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维生素D受体多态性与肠道CYP3A4表达：维生素D受体基因突变在 
人群中分布有差异吗？*★ 
李宝群1，郝志敏2，万丽娟1 

Polymorphism of vitamin D receptor and expression of CYP3A4 gene in intestinal tract: Does the 
distribution of vitamin D receptor mutation have difference in population?    

Li Bao-qun1, Hao Zhi-min2, Wan Li-juan1 

Abstract 
BACKGROUND: Studies have demonstrated that vitamin D receptor (VDR) induces CYP3A4 gene transcription and expression 
in tract, and the abnormity of VDR will change the quantity and quality of its protein and cause alteration of target genes 
transcription and expression or function in the downstream.  
OBJECTIVE: To identify the effects of VDR Fok Ⅰ mutation on the transcription of CYP3A4 in intestinal tract HT-29 cells. 
METHODS: Hepatic tissues were obtained from hepatolithus patients and constructed pcDNA3.1(-)B-myc/his h VDR eukaryotic 
expression vectors (wild type and Fok Ⅰ mutant). The HT-29 cells were transfected by using cell transfection technique and 
dual-luciferase report gene analytical system and treated by different concentrations of 1,25(OH)2VD3 (1, 10, and 100 nmol/L). 
The transcription of CYP3A4 in cultured HT-29 cells was observed.  
RESULTS AND CONCLUSION: In transiently transfected HT-29 cells, the CYP3A4 luciferase activity of three concentrations (1, 
10, 100 nmol/L) was increased respectively after 1,25(OH)2VD3 was added to cells for 24 hours, and there were significant 
differences between 1,25(OH)2VD3 group and the vehicle control group (P < 0.05), the luciferase activity from mutant VDR 
constructs was a little greater than wild VDR constructs, but there was no significant difference between the two VDR forms (P > 
0.05). VDR Fok Ⅰ mutant could not significantly change the regulational capacity of wild type VDR on CYP3A4. The results 
revealed that vitamin D induces CYP3A4 expression via VDR. However, compared with wild type, the VDR Fok I mutant has no 
obvious difference on CYP3A4 expression. 
 
Li BQ, Hao ZM, Wan LJ. Polymorphism of vitamin D receptor and expression of CYP3A4 gene in intestinal tract: Does the 
distribution of vitamin D receptor mutation have difference in population?.Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu yu Linchuang 
Kangfu. 2010;14(24): 4533-4537.     [http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 
摘要 
背景：研究表明，维生素 D 受体可以诱导肠道中 CYP3A4 的转录表达，维生素 D 受体基因的突变将涉及到它自身所翻译的

蛋白改变，而其相应的下游靶基因的转录表达或功能亦可能会发生改变。 
目的：确定 HT-29 肠细胞中维生素 D 受体 FokI 突变在对其下游靶基因 CYP3A4 转录的影响。 
方法：取肝胆管结石患者术中切除的肝脏组织，构建重组真核表达载体 pcDNA3.1(-)B-myc/his h 维生素 D 受体(野生型和

Fok1 突变型)，利用瞬时转染技术和双荧光素酶报告基因分析系统在体外 HT-29 细胞中检测转染不同载体后的细胞在给予

不同浓度(1，10，100 nmol/L)的药物 1，25(OH)2VD3(维生素 D 受体的天然配体)处理后，CYP3A4 的转录表达情况。 
结果与结论：将野生型和突变型维生素 D 受体质粒共转染于 HT-29 细胞中，在 1，25(OH)2VD3孵育 24 h 后，3 个浓度代

表 CYP3A4mRNA 转录水平的荧光素酶活性数值分别与溶媒对照组和空载体对照组相比差异具有显著性意义(P < 0.05)，且
转染 Fok1 突变型的细胞荧光素酶活性数值稍大于转染野生型的细胞荧光素酶活性数值，但两者间差异无显著性意义(P > 
0.05)。维生素 D 受体 Fok Ⅰ突变体对其下游靶基因的转录表达与维生素 D 受体野生型没有差异。提示在肠细胞中，维生

素 D 通过维生素 D 受体诱导 CYP3A4 转录表达，但是维生素 D 受体 FokI 突变体对 CYP3A4 的转录与野生型相比差异无显

著性意义。 
关键词：维生素 D 受体；CYP3A4；转录调控；荧光素酶报告基因；肠道 
doi:10.3969/j.issn.1673-8225.2010.24.038 
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0  引言 
 

CYP3A4 是细胞色素P450 (CYP450) 超
家族的主要成员，在药物和多种化合物的代谢

中起关键作用，其中参与了50 %以上临床常用

药物的代谢，许多典型的致癌物，前致癌物也

经CYP3A4代谢转化。研究表明，CYP3A4在
人体中的表达存在30倍的差异[1]，但是迄今为

止在中国人发现的CYP3A4的SNP或频率过低

或缺乏显著的功能意义都不足以解释这种巨

大 的 个 体 差 异 ， 鉴 于 CYP3A4 蛋 白 表 达

CYP3A4 mRNA具有密切关系，表明影响

CYP3A4表达差异来自于转录水平，所以目前

CYP3A4个体活性差异的研究主要集中在其诱

导机制方面。近年来发现核受体是CYP3A4基
因表达的关键的转录活化因子[2]，人类孕烷X
受体(PXR)，人类构成性雄烷受体(CAR)，维
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生素D受体(VDR)这3种核受体都可以诱导CYP3A4，有

关PXR，CAR转录激活CYP3A4早年已有很多研究，以

往认为CYP3A4的诱导主要来自PXR而CAR，VDR相对

较弱，然而小肠中CYP3A4活性或个体差异与肝脏中

CYP3A4活性并不相关，CYP3A4可以在肝脏高表达，

而在肠道低表达，PXR的mRNA含量在直肠明显高于小

肠，而CYP3A4在小肠黏膜近端表达最丰富，说明在肠

道的CYP3A4并不是主要由PXR调控，而存在其他受体

的调控[3]，最近很多文献所述的研究业已证实：PXR对

肝脏CYP3A4的转录调节起主要作用，VDR对肠道中

CYP3A4的转录调节占有重要地位[4]。 
核受体家族的共同特征是具有高度保守的DNA结

合区及一定保守性的配基结合区。维生素D受体(VDR)
由427个氨基酸组成， DNA结合功能域位于N-端1~114
位氨基酸残基、转录活化域位于1~190位氨基酸残基、

维生素D3结合域位于115~427位氨基酸残基[5-6]。FOKI
突变为外显子2上(5，端)的第一个起始密码子ATG的T-C
变异形成，DNA推定的翻译起始密码子是高度保守的，

所以此区一旦发生突变大多具有功能意义；这就提示

VDR基因第二外显子(exon)多态性可能影响人VDR蛋

白质的功能[7]。VDR作为一种核受体，它调控着一系列

下游靶基因的转录表达[8]，基因的突变尤其是起始密码

子区的突变既涉及到它所翻译的蛋白质数量或质量的

改变，又可以导致其相应的下游基因表达或功能的改

变。但到目前为止，尚未发现VDR基因突变能够影响

CYP3A4转录表达的报道。而CYP3A4的个体差异很可

能是来自转录水平的差异即VDR基因突变在人群中分

布的差异？为此实验观察了VDR突变对其下游靶基因

CYP3A4转录调控的作用。 
 
1  材料和方法 

 
设计：单一样本观察。 
时间及地点：实验于2006-05/2008-11在河北承德

医学院中心实验室完成，实验室防护水平BSL-2。 
材料： 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
肝脏组织取自肝胆管结石患者术中切除肝脏组织。

患者35岁，排除肿瘤、高血压与糖尿病及其家族史。根

据国务院《医疗机构管理条例》规定[9]，患者知情同意。 
实验方法： 
hVDR 野生型及FOKI突变体真核表达质粒的构建：肝脏

组织取自肝胆管结石患者术中切除肝脏组织，液氮中保

存。首先进行肝脏组织总RNA提取，根据人VDR基因

mRNA序列，利用OLIGO以及Primer Premier5.0两种软

件辅助设计野生型和诱变引物。 
首先进行反转录：VDR野生型 cDNA全长所用引物

F：5-tag aat tcg cca cca tgg agg caa tgg cgg c-3，R：

5-act aag ctt ggg gag atc tca ttg cca aac act tc-3。然后

以第1链cDNA为模板扩增hVDR CDS全长，PCR体系

为：反转录体系2 μL，5× PrimerStar缓冲液4 μL，dNTP 
1 μL，正向引物hVDR-F 0.5 μL，反向引物hVDR-R     
0.5 μL，PrimerStar酶0.25 μL，ddH2O补足体积至20 μL；
PCR条件为：98 ℃，10 s，55 ℃，15 s，72 ℃，90 s，
35 个循环后，72 ℃，10 min。电泳回收目的条带(约
1.3 kb)，凝胶回收试剂盒纯化，纯化的PCR 产物3’末

端加A后与pGEM-T载体连接。转化细菌，制备质粒，

双酶切验证后测序。经测序验证正确的克隆质粒DNA用
EcoR Ⅰ和Hind Ⅲ双酶切，纯化回收1.3 kb目的片段，

与经EcoR Ⅰ和Hind Ⅲ消化的pcDNA3.1-myc/his B(-)
载体进行连接，构建成功后最终载体命名为hVDR-WT。
构建Fok Ⅰ突变型真核表达载体时，以hVDR-WT为模

板，用引入了突变位点的hVDR-FokI-F和hVDR-R引物

对扩增，F：5-tag aat tcg cca cca tgg cgg cca gca ctt 
c-3，R：5-act aag ctt ggg gag atc tca ttg cca aac act 
tc-3。PCR产物再按上述方法构建至pcDNA3.1-myc/his 
B(-)载体，并测序验证，构建成功后目的载体命名为

hVDR-FokI。 
细胞培养与转染：HT-29细胞均用DMEM+体积分数

为10%FBS培养基进行培养，在37 ℃、体积分数为

5%CO2条件下生长至80%汇合时进行传代，用PBS洗涤

细胞1次，弃去PBS，根据培养面积加入适量2.5 g/L胰
酶-0.02%EDTA溶液消化细胞，37 ℃放置3~5 min，并

在倒置显微镜下观察，待到绝大部分细胞变圆即加入培

养基终止消化，吹吸几次以离散成团的细胞，加培养基

终止后用血球记数板行细胞记数，调节细胞浓度至

8×107 L-1，按1 mL/孔的量接种到24孔培养板。在培养

孔中预先加入了经1 g/L明胶水溶液包被15 min处理的

圆盖玻片。37 ℃、体积分数为5%CO2培养细胞24 h，
长至90%汇合，用Lipofectamine 2000转染。(所加入的

质粒和脂质体的量为24孔板一个孔的用量) 转染时将

200 ng CYP3A4-(ER6)2-Luc载体，50 ng hVDRR-WT、
hVDR-FokI或pcDNA3.1-myc/his B(-)空载体，以及作为

内对照的海肾荧光素酶报告载体pRL-TK (20 ng，
Promega公司)与0.5 μL LipofectamineTM 2000阳离子

试剂及仪器 来源 

hRXR，连接荧光素酶报告基因         
载体的 Luc-CYP3A4(ER6)2   

HT-29 细胞                          
限制性内切酶、T4DNA 连接酶、Klenow 
酶、RNase A、细胞裂解及荧光素酶检

测试剂盒 
AMV 反转录酶                       
RNAsin 和 Taq DNA 聚合酶            
质粒抽提试剂盒和凝胶纯化回收试剂盒  

中南大学临床药理所

博士后王果惠赠 
课题组保存细胞株 
Promega 公司 USA
 
 
TakaRa 公司 
Invitrogen 公司 
Qiagen 公司 
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脂质体混合孵育后加入至1个培养孔，转染4 h后更换为

DMEM+体积分数为10%FBS培养基，培养20 h后，更

换为含有乙醇溶媒或不同浓度的1，25(OH)2D3的培养

基，继续培养48 h后裂解细胞；用双荧光素酶活性分析

试剂盒检测荧光素酶活性。细胞转染和荧光素酶活性检

测共重复3次，每次转染均设置复孔。 
主要观察指标：①两种质粒的酶切电泳图。②观察

细胞形态及细胞表形3野生型质粒，突变型质粒，内对

照以及溶媒对照的荧光素酶活性。 
设计、实施、评估者：设计为第一作者，实施和评

估者为所有作者，均经过系统培训。 
统计学分析：所有数据都用x

_

±s表示。用SPSS统计

软件包11.0 版对各处理组荧光素酶比活性值进行

ANOVA 分析，多组之间均数比较采用LSD方法。P < 
0.05表示差异有显著性意义。 

   
2  结果 

 
2.1  载体构建   反转录扩增获得约1.3 kb的hVDR 
CDS序列条带，见图1；通过在引物中引入Fok Ⅰ突变

位点，PCR扩增得到突变型CDS序列，见图2。 
 
    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   
    
 
 
 
 
 
 
 
野生型和突变型CDS序列分别连接到pcDNA3.1- 

myc/his B(-)真核表达载体后，EcoR Ⅰ和Hind Ⅲ双酶

切消化后电泳检测结果见图3，4。 
 
 
 
 
   
    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   
    
 
 
 
 
 
 
 
 
构建成的hVDR-WT和hVDR-FokI表达载体最后的

测序结果见图5a和5b。 
 
    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 1  RT-PCR product of vitamin D receptor wild type gene
segment 

图 1  维生素 D 受体 VDR 野生型基因片断 RT-PCR 产物 

3            2              1  

1-2: 1.3 kb bands; 3: marker 

3 kb 
2 kb 
1.5 kb 

Figure 2  PCR amplification of vitamin D receptor mutant gene 
图 2  VDR 突变型 PCR 扩增结果图 

3            2             1  

1: 3 kb marker; 3: 1.3 kb objective part 

3 kb
2 kb
1.5 kb 

Figure 3  Double digestion of recombinant expression plasmid 
of vitamin D receptor wild gene pcDNA3.1(-) 
B-myc/his/h VDR 

图 3  野生型重组表达质粒 pcDNA3.1(-)B-myc/his/h VDR 
双酶切结果图

1                 2        3  

1: 3 kb Ladder; 2-3: two bands after EcoRⅠand Hind Ⅲ double 
digestion, 1.3 kb for objective part, and 5.5 kb for empty vector  
pcDNA3.1(-)B-myc/his/h VDR 

Figure 4  Recombinant expression plasmid of vitamin D re-
ceptor mutant gene 

图 4  突变型重组表达质粒 

1           2          3  

1: 3 kb marker; 2-3: visible bands after EcoRⅠand Hind Ⅲ double 
digestion, 1.3 kb for objective part, and 5.5 kb for empty vector 
PC-DNA3.1(+)/-his 

3 kb
2 kb
1.5 kb 

3 kb
2 kb
1.5 kb 

Figure 5  Sequencing results for human vitamin D receptor 
recombinant expression plasmid 

图 5  hVDR 真核表达载体测序结果 

a: Wild type, arrow shows wild T 

b: Mutant type, arrow shows mutant C 

A           T         G          G           A        G        G        C    A       A        T           G 

A           C         G          G           A        G        G        C    A       A        T           G 
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经测序验证，VDR野生型和突变型真核表达载体均

构建成功。 
2.2  双荧光素酶活性分析结果  结果显示1，25(OH)2D3

孵育处理可激活野生型或Fok Ⅰ突变型hVDR，进而诱导

CYP3A4的ER6顺式元件所驱动的荧光素酶表达显著增

强(与溶媒对照组比较，P < 0.01)。 
在1，10和100 nmol/L不同浓度1，25(OH)2D3孵育

下，与空载体溶媒对照组比较，野生型组荧光素酶活性

分别增强7.67倍(7.67±0.88)，21.83倍(21.83±1.47)和
25.03 倍 (25.03±2.11) ；突变型组则分别为 9.67 倍

(9.67±0.82)，23.15倍(23.15±2.36)和28.07倍(28.07± 
2.77)。但在各1，25(OH)2D3浓度孵育下，野生型组和

突变型组之间的转录激活能力差异无显著性意义(P > 
0.05)，见表1。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
在1~100 nmol/L的范围内，CYP3A4 mRNA表达水

平呈剂量依赖性，在1 nmol/L的浓度就开始差异有显著

性意义，至100 nmol/L达到最佳效应；转染野生型和突

变体的VDR质粒载体在3个1，25(OH)2VD3浓度组，代

表CYP3A4 mRNA转录活性的荧光素酶比活性值与溶

媒对照以及空载体对照差异有显著性意义，转染突变体

组对CYP3A4 mRNA水平的转录激活能力稍高于转染

野生型组对CYP3A4 mRNA水平的转录激活能力的影

响，但两者之间差异无显著性意义(P=0.95)。 
 

3  讨论 

 
越来越多的研究表明， PXR对肝脏CYP3A4的转

录调节起主要作用，VDR对肠道中CYP3A4的转录调节

占有重要地位，作者在此前的研究中发现在中国结直肠

肿瘤患者中VDR 的FOK1突变显著低于正常人群[10]，似

乎此突变具有功能意义，而且对人类结直肠肿瘤的易患

性而言可能是一个保护性的突变；VDR的天然配体1，
25(OH)2D3具有抗肿瘤的作用，其机制现已明确，VD3
能够抑制原癌基因表达，促进细胞分化，抑制增殖及诱

导凋亡。在临床上已成为抗肿瘤尤其是肠道肿瘤的辅助

药物[11-12]；但是VD3的化学性抗肿瘤作用正日益受到重

视，这是因为1，25(OH)2D3通过VDR可以诱导CYP3A4
的表达，而CYP3A4对一些前致癌物有代谢分解的作用，

从而起到保护机体的作用。目前已明确石胆酸(LCA)为
结肠致癌物，在大肠癌的发生发展进程中起到重要作

用，而新近的研究表明CYP3A4可以代谢石胆酸为水溶

性物质并经ABC转运体排出体外，从而降低其致癌作 
用[3，13]。 

基于上述研究背景，实验旨在研究VDR Fok Ⅰ变

异对其调控的CYP3A4转录激活能力的影响及其与野生

型蛋白的差异，并用以解释该变异对于VD3的化学保护

作用和与人群中肠道肿瘤易患性负相关的分子机制。 
而CYP3A4的个体差异很可能是来自转录水平的差

异即VDR基因突变在人群中分布的差异，为了验证这一

假设作者体外构建了野生型和Fok Ⅰ突变型重组真核

表达载体pcDNA3.1(-)B-myc/his h VDR，将不同基因型

的VDR质粒载体瞬时转染到HT-29细胞中，利用双荧光

素酶报告基因分析系统检测转染细胞在药物 1，

25(OH)2VD3(VDR的天然配体)处理后CYP3A4转录的

情况，诸多文献显示，细胞在1，25(OH)2VD3的浓度为

1 nmol/L直至扩大到100 nmol/L孵育18~24 h后，

CYP3A4mRNA的表达水平呈现诱导趋势[3，13]，在高于

100 nmol/L后，细胞数目明显减少，靶基因CYP3A4 
mRNA的水平反而出现了下降的趋势。 

实验选择1，10，100 nmol/L的1，25(OH)2VD3浓

度对细胞进行处理，在加药后24h收集细胞，裂解细胞，

进行荧光素酶活性检测。结果发现1，25(OH)2VD3在

1~100 nmol/L的范围内，CYP3A4 mRNA被诱导，代表

CYP3A4 mRNA转录水平的荧光素酶活性数值呈剂量

依赖性上升，无论是转染野生型还是突变体的细胞，随

着给予药物浓度的增加，与对照组相比，这种诱导作用

逐渐加强，CYP3A4 mRNA水平明显上升，转染野生型

组，在1~100 nmol/L的1，25(OH)2VD3不同浓度下，

CYP3A4 mRNA荧光素酶活性数值是溶剂组和空载体

对照组的7~25倍，差异具有显著性意义(P < 0.05)，转

染突变体组，在1~100 nmol/L的1，25(OH)2VD3不同浓

度下，CYP3A4 mRNA荧光素酶活性数值为溶剂组和空

白对照组的9~28倍，差异也具有显著意义(P < 0.05)，这

与前人的研究结果相符[14]，同时证实了实验构建的重组

质粒及转染体系是正确的。 
实验中发现转染VDR Fok Ⅰ突变型的细胞在不同

药物浓度下CYP3A4荧光素酶活性数值稍大于转染野生

型的细胞荧光素酶活性数值，但两者间差异无显著性意

义，虽然日本学者Arai等[15]发现Fok Ⅰ突变基因型荧光

素酶报告基因的活性明显高于野生型和杂合子基因型，

很多临床资料也相继报道此突变可以使骨密度增加，人

体身高等发育指数均较未突变者为高[16-18]，这与本实验

表 1  1，25(OH)2VD3在转染不同 VDR 载体 D 的 HT-29 细胞
中对 CYP3A4 的转录激活能力 

Table 1  CYP3A4 transcriptional activation after different VDR 
vector was transfected by 1, 25(OH)2VD3 in HT-29 
cells                                       (x

_

±s)

VDR: vitamin D receptor; aP < 0.05, vs. empty vector PCDNA under 
ethanol treatment 

Group Empty vector PCDNA wild VDR mut VDR 

Ethanol 1.03±0.07 1.00±0.14 1.11±0.64 
1, 25(OH)2VD3  
1 nmol/L    

 
1.44±0.15 

 
7.67±0.88a 

 
9.67±0.82a

10 nmol/L  1.59±0.21 21.83±1.47a 23.15±2.36a

100 nmol/L  3.73±0.34 25.03±2.11a 28.07±2.77a
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的结果并不矛盾，首先由于不同的靶基因转录激活机制

也不尽相同，因为Arai等[15]研究的是VDR FokⅠ突变对

24-羟化酶基因表达的影响，再者人体内情况与体外存

在很大差别，由于人类调控机制异常复杂，体外未发现

有差异的体内可能就存在差异；体外的微小差异在体内

也可能会被放大或是弱化，作者在对CYP3A4转录调控

研究未发现VDR野生型和FokⅠ突变存在差异，说明

CYP3A4个体差异与VDRFok1突变无关。 
任何肿瘤的发生都是多因素共同影响的，单用一个

SNP对下游基因的影响来解释尚嫌不足，由于VD3通过

VDR的抑癌作用还表现在调控细胞周期蛋白等方面，另

外调节钙代谢也能协同发挥抗肿瘤作用[19-21]；目前有关

研究VDR多态性对于其他靶基因的影响还很缺乏，这也

将是今后的方向。 
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来自本文课题的更多信息--  
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利益冲突：课题未涉及任何厂家及相关雇主或其他经济

组织直接或间接的经济或利益的赞助。 

课 题 的 创 新 点 ： 本 文 利 用 构 建 表 达 载 体

pcDNA3.1(-)B-myc/his h VDR(野生型和 Fok1 突变型)，利

用瞬时转染技术、双荧光素酶报告基因分析和药物干预，观

察检测转染不同载体后 HT-29 细胞中 CYP3A4 的转录表达

情况，试说明维生素 D 受体多态性对肠道 CYP3A4 表达的

影响，具有一定的创新性。 

课题评估的“金标准” ：实验设立的阴性空载体对照

和溶媒乙醇对照，结果表明差异具有显著性意义，为当前国

内外常用方法。 

设计或课题的偏倚与不足：任何肿瘤的发生都是多因素

共同影响的，单用一个 SNP 对下游基因的影响来解释尚嫌

不足，目前有关研究 VDR 多态性对于其他靶基因的影响还

很缺乏，这也将是今后的方向。 

提供临床借鉴的价值：实验结果表明，VDR FokI 突变

体对其下游靶基因的转录表达与 VDR 野生型没有差异，增

进了维生素 D 受体多态性对肠道 CYP3A4 表达调控的认

识，有一定学术价值。 


