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摘要：N-乙酰基转移酶(N-acetyltransferase，NAT)是人体最为重要的Ⅱ相药物代谢酶，在体内药物代谢和毒物解毒方面具

有重要作用。NAT 的活性存在明显的种族和个体差异，其活性强弱可直接影响药物疗效和毒性反应。NAT 活性测定可用

于评估人体经乙酰化代谢药物的体内处置和代谢程度。通过查阅文献和相关资料，本文系统归纳了 NAT 的活性测定方法

并对特点和优势进行了总结，可为 NAT 活性评估提供方法学参考，为基于 NAT 活性的临床个体化用药提供依据。 
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ABSTRACT：N-acetyltransferase (NAT) is an important enzyme of phase  drug metabolism of the body, it also plays a vital Ⅱ

role in drug metabolism and noxious substances detoxification. NAT’s activity differs markedly among individuals and races, 
which may be responsible for the different herapeutic effect and toxic reaction of certain drugs. NAT’s activity can be used to 
evaluate the ability of acetyl metabolism and drug disposition. This review systematically summarized the methods for NAT 
activity assay by consulting literatures and the related information, the features as well as strengths of the described methods for 
NAT activity assay are also summarized here. This present review may provides methodological evidence for NAT activity 
evaluation, it may also provide a novel basis for personalized drug therapy in clinical. 
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N-乙酰基转移酶(N-acetyltransferase，NAT)是一

类能催化乙酰基团在乙酰辅酶 A 和胺之间转移的

酶，对人体芳胺类致癌物质的灭活和某些药物的代

谢起着重要的作用。NAT 是人体最为重要的Ⅱ相代

谢酶，可催化 5-氨基水杨酸、异烟肼、普鲁卡因胺、

磺胺等药物的乙酰化反应并决定其代谢速率[1]。目

前已发现 NAT 的多种亚型，存在于人体的主要为

NAT1 和 NAT2[2]。NAT 等位基因的结构变异及差

异表达可使人体 NAT 活性具有较明显的种族和个

体差异。根据人群乙酰化代谢能力的强弱可将 NAT

分为 3 种代谢类型：快速乙酰化型、中间乙酰化型

和慢乙酰化型[3]。研究发现，NAT 乙酰化代谢速率

是决定治疗药物疗效的关键环节之一，快速乙酰化

型可使血药浓度较低，而慢乙酰化型的血药浓度往

往偏高，这种差异可直接影响药物疗效并参与药物

毒性反应的发生。因此，通过测定及评估 NAT 活

性有望预测机体经乙酰化代谢药物的代谢程度，对

指导临床个体化用药具有重要意义。 

1  NAT 活性测定原理 

利用 NAT 可催化乙酰基团在乙酰辅酶 A 和胺

之间进行物质转移的特性，基于酶催化的底物、

产物及形成的加合物之间的含量测定已成为鉴定

NAT 酶活性的重要指标。目前，用于 NAT1 活性

测定的常用底物有 4-氨基苯甲酸(4-aminobenzoic 
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acid， PABA)和 4-氨基水杨酸 (4-aminosalicylic 

acid，PAS)等；用于测定 NAT2 活性的常用底物有

磺胺二甲嘧啶(sulfamethazine，SMZ)、5-氨基水杨

酸(5-aminosalicylic acid，5-ASA)和咖啡因等。 

咖啡因是常用于测定 NAT2 酶活性的底物。咖

啡因在体内经肝药酶 CYP1A2 催化，生成 1,7-二甲

基黄嘌呤，再经 7 位脱甲基生成一个不稳定的中间

产物，此产物再由 NAT2 催化生成 5-乙酰氨基-6-

甲 酰 氨 基 -3- 甲 基 尿 嘧 啶 (5-acetamide-6- 

formylamino-3-methyluracil，AFMU)，或经结构重

排生成 1-甲基黄嘌呤(1-methylxanthine，1X)，或经

黄嘌呤氧化酶作用生成 1-甲基尿酸(1-methyluric 

acid，1U)[4]。目前咖啡因的主要代谢产物，如

AFMU、1U 和 1X 已经成为 NAT2 活性测定中的主

要考察指标。此外，由于 NAT2 是影响 AFMU 生成

的主要代谢酶，所以通常以 AFMU 与 1X 的摩尔比

作为机体乙酰化代谢程度的评价指标 [5] ，即

AFMU/1X 数值低者其乙酰化代谢较慢，该方法可用

于评估 NAT 乙酰化代谢分型[6]。 

NAT 活性评价也可应用 PABA、PAS 或 5-ASA

作为底物，以其对应的乙酰化产物量与未被乙酰化

底物量的比值作为间接反应 NAT 活性的指标。例

如，应用 PABA 作为底物，检测经 NAT1 代谢生成

的乙酰对氨基苯甲酸(acetyl p-aminobenzoic acid，

Ac-PABA)的量，再通过计算 Ac-PABA/PABA 的比

值来评估 NAT1 活性[7]。可见，利用 NAT 的乙酰基

转移作用，通过对其乙酰化产物的固有性质进行直

接检测或对乙酰化产物标记后检测，均可实现对

NAT 活性的评价。 

2  NAT 活性测定方法 

NAT 参与体内芳胺类致癌物质的灭活和某些

治疗药物的代谢，因此，准确而快速测定并评估

NAT 活性对临床药物研究和治疗具有举足轻重的

作用。目前，国内外已建立多种 NAT 活性测定方

法，如 HPLC、LC-MS、毛细管电泳法、UV、荧光

探针标记法等。现将常用的 NAT 活性测定方法进

行简要介绍和比较，结果见表 1~2。 

2.1  HPLC 

HPLC 分析技术具有检测灵敏度高、所需样品

量小等优点，该技术已广泛用于体内外 NAT 活性

的评价。采用 HPLC 测定 NAT 底物及其代谢产物

的含量并计算二者的比值，可实现对 NAT 活性的

间接评价。 

目前临床多用咖啡因作为反应底物，以 HPLC

测定咖啡因及其代谢产物含量，通过计算咖啡因及

其代谢产物的比值进行 NAT 活性的体内评价。李 

表 1  NAT 的活性测定方法及其检测指标 

Tab.1  The activity determination method of NAT and its detection index 

检测方法 酶 底物 代谢物 样本类型 评价指标 

HPLC NAT 2-AF、PABA 2-AAF，Ac-PABA 肝癌 HepG2 细胞 2-AAF/2-AF 比值 

Ac-PABA/PABA 比值 

NAT1 PABA Ac-PABA 幽门螺杆菌 Ac-PABA/PABA 比值 

NAT2 SMZ Ac-SMZ 人体血样 Ac-SMZ/SMZ 比值 

NAT2 咖啡因 AFMU、1U 和 1X 人体尿样 AFMU/1X 比值 

AFMU/(AFMU+1X+1U)比值 

LC-MS NAT1 PABA Ac-PABA 人体尿样 Ac-PABA/PABA 比值 

NAT 5-ASA Ac-5-ASA 大鼠血浆、尿液、结肠组织 Ac-5-ASA/5-ASA 比值 

毛细管电泳 NAT2 咖啡因 AFMU 和 1X 大鼠 AFMU/1X 比值 

UV NAT1 PABA Ac-PABA 皮肤角质细胞 Ac-PABA/mg 蛋白 

NAT 乙酰辅酶 A 辅酶 A 寡肽 辅酶 A 量/单位体积 

荧光探针标记 NAT 乙酰辅酶 A 辅酶 A A549、HeLa 细胞及活体小鼠 辅酶 A 量/单位体积 

表 2  NAT 活性测定方法的优缺点比较 

Tab. 2  Comparison of the advantages and disadvantages of determination method of NAT’s activity 

方法 优点 缺点 

HPLC 检测速度快、效率高、灵敏度高、操作自动化 正相高效液相色谱法样品处理繁琐、耗时长 

反相高效液相色谱法分析柱使用寿命低，成本高 

LC-MS 操作简单快速，检测耗时短且结果准确精密 对仪器要求较高，检测成本较高 

毛细管电泳 进样量少、分析速度快、分离效率高，成本低 毛细管电极制备及处理比较复杂繁琐 

UV 操作简便，对设备要求不高、检测成本低 专属性不强，灵敏度较低 

荧光探针标记 快速、敏感、高特异性和高灵敏性 限于实验研究，未用于临床；探针制备过程复杂，荧光产物稳定性差
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军等[8]收集服用咖啡因后健康志愿者的尿液，采用

HPLC 测定尿液中咖啡因代谢产物 AFMU、1U 和

1X 的相对含量，再通过计算 AFMU/(AFMU+ 

1X+1U)比值，绘制概率分布直方图用以反映 NAT2

的体内活性。结果显示 AFMU、1U 和 1X 的最低检

测限分别达到 0.20，0.05，0.12 μg，结果稳定且重

复性好，适用于人体 NAT2 的活性评价。此外，文

献报道[9]健康志愿者服用咖啡后 4~5 h 收集尿样，

用 HPLC 测定 AFMU 与 1X 的含量并以二者的摩尔

比作为 NAT 活性分型的指标，该方法灵敏、稳定，

可用于 NAT 乙酰化代谢分型的评价。 

SMZ 在人体主要经肝脏 NAT 进行乙酰化代

谢，其代谢产物主要为乙酰磺胺二甲嘧啶

(acetylsulfamethazine，Ac-SMZ)，因此通过测定并

计算 Ac-SMZ/SMZ 数值可间接反应肝脏 NAT 的活

性。朱秀平等[10]用 HPLC 测定了健康志愿者血中

Ac-SMZ 和 SMZ 的含量，以 Ac-SMZ/SMZ 摩尔浓

度比为横坐标，人数为纵坐标作百分比频数图，用

以评估受试者的 NAT 乙酰化表型。该研究用乙腈

直接处理血样，取离心上清液直接进样检测，测得

SMZ 和 Ac-SMZ 的平均回收率均>95%，且日内及

日间精密度均<10%；说明该方法具有样品处理简

单快速、检测灵敏等特点，是体内 NAT 活性测定

的一种简便方法。 

高世勇等[11]采用 HPLC 研究龙葵碱对人肝癌

HepG2 细胞对 NAT1 活性的影响。实验以 PABA 作

为底物与 HepG2 细胞共培养，培养结束后裂解细

胞，离心并收集上清液，用 HPLC 同时测定

Ac-PABA 和 PABA 的含量，应用保留时间法进行

定性分析，用洗脱峰面积法进行定量分析。该方法

适用于NAT活性体外评价，并可用于研究筛选NAT

抑制剂。Chung[12]以 2-氨基芴(2-aminofluorene，

2-AF)、PABA 为反应底物研究荨麻酸对 NAT 活性

的影响。该研究将底物加入细胞培养液中培养一定

时间后，收集并裂解培养细胞，上清液用乙酸乙

酯∶甲醇=95∶5 进行萃取，采用 HPLC 进行检测

分 析 ， 再 分 别 以 N- 乙 酰 化 -2- 氨 基 芴

(N-acetylated-2-aminofluorene，2-AAF)和 Ac-PABA

的量用以评估 NAT 的活性。 

2.2  LC-MS 

LC-MS 始于 20 世纪 70 年代，是在 HPLC 基

础上联用质谱技术发展起来的检测方法。LC-MS

技术结合了色谱和质谱优势，将色谱高分离能力与

质谱的高选择性、高灵敏度及高鉴定能力等优点相

结合，已广泛应用于药品、食品和环境分析等领域。 

国外学者给予健康受试者口服 550 mg 的

PABA，收集给药后 10 h内的尿液样本，应用LC-MS

分离检测尿液样本中的 PABA 及其 4 种主要代谢物

的含量。结果显示各检测物的最低检测限可达

0.1 μg·mL1 以下，平均回收率均>97%，日内及日

间精密度均<10%[13]，说明该方法的特异性和灵敏

性均显著优于 HPLC。本课题组应用 LC-MS 同时

检测 5-ASA 给药后大鼠血浆、尿液及结肠组织中

5-ASA 及其代谢物乙酰 5-氨基水杨酸(Ac-5-ASA)

的含量以评估 NAT 活性，该方法最低定量限达

1.40×106 mg·mL1[14]，且具有操作简单、检测快速、

重复性好等优势，可用于评价肠道组织的 NAT 活

性，也可用于 5-ASA 吸收、分布、代谢、排泄及药

物相互作用研究。 

2.3  毛细管电泳法  

毛细管电泳技术是从 20 世纪 80 年代开始迅速

发展起来的一种高效分离技术，该技术以石英毛细

管为分离介质，以高压电场为驱动力，利用待测物

在电场中所带电荷、质量、体积以及形状等淌度不

同导致迁移速度的不同而实现有效分离。毛细管电

泳技术具有分析速度快、进样量少、成本低等优点，

已被广泛应用于生命科学、临床医学和环境科学等

研究领域。 

国外学者在毛细管电泳缓冲液中加入十二烷

基硫酸钠作为胶束相，用胶束毛细管电泳法检测了

咖啡因及其主要代谢产物，如 1X、1,7-二甲基黄嘌

呤和可可碱等的含量。结果显示该方法可在 2 min

内实现所有待检测物的有效分离，最低检测限

<1 μg·mL1[15]。文献报道，以咖啡因作为探针药物，

同时比较HPLC与毛细管电泳法在测定尿液中咖啡

因及其代谢物的分析效率，结果发现二者分离效率

无明显差异，检测限也比较接近[16]。毛细管电泳法

不需要对样品进行复杂的前处理，因此可极大缩短

分析时间，简化分析流程。 

毛细管电色谱技术是指在毛细管中填充高效

液相的固定相，该方法兼具电泳和液相色谱的分离

机制。文献报道[17]以 3-(1,8-萘二甲酰基)丙基改良

性甲硅烷基硅胶作为毛细管固定相的毛细管电色

谱方法，可成功分离咖啡因及其 2 种代谢物。该方

法用含 80%甲醇的 4.0 mmol·mL1 柠檬酸盐缓冲液

为电泳液，待测物在 3.5 min 内即可实现完全分离，
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且检测限达 1 ng·mL1。可见，毛细管电色谱技术

测定 NAT 活性具有重复性好且分离时间短的优势。 

2.4  UV 

UV 是通过测定被测物在一定波长范围内光的

吸收度，对该物质进行定性和定量分析的方法。分

光光度法因其具有操作简便、检测成本低等优点，

已运用于 NAT 活性评价之中。 

根据 NAT 可将乙酰辅酶 A 中的乙酰基进行转

移而使辅酶 A 暴露出硫醇基团的原理，将辅酶 A

中硫醇基团与特定物质反应生成指示剂并进行检

测，可用于评价 NAT 活性。高世勇等[18]报道以巯

基试剂 2-硝基苯甲酸标记游离的辅酶 A，然后用

UV进行测定，可用来间接反映NAT的活性。Riddles

等[19]将细胞质液、乙酰辅酶 A、细胞反应液混合进

行生化反应，以二甲氨基苯甲醛作为显色剂，通过

测定 450 nm 波长处的吸光值以定量辅酶 A 含量，

通过计算单位时间内单位体积细胞反应液中辅酶A

的含量用于评价 NAT 的活性。 

研究显示，NAT 在皮肤角化细胞中表达较丰

富。Bonifas 等[20]用正常皮肤角质细胞制备细胞裂

解液，以 PABA 为反应底物，加入同位素标记的乙

酰辅酶 A 共孵育，反应液加入 4-二甲基氨基苯甲醛

后测定 420 nm 波长处的吸光值，定量剩余的非乙

酰化芳基胺。该研究以反应结束时 PABA 的添加量

与剩余芳基胺含量之差作为 Ac-PABA 含量；以每

分钟反应时间内每毫克蛋白质中含有 Ac-PABA 的

量来评价 NAT1 活性。 

2.5  荧光探针标记法 

Terai 等[21]利用探针标记原理，基于内分泌光

诱导电子转移策略，将发光镧系元素复合物作为

NAT 探针，该探针可使 NAT 催化的 N-乙酰基转移

反应增加近 100 倍荧光并用于检测。该检测方法敏

感、均匀、快速，可用于重组细胞或细胞裂解液样

品，首次实现了基于探针标记的 NAT 活性检测。

随后，国外学者研发了一种高特异性、高灵敏性检

测 NAT2 活性的近红外荧光探针。该方法以芳香胺

基作为 NAT 底物，芳香胺基可被 NAT2 特异性乙

酰化导致其荧光淬灭作用被抑制，通过检测波长

790 nm处乙酰化芳香胺基的荧光强度可评价 NAT2

活性的高低[22]。文献作者应用该方法对小鼠体内荧

光强度进行检测实现了 NAT2 活性的体内评价。可

见，近红外荧光探针检测 NAT2 活性具有高度特异

性和灵敏性，适用于 NAT 活性的体内外的评价。 

3  讨论与展望 

NAT 在体内药物代谢和毒物解毒方面具有重

要作用，现代研究发现 NAT 基因多态性与多种疾

病的发生密切相关，NAT 有望成为药物作用新靶点

用于特定疾病的治疗[23]。NAT 的活性可准确反映

NAT 的功能，鉴于 NAT 在药物代谢中的重要作用，

NAT 活性检测已成为评估治疗药物疗效和预测药

物不良反应的重要手段。NAT 功能评估对于调整和

制订个体化用药方案，增加药物治疗的合理性和精

准性具有重要意义。 

HPLC 是目前测定 NAT 活性应用最广泛的方

法之一，该方法具有检测速度快、效率高、灵敏度

高、操作自动化等优点。然而，正相 HPLC 对检测

样品的前处理要求较高，导致样品处理过程操作繁

琐，耗时较长。以咖啡因及其代谢产物的萃取为例，

液-液萃取法需酸化样本以减少生物降解和提高产

物的萃取回收率[24-25]，而固相萃取法所需的萃取柱

造价高，使用寿命短，给实验室样本前处理带来较

大的经济压力[26]。反相 HPLC 直接进样与梯度洗脱

法则省略了样品前处理过程，极大地简化了操作步

骤。但生物样品直接进样会影响分析柱的使用寿

命，需要在实验中延长流动相冲洗时间来清除杂

质，一定程度上也增加检测分析时间。 

LC-MS 操作简单快速且准确精密，待测化合物

多数无需经过衍生化处理，直接进样即可获得准确

的定性和定量检测，极大缩短了分析时间，提高了

分析的灵敏度和准确性[27]。然而，LC-MS 对仪器

要求较高，导致检测成本增加，很难普及使用。毛

细管电泳法具有分离效率高，检测成本低等优点，

但毛细管电极的制备及处理过程比较复杂繁琐。

UV 操作简单，对仪器设备要求不高，但其专属性

不强，灵敏度较低，使其应用受到一定限制。近年

来开发的荧光标记探针可特异性用于体内外 NAT2

活性检测及评估。目前所研发的荧光标记探针仅限

于基于小动物的实验研究，并不能大规摸应用于临

床；且荧光标记探针制备过程复杂，荧光产物的稳

定性易受体内外多种因素影响，使其应用极大受限。 

综上所述，现有的 NAT 活性测定方法各有优

势，研究者可根据实验目的和实验条件选择适宜的

NAT 活性测定方法。然而，现有的 NAT 活性测定

方法仍存在一些问题有待深入研究。首先，NAT 在

人体分布广泛，同一组织常同时存在NAT1和NAT2

的表达，而现有的 NAT 测定方法仅能通过选择性
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测定某种底物和其代谢物的含量用以评估 NAT1 或

NAT2 的活性，不能实现对 NAT 亚型活性的同时测

定。建立同时测定NAT亚型活性的方法是目前NAT

活性评价中急需解决的重要问题。此外，随着生物

大数据平台的建立，适合于大样本分析的 NAT 活

性高通量测定方法将是其方法学研究的一个重点。 
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