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镉对细胞钙稳态与相关酶活性影响的研究进展
徐　斌 , 徐兆发

(中国医科大学公共卫生学院环境卫生教研室 , 辽宁 沈阳　110001)

　　摘要:镉作为一种有毒的环境污染物 , 可对机体的多种器官和组织造成损伤。镉的毒作用机制十分复杂 , 其中镉

引起的细胞钙稳态失调是镉造成机体损伤的一个重要方面 , 也是当今镉毒作用机制研究的热点。本文就镉影响细胞内

钙稳态调节机制 , 引起细胞钙超载后激活蛋白激酶 C , 干扰细胞内与钙相关的信息传递系统作一综述。
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Abstract:As a poisonous environmental pollutant , cadmium can cause damage in many organs and tissues.The mechanism of

cadmium toxicity is very complicated , in which cadmium-induced disturbance of intracellula calcium homeostasis is an important aspect

of its body injury , as well as current research focus on cadmium.Effect of cadmium on regulation of intracellula calcium homeostasis ,

and interference of activation of protein kinase C by intracellular calcium overload with intracellular calcium-related message transfer

system were reviewed in this paper.
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　　镉是一种有毒的重金属 , 其毒作用机制比较复杂 , 至今

尚未完全阐明。近年来大量实验结果显示 , 镉进入细胞后 , 干

扰细胞内与维持钙稳态相关的酶如 Ca2 +-ATP酶 、 Na+-K+-ATP

酶 , 使细胞内游离 Ca2 +浓度增加 , 引起细胞内 Ca2 +超载;镉

以及细胞内 Ca2+均可激活蛋白激酶 C (PKC), 干扰细胞内与

钙相关的信息传递系统 , 产生细胞毒性。

1　镉与细胞内钙稳态的相互关系

钙普遍存在于生物体的各系统中 , 在细胞内的钙有两种

类型:游离的钙离子和与蛋白质结合的钙。现已知 Ca2 +不仅

可直接激活多种具有重要生理意义的胞内机械活动 , 而且也

可作为细胞信使介导胞外信号对胞内的反应。目前的研究表

明 , 细胞内 Ca2 +稳态的维持主要靠 Ca2 +跨膜内流 , 胞内钙池

钙释放与重储 , 以及有赖于 Ca2 +-ATP 酶 (钙泵)的 Ca2 +外

流[ 1 , 2] 。细胞内钙稳态的维持在细胞生理 、 生化过程中起着极

为重要的作用。细胞内 Ca2 +稳态调节过程相当复杂 , 是通过

多种机制实现的 , 一旦这种稳态机制的一环或多环失调就会

产生一系列反应 , 导致细胞损伤或死亡。

1.1　镉对细胞钙稳态的影响

Blazka等[ 3]测得 Cd2 +半径 (0.97)与 Ca2 +半径 (0.99)非

常接近 , 使得Cd2 +可以通过 Ca2 +通道 , 而 Cd2 +与钙通道内阴

离子结合位点的亲合力比 Ca2 +还高 , 这就使得 Cd2 +占据了钙

通道 , 阻碍 Ca2 +的内流。他观察到无细胞毒作用浓度的 Cd2 +
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显著抑制 Ca2+的内流。 Smith[ 4]的研究则表明在 0.05 ～ 10 μmol/L

浓度时 Cd2 +可引起成纤维细胞内游离钙浓度显著升高。在细胞

外有钙和无钙的条件下 , 存在着相似的效应 , 提示胞内游离钙

的升高可能是由于胞内钙池钙释放的结果。Yamagami等[ 5]研究

发现 Cd2 +和 Co2 +在 10 μmol/L浓度时引起 Ca2+内流和细胞内钙

动员 (即钙池钙的释放), 使胞浆游离钙离子浓度升高 , 当加入

1 μmol/L Cd2+时也可引起胞浆钙离子浓度显著增加, 在加入钙

通道阻滞剂或无钙溶液时 Cd2 +仍然能引起细胞内 Ca2 +浓度一时

性的短暂升高 , 提示 Cd2 +可能引起细胞内 Ca2 +的动员。

Yamagami认为Cd
2 +
引起胞浆游离 Ca

2+
浓度一时性的短暂升高是

由于三磷酸肌醇 (IP3)敏感性钙池钙释放引起的 , 而持续的胞

浆Ca2 +浓度升高却是由于 Ca2+内流引起的。

1.2　钙离子通道阻断剂对镉毒性的影响

钙通道是一种慢通道 , 广泛分布于各种细胞中 , 参与多种

重要生物学效应。 钙离子通道阻断剂选择性地阻断细胞外

Ca2 +经钙通道进入细胞内 , 加大剂量还可以抑制细胞内储存的

Ca2 +释放 , 防止因 Ca2 +过量所致的平滑肌痉挛和细胞损伤。

因此 , 钙离子通道阻断剂可用来抑制镉所致的钙超载。

Shiraishi[ 6]报道了异搏定 (Verapamil , Ver)以及硝苯地平

(Nifeidipine)都可抑制肝细胞对 Cd2 +的吸收。唐玲芳等[ 7] 也报

道了钙通道阻断剂尼莫地平 (Nimodipine , NIMO)给予染镉小

鼠 , 其肝 、 肾组织中镉金属硫蛋白含量提高 , 提示其对小鼠镉

中毒肝 、 肾毒效应有一定的保护作用。 Blazka[ 3] 利用肝细胞培

养实验研究了 Cd
2 +
进入细胞的途径。发现当培养液中加入钙

通道阻断剂地尔硫 (Diltiazem)、 维拉帕米 (Verapamil)、 尼

非地平 (Nifedpine)等后能抑制 31%的 Cd2 +进入肝细胞。
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2　镉与钙-钙调蛋白的相互关系

钙调蛋白 (calmodulin , CaM)是真核细胞内 Ca2 +的重要受

体 , 用于传递Ca2 +对各种细胞功能的调节信息。据生化研究 ,

不同来源的 CaM 都具有 4个 Ca2 +结合位点 , 尽管彼此对 Ca2 +

的亲和力和特异性具有很大的差别 , 但其中任何一个位点与

Ca2 +结合后均可引起 CaM 构象的明显改变 , 从无活性的螺旋

构型变为有活性的螺旋构型 , 活化的 Ca-CaM 与无活性的靶酶

如磷酸二酯酶 (PDE)、 Ca2 +-ATP 酶结合 , 通过激活靶酶发挥

其生物学效应。

2.1　镉对钙调蛋白的影响

Cheung等最早发现钙调蛋白[ 8] 。他们认为 , 离子半径在

(0.1±0.02)nm 范围内的 2 价或 3价重金属阳离子能有效地代

替钙离子 , 激活钙调蛋白。大量实验结果表明 , Cd2 +能对 CaM

依赖体系产生交叉作用 , 但与 Ca2 +相比 , Cd2+对 CaM 依赖酶

的激活效率较低。 Flik 等
[ 9]
在试管中研究 Cd

2 +
对磷酸二酯酶

(PDE)的影响时发现 , 等量的 Cd2 +和 Ca2+在含有相同 CaM 的

体系中 , 对 PDE 的活性分别激活 62 %和 94 %。因此 , 在

Cd2+、 Ca2 +共存的体系中 , 由于镉钙的交叉作用 , 表现出

Cd2+对 CaM 依赖酶激活的相对低效性。 Suzuki 等[ 10]利用试管

模拟实验进一步验证了 Cd2 +对 CaM 依赖体系的作用 , 当镉离

子浓度低于 50 μmol/L 时 Cd2 +和 CaM 结合形成的复合物

Cd2+·CaM能象 Ca2 +·CaM 复合物一样激活 CaM 依赖酶 PDE 的

活性。这种由镉离子刺激引起的 PDE 活性的升高能被钙调蛋

白拮抗剂或金属螯合剂乙二醇双 (2-氨基乙基)四乙酸

(EGTA)等抑制;当镉离子浓度高于 50 μmol/L 时 , 镉离子却

抑制PDE的基础活性 (即无 CaM 存在时酶所具有的活性)。结

果提示 , 镉在高浓度时可能与酶的功能性巯基直接结合 , 降

低酶的活性。这与传统的 “巯基封闭学说” 是一致的。

2.2　钙调蛋白拮抗剂对镉毒性的影响

自 20世纪 60 年代以来陆续发现许多药物具有拮抗 CaM 的

性质 , 其中以抗精神病类药物氯丙嗪 (Chlorpromazine , CPZ)

和三氟拉嗪 (Trifluoperazine , TFP)的作用最强 。Perriono 等[ 11]

人也发现 Cd
2 +
在细胞骨架模式系统下可以诱导微管系统的解

聚 , 而 CaM拮抗剂三氟拉嗪可以防止 Cd2 +的这种解聚。 Cd2 +

能使小鼠睾丸重量增加和血红蛋白吸收率升高 , 若先用 CaM

拮抗剂三氟拉嗪处理 , 以上两个参数的变化减弱 , 结果表明 ,

CaM拮抗剂能够防止镉的某些毒性。 Tang[ 12]等研究表明 , CaM

拮抗剂氯丙嗪能明显降低血镉 , 降低尿中γ-谷氨酰转移酶 (γ-

GT)及 N-乙酰-β-D-氨基葡萄糖苷酶 (NAG)活性;氯丙嗪和

钙离子通道阻断剂尼莫地平对镉引起的钙泵活性降低 , 均表

现出明显的保护作用 , 两药合用作用增强 , 而且氯丙嗪与尼

莫地平相比对镉中毒小鼠的肝肾保护作用更明显。此外 , α-肾

上腺素能阻断剂 、 平滑肌松弛剂以及一些抗肿瘤药 、 局麻药

等 , 对镉毒性均具有不同程度的保护作用。

3　镉与 Ca2+-ATP酶 、 Na2+-K+-ATP酶的相互关系

细胞内 Ca2 +流出径路主要靠细胞质膜 、 内质网和线粒体

膜等钙转运系统。为了维持细胞溶质内的低 Ca2 +浓度 , 质膜

上有 2 个 Ca2 +转运系统将 Ca2 +排至胞外 , 即 Ca2 +泵 (Ca2+-

ATP 酶)与 Na2 +-Ca2 +交换。

3.1　Ca2 +-ATP酶

细胞膜 Ca2 +-ATP 酶 (plasma membrane calcium-ATPase ,

PMCA)是一种疏水的膜结合蛋白质 , 为一单肽链 , 分子质量

约为 13.8 万 , 它分解1 个 ATP分子可将 1 ～ 2 个 Ca2 +跨膜转移

到胞外 , 同时以 1∶2 比例将 H
+
转运到细胞内 , 使离子交换结

果为电中性 , 质膜两侧膜电位差不致影响 Ca2+的转运。由于

此酶转运 Ca2+、 水解 ATP时都需要 Mg2 +存在 , 故又称 Ca2+-

Mg2 +-ATP酶。由于 PMCA 本身结构及其生理生化特性 , 使其

可受以下几种因素调节[ 13] :(1)钙调蛋白:PMCA 胞浆区 C 末

端含有钙调蛋白结合位点 , 当缺少 CaM 时 CaM 结合区与其胞

浆内区相互作用抑制 PMCA活性。当 CaM 出现时这种抑制作

用消失 , CaM之所以能激活 PMCA 主要是由于其导致 PMCA 结

合区形态改变 , 从而增加 PMCA与 Ca2 +亲和力及 Ca2 +转运速

率。(2)蛋白激酶 C 和依赖 cAMP的激酶:PMCA 胞浆区 C 末

端还含有几种蛋白激酶底物 , 主要为 cAMP-cGMP依赖性蛋白激

酶和蛋白激酶 C的底物 , 这些底物磷酸化后可使 PMCA 构象改

变而活化。(3)PMCA的活性依赖于周围磷脂的出现。所有的酸

性磷脂 , 尤其是一 、 二磷脂酰肌醇 , 均可不同程度促进 PMCA

与Ca2 +亲合力和最大速率。Ca2 +泵调节机制比较复杂 , 与多个

胞内信使系统有关, 说明它在细胞生命活动中很重要。

3.2　Na+-Ca2 +交换

细胞膜特别是质膜的 Na+/Ca2 +交换 , 已被认为是钙稳态

调节过程中的一个重要组分。一般情况下 , 3 个 Na
+
进入细胞

内 , 可以使 1个 Ca2 +排出细胞。由于细胞内外 Na+-K+的不均

匀分布是由Na+-K+-ATP 酶维持的 , 而细胞内外 Na+的不均匀

分布又是 Na+/Ca2 +交换的前提 , 因此 , Na+-K+-ATP 酶的功

能与 Na+/ Ca2+交换有着密切的关系。 Na+-K+-ATP 酶又称钠

泵 , 是一完整的膜蛋白 , 由催化性α亚基 、 糖基化的 β 亚基 、

有时还辅以γ亚基以非共价键构成异质低聚体。 Na+-K+-ATP

酶对Na+、 K+代谢起主要作用 , 它在细胞浆膜间主动转运

Na+、 K+, 建立起跨膜的电化学梯度 , 用以维持细胞膜电位 ,

控制细胞容量 , 并为其他离子和营养素的转运提供动力。在高

等动物中几乎所有组织都存在钠泵 , 在肾脏最为丰富 , 尤为近

端小管[ 14] 。

3.3　Cd2+对细胞 Ca2 +-ATP酶 、 Na+-K+-ATP酶的影响

肾小管上皮细胞基底膜处存在大量 Na
+
-K

+
-ATP 酶和

Ca2 +-ATP酶 , 这两种酶富含巯基 , 镉可以和巯基结合 , 从而

抑制这些酶的活性。镉与 Ca2 +-ATPase有很高的亲合力 , Cd2+

可与 Ca2+竞争 Ca2 +-ATPase的结合位点 , 镉与 Ca2 +-ATPase 结

合阻抑了 Ca2+与 Ca2 +-ATPase的结合 , 从而抑制了Ca2+-ATPase

的活性。 Friedman 等[ 15] 认为 Cd2 +因其离子半径与 Ca2+相似 ,

因而可取代 Ca2 +与 Na+进行交换 , 从而妨碍 Ca2 +的外流。姜

傥等[ 16]研究发现肾小管上皮细胞用镉体外染毒 30 min 后 , 其

超微结构表现出明显的损伤性变化;与 此同时 , 细胞

Na+-K+-ATP酶活力出现明显受抑 , 胞浆内游离 Ca2 +浓度显著
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升高 , 呈现钙超载状态;胞浆内 Ca2+浓度的升高与 Na+-K+-

ATP酶活性下降之间存在着明显的相关关系。因而推测镉的毒

性作用与其引起肾小管上皮细胞 Na+-K+-ATP酶活性下降及钙

稳态失调有关。钙泵和钠泵活性降低的结果 , 一方面使肾重

吸收钙减少 , 尿钙排泄增多;另一方面引起肾细胞内钙代谢

障碍 , 进一步影响肾功能。

4　镉与蛋白激酶 C 的相互关系

蛋白激酶 C (Protein kinase C , PKC)是重要的细胞内信号

转导分子 , 它的活动依赖于磷脂 , 可以被 Ca2 +激活。 PKC 是

由Nishizuka等人于 1977 年首次发现的一组磷脂依赖性 Ca2 +激

活的蛋白丝氨酸/苏氨酸激酶。它由单一多肽链组成 , 相对分

子质量为 77 ～ 83KD , 包括两个功能区 , 即与磷脂 、 二酯酰甘

油 (DGA)及佛波酯 (TPA)结合的疏水性调节区和与 ATP 及

底物结合的亲水性催化区。激活的 PKC 可使多种蛋白 (如代

谢途径中关键酶 、 离子通道 、 与信息有关的蛋白质 、 调控基因

表达的转录因子等)的丝氨酸 、 苏氨酸发生磷酸化 , 从而影响

细胞内生物信息的传递 , 在调节细胞代谢 、 分化 、 增殖及癌变

中也具有十分重要的作用[ 17] 。

Long[ 18]研究发现 , 在镉引起细胞内钙稳态失调时 , 给予

PKC 抑制剂 calphostin C (CC)0.1 μmol/ L可抑制细胞内 Ca2 +浓

度升高 , 提示镉经 PKC 途径干扰细胞内 Ca2 +代谢。镉通过钙

离子通道进入肾小管上皮细胞胞浆后 , 它既可以通过与钙调

蛋白结合 , 激活蛋白激酶 C (PKC)[ 19] , 也可以直接激活蛋白

激酶 C[ 20] , 干扰细胞内的信息传递系统 , 产生细胞毒性。

Beyersmann[ 21]推测镉可能取代锌作用于 PKC 调节区 , 使PKC 的

蛋白结合位点暴露而被激活。镉可直接作用于 PKC , 也可能借

助于 Ca2+的作用 , 间接激活 PKC , 抑制胶原合成;并且 PKC

抑制剂 CC 0.1 μmol/ L不能抑制这种效应[ 22] 。 Yu 等[ 23] 研究发

现 , PKC 参与金属诱导的金属硫蛋白基因表达过程。 PKC 的激

活也可以进一步促进细胞内钙超载。活化的 PKC 可减少 Mg2 +

对电压依赖性钙通道的阻挡作用 , 亦可使钙通道开放 , 使细

胞外Ca2 +内流。陈康宁等[ 24]研究发现 , PKC 激动剂 phorbol 12-

myristate 13-acetate (PMA)可以引起培养神经元内游离钙浓度

增加 , 当加入 5ng PMA 时 , 神经元内游离钙增加更为明显地高

于对照组 , 随 PMA 量的增大———当加入 10ng PMA时 , 神经元

内游离钙增加更为明显 , 不仅明显高于对照组 , 而且明显地

高于5ng PMA 组。结果提示 , PKC 的激活 , 可以促进神经元内

钙积聚。研究也发现 , 随着 PMA 剂量的增大 , 细胞内钙积聚

越明显 , 细胞损伤也越明显 (细胞毒性率明显的升高)。

综上所述 , 镉可以通过多种方式影响细胞内游离钙水平 ,

导致钙稳态失调。钙离子是细胞内的第二信使 , 参与多种信

息传递。钙稳态失调将导致细胞一系列生理 、 生化功能紊乱 ,

是镉毒作用机制研究中的一个重要方面 , 对此有必要进行更

加深入细致的研究。
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细胞色素 P450 2E1活性的测定方法
王爱红 (综述), 夏昭林 (审校)

(复旦大学公共卫生学院 , 上海　200032)

　　摘要:细胞色素 P450 (cytochrome P450)是主要的肝细胞Ⅰ相代谢酶之一 , 其亚家族细胞色素 P450 2E1 (CYP2E1)

在外来化学物的代谢活化中起重要作用 , CYP2E1 活性的高低与毒物对机体的最终毒性大小直接相关。 多年来 , 体内

CYP2E1活性的测定一直是国内外学者颇感棘手的问题。本文从体外 、 体内以及淋巴细胞中 CYP2E1活性的测定等几方

面对该问题进行综述。

关键词:细胞色素 P450 ;活性测定;苯胺;氯唑沙宗
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The assay of CYP2E1 activity in biological system

WANG Ai-hong , XIA Zhao-lin

(Public Health School of Fudan University , Shanghai　200032 , China)

Abstract:Cytochrome P450 (CYP) is one of the main hepatic metabolic enzymes of phase I.Cytochrome P450 2E1 , one

member of CYP family , plays a significant role in the metabolism activation of chemicals , and its activity is strongly related to the final

toxicity of chemicals.In the past years , many experts have put much endeavor to tackle this troublesome problem.This paper reviewed

the progress of CYP2E1 activity assay in recent years .

Key words:Cytochrome P450 ;Activity assay;Aniline;Chlorzoxazone

　　细胞色素 P450 (cytochrome P450 , CYP)是肝脏代谢最主

要的酶系之一 , 它主要定位于肝微粒体 , 参与各种内源性 (如

类固醇激素 、 维他命 D、 胆酸等)和外源性 (如药物 、 化学毒

物 、 致癌物等)化合物在体内的代谢过程[ 1] 。 目前 , 已知

P450 中有 20多种同工酶分别催化不同物质的生物转化 , 其中

细胞色素 P450 2E1 (CYP2E1)亚家族占体内 CYP450 总量的

7 %, 在化学物代谢活化而增毒的过程中发挥重要作用。

CYP2E1在毒物代谢转化中占有重要地位 , 参与多种外来

化学物的代谢活化 , 包括大量的强亲电子物和前致癌物。 至

少有 70 多种有机化合物 (如乙醇 、 酮 、 二烷基亚硝胺 、 卤族

溶剂等)在体内被 CYP2E1 代谢转化为有毒物质[ 2 ～ 4] 。多项研

究表明
[ 5 , 6]

, CYP2E1 在体内能被乙醇和挥发性有机化合物等

诱导 , 而且体内 CYP2E1 活性水平与机体的多种生理状况 (如

肥胖)有关。虽然目前的研究多倾向于认为个体的酶活性水

平主要由基因决定 , 但仍不能忽略外界环境因素对酶活性的

影响 , 同时酶活性的高低又直接影响到物质的代谢速度 , 从

而影响特定毒物对机体的毒作用大小。所以 , 测定 CYP2E1 的

活性水平是探讨毒物对机体影响的基础工作。目前 , 国内还
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没有成熟的测定 CYP2E1 活性的方法 , 国外已经初步建立一些

体外 、 体内实验方法来测定 CYP2E1 的活性。反应底物主要包

括苯胺 (aniline)、 对硝基苯酚 (p-nitrophenol)和氯唑沙宗

(chlorzoxazone)、 水杨酸 (salicylate), 其中只有中枢肌松药氯唑

沙宗才能作为人类体内试验的安全底物。

1　微粒体 CYP2E1活性测定———体外实验

应用肝微粒体可以在体外水平测定 CYP2E1 的活性。 最常

用的底物有对硝基苯酚 、 苯胺以及氯唑沙宗。 Dupont等认为[ 7]

水杨酸主要通过 CYP2E1 代谢 , 也可以作为底物。 其测定原理

是在样本中含有的 CYP2E1 催化下 , 特定的底物在辅助因子以

及适合的反应温度 、 时间等因素协同作用下 , 产生特定的产

物 , 然后借助一定的仪器 (如分光光度计 、 高效液相色谱等)

测定生成的产物量。 结果通常用样本中每毫克蛋白每分钟生

成的产物的纳摩尔数表示 (nmol·min-1·mg-1protein)。 例如 ,

用苯胺作为测定底物时 , CYP2E1 将其羟化为氨基酚。具体的

操作可以描述为[ 8] :反应液中含有 5 mmol/L 的苯胺 (空白管

用等体积水取代)、 5 mmol/ L氯化镁 、 5 mmol/ L的异柠檬酸盐

以及 100 mmol/ L的Tris-盐酸缓冲液和微粒体蛋白 (样品)。反

应以加入 0.5 mmol/ L的还原型辅酶Ⅱ(NADPH)开始 , 在37 ℃

水浴中温孵 30 min , 用 250 μl质量分数 10 %的冰三氯醋酸结束

反应。然后将反应体系在11 000 g/min 下离心 10min , 取 1 ml
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