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　　摘　要：目的　观察二苯乙烯苷（ＴＳＧ）对小鼠肝微粒体细胞色素Ｐ４５０（ＣＹＰ）的影响。方法　将昆明种雄性小鼠分为空白

组、ＴＳＧ低剂量组和ＴＳＧ高剂量组，ＴＳＧ灌胃３、５、７ｄ后分别麻醉处死小鼠，取肝脏通过荧光实时逆转录聚合酶链反应（ｒｅａｌ

ｔｉｍｅＲＴＰＣＲ）检测小鼠肝脏组织 ＣＹＰ相关基因 ｍＲＮＡ 的表达。结果　ＴＳＧ作用第３、５、７天时均能够抑制 ＣＹＰ１Ａ２和

ＣＹＰ３Ａ４ｍＲＮＡ表达；ＴＳＧ呈时间依赖性的增加ＣＹＰ２Ｅ１ｍＲＮＡ表达；ＴＳＧ作用７ｄ能够显著抑制ＣＹＰ４Ａ１４ｍＲＮＡ表达。此

外，ＴＳＧ对ＣＹＰ２Ｂ１０、３Ａ１１和３Ａ２５ｍＲＮＡ表达无显著性影响。结论　ＴＳＧ对ＣＹＰ１Ａ２、ＣＹＰ２Ｅ１、ＣＹＰ３Ａ４和ＣＹＰ４Ａ１４有显

著影响，对ＣＹＰ２Ｂ１０、３Ａ１１和３Ａ２５无明显作用。
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　　细胞色素Ｐ４５０（ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＰ４５０，ＣＹＰ）属于药物代谢的

第一相酶，主要存在于肝脏微粒体中，在药物生物转化中发挥

非常重要的作用。大量的研究证实 ＣＹＰ被激活或被抑制是

引起药物相互作用和导致药物不良反应增加或疗效降低的重

要原因［１］。因此，在临床联合用药时，研究药物对ＣＹＰ的影

响，对于评估其他药物在体内的血药浓度水平可能的改变方向

具有指导意义。二苯乙烯苷（ｔｅｔｒａｈｙｄｒｏｘｙｓｔｉｌｂｅｎｅｇｌｕｃｏｓｉｄｅ，

ＴＳＧ）是何首乌的主要药效成分之一
［２］。研究发现，ＴＳＧ具有

抗氧化、抗衰老、增强免疫力、调节血脂、抗动脉粥样硬化、提高

学习记忆力、抗炎、抗肿瘤及保肝等作用［３］。鉴于ＴＳＧ的药理

作用广泛，与其他药物联合应用潜在机会较多，本研究拟采用

实时逆转录 ＰＣＲ（ｒｅａｌｔｉｍｅｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ

ｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＲＴＰＣＲ）探讨ＴＳＧ对小鼠肝组织微粒体ＣＹＰ

的影响，以期为临床合理用药提供基础药理学依据。

１　材料与方法

１．１　实验动物　昆明种雄性小鼠，体质量２０～２４ｇ，购自第三

军医大学动物实验中心，许可证号为ＳＣＸＫ（军）２０１２０４１０。

１．２　仪器与试剂　ＴＳＧ（Ｃ２０Ｈ２２Ｏ９ 相对分子质量４０６，纯度大

于９８％，批号：１１０８４４２００６０７）购自中国药品生物制品检定所；

ＲＮＡ提取试剂盒购自上海华舜生物技术有限公司；ＲＮＡ逆转

录试剂盒购自大连宝生物工程有限公司；所有引物购自上海生

工生物工程技术服务有限公司；ＲＮＡ逆转录仪购自德国Ｅｐ

ｐｅｎｄｏｒｆ公司；ＲＴＰＣＲ扩增仪购自美国ＢＩＯＲＡＤ公司；紫外

分光光度计（型号ＴＵ１８１０）购自北京谱析仪器公司；电子分析

天平购自北京赛多利斯电子有限公司；高速冷冻离心机购自德

国Ｓｉｇｍａ公司。

１．３　方法

１．３．２　实验分组和给药　昆明种雄性小鼠４５只分为３组：空

白组、ＴＳＧ低剂量组（１０ｍｇ／ｋｇ）、ＴＳＧ高剂量组（４０ｍｇ／ｋｇ），

每组１５只；后两组组每天灌胃给予ＴＳＧ溶液，空白组灌胃给

予药物等体积的生理盐水。

１．３．２　ＲＴＰＣＲ检测　药物灌胃３、５、７ｄ后分别用１０％ 水

合氯醛麻醉小鼠，固定，剪开腹腔取肝脏于总 ＲＮＡ提取试剂

（Ｔｒｉｚｏｌ）液中匀浆，根据逆转录试剂盒说明书，首先提取总

ＲＮＡ，逆转录合成第１链互补ｃＤＮＡ，通过特异性引物对小鼠

肝 组 织 中 的 ＣＹＰ１Ａ２、ＣＹＰ２Ｂ１０、ＣＹＰ２Ｅ１、ＣＹＰ３Ａ４、

ＣＹＰ３Ａ１１、ＣＹＰ３Ａ２５、ＣＹＰ４Ａ１４和内参基因 βａｃｔｉｎ进行扩

增［４］，基因引物序列为：βａｃｔｉｎ上游：３′ＴＣＧＴＡＣＣＡＣＴＧＧ

ＣＡＴＴＧＴＧＡ５′，下游：３′ＴＣＣＴＧＣＴＴＧＣＴＧＡＴＣＣＡＣ

ＡＴ５′；ＣＹＰ１Ａ２上游：ＧＣＣＴＧＡＧＡＴＡＣＡＧＡＧＧＡＡＧＡＴ

８１４４ 重庆医学２０１３年１２月第４２卷第３６期
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表１　　ＴＳＧ对小鼠肝脏ＣＹＰ１Ａ２、ＣＹＰ２Ｅ１、ＣＹＰ３Ａ４和ＣＹＰ４Ａ１４ｍＲＮＡ表达的影响（狓±狊，狀＝５）

基因 组别 ３ｄ ５ｄ ７ｄ

ＣＹＰ１Ａ２ 空白组 １６０．４９±３７．４７ １２８．３３±１７．０３ １３７．０７±１３．４０

ＴＳＧ低剂量组 ９４．８５±２８．０８ａ ７７．５２±３６．０３ ８６．４５±２９．３５

ＴＳＧ高剂量组 １０８．２０±１７．５９ａ ５９．６３±１３．６０ａ ８７．６０±１９．４１ａ

ＣＹＰ２Ｅ１ 空白组 ８５．５８±２５．４１ ７２．４１±２９．０７ ８６．９５±４８．３０

ＴＳＧ低剂量组 ８６．０６±２８．９０ ７８．４６±１７．１５ １３９．４７±４４．９６

ＴＳＧ高剂量组 １４０．３７±２２．５４ａｂ １９０．６２±３４．６３ａｂ ２８４．０５±７２．８３ａ

ＣＹＰ３Ａ４ 空白组 ９１．０１±１４．１４ １３４．２３±３５．９８ １７４．５１±４４．４９

ＴＳＧ低剂量组 １４０．５９±３８．１７ １００．６９±４１．５８ １８７．１８±７０．９１

ＴＳＧ高剂量组 ４６．４９±１３．７５ａ ４４．５３±１２．７１ａ ２９．６２±１１．８８ａ

ＣＹＰ４Ａ１４ 空白组 １６９．３４±４２．２８ １１６．４８±３９．０３ １６４．４９±１７．１１

ＴＳＧ低剂量组 １１９．９６±１８．０４ ５２．４０±３０．２９ １５０．０６±２９．２７

ＴＳＧ高剂量组 １０９．８７±３８．１８ ７８．７５±３２．２１ ８７．３１±２６．６１ａ

　ａ：犘＜０．０５，与空白组比较；ｂ：犘＜０．０５，与ＴＳＧ高剂量组作用７ｄ时比较。

表２　　ＴＳＧ对小鼠肝脏ＣＹＰ２Ｂ１０、ＣＹＰ３Ａ１１和ＣＹＰ３Ａ２５ｍＲＮＡ表达的影响（狓±狊，狀＝５）

基因 组别 ３ｄ ５ｄ ７ｄ

ＣＹＰ２Ｂ１０ 空白组 ５７．７３±３３．２８ １３２．３６±５６．４１ ２０７．３１±４６．０３

ＴＳＧ低剂量组 ７８．３３±３１．１５ １３６．１６±４９．０３ １７０．２９±２９．１９

ＴＳＧ高剂量组 ６６．４３±９．１８ ８９．２９±３８．０９ １５６．０３±２８．２４

ＣＹＰ３Ａ１１ 空白组 １８７．３１±４９．７８ １２２．６５±２７．５３ １２３．２２±４６．４３

ＴＳＧ低剂量组 １７１．２２±３９．６４ ７７．０６±２９．４５ １２０．１６±３４．８８

ＴＳＧ高剂量组 １１５．９６±５３．１３ １０９．６８±１８．９８ ２０２．３１±４７．２１

ＣＹＰ３Ａ２５ 空白组 １７７．９０±５５．３４ ７３．３３±３６．２４ １３５．５９±４１．２４

ＴＳＧ低剂量组 １３４．５４±３７．７５ ４０．４２±３４．０１ １６６．２２±６３．２１

ＴＳＧ高剂量组 １４５．０８±３５．５３ ７１．５２±４１．２５ １９０．５６±６８．１４

ＣＣＡ５′，下游：３′ＧＧＣＡＣＡＴＡＡＣＡＧＧＴＧＴＴＴＧＴＡＧＡＣ

Ｔ５′；ＣＹＰ２Ｂ１０ 上游：３′ＡＡＧ ＧＡＧ ＡＡＧ ＴＣＣ ＡＡＣＣＡＧ

ＣＡ５′，下 游：３′ＣＴＣ ＴＧＣ ＡＡＣ ＡＴＧ ＧＧＧ ＧＴＡ ＣＴ５′；

ＣＹＰ２Ｅ１上游：３′ＧＧＣＡＣＣＡＴＧＴＣＴＧＣＣＣＴＣＧＧ５′，下

游：３′ＣＣＴＣＣＡＣＡＣＡＣＴＣＡＴＧＡＧＣＧ５′；ＣＹＰ３Ａ４上游：

３′ＡＡＣＴＴＴ ＧＧＣ ＡＴＴ ＧＡＡ ＣＡＧ ＣＡ５′，下游：３′ＧＧＡ

ＴＧＣＡＧＧＧＡＴＧＡＴＧＡＣＴＡ５′；ＣＹＰ３Ａ１１上游：３′ＣＴＣ

ＡＡＴＧＧＴＧＴＧＴＡＴＡＴＣＣＣＣ５′，下游：３′ＣＣＧＡＴＧＴＴＣ

ＴＡＡＴＧＣＣ５′；ＣＹＰ３Ａ２５：上游：３′ＡＧＴ ＡＣＴ ＧＧＣＣＡＧ

ＡＧＣＣＴＣＡＡ５′，下游：３′ＴＣＧＴＴＣＴＣＣＴＴＧＣＴＧＡＡＣ

ＣＴ５′；ＣＹＰ４Ａ１４上游：３′ＣＧＡＣＴＣＧＡＴＣＣＡ ＧＡＡ ＡＣＴ

ＡＣ５′，下游：３′ＡＣＡＧＧＡＣＡＣＡＴＴＧＣＡＧＡＧＡＧ５′。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１６．０软件进行数据分析，计量

资料以狓±狊表示，组间比较采用单因素方差分析，以犘＜０．０５

为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＴＳＧ 对 小 鼠 肝 脏 ＣＹＰ１Ａ２、ＣＹＰ２Ｅ１、ＣＹＰ３Ａ４ 和

ＣＹＰ４Ａ１４表达的影响　与空白组比较，ＴＳＧ高剂量作用３、５、

７ｄ后均能够抑制ＣＹＰ１Ａ２ｍＲＮＡ 的表达，而ＴＳＧ低剂量作

用３ｄ能够抑制ＣＹＰ１Ａ２ｍＲＮＡ的表达；ＴＳＧ高剂量作用３、

５、７ｄ后呈时间依赖性的增加ＣＹＰ２Ｅ１ｍＲＮＡ 的表达，ＴＳＧ

低剂量对ＣＹＰ２Ｅ１ｍＲＮＡ的表达无显著影响；ＴＳＧ高剂量作

用３、５、７ｄ后均能够显著抑制ＣＹＰ３Ａ４ｍＲＮＡ 的表达，ＴＳＧ

低剂量对ＣＹＰ３Ａ４ｍＲＮＡ的表达未见明显作用；ＴＳＧ低剂量

和高剂量分别作用３、５ｄ后对ＣＹＰ４Ａ１４ｍＲＮＡ 的表达无显

著影响，而 ＴＳＧ高剂量作用７ｄ后能够显著抑制 ＣＹＰ４Ａ１４

ｍＲＮＡ的表达，见表１。

２．２　ＴＳＧ对小鼠肝脏ＣＹＰ２Ｂ１０、ＣＹＰ３Ａ１１和ＣＹＰ３Ａ２５ｍＲ

ＮＡ表达的影响　与空白组比较，ＴＳＧ低剂量和高剂量分别作

用３、５、７ｄ后对ＣＹＰ２Ｂ１０、ＣＹＰ３Ａ１１和ＣＹＰ３Ａ２５ｍＲＮＡ的

表达无显著性影响，见表２。

３　讨　　论

药物在体内的过程受到多种因素的共同调节与影响。药

物代谢酶系统与转运体都是影响药物代谢动力学过程的关键

因素。细胞色素Ｐ４５０是以血红素为辅基的Ｂ族细胞色素超

家族蛋白酶，其主要功能是对药物和部分致癌物质进行生物转

化［５］。药物的专属代谢酶能够被同时应用的其他药物诱导或

抑制，通过药物之间的代谢性相互作用导致组织或血液中的底

物或代谢产物浓度升高或降低，甚至引起毒性物质在体内的蓄

积，从而影响临床用药的疗效和安全性［６７］。

ＣＹＰ１Ａ、ＣＹＰ２Ｅ和ＣＹＰ３Ａ是ＣＹＰ酶系中重要的药物代

谢酶，调控大多数临床药物的代谢。ＣＹＰ１Ａ２是ＣＹＰ１Ａ中最
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重要的亚家族，其含量约占肝脏ＣＹＰ总量的１３％。研究发现

ＣＹＰ１Ａ２在咖啡因、非那西汀、维拉帕米、对乙酰氨基酚、普萘

洛尔、丙咪嗪以及硝苯地平等２０余种药物的代谢中发挥重要

作用［８９］。此外，ＣＹＰ３Ａ亚家族中ＣＹＰ３Ａ４是成人肝脏中最

重要的成分，约占ＣＹＰ总量的４０％，能催化代谢６０％以上的

临床治疗药物，如可的松、红霉素、卡马西平、咪达唑仑、利多卡

因、奥美拉唑、雌二醇、辛伐他汀等［１０１１］。本研究发现，ＴＳＧ能

够抑制 ＣＹＰ１Ａ２和 ＣＹＰ３Ａ４基因表达，表明 ＴＳＧ 在与经

ＣＹＰ１Ａ２和ＣＹＰ３Ａ４代谢的药物联合用药时，可能会减慢对

其他药物的代谢，应适时调整联合用药的给药剂量，避免因为

药物之间的代谢性相互作用引起药物蓄积，从而影响药物的疗

效和安全性。

ＣＹＰ２Ｅ亚家族中尤其以ＣＹＰ２Ｅ１最为重要，ＣＹＰ２Ｅ１约

占肝脏ＣＹＰ总量的７％，目前已经确定的ＣＹＰ２Ｅ１的底物已

达７０多种，如醋氨酚、乙醇、吸入性含氟麻醉剂、茶碱、工业和

家庭常用的芳香族类化合物等，这些物质在体内经ＣＹＰ２Ｅ１

催化后可氧化生成毒物或致癌物质，从而严重影响药物的疗效

和增加不良反应的发生［１２１４］。本研究发现 ＴＳＧ 能够诱导

ＣＹＰ２Ｅ１基因表达，提示ＴＳＧ与其他通过ＣＹＰ２Ｅ１代谢的药

物联用时，很可能会导致其他药物代谢加快，进而影响药物

疗效。

值得一提的是，本研究发现 ＴＳＧ对ＣＹＰ４Ａ１４基因表达

具有抑制作用。新近研究发现，ＣＹＰ４Ａ１４的表达增加与脂质

过氧化损伤程度密切相关，通过造成体内氧化抗氧化水平失

衡，进而导致肝内氧化应激反应，产生大量活性氧自由基和脂

质过氧化物，从而引起肝脏炎症反应［１５１７］。本研究发现 ＴＳＧ

能够抑制ＣＹＰ４Ａ１４基因表达，提示ＴＳＧ可能影响肝脏内的

脂质过氧化反应，其具体作用机制值得进一步的探讨。

综上所述，本实验发现 ＴＳＧ对 ＣＹＰ１Ａ２、ＣＹＰ３Ａ４以及

ＣＹＰ４Ａ１４基因表达具有抑制作用，对ＣＹＰ２Ｅ１基因表达具有

诱导作用，对ＣＹＰ２Ｂ１０、ＣＹＰ３Ａ１１和ＣＹＰ３Ａ２５基因表达无显

著性影响。本研究初步评价了ＴＳＧ对小鼠ＣＹＰ亚家族基因

表达的影响，为其在临床应用中产生相互作用的可能性提供了

依据，但有关ＴＳＧ对ＣＹＰ酶活性影响具体机制还有待进一步

的研究。
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