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摘要：本研究以中药黄芩苷为受试药物，研究其在不同剂量和作用时间下对牙鲆（Paralichthys olivaceus）肝CYP1A酶活

性和基因表达的影响。采用体内实验，将黄芩苷按低（50 mg/kg·d）、中（100 mg/kg·d）、高（200 mg/kg·d）3个剂量分别

口灌牙鲆，连续给药，并分别于给药3 d、6 d、9 d后取样，测定CYP1A酶活性。结果表明，较空白组而言，给药3 d，黄芩苷

各剂量组鱼肝中EROD酶（CYP1A标志酶）活性没有明显变化（P>0.05）；给药6 d，高剂量组的EROD酶活性极显著增加

（P<0.01），中剂量组的则显著增加（P<0.05）；给药9 d，高、中剂量组的EROD酶活性均极显著增加（P<0.01），低剂量组的

EROD酶活性显著增加（P<0.05），且黄芩苷对该酶的诱导作用与剂量和药物作用时间均呈正相关。半定量RT-PCR结

果表明，各药物剂量组的CYP1A基因表达水平都发生了上调，且这种表达上调的幅度同CYP1A酶的活性一样，随给药时

间和剂量的增加而加强，提示黄芩苷作为诱导剂对CYP1A酶活性的作用机制可能与调控CYP1A的转录水平有关。［中
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细胞色素P450酶（CYP450）是混合功能氧化酶

系中最重要的一族，参与众多药物在动物体内的生

物转化，CYP1A是其中主要的一个亚族，可催化多

种药物的代谢，与许多前致癌物和前毒物的代谢活

化有关［1］，其活性高低可直接影响药物的治疗效果

和毒性效应，同时，药物、环境污染物等诸多外界因

素也可对其活性产生诱导或抑制作用，影响其活性。

鱼类也具有P450酶，水产养殖中所用到的药物在鱼

体内的生物转化同样也是通过该酶起作用的，其中

CYP1A普遍存在于所检测的鱼类中［2］，也是鱼类中

研究最多的一个家族，其主要用作生物标志物，应用

于环境毒理学研究中［3-4］，通过观测环境物质对其

活性的影响来指示环境污染，但是针对于与水产药

物直接相关的药理学研究却很少。

黄芩苷（Baicalin）是从唇形科植物黄芩（Scutellaria 

baicalensis Georigi）的干燥根中提取的一种黄酮类化

合物，是黄芩中的有效成分之一，具有保肝、利胆、抗

菌消炎等多种药理作用［5］。由于其具有低毒、低污染

和不易产生耐药性等优点，已逐渐应用于水产养殖业

中鱼类细菌性疾病的防治。近年来，国内外开展了黄

芩苷对鱼类肝功能及免疫机能方面影响的免疫学研

究［6］，但是对鱼类药物代谢酶CYP450的影响及药物

相互作用的研究还属空白，鉴于此，本研究选取牙鲆

（Paralichthys olivaceus）为试验动物，研究黄芩苷在不同

药物剂量及药物作用时间下对CYP1A酶活性及基因

表达的影响，旨在探讨黄芩苷对CYP1A的影响及作用

机制，以指导水产临床配伍用药，减少因药物相互作

用而导致的药物不良反应，发挥药物的最大疗效。
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1  材料与方法

1.1 材料

1.1.1　实验动物 健康牙鲆购自青岛茂余水产养殖有

限公司，体质量（106±6.5）g，饲养于中国水产科学研究

院黄海水产研究所鳌山卫实验基地，水温（24±1） ℃，

充气。实验前暂养2周，每日投喂不含药物的配合饲

料，实验前1天及实验期间停止投喂。

1.1.2　引物 根据已有牙鲆CYP1A cDNA序列，以

Primer Premier 5.0软件设计特异性扩增引物，用于扩

增牙鲆β-actin基因（作为内参照基因）的1对引物则

参照文献［7］（表1）。引物合成和cDNA序列测定均

委托上海生工生物工程技术服务有限公司完成。

表1　牙鲆CYP1A以及内参β-actin基因cDNA的扩增引物
Tab. 1　Primers used for amplification of Paralichthys olivaceus CYP1A and β-actin cDNA 

cDNA 正向引物（3 ′ -5 ′）
Forward primer（3 ′ -5 ′）

反向引物（3 ′ -5 ′）
Reverse primer（3 ′ -5 ′）

预期产物大小 /bp
Product size

β-actin F0：TGGCATCACACCTTCTACAAC R0：CTGCATCTCCTGCTCAAAGTC 429
CYP1A F1：GCTACGACCACGACGAT R1：CTCTGGGTAAGCCACAAG 398

1.1.3　药品和试剂 黄芩苷药粉购自青岛胶南市科

奥植物制品有限公司，含量85%。1-苯基-2-硫脲

（PTU）（98%）、7-羟基-3-异吩 唑酮（Resorufin，RF）、

7-乙氧基-3-异吩 唑酮（Ethoxyresorufin，ERF）购

于Sigma公司；乙二胺四乙酸二钠（EDTA-Na2）、α-苯

甲磺酰氟（PMSF）（99%）、考马斯亮兰均为Amresco产

品；1，4-二硫苏糖醇（DTT）（99.5%）为Merck产品，还

原型辅酶（NADPHNa4）（99.9%）、牛血清白蛋白均为

Roche产品；Trizol试 剂为Invitrogen公司产品；dNTPs

和DNA Marker DL2000为TaKaRa公司产品；Taq DNA 

聚合酶为博日公司产品；oligo-（dT）18 和DEPC购自

上海生工生物工程公司；RNasin、First Strand cDNA 

Synthesis Kit（M-MLV）和琼脂糖为Promega公司产品；

其他化学试剂均为国产分析纯。

1.2 实验方法

1.2.1　实验设计 将88尾体质量（106±6.5）g的禁

食过夜的暂养牙鲆随机分为4组，分别为对照组、低

剂量组（黄芩苷50 mg/kg体质量）、中剂量组（黄芩

苷100 mg/kg体质量）、高剂量组（黄芩苷200 mg/kg

体质量）。每日口灌给药1次，每次1 mL。对照组则

以等体积0.9%生理盐水口灌。连续给药，并于给药

3 d、6 d、9 d后将鱼处死，迅速取出肝脏分成两部分，

一部分用于肝S9（肝匀浆液的去线粒体上清液）的

制备，以测定酶活，一部分用于提取RNA，并立即放

入液氮中保存备用。

1.2.2　肝S9制备 采用沈钧等［8］的方法并加以改进，

肝组织用4℃的PBS（pH 7.4）缓冲液反复冲洗，尽可能

彻底除去血细胞，用滤纸吸去多余液体称重，并按1∶5

（W/V）的比例加入冰冷的匀浆缓冲液（0.1 mol/L pH 7.4 

PBS，含1 mmol/L EDTA-Na2，1 mmol/L PMSF，1 mmol/L 

PTU，0.1 mmol/L DTT，15%甘油），将肝脏剪成细小碎

块，转入预冷的手动玻璃匀浆器制成匀浆，然后用1

层已被PBS缓冲液湿润过的纱布过滤后，将肝匀浆在

4 ℃下用10 000 g离心30 min，上清液用2层已被PBS

缓冲液湿润过的纱布过滤，将漂浮的脂类物质除去，

即制成S9，分装于冻存管中，置于液氮中保存备用。

1.2.3　蛋白含量的测定 参照文献［9］的方法稍加

改进后进行测定，以系列浓度的牛血清白蛋白为横

坐标，OD值为纵坐标，进行线性回归，制备牛血清白

蛋白标准曲线并求得牛血清白蛋白线性回归方程。

将待测样本稀释20倍，取稀释后样本0.1 mL，其余

同标准曲线制备步骤，依据线性回归方程计算待测

样本中蛋白含量。

1.2.4　7-乙氧基异吩唑酮-脱乙基酶（EROD）活性

测定 

（1） 7-羟基-3-异吩 唑酮（RF）标准曲线的制备

用改进的文献［10］方法测定，反应在黑色96

孔酶 标板中进行，在板中依次 加入0 µL、0.15 µL、

0.3 µL、0.9 µL、3 µL、6 µL的RF标 准 液，并 用 甲 醇

补 充 至6 µL，使 其 终 浓 度 分 别 为0.012 5 µmol/L、
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0.025 µmol/L、0.075 µmol/L、0.25 µmol/L、0.5 µmol/L，

再加入90 µL的25%甘油-PBS缓冲液、30 µL的ERF

（终 浓 度 为50 mmol/L）、15 µL的NADPH（终 浓 度 为

1 mmol/L），22 ℃培养箱温孵10 min后，加入60 µL的

乙腈，并静置15 min后用荧光酶标仪进行荧光强度

的测定，激发和发射波长分别为535 nm和580 nm，每

个样本均为8个复孔。以系列浓度的RF为横坐标，

荧光强度为纵坐标，绘制RF标准曲线。

（2） EROD活性测定

用 改 进 的 文 献［10］方 法，反 应 体 系 为： 25% 

甘油-PBS缓冲液（样品板中90 µL，空白样板中为

105 µL）、S96 µL、ERF 30 µL、NADPH 15 µL（空白样

板不加），22℃培养箱温孵10 min后，加入60 µL的乙

腈，并静置15 min后用荧光酶标仪进行荧光强度的

测定，每个样本均为8个复孔。根据标准曲线计算

RF浓度，计算EROD活性［pmol/（min·mg）］，以1 mg

蛋白在1 min内的RF生成量表示。

1.2.5　RNA的提取和cDNA第一链的合成 称取

50 mg肝组织样品放入研钵，加液氮研磨成粉，趁液

氮尚未发挥发完时，将粉末迅速转至1.5 mL的已加

入1 mL Trizol液的离心管中，并按Trizol试剂说明书

提取总RNA，RNA沉淀用DEPC水溶解，用核酸定

量仪测定260 nm和280 nm处的光吸收值，检测RNA

的产量和纯度，以1×MOPS作为电泳缓冲液，用1% 

琼脂糖凝胶进行RNA非变性电泳检测RNA的完整

性。取等量（2 µg）的RNA，按照M-MLV说明书反转

录肝组织的总RNA，合成cDNA第一链。

1.2.6　PCR扩增 以1.2.5合 成 的cDNA为 模 板，

PCR扩增反应总体积为20 µL，反应体系为10×PCR 

buffer（含15 mmol/L MgCl2）2.0 µL，dNTPs （2.5 mmol/L）

1.0 µL，Forward primer （10 µmol/L）1.0 µL，Reverse 

primer （10 µmol/L） 1.0 µL，cDNA （50 ng/µL） 1.0 µL，dd 

H2O 13.8 µL，Taq DNA聚合酶（5 U/µL） 0.2 µL。

将样品放入Eppendorf PCR仪中进行PCR扩增，反

应程序为： 94 ℃预变性5 min；循环条件为94 ℃ 30 s、

59.8 ℃（扩增β-actin为53.1 ℃）30 s和72 ℃ 40 s，共

28个循环；最后在72℃延伸10 min。扩增完成后，在

2.0% 的琼脂糖凝胶上以120 V恒定电压进行电泳，

采用凝胶成像系统对电泳产物进行拍照。

1.2.7　扩增产物电泳条带的定量分析 通过Quantity 

Oone 4.5软件对扩增产物电泳条带进行定量分析。

1.3 统计分析

实验数据通过SPESS13.0软件的ANOVA方法进

行显著性分析，结果以平均值±标准差（x±SD）表示。

2  结果与分析

2.1 酶活的测定结果

2.1.1 标准曲线 以系列浓度的牛血清白蛋白为横

坐标，OD595 值为纵坐标，得标准曲线的线性回归方

程为Y=0.608 8X-0.002 2，R2
=0.998 3。

以荧光强度为纵坐标，RF浓度为横坐标绘制

标准曲线，其线性回归方程为Y=1271 5X+268.31，

R2
=0.996 7。 

2.1.2　不同黄芩苷剂量及作用时间对牙鲆EROD

酶活性的影响 从图1可知，各药物处理组对EROD

酶活性的影响与药物作用时间有关，其中，低剂量

组的EROD活性随着药物作用时间的延长而缓慢

增加，在给药9 d后显著高于空白组（P<0.05）；中、

高剂量组的EROD活性则持续稳定上升，其中，中剂

量组在给药6 d后的EROD活性与空白组相比较显

著增加（P<0.05），9 d的则极显著增加（P<0.01），高

剂量组在给药6 d和9 d的EROD活性均极显著增

加（P<0.01）。在同一测定时间，3个黄芩苷给药组的

EROD活性由高到低依次为：高剂量组、中剂量组、

低剂量组。给药6 d，低剂量组、中剂量组、高剂量组

活性分别增加了23.57%、65.54%、76.80%；给药9 d，

低、中、高剂量组活性则分别增加了45.42%、70.59%、

89.99%。此结果说明，黄芩苷对牙鲆EROD酶具有

诱导作用，且这种诱导作用与黄芩苷的剂量及作用

时间有关，呈现剂量-效应和时间-效应关系。

2.2 肝脏中CYP1A基因表达水平

2.2.1　不同黄芩苷剂量及作用时间对牙鲆肝CYP1A 

mRNA水平的影响 由图2可见，取等量肝脏组织

RNA进 行RT-PCR半 定 量 后，各 实 验 组 均 有CYP1A 
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mRNA的表达，光密度分析表明，给药3 d时低、中、

高剂量组的CYP1A/β-actin比值分别比对照组增加了

3.13%、6.25%与12.5%；给药6 d后，低、中、高剂量组

的CYP1A/β-actin比值分别比对照组增加了11.43%、

60%与71.43%；给药9 d后，低、中、高剂量组的CYP1A/

β-actin比值分别比对照组增加了44.44%、69.44%与

91.76%，可知黄芩苷各实验组的CYP1A表达水平随

用药时间和剂量的增加而升高，这与前面黄芩苷对

CYP1A酶（EROD酶）活性的影响结果基本一致。

3  讨论

3.1 中草药对CYP1A酶活性的作用

CYP1A是重要的CYP450酶之一，可催化多种药

物的代谢。当今中草药在世界范围推广的同时，越来

越多的临床和药理研究表明，许多中草药（包括其单

体成分、代谢物、复方等）可对CYP1A产生诱导或抑

制作用，从而引起自身和其他药物的药代动力学的变

化。如刺五加（Acanthopanax senticosus）、黄芩的黄酮成

分汉黄芬素分别对大鼠、小鼠肝CYP1A1和CYP1A2

的活性具有抑制作用［11-12］，葛根（Pueraria lob）中分离

出的葛根素却诱导CYP1A1和CYP1A2的活性［13］，大

蒜抑制CYP1A2的作用，降低CYP1A2底物的口服清

除率［14］，贯叶连翘（Hypericum perforatum L.）提取物则

可诱导CYP1A2,从而加速人体茶碱等药物的代谢，降

低了常规剂量的治疗效果［15-16］，本研究发现，黄芩苷

对牙鲆肝CYP1A具有诱导作用，这与侯艳宁等［17］在

小鼠中的研究结果是基本相符的。

对照组  Control group

低剂量组  Low dose group

中剂量组  Middle dose group

高剂量组  High dose group
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图1　黄芩苷给药剂量和给药时间对牙鲆EROD酶活性的影响
*表示与对照组相比差异显著（P<0.05），**表示差异极显著（P<0.01）.

Fig. 1　Effects of baicalin dose and administration time on EROD activity in Paralichthys olivaceus
*means significant difference compared with control group （P<0.05）；** means extremely significant difference compared with control group （P<0.01）.

图2　黄芩苷给药剂量与给药时间对牙鲆CYP1A mRNA表达的影响
Fig. 2　Effects of baicalin dose and administration time on relative CYP1A mRNA level in Paralichthys olivaceus
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3.2 黄芩苷对牙鲆CYP1A酶活性的影响

中草药对CYP450的作用与药物剂量密切相关［18］。

施 畅 等［19］分 别 用125 mg/（kg·d）、750 mg/（kg·d）、

4 500 mg/（kg·d）的复方丹参滴丸连续灌胃处理大鼠

5 d后，发现在4 500 mg/（kg·d）的剂量时，对大鼠肝

脏CYP2B1/2有轻度诱导作用，而在125 mg/（kg·d）、

750 mg/（kg·d）剂量时 则无 诱 导 作 用；姜 蕾［20］按

10 mg/（kg·d）、25 mg/（kg·d）、40 mg/（kg·d）的 剂 量

连续给鲤（Cyprinus carpio）注射五倍子（Galla chinensis）

提取液后发现，五倍子对CYP3A的抑制作用与药物

剂量有关，药物剂量越高，抑制作用越大，呈现出明

显的剂量-效应关系。本实验在研究黄芩苷对牙鲆

CYP1A影响时也发现了这种剂量影响作用的现象，

牙鲆连续用药6 d后，黄芩苷对CYP1A的诱导作用

由高到低依次为：高剂量组、中剂量组、低剂量组。

有研究表明，中草药的给药次数，也能够显著

影响中药对CYP450的诱导或抑制作用，如唐江芳

等［21］观察了五倍子提取液给药3 d、7 d和10 d后对

鲫（Carassius aumtus）肝微粒体CYP3A的影响，发现

其对CYP3A的抑制作用可随给药次数的增加而增

强，呈时间-效应关系。本实验也发现，黄芩苷对给

药3 d、6 d和9 d后的牙鲆的CYP1A的诱导作用也有

这种效应关系。另外，本实验中也发现，给药3 d，各

剂量组的黄芩苷对牙鲆的各CYP1A酶活性没有明

显变化，这可能是由于黄芩苷作为中药，机体对其吸

收代谢较慢，发挥药效所需的时间较长有关。

黄芩苷可使CYP1A的标志酶EROD活性升高，

说明它们对CYP1A有诱导作用，揭示了当黄芩苷与

CYP1A酶的底物药物合用时，很可能会发生药物的

相互作用，应适当调整用量，避免发生不良反应。由

于CYP1A主要参与许多前致癌物和前毒物的代谢

活化，而黄芩苷对CYP1A酶的这种诱导作用在一定

程度上可能会增加水体中一些前毒物和前致癌物的

活化，从而增加这些有害物质对鱼体的损害，所以对

鱼类使用黄芩苷时应予以考虑这些因素。

3.3 黄芩苷对牙鲆CYP1A 基因表达的影响

研究表明，许多化合物诱导CYP450的机制是以

某种方式激活结构基因，在细胞核内通过DNA的转

录而诱导1种特异mRNA，mRNA通过翻译在细胞浆

内诱导各种酶蛋白掺入内质网和核膜内，使得新生

的CYP450催化底物活性比原来的CYP450强，从而

加速对进入体内药物的代谢作用，改变其药理活性，

形成水溶性高的代谢产物排出体外［22］。

目前，关于中草药对CYP1A mRNA表达的影响

在哺乳动物中已有报道，如吴宁等［23］研究了漏芦

（Rhaponticum uniflorum）对大鼠CYP1A1酶活性及其

mRNA水平的影响，指出漏芦抑制大鼠CYP1A1酶活

性的机理可能是通过抑制CYP1A1基因表达，减少酶

蛋白合成，从而降低酶活性。刘树民等［24］研究黄药

子与当归（Angelica sinensis）配伍对大鼠肝脏CYP1A2

基因表达的影响，指出黄药子和当归在CYP1A2基

因的转录水平发挥作用，提示黄药子可能通过诱

导P450酶系的CYP1A2基因表达，导致肝中毒。关

于中草药对鱼类的CYP1A的表达影响国内外还未

见到相关报道，现有研究主要是环境毒理学领域关

于环境污染物对其表达的诱导方面的研究，如，林

茂［25］研究指出，β-萘黄酮可能通过刺激CYP1A的

表达，增加细胞中的CYP1A蛋白含量，从而在转录

以及转录后水平上影响CYP1A依赖的EROD酶活。

本研究则从药理学出发，研究了不同黄芩苷剂量及

作用时间对CYP1A表达的调控，发现该药物对牙鲆

CYP1A的表达可随剂量及作用时间的增加而增强，

呈现出剂量-效应和时间-效应关系，这与前述所得

到的CYP1A酶活性随剂量和作用时间的变化趋势

是基本一致的，推测黄芩苷对牙鲆CYP1A的诱导机

制可能也是通过诱导CYP1A基因表达水平，从而增

加蛋白合成升高酶活性。
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Effects of baicalin on activity and mRNA expression of CYP1A in liver 
of flounder，Paralichthys olivaceus
HAN Hua1，2，LI Jian2， LI Jitao2，ZHANG Zhe2

（1. College of Fisheries and Life Science，Shanghai Ocean University，Shanghai 201306，China；2. Key Laboratory of Sustainable 
Utilization of Marine Fishery Resources of the Ministry of Agriculture，Yellow Sea Fisheries Research Institute，Chinese Academy of 
Fishery Sciences，Qingdao 266071，China）

Abstract：This study investigated the effects of baicalin on activity and gene expression of CYP1A in liver 

of flounder，Paralichthys olivaceus. Fish were fed with baicalin at doses of 50 mg/（kg·d） （low dose group），

100 mg/（kg·d） （middle dose group） and 200 mg/（kg·d） （high dose group）. Group fed with saline was set as 

control. EROD（the marker enzyme of CYP1A） activities and gene expression of each group were measured on day 

3，day 6 and day 9. Results on enzyme activity showed that the three experimental groups had no obvious change 

on EROD activities after 3 days compared with control group （P<0.05）. On day 6，high dose group had extremely 

significant increase （P<0.01），while the middle dose group had significant increase （P<0.05） in EROD activity 

compared with control group. On day 9，EROD activities of high dose group and middle dose group both increased 

extremely significantly （P<0.01），while that of low dose group increased significantly（P<0.05）. Results of semi-
quantitative RT-PCR showed that CYP1A expression of all experimental groups was up-regulated，and the up-
regulation extent was positively correlated with administration time and the dose of baicalin，which was identical 

with the result of CYP1A activity. It was indicated that the baicalin as an inducer could stimulate CYP1A expression 

to increase the protein transcription and the enzyme activity.［Journal of Fishery Sciences of China，17（5）：1121-

1127］
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