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草鱼肝细胞中 CYP2E1活性的诱导研究
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摘要: CYP2E1为代谢大部分药物及环境中毒物的关键酶。以草鱼肝细胞 (C tenopharyngodon idellus hepato cy te)为反

应体系, 选取氯唑沙宗 ( CZX )为底物,采用反相高效液相色谱 ( RP-HPLC)法测定其产物 6-OH-氯唑沙宗 ( HCZX )的

量, L ow ry法测定肝细胞中蛋白的浓度从而反映 CYP2E1活性, 并采用该酶特异性诱导剂乙醇对其进行诱导, 观察

其酶活变化及 CZX在细胞中代谢情况。结果表明, CZX在草鱼肝细胞中的基础代谢较低, 经过对 CYP2E1诱导条

件的优化及筛选, 得到最佳诱导剂剂量为 4Lg /mL、诱导时间为 24h、底物浓度为 50Lg /mL并且孵育时间为 1h时,

其酶活达到最高, 约为 01 47Lg /m in# m g。对照组和诱导组的草鱼肝细胞中 CZX的消除半衰期 ( t1/2 )分别为

202110h和 28175h,差异极显著, 表明乙醇诱导的 CYP2E1能够加快底物的代谢。酶促反应动力学参数表明乙醇诱

导的 CYP2E1与底物的亲和力较高, 酶促反应强度较大。该结果能够为 CYP2E1代谢的药物及环境毒物的研究提

供理论依据。
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  药物在动物体内代谢,不论是何种方式,均有酶

的参与。与药物代谢关系最密切的是细胞色素

P450酶系 ( CYP450S ), 它主要存在于动物体肝脏

中,是一族重要的混合功能氧化酶,可被许多物质诱

导或抑制
[ 1]
。其中 CYP2E1在肝脏中占 P450总量

的 7%
[ 2]
,参与了药物的代谢以及许多前致癌物和

前毒物的活化过程, 因此酶活性的高低直接影响物

质的代谢速度,从而影响特定药物或毒物对机体的

作用大小,所以测定 CYP2E1的活性水平及其外源

物质对该酶活性的影响是探讨属于该酶底物的一类

药物或毒物与机体相互影响的基础工作。

氯唑沙宗 ( Chlorzoxazone, CZX )为该酶最常见

的底物,其中约有 90%在肝脏经 6-羟化代谢生成 6-

羟基氯唑沙宗 ( 6-OH-CZX, HCZX ) (图 1)
[ 3]
。因该

代谢途径主要由 CYP2E l催化,故 CZX能在体内外

作为 CYP2E l的探针药物反映其活性
[ 4, 5]
。关于

P450酶活性的测定报道多数是测肝微粒体的酶活

性
[ 6]
,而用鱼类体外传代细胞直接测定酶活未见报

道。药物代谢酶中有很大一部分属于可诱导型酶。

关于此方面的研究在虹鳟肝原代细胞中对 CYP1A

已有所报道
[ 7]
, 而未见 CYP2E1在草鱼传代肝细胞

( C tenopharyngodon idellus hepatocy te)中的酶活检测

及诱导研究的报道。因此本研究选用该细胞为反应

体系,建立了反相高效液相色谱法 ( RP-HPLC )来检

测 CZX在草鱼肝细胞中经 CYP2E1代谢的产物

HCZX从而反映该酶的活性,并选用其特异性诱导

剂来筛选该酶活研究的最佳诱导条件, 建立

CYP2E1的最佳诱导模型, 从而为环境毒理学和临

床合理用药提供依据。

图 1 CZX经 CYP2E1代谢成 HCZX

Fig11 M etabo lism of CZX (Ñ ) toHCZX ( Ò ) by CYP2E1

1 材料与方法

111 材料  草鱼肝细胞系 ( L8824)由农业部渔业

动植物病原库提供, 编号 BYK-C12-01, M 199培养
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基, 28e ,充 5% CO2。

112 药品及试剂  CZX, 由鲁南贝特制药厂生产,

含量\ 99% ; HCZX,购自 S igma公司; 安替比林, 购

自国药集团上海化学试剂公司,含量\99%;其他试

剂等均为分析纯,从中国医药集团上海化学试剂有

限公司购置;乙腈为色谱纯,美国 F isher生产。

113 高效液相色谱仪及色谱条件  Ag ilent 1100型高

效液相色谱 (HPLC)仪 (色谱柱类型: ZORBAX SB-C18,

416 @ 150mm, 5Lm ); 可变波长紫外检测器; 流动相

011mo l/L醋酸铵B乙腈B四氢呋喃= 72B2215B515( V /V /
V ), 用 H 3 PO4调 pH至 310, 过滤脱气后现用; 流速

110mL /m in;柱温 40e ; 紫外检测波长 280nm; 进样

量 20LL。

114 样品处理及测定 (内标法定量 )  取生长状态

良好的 L8824,倒掉培养基,用 D-hanks液轻洗细胞

2) 3次。将细胞轻轻吹打后用 D-hanks液稀释成一

定浓度,计数。取 1mL该细胞于离心管中加入一定

量的所需浓度的 CZX、HCZX以及内标安替比林,参

考文献 [ 8]所报道的该类药物的提取方法, 将制得

的细胞样品于漩涡混合器上混合 2m in,再根据所取

细胞量按 1B4( V /V )分别加入二氯甲烷, 混合 2m in,

液体快速混合器上混合 10m in, 8000 r/m in离心

10m in,弃去上层水相, 将下层有机相倒入 7mL具塞

离心管中,用样品蒸干仪在 45e 恒温中蒸干。蒸残

物用 015mL流动相溶解,漩涡混合器上混匀 2m in,

加入 1mL正己烷, 液体快速混合器上混匀 10m in,

8000r/m in离心 10m in, 吸取下层液体 20LL进样,进

行 HPLC测定。

测得 CZX和 HCZX的标准曲线分别为 A i =

0152C i- 0132和 Ai= 0107 C i- 0102, 其中 A i表示

药物与内标的峰面积比, C i表示药物标准品在空白

细胞中的浓度,二者在 0105) 100Lg /mL范围内,线

性关系良好,其相关系数 r均为 019998。本法的最
低检测限均为 0101Lg /mL, CZX和 HCZX在细胞中

的最低平均回收率分别为 79196%和 84184%, 所有

样品日内变异系数小于 5118%, 批间变异系数小于

5140%。此方法能满足检测要求。
115 CYP2E1在草鱼肝细胞中酶活的测定及诱导

 对培养过程中 L8824的形态观察, 选择传代后第

5天的 L8824作为诱导细胞,浓度约 2 @ 10
6
个 /mL。

加入药酶诱导剂乙醇以 015、1、2、4、6Lg /mL分别诱

导 L8824 0、12、24、48、72h, 然后加入底物 CZX,使之

孵育浓度为 50Lg /mL, 振荡后置温箱中孵育 1h, 同

时选取未加诱导剂作为对照组, 每点设 5个平行样,

按 114中所述方法制样后做 HPLC测定。

在 L8824中加入 4Lg /mL的药酶诱导剂, 培养

箱中静置 24h,加入 CZX的标准品,使得底物孵育终

浓度为 50Lg /mL, 分别孵育 0125、015、1、2、4、8h; 另
取 L8824与 5、10、20、50、100Lg /mL的底物共孵育

1h。同时选取未加诱导剂作为对照组,每点设 5个

平行样,处理方法同上。

采用 Low ry法
[ 9]
测得 L8824中蛋白含量, 根据

标准曲线计算各点 CZX的剩余浓度 (C t )和 HCZX

( Cn)的生成量,则以每 mg蛋白单位时间内 HCZX

的生成量表示 CYP2E1酶活 ( Lg /m in# mg)。

116 数据处理  CZX在 L8824中消除过程采用指

数方程 C t= Co# e
-ket
表示; CZX转化率采用公式:

( 1) C t /Co ) @ 100%表示;药酶反应动态图采用 Ex-

cel软件绘制; L inew eaver-Burk方程式作图反映药酶

动力学, 并计算酶动力学参数, 其公式为:
1

V
=

Km
V max

@ 1
[ S]

+
1

V max
;清除率 C l int= Vmax /Km。

2 结  果

211 CYP2E1酶活诱导模型的优化

从 L8824培养过程中的形态观察,选择传代后

第 5天的 L8824并且浓度为 5 @ 10
5
cells/mL时作为

诱导细胞,以不同的诱导剂量和诱导时间分别进行

诱导。其诱导时间对诱导剂的剂量 -效应曲线 (图

2),可知 4Lg /mL诱导剂乙醇诱导 24h时, CYP2E1

酶活性达到峰值, 约为基础酶活的 4倍。同样的诱

导剂量下, 其诱导酶活依次为 24h > 48h > 12h >

72h,诱导剂剂量对酶活的影响也是先升高后降低。

图 2 乙醇作用时间对诱导 CYP2E1剂量 -效应曲线的影响 (n= 5, x ? s)

Fig12 E ffect of exposure t im e to ethanol on dose-response curves of

CYP2E1 induction( n= 5, x ? s)
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同样条件下研究了不同孵育时间对酶活及 HCZX

生成量的影响 (图 3),可看出,随着孵育时间的延长,其

酶活呈现先升高后下降的趋势,当孵育时间为 1h时,

其酶活最高,而 HCZX的生成量是呈现一直升高的趋

势,在 1h左右生成速率最大。无论是 CYP2E1酶活还

是 HCZX的生成量,诱导组显著高于对照组。

图 3 底物孵育时间对酶活及 HCZX生成量的影响 ( n= 5, x ? s)

Fig13 Affect of incubation tmi e to enzyme activity andHCZX(n= 5, x ? s)

212 CZX体外代谢的药时曲线

L8824细胞与初始浓度 ( Co )为 50Lg /mL的

CZX分别共孵育 0125、015、1、2、4、8h后检测 CZX

的剩余浓度 (C t )和 HCZX生成量 ( Cn )。经回归分

析对照组和诱导组的药时曲线方程分别为 C t/Co=

- 0107Ln( t) + 0188( r= 019971)和 C t /Co= - 0110
Ln( t) + 0182( r= 019935), 消除半衰期 ( t1 /2 )分别为

202110h和 28175h。其消除曲线方程分别为 C t=

46156e- 01038t
( r

2
= 018370)和 C t= 44154e- 01052t

( r
2
=

018771), 结果显示对照组 CZX的代谢较为缓慢,而

乙醇诱导组代谢较快 (图 4)。其底物转化率 (表

1) ,通过显著性比较分析可以看出,除 0125h外,诱

导组均极显著高于对照组。

图 4 CZX在 L8824中代谢的药时曲线 ( n= 5, x ? s)

Fig14 Concentrat ion-tim e cu rve of CZX in L8824 ( n= 5, x ? s)

表 1 不同代谢时间内的 CZX转化率 ( n = 5, x ? s)

T ab11 The convers ion for CZX in d ifferen t tim e( n= 5, x ? s)

时间

T im e

( h )

对照组 C ont rol group

CZX转化率

CZX conversion (% )

诱导组 Indu ct ion group

CZX转化率

CZX convers ion (% )

0125 2136 ? 1135 5198 ? 1191*

015 5159 ? 1191 9142 ? 1197* *

1 12159 ? 2102 19101 ? 1172* *

2 16198 ? 3104 23195 ? 1176* *

4 21184 ? 1121 30139 ? 0186* *

8 26159 ? 1152 38197 ? 1117* *

  注: CZX转化率 (% ) = ( 1) C t /Co ) @ 100%。诱导组与对照组

进行 T-Tes t, /* 0表示显著差异 (p < 0105 ), / * * 0表示极显著差异

(p < 0101 )

Note: CZX C onversion (% ) = ( 1) Ct /Co ) @ 100% . T-Test w as done

b etween indu ction and control group, / * 0 represent sign ifican t deviation

(p< 0105) , / ** 0 represent extrem e s ignif icant deviat ion (p < 0101)

213 CZX在细胞中体外代谢的酶动力学研究

L8824细胞分别与 5、10、20、50、100Lg /mL的

底物共孵育 1h后检测 HCZX的生成量。根据 L ine-

w aver-Burk作图
[ 10, 11 ]

,获得对照组和诱导组的酶促

反应动力学方程分别为 1 /V = 192176 @ 1 / [ S ] +

1171(R 2
= 019604 )和 1 /V = 52144 @ 1/ [ S ] + 0190

( R
2
= 019918) (图 5)。根据方程计算酶动力学参

数 (表 2) ,结果显示诱导组中的最大反应速率 Vm ax

和内在清除率 C li均极显著大于对照组, 表明乙醇

诱导的酶催化效能较高。对照组米氏常数 Km值约

为诱导组的 41倍,表明乙醇诱导的酶与底物的亲合

力较高,酶促反应强度较大。

图 5 CYP2E1在 L8824中的 L inew eaver-Burk作图 ( n= 5, x ? s)

F ig15 Linweaver-Burk p lot of CYP2E1 in L8824( n= 5, x ? s)

3 讨  论

311 CYP2E1研究方法的确定

药物在生物体内的生物转化通常是通过酶介导

或酶促反应进行的。因此研究鱼类药物代谢酶 (亦
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简称药酶 ), 对了解药物在水产动物体内的作用机

理与消除规律,进而对指导临床合理用药及药物残

留监控有着重大意义
[ 12]
。鱼类药物代谢酶一般可

以通过诱导获得
[ 12 ]

,药物代谢酶诱导主要有体内诱

导和体外诱导两条途径。研究鱼类药物代谢酶及其

机理的方法以体内试验居多, 如将药物 (或诱导剂 )

制成药饵采用口服、注射、浸泡等给予方式, 研究分

析参与药物代谢相关酶的活性或其 mRNA 水平

等
[ 13]
。而体内诱导因易受到外界环境、机体健康状

况、个体差异等各种混杂因素影响,影响对药物代谢

深层次的认识,因此体外诱导研究药物代谢酶已经

成为近年来药理学研究的一个热点。因此本实验选

用完整的草鱼肝细胞为反应体系研究 CYP2E1的活

性, 能够更加符合药物在体内的代谢情况,从而能够

更加准确、省时、经济的采用体外研究方法, 推测药

物在体内的实际代谢。CYP2E l的探针药物有 3种:

对位硝基酚、N-亚硝基双甲胺和 CZX, 它们都可以

用于体外试验, 通过比较证实
[ 3, 14 ]

,发现 CZX为较

安全的体内外探针药物, 并且能够较好地反应该酶

的活性。

表 2 细胞中 CYP2E1代谢的酶动力学参数

Tab12 Enzym atic param eters ofCYP2E1 in L8824

组名 G roup n am e Km (Lg /mL) Vm ax(Lg /m in# m g) C lint (mL /m in# m g)

对照组 C ontrol group 113102 0159 0101

诱导组 Induction group 2172 1112 0141

312 鱼类 CYP2E1体外诱导细胞模型的建立

体外药物代谢研究的结果最终可能会影响临床

试验的设计,因此体外研究必须有高度的一致性,实

验条件需严格控制,才可以使实验结果具有重现性,

得出的结论才会有价值。实验条件的差异会造成对

酶活性作出过低或是过高的评估, 最终导致药物间

相互作用的不正确的判断。因此为了能够更好地反

应药物与酶之间的相互作用情况, 选择反应的最佳

条件是很重要的。

在本试验中,通过对诱导条件的优化和筛选,最

终选择了各反应的最佳诱导条件,建立了 L8824中

CYP2E1的体外诱导的细胞模型。在本试验条件

下,使用该酶特异性诱导剂进行诱导时,最佳诱导剂

量为 4Lg /mL,最佳诱导时间为 4h。其特异性底物

的浓度为 50Lg /mL时, 其最佳孵育时间是 1h时酶

活最高。据报道
[ 15 ]

,外源化学物质诱导不仅影响肝

细胞 CYP1A的表达,同时还影响肝组织以外的药酶

表达, 如 50mg /kg剂量的萘黄酮处理虹鳟肾微粒体

可导致 ECOD酶和 EROD酶活性显著升高。进一步

研究表明,虹鳟肝原代细胞暴露于苯巴比妥,能诱导

CYP1A,表现在 CYP1A蛋白 mRNA量增加和 EROD

酶活性升高,这是由于转录和后转录上的调节所致。

然而, 当诱导剂浓度过高时反而会导致 EROD酶催

化活性下降
[ 7]
, 有关草鱼其他细胞的酶活以及

L8824中诱导酶活与 mRNA及蛋白表达量的关系有

待于进一步研究。关于 CYP2E1在鱼类体内活性的

研究也有报道,陈大健等
[ 16]
采用药代动力学的方法

研究了氟苯尼考等对鲫鱼体内 CYP2E1的活性的影

响, 研究得到氟苯尼考对 CYP2E1有抑制作用。因

此, 该药与 CYP2E1酶的底物药物合用时,很可能会

发生药物间的相互作用,应减少后者的用量,避免蓄

积中毒。另外该抑制作用在一定程度上能够使水体

中的由 CYP2E1活化的前毒物和前致癌物不能或减

少活化为有毒物和致癌物, 从而减少这些有害物质

对鱼体的损害。关于 CYP2E1的体内活性如何与本

研究中体外活性相互联系起来, 即寻找二者之间的

相关性有待于进一步探讨, 从而能够做到由体外推

体内,以更好的应用于水产动物的健康养殖。

由此可知, 关于药物代谢酶活性及诱导的研究

已有相关报道,而关于鱼类细胞中 P450酶诱导条件

筛选的研究在国内外尚未见报道, 因此本实验的研

究能够有利于获得各种鱼类药物代谢酶,而且还能

直接观察酶对底物的选择代谢, 为揭示渔药代谢的

本质及安全使用提供方便、可靠的研究平台。

313 代谢性药物的相互作用

近年来,由于体外研究药物代谢酶已经成为药

理学的一个研究热点。在新药的早期阶段, 应用体

外代谢体系与酶的特异性探针底物结合的方法进行

药物体外代谢的研究,了解药物对代谢酶的调节及

预测可能的代谢性药物相互作用, 并以体外研究所

得数据为进一步的临床试验设计提供有价值的信

息, 降低临床试验的成本及风险, 避免因药物代谢引

起的不良反应的发生
[ 17) 19]

。

本试验中研究的是乙醇与 CYP2E1底物的相互

作用,发现乙醇对 CYP2E1有明显的诱导作用,能加

快底物的代谢,因此与同类药物合用时应该加大后
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者的用量以达到治疗效果。为了能够解决实际问

题,下一步的研究应该引入有价值的渔药,从而研究

代谢性药物的相互作用。因此该诱导模型的研究能

够为以后渔药的引入提供一定的理论基础。通过对

诱导前后酶促反应动力学的研究发现乙醇诱导

CYP2E1的最大反应速率明显快于对照组, 并且内

在清除率诱导组约为对照组的 80倍,充分说明了乙

醇对 CZX的代谢有显著的促进作用。在上述基础

上,酶动力学方程对 CYP2E1酶促反应的各种参数

进行了更量化的研究,有助于进一步阐明 CZX在鱼

类细胞中的代谢途径和机理。

由此, 体外代谢研究的瓶颈已经从数据的获得

转化为对数据的解释
[ 17, 20]

。体外代谢已经被证明

在定性预测药物相互作用方面有重要价值, 但是在

定量方面仍无法作为单一手段预测药物的相互作

用,因此需要进一步的研究体外-体内的相关性,充

分合理的应用体外酶与药物之间作用的相关数据,

降低渔药研发筛选过程的成本与风险, 为渔药临床

合理应用提供有价值的信息。另外由于 CYP2E1还

能够代谢环境中的有毒物质,因此该研究能够为水

域环境毒物的监测提供一定的理论基础。
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INDUCTION OF CYP2E1 ACT IVITY IN CTENOPHARYNGODON IDELLUS HEPATOCYTE

WANG X iang-L ing
1
, YANG X ian-Le

1, 2
, ZHANG N ing

1
, YU W en-Juan

1
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( 11A quatic Pa thogen Collection C enter ofM in istry of Agriculture, Shanghai F isheries University, Shanghai 200090;

21E-Institu te of ShanghaiM unicipa lEduca tion Comm ission, Shanghai 200090)

Abstract: CYP2E1 can m etabolizem ost of the drug and tox icant1To study the CYP2E1 act iv ity, Ctenopharyngodon idellus

hepatocyte was prepared and used as react ion system, selecting chlorzoxazone ( CZX ) as substrate and joining ant ipyrine as

inner standard1RP-H PLC m ethod was established to detect the product of 6-OH-chlorzoxazone (HCZX ) and the Lowry

m ethod was used tom easure the concentration of protein in cel,l then the act ivity of CYP2E1 in cell was reflected1The

m edicine was extracted by dichlorom ethane from cel,l and then the extracts w ere evaporated to dryness under 45e and

w ere dissolved in mobile phase1The fat o f the solute was degreased by hexane1CZX andHCZX analyses were performed by

RP-HPLC1Them obile phase used for the analys is consisted of 011mo l/L ammon ium acetate, acetonitrile and tetrahydrofu-

ran ( 72B2215B515, v /v ) delivered at a flow-rate of 110mL /m in1The mob ile phase was degassed and filtered through a

0145Lm m embrane before be ing used1The co lumn temperature was 40e and UV detection wasm easured at 280nm1Then
the Ctenopharyngodon idellus hepatocyte was treated w ith ethano l in d ifferent dosage, which was specific inductor o f

CYP2E1, and them etabo lism of CZX after induction in vitro was a lso studied1The result demonstrated that the RP-HPLC

m ethod established w as smi ple and accurate for the determ ination o f activity ofCYP2E11Them ean recoveries for sam ples

w ere all exceed 79196% , Intra-day CV and inter-dayCV w ere under 5118% and 5140% respectively1The elementarym e-

tabo lism for CZX w as low, while after the optmi ization and screening for induct ion condition, ethanol could significantly ac-

celerate them etabolism of CZX in fish cell1W hen the cellwas inducted by ethano lw ith dosage of4Lg /mL for 24h and in-

cubated w ith CZX ( 50Lg /mL ) for 1h, CYP2E1 activity achieved the h ighest leve,l which w as 0147Lg /m in /

mg1E lmi ination equations of CZX metabo lism in contro l group and ethano-l related w ere Ct= 46156e- 01038t
( r

2
= 018370)

and Ct= 44154e- 01052t
( r

2
= 018771) , respectively1The elmi inat ion hal-f livesw ere 202110h and 28175h, respectively1The

difference betw een them was consp icuous, and it indicated that ethano l could accelerate themetabolism ofCZX1The enzy-

m at ic equations for control group and induct ion group were 1/V= 192176 @ 1 / [S ] + 1171 and 1/V= 52144 @ 1 / [S ] +

0190, respectively1Enzym atic param eters dem onstrated CYP2E1 induced by ethanol in cell has h igher affin ity w ith sub-

strate and stronger potency to catalyze CZX than the control1 In conclus ion, ethano l has big induction intensity to CYP2E1

in fish cell1The results of th is study using an in v itro approach to clearly show the potential properties of P450 in fish drug

res idue and environmental tox icant1

K ey words: RP-HPLC; Ctenopharyngodon idellus hepatocyte; CYP2E1; Chlorzoxazone; Induct ion


