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Đặt vấn đề
Các mô hình invitro, trong đó mô hình sử

dụng microsom để nghiên cứu ảnh hưởng
của chất nghiên cứu/dược liệu đến hoạt tính
các enzym cytochrom P450 (CYP450) có vai
trò quan trọng trong nghiên cứu tương tác
thuốc [1]. Trong một nghiên cứu trước [2]
chúng tôi đã phân lập được microsom chứa
các CYP450 từ gan chuột cống. Xác định hoạt
độ của các CYP450 chứa trong microsom là
bước tiếp theo để đánh giá chất lượng của
microsom thu được cũng như thực hiện các
nghiên cứu đánh giá ảnh hưởng của các

chất/dược liệu đến hoạt tính các CYP450.
Trong các CYP450, CYP2E1 là enzym được
biểu hiện nhiều nhất (chiếm 21 % tổng
protein CYP450) và có vai trò chuyển hóa
nhiều thuốc như paracetamol, isoniazid,
ciplatin, và lidocain [3]. Nhiều nghiên cứu sử
dụng cơ chất anilin và NADPH để xác định
hoạt độ CYP2E1 [4, 5] nhưng chưa có nghiên
cứu công bố về nồng độ cần thiết của các
chất này để phản ứng có tốc độ cực đại (điều
kiện cần thiết để xác định hoạt độ của
enzym). Bên cạnh đó, tốc độ phản ứng cũng
có thể thay đổi theo thời gian do sự thay đổi
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sUMMaRY
RegardingtheactivityofCYP450enzymeshasenjoyedconsiderableattentioninrecentyears

as a major source of variability in drug pharmacokinetics and biological response, and
consequently,CYP450activityassayshavegainedcrucialapplicationsindrugdevelopment,...
conditionsfordeterminingtheactivityofCYP2E1asthehighestexpressedCYPenzymeinthe
humanliverwereevaluated.Inthiscontext,concentrationsofthesubstrate(aniline),cofactor
(NADPH)andincubationtimewereinvestigatedonratlivermicrosomes(0.4mgmicrosome/ml).
Toobtainthemaximumreactionrate,theminimumrequiredconcentrationofanilineandNADPH
forexperimentswas250µmol/Land0.4mmol/L,respectively.Besides,theaveragereactionrate
wasreducedduetothereactiondurationbeingover20minutes.Asthus,theconditionsproperfor
theCYP2E1activityassayusing0.4mgmicrosome/mlwereestablishedasfollows:250µmol/Lof
aniline-0.4mmol/LofNADPHandreactionduration-20minutes.Inthisstudy,DMSOservedas
theselectiveinhibitorofCYP2E1,i,e.aproofofconceptfordemonstrationofthevalidityofthe
proposedexperimentalmethodology.

Từkhóa:microsom,ganchuộtcống,xácđịnhhoạtđộCYP2E1,anilin,NADPH,thờigianphảnứng.
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các điều kiện phản ứng. Do vậy, trong nghiên
cứu này, chúng tôi khảo sát ảnh hưởng của
nồng độ anilin, nồng độ nicotinamid adenin
dinucleotid 2′-phosphat và thời gian phản
ứng tới tốc độ phản ứng hydroxyl hóa anilin
dưới sự xúc tác của CYP2E1 có trong
microsom phân lập từ gan chuột thực
nghiệm, từ đó xác định điều kiện để xác định
hoạt độ của CYP2E1 cho các nghiên cứu đánh
giá ảnh hưởng của các chất nghiên cứu đến
hoạt tính enzym này. 

nguyên vật liệu và phương pháp nghiên
cứu

Nguyênvậtliệuvàtrangthiếtbị
Microsom: được phân lập từ gan chuột

cống 7 tuần tuổi theo phương pháp bổ sung
calci [2] chứa CYP2E1 có hoạt độ riêng > 0,5
nmol/phút.mg protein.

Hóa chất: Nicotinamid adenin dinucleotid
2′-phosphat (NADPH), anilin (dạng muối
hydrochlorid), dimethyl sulfoxid (DMSO), natri
carbonat, calci chlorid, p-aminophenol, acid
trichloacetic, phenol, sucrose, glycerol, đệm
phosphat pH 7,4, Tris-HCl, BCA kit (Sigma-
Aldrich, Mỹ). 

Trang thiết bị: Máy ly tâm Mikro 220R
(Hettich, Đức), máy ly tâm Supra R22 (rotor
6x50 ml) (Hanil, Hàn Quốc), máy nghiền đồng
thể WiseStir (B. Braun, Đức), máy đọc đĩa iMark
(Bio-Rad, Nhật Bản).

Phươngphápnghiêncứu
Phươngphápxácđịnhtốcđộphảnứng
Tốc độ phản ứng hydroxyl hóa anilin được

biểu thị bằng số nmol p-aminophenol tạo
thành trong 1 phút dưới sự xúc tác của
CYP2E1. Tốc độ phản ứng được tính là tốc độ
trung bình trong khoảng thời gian phản ứng.
Hỗn hợp gồm dung dịch đệm phosphat (0,7
ml), microsom (0,1 ml nồng độ 4 mg/ml) và
anilin (0,1 ml nồng độ 160 – 120000 μmol/L)
được ủ 5 phút ở 37 °C trước khi bổ sung
NADPH (0,1 ml nồng độ 1 – 16 mmol/L). Sau
khi bổ sung NADPH, hỗn hợp phản ứng tiếp
tục được ủ trong các khoảng thời gian khác
nhau (10 - 40 phút) (thời gian phản ứng) ở 37

°C rồi bổ sung 0,5 ml acid trichloacetic 20 %
để kết thúc phản ứng. Hỗn hợp được lắc
(vortex) và ly tâm 8000 g trong 5 phút để thu
dịch nổi. Lượng p-aminophenol trong dịch
nổi được xác định theo phương pháp được
mô tả trong mục “Phương pháp định lượng 
p-aminophenol”.

Phươngphápđịnhlượngp-aminophenol
Dịch nổi từ hỗn hợp phản ứng (0,1 ml)

được ủ với Na2CO3 10 % (0,05 ml) và phenol 2
% (0,1 ml) trong 30 phút ở nhiệt độ phòng rồi
tiến hành đo độ hấp thụ ánh sáng của dung
dịch thu được ở bước sóng 630 nm. Dựa vào
đường chuẩn p-aminophenol (2 – 250
μmol/L) để xác định nồng độ p-aminophenol
tạo thành trong hỗn hợp phản ứng. Từ đó xác
định được tốc độ phản ứng hydroxyl hóa
anilin tạo thành p-aminophenol (nmol/phút).

Phương pháp xác định ảnh hưởng của
DMSO

DMSO được hòa tan trong dung dịch đệm
phosphat được ủ 5 phút ở 37 °C cùng với 0,1
ml microsom nồng độ 4 mg/ml, 0,1 ml dung
dịch anilin trước khi bổ sung 0,1 ml NADPH.
Tổng thể tích của hỗn hợp phản ứng là 1 ml
và nồng độ DMSO trong hỗn hợp phản ứng
này là 0 – 1 %. Nồng độ anilin, nồng độ
NADPH và thời gian phản ứng thích hợp được
xác định trong nghiên cứu. Tốc độ phản ứng
khi có mặt và khi không có mặt (nồng độ
DMSO bằng 0) được sử dụng để xác định khả
năng ức chế hoạt tính xúc tác phản ứng
hydroxyl hóa anilin của CYP2E1. Nồng độ
DMSO ức chế 50 % hoạt tính CYP2E1 (IC50)
được xác định bằng phần mềm Graphpad
prism 8.0 (San Diego, Hoa Kỳ).

Phươngphápxửlýsốliệu
Kiểm định t-test hoặc one-way ANOVA

được sử dụng để so sánh tốc độ phản ứng
trong các nhóm khác nhau. Sự khác nhau có
ý nghĩa khi p < 0,05.

Kết quả nghiên cứu 
Ảnhhưởngcủacủanồngđộanilin
Các nghiên cứu về CYP2E1 thường áp

dụng thời gian phản ứng là 20 phút, nồng độ
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NADPH là 1 mmol/L [4-6]. Trong một số
nghiên cứu (chưa được công bố) chúng tôi
không thấy có sự khác biệt đến tốc độ phản
ứng khi sử dụng NADPH nồng độ 1 mmol/L
so với 0,4 mmol/L. Vì vậy chúng tôi thực hiện
khảo sát ảnh hưởng của nồng độ anilin trong
khoảng 16 – 12000 µmol/L đến tốc độ phản
ứng ở điều kiện thời gian phản ứng là 20 phút,
nồng độ NADPH là 0,4 mmol/L. Kết quả cho
thấy, trong khoảng nồng độ 16 – 250 µmol/L,
tăng nồng độ anilin làm tăng đáng kể tốc độ
phản ứng (p < 0,001). Tuy nhiên, tăng gấp đôi
nồng độ anilin trong khoảng 250 - 12000
µmol/L không làm tăng tốc độ phản ứng (p >
0,05) (hình 1). 

Giá trị trung bình ± SD được biểu thị trên
biểu đồ dựa trên 3 thí nghiệm lặp lại, sử dụng
phần mềm Graphpad 8.0, phân tích one-way
ANOVA, sự khác biệt có ý nghĩa khi p<0,05.

Ảnh hưởng của nồng độ nicotinamid
adenindinucleotid2’-phosphat

Từ kết quả của nghiên cứu ảnh hưởng của
nồng độ anilin, chúng tôi khảo sát ảnh hưởng
của nồng độ NADPH trong khoảng nồng độ
0,1 – 1,6 mmol/L ở điều kiện nồng độ anilin
tối thiểu (250 µmol/L) để phản ứng đạt tốc độ
cực đại; thời gian phản ứng là 20 phút. Kết
quả cho thấy tăng nồng độ NADPH trong

khoảng 0,1 – 0,4 mmol/L làm tăng đáng kể
tốc độ phản ứng (p<0,001). Cụ thể, tăng nồng
độ NADPH từ 0,1 mmol/L lên 0,2 mmol/L làm
tốc độ phản ứng tăng gần 4 lần và tăng thêm
gần 25 % khi tăng nồng độ NADPH từ 0,2
mmol/L lên 0,4 mmol/L. Tuy nhiên, trong
khoảng 0,4 – 1,6 mmol/L, tăng nồng độ
NADPH không làm tăng tốc độ phản ứng
(p>0,05) (hình 2).

Hình2.ẢnhhưởngcủanồngđộNADPHđến
tốcđộphảnứng.

Giá trị trung bình ± SD được biểu thị trên
biểu đồ dựa trên 3 thí nghiệm lặp lại, sử dụng
phần mềm Graphpad 8.0, phân tích one-way
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Hình1.Ảnhhưởngcủanồngđộanilintrongkhoảng16–500µmol/Lđếntốcđộphảnứng.
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ANOVA, sự khác biệt có ý nghĩa khi p<0,05.
Ảnhhưởngcủathờigianphảnứng
Từ kết quả nghiên cứu ảnh hưởng của

nồng độ anilin và nồng độ NADPH, chúng tôi
khảo sát ảnh hưởng của thời gian phản ứng
trong khoảng 10 – 40 phút ở điều kiện nồng
độ anilin tối thiểu (250 µmol/L) và nồng độ
NADPH tối thiểu (0,4 mmol/L) để phản ứng
đạt tốc độ cực đại. Kết quả cho thấy tăng thời
gian phản ứng từ 10 phút lên đến 30 phút
không làm thay đổi tốc độ phản ứng (p>0,05).
Khi thời gian phản ứng là 10 phút thì tốc độ
phản ứng xác định được có sự chênh lệch
đáng kể giữa các thí nghiệm khác nhau (biểu
hiện bởi độ lệch chuẩn lớn). Đáng chú ý, tăng
thời gian phản ứng từ 10 phút và 20 phút lên
40 phút lại làm giảm tốc độ phản ứng
(p<0,05). (hình 3).

Hình3.Ảnhhưởngcủathờigianphảnứng
đếntốcđộphảnứng.

Giá trị trung bình ± SD được biểu thị trên
biểu đồ dựa trên 3 thí nghiệm lặp lại, sử dụng
phần mềm Graphpad 8.0, phân tích one-way
ANOVA, sự khác biệt có ý nghĩa khi p<0,05.

ẢnhhưởngcủaDMSO
Điều kiện để phản ứng đạt tốc độ cực đại

được sử dụng để xác định hoạt độ enzym
trong các nghiên cứu ảnh hưởng của các chất
đến hoạt tính CYP2E1. Từ các kết quả trên
(hình 1, 2 và 3), chúng tôi lựa chọn điều kiện

nồng độ anilin là 250 µmol/L, nồng độ NADPH
là 0,4 mmol/L, thời gian phản ứng là 20 phút
để đánh giá ảnh hưởng của DMSO (nồng độ 0
– 1 %) đến hoạt tính CYP2E1. Kết quả cho thấy
tác dụng ức chế CYP2E1 của DMSO phụ thuộc
vào nồng độ DMSO sử dụng trong phản ứng
với IC50 là 0,14±0,02 % (hình 4). 

Hình4.ẢnhhưởngcủaDMSOđếnhoạttính
CYP2E1.

Giá trị trung bình ± SD được biểu thị trên
biểu đồ dựa trên 3 thí nghiệm lặp lại, sử dụng
phần mềm Graphpad 8.0.

Bàn luận
Vềảnhhưởngcủanồngđộanilin
Theo phương trình Michealis-Menten thì

tốc độ của phản ứng enzym phụ thuộc vào
nồng độ cơ chất: tăng nồng độ cơ chất làm
tăng tốc độ của phản ứng, đến một nồng độ
nhất định thì tốc độ phản ứng đạt giá trị cực
đại và nếu tiếp tục tăng nồng độ cơ chất thì
tốc độ phản ứng không tăng nữa [7]. Kết quả
khảo sát nồng độ anilin trong khoảng 16 –
12000 µmol/L cho thấy tốc độ phản ứng đạt
giá trị cực đại khi nồng độ anilin là 250
µmol/L. Do đó để xác định hoạt độ CYP2E1
khi sử dụng 0,4 mg microsom/ml thì cần sử
dụng nồng độ anilin tối thiểu là 250 µmol/L.
Chúng tôi đã sử dụng mức nồng độ này cho
các thí nghiệm tiếp theo trong nghiên cứu.
Nồng độ 250 µmol/L thấp hơn đáng kể so với
nồng độ 15 mmol/L trong nghiên cứu của
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Chatuphonprasert W. và cộng sự [5]. Nồng độ
cơ chất cần thiết phản ứng enzym đạt tốc độ
tối đa phụ thuộc vào hằng số Michealis-
Menten (Km) và nồng độ enzym.
Chatuphonprasert W. và cộng sự sử dụng
CYP2E1 có trong microsom phân lập từ gan
chuột nhắt với nồng độ 1,5 mg microsom/ml.
CYP2E1 trong microsom phân lập từ chuột
nhắt có khả năng xúc tác phản ứng hydroxyl
hóa một số cơ chất có nhân benzen mạnh
hơn đáng kể so với CYP2E1 trong microsom
phân lập từ gan chuột cống [8]. Do có sự khác
biệt về CYP2E1 và nồng độ microsom trong
nghiên cứu của Chatuphonprasert W. và cộng
sự với nghiên cứu của chúng tôi nên nồng độ
anilin cần thiết để đạt tốc độ phản ứng tối đa
trong hai nghiên cứu rất có thể là khác nhau
nên cần phải xác định nồng độ cơ chất phù
hợp cho mỗi nghiên cứu. Nồng độ cơ chất
quá cao cũng có thể ức chế enzym và làm
giảm tốc độ phản ứng [9]. Kết quả nghiên cứu
của chúng tôi cũng cho thấy sử dụng anilin
nồng độ cao (tới 12000 µmol/L) cũng không
ảnh hưởng tới tốc độ phản ứng, chứng tỏ
hoạt tính CYP2E1 có trong microsom phân lập
từ gan chuột cống không bị ức chế bởi anilin
ở nồng độ cao. Tuy nhiên việc sử dụng nồng
độ cơ chất quá cao là không cần thiết và gây
tốn hóa chất, tăng chi phí cho các thí nghiệm.
Vì vậy, chúng tôi chỉ sử dụng anilin ở nồng độ
250 µmol/L cho các nghiên cứu tiếp theo. Mặc
dù cơ chất anilin không đặc hiệu tuyệt đối với
CYP2E1 [10] nhưng vẫn được sử dụng trong
nhiều nghiên cứu đánh giá ảnh hưởng của
các chất đến hoạt tính CYP2E1 do phương
pháp thực hiện tương đối đơn giản, phù hợp
với nhiều phòng thí nghiệm. 

VềảnhhưởngcủanồngđộNADPH
Trong các phản ứng có sự xúc tác của

enzym CYP450, NADPH có vai trò là chất cung
cấp điện tử để oxi hóa cơ chất [11]. Do vậy cần
phải bổ sung NADPH cho phản ứng hydroxyl
hóa anilin dưới sự xúc tác của CYP2E1. Nồng
độ NADPH ảnh hưởng tới tốc độ của phản

ứng oxi hóa cơ chất [11] nên cần thiết phải xác
định nồng độ NADPH để phản ứng đạt tốc độ
cực đại khi xác định hoạt độ enzym. Trong
một số nghiên cứu, tác giả sử dụng NADPH
nồng độ 1 mmol/L [5], [12], chúng tôi đã khảo
sát ảnh hưởng của tốc độ phản ứng hydroxyl
hóa anilin bởi nồng độ NADPH trong khoảng
0,1 – 1,6 mmol/L. Kết quả cho thấy tốc độ
phản ứng đạt giá trị cực đại khi sử dụng nồng
độ NADPH từ 0,4 mmol/L trở lên. Do vậy,
trong thí nghiệm của chúng tôi (sử dụng 0,4
mg microsom/ml) thì chỉ cần sử dụng nồng
độ NADPH 0,4 mmol/L để xác định hoạt độ
CYP2E1. Sử dụng nồng độ NADPH cao hơn
(tới 1,6 mmol/L) không làm thay đổi tốc độ
phản ứng. Do NADPH có giá thành cao
(khoảng 7 triệu đồng/100 mg) nên sử dụng
NADPH nồng độ cao sẽ làm tăng đáng kể chi
phí thí nghiệm nên chúng tôi chỉ sử dụng
nồng độ 0,4 mmol/L cho các nghiên cứu tiếp
theo. Do NADPH có giá thành cao nên chúng
tôi cho rằng việc xác định nồng độ NADPH tối
thiểu để phản ứng đạt tốc độ cực đại là rất cần
thiết để giảm chi phí nghiên cứu, đặc biệt là
các nghiên cứu cần thực hiện nhiều thí
nghiệm ví dụ nghiên cứu sàng lọc các chất có
tác dụng ức chế/hoạt hóa CYP2E1.

Vềảnhhưởngcủathờigianphảnứng
Trong các thí nghiệm đánh giá ảnh hưởng

của nồng độ cơ chất anilin và NADPH, chúng
tôi đã xác định được nồng độ hai chất này cần
sử dụng để tốc độ phản ứng luôn đạt giá trị
cực đại trong thời gian phản ứng. Tuy nhiên
tốc độ cực đại của phản ứng còn phụ thuộc
vào khả năng xúc tác của enzym [13]. Để
đánh giá liệu sau một thời gian nhất định khả
năng xúc tác phản ứng của CYP2E1 trong
microsom có thay đổi hay không, chúng tôi
thực hiện phản ứng trong các khoảng thời
gian khác nhau (10 – 40 phút) với điều kiện
nồng độ anilin và NADPH đủ lớn để tốc độ
phản ứng đạt giá trị cực đại. Kết quả cho thấy
tốc độ phản ứng trung bình (hoạt độ CYP2E1)
có xu hướng giảm khi thời gian phản ứng
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tăng trong khoảng 20 – 40 phút. Điều này
chứng tỏ rằng tốc độ phản ứng giảm khi thời
gian phản ứng quá 20 phút dẫn tới tốc độ
phản ứng trung bình giảm, rất có thể vì sau
một thời gian phản ứng thì khả năng xúc tác
của phản ứng giảm do cấu trúc của enzym
hoặc cấu trúc của microsom chứa enzym thay
đổi do ảnh hưởng của nhiệt độ hoặc các
thành phần khác trong hỗn hợp phản ứng. Do
vậy để xác định hoạt độ CYP2E1 cần lựa chọn
thời gian phản ứng dưới 20 phút để tốc độ
phản ứng luôn đạt giá trị cực đại trong toàn
bộ khoảng thời gian phản ứng. Tuy nhiên lựa
chọn thời gian quá ngắn thì lượng sản phẩm
p-aminophenol tạo thành không đủ lớn để có
thể định lượng được. Như kết quả cho thấy
khi thời gian phản ứng là 10 phút thì độ lặp
lại của kết quả giữa các lần thí nghiệm thấp
hơn so với khi thời gian phản ứng là 20 phút
(thể hiện ở giá trị SD cao hơn). Do đó, chúng
tôi cho rằng thời gian phản ứng 20 phút là
thích hợp cho các thí nghiệm cần xác định
hoạt độ CYP2E1 có trong microsom do chúng
tôi phân lập được từ gan chuột cống. Thời
gian phản ứng này giống với một số nghiên
cứu [4], [5] nhưng ngắn hơn so với một số
nghiên cứu khác [12], [14]. Thời gian phản ứng
thích hợp rất có thể phụ thuộc vào nồng độ
microsom cũng như nguồn gốc của
microsom nên theo chúng tôi cần phải xác
định thời gian phản ứng thích hợp để góp

phần làm tăng độ tin cậy của các thí nghiệm
cần xác định hoạt độ enzym.

Từ kết quả đánh giá ảnh hưởng của nồng
độ anilin, nồng độ NADPH và thời gian phản
ứng, chúng tôi xác định được điều kiện thích
hợp để xác định hoạt độ CYP2E1: 1 ml hỗn
hợp phản ứng gồm 0,7 ml dung dịch đệm
phosphat; 0,1 ml microsom nồng độ 4 mg/ml;
0,1 ml anilin nồng độ 2,5 mmol/L; 0,1 ml
NADPH nồng độ 4 mmol/L; thời gian phản
ứng là 20 phút. Chúng tôi đã sử dụng điều
kiện này để đánh giá ảnh hưởng của DMSO –
một chất ức chế chọn lọc CYP2E1 cho kết quả
tương đồng với nghiên cứu của Bürenheide
A. và cộng sự [15].

Kết luận
Nồng độ anilin, nồng độ NADPH và thời

gian phản ứng đều ảnh hưởng tới tốc độ
phản ứng hydroxyl hóa anilin xúc tác bởi
CYP2E1 có trong microsom phân lập từ gan
chuột cống. Khi sử dụng 0,4 mg microsom/ml,
để tốc độ phản ứng đạt giá trị cực đại thì cần
sử dụng anilin và NADPH có nồng độ tối thiểu
lần lượt là 250 µmol/L và 0,4 mmol/L. Với điều
kiện phản ứng này, thời gian phản ứng thích
hợp là 20 phút. Điều kiện vừa được xác định
ở trên là phù hợp để tiến hành các nghiên cứu
về ảnh hưởng của các chất nghiên cứu/dược
liệu trên hoạt tính CYP2E1 có trong microsom
phân lập được từ gan của chuột cống của
chúng tôi. 
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