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摘 要:红霉素-N-脱甲基酶(ERND)是细胞色素 P450 3A( CY凹A)依赖的酶类，可通过测定该酶催化代谢产

物甲酶的量来反映其活性，从而评价 CYP3A 活性的高低。以草鱼肝细胞系( GCL) 为模型，红霉素为底物，采

用 Nash 比色法检测 ERND 产物甲醒含量，Lowry 比色法测定细胞蛋白含量，建立鱼类细胞中 CYP3A 活性的简

便检测方法。研究表明，底物以 0.4 mmoVL作用 60 min 后进行检测较为合适。细胞样品中 ERND 产物甲醒

平均回收率为 78.80% :t 4. 37% ，平均日内精密度为 2.80% :t 1.40% ，平均日间精密度为 3.91% :t1. 45 1;l毛，通

过计算探针酶 ERND 活性可为鱼类细胞 CYP3A 活性的评价提供简便可靠的方法，从而为鱼类药物代谢酶体

外诱导模型的研究奠定了基础。
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Abstract : The activity of erythromycin N -demethylase , whose catalysate is formaldehyde , can indicate the 

activity of cytochrome P450 3A (CYP3 A). A simple method of determination of the activity of CYP3A in 

grass carp liver cell line (G4) was established. The study showed that the appropriate concentration of 

substrate was O. 4 mmoνL ， and the optimal reaction time was 60 min. The protein concentration of fish cell 

suspension was dete口nined according to the method of Lowry , the activity of erythromycin N-demethylase was 

estimated by the method of Nash. The mean recoveηof formaldehyde in fish cell suspension samples was 

78.80% :t 4. 379毛， the mean intraday and interday precision were 2.80% :t 1. 40% and 3.919毛:t 1. 459毛，

respectively. This method is available to evaluate the activity of CYP3A in fish cells with reliable results. Our 
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research laid a foundation for the in vitro study of CYP3 A induction using cultured fish celllines. 
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细胞色素 P450( Cytochrome P450 , CYP)是由亚铁血红素蛋白组成的超基因家族酶系，广泛参与生

物体内的药物代谢。鱼类 CYP3A 可被外源性物质诱导或抑制 [1] 是造成药物互作的主要原因，影响到

渔药生物利用度及其药代动力学参数[2] 。哺乳动物中 CYP3A 活性主要通过肝微粒体法检测依赖
CYP3A 酶类的活性来反映[3] 尽管大量鱼类 CYP3A 成员被发现[4 -5] 却仍缺乏准确检测鱼类细胞

CYP3A 活性的方法。研究表明红霉素(ERY)作为曾经广泛使用的渔药，是 CYP3A 的特异性底物，通过

检测红霉素-N-脱甲基酶(ERND) 活性可以很好地评价鱼类 CYP3A 的活性[6] 。本文通过草鱼肝细胞模

型建立了鱼类细胞中 CYP3A 活性检测方法，为鱼类药物代谢酶体外诱导模型的建立提供了方法上的支

持。

材料和方法

1. 1 细胞

草鱼肝细胞系(CCL ，保藏编号 BYK-CI2-02)由农业部渔业动植物病原库提供，以 M199 细胞培养

液置于 28 "c培养。

1. 2 试剂

M199 基础培养基(CIBCO BRL) ，膜蛋白酶(DIFCO) ，胎牛血清 FBS( 杭州四季清) ， Folin 酣、利福平

(北京鼎国) ，红霉素(上海生工) ，牛血清白蛋白 BSA( 上海博光) ，其它常规试剂均为国产分析纯。

1. 3 细胞中 CYP3A 活性的检测

甲醒标准曲线制备参考徐淑云等[7] 的方法。取贴壁生长细胞，用 2 mL 含底物的反应缓冲液替代

培养液，置 28 "c培养箱中反应一段时间后制成细胞悬液，经细胞破碎，以 1ρ啊γ 比色法[8] 测定蛋白含

量，甲醒测定样品中加入 ZnS04 o. 35 mL，混匀，冰浴 5 min ，加饱和 Ba( OH)2 o. 35 mL，混匀，静置 5 min 

后以5000 甲m 离心 60 min。取上清液 2 mL 移至反应瓶，以 Nash 比色法[9] 于 413 nm 处测定吸光值，根

据标准曲线计算甲醒含量。细胞中 ERND 活性[pmolJ (min . mg) ]以每毫克蛋白单位时间内的甲醒生

成量表示，CY凹A 活性直接以依赖性酶 ERND 活性进行评价，每个样品设置 3 个平行。

1. 4 回收率及精密度的测定

取 800μL 细胞悬液(2.0 X 105 cells/mL)分别加入 200μL 浓度为的 80 、 160 、240μmolJL 的甲醒标

准溶液，样品以1. 3 方法前处理后进行测定，重复 5 次，回收率以实测浓度与理论浓度的百分比值表示。

上述样品在同一天内每隔 3 h 重复测定 5 次计算日内精密度，每隔 24 h 连续 5 天进行重复测定计算日

间精密度。

1. 5 曲线拟合及统计分析

使用 SigmaPlot 8. 0 软件的4 参数 Peak Log-Normal 模型拟合底物红霉素的剂量效应曲线;通过 SPSS

11. 5 软件进行显著性分析，多重比较采用单项方差分析(One-Way ANOVA) 中的 Student-Neuman-Keuls

(SNK)检验，样本组以英文字母进行标记，含相同字母表明组间无显著差异，反之则表明组间有显著差

异(P <0.05) 。

2 结果

2.1 细胞样品酶活产物的测定

2.1.1 甲醒波谱扫描及其标准曲线

ERND 代谢产物的测定使用分光光度计法，检测细胞单位蛋白单位时间产生甲醒的量。样品波谱
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扫描显示在 413 nm 处有最大吸收峰(图 1 )。实验表明，在 2.7 -26.7μmollL 浓度范围内甲醒标准液

的浓度与吸光值呈显著线性相关，其线性回归方程为 y = O. 0035x - O. 0042 ，相关系数 R2 =0.996 6( 图

2) 。根据此线性回归方程可以计算出样品中甲醒的生成量，从而得到细胞中 ERND 活性用于 CYP 3A 

活性的评价。
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Fig. 1 Spectral scan result of formaldehyde 

in treated cell samples 

2.1.2 回收率与精密度

检测产物甲醒在细胞悬液中的回收率及精密度，实验结果表明，回收率受细胞量及培养时间影响不

大，高浓度甲醒回收率较大而变异系数较小，细胞悬液中甲醒的平均回收率为 78. 80% :t 4.379毛，日内

和日间平均变异系数分别为 2.80% :t 1. 40% ， 3.919毛:t 1. 459毛，能满足测定要求。

底物作用条件的确定

2.2.1 助溶剂及缓冲液

底物红霉素的反应体系为液体环境，包括助溶剂及缓冲液。红霉素 (ERY) 在水中的溶解度很低，

经筛选得到的乙醇与二甲亚枫( DMSO)助溶效果较好，且对细胞毒性小。研究表明，高剂量长时间红霉

素作用会加速细胞的老化，细胞中空泡(箭头指示)越多越大表明细胞老化越严重。考察使用不同助溶

剂的 2 mmollL 红霉素作用于对数生长期 GCL 24 h 后的形态(图 3) ，结果显示以乙醇助溶较好。此外，

用成分复杂的培养液作为反应环境对测定存在潜在干扰，反应选择在缓冲液环境下进行，本文考察的六

种缓冲液对细胞的损伤程度从小到大依次为 TMS 缓冲液、生理盐水、磷酸盐缓冲液、平衡盐溶液、KHB

缓冲液、Tris-HCI 缓冲液，可见使用 TMS 缓冲液作为反应缓冲液较为合造。

2.2 

b. DMSO 助溶

图 3 助溶剂对 GCL 的影响

Fig. 3 Effect of auxiliary solvent on GCL 

a. 乙醇助溶
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2.2.2 底物作用浓度

大 学 = 于· 报 16 卷

经 40μmoνL 利福平诱导处理的 GCL 细胞以不同浓度红霉素作用 120 min 后检测 ERND 活性，实

验结果表明(图 4) ，红霉素浓度为 0.05 mmoVL 时底物基本达到饱和，在 0.05 - O. 4mmoVL 浓度范围内

检测酶活无显著差异，浓度再加大 ERND 酶活反而减小，说明 CYP3A 活性受到抑制。形成的这种钟形

剂量-效应曲线以 Log-Nonnal 模型进行拟合，拟合度 (R2 )为 0.9742。为扩大方法适用范围，在后续诱

导模型研究中我们选取 0.4 mmoVL 为底物作用浓度用于评价 CYP3A 活性。

2.2.3 底物作用时间

经 40μmoVL 利福平诱导处理的 GCL 细胞用 0.4 mmoVL 红霉素作用不同时间检测 ERND 活性，

实验结果表明(图 5) ，甲醒生成量随反应时间延长而不断增加，但在 60 min 以后趋于平缓。进一步计

算反映甲醒形成速率的 ERND 活性，结果表明反应时间在 60 min 时 ERND 值最高 (30 -75 min 之间无

显著差异) ，随着时间的延长 ERND 值逐渐减小。因此，在药酶诱导 GCL 细胞中 CYP3A 活性时 60 min 

为 ERY 底物最佳作用时间。
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CYP3A 亚家族各成员虽具有一定差异，但它们具有高度相似的氨基酸组成，大多数情况下，药物的

代谢研究反映的是 CYP3A 的总体活性[叫，通过依赖于 CYP3A 的酶(ERND) 进行活性评价并非针对某

一种同工酶，而是专一性地指示 CYP3A 酶系的活性。我们的相关研究表明使用 CYP3A 的典型诱导剂

或抑制剂处理鱼类细胞后，用本文方法测定的 ERND 活性有相应的增加或降低，证实了方法的特异性。

以往 CYP3A 活性测定方法均针对微粒体体系，其离心所需时间较细胞样品短，且大多未考虑缓冲

液及底物的影响，表现在缓冲液中常加人甘油防止 P450 转化为 P420[7] 底物仅保证足量而未研究其剂

量、时间效应。本文测定针对细胞体系，细胞中 P450 具有稳定性，且甘油对细胞损伤大，不利于给底物

跨膜人胞提供稳定的环境，在缓冲液中元需加入甘油。此外，红霉素作为 CYP3A 的特异性底物，可与

CYP3A 形成代谢物-CYP3A-二价铁的化合物，从而使 CYP3A 失活 [11]特别是细胞被诱导后抑制作用更

为明显[叫，故底物浓度不宜过大，作用时间不宜过长，防止底物对酶产生抑制作用和加速细胞老化，另

外Log-Nonnal 模型除能较好的拟合药酶诱导前升后降的药效曲线外，同样可用于拟合底物对酶活的影

响。由于不同类型细胞及批间细胞酶活存在差异[叫，底物进入细胞需要充足的时间，因此底物作用浓

度、时间应选择无显著抑制的较高值，保证酶促反应充分，使方法同样适用于活性高的细胞。研究鱼类

细胞色素 P450 特别是 CYP3A 的活性及其诱导抑制是了解渔药代谢情况及药物间相互作用的基础，鉴

于 P450 酶存在显著的种属差异，利用鱼类作为研究对象才能更准确地研究鱼类 CYP3A ，本文借助体外

培养鱼类细胞系进行研究具有很多的优点，包括可获得大量性状稳定均一样本、排除环境干扰、贴壁易
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于加药、真实反映体内代谢情况等。国外一般使用虹蹲细胞系(RTG号等)及食蚊鱼肝癌细胞系( PLHC-

1 )建模进行 P450 酶的相关研究[14] 而在我国草鱼是淡水养殖的重要品种，我们之前研究发现其肝细胞

系 (GCL) 、肾细胞系( CIK)及卵巢细胞系 (CO)均具有一定的 P450 诱导潜力，其中又以 GCL 最强，且 40

μmol/L 利福平对其 CYP3A 诱导效果明显。我们选择经诱导的 GCL 建立了鱼类 CYP3A 活性体外检测

方法，能真实地反映温药胞内代谢情况，适用于大样本测定，可以很好地应用于鱼类药物代谢酶体外诱

导模型的研究。
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