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乙醇对鲫鱼 CYP2E1活性的影响
3

陈大健 ,杨海峰 ,覃少华 ,张玲玲 ,江善祥
(南京农业大学 动物医学院 ,江苏 南京 210095)

[摘　要 ]　为了研究乙醇对鲫鱼细胞色素 P450 2 E1 (CYP2 E1)活性的影响 ,用药动学方法 ,以氯唑沙宗为底物探

针 ,将 130尾鲫鱼随机分为试验组和对照组 2组 ,试验组鲫鱼每日经口灌服乙醇 1 g/ kg ,对照组灌服相同剂量的生理

盐水 ,连续 5 d后 ,第 6天 2组鲫鱼同时一次性腹腔注射氯唑沙宗 10 mg/ kg ,于注射后不同时间采血 ,用高效液相色谱

法测定氯唑沙宗在鲫鱼体内不同时间点的血药浓度 ,并计算药动学参数。结果表明 ,氯唑沙宗在两组鲫鱼体内的药

时数据均符合二室模型 ;与对照组相比 ,乙醇处理组氯唑沙宗的半衰期增加了 0. 9倍 ( P < 0. 01) ,药时曲线下面积增

加了 0. 8倍 ( P < 0 . 01) ,总清除率减少了 51. 2 % ( P < 0. 01) 。提示乙醇对鲫鱼 CYP2 E1的活性具有显著的抑制作用。
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Abstract : The effect of et hanol ( EtO H) on t he activity of cytochrome P450 2 E1 in Carassi us aurat us

was investigated by p harmacokinetics wit h chlorzoxazone (CZX) as a specific subst rate. 130 fish were e2
qually divided into two group s : EtO H2t reated group and t he cont rol group . EtO H was administered orally

to fish at t he dose of 1 g/ (kg·d) for 5 consecutive days. Fish in cont rol group received an equal volume of

normal saline only. On t he 6t h day , two group s of fish were given an int raperitoneal injection wit h 10

mg/ kg CZX. The plasma concent rations of CZX were determined by HPL C ,and t he p harmacokinetic pa2
rameters were calculated. The result s showed t hat t he concent ration2time data of CZX in two group s bot h

fit ted two compart ment models. Compared wit h t he saline2t reated cont rol group ,elimination half life was

increased by 0. 9 fold ( P < 0 . 01) , area under the curve was increased by 0. 8 fold ( P < 0 . 01) , and total

clearance was shortened by 51. 2 % ( P < 0 . 01) in t he EtO H2t reated group . The result s indicated that t he

activity of CYP2 E1 could be obviously inhibited by EtO H.
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　　细胞色素 P450 (Cytochrome P450 ,C YP450)是

一组结构和功能相关的超家族基因编码的同工酶 ,

既可参与类固醇激素、维生素、脂肪酸衍生物等内源

性物质的合成与降解 ,又可参与外来化合物如环境

污染物、药物和致癌物的代谢[1 ]。CYP450 单加氧

酶系在解毒外源性化合物及维持鱼类自身种族稳定
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性等方面的重要性已为大家所认识 , 20 多种鱼的

CYP450 基 因 也 已 经 被 鉴 别[ 2 ]。C YP2 E1 是

CYP450中的重要成分 ,是鱼体内许多低分子有机

化合物及药物的主要代谢酶。C YP2 E1由于能够活

化包括一些毒物和致癌物在内的许多潜在的有害化

合物而倍受关注[3 ]。氯唑沙宗 ( Chlorzoxazone ,

CZX)是测定 CYP2 E1活性的特异性敏感底物 ,其经

肝微粒体代谢可生成惟一可检测到的代谢产物 62羟
基氯唑沙宗[ 4 ]。乙醇是哺乳动物 C YP2 E1 的经典

诱导剂 ,但乙醇对鱼类 C YP2 E1 是否有诱导作用 ,

迄今尚未见有关报道。本研究以最具代表性的水产

动物鲫鱼为研究对象 ,采用体内探针药物动力学方

法 ,研究了乙醇对鱼类 C YP2 E1 活性的影响 ,以期

为鱼类 C YP450的相关研究提供技术参考和理论依

据。

1　材料与方法

1. 1　材　料

1. 1. 1　试验动物　130尾雌性健康鲫鱼 ( Carassi us

aurat us) ,平均质量 ( 151. 5 ±23. 4) g ,平均体长

(16. 24±0. 81) cm ,购自江苏省淡水水产研究所 ,室

内养殖于 60 cm×50 cm×40 cm的塑料水箱内 ,水

源为充分暴气后的自来水 ,p H (7. 2 ±0. 1) ,空气增

氧机连续供氧 ,溶解氧 (D. O)为 7. 5～8. 5 mg/ L ,可

调控温度装置控制水温在 (22 ±2) ℃,每个水箱放

养 5尾 ,每天换水 3次。试验前驯养 2周 ,每日投喂

不含抗生素的鲫鱼配合饲料 ,试验前 1 d停止喂食。

为防止饲料对试验结果的影响 ,试验期间也停止投

喂。

1. 1. 2　药品、试剂及仪器　CZX标准品 ,Sigma 公

司产品 ,批号 043 K9020 ,纯度 99. 5 % ;CZX原粉 ,江

苏神龙药业有限公司生产 ,批号 050708 ,纯度 ≥

98 % ;乙醇 ,分析纯 ,含量≥99. 7 % ,南京化学试剂有

限公司生产 ,批号 050610607 ;甲醇 ,德国 Merck 公

司产品 ,色谱级 ;乙腈 , Sigma2Alorich 公司产品 ,色

谱级 ;超纯水 ,用 Millipore公司的 Milli2Q Biocel 超

纯水系统制备 ,电阻值 18. 2 MΩ。

高效液相色谱仪 , Waters 公司生产 ;台式高速

冷冻离心机 ,Beckman公司生产 ;微型涡旋混合仪 ,

上海沪西分析仪器厂生产 ;电子分析电平 ,北京赛多

利斯天平有限公司生产。

1. 2　给药与采血

将 130尾试验鱼随机分为对照组和乙醇处理组

2组 ,每组 65尾。乙醇处理组按 1 g/ kg剂量将 250

g/ L 的乙醇溶液灌入鲫鱼前肠 ,每日 1次 ,连续 5 d ;

对照组鲫鱼给予等量生理盐水。第 6 天按 10

mg/ kg 剂量给试验组和对照组鲫鱼腹腔注射探针

药物 CZX[5 ] ,每组随机取 5尾鱼 ,分别于注射给药后

0. 083 ,0. 167 ,0. 25 ,0. 5 ,0. 75 ,1 ,1. 5 ,2 ,3 ,4 ,6 ,8 ,12

h从尾静脉一次性无菌采血 1 mL ,做 5 个平行样 ,

分别置于预先涂有肝素钠的塑料离心管中 , 4 ℃

3 000 r/ min离心 5 min ,分离出血浆 ,于 - 20 ℃冰

箱中保存待测。

1. 3　CZX血药浓度的测定

1. 3. 1　鲫鱼血浆样品的处理 　将冷冻保存的血浆

自然解冻 ,摇匀后吸取 200μL 置于尖底具塞离心管

中 ,加入 400μL 乙腈 ,在漩涡混合器上充分混合 ,

12 000 r/ min离心 10 min ,取上清液备检。

1. 3. 2　鲫鱼血浆样品的 H PL C分析[ 627 ] 　吸取 20

μL 上清液进行 H PL C分析 ,色谱柱为 Kromasil C18

柱 (250 mm×4. 6 mm ,5μm) ,柱温 30 ℃,流动相为

V (甲醇) ∶V (水) = 65∶35 ,流速为 0. 8 mL/ min ,检

测波长为 282 nm。

1. 3. 3　分析方法的确证　取 7份空白鲫鱼血浆 ,每

份 250μL ,置 7 个尖底具塞离心管中 ,分别加入不

同浓度 CZX标准液 250μL ,制成含 CZX 0. 1 ,0. 25 ,

0. 5 ,1 ,5 ,10 ,20μg/ mL 的血浆 ,按样品处理方法处

理后进样 ,每样品重复测定 5 次 ,以 CXZ的峰面积

( Y)对其血浆浓度 ( X)进行线性回归 ,求出回归方程

和相关系数。另取空白血浆 3份 ,加入标准液 ,制成

含药物浓度为 0. 5 ,5. 0 ,20μg/ mL 的血样 ,按上述

方法处理后作 HPL C测定 ,每浓度分别于日内、日

间各测 5 次 ,计算日内变异和日间变异。

1. 3. 4　CZX血药浓度的计算　所得血药浓度 - 时

间数据采用 3P97实用药代动力学程序处理 ,对照组

与试验组的主要药动学参数用 t检验进行比较。

2　结果与分析

2. 1　鲫鱼血浆的 HPL C分析

鲫鱼血浆 CZX血药浓度的 HPLC分析结果如图

1所示。由图 1可见 ,在设定的色谱条件下 ,峰形较

好 ,基线走动平稳 ,CZX的保留时间在 7. 8 min左右 ,

对照品与血浆中的杂质分离良好 ,无干扰峰出现。

2. 2　方法学考察结果

回归结果显示 ,CZX的鲫鱼血浆标准曲线方程

为 Y = 18 955 X - 53 . 213 ,相关系数 r = 0 . 999 7。分

析结果表明 ,其线性为 0. 1～20μg/ mL ,最低检测限

为 0. 1μg/ mL。高、中、低 3个浓度的回收率均大于
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95 % ,日内、日间变异系数均小于 6 % ,符合生物样 品分析的方法学要求。

图 1　鲫鱼血浆的 HPLC分析图谱

A.空白血浆 ;B.加入 CZX的标准血浆 ;C.体内注射 CZX后的样品血浆

Fig. 1　Representative HPLC chromatograms of fish plasma

A. Blank plasma ;B. Blank plasma spiked wit h CZX ;C. Plasma sample obtained after injection of CZX

2. 3　乙醇对 CZX血药浓度的影响

由图 2可知 ,乙醇组各时间点 CZX的平均血药

浓度均高于对照组。

2. 4　乙醇对 CZX药动学参数的影响

乙醇组和对照组鲫鱼腹腔注射 CZX ( 10

mg/ kg)后 ,其最佳药物动力学模型均为一级吸收二

室模型 ,与在大鼠上的有关报道[8 ]一致。主要药物

动力学参数分析结果 (表 1)表明 ,与对照组相比 ,乙

醇组 CZX 的半衰期 ( t1/ 2β) 增加了 0 . 9 倍 ( P <

0 . 01) ;药时曲线下面积 (AUC)增加了 0 . 8 倍 ( P <
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0 . 01) ;总清除率 (CL)减少了 51. 2 %( P < 0 . 01) 。

图 2　乙醇对鲫鱼单次腹腔注射 CZX后血药浓度的影响 ( n = 5)

Fig. 2　Effect of ethanol on plasma concentration2time curve in Carassi us auratus after single i. p. administ ration

of CZX at 10 mg/ kg ( n = 5)

表 1　乙醇对鲫鱼体内 CZX主要药动学参数的影响

Table 1　Effect of ethanol on pharmacokinetic parameters of CZX after single i. p.

administ ration at 10 mg/ kg in Carassius auratus

处理
Treat ment

t1/ 2β/ h AUC/ (μg·h - 1 ·mL - 1) CL/ (L ·kg - 1 ·h - 1)

对照组 Cont rol 6. 809±0. 584 A 14. 083±1. 615 A 0. 672±0. 074 A

乙醇组 EtO H 13. 027±1. 425 B 25. 741±3. 203 B 0. 328±0. 058 B

　　注 :表中同列数据后标不同大写字母者表示差异极显著 ( P < 0 . 01) 。

Note :Different capital letters in t he same column indicate significant difference at 0. 01 level .

3　讨　论

探针药物广泛地用于各种药物代谢和药代动力

学方面的研究。药动学参数的变化可间接反映肝脏

对药物的体内代谢情况。某种药物对药酶的诱导和

抑制效应 ,可通过特异性的探针药物药动学参数的

变化来评价。CZX是目前惟一的对生物体无损害

的 CYP2 E1体内探针药物 ,约 90 %在肝脏经 62羟化
代谢生成 62氯唑沙宗 ,该代谢途径主要由 CYP2 E1

催化 ,故其在体内的代谢情况可以反应 C YP2 E1 的

活性。目前 ,已确定的 C YP2 E1 的底物多达 70 余

种 ,其中大部分为前致癌物 ( Procarcinogen)和前毒

物 ( Protoxin) ,包括芳香族化合物、醚类、亚硝胺和

偶氮化合物、醇、酮和腈类及卤烷、烯类和烷类等。

这些物质实为工业和家庭常用的化学溶剂和环境污

染物 ,其共同特点是分子量低、极性较大、本身并无

毒性或致癌作用 ,但在体内经 CYP2 E1 作用后 ,可

氧化代谢生成毒物或致癌物 ,严重危害人体健康。

CYP2 E1也因此而成为近年来肿瘤学和毒理学领域

研究的热点。迄今为止 ,国外已有数篇文献 [ 9210 ]

报道了鱼类肝脏具有 C YP2 E1酶活性。经 CYP2 E1

代谢的小分子化合物极易通过各种途径污染水域 ,

因此可以预见 ,C YP2 E1 必将成为继 C YP1A1 之后

水生毒理学领域研究的又一热点。鱼类 C YP2 E1

的深入研究 ,将对鱼类肿瘤性疾病发病机理的探索

和防治以及渔药的合理使用产生积极的影响。在哺

乳动物方面 ,C YP2 E1 活性已被用于指示外源性化

合物引起的肝脏疾病[11 ]。鱼类存在的这种酶活性 ,

对生活于污染水域中鱼的肝脏畸形的产生具有重要

意义[12 ]。然而 ,目前国内尚未见有关鱼类 C YP2 E1

研究的报道 ,国外相关研究亦十分有限 ,本试验属该

方面的基础研究。

从本试验的结果可以看出 ,CZX在鲫鱼体内吸

收非常迅速 ,本试验最早一个采血点是给药后 5

min ,但并没有观察到明显的吸收相。CZX于相同

条件下在美洲拟鲽 ( Pseu dopleuronectes america2
nus)肝微粒体测得的代谢速率较哺乳动物低 ,分别

为 65～148 和 400～800 p mol/ ( min ·mg) [13 ]。本

试验对照组鱼 CZX的半衰期为 6. 809 h ,而文献[ 5 ]

报道 ,在类似条件下 CZX在大鼠体内的半衰期为

89. 2 min ,这种半衰期的差异与上述 CZX在鱼类及

哺乳动物肝微粒体的体外代谢速率的差异是一致

的 ,均表明 CYP2 E1 在鱼类的基础水平较低。目

前 ,CZX作为 C YP2 E1活性的药物探针主要通过观
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察 t1/ 2β、CL 和 AUC等指标来实现 ,其中药物的消除

半衰期 ( t1/ 2β)是决定药物消除速度与程度的重要指

标 ,也是最主要的评价指标。乙醇是哺乳动物经典

的体内 CYP2 E1 诱导剂 ,而从本试验结果可以看

出 ,和对照组相比 ,乙醇处理组可以使 CXZ血药浓

度明显升高 ,药时曲线下面积增加 ,清除率降低 , t1/ 2β

延长 (乙醇组为 13. 03 h ,约为对照组的 1. 9 倍)

( P < 0 . 01) ,表明乙醇对鲫鱼 CYP2 E1 有一定的抑

制作用。鱼类的 CYP2 同功酶可被哺乳动物的

CYP2 E和 CYP2B抗体识别 ,但不出现哺乳动物上

观察到的苯巴比妥和乙醇型诱导剂对 CYP450的诱

导作用[14216 ]。Schlenk 等[17218 ] 的研究显示 ,按 1

mL/ kg剂量给斑点叉尾鮰 ( Ictal urus p unct at us)腹

腔注射乙醇后 ,肝 Western 印迹中抗 CYP2 K1 的

CYP2 样条带均减少 ;肝脏 CYP450 CA TL1 和

CA TL2 (属于 CYP2 基因家族) 表达分别减少了

31 %和 41 %。随后 ,他们又发现将斑鮰分别暴露于

含体积分数0. 5 %和 1. 0 %乙醇的静水中 24 h ,低分

子量 (47 000 u)的 C YP2相关条带呈剂量依赖性减

少 ,和哺乳动物 C YP2 E1 对乙醇的反应相比 ,给予

EtO H 后 47 000 u 条带也有表达 ,但呈下调趋

势[19 ]。这与本试验乙醇对鲫鱼 C YP2 E1 活性有抑

制作用的结果相符 ,说明乙醇对鱼类 C YP2 E1 没有

诱导作用 ,相反却有一定的抑制作用 ,其具体作用机

制还有待进一步研究。
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