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鉴定活性维生素 D细胞模型的构建 
 

程佳，王永吉 

（陕西理工大学维生素D生理与应用研究所，陕西汉中 723000） 

摘要：本文构建了维生素 D 受体（Vitamin D receptor，VDR）融合蛋白的真核表达载体，并获得稳定表达 VDR 融合蛋白的细胞

体系，为含有活性维生素D食品及药物的鉴定建立成熟的细胞模型。设计并合成特异性引物扩增VDR基因，将扩增产物克隆至 pcDNA 

3.1/His 真核表达载体上，将其转染 HEK293 细胞。采用免疫沉淀（IP）技术鉴定 VDR 融合蛋白的表达效率。在构建 pcDNA 3.1/VDR-His

成功的基础上，用活性 1,25(OH)2D3处理转染的细胞，收集总蛋白和 mRNA，分别利用免疫印迹（Western blot，WB）和实时定量 PCR

（qRT-PCR）技术，检测 VDR 融合蛋白以及其下游基因 CYP24A1 基因的表达。IP 结果证实 VDR 融合蛋白具有转录活性。WB 和

qRT-PCR 结果显示，1 nmol/L 浓度的活性 1,25(OH)2D3处理转染细胞能有效激活 VDR 蛋白的表达，以及显著增强 CYP24A1 的 mRNA

表达（p<0.01）。利用该细胞模型检测维生素 D 类药物的活性，结果显示不同药物中维生素 D 的活性与药物种类有关。pcDNA 

3.1/VDR-His 融合表达载体构建成功，并以此构建了鉴定活性维生素 D 的细胞模型。 
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Construction of a Cell Model for the Identification of Active Vitamin D 
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(Shaanxi University of Technology, Vitamin D Research Institute, Hanzhong 723000, China) 
Abstract: A eukaryotic expression vector containing a vitamin D receptor (VDR) fusion protein was constructed, enabling the creation of 

a cell system that could stably express VDR fusion protein, and a mature cell model for the identification of food and drugs containing active 

vitamin D was established. Specific primers were designed and synthesized to amplify the VDR gene, the gene amplification products were 

cloned into a pcDNA 3.1/His eukaryotic expression vector, and the vector was then transfected into HEK293 cells. Immunoprecipitation (IP) 

was used to identify the expression efficiency of the fusion protein. Using the successfully constructed pcDNA 3.1/VDR-His vector, the 

transfected HEK293 cells were treated with an active form of vitamin D, 1,25-dihydroxyvitamin D3, and then total protein and mRNA were 

quantified. Western blot (WB) analysis and quantitative real-time PCR (qRT-PCR) were used to detect the expression of the VDR fusion protein 

and its target gene, CYP24A1, respectively. The IP results showed that the VDR fusion protein had transcription activity. WB and qRT-PCR 

results showed that 1 nmol/L 1,25-dihydroxyvitamin D3 could effectively activate VDR fusion protein expression in the transfected cell system 

and significantly increase CYP24A1 mRNA expression (p < 0.01). This cell model was used to determine the activity of vitamin D drugs, and 

the results suggested that the vitamin D activity of different drugs was related to drug type. The pcDNA 3.1/VDR-His fusion-protein expression 

vector system was successfully constructed, and a cell model to identify active vitamin D in food and drugs was successfully established using 

the working vector. 
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维生素 D 是一种具有广泛生理活性的脂溶性甾

醇化合物，是调节机体钙、磷代谢的前体激素

（prohormone），与人类健康关系十分密切。当食物摄 

取维生素 D 不足或身体接受阳光照射不足时，会造成

维生素 D 缺乏症，严重时会引起儿童佝偻病、成人软

骨症及老年人骨质疏松症等疾病。近几年的研究表明，

维生素 D 缺乏还与内分泌系统[1]、免疫疾病[2]、肿瘤
[3,4]、慢性肾病[5]和糖尿病[6]等疾病的发生和发展密切

相关。 
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目前，在维生素 D 类的医药产品中，一类是维生

素 D 的保健制品，这类产品多含有维生素 D2或 D3，

通常用来改善钙吸收和维持维生素 D 的健康水平。另

一类是维生素 D 类药物，包括高剂量维生素 D 制剂、
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活性维生素 D 类化合物、活性维生素 D 化合物的前体

以及维生素 D 拮抗剂等。随着我国都市化进程的加快

以及生活方式的改变，维生素 D 缺乏的状况变得日益

严峻。因此，我国对维生素 D 生物医药产品的需求巨

大，对维生素 D 类药物的研发有助于提高国民健康水

平、生活质量及平均寿命。 
鉴定活性维生素 D 细胞模型的构建为发现新型

药物，从食品和天然药物中大规模快速筛选具有类维

生素 D 的活性成分，提供了高效的技术方法，并对维

生素 D 类药物作用机制的研究具有重要意义。本研究

拟建立的细胞模型可用于活性维生素 D 的快速鉴定，

并能够对其效果进行定量判断。为研发新型维生素 D
类药物及其先导化合物提供了有力工具，也有助于食

品和天然药物成分中类维生素D活性作用的发现及其

相关产品的开发。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

HEK293 细胞（西北农林科技大学动物科学院提

供）；大肠杆菌 DH5α（北京鼎国），质粒 pcDNA3.1/His
（Invitrogen）；EcoR I，Hind Ⅲ和 T4 连接酶（NEB）；
质粒提取试剂盒和 PCR 产物纯化试剂盒（Axygen）；
胎牛血清（Gibeo）；DMEM 培养基（Gibeo）；转染试

剂（Nenofect）；细胞裂解液、His 抗体和 protein A+G
（碧云天）；VDR 和 β-actin 抗体（Santa Crus）；活性

1,25(OH)2D3 和 Trizol（Sigma）；反转录试剂盒

（TaKaRa）；CYP24A1 荧光探针（ABI）；其它试剂均

为国产或进口分析纯。 

1.2  方法 

1.2.1  pcDNA3.1/VDR-His 融合表达载体构建 
设计特异性引物扩增获得VDR基因序列，上游引

物 ：（ 带 有 Hind Ⅲ 酶 切 位 点 ） 5’-CGATG 
CAAGCTTCGCCACCATGGAGTGGAGGAATAAGA
AAAGGAG-3’，下游引物：（带有EcoR I单酶切位点）

5’-ATATTAGAATTCTCCTCCTCCTCCTCCTCCTCC
TCCTCCTCCTCCTCCGGAGATCTCATTGCCAAAC
ACTTC-3’，产物长度为 1480 bp。PCR扩增程序为：

95 ℃预变性 10 min，95 ℃变性 30 s，60 ℃退火 60 s，
55 ℃延伸 2 min，循环 30 次，72 ℃延伸 10 min，16 ℃
保存。EcoR I和Hind Ⅲ双酶切并胶回收pcDNA 3.1/His
载体以及VDR的PCR产物，连接并转化DH5α感受态，

转化的菌液均匀涂布于含 100 mg/L氨苄霉素的LB平
板上进行筛选，挑取单克隆，经菌液PCR及质粒双酶

切鉴定后，委托Invitrogen公司测序。保存序列比对一

致的菌液和质粒，以备使用。 
1.2.2  转染细胞及活性 1,25(OH)2D3处理 

用含 10%胎牛血清的高糖 DMEM 培养基培养

HEK293 细胞。将细胞接种于 60 mm 的培养皿中，待

细胞密度达到80%时，按照转染试剂说明书进行转染。

以 pcDNA3.1/His 载 体 为 照 组 ， 同 时 转 染

pcDNA3.1/VDR-His 融合蛋白表达载体，48 h 后收集

总蛋白。 
用不同浓度（0、0.01、0.1、1、10 和 20 nmol/L）

的活性1,25(OH)2D3分别处理稳定表达VDR融合蛋白

的细胞体系，12 h 后收集蛋白和 mRNA，分别检测

VDR 融合蛋白及其下游基因 CYP24A1 的表达情况。 
1.2.3  免疫沉淀（Immunoprecipitation，IP） 

将细胞用适量细胞裂解缓冲液（含蛋白酶抑制

剂），冰上裂解 30 min，4 ℃离心后取上清；在裂解液

中加入 1 μg 相应的抗体，4 ℃孵育过夜；将预处理过

的 10 μL protein A+G琼脂糖珠加入到和抗体孵育过夜

的细胞裂解液中，4 ℃孵育 4 h，使抗体与 protein A+G
琼脂糖珠偶连；反应后，4 ℃以 4000 r/min 离心 3 min；
吸去上清，用 1 mL 裂解缓冲液清洗琼脂糖珠 3 次；

最后加入15 μL的2×SDS上样缓冲液，沸水煮10 min；
10% SDS-PAGE 胶进行 WB 分析。 
1.2.4  Western blot（WB） 

用蛋白裂解液提取对照组和转染 pcDNA3.1/ 
VDR-His 表达载体的 HEK293 细胞的总蛋白。采用

BCA 法测定蛋白浓度，用 2×SDS 上样缓冲液将蛋白

浓度调整一致后，煮沸 15 min，用 10% SDS-PAGE 胶

电泳，将目的条带转移到 PVDF 膜上，用 5%脱脂牛

奶室温封闭 2 h，一抗孵育 2 h，二抗孵育 1 h，最后胶

片曝光检测目的蛋白。 
1.2.5  qRT-PCR 

用 Trizol 提取不同处理组细胞总 RNA，定量后按

照 TaKaRa 反转录试剂盒操作说明进行反转录，合成

cDNA。以此作为模板，采用 ABI 实时定量 PCR 系统

检测基因表达情况，具体操作按照说明书条件进行。

每个基因均以相同条件进行扩增，设 3 次重复，以

β-actin 作为内参基因。 

2  结果与讨论 

2.1  结果 

2.1.1  pcDNA 3.1/VDR-His 融合蛋白表达载体

的构建及鉴定 
将构建好的 pcDNA3.1/VDR-His 融合蛋白表达载
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体，用特异性引物进行菌液 PCR 检测，获得与预期一

致的片段（图 1a），约 1500 bp。提取的质粒经 Hind Ⅲ
和 EcoR Ⅰ双酶切电泳后出现大、小 2 条片段，其中

小片段为 VDR 基因（图 1b）。阳性克隆的测序结果显

示，氨基酸序列 100%配对，证明 pcDNA3.1/His 中插

入的 VDR 基因序列正确。 
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图1 pcDNA3.1/VDR-His表达载体的鉴定 

Fig.1 Identification of the pcDNA3.1/VDR-His expression 

vector 

注：图 a 表示菌液 PCR 鉴定结果（M：DL2000；1 和 2

是阴性克隆；3为阳性克隆）；图 b表示载体双酶切鉴定结果（M：

DL2000；1 为 Hind Ⅲ单酶切；2 为 Hind Ⅲ和 EcoR I 双酶切；

3 为 EcoR I 单酶切）。 

2.1.2  VDR-His 融合蛋白的表达 

 
图2 VDR融合蛋白表达效率 

Fig.2 Expression efficiency of VDR protein 

在转染质粒 48 h 后收集 HEK293 的总蛋白，采用

IP 技术验证 VDR 融合蛋白的表达效率。结果显示，

在 His 和 VDR 抗体下拉组中可分别检测出 VDR 和

His 蛋白的表达（图 2）。同时，在 pcDNA3.1/VDR-His
转染组中 VDR 蛋白表达明显增多。因此，

pcDNA3.1/VDR-His 融合蛋白表达载体构建成功。 
2.1.3  药物筛选细胞模型的建立 

用不同浓度的活性 1,25(OH)2D3 处理稳定表达

VDR 融合蛋白的细胞体系，连续孵育 12 h 后收集总

蛋白和 mRNA，进行 WB 和 qRT-PCR 分析。由检测

结果可知，活性 1,25(OH)2D3能有效激活 VDR 蛋白的

表达（图 3a）。随着处理浓度的增加，VDR 蛋白的表

达逐步升高，其中 1 nmol/L 的处理效果最明显。随后，

qRT-PCR 的结果也显示，1 nmol/L 的活性 1,25(OH)2D3

能显著增加 VDR 下游基因 CYP24A1 基因的表达量

（p<0.01，图 3b）。以上结果说明，该细胞模型能够

有效应答活性 1,25(OH)2D3的处理。 

 
图3 活性1,25(OH)2D3激活转染细胞VDR蛋白及CYP24A1基因

的表达 

Fig.3 Expression of the VDR protein and CYP24A1 gene in 

transfected cells induced by 1,25-dihydroxyvitamin D3 

注：图 a 为活性 1,25(OH)2D3增加了VDR 蛋白的表达（1~6

的浓度分别为 0、0.01、0.1、1、10 和 20 nmol/L）；图 b 为 1 nmol/L

的活性 1,25(OH)2D3 显著增加 CYP24A1 基因的 mRNA 表达

(p<0.01)。 

2.1.4  检测维生素 D 类药物的活性 

 
图4 利用细胞模型测定维生素D类药物的活性 

Fig.4 Measurement of the activity of vitamin D drugs with the 

cell model 

注：1~5 的药物浓度分别为 0、0.01、0.1、1 和 10 nmol/L；

**p<0.01，*p<0.05。 

由于VDR靶基因CYP24A1的相对表达量可以反

映出维生素 D 药物的生物活性，因此含有 VDR-His
融合蛋白的细胞模型能够用于检测维生素D类药物中

的活性成分，可用于维生素D药物的筛选和鉴别工作。

结果如图 4 所示，含有真核表达载体 pcDNA3.1/ 
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VDR-His 的细胞模型能够响应活性 1,25(OH)2D3 的药

物处理。并且在一定的药物浓度范围内（0~1 nmol/L），
CYP24A1 的表达呈上升趋势。此外，为了验证该细胞

模型检测其他维生素 D 类药物中活性成分的有效性，

利用该模型对另外两种维生素 D 药物进行了分析。结

果表明，其他两种维生素 D 药物的处理与活性

1,25(OH)2D3 的阳性对照略有差异。药物 A 和药物 B
的处理浓度存在上限，且随着药物处理浓度的增加，

CYP24A1 的表达有所降低，但数据分析显示无统计学

意义，说明不同药物中维生素D活性与药物种类有关。 

2.2  讨论 

近几年，由于我国对维生素 D 类药物产品需求与

维生素 D 类药物研发迟缓之间的矛盾，有关鉴定活性

维生素 D 的细胞模型已成为必要的研究工具之一。同

时，由于 VDR 在维生素 D 体系中的关键作用，因此

VDR 体外细胞模型在维生 D 类药物研发过程中具有

重要应用价值。此外，由于多聚组氨酸（His）亲和标

签的分子量相对较小且带有电荷，几乎不影响目的蛋

白的活性，其纯化产物可直接用于蛋白功能的研究[7]，

因此在目的蛋白一端融合组氨酸纯化标签已成为获得

表达重组蛋白的常用方法之一[7,8]。 
尤其是在药物研发过程中，需要对候选药物的药

代动力学、药效学以及毒理学特征等进行确认，但传

统研发体系缺乏能够在早期准确高效分析药物代谢作

用、毒性反应的体外模型。由于细胞模型，相比单纯

的生化或细胞器模型，更能体现机体生理活动的结构

基础和功能；而较组织器官代谢模型，在技术应用上

具有更大的可行性[9]。因此，以细胞为基本功能单位

的分析模型(cell-based assay，CBA)在现代药物研发技

术中被广泛使用[10~12]。 
一般情况下，当 1,25(OH)2D3结合在 VDR 的配体

结构域上，会引起 VDR 构象改变，使其与视黄酸受

体（retinoid X receptor，RXR）形成异源二聚体，

VDR-RXR 复合物作用于靶基因的转录起始位点上，

从而调控靶基因的转录[13,14]。因此，检测 VDR 下游

基因CYP24A1表达的结果能反推VDR融合蛋白具有

转录活性。同时，说明 pcDNA3.1/VDR-His 融合表达

载体构建成功，以此建立的细胞模型能有效应答

1,25(OH)2D3的处理。但其作用效果存在上限，即当活

性 1,25(OH)2D3的浓度达到 1 nmol/L 以上时，一方面

VDR 融合蛋白的表达不再增加，另一方面 VDR 下游

基因 CYP24A1 的 mRNA 水平有所下降。 
另外，利用该细胞模型对维生素 D 类药物的活性

检测，结果显示不同药物中维生素 D 的活性与药物种

类有关。而维生素 D 类药物的生产工艺、制剂类型和

储藏方式等因素是否会对维生素 D 的活性产生影响，

还有待进一步研究。此外，食品及药物中活性维生素

D 的鉴定还必须通过适当的检测方法反复验证。在今

后的研究中有必要增加光学分析、色谱分析、质谱和

核磁共振等检测技术在活性成分鉴定方面的应用[15]。 

3  结论 

综上所述，成功构建了 pcDNA3.1/VDR-His 融合

表达载体以及鉴定活性维生素 D 细胞模型，为筛选具

有生物活性的维生素D食品及药物研发提供了一个新

平台。 
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