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昆明种小鼠细胞色素氧化酶 ＣＹＰ１Ａ基因表达的昼夜节律变化
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　　摘要：目的　探究昆明种小鼠细胞色素氧化酶１Ａ１（ＣＹＰ１Ａ１）的昼夜节律、性别差异以及对肝毒物毒
性变化的影响。方法　昆明小鼠在环境控制的 ＳＰＦ饲养室内适应性饲养２周后，于０６：００，１０：００，１４：
００，１８：００，２２：００和次日０２：００处死取肝，用逆转录 ＰＣＲ方法检测 ２４ｈ内核激素孤儿受体 α（Ｒｅｖ
ｅｒｂα），时钟基因（Ｐｅｒ）１，Ｐｅｒ２和ＣＹＰ１Ａ１，ＣＹＰ１Ａ２及其调控核受体基因ＡｈＲ的表达。另取小鼠于６：００和
１８：００ｉｐ给予对乙酰氨基酚５００ｍｇ·ｋｇ－１，１２ｈ后检测血清中丙氨酸转氨酶（ＡＬＴ）和天冬氨酸转氨酶（ＡＳＴ）
活性。结果细胞色素氧化酶基因ＣＹＰ１Ａ１，ＣＹＰ１Ａ２及其调节基因ＡｈＲ在１８：００左右表达最高，且雌鼠的
表达高于雄鼠，在６：００左右表达最低，表达峰谷差为４～７倍，其节律变化的差异与Ｒｅｖｅｒｂα，Ｐｅｒ１，Ｐｅｒ２
的节律差异大致相符。与此节律相对应，对乙酰氨基酚引起的肝毒性在１８：００给药高于６：００给药。结论
　昆明种小鼠细胞色素氧化酶ＣＹＰ１Ａ１基因表达存在昼夜节律及性别差异，该差异可影响肝毒物如对乙酰
氨基酚的代谢和毒性。
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　　细胞色素 Ｐ４５０（ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＰ４５０，ＣＹＰ）是
以还原态与ＣＯ结合后在４５０ｎｍ处具有最高吸收
峰的含血红素的单链蛋白质。９０％以上药物和毒
物代谢都要通过肝微粒体酶 ＣＹＰ，因此 ＣＹＰ活性
差异会造成其催化的许多代谢和药理毒理效应的差

异［１］。昼夜节律是多种生物行为和生理水平周期

性波动的现象，而昼夜节律产生和维持的分子基础

是时钟基因的节律性表达［２］。最新发现表明，昼夜

节律在生物学和药理学的研究中极为重要，尤其是

细胞色素氧化酶的节律。时钟基因调控下的 ＣＹＰ
能够随着机体昼夜活动而变化，是时辰药理学研究

的一个重要部分。对昆明小鼠血液中 ｃＡＭＰ和
ｃＧＭＰ含量昼夜节律的变化［３］及光周期对其昼夜

节律的影响的研究已有报道［４］，但对其细胞色素氧

化酶昼夜节律却未见报道，故本研究主要通过检测
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芳香烃受体（ａｒｙｌｈｙｄｒｏｃａｒｂｏｎｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＡｈＲ）介
导的ＣＹＰ１Ａ１和 ＣＹＰ１Ａ２基因在昆明小鼠肝中昼
夜表达的变化，来探讨 ＣＹＰ１Ａ１节律的变化、性别
差异及其对肝毒物毒性作用的影响。

１　材料与方法

１．１　药品、试剂和仪器
对乙酰氨基酚，购自美国 Ｓｉｇｍａ公司，临用时

用蒸馏水配成 ５００ｍｇ·ｋｇ－１。Ｔｒｉｚｏｌ和 Ｐｏｗｅｒ
ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ，购自美国 ＴａｋａＲａ
公司；ＲＮＡ纯化试剂盒，购自上海华舜生物技术有
限公司；ＨｉｇｈＣａｐａｃｉｔｙＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅＫｉｔ，
购自美国 ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公司；丙氨酸转氨酶
（ａｌａｎｉｎｅａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＡＬＴ）测定试剂盒和天冬
氨酸转氨酶（ａｓｐａｒｔａｔｅａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＡＳＴ）测定
试剂盒，购自南京建成生物工程研究所。

荧光定量ＰＣＲ仪，为美国ＢｉｏＲａｄ公司产品。
多功能梯度 ＰＣＲ仪，为德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司产品。
ＴＵ１８１０紫外可见分光光度计，为北京普析通用仪
器有限责任公司产品。ＫＤＬ２０４４低速冷冻离心
机，为科大创新股份有限公司产品。

１．２　动物
６８只昆明小鼠，６周龄，体质量１８～２２ｇ，雌雄
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各半，由重庆第三军医大大坪医院动物中心提供，动

物许可证号：ＳＣＸＫ（渝）２００７０００５。饲养于遵义
医学院ＳＰＦ程控环境，光照１２ｈ～１２ｈ交替，给予
充分自由饮水、进食，观察活动，毛色，二便，适应性饲

养两周后进行实验。动物许可证号：ＳＹＸＫ（黔）
２０１１００４。
１．３　逆转录 ＰＣＲ法检测时钟基因和 ＣＹＰ１Ａ１，
ＣＹＰ１Ａ２和ＡｈＲ的表达

为了确定昆明小鼠ＣＹＰ１Ａ和ＡｈＲ的时间节律
性，本实验首先检测时钟蛋白基因（ｐｅｒｉｏｄｐｒｏｔｅｉｎ，
Ｐｅｒ）１，Ｐｅｒ２，核激素孤儿受体（Ｒｅｖｅｒｂａｌｐｈａ，
Ｒｅｖｅｒｂα）的昼夜节律。小鼠４８只，雌雄各半，随机
分为１２组，每组４只。在 ２４ｈ内分别于 ０６：００，
１０：００，１４：００，１８：００，２２：００及次日０２：００处死取
肝。取５０～１００ｍｇ肝组织置于１ｍｌＴｒｉｚｏｌ中匀
浆，按试剂盒要求提取和纯化总 ＲＮＡ。纯化的
ＲＮＡ测其 Ａ２６０／Ａ２８０值，检测其纯度和浓度。采用
ＨｉｇｈＣａｐａｃｉｔｙＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅＫｉｔ逆转录纯
化的ＲＮＡ，所得ｃＤＮＡ利用特异引物（表１）进行实
时定量ＰＣＲ扩增，反应条件参照试剂盒说明书进行。
利用β肌动蛋白对各基因的表达进行归一化处理来
表示目的基因的相对表达量（％）。

Ｔａｂ．１　Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓｆｏｒｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
（ＲＴ）ＰＣＲ
Ｇｅｎｅ Ｐｒｉｍｅｒ Ｌｅｎｇｔｈ／ｂｐ

βＡｃｔｉｎ Ｆ：５′ＴＧＡＣＣＧＡＧＣＧＴＧＧＣＴＡＣＡＧ３′ ８４

Ｒ：５′ＧＧＧＣＡＡＣＡＴＡＧＣＡＣＡＧＣＴＴＣＴ３′

ＡｈＲ Ｆ：５′ＡＣＣＡＧＡＡＣＴＧＴＧＡＧＧＧＴＴＧＧ３′ １１４

Ｒ：５′ＣＴＣＣＣＡＴＣＧＴＡＴＡＧＧＧＡＧＣＡ３′

ＣＹＰ１Ａ１１ Ｆ：５′ＴＧＣＣＣＴＴＣＡＴＴＧＧＴＣＡＣＡＴＧ３′ ８３

Ｒ：５′ＣＡＣＧＴＣＣＣＣＡＴＡＣＴＧＣＴＧＡＣＴ３′

ＣＹＰ１Ａ１２ Ｆ：５′ＧＡＣＡＴＧＧＣＣＴＡＡＣＧＴＧＣＡＧ３′ ８３

Ｒ：５′ＧＧＴＣＡＧＡＡＡＧＣＣＧＴＧＧＴＴＧ３′

Ｐｅｒ１ Ｆ：５′ＡＣＣＡＧＧＴＣＡＴＴＡＡＧＴＧＴＧＴＧＣ３′ １３０

Ｒ：５′ＣＴＣＴＣＣＣＧＧＴＣＴＴＧＣＴＴＣＡ３′

Ｐｅｒ２ Ｆ：５′ＣＣＴＡＣＡＧＣＡＴＧＧＡＧＣＡＧＧＴＴＧＡ３′ ９４

Ｒ：５′ＴＴＣＣＣＡＧＡＡＡＣＣＡＧＧＧＡＣＡＣＡ３′

ＲｅｖＥｒｂα
（Ｎｒ１ｄ１）

Ｆ：５′ＧＴＧＡＡＧＡＣＡＴＧＡＣＧＡＣＣＣＴＧＧＡ３′
Ｒ：５′ＴＧＣＣＡＴＴＧＧＡＧＣＴＧＴＣＡＣＴＧＴＡＧ３′

１２６

ＡｈＲ：ａｒｙｌｈｙｄｒｏｃａｒｂｏｎｒｅｃｅｐｔｏｒ；Ｐｅｒ：ｐｅｒｉｏｄｐｒｏｔｅｉｎ；ＲｅｖＥｒｂα：
ｎｕｃｌｅａｒｒｅｃｅｐｔｏｒ．

１．４　对乙酰氨基酚不同时段给药后血清中ＡＬＴ和
ＡＳＴ的检测

另取１．２小鼠 ２０只，雌雄随机分为 ４组，在
２４ｈ内分加别于６：００和１８：００时ｉｐ给予对乙酰氨
基酚５００ｍｇ·ｋｇ－１，１２ｈ后断头取血。上述全血经
１５６６×ｇ离心１５ｍｉｎ后取上清，采用ＡＬＴ测定试剂盒

、ＡＳＴ测定试剂盒测定血清中的ＡＬＴ和ＡＳＴ活性。
１．５　统计学分析

实验结果数据采ｘ±ｓ表示。采用 ＳＰＳＳ１３．０
软件进行单因素方差分析，组间比较用ＬＳＤ检验。

２　结果

２．１　时钟基因Ｐｅｒ１，Ｐｅｒ２和ＲｅｖｅｒｂαｍＲＮＡ在
小鼠肝中的昼夜节律变化

Ｐｅｒ１，Ｐｅｒ２和ＲｅｖｅｒｂαｍＲＮＡ在昆明小鼠肝
中的表达具有明显的昼夜节律波动，并且具有雌雄

差异。图１可见，Ｐｅｒ１ｍＲＮＡ雌性表达高峰约位于
１８：００时，雄性约位于２２：００时，其表达低谷均约位
于１０：００时，雌性和雄性谷值与峰值相差分别为２９
和２０倍。Ｐｅｒ２ｍＲＮＡ雌性表达在１８：００时左右达
到高峰，１４：００时表达最低，其峰谷值相差 ２３倍；
雄性表达低谷较雌性提前４ｈ，而高峰却较雌性晚

Ｆｉｇ．１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰｅｒ１（Ａ），Ｐｅｒ２（Ｂ）ａｎｄＲｅｖ
ｅｒｂα（Ｃ）ｍＲＮＡｉｎｌｉｖｅｒｏｆｍｉｃｅｂｙＲＴＰＣＲ．Ｆｏｒｔｙｅｉｇｈｔ
ｍｉｃｅｗｅｒｅａｎｅｓｔｈｅｔｉｚｅｄａｎｄｌｉｖｅｓｗｅｒｅｃｏｌｌｅｃｔｅｄａｔ６：００，１０：００，
１４：００，１８：００，２２：００ａｎｄ２：００．ｘ±ｓ，ｎ＝４．
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４ｈ，其峰谷值相差 ９倍。雌性和雄性 Ｒｅｖｅｒｂα
ｍＲＮＡ表达高峰均约位于１４：００时，表达低谷也同
在６：００时；雌性最低值与峰值相差３４７倍，雄性相
差７１７倍。由图２可见，在严格控制光照、食物的
ＳＰＦ级动物饲养条件下，昆明种小鼠肝的时钟基因
表达显示明显的昼夜节律变化，类似于其他哺乳类动

物具有节律性。且以雄性 Ｐｅｒ１，Ｐｅｒ２和 Ｒｅｖｅｒｂα
ｍＲＮＡ表达峰值（１．９０±０．３８，８．８０±１．７１，２９．５±
２．７６）为基准，雌性Ｐｅｒ１和Ｐｅｒ２表达均明显高于雄
性（Ｐ＜０．０５）。

Ｆｉｇ．２　 ＳｅｘｖａｒｉａｔｉｏｎｏｆＰｅｒ１，Ｐｅｒ２ａｎｄＲｅｖｅｒｂα
ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｌｉｖｅｒｓｏｆｍｉｃｅ．ＳｅｅＦｉｇ．１ｆｏｒｍｉｃｅ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ．ＴａｋｅｔｈｅｐｅａｋｏｆＰｅｒ１，Ｐｅｒ２ａｎｄＲｅｖｅｒｂαｉｎｍａｌｅａｓ
１００．ｘ±ｓ，ｎ＝４．Ｐ＜０．０５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍａｌｅｇｒｏｕｐ．

２．２　ＡｈＲ，ＣＹＰ１Ａ１和 ＣＹＰ１Ａ２ｍＲＮＡ在小鼠
肝中的昼夜节律变化

如图３所示，ＣＹＰ１Ａ１和ＣＹＰ１Ａ２及其调节基
因 ＡｈＲ的ｍＲＮＡ节律性表达明显，ＣＹＰ１Ａ１和
ＣＹＰ１Ａ２ｍＲＮＡ表达存在明显的性别差异。在检测
的六个时间点中，ＡｈＲｍＲＮＡ雌雄表达高峰均约位
于１８：００时；而低谷时间点分别为６：００时，２：００
时。雌、雄最低值与峰值相差 ６倍。ＣＹＰ１Ａ１和
ＣＹＰ１Ａ２ｍＲＮＡ表达高峰雌雄一致位于１４：００时，
表达低谷同位于６：００时。ＣＹＰ１Ａ１ｍＲＮＡ峰谷值
雌性相差 ４倍，雄性相差２９倍；雌性 ＣＹＰ１Ａ２
ｍＲＮＡ最低值与峰值相差３倍，雄性相差５倍。由
图 ４可见，昆明种小鼠的 ＡｈＲ，ＣＹＰ１Ａ１和
ＣＹＰ１Ａ２ｍＲＮＡ均呈明显的昼夜节律变化，且与时
钟基因 Ｐｅｒ１，Ｐｅｒ２和 ＲｅｖｅｒｂαｍＲＮＡ的节律性
一致，并存在着性别差异。以 ＡｈＲ，ＣＹＰ１Ａ１，
ＣＹＰ１Ａ２ｍＲＮＡ表达峰值雄性（２．５±０．２９，１０．６±
０．８４，３８４．１±６３．７）作为基准，雌性 ＣＹＰ１Ａ１和
ＡｈＲ表达均明显高于雄性（Ｐ＜０．０５）。
２．３　对乙酰氨基酚在不同时间点给药对血ＡＬＴ和
ＡＳＴ活性的影响

图５结果显示，于６：００时给予过量对乙酰氨
基酚，其ＡＬＴ和ＡＳＴ均已超过正常值，升至５８．８

Ｆｉｇ．３　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＡｈＲ（Ａ），ＣＹＰ１Ａ１（Ｂ）ａｎｄ
ＣＹＰ１Ａ２（Ｃ）ｍＲＮＡｉｎｌｉｖｅｒｏｆＫｕｎｍｉｎｇｍｉｃｅ．ＳｅｅＦｉｇ．１
ｆｏｒｍｉｃｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ．ｘ±ｓ，ｎ＝４．

Ｆｉｇ．４　 　 ＳｅｘｖａｒｉａｔｉｏｎｏｆＡｈＲ，ＣＹＰ１Ａ１，ＣＹＰ１Ａ２
ｍＲＮＡｉｎｌｉｖｅｒｏｆｍｉｃｅ．ＳｅｅＦｉｇ．１ｆｏｒｍｉｃｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ．Ｔａｋｅｔｈｅ
ｐｅａｋｏｆＡｈＲ，ＣＹＰ１Ａ１ａｎｄＣＹＰ１Ａ２ｉｎｍａｌｅａｓ１００．ｘ±ｓ，ｎ＝４．
Ｐ＜０．０５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍａｌｅｇｒｏｕｐ．

和１８２．２Ｕ·Ｌ－１。再于１８：００时给予等量的对乙酰
氨基酚，与６：００相比较，小鼠血清中 ＡＬＴ和 ＡＳＴ
均明显升高（Ｐ＜０．０５），其检测值变化为３５９．８和
４４９．６Ｕ·Ｌ－１，损伤程度明显加重，且与 ＣＹＰ１Ａ２
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ｍＲＮＡ表达相一致。

Ｆｉｇ．５　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｐａｒａｃｅｔａｍｏｌｏｎｓｅｒｕｍ ａｌａｎｉｎｅａｍｉｎ
ｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ（ＡＬＴ）ａｎｄａｓｐａｒｔａｔｅａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ
（ＡＳＴ）ａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓｉｎＫｕｎｍｉｎｇｍｉｃｅ．Ｐａｒａｃ
ｅｔａｍｏｌ５００ｍｇ·ｋｇ－１ｗａｓｉｐｇｉｖｅｎ２０ｍｉｃｅａｔ６：００ａｎｄ１８：００，ｒｅ
ｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ａｎｄｈｅｐａｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙｗａｓｅｖａｌｕａｔｅｄ１２ｈｌａｔｅｒｂｙｓｅｒｕｍ
ｅｎｚｙｍｅａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ．ｘ±ｓ，ｎ＝５．Ｐ＜０．０５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅ
ｓａｍｅｅｎｚｙｍｅａｔ０６：００．

３　讨论

时钟基因昼夜节律也影响其他基因的表达［５－６］。

而时钟基因的节律性表达构成了昼夜节律产生和维

持的分子基础。在昼夜不同时间点分别给予动物相

同剂量的药物可能产生不同的吸收、分布、代谢和排

泄过程，导致其药效、药代动力学、毒性均具有明显的

昼夜节律差异［７］。本实验揭示了昆明小鼠基因

ＣＹＰ１Ａ１及其调控基因ＡｈＲ存在的明显昼夜节律，
并与时钟基因Ｐｅｒ１，Ｐｅｒ２和Ｒｅｖｅｒｂα节律性一致，
且此变化影响对乙酰氨基酚对小鼠肝毒性。

研究表明，ＡｈＲ及相应的核受体存在着节律变
化，且这种变化受到时钟基因 Ｐｅｒ１和 Ｐｅｒ２的影
响［８］，ＡｈＲ在野生型小鼠的肺中表达具有明显的
２４ｈ节律，而在时钟基因 Ｃｌｋ／Ｃｌｋ缺失的小鼠中却
不具备节律性［９］，说明时钟基因参与 ＡｈＲ和
ＣＹＰ１Ａ１的昼夜节律调节。另一方面，在小鼠肝中
受到激活的ＡｈＲ能改变Ｐｅｒ１的节律，提示了 Ｐｅｒ１
基因与ＡｈＲ的相互作用［１０］。本实验结果显示，在

昆明小鼠肝中ＡｈＲ与时钟基因 Ｐｅｒ１和 Ｐｅｒ２的表
达的一致性，同在１８：００达到高峰。

ＡｈＲ通过与多环芳烃和多卤化烃结合后，进而
影响Ⅰ相代谢酶 ＣＹＰ１Ａ１的表达［１１］。ＣＹＰ１Ａ１亚
族包括 ＣＹＰ１Ａ１与 ＣＹＰ１Ａ２。ＣＹＰ１Ａ１可能通过
某种物质对 ＡｈＲ存在反馈调节，ＣＹＰ１Ａ１与
ＣＹＰ１Ａ２存在着相互作用，通过雌激素受体介导
ＣＹＰ１Ａ２可以影响 ＣＹＰ１Ａ１的表达［１２］。本实验结

果显示，昆明小鼠肝中 ＣＹＰ１Ａ１，ＣＹＰ１Ａ２与 ＡｈＲ
基因表达高峰并不在同一时间点上，但都在下午到

傍晚时表达最高，这与 Ｚｈａｎｇ等［１３］关于药物代谢

基因表达研究的报道相一致。

多环芳烃经ＣＹＰ１Ａ１代谢而致癌，主要致癌靶
器官为肺和皮肤。ＣＹＰ１Ａ２参与许多前致癌物和
前毒物的代谢活化，生成亲电性很强的中间产物或

终产物，造成细胞损害或诱导凋亡［１４］。有研究显

示，在Ｐｅｒ１，Ｐｅｒ２和Ｐｅｒ１／Ｐｅｒ２缺失的小鼠中，经
四氯二苯并二英诱导的 ＣＹＰ１Ａ１在乳腺及肝中
的表达基本上没有节律性变化，而且其表达量要比

正常小鼠要低［１５］，提示时钟基因参与 ＣＹＰ１Ａ１表
达的调控。因此推测时钟基因影响下的 ＡｈＲ和
ＣＹＰ１Ａ１的变化节律可能会引起某些药物的肝毒
性变化。对乙酰氨基酚在体内主要经由 ＣＹＰ２Ｅ１
和ＣＹＰ１Ａ１代谢。过量服用对乙酰氨基酚，其代谢
的毒性产物Ｎ乙酰对苯醌亚胺耗尽肝细胞内谷胱
甘肽，继而与细胞内含电子基团共价结合，破坏细胞

膜的完整性及细胞器的功能，并最终导致肝细胞损

伤甚至死亡［１６］。本实验昆明小鼠血清中 ＡＬＴ和
ＡＳＴ检测结果表明，对乙酰氨基酚在１８：００时肝毒
性高于６：００时。提示了在不同时间点给予过量的对
乙酰氨基酚，其毒性大小可能随着 ＣＹＰ１Ａ１的节律
变化而改变。

时钟基因隐色素（ｃｒｙｐｔｏｃｈｒｏｍｅ１）（Ｃｒｙ１）和
Ｃｒｙ２的调控与 ＣＹＰ４５０酶的表达的性别差异有关
［１７］。本实验观察中发现，正常昆明种小鼠肝 ＡｈＲ
和ＣＹＰ１Ａ１ｍＲＮＡ表达存在性别差异，然而其具体
机制需要进一步研究。综上所述，昆明小鼠基因

ＣＹＰ１Ａ１及其调控基因ＡｈＲ存在的明显昼夜节律，
且此变化影响了对乙酰氨基酚对小鼠肝毒性。
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