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华法林耐药突变体减弱人维生素 Ｋ环氧化物
还原酶与华法林的结合能力
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摘要　目的　探讨人维生素Ｋ环氧化物还原酶（ＶＫＯＲＣ１）耐药突变体对华法林耐药的机制。方法　利用与华法林结合导致
ＶＫＯＲＣ１电泳迁移率变化的原理进行电泳迁移实验，并通过酶联免疫吸附实验检测 ＶＫＯＲＣ１的活性和华法林抑制 ＶＫＯＲＣ１
的半抑制浓度（ＩＣ５０），评价ＶＫＯＲＣ１耐药突变体与华法林的结合能力。结果　华法林与ＶＫＯＲＣ１结合后，保护其柔性跨膜螺
旋１（ＴＭ１）中的一个半胱氨酸免受Ｎ乙基马来酰亚胺（ＮＥＭ）的修饰，从而增加ＶＫＯＲＣ１的电泳迁移率。增加华法林浓度可
以增加具有快速迁移效应的ＶＫＯＲＣ１。与野生型ＶＫＯＲＣ１相比，华法林耐药突变体的快速迁移效应减弱或消失，表明华法林
与耐药突变体的结合能力减弱；且突变体快速迁移效应越弱，其对华法林的耐药性越强。结论　ＶＫＯＲＣ１耐药突变体与华法
林的结合能力减弱是华法林耐药的主要原因。
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　　华法林是一种临床常用的口服抗凝剂，用于治
疗和预防血栓类疾病。华法林的最佳剂量［１］个体

差异很大，剂量不足会增加患者血栓形成的风险，而

过量往往会导致大出血。华法林剂量最重要的预测

因素是ＶＫＯＲＣ１基因［２］，它的启动子区域含有单核

苷酸多态性位点，约占患者变异的２５％［３］，其通过

抑制 ＶＫＯＲＣ１活性从而阻断凝血。然而，携带
ＶＫＯＲＣ１编码区错义突变的患者常需要相对较高剂
量的华法林［４－５］，这种耐药表型使临床华法林用药

更加复杂。

目前有两种方法测定 ＶＫＯＲＣ１突变体对华法
林的耐受水平，但这两种方法都具有一定的局限性。

本课题组前期研究显示利用一种电泳迁移实验可以

检测细胞内 ＶＫＯＲＣ１与华法林的结合［６］。该研究

利用此方法分析了华法林与 ＶＫＯＲＣ１耐药突变体

的结合，发现华法林对 ＶＫＯＲＣ１耐药突变体的电泳
迁移率效应减弱，且与其耐药性相关，结果表明

ＶＫＯＲＣ１耐药突变影响其与华法林的结合。

１　材料与方法

１．１　材料　Ｎ乙基马来酰亚胺（Ｎｅｔｈｙｌｍａｌｅｉｍｉｄｅ，
ＮＥＭ）、二硫苏糖醇（ｄｉｔｈｉｏｔｈｒｅｉｔｏｌ，ＤＴＴ）、２，２′二吡
啶二硫（２，２′ｄｉｔｈｉｏｄｉｐｙｒｉｄｉｎｅ，ＤＰＳ）、华法林、抗Ｆｌａｇ
Ｍ２抗体、维生素Ｋ和维生素Ｋ环氧化物（ｖｉｔａｍｉｎＫ
ｅｐｏｘｉｄｅ，ＫＯ）购自美国 ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司。ＤＭＥＭ
培养基和胎牛血清购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。抗羧
化 ＦＩＸＧｌａ结构域单克隆抗体购自美国 Ｇｒｅｅｎ
ＭｏｕｎｔａｉｎＡｎｔｉｂｏｄｉｅｓ公司。辣根过氧化物酶（ｈｏｒｓｅ
ｒａｄｉｓｈｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＨＲＰ）偶联的羊抗人蛋白 Ｃ（ｐｒｏ
ｔｅｉｎＣ，ＰＣ）抗体购自加拿大 ＡｆｆｉｎｉｔｙＢｉｏｌｏｇｉｃａｌｓ公
司。

１．２　方法
１．２．１　质粒构建　将 ＶＫＯＲＣ１基因克隆到含有荧
光素酶基因的双表达载体 ｐＢｕｄＣＥ４１的 ＣＭＶ多克
隆位点，用于 ＶＫＯＲＣ１的细胞活性实验［６］。将

ＶＫＯＲＣ１基因克隆到 ｐＣＭＶ６ｅｎｔｒｙ多克隆位点，并
在此基础上构建 ＶＫＯＲＣ１的 Ｃ端插入 Ｆｌａｇ标签的
质粒，用于电泳迁移实验。

１．２．２　瞬时转染和华法林处理　用 ＨＥＫ２９３ＦＩＸ
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ＧＬＡＰＣ／ＤＫＯ细胞［７］进行 ＶＫＯＲＣ１活性实验和电
泳迁移实验。细胞铺至６孔板中，当细胞密度达到
５０％～７０％时，进行质粒转染。６ｈ后用含有不同华
法林浓度的完全培养基进行换液。继续培养２４ｈ
后，收集细胞进行电泳迁移实验。

１．２．３　电泳迁移实验　瞬转表达的细胞用预冷的
磷酸盐缓冲液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｓｏｌｕｔｉｏｎ，ＰＢＳ）洗１
次，随后加入细胞裂解液［包含２０ｍｍｏｌ／ＬＮＥＭ、５０
ｍｍｏｌ／ＬｐＨ７５的三羟甲基氨基甲烷盐酸盐（Ｔｒｉｓ
ＨＣｌ７５）、１５０ｍｍｏｌ／Ｌ氯化钠溶液（ＮａＣｌ）、１％曲拉
通Ｘ１００（ＴｒｉｔｏｎＸ１００）和蛋白酶抑制剂］，在冰上
静置２０ｍｉｎ后，将细胞裂解液转移至新的离心管。
加入ＤＴＴ（终浓度为１００ｍｍｏｌ／Ｌ）终止 ＮＥＭ标记，
１３０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，取上清液进行十二烷基
硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ），随后蛋
白电转至聚偏二氟乙烯（ＰＶＤＦ）膜上，进行免疫印
迹实验。为量化华法林结合导致的 ＶＫＯＲＣ１电泳
迁移的变化，用ＩｍａｇｅＪ分析蛋白质印迹结果的条带
强度。华法林未处理的样本仅存在不迁移带；华法

林处理会产生一个具有较快电泳迁移率的条带，称

为迁移带。迁移率 ＝迁移带强度／（迁移带强度 ＋
不迁移带强度）。

１．２．４　ＶＫＯＲＣ１活性实验以及华法林抑制作用的
半抑制浓度（ｈａｌｆｍａｘｉｍａｌｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，
ＩＣ５０）　ＶＫＯＲＣ１活性测定如前所述

［８］。用酶联免

疫吸附实验（ＥＬＩＳＡ）检测细胞培养上清液中分泌的
ＦＩＸＧＬＡＰＣ蛋白的羧化水平。用１１种不同浓度梯
度的华法林（含 ２μｍｏｌ／ＬＫＯ）处理瞬转质粒的
ＤＫＯ细胞，３６ｈ后测定上清液中分泌的 ＦＩＸＧＬＡ
ＰＣ蛋白的羧化水平，计算华法林的ＩＣ５０。
１．３　统计学处理　对 ３次重复实验的结果用
ＧｒａｐｈｐａｄＰｒｉｓｍ５软件进行统计分析，用 ｔ检验进行

组间数据差异分析，与野生型 ＶＫＯＲＣ１结合华法林
的电泳迁移率相比，Ｐ＜００５为差异有统计学意义，
命名为弱迁移组；Ｐ＜００１为极显著性差异，命名为
不迁移组。使用 ＧｒａｐｈｐａｄＰｒｉｓｍ５软件绘制抑制曲
线得到ＩＣ５０。

２　结果

２．１　ＶＫＯＲＣ１与华法林结合导致的电泳迁移率变
化呈剂量依赖性　本课题组最近开发了一种关于
ＶＫＯＲＣ１的电泳迁移实验，在本研究中发现该方法
可用于分析细胞中 ＶＫＯＲＣ１与华法林的结合能力。
华法林处理细胞可导致 ＶＫＯＲＣ１蛋白表现出更快
的电泳迁移率（图１Ａ）。随着华法林浓度的增加，
ＶＫＯＲＣ１蛋白不迁移条带逐渐减少，而快速迁移条
带逐渐增加（图１Ａ）。对于野生型ＶＫＯＲＣ１，当华法
林浓度约为２１ｎｍｏｌ／Ｌ时，快速迁移条带可以达总
蛋白的一半（图１Ｂ）。基于细胞的活性实验显示，华
法林抑制ＶＫＯＲＣ１的 ＩＣ５０约为１２ｎｍｏｌ／Ｌ（图１Ｃ）。
因此，电泳迁移率的变化反映了华法林对 ＶＫＯＲＣ１
活性的抑制作用。

２．２　华法林诱导的电泳迁移率在 ＶＫＯＲＣ１华法
林耐药突变体中有不同程度的减弱　利用电泳迁移
实验研究从临床患者和对华法林产生耐药性的啮齿

动物中发现的天然ＶＫＯＲＣ１华法林耐药突变体（表
１），结果显示，华法林耐药性较弱的突变体，如Ｌ２７Ｖ、
Ａ４１Ｓ和Ｓ５６Ｆ，华法林引发的电泳迁移率变化的幅度
小于野生型ＶＫＯＲＣ１（图２Ａ、表１）；在强耐药性的突
变体中，如 Ａ２６Ｐ、Ｗ５９Ｒ、Ｌ１２８Ｒ和 Ｙ１３９Ｆ，华法林引
发的电泳迁移率变化基本消失（图２Ａ、表１）。
　　利用ＩｍａｇｅＪ分析条带，并通过计算来量化迁移
率变化的幅度（图２Ｂ和２Ｃ），根据统计学意义的差
别，将天然的华法林耐药突变体分为弱迁移组

图１　华法林结合诱导的ＶＫＯＲＣ１电泳迁移率的改变呈剂量依赖性变化
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（与野生型ＶＫＯＲＣ１相比Ｐ＜００５）（图２Ｂ）和不迁
移组（Ｐ＜００１）（图 ２Ｃ）。比较这两组突变体的
ＩＣ５０和临床华法林剂量，发现不迁移组的ＩＣ５０显著高
于弱迁移组（Ｐ＝００３９）（图２Ｄ）；不迁移组的平均
临床剂量也高于弱迁移组（图２Ｅ），临床剂量具体数
值如表１所示，但差异无统计学意义（Ｐ＝０１３２）。

为进一步理解 ＶＫＯＲＣ１突变体的华法林耐药
性，本研究挑选了一些丙氨酸扫描诱变鉴定出的

ＶＫＯＲＣ１华法林耐药突变体用电泳迁移实验进行分
析。根据华法林耐药性，选取部分弱耐药性突变体

（ＮＲｗａｒ＜３），如Ｙ１１９Ｆ、Ｖ１２７Ａ和Ｆ１３１Ａ；中度耐药
性突变体（ＮＲｗａｒ＝５～１０），如 Ｙ２５Ｆ和 Ｙ１１９Ａ；以
及强耐药性突变体（ＮＲｗａｒ＞１０），如 Ｙ２５Ａ、Ｆ５５Ａ、
Ｆ６３Ａ、Ｌ１２０Ａ和Ｌ１２４Ａ（图３Ａ、表１、表２）。结果表
明，弱耐药性突变体显示出与野生型 ＶＫＯＲＣ１类似
的电泳迁移率的改变；中度耐药性突变体显示出对

华法林浓度变化不太敏感的弱迁移；强耐药性突变

体显示为不迁移（图３Ｂ）。比较 Ｙ２５和 Ｙ１１９的 Ｆ
和Ａ突变，Ｙ２５Ａ和 Ｙ１１９Ａ比 Ｙ２５Ｆ和 Ｙ１１９Ｆ更耐
药，与此一致，Ｙ２５Ａ表现为不迁移而 Ｙ２５Ｆ表现为
弱迁移（图３Ｂ），Ｙ１１９Ａ的电泳迁移率变化较弱，而
Ｙ１１９Ｆ的电泳迁移率变化几乎与野生型 ＶＫＯＲＣ１
相同（图３Ｂ）。将电泳迁移率的变化进行量化，结果
表明野生型 ＶＫＯＲＣ１与弱耐药性突变体之间差异
无统计学意义（Ｐ＞００５），而野生型 ＶＫＯＲＣ１和中
度耐药性突变体（Ｐ＜００５）或强耐药性突变体（Ｐ＜
００１）之间差异有统计学意义（图３Ｃ）。综上所述，
电泳迁移率变化与ＶＫＯＲＣ１突变体的耐药性相关。
２．３　ＶＫＯＲＣ１电泳迁移率的变化主要与 ＮＥＭ修
饰半胱氨酸Ｃ１６相关　由于华法林阻碍 ＮＥＭ修饰
ＶＫＯＲＣ１中的半胱氨酸是导致电泳迁移率变化的因
素。为确定ＶＫＯＲＣ１中与电泳迁移率变化相关的

图２　天然的华法林耐药突变体表现出与其ＩＣ５０和临床剂量相关的迁移率降低
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图３　丙氨酸扫描诱变法鉴定的华法林耐药突变体的耐药水平和迁移率变化
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表１　华法林天然耐药突变体的归一化耐药性（ｎ＝３，珔ｘ±ｓ）、

临床剂量、电泳迁移率变化和结构位置
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被ＮＥＭ修饰的半胱氨酸，构建了 ＶＫＯＲＣ１的７个
半胱氨酸的单突变体（图４Ａ）。值得注意的是，即
使未进行华法林处理，Ｃ１６Ａ突变体也显示出与野
生型ＶＫＯＲＣ１和华法林结合后相似的、更快的电泳
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迁移率（图４Ａ）。相比之下，未进行华法林处理时
野生型 ＶＫＯＲＣ１和所有其他半胱氨酸突变体都不
会显示出更快的电泳迁移率（图４Ａ）。华法林处理
后，Ｃ４３Ａ、Ｃ８５Ａ和Ｃ９６Ａ突变体中显示出与野生型
ＶＫＯＲＣ１类似的快速迁移条带（图 ４Ａ）。相反，
Ｃ５１Ａ、Ｃ１３２Ａ和 Ｃ１３５Ａ突变体无论是否进行华法
林处理，都没有观察到华法林引发的大量快速迁移

条带（图４Ａ），原因是这些突变干扰了华法林结合
ＶＫＯＲＣ１［６］。对于 Ｃ１６Ａ突变体，华法林处理对其
迁移率影响不大。

为了证实ＮＥＭ修饰 Ｃ１６是导致电泳迁移率变
化的关键因素，使用ＤＰＳ处理了表达ＶＫＯＲＣ１半胱
氨酸突变体的细胞。通过 ＤＰＳ处理，保护游离半胱
氨酸不受 ＮＥＭ修饰，发现野生型 ＶＫＯＲＣ１和所有
半胱氨酸突变体都表现出加快的电泳迁移率；然而，

在没有 ＤＰＳ处理的情况下，只有 Ｃ１６Ａ突变体显示
出更快的电泳迁移率（图 ４Ｂ）。因此，Ｃ１６是否被
ＮＥＭ修饰是电泳迁移率变化的关键因素。

直接比较野生型 ＶＫＯＲＣ１和其半胱氨酸突变
体在有无ＮＥＭ处理时的电泳迁移率来进一步证实
ＮＥＭ标记Ｃ１６对电泳迁移率的影响。结果显示，未
经ＮＥＭ处理时，野生型 ＶＫＯＲＣ１和半胱氨酸突变
体都显示出加快的迁移率（图４Ｃ）；而ＮＥＭ处理后，
除Ｃ１６Ａ突变体外，其他的电泳迁移率都明显变慢
（图４Ｃ）。此外，Ｃ１６Ａ突变体经 ＮＥＭ修饰后，其迁
移率也有微小的差异，这说明ＮＥＭ修饰突变体中的
其他半胱氨酸对迁移率也有一定影响。综上所述，

ＮＥＭ对ＶＫＯＲＣ１的Ｃ１６修饰是导致其电泳迁移率

改变的关键因素。

３　讨论

　　目前有两种方法测定 ＶＫＯＲＣ１突变体对华法
林的耐受水平，传统的体外实验使用 ＤＴＴ还原促进
ＶＫＯＲＣ１的催化作用，但这种方法无法检测到大多
数华法林耐药突变体的耐药性［９］，可能是因为 ＤＴＴ
破坏了 ＶＫＯＲＣ１的天然氧化还原状态［６，１０］。基于

细胞的ＶＫＯＲＣ１活性实验可以避免此问题，且耐药
水平与报道所需的临床剂量相关［４，１１－１２］。该实验

通过测定凝血因子的γ羧化水平［１２］来进行，但由于

γ羧化发生在维生素 Ｋ循环的下游，因此这种检测
方法只能间接测量 ＶＫＯＲＣ１活性和华法林对其的
抑制。本研究发现可通过ＮＥＭ标记的ＶＫＯＲＣ１，检
测电泳迁移率的变化来分析生理条件下 ＶＫＯＲＣ１
与华法林的结合能力。该实验易于进行，可作为测

定华法林抑制 ＶＫＯＲＣ１活性作用的有力补充。传
统ＤＴＴ驱动的活性测定［９］在研究华法林抑制作用

时存在ＤＴＴ会阻碍华法林结合的问题［６，１０］，而基于

细胞检测凝血因子羧化水平的活性分析［１２］是对

ＶＫＯＲＣ１活性的间接检测。相比之下，电泳迁移实
验可以直接粗略分析在细胞环境中华法林与

ＶＫＯＲＣ１的结合能力。
ＶＫＯＲＣ１与华法林结合后显示出更快的电泳迁

移率（图１Ａ）。为理解这种迁移率变化的本质，用
华法林、ＤＰＳ和 ＮＥＭ处理野生型 ＶＫＯＲＣ１和半胱
氨酸突变体，并进行比较（图４）。前期研究［６，１３］显

示华法林阻碍ＮＥＭ修饰ＶＫＯＲＣ１中的半胱氨酸是

图４　Ｃ１６上的ＮＥＭ修饰决定了ＶＫＯＲＣ１的电泳迁移率变化
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ｌｉｎｇ．
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导致电泳迁移率变化的因素。而 ＤＰＳ可以共价修
饰一个半胱氨酸或氧化一对半胱氨酸形成二硫键。

在使用ＮＥＭ标记半胱氨酸之前，用 ＤＰＳ处理细胞，
则ＶＫＯＲＣ１中的游离半胱氨酸将被 ＤＰＳ修饰而不
是被 ＮＥＭ修饰。与 ＮＥＭ标记不同，ＤＰＳ修饰或
ＤＰＳ诱导的氧化可以通过 ＤＴＴ还原而逆转。因此，
ＤＴＴ终止反应后，在ＶＫＯＲＣ１中产生了未被ＤＰＳ和
ＮＥＭ标记的游离半胱氨酸。半胱氨酸 Ｃ１６不被
ＮＥＭ修饰是电泳迁移变快的关键因素。理论上，电
泳迁移率的增加与表观分子量的变化相对应。而

Ｃ１６被 ＮＥＭ修饰后的表观分子量变化大于预期变
化（存在１２４ｕ的差异），且只有Ｃ１６被ＮＥＭ修饰才
会导致这种相对较大的迁移率变化。基于该结果推

测 ＶＫＯＲＣ１蛋白的二级结构在电泳过程中部分保
留在 ＳＤＳ中，特别是 Ｃ１６所在的 ＴＭ１可能存在部
分螺旋结构，所以未被修饰时电泳迁移率增加。

ＮＥＭ修饰Ｃ１６后促进了 ＴＭ１被 ＳＤＳ的变性，使电
泳迁移率的变化减弱。因此，Ｃ１６被 ＮＥＭ修饰的
ＶＫＯＲＣ１和未经修饰的 ＶＫＯＲＣ１在电泳迁移率上
显示出相当大的差异。

利用电泳迁移实验分析了华法林与野生型

ＶＫＯＲＣ１的结合。未经华法林处理时由于柔性
ＴＭ１，暴露ＴＭ１上的Ｃ１６（图５Ａ，左绿球）进行ＮＥＭ
（图５Ａ，左橙球）修饰，虚线箭头表示ＶＫＯＲＣ１的结
构柔性。结果显示 Ｃ１６容易被 ＮＥＭ修饰（图５Ａ，
左）；相比之下，华法林与 ＶＫＯＲＣ１的结合会引起
ＶＫＯＲＣ１的结构收紧［６，１４］，使 Ｃ１６能更稳定地埋藏
在蛋白质结构内部而不受 ＮＥＭ修饰（图５Ａ，中），
导致野生型ＶＫＯＲＣ１的电泳迁移率加快。

与野生型 ＶＫＯＲＣ１相比，华法林耐药突变体与
华法林结合能力变弱导致ＴＭ１变得灵活，使Ｃ１６暴
露出来，从而可以被 ＮＥＭ修饰（图５Ａ，右）。因此
在 ＶＫＯＲＣ１不同结构区［包括 ＴＭ１和 ＴＭ２之间
（Ｌ１２）以及ＴＭ３和ＴＭ４之间］的突变体中，华法林
引起的迁移率变化均更弱或消失［６，１４］（表 １）。在
ＶＫＯＲＣ１结构中，其耐药突变体的分布可以分为两
组，一组位于华法林结合口袋，与华法林直接接触

（图５Ｂ，内圈蓝球）；另一组位于维持该口袋稳定性
的外围结构区域（图５Ｂ，外圈橙球）。研究［１１］表明，

这两组华法林耐药突变改变了与华法林的结合或破

坏了华法林结合口袋的稳定性，从而减弱了

ＶＫＯＲＣ１与华法林的结合能力（图５Ｂ）。
　　在基于细胞的活性测定实验中，华法林和耐药
突变体的结合能力减弱与华法林抑制它们的ＩＣ５０相

图５　与华法林结合降低ＶＫＯＲＣ１的结构柔性

而华法林耐药突变增加了这种柔性

Ｆｉｇ．５　Ｗａｒｆａｒｉｎｂｉｎｄｉｎｇｌｏｗｅｒｓｔｈｅｓｔｒｕｃｔｕｒａｌｆｌｅｘｉｂｉｌｉｔｙｏｆ

ＶＫＯＲＣ１ａｎｄｗａｒｆａｒｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｔｍｕｔａｔｉｏｎｓｉｎｃｒｅａｓｅｔｈｉｓｆｌｅｘｉｂｉｌｉｔｙ

Ａ：ＭｏｄｅｌｅｘｐｌａｉｎｓｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｗａｒｆａｒｉｎｂｉｎｄｉｎｇｏｎＣｙｓ１６ｍｏｄｉｆｉｃａ

ｔｉｏｎ；Ｂ：Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｗａｒｆａｒｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｔｍｕｔａｔｉｏｎｓｏｎｔｈｅｃｒｙｓｔａｌｓｔｒｕｃ

ｔｕｒｅｏｆｈｕｍａｎＶＫＯＲＣ１（ＰＤＢ６ＷＶ４）．

关，但与临床华法林剂量的相关性较小，可能是由于

突变体的样本量有限以及其他干扰因素。进行实验

的华法林耐受突变体是从临床患者［９］和对华法林

产生耐药性的啮齿动物［１５］中发现的。比如，在活性

测定中，Ｖ４５Ａ仅表现出较弱的华法林耐药性，但在
临床中需要较高剂量。不过华法林处理Ｖ４５Ａ突变
体不会引起其迁移率的改变，说明该突变体与华法

林的结合较弱，这能较好地解释其临床中需要较高

华法林剂量的原因。总之，本研究结果表明华法林

结合能力减弱是 ＶＫＯＲＣ１突变体对华法林耐药的
基础。
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