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酶抑制剂对 V79-hCYP2E1-SULT1A1细胞酶依赖性 

化学诱变的影响 

刘云岗，胡克歧 

(南方医科大学公共卫生与热带医学学院毒理学系，广州 510515) 

【摘 要】目的：V79一hCYP2E1一hsuTJT1A1是一个表达人细胞色素P450(CYP)2E1和硫酸基转移酶(Sulfotransferase，SULT)1A1 

的重组中国地鼠V79[Chinese hamster lung(V79)cells]细胞系，它对于需有关代谢酶活化的间接诱变剂有基因突变反应；为观察 

单个酶的作用，需要建立对细胞中任一酶特异抑制的模型。方法：以细胞Hprt位点的正向突变为试验终点 ，̂L二甲基亚硝胺 

(N-Nitrosodimethylamine，NDMA)和2一硝基丙烷(2一Nitropropane，2-NP)为依赖CYP2E1和SULT1A1的间接诱变剂，观察 CYP 

抑制剂反式二氯乙烯 Trans一1，2一dichloroethylene，DCE)和 1一氨基苯并三唑(1-Aminobenzotriazole，ABT)、SULT1抑制剂槲皮素 

和五氯酚(Pentachl0mphen0l，PCP)对上述间接诱变剂作用的影响。结果：在一定浓度下，ABT抑制NDMA的诱变率达99％而不 

影响2一NP的作用，DCE对其抑制仅达55％且对2一NP的细胞毒性有明显加强作用。槲皮素和PCP抑制2一NP的诱变率达 63％ 

和98％，且都对NDMA的作用无影响。结论：ABT和 PCP可完全且特异地抑制该细胞中CYP2E1和SULT1A1依赖的诱变反 

应，此模型对于探讨遗传毒物的代谢活化有可靠价值。 
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Effects of enzyme inhibitors on enzyme—dependent and chemical-induced 

mutagenesis in V79-hCYP2E 1一hSULT1 A1 cells 

￡，U Yun—gang。HU Ke一口 

(Department of Toxicology，School ofPublic Health and Tropical Medicine，Southern Medical University) 

【Abstract]Objective：V79-hCYP2El-hSULT1A1，a genetically engineered Chinese hamster V79 cell line expressing human CYP2E1 

and human sulfotransferase(SULT)1A1，demonstrates mutagenic response to promutagens requiring metabolic activation by either ex— 

pressed enzyme．For the purpose of investigating the effect of either enzyme alone，it is highly necessary to establish a test model 

wherein either of the enzymes is specifically inhibited．Methods：Using the forward mutation at 11prt locus as the end point to observe， 

Ⅳ一nitrosodimethylamine(NDMA)and 2-nitropropane(2-NP)as CYP2EI～and SULT1A1一dependent promutagen，the effects of 

CYP inhibitors，~ans-1，2-dichloroethylene(DCE) and 1一aminobenzotriazole(ABT)，and that of SULT1 inhibitors，quercetin and 

pentachlorophenol(PCP)on each promutagen-induced mutagenic response were observed．Results：ABT prohibited NDMA-induced 

mutagenic activity by 99％ with the action of 2-NP unaffected，while DCE reduced it only by 55％ and simuhaneously potentiated 2- 

NP-induced cytotoxicity．Quercetin and PCP reduced 2-NP-induced mutagenic activity by 63％and 98％，with the action of NDMA 

unaffected．Conclusion：Specifically and completely，ABT and PCP are capable of prohibiting CYP2E1-and SULTIA1-dependent 

mutagenie response，respectively，which is a test model of reliable value for investigating metabolic activation of genotoxicants． 

【Key words]genetically engineered cells；CYP2E1； locus；enzyme inhibitor；sulfotransferase(SULT)1A1 

化学致癌是目前肿瘤预防的一个研究热点，而致突变作 

用又是多数致癌物作用的基础。许多致突变物是间接致突变 

物，其作用的前提是被特异代谢酶转化为活性代谢物；然而 

常规用于筛检化学致突变物的哺乳动物细胞缺乏特异代谢 
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酶的表达。即使是从肝脏分离出的肝细胞，也会在短时间内 

失去大部分代谢活性lll。大鼠肝微粒体代谢活化系统(S9混合 

物)可以提高某些体外毒理试验的敏感性，但对于在 s。混合 

物中缺乏的酶『如细胞色素P450(CYP)2E1和硫酸基转移酶 

(Sulfotransferase，SULT)等1有关的间接致突变物的试验则没 

有作用[21。因此，以分子克隆和细胞工程的方法使通常用于体 

外毒理学试验的细胞稳定表达特异代谢酶，可以克服这些细 

胞对某些间接致突变物的假阴性误差；尤其用表达人类代谢 
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酶的细胞可以免去从动物的代谢资料外推至人的不确定性。 

我们建立了同时表达人 CYP2E1和SULT1A1的重组中 

国地鼠 V79『Chinese hamster lung(V79)cells]细胞系(V79一 

hCYP2E1一hSULT1A1)[31。这一细胞系同时表达 I相和Ⅱ相代 

谢酶，有利于观察这两个酶对某些化学物代谢上的联合作 

用。应用该细胞系敏感地检测出多种间接致癌物的致突变活 

性[31，但是，为了清晰地鉴别观察到的代谢活化作用究竟依赖 

于其中哪一个酶，我们需要在试验中特异性地抑制其中一个 

酶的活性。体内和体外试验显示，反式二氯乙烯 Trans一1，2一 

Diehloroethylene，DCE)是一个对人肝脏 CYP2E1的选择性抑 

制剂 ，并可有效地降低依赖CYP2E1活化的丙烯晴对大鼠 

的急性毒性 ；1-氨基苯并三唑(ABT)则对多个亚型的CYP都 

具有不可逆的抑制作用．对人 CYP2E1尤其敏感问：槲皮素是 

从天然植物中纯化出的一个黄酮类化合物，在人体试验中对 

肝脏SULT1A1具有抑制作用 ，而五氯酚(Pentachlomphenol， 

PCP)对多个亚型的SULT1具有抑制作用嘲。本研究拟观察 

以上化合物分别对间接致突变物Ⅳ一二甲基亚硝胺(Ⅳ一Ni— 

tr0sodimethylamine，NDMA)(依赖CYP2E1代谢活化)凹和2一硝 

基丙烷(2一Nitropropane，2-NP)(依赖 SULT1A1代谢活化)嗡  

发 Hprt位 点基 因突 变的影响 ，目标是 建立一 个 V79一 

hCYP2E1一hSULT1A1细胞中一个酶的代谢活化作用受到完 

全抑制，同时另一酶的作用完全不受影响的模型。 

1 材料与方法 

1．1 药品与试 剂 

NDMA、2一NP、ABT、DCE、PCP和槲皮素均为 Sigma— 

Aldrich公司产品(德国Taufkirchen)。NDMA、2一NP以纯水作 

溶剂，ABT、DCE、PCP和槲皮素以二甲基亚砜作溶剂，溶剂在 

培养液中的终浓度为0．04％(v：v)。 

1．2 细胞 系 

V79一hCYP2E1一hSULT1A1细胞系是从 V79一Mz经 2次 

转染构建而成。V79一Mz细胞经鉴定完全缺乏 CYPs、SULTs 

及 UDP一葡萄糖醛酸基转移酶的表达[1o1。经第一次转染，人 

CYP2E1得到稳定表达[11]：所建立的V79一hCYP2E1细胞经第 

二次转染，人SULT1A1(野生型 ，即SuLT1A1 1，重组于pMPSV 

真核表达载体)得到稳定表达，构建成v79-hCYP2E1-hSULT1A1 

细胞系 。 

1_3 致突变试验 

细胞在 位点的正向突变(即获得对6一巯基嘌呤的 

抗性)是本研究中致突变试验观察的遗传学终点。试验参照 

已报道过的方法[91，并简略概括如下：细胞以每瓶(250 cm ， 

加入30 ml培养液)1．5x10 个的密度接种，6 h后加入无水乙 

醇(终浓度 0．2％，V：V)以稳定 CYP2E1酶蛋白(在需要加 

入 CYP2E1抑制剂的组则不加入乙醇)。于22 h以新鲜培养 

液更换(除去乙醇)，并分别加入各抑制剂，即ABT、DCE、PCP 

或槲皮素，以及二甲基亚砜(溶剂对照)。2 h后，加入 NDMA、 

2-NP．或纯水(溶剂对照)。继续培养 3 d后，各组细胞以胰蛋 

白酶消化收集；各组细胞数计数占对照组细胞数的百分比作 

为各化合物细胞毒性的指标。各组细胞传代于正常培养液， 

继续培养3 d后，再 1次传代并接种细胞于含有6一巯基嘌呤 

(7~g／m1)的选择性培养液(每个 15 am培养皿接种 10 个细 

胞，每个培养瓶收集的细胞被接种至 6个培养皿)，另外按每 

个培养皿 100个细胞的密度接种细胞于 3个 6 cm培养皿并 

在正常培养液中培养，以测定细胞的克隆形成率。10 d后试 

验终止，经固定和染色，获得每个培养皿细胞集落的数 目，以 

平行接种的各培养皿所得均数作为相应的观察值(克隆形成 

率和突变率)。每个处理组设立2个初始培养瓶，各组观察值 

为2个培养瓶相应的观察值的均数和标准误 

2 结 果 

如图 1A和lc所示，DCE和ABT本身在其应用浓度范 

围内对细胞生长无影响，而间接诱变剂 NDMA和2-NP在实 

验所用浓度(分别为30 Ixmo1／L瘌5 mmol／L)影响V79_hCYP2E1一 

hSULT1A1细胞生长(收获细胞时计数仅有对照组细胞数目的 

60％～80％)。在 DCE存在的情况下，随着其浓度增高，2-NP 

引起的细胞数目下降逐步加重，同时NDMA组的细胞数目 

逐渐回升。说明 DCE可以在一定程度上抑制 NDMA的细胞 

毒性，但对2-NP的细胞毒性有加强作用(图1A)。ABT则可 

完全阻断NDMA引起的细胞数目下降(细胞数目几乎完全回 

升至对照组水平)，同时对 2-NP引起的细胞数 目减少无明显 

影响(图 1 B)。 

DCE和 ABT对 NDMA和 2-NP致突变作用的影响如 

图1B和 1D所示：在实验所用浓度范围DCE和ABT本身不 

具有致突变作用 ，DCE在一定程度上抑制 NDMA的致突变 

效应(DCE达 1 000~moYL浓度时抑制率为 55％)，且这一 

作用呈现与 DCE浓度的相关性；同时 DCE对 2-NP诱导的 

基因突变频率无明显影响(图 1B)。ABT则近乎完全抑制 

NDMA诱导的致突变效应(ABT浓度为 200 l~mol／L浓度时 

抑制率为99％)，同时对 2一NP的诱变作用无明显影响(图 

1D)。 

如图2A和2C所示，槲皮素和PCP在各自的最高浓度组 

(分别为10 IxmoYL和30 txmol／L)对V79一hCYP2E1一hSULT1A1 

呈现明显的细胞毒性作用。槲皮素在3 p,mol／L浓度使2-NP 

作用下的细胞数 目有所回升。而对 NDMA的细胞毒性则无 

影响：在 10 txmo~L浓度则进一步降低两个间接致突变物作 

用下的细胞数 目(图2A)。PCP在 3 txmol／L和 10 txmol／L能 

完全阻断 2-NP的细胞毒性．而对 NDMA的细胞毒性无明显 

影响：但在 30 p~mol／L加重两个间接致突变物的细胞毒性作 

用。 

如图 2B和 2D所示，槲皮素在 3 txmol／L和 10~mol／L 

浓度可降低2一NP诱导的突变频率(在后一浓度其抑制率达 

63％ ．而对NDMA的作用无影响；PCP在3-30 Ixmo~／L浓度 

对 2一NP诱导的突变频率呈现浓度相关性抑制(在无细胞毒 

性的 10 I~mol／L浓度抑制率达 98％)，但在 30 I~mol／L浓度 

则对NDMA的致突变作用也有明显抑制作用。 
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抑制剂单独的细胞毒性和致突变效应(圆圈)，抑制剂对N一---9基亚硝胺(NDMA，三角形)和2一硝基丙烷(2一NP，正方形)细胞毒性和致突 

变效应的影响；A、c为细胞毒性曲线，而B、D为致突变作用曲线。4个图的横坐标均表示各抑制剂及其浓度，A、c的纵坐标以相对细胞数表示 

细胞毒性作用，B、D的纵坐标表示突变频率 

图 1 CYP2E1抑制剂反式 1，2一二氯乙烯 (DCE)和 1一氨基苯并三唑(ABT)对 V79一hCYP2E1一hSULT1 A1细胞的作用 
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抑制剂单独的细胞毒性和致突变效应(圆圈 )，抑制剂对 N一二甲基亚硝胺 (NDMA，三角形 )和 2一硝基丙烷 (2-NP，正方形)细胞毒性和致 

突变效应的影响；A、C为细胞毒性曲线，而 B、D为致突变作用曲线。4个图的横坐标均表示 SULT1AI抑制剂及其浓度，A、C的纵坐标以相 

对细胞数表示细胞毒性作用，B、D的纵坐标表示突变频率 

图2 SULT1 A1抑制剂槲皮素和五氯酚对V79一hCYP2E1一hSULT1 A1细胞的作用 

3 讨 论 

有报道DCE对人CYP2E1有特异性抑制作~(CYP2E1 

抑制率达80％时其它亚型的CYPs活性无改变) ，因此DCE 

可能在体内用药特异抑制CYP2E!活性上比较适用。在本研 

究中，DCE虽然可在一定程度上抑制 CYP2E1，但同时具有一 

定细胞毒性，因此它不适合作为V79一hCYP2E1一hSULT1A1细 
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胞中CYP2E1的特异抑制剂。ABT因为在所测试的浓度范围 

没有明显的细胞毒性，且能完全地抑制CYP2E1所活化的致 

突变和细胞毒性反应，同时又对SULT1A1活化的致突变和细 

胞毒性反应无明显影响。在用 V79一hCYP2E 1一hSULT1A 1细 

胞作有关化合物代谢的研究时是一理想的CYP2E1抑制剂。 

槲皮素因为其天然植物来源，以药物形式由胃肠道给 

予是符合人类用药安全的理想的SULT1A1抑制剂 。其抑制 

机制可能是作为一个底物与其它底物竞争 SULT1A1的活性 

中心吲。在本研究所用的体外试验中，槲皮素虽然在低浓度 

下即可一定程度地抑制 2-NP的致突变作用 ，同时对 NDMA 

的作用无明显影响，但它降低细胞生长数目，提示有一定细 

胞毒性，因此不是理想的针对 V79一hCYP2E1一hSULT1A1细 

胞中SULT1A1的特异抑制剂。PCP在 3～10 I~rnol／L浓度范围 

不影响细胞生长，能高效抑制细胞中SULT1A1所活化的细 

胞毒性和致突变反应(细胞毒性完全阻断，致突变作用在 3 

Ixmol／L和 10 Ixmol／L浓度抑制率达 82％和 98％) 同时对 

NDMA的作用无 明显影响。因此 PCP是 V79一hCYP2E1一 

hSULT1A1细胞在体外试验中SULT1A1的一个理想的特异 

抑制剂，其最佳应用浓度为 10~xmol／L。 

综合起来，ABT在20～200 Ixmol／L浓度范围、PCP在 10 

~moEL浓 度可分 别完 全而特 异地抑 制 V79一hCYP2E1一 

hSULT1A1细胞中CYP2E1和 SULT1A1的代谢活化作用。这 

一 实验模型对于研究某些药物与毒物的代谢及其与生物活 

性的关系具有可靠的应用价值。这是由于：(1)V79细胞是用 

于毒理学体外实验的经典细胞系，具有大量可供对照和分析 

的相关数据资料；(2)V79对照细胞本身不具有可检测到的 

内源性生物转化酶活性 。因此在该重组细胞观察到而对照 

细胞缺乏的生物学活性就可特异性地判断为所重组表达的 

特定酶的活性，较各种 I相和 Ⅱ相代谢酶都表达的肝细胞系 

(如肝癌细胞系 HepG2细胞 )具有特异性强 的优点 ；(3) 

CYP2E1和 SULT1A1在该细胞系的表达水平很稳定(在连续 

6周的传代过程中重组表达的酶蛋白水平未见变化)[91； 

CYP2E1和SULT1A1具有较广泛的底物谱，前者的底物有醋 

氨酚、异烟肼、乙醇、亚硝胺、苯、氯乙烯等小分子化合物l151， 

后者的底物包括多种含酚羟基结构的化合物(如多巴胺、肾 

上腺素、苯酚、羟基多氯联苯等)D6]，且有的化合物(如苯)可 

以受该二酶连续的催化作用进行 I相和Ⅱ相反应。(4)有了 

本研究所建立的特异而高效的酶抑制剂 ，这一细胞模型可用 

于观察在二酶联合作用中各个酶单独的作用。当然，这一细 

胞模型也具有它的局限性 ，主要是该细胞系为地 鼠细胞，不 

能用它观察外源性化学物对人类靶细胞的作用；此外，该酶一 

抑制剂一细胞模型的应用范围仅限于体外试验，如果要在体 

内试验中应用该二酶的抑制剂，可能需要回头考虑在体内试 

验中证明有效的槲皮素和DCE(当然二者在体内具体模型中 

是否具有交互作用还是一个未知点，需要实验观察才能明确)。 
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