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摘 　 要 　 目的 　 研究中国汉族人群中发现的 CYP2C9 新变异体 A149V 的药物代谢活性。 方法 　 随机采集 2018 年北京医院

心内科住院患者血样并采用磁珠法抽提基因组 DNA,PCR 扩增 CYP2C9 基因启动子区及 9 个外显子区用于基因分型。 体外构建

双表达杆状病毒载体 pFastBac - OR - CYP2C9,转染 DH10Bac 大肠杆菌获得杆粒,使用昆虫系统表达 CYP2C9 及 CYPOR,并进行

Western blot 法验证。 采用差速离心法制备 CYP2C9 微粒体,使用 3 种探针药物进行体外酶活性研究。 结果 　 513 例样本中检测

到一种新的 CYP2C9 突变 446C > T,可导致 CYP2C9 第 149 位氨基酸由丙氨酸被缬氨酸替换(A149V)。 利用昆虫表达系统成功

获得了新变异体 A149V 及典型 CYP2C9 变异体的微粒体,Western blot 法检测结果显示,A149V 的氨基酸替换并不会影响

CYP2C9 酶的表达水平。 体外药物代谢活性数据显示,新变异体 A149V 对 3 种探针药物甲苯磺丁脲、双氯芬酸和氯沙坦的清除

率分别是野生型的 17. 90% 、24. 73% 和 5. 54% 。 结论 　 中国汉族人群中发现的 CYP2C9 新变异体 A149V 为慢代谢类型。
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Abstract　 Objective 　 To study the metabolic activity of a newly detected CYP2C9 variant A149V in Chinese Han population.
Methods　 Blood samples were collected from inpatients in the Department of Cardiology and genomic DNAs were extracted with magnetic
beads. The promoter region and 9 exons of CYP2C9 gene were amplified by PCR and used for the sequencing and genotyping. The baculo-
virus vector pFASTBac - OR - CYP2C9 was constructed in vitro and transfected into Escherichia coli DH10Bac to obtain the bacmid plas-
mid. CYP2C9 and CYPOR were then expressed with insect cell expression system and verified by Western blot. The CYP2C9 microsomes
were prepared by differential centrifugation and their metabolic activities were investigated with three probe drugs in vitro. Results　 A new
CYP2C9 mutation 446C > T was detected in 513 individuals, and this genetic mutation can cause the amino acid substitution of alanine
with valine at site 149 (named A149V) . Microsomes of A149V and typical CYP2C9 variants were successfully obtained by the insect ex-
pression system. Western blot results showed that amino acid substitution of A149V did not affect the expression level of CYP2C9 enzyme.
In vitro data of metabolic activity analysis indicated that the clearance rates of novel variant A149V for tolbutamide, diclofenac and losartan
were only 17. 90% , 24. 73% and 5. 54% of the wild type, respectively. Conclusion　 Newly detected CYP2C9 variant A149V in Chi-
nese Han population belongs to the poor metabolic mutation.
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　 　 现代医疗离不开药物,但患者对药物治疗的反应

存在较大的个体差异,只有 50% ~ 75% 的患者对药

物治疗干预反应充分,而其他患者要么疗效欠佳,要

么遭受不良反应事件 [1,2] 。 药物治疗结果可被多种

因素影响,如环境因素(共同用药、饮食、吸烟等)、生
理因素(性别、年龄、伴生疾病等)和遗传因素,其中

遗传变异可解释 20% ~ 30% 的不同治疗结局 [3] 。 随

着对基因型 - 药物反应关系理解的不断加深,美国食

品和药品监督管理局和欧洲药品管理局针对医疗机

构发布了含药物遗传学信息的药品标签,近年来其数

量呈现出不断递增的趋势 [4] 。 根据临床药物基因组

学实施联盟( Clinical Pharmacogenetics Implementation
Consortium,CPIC)发布的指南,目前已有 119 种基因

被认为具有药物遗传学活性,如 HLA、CYP、MTH2、
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VKORC1 等。
细胞色素 P450 ( cytochrome P450, CYP)是人体

内主要的药物代谢酶,它们能催化代谢多种内源、外
源物质,通过结构中存在的铁离子传递电子氧化异

源物,增强异源物的水溶性使其更易排出体外 [5] 。
CPIC 发布的被认为具有药物遗传学活性的基因中,
包含 多 个 CYP 的 亚 家 族, 如 CYP2C9、 CYP2C19、
CYP2D6 等,其中 CYP2C9 是 CYP2 亚家族中的重要

成员,约占肝微粒体 P450 蛋白总量的 20% ,约有

16% 的临床药物经由 CYP2C9 代谢 [6] 。 已有研究表

明,CYP2C9 编码基因的遗传多态性可显著改变 CYP
酶的药物代谢活性,进而影响药物的体内代谢情况,
并导致可能的药物不良反应的发生,尤其是针对像华

法林这类低治疗窗的药物时更为显著[7] 。
前期研究中,笔者针对中国汉族人群建立了国际

范围内单一民族最大的 CYP2C9 等位基因遗传多态

性数据库,共检测到 14 种已知等位基因,同时还发现

了 22 种新的非同义突变,其中的 21 种被国际人类

CYP 等 位 基 因 命 名 委 员 会 命 名 为 新 等 位 基 因

CYP2C9∗36 ~ CYP2C9∗56,后续研究中笔者又发现

了 4 种 CYP2C9 新 变 异 类 型, 即 CYP2C9 ∗ 58、
CYP2C9∗59、CYP2C9∗60、CYP2C9∗62 [8 ~ 12] 。 研究

结果表明,汉族人群中可能还存在许多未被发现的

CYP2C9 突变类型。 本研究对近年来发现的另外一

种 CYP2C9 新变异体 A149V 进行了体外重组表达,
并在此基础上开展了药物代谢活性研究。

材料与方法

1. 材料:FineQuick 快速磁珠法血液基因组提取

试剂盒购自常州济凡生物科技有限公司;2 × Rapid
Taq Master Mix 购自南京诺唯赞生物科技股份有限公

司;PrimeSTAR Max DNA Polymerase 高保真扩增酶、
EcoRⅠ及 SalⅠ限制性内切酶、DNA 连接试剂均购自

日本 TaKaRa Bio 公司;PCR 扩增及测序用引物均由

北京擎科生物科技有限公司合成;草地贪夜蛾昆虫细

胞(Sf21)、Sf - 900 TM Ⅲ SFM 昆虫培养基、胎牛血清

和 Bac - to - Bac 杆状病毒表达系统购自美国 Invitro-
gen 公司;双表达杆状病毒载体 pFastBac - OR 为实验

室自主构建 [13] ;兔多克隆 CYP2C9 抗体购自英国 Ab-
cam 公司;小鼠单克隆 CYPOR 抗体购自美国 Santa
Cruz Biotechnology 公司。 甲苯磺丁脲和氯沙坦购自

美国 Sigma - Aldrich 公司。 双氯芬酸购自日本东京

化学工 业 公 司。 NADPH 购 自 美 国 Promega 公 司。
高效液相色谱级溶剂购自美国 Fisher Scientific 公

司。 所有使用的其他化学物质和溶剂都是分析级

或更高等级。
2. 样本采集及 CYP2C9 基因分型分析:本研究随

机采集 2018 年北京医院心内科京籍汉族患者的全血

样本,所有纳入实验的研究对象均已签署知情同意

书,本研究已获北京医院医学伦理学委员会审批(伦

理批件号:2021BJYYEC - 324 - 01)。 取 200μl EDTA
抗凝全血样本,参照 FineQuick 快速磁珠法血液基因

组提取试剂盒使用说明,利用全自动核酸提取纯化仪

(常州济凡生物科技有限公司)提取基因组 DNA。 利

用 2 × Rapid Taq Master Mix 参照先前报道的方法开

展 CYP2C9 基因启动子区及外显子区扩增,产物切胶

回收后送北京天一辉远生物科技有限公司开展 San-
ger 测序 [13 ~ 16] 。 PharmVar 网站下载 CYP2C9 的参考

序列(NG_ 008385. 1),使用 Lasergene(Version:7. 1. 0)
软件的 Seqman 组件将获得的测序序列与参考序列进

行比对分析,并参照 PharmVar 网站中列出的等位基

因信息,对入组样本进行 CYP2C9 基因分型分析。
3. 表达载体的构建和重组 CYP2C9 蛋白的表达:

参照先前报道的重叠延伸 PCR 扩增方法,构建典型

CYP2C9 缺陷型变异体 CYP2C9∗3 [13 ~ 16] 。 同时利用

引 物 5′ - AGAGGAAGtCCGCTGCC - 3′ 及 5′ -
GGCAGCGGaCTTCCTCT - 3′(突变位点用小写字母标

注) 通 过 两 轮 PCR 扩 增 将 446C > T 突 变 引 入

CYP2C9 cDNA,从而获得新变异体 A149V 的编码区

全长片段。 扩增产物切胶纯化后利用 EcoRⅠ及 Sal
Ⅰ双酶切,酶切产物纯化后连接至 pFastBac Dual -
OR 载体,得到双表达杆状病毒载体 pFastBac - OR -
CYP2C9。 载 体 转 化 大 肠 杆 菌 DH10Bac 后, 利 用

M13F 及 M13R 引物筛选阳性克隆并提取杆粒 DNA。
参照 Bac - to - Bac 杆状病毒表达系统说明书,转染

昆虫细胞 Sf21 获得同时表达 CYP2C9 及 CYPOR 的

昆虫病毒悬液,并用于昆虫细胞中大量表达 CYP2C9
和 CYPOR(cytochrome P450 oxidoreductase)。 采用差

速离 心 法 制 备 昆 虫 微 粒 体, Western blot 法 验 证

CYP2C9 和 CYPOR 的表达,利用 CYP2C9 标准品对

表达的各 CYP2C9 变异体进行目的蛋白定量分析。
4. 酶动力学分析:参照文献[13 ~ 15]的方法,使

用 3 种 CYP2C9 探针药物(双氯芬酸、甲苯磺丁脲和

氯沙坦)评估野生型和突变型 CYP2C9 的药物代谢活

性,使用 GraphPad Prism 9. 0 软件计算酶促动力学参

数 Km、 Vmax 及 清 除 率 Clint ( Vmax / Km )。 使 用 SPSS
25. 0 统计学软件对数据进行统计分析,经 t 检验分析
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各 CYP2C9 变异体间的药代参数,以 P < 0. 05 为差异

有统计学意义。
结 　 　 果

本研 究 通 过 对 513 例 汉 族 住 院 患 者 开 展 了

CYP2C9 基因遗传多态性分析,发现其中 1 例患者携

带了一种全新的 CYP2C9 突变类型。 测序结果表明,
新的突变位点位于 CYP2C9 基因第 3 外显子, cDNA
第 446 位(C > T),会导致 CYP2C9 蛋白第 149 位的

丙氨酸被替换为缬氨酸(缩写为 A149V),其测序峰

图详见图 1。

图 1　 新变异体 A149V 携带者基因测序峰图

箭头所指为新突变的杂合位点,方框内为第 149 位

密码子及其变异情况

　

　 　 利用昆虫细胞表达系统成功重组表达 CYP2C9
和 CYPOR, 经 蛋 白 免 疫 印 迹 分 析。 如 图 2 所 示,
A149V 的蛋白质表达水平与野生型 CYP2C9. 1、典型

突变体 CYP2C9. 3 相近。

图 2　 昆虫细胞微粒体中重组表达的 CYP2C9
和 CYPOR 蛋白免疫印迹分析

　

为深入研究新突变位点对 CYP2C9 酶活性的影

响,采用 3 种 CYP2C9 典型探针药物甲苯磺丁脲、双
氯芬酸和氯沙坦开展了体外药物代谢活性分析。
图 3为这些底物的 Michaelis - Menten 拟合曲线图,其
中新变异体 A149V 的代谢活性远小于野生型,与典

型慢代谢变异体 CYP2C9. 3 相近。 表 1 为重组表达

的 3 种 CYP2C9 蛋白针对 3 种探针药物的药代动力

学参数,新变异体 A149V 针对 3 种探针药物的清除

率分别仅为野生型的 17. 90% 、24. 73% 和 5. 54% ,提
示新变异体 A149V 的药物代谢活性由于 149 位处丙

氨酸被替换为缬氨酸而显著降低。

图 3　 CYP2C9 微粒体对 3 种探针药物代谢的酶动力学曲线

A. 甲苯磺丁脲 B. 双氯芬酸 C. 氯沙坦

　
表 1　 CYP2C9 各突变型微粒体对探针药物代谢的酶动力学参数

底物 变异体
最大反应速率[Vmax ,pmol /

(min·pmol P450) ]
米氏常数

(Km ,μmol / L)
清除率

(Vmax / Km )
相对清除率

( / CYP2C9. 1,% )
CYP2C9. 1 1. 300 ± 0. 065 143. 600 ± 15. 027 (9. 050 ± 0. 490) × 10 - 3 100. 00

甲苯磺丁脲 CYP2C9. 3 0. 400 ± 0. 038∗ 501. 430 ± 65. 610∗ (0. 810 ± 0. 051) × 10 - 3 ∗ 8. 93∗

A149V 0. 270 ± 0. 011∗ 168. 700 ± 22. 130 (1. 620 ± 0. 150) × 10 - 3 ∗ 17. 90∗

CYP2C9. 1 10. 550 ± 0. 050 4. 430 ± 0. 210 2. 380 ± 0. 100 100. 00
双氯芬酸 CYP2C9. 3 9. 690 ± 0. 140∗ 11. 650 ± 0. 570∗ 0. 830 ± 0. 030∗ 34. 95∗

A149V 1. 940 ± 0. 030∗ 3. 290 ± 0. 110∗ 0. 590 ± 0. 010∗ 24. 73∗

氯沙坦 CYP2C9. 1 0. 370 ± 0. 026 2. 160 ± 0. 390 0. 170 ± 0. 020 100. 00
CYP2C9. 3 0. 0580 ± 0. 002∗ 4. 420 ± 0. 390∗ 0. 013 ± 0. 001∗ 7. 61∗

A149V 0. 038 ± 0. 001∗ 3. 940 ± 0. 380∗ 0. 009 ± 0. 001∗ 5. 54∗

　 　 与 CYP2C9. 1 比较,∗ P < 0. 05
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讨 　 　 论

本研究在对中国汉族志愿者的 CYP2C9 基因测

序分型筛查工作中发现了一种全新的 CYP2C9 变异

体 A149V,体外酶动力学实验显示该变异体的药物代

谢活性明显降低,为一种慢代谢突变类型。 前期笔者

通过 对 2127 例 汉 族 志 愿 者 的 基 因 分 型, 曾 发 现

CYP2C9 蛋白的第 149 位氨基酸存在着丙氨酸被苏

氨酸替换( A149T)的变异类型,并已被人类 CYP 等

位基因命名委员会命名为 CYP2C9∗46 [8] 。 随后的

体外功能研究表明,CYP2C9∗46 为慢代谢突变类型

并导致其蛋白表达水平较野生型明显降低 [17] 。 本研

究中 A149V 的体外结果与此类似。 另一方面,在

CYP2C9 第 149 位氨基酸附近已有多种变异类型被

相继 发 现, 如 CYP2C9 ∗ 2 ( R144C )、 CYP2C9 ∗ 8
( R150H )、 CYP2C9 ∗ 27 ( R150L ) 和 CYP2C9 ∗ 63
(R144H)等 [18 ~ 20] 。 体内外药物代谢活性研究表明,
与野生型 CYP2C9∗1 比较,CYP2C9∗2 为慢代谢类

型,CYP2C9∗8 为快代谢类型,CYP2C9∗27 代谢活

性无明显改变,而 CYP2C9∗63 活性尚未报道。 这些

结果与本研究结果共同显示,CYP2C9 的第 149 位及

其周围的氨基酸容易出现遗传变异,同时这些位点对

于药物代谢活性的正常维持具有重要作用。
遗传学研究表明,新发现的变异体 A149V 在全

部 513 例样本中仅有 1 例患者携带,其基因型频率仅

为 0. 19% ,与其他除 CYP2C9∗3 外的突变型等位基

因类似,A149V 属于典型的罕见突变类型。 另一方

面,本研究结果表明,与多数汉族人群中发现的罕见

型突变体类似, A149V 也是一种典型的慢代谢型

CYP2C9 变异体,其针对双氯芬酸及氯沙坦的代谢速

率甚至低于典型慢代谢类型 CYP2C9. 3,提示携带这

一突变的个体在服用经由 CYP2C9 代谢的药物时可

能会呈现出比 CYP2C9∗3 等位基因携带者更低的药

代特征,进而更容易出现药物不良反应,尤其在服用

治疗窗狭窄的药物(如抗凝药物华法林)时可能需要密

切关注和调整药物剂量。 结合既往研究,中国汉族人

群中约有 5%的个体携带各种罕见型 CYP2C9 变异体,
通过遗传学研究及时发现并进一步分析这些罕见变异

体的药代特性,具有重要的临床应用价值[8 ~ 12] 。
综上所述,本研究发现了一种全新的 CYP2C9 慢

代谢变异体 A149V,其人群中的等位基因频率需开展

进一步的研究予以揭示。 这些 CYP2C9 变异体的发

现进一步丰富了人们对药物基因组学的认知, 并为

建立适用于我国汉族人群的个体化用药指导原则具

有重要的理论指导意义。
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