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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。
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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 250μl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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上清液移入另一试管 (内盛 1ml 1%酚), 混匀后加入 1 ml碳酸

钠 , 混匀 , 室温放置 30 min , 在分光光度计下用空白管调零

后 , 630 nm 处测定光密度值 (ΔOD), 同时制备氨基酚标准曲

线 , 计算斜率 k , 用 Lowry 法测定样品中的蛋白浓度。结果可

表示为:

酶活性 (nmol·min-1·mg-1protein)=ΔOD/ (k·时间×蛋

白含量)

由于使用该测定方法必须进行肝穿刺 , 这种侵入性的方

法在人群筛检的应用中受到限制。

2　CYP2E1活性的测定———体内实验

随着色谱技术的发展 , 人们开始采用高效液相色谱法来

测定 CYP2E1的活性 , 结合氯唑沙宗的体内药代动力学原理 ,

Reginald等[ 9]已经成功地用该方法测定了体内 CYP2E1 的活性。

氯唑沙宗是一种肌松药 , 在体内主要被 CYP2E1 代谢生成 6-羟

基氯唑沙宗 (6-hydroxychlorzoxazone), 测定该产物在体内的生

成和清除即可以测定 CYP2E1 的活性。氯唑沙宗的成人给药剂

量以 250 mg、 500 mg、 750 mg 不等[ 10 ～ 12] 。 目前研究发现 , 综

合血浆氯唑沙宗的浓度和它的 km 值考虑 , 以 500 mg 和 750 mg

的剂量更能反映 CYP2E1 的活性。 当给予氯唑沙宗剂量超过

750 mg时 , 氯唑沙宗经6-羟化代谢变为非线形消除 , 不能用来

准确反映 CYP2E1 的活性 , 并且在该剂量下 , 除了轻微的嗜睡

以外 , 未发现其他不良反应。

氯唑沙宗的药代动力学研究可以简单描述如下[ 13] :研究

对象禁食 12 h后 , 口服 500 mg 氯唑沙宗片 , 2 h 后采血 , 用高

效液相色谱测定血样中 6-羟基氯唑沙宗和氯唑沙宗的浓度 , 两

者之比用于反映氯唑沙宗羟化的速率 , 从而判定肝中 CYP2E1

的活性。在大范围的人群筛检试验中 , 这种方法同样存在局限

性。为了排除其他因素的影响, 除上述禁食和采血以外 , 研究

对象在试验前一周左右就应该禁用任何可能对 CYP2E1 活性有

影响的食物和药物 , 尤其是扑热息痛 (paracetamol)、 戒酒硫

(disulfiram)、 异烟肼 (isoniazid)。因为这些物质可能较长时间存

在于血中 , 在上述试验中与氯唑沙宗竞争 CYP2E1 , 从而影响试

验的结果。另外 , 在欧洲国家氯唑沙宗是一种禁止使用的药物,

美国食品和药品管理局近来也警告民众 , 氯唑沙宗具有肝毒性,

并认为 “没有理由使用该药” [ 14] 。

近年来 , 有学者用口服氯唑沙宗的清除率检测 CYP2E1 的

表型 , 并将表型与基因型联系起来。Marchoud 等[ 15] 发现携带

CYP2E1 c2/ c2基因型的个体口服氯唑沙宗后的清除率低于

CYP2E1 c1/ c1 型或 CYP2E1c1/ c2 型者的清除率 , 但是 , 逐步

回归分析结果显示 CYP2E1的基因型不是影响氯唑沙宗清除率

的主要因素 。Haufroid等[ 16] 研究职业接触苯乙烯工人 CYP2E1

活性和快型 CYP2E1 (CYP2E1＊5B , ＊6 , ＊1B , ＊1D)之

间的关系 , 发现只有携带杂合型 CYP2E ＊11D 的工人显示较

高的氯唑沙宗代谢率;与携带野生型 CYP2E1 的个体相比 , 至

少有一个 CYP2E1＊6等位基因突变的个体其氯唑沙宗代谢率

低。他们认为 , 尽管部分 CYP2E1 的基因型对其活性有影响 ,

但用氯唑沙宗的代谢率作为职业接触某毒物 (CYP2E1 参与代

谢)的生物标志物还有待考虑。

鉴于上述这些局限性 , 人们开始寻求其他更加可行的替

代方法。近来认为 , 水杨酸在体内部分由 CYP2E1 代谢转化。

目前 , 该方法只局限在实验室阶段。成人志愿者口服 1 g 赖氨

酸乙酰水杨酸 , 2 h 后测定血浆中水杨酸 、 2 , 3-和 2 , 5-二羟

基苯甲酸的浓度。这一测定方法目前已用于嗜酒者和对照 、 嗜

酒者戒酒前后自身对照的研究。

3　淋巴细胞中 CYP2E1的活性测定

早在 1990 年 , Song 等[ 17] 就用 Western blot 的方法研究发

现 , CYP2E1 能在淋巴细胞中表达。 1995 年 , Raucy等
[ 18]
发现

用诱导剂诱导家兔肝微粒体中的 CYP2E1 , 其淋巴细胞中的

CYP2E1水平呈同步升高。由此认为淋巴细胞中的 CYP2E1 水

平可以作为肝微粒体 CYP2E1 表达水平的一个标志。 目前 ,

Raucy 等[ 19]已经研究阐明了淋巴细胞中 CYP2E1 含量和氯唑沙

宗清除率之间的关系。但是 , 测定人淋巴细胞中的 CYP2E1 需

要耗费大量的血 (约为 320 ml), 即便如此 , 也并不一定能发

现人淋巴细胞中的 CYP2E1 具有氯唑沙宗 6-羟化酶或对硝基苯

酚羟化酶的催化活性。 对该酶结构的研究发现 , 与肝微粒体

CYP2E1相比 , 淋巴细胞中的 CYP2E1 缺乏某些重要基团 , 分

子更小。目前多倾向于认为这种截短的酶可能缺乏肝微粒体

CYP2E1所具有的重要活性部分。 Lucas 等[ 14]用 20 ml血样测定

淋巴细胞中 CYP2E1 的活性未能取得成功。因此 , 用该方法进

行大规模的人群筛检也是不可行的。

综上所述 , CYP2E1活性测定的成功经验主要来自实验室

研究。就目前的国内外研究水平而言 , 要在大规模的人群流行

病学研究中成功测定 CYP2E1 的活性还存在一定的困难 , 有待

于寻找更加简更 、 可行的方法。
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口腔科医生汞中毒 4例报告

付京秋 , 胡英华 , 杨惠敏

(黑龙江省第二医院 , 黑龙江 哈尔滨　150010)

　　口腔科医生使用银汞合金充填牙体 , 由于长期与汞接触 ,

易引起汞吸收和汞中毒。我院近来收治了 4例口腔科医生患慢

性汞中毒 , 现报告如下。

1　工作环境调查

4 位医生在同一单位同一诊室工作 , 诊室面积约 80 m2 ,

地面原为粗糙的水泥地 , 2002年修建成大理石地面 , 有 5 个塑

钢窗 , 没有气窗。室内有一高温消毒柜 , 紧挨着调治台和例 4

王某的诊椅。银汞合金均用手工研磨调制而成 , 调制时未戴

指套 , 用纱布包裹挤出余汞 , 患者多时直接用手挤压余汞 , 剩

余的银汞合金及余汞随废物丢弃 , 未置水中作净化处置。 室

内未放置碘片 , 每人每月使用汞量 60～ 90 g。

2　临床资料

【例 1】　黄某 , 女 , 53 岁 , 工龄 23年 , 1993 年起性格变

急躁易怒 , 经常烦躁不安 , 同时伴有心悸 、 失眠 、 记忆力减

退 、 手指震颤 、 麻木 、 月经不调等症状。口腔检查:口腔卫生

良好 , 全口牙龈炎 , 后牙牙龈萎缩 , 牙周袋 3 mm 以上 , 牙齿

Ⅱ度松动 , 第二磨牙全部松动脱落。心 、 肝 、 肾及神经系统检

查无异常。 1998 年尿汞测定 0.062 μmol/ L , 2002 年尿汞测定

0.18μmol/ L。既往健康 , 无遗传史。

【例 2】　李某 , 女 , 50 岁 , 工龄 23 年。自觉失眠 、 烦躁

不安 、 记忆力减退 、 手指震颤 、 腰痛约 2年。口腔检查:轻度

口腔炎。尿汞测定两次分别为 0.1 μmo/ L 和 0.08 μmol/ L, 其
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他检查均正常 , 既往健康。

【例 3】　白某 , 女 , 50 岁 , 工龄 23年 , 10 年前确诊为糖

尿病Ⅰ型 , 半年前无明显诱因出现头晕 、 乏力 、 记忆力减退 ,

并出现腹痛 、 腹泻 、 便稀等症状 , 入院前 8 天上述症状加重 ,

并出现眼睑及双下肢水肿。尿汞测定两次分别为 0.1μmol/ L和

0.3μmol/ L , 尿常规 、 肾功能及其他检查均正常。

【例 4】　王某 , 34 岁 , 工龄 13 年 , 1 年前自觉腰痛 , 伴

轻度水肿 , 出现性格急躁易怒 、 头晕 、 手指震颤等症状。内科

及血尿常规未见异常。尿汞测定两次均为 0.1 μmol/ L, 既往健

康。

上述 4例根据职业接触史 、 临床表现 、 尿汞测定 (冷原子

吸收法 , 正常值<0.05μmol/ L)及结合现场工作环境调查 , 按

GBZ89—2002 职业汞中毒诊断标准 , 确诊为慢性汞中毒。 入院

后用二巯丙磺钠驱汞和对症治疗后 , 症状明显减轻。

3　讨论

汞在常温下蒸发 , 且温度每增加 10℃, 汞蒸发增加 1.2 ～

1.5倍[ 1] 。银汞合金是汞和合金粉按比例研磨调和而成 , 在调

制和填充过程中 , 患者呼出的汞蒸气 、 操作不慎撒落在地面上

的汞 、 废弃的银汞合金以及磨除旧充填物产生的汞尘 , 均能附

着于墙壁 、 地面 、 用具或衣物上 , 不易清除而形成毒源。口腔

科医生长期受汞源污染影响健康 , 甚至患慢性汞中毒。因此使

用银汞合金充填牙体 , 一定要使用银汞调拌器 , 要保证室内通

风良好 , 穿不易吸附汞的涤棉工作服 , 戴口罩和工作帽 , 地面

要光滑 , 余汞要作净化处置 , 室内放置碘片等。同时每年要作

一次健康体检。有条件单位使用光固化复合树脂等[ 2] 替代银

汞合金充填牙体 , 由此可杜绝口腔科医生慢性汞中毒。
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