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人 CYP3 A4与 PeR和 cyt b5的三重共表达 

及其条件优化 

谢章明，刘文慧，徐迎春，陈枢青 

(浙江大学药学院药理毒理与生化药学研究所，浙江 杭州 310058) 

[摘 要] 目的：研究人CYP3A4与PeR和cyt b 用悬浮细胞共表达时的最佳条件。方法：悬浮培 

养Sf9细胞，分别摸索摇床的温度、转速、摇瓶中细胞液的量、表面活性剂的加量、细胞的培养时间， 

以及3种病毒的加量比例等条件，并进行优化；然后，将表达产物制成微粒体后用于睾酮的代谢，并 

分别测其代谢活性。结果：当恒温摇床的温度为27℃，转速为90 r／min，每250 ml摇瓶中加入 80～ 

120 ml细胞密度为5×10 个／ml的细胞液，并加入0．1％的Pluronic~ F．68，细胞培养72 h时，最适 

合细胞的生长和目的蛋白的表达。此时，当3种病毒的加量比例为 1：l：1时，表达条件最佳，其对 

底物睾酮代谢的Jl( 值、 和 ．n1分别为119．6 ixmol／L、0．52 Ixmol／(min·g蛋白)和 4．34 ml／ 

(rain·g蛋白)。结论：通过三重共表达 CYP3A4、PeR、cyt b ，以及对表达条件的优化，提高了目的 

蛋白的表达量，得到了较高代谢活性的CYP3A4，从而为新药代谢及药物一药物相互作用研究奠定了 

基础．为药物代谢酶的大量表达提供了可行的方案。 
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Optimization of tri-expression of human CYP3A4 with POR and cyt b5 in 

Sf 9 cells 

XIE Zhangming，LIU Wenhui，XU Yingchun，CHEN Shuqing(Institute of Pharmacology，Toxicology and 

Biological Pharmaceutics，College Q厂Pharmaceutical Sciences，Zhejiang University，Hangzhou 3 10058， 

China) 

[Abstract] objective：T0 investigate the optimal conditions of tri—expression of CYP3A4，PeR and cyt 

b in Sf 9 cells．M ethods：The Sf 9 cells expressing CYP3A4，PeR and cyt b were cultured in shaker 

flasks．The optimized conditions，including the temperature and rotation speed，the culture volume，the 

amount of surfaetant and the culture time were studied．The expressed products in mierosomes were used 

to metabolize the testosterone and their metabolic activity was determined． Results： When the 

temperature and rotation speed of the shaker were 27℃ and 90 r／rain．the cell density and culture volume 

were 5×10。cells／ml and 80—120 ml per 250 ml shaker flasks．respectively．When Pluronic~ F-68 was 

O．1％ and the culture time was 72 h．the condition was most suitable for culture of Sf 9 cells and 
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expression of targeted proteins．When the ratio of the volume of three added viruses was 1：1：1，the 

expression condition was optimal，under which the ， ，and CLi t for testosterone metabolism were 

119．6 txmol／L，0．52 ／xmol／(min ·g protein)and 4．34 ml／(min ·g protein)，respectively． 

Conclusions：The conditions of tri—expressing of CYP3 A4，POR and cyt b5 have been optimized in the 

study and the product CYP3A4 is obtained with higher metabolic activity． 

[Key words] Cytochromes b5；Cytochrome P-450 enzyme system；Oxidoreductases；Drug 

Interactions；Drug design；Insects／cytology；Genes，viral；Cells，cultured 

[J Zhejiang Univ(Medical Sci)，2013，42(1)：3844．] 

细胞色素 P450(cytochrome P450，CYP)是 
一 大类含有铁卟啉辅因子的蛋白超家族。在众 

多的 P450中，CYP3A4是人肝脏中最丰富的一 

类酶，也是 与临床用 药代谢最 相关 的一类 

酶 J̈。由于 CYP3A4酶活性 中心有个较大的 

“口袋”，从而使其具有了较宽的底物结合选择 

性 。也正因为如此，CYP3A4代 谢 了超过 

50％的临床用药 J，如免疫抑制剂环孢素、解 

热镇痛药乙酰氨基酚、镇静催眠药地西泮以及 

镇痛药可待因等。 

由于从人组织中得到的 CYP3A4不容易保 

持其原有的催化活性，而且来源不多，因此人们 

通过基因重组的方法进行 CYP3A4的异源表达。 

在实际研究过程中，人们尝试并比较了多种表达 

系统，其中杆状昆虫表达系统 不仅表达量高， 

而且具有正确的糖基化、磷酸化和组织定位表达 

等优点，其表达的蛋白生物学特性与天然蛋白相 

似，可以建立高预测能力的代谢模型，对临床用 

药有很大的指导意义。为此，本研究用 Sf 9细胞 

共表达了CYP3A4、POR及cyt b ，并对其表达条 

件进行了优化，以期得到表达量高、代谢活性强 

的微粒体，从而用于体外药物和毒物的代谢研 

究，以及临床药物相互作用的研究。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

1．1．1 细胞培养及主要试剂 草地夜蛾卵巢 

(Spodoptera frugiperda，Sf 9)细胞(由海南养生 

堂公 司馈赠)，胎牛血清 (Gibco，|nvitrogen公 

司)，Grace S昆虫细胞培养基(Gibco，Invitrogen 

公司)，Cellfectin(Invitrogen公司)。 

1．1．2 菌株及质粒 大肠杆菌菌株 E．coli 

DH5o~(由本 实 验 室 保 存 )，DH10Bac菌 株 

(Invitrogen公司)，载体 pFastBac 1(Invitrogen 

公司)，pGEM—CYP3A4、pGEM—P 及 pGEM—cyt 

b (由本实验室先前构建)。 

1．1．3 生 物及化学试 剂 KOD．plus DNA 

polymerase(Toyobo公 司)，q'4 DNA 连接 酶、 

BamH I Xho I、Not I、Sph I(TaKaRa公 司)， 

AxyPrep Body Fluid Viral DNA／RNA Miniprep 

Kit(Axygen Biosciences公司)，PCR引物合成和 

DNA测序服务均由上海生物工程有限公司提 

供，X—gal、蛋白胨和酵母提取物(BBI公司)，琼 

脂糖、琼脂粉、IPTG、氨苄青霉素、庆大霉素、四 

环霉素和硫酸卡那霉素(上海生物工程有限公 

司)，K PO (国药集团化学试剂有限公司)，无 

水乙醇(杭州大方化学试剂厂)。 

1．1．4 主要仪器设备 Centrifuge 5415冷冻 

离 心 机 (Eppendoff 公 司 )，Allegra 64R 

Centrifuge冷冻离心机(Beckman公司)，Master 

Gradient PCR扩增 仪 (Eppendoff公 司)，VS 

一840—2型超净工作台(上海博迅科学仪器厂)， 

LRH．250．1I微电脑控制生化培养箱(广东医疗 

器械厂)，Universal hood凝胶成像系统(美 国 

BIORAD公司)，GeneQp,ant核酸蛋 白测定仪 

(安玛西亚公司)，Agilent 1200高效液相色谱 

仪(Agilent公司)。 

1．2 方法 

1．2．1 Bacmid．CYP3A4、Bacmid—POR和 Bacmid 

—cyt b 重组黏粒的制备 分别将 CYP3A4、POR 

和c 6 这3种基因的 PCR产物与 pFastBac 1 

载体质粒一起进行双酶切，回收酶切产物用 T4 



浙江大学学报(医学版) 第42卷 

连接酶在 16~C连接过夜，转化至 DH5(x感受态 

细胞中，挑取单克隆进行双酶切及测序鉴定。 

将鉴定正确的 3种重组载体转化至 DH10Bac 

感受态细胞中，进行蓝白斑筛选，挑取白斑提黏 

粒进行 PCR和测序鉴定。 

1．2．2 转染及3种昆虫病毒的扩增 将测序正 

确 的 Bacmid—CYP3A4、Bacmid—POR和 Bacmid 

．  6 重组黏粒分别转染 Sf 9细胞，72 h后收 

集细胞培养液，500 X g离心 5 rain，吸取上清即 

为第一代病毒液 P1；用 P1感染 Sf 9细胞，72 h 

后按上述方法离心收集可得到 P2，进一步扩增 

又可得到 P3，一般 P3便可用于蛋白的表达。 

1．2．3 Rea1．Time PCR法测病毒滴度 从 

DH10Bac菌中提取空白 Bacmid—pFastBac DNA， 

用 GeneQuant仪器测定其质量浓度为 1608 

rI1l，然后用双蒸水对其进行逐级稀释，得到质量 

浓度分别为 160．8、16．08、1．608、1．608 X 10 

ml和 1．608×10～ g／ml，将其作为随行标 

准曲线。然后用病毒基因组提取试剂盒从上述 

3种 P3病毒液中提取病毒基因组，并分别稀释 

1O倍和100倍作为样品。Real—time PCR上下游 

引物分别为，上游：5 一ATcATCAAcATGGGAGAC 

TCCCACGTGG．．3，下游：5 一CTAGCTCCACACGT 

CCAGGGAGTAGC一3 ；PCR反应体系 10 l，其中 

模板 0．8 l，反应参数：95％预变性 30 S，95℃变 

性 5 S，60℃退火 30 S，72℃延伸 8 S，40次循环。 

1．2．4 Sf 9细胞的悬浮培养 及其条件优化 

由于制备微粒体需要大量的细胞，而 Sf 9细 

胞本身是半贴壁生长的，因此本实验采用悬浮 

培养的方法对Sf 9细胞进行大批量培养。实验 

中首先对细胞悬浮培养的条件进行了摸索，通 

过每天对细胞的计数绘制细胞的生长曲线；然 

后，在细胞悬浮培养时主要对以下 5个条件进 

行优化：恒温摇床的温度、恒温摇床的转速、每 

个摇瓶中细胞液的量、表面活性剂的加量及细 

胞应培养的时间。 

1．2．5 CYP3A4与 POR和 cyt b 的共表达 

将上述制备的 3种 P3病毒液按 v．CYP3A4、 

v—POR和 v—cyt b 的体积比，分别为 1：0．5：1、1： 

1：1、1：1．5：1和 1：2：1的比例加入至 Sf 9细胞 

中，24 h后加入无菌的氯高铁血红素溶液至终 

质量浓度为3 ml，表达 72 h后 500×g离心 

5 min，收集细胞，1 X PBS洗涤细胞数次，最后 

1 000 X g离心 5 rain，弃尽上清。 

1．2．6 微粒体的制备 收集的表达细胞加入 

适量含 PMSF的 P450溶解液，冰浴超声破碎， 

功率30 w，超声 l5次，每次6 S，间隔 14 S。然 

后，4℃，9 000 X g离心20 min，取上清即为 s9 

溶液。将 s9置于高速离心机中，4℃，19 000 X 

g离心 15 rain，取上清置于超高速离心机中， 

4℃，100 000 X g离心55 rain，弃去上清，沉淀用 

100 mmol／L pH 7．4的磷酸钾缓冲液溶解即得 

到微粒体溶液。 

1．2．7 代谢条件选择 将微粒体用新鲜配制 

的再生系统分别稀释至 0．5、1．0、1．5、2．0 mg／ 

ml进行孵育，最后将代谢产物峰对酶浓度作 

图，用来考查代谢的最佳酶浓度。将代谢孵育 

时间分别设为0、10、20、40、60和90 min，最终 

将代谢产物峰对孵育时间作图，用来考查最佳 

的代谢孵育时间。 

1．2．8 代谢动力学参数比较 将4种不同的 

微粒体用新鲜配制的再生系统稀释至上述最佳 

酶浓度，加入底物睾酮使其终浓度为 0、10、20、 

50、100、150、200、300 I．tmol／L，混匀，在 37cC水 

浴中预孵育5 rain，立即加入 NADP／NADPH启 

动反应。孵育时间为上述得到的最佳孵育时 

问，然后加 200 Ixl冰乙腈涡旋，沉淀蛋白并终 

止反应，置于预先冷却的离心机中4℃，16 000 

X g离心 20 rain，取上清 HPLC分析，测定代谢 

产物6B-羟基睾酮浓度，每个样品平行 3份操 

作。最后，通过 GraphPad Prism 5(Vision 5．01) 

计算米氏常数 K 值、最大反应速率 值以及 

内在代谢清除率 CL。 ( ／K )。 

2 结 果 

2．1 Bacmid—C 3 4、Bacmid—POR和 Bacmid 

— cyt b 重组黏粒的 PCR鉴定 以 M13(+)／ 

M13(一)作 为上下游引物分别对重组黏粒 

Bacmid—CYP3A4、Bacmid—P 和 Bacmid—cyt b5 

进行 PCR，其产物用琼脂糖凝胶电泳鉴定(图 

1)。结果显示，3种重组黏粒 Bacmid—CYP3A4、 

Bacmid—POR和 Bacmid—cyt b 的 PCR产物分别 

在约3 800 bp、4 400 bp和2 700 bp处得到一条 

明亮条带，与理论值相符。 
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旧 

时间／rain 

旧 

蛋白浓度 ／(mg·ml ) 

图4 微粒体代谢的产物量与时间(A)及与微粒体蛋白浓度(B)的关系 

Fig．4 The relationship between metabolic amount and incubation time(A)and between 

metabolic amount and microsome protein concentration(B) 

2．5 不同微粒体的代谢动力学参数及代谢活 

性比较 分别比较 4种微粒体的代谢动力学参 

数时(图5A和B，表2)，发现当CYP3A4：POR： 

cyt b5：1：1：1的比例时， 值为 119．6 i~mol／L， 

为0．52 t~mol／(rain·g蛋白)，此时 i 为 

4．34 ml／(rain·g蛋 白)，为 4种微粒体中最 

大，说明当 CYP3A4：POR：cyt b5=1：1：1时，所 

表达的微粒体代谢活性最高。 

0 100 200 300 400 0
．00 

睾酮浓度／(~mol·L ) 

O．05 0．10 0．15 

睾酮浓度的倒数 

一 CYP3A4：POR：cytbs=l：0．5：1；一 CYP3A4：POR：cyt bs=l：1：1；一 CYP3A4：POR：cytb5 1：1．5：1； 

一 CYP3A4：POR：cyt bs=1：2：1． 

A：不同微粒体代谢睾酮生成 6B一羟基睾酮的代谢动力学；B：Lineweaver—Burk图． 

图5 不同微粒体代谢睾酮的代谢动力学曲线及其Lineweaver—Burk图 

Fig．5 The kinetic curves and Lineweaver-Burk plot of the metabolism of testosterone by 

different microsomes 

表2 不同微粒体代谢睾酮得到的代谢动力学参数 

Table 2 Parameters for kinetics of metabolism of testosterone by different microsomes ( ：3) 

如 ∞ 如 加 m O 

裁豆g碍 巷 

5  4  3  2  1  O  

0  0  O  O  O  

石 一∞／u重)／I。g三＼槲 拳 
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3 讨 论 

人 CYP3A4是人肝脏中主要的一类细胞色 

素P450酶，它负责代谢大量的临床用药及部分 

环境污染物和内源性物质 J。细胞色素 P450 

氧化还原酶 (cytochrome P450 oxidoreductase， 

POR)是存在于内质网上专一为细胞色素 P450 

传递电子的一类蛋白。细胞色素 b (cytochrome 

b5，cyt b5)则 接受 NADH：cyt b5还 原 酶或 

NADPH：POR系统传递的电子，并最终将电子 

传递给 CYP或其他酶 J。单独表达的CYP3A4 

由于缺少 POR及 cyt b 等电子转运蛋白而没有 

活性。因此，本研究通过共表达 CYP3A4、POR 

及 cyt b 的方法，以及表达条件的优化来获得 

较高代谢活性的微粒体。 

本研究以杆状昆虫表达系统，对 CYP3A4、 

POR及 cyt b 进行了共表达，并对摇床的温度、 

转速、摇瓶中细胞液的量、表面活性剂的加量、 

细胞的培养时间及 3种病毒的加量比例等表达 

条件进行了优化。最终通过细胞的生长曲线和 

表达产物制得微粒体对睾酮的代谢动力学曲 

线。本研究发现，当恒温摇床的温度为 27℃， 

转速为 90 r／min，每 250 ml摇瓶中加入 80～ 

120 ml细胞密度为5×10 个／ml的细胞液，并 

加入 0．1％的 Pluronic@ F一68，细胞培养 72 h 

时，最适合细胞的生长和目的蛋白的表达。此 

时，当3种病毒的加量比例为 1：1：1时，表达条 

件最佳，其对底物睾酮代谢的 K 值、 和 

分别为 1 19．6~mol／L、0．52 txmol／(rain·g 

蛋白)和4．34 ml／(min·g蛋白)。接下去我们 

将通过更换表达载体和蛋白融合的表达方法来 

进一步提高目的蛋白的表达量及 CYP3A4的代 

谢活性。 

在新药开发的早期，药物代谢的研究可以 

促进新化合物的筛选效率，并提高其在临床上 

的成功率 。而在新药的筛选和开发过程中， 

研究者通常运用两种不同的体外代谢研究方法 

来评价基于 CYP的药物一药物相互作用(drug． 

drug interaction，DDI) 。一种方法是研究该 

新药的代谢途径以及其它药物对该新药代谢的 

影响。另一种方法是研究该新药对其它药物代 

谢的影响。这两种方法都需要研究不 同的 

CYP酶和不同的底物。在药物．药物相互作用 

的研究中，人们发现不同的底物和代谢环境会 

对结果造成很大的不同，而 CYP3A4在这个现 

象中尤其明显  ̈。 

另外，由于 CYP3A4基因的多态性，不同人 

种以及同一人种的不同群体问都会携带不同的 

CYP3A4突变体，如 CYP3A4：l=3、CYP3A4 4、 

CYP3A4：I：5及 CYP3A4 18[ 。。 等。CYP3A4 

的这些突变体必然会引起 CYP3A4在代谢临床 

用药或环境污染物上的改变_】 。有些突变体 

相对于野生型的 CYP3A4来说代谢活性变大 

了，这就会造成临床用药的药效下降；而有些突 

变体相对于野生型的 CYP3A4来说代谢活性减 

弱或消失了，这又会造成临床用药的毒性增加。 

因此，用定点突变异源表达的方法克隆表达出 

各种不同的 CYP3A4突变体，并将其用于临床 

药物的代谢检测，有助于了解不同 CYP3A4突 

变体对某种药物的代谢能力，从而为个体化用 

药提供宝贵的参考数据 孓 J。 

综上，本研究通过三重共表达 CYP3A4、 

POR及 cyt b ，以及对表达条件的优化不仅提 

高了目的蛋白的表达量，而且还得到了较高代 

谢活性的CYP3A4，从而为新药代谢及药物-药 

物相互作用研究奠定了基础。此外，本研究的 

表达方法在经过优化后可以放大培养，并且可 

以用 于 其 他 药 物 代 谢 酶 (如 CYP2D6、 

CYP2A13、CYP2B6等等)的表达  ̈ J，从而可 

以获得大量高代谢活性的药物代谢酶，为实验 

室及临床前新药的体外药物代谢动力学试验提 

供了不可或缺的酶源。另外，对各种药物代谢 

酶突变体的表达及代谢活性测定也为个体化用 

药提供了非常宝贵的参考数据。 
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