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摘 要 目的：初步探讨奥拉米特预防抗结核药物性肝损伤（ATB-DILI）的可能机制。方法：将60只昆明小鼠随机分为空白组、模

型组、阳性对照组[甘草酸二铵60 mg/（kg·d）]和奥拉米特低、中、高剂量组[80、160、320 mg/（kg·d）]，每组10只。除空白组外，其余

各组小鼠均灌胃异烟肼[75 mg/（kg·d）]+利福平[75 mg/（kg·d）]14 d以复制ATB-DILI模型。与此同时，各给药组小鼠灌胃相应药

液，空白组和模型组小鼠灌胃生理盐水，给药体积均为20 mL/（kg·d），每天给药1次，连续给药14 d。每天观察并记录小鼠生长发

育、精神状态、饮食等一般情况。末次给药后，计算其肝指数，以苏木精-伊红（HE）染色法观察小鼠肝组织病理学改变，采用链霉

抗生物素蛋白-生物素-过氧化物酶复合物（SABC）免疫组化法检测其肝组织中高速泳动族蛋白B1（HMGB1）、核因子κB（NF-κB）

的阳性表达情况，采用酶联免疫吸附法检测其血清中肝功能指标水平和肝组织中晚期糖基化终末产物受体（RAGE）、肿瘤坏死因

子α（TNF-α）的表达情况。结果：与空白组比较，模型组小鼠生长发育迟缓，食欲、精神等差，肝指数和血清中总胆红素、直接胆红

素、丙氨酸转氨酶、天冬氨酸转氨酶、碱性磷酸酶（ALP）、总胆汁酸（TBA）、γ-谷氨酰转肽酶水平均显著升高（P＜0.05）；肝小叶结构

紊乱，肝细胞变性、坏死，并伴炎症细胞浸润；肝组织中HMGB1、NF-κB、RAGE、TNF-α的表达均显著增强（P＜0.05）。与模型组比

较，奥拉米特低、中、高剂量组和阳性对照组小鼠的一般情况均有不同程度好转，肝指数和上述血清指标均显著降低（P＜0.05），肝

组织病理学变化均有不同程度改善，肝组织中HMGB1、NF-κB、RAGE、TNF-α的表达均显著降低（P＜0.05），且奥拉米特高剂量组

上述指标改善效果均显著优于奥拉米特低、中剂量组（P＜0.05），ALP、TBA水平显著低于阳性对照组（P＜0.05）。结论：奥拉米特

能够预防异烟肼联合利福平所致的小鼠 ATB-DILI，其机制可能与下调肝组织 HMGB1和 RAGE 蛋白表达、抑制炎症因子分泌

有关。
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Study on the Prevention Mechanism of Anti-tuberculosis Drug-induced Liver Injury with Orazamide

Based on HMGB1-RAGE Signaling Pathway

HE Ling，TANG Jian，PENG Zhongtian（Dept. of Infectious Diseases，the First Affiliated Hospital，Hengyang

Medical School，University of South China，Hunan Hengyang 421001，China）

ABSTRACT OBJECTIVE： To preliminarily investigate the possible mechanism of orazamide to prevent anti-tuberculosis

drug-induced liver injury（ATB-DILI）. METHODS：A total of 60 Kunming mice were randomly divided into blank group，model

group，positive control group [diammonium glycyrrhizinate 60 mg/（kg·d）]，orazamide low-dose，medium-dose and high-dose

groups [80，160，320 mg/（kg·d）]，with 10 mice in each group. Except for blank group，other groups were given isoniazid [75

mg/（kg·d）]+rifampicin [75 mg/（kg·d）] for 14 days intragastrically to induce ATB-DILI model. At the same time，administration

groups were given relevant medicine intragastrically，blank group and model group were given normal saline intragastrically. The

administration volume was 20 mL/（kg·d），once a day，for consecutive 14 days. The general conditions of the mice were observed

and recorded every day，such as growth and development，mental and diet state. After last medication，liver index was calculated，

and HE staining was adopted to observe pathological changes of liver tissue of mice. The positive expression of high mobility group

protein B1 （HMGB1） and NF-κ B in liver tissue were detected by streptavidin biotin-peroxidase complex （SABC） immuno-

histochemistry. The serum levels of liver function indexes in serum，the protein expression of advanced glycation end product

receptor（RAGE）and TNF-α in liver tissue were detected by ELISA. RESULTS：Compared with blank group，the growth and

development of mice in the model group were slow，and their appetite and spirit were poor. The liver index，serum levels of TBIL，

DBIL，ALT，AST，ALP，TBA and γ-GT were increased significantly（P＜0.05）. Structural disorder of liver lobules，degeneration

and necrosis of liver cells and inflammatory cell infiltration were observed. The expression of HMGB1，NF-κB，RAGE and TNF-α

in liver tissue were elevated significantly（P＜0.05）. Compared with model group，the general condition of mice were all improved

to different extents in orazamide low-dose，medium-dose and high-dose groups，positive control group，while liver index and

above serum indexes were all decreased significantly （P＜0.05）. The pathological changes of liver tissue were all improved to

different extents，while the protein expression of HMGB1，NF-κB，RAGE and TNF-α were all decreased significantly（P＜0.05）.

The improvement of above indexes in orazamide high-dose group were all significantly better than orazamide low-dose and

medium-dose groups（P＜0.05）；the levels of ALP and TBA in orazamide high-dose group were significantly lower than positive

control group（P＜0.05）. CONCLUSIONS：Orazamide can prevent ATB-DILI induced by isoniazid combined with rifampicin in

mice，the mechanism of which may be associated with down-regulating the protein expression of HMGB1 and RAGE in liver tissue

and inhibiting the secretion of inflammatory factors.

KEYWORDS Orazamide；Anti-tuberculosis drug-induced liver injury；HMGB1-RAGE signaling pathway；Mice

结核病是由结核分枝杆菌引起的一种多系统传染

病，也是人类患病和死亡的主要感染性原因，严重影响

患者的生活质量和生命安全，且近年来有抬头趋势，防

控形势十分严峻，是全球性的公共卫生问题之一 [1－2]。

抗结核药物性肝损伤（anti-tuberculosis drug-induced liver

injury，ATB-DILI）是抗结核治疗中最多见的且危害最大

的不良反应，其可致部分患者不得不中止抗结核治疗，

既降低了结核病治疗的效果，又增加了耐药结核病的

发生风险 [3]。目前，临床一线护肝药物的抗 ATB-DILI

机制研究有限，亟需寻找切实有效且机制明确的护肝

药物。

随着分子生物学和免疫学研究在肝病领域的不断

深入，有学者发现，高速泳动族蛋白 B1（high mobility

group box 1，HMGB1）与晚期糖基化终末产物受体（ad-

vanced glycation end product receptor，RAGE）可通过多

种途径来激活促炎因子的相互作用，从而介导肝组织损

伤与炎症级联反应的发生[4]。何雪等[5]研究表明，异烟肼

联合利福平所致肝细胞变性坏死与氧化应激和炎症反

应密切相关，过氧化物酶体增殖物激活受体γ激动剂

15d-PGJ2可能通过抗氧化及抑制 HMGB1表达而发挥

抗ATB-DILI的作用。鉴于HMGB1及RAGE在肝脏中

的广泛表达 [6]，靶向 HMGB1或 RAGE 在肝病治疗中可

能具有重要的应用前景。奥拉米特（orazamide）又名阿

卡明（aicamin），是一种临床常用的护肝药物 ，对

ATB-DILI具有一定的预防作用[7]，但其护肝机制尚未明

确。本研究通过异烟肼联合利福平复制小鼠ATB-DILI

模型，基于HMGB1-RAGE信号通路初步探讨奥拉米特

预防ATB-DILI的作用机制，以期为阐明奥拉米特预防

ATB-DILI的机制提供参考。

1 材料

1.1 主要仪器

本研究所用主要仪器包括 7170A型全自动生化分

析仪（日本Hitachi公司），JY3002型电子天平（上海精密

科学仪器有限公司），Motic B5型显微摄像系统、Eco-
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Bino-LED 型光学显微镜（麦克奥迪实业集团有限公

司），HBS-1101型酶标仪（南京德铁实验设备有限公

司）等。

1.2 主要药品与试剂

奥拉米特片（批号20040185，规格0.1 g）购自湖南中

南制药有限责任公司；甘草酸二铵肠溶胶囊（阳性对照，

批号 191127110，规格 50 mg）购自正大天晴药业集团股

份有限公司；异烟肼片（批号1911009，规格0.1 g）购自天

津力生制药股份有限公司；利福平胶囊（批号191202，规

格 0.15 g）购自四川制药制剂有限公司；总胆红素

（TBIL）、直接胆红素（DBIL）、丙氨酸转氨酶（ALT）酶联

免疫吸附测定法（ELISA）检测试剂盒（批号分别为

20201212、20200512、20201112）均购自上海科华生物工

程股份有限公司；天冬氨酸转氨酶（AST）、碱性磷酸酶

（ALP）、γ-谷氨酰转肽酶（γ-GT）ELISA检测试剂盒（批号

分别为 202012114、202101007、202101001）均购自温州

市维日康生物科技有限公司；总胆汁酸（TBA）ELISA检

测试剂盒（批号20-1118）购自北京九强生物技术股份有

限公司；伊红染料（批号20070321）购自天津市巴斯夫化

工有限公司；苏木精染料（批号68110020）购自北京兰杰

柯科技有限公司；RAGE、肿瘤坏死因子α（TNF-α）ELISA

检测试剂盒（批号分别为K11033093、M190905-102a）均

购自欣博盛生物技术有限公司；链霉抗生物素蛋白-生

物素-过氧化物酶复合物（SABC）试剂盒、3，3′-二氨基联

苯胺（DAB）显色试剂盒、兔HMGB1多克隆抗体试剂盒、

兔核因子κB（NF-κB）多克隆抗体试剂盒（批号分别为

K193314A、K193328E、OG11122356、AI07066414）均购

自武汉博士德生物工程有限公司；其余试剂均为分析

纯，水为纯化水。

1.3 实验动物

本研究所用实验动物为 4周龄雄性 SPF 级昆明小

鼠，共60只，体质量为（20±2）g，实验动物生产许可证号

为SCXK（湘）2016-0002，由湖南斯莱克景达实验动物有

限公司提供。

2 方法

2.1 分组、造模与给药

将 60只小鼠按随机数字表法分为空白组、模型组、

阳性对照组[甘草酸二铵60 mg/（kg·d），以临床常用剂量

按体表面积比值法换算而得]和奥拉米特低、中、高剂量

组[80、160、320 mg/（kg·d），以临床常用剂量的1、2、4倍

按体表面积比值法换算而得]，每组10只。除空白组外，

其余各组小鼠均灌胃异烟肼[75 mg/（kg·d）]+利福平[75

mg/（kg·d）]14 d 以复制 ATB-DILI 模型 [8]；与此同时，各

给药组小鼠灌胃相应药液（均以生理盐水为溶剂），空白

组和模型组小鼠灌胃生理盐水，各组小鼠灌胃体积均为

20 mL/（kg·d），造模和干预均每天给药 1次，连续给药

14 d。

2.2 小鼠一般情况观察

每天观察并记录小鼠的生长发育、饮食、精神状态、

毛色改变、皮肤黏膜颜色、大小便及对外界刺激的反应

等，隔日称定并记录小鼠体质量。

2.3 小鼠标本采集与肝指数计算

末次给药后，各组小鼠禁食、不禁水12 h，称定体质

量后腹腔注射 10％水合氯醛溶液（4 mL/kg）进行麻醉，

摘眼球取血适量，以 3 000 r/min 离心 15 min，取上层血

清，于4 ℃下保存，待测。随后处死各组小鼠，取其完整

肝脏并称定肝湿质量，计算肝指数（肝指数＝肝湿质量/

小鼠体质量×100％）。切取各组小鼠相同部位的肝组

织，固定于4％多聚甲醛溶液中，用于苏木精-伊红（HE）

染色及SABC免疫组化检测；其余组织保存于－80 ℃冰

箱中，用于ELISA检测。

2.4 小鼠血清中肝功能指标测定

取各组小鼠血清适量，采用ELISA法以全自动生化

分析仪测定血清中TBIL、DBIL、ALT、AST、ALP、γ-GT、

TBA水平，具体操作按相应试剂盒说明书进行。

2.5 小鼠肝组织病理学检查

取各组小鼠经多聚甲醛固定后的肝组织，行常规脱

水、石蜡包埋后切片（约3 μm），以HE染色并置于光学显

微镜下观察肝组织病理学变化情况。

2.6 小鼠肝组织中HMGB1、NF-κB蛋白表达测定

采用 SABC 免疫组化法进行测定。取各组小鼠经

多聚甲醛固定后的肝组织，按SABC试剂盒说明书进行

操作，以DAB显色后，置于光学显微镜下观察（阳性表

达的细胞为棕色或棕褐色）。每张切片随机选取5个不

连续视野，用 Image-Pro Plus 6.0软件计算单位测量区域

面积内的光密度值，用于评价阳性表达率。

2.7 小鼠肝组织中RAGE、TNF-α蛋白表达测定

取各组小鼠解冻后的肝组织200 mg，制备肝组织匀

浆，按ELISA法以酶标仪测定肝组织中RAGE、TNF-α蛋

白的表达水平，具体操作按相应试剂盒说明书进行。

2.8 统计学方法

采用SPSS 20.0软件对数据进行统计分析。计量资

料以 x±s表示，若数据同时满足正态分布及方差齐性检

验则多组间比较采用单因素方差分析，两两比较采用

LSD-t检验；若不满足上述条件则采用Kruskal-Wallis H

秩和检验。检验水准α＝0.05。

3 结果

3.1 小鼠一般情况及肝湿质量、肝指数

空白组小鼠生长发育正常，食欲、精神佳，毛发浓

密、色泽可，皮肤及大小便未见异常，应激反应强烈。与
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空白组比较，模型组小鼠生长发育迟缓，食欲、精神差，

毛发稀疏、色泽晦暗，脚掌、大小便呈橘红色，便稀，应激

反应迟钝。与模型组比较，奥拉米特低、中、高剂量组和

阳性对照组小鼠上述情况可见不同程度好转，食欲、精

神改善，脚掌、大小便颜色变浅。

末次给药后，各组小鼠的体质量比较差异均无统计

学意义（P＞0.05）。与空白组比较，模型组小鼠的肝湿

质量及肝指数均显著升高（P＜0.05）。与模型组比较，

奥拉米特低、中、高剂量组和阳性对照组小鼠的肝湿质

量及肝指数均显著降低（P＜0.05），但组间比较差异均

无统计学意义（P＞0.05），详见表1。

表1 奥拉米特对ATB-DILI模型小鼠末次给药后体质

量、肝湿质量及肝指数的影响（x±±s，n＝10）

Tab 1 Effects of orazamide on the body weight，liver

wet weight and liver index of ATB-DILI model

mice after last administration（x±±s，n＝10）

组别
空白组
模型组
奥拉米特低剂量组
奥拉米特中剂量组
奥拉米特高剂量组
阳性对照组

体质量，g

38.84±2.73

39.40±1.83

38.02±3.98

37.54±3.61

36.63±2.80

37.13±2.72

肝湿质量，g

1.88±0.25

2.40±0.22＊

1.94±0.27#

2.03±0.14#

1.87±0.21#

1.93±0.15#

肝指数，％
4.83±0.30

6.08±0.27＊

5.11±0.47#

5.42±0.23#

5.10±0.55#

5.21±0.39#

注：与空白组比较，＊P＜0.05；与模型组比较，#P＜0.05

Note：vs. blank group，＊P＜0.05；vs. model group，#P＜0.05

3.2 小鼠血清中肝功能指标

与空白组比较，模型组小鼠血清中 TBIL、DBIL、

ALT、AST、ALP、γ-GT、TBA 水 平 均 显 著 升 高（P＜

0.05）。与模型组比较，奥拉米特低、中、高剂量组和阳性

对照组小鼠血清中TBIL、DBIL、ALT、AST、ALP、γ-GT、

TBA水平均显著降低（P＜0.05），且奥拉米特高剂量组

上述指标水平均显著低于奥拉米特低、中剂量组（P＜

0.05），ALP、TBA 水平均显著低于阳性对照组（P＜

0.05）。奥拉米特低、中、高剂量组和阳性对照组小鼠血

清中上述指标水平均未恢复至空白组水平，详见表2。

3.3 小鼠肝组织病理学变化情况

空白组小鼠可见肝小叶结构清晰，肝索排列整齐，

肝血窦结构完整，肝细胞核大而圆，居中，未见炎症细胞

浸润。模型组小鼠肝索排列紊乱，肝窦结构不清，肝细

胞体积增大，有气球样变，胞质疏松，并出现不同程度坏

死，胞核被推向一侧，伴明显的炎症细胞浸润。与模型

组比较，奥拉米特低、中、高剂量组和阳性对照组小鼠肝

小叶及肝细胞结构均有不同程度改善，且以奥拉米特高

剂量组和阳性对照组小鼠肝组织结构与空白组最为接

近，详见图1（图中箭头表示炎症细胞）。

3.4 小鼠肝组织中HMGB1和NF-κB蛋白的表达水平

镜下，HMGB1和NF-κB蛋白在胞核和胞质中均有

表达。与空白组比较，模型组小鼠肝组织中HMGB1和

NF-κB蛋白均呈强阳性表达。与模型组比较，奥拉米特

低、中、高剂量组和阳性对照组小鼠肝组织中HMGB1和

表2 奥拉米特对ATB-DILI模型小鼠血清肝功能指标水平的影响（x±±s，n＝10）

Tab 2 Effects of orazamide on serum liver function indexes of ATB-DILI model mice（x±±s，n＝10）

组别
空白组
模型组
奥拉米特低剂量组
奥拉米特中剂量组
奥拉米特高剂量组
阳性对照组

TBIL，μmol/L

2.79±0.75

14.34±1.45＊

10.48±0.99＊#Δ

8.85±1.40＊#Δ

4.63±0.99＊#

3.88±1.23＊#

DBIL，μmol/L

1.58±0.44

9.55±0.53＊

7.36±0.54＊#Δ

5.37±0.61＊#Δ

3.35±0.55＊#

3.64±0.34＊#

ALT，U/L

30.88±9.68

95.50±9.10＊

80.65±8.44＊#Δ

67.65±4.45＊#Δ

50.04±6.96＊#

54.12±5.03＊#

AST，U/L

100.66±11.38

163.80±7.62＊

149.11±9.11＊#Δ

134.71±6.34＊#Δ

120.31±5.21＊#

114.55±9.51＊#

ALP，U/L

112.20±8.88

233.60±5.06＊

205.90±8.40＊#Δ

186.90±6.31＊#Δ

142.56±7.58＊#

178.20±7.67＊#Δ

γ-GT，U/L

53.00±7.89

107.00±10.60＊

87.50±9.86＊#Δ

74.10±6.19＊#Δ

61.80±8.80＊#

57.40±6.22＊#

TBA，μmol/L

2.62±0.23

9.63±0.75＊

6.80±0.58＊#Δ

5.51±0.41＊#Δ

3.94±0.80＊#

4.04±0.69＊#Δ

注：与空白组比较，＊P＜0.05；与模型组比较，#P＜0.05；与奥拉米特高剂量组比较，ΔP＜0.05

Note：vs. blank group，＊P＜0.05；vs. model group，#P＜0.05；vs. orazamide high-dose group，ΔP＜0.05

A.空白组 B.模型组

C.奥拉米特低剂量组 D.奥拉米特中剂量组

E.奥拉米特高剂量组 F.阳性对照组

图 1 奥拉米特对ATB-DILI模型小鼠肝组织病理学影

响的显微图（HE染色，×200）

Fig 1 Micrographs of the effects of orazamide on liver

histopathology of ATB-DILI model mice（HE

staining，×200）
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NF-κB蛋白表达均出现不同程度降低，但均未降至空白

组水平，详见图2、图3。

与空白组比较，模型组小鼠肝组织中 HMGB1和

NF-κB蛋白的阳性表达率均显著升高（P＜0.05）。与模

型组比较，奥拉米特低、中、高剂量组和阳性对照组小鼠

肝组织中HMGB1和NF-κB蛋白的阳性表达率均显著降

低（P＜0.05），且奥拉米特高剂量组上述蛋白的阳性表

达率均显著低于奥拉米特低、中剂量组（P＜0.05），而与

阳性对照组比较差异均无统计学意义（P＞0.05）。仅奥

拉米特高剂量组和阳性对照组小鼠肝组织中HMGB1蛋

白的阳性表达率与空白组比较差异均无统计学意义

（P＞0.05），详见表3。

3.5 小鼠肝组织中RAGE和TNF-α蛋白的表达水平

与空白组比较，模型组小鼠肝组织中 RAGE 和

TNF-α蛋白的表达水平均显著升高（P＜0.05）。与模型

组比较，奥拉米特低、中、高剂量组和阳性对照组小鼠肝

组织中 RAGE 和 TNF-α蛋白的表达水平均显著降低

（P＜0.05），且奥拉米特高剂量组上述蛋白的表达水平

均显著低于奥拉米特低、中剂量组（P＜0.05），而与阳性

对照组比较差异均无统计学意义（P＞0.05）。仅奥拉米

特高剂量组和阳性对照组小鼠肝组织中RAGE蛋白的

表达水平与空白组比较差异均无统计学意义（P＞

0.05），详见表4。

图 2 奥拉米特对 ATB-DILI 模型小鼠肝组织中

HMGB1蛋白表达影响的显微图（SABC免疫组

化法，×400）

Fig 2 Micrographs of the effects of orazamide on pro-

tein expression of HMGB1 in liver tissue of

ATB-DILI model mice（SABC immunohisto-

chemistry，×400）

A.空白组 B.模型组

C.奥拉米特低剂量组 D.奥拉米特中剂量组

E.奥拉米特高剂量组 F.阳性对照组

A.空白组 B.模型组

C.奥拉米特低剂量组 D.奥拉米特中剂量组

E.奥拉米特高剂量组 F.阳性对照组

图 3 奥拉米特对ATB-DILI模型小鼠肝组织中NF-κB

蛋白表达影响的显微图（SABC 免疫组化法，×

400）

Fig 3 Micrographs of the effects of orazamide on pro-

tein expression of NF-κB in liver tissue of ATB-

DILI model mice（SABC immunohistochemi-

stry，×400）

表 3 奥拉米特对 ATB-DILI 模型小鼠肝组织中

HMGB1和NF-κB蛋白阳性表达率的影响（x±±

s，n＝10）

Tab 3 Effects of orazamide on positive expression

rates of HMGB1 and NF-κB protein in liver

tissues of ATB-DILI model mice（x±±s，n＝10）

组别
空白组
模型组
奥拉米特低剂量组
奥拉米特中剂量组
奥拉米特高剂量组
阳性对照组

HMGB1

0.014 6±0.005 1

0.259 1±0.018 3＊

0.212 5±0.018 1＊#Δ

0.127 2±0.023 7＊#Δ

0.021 4±0.000 9#

0.026 4±0.005 2#

NF-κB

0.004 6±0.000 6

0.494 7±0.047 3＊

0.366 8±0.041 6＊#Δ

0.243 4±0.028 9＊#Δ

0.134 1±0.029 9＊#

0.102 2±0.026 0＊#

注：与空白组比较，＊P＜0.05；与模型组比较，#P＜0.05；与奥拉米

特高剂量组比较，ΔP＜0.05

Note：vs. blank group，＊P＜0.05；vs. model group，#P＜0.05；vs.

orazamide high-dose group，ΔP＜0.05

··2233



China Pharmacy 2021 Vol. 32 No. 18 中国药房 2021年第32卷第18期

4 讨论

据估算，全球每天约有5 000人死于结核病[9]。结核

病作为危害全球人类健康的重大公共卫生问题之一，不

得不引起人们的高度关注及重视。异烟肼和利福平均

是一线抗结核药物，且临床常联合使用，两药单用时均

有致肝损伤的副作用，联用后肝脏毒性加重[10]。李诗莹

等[11]认为，氧化应激和线粒体功能障碍可能在异烟肼诱

导 ATB-DILI 中发挥了重要作用。张一杨等 [12]发现，异

烟肼诱导肝细胞损伤可能与低表达沉默信息调节因子1

增加NF-κB p65、白细胞介素 6、TNF-α等炎症因子的释

放相关。李津等[13]研究发现，当异烟肼和利福平两药联

用时，利福平的肝微粒体酶诱导作用可增强异烟肼降解

产物乙酰肼的肝毒性。向晓雪等[14]实验表明，两药联用

时肝毒性主要来源于利福平所致的胆汁淤积。为此，本

研究利用异烟肼联合利福平复制ATB-DILI模型，结果

显示，与空白组比较，模型组小鼠血清中 TBIL、DBIL、

ALT、AST、ALP、γ-GT、TBA水平均显著升高，并伴有肝

小叶结构紊乱，肝细胞变性、坏死，炎症细胞浸润等病理

改变，与本课题组前期预实验结果基本一致，提示

ATB-DILI模型复制成功。

奥拉米特为嘌呤及嘧啶衍生物前体，有阻止肝细胞

坏死和肝纤维化的作用，并能刺激肝细胞再生，活化肝

实质细胞，在改善急慢性肝损伤及调节代谢异常方面有

着十分肯定的作用[7，15]，且对ATB-DILI也有一定的预防

效果[6]，但其护肝机制尚未明确。近期研究表明，经具有

抗氧化特性的HMGB1抑制剂甘草酸预处理或处理后，

缺血再灌注肝损伤模型小鼠的肝脏炎症、中性粒细胞浸

润和乙酰氨基酚所致的损伤均明显减轻[16－17]。为深入

认识奥拉米特在ATB-DILI中的作用机制，从而提供早

期防治的新思路，本研究按照临床成人剂量的1、2、4倍

设置奥拉米特低、中、高剂量组，以临床常用护肝药物甘

草酸制剂（甘草酸二铵肠溶胶囊）为对照药物设置阳性

对照组。结果显示，低、中、高剂量奥拉米特和甘草酸二

铵均可以显著降低ATB-DILI模型小鼠的肝指数，改善

其肝功能指标，减轻其肝细胞损伤和炎症细胞浸润。这

说明奥拉米特能够预防ATB-DILI。

HMGB1是一种广泛存在于真核细胞核内且含量极

丰富的DNA结合蛋白，在核内参与DNA复制、重塑和

DNA修复等过程，当细胞应激或死亡时，其可以迁移到

细胞质中或释放至细胞外。近年来，HMGB1作为一种

常见的损伤相关模式分子，发挥着启动和促进炎症反

应、加重组织损伤的作用[18]。有研究发现，在ALT或国

际标准化比值（INR）正常的患者中，临床可通过

HMGB1早期识别进展性肝损伤，该蛋白作为未来的一

种新型生物标志物具有较高的预测效能[19－20]。RAGE是

最早发现的且高亲和的HMGB1受体，两者结合后可以

通过NF-κB抑制蛋白、p38丝裂原活化蛋白激酶等炎症

信号通路活化 NF-κB，NF-κB 激活后可诱导并促进

TNF-α、白细胞介素 1β等多种炎症因子的表达，而这些

炎症因子又可作为激动剂再反向作用于NF-κB，从而形

成了NF-κB正反馈环，放大炎症级联反应，形成炎症瀑

布效应，从而形成持续的、扩大的、强化的炎症免疫反

应，加重机体组织的损伤 [21－22]。当机体细胞处于稳态

时，HMGB1主要存在于细胞核，而NF-κB存在于细胞质

中；当遇到外界刺激时，两者表达上调并出现“转位”现

象[22]。本研究SABC免疫组化结果显示，空白组小鼠肝

细胞内HMGB1和NF-κB呈微量表达，模型组小鼠肝细

胞胞核和胞质中HMGB1和NF-κB的表达均明显增强，

说明机体处于炎症反应状态。与模型组比较，奥拉米特

低、中、高剂量组和阳性对照组小鼠肝组织中HMGB1、

RAGE、NF-κB、TNF-α蛋白的表达均显著降低，提示奥拉

米特对异烟肼联合利福平所致ATB-DILI有预防作用，

其机制可能与下调肝组织中HMGB1和RAGE蛋白的表

达、抑制炎症因子的分泌有关，可能与阳性对照药物的

作用机制相同。此外，本研究还发现奥拉米特高剂量组

小鼠肝组织中HMGB1和RAGE蛋白的表达水平恢复至

空白组水平，但NF-κB和TNF-α蛋白的表达水平未达到

空白组水平，说明可能存在其他炎症通路激活NF-κB介

导的下游级联炎症反应，具体原因有待进一步探讨。

综上所述，奥拉米特能够预防异烟肼联合利福平所

致的小鼠 ATB-DILI，其机制可能与下调肝组织中

HMGB1和RAGE蛋白表达、抑制炎症因子分泌有关。
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