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人细胞色素 P450 2C9 cDNA 的克隆、鉴定及真核细胞表达重
组质粒的构建①

汪爱今　钱　瑛　钱羽力　余应年
浙江医科大学病理生理学教研室及医学分子生物学实验室　杭州 310031

摘要　从人肝组织中提取总 RNA ,用 RT - PCR方法扩增人细胞色素 P450 2C9的 cDNA。以 T - A克隆方

法将该基因的 cDNA连接到 p GEM - 3Z质粒上 ,然后通过内切酶图谱分析及部分序列分析加以鉴定 ,结果显

示克隆片段具有人细胞色素 P450 2C9内切酶图谱和核苷酸序列 ,该片断含 5′端和 3′端部分非编码区及完整

的编码区。最后将该 cDNA片段连接到哺乳动物细胞的表达质粒 pREP9中。为建立表达人细胞色素 P450

2C9基因的细胞系打下了基础。
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Abstract　With reverse transcription polymerase chain reaction ( RT2PCR) and DNA recombi2
nant technique , a full2length cDNA encoding the monooxygenase cytochrome P450 2C9 from hu2
man liver was cloned into a plasmid p GEM23Z. The cDNA segment was analyzed by restriction

enzyme mapping and DNA sequencing , and was confirmed to be nothing other than CYP 2C9 cD2
NA. Then the CYP 2C9 cDNA was subcloned into a mammalian expression vector , ready for de2
velopment of the cell line expressing CYP 2C9.

Key words　Human cytochrome P450 ; cDNA Cloning ; RT2PCR ; T2A cloning

　 　细 胞 色 素 P450 ( cytochrome P450 ,

CYP450)是由 36个基因家族组成的超大家族

酶系 (1)。在哺乳类动物中发现有 12 个家族 ,

其中第 1～3家族是氧化外源性化学物质和代

谢活化化学致癌物的主要酶系。在建株细胞

中这些基因表达很低或完全不表达 (2 ,3 ,4)。在

体外研究中 ,采用大鼠肝微粒体酶系 ,或肝组

织碎片来研究 CYP450 和药物的生物效应。

但是 ,这不可避免地存在如下缺陷。其一 ,在

作用体系中 ,是多种 CYP450 同工酶的混合

体 ,研究结果难以区分是哪一种同工酶的作

用。其二 , CYP450 同工酶谱的种族差异很

大。种族间所表达 CYP450 酶的种类和量不

一致 ,酶的活性及作用的底物也不一样。因

此 ,研究结果难以超越种族差异而外推于

人 (5)。本实验室应用 DNA重组技术 ,建立了

人 CYP450 1A1和 2B6的转基因细胞系 ,并应

用到遗传毒理学研究中获得成功。有效地解

决了上述两大问题 (6 ,7)。

人类细胞色素 P450 2C 亚家族 (简称

CYP2C)由 6个基因组成 ,其中 CYP2C9 是代

谢多种药物的羟化酶 (8 ,9 ,10)。本研究用 RT2

PCR方法从人肝组织中克隆 CYP2C9 的 cD2
NA ,经限制性内切酶图谱和部分序列分析鉴

定后 ,构建真核细胞表达质粒 ,为建立稳定表

达 CYP2C9的转基因细胞系作准备。

材料和方法

1　材料 　总 RNA 提取试剂 TRIzol ( GIBCO2
BRL 公司) , MMLV 逆转录酶 , T4DNA 连接

酶 , Taq Track sequencing systems , p GEM23Z

质粒 ( promega ) 。限制性内切酶 , Taq 酶 ,

dN TP (华美公司 ) ;α232p2dA TP ( 111 TBq/

mmol ,3000Ci/ nmol ,北京亚辉公司) 。真核细

胞表达质粒 pREP9 (个人赠送) 。

2　方法

211　引物设计 　根据 Romkes等 (10)发表的

CYP2C9 cDNA序列 ,选择其 5′端和 3′端分别

为两侧引物的起始端 ,扩增 cDNA片段长度为

1540bp ,上、下端引物分别为 32mer和 28mer ;

5′端引物从 cDNA第 1位碱基开始 ,3′端引物

从 1513位碱基开始到 1540位碱基为止 ,5′端

引物设有 KpnI酶切位点 ,3′端引物设有 Xho I

酶切位点。见图 11。

The sequence comparison of 5’2primers and related CYP 2C genes :

CYP2C8　5’2 3 3 3 3 3 3 3 CT T 3 3 3 3 3 3 3 A C 3 3 T 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 23’

5’2primer　5’2GA G AA G GTA CCA A TG GA T TCT CTT GTG GTC CT23’

CYP2C9　5’2 3 3 3 3 3 3 3 CT T 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 23’

CYP2C18　5’2 3 3 3 3 3 3 CCT T 3 3 3 3 3 3 TA C 3 A GC 3 3 3 3 3 CT 3 3 23’

CYP2C19　5’2 3 3 3 3 3 3 3 CT T 3 3 3 3 3 3 3 3 C 3 3 T 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 23’

The sequence comparison of 3’2primers and related CYP 2C genes :
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CYP2C8　5’2▲▲▲▲▲▲▲A T▲A▲C T▲▲AACTC T▲TT▲T▲23’

3’2primer　3’2CACG TCA GG GA GC TC GA GA GAAA GGA GA25’

CYP2C9　5’2▲▲▲▲▲▲▲▲▲▲▲GC▲▲▲▲▲▲▲▲▲▲▲▲▲▲▲23’

CYP2C18　5’2▲▲▲▲T▲▲▲A▲CT▲CAA▲TC TCCC TTA T C23’

CYP2C19　5’2▲▲▲▲T▲▲▲▲▲▲GC▲▲▲▲▲▲▲▲▲▲▲▲▲▲▲23’

　　　Figure 1　Primer design and sequence comparison of related CYP 2C genes.

　　　3 :indicates the same base as the primer.

　　　▲:indicates the pairing base to the primer.

　　　Underlined 5’2GGTACC23’: Kpn I cutting site.

　　　Underlined 3’2GAGCTC25’:Xho I cutting site.

212　人肝组织总 RNA提取　人肝组织取自

手术切除的肝癌旁组织 ,总 RNA 按 GIBCO2
BRL 公司提供的操作程序提取 ,经紫外分光

光度计测定和甲醛变性胶电泳确定所获得

RNA的浓度 ,纯度和完整性 (11)。

213 　RT2PCR 扩增 CYP2C9 cDNA 1μg 总

RNA经 65℃变性 15min ,置冰上依次加上 4μl

5 ×逆转录酶缓冲液 , 3μ1215mM dN TP , 2μl

poly T12引物 (100ng/μl) ,1μl MMLV 逆转录

酶 (200U) ,加双蒸水至终体积 20μl ,37℃1h ,

然后加入 CYP2C9 的两侧引物各 10pmol ,1μl

Taq酶 (5u/μl) ,8μl 10×PCR Buffer ,加双蒸水

至终体积 100μl。循环参数 : 94℃ 3min 后

94℃1min ,59℃1min ,72℃2min。共 35个循

环后 ,72℃10min。取 10μl反应液在 1 %琼脂

糖凝胶上电泳检测。

214 　p GEM - 3Z 重组质粒的构建。根据

Holton等的报道的方法 ,构建 T - A载体 (12) ,

以 SmaI切断环状的 p GEM23Z质粒 ,造成两

头平端 ,然后以 dTTP和 Taq酶反应 ,在双链

质粒 DNA的 3′端 ,各加上一个胸腺嘧啶核苷

酸“T”。取 PCR产物 (部分产物 3′端含一个

不配对而悬挂的腺嘌呤核苷酶“A”) 2μl ,“T”

载体 50ng ,10 ×连接缓冲液 ,1μl 连接酶 (5u/

μl) ,1μl 10mM A TP ,加双蒸水到 10μl ,15℃连

接反应 5h。

将连接液转化受体菌 DH5α,在含 x2gal

和 IPTG的氨苄青霉素LB平板上筛选白色阳

性克隆。

215　克隆片段的限制性内切酶酶切图谱 (以

下简称酶切图谱)和部分序列分析鉴定 :应用

计算机对 CYP2C9 cDNA 的序列分析发现在

距 5′端 646 位有一 BamH I的酶切位点。而

在 p GEM23Z的多克隆位点也有一 BamH I切

点 ,距 CYP2C9 cDNA克隆位点 (Sma I)下游 4

个 bp。因此 ,如果顺向插入 ,该重组质粒被

BamHI切割后可获得2898bp 的片段。反向插

入 ,则为 650bp 的片段。在 CYP2C9 cDNA

上 ,距 5′端 866 位上还有 - Hind Ⅲ的酶切位

点 ,在 p GEM - 3Z的 Sma I位点下游 33bp 处

也有 Hind Ⅲ位点。该重组体如被 Hind Ⅲ切

后 ,正向插入时 ,可获 708bp 的片段 ,反向插入

时 ,则是 900bp 的片段。在酶切图谱分析的基

础上 ,用 Taq Track Sequencing Systems 试剂

盒 ,以 T7和 SP6引物对其两端进行了部分序

列分析。

216　重组表达质粒的构建　真核细胞表达质

粒 pREP9的多克隆位点从 5′端开始含有 Kpn

I和 Xho I的位点 ,RT2PCR扩增的产物 5′端

有一 Kpn I 切点 , 3′端有一 Xho I 切点 ,将

pREP9质粒和获得的重组质粒分别经这两个

内切酶切割后 ,电泳回收 ,连接重组。转化感

受态受体大肠杆菌 Top10 (13) ,pREP9 质粒上

含有 Amp r基因 ,阳性克隆经扩增提取重组质

粒 ,用 Kpn I和 Xho I切割后 ,1 %的凝胶电泳

检测。
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结　　果

1　RT2PCR产物的电泳分析结果

从人肝组织提取的总 RNA 在甲醛变性

凝胶电泳上可清晰见到 18s及 28s RNA。获

得的 RT2PCR产物在电泳胶上呈现出单一清

晰特异性条带 ,该片段在大小约 115kb ,与设

计产物大小相等。结果见图 12。

Figure 2　RT2PCR product band of CYP 2C9 in agarose gel.

Lane 1 :RT2PCR product of CYP 2C9 , lane 2 ,λDNA/ Hind Ⅲ

Marker.

2　CYP2C9 cDNA的克隆及酶切鉴定

重组质粒在含 X2Gal和 IPTG的 LB平板

上呈白色菌落。挑选一些白色菌落 ,接种到培

养管中 ,培养后 ,提取质粒 ,经凝胶电泳检测 ,

获得了比空 p GEM23Z载体 DNA大 115kb的

重组质粒。用 Kpn I和 Xho I酶切所得的片

段 ,凝胶电泳上显示和 RT2PCR 产物大小一

致 ,然后将该重组体在受体菌内进行大规模扩

增提取质粒。作酶切图谱分析。经 BamH I

切后 ,得约 650 的片段 , Hind Ⅲ切割后 ,得一

约 900bp 的片段 ,提示 ,在该重组质粒中 ,

CYP2C9 cDNA 是反向插入的。并将重组质

粒命名为 p GEM23Z22C9。结果见图 13 ,4。

3　部分序列分析

用 T7 promoter和 SP6 promoter ,分别阅读

重组质粒的两端序列 ,所克隆的 cDNA片段近

引物的两端各 50个 bp 的序列与 CYP2C9 cD2
NA的序列完全相符。

Figure 3　Recombinant p GEM23Z22C9 cut with Kpn I and Xho

I.

Lanes 1 and 6 :λDNA/ Hind ⅢMarker , lane 2 , p GEM23Z vec2

tor cut with Kpn I ; lane 3 , p GEM23Z22C9 was cut with Kpn I

and Xho I ; lane 4 , RT2PCR product of CYP 2C9 ; lane 5 ,

p GEM23Z22C9.

Figure 4 　Recombinant p GEM23Z22C9 cut with BamH I or

Hind Ⅲ.

Lanes 1 and 5 ,λDNA/ Hind ⅢMarker , lane 2 ,cut with Hind

Ⅲ;lane 3 , cut with BamH I ; lane 4 , cut with Kpn I and Xho

I.

4　真核细胞表达重组体的构建

用 Kpn I和 Xho I双酶切 p GEM23Z22C9 ,

回收目的片段 ,与经 Kpn I和 Xho I双酶切的

pREP9 载体 DNA 相连接 ,获得了重组体

pREP922C9 ,后者经 Kpn I 和 Xho I 双酶切

后 ,1 %凝胶电泳显示 ,所得片段和 RT2PCR

扩增的产物大小一致 ,结果见图 15。
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Figure 5 　Recombinant expression plasmid pREP922C9 cut

with Kpn I and Xho I.

Lane 1 and 5 ,λDNA/ Hind ⅢMarker ; lane 2 RT2PCR product

of CYP2C9 , lane 3 : pREP922C9 cut with Kpn I and Xho I ,

lane 4 :pREP9 (without CYP2C9) cut with Kpn I and Xho I.

讨　论

CYP2C亚家族由 CYP2C8、2C9、2C10、

2C17、2C18和 2C19组成 (9 ,10)。克隆 2C9时 ,

必须将它与其它 5 个基因加以区别鉴定。

CYP2C8和 2C9 核苷酸序列有 81 %的相同。

77 %的氨基酸相同。在人肝组织中也有

CYP2C8 的表达。但是 ,本研究采用的 5’端

引物 ,有 6个碱基与 2C8 序列不配 ,3′端引物

有 14个碱基不配 (图 11) ,理论上讲 ,用这对

引物难以扩增到 CYP2C8 cDNA。CYP2C9序

列的 866位有一个 HindⅢ酶切位点其序列为

AA G CTT ,而 CYP2C8 相应部位的序列为

AAACTT ,不能被 HindⅢ切开 ,所获得的 RT2
PCR产物可被 HindⅢ所切断及对克隆片段两

端的序列分析结果排除了 CYP2C8 的可能。

CYP2C10的序列和 2C9的编码区有两个碱基

不同 ,但都有酶的活性 ,推测可能是 CYP2C9

的多态型。

CYP2C18 的序列 , 虽然在 Hind Ⅲ和

BamH I酶切位上和 CYP2C9完全一致。但在

5’端有 12 个碱基和 5’端引物不同。3’端序

列有 18个碱基与 3’端引物序列不同 (图 11) ,

因此 ,不可能扩增到 2C18 的 cDNA 片段。

CYP2C17和 2C19有 95 %的序列相同。这两

个基因与 CYP2C9有 90 %以上相同序列。其

5’端序列有 5个碱基与引物不配 ,3’端序列有

3个与引物不配。HindⅢ和BamH I酶切位点

序列和 CYP2C9相同。因此 ,2C19和 2C17有

可能被扩增。经对序列的内切酶谱分析 ,未发

现合适的内切酶能将 2C9与 2C17和 2C19区

别开。只能用序列分析方法加以区别。近

CYP2C9 两 端 引 物 50bp 序 列 之 内 , 与

CYP2C17和 2C19 比较 ,只有三个碱基不同。

近 5’端处一个 ,近 3’端 2 个。2C19 和 2C17

在 1579 到 1580 位的碱基为 5’2CA23’,而在

同一位置 CYP2C9的序列为 5’2A G23’。如图

16所示 ,所克隆的片段在该位置序列和 2C9

完全一样 ,在 5’端的一个碱序列也和 CYP2C9

一致。因此 ,排除了克隆 CYP2C17 和 2C19

的可能。

Figure 6　Partial sequence of CYP2C9. The CYP2C9 sequence

of 1579 and 158 are AG ( AAGAGCAG) . The sequence of

CYP2C17 and 2C19 at these two sites are CA.

综上所述 ,在比较 CYP2C亚家族基因序

列的基础上 ,进行内切酶图谱分析及部分序列

分析 ,证实了所克隆的片段为 CYP2C9 ,并构

建成真核细胞表达质粒 ,为导入哺乳类细胞 ,

建立表达 CYP2C9的细胞系打下了基础。
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