8催

化生成4．羟基双氯芬酸的速率低于野生型

CYP2C9，该结果与人体内结果相符心9I，表明该

稳定表达CYP2C9木8的细胞模型可适合体内代

谢情况的预测研究。CYP2C9特异性底物甲苯磺

丁脲的体内研究表明，CYP2C9丰27突变并不显

著影响甲苯磺丁脲的体内药代动力学行为旧0I。

本研究构建的CYP2C9：l：27与野生型CYP2C9的

代谢速率相近，该结果与体内结论相似。表明本

研究构建的稳定表达体系适用于CYP2C9术8与

CYP2C9丰27两个突变体的研究。

综上所述，本研究成功建立一种稳定表达

CYP2C9、CYP2C9木8与CYP2C9木27的细胞模

型，为CYP2C9蛋白150位的常见突变体的代谢

能力的预测和CYP2C9底物的药物的安全用药提

供理论依据。
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