
书书书

高原环境影响药物代谢细胞色素 Ｐ４５０酶活性的研究进展
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　　摘要：细胞色素Ｐ４５０酶是参与人体药物代谢的主要酶类。高原环境具有氧分压降低、气候寒冷和紫外线强的特点。氧
分压低会造成机体各器官缺氧，出现各种不适症状。同时，大量研究认为在高原环境下，缺氧等因素使细胞色素Ｐ４５０酶的代
谢活性以及同工酶的表达发生变化，从而导致相关药物代谢及动力学的变化。另外，一些细胞因子和表达通路的改变也与高

原环境下Ｐ４５０酶代谢活性的改变相关。目前，高原适应性人群与平原世居人群的Ｐ４５０酶代谢活性不同，其差异已有报道，
且相关分子机制的研究已成为新的热点。本文介绍了高原环境的特点和细胞色素Ｐ４５０的研究进展，并综述了高原缺氧环境
下对该酶作用机制的研究进展。
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　　高原具有独特的环境特征，其中低氧和低压是影响人体
正常生命活动的主要因素。随着高原医学和药理学的发展，

高原疾病的防治工作，以及高原环境对药物代谢的影响等方

面的研究已经取得了一定进展。但是，高原环境如何影响药

物代谢，以及相关机制方面的研究仍处于探索阶段，本文对

近年来高原环境对影响药物代谢的主要酶系—细胞色素

Ｐ４５０（ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＰ４５０，ＣＹＰ）酶活性的研究现状做一
综述。

１　高原环境的特殊性

高原是指海拔高度一般在１０００ｍ以上、面积广大、地形
开阔、周边以明显的陡坡为界以及比较完整的大面积隆起地

区［１］。高原有其独特的环境特征，首先大气压低、含氧量和氧

分压低。在平原地区，大气压为 ７６０ｍｍＨｇ（１ｍｍＨｇ＝
１３３．３Ｐａ），氧分压为１５９ｍｍＨｇ，氧分压大约占大气压的
２０．９３％。当海拔达到３５００ｍ时，大气压和氧分压分别下降
到４９３ｍｍＨｇ和１０３ｍｍＨｇ，氧分压与平原地区相比降低了
３５％，而海拔达到４５００ｍ时，氧分压降低４０％（９１ｍｍＨｇ）。
氧分压的降低使进入气管和肺泡的氧气减少，造成了机体各

组织器官的缺氧［２］。其次，高原地区气候寒冷和紫外线强。

这种特殊的环境因素容易引起人体一系列的不适反应，如头

疼、气短、恶心、呼吸急促、心跳加快、呕吐和失眠等［３］。

近些年来，随着西北大开发、高原旅游业的兴起及高原
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突发事件的增加，使得高原活动日益频繁，高原急救、治疗及

高原防护用药迫在眉睫，高原治疗用药逐渐成为医学和药学

研究人员关注的重点，相关高原环境下的药物代谢研究逐渐

被重视。另外，鉴于高原的特殊环境，关注高原居住人群的

个体化用药，以及高原地区驻防和救灾官兵的用药成为药学

工作者责无旁贷的任务。

２　与药物代谢相关的细胞色素Ｐ４５０酶

２．１　细胞色素Ｐ４５０酶的分类
在人体各个器官中，肝是药物代谢的主要器官。而在代

谢药物中起关键作用的酶是位于肝微粒体的 ＣＹＰ酶系。该
酶系是由一个庞大的基因家族编码调控的混合功能氧化酶

系统。ＣＹＰ酶因自身在还原状态下能与ＣＯ结合，在波长为
４５０ｎｍ处有一最大吸收峰而得名。ＣＹＰ酶参与大部分药
物和外源物的生物氧化，其中包括烷基的羟基化、烷基的环

氧化、羟基的氧化、ＣＹＰ氨部位上的羟基化和氧化等。涉及
大多数药物代谢的酶系主要有 ＣＹＰｌ，ＣＹＰ２和 ＣＹＰ３３个
家族，相关的 ７种重要的亚基包括：ＣＹＰ１Ａ２，ＣＹＰ２Ａ６，
ＣＹＰ２Ｂ６，ＣＹＰ２Ｃ，ＣＹＰ２Ｄ６，ＣＹＰ２Ｅ１和 ＣＹＰ３Ａ，它们分
别占ＣＹＰ总量的１３％，４％，０．２％，２０％，１％～２％，７％
和３０％ ［４］。各基因尚存在着大量等位基因，大量等位基因

的存在是引起ＣＹＰ药物氧化代谢个体差异和种族差异的生
化基础［４－５］。其中 ＣＹＰ３Ａ４是成人肝 ＣＹＰ中最重要的成
分，大约５０％的药物是通过ＣＹＰ３Ａ４代谢的。此外，该酶还
参与了部分前致癌物质的活化，与之相关的药物相互作用亦

十分多见。

２．２　细胞色素Ｐ４５０酶的检测方法
２．２．１　肝微粒体酶蛋白的制备与测定

肝微粒体酶蛋白的制备关键取决于酶活性不被降解。

目前常用差速离心与超高速（１０５０００×ｇ）离心沉淀联用的
方法制备肝微粒体，并保证缓冲液接近生理状态。制备肝微

粒体后，进行微粒体蛋白浓度和 ＣＹＰ含量的测定以便为
ＣＹＰ酶活性进一步研究提供可靠依据。目前常用于肝微粒
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体总蛋白浓度测定法有 Ｆｏｌｉｎ酚试剂法（Ｌｏｗｒｙ法）、紫外吸
收法、考马斯亮蓝法，还有近年来广为应用的 ＢＣＡ法；ＣＹＰ
酶含量的测定常用ＣＯ差示光谱法［６－８］。

２．２．２　细胞色素Ｐ４５０酶活性的检测方法
药物代谢是由具有催化活性的 ＣＹＰ酶进行的。目前，

国外已将ＣＹＰ及其相关亚型的测定列入新药的筛选及代谢
研究的必须项目，但我国还处于探索阶段，尤其在高原等特

殊环境下的对ＣＹＰ酶与药物相互作用的研究还较少，所以
应倡导该方面的研究，为高原药物的研发和筛选提供依据。

分析检测ＣＹＰ酶活性的方法简述如下。
（１）基因分析法　即采用基因分型的方法直接测定特

定的ＤＮＡ变异来评价药物代谢酶［９］。ＣＹＰ酶的遗传多样性
是该方法的理论基础。?ｚｄｅｍｉｒ等［１０］认为，ＣＹＰ３Ａ活性在
个体之间的差异，其差异６０％ ～９０％是由于基因突变造成
的。遗传多态性改变酶的表型可能导致药物代谢在不同个

体间的差异。但是由于个体代谢酶基因的变异发生频率较

低，而且很多变异是非特征性的且基因型检测费用高，只能

定性不能定量等原因都限制了该方法的实际应用。

（２）免疫印迹法　蛋白免疫印迹法是分子生物学中常
用的检测蛋白质表达活性的方法。Ｆｒａｄｅｔｔｅ等［１１］用该方法

比较了在中度缺氧和空白组中 ＣＹＰ亚型蛋白的表达活性。
免疫印迹法需要制备各个亚型的蛋白单体和该蛋白单体的

单克隆抗体。该方法只能定性或半定量地说明酶活性蛋白

表达的变化，而不能定量说明酶活性的改变程度，可以作为

检测Ｐ４５０酶活性的辅助方法。
（３）探针药物法（表１）　即某些经 ＣＹＰ代谢的药物，

以其代谢物和原型药的比例或速率衡量代谢能力变化的方

法。探针药物法直接考察了药物代谢的酶活性（表现型），不

仅考虑了基因而且还考虑了环境等其他因素对代谢酶活性

的影响。但是，单一探针只能用于一种同工酶的测定，而且

个体间变异较大。所以，为此“鸡尾酒”（Ｃｏｃｋｔａｉｌ）探针药物
法逐渐兴起来。该方法通过同时给予多种相对低剂量的探

针药物，测定样本中每个探针药物的代谢率或产物的生成量

等指标，以期获得多个代谢酶的表型信息［１２］，“Ｃｏｃｋｔａｉｌ”法
最重要的优点在于可以在一次实验中完成多个代谢酶的评

价，并且可以评价多种药物在体内的相互作用。如 Ｓｃｈｅｌ
ｌｅｎｓ等［１３］的研究中使用尼非地平、美芬妥英和司巴丁构成

的“Ｃｏｃｋｔａｉｌ”探针，结果发现，服用奎尼丁后司巴丁和尼非
地平的代谢被明显地抑制，推断这种抑制作用主要是由于

共同的药物代谢酶参与而引起的。

表１　细胞色素 Ｐ４５０（ＣＹＰ）酶主要亚型的常用探针药物及其代谢
产物

ＣＹＰ 探针药物 代谢产物

ＣＹＰ１Ａ２ 非那西丁 对乙酰基酚

ＣＹＰ２Ｃ９ 甲苯磺丁脲 ４羟基甲苯磺丁脲

ＣＹＰ２Ｃ１９ Ｓ美芬妥英 ４羟基美芬妥英

ＣＹＰ２Ｄ６ 丁呋洛尔 羟基丁呋洛尔

ＣＹＰ３Ａ４ 咪达唑仑 １羟基咪达唑仑

　　探针药物法的有效应用需要借助高通量和精确的分析
手段，目前常用的是高效液相色谱质谱联用（ｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍ

ａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，
ＨＰＬＣＭＳ／ＭＳ）等方法检测哺乳动物探针药物在血清中的
代谢率或清除率。王丹等［１４］用 ＨＰＬＣＭＳ／ＭＳ的方法同时
测定了６种探针药物的代谢率并建立了快速评价ＣＹＰ同工
酶活性的方法。ＨＰＬＣＭＳ／ＭＳ方法稳定，具有较高的灵敏
度和分辨率，在探针药物的检测方面具有很大的应用潜力。

３　高原环境对细胞色素Ｐ４５０酶系的影响

３．１　急性缺氧对肝生物转化外源物能力的影响
目前已有多种方法考察了急性缺氧对肝生物转化外源

物能力的影响。当动脉血氧分压（ａｒｔｅｒｉａｌｐａｒｔｉａｌｐｒｅｓｓｕｒｅｏｆ
ｏｘｙｇｅｎ，ＰａＯ２）降低时，大鼠肝中环己巴比妥代谢率下降。
ＰａＯ２的急性降低造成了环己巴比妥代谢的急剧减少，相当
于吸入一氧化碳后血红蛋白脱饱和。小鼠连续５ｄ暴露在
５５００ｍ的高海拔环境下，脑中的环己烯巴比妥水平和环己
巴比妥睡眠时间减少。这些动物表现出微粒体部分催化能

力的增加，氯苯唑胺（ｚｏｘａｚｏｌａｍｉｎｅ）和巴比妥的在体研究也
得出类似的结果［１５］。相反，模拟５５００ｍ海拔高原低氧环
境，饲养大鼠３个月，其 ＣＹＰ的总量减少，肝组织匀浆的抗
氧化酶、超氧化物歧化酶、过氧化氢酶和谷胱甘肽过氧化物

酶同样减少［１６］。这些实验表明，缺氧改变了一些外源性物

质的动力学，但没有给出足够证据说明其改变的原因。

３．２　缺氧环境下通过细胞色素 Ｐ４５０酶催化的药物代谢动
力学的变化

近期研究通过动物体内模型阐明血氧不足对 ＣＹＰ活性
的影响。将家兔置于低浓度氧环境中９．５ｈ，使 ＰａＯ２稳定
于５０ｍｍＨｇ附近，茶碱的清除率从 １．５７±０．０５下降到
（１．１６±０．０９）ｍｌ·ｍｉｎ－１·ｋｇ－１（Ｐ＜０．０５）。有趣的是，高碳
酸血症酸中毒（ＰａＣＯ２≈５７ｍｍＨｇ，ｐＨ≈７．２５）使茶碱的清
除率降低为（１．２１±０．１２）ｍｌ·ｍｉｎ－１·ｋｇ－１，但代谢性酸中毒
（ｐＨ≈７．２６）没有这种现象。低氧血症和高碳酸血症结合可
进一步降低茶碱的清除率达到（１．１３±０．０５）ｍｌ·ｍｉｎ－１·ｋｇ－１。
大鼠间歇性缺氧也降低了茶碱的清除率［１７］。

在体实验中，以呼吸室内空气的家兔作为对照组，急性

中度低氧血症〔ＰａＯ２ ＝（５１±１）ｍｍＨｇ〕，高碳酸血症
〔ＰａＣＯ２＝（６８±１）ｍｍＨｇ〕，或低氧血症和高碳酸血症相结
合〔ＰａＯ２＝（５３±１）和ＰａＣＯ２＝（６１±１）ｍｍＨｇ〕组没有改
变注射利多卡因的清除率。此外，清醒的比格犬在８％ ＦｉＯ２
的环境中生存６ｄ，保持 ＰａＯ２为４５ｍｍＨｇ，虽然引起血浆
中单乙基甘油二甲基苯胺和甘氨酸二甲代苯胺浓度增加，但

利多卡因的清除率没有改变。利多卡因通过 ＣＹＰ３Ａ４，
ＣＹＰ１Ａ２，和ＣＹＰ２Ｃ９进行 Ｎ脱乙基形成单乙基甘油二甲
基苯胺，３羟基化生成 ３ＯＨ利多卡因催化几乎完全由
ＣＹＰ１Ａ２完成，ＣＹＰ３Ａ４只有极少部分参与［１８－１９］。

３．３　缺氧环境对细胞色素ＣＹＰ４５０酶活性的影响
用家兔进行在体实验，评价急性中度低氧血症（ＰａＯ２＝

４８ｍｍＨｇ），高碳酸血症（ＰａＣＯ２＝６５ｍｍＨｇ）或低氧血症
和高碳酸血症相结合（ＰａＯ２ ＝５１ｍｍＨｇ和 ＰａＣＯ２ ＝
７２ｍｍＨｇ）对苯妥英动力学的影响。虽然其他实验条件并
没有改变苯妥英药代动力学，但低氧血症使苯妥英的清除率

减少了５０％［２０］。苯妥英的生物转化主要由 ＣＹＰ２Ｃ９和较
少部分的ＣＹＰ２Ｃ１９催化［２１］。
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家兔急性中度缺氧（ＰａＯ２＝５０ｍｍＨｇ）减少了丙泊酚
（异丙酚）的清除率。值得注意的是，在离体实验中，低氧血

症影响肝组织匀浆中丙泊酚的生物转化，但在肺组织匀浆中

没有影响［２２］。丙泊酚生物转化的主要途径是经尿苷二磷

酸葡萄糖醛酸转移酶ＬＡ９亚型转化成葡萄糖醛酸。丙泊酚
也会由一些 ＣＹＰ亚型催化进行环羟基化反应，例如：
ＣＹＰ２Ｂ６催化生成４羟基异丙酚的能力类似于 ＣＹＰ２Ｃ９，
比 ＣＹＰ１Ａ２、ＣＹＰ２Ａ６、ＣＹＰ２Ｃ１９、ＣＹＰ２Ｄ６和 ＣＹＰ３Ａ４的
催化能力大４至１０倍［２３－２４］。

目前关于高原环境的动物实验主要是在高压氧舱中模

拟高原缺氧的条件下进行的。Ｐｒｏｕｌｘ等［２５］在１９９５年报道
了家兔急性缺氧８ｈ后，ＣＹＰ酶的含量降低而 ＣＹＰ酶的活
性没有变化，２４ｈ后酶的含量和活性都降低，提示高原低氧
环境可能降低ＣＹＰ酶的代谢活性，但是与时间有关，在较短
时间内酶的活性没有明显变化可能因为动物体内存在代偿

性反应。在高海拔慢性缺氧状态下，ＣＹＰ２Ｃ９和 ＣＹＰ２Ｃ１９
的蛋白表达无影响，而高海拔急性缺氧使ＣＹＰ２Ｃ１９活性显
著升高［２６］。在中度缺氧的条件下，雄兔肝微粒体酶的代谢

活性也发生改变。实验表明，ＣＹＰ１Ａ１、ＣＹＰ１Ａ２、ＣＹＰ２Ｂ４、
ＣＹＰ２Ｃ５和ＣＹＰ２Ｃ１６的活性降低，ＣＹＰ３Ａ６的活性增强。
由于肝ＣＹＰ酶对药物进行生物转化是一个耗氧的过程，所
以，有研究人员推断在缺氧期间，肝代谢转化药物的能力是

受到抑制。动物实验结果显示，缺氧对 ＣＹＰ酶的催化活性
和水平结果有争议。有些研究表明降低活性，而有些报道称

增加或保持不变，甚至一些其他动物实验显示了双向结果，

提示对ＣＹＰ酶的影响依赖于缺氧时间或缺氧程度。２００２
年，Ｊüｒｇｅｎｓ等［２７］第一次做了关于高原对药物介导的 ＣＹＰ
酶活性的影响的人体试验，通过高效液相色谱法测定探针药

物的清除率考察了人体重要的几种 ＣＹＰ酶亚型。其中
ＣＹＰ２Ｄ６和ＣＹＰ３Ａ４的活性稍有减少，回到平原后活性升
高，而ＣＹＰ１Ａ２和ＣＹＰ２Ｃ１９可能有所增加，但变化无统计
学意义。２００９年，李向阳等［２８－２９］报道了有关中国人急进高

原的药代动力学，由平原急进高原（３７８０ｍ）的志愿者和常
驻高原的志愿者之间磺胺甲唑的药代动力学有明显差异。

磺胺甲唑是 ＣＹＰ２Ｃ８的探针药物，可以为 ＣＹＰ２Ｃ８活性
的研究提供参考。ＤｅＢｏｃｋ等［３０］首次在体外将探针药物与

大鼠肝微粒体细胞共孵育，并用 ＨＰＬＣＭＳ／ＭＳ的方法定量
检测了 ＣＹＰ１Ａ２、ＣＹＰ２Ｄ６、ＣＹＰ２Ｅ１和 ＣＹＰ２Ｃ９的活性：
０．２５ｇ·Ｌ－１的微粒体蛋白，孵育１５ｍｉｎ后，ＣＹＰ１Ａ２、ＣＹＰ２Ｅ１
和ＣＹＰ２Ｃ９的催化活性分别为７７６．２２，１２９０．１８，７２５．５９
和３８１．４８ｎｍｏｌ·ｇ－１·ｍｉｎ－１。

综合考虑，动物研究表明，急性中度缺氧（ＰａＯ２≈
４５ｍｍＨｇ）通 过 ＣＹＰ１Ａ、ＣＹＰ２Ａ、ＣＹＰ２Ｂ、ＣＹＰ２Ｃ 和
ＣＹＰ２Ｅ亚型对外源性化学物质的生物转化清除率产生影
响。外源性化学物质生物转化主要由 ＣＹＰ２Ｄ和 ＣＹＰ３Ａ催
化可能不会受到缺氧影响。人体试验观察到，实验性低氧血

症中葡萄糖醛酸基转移酶，磺基转移酶和 Ｎ乙酰基转移酶
的活性不会降低。

３．４　高原环境对Ｐ４５０酶的调节作用的机制
对于高原环境对 ＣＹＰ酶的调节作用的机制研究，现在

还处于探索阶段，尚无明确的根据。有报道称［３１］血浆介质

中对 ＣＹＰ亚基起下调作用的是干扰素γ，白细胞介素
（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ，ＩＬ）１β和 ＩＬ２。促红细胞生成素也参与增加

ＣＹＰ酶的活性和增强ＣＹＰ３Ａ４的表达。低氧诱导因子１是
目前研究较多的关于高原低氧的细胞调节因子。低氧诱导

因子１作为低氧应答时基因表达和恢复细胞内环境稳定的
凋节中心，可以稳定地表达并调控一系列低氧相关基因，低

氧诱导因子１可以与 ＣＹＰ３Ａ６的启动子结合，反式激活
ＣＹＰ３Ａ６的基因并诱导基因表达［３２］。胎儿在母体内类似于

缺氧环境，有研究证明，低氧诱导因子１α在胎儿体内对
ＣＹＰ３Ａ基因的表达机制与成年人不同［３３］。目前，已知的高

原低氧适应人群有 ３类：① 南美安第斯山的印第安人；

② 喜马拉雅山的藏族人；③ 非洲埃塞俄比亚人。我国科学
家与国外研究机构联合对世居藏族人群的基因组进行测序。

结果表明，藏族人群存在高原适应相关的候选基因。该研究

成果在基因水平上阐明了人体在高原环境长期适应过程中

的调控结果，其中有关 ＣＹＰ１７Ａ１及 ＣＹＰ２Ｅ１等与 ＣＹＰ酶
的相关基因的适应性突变可能成为藏族人群对高原环境适

应性的基因凭证［３４－３５］。但相关基因单核苷酸多态性的改变

与基因表达的联系，以及表达调控的机制研究尚不多见，尤

其是突变基因的表达是否会对药物代谢的相关酶系产生影

响未见报道，具有较大的研究空间。

４　展望

２０世纪７０年代以后，高原医学和药理学开始发展起
来，前期主要集中在高原反应和高原疾病起因的描述，随着

对高原环境的了解加深，高原低氧对药物代谢的影响等方面

的研究逐渐展开。虽然在高原ＣＹＰ和代谢机制方面的研究
取得了一定的进展，但仍有着很大的研究前景：① 前期的研
究主要集中在大鼠、家兔等哺乳动物在低压氧舱下的模拟实

验，而动物与人的药物代谢仍有较大区别，低压氧舱也缺乏

考虑高原寒冷、辐射、昼夜温差大等自然环境因素，近些年来

人们已经开始重视以世居高原人群和急进高原人群作为研

究对象，但仍缺乏有力实验支持。② 目前酶活性的检测方
法多采用高效液相色谱和质谱联用等，定量考察探针药物经

过某种酶代谢后的代谢产物，但该法对仪器水平要求较高，

有文献报道可以采用多种ＣＹＰ酶特异性底物与微粒体蛋白
共孵育的方法同时检测多个底物的代谢产物，该方法虽然条

件并不完善，但简单，可靠，具有较好的推广价值。③ 前期
的研究工作主要集中在生理学和药理学水平上，综合细胞生

物学和分子生物学的发展，可以在细胞传导和基因调控水平

上，深入探讨ＣＹＰ酶在高原环境下的代谢机制。
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（本文编辑：付良青）

欢迎订阅２０１４年《中国药理学与毒理学杂志》

　　《中国药理学与毒理学杂志》是由中国药理学会、中国毒理学会和军事医学科学院毒物药物研究所共同主办的高级学术
性刊物，１９８６年创刊，双月刊。被北大图书馆评为药学专业中文核心期刊（中文核心期刊要目总览），同时还是中国核心科技
期刊、中国学术核心期刊和中国生物医学核心期刊等。本刊被美国《生物学文摘（预评）》（ＢＡＰ）和美国《化学文摘》（ＣＡ）等
十余家数据库收录。

《中国药理学与毒理学杂志》设有前言论坛、论著、实验方法和综述栏目。读者对象主要为从事药理学、毒理学、药学、医

学和生物基础科学研究的工作者。本刊中英文稿件兼收，更欢迎投英文稿件。本刊全年６期，每期定价２０．００元。国内外公
开发行，国内邮发代号：８２１４０，国外邮发代号：ＢＭ１０５１。本刊主要通过邮局订阅，也可以联系编辑部商谈杂志订阅事宜。

地址：北京市海淀区太平路２７号六所《中国药理学与毒理学杂志》编辑部
邮编：１００８５０
电话：（０１０）６８２７６７４３，（０１０）６６９３１６１７
Ｅ－ｍａｉｌ：ｃｊｐｔ＠ｎｉｃ．ｂｍｉ．ａｃ．ｃｎ
杂志网址：ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｊｐｔ．ａｃ．ｃｎ
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