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氰戊菊酯对草鱼肝微粒体 CYP3A 活性的影响 *
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摘要 通过设计1.2、6.0、12.0μg/L3个氰戊菊酯质量浓度组,1个空白对照组,1个恩诺沙星阳性对照

组,进行氰戊菊酯对草鱼肝微粒体CYP3A活性影响及草鱼CYP3A活性的组织分布研究。结果表明:CYP3A
存在于肝脏、鳃、肾脏、脾、肠、脑组织中,其中肝脏中活性最高;氰戊菊酯能显著抑制CYP3A的活性,随暴露时间

的延长抑制作用增强,但抑制趋势减弱,3d内趋势最强,各试验浓度组之间的差异不显著。建议临床用药,尤其

是联合用药、多次用药时要充分考虑氰戊菊酯对代谢酶活性的影响。
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  细胞色素P450(cytochromeP450,CYP450)是
最重要的Ⅰ相代谢酶系,主要催化药物的氧化反应;

CYP3A是含量极为丰富的CYP450亚家族酶系,约
占30%~40%。机体内大部分内源性的物质以及

外源性脂溶性的物质都能被CYP3A转化成水溶性

的物质,减少毒物在体内的积累[1]。CYP3A可被外

源性物质诱导或抑制,从而导致由该酶代谢的药物

的药代动力学性质发生显著变化,在临床上引起药

物相互作用。很多药物是CYP3A的诱导剂或抑制

剂,例如,农药氰戊菊酯与辛硫磷混配后,小鼠体内

氰戊菊酯的消除半衰期延长、消除速率降低[2];恩诺

沙星对鲈的CYP3A活性起抑制作用[3];多溴联苯

对鲫CYP3A起诱导作用[4]。由此可见,CYP3A 抑

制可改变药物的代谢和血药浓度,并影响药物的

疗效。
氰戊菊酯在水产养殖上常用来治疗淡水鱼类体

表锚头鰠、中华鰠、鯴等甲壳类寄生虫。了解氰戊菊

酯对鱼类CYP3A活性影响,对于预测药物在鱼体

内的代谢、消除、临床上药物间的相互作用有着重要

的意义。红霉素是CYP3A的特异性底物,通过检

测红霉素-N-脱甲基酶活性(ERND)可以很好地评

价鱼 类 CYP3A 的 活 性[3,5-7]。本 研 究 以 草 鱼

(Ctenopharyngodonidellus)为研究对象,探讨氰戊

菊酯对鱼类CYP3A活性的影响,旨在指导氰戊菊

酯在水产养殖上的合理、安全使用。

1 材料与方法

1.1 材 料

试验草鱼:1龄,体长(19.08±1.74)cm,体质

量(109.27±15.26)g,购于湖北省仙桃渔场。
氰戊菊酯原药:质量分数为90%,武汉农大生

物科 技 有 限 公 司 生 产,批 号:081126;制 成 10

μg/mL的母液备用。
恩诺沙星原药:质量分数为92%,浙江新华制

药股份有限公司生产,批号:20080518;现用现配。
1.2 方 法

1)暴露染毒。试验在直径为0.8m圆形水族

箱中进行,有效水量200L。根据危险化学品鱼类

急性毒性分级试验方法(GB/T21281-2007),进行

氰戊菊酯对草鱼96h的急性毒性试验,求出96h
半致死质量浓度(96h-LC50)为60.62μg/L。本试

验选取96h-LC50的1/50、1/10、1/5三个浓度,即

1.2、6.0、12.0μg/L作为试验浓度组,同时设空白

对照组和阳性对照组(恩诺沙星10mg/L),每个浓

度组中投放30尾驯养好的草鱼。正式试验期为

9d,并于第1次染毒后第1、2、3、6、9天采样。试验
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期间,每24h更换药液1次,定时投喂,采样前24h
禁食。养殖水温(23±2)℃,溶氧(6±0.5)mg/L,

pH值为7.5±0.5。

2)肝微粒体的制备。采用聚乙二醇提取法[6]制

备。解剖草鱼,立即取 肝 脏 组 织,用 预 冷 的 KCl-
H3PO4缓冲液(0.1mol/L,pH7.4,含 KCl0.15
mol/L)反复冲洗除净组织上血液,滤纸吸干,称质量,
加入1∶5冰浴的匀浆缓冲液(0.1mol/LTris-HCl,

pH7.4,含KCl0.15mol/L、EDTA1mmol/L、PMSF
0.1mmol/L),微量组织匀浆器匀浆,匀浆液在4℃
下10848r/min离心25min,取上清,加入质量分

数为50%的聚乙二醇,使终质量分数为8.5%,4℃
下12369r/min离心20min,弃去上清液,沉淀部

分即为微粒体。沉淀用 KCl-Tris-HCl缓冲液(pH
7.4)漂洗,再用匀浆器匀浆,加入质量分数为50%
的聚乙二醇至终质量分数为8.5%,重复离心后即

得微粒体组分。将微粒体用悬浮液(0.1mol/L
PBS,pH 7.4,含 KCl0.15 mol/L、甘 油 30%、

PMSF1mmol/L,EDTA1 mmol/L,DTT0.1
mmol/L)悬浮,每g组织加1mL悬浮缓冲液,分装

于冻存管中,-80℃冰箱中保存。所有操作都在

4℃以下进行。

3)肝微粒体蛋白 浓 度 测 定。以 Bradford法

进行。

4)甲醛标准曲线的制备。配制系列甲醛标准溶

液,浓度分别为0.00、0.005、0.01、0.02、0.03、

0.04、0.05mmol/L,采用Nash比色法,412nm处

测定吸光值。以D412nm值为纵坐标,甲醛浓度为横

坐标,绘制甲醛标准曲线。

5)红霉素 N-脱甲基酶活性法(ERND)测定

CYP3A活 性[5-7]。N-脱 甲 基 反 应 是 药 物 经 肝 脏

P450代谢酶代谢的一个共同途径,α-碳原子羟化,
之后甲醇胺中间产物分解释放出甲醛,Nash比色法

测定甲醛的生成量。反应体系选取CYP3A的特异

性底物———红霉素,反应温度为25℃,反应时间30
min。根 据 甲 醛 标 准 曲 线 计 算 CYP3A 酶 活 性

(nmol/(min·mg))。

6)另取10尾草鱼,取肝脏、肾脏、脾脏、肠、鳃、
脑,按 上 述 2)~5)步 骤 分 别 测 定 各 个 组 织 中

CYP3A的活性。
1.3 数据分析

用SPSS11.5软件,对试验数据进行统计分析,

One-WayANOVADuncan进行差异显著性检验。

2 结果与分析

2.1 曲线方程

以系列的牛血清白蛋白浓度为横坐标,D595nm

值为纵坐标绘制蛋白质标准曲线。当蛋白质量浓度

在0.1~0.8g/L时与D 值有良好的线性关系,其
最低 检 测 限 为0.1g/L。曲 线 方 程 和 相 关 系 数

见图1。

图1 牛血清白蛋白标准曲线

Fig.1 Standardcurveofbovineserumblbumin

  以系列甲醛浓度为横坐标,D412nm值为纵坐标

绘制甲醛标准曲线。当甲醛浓度在0.005~0.070
mmol/L时与D 值有良好的线性关系,其最低检测

限为0.005mmol/L。曲线方程和相关系数见图2。

图2 甲醛标准曲线

Fig.2 Standardcurveofformaldehyde
2.2 草鱼 CYP3A 的组织分布

通过对草鱼各组织中CYP3A活性的检测,发现

肝脏、鳃、肾脏、脾脏、肠、脑组织中都含有CYP3A,说
明CYP3A广泛分布于草鱼各组织中,但活性不同。
肝脏中活性最高,为0.837nmol/(min·mg),是其他

组织的2~4倍;其次为鳃(0.323nmol/(min·mg))、
肾脏(0.303nmol/(min·mg));再次为脾脏(0.227
nmol/(min·mg))、肠(0.215nmol/(min·mg)),最
后为脑(0.192nmol/(min·mg))。
2.3 氰戊菊酯对草鱼肝微粒体 CYP3A 活性的影响

  氰戊菊酯对草鱼肝微粒体CYP3A活性影响结

果见表1。可以看出:试验组CYP3A活性下降,染
毒1d 氰 戊 菊 酯 6μg/L 浓 度 组 就 显 著 下 降

(P<0.05),12 μg/L 浓 度 组 极 显 著 下 降

(P<0.01)。表明氰戊菊酯对草鱼肝微粒体CYP3A
活性起抑制作用,且随暴露时间的延长抑制作用增
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强,但抑制趋势减弱,在1~3d内抑制趋势最强。
抑制作用在各浓度组之间表现为高浓度组抑制作用

强,低浓度组抑制作用弱,但各浓度组之间差异不显

著(P>0.05)。
表1 氰戊菊酯对草鱼肝CYP3A活性的影响1)

Table1 TheeffectsoffenvaleratonhepaticCYP3Aactivityingrasscarp nmol/(min·mg)

组别 Group
暴露时间Exposedtime/d

1 2 3 6 9
0.0μg/L 0.827±0.049a 0.830±0.083a 0.822±0.059a 0.814±0.077a 0.809±0.028a
1.2μg/L 0.763±0.034a 0.555±0.014b 0.467±0.050b 0.377±0.028b 0.353±0.010b
6.0μg/L 0.733±0.032ab 0.571±0.023b 0.417±0.004b 0.358±0.061b 0.323±0.068b
12.0μg/L 0.649±0.028b 0.536±0.028b 0.409±0.036b 0.367±0.061b 0.253±0.021b
阳性对照Positivecontrol 0.356±0.022c 0.256±0.005c 0.230±0.046c 0.206±0.052c 0.186±0.017b
 1)表中同一列数据后,字母相同表示差异不显著(P>0.01),字母不同表示差异极显著(P<0.01)。Inthesamecolumn,thesame

lettershowsnodifference(P>0.01),thedifferentlettersshowverysignificanceofdifference(P<0.01).

3 讨 论

3.1 鱼类肝微粒体的提取及测定方法的选择

哺乳动物肝微粒体提取的常见方法有钙沉淀

法、聚乙二醇法、差速离心法,但鱼类肝微粒体的提

取方法研究较少。舒耀皋[6]研究表明差速离心法优

于聚乙二醇法,聚乙二醇法优于钙沉淀法,但测得

CYP450总活性、CYP3A活性差别甚微。差速离心

法虽然操作简单,但耗时较长,对离心机要求较高,
不适合一般实验室的需求。所以本文采用聚乙二醇

法提取肝微粒体。

CYP3A活性测定常用的方法有2种,一是体外

肝微粒体酶生化分析法[3,5-7],通过加入特异性的底

物红霉素,采用紫外或荧光分光光度计测定甲醛的

生成速率;二是体内探针药物代谢法[3,8],通过测定

CYP3A代谢的特异性底物(探针药)的消除速率来

反映CYP3A的活性,但要确信探针药物和要评价

的药物无反应、无相互作用。本试验采用特异性底

物红霉素、紫外分光光度计法,无论体外还是体内都

已被研究者[5-7]证明灵敏可靠、重复性良好,操作也

简便。笔者在前人研究的基础上优化了反应体系的

孵育温度,25℃孵育,减少了高温对酶系的损伤。
本试验得出草鱼肝药酶 CYP3A 的活性为0.837
nmol/(min·mg),远远高于张宁等[9]用氨基比林-
N-脱 甲 基 酶 测 得 的 草 鱼 CYP3A 活 性 (0.207
nmol/(min·mg))。
3.2 草鱼肝微粒体组织分布比较

Briubo曾证明鱼类的CYP450主要分布于肝、
肾和鳃,并且肝脏中的CYP450含量明显高于其他

组织[10]。本试验研究得出CYP3A活性在组织中的

含量从高到低为肝脏、鳃、肾脏、脾、肠、脑,肝脏中的

含量 是 其 他 组 织 的2.6~4.4倍,与 姜 蕾 对 鲤

CYP3A活性的组织分布高低顺序基本一致,但姜蕾

测得肝脏中的含量是其他组织的5~8倍[5],高于本

试验的结果。这可能是因为CYP3A活性在草鱼的

肝脏中活性比鲤低,CYP3A活性具有种的差异性的

原因。
本试验中CYP3A活性肝脏中最高,其次为鳃、

肾、脾等,可能与肝脏是药物代谢的主要场所有关;
可以推测药物等外源物质主要在鱼类的肝脏中代

谢,但鳃、肾、脾等组织也可能参与了部分代谢。
3.3 氰戊菊酯对草鱼肝微粒体 CYP3A 活性的影响

CYP3A是鱼类代谢大部分亲脂性有机化合物

的主要酶,而拟除虫菊酯类农药绝大多数属于高亲

脂性 杀 虫 剂。本 研 究 表 明 氰 戊 菊 酯 对 草 鱼 肝

CYP3A的活性起抑制作用,且随暴露时间的延长抑

制作用增强,这与贺锡雯等[11]以大鼠作为对象的研

究结果相反,他们的研究表明,氰戊菊酯对大鼠的

P450起诱导作用,因而可加快药物的消除,减少药

物在体内的积累,这也许是氰戊菊酯对鱼类高毒而

对哺乳动物低毒的原因之一。
氰戊菊酯对草鱼肝CYP3A活性的抑制必然导

致依赖该酶代谢的其他药物在体内的滞留,或药物

之间的相互作用可能导致临床治疗无效;药物残留

甚至会危害人类的健康。Vaccaro等[3]研究表明恩

诺沙星显著抑制黑鲈CYP3A的活性;姜蕾[5]得出

一定剂量的五倍子抑制肝微粒体CYP3A的活性,
在水产动物疾病防治中要谨慎使用此类药物。氰戊

菊酯对草鱼肝CYP3A活性的抑制提醒我们,在氰

戊菊酯存在的水体中,使用直接以原型药物发挥作

用的药物,会使药物的消除率降低,消除时间延长,
血药浓度增加,就要考虑适当减少药量;当使用的药

物以代谢产物的形式发挥作用,就要适当增加用量,
否则难以达到预期的疗效。
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EffectofFenvaleratonActivtityofHepaticCYP3AinGrassCarp
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Abstract TheCYP3Aactivityindifferenttissuesofgrasscarpandtheeffectoffenvaleratonthe
hepaticCYP3Aactivityhadbeenstudied.Therewerethreetestconcentrations,1.2,6.0,12.0μg/L,re-
spectively,ablankcontrol,andapositivecontrolofenrofloxacintostudytheeffectoffenvaleratonthe
hepaticCYP3Aactivtityingrasscarp.TheresultsshowedthatCYP3Aactivitywasdetectedinliver,

gill,kidney,spleen,intestineandbrain,withthehighestactivityinliver.Fenvaleratesignificantlyinhibi-
tedthehepaticCYP3Aactivityandthiseffectwasenhancedwiththeexposuretime.Theeffectwas
weakenafter3days.Therewerenosignificantdifferencesbetweenthetestgroups.Therefore,theclinical
useofthispyrethroid,especiallycombinationtherapyinaquacultureshouldbeincaution.
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