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hVDR原核表达及其与重金属镉、铅的结合活性
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摘要:人类维生素 D 受体(hVDR)是重金属影响骨骼代谢的潜在受体通道，但目前没有重金属影响 hVDR 通道的报道 . 通过构

建含有 hVDR 的 pGEX-4T-1 表达质粒，建立了原核表达具生物学活性的 hVDR 的方法;然后根据核受体与其配体结合后可以

与核受体转录激活因子 2(Transcriptional intermediary factor 2，TIF2)-细菌碱性磷酸酶( bacterial alkaline phosphatase，BAP)融

合蛋白(TIF2-BAP)结合，建立了研究化学物质影响 hVDR 与核受体转录激活因子结合活性的磷酸对硝基苯酚法 . 通过该方法

研究发现，镉(CdCl2 )或铅(PbAc2 )均能提高 hVDR 与 TIF2-BAP 的非配体依赖性结合 .当加入 100 μmol /L和1 000 μmol /L氯化

镉(CdCl2 ) 后，结合活力分别显著上升至对照组的 3. 95 和 4. 39 倍 ( p < 0. 05);加入 100 μmol /L和 1 000 μmol /L醋酸铅
(PbAc2 )后，结合活力分别显著上升至对照组的 2. 29 和 3. 52 倍( p < 0. 05) . 这表明镉和铅可能通过干扰 hVDR 受体通道的正

常功能导致骨代谢异常和骨质疏松症的发生 .
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Abstract:Human vitamin D receptor (hVDR) is a potential receptor channel for heavy metals to affect bone metabolism，while to date
there is no report about the binding activity between heavy metals and hVDR. This study established a prokaryotic expression of hVDR
system，by cloned hVDR-LBD into pGEX-4T-1 vector. Then according to the principle that the nuclear receptor binding with its ligand
can be combined with nuclear receptor coactivator 2-bacterial alkaline phosphatase fusion protein ( TIF2-BAP)，we established a
method of p-nitrophenylphosphate-alkaline phosphatase to analyse the effects of chemical on the binding activity between hVDR and
TIF2-BAP. Using this method，we studied the binding activities between hVDR and TIF2-BAP after exposure of cadmium and lead.
The results showed that the binding activities significantly increased to 3. 95 and 4. 39 times that of the control after exposure of 100
μmol /L and 1 000 μmol /L cadmium chloride (CdCl2 )，and the binding activities significantly increased to 2. 29 and 3. 52 times that
of the control after exposure of 100 μmol /L and 1 000 μmol /L lead acetate ( PbAc2 )，respectively. These results indicate that
cadmium and lead can mimic the activity of 1，25-(OH) 2 D3，disrupt the normal function of hVDR receptor channel，which may be the
underlying mechanism of abnormal bone metabolism and osteoporosis caused by cadmium and lead.
Key words: human vitamin D receptor ( hVDR ); prokaryotic expression; heavy metals; combining effect; cadmium; lead; bone
metabolism

目前，重金属的污染已成为影响人类健康的重

要因素 .许多疾病的高发被怀疑与重金属污染有关，
但是其分子机制却并不清楚 . 镉和铅是 2 种重要的
重金属污染元素，可以导致多种人体疾病，其中由其

引起的佝偻病、软骨病、骨质疏松症、骨骼畸形和
骨骼代谢异常是最受关注的公共健康问题之一 . 20
世纪八大公害之一的“痛痛病”就是由于长期食用
被镉污染的大米而引起的，该病典型生理学特点之

一便是骨密度降低引起骨质疏松 .最近，全球各国的
大量流行病学调查进一步证明了镉、铅污染的增加
与骨密度的降低存在显著的相关性

［1］. 为了模拟和
证实人体暴露镉引起的流行病效应，Brzoska 等［2，3］

开展了饮水添加镉暴露老鼠实验，发现长期暴露 1
mg /L 镉就可以导致老鼠腰椎骨质疏松症、骨质软
化、硬度降低、骨骼代谢异常等 . 同样，对铅污染与
骨密度的流行病调查也得出了相似结论，发现长期

从事接触铅的工作也可以导致骨密度明显降低，接

触铅的时间与骨钙密度值呈显著负相关
［4］. 世界卫

生组织的大量调查和实验也证实了铅会降低骨钙含

量并影响骨骼发育
［5］.
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以前，一般认为镉和铅导致骨质疏松症、骨骼
代谢异常等疾病的原因是由于其在肾脏皮质中的大

量贮存，降低了肾脏中负责将 25-羟基维生素 D(25-
OHD3)催化为活性维生素 D［1，25-(OH) 2 D3，或称

骨化三醇］的肾 1α 羟化酶活性，使 1，25-(OH) 2 D3

生成减少，血液中 1，25-(OH) 2 D3 浓度降低，从而引

起成骨细胞活性下降，产生的基质减少，使骨量降

低，最终导致骨质疏松症发生
［4，6］. 最近，Engstrom

等
［7］
通过酶联免疫分析了不同镉暴露水平绝经妇

女的血液 1，25-(OH) 2 D3 浓度，否定了镉通过影响

血液 1，25-(OH) 2 D3 水平导致骨质疏松的说法 . 他
们的研究发现，尽管镉与骨密度等相关骨骼指标存

在显著相关性，但是镉污染水平与血液 1，25-
(OH ) 2 D3 浓度没有显著相关性，且血液 1，25-
(OH) 2 D3 浓度与骨骼指标也没有相关性 . 这样镉、
铅导致骨质疏松和骨骼代谢异常的机制仍不清楚，

有待进一步研究 .鉴于一些研究表明，镉可以与含羟
基、氨基、巯基的蛋白质分子结合，从而抑制许多
酶的活性

［8］. 而 1，25-(OH) 2 D3 发挥生理功能的通

道是维生素 D 受体(VDR)［9］，也是含羟基、氨基、
巯基的蛋白质 .且有研究表明 hVDR 与肠道钙吸收、
骨质代谢相关

［10 ～ 14］. 因此建立体外研究 hVDR 受
体活性的方法，开展重金属与 hVDR 的受体结合活
性分析，对于阐明镉、铅导致骨质疏松和骨骼代谢
异常的机制具有重要的意义 .

1 材料与方法

1. 1 材料
1. 1. 1 质粒、细胞株
质粒 pGEX-4T-1、菌株 E. coli DH5 购自北京鼎

国生物技术有限公司 . 含有重组质粒 PET28a-TIF2-
BAP 的 BL-21 菌株获赠于日本大阪大学药学院西川
淳一教授 .
1. 1. 2 主要试剂
二甲基亚砜，卡那霉素，氨苄青霉素，IPTG，溶

菌酶 Lysozyme，显色剂( p-nitrophenylphosphoric acid，
NPP)，还原型谷光苷肽，DTT，Nonidet P-40 ( reagent
grade )， EDTA ( Biotechnology Grade )， Tween 20
(Biotechnology Grade)均购自美国 Amresco 公司;亲
和吸附填料 Glutathione Sepharose 4B 购自瑞典
Amersham 公司，Ni-NTA agarose 购自 Qiagen 公司;
酵母 提 取 物，胰 蛋白胨购 自 英国 Oxoid 公司，
Pyrobest DNA 聚合酶、XhoⅠ、EcoRⅠ、T4 DNA 连
接酶以及 DNA 胶回收试剂盒、质粒提取试剂盒购

自 TaKaRa 公司;1，25-(OH) 2 D3 购自南京康满林化

工实业有限公司;氯化镉、醋酸铅购自上海亭新制
药厂 .
1. 1. 3 测试样品的配制

1，25-(OH) 2 D3 先用异丙醇配成终浓度为 0. 1
mol /L的储备液，然后按照 10 倍稀释的方法用
DMSO 稀释 7 个梯度 . 氯化镉、醋酸铅用去离子水
配成 0. 1 mol /L的储备液，然后按照 10 倍稀释的方
法用去离子水梯度稀释 .
1. 2 方法
1. 2. 1 pGEX-4T-1 VDR-LBD 表达载体的构建
利用 Trizol 法提取 Caco-2 细胞总 RNA，反转录

得到 cDNA，根据目的载体的酶切位点分别设计引
物， 上 游: 5′-CCCGGAATTCGATTCGAAGGAGT-
TCATTCTGACAGATGA-3′，下划线为 EcoRⅠ酶切位
点; 下 游: 5′-CGATAAGCTTGATTTCAGGAGATCT-
CATTGCCAA-3′，下划线为 Hind Ⅲ酶切位点 . 反应
条件为: 94℃ 5 min，94℃ 30 s，54℃ 30 s，72℃ 45
s，共 35 个循环，72℃延伸 10 min. 回收 PCR 产物，
用 EcoRⅠ和 Hind Ⅲ酶切 VDR-LBD 片段，TaKaRa
胶回收试剂盒回收酶切后产物 .再用 T4 DNA 连接酶
连接 VDR-LBD 和 pGEX-4T-1，转化至 DH5α 感受态
大肠杆菌中 .
1. 2. 2 GST-VDR-LBD、TIF2-BAP 重组蛋白的表达
及纯化

从转化平板上挑取单菌落，接入 20 mL 含 100
μg /mL 氨 苄 青 霉 素 ( PET28a-TIF2-BAP 菌 用 25
μg /mL卡那霉素) LB 培养基中，37℃ 260 r /min 培
养过夜，按 2 % 的比例转接到新鲜的 LB 培养基 .
37℃培养至对数生长期(D595为 0. 4 ～ 0. 6)，加入 1
mmol /L IPTG 诱导表达 . 3h 后，4℃ 3 600 r /min离心
10 min，收集菌体 . 菌体用 30 mL B1 缓冲液 ( 20
mmol /L Tris ( pH 7. 5 )，10% glycerol，0. 1 mol /L
KCl，5 mmol /L MgCl2 ) 重悬，－ 80℃冷冻 8 h，加 1
mg /mL溶菌酶冰上消化 20 min，冰浴超声破碎后转
移到三角瓶中，并加入 0. 05 mol /L KCl，冰浴搅拌 30
min. 4℃，9 000 r /min离心 20 min，收集上清 . 用
sepharose 4B 分离纯化 GST-VDR-LBD 蛋白;用 Ni-
agarose 分离纯化 TIF2-BAP 蛋白 . 所得蛋白经 SDS-
PAGE 电泳分析，确认纯化效果后 － 80℃保存备用 .
1. 2. 3 受体结合测试实验
参照 Kanayama 等［15］开发的磷酸对硝基苯酚法

活力测试系统的方法，取 0. 3 mg GST-VDR-LBD 蛋
白溶于 10 mL 冰冷的 0. 1 mol /L NaHCO3 ( pH =

0742
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8. 4)溶液中，加入预冷的 96 孔酶标板上，每孔加入
100 μL，4℃放置 8 h.用 200 μL 的缓冲液 A-DTT(先
加 20 mmol /L Tris-HCl，100 mmol /L KCl，0. 25
mmol /L EDTA，5% Glycerol，调节 pH 为 7. 4，然后加
0. 05% Tween 20，形成缓冲液 A，配制 1 mol /L DTT，
用前混合使其最终浓度为 0. 5 mmol /L，形成 A-DTT
缓冲溶液)清洗 3 次 .每孔加入 100 μL TIF2-BAP 溶
液(3 μg TIF2-BAP 溶于冰冷缓冲液 A-DTT 中)，每
孔加入 1 μL 1，25-(OH) 2 D3 DMSO 溶液或氯化镉、
醋酸铅待测试样品，4℃放置 60 min.用 180 μL 冰冷
的缓冲液 B(先加 50 mmol /L Tris-HCl，100 mmol /L
KCl，5 mmol /L MgCl2，调节 pH 为 7. 2，然后加 0. 1%
Nonidet P-40)清洗 3 次 .每孔加入 100 μL 显色缓冲
液［在 1 mol /L Tris-HCl( pH 8. 0)中加入 NPP，使其
最终浓度为 10 mmol /L，轻轻混匀］，37℃ 放置 60
min.加入 25 μL 0. 25 mol /L NaOH 终止反应，在酶
标仪上 405 nm 波长测定吸光度值 .
1. 2. 4 统计分析
采用 SPSS 软件 ( Ver11. 5; Chicago，IL，USA )

one-way ANOVA，Tukey 多重比较来检验相关数据的
差异，当 p < 0. 05 时认为差异显著，所有数据和图表
均以平均值 ±标准偏差表示 .

2 结果与讨论

2. 1 受体结合活性方法建立
(1) GST-hVDR 重组蛋白的表达与纯化 电泳

结果表明，经过 IPTG 诱导后，GST-hVDR-LBD 蛋白
明显表达 .如图 1 所示，在第 2 泳道相对分子质量
58 × 103 ～ 80 × 103

处出现明显的诱导蛋白条带，与

设计的相对分子质量为 62 × 103 GST-hVDR 重组蛋
白相吻合 . 经 sepharose 4B 柱分离纯化后，得到单一
的经诱导后出现的蛋白条带(图 1 第 3 泳道)，表明
本研究建立的含有 VDR-LBD 插入片段的 pGEX-4T-
1 表达载体转染大肠杆菌后可以成功表达 GST-
hVDR 蛋白，并且可以经过 sepharose 4B 柱很好分离
纯化 .
(2) hVDR 结合活性的磷酸对硝基苯酚法 在

人类或动物机体内，核受体 VDR 是 1，25-(OH) 2 D3

发挥生物学活性的通道，VDR 与 1，25-(OH) 2 D3 结

合后形成受体配体复合物，进而能够与转录共激活

因子结合，从而可以结合 RNA 聚合酶Ⅱ启动 VDR
调控目标基因的转录 .因此，受体配体复合物与转录
共激活因子的结合能力被认为是反映 VDR 启动基
因转录活性的重要指标 .本研究正是基于这个原理，

M.蛋白质分子量 Marker;

1.未诱导的 BL21 / pGEX-4T-1-hVDR-LBD 裂解物;

2. IPTG 诱导 3 h 的 BL21 / pGEX-4T-1-hVDR-LBD 裂解物;

3.纯化后 hVDR-LBD 融合蛋白

图 1 大肠杆菌表达的 GST-hVDR 重组蛋白及

柱纯化后的电泳图

Fig. 1 SDS-PAGE result of recombinant protein

pGEX-4T-1-hVDR-LBD after purification

参照 Kanayama 等［15］开发的 CoA-BAP 测试系统，选
用核受体转录共激活因子 TIF2，建立测定化学物质

图 2 hVDR 受体与 TIF2 结合显色反应流程示意

Fig. 2 Scheme of screening method for hVDR ligands

与 hVDR 结合活性的磷酸对硝基苯酚法 . 在该方法
中，TIF2 蛋白的 C 末端连接碱性磷酸酯酶(BAP)，
形成 TIF2-BAP 融合蛋白 . 而 BAP 能够将显色剂
NPP( p-Nitrophenylphosphate)的磷酸基团切去，变为
黄色的 p-Nitrophenol，在酶标板 405nm 波长下可测
定 .因而配体的 VDR 结合活性同显色强度有着相关
关系，从而可以利用显色强度表征化学物质与 VDR
的结合活性(见图 2) .

1742
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本实验采用上述方法，开展 1，25-(OH) 2 D3 与

hVDR-LBD 的结合实验，发现随着 1，25-( OH) 2 D3

浓度的改变，405 nm 光吸收值相应升高，且 1，25-
(OH) 2 D3 在 1 nmol 水平时，光吸收值就有明显升
高，说明该方法灵敏有效(图 3) .

B: 1，25-(OH) 2 D3 相应浓度下与受体 VDR 的结合活力;

B0 : 1，25-(OH) 2 D3 最大测试浓度(10
6 nmol / L)时

与受体 VDR 的结合活力;B /B0 :相对活力

图 3 1，25-(OH) 2 D3 与受体 hVDR 的结合曲线

Fig. 3 Binding curve of 1，25-(OH) 2 D3 and hVDR

2. 2 重组蛋白 hVDR-LBD 与镉、铅的结合活性
利用上述方法进行氯化镉 ( CdCl2 )、醋酸铅

(PbAc2 )的暴露实验 . 当加入浓度为 100 μmol /L和
1 000 μmol /L CdCl2 时，光吸收值显著升高 ( p <
0. 05)，分别达到对照组 ( DMSO) 的 3. 95 和 4. 39

倍 . 当加入 100 μmol /L 和1 000 μmol /L PbAc2 时，

结合活力同样显著升高( p < 0. 05)，分别达到对照
组(DMSO)的 2. 29 倍和 3. 52 倍(图 4) . 由此可见
镉、铅的存在对 hVDR 的构象造成了明显影响 . 在
浓度达到一定程度后，其可以使 hVDR 在没有 1，25-
(OH) 2 D3 存在情况下与核受体共激活因子 TIF2 结
合，获得开启下游基因表达的活性，从而扰乱 VDR
的正常通道功能，进而干扰受 hVDR 通道调控的骨
骼代谢等生理活动 . 这与以前一些有关 CdCl2、
PbAc2 与雌激素受体( estrogen receptor，ER)和雄激
素受体( androgen receptor，AR)结合的报道结果相
似 . Wilson 等［16］通过克隆雌激素受体反应元件
( estrogen-responsive elements，ERE ) 到 人 乳 腺 癌
T47D 细胞，体外构建了基于荧光素酶报告基因的雌
激素受体-配体结合实验系统，发现重金属镉在 0. 1
μmol /L及更高浓度时就具有类雌激素作用，而且当

加入 1 μmol /L雌激素受体拮抗剂 ICI-182780 时，结
合效应完全被抑制，因此认为重金属是通过与雌激

素受体( estrogen receptor，ER)结合调控相关基因的
转录产生雌性化效应 . Martin 等［17］开展的重金属与
雄激素受体( androgen receptor，AR) 结合实验也得
到类似结果，他们发现在浓度达到 0. 01 μmol /L时
能够完全干扰雄激素双氢睾酮(DHT)与 AR 的正常
结合 . 鉴于 ER、AR 与 VDR 都属于核受体超家族，
结构和分子功能上具有很多相似性，因此本研究的

结果应该是准确可靠的 .

n = 6，平均值 ±标准偏差

图 4 重金属 CdCl2、PbAc2 与 VDR 结合效应

Fig. 4 Dose-response curves of CdCl2 or PbAc2 for VDR

一些研究发现，重金属可以与含羟基、氨基、
巯基的酶结合，从而抑制许多酶的活性

［8］. Nesatyy
等
［18］
对重金属与雌激素受体的结合研究也得到类

似与酶结合的结果，发现重金属与受体蛋白的结合

本质是依靠重金属与氨基酸侧链的受体蛋白分子表

面的羟基、氨基、巯基结合，其中最主要依靠存在
于受体分子蛋白表面的含半胱氨酸的螺旋，而结合

活力的大小主要取决于半胱氨酸的硫基与重金属的

结合 .通过对 hVDR 基因(NCBI LOCUS:AY342401)
编码氨基酸序列的分析，笔者发现 hVDR 含有大量
具有羟基、氨基和巯基侧链氨基酸，其中侧链含羟
基氨基酸有 53 个(丝氨酸 45 个，酪氨酸 8 个)，侧链
含氨基氨基酸有 82 个(天冬酰胺 13 个，谷氨酰胺
16 个，精氨酸 29 个，赖氨酸 24 个)，含巯基氨基酸
有 17 个 (半胱氨酸 17 个)，占总氨基酸个数的
35. 8% .这说明重金属与 hVDR 分子的结合可能和
重金属与雌激素受体的结合方式相同，也是通过结

合分子表面氨基酸侧链，引起的分子构象变化，从而

可以与 TIF2 结合 .将 CdCl2 和 PbAc2 的影响进行比
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较，在相同的浓度下，CdCl2 与 hVDR 的结合要比
PbAc2 与 hVDR 的结合活性弱(图 4)，这种结合活
力的差异可能与 Cd、Pb 与受体的结合构象有关 .从
重金属配位化学的角度 Cd、Pb 与蛋白结合时的构
象是不同的，Pb 离子在与半胱氨酸的配位基-烷基
硫结合时倾向于形成三角椎体结构，Cd 离子在结合
时则倾向于形成四面体结构，而后者更为稳定

［19］.
目前重金属导致佝偻病、骨质疏松症等疾病已

经被大量流行病学调查和动物实验证实
［1 ～ 5］. 对其

可能原因有 2 种主要解释:第一种是以前被普遍接
受的观点，认为重金属在肾外皮细胞堆积导致肾损

伤，降低了 1α 羟化酶活性的活性，从而使得 25-
OHD3 向 1，25-( OH) 2 D3 转化受阻，血浆中 1，25-
(OH) 2 D3 浓度过低，进而降低了肾小管对钙磷重吸

收，导致钙磷吸收失衡，从而导致病症的发生
［2，6］，

但这种说法最近被 Engstrom［7］等的研究结果否定，
他们发现重金属导致骨骼疾病的发生与血浆中的

1，25-(OH) 2 D3 水平无关，在重金属暴露后血浆中

的 1，25-(OH) 2 D3 浓度基本没有变化，提出可能存

在其他的机制 .第二种原因是基于细胞水平的，发现
重金属直接提高了破骨细胞的活性，引起骨基质吸

收异常增高，从而导致骨骼疾病的发生
［20 ～ 22］，但是

这种说法目前还没有信号通道机制的研究证据支

持 .本研究正好填补这一空白 . 因为以前有研究表
明，VDR 的天然配体 1，25-(OH) 2 D3 具有促进破骨

细胞形成及活性增强的作用
［23］，而本研究发现

hVDR 与重金属结合后正是展现出配体结合后的活
性状态，也就是 Cd、Pb 重金属模拟 1，25-(OH) 2 D3

活性，这样就从受体通道的角度解释了重金属影响

破骨细胞活性的原因，从而使重金属导致佝偻病、
骨质疏松症等骨骼代谢异常疾病的机制更加系统和

完整 .

3 结论

(1) 建立了 VDR-LBD 的原核表达方法和研究
hVDR 结合活性物质扰乱 hVDR 受体通道的体外
方法 .
(2) 发现镉 ( CdCl2 ) 和铅 ( PbAc2 ) 均在 100

μmol /L及更高浓度水平时能显著提高 hVDR 与
TIF2-BAP 的非配体依赖性结合，从而影响正常的
hVDR 调控功能;认为镉、铅可以与 hVDR 结合，导
致 hVDR 与核受体转录共激活因子结合，获得转录
活性，引起破骨细胞数量和活性增加，最终造成骨质

疏松等骨骼代谢异常的相关疾病 .
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