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苯巴比妥和地塞米松对鸡细胞色素
P450的诱导作用
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　　[摘　要] 　将 60只 40日龄依莎公鸡随机等分为对照组、苯巴比妥 ( PB)诱导组和地塞米松 (DEX)诱导组 ,进行

体外肝微粒体酶活性测定和体内安替比林 (AP)消除动力学试验 ,研究苯巴比妥和地塞米松对鸡肝微粒体细胞色素

P450的诱导作用。结果表明 ,与对照组相比 ,PB组和 DEX组的肝微粒体酶活性显著提高 ( P < 0. 01) , A P的代谢速

率显著加快 ( P < 0 . 01) 。表明苯巴比妥和地塞米松对鸡肝微粒体体细胞色素 P450具有明显的诱导作用。
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　　Abstract : Sixty 402day2old cocks were randomly divided into cont rol group ,p henobarbital ( PB)2t reated

group and dexamethasone (DEX)2t reated group . Induction of p henobarbital and dexamet hasone on hepatic

cytochrome P450 in chickens was investigated by enzyme assays i n vi t ro and antipyrsine clearance i n vi vo.

The result s showed t hat in comparison wit h cont rol group t he activities of hepatic microsomal enzymes and

metabolic rate of antipyrine obviously increased in PB2group and DEX2group ( P < 0 . 01) . Microsomal cyto2
chrome P450 enzymes in chickens could be obviously induced by p henobarbital and dexamet hasone and t he

inducible model of cytochrome P450 i n vi vo was successf ully established in this st udy.
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　　细胞色素 P450 ( Cytochrome P450 ,CYP450 或

P450)是由一组结构和功能相关的基因超家族编码

的同工酶 ,主要分布在肝细胞微粒体上 ,参与大量外

源性和内源性物质的代谢。C YP450 可被许多物质

诱导或抑制[1 ]。镇静剂苯巴比妥 ( Phenobarbital ,

PB)和糖皮质激素地塞米松 (Dexamethasone ,DEX)

是经典的肝微粒体 C YP450 诱导剂 ,对人和多种实

验动物的 C YP450 均具有诱导作用[224 ]。但近年来

的研究发现 ,CYP450 的种属特异性导致同一诱导

剂对不同品种动物甚至是同一品种动物的不同品系

的诱导机制和诱导效应往往不尽相同[5 ]。为了探讨

苯巴比妥 ( PB)和地塞米松 (D EX) 对鸡细胞色素

P450的诱导作用 ,本试验研究了 PB和 DEX对鸡肝

微粒体酶的活性和探针药物安替比林 (Antipyrine ,
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A P)代谢的影响 ,现将研究结果报道如下。

1　材料与方法

1. 1　材　料

1. 1. 1　试验动物　1日龄健康伊莎雄性雏鸡 ,购自

南京青龙山种鸡厂。

1. 1. 2　药品与试剂 　Tris、考马斯亮蓝 G2250、牛

血清白蛋白和安替比林为国药集团化学试剂有限公

司产品 ;安替比林标准品为 Fluka 公司产品 ;乙腈 ,

色谱级 ,Sigma公司产品 ;甲醇 ,色谱级 ,Merck公司

产品 ;肝素钠为中国医药集团上海化学试剂公司产

品 ;注射用苯巴妥钠为上海新亚药业有限公司产品 ,

批号 050304 ;地塞米松磷酸钠为湖北潜江制药股份

有限公司产品 ,批号 20040525 ;氯化钠注射液为国

营张家港市制药厂生产 ,批号 05062502 ; Millpore

超纯水 ,电阻率 18. 2 MΩ ,由南京农业大学中心实

验室制备。

1. 1. 3　仪器与设备 　低温高速离心机和低温超速

离心机 ,Beckman公司生产 ;紫外分光光度计 ,上海

光谱仪器有限公司生产 ;微型漩涡混合仪 ,上海沪西

分析仪器厂生产 ;电子天平 ,北京塞多利斯天平有限

公司生产 ;高效液相色谱仪 ,Waters公司生产 ;超声

波清洗机 ,宁波新芝生物科技股份有限公司生产。

1. 2　试验设计

选取按常规方法饲养至 40 日龄左右、健康、体

重相近的伊莎鸡 60只 ,随机等分为 3组 ,Ⅰ组为 PB

诱导组 ,将苯巴比妥钠用生理盐水溶解后腹腔注射 ,

剂量为 80 mg/ kg ; Ⅱ组为 DEX诱导组 ,将地塞米松

磷酸钠用生理盐水 5 倍稀释后腹腔注射 ,剂量为 5

mg/ kg ;Ⅲ组为对照组 ,腹腔注射氯化钠注射液 ,剂

量为 4 mL/ kg。每组均在每日早晨 8时腹腔注射给

药 1次 ,连续给药 5 d。

1. 3　鸡肝微粒体 C YP450酶活性分析

1. 3. 1　肝微粒体的制备　末次给药后 24 h ,将对照

组和诱导组的半数鸡称重后颈静脉放血处死 ,处死

前禁食 12 h ,尽量放尽血液 ,迅速剖开腹腔 ,取出肝

脏 ,用预冷的生理盐水冲去血渍、滤纸擦干、称重 ,计

算肝脏指数。参考文献[ 627 ]的方法 ,用超速离心法

制备肝微粒体。在靠肝门静脉处取肝 4 g ,剪碎后加

入 12 mL 预冷的 TMS 缓冲液 (0. 05 mol/ L Tris2
HCl缓冲液 + 0. 2 mol/ L 蔗糖 + 3 mmol/ L MgCl2 ,

p H7. 4)用玻璃匀浆器匀浆。匀浆液 4 ℃、12 000 g

高速离心 20 min ,上清液 4 ℃、105 000 g超速离心

60 min ,红色沉淀即为肝细胞微粒体。将微粒体沉

淀取出后用含体积分数 25 %甘油的 KCl2磷酸盐缓
冲液 (0. 15 mol/ L KCl + 0. 1 mol/ L PBS ,p H7. 4)悬

浮 ,每克肝加悬浮液 1 mL ,涡旋混匀后分装于冻存

管中 , - 80 ℃保存。

1. 3. 2 　肝微粒体 C YP450 酶活性测定 　用 Brad2
ford法测定肝微粒体蛋白含量 ,以牛血清白蛋白作

标准 ;用 CO还原差示光谱法测定细胞色素 P450含

量 ;用 Nash 比色法测定氨基比林2N2脱甲基酶
(AND)和红霉素2N2脱甲基酶 ( ERND)活性 ,以甲醛

的生成速率表示 AND 和 ERND 的活性 ;用 Schen2
kmen法测定苯胺羟化酶 (A H)活性 ,以 42氨基酚的
生成速率表示 A H的活性。具体操作见文献[8 ]。

1. 4　鸡体内 A P消除动力学试验

1. 4. 1　给药与血样采集 　对照组和诱导组 ( PB 诱

导组和 DEX诱导组)的半数鸡称重后侧卧保定 ,分

离两侧翼下静脉 ,一侧翼下静脉快速注射 A P (剂量

为 20 mg/ kg) ,分别于给药后 5 ,10 ,15 ,30 ,45 ,60 ,

90 ,120 ,150和 210 min自对侧翼下静脉采血 1 mL ,

肝素钠抗凝 , 4 ℃、4 000 r/ min离心 10 min ,分离血

浆 , - 20 ℃保存待测。

1. 4. 2　血浆中 A P浓度的测定　参考 Adnan等[9 ]

的方法并适当改进 ,采用反相高效液相色谱外标法

测定血浆中的安替比林浓度。取鸡血浆样品 0. 2

mL 于 1. 5 mL Eppendorf 管中 ,加 0. 3 mL 乙腈 ,在

微型漩涡混合仪上振荡 30 s ,12 000 r/ min离心 10

min ,取上清液 20μL 注入高效液相色谱仪分析。色

谱条件 :色谱柱为 Kromasil C18 (250 mm×4. 6 mm ,

5μm) ,柱温 30 ℃,流动相为 0. 025 mol/ L 醋酸钠2
乙腈溶液 (V (醋酸钠) ∶V (乙腈) = 74∶26 , ) ,使用

前超声脱气 20 min ,流速为 0. 8 mL/ min ,检测波长

为 254 nm ,进样量为 20μL。

1. 4. 3　血药浓度和药动学参数的计算 　根据外标

标准曲线回归方程计算 A P的血药浓度 ,采用 3P97

药代动力学软件处理血药浓度 - 时间数据 ,计算药

物代谢动力学参数。

1. 5　数据处理

采用 SPSS统计学软件对实验数据进行统计学

处理 ,数据以平均值±标准差表示 ,并对组间数据进

行显著性检验。

2　结果与分析

2. 1　PB和 DEX对鸡肝微粒体细胞色素 P450生化

指标的影响

由表 1可知 ,PB组和 D EX组的肝脏指数、肝微
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粒体蛋白含量和细胞色素 P450 含量极显著高于对

照组 ( P < 0 . 01) ; PB组的 AND、ERND和 A H 的活

性均极显著高于对照组 ( P < 0 . 01 ) ; D EX 组仅

ERND活性极显著高于对照组 ( P < 0 . 01) , AND和

A H的活性与对照组差异不显著 ( P > 0 . 05) 。表

明 ,PB和 DEX对鸡肝微粒体 C YP450 具有显著的

诱导作用 ,PB对细胞色素 P450 含量及其亚型的诱

导作用强于 D EX ,但 DEX对肝脏系数和肝微粒体

蛋白含量的影响比 PB明显。

表 1　苯巴比妥和地塞米松对鸡肝微粒体细胞色素 P450酶系的影响 ( n = 10)

Table 1　Effect s of phenobarbital and dexamethasone on cytochrome P450 in chickens

指标
Index

对照组
Cont rol group

苯巴比妥组
PB group

地塞米松组
DEX group

肝脏指数/ %
Liver index

2. 49±0. 14 3. 14±0. 20 3 3 3. 59±0. 23 3 3

肝微粒体蛋白含量/ (mg·g - 1)
Microsomal protein

9. 79±1. 04 12. 52±1. 13 3 3 13. 16±1. 04 3 3

细胞色素 P450含量/ (nmol·mg - 1)
Cytochrome P450

0. 62±0. 06 1. 07±0. 16 3 3 0. 89±0. 09 3 3

AND/ (nmol·mg - 1 ·min - 1) 2. 14±0. 27 3. 05±0. 24 3 3 2. 23±0. 35

ERND/ (nmol·mg - 1 ·min - 1) 0. 97±0. 12 1. 86±0. 17 3 3 1. 74±0. 14 3 3
A H/ (nmol·mg - 1 ·min - 1) 0. 31±0. 02 0. 47±0. 05 3 3 0. 29±0. 03

　　注 : 3 3 .表示与对照组相比差异极显著 ( P < 0 . 01) 。下表同。

Note : 3 3 . Means significant difference at 0. 01 level in comparison wit h cont rol group . It′s t he same for t he following table.

2. 2　PB和 D EX对鸡体内 A P代谢的影响

从图 1可知 ,PB 组和 DEX组各时间点的平均

血药浓度均明显低于对照组。A P在鸡体内的代谢

呈二室模型 ,主要药动学参数见表 2。由图 1 可以

看出与对照组相比 , PB 组和 DEX组的药 - 时曲线

下面积 (AUC)分别减少了 28. 1 %和 16. 2 % ,消除

半衰期 (t1/ 2β)分别缩短了 38. 6 %和 31. 4 % ,总体清

除率 (CL)分别提高了 35. 9 %和 23. 1 % ,差异均达

极显著水平 ( P < 0 . 01) 。表明 , PB 和 DEX可显著

加快探针药物 A P在鸡体内的代谢 ,因 A P的代谢

快慢主要依赖于 C YP450 活性的强弱 ,从而间接证

明 PB和 D EX对鸡肝 C YP450具有诱导作用。

图 1　苯巴比妥和地塞米松对鸡血浆中安替比

林浓度的影响 ( n = 10)

Fig. 1　Effects of phenobarbital and dexamethasone on

concentration of antipyrine in plasma.
表 2　苯巴比妥和地塞米松对鸡血浆中安替比林药代动力学参数的影响 ( n = 10)

Table 2　Effect s of phenobarbital and dexamethasone on pharmacokinetic parameters of antipyrine

指标
Index

对照组
Cont rol group

苯巴比妥
PB group

地塞米松
DEX group

t 1/ 2β/ min 31. 14±4. 67 19. 11±2. 78 3 3 21. 37±2. 45 3 3
AUC / ( (μg·mL - 1) ·min) 524. 03±84. 91 376. 68±65. 34 3 3 438. 93±80. 39 3 3

CL/ ( L ·min - 1 ·kg - 1) 0. 039±0. 006 0. 053±0. 007 3 3 0. 048±0. 006 3 3

3　讨　论

药物在体内转化时 ,主要经肝微粒体细胞色素

P450 酶系催化进行 I相代谢反应 ,使药物脂溶性下

降 ,极性增加而被排泄。因此 ,CYP450活性强弱影

响着药物的代谢、疗效和安全性。同时 ,许多药物又

可对 CYP450活性产生抑制或诱导作用 ,这是导致

联合用药时产生药物代谢性相互作用的主要原因。

因此研究 C YP450的诱导或抑制机制 ,对临床合理

用药、提高药物疗效和降低药物的毒副作用具有重

要意义。对人和其他哺乳动物而言 , PB 和 D EX是

公认的 CYP450诱导剂 ,可以促进肝脏内质网增生

和微粒体膜结合蛋白合成 ,尤其是细胞色素 P450含

量的增加 ,因此 C YP450 诱导作用的出现常常伴随

着肝脏重量和微粒体蛋白含量的增加[10 ]。PB 的诱

导机制由组成型雄甾烷受体 ( Constit utive andro2
stane receptor , CAR) 介导 ,此类诱导主要针对

C YP1A、C YP3A 和 C YP2B 亚型[11 ]。D EX的诱导
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机制可能与肝细胞内一种糖皮质激素受体有关[12 ]。

但 PB和 DEX对鸡肝微粒体 C YP450 有无诱导作

用 ,机制如何 ,尚未见报道。本研试验究了 PB 和

DEX对鸡肝微粒体细胞色素 P450 的诱导作用 ,结

果表明 ,PB和 DEX均能显著增加鸡肝脏指数 ,提示

两者具有促进肝细胞内质网增生和蛋白质合成的作

用 ,肝微粒体蛋白和细胞色素 P450含量的显著提高

也进一步证实了上述推断。PB 对鸡体内 AND、

ERND和 A H 均具有诱导作用 ,而 D EX对 ERND

有特异性诱导作用。D EX组鸡肝脏指数和微粒体

蛋白含量高于 PB组 ,提示 DEX促进内质网增生和

蛋白质合成的作用强于 PB ; PB 对 C YP450 含量及

其亚型活性的影响则强于 DEX ,说明 PB 促进细胞

色素 P450蛋白合成的效率则更高。经 PB 和 DEX

处理后 ,鸡肝 C YP450的活性明显提高 ,使探针药物

A P在鸡体内的代谢加快 ,而 PB 组鸡 A P代谢速率

又快于 DEX组 ,间接证明了 PB的酶诱导效应强于

DEX。综合体内、外的试验结果可知 ,PB和 DEX对

鸡肝微粒体细胞色素 P450 酶系具有显著的诱导作

用 ,这与在哺乳动物上的研究结果[ 13214 ]基本一致。

本研究成功建立了鸡肝微粒体细胞色素 P450

的体内诱导模型 ,可作为体内动物实验法评价新兽

药是否具有 CYP450 诱导作用的阳性模型 ,对缩短

新兽药研发周期、提高药物安全性和避免药物代谢

性相互作用 ,均具有十分重要的理论意义和实用价

值。
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