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氢溴酸槟榔碱体内对大鼠肝脏 CvmOB表达的影响及其机制研究=
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摘= =要：目的= =研究氢溴酸槟榔碱对大鼠肝脏细胞色素 mQRM=O_（CvmO_）表达的影响及其调控机制。方法= = tistar雄性大

鼠连续 ig氢溴酸槟榔碱（Q、OM、NMM=mgLkg）T=d，iCJjpLjp法检测肝脏 CvmO_活性，testern=blotting法检测肝脏 CvmO_NLO、
组成型雄甾烷受体（CAo）及核内 CAo蛋白表达量，定量荧光 mCo检测肝脏 CvmO_N= mokA表达量。结果= =氢溴酸槟榔

碱对大鼠肝脏 CvmO_蛋白的表达没有明显影响，但对肝脏 CvmO_N= mokA表达的诱导作用随剂量增加而增强，对 CvmO_
活性的诱导作用随剂量增加而减弱。此外，给药后肝细胞核内 CAo 蛋白量增加，但肝细胞总 CAo 蛋白的量无明显变化。

结论= =氢溴酸槟榔碱体内通过促进 CAo向核内转移，诱导了大鼠肝脏 CvmO_活性，且对 CvmO_的调控主要发生在转录水

平，也可能存在翻译后修饰。=
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In=vivo=effect=of=arecoline=hydrobromide=on=rat=hepatic=CvmOB=expression=and=its=
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AbstractW=lbjective= = qo=study=the=effect=of=arecoline=hydrobromide= EAeF=on=rat=hepatic=CvmO_=expressionLactivityI=as=ïell=as=the=
underlying=regulation=mechanism=in=vivoK=jethods= = After=oral=administration=of=Ae=EQI=OMI=and=NMM=mgLkgLdF=to=rats=for=T=consecutive=
daysI= the= hepatic= CvmO_= activity= ïas= detected= by= iCJjpLjp= methodI= the= protein= levels= of= hepatic= CvmO_I= total= CAoI= and=
endonuclear=CAo=ïere=detected=by=testern=blottingI=and= the=hepatic=CvmO_N=mokA=level=ïas=detected=by=realJtime=mCoK=oesults= =
Ae=treatment=had=no=effect=on=rat=hepatic=CvmO_=protein=levelI=but=the=hepatic=CvmO_N=mokA=level=ïas=doseJdependently=increasedK=
AdditionallyI=although=the=hepatic=CvmO_=activity=ïas=induced=by=Ae=treatmentI=the=induction=ïas=ïeakened=ïith=the=dose=increase=of=
AeK=curthermoreI=the=protein=content=of=hepatic=endonuclear=CAo=ïas=increased=ïhile=the=total=CAo=protein=remained=unchanged=
folloïing=Ae=treatmentK=Conclusion= = Ae=induces=rat=hepatic=CvmO_=by=promoting=nuclear=translocation=of=CAoK=qhe=regulation=of=
Ae=on=rat=hepatic=CvmO_=largely=involve=transcriptional=activation=of=the=geneI=partially=involve=the=postJtranslational=modification=of=
CvmO_=proteinK=lur=results=also=suggest=that=the=risk=of=metabolic=interaction=could=be=existed=ïhen=the=substrate=drugs=of=CvmO_=are=
administered=in=betelJquid=used=humanK=
hey=wordsW=arecoline=hydrobromideX=liverX=CvmO_X=CAo=proteinX=drug=metabolism=enzyme=
=

槟榔是棕榈科（malmae）植物槟榔 Areca=catechu=
iinnK=的干燥成熟种子，位居我国四大南药（槟榔、

益智、砂仁、巴戟）之首，是 RQ种棕榈科植物中唯

一含生物碱的植物。槟榔嚼块是仅次于烟草、酒精

和咖啡因的世界第 Q种被广泛使用的嗜好品。嚼食

槟榔与口腔癌、肥胖、糖尿病、高血压、高脂血症、

肝硬化和肝细胞癌等相关xNJOz，这与槟榔所含的主要

生物碱成分可诱导 akA 分子单链断裂，姊妹染色

单体交换频率与基因突变密切相关xPJQz。槟榔碱是槟

榔所含的主要生物碱，占干质量的 MKNB～MKRBxRz。=
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近年来国内外众多学者对槟榔碱药理、毒理等方面

进行了深入研究，发现槟榔碱对口腔黏膜xSz、神经

系统xTz、内分泌系统xUJNMz、生殖细胞xNNz等均存在一

定毒副作用。此外，槟榔碱还能导致广泛的肝脏代

谢影响，诱导肝脏代谢酶活性升高xNOJNQz。=
CvmO_S 是人体一个重要的药物代谢酶，参与

了许多药物、毒物及内源性神经递质的代谢清除。

大鼠与人 CvmO_S基因高度同源的是 CvmO_NLOxNRz。
研究表明，大鼠、小鼠肝脏中 CvmO_活性的升高，

与肝纤维化及肝肿瘤形成有密切关系xNSJNTz。前期研

究表明，氢溴酸槟榔碱在大鼠体内代谢产生了 Q个
f相代谢物和 O个 ff相代谢物xNUz，且氢溴酸槟榔碱

短期给药诱导了大鼠肝脏 CvmO_NLO活性xNQz。但氢

溴酸槟榔碱体内对大鼠肝脏 CvmO_NLO的调控机制

目前尚不清楚。本实验研究氢溴酸槟榔碱 ig给药对

大鼠肝脏 CvmO_NLO表达的影响及其机制，为阐明

槟榔碱的毒性及药物相互作用提供参考。=
N= =材料=
NKN= =实验动物=

pmc级 S周龄tistar雄性大鼠，体质量 OMM～
ORM= g，购自湖北省实验动物研究中心，许可证号

pCuh（鄂）OMNRJMMNU。=
NKO= =药品与试剂=

氢溴酸槟榔碱（pigma，美国）；安非他酮、羟

基安非他酮（Cayman=Chemical，美国）；qofzol试
剂（fnvitrogen，美国）；msac膜（millipore，美国）；

蛋白酶抑制剂 cocktail（ooche，瑞典）；ofmA裂解

液、超敏 bCi化学发光试剂盒（碧云天生物技术公

司，南京）；_CA蛋白测定试剂盒（qhermo=pcientific，
美国）；小鼠抗 βJactin 单克隆抗体、兔抗组成型雄

甾烷受体（CAo）单克隆抗体（panta=Cruz，美国）；

小鼠抗 CvmO_NLO单克隆抗体（Abcam，美国）；兔

抗 iamin=_抗体（武汉博士德生物工程有限公司）；

山羊抗小鼠/兔辣根过氧化物酶标记二抗（hmi，美

国）；定量 mCo引物（punny，上海）；逆转录试剂

盒及 pv_o= qmCo= jix（qoyobo，日本）；kbJmbo
核蛋白提取试剂盒（qhermo=cisher，美国）。=
NKP= =主要仪器=

UMQM 型高效液相色谱质谱联用仪（岛津，日

本）；组织匀浆器（fhA，德国），核酸蛋白测定仪

（eppendorf，德国）；Ccu= Connectqj实时荧光定量

mCo 仪（_ioJoad，美国）；avvJSC 型电泳仪、

avCJQMA型垂直电泳槽及 avCJQMA型电转仪（北

京六一生物科技有限公司）。=
O= =方法=
OKN= =实验动物分组与给药=

雄性tistar大鼠随机分为氢溴酸槟榔碱（溶解

于生理盐水中）低、中、高剂量［Q、OM、NMM=mgLEkg·dF］
组和对照组（等体积生理盐水），每组 S 只。饲养

温度保持在 OM～OR=℃，相对湿度在 QMB～TMB，
自由取食、进水，昼夜交替时间为 NO=hLNO=h。给药

前大鼠禁食 NO=h，每天于同一时间 ig给药（给药体

积小于 OKM=mi），连续给药 T=d。末次给药后 N=h颈
椎脱臼处死大鼠，取肝脏组织，用预冷生理盐水冲

洗后擦干，液氮中保存备用。=
OKO= =荧光定量 mCo检测肝脏组织CvmOBN=mokA
的表达=

每只大鼠取肝组织约 NMM=mg，按 qofzol试剂盒

说明书分别提取总 okA，用 MKTB的琼脂糖凝胶电泳

检测总 okA的完整性，用分光光度法检测 OSM= nm
和 OUM=nm处吸光度比值检测总okA的纯度。取 O=μg=
okA按逆转录试剂盒说明书逆转录成 cakA，ckaA
再经实时荧光定量mCo扩增检测CvmO_N=mokA的

表达量。定量 mCo 引物序列如下，大鼠 dAmae：
正向 R’JAdddCqdCCqqCqCqqdqdACJP’，反向

R’JqdddqAdAAqCAqACqddAJ= ACAqdqAdJP’；
大鼠CvmO_N：正向R’JAAdCACAdddCCACCqqAJ=
dACJP’，反向 R’JAAdCACAdddCCACCqqAdJ=
ACJP’。定量mCo实验条件为VQ=℃变性NR=s，RUKQ=℃
退火 PM=s，TO=℃延伸 PM=s，PU个循环，反应体系为

OM=μi。基因表达水平采用 O−ΔΔCt法计算xNVz。=
OKP= =testern= blotting 检测肝脏组织 CvmOB 和细

胞内总 CAo蛋白的表达=
取适量（约 NMM=mg）肝组织加入 UMM=μi裂解

液中冰浴匀浆，离心取上清，用 _CA 试剂盒检测

蛋白量。取 SM= μg蛋白样品经 papJmAdb（NMB分
离胶与 RB浓缩胶）后转移到 msac膜上，经 RB脱

脂奶粉封闭 NKR= h后与一抗（小鼠抗 βJactin单克隆

抗体，小鼠抗 CvmO_NLO 单克隆抗体，兔抗 CAo
单克隆抗体，用一抗稀释液按 N∶N=MMM稀释）Q=℃
孵育过夜。用 q_pq洗涤后加二抗（用脱脂牛奶按

N∶R=MMM稀释）PT=℃温孵 N=h，再用 q_pq洗涤，

加超敏 bCi化学发光液，经显影、定影后，根据扫

描条带的大小与强度分析各蛋白的表达情况。=
OKQ= =testern=blotting检测细胞核内CAo蛋白的表达=

取 OM=mg大鼠肝组织，用 m_p洗涤后，RMM×g
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离心 R=min，弃上清，按照核蛋白提取试剂盒说明书

进行如下操作：加入预冷的 Cbo=f=OMM=μi，匀浆，剧

烈涡旋 NR= s，于冰上静置 NM= min，然后加入预冷的

Cbo=ff=NN=μi，涡旋 R=s，冰上静置 N=min，再涡旋 R=s，
NS=MMM×g离心 R=min，弃上清，沉淀用预冷的kbo=
NMM=μi溶解。剧烈涡旋 NR=s，冰上静置 NM=min，再涡

旋 NR=s，静置 NM=min，如此 QM=min（Q次）。NS=MMM×g
离心 NM=min取上清，即为核蛋白溶液。用 _CA试剂

盒检测蛋白的量，取 SM= μg 蛋白样品经 papJmAdb
（NMB分离胶与 RB浓缩胶）后转移到 msac膜上，用

RB脱脂奶粉封闭NKR=h后与一抗（兔抗iamin=_抗体，

用一抗稀释液按N∶QMM稀释；兔抗CAo多克隆抗体，

用一抗稀释液按 N∶N= MMM稀释）Q=℃孵育过夜。用

q_pq洗涤后加二抗（用脱脂牛奶按 N∶R=MMM稀释）

PT=℃温孵 N= h，再用 q_pq洗涤，加超敏 bCi化学

发光液，经显影、定影后，根据扫描条带的大小与强

度分析核内 CAo的表达情况。=
OKR= = iC-jpLjp法检测 CvmOB=NLO活性=

采用 CaClO沉淀低速离心法分别制备每只大鼠

的肝微粒体（oij），并用 _CA法测定 oij中蛋

白量。以安非他酮的羟基化作用表示 oij 中

CvmO_NLO 活性（即每毫克微粒体蛋白每分钟催化

探针底物产生的代谢物量）xNUz。=
OKS= =统计学分析 

= = = =采用 AklsA统计学软件，数据以 ±x s表示，

组间差异采用 t检验。=
P= = =结果=
PKN= =对大鼠肝脏 CvmOB表达与活性的影响=

连续给大鼠 ig=Q、OM、NMM=mgLkg氢溴酸槟榔碱

T=d后，定量荧光 mCo检测大鼠肝脏 CvmO_N=mokA
的表达量，结果见图 N，testern=blotting检测大鼠肝

脏 CvmO_NLO的蛋白表达量结果见图 O。结果表明，

与对照组相比，给药后肝脏 CvmO_N=mokA的表达

量有剂量依赖性上调趋势（m＜MKMR）；对大鼠肝脏

CvmO_NLO的表达量无明显影响（m＞MKMR）；对大鼠

肝脏 CvmO_NLO活性的诱导作用随剂量增大而减弱，

对照组及氢溴酸槟榔碱低、中、高剂量组 CvmO_的

相对活性分别为（NMMKM±ORKT）B、（NSVKR±OPKU）B
（m＜MKMN）、（NRNKQ±NNKO）B（m＜MKMN）、（NONKS±
NOKP）B（m＞MKMR）。=
PKO= =对大鼠肝脏总 CAo 及核内 CAo 蛋白表达水

平的影响=
大鼠肝脏细胞内总CAo与核内CAo的蛋白表=

=

= = = = = = = = = = =
=

与对照组比较：Gm＜MKMR=
Gm Y=MKMR=vs=control=group=

图 N= =氢溴酸槟榔碱对大鼠肝脏CvmOBN=mokA表达的影响=
E x±sI=n=Z=SF=
cigK=N= =bffect=of=Ae=on=CvmOBN=mokA=expression=in= liver=
tissue=of=rats=E x±sI=n=Z=SF=
=

= = = = = = = = = = = = = = =

= = = = = = = = = = = =
=

图 O= =氢溴酸槟榔碱对大鼠肝脏 CvmOB 蛋白表达的影响=
E x±sI=n=Z=SF=
cigK=O= =bffect=of=Ae=on=CvmOB=protein= expression= in= liver=
tissue=of=rats=E x±sI=n=Z=SF=

达量结果见图 P。结果表明，氢溴酸槟榔碱给药后，

胞内总 CAo蛋白表达量较对照组几乎无变化；核内

CAo的蛋白表达量呈明显的上调趋势（m＜MKMR）。=
Q= =讨论=

CvmO_S 是重要的外源性毒物代谢酶之一，参

与代谢杀虫剂（如甲氧滴滴涕）、前致癌物（如黄

曲霉毒素 _N、烟草中的亚硝胺类物质），以及抗肿

瘤药物（如环磷酰胺、异环磷酰胺）的活化xOMz，其

活性可以被许多外源性物质诱导xONJOSz。外源物对大

鼠肝脏CvmO_NLO和小鼠肝脏CvmO_VLNM的转录激

活是通过 CAo的核移位实现的xOTJOUz，CAo受体由=
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=
图 P= =氢溴酸槟榔碱对肝细胞总 CAo= EAF=及肝细胞核内=
CAoEBF=蛋白表达的影响E x±sI=n=Z=SF=
cigK= P= =bffect= of=Ae= on= protein= expression= of= hepatic= total=
CAo=EAF=and=hepatic=cell=intranucleus=CAo=EBF=E x±sI=n=Z=SF=

胞浆向核内转移被认为是诱导 CvmO_ 转录的起始

步骤xOVz，CAo在核内与维甲酸 u受体 ouo形成异

二聚体 CAoJouo，然后异二聚体结合到 CvmO_基

因上游的苯巴比妥反应增强原件 m_obj上，启动

CvmO_ 基因的转录xPMz。本研究表明，给大鼠连续

ig氢溴酸槟榔碱（Q、OM、NMM=mgLkg）T=d后，肝脏

中 CvmO_N= mokA 表达水平与 CvmO_NLO 活性上

调，肝细胞核内 CAo蛋白量增加，且肝脏总 CAo
蛋白量不变，结果表明，氢溴酸槟榔碱对大鼠肝脏

CvmO_的诱导作用类似于苯巴比妥及其类似物，也

是通过 CAo的核移位实现的。=
本研究还发现，氢溴酸槟榔碱对大鼠肝脏

CvmO_= mokA 表达及酶活的诱导作用存在相反的

剂量关系，即 CvmO_N=mokA的表达量随氢溴酸槟

榔碱的给药剂量增加而增加，而酶活性虽被诱导，

但却随给药剂量增加而减弱。另外，氢溴酸槟榔碱

给药对肝脏 CvmO_NLO蛋白表达量无明显影响，提

示槟榔碱对肝脏 CvmO_NLO的调控可能存在翻译后

修饰和L或 okA转运和/或 mokA降解，具体是何

种原因导致的，将在接下来的实验中做进一步探

究。对于 CvmO_ 酶活上调而蛋白的量无变化，可

能是槟榔碱增加了底物与 CvmO_的亲和力。=
本研究表明，低剂量（Q=mgLkg）氢溴酸槟榔碱

是大鼠肝脏 CvmO_ 活性的诱导剂，提示槟榔咀嚼

嗜好者在接受 CvmO_ 底物治疗时，存在一定的代

谢相互作用风险。=
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