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摘要: 新药研发过程中候选药物的体外代谢研究十分重要, 肝微粒体等传统模型存在诸多不足, 而重组人源药

物代谢酶系体外模型因其来源便捷、活性稳定且成本较低等优势被认为是重要、有效的手段而获得广泛使用。本研

究从人源肝脏 cDNA中克隆得到 6条人源葡萄糖醛酸转移酶 (UDP-glucuronosyltransferases, UGTs) 基因 (UGT1A1、

1A3、1A4、1A6、1A9和 2B7), 并分别在酿酒酵母和杆状病毒侵染的昆虫细胞中进行外源表达。UGT1A1、1A3、1A6和

1A9 在酵母中成功表达, 对多种不同结构类型的底物表现出葡萄糖醛酸化活性, 但活性较低。以昆虫粉纹夜蛾

Trichopolusia ni胚胎细胞系 BTI-TN5B1-4 (High Five) 为宿主时, 6条 UGT基因均能成功表达, 且活性明显高于前

者。昆虫细胞表达的重组人源UGTs均能催化其特异性底物进行葡萄糖醛酸化, 并首次实现了葡萄糖醛酸化产物

的毫克级规模制备, 产率为 13%～66%, 产物结构均经MS、1H NMR和 13C NMR等波谱技术确定。上述结果表明, 本

研究构建的重组人源UGT酿酒酵母与昆虫细胞表达系统可用于新药研发早期阶段的体外代谢评价, 同时为药物葡

萄糖醛酸化代谢产物的合成提供了新方法。
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Abstract: In the research and development of new drugs, it is very important to investigate the in vitro

metabolism of candidate drugs. Traditional models such as liver microsomes have many limitations, while the in

vitro model of recombinant human drug metabolizing enzymes is considered as an important and useful approach

because of its convenient access, stable activity and low cost. In this study, six major human UDP-glucuronosyl‐

transferases (UGTs) genes (UGT1A1, 1A3, 1A4, 1A6, 1A9 and 2B7) were cloned from human liver cDNA and heter‐

ologously expressed in Saccharomyces cerevisiae and baculovirus-infected insect cell. UGT1A1, 1A3, 1A6 and 1A9

were successfully expressed in yeast and showed glucuronidation activity against a variety of different structural
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types of substrates, but their activities were low. All six UGTs were successfully expressed and exhibited signifi‐

cantly improved glucuronidation activity when Trichopolusia ni cells BTI-TN5B1-4 (High Five) were used as the

host. The recombinant human UGTs expressed in insect cells can catalyze the glucuronidation of their specific

substrates, and the glucuronidation products were synthesized at milligram-scale with yields of 13%-66% for the

first time, of which the structures were identified via MS, 1H NMR, and 13C NMR spectroscopic analysis. Above

all, the recombinant human UGTs yeast and insect cell expression systems constructed in this study can be used for

in vitro metabolism evaluation in the early stage of new drugs research and development, and also provide a new

tool for the synthesis of glucuronide metabolites.

Key words: human UDP-glucuronosyltransferases; baculovirus-infected insect cell expression system; heter‐

ologous expression; enzymatic synthesis; drug metabolism

葡萄糖醛酸转移酶 (UDP-glucuronosyltransferases,

UGTs) 是人体内主要 II相代谢酶, 可催化葡萄糖醛酸

基团从其供体转移到药物的官能团 (-OH、-COOH、

-NH2、-SH等) 上, 形成极性增大的葡萄糖醛酸苷。葡

萄糖醛酸化代谢能促进药物或其他外源物质通过肾脏

或胆汁的排泄, 在体内代谢、解毒和清除中发挥重要作

用[1]。迄今为止, 已知的人源 UGT 有四大家族, 22个

亚型 , 其中 19 个以尿苷-5'-二磷酸葡萄糖醛酸 (UDP-

glucuronic acid, UDPGA) 为糖基供体 , 与药物代谢关

系密切[2]。在肝脏表达的UGT亚型中, UGT1A1、1A3、

1A4、1A6、1A9、2B7和 2B15这 7个亚型参与了大部分

药物的葡萄糖醛酸化, 在药物代谢中最为重要[3, 4]。药

物葡萄糖醛酸化代谢主要发生在肝脏中, 其次在肾脏

和肠道中[5]。药物代谢体外评价往往采用人组织微粒

体来进行, 但人组织微粒体来源困难, 酶系复杂, 酶亚

型归属困难, 且存在伦理问题, 应用受限。

重组人源UGTs因可克服上述问题得到国际上广

泛关注和应用[1]。利用重组人源UGT体外模型, 研究

人员可精准评估不同UGT亚型对药物代谢的贡献, 研

究UGT酶的结构功能、催化机制和代谢性药物-药物

相互作用, 以及制备葡萄糖醛酸化代谢产物供进一步

药效、毒性评价等[6,7], 在新药研发中发挥重要作用。因

人源UGTs为膜蛋白, 定位于核膜和内质网膜上[3], 故常

用于表达人源 UGTs的系统包括哺乳动物细胞 (非洲

绿猴肾成纤维细胞COS、中国仓鼠肺成纤维细胞V79、

人胚胎肾细胞HEK293)[1,8-11]、昆虫细胞 (草地贪夜蛾卵

巢细胞 Sf9和粉纹夜蛾胚胎细胞BTI-TN5B1-4)[12-15]和

酵母细胞[16,17]。哺乳动物细胞与人类细胞同源性较

高, 作为宿主可以稳定表达活性人源UGTs, 但其蛋白

表达量低且培养要求较高, 不利于大批量制备。酵母

具有较为完整的亚细胞结构, 表达的重组 UGTs蛋白

量和催化活性较高, 且成本低, 遗传操作简单, 可进行

大规模培养。如在酵母细胞中表达人源UGT1A6以用

于蛋白结构研究[16], 或利用酵母细胞共表达人源

UGT2B17 和 UGDH (UDP-glucose dehydrogenase) 进

行全细胞催化合成带同位素标记的睾酮葡萄糖醛酸

苷[17]。昆虫细胞蛋白加工和修饰与哺乳动物细胞相

似, 表达的UGT活性与人体接近, 蛋白表达水平高, 可

用来进行小规模的制备[18]。Alonen 等[12]利用杆状病

毒侵染的昆虫细胞 Sf9 表达重组人源 UGTs, 以 UDP‐

GA 为供体, 实现了三种沙坦类药物相应葡萄糖醛酸

化代谢物毫克级规模的制备。因此, 建立一种高活性

和高表达量的重组人源UGT系统, 不仅可作为新药体

外代谢预测平台, 还可实现对药物葡萄糖醛酸化代谢

产物的规模化制备, 以供新药研发过程中毒理学及药

代动力学等研究。

本研究选择人肝脏来源的 UGT1A1、1A3、1A4、

1A6、1A9和 2B7这 6个高活性UGT亚型, 采用酵母表

达系统和杆状病毒侵染的昆虫粉纹夜蛾 Trichopolusia

ni胚胎细胞系BTI-TN5B1-4 (High Five) 表达系统对其

进行外源表达。选取 11个包含 4种不同结构类型的人

源 UGT 底物[8-11]及各 UGT 亚型参与代谢的药物[4,19-22]

对重组UGT进行酶活性验证, 并尝试对其葡萄糖醛酸

化代谢物进行毫克级规模制备, 为其应用于新药研发

早期阶段的体外代谢评价奠定基础。

材料与方法

材料 人肝脏总 RNA (Human Liver Total RNA)

购自 TaKaRa公司, 所用的克隆大肠杆菌 (Escherichia

coli) Transl-T1 购自北京全式金生物技术有限公司, 酵

母表达载体 pESC-HIS质粒和酿酒酵母 INVSc1菌株由

实验室传代保存, 大肠杆菌DH10Bac、pFastBac1质粒

购自艾柏森生物科技有限公司。培养酵母细胞所用培

养基为 SD-H (0.67%YNB, 0.13% SD-H Amino Acids

Mix, 2% dextrose, pH 6.0) 和 SG-H诱导培养基 (0.67%

YNB, 0.13% SD-H Amino Acids Mix, 2% galactose, pH

6.0); 昆虫细胞 Sf9、High Five 及所用培养基 Sf9、High

Five培养基购自艾柏森生物科技有限公司。
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试剂 RNA反转录试剂盒为PrimeScriptTM RT-PCR

Kit (TaKaRa), 高保真DNA聚合酶使用KOD-Plus-Neo

(Toyobo), 限制性内切酶购自 TaKaRa, DNA 回收试剂

盒、质粒提取试剂盒及引物合成来自上海捷瑞生物工

程有限公司, 同源重组试剂盒ClonExpress®II One Step

Cloning Kit来自南京诺唯赞生物科技有限公司, 酵母

转化试剂盒 Frozen-EZ Yeast Transformation ⅡTM 购自

Zymo Research, 昆虫转染试剂 LipoInsectTM Transfec‐

tion Reagent 和 bacmid 提取试剂盒 Bacmid Miniprep

Kit购自碧云天生物技术有限公司。基因片段测序由

北京擎科新业生物技术有限公司完成。UDPGA购自

Sigma公司, UGT底物均购自北京伊诺凯科技有限公

司。色谱甲醇购自Thermo Fisher公司。实验涉及的引

物序列见表1。

人源UGT基因的克隆 将购得的人源肝脏总RNA

反转录为肝脏 cDNA, 根据NCBI数据库中已报道的人

UGT基因序列, 选择参与药物代谢的 6个主要UGT亚

型基因 (UGT1A1、1A3、1A4、1A6、1A9 和 2B7) 作为克

隆目标。针对目的UGT基因片段, 设计带有pESC-HIS

或 pFastBac1插入位点两端各 15～20 bp同源臂的PCR

引物 (表 1), 由于人体内编码UGT1A家族C端结构域

的外显子是相同的, 故对UGT1A家族 (UGT1A1、1A3、

1A4、1A6及 1A9) 基因进行克隆时使用同一个反向引

物 (pESC-HIS-UGT1A-R或 pFastBac1-UGT1A-R)。以

人源肝脏 cDNA为模板用高保真酶对 6条UGT基因进

行 PCR扩增。PCR产物经胶回收纯化后, 用琼脂糖凝

胶电泳检测, 用于后续外源表达系统的构建。

重组人源UGT酿酒酵母表达系统的构建 按照

ClonExpress®II One Step Cloning Kit 说明书 , 将人源

UGT 基因片段整合到 pESC-HIS 载体上, 转化到大肠

杆菌Transl-T1中, 挑取转化子经菌落PCR检测后进行

测序确认。挑取测序正确的转化子提取重组质粒

pESC-HIS-UGTs, 利用酵母转化试剂盒 Frozen-EZ

Yeast Transformation ⅡTM将重组质粒转入到酿酒酵母

表达宿主 INVSc1 中 , 同时转入空载质粒作为阴性对

照。挑取经SD-H平板筛选并提取质粒进行PCR验证

的阳性酵母转化子接种于适量 SD-H 液体培养基中 ,

于30 ℃、220 r·min-1条件下培养24 h, 于1 000 ×g下离心

6 min收集细胞。将收集的细胞用无菌水洗涤 3次, 重

悬于 SG-H 培养基使 OD600在 0.6～0.8之间, 于 30 ℃、

220 r·min-1下诱导培养。细胞培养24 h后于4 000 ×g下

离心 6 min收集菌体, 用纯水清洗菌体后, 悬浮于缓冲

液 (pH 7.4 100 mmol·L-1 Na2HPO4-NaH2PO4, 1 mmol·L-1

苯甲基磺酰氯) 中。取与菌体等体积玻璃珠进行细胞

破碎 (剧烈涡旋 30 s, 冰浴 30 s, 重复 10次), 细胞破碎

液于4 ℃、12 000 ×g下离心30 min。离心后的菌体及碎

片按照上述步骤进行二次破碎。将两次破碎后离心所

得的上清液合并进行超高速离心 (160 000 × g, 90 min),

沉淀即重组酵母微粒体重悬于反应缓冲液 (pH 7.4

100 mmol·L-1 Tris-HCl, 10%甘油) 中, Bradford法测定

蛋白含量, 分装后置-80 ℃保存。

重组人源UGT昆虫细胞表达体系的构建 按照

ClonExpress®II One Step Cloning Kit 说明书 , 构建

pFastBac1-UGTs重组质粒, 提取测序正确的重组质粒

转化 DH10Bac 感受态细胞 , 以 pFastBac1 空载质粒转

化的细胞为对照组。经蓝白斑筛选后, 挑取白色单克

隆用M13(+)、M13(-) 两条引物进行PCR验证: 正确重

组子的 PCR产物大小为 3 900 bp, pFastBac1空载发生

转座的 PCR 产物大小为 2 300 bp。提取重组 bacmid-

UGTs, 应用脂质体转染法将重组 bacmid-UGTs 转染

Sf9细胞, 5～6天后观察细胞发生病变后收集 P1代病

毒, 再次感染新鲜Sf9细胞获得P2代病毒, 如此进行三

Table 1 Primers used for PCR in this study

Primer name
pESC-HIS-UGT1A1-F
pESC-HIS-UGT1A-R
pESC-HIS-UGT1A3-F
pESC-HIS-UGT1A4-F
pESC-HIS-UGT1A6-F
pESC-HIS-UGT1A9-F
pESC-HIS-UGT2B7-F
pESC-HIS-UGT2B7-R
pFastBac1-UGT1A1-F
pFastBac1-UGT1A-R
pFastBac1-UGT1A3-F
pFastBac1-UGT1A4-F
pFastBac1-UGT1A6-F
pFastBac1-UGT1A9-F
pFastBac1-UGT2B7-F
pFastBac1-UGT2B7-R

Primer sequence (5'→3')
AATTTTTGAAAATTCGAATTCATGGCTGTGGAGTCCCAGGGC
TTGTAATCCATCGATACTAGTTCAATGGGTCTTGGATTTGTGG
AATTTTTGAAAATTCGAATTCATGGCCACAGGACTCCAGGTTC
AATTTTTGAAAATTCGAATTCATGGCCAGAGGACTCCAGGTTC
AATTTTTGAAAATTCGAATTCATGGCCTGCCTCCTTCGCTCA
AATTTTTGAAAATTCGAATTCATGGCTTGCACAGGGTGGACCAGC
AATTTTTGAAAATTCGAATTCATGTCTGTGAAATGGACTTCAG
TTGTAATCCATCGATACTAGTCTAATCATTTTTTCCCTTCTTT
CGTCCCACCATCGGGCGCGGATCCATGGCTGTGGAGTCCCAG
GAAAGCGGCCGCGACTAGTGAGCTCTCAATGGGTCTTGGA
CGTCCCACCATCGGGCGCGGATCCATGGCCACAGGACTCCAG
CGTCCCACCATCGGGCGCGGATCCATGGCCAGAGGACTC
CGTCCCACCATCGGGCGCGGATCCATGGCCTGCCTCCTTCGC
CGTCCCACCATCGGGCGCGGATCCATGGCTTGCACAGGGTG
CGTCCCACCATCGGGCGCGGATCCATGTCTGTGAAATGGAC
GAAAGCGGCCGCGACTAGTGAGCTCCTAATCATTTTTTC
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代病毒扩增以获得高滴度 P3代病毒。用适量 P3代病

毒感染High Five细胞 (每毫升 2×106个) 后, 于 27 ℃、

135 r·min-1条件下培养 3～4天进行目的蛋白的表达。

2 000 ×g 下离心 6 min 收集细胞 , 用 RT-PCR (reverse

transcription PCR)方法在mRNA分子水平上验证人源

UGT 转录情况。细胞用 PBS 缓冲液 (NaCl 8.0 g·L-1,

KCl 0.2 g·L-1, Na2HPO4 1.44 g·L-1, KH2PO4 0.24 g·L-1,

pH 7.4) 洗涤后重悬, 以输出功率 60 W、冰浴上超声 5 s

停顿 20 s, 破碎 12～15 次。Bradford 法测定超声后的

细胞破碎液蛋白含量, 分装后置-80 ℃保存。

重组人源UGT体外酶活性测试 酶促反应体系

如下: 总体积100 μL, 其中含0.1或0.5 mmol·L-1苷元底

物、2 mmol·L-1 UDPGA、6 mg·mL-1的重组人源UGT酵

母微粒体或 1 mg·mL-1 重组人源 UGT 昆虫细胞匀浆

液、5 mmol·L-1 MgCl2, 用 pH 7.4 的 100 mmol·L-1 Tris-

HCl补足至100 μL。以转入对应空质粒的酵母 INVSc1

微粒体或 High Five细胞匀浆液作为阴性对照。反应

液混匀后在 37 ℃水浴中孵育 12 h后加入 200 μL无水

甲醇终止反应, 涡旋混匀, 15 000 × g下离心 30 min, 取

上清液进行HPLC-UV-MS分析。选用多种结构类型底

物 (1～11) 以及各UGT亚型的特异性底物 (药物 12～

17) 对重组人源UGT进行活性鉴定。各苷元底物的酶

促反应HPLC分析条件如表2, 其中仪器设备及参数为:

Agilent1260 高效液相色谱仪系统串联装备电喷雾电

离 (ESI) 源的 Thermo LCQ Fleet 离子阱质谱仪 ; 色谱

柱: Shiseido capcell pak C18 MG Ⅲ column (250 mm×

4.6 mm i.d., 5 μm); 流动相: 甲醇 (B相) - 0.1%甲酸溶

液 (A 相); 流速 : 1 mL·min-1; 进样体积 : 20 μL; 柱温 :

30 ℃。

pH值及温度对人源UGT酶活性的影响 为确定

重组人源UGTs催化合成药物葡萄糖醛酸苷最佳反应

条件, 考察 pH值及温度因素对酶活性的影响。酶促反

应体系: 总体积100 μL, 其中含0.5 mmol·L-1底物 (12～

17)、1.5 mmol·L-1 UDPGA、0.2～1.2 mg·mL-1重组人源

UGT昆虫细胞匀浆液、5 mmol·L-1 MgCl2, 分别在不同pH

的缓冲液 (pH 5.0～6.0, 100 mmol·L-1 citric acid-sodium

citrate buffer; pH 6.0～8.0, 100 mmol·L-1 Na2HPO4-

NaH2PO4 buffer; pH 7.0～9.0, 100 mmol·L-1 Tris-HCl

buffer; pH 9.0～10.0, 100 mmol·L-1 Na2CO3-NaHCO3

buffer) 中进行反应。同样地, 在各UGT亚型催化对应

底物的最适 pH 缓冲液中, 考察不同的孵育温度 (30、

35、40、45、50、55 ℃ ) 对人源 UGT 催化活性的影响。

每组实验设3个平行。

药物葡萄糖醛酸苷产物的酶法合成 酶促反应

体系在最适反应条件下等比例放大至制备体积 (表

3), 60 r·min-1振荡水浴中反应 24 h。10 000 ×g下离心

30 min, 收集的上清液用AmberliteXAD16大孔吸附树

脂柱吸附, 依次用 50% (v/v)、100% (v/v) 乙醇洗脱, 经

HPLC 分析合并含目标产物流分 , 减压浓缩 , 用 1 mL

甲醇溶出。进一步利用反相 HPLC 分离纯化酶促反

应产物。葡萄糖醛酸苷产物结构经 MS、1H NMR、
13C NMR、HSQC及HMBC进行鉴定。所用的核磁共振

波谱仪为Bruker AVIIIHD 400 MHz 和500 MHz (Bruker,

USA)。

结果与分析

1 人源UGT基因全长的克隆

以反转录得到的人源肝脏 cDNA为模板, 用带线

性质粒两端同源臂的引物 (表1), 对人源UGT基因进行

PCR扩增, PCR产物的琼脂糖凝胶电泳结果显示与已

报道的基因ORF长度一致 (图1)。进一步对UGT基因

进行测序确认 , 共克隆获得 UGT1A1、1A3、1A4、1A6、

1A9 和 2B7 六条基因 , 对应的基因长度和 GenBank 登

录号见表 4。TMHMM 2.0跨膜区预测表明, 该 6个人

源UGT均为膜蛋白。

2 重组人源UGT酿酒酵母表达系统的构建

酿酒酵母不仅具有人源UGT表达所需的膜系统,

Table 2 HPLC analytical conditions for human UGT assays

Substrate

1-11

12

13

14

15

16
17

Gradient program

30%-100% B 25 min, 100% B 5 min

50%-95% B 14 min, 95%-100% B

1 min, 100% B 5 min
60%-85% B 13min, 85%-100% B

1 min, 100% B 5 min
50%-80% B 13 min, 80%-100% B

1 min, 100% 5 min
10%-25% B 15 min, 25%-100% B

1 min, 100% B 5 min
50%-100% B 14 min, 100% B 5 min
60%-100% B 15min, 100% B 5 min

Detection

wavelength/nm

320 (1, 2, 10), 275

(3), 290 (4, 8), 280

(9, 11), 305 (5), 340

(6), 370 (7)
280

250

261

280

250
276

Table 3 Reaction conditions for the synthesis of glucuronides

UGTs

UGT1A1
UGT1A3
UGT1A4
UGT1A6
UGT1A9
UGT2B7

Crude

proteins

/mg

60
42
58

5
5

48

Substrate

/mg

12 (6.8)
13 (14.3)
14 (10.3)
15 (4.2)
16 (4.0)
17 (13.2)

Tris-HCl

buffer

(pH)

8.0
7.5
8.4
8.0
7.0
7.0

Temperature

/℃

45
45
45
40
50
45

Reaction

volume

/mL

50
70
50
20
25
70
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同时还具有生长周期短、蛋白表达水平高、容易进行

大规模培养及遗传操作简单等优势。选取酿酒酵母

INVSc1为表达宿主, pESC-HIS为表达载体, 对扩增得

到的人源UGT进行外源表达。首先选取了香豆素类

(1、2)、蒽醌类 (3、4)、黄酮类 (5～8) 以及简单酚类 (9～

11) 化合物对5个人源UGTs (INV-UGT1A1、1A3、1A6、

1A9和 2B7) 的催化活性进行测试。以化合物 1～11作

为底物时, 4个人源UGTs (INV-UGT1A1、1A3、1A6和

1A9) 表现出了葡萄糖醛酸化活性 (图2): 其中UGT1A1

和 1A3对蒽醌类 (3、4) 及黄酮类化合物 (5～8) 活性较

强; UGT1A6对香豆素类 (1、2) 和结构简单的酚类 (9～

11) 活性较强; UGT1A9显示出较宽的底物谱, 且对香

豆素类、蒽醌类、酚类和黄酮类化合物 (1～11) 均有较

强的活性; INV-UGT2B7对 (1～11) 均无活性。UGT1A4

主要催化 N-葡萄糖醛酸化 , 故选取其特异性底物三

氟拉嗪 (trifluoperazine, 14) 对 INV-UGT1A4进行活性

验证[4]; 另外 , 用 UGT1A1、1A3、1A6、1A9 和 2B7 各自

的特异性底物 β -雌二醇 (β -estradiol, 12)、依替米贝

(ezetimibe, 13)、5-羟色醇 (5-hydroxytryptophol, 15)、霉

酚酸 (mycophenolic acid, 16) 和吉非罗奇 (gemfibrozil,

17) [19-22]进一步对 5 个重组 UGT 酵母微粒体 (INV-

UGT1A1、1A3、1A6、1A9和 2B7) 进行活性测试。结果

显示仅 INV-UGT1A9 对霉酚酸表现出葡萄糖醛酸化

活性, 且活性低, 其余5个均无活性。

利用酵母表达系统成功表达了 4个人源UGTs, 对

香豆素类、蒽醌类、黄酮类以及简单酚类化合物表现

出葡萄糖醛酸化活性 , 但对一些药物或药物类似物

活性低或无活性 , 可能原因是人源 UGT 在酿酒酵母

INVSc1中表达量较低或酵母的蛋白翻译后加工修饰

与哺乳动物细胞不同。因此, 要建立更高效的药物代

谢体外评价模型还需优化或构建其他表达系统来获得

高活性重组人源UGTs。

3 重组人源UGT昆虫细胞表达体系的构建

有研究显示, 当表达兔源UGT时, 杆状病毒侵染的

昆虫细胞 Sf9与通过瞬时转染的哺乳动物细胞COS-1

相比, 蛋白量是后者的 50～100倍, 表达的UGTs高达

细胞蛋白总量的5%～10%[18]。此外, 昆虫细胞具有近似

哺乳动物细胞的蛋白后修饰系统, 被认为是人源UGT

的良好表达宿主, 具有良好的应用前景[1,18]。目前用于

人源 UGT 表达的昆虫细胞系大多为 Sf9[12-15], 本研究

尝试使用蛋白表达量更高的High Five细胞系, 期望获

得高表达的功能性重组人源UGTs。

重组人源 UGT 杆状病毒感染 High Five 细胞后 ,

RT-PCR 法验证 UGT 基因在昆虫细胞 High Five 中成

功转录, 表明此表达系统构建成功。首先以4-甲基伞形

酮 (4-MU, 1) 为底物, 利用HPLC-UV对昆虫细胞High

Five (Hi5) 表达的 5 个重组人源 UGTs (Hi5-UGT1A1、

1A3、1A6、1A9和 2B7) 进行葡萄糖醛酸化反应活性测

定, 并且与重组酵母微粒体 INV-UGTs活性进行比较 (图

3): Hi5-UGT1A1、1A3、1A6和1A9对于4-MU的转化率

分别是INV-UGTs的2～34倍 (其中Hi5-UGT1A3活性为

INV-UGT1A3的34倍)。此外, 如前所述, INV-UGT2B7

对4-MU无催化活性, 而Hi5-UGT2B7对4-MU具有较高

催化活性 (转化率32%)。用各亚型的特异性底物 (药物

12～17) 对6个Hi5-UGTs的活性进行进一步评价 (图4,

表 5): 不同于 INV-UGTs, Hi5-UGT1A1、1A3、1A4、1A6

和2B7可分别催化各自底物β-雌二醇 (12)、依替米贝 (13)、

三氟拉嗪 (14)、5-羟色醇 (15) 和吉非罗奇 (17) 发生葡萄

糖醛酸化反应 (其中UGT1A4催化三氟拉嗪的N-葡萄

糖醛酸化 , 其余均为 O-葡萄糖醛酸化); Hi5-UGT1A9

对霉酚酸 (16) 的活性显著高于 INV-UGT1A9。

利用杆状病毒侵染的昆虫细胞系统成功表达了6个

人源UGTs, 对小分子通用底物 4-MU及药物 12～17均

具有高活性, 可作为人源UGT的良好体外模型; 另外,

重组UGT蛋白的高催化活性可用于药物12～17葡萄糖

醛酸化代谢产物的酶法制备。

4 pH值及温度对人源UGT酶活性的影响

为确定昆虫细胞High Five重组人源UGTs对药物

Figure 1 Agarose gel electrophoresis analysis of cloned UGT

genes. M: DNA marker; 1: PCR product of UGT1A1; 2: PCR

product of UGT1A3; 3: PCR product of UGT1A4; 4: PCR product of

UGT1A6; 5: PCR product of UGT1A9; 6: PCR product of UGT2B7

Table 4 Cloned UGTs gene length and GenBank accession

numbers

UGTs

UGT1A1

UGT1A3

UGT1A4

UGT1A6

UGT1A9

UGT2B7

Gene length/bp

1 602

1 605

1 605

1 599

1 593

1 590

GenBank accession No.

M57899.1

NM_019093.2

NM_007120.2

NM_001072.4

AF056188.1

J05428.1
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12～17葡萄糖醛酸化的最佳反应条件从而高效合成

代谢产物, 考察了pH值及温度对人源UGT酶活性的影

响。结果表明各UGT亚型在Tris-HCl缓冲液中的催化

活性均高于其他缓冲液; UGTs催化对应底物的最适pH

均在7.0～8.5之间 (图5)。其中UGT1A1催化β-雌二醇

的最适pH为8.0 (图5A), UGT1A3催化依替米贝的最适

pH为 7.5 (图 5B), UGT1A4催化叔胺类底物三氟拉嗪

的最适 pH为 8.4 (图 5C), UGT1A6催化 5-羟色醇的最

适 pH 为 8.0 (图 5D), UGT1A9 催化霉酚酸和 UGT2B7

催化吉非罗奇的最适pH均为7.0 (图5E、5F)。

同时考察了不同温度对重组人源UGTs活性的影

响, 结果显示其最适反应温度在 40～50 ℃之间 (图 6)。

Figure 2 Glucuronidation of drugs and xenobiotics by recombinant human UGTs expressed in S. cerevisiae system. (A) The conversion of

compounds 1-11 (0.1 mmol·L-1) by INV-UGTs. Conversion values represent the mean ± s.d. of three independent replicates. N.D.: Activity

not detected in the enzymatic assay; (B) Chemical structures of substrates (1-17)

Figure 3 Comparison of glucuronidation activities of INV-UGTs

and Hi5-UGTs with 4-MU (0.5 mmol·L-1) as an acceptor substrate.

Conversion values represent the mean ± s.d. of three independent

replicates. N.D.: Activity not detected in the enzymatic assay
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Figure 4 Glucuronidation of drugs by recombinant human UGTs expressed in baculovirus-infected insect cells. (A) Glucuronidation

reactions of 12-17 by Hi5-UGTs; (B) HPLC analyses of the glucuronidation activities of Hi5-UGTs with 12-17 (0.5 mmol·L-1) as substrates
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其中UGT1A1催化 β-雌二醇 (图 6A)、UGT1A3催化依

替米贝 (图 6B)、UGT1A4 催化三氟拉嗪 (图 6C) 的最

适温度均为 45 ℃, UGT1A6催化 5-羟色醇的最适温度

为 40 ℃ (图 6D), UGT1A9 催化霉酚酸的最适温度为

50 ℃ (图 6E), UGT2B7 催化吉非罗奇 (图 6F) 的最适

温度为45 ℃。

5 药物葡萄糖醛酸苷的酶法合成及结构鉴定

药物体外代谢研究中通常利用人或动物的肝脏微

粒体来制备药物葡萄糖醛酸苷, 但肝脏微粒体的来源

相对稀少、批次之间存在差异且产率较低, 高活性的重

组人源UGT则是良好的替代手段。因此, 本研究利用

上述昆虫细胞 High Five表达的重组人源 UGTs, 在最

适 pH和温度条件下 (表 3) 对药物 12～17进行放大酶

促反应, 分离纯化葡萄糖醛酸苷产物, 并利用ESI-MS、
1H NMR、13C NMR、HSQC 和 HMBC 对产物结构进行

鉴定。

β-雌二醇 (12, 6.8 mg) 经重组人源UGT1A1催化,

分离纯化获得产物12a (4.7 mg, 产率42%), MS及NMR

数据为: ESI-MS m/z 447.19 [M-H]-; 1H NMR (methanol-

d4, 400 MHz) δH: 7.19 (1H, d, J = 8.6 Hz, H-1), 6.84 (1H,

dd, J = 8.6, 2.5 Hz, H-2), 6.78 (1H, d, J = 2.5 Hz, H-4),

4.89 (obscured by H2O, H-1'), 3.90 (1H, d, J = 9.6 Hz, H-

5'), 3.66 (1H, t, J = 8.6 Hz, H-17), 3.57～3.62 (1H, m,

H-4'), 3.47～3.49 (2H, m, H-2', 3'), 2.81～2.84 (2H, m,

H-6), 2.30～2.34 (1H, m, H-11), 2.14～2.20 (1H, m, H-9),

2.01～2.08 (1H, m, H-16), 1.94～1.99 (1H, m, H-12),

1.87～1.90 (1H, m, H-7), 1.66～1.74 (1H, m, H-15),

1.50～1.54 (1H, m, H-16), 1.42～1.48 (1H, m, H-8),

1.37～1.41 (1H, m, H-11), 1.33～1.36 (1H, m, H-15),

1.27～1.30 (1H, m, H-12), 1.24～1.27 (1H, m, H-7),

1.16～1.21 (1H, m, H-14), 0.78 (3H, s, H-18); 13C NMR

(methanol-d4, 100 MHz) δC: 173.0 (C-6'), 156.8 (C-3),

139.0 (C-5), 135.9 (C-10), 127.25 (C-1), 118.0 (C-4),

115.4 (C-2), 102.8 (C-1'), 82.5 (C-17), 77.4 (C-3'), 76.6

Figure 5 The effects of pH values on enzyme activity of recombinant human UGTs. (A) The glucuronidation of β-estradiol by UGT1A1;

(B) The glucuronidation of ezetimibe by UGT1A3; (C) The glucuronidation of trifluoperazine by UGT1A4; (D) The glucuronidation of 5-

hydroxytrptophol by UGT1A6; (E) The glucuronidation of mycophenolic acid by UGT1A9; (F) The glucuronidation of gemfibrozil by

UGT2B7. Relative activity values represent the mean ± s.d. of three independent replicates

Table 5 HPLC-MS data of substrates (12-17) and their corresponding products (12a-17a) in enzymatic reactions with Hi5-UGTs. aRTS:

The retention time of substrates (12-17); bRTG: The retention time of glucuronides (12a-17a)

Hi5-UGTs
UGT1A1
UGT1A3
UGT1A4
UGT1A6
UGT1A9
UGT2B7

Substrate
12
13
14
15
16
17

RTS
a/min

13.3
18.7
11.4
16.1
10.5
14.3

Substrate m/z
271.31 [M-H]-

407.81 [M-H]-

408.21 [M+H]+

177.97 [M+H]+

319.22 [M-H]-

272.69 [M+Na]+

Glucuronide
12a
13a
14a
15a
16a
17a

RTG
b/min
9.9

14.2
15.8
12.0

7.1
12.6

Glucuronide m/z
447.19 [M-H]-

584.03 [M-H]-

584.21 [M+H]+

352.07 [M-H]-

495.28 [M-H]-

424.82 [M-H]-

Conversion/%
25
18
54
87

100
54
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(C-5'), 74.7 (C-2'), 73.1 (C-4'), 51.3 (C-14), 45.5 (C-9),

44.4 (C-13), 40.4 (C-8), 38.0 (C-12), 30.8 (C-16), 30.6

(C-6), 28.4 (C-7), 27.5 (C-11), 24.0 (C-15), 11.7 (C-18)。

以上数据与文献[23]报道的化合物 β-estradiol-3-O-β-D-

glucuronide一致, 故化合物的结构确定为 β-estradiol-3-

O-β-D-glucuronide。

依替米贝 (13, 14.3 mg) 经重组人源UGT1A3催化,

分离纯化获得产物13a (6.9 mg, 产率34%), MS及NMR

数据为: ESI-MS m/z 584.03 [M-H]-; 1H NMR (methanol-

d4, 400 MHz) δH: 7.31～7.34 (2H, m, H-12, 16), 7.28～

7.31 (2H, m, H-21, 25), 7.25～7.28 (2H, m, H-6, 10),

7.10 (2H, d, J = 8.6 Hz, H-13, 15), 7.01～7.05 (2H, m,

H-22, 24), 6.97～7.01 (2H, m, H-7, 9), 4.96 (1H, d, J =

7.6 Hz, H-1'), 4.81 (1H, d, J = 2.1 Hz, H-4), 4.60 (1H, t,

J = 6.7 Hz, H-19), 3.97 (1H, d, J = 9.7 Hz, H-5'), 3.58～

3.61 (1H, m, H-4'), 3.48～3.50 (2H, m, H-2', 3'), 3.10～

3.11 (1H, m, H-3), 1.83～1.97 (4H, m, H-17, 18); 13C NMR

(methanol-d4, 100 MHz) δC: 172.6 (C-6'), 169.7 (C-2),

162.3 (C-23), 159.3 (C-8), 159.0 (C-14), 142.2 (C-20),

135.2 (C-5), 128.8 (C-21, 25), 128.6 (C-12, 16), 119.9

(C-6, 10), 118.5 (C-13, 15), 116.8 (C-7, 9), 116.0 (C-22,

24), 102.2 (C-1'), 77.3 (C-3'), 76.5 (C-5'), 74.5 (C-2'),

73.7 (C-19), 73.0 (C-4'), 62.0 (C-4), 61.2 (C-3), 37.5 (C-

18), 26.1 (C-17)。以上数据与文献[24]报道的化合物

ezetimibe-O-β-D-glucuronide 一致 , 故化合物 13a 的结

构确定为 ezetimibe-O-β-D-glucuronide。

三氟拉嗪 (14, 10.2 mg) 经重组人源UGT1A4催化,

分离纯化获得产物14a (1.9 mg, 产率13%), MS数据为:

ESI-MS m/z 584.21 [M+H]+, 与文献[25]报道的化合物

trifluoperazine-N-β-D-glucuronide一致, 经NMR进一步

确定 14a 结构为 trifluoperazine-N-β-D-glucuronide, 其

NMR数据为: 1H NMR (methanol-d4, 400 MHz) δH: 7.28

(1H, d, J = 7.8 Hz, H-3), 7.25 (1H, dd, J = 8.2, 1.5 Hz,

H-8), 7.22 (1H, d, J = 7.8 Hz, H-4), 7.19 (1H, brs, H-1),

7.13 (1H, dd, J = 7.7, 1.5 Hz, H-6), 7.06 (1H, dd, J =

8.2, 1.1 Hz, H-9), 6.98 (1H, dd, J = 7.7, 1.1 Hz, H-7),

4.72 (1H, d, J = 8.8 Hz, H-1''), 4.07 (2H, t, J = 6.3 Hz, H-

1'), 3.79～3.83 (1H, m, H-6'), 3.76～3.79 (1H, m, H-5''),

3.73～3.76 (1H, m, H-2''), 3.68～3.72 (1H, m, H-6'),

3.63～3.68 (1H, m, H-9'), 3.50～3.53 (1H, m, H-3''),

3.47～3.50 (1H, m, H-9'), 3.42～3.46 (1H, m, H-4''),

3.14 (3H, s, H-8'), 2.81～2.88 (2H, m, H-5'), 2.67～2.73

(2H, m, H-10'), 2.62 (2H, t, J = 6.6 Hz, H-3'), 1.89～

1.96 (2H, m, H-2'); 13C NMR (methanol-d4, 100 MHz)

δC: 175.0 (C-5''), 147.4 (C-10a), 145.9 (C-9a), 132.0 (C-

2), 130.6 (C-4a), 129.0 (C-4), 128.7 (C-8), 128.5 (C-6),

125.5 (C-5a), 124.4 (C-7), 120.2 (C-3), 117.7 (C-9),

113.3 (C-1), 95.1 (C-1''), 79.2 (C-5''), 78.6 (C-3''), 72.7

(C-4''), 71.5 (C-2''), 61.5 (C-6'), 60.8 (C-9'), 54.8 (C-3'),

47.5 (C-10'), 47.3 (C-5'), 45.6 (C-1'), 43.1 (C-8'), 24.9

(C-2')。

5-羟色醇 (15, 4.2 mg) 经重组人源UGT1A6催化,

Figure 6 The effects of temperature on enzyme activity of recombinant human UGTs. (A) The glucuronidation of β-estradiol by UGT1A1;

(B) The glucuronidation of ezetimibe by UGT1A3; (C) The glucuronidation of trifluoperazine by UGT1A4; (D) The glucuronidation of

5-hydroxytrptophol by UGT1A6; (E) The glucuronidation of mycophenolic acid by UGT1A9; (F) The glucuronidation of gemfibrozil by

UGT2B7. Relative activity values are the mean ± s.d. of three independent replicates
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分离纯化获得产物15a (2.4 mg, 产率29%), MS及NMR

数据为: ESI-MS m/z 352.07 [M-H]-; 1H NMR (methanol-

d4, 500 MHz) δH: 7.30 (1H, d, J = 2.1 Hz, H-4), 7.23 (1H,

d, J = 8.7 Hz, H-7), 7.07 (1H, s, H-2), 6.96 (1H, dd, J =

8.7, 2.1 Hz, H-6), 4.87 (1H, d, J = 7.3 Hz, H-1''), 3.88

(1H, d, J = 9.6 Hz, H-5''), 3.79 (2H, t, J = 7.2 Hz, H-2'),

3.60～3.63 (1H, m, H-4''), 3.54～3.46 (2H, m, H-2'',3''),

2.93 (2H, t, J = 7.2 Hz, H-1'); 13C NMR (methanol-d4,

125 MHz) δC: 173.9 (C-6"), 152.7 (C-5), 134.7 (C-8),

129.2 (C-9), 124.8 (C-2), 114.5 (C-6), 112.8 (C-3), 112.5

(C-7), 107.4 (C-4), 104.8 (C-1"), 77.5 (C-3"), 76.7 (C-

5"), 74.8 (C-2"), 73.3 (C-4"), 63.5 (C-2'), 29.8 (C-1')。

以上数据与文献[4]报道的化合物5-hydroxytrptophol-O-

β-D-glucuronide 一致 , 故化合物 15a 的结构确定为 5-

hydroxytrptophol-O-β-D-glucuronide。

霉酚酸 (16, 4.0 mg) 经重组人源UGT1A9催化, 分

离纯化获得产物 16a (4.1 mg, 产率 66%), MS 及 NMR

数据为: ESI-MS m/z 495.28 [M-H]-; 1H NMR (methanol-

d4, 400 MHz) δH: 5.34 (1H, d, J = 7.6 Hz, H-1"), 5.32～

5.26 (3H, m, H-3,2'), 3.82 (3H, s, 5-OCH3), 3.76 (1H, dd,

J = 14.4, 7.1 Hz, H-1'), 3.63～3.52 (4H, m, H-2",3",4",5"),

3.49 (1H, dd, J = 14.4, 7.1 Hz, H-1'), 2.34～2.39 (2H,

m, H-5'), 2.28～2.31 (2H, m, H-4'), 2.24 (3H, s, 4-CH3),

1.84 (3H, s, 3'-CH3);
13C NMR (methanol-d4, 100 MHz)

δC: 176.0 (C-6"), 172.3 (C-6'), 164.7 (C-1), 154.1 (C-7),

148.7 (C-5), 135.0 (C-3'), 132.2 (C-7a), 124.7 (C-6),

124.7 (C-2'), 122.7 (C-3a), 113.0 (C-4), 105.9 (C-1"),

78.2 (C-5"), 77.2 (C-3"), 75.7 (C-2"), 73.4 (C-4"), 70.2

(C-3), 61.6 (-OCH3), 36.2 (C-5'), 33.1 (C-4'), 25.1 (C-

1'), 16.7 (3'-CH3), 11.6 (4-CH3)。以上数据与文献[26]报

道的化合物mycophenolic acid-7-O-β-D-glucuronide一

致 , 故化合物 16a 的结构确定为 mycophenolic acid-7-

O-β-D-glucuronide。

吉非罗奇 (17, 13.2 mg) 经重组人源UGT2B7催化,

分离纯化获得产物17a (8.1 mg, 产率36%), MS及NMR

数据为: ESI-MS m/z 424.82 [M-H]-; 1H NMR (methanol-

d4, 400 MHz) δH: 6.73 (1H, d, J = 7.3 Hz, H-10), 6.42 (1H,

d, J = 7.3 Hz, H-9), 6.41 (1H, s, H-7), 5.54 (1H, d, J =

7.5 Hz, H-1'), 4.05 (1H, d, J = 7.9 Hz, H-5), 3.64～3.55

(4H, m, H-2',3',4',5'), 2.06 (3H, s, H-12), 1.97 (3H, s, H-

13), 1.50 (4H, s, H-3,4), 1.08 (6H, s, H-14,15); 13C NMR

(methanol-d4, 100 MHz) δC: 177.8 (C-1), 171.7 (C-6'),

156.6 (C-6), 136.3 (C-8), 130.3 (C-10), 123.2 (C-9), 121.0

(C-11), 112.5 (C-7), 93.7 (C-1'), 75.3 (C-5'), 75.3 (C-3'),

71.8 (C-2'), 71.1 (C-4'), 68.0 (C-5), 41.9 (C-2), 36.3 (C-

3), 24.5 (C-4), 24.3 (C-14, 15), 20.9 (C-13), 15.5 (C-12)。

以上数据与文献[27]报道的化合物 gemfibrozil-1-O-β-D-

glucuronide一致,故化合物17a的结构确定为gemfibrozil-

1-O-β-D-glucuronide。

讨论

人体 UGT催化葡萄糖醛酸化反应是药物的主要

解毒和清除机制之一。临床上发现, 患者UGT基因的

多态性往往会导致个体用药的差异, 药物对UGT的抑

制可引发药物-药物相互作用[6], 并且某些药物的葡萄

糖醛酸化代谢产物具有更高的活性或更强的不良反

应[28], 因此, 新药研发中的葡萄糖醛酸化代谢研究十分

重要。建立一个具有应用价值的重组人源UGTs表达

系统不仅可作为新药代谢体外预测的平台, 还可实现

对药物葡萄糖醛酸化代谢产物的规模化制备, 对新药

研发中药代动力学、毒理学等研究具有重要作用。

本研究从人源肝脏 cDNA中扩增得到 6条UGT基

因 (UGT1A1、1A3、1A4、1A6、1A9 和 2B7), 分别构建了

酿酒酵母表达系统和杆状病毒侵染的昆虫细胞表达系

统。在酿酒酵母 INVSc1中成功表达了 4个重组人源

UGTs (UGT1A1、1A3、1A6和 1A9), 对多种简单结构类

型化合物表现出葡萄糖醛酸化活性, 对结构较复杂的

药物则无活性。为建立更高效的药物代谢体外评价模

型, 或可对酵母表达系统进行相应的优化, 如添加人体

细胞内蛋白翻译后修饰酶等元件或更换高表达酵母宿

主菌株, 以得到更高活性的重组人源 UGT; 本研究则

进一步构建了杆状病毒侵染的昆虫细胞表达系统, 选

用蛋白表达量高于 Sf9的High Five细胞成功表达了 6

个高活性人源UGTs, 相比于酵母表达的UGTs, 其对于

4-MU的活性最多提高了 34倍, 并且能高效催化各亚

型特异性底物的葡萄糖醛酸化。本研究构建的两种表

达系统均能表达活性重组人源UGTs, 但因不同的蛋白

翻译后修饰或蛋白表达量而导致活性存在差异。酵母

表达系统操作简便、细胞培养时间短、大批量培养成本

低, 然而表达的重组UGT活性较低, 可用于高通量筛

选中代谢稳定性差的候选药物的筛出或构建全细胞催

化体系制备药物代谢产物以供药理和安全性评价; 杆

状病毒侵染的昆虫细胞表达系统操作较复杂, 细胞培

养周期较长, 但表达的重组UGT活性高, 适用于绝大

多数药物的体外代谢评价及药物葡萄糖醛酸化代谢产

物的毫克级制备。本研究利用昆虫细胞表达的重组人

源UGTs实现了药物葡萄糖醛酸化代谢产物 (毫克级)

的酶法制备, 产率为 13%～66%; 而之前这些代谢物均

采用化学合成[24,26]、动物组织微粒体[4,23]或是受试者排

泄物分离纯化[27]的方法得到。本研究第一次采用重组
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人源UGT酶法合成这些代谢物, 相比之前的方法, 具

有反应条件温和、操作步骤简单且无伦理问题等优点。

综上所述, 本研究利用酿酒酵母和杆状病毒侵染

的昆虫细胞表达的重组人源UGTs不仅可用于进行新

药临床前体外代谢研究, 而且为药物葡萄糖醛酸化代

谢产物便捷高效的合成提供了新方法。人源UGTs具

有催化效率高及底物谱宽泛等特点, 还可用于多种天

然或非天然化合物的葡萄糖醛酸化结构修饰, 增加其

结构多样性, 改善其药理活性, 发现新药。此外, 本研

究构建的两种表达系统还可用于其他重要药物代谢酶

的重组表达, 如人细胞色素P450、黄素单氧化酶、谷胱

甘肽 S-转移酶等[6,29], 从而建立完善的药物代谢酶模型

体系用于药物的体外代谢研究。
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