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【摘 要】目的：研究血红素加氧酶一1(heme oxygenase一1，HO一1)在利福平(Rifampicin，RFP)致肝氧化应激损伤发病机制中的作 

用。方法：(1)体内实验：将 Balb／c小鼠随机分为 3组，每组 8只。分别为生理盐水(normal saline，NS)对照组、DMSO溶剂对照组、 

RFP模型组 (200 mg／kg)，连续灌胃 15 d。检测小 鼠血清中总胆红素(total bilirnbin，TB)、丙氨酸氨基转移酶(alanine amino— 

transferase，ALT)、天门冬氨酸氨基转移酶(aspartate aminotransferase，AST)，肝匀浆中丙二醛(malondialdehyde，MDA)、谷胱甘肽 

过氧化物酶(glutathione peroxidase，GSH—Px)、超氧化物歧化酶(superoxide dismutase，SOD)的水平。并采用 HE染色观察各组病 

理形态的改变，Western blot法测定各组 HO一1蛋白的表达。(2)体外实验：不同浓度(10、50 100 txmol／L)RFP处理 HepG2细胞 

24、48、72 h，CCK一8检测细胞增殖 ，取细胞上清液测 A 、AST，提取处理后细胞蛋白通过 Western blot法测定各组 HO一1蛋白 

的表达．检测细胞中 MDA、SOD、GSH—Px的水平。结果：体内实验 ：RFP模型组与 DMSO溶剂对照组 、NS对照组相比，TB( 

64．002．P=0．ooo)、AST(F=37．046，P=0．ooo)、ALT(F=64．706，P=0．000)、MDA(F=10．777，P=O．001)明显升高 ，GSH—Px(F=40．962，P= 

0．000)、SOD(F=83．165，P=0．000)明显降低；肉眼观察，可见RFP模型组小鼠肝脏黄染，肝脏及胆囊肿大，病理切片示 RFP模型 

组小鼠肝脏中央静脉周围肝细胞呈水样变性。体外实验：CCK一8结果表明RFP对 HepG2细胞毒性作用呈时间剂量依赖性；RFP 

组细胞AST、ALT、MDA明显升高，而GSH—Px、SOD明显降低。Western blot检测发现 RFP作用下HepG2细胞与小鼠肝组织内 

HO一1表达明显增高。结论：RFP可通过氧化应激引起肝损伤 ，而 HO一1的表达升高与疾病的发生发展相关。 
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Role of heme oxygenase-1 in liver oxidative stress injury 

induced by rifampicin 

Ma Lei ，Chert Huan ，Xu Wanting2，Xu Tao。，Yan Qinhui。，Chen Qianzhu ， 

Jiang ShifangI，Jiang尺0 ，Li Long]iangI 

( ．Teaching and Research Section ofPathophysiology，Laboratory ofStem Cell and Tissue Engineering； 

2．Children’s Hospital ofChongqing Medical University；3．Laboratory ofStem Cell and Tissue Engineering， 

Chongqing Medical University) 

【Abstract]Objective：To study the role of the heme oxygenase一1(HO一1)in rifampicin(RFP)induced liver oxidative stress injury． 

Methods：(1)In vivo experiments：Balb／c mice were randomly divided into three groups(n=8)，including normal saline(NS)control 

group，DMSO control group，rifampicin(RFP)model group(200 mg／kg)，respectively．Levels of serum total bilirubin(TB)，alanine 

aminotransferase(AIJT)，aspartate aminotransferase(AST)，and ma10ndialdehyde(MDA)，glutathione peroxidase(GSH—Px)，superoxide 

dismutase(SOD)of mice liver homogenates were determined after gavage for 15 days．Pathological morphology changes were observed 

with HE staining and the expression of HO一1 protein was measured by Western blot．(2)In vitro experiments：different concentrations 

(10 txmol／L，50~mol／L，100 txmol／L)of rifampicin were implemented in HepG2 cells for 24，48，72 h，respectively．Proliferation of 
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cells was tested by CCK一8 Kit．and the levels of ALT．AST in 

supernatant and MDA．SOD and GSH—Px in cell extracted pro— 

teins were determined．The expression of HO一1 protein was 

examined via Western blot．Results：Compared with DMSO 

control group and NS control group，rifampin group showed a 

significantly higher levels of total bilirnbin(F--64．002，P--O．000)， 

AST(F=37．046，P=0．000)，AIJT(F=64．706，P=0．000)，MDA( 
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10．777，P=O．001)，as well as a notable decrease of GSH—Px(F=40．962，P=0．000)，SOD(F=83．165，P=O．000)．Furthermore，the jaun— 

dice，hepatomegaly and hydropic degeneration of hepatocytes surrounding the central vein could be found in RFP group
． CCK一8 de— 

teetion showed that cytotoxicity induced by rifampicin was in a time and concentration dependant manner in HepG2 cell line
． The 

levels of AST，A ，MDA were elevated significantly，on the contrary，the activity of GSH —Px，SOD were decreased in RFP 

groups．At last，the HO一1 expression was significantly upregulated in rifampicin treated group via Western blot analysis in vitro and in 

vivo．Conclusion：RFP could induce oxidative stress injury in liver，and the upregulation of HO-1 expression is correlated with devel— 

opment of the liver injury． 

【Key words】Rifampici“；heme oxygenase-1(HO-1)；drug-induced liver injury 

利福平(Rifampicin，RFP)是世界卫生组织推荐 

的、不可替代的一线抗结核药，但具有肝毒性。单用 

时，1％左右患者出现肝损害；合用异烟肼(Isoniazid， 

INH)时，肝脏毒性发生的机率明显增加，可达2．6％， 

有时甚至发生急性肝衰竭危及生命 1。然而，RFP 

引起肝损伤 机制尚不清楚。 

有研究证实．氧化应激损伤是 RFP合用 INH致 

肝毒性的重要机制。RFP可诱导细胞色素 P450活 

性加强，增加 INH代谢产物生成。从而消耗肝细胞 

内的谷胱甘肽(glutathione，GSH)，最终导致细胞死 

亡I 。但是，RFP本身可否引起氧化应激损伤，还不 

得而知。 

大量研究表明，血红素加氧酶一1(heme oxyge— 

nase一1，HO一1)能保护氧化应激状态下的细胞 。是机 

体抗氧化应激损伤之防御系统中的重要分子[51。同 

时，作为血红素分解代谢的限速酶，它也参与胆红 

素代谢的调控l I。因此，HO一1很可能是 RFP肝毒性 

发病机制中的重要分子。 

1 材料与方法 

1．1 主要 试剂 

RFP(美国sigma公司，纯度≥97％)；兔抗 HO一1多克隆 

抗体(美国 protein tech公司)；丙氨酸氨基转移酶(alanine 

aminotransferase，AI )、天门冬氨酸氨基转移酶(aspartate ami— 

notransferase，AST)和总胆红素(total bilirubin．TB)检测试剂 

盒(南京建成生物工程研究所)；CCK一8、谷胱甘肽过氧化物 

酶(glutathione peroxidase，GSH—Px)、超氧化物歧化酶(super- 

oxide dismutase，SOD)和丙二醛(malondialdehyde，MDA)检测 

试剂盒(上海碧云天生物技术有限公司)；HepG2细胞株为本 

研究室冻存，标准胎牛血清、DMEM培养基(Hyclone公司)； 

甲醇、过硫酸铵、胰蛋白酶、氯化钠等常规试剂均由本研究室 

提供 

1．2 动物分组与 处理 

SPF级雄性 Balb／c小鼠，体质量 18～22 g，共 24只，购于 

重庆医科大学实验动物中心『实验动物生产许可证号 ：SCXK 

(渝)2012—0002，实验动物使用许可证号：SYXK(渝)2012一 

OOO1]。 

实验前 ．称取适量 RFP溶于 DMSO，再加入适量生理盐 

水稀释浓度至 200 mg／kg(DMSO与 Ns比例为 1：9)，需避光 

处理。小鼠随机分为 3组，每组 8只，分别为 Ns对照组、 

DMSO溶剂对照组、RFP模型组(200 mg／kg)。每组空腹灌胃 

1次／d，灌胃1 h后给予食物和水自由饮食，连续 15 d。末次 

给药后禁饮禁食 6 h，内眦静脉取血 ，静置 30 rain后于 4℃ 

低温离心机以 3 000 r／min离心 10 min，分离血清用于生化 

检测 ，一70 cc保存。用颈椎脱臼法处死小鼠，取部分肝脏组织 

经生理盐水清洗后 4％多聚甲醛固定 ，用于病理切片形态学 

观察，其余肝脏组织经生理盐水清洗后于一70℃冷冻保存。 

1_3 生化指标检测 

用赖氏法检测小鼠血清和细胞上清中AIJT、AST活性． 

用咖啡因检测法检测小鼠血清TB含量，具体方法参照试剂 

盒说明书。 

1．4 氧化指标检测 

SOD活力测定采用黄嘌呤氧化酶法 ．GSH—Px测定采用 

比色法 ，MDA测定采用硫代巴比妥酸法 ，蛋白质的测定采用 

双缩脲法。以上各指标测定参照试剂盒说明书进行。 

1．5 肝组织病理学检查 

4％多聚甲醛固定后 ，进行组织脱水一石蜡包埋一HE染 

色 ，制备好病理切片，在显微镜下观察肝脏组织病理形态学 

变化并采集图片。 

1．6 细胞培养 

采用含 10％标准胎牛血清的 DMEM培养液，于 37℃、 

5％C0 的培养箱中培养 HepG2细胞株，每隔 48 h换液 1次， 

待细胞生长至状态良好，铺满至 80％瓶壁时以 1：3的比例传 

代。 

1．7 CCK一8检测 细胞增殖活性 

取对数生长期细胞，消化离心后制成细胞悬液 ，细胞计 

数调整浓度，取 100 1分别接种于 96孔板(5 X 10 个／孑L)。 
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培养 24 h后．实验组中加入用 DMEM配制的 RFP工作液 10 

蚜L，终浓度分别为 10、50、100 txmol／L，各 5孔；细胞对照组 

加入无药的DMEM培养基 ，lO 蚜L X 5孔；溶剂对照组加入 

含DMSO的 DMEM培养基 10 td／~：Lx5孔(DMSO与培养基 

比例为 1：1 000)，另设无细胞空白对照组 5孔，于 5％C0：的 

培养箱分别孵育 24、48、72 h(每 24 h沿孔壁小心吸出孔内 

培养液，换人新培养基和相应药物)。吸出每孔内培养液，加 

入 100 l无血清 DMEM，再加入 CCK一8工作液 10 蚜L，继 

续培养 4 h，振摇 10 S，酶标仪 450 nm处测定各孔吸光度 

(absorbanee，A)值。 

细胞增殖抑制率(％)=(A 胞对j!}I孑L-A 自孔)一(A 验孔—A舶孔)， 

(A细胞对照孔一A空白孔)×1o0％ 

1．8 Western blot检 测 RFP对 小鼠肝组 织和 HepG2细胞 内 

HO一1蛋 白的影响 

肝脏组织匀浆，蛋白质样品制备；HepG2细胞用不同浓 

度 RFP(10、50、100 p~mol／L)处理 24、48、72 h后分别提取其 

总蛋 白，测定蛋白浓度 ，免疫印迹法检测 HO一1蛋白表达水 

平，采用Quantity One凝胶成像系统进行图像分析。 

1．9 统计分析 

采用 SPSS 22．0软件进行统计学分析 ，计量资料均采用 

均数 ±标准差 (x±s)表示 ，采用单因素方差分析及重复测 

量方差分析，组间两两 比较采用 LSD—t检验 ，如果数据不满 

足方差齐性则选用非参数检验Dunnett’S T3。均采用双侧检 

验，检验水准 a=0．05。 

2 结 果 

2．1 小鼠血清AST、ALT活性 

小鼠 AST(F=37．046，P=0．ooo)、ALT(F=54．706，P=0．ooo) 

3组间存在统计学差异。RFP模型组 AST活性较 DMSO溶剂 

对照组( 0．ooo)和Ns对照组( 0．000)明显升高，DMSO溶 

剂对照组与 NS对照组间比较无统计学意义 (P=0．758)；RFP 

模型组 ALT活性较 DMSO溶剂对照组(P=O．000)和 NS对照 

组(e=-o．000)明显升高，DMSO溶剂对照组与 NS对照组间比 

较无统计学意义( 0．905)，提示 RFP连续灌胃可致肝损伤， 

结果见表 1。 

表 1 RFP对小鼠AST、ALT活性的影响( ± 。n=8) 

Tab．1 Effects of rifampicin on plasma AST and ALT levels 

(i± 。n=8) 

2．2 小鼠血清TB含量 

小鼠血清 TB含量(F=64．002。P=0．00o)3组间存在统计 

学差异。RFP模型组较 DMSO溶剂对照组( O．ooo)和 Ns对 

照组( 0．000)TB含量明显增高．DMSO溶剂对照组与NS对 

照组问比较无统计学意义(e=-o．670)，结果见表 2。 

表 2 RFP对小鼠血清 TB含量的影响(i±s。n=8) 

Tab．2 Effects of rifampicin on serum TB levels【X± 。n=8) 

组别 TB(p,mol／L) 

NS对照组 

DMSO溶剂对照组 

RFP模型组 

1．19±0．32 

1．02士0l35 

3．92±O．87 

F值 

P值 

64．o02 

O．O0o 

2．3 RFP对小鼠肝组织 GSH—Px、SOD、MDA水平的影响 

连续灌胃 15 d后 ，3组间 GSH—Px(F=40．962．P=0．000)、 

SOD(F=79．091，P=0．000)、MDA(F=12．445，P=0．ooo)结 果存 

在统计学差异。RFP模型组小鼠肝组织中GSH—Px较 NS对 

照组 (P=0．000)和 DMSO溶剂对照组 (P=0．ooo)明显下降， 

DMSO溶剂对照组与 NS对照组间 比较无统计学意义(P= 

0．226)；RFP模型组小鼠肝组织中 SOD较 Ns对照组(P= 

0．000)和 DMSO溶剂对照组( 0．000)明显下降，DMSO溶剂 

对照组与 NS对照组间比较无统计学意义( 10．265)：RFP模 

型组小鼠肝组织中 MDA较 NS对照组( 0．ooo)和 DMSO溶 

剂对照组(P=0．000)明显下降，DMSO溶剂对照组与 Ns对照 

组间比较无统计学意义( 0．840)，结果见表 3。 

表 3 RFP对小鼠肝组织GSH—Px、SOD、MDA水平的影响 

(X± 。n=8) 

Tab．3 Effects of rifampicin on hepatic GSH—Px，SOD，MDA 

levels(i±s。n=8) 

2．4 小鼠肝脏组织病理形态学变化 

连续灌胃 15 d RFP(200 mg／kg)后，小鼠肝脏黄染 ，肝脏 

及胆囊肿大，肝脏表面均匀密布白色小颗粒，质脆。经HE染 

色，镜下可见RFP模型组小鼠肝小叶结构被破坏．肝细胞呈 

水样变，伴有脂肪样变，有少量炎症细胞浸润；DMSO溶剂对 

照组与Ns对照组小鼠肝小叶结构清晰，肝细胞轮廓清楚，以 

中央静脉为中心向四周呈放射状排列，细胞核圆大 ，位于细 

胞中心(图 1)。 
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A：RFP模型组；B：DMSO溶剂对照组；C：NS对照组 

图 2 肝脏 HO一1表达 

Fig．2 Expression of Ho一1 in liver 

表 7 H0—1在各组中的相对表达■( ± ，n--3) 

Tab．7 Relative expression of HO-1( ± 。H=3) 

组另4 HO一1／[3一actin 

NS对照组 

DMSO溶剂对照组 

RFP模型组 

0．01±O．o0 

O．01±O．o0 

0-26±0．04 

F值 

P值 

113．286 

0．000 

2．8．2 处理后 HepG2细胞蛋白中 HO一1表达情况 RFP不 

同浓度处理 HepG2细胞后提取细胞总蛋白，免疫印迹法检 

测 HO一1蛋 白在 HepG2细胞中的表达情况。结果表明各个 

时间点间细胞中 HO一1蛋 白含量(F=186．135，P=0．000)差异 

有统计学意义 ；时间和剂量有交互作用( 44．537，P=-0．000)， 

说明随 RFP浓度的增加和作用时间的延长，其对 HepG2细 

胞的氧化损伤程度逐渐增加 ，呈时间一剂量效应 ；不同分组间 

方差分析显示 ，实验组与对照组间细胞中 HO一1蛋白含量 

( 171．999，P=-0．ooo)差异有统计学差异(图 3，表 8)。 

1 2 3 4 5 

s no一匡三三 ：4 43 kD p
一  

t叫竺!!：!!!=!!!!竺 I 

33 kD”。 妄 48 h 
43 kD 13-aetin O m qlB I ,m~J 

33 kD HO-I I= == = = I 72h 

43 kD 13一actinl_ - - - 一 I 

1：细胞对照组 ；2：DMSO溶剂对照组；3：l0 mol／LRFP组 

4：50 m0l／LRFP组 ；5：100~mol／LRFP组 

图3 HepG2细胞中HO一1表达 

Fig．3 Expression of HO一1 in HepG2 Cells 

表 8 HO一1在各组中的相对表达量(X±Sl Jl=3) 

Tab．8 Relative expression of HO一1( ±S。，l=3) 

3 讨 论 

目前．抗结核药物诱导的肝细胞氧化应激损伤 

主要关注于异烟肼．它的代谢产物诱导大量活性氧 

的产生，导致脂质过氧化，损伤细胞膜，引起肝细胞 

死亡同。然而。RFP是否也具有类似效应，尚需研究 

予以证实。 

本实验通过对小鼠连续 15 d灌 胃给 RFP(200 

mg／kg)IS-91，然后取材进行一系列分析 ，观察 RFP引 

起的小鼠肝脏损伤及相关氧化应激指标的变化。结 

果显示 ，RFP模型组小鼠 AlJT、AST较对照组明显 

升高，同时病理结果提示RFP模型组小鼠肝小叶结 

构被破坏，肝细胞呈水样变 ，证实长时间高剂量服 

用 RFP可引起肝损伤。 

机体具有完备的抗氧化应激损伤防御系统， 

GSH—Px和 SOD是其中非常重要 的 2个酶分子。 

GSH—Px是一种重要的过氧化物分解酶．广泛存在于 

机体细胞内，它能将有毒的过氧化物转化为无毒的 

羟基化合物，从而保护细胞膜的结构及功能免受过 

氧化物的攻击。SOD广泛分布于各种生物体内，也 

是重要的抗氧化酶，具有较强的自由基清除能力。 

本研究发现。体内和体外实验结果均表明模型组的 

GSH—Px和SOD较对照组明显降低，其中体外实验 

结果显示 GSH—Px、SOD值与 RFP作用时间和剂量 

呈负相关，说明浓度越高 ，作用时间越长其抗氧化 
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损伤效应越弱。与之相反。作为膜脂质过氧化最重 

要产物之一的MDA，体内实验中模型组数值明显高 

于对照组：细胞实验结果也提示 MDA值与药物作 

用时间和剂量呈正相关，说明在RFP作用下，机体 

和细胞产生大量活性氧，产生了脂质过氧化反应 ， 

导致了细胞的损伤。由此，本研究结果从细胞和动 

物两个水平。氧化应激损伤增强和防御机制削弱两 

个方面证实 RFP可诱导肝细胞的氧化应激损伤。 

血红素加氧酶 heme oxygenase。HO)是血红素 

降解的限速酶，它能代谢血红素为胆绿素、一氧化 

碳 、游离 的二价铁离子．胆绿素还原则生成胆红 

素『l0】。HO有 3种同工酶，即 HO一1、HO一2、HO一3。 

HO一1为诱导产生，是一种最广泛存在的抗氧化防 

御酶。当细胞和组织处于应激状态时(如氧化应激、 

热应激、重金属、内毒素等)，HO一1可作为保护性蛋 

白被诱导 ．以防御各种损伤因子对机体细胞的伤 

害[11-13】。HO一1的抗氧化损伤效应主要与其代谢产物 
一 氧化碳、游离的二价铁离子诱导的铁蛋白和胆红 

素密切相关。胆红素。曾被认为是有毒性的代谢产 

物。现在，大量研究表明，血中胆红素适度升高可降 

低多种疾病的死亡率 ，如呼吸系统疾病、肾脏疾病、 

心血管疾病、糖尿病、代谢综合征等【 阍。这种多器 

官的保护作用在于胆红素具有强的抗氧化、抗炎、 

补体抑制以及降脂等功能【17-20]。本实验Western blot 

结果提示，在体内实验中，RFP模型组小鼠肝组织 

中HO一1蛋白较对照组明显增高；体外实验，RFP对 

HepG2细胞作用 48 h和 72 h后，HO一1蛋白表达亦 

高于 NS对照组和溶剂对照组。同时，通过检查血中 

胆红素，发现模型组胆红素含量明显上升。这说明 

RFP引起肝细胞的氧化应激损伤后，可诱导HO一1表 

达增高。HO一1大量表达后．可催化血红素生成胆红 

素，使血浆中胆红素浓度上升，从而提高机体的抗 

氧化能力。 

综上所述，RFP可诱导氧化应激致肝损伤，而 

调控胆红素代谢的限速酶 HO一1在其中扮演着重 

要的角色，但其详细机制尚需进一步探讨。 
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