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摘要：维生素D不仅能够调节钙磷代谢，影响骨的生长，还能调节机体的免疫活性和细胞生长与分化。维生素D的功能是通

过激活细胞核内的维生素D受体(vitamin D receptor，VDR)来实现的，因此，VDR是靶细胞响应维生素D反应的决定因素。

VDR高表达的组织，如肠、肾脏、骨和甲状旁腺等，是维生素D的主要靶组织。过去40年中，为了测定VDR在机体各个组织

中的分布，建立了多种检测方法。然而，这些测定方法的应用也产生了一些具有争议的结果，这可能是由检测方法的特异性

不同导致的。近年来，本研究团队建立了一套特异性强、灵敏性高的免疫测定方法，并将其成功应用于测定组织中VDR。本

文将对这些检测方法的的优点和各自的局限性进行讨论，并指出测定方法的选择是成功鉴定靶组织中VDR的关键。
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Abs仃act：The major biological function of vitamin D is to regulatc tIIe metabolism of calcium柚d phosphatc，and to modulate

immune actiV畸and cellular prolifeIation蚰d di俄rentiation． n is beneved协at Vit枷in D acts恤ough binding to its nucle缸

receptor，Vit锄in D receptor(VDR)．Therefore，tlle receptor is a detemin柚t for a ceU to respond to me Vitamin D．The tissues

containing high leVels of VDR，such as intestine，l【idney，bone and paratIIymid，are known as the main tafgets of vitamin D．In ttle

past 4 decades，seVeral assays have been established for dete彻ining VDR in variOus tissues． However，the application of these

metIlods also results in controVersial results perh叩s due to the Varied specificity of each assay．we haVe recently established highly

specific and sensitiVe immunoassays，which have been successfully used to determine VDR in me selected tissues． In this review，

we discuss adVantages and limitations of each assay and point out tllat the assay selection may be a key for the success in fmding the

receptor in target tissues．

Key wOrds： Vitamin D receptor；Calcium and phosphoms metabolism；Detection metllod；Immunohistochemistr)，

维生素D在维持机体钙、磷代谢平衡，调节骨

的形成、机体免疫活性、细胞增殖和分化等方面起重

要作用⋯。维生素D受体(vitamin D receptor，

VDR)是类固醇激素受体超家族的成员，其本质上

是一种配体依赖的转录调控因子嵋“1。维生素D，

的活性形式1d，25(OH)：D，与VDR结合后，激活受

体并招募多种转录调节因子，组成转录机器，随后调

节靶基因的转录表达¨1。VDR是激素形式的维生
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素D发挥其生物学功能的核心因子，也是理解维生

素D生理功能的基础。在过去40年中，因发现维

生素D作用靶点和研究VDR功能的需要，已建立

了多种VDR检测的方法，这些方法在研究VDR的

组织分布和功能中发挥了重要作用。当然，这些方

法也存在一定的缺陷，如方法的专一性不强或灵敏

度低等。近年来，我们建立了一套特异性强、灵敏性

高的免疫测定方法(Immunoassays)，并成功地将它

们应用于受体检测。本文将综述相关文献报道，重

点分析各种受体检测方法的优缺点，为维生素D受

体检测的研究提供指导。
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1 组织和细胞的选择

在过去的研究工作中，人们广泛使用来源于人

和动物的组织进行VDR的表达分析。值得注意的

是，年龄、维生素D的状态、钙水平和健康状况等一

系列因素，都能影响VDR基因在特定组织中的表

达。例如，维生素D和钙的状态能够调节VDR在

肾脏¨1和骨骼凹1中的表达(肠细胞除外)。此外，

VDR在肿瘤中的表达并不一定能够真实地反映对

应的正常组织中的VDR表达情况，因为在一些乳腺

癌和结肠癌中VDR表达会缺失¨m屹1，而这些组织在

正常情况下是表达VDR的。

另外，新鲜分离的细胞，如免疫细胞和成骨细胞

通常也被用来鉴定VDR的表达。然而，分离原代细

胞的步骤本身可能会改变VDR基因的转录¨⋯，细

胞在体外培养过程中也可能获得VDR的表

达¨4’”1。因此，使用培养的细胞研究VDR的表达

可能会提供错误的信息。

2 检测VDR表达的方法

检测VDR表达的方法有放射性配体与受体结

合分析法(Radioligand receptor binding assays)、放射

自显影法(Autoradiography)、VDR转录分析法

(Assays for VDR transcript)、kcz报告基因分析法、

免疫分析法。其中免疫分析法包括免疫印迹

(Western blot)、酶联免疫吸附法(Enzyme linked

immunosorbent assay，ELISA)和免疫组织化学法

(Immunohistochemistry)。

2．1 放射性配体与受体结合分析法

放射性配体结合分析法是应用放射性标记的配

体(如[3H]．1仅，25(OH)：D，)与含有受体的组织或

细胞匀浆液进行孵育，使受体和配体充分结合，形成

受体-配体大分子复合物，然后利用蔗糖密度梯度离

心法或琼脂糖凝胶层析法将沉降系数不同或分子量

不同的组分分离开来，最后测定各组分中的放射性，

进而确定VDR的组织分布和基本特征。

Kream，B．E．等利用该方法证实了大鼠胚胎和

鸡胚胎颅盖骨细胞质中存在1d，25(OH)：D，高亲

和力的大分子物质，并确定了其沉降系数M1。

Bmmbaugh，P．F．等利用该方法确定了1 0【，25

(OH)：D，与能够与鸡小肠的细胞核成分特异结合，

并证实了潜在的VDR的可能是蛋白质，其分子量约

为47kD‘5I。

虽然这种方法在VDR的早期鉴定中发挥了重
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要作用，但该方法灵敏度不高，只能初步确定潜在的

VDR的组织分布和基本特征(分子量、沉降系数、热

稳定性等)，不能确定含有VDR的细胞类型。

2．2放射自显影法

放射自显影法是利用放射性标记的配体(如

[3H]．1d，25(OH)：D，)与VDR特异结合的原理，来

追踪VDR在体内、组织或细胞中的分布。[3H]一

1d，25(OH)：D，经血液循环到达机体各部位，通过

观察组织切片中的标记信号分布，从而间接确定

VDR的分布。为了确保细胞核内的放射性信号是

受体特异的，通常用VDR低亲和力的放射性标记配

体类似物如[3H]-25(OH)D，为对照，这种物质应该

没有特异的细胞核内信号；或者选择其对应非标记

的配体ld，25(OH)：D，与标记的配体[3H]-1d，25

(OH)：D，进行竞争，干扰和减弱标记的特异信号，

从而显示标记信号的特异性。在早期研究中，使用

这种方法成功确定了许多维生素D的靶组织或靶

细胞¨o’“1。

虽然放射自显影技术具有很高的灵敏性，但同

样存在一些不足之处。VDR的稳定性、配体／受体

的分离、不同细胞对配体的吸收和代谢的差异，以及

内源性配体的存在，都可能造成检测误差。1仪，25

(OH)：D，会进一步被代谢：其中肾脏是的主要代谢

器官，由于这项技术测定的是[3H]-1d，25(OH)：D，

的信号，所以解释肾脏中的放射自显影的结果是十

分困难的旧·18】。更为重要的是，该法通常使用维生

素D缺乏的动物模型，而VDR在这种动物模型体

内的表达情况，并不能完全代表受体在正常个体中

的表达情况。例如，在维生素D供应充足的动物肾

脏近曲小管中能够检测到VDR，而在维生素D缺乏

动物体内却检测不到VDRⅢ’191。此外，在单核细

胞和淋巴细胞中的维生素D结合蛋白(vitamin D

binding protein，DBP)可能会造成1仪，25(OH)2D3的

非受体结合口0|，干扰放射自显影的结果。

2．3分析VDR转录的情况

原位分子杂交(流sif“hybridization)和PCR／

qPCR等方法也常被用于测定靶组织中的

VDR[21’2引。原位分子杂交使用标记的互补DNA或

RNA为探针，可以在时间和空间上确定VDR的

mRNA在靶组织中的存在和位置皿1’22|。传统的

PCR或定量PCR(qPcR)方法可以在基因转录水平

上来测定VDR mRNA在组织中的平均水平。虽然

这些技术相对特异和敏感，但是它们并不能直接检

测VDR蛋白的水平。
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2．4￡ocz报告基因分析

报告基因通常被用作基因表达的指示剂，指示

特定基因是否在特定细胞或者器官中表达。Erben

等利用基因打靶技术构建了一种VDR基因敲除小

鼠，这种小鼠携带Zocz报告基因，该报告基因受控

于内源VDR的启动子。2⋯。在已知VDR高表达的

组织(如十二指肠、肾脏、甲状旁腺和胰岛等)中能

够检测到显著的lacz活性，这表明报告基因的表达

具有组织特异性旧3‘“J。但是由于缺乏调节功能的

VDR’2⋯，VDR的表达又受到配体(1仪，25(0H)：D，)

的自动调节(autoregulation)，因而此处的1acz活性

并不能完全代表在正常情况下VDR的表达水平。

2．5免疫化学分析法

免疫印迹、酶联免疫吸附和免疫组织化学等方

法被广泛用于测定VDR的分布。尽管这些方法为

检测VDR的组织特异性表达提供了重要信息，但文

献报道的VDR免疫分析的结果不尽一致，甚至互相

矛盾，这可能是由于研究者使用了不同的VDR抗

体、缺乏合适的对照和统一的实验方法等原因导致

的。

3影响免疫化学分析法的因素

3．1抗体的选择

目前，很多VDR抗体。25。，如大鼠单克隆抗体

9A7，小鼠单克隆抗体IVG8c11，以及兔多克隆抗体

C．20，这些抗体已经使用了多年。1
8’26’3

4。，鉴定了许

多VDR表达的组织和细胞。但是，在免疫分析中，

抗体制备和组织处理可能会影响方法的特异性和灵

敏性。我们使用免疫印迹和免疫组织化学法旧纠分

析了各种VDR抗体对Demay VDR基因敲除小鼠组

织样品的免疫反应结果，结果表明，绝大多数的

VDR抗体，包括应用最广泛的9A7和C．20抗体，不

仅结合VDR，还非特异地与其他未知蛋白结合。另

外，有的抗体免疫反应灵敏性低，如IVG8C11和H一

81；一些抗体具有种属特异性，如xVIE6E6和39069

【2“。通过平行实验的比较，我们发现小鼠抗人

VDR单克隆抗体D一6(美国santa cruz Biotech公司

研发)具有极高的特异性、灵敏性和多功能性¨虬”1。

D一6能够与人、猴、猪、鸡、大鼠和小鼠的VDR抗原

反应，适用于免疫印迹、免疫细胞化学和免疫组织化

学等多种免疫分析方法。更重要的是，该抗体特别

适用于石蜡切片中VDR的免疫组织化学检测¨“。

由图l"副可以看出，基于D一6抗体建立的免疫组织

化学方法具有很高的特异性和灵敏性。

图1野生型小鼠十二指肠组织的免疫

组织化学染色‘”3

4’，6一Diamidino．2一phe“ylindone(DAPI，蓝色)用于指示

细胞核的位置。D-6抗体用于指示VDR(红色)；E—cadherin

(绿色)用于标记上皮细胞；Villin(绿色)用于标记小肠绒毛

刷状缘

Fig．1 Immunohistochemical staining of duodenal

tissue sections from山e wild tvpe mice[孙]．

4’，6-Diamidino-2一phenylindone(DAPI； blue) staining

was 8pplied to locate nucleus． VDR antibody：D-6(I℃d)；E—

cadherin(green)：marker for epithelial cells；Villin(green)：

marker fbr the bnlsh border of jntes“naI villi．

3．2阴性对照组的选择

最近的研究显示，设置合适的阴性对照是至关

重要的，对照组可以帮助我们精确地评估免疫组织

化学等实验结果‘25’”1。通常使用没有免疫过的动

物血清、不相关的免疫球蛋白或不加一抗的封闭液

等作为阴性对照。也有用过量的抗原(如含有VDR

的组织提取液‘1引或用特异竞争性多肽)”川与VDR

抗体共育的混合液作为阴性对照。由于不同蛋白很

可能具有相同或相似的抗原决定簇，这些对照并不

能排除这些蛋白对VDR检测的干扰。因此，用

VDR缺失的基因工程动物作为阴性对照是一个合

适的选择。Demay VDR基因敲除小鼠的VDR基因

一
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9【，此小鼠组织中无vDR的存

在，是免疫组织化学等实验的理想对照。而Kato

VDR基因敲除小鼠组织中能够检测出一个截短型

的VDR片段，因此该小鼠组织并不是免疫组织化学

对照组的理想选择。

3．3免疫学分析方法的选择

免疫组织化学能够对VDR进行精确的组织和

细胞定位’40|。免疫印迹和ELISA法可以测定组织

中的VDR含量，但这两种方法都不能鉴定VDR表

达的特定细胞类型。DeLuca研究小组建立了一种

特异ELISA方法，能够确定组织提取液中VDR的含

量”“。在这个系统中，来自组织匀浆的VDR与两

种单克隆抗体结合，这两种单抗分别用以识别VDR

蛋白的不同抗原决定簇。第一种抗体被固定在一个

表面，而第二种抗体是生物素酰化的，经由碱性磷酸

酶-偶联的抗生物素蛋白链菌素来确定VDR的含

量。该方法似乎是一种高度特异和灵敏的VDR定

量分析方法。

4 结语

VDR是激素形式的维生素D发挥其生物学功

能的核心因子，也是理解维生素D生理功能的基

础。测定方法的选择是成功鉴定靶组织中VDR的

关键，有鉴于此，VDR的检测方法受到广泛重视。

这些测定方法在研究VDR的组织分布和功能中发

挥了重要作用，同时也暴露出各自的局限性。基于

D石抗体的诸多优点，我们建立了一套特异性强、灵

敏性高的免疫组织化学测定方法，并利用这些方法

肯定了前人的一些研究结果，也取得了一些新的成

果。值得注意的是，即使是使用当前最特异和灵敏

检测手段，也不能在肝脏、平滑肌和骨骼肌中检测到

VDR。肝脏和肌肉组织中是否存在低于检测极限的

VDR或完全缺乏VDR?这些低于检测极限的VDR

是否也能介导维生素D的功能?目前的研究还不

能给出答案。但可以预期，随着现有VDR检测技术

的不断完善，以及新的高效、特异检测技术的不断涌

现，这必将大大推动维生素D相关领域的研究。
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