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SAM 肝细胞色素 P450 3A对衰老的作用
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摘要 　大鼠肝细胞色素 P450 含量与年龄相关的变化是由特异的细胞色素 P450 酶引起的。探讨衰老与细胞色素 P450 3A

(CYP3A)的活性是否有关 ,本文用红霉素 N - 脱甲基酶活性测定法分别检测了 SAM - R1 、SAM - P1 和 SAM - P8 三组衰老加

速鼠 (SAM)中肝微粒体细胞色素 P450 3A 的活性 ,每组动物分为 7wk、13wk、36wk 组。结果发现 SAM - P1 和 SAM - P8 组中

随年龄增长 ,CYP3A 的活性均降低。13wk 时 , SAM - P1 组 CYP3A 活性下降 3915 % ( t = 2. 525 , P < 0. 05) ; SAM - P8 组

CPY3A 活性下降约 4317 %( t = 2. 24 , P < 0. 05) ,36wk 与 13wk 组相比 ,SAM - P1 组 CYP3A 活性下降约 7113 %( t = 2. 84 , P

< 0 . 02) ,SAM - P8 组中降低约 62. 9 %( t = 3 . 21 , P < 0. 01) ,SAM - R1 组中 7 至 13wk 时降低约 1316 % ,13wk 至 36wk 降低约

3812 % , t = 2. 37 , P < 0. 05。提示细胞色素 P450 3A 对衰老有重要影响作用。
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Abstract 　Aging2related changes have been evaluated in hepatic cytochrome P450 content in rats by specific cy2
tochrome P450 enzymes. To determine whether senescence is concerned with CYP3A activity , the activities of

the SAM hepatic cytochrome P450 3A ( CYP3A) were quantified in vit ro as erythromycin N2demethylation in

microsomes prepared from SAM2R1 、SAM2P1 and SAM2P8 , respectively , at 7、13 and 36 weeks of age in every

animal group . We found CYP3A activity was decreased with advancing age in SAM2P1 and SAM2P8 . At 13

weeks of age , CYP3A activity was about 39. 5 % lower ( t = 2 . 525 , P < 0 . 05) in SAM2P1 and about 43. 7 %

lower ( t = 2 . 24 , P < 0 . 05) in SAM2P8 . Compared with 36 to 13 weeks of age these two groups , CYP3A activ2
ity was decreased approximately 71. 3 % ( t = 2 . 84 , P < 0 . 02) i n S A M2P1 and 62 . 9 % ( t = 3 . 21 , P < 0 . 01)

i n S A M2P8 . It w as no signif icant dif f erences f rom 7 to 13 weeks of age in S A M2R1 , but f rom 13 to 36

weeks of age , it w as decreased about 38 . 2 % ( t = 2 . 37 , P < 0 . 05) ) . Taken together , the data suggest that

CYP3A takes very important effect to senescence.
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　　衰老加速 (型) 鼠 ( senescence2accelerated mouse ,

SAM)是一种加速衰老的白鼠模型 ,是由日本 Takeda

等人成功研究制作。它包括衰老加速倾向型 ( senes2
cence2accelerated prone mouse , SAM2P) 和衰老加速

抵抗型 (senescence2accelerated resistant mouse , SAM2
R) ,后者显示正常年龄组特点。SAM2P 由 SAM2P1 、

SAM2P2 、SAM2P3 、SAM2P6 、SAM2P7 、SAM2P8 、SAM2

P9 、SAM2P10及 SAM2P11组成 ;SAM2R 则由 SAM2R1 、

SAM2R4 及 SAM2R5 组成。从幸存者、生长率及

Gompertzian 作用的结果来看 ,SAM2P 被认为是加速

衰老的年龄模型 (1) 。

细胞色素 P450 是肝脏混合功能氧化酶系
(MFO)的主要成份 ,在内源性和外源性化合物的生

物转化中起重要作用。大量研究已表明 ,随着年龄增
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长 ,大鼠中肝微粒体细胞色素 P450 的含量减少 (2) 。

药物动力学研究证实 ,某些药物如红霉素 ,由细胞色

素 P450 3A (CYP3A) 同工酶在氧化代谢中引起的红

霉素清除率随年龄增长而减少 (3) ,提示 CYP3A 的活

性随年龄的增长而降低 (4) 。本文主要目的是通过分

别测定细胞色素 P450 3A 在 SAM2R1 、SAM2P1 及

SAM2P8 肝微粒体中的活性 ,证实 SAM 肝细胞色素

P450 3A 的活性是否随年龄的增长而降低 ,探讨其对

衰老的作用。

材料与方法

1 　材料 :实验动物为衰老加速鼠 ( SAM) ,雄性 ,体重

100～150 克 ,实验分 SAM2R1 、SAM2P1 和 SAM2P8

三组 ,每组动物又分别分为存活期 7wk、13wk 和

36wk 组。SAM2R1 组中 7wk 鼠 5 只 , 13wk6 只 ,

36wk8 只 ; SAM2P1 组中 7wk、13wk 和 36wk 鼠分别

为 5、5 和 8 只 ; SAM2P8 组中各为 4、5 和 7 只。动物

均由日本京都大学胸部疾病研究所老化生物学教室

提供。红霉素和 NADPH 为日本和光纯药业株式会

社提供。

2 　方法

211 　肝微粒体制备 (5) :上述各组动物禁食 24h 后断

头处死 ,取出肝脏 ,放入试管内置于冰上。加 4 倍于

肝重的 0. 25M 蔗糖溶液制备匀浆 ,经 1000g 离心

10min ,4 ℃。将上清液收集于另一试管内置于冰上 ,

在上述沉淀中再加入 4 倍肝重的 0. 25mol 蔗糖溶液

搅拌均匀 ,同样离心速度、时间及条件制得上清液 ,收

集两次上清液于 4 ℃12000g 离心 15min ,再取上清液

于 400000g4 ℃离心 65min。取沉淀物用 0. 15mol

KCl 溶液制成匀浆 ,经 400000g 于 4 ℃离心 65min ,所得

微粒体用新鲜配制 0. 1mol Tris2HCl 缓冲液 (pH7. 4)稀

释 ,Lorry 法 (6)测定蛋白浓度。

212 　肝微粒体细胞色素 P450 3A 活性测定

用新鲜配制的 0. 1mol Tris2Hcl) 缓冲液 (p H7. 4)

稀释肝微粒体 ,使蛋白终浓度为 0. 7～1. 0mg/ ml ,如

此分别制备相同 2 份 ,取名为 A、B 两组。分别于 A、

B 组中加入新鲜配制的 0. 1mol 红霉素及 0. 1mol 半尿

素盐酸盐 ,使最终浓度分别为 1mmol 及 1. 25mmol ,再

用 A 组中加入新鲜配制的 0. 1mmol NADPH ,最终浓

度为 1mmol ;加 10 %三氯乙酸 100μl 中止B 组反应后

再加 0. 1mol NADPH ,最终浓度亦为 1mmol ,立即摇

匀 ,同时制配作为标准曲线的 C 组 ,分别制配浓度为

佳 0. 5mmol、1. 0mmol 及 2. 0mmolHCHO 液 ,取 104

倍稀释后的 HCHO 液各为 3μl、6μl、12μl ,分别加入

0. 1mol 半尿素盐酸盐 10μl ,10 %三氯乙酸 333μl 及

0. 1mol Tris2Hcl 缓冲液各为 654μl、651μl、645μl ,使

三个试管总量各为 1. 0ml。A、B、C 三组充分摇匀置

室温 30min 后 ,A 组加 10 %三氯乙酸 100μl 中止反

应 ,立即摇匀 ,A、B、C 组全部 2500r/ min 离心 10min

以沉淀蛋白。取上清液 200μl ,按 Nash (7) 法测定代谢

产物甲醛生成量。再根据标准曲线求出肝微粒体细

胞色素 P450 3A 的活性 (μmol/ min/ mg) 。

结 　果

在 SAM2R1 、SAM2P1 及 SAM2P8 组中肝微粒体

细胞色素 P450 3A 活性的年龄变化见表 1 和图 1。

表 1 　SAM 肝微粒体中 CYP 3A活性的年龄变化

年龄
(周)

　
SAM - R1

CYP 3A 活性
(μmol/ min/ mg)

SAM2P1

　
SAM2P8

7
13
36

0. 3422 ±0. 020 (5)

0. 2955 ±0. 054 (6)

0. 1825 ±0. 039 (8)

0. 2974 ±0. 084 (5)

0. 1800 ±0. 061 (5)

0. 0516 ±0. 021 (8)

0. 2392 ±0. 058 (4)

0. 1346 ±0. 018 (5)

0. 0499 ±0. 015 (7)

�x ±s�x ,n = ( 　)

图 1 　SAM 肝微粒体中 CYP 3A 活性年龄变化的比较

从表 1 和图 1 中可见 ,随年龄增长 ,CYP3A 活性

分别于 SAM2P1 和 SAM2P8 组中均有明显降低。在

SAM2P1 组中发现 , CYP3A 活性在 13wk 时下降约

3915 % ,经 t 检验 , t = 2. 525 , P < 0 . 05 , 13wk 至

36wk 下降约 7113 % , t = 2 . 84 , P < 0 . 02 ; SAM2P8

组 CYP3A 活性在 13wk 时下降约 4317 % , t = 2 . 24 ,

P < 0 . 05 ,13wk 至 36wk 时下降约 62. 9 % , t = 3 . 21 ,

P < 0. 01 ;SAM2R1 组 CYP3A 活性则亦在 13wk 时降

低约 13. 6 % , 13wk 至 36wk 降 低 约 38. 2 % ,

t = 2. 37 , P < 0105。
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讨 　论

细胞色素 P450 3A 是 Selye 等 1971 年发现的一

种细胞色素 P450 亚族 (8) ,目前至少已发现有 6 个不

同的个体基因。该酶具有大环内脂类抗生素的脱甲

基酶活性 (9) ,与这类抗生素的代谢及其药理、药效作

用关系密切 ,肝中药物的清除率可随年龄增加而降

低 (10 ,11) 。其中红霉素是肝 CYP3A 特异的酶解

物 (12 ,13) ,它在肝中的清除率随年龄增加而降低 (3) 。

Watkins(11)等人近年研究表明 ,服用 [ 14 C —红霉素

后测定呼出的14 CO2 含量的方法是对测量肝免疫反

应 CYP3A 的含量及肝微粒体中的红霉素 N - 脱甲

基酶活性的一种特异的且又可再生的非侵害性的测

量方法。新的 CYP3A 非侵害试验有力说明了红霉

素 N - 脱甲基酶作用是由独特的 CYP3A 同工酶完

成的 (14) 。已有研究表明大鼠的年龄对外源生物代谢

的影响集中于肝微粒体中酶的含量及其活性与年龄

有关变化方面的研究 (2 ,15 - 16) ,肝微粒体的细胞色素

P450 含量降低 (2) 或不变 (15) 已有报导。Leakey 等报

道 ,对比 2 个月大的年轻成鼠 ,在衰老的 22 个月雄性

fischer 鼠中 ,肝微粒体细胞色素 P450 选择性同工酶

中有的活性降低 (如 2B1 ,2B2 ,2C11及 2E1) ,也有的活

性增高 (如 2A1 ,睾酮 5α- 还原酶) (16) 。与此相反 ,有

关年龄对混合功能氧化率的影响作用在大鼠肝中的

研究资料是有限的。与年轻雄性 fischer 鼠相比 ,衰

老雄性 fischer 鼠孤立肝细胞中可见 p - 硝基茴香醚

的 O - 脱甲基作用降低 41 %(17) ,其原因可能是由于

NADPH 供应量变化所致。近年研究表明 ,衰老成鼠

中肝微粒体蛋白的产量比年轻成鼠降低约 10 % ,这

与其它一些关于在雄鼠中肝微粒体细胞色素 P450

的含量随着年龄增长而降低的报道一致 (18) 。

本实验研究证实 ,在 SAM2R1 、SAM2P1 和 SAM2
P8 中 ,CYP3A 的活性均随着年龄增长而降低 ,这与

本文前面提到的药物动力学研究结果是一致的 (3) ,

其中在 SAM2P1 和 SAM2P8 中降低显著 ,这与 SAM2
P1 和 SAM2P8 是具有加速衰老的特征 ,而 SAM2R1

是具有正常年龄的特点相符合 (1) 。目前认为衰老加

速鼠 (SAM) 是研究有关年龄影响作用、衰老机制及

其防治的一种确实有效的动物模型。本实验提示

CYP3A 对衰老有重要影响作用 ,这一发现对今后深

入研究有关衰老的机理和防治均有一定参考价值。
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