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不同剂量利福平致小鼠肝损伤特点的研究
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［摘　要］　目的　观察连续２周给予不同剂量利福平（ＲＩＦ）引起小鼠肝损伤的现象及特点。方法　给予２４只小鼠不同剂量
的利福平（０、１００、２００、４００ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１），连续灌胃２周，设为对照组、低剂量组、中剂量组、高剂量组４组（每组６只），末次给药
后６ｈ取材，收集小鼠血液和肝组织样品进行血清学检测并观察小鼠肝病理改变。结果　所有小鼠实验期均未死亡。高剂量组和
对照组比较ＴＢＡ、ＤＢＩＬ、ＴＢＩＬ均有升高，ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＡＬＰ无明显变化。中剂量组和对照组比较 ＴＢＡ、ＤＢＩＬ有升高，ＴＢＩＬ、ＡＬＴ、ＡＳＴ、
ＡＬＰ无明显变化。低剂量组和对照组比较ＴＢＡ、ＤＢＩＬ、ＴＢＩＬ、ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＡＬＰ均无明显变化。各实验组小鼠肝均发生明显病理改变；
ＨＥ染色显示肝细胞水肿、羽毛样变性与脂肪变性，并伴有大量炎性细胞浸润，个别可见散在的胆汁淤积；随着利福平浓度的增大，
肝病理改变越明显。电镜照片示各实验组肝组织电镜照片可见肝细胞包浆中充满大量的脂肪滴，部分毛细胆管轻微扩张、其内可

见不同电子密度的不规则状胆汁样物质，也是随利福平浓度的增大肝病理改变越明显。结论　连续２周给予不同剂量的利福平均
可引起小鼠肝损伤，主要表现为肝细胞脂肪变性、炎性细胞浸润和散在胆汁淤积，利福平对小鼠肝的损伤呈浓度依赖性，但其机制

有待进一步研究。
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　　近年来结核病发病率在全球范围内呈急剧增加的
趋势，病死率居各类传染病之首，我国是全球结核病高

发国家之一［１２］。结核病患者在抗结核化学药物治疗

中出现肝功能异常的发病率为２％ ～２８％［３５］，占抗结

核药不良反应的首位，出现严重肝损伤者占 １％ ～
２％［６７］，但引起肝毒性的机制尚未明确。因此，预防和

减少抗结核药所致的肝损伤一直是临床急需解决的问

题。利福平（ｒｉｆａｍｐｉｃｉｎ，ＲＩＦ）是利福霉素类半合成抗
生素，能抑细菌ＤＮＡ转录合成 ＲＮＡ，可用于治疗结核
病、肠球菌感染等，是目前最主要的抗结核药物之一，
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也是我国急性药物性肝损伤的重要病因。利福平具有

肝毒性，长期服用可导致药物性肝损伤，由于其肝毒性

严重影响其临床应用［８１１］。利福平引起肝损伤的发生

率约为２％［１２］。目前对于 ＲＩＦ致肝毒性的发生机理
仍不明确，亦无证据表明利福平在肝代谢过程中产生

毒性产物［１３］。本文通过连续２周给予小鼠不同剂量
的利福平，观察利福平是否致小鼠肝损伤，以及给予不

同剂量的利福平后小鼠肝损伤的特点，为进一步探讨

利福平致肝损伤的机制奠定基础。

１　材料与方法

１．１　实验动物、试剂与仪器
２４只清洁剂 ＩＣＲ小鼠，６～８周龄，雌性，２８～

３０ｇ，购于第三军医大学实验动物中心。实验动物适
应性喂养，自由进食标准饲料，１２ｈ光照和１２ｈ黑暗
的昼夜节律，恒温，２０～２５℃，湿度（５０±５）％。适应
性喂养７ｄ后给药。

利福平和羟甲基纤维素钠购自 ｓｉｇｍａ公司；使用
的其他试剂与仪器有：甲醛、无水乙醇、盐酸乙醇、光学

树脂、二甲苯、４％戊二醛、锇酸、丙酮（成都科龙），苏
木精、伊红（碧云天）。液氮罐（成都金凤液氮容器有

限公司），－２０℃冰箱（广东美的公司），－８０℃冰箱
（ＳＡＮＹＯ公司），ＳｏｒｖａｌｌＳＴ１６Ｒ台式低温高速离心机
（ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司），ＢＳ２００ｓ电子天平（ｓａｒｔｏｒｉｕｓ公
司，德国），ＳｉｍＦｉ２ｙ制冰机（ＳＡＮＹＯ公司，日本），涡旋
混匀仪（宁波新芝公司），移液器（１０μＬ、２０μＬ、２００μＬ）
（Ｂｉｏｈｉｔ公司），移液器（１ｍＬ、５ｍＬ）（北京大龙公司），
ＸＷ８０Ａ型涡旋器（上海医大仪器厂），高压蒸汽消毒
锅（ＤＳＸ２８０Ａ型）（上海申安医疗器械厂），恒温磁力
搅拌器（ＨＷＣＢ２型）（温州市医疗电器厂），无 ＲＮＡ
酶ＥＰ管、吸头、离心管（Ａｘｙｇｅｎ公司），灌胃针，空针
（１ｍＬ、１０ｍＬ、５０ｍＬ）；石蜡切片机、ＢＸ４１显微镜
（Ｏｌｙｍｐｕｓ，日本），光学显微镜照相系统（Ｏｌｙｍｐｕｓ，日
本）超薄切片机、ＪＥＭ１４００ｐｌｕｓ电镜（日本电子）。
１．２　方法
１．２．１　动物处理方法　　健康雌性 ＩＣＲ小鼠随机分
成４组，每组６只。对照组：等容积的羟甲基纤维素钠水
溶液；低剂量组：ＲＩＦ１００ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１；中剂量组：ＲＩＦ
２００ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１；高剂量组：ＲＩＦ４００ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１。定
时空腹灌胃，每天１次，连续２周，末次给药后禁食６ｈ
取材，收集血清用于生化检测，取肝组织用于生化检测

和病理检查。

１．２．２　血清肝生化指标检测　　第三军医大学西南
医院检验科全自动生化分析仪测定血清丙氨酸氨基转

移酶（ＡＬＴ）、天冬氨酸氨基转移酶（ＡＳＴ）、碱性磷酸酶
（ＡＬＰ）、总胆红素（ＴＢＩＬ）和结合胆红素（ＤＢＩＬ）、总胆
汁酸（ＴＢＡ）。
１．２．３　肝组织病理检查　　小鼠肝组织 ＨＥ染色：
①将贴好的切片脱水后放入二甲苯中２０ｍｉｎ，依次通
过１００％、９５％、８０％、７０％的乙醇脱蜡，然后蒸馏水洗
涤，各３ｍｉｎ；②苏木精液染色 １０ｍｉｎ，自来水冲洗
５ｍｉｎ；③１％盐酸乙醇分色３ｓ；④自来水冲洗４０ｍｉｎ，
显微镜下见细胞核蓝色，细胞质和结缔组织无色为宜；

⑤通过蒸馏水，依次通过５０％、７０％、８０％、９５％的乙
醇脱水，每次３ｍｉｎ；⑥伊红溶液染色２ｍｉｎ；⑦９５％乙
醇分色２ｍｉｎ；⑧１００％乙醇脱水 ２ｍｉｎ，二甲苯透明
２０ｍｉｎ；⑨滴中性树胶封片。于光学显微镜下观察肝
组织病理改变。

小鼠肝组织电镜标本制作：小鼠肝组织取出后切

成０．１ｃｍ３，置于４％戊二醛溶液中，４℃冰箱中固定
２ｈ，经０．１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ（ｐＨ７．２）冲洗３次，然后用锇酸
（ＯＳＯ４）在４℃条件下染色２ｈ。经５０％、７０％、９０％的
乙醇，９０％乙醇与９０％丙酮混合物及１００％丙酮溶液
中逐渐脱水浸透后在１００％树脂中孵育。将孵育好的
组织按照常规电镜包埋法用树脂包埋。每一块随机切

取１张６０ｎｍ厚的超薄切片。在 ＪＥＭ１４００ｐｌｕｓ透射
电镜下观察，每张切片放大１２０００倍后拍照。
１．３　统计学分析

采用 ＳＰＳＳ２２．０统计软件进行统计学分析，两组
间的比较采用ｔ检验，多组间的比较采用单因素方差
分析，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义，Ｐ＜０．０１为差异
具有极显著性统计学意义。

２　结果

２．１　对小鼠外貌、精神状态的影响
对照组小鼠毛光泽、脚掌、尾部未见黄染，大小便

正常，精神状态好；与对照组相比，各实验组小鼠皮毛

光泽差，脚掌及尾部可见明显橘黄染，大小便呈橘红

色，精神状态差。

２．２　对小鼠肝生化指标的影响
对照组、实验组均无小鼠死亡。小鼠的各项肝生

化指标（表 １），高剂量组和对照组比较 ＴＢＡ、ＤＢＩＬ、
ＴＢＩＬ均有升高，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），
ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＡＬＰ无明显变化。中剂量组和对照组比较
ＴＢＡ、ＤＢＩＬ有升高，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），
ＴＢＩＬ、ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＡＬＰ无明显变化。低剂量组和对照组
比较ＴＢＡ、ＤＢＩＬ、ＴＢＩＬ、ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＡＬＰ均无明显变化。
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表１　对小鼠血清肝生化指标影响的剂量效应关系

组别 ＡＬＴ（Ｕ／Ｌ） ＡＳＴ（Ｕ／Ｌ） ＡＬＰ（Ｕ／Ｌ） ＴＢ（Ｕ／Ｌ） ＤＢ（Ｕ／Ｌ） ＴＢＡ（μｍｏｌ／Ｌ）

对照组 ４１．８１±４．２４ １７６．１０±１６．５５ １２８．２８±２８．５３ １２．８０±２．２２ ３．０１±０．６７ ５．５４±１．２６

低剂量组 ４５．０１±４．８８ １７２．７１±２６．４１ １５３．８８±３１．６９ １２．１０±２．４７ ４．８７±１．０９ ５．４６±１．１９

中剂量组 ４９．３４±１０．８７ １７９．１５±７．３５ １４８．３８±１８．４７ １６．３５±１．７４ １０．７８±０．７４ １３．５２±４．４４

高剂量组 ４６．３７±８．１９ １７４．８９±２０．３５ １４７．４７±２２．３９ ４０．８６±３．３７ ２０．６９±５．２７ ２０．８２±１０．０４

：与对照组比较，Ｐ＜０．０５

２．３　对小鼠肝大体形态的影响
肉眼下对照组小鼠肝外观正常，颜色红润，被膜光

滑、有弹性，边缘锐利，质地柔软（图１ａ）。实验组小鼠
肝稍黄染，边缘稍顿，质地基本柔软，可见局部有白色

病灶，可能为肝组织局部坏死，利福平浓度越高越明显

（图１ｂ、ｃ、ｄ）。

ａ：对照组；ｂ：低剂量组；ｃ：中剂量组；ｄ：高剂量组
图１　小鼠肝组织大体图片观察

２．４　对小鼠肝病理学的影响
光镜下肝组织病理观察：对照组肝组织肝小叶清

晰可见，肝细胞索排列整齐，中央静脉、汇管区结构正

常，肝实质细胞未见病变（图２ａ）。各实验组：小鼠肝
细胞排列紊乱，肝细胞肿胀，可见不同程度的肝细胞脂

肪变性，肝窦狭窄，病变以肝小叶中央静脉为中心，波

及大部分肝组织，局部炎性细胞浸润明显（图２ｂ、ｃ），
其中以高剂量组表现最为明显（图２ｄ）。

ａ：对照组；ｂ：低剂量组；ｃ：中剂量组；ｄ：高剂量组
图２　小鼠肝组织切片ＨＥ染色光镜观察（ＨＥ×４００）

　　电镜下肝组织病理观察：对照组电镜下可见大而
圆的细胞核，和均匀分布的染色质，线粒体嵴清晰，细

胞内含发达的粗面和光面内质网，可见较多的糖原颗

粒以及少量的溶酶体和脂滴（图３ａ）。各实验组：电镜
下可见细胞质中可见大量的脂肪滴，随利福平浓度增

高脂肪滴明显增多，部分线粒体肿胀、内质网断裂、毛

细胆管扩张及管腔内充满不同电子密度的不规则状胆

汁样物质（图３ｂ、ｃ、ｄ）。

ａ：对照组；ｂ：低剂量组；ｃ：中剂量组；ｄ：高剂量组
图３　小鼠肝组织切片电镜观察（２μｍ ×１２０００）

３　讨论

抗结核药物引起肝损害一直是比较普遍且棘手的

临床问题，抗结核药物引起的肝损害是药物性肝损害

最常见的原因之一［１４］，药物是肝损害的重要病因之

一。药物引起肝病的机制因药而异，非常复杂，大多数

情况下尚不清楚。有些药物具有直接的毒性作用，由

其引起的肝损害一般可以预见，而且损害与药物剂量

有关，且为某些药物所特有；另一些药物仅偶尔在敏感

的个体引起肝损伤，而且与剂量无关，发生与否也难以

预测。这种在敏感个体发生的反应常被称为过敏反

应，但作为一种真正的变态反应，证据并不充分，所以

最好称为特异体质反应。药物的直接毒性和特异体质

反应之间的区别并不如以前想象的那样清楚，例如有

些以前被认为对易感者是过敏原的药物，却能通过其

毒性中间产物直接损伤细胞膜。目前，药物性肝损害

的分类并不完全令人满意，但大多数急性病例仍可分

为：肝细胞型、胆汁淤积型（有或无炎症）和混合型。
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有些药物能引起包括肿瘤在内的慢性肝损害。药物诱

导的溶血可引起非结合性高胆红素血症而发生轻度黄

疸，但无真正的肝损伤，因而肝功能试验正常。一般认

为后面两种都主要为胆汁淤积所导致。利福平作为最

重要的抗结核药物，其肝毒性是制约其临床应用甚至

抗结核效果的最重要的因素。利福平是广泛使用的一

线抗结核药，其最常见的不良反应为肝毒性［１５］，临床

上有关利福平肝毒性的研究主要是流行病学的随访，

迄今为止利福平肝损伤的发病机制仍未阐明。利福平

可导致以胆汁淤积为主的肝损伤［１６］，利福平作为肝药

酶强诱导剂之一，与其他具有一定肝毒性的药物合用，

可使发生致命性肝毒性的危险明显增加［１７］。目前对

于利福平致肝损伤的病理环节尚未明确，对利福平引

起肝细胞损伤的特点报道的文献并不多。本研究采取

灌胃的方法予以小鼠不同剂量的利福平［１８］，结果显

示，与对照组比较，连续２周给予不同剂量的利福平，
低剂量组小鼠肝生化指标变化不明显，原因可能与肝

细胞虽然出现损伤，还未到达一定的程度，故代表细胞

膜和细胞器损伤的酶谱变化不明显，也可能与肝具有

较强修复损伤的能力有关。与对照组比较，中剂量组、

高剂量组ＴＢＡ、ＤＢＩＬ、ＴＢＩＬ均有升高，其他肝生化指标
变化不明显，说明可能利福平的剂量越大对小鼠肝细

胞的损害越严重。利福平对小鼠肝细胞的损害表现出

浓度依耐性，因为本研究样本量较小，可能呈现出一些

差异，因此，需更大样本量进行进一步的研究。

小鼠肝组织学方面的改变，ＨＥ染色显示肝细胞
水肿、羽毛样变性与脂肪变性，并伴有大量炎性细胞浸

润，个别可见散在的胆汁淤积。给予利福平相同的时

间，随利福平浓度的增大肝病理改变越明显。电镜照

片示各实验组肝组织电镜照片可见肝细胞胞浆中充满

大量的脂肪滴，部分毛细胆管轻微扩张、其内可见胆汁

淤积，部分线粒体肿胀、内质网断裂，也是随利福平浓

度的增大肝病理改变越明显，说明利福平可以引起小

鼠肝细胞损伤，主要表现为小鼠肝细胞脂肪变性，大量

炎性细胞，部分线粒体肿胀，内质网断裂以及散在的胆

汁淤积；并且这种利福平引起的小鼠肝损害的程度可

能和利福平的浓度相关。

结合肝组织光镜下和电镜下表现，以及肝酶谱变

化不明显，考虑利福平可引起肝细胞和胆管上皮的结

构变化同时伴有胆汁排泌功能的障碍。利福平灌胃小

鼠２周为什么小鼠肝组织会发生脂肪变性、炎性细胞
浸润、部分线粒体肿胀，内质网断裂以及散在的胆汁淤

积，以及这种肝细胞损害、凋亡与胆汁淤积发生的先后

顺序和因果关系，具体机制有待进一步研究。
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