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VDR基因多态性与肾移植患者他克莫司浓度相关性的研究 

覃  利 1, 李嘉丽 1*, 刘晓曼 1, 陈徐涛 2, 刘  澍 3, 刘龙山 2, 王长希 2, 黄  民 1* 

(中山大学  1. 药学院临床药理研究所,  2. 附属第一医院器官移植科,  3. 肿瘤防治中心药学部, 广东 广州 510080) 

摘要: 通过回顾性研究, 探讨维生素 D 受体 (VDR) 的单核苷酸多态性 (SNP) 与肾移植术后早期患者体内

他克莫司全血谷浓度的相关性。共纳入 114 例活体肾移植术后服用他克莫司+霉酚酸酯+糖皮质激素的患者, 采

用 Agena Bioscience MassARRAY® system 检测 VDR rs2853559 和 rs1540339 基因型, 采用 PCR-RFLP 法检测

CYP3A5*3 基因型, 术后第 7天他克莫司全血谷浓度 (C0) 为临床治疗药物监测 (TDM) 数据, 采用 Spearman相

关分析、Mann-Whitney U 检验、Kruskal-Wallis H检验进行数据分析。结果显示, VDR基因 rs2853559 GA+GG           

型他克莫司剂量校正谷浓度显著高于 AA型。以 CYP3A5*3 基因型进行分层后, 在 CYP3A5 非表达型组中 VDR 

rs2853559 GA+GG型他克莫司剂量校正谷浓度显著高于 AA型。回归分析表明, CYP3A5*3及 VDR rs2853559 能

解释 45.6%  的他克莫司剂量校正谷浓度个体差异, 在 CYP3A5非表达者中, VDR rs2853559能解释 14.4%  的他克

莫司剂量校正谷浓度个体差异。肾移植术后患者 VDR rs2853559 基因多态性与他克莫司校正谷浓度相关, 该基因

型检测将有助于指导他克莫司的临床个体化用药。 
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Abstract: The paper was aimed to investigate the association of VDR polymorphisms with tacrolimus 

(FK506) concentration in Chinese renal transplant recipients.  A total of 114 renal transplant recipients receiving 
tacrolimus were genotyped for VDR rs1540339 and rs2853559 by Agena Bioscience MassARRAY ® system        
and CYP3A5*3 by PCR-RFLP method.  Trough concentrations of tacrolimus on day 7 after renal transplantation 
were collected from clinical data.  Statistical analysis was performed with Spearman’s correlation, Mann-     
Whitney U test and Kruskal-Wallis H test.  The dose-adjusted concentration of tacrolimus in VDR rs2853559 
GA and GG carriers were considerably higher than that of AA carriers.  After stratification by CYP3A5*3       
genotypes, VDR rs2853559 GA and GG carriers had a higher dose-adjusted tacrolimus concentration than that           
in AA carriers in CYP3A5 nonexpresser.  CYP3A5*3 and VDR rs2853559 explained 45.6% variability of       
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tacrolimus C0/D.  In CYP3A5 non-expressers, VDR rs2853559 explained 14.4% variability of tacrolimus C0/D.  
The results illustrated that VDR rs2853559 polymorphisms was associated with tacrolimus concentrations,       
and the determination of this SNP may be useful for individualized medicine of tacrolimus. 
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他克莫司 (tacrolimus, FK506) 是一种钙调磷酸
酶抑制剂[1], 因其与环孢素A有相似的免疫抑制作用
但浓度却不到环孢素 A 的 5%, 所以取代了环孢素 A
成为了如今器官移植术后用以防治排斥反应的一线免

疫抑制剂[2]。然而, 治疗窗窄、药动学个体差异大[3], 
成为了他克莫司在临床应用上的一个巨大难题。临床

治疗药物监测  (therapeutic drug monitoring, TDM) 
是一种根据血药浓度调整药物剂量从而提高疗效、降

低毒性的一种方法, 但它仅可以在药物施用后应用, 
具有滞后性, 而在移植后的初始阶段达到治疗浓度
是至关重要的, 因为在移植后的初始阶段器官排斥
的风险最高, 所以 TDM 只能在一定程度上解决他克
莫司的临床应用难题。因此探索他克莫司药动学个体

差异大的原因, 在患者服药前制定出最合适的给药
方案, 使药物浓度尽早达到治疗窗、提高疗效及降低
不良反应的发生率, 具有重要意义。 
他克莫司主要经肝脏及小肠的CYP3A4和CYP3A5

代谢, 也经P-糖蛋白 (P-glycoprotein, P-gp)  的转运[4], 
因此影响 CYP3A4、CYP3A5 及 P-gp 表达或功能的
因素都有可能影响他克莫司的药动学。目前有关他克

莫司药物基因组学的研究较多[5−7], 但唯一能够下定
论的是 CYP3A5*3 (6986A>G) 的基因多态性能够影
响他克莫司的血药浓度。而在作者实验室的前期研究

中, 也证实了 CYP3A5*3的基因多态性能够解释 30%
的他克莫司浓度个体差异[8−10]。这样的研究结果也预

示着还有其他可以解释他克莫司药动学个体差异大

的遗传因素。 
维生素 D受体 (vitamin D receptor, VDR) 属于

核受体 NR1I亚家族成员。当 VDR受到配体 1,25-二
羟基维生素 D3 (1,25-dihydroxyvitamin D 3, VD3) 激
活时, 形成受体−配体复合物, 然后与视黄醇类 X 受
体 (retinoid X receptor, RXR) 形成异二聚体, 结合到
CYP3A4 基因启动子远端的 DR3 元件和近端的 ER6
元件等, 从而诱导 CYP3A4的表达[11−14]。并且, Lindh
等[15]发现血清中 VD3 水平与他克莫司浓度存在相关
性。因此, 推测 VDR 基因多态性可能会通过改变与
配体 VD3的结合, 对 CYP3A4的表达水平产生影响, 
进而导致他克莫司的药动学个体差异。本研究旨在探

讨 VDR 基因多态性对肾移植术后早期患者他克莫司
浓度的影响, 旨在为临床个体化用药提供参考。 
 

材料与方法 
试剂与仪器  引物 (中国 Sangon公司); Complete 

iPLEX Gold Genotyping Reagent Set 384 试剂盒 (美
国Agena Bioscience公司); Abbott Architect tacrolimus 
assay试剂盒 (美国 Abbott公司)。Veriti梯度 PCR仪 
(美国 ABI公司); DNA质谱阵列基因分析系统 (美国
Agena Bioscience公司); IMX全自动免疫分析仪 (美
国 Abbot公司)。 

受试对象  本研究纳入 2010 年 10月至 2016 年
10 月期间于中山大学附属第一医院器官移植中心进
行活体肾移植手术的患者, 共 114例。入选患者均为
首次接受肾移植手术, 术后均采用他克莫司+霉酚酸
酯+泼尼松三联免疫抑制疗法, 且肝功能指标正常。
他克莫司起始给药剂量 0.05～0.075 mg·kg−1, 每日    
两次, 随后根据谷浓度监测值调整剂量; 霉酚酸酯
1.0～1.5 g/天; 手术当天至术后两天使用甲泼尼龙, 
500 mg/天, 术后 3～9天使用泼尼松, 30 mg/天, 本研
究所纳入患者均使用泼尼松 30 mg/天。合并使用的    
药物包括抗病毒药物 (更昔洛韦、缬更昔洛韦)、质
子泵抑制剂 (雷尼替丁、法莫替丁) 或降压药 (美托
洛尔、氯沙坦) 等, 不包括任何已报道的有可能对他
克莫司代谢有影响的药物如地尔硫䓬、五酯片、维拉

帕米、酮康唑、伊曲康唑、红霉素、克拉霉素、利福

平等, 并排除发生排斥反应或急性感染、腹泻、接受
多器官移植的患者。本研究符合赫尔辛基宣言规定, 
并经中山大学附属第一医院伦理委员会批准, 所有
患者均签署知情同意书。 

他克莫司浓度检测  患者连续服用同一剂量他
克莫司至少 3 日后, 在术后第 6～9 天, 于清晨服药    
前 (即末次给药后 12 h) 采集静脉血 2 mL置于 EDTA
抗凝真空管, 采用基于微粒子酶免疫法原理的 Abbott 
Architect tacrolimus assay 试剂盒检测他克莫司全血
谷浓度, 该方法的定量下限为 2 ng·mL−1。由于临床上

他克莫司按体重剂量给药, 但患者使用的他克莫司
体重剂量也不完全相同, 为了便于进行个体间比较, 



· 762  · 药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2017, 52 (5): 760 −765  

 

对他克莫司的浓度进行体重剂量校正, 即剂量校正
谷浓度  = 全血谷浓度/剂量×体重 (C0/D)。 

基因型检测  取患者外周静脉血 2 mL, 参照并优
化 Loparev等[16]的碘化钠−氯仿法提取基因组 DNA。
CYP3A5*3的基因型采用聚合酶链反应−限制性片段长
度多态 (polymerase chain reaction-restriction fragment 
length polymorphism, PCR-RFLP) 法 检测 , VDR 
rs2853559 和 rs1540339 的基因型采用 Agena Biosci-
ence MassARRAY® system进行检测。所有引物均由
美国 Agena Bioscience 公司在线软件 Assay Design 
Suite设计得到 (https://www.mysequenom.com/Tools), 
见表 1。 
 
Table 1  Primers for polymerase chain reaction and extension 
reaction.  F: Forward primer; R: Reverse primer; E: Extension 
primer  

SNP Primer 

VDR rs1540339 F: 5'-ACGTTGGATGGTGCTGAGCACACCTTGTTG-3' 

 R: 5'-ACGTTGGATGACACACATTCTCAGTGGGC-3' 

 E: 5'-GTTGGTGCCCACCCTAA-3' 

VDR rs2853559 F: 5'-ACGTTGGATGTCACTGCACATTGTGTACCC-3' 

 R: 5'-ACGTTGGATGCTTTTTATTTGTAGTTGACAC-3' 

 E: 5'-GTAGTTGACACATAATAATTGTACATA-3' 

CYP3A5*3 F: 5'-CATGACTTAGTAGACAGATGAC-3' 

 R: 5'-GGTCCAAACAGGGAAGAAATA-3' 

 
多重 PCR反应体系 5 μL, 包括 1×PCR缓冲液、

2 mmol·L−1氯化镁、500 mol·L−1 dNTPs、0.1 mol·L−1

引物混合物、1 U PCR酶和全基因组 DNA 10 ng。用
0.5 U 虾碱性磷酸酶  (shrimp alkaline phosphatase, 
SAP) 去除游离 dNTP。单碱基延伸反应体系 2 μL, 包
括 1.57 mol·L−1延伸引物混合物, 1×iPlex终止混合物, 
1×iPlex酶。 

PCR 反应条件: 95 ℃预变性 2 min; 95  ℃变性     
30 s, 56  ℃退火 30 s, 72 ℃延伸 60 s, 共 45个循环; 最
后 72 ℃延伸 5 min。SAP反应条件: 37 ℃孵育 40 min, 
85 ℃失活 5 min。 

单碱基延伸反应条件: 94 ℃预变性 30 s; 94 ℃变

性 5 s, 以下步骤 5个循环: 52 ℃退火 5 s和 80 ℃延伸

5 s, 共 40个循环; 最后 72 ℃延伸 5 min。 
统计学处理  采用 SPSS22.0 软件进行统计分

析。数据以 x ± s 表示; 采用 χ2检验分析基因型是否

符合 Hardy-Weinberg 平衡; 由于他克莫司剂量校正
谷浓度不是正态分布, 因此采用非参数检验比较不
同组别之间他克莫司剂量校正谷浓度的差异, 两组
间比较采用 Mann-Whitney U 检验, 三组间比较采用

Kruskal-Wallis H检验, 采用 Spearman相关分析评估
他克莫司剂量校正谷浓度与其他连续变量之间的相

关性。采用逐步回归分析法综合分析各因素对他克莫

司剂量校正谷浓度的影响。P  < 0.05 为差异有统计学
意义。 
 

结果 
1  一般资料 

本研究共纳入 114 例中国汉族活体肾移植术后
患者, 患者的性别、年龄、体重、红细胞比容、血红
蛋白、肝功能、肾功能、移植肾功能延迟恢复指标见

表 2, 经统计分析, 红细胞比容与他克莫司剂量校正
谷浓度成正相关关系 (r = 0.271, P < 0.05), 其余各项
因素与他克莫司剂量校正谷浓度无关。 
2  等位基因及基因型频率分布 

VDR rs1540339、rs2853559、CYP3A5*3 基因型
及等位基因频率见表 3, 符合 Hardy-Weinberg 平衡 
(P > 0.05), 研究资料具有群体代表性。 
 
Table 2  Demographics, clinical characteristics of 114 renal 
transplant recipients  

Variable Value 

Number of patients 114 

Male 78 

Female 36 

Age /year 37.8 ± 11.2 (20−65) 

Bodyweight /kg 58.9 ± 10.7 (34−84) 

Hematocrit 0.28 ± 0.05 (0.18−0.45) 

Hemoglobin /g·L−1 94.92 ± 16.80 (61−155) 

Aspartate transaminase /U·L−1 16.9 ± 10.4 (6.0−38.2) 

Alanine transaminase /U·L−1 17.3 ± 9.5 (6.4−38.5) 

Serum creatinine /μmol·L−1 303.7 ± 373.51 (65−1 520) 

Delayed graft function /% 8 (7.0) 

 
Table 3  Genotype and allele frequency data of VDR rs1540339, 
rs2853559 and CYP3A5*3 in 114 Chinese renal transplant       
patients  

Gene SNP Genotype n 
Identified 
frequency 

/% 
Allele 

Allele 
frequency 

/% 
VDR rs1540339 CC  9 8.1 C 28.0 

  CT 45 39.8 T 72.0 

  TT 60 52.1   

VDR rs2853559 AA 17 14.9 A 33.3 

  AG 42 36.9 G 66.7 

  GG 55 48.2   

CYP3A5 rs766746 *1/*1  8 7.0 *1 22.8 

  *1/*3 36 31.6 *3 77.2 

  *3/*3 70 61.4   
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3  CYP3A5*3、VDR rs2853559、rs1540339 基因多
态性与他克莫司剂量校正谷浓度的相关性分析 

将 CYP3A5*1/*1 和 CYP3A5*1/*3 作为 CYP3A5
表达型组, CYP3A5*3/*3作为非表达型组。结果 (图 1) 
显示, CYP3A5 表达型组他克莫司剂量校正谷浓度   
显著低于 CYP3A5 非表达型组 (P < 0.001)。将 VDR 
rs2853559基因型分为 AA型组和 GA+GG型组。结果 
(图 2) 显示, GA+GG 型组他克莫司剂量校正谷浓度
显著高于 AA型组 (P < 0.05)。而在 rs1540339 各基因
型组中, 他克莫司剂量校正谷浓度均无统计学差异。 
 

 
Figure 1  Influence of CYP3A5*3 polymorphisms on  tacrolimus 
concentration/dose ( C0/D).  ***P < 0.001 vs *3/*3 
 

 
Figure 2  Influence of VDR rs2853559 polymorphisms on       
tacrolimus C0/D.  *P < 0.05 vs GA+GG 
 
4  排除CYP3A5*3影响后VDR rs2853559、rs1540339
基因多态性与他克莫司剂量校正谷浓度的相关性分析 

由于 CYP3A5*3是目前公认的与他克莫司浓度密 

切相关的遗传因素, 为排除 CYP3A5*3基因型作为混
杂因素影响分析结果, 以 CYP3A5*3基因型分层后再
考察 VDR rs2853559、rs1540339与他克莫司浓度相关
性。以 CYP3A5*1/*1 和 CYP3A5*1/*3 作为 CYP3A5
表达型组, CYP3A5*3/*3作为非表达型组。结果 (图 3) 
显示, 在 CYP3A5非表达型组患者中, rs2853559 GA+ 
GG 型他克莫司剂量校正谷浓度显著高于 AA 型组 
(P < 0.05)。然而, 在 CYP3A5表达型组患者中则未发
现存在相关性。无论在 CYP3A5 表达型还是非表达
型患者中, VDR rs1540339各基因型组他克莫司剂量
校正谷浓度均无统计学差异。 
 

 
Figure 3 Influence of VDR rs2853559 polymorphisms on     
tacrolimus C0/D in CYP3A5 nonexpressers.  *P < 0.05 vs GA+GG 
 
5  多重线性回归分析他克莫司剂量校正谷浓度的影
响因素 

将上述分析中的显著影响因素 (P  <  0.05, 包括
CYP3A5*3、VDR rs2853559、红细胞比容) 及对数形
式转化后的他克莫司剂量校正谷浓度进行多重线性

回归分析, 如表 4 所示, 发现 CYP3A5*3 及 VDR 
rs2853559能分别解释 34.5%  和 6.9%  的他克莫司剂量

校正谷浓度个体差异, 该模型能解释 45.6%  的他克莫

司剂量校正谷浓度个体差异, 而红细胞比容在最终
模型中被剔除。在 CYP3A5非表达者中, 如表 5所示, 
VDR rs2853559 能解释 14.4%  的他克莫司剂量校正谷 

 
Table 4  Stepwise forward selection multiple regression analysis of explanatory variables for log-transformed C0/D in 114 renal trans-
plant recipients  

Variable Unstandardized coefficient SE Standardized coefficient Partial r2 P-value 

CYP3A5*3 0.278 0.046 0.569 0.345 <0.001 

VDR rs2853559 0.113 0.051 0.213 0.069  0.028 

Intercept 1.741 0.056   <0.001 

 
Table 5  Stepwise forward selection multiple regression analysis of explanatory variables for log-transformed C0/D in 70 CYP3A5 non-
expressers renal transplant recipients  

Variable Unstandardized coefficient SE Standardized coefficient Partial r2 P-value 

VDR rs2853559 0.136 0.051 0.379 0.144  0.010 

Intercept 2.000 0.053   <0.001 
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浓度个体差异。 
 

讨论 
核受体 (nuclear receptor, NR) 是细胞内一类转

录因子的统称。它们在新陈代谢、性别决定与分化、

生殖发育与体内稳态的维持等方面的生命活动都发

挥着重要作用。近年研究发现核受体作为关键的转录

调控因子在编码药物代谢酶及转运蛋白的基因的表

达调控中起到重要作用。当 VDR受到特定配体激活
时, 形成受体−配体复合物, 然后与 RXR形成异二聚
体, 结合到靶基因启动子内的外源性化合物反应元
件, 从而对基因的转录加以调控, 而它们的靶基因包
括多种药物代谢酶的编码基因, 如 CYP3A4 等[11−14], 
因此任何影响核受体自身表达的因素都可能会影响

靶基因的表达和功能。 
VDR基因定位于染色体 12q12-q14 上, 有 11 个

外显子, 全长约 75 kb, 5'端非编码区包括 1A、1B、
1C 外显子, 2～9 号外显子编码基因的蛋白产物。在
体外实验中显示, VDR的配体 VD3的抗癌作用依赖
于 VDR介导的对 CYP3A4的诱导作用, 从而产生了
针对毒性异生物质和化学致癌物质的保护机制[17]。

另有研究表明, VDR 能够抑制环氧合酶-2 (COX-2) 
并增强羟基前列腺素脱氢酶 (HPGD) 的表达, 其组
合作用可通过前列腺素活性的总体减少来限制前列

腺素癌细胞的生长[18]。VDR 调节前列腺素代谢的这
种能力已被证实是通过 VD3 在前列腺癌细胞中诱导
足以使细胞内睾酮代谢失活的 CYP3A4 的表达水平
来实现的[19]。并且, Lindh等[15]发现血清中 VD3水平
与他克莫司浓度存在相关性, 更进一步证明了 VDR
在 CYP3A4基因的表达调控中的重要作用。 

VDR rs2853559是VDR基因的 taqSNP, 位于内含
子区域, 目前对这个位点的报道主要集中于疾病如
近视及 I型糖尿病发生的关系上[20, 21], 但暂未见该位
点的具体功能研究。本研究发现 VDR rs2853559 
GA+GG 型组他克莫司剂量校正谷浓度显著高于 AA
型组, 然而在以 CYP3A5*3 基因型分层后, 该影响仅
存在于 CYP3A5 非表达型者中。体外研究发现[22], 
CYP3A5对他克莫司的固有清除率高于 CYP3A4, 他
克莫司的代谢更大程度上是依赖于 CYP3A5。由于
CYP3A5非表达型者体内 CYP3A5蛋白缺失, 不表达
CYP3A5的功能, 此时体内他克莫司的代谢主要依赖
于 CYP3A4, 因此本研究的发现也初步反映了 VDR 
rs2853559 对 CYP3A4 基因表达可能产生影响, 推测

A 等位基因与 VDR 对 CYP3A4 诱导表达作用较强有
关, 从而使他克莫司代谢较快、浓度较低。本研究考
察的另一个位点 VDR rs1540339 也是 VDR 基因的
taqSNP, 位于内含子区域, 据报道, 该位点的突变与肠
癌及类风湿关节炎的发生有关[23, 24], 但本研究暂未
观察到其与他克莫司浓度的相关性, 由于本研究纳
入的患者例数相对较少, 特别是 CC 型患者仅 9 例, 
有待今后扩大样本量以明确该位点与他克莫司浓度

的真实相关性。本研究纳入的是肾移植术后初期患者, 
药物的吸收也可能受到诸如胃肠道功能恢复程度的

影响, 今后将通过纳入术后稳定期患者以进一步探讨
这两个 SNP与他克莫司药动学的相关性。此外, 由于
暂未有 VDR rs2853559 及 rs1540339 对 CYP3A4基因
表达影响的报道, 今后将进行相关机制探讨以进一
步验证本研究的发现。 

由于 95%～98%  的他克莫司分布在红细胞中 , 
因此红细胞比容水平也是评价全血他克莫司水平的

重要因素, 已有研究发现红细胞比容与全血他克莫
司浓度之间存在显著的正相关 [25−28], 同样地, 作者
研究也发现他克莫司剂量校正谷浓度和红细胞比容

之间存在显著的正相关关系。 
本研究通过探讨 VDR 基因多态性与他克莫司浓

度的相关性, 发现 VDR rs2853559 GA+GG 型组与他
克莫司剂量校正谷浓度较高相关, 此研究结果为运
用药物基因组学寻找生物标志物、指导肾移植术后患

者他克莫司个体化用药提供了参考依据。 
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