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摘要 
目的:本课题进行细胞色素 稳定表达细胞系的构建并研究 
不同基因型对阿立哌唑代谢的影响,通过比较不同基 
因型对阿立哌唑的代谢情况,证明不同基因型是否会影响阿立 
哌唑代谢的体外过程,为基因导向性个体化用药提供实验依据。 
方法:提取人肝脏组织中,并逆转录获得?蛆,扩增目 
的基因木野生型序列,再以此为模板,通过定点突变, 
体外构建宰突变型。将木和木连接到 
渊.载体上并在细胞中高表达,提取重组酶蛋白,用蛋白质 
印迹法验证其表达,采用探针药物丁呋洛尔对木及木进行酶动 
力学分析,验证代谢酶活性,同时采用抑制剂奎尼丁进行酶抑制实验, 
验证模型的正确性。底物阿立哌唑与表达细胞系共孵育后,吸取上清液, 
采用瑚技术测得各底物浓度,算出各酶代谢底物阿立哌唑的米氏常数 
和最大酶促反应速率双,并算出内在清除率。 
结果:实时定量显示目的基因扩增良好,筛选的细胞 。系中都有的表达,印迹显示?’牢和木 
都得到很好的表达。在对丁呋洛尔的代谢中,宰的值为 .士.,木的值为.士.,可得出半 
和木对丁呋洛尔的亲和力无明显差异;木的。值 为.士.,木的积值为.士.,可得出术 
对丁呋洛尔的最大反应速率约为嗥的/;术的. 值为.士.,木的值为.土.,可得出 
木对丁呋洛尔的内在清除率约为?宰的/。在对阿立 哌唑的代谢中,术的值为.士.,宰 的 
值为.士.,可得出木对阿立哌唑的亲和力比术 要高;宰的值为.士.,奉的值为 
.士. 
,可得出木对阿立哌唑的最大反应速率约为 术的/;木的值为.土.,木, 
的值为.士.,可得出木对阿立哌唑的内在清除率 约为木的/。 
结论:、成功构建了的野生型和宰突变型稳定表达的细胞 系。、术突变使对阿立哌唑的代谢活性降低, 突变型的酶的活性比野生型要低,而对阿立哌唑的亲和力反而增
高。中文摘要 
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第一章 
前言 
细胞色素 ,简称为一类亚铁血红素一硫醇 
盐蛋白的超家族,它参与内源性物质和包括药物、环境化合物在内的外源性物质 
的代谢;细胞中,细胞色素主要分布在内质网和线粒体内膜上,作为一种 
末端加氧酶,参与了生物体内的甾醇类激素合成等过程【。近年来,对细胞色素 
的结构、功能特别是对其在药物代谢中的作用的研究有了较大的进展。 
基因编码的酶是细胞色素超家族中的成员之一,该基因位于 
号染色体长臂区带亚带上,其在遗传药理学的历史上具有非常重要的意义, 
它现在被认为参与了临床上超过%的常用药物的代谢,其中包括异喹胍??一 
种肾上腺素能阻断药物;司巴丁和普罗帕酮??两种都是抗心律失常药物;以及 
阿米替林??一种抗抑郁刻劲。在该基因被发现的若干年前,研究人员发现高加 
索人群在某些药物如异喹胍和司巴丁的代谢中出现双峰现象,大多数患者呈现出 
“正常的药代动力学特点,而其他的一部分患者似乎在对异喹胍或司巴丁的代 
谢上有困难,异喹胍和司巴丁便成为了所谓的探针药物,并用于具有表现型的患 
者身上,这一发现使研究人员得出结论:在尚未身份明确的代谢基因中有共同的 
基因多态性,这些基因多态性就促成了这些药物的药代动力学改变【】。这些从人 
肝细胞微粒体中提取纯化出来的蛋白质的改变导致了代谢的改交,编码该蛋白质 
的基因,最初由艾歇尔鲍姆等认为定位于号染色体上,该基因被冈萨雷 
斯等人从人肝基因库中运用对大鼠同源抗体结合的方法克隆出来,这一实 
验得出人类蛋白质有%的序列相与老鼠的蛋白质序列相似,并且通过对人类一 
老鼠杂交体细胞的研究得出这一基因位于人类号染色体上,证实了早期的研究 
是正确的。这个后来被称为的基因,是细胞色素基因家族的成员 
之一一类参与相代谢和众多内源性物质和不同药物消除的酶,在
所有参与药 
物代谢的细胞色素基因家族中,是唯一的不能被诱导的酶,这使得 
其基因多态性对酶的活性的个体间差异有重要意义【。具有广泛的多态 
性,己知的就有超过个等位基因变异。某些基因型产生弱代谢表型,以至于其 
代谢能力下降,而某些基因型则产生强代谢表型,其代谢能力增加【。 
基因的变异可导致在正常药物剂量下产生药物不良反应或对药物 
没有反应,它可以影响治疗效果和治疗的花费『。对患者基因进行测定 
对%.%的药物的治疗效果是有益的,已经明确的有抗抑郁药地昔帕明、氟伏 
沙明、美西律、米安色林、去甲替林、帕罗西汀、精神安定药奋乃静、珠氯噻醇、 
竞争性受体拮抗剂托特罗剧引。如果酶活性缺失的话将使得那些需要 
酶来活化的药物前体不能活化从而失去药物活性,例如对于曲马多和可硕士学位论文 
待因的镇痛作用来说就是这样的,对于这类药物来说慢代谢者的
治疗效 
果比较低,所以在治疗之前需要对其基因型/表型进行研究,对于像可待因这一 
类的药物前体,超快代谢者将由于活性代谢产物吗啡在血中浓度的增高从而产生 
一些不良反应【】。 
?,酶的活性对一些抗精神病药和他们的代谢产物的血浆浓度也有很 
大的影响【。在慢代谢者中,普通的药物剂量就可能产生非常高的血浆浓度, 
从而产生剂量依赖性甚至产生中毒症状,而对快代谢者给予普通剂量的药物,其 
血药浓度会很低从而达不到治疗的效果】。氯丙嗪是第一个用于治疗精神病患者 
的抗精神病药物,它主要被酶代谢成为一羟基氯丙嗪,氯丙嗪还是一 
种?,酶活性抑制剂,在精神病患者中,氯丙嗪抑制了异喹胍的氧化代谢, 
同样的,氯丙嗪也可以抑制氟哌啶醇的代谢,使其代谢产物生成减少。氟哌 
啶醇是临床上运用广泛的一种典型抗精神病药物,在体外试验和患者的治疗中, 
氟哌啶醇对酶活性表现出抑制作用,给予患者氟哌啶醇的剂量与异喹 
胍的代谢率有关,?对低浓度氟哌啶醇的代谢起主要作用,而 
对高浓度氟哌啶醇的代谢起主要作用【。在体外试验中,奋乃静是酶 
活性的强抑制剂,对奋乃静的脱烷基化作用比较弱,而在体内试验中这 
种作用就显得比较强了,对一些已经给予帕罗西汀一种强的酶活性 
抑制剂标准治疗剂量的患者再给予奋乃静,其血药浓度会增加并且产生中枢神 
经系统的不良反应。硫利达嗪属于吩噻嗪类的抗精神病药物,其侧链被磺化 
氧化后形成美索达嗪,后者再进一步代谢成为磺达嗪,硫利达嗪也是一种 
酶的强抑制剂,在对精神病患者单一使用硫利达嗪治疗,其稳态血药浓 
。基因型与珠氯噻醇的 
度与异喹胍的代谢率和基因型有关 
口服清除率密切相关,比较用珠氯噻醇癸酸酯注射液单独治疗的基因 
杂合子和快代谢纯合子患者,前者的稳态血药浓度明显高于后者,
在健康受试者 
中的结果也是如此,因此可以肯定,在珠氯噻醇被代谢成为氯哌噻吨的过程中, 
起到了很重要的作用【】。阿立哌唑是一种非典型的抗精神病药物。它在 
肝脏中主要通过和代谢成为去羟基阿立哌唑,在健康受试者 
中显示,其血药浓度与基因型有关【刀。氯氮平也是一种非典型抗精神 
病药物,其主要代谢产物为.去甲基氯氮平,虽然对氯氮平的代谢影 
响一般,但同时服用氯氮平和帕罗西汀的患者的氯氮平和一去甲基氯氮平的平 
均血浆浓度显著升高,由此可以得出?,对氯氮平的代谢有临床意义引。 
奥氮平在人体内被代谢生成种以上的代谢产物,在多次给药后,其主要循环 
代谢产物为没有活性的..葡萄糖醛酸苷奥氮平和’一.去甲基奥氮平。在体 
外试验中,其代谢产物.羟甲基奥氮平的生成率与的活性有关,然而 
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’..去甲基奥奥氮平和’.氧化奥氮平是主要代谢产物,.羟甲基奥氮平只是 
次要的代谢产物,所以介导的氧化作用只是奥氮平代谢的次要途径【嘲。 
利培酮通过代谢成为.羟基利培酮,快代谢者利培酮的半衰期比慢代 
谢者的要短,其平均机体总清除率是慢代谢者的倍,在给予患者利培酮单一治 
疗,我们发现利培酮的血浆浓度和.羟基利培酮的生成率与基因型密 
切相关,此外,在快代谢者中其活性成分显著降低,因此我们可以认为 
对利培酮有潜在的抑制作用【】。 
东方人中,最常见的基因型是木,奉与野生型 
的相比,其中细胞色素酶外显子上的点突变引起 
蛋白酶第位变成,的碱基突变使第位“变为 
,致使形成活性低且不稳定的代谢酶。其中为引起功能改变的主要 
因素,对该基因点突变与药物问关系的研究较多。按基因型可分为:在外显子 
第位点上携带两个有活性等位基因的野生型纯合子/聿产,携 
带两个导致酶活性降低的等位基因的突变纯合子不木/宰和只含
一 
个正常等位基因的杂合子/木/枣。诸多研究表明西方人与东方人间 
幸等位基因突变频率存在明显种族差异。 
阿立哌唑是美国食品及药物管理局于年月日批准上市,为 
喹啉酮衍生物,属第三代非典型抗精神病药物;阿立哌唑是第一种多巴胺系统稳 
定剂,对精神分裂症阳性和阴性症状均有显著疗效,用于治疗精神分裂症,能够 
显著改善这类精神分裂症状,但却没有其他抗精神病药常见的一些副作用,例如 
体重的增加和非自主性肌肉活动等,但可能会导致头痛、焦虑及失眠等症状;阿 
立哌唑与多巴胺、、.和.受体有很高的亲和力,与、 
一、.、、受体及.重吸收位点具有中度亲和力:阿立哌唑是 
通过对和.受体的部分激动作用及对一受体的拮抗作用来产生’ 
抗精神分裂症作用的,有文献报道,参与阿立哌唑的代谢,诱 
导剂将会引起阿立哌唑的清除率升高和血药浓度降低,抑制剂可以抑制 
阿立哌唑的消除,使血药浓度升高。 
鉴于上述研究背景,我们提出下列假设:参与阿立哌唑的代谢,由 
于存在不同的基因型,不同的基因型之间对阿立哌唑的代谢有可
能出 
现差异。因此,本课题通过构建稳定表达的及基因型的细胞系,初步 
探讨不同基因型对阿立哌唑代谢的影响,通过比较不同基因 
型对阿立哌唑的代谢情况,证明不同基因型是否会影响阿立哌唑代谢 
的体外过程,为体内研究阿立哌唑提供细胞分子水平的理论依据,为基因导向性 
个体化用药提供前期实验依据。 
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.主要试验仪器设备 
试验研究使用的主要仪器设备如下: 
低温微量离心机 
美国公司 
.型水平摇床 北京六一公司 
.型紫外分光光度计 日本公司 
一?超低温冰箱 
日本公司 
.低温水浴箱 上海精宏公司 
移液枪 德国公司 
型水平电泳仪 北京六一公司 一凝胶成像分析系统 上海公司 仪 美国咖公司 
.型台式微量离心机 美国 】公司 一台式高速冷藏离心机 德国鲫呛公司 . 
.生化培养箱 上海康华公司 哈尔滨东联公司 
?型恒温空气摇床 
超净工作台 美国? 
微量核酸蛋白检测仪 日本岛津 荧光倒置显微镜 德国二氧化碳培养箱 美国咖 
转膜仪 美国 
恒温水浴箱 公司 
丹麦 
分析天平 日本公司 
振荡器 
德国公司 
微型漩涡混合仪 沪西分析仪器厂 紫外凝胶成像系统 
美国?型 
高效液相色谱仪 
美国西公司西型 
.主要试验试剂及耗材 载体 美国公司 
氯仿 
上海生物化学有限公司 材料 
硕士学位论文 
’ 
美国公司 
大连公司 
美国公司 
蝴. 
妊连接酶 美国公司大连缸公司 
反转录酶 美国公司上海生物化学有限公司 
?. 
美国公司 
一仔 血 美国公司 美国公司 
舢 胁 
? 美国公司 
德国舯公司 
. 大连水公司 
试剂盒 
汀.试剂盒 
美国公司 
凝胶回收试剂盒 美国公司 
本实验室保存 
仅菌种 
美国谢公司 
普通琼脂糖、低熔点琼脂糖 
大连眦公司 
高保真 酶、 
大连’础公司 
碱性磷酸酶认 
凝胶回收试剂盒 美国公司, 大连眦公司 
限制性内切酶: 印细胞株美国公司 美国公司 
胎牛血清 
美国公司 
喀切 
多聚..赖氨酸 德国公司美国公司 
美国公司美国公司美国公司 嬲 
美国公司 
美国公司 
丁呋洛尔标准品、阿立哌唑标准品 色谱柱分析及保护柱 美国公司 美国们公司 
牡细胞裂解液 
硕士学位论文 材料 
.主要试剂配制 
×缓冲液: 
; ; 
.;. 
...;×缓冲液取:取×缓冲液加水定容。 
×缓冲液: 
;’? .;冰醋酸., 
.;×垣缓冲液:取×缓冲液,其余用水补充 
够。 
液体培养基.:, ; ;。 
饿 
平板,触培养基.:, ; ; 
; ;咖。 
去离子水在离子纯度达到以上时用复方硫酸洗涤过的 
盐水瓶取高压灭菌,备用。 
氨苄储存液,为肛/,含液体培基终浓度为 肛咖即 
培养基中加入肛浓度为咖 .配法为:. 长效氨苄青霉素加入 管至于? 
后分装成肛. 
冰箱保存待用。 
%甘油:液体培养基.和甘油体积各半。 无水,分析纯溶于 
./。溶液:称取. 
重蒸水中,定容至,高压灭菌。 
含%甘油的./ 
无水,分析纯溶 
:称取. 
于重蒸水中,加入甘油,定容至高压灭菌。 青霉素储存液:万单位加入 终浓度万单位/使用浓 度,分装成/.也管至于?冰箱保存待用。使用浓度为 
万单位使用。 
链霉素储存液:万单位.加入 成酌分装 成/. 管至于?冰箱保存待用,/使用。 
完全培养基含双抗:%新生牛血清,每也中包括了新生 牛血清和 
培养基,每加入肛双抗储存液。 
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