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摘要：细胞色素 P450是广泛存在于哺乳动物微粒体和线粒体内的一类亚铁血红素—硫醇盐蛋白的超家族。它参与内源性物质和

包括药物、环境化合物在内的外源性物质的代谢。其代谢机理引起人们的极大关注，同时也存在诸多挑战。通过对不同底物代谢

机理的研究有助于人们深入认识 P450的结构及其催化机理，还可以为物质的体内代谢提供理论指导。本文主要对 P450的催化

氧化机制，二甲基亚硝胺在细胞色素 P450作用下的代谢机理研究进展及 P450的活性氧化物等方面的研究进行了综述。
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Progresses of NDMA C-H Bond Hydroxylation Mechanisms Catalyzed by
Cytochrome P450*

Cytochrome P450 was a class of heme-thiolate protein superfamily, which widely found in microsomes and

mitochondria of living mammalian. It can catalyze the metabolism reaction, includes endogenous compounds and also exogenous

compounds like medicine and environment chemicals. The mechanisms has driven a great deal of attention, while there are still many

challenges. Research on NDMA C-H metabolism mechanism will help people deeply understand the structure of P450 and its catalytic

mechanism. In this paper the catalytic mechanism of P450, the catalysed hydroxylation mechanism of N, N-dimethylnitrosamine and the

reactive oxygen species are reviewed.
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1 引言

细胞色素 P450蛋白酶(CYP450)是广泛存在于哺乳动物微

粒体和线粒体内的一类亚铁血红素—硫醇盐蛋白的超家族。

1958年，Klingenberg[1]在研究大鼠肝脏微粒体组分所含色素的

光谱性质时，发现向微粒体稀释液加入一种还原剂 -连二硫酸

钠以后，在通入一氧化碳，就有一种独特的吸收光产生，其最大

吸收值为 450 nm。1964年 Omura和 Sato[2]表明这种与 CO结

合的微粒体染料分子具有血红蛋白属性，并且在文献中首次建

议将这种蛋白称为“细胞色素 P450”。细胞色素 P450根据蛋白
质的氨基酸序列及其同源性将其分为多个家族、亚家族，主要

有 CYP1、CYP2、CYP3、CYP4等几个家族。
P450在生物体内可参与众多类型的化学反应，其中一类

重要的反应即是化合物 C-H基团的羟基化反应，此外还可以

催化烯烃的双键环氧化、N-脱烷基、O-脱烷基、N-氧化、S-氧

化、脱氨基、硝基还原、芳香烃氧化反应等[3-6]。P450的活性中心

由一个铁离子与原卟啉 IX和两个轴向配体络合而成，近端的

是半胱氨酸(Cys357)上的巯基，末端是可变配体，通常是与底物

结合的部位，也是氧化还原搭配结合部位。在化学反应过程中，

通过末端配体的变化，实现 P450的氧化还原过程[7]。通过 P450

的催化氧化，外来的亲脂化合物获得极性基团，增加水溶性，从

而易于通过肾脏和胆汁代谢，实现人体中的解毒功能。而一些

外源性的环境化合物如 N-亚硝胺等由于其结构相对稳定，本

身致癌活性相对较弱，但在体内经过 P450催化氧化羟基化过

程后，毒性增加，氧化羟基化产物与 DNA共价结合或交联后引
起 DNA链的断裂，进而引起基因突变导致细胞癌变 [8,9]。

化合物的氧化羟基化过程往往是启动化合物致癌作用的

关键步骤，而 P450则是催化化合物羟基化的主要反应酶系。通

过 P450的催化作用，使化合物变成潜在致癌物，进而继续分解

代谢后产生致癌作用。通过对细胞色素 P450的结构以及生理

功能的模拟，可以用来解释化合物的氧化羟基化过程，并且可

以预测其致癌作用机制，本文将对 P450的催化反应机制以及
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二甲基亚硝胺(NDMA)的氧化羟基化过程进行综述。

2 细胞色素 P450的催化氧化反应机制

P450催化的反应主要是通过电子传递系统，将分子氧还

原，并将其中的一个氧原子插入到底物中。反应中需要细胞色

素 P450还原酶 (NADPH) 参与，后者通过 2个辅基 FAD 和
FMN，从 NADPH转移 2个电子给不同的 P450酶系。由细胞色

素 P450与 NADPH组成的单加氧酶系能够催化多种内源、外

源物在体内的氧化反应，使化学物质的活性或毒性、药物的药

效发生变化, 然后释放氧化的底物，P450酶回到初始状态。以

RH 为例，P450 催化反应循环过程如图 1 所示。在细胞色素
P450催化反应过程中，化合物 5是很好的 Lewis碱，很容易被

质子化，质子化后产生正铁 -过氧化羟基化合物 0 (Ferric-hy-

droperoxide complex), 通常叫做化合物 0 (Compound 0, Cpd 0)

(图 1中 6)。Cpd 0经过二次质子化后，O-O键断裂脱去一分子

水，生成铁氧复合物，即化合物 I(Compound I, Cpd I)(图 1 中
7)。Cpd 0和 Cpd I被认为是化合物氧化羟基化过程中的两个

重要的活性中心物质，然而由于其反应活性太大，至今仍未被

有效地观测到。

由于细胞色素 P450在化合物的代谢过程中起着重要的作
用，化学家们针对其氧化羟基化机理进行了大量的理论研究，

并提出了几种不同的催化机理，其中比较著名的两种机理是

Groves等提出的“反弹机理”和 Newcomb等提出的“双氧化剂

机理”。Groves等[11]在研究烷烃 C-H羟基化过程中提出烷烃的

羟基化是通过一种“反弹机理”进行的。如图 2所示，首先，烷烃

靠近 P450活性中心物质 Cpd I的氧端 (图 2中 1)，然后底物
C-H键上一个氢原子被提取，使底物变成烷烃自由基(图 2 中
2)；接着烷烃自由基回弹到新生成的羟配化合物 Por?+FeIIIOH

中的氧原子上（图 2中 3），然后形成羟基化的产物醇，并脱去。

烷烃自由基形成后，若发生自由基重排，则形成的产物会丢失

反应物的立体化学信息，形成重排的醇。

图 1 细胞色素 P450催化氧化循环过程图[10]

Fig. 1 The Catalysis Cycle of Cytochrome P450[10]

图 2 反弹机理反应过程图

Fig. 2 The“rebound mechanism”Reaction

Newcomb 等 [12] 通过研究超快自由基时钟底物（radical

clock）与碳阳离子时钟底物（carbocationic clock）发现，反弹机

理中的中间体寿命时间太短(~100fs)以至于不能够捕捉到自由

基的存在，对反弹机理提出了质疑，并在此基础上提出了与反

弹机理有本质区别的双氧化剂机理 (two-oxidant mechanism)：

在 P450催化化合物羟基化反应中存在的两个活性物质 Cpd 0

和 Cpd I在反应过程中竞争性的参与反应，如图 3所示。Cpd I

在反应中采取协同插入氧原子的形式产生非重排的羟基化产

物，而 Cpd 0则以插入 OH+基团的形式生成重排的羟基化产

物，两个反应相互竞争。由于反应过程中两种重要的活性中心

物质均无法直接检测到，两种羟基化反应机理也无法得到验

证，两种机理处于热烈讨论中，并被称作“反弹论战(rebound

controvery)[13]。

近年来，量子化学密度泛函理论(Density Functional Theo-

ry) 被广泛应用于细胞色素 P450催化烷烃化合物 C-H键氧化

以及 C=C键环氧化的研究中。Shaik等[14,15]以甲烷和乙烷作为

图 3 细胞色素 P450的双氧化剂结构及其作用机制

Fig. 3 The two oxidation of P450 and the catalyze mechanism
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底物模型使用 DFT方法研究了 P450活性中心物质 Cpd I催化

羟基化机理，提出了“双态反应性原理 (Two-State Reactivity,

TSR)”。双态反应性原理认为 P450催化 C-H羟基化的反应主

要具有两个特征：第一，C-H基团的羟基化反应首先通过线性
的 C…H…O过渡态生成烷基自由基，然后烷基自由基反弹到

氧原子上与氧原子相结合后形成醇类化合物；第二，参与反应

的活性物质 Cpd I具有三个未配对电子，形成两个能量相近的

简并四线态和二线态，因此，C-H基团的羟基化反应可能存在

两种能量接近的自旋态势能面，每个反应势能面上发生的反应

可能不同。这个机理的提出调和了“反弹论战”中的相关争论，

对于 P450 的研究做出了重要的贡献。Thiel 等 [16-18] 采用

QM/MM (Quantum Mechanical/ Molecular Mechanic)的方法对

一些结构更加复杂的底物模型来研究化合物 C-H基团的羟基

化机理，并对反应体系的生物环境进行了研究，提出水分子在

化合物羟基化过程中起到了氢原子传递的作用，所得结论也支

持双态反应性原理。Yoshizawa等[19]采用 DFT的方法研究了配

体 L对 P450氧化羟基化的影响，认为配体 L的给电子能力越

强，氧化羟基化越容易进行。de visser等[20]用密度泛函理论总结

了十多个不同的烷烃底物的反应特性来研究被 Cpd I代谢的

规律性，并建立了预测化合物羟基化代谢方式与 C-H键能量
之间的关系构效关系模型，结果表明 Cpd 0在双键环氧化和磺

化氧化的过程中是非常惰性的，而 Cpd I可以作为绝大多数反

应的催化剂，支持了双态反应性原理。Bach等[21-23]在研究烷烃

类化合物的羟基化反应中，采用 Cpd 0和 Cpd I作为活性底物，

对两种活性中心物质的催化氧化机理进行了比较，并提出了不

同于双态反应性的另外一种机理，如图 4所示：Cpd 0首先经历

一个重排过程产生氢氧自由基并与化合物 C-H原子之间产生

氢键（图 4中 2），进而导致 C-H键断裂；断裂后产生的氢原子

与羟基自由基结合，产生一个水分子，然后水分子的氢氧键发

生断裂，产生的氢氧自由基反弹到烷烃的碳原子上形成醇产

物。本已得到初步统一的机理论战又增添了神秘面纱，引起了

各界学者的新一轮的讨论。

图 4 Cpd 0参与的烷烃 C-H基团羟基化反应机理图

Fig. 4 The Mechanism of Alkane C-H Group Hydroxylaiton Catalyzed by Cpd 0

3 P450催化 N-亚硝胺代谢反应的机理

P450可以催化众多的化合物(甾类，脂肪酸，醇类，胺类以

及碳氢化合物)的 C-H键的羟基化反应，以完成内源性和外源

性物质的体内代谢。然而，在催化物质代谢过程中，也可能引发

物质结构的转变，导致形成具有致癌活性的亲电性物质。其中，

N-亚硝胺的代谢便是这样的例子。N-亚硝胺是一类重要的环

境致癌物[24]，可以引起不同部位的恶性肿瘤，而针对 N-亚硝胺

的羟基化代谢机理研究却很少有人涉及[25]。目前比较清楚的代

谢途径是，在细胞色素 P450的催化氧化作用下，N-亚硝胺首

先发生琢羟基化反应，即与 N原子紧密相连的碳原子首先发生

羟基化，形成 琢-羟基二烷基亚硝胺，随后在体内生理环境下分

解，变成醛和羟基偶氮化合物，羟基偶氮化合物进一步离解后

形成羟基重氮化合物，羟基重氮化合物具有很高的亲电性，可

以与水反应生成醇，而与 DNA结合后，可以使 DNA的碱基发

生烷化作用形成 DNA加合物，最终导致肿瘤的产生。Zhao等
[26-29] 采用 DFT的方法研究了多种 N-亚硝胺代谢产物与 DNA

的交联作用，阐明了 N-亚硝胺代谢产物的致癌作用机理，然而

N-亚硝胺代谢初始步骤即 N-亚硝胺在 P450作用下的羟基化

机理仍然没有得到阐明。N-亚硝胺的体内代谢的完整过程及

其代谢机制的阐明对于致癌活性的了解具有重要意义，有必要

通过计算化学的方法模拟其体内代谢过程，进而通过实验的方

法进一步进行阐明。

图 5 NDMA代谢的反应机理图

Fig. 5 Major Metabolic Pathways of NDMA Catalyzed by P450
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3.1 Cpd I催化下 NDMA的代谢机理过程的理论研究
Ji等[30]计算了 NDMA在 Cpd I作用下的的代谢反应机理。

NDMA进入体内环境后，首先与 P450发生反应，经过质子的

传递过程，形成琢-亚硝基自由基(·CH2N(CH3)NO)。NDMA代
谢的化学反应与动力学同位素效应 (KIE) 的测量数据表明[30]，

琢-H转移到 P450的铁原子上后，琢-羟基化作用与脱亚硝基作

用可以同时发生(如图 5中路径 b和路径 c所示)。琢-亚硝基自

由基形成后, NDMA以两种自旋态进行下一步的代谢反应，在

低自旋态(LS)下，反应过程中不需要越过能垒，可以迅速形成

羟基化产物，而在高自旋态(HS)下，反应则需要越过一个较高

的能垒，经历一个氧反弹的过程才能完成羟基化反应。从图 6

可以看出，NDMA上的氢原子与 Cpd I的氧原子通过氢键作用

结合形成高自旋态(4RC)和低自旋态(2RC)的两种络合物，低自

旋态下能量稍高于高自旋态(二者相差 0.5 kcal/mol)，且氢原子

的离去过程是此反应的限速步骤。4RC和 2RC均经历反应能垒
约为 16 kcal/mol的过渡态(4TSH和 2TSH)，且过渡态结构中均

有线性的 C…H…O 结构，从 C…H 和 H…O 之间距离
(1.36vs1.29魡和 1.19vs1.24魡)可以发现，低自旋态下首先达到

过渡态结构。这与烃类羟基化的代谢机理类似，都是由 TSR支
配[31-33]。

3.2 Cpd 0催化下 NDMA的代谢机理过程的理论研究

图 7为 Cpd 0作用下 NDMA的 C-H羟基化代谢反应机

理能垒图。由图中看出，Cpd 0催化下的 NDMA的羟基化机理

与 Cpd I催化机理类似，反应也经历了两个阶段。初始反应物

经过 C-H键的活化后，C-H键断裂，氢原子发生转移，经过一个

过渡态后形成自由基中间体，水分子充当桥梁左右。之后水分

子中的一个氢原子与 Cpd 0上的氧原子之间形成微弱的氢键

作用，由于氢键不稳定，自由基吸引氧原子，使水分子发生翻

转，水分子中 O-H键的氧原子与自由基之间也形成一个氢键

左右，形成一个反弹过渡态后自由基攻击水分子中的羟基，最

终形成羟基化产物。

反应初始阶段，高低自旋态下两种络合物参与反应，其中

高自旋态下反应物能量略高。Cpd 0上的 Fe-OOH中的羟基与
NDMA上的琢-H之间产生氢键作用，跨过 ~24kcal/mol的能垒
后，形成自由基中间产物。在此过程中，Fe-O 之间的距离从
1.88魡逐渐减小到 1.66魡，而 O-O键之间距离逐渐增大发生断

裂。NDMA中 C-H之间的距离从 1.09魡增大到 1.22魡，过渡态
2/4TS 中 O-H-O 之间形成 ~99 度左右的角。过渡态形成后，
NDMA 中离去的氢原子与 O-H中的 O 结合，形成一个水分

子，水分的两个氢原子分别与 Fe-O中的 O以及 NDMA的 C

形成微弱的作用同时水分子在氧原子与碳原子之间旋转，形成

反弹过渡态，此时，水分子的一个氢原子反向外侧，氧原子与

NDMA 的碳原子之间距离缩小到 1.99魡，O-H 反弹到碳原子

上，形成羟基化的产物。

对比 Cpd I和 Cpd 0催化 NDMA羟基化的过程，可以发

现，Cpd I和 Cpd 0在催化 NDMA羟基化的过程中，都要经过

氢原子的转移过程，形成过渡态，离去的氢原子分别与 Fe-O中

的氧原子以及 O-H结合，之后都经过一个 OH的反弹过程，反

弹到 NDMA的碳原子上完成羟基化。Cpd I在催化 NDMA羟
基化过程中，低自旋态具有高度的选择性，这与烷烃羟基化反

应过程也有类似之处，而 Cpd 0催化 NMDA羟基化过程中，其

自旋选择性并不明显。反应物经过的氢原子的抽离形成过渡态

的过程中，Cpd I要翻越的能垒为 17 kcal/mol左右，而 Cpd0要

翻越的能垒则为 24 kcal/mol左右，此反应在理论上难以发生，

两者羟基化的能垒均比烷烃羟基化所需最低能垒要高，可能是

存在亚硝基的作用，其结构较为稳定不易分解。氢原子的抽离

过程作为反应的限速步骤会直接关系到反应进行的难易程度，

可见，在 NDMA的羟基化过程中，Cpd I更具有优势，而在体系

中缺失 Cpd I时 Cpd 0则可以充当催化剂的角色来完成化合物

的代谢分解。

图 6 NDMA在 Cpd I作用下代谢的能量过程图及几何结构参数[30]

Fig. 6 Free Energy Profiles and geometries of key species for the HS and LS 琢-Hydroxylation of NDMA by Cpd I [30]
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4 结语

细胞色素 P450在催化内源性和外源性化合物的代谢方面
表现出重要的作用，引起了人们的广泛关注，更由于其在催化

物质羟基化以及环氧化方面的独特机理，吸引人们的注意。

P450在催化物质代谢方面的机理受到了广泛关注并引起人们

的热烈讨论，但是存在诸多的问题仍然没有解决。

通过对细胞色素 P450 催化二甲基亚硝胺 C-H 键羟基化
过程的机理研究，将有助于我们了解 P450的催化机理，可以为
P450催化机理的争论提供理论支持，还将对实验数据提供支

撑。在 NDMA的羟基化过程中，P450的核心物质 Cpd I显示了

其优越性，Cpd I可能是催化氧化 NDMA体内代谢的催化剂。

仅仅通过几种物质的代谢过程来推断 P450的催化氧化机制显
然证据不足，还需要通过对多种不同类型的化合物的研究才可

以明确 P45的催化过程，进而解决其相关争论。研究化合物经
CYP450介导的生物转化机制，明确其代谢途径，对制定合理的

临床用药方案、剂型设计、重大疾病预防以及新药开发工作都

具有重要的指导意义。
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