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护肝益肺方水提物对抗结核药所致肝损伤小鼠保护作用的研究
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摘要：目的 探讨护肝益肺方对抗结核药所致肝损伤小鼠的保护作用。方法 将70只小鼠设为空白对照组、模型对照组、阳

性对照组、护肝益肺全方低剂量组、全方高剂量组、护肝方低剂量组组、护肝方高剂量组。除空白对照组外，其余组小鼠每天给

予100 mg·kg-1·d-1异烟肼＋400 mg·kg-1·d-1利福平，空白组给予0.9％氯化钠注射液，阳性对照组给予750 mg/kg水飞蓟宾葡甲

胺溶液，全方低剂量组（5 g生药/kg）和全方高剂量组（10 g生药/kg）分别给予护肝益肺全方药，护肝低剂量组（2 g生药/kg）和护

肝高剂量组（4 g生药/kg）分别给予护肝方药，连续静脉注射给药2周。末次给药24 h后取材，收集小鼠血液和肝组织样品进行

血清中生化指标的检测并观察小鼠肝病理情况。结果 连续2周给药利福平、异烟肼，通过生化检测及病理检查证实小鼠肝

损伤模型制备成功。护肝益肺全方、护肝方各剂量组能显著抑制肝损伤模型小鼠血清中总胆红素（TBIL）（P＜0.01）和碱性磷

酸酶（ALP）的升高（P＜0.05），亦能抑制肝组织中丙二醛（MDA）的升高（P＜0.01），增强肝组织中超氧化物歧化酶（SOD）的活性

和谷胱甘肽（GSH）的水平（P＜0.05）。病理切片观察也显示护肝益肺全方、护肝方各剂量组较模型组肝细胞脂肪变性明显减

轻。结论 护肝益肺方水提物对抗结核药所致肝损伤具有明显保护作用，且作用机制与抗氧化作用有关。

关键词：药物性肝损伤，慢性； 利福平； 异烟肼； 中草药； 胆红素； 碱性磷酸酶； 超氧化物歧化酶； 谷胱甘肽； 小

鼠； 护肝益肺方
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Study on the protective effect of Hugan Yifei Recipe
on anti⁃tuberculosis⁃induced liver injury in mice
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Abstract：Objective To explore the protective effect of Hugan Yifei Recipe on mice with liver injury induced by tuberculosis
drugs.Methods Seventy mice were used as blank control group，model control group，positive control group，total square low dose
group and high dose group，Baogan square low dose group and high dose group.Except for the blank control group，the other groups
of mice were given 100 mg·kg-1·d-1 isoniazid +400 mg·kg-1·d-1 rifampicin daily，the blank group was given 0.9 % saline，and the
positive control group was given 750 mg/kg silybin meglumine.The total square low dose group（5 g crude drug/kg）and the high
dose group（10 g crude drug/kg）were given to Hugan Yifei whole prescription，Baogan square low dose group（2 g crude drug/kg）
and the high dose group（4 g crude drug/kg）was given the liver⁃protecting prescription，and the ig was administered for 2 weeks.Af⁃
ter 24 hours of the last administration，the blood and liver tissue samples of the mice were collected for serum biochemical indica⁃
tors and the liver pathological conditions of the mice were observed.Results The rifampicin and isoniazid were administered for 2
weeks，and the liver injury model was successfully confirmed by biochemical tests and pathological examination.Hugan Yifei Quan⁃
fang and Baoganfang could significantly inhibit the Increase in total bilirubin（TBIL）（P＜0.01）and alkaline phosphatase（ALP）
（P＜0.05）also inhibited the increase of MDA in liver tissue（P＜0.05），and enhanced the activity of SOD and the level of GSH in
liver tissue（P＜0.05 or P＜0.01）.Pathological section observation also showed that hepatic cell steatosis was significantly reduced
in each dose group of Hugan Yifei Quanfang and Hugan Recipe.Conclusion The Hugan Yifei Recipe has obvious protective effect
against liver damage caused by tuberculosis drugs，and its mechanism of action is related to antioxidant activity.
Key words：Drug ⁃ induced liver injury，chronic； Rifampicin； Isoniazid； Drugs，Chinese herbal； Bilirubin； Alkaline
phosphatase； Superoxide dismutase； Glutathione； Mice； Formula for protecting liver and benefiting lung

药 物 性 肝 损 伤（Drug ⁃ Induced Liver Injury，
DILI）是指因药物或其代谢产物的毒性作用、或机

体对药物产生过敏反应而对肝脏引发的损害。

DILI分辨率定义为肝脏生化指标值恢复正常或低

于 CIOMS 实验室标准［1］，调查显示每年 10万居民

中大约有 14～24人在药物治疗过程中可引发DI⁃
LI，占药品不良反应例数的3％～9％。DILI发病机

制复杂，致病因子较多，且大多数取决于药物理化

性质和宿主因子的相互作用［2］。由于抗结核药物

致肝损伤的病程在临床实践中难以观察，因此有必

要建立抗结核药物致肝损伤的动物模型。利福平

可诱发肝细胞型和胆汁淤积型肝损害，异烟肼可诱

发肝酶过高，抗结核药所致的肝损伤已成为最严重

毒副作用之一［3］。护肝益肺方为镇江市第三人民

医院肺科协定方。该方由女贞子、五味子、甘草、虎

杖、黄芪等 12味中药组成，具有护肝解毒，敛肺止

咳等功效，用于防治抗结核药所致肝损害。既往研

究表明，护肝益肺颗粒对异烟肼、利福平所致药物

性肝损害小鼠均有保护作用［4］。本文自 2018年 3
月至2019年3月研究了护肝益肺方对异烟肼+利福

平所致药物性肝损害小鼠的保护作用及机制。

1 材料与方法

1.1 实验用药物试剂及仪器设备

1.1.1 要药物及试剂 利福平注射液（沈阳双鼎制

药有限公司，生产批号 18070201），规格：5 mL：0.3
g；异烟肼注射液（天津金耀药业有限公司，生产批

号 1704231），规格：100 mg：2 mL；水飞蓟宾葡甲胺

片（江苏中兴药业有限公司，生产批号 171207 ⁃
314），规格：50 毫克/片，以 1% 羧甲基纤维素钠

（CMC⁃Na）制成混悬液；羧甲基纤维素钠购于辰昊

聚合物科技有限公司；75％乙醇消毒液及甲醛组织

固定液购于上海雷布斯仪器设备有限公司。

1.1.2 护肝益肺方、护肝方的制备 护肝益肺方组

成：女贞子10 g、五味子10 g、甘草10 g、虎杖20 g、黄
芪 30 g、三七 5 g、胡黄连 6 g、白头翁 6 g、炙百部 15
g、白及10 g；护肝方组成：女贞子10 g、五味子10 g、
甘草10 g、虎杖20 g、胡黄连6 g、白头翁6 g。取两副

方剂三倍药材量，将药材粉碎成粗粉，置适宜煎器

中，加水浸没药材，浸泡适宜时间后，加热至煮沸，

分离煎出液，药渣煎出 2次，合并各次煎出液，浓缩

至适宜浓度（给药量0.1 mL/10 g药材）。

1.1.3 主要实验仪器 15R型台式冷冻离心机（贝
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克曼库尔特商贸有限公司生产），罗氏 cobas 8 000
全自动生化分析仪（罗氏诊断产品上海有限公司生

产），Synergy2酶标仪（美国Bio⁃Tek公司生产），制冰

机（江苏冰欧新能源科技有限公司生产），-20 ℃冰

箱（广东福意电器有限公司生产），石蜡切片机（贝

诺医疗器械有限公司生产），显微镜（Olympus，日本

生产）。

1.2 药理实验方法

1.2.1 实验动物选择与饲养 70只 SPF级 ICR 小

鼠，2～3周龄，体质量 20～22 g，雌雄各 35只，购于

南京中医药大学动物实验中心，实验动物使用许可

证号：SYXK（苏）2018⁃0049。实验动物饲养于屏障

设施内、正常喂食标准饲料。动物房内温、湿度调

节：温度 21～26 ℃，相对湿度 45％～70％。适应性

喂养7 d后静脉注射给药。本研究对动物处置符合

动物伦理学原则。

1.2.2 动物分组及待测样本采集 动物分组：将70
只 ICR种小鼠分为 7组，雌雄各半。正式给药前一

日备好垫料、饲料、水，分组。空白对照组：正常饮

水、喂饲料；模型组：静脉注射给联用药（剂量：100
mg/kg异烟肼+400 mg/kg利福平，连续给药2周）；阳

性对照组：静脉注射给药（水飞蓟宾葡甲胺片配成

75 mg/mL的混悬液，换算成给药量 750 mg/kg，连续

给药2周）；全方低剂量组：（剂量：5 g生药/kg，连续静

脉注射给药2周）；全方高剂量组：（剂量：10 g生药/
kg，连续静脉注射给药2周）；护肝低剂量组：（剂量：

2 g生药/kg，连续静脉注射给药2周）；护肝高剂量组：

（剂量：4 g生药/kg，连续静脉注射给药2周）。除空白

对照组外，其余组小鼠每天上午 9点左右给予 100
mg·kg-1·d-1异烟肼＋400 mg·kg-1·d-1利福平混合药

液；每天下午3点（6 h后）针对阳性对照组及方剂组

给保护药，模型组和空白组同时间静脉注射给生理

盐水。各组灌胃体积均为0.1 ml/10 g，均正常饮水、

喂饲料。第14天禁食不禁水24 h，第2天称重。

实验取材：从小鼠眼眶内眦静脉采血收集，用离

心管装至0.5～0.7 mL用于血液中生化指标的检测；在

超净台中取肝脏，取整块肝组织样本、称湿重，统一取

肝左叶用10％甲醛浸泡装于离心管中用于肝组织病

理切片制作，迅速剪取肝右叶用于肝匀浆制备。

1.2.3 肝组织病理切片的制作及观察 统一取肝

左叶，用生理盐水洗涤后放入甲醛中固定2 d，待其

脱水后，经修样、石蜡包埋，再切成厚度 5 μm的肝

组织病理切片，HE染色后于光学显微镜下观察肝

组织病理变化。

1.2.4 肝匀浆的制作及检测 统一取肝右叶，用生

理盐水进行匀浆，制成 10%匀浆液，于离心机中离

心 10 min（转速 4 000 r/min、温度 4 ℃），分离上清

液。将分离的匀浆液-20 ℃保存待测。肝匀浆中超

氧化物歧化酶（SOD）、丙二醛（MDA）和谷胱甘肽

（GSH）含量的测定，均按照试剂盒说明书操作。

1.2.5 血清生化指标的检测 由镇江市第三人民医

院检验科使用全自动生化分析仪检测各组小鼠血清

中丙氨酸氨基转移酶（ALT）和天冬氨酸氨基转移酶

（AST）、碱性磷酸酶（ALP）及总胆红素（TBIL）的含量。

1.3 统计学方法 采用统计软件SPSS 16.0进行检

验。计量资料用的是方差分析和 t检验，以 x̄ ± s表
示；计数资料用的是 χ2检验。P＜0.05为差异有统

计学意义。

2 实验结果与分析

2.1 观察小鼠外貌、体重和行为的差异 空白对照

组：毛色顺白，行动敏捷，食量正常，体质量偏重且

增长迅速；模型对照组：毛色无明显变化，行动较正

常组迟缓，食量偏小，排泄物呈红色至橘红色、较稀

薄；阳性对照组：毛色无明显变化，行动正常，食欲

正常。各组体重均稳定增长，雄鼠体重较雌鼠增长

较快，模型组较正常组体重增长略缓慢，阳性对照

组与各保肝组体重均稳步增长且增重明显。

2.2 观察小鼠肝脏形态的变化 实验周期结束后

将肝脏取出，用生理盐水洗去肝表面的血渍，肉眼

观察肝脏整体。空白组：小鼠肝脏表观呈暗红色近

似红褐色，弹性较好。模型组：外观有所改变，肝脏

明显肿大，颜色呈淡黄，部分肝脏表面有大量土黄

色小点聚集，与暗红色明显不同，边缘切面组织略

宽略钝，触感柔软，明显有油腻感、弹性不足，其中

个别肝脏表面黄色小点程度较严重，面积较大，初

步论证为脂肪肝变性明显。阳性对照组及其他保

肝方组中，小鼠肝脏均比模型组质量减轻，并无明

显肿胀，肝脏组织边缘略尖窄、切面较薄，触摸手感

较柔软。但保肝方中，尤其以低剂量组中，仍有个

别小鼠肝脏有油腻感，切面组织较其他略微宽钝。

2.3 小鼠肝脏生化指标检测结果 由表1可看出，

模型组的 TBIL、ALP均大于空白对照组，差异有统

计学意义（P＜0.01），表明利福平、异烟肼药物联用

所致急性药物性肝损害的模型建立成功。在护肝

益肺方及拆分后的护肝方中，ALT与AST与模型组

相比差异无统计学意义，阳性对照组（水飞蓟宾葡

甲胺片）、各方剂组的TBIL、ALP均小于模型组，差

异有统计学意义（P＜0.05），表明水飞蓟宾葡甲胺

片、护肝益肺方及拆分后的护肝方对模型小鼠的肝

损伤均有保护作用。可见，拆分后的护肝方对
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TBIL、ALP的降低能力优于阳性组，而护肝益肺全

方的解毒能力与阳性组持平。

2.4 小鼠肝脏病理学检查 对肝损害小鼠模型肝

脏组织病理学的影响：正常对照组小鼠肝组织无明显

病理改变；模型组肝细胞发生广泛的脂肪样变性，细

胞质疏松及混浊肿胀，汇管区炎性细胞浸润及肝细胞

可见少量点状和灶状坏死。阳性对照组及护肝方各

剂型组仅个别肝细胞出现坏死，肝细胞变性坏死程度

较造模组轻，汇管区可见少量炎细胞浸润，见表2。
通过在光镜下对各组小鼠肝组织病理切片进

行观察。空白组：切片上每个肝小叶纹路清楚，小

叶中间的中央静脉呈放射状排列，无病变发生。门

管区结构清晰、结缔组织易辨认，小叶间静、动脉及

小叶间胆管无明显病变发生。肝细胞常规排列，辨

认清晰，肝实质细胞未见明显急性肝炎、肝硬化、肝

脓肿等病生理变化（图1A）。模型组：可清晰地观察

到脂肪变性，肝窦变得狭窄，可见肝细胞体积扩增，

聚集排列杂乱，小的脂肪空泡环绕在细胞核四周，脂

肪空泡体积大小不一，充斥在整个细胞质中（图1B）。
阳性对照组：可依稀分辨出一些散在的脂肪变性，以

微泡型脂肪变性居多，有些区域几乎无脂肪性小泡，

属轻度脂肪性病变（图1C）。全方低剂量组：肝细胞

气球性样变，细胞肿胀变性，细胞质淡染。以微泡型

和小泡型的脂肪变性居多，且数量稍多、属中度变

性。10例病理切片中，有4例表现出中度脂肪性病

变，量化指标有所缓和但药效不及高剂量组明显（图

1D）。全方高剂量组：依稀分辨出微小气泡较多，存

在很轻微的脂肪性变性，可忽略不计（图1E）。护肝

低剂量组：也可分辨出一些散在的脂肪变性，以微泡

型脂肪变性居多、按小泡数量属轻度到中度病变（图

F）。护肝高剂量组：存在很轻微的脂肪性变性，可忽

略不计，整体效果优于护肝常量组（图1G）。
2.5 护肝益肺方对小鼠肝匀浆GSH、SOD、MDA
的影响 由表3可看出：阳性对照组、各方剂组中的

SOD、GSH均高于模型组，MDA均低于模型组，差异

有统计学意义（P＜0.05），表明水飞蓟宾葡甲胺片、

护肝益肺方及护肝方对肝损伤模型小鼠肝匀浆中

的 SOD、GSH有升高作用，MDA有降低作用。在阳

性组与各方剂组的比较中，可见全方高剂量组对升

高SOD、GSH及降低MDA水平的调控能力与水飞蓟

宾葡甲胺片持平，而护肝高剂量组对肝损伤模型小

鼠肝匀浆中各指标的调控作用更优。

3 讨论

半个世纪来，利福平、异烟肼、吡嗪酰胺等作为

一线抗结核药物常被临床使用，但因其肝毒性引发

的药物性肝损伤常影响到抗结核治疗方案的实施。

治疗过程中由于药物的毒性损害或对药物的过敏

反应所致的药物性肝损伤，临床多表现为四肢乏

力、黄疸、恶心厌油、肝脏肿大、肝区疼痛等［5］。

目前已有多种肝损伤动物模型：化学性肝损伤

表1 护肝益肺方水提物对肝损害小鼠模型肝脏生化指标影响/（U/L，x̄ ± s）
组别

空白对照组

模型组

阳性对照组

全方低剂量组

全方高剂量组

护肝低剂量组

护肝高剂量组

鼠数

10
10
10
10
10
10
10

TBIL
1.27±0.52a

36.88±13.25
1.59±0.47a

1.35±0.26a

1.95±0.70a

2.32±0.40a

2.02±0.70a

ALT
31.70±6.55
38.60±10.16
37.30±6.98
31.40±5.68
27.90±6.08
35.50±10.05
32.50±10.49

AST
109.60±9.98
131.30±14.90
146.20±38.51
128.50±26.06
118.80±22.26
148.60±26.45
147.10±45.57

ALP
190.75±50.44a

566.70±319.56
288.70±155.98a

277.20±161.19a

257.20±108.98a

320.70±153.98a

371.60±227.96
注：与模型组比较，aP＜0.05，ALT为丙氨酸氨基转移酶，AST为天冬氨酸氨基转移酶，ALP为碱性磷酸酶，TBIL为总胆红素

表2 护肝益肺方水提物对肝损害小鼠模型肝组织病理的影响

组别

空白对照组

模型对照组

阳性对照组

全方低剂量组

全方高剂量组

护肝低剂量组

护肝高剂量组

鼠数

10
10
10
10
10
10
10

肝细胞变性/只
－

9
0
5
4
6
3
3

+
1
1
4
2
3
5
6

++
0
7
1
4
1
2
1

+++
0
2
0
0
0
0
0

病理损伤积分

1b

21
6b

10
5b

9a

8b

肝细胞坏死/只
－

8
0
2
1
3
2
2

+
2
1
7
7
6
5
7

++
0
8
1
2
1
3
1

+++
0
1
0
0
0
0
0

病理损伤积分

2b

20
9b

11a

8b

11a

9b

注：1.“－”表示肝细胞一切正常、病理积分记0分；“＋”表示肝细胞轻度浊肿、局部可见有水样变性，病理计分记1分；“++”表示肝细胞浊

肿，水样变性，轻度炎细胞浸润，很少点状坏死，病理计分记2分；“+++”表示肝细胞严重浊肿，水样变性明显，炎细胞浸润明显，点状坏死明显，

灶状坏死，病理计分记3分；2.仅对“病理积分”列作统计分析，与模型组比较，bP＜0.01；aP＜0.05
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表3 护肝益肺方水提物对肝损害小鼠的

GSH、SOD、MDA的影响（n＝10）
组别

空白对照组

模型对照组

阳性对照组

全方低剂量组

全方高剂量组

护肝低剂量组

护肝高剂量组

鼠数

10
10
10
10
10
10
10

SOD/（U/mL）
302.34±30.83
162.35±15.92b

224.06±19.34ca

206.24±29.56a

228.35±20.45ca

193.57±22.15ca

230.71±21.11ca

GSH/（mg/L）
316.93±30.32
219.83±30.15a

443.12±31.65d

425.42±39.56c

391.46±38.24da

327.37±32.16c

351.52±41.15ca

MDA/（nmol/mL）
9.59±1.02

15.09±2.56b

10.34±1.72d

13.56±2.45q

12.43±3.38c

13.41±3.21a

10.16±4.18d

注：与空白对照组比较，aP＜0.05、bP＜0.01，与模型组比较，cP＜

0.05、dP＜0.01；SOD为超氧化物歧化酶，GSH为谷胱甘肽，MDA为丙二醛

动物模型、药物性肝损伤动物模型、免疫性肝损伤动

物模型、酒精性肝损伤动物模型等。生物性方法要

求实验条件高且费用昂贵，限制其应用。免疫性方

法是通过免疫方法造成肝损伤，主要用于通过免疫

机制所致肝损伤的药物研究。化学性方法通过化学

性肝毒物质，如四氯化碳、对乙酰氨基酚等致肝损

伤。对乙酰氨基酚是运用最为广泛的一种造模药

物，在常规治疗作为解热镇痛药时是相对安全的、但

长期或过量使用易造成肝中心小叶坏死，严重会恶

化成急性肝功能衰竭［6］。酒精性方法发病机制较为

复杂［7］，通过酒精灌胃，具有简易方便成本低等特点，

但安全性不易把控、小鼠易死亡。如何建立更优质

有效的肝损伤动物模型，尚需进一步的研究和改进，

为研究肝病发病机制、筛选保肝药物等奠定基础。

当然，以抗结核药制备肝损伤动物模型，用于评价对

抗结核药所致肝损伤保护作用，更具有科学和临床

实际意义［8］。利福平单用可导致胆红素升高，通过协

同作用加重异烟肼所引起的肝损伤。抗结核药所引

起的肝损伤与对乙酰氨基酚和四氯化碳不同，对于

ALT和AST增高不明显、但对于TBIL和ALP有明显

的升高作用，均会不同程度出现肝细胞水肿，羽毛样、

脂肪变性［9］。故本实验以利福平+异烟肼干预制备肝

损伤模型，并评价护肝益肺方对其的肝保护作用。

肝脏是脂肪转化的场所，需要经过肝静脉运输

到身体的各个部位，肝淤血导致肝静脉不能及时的

运输走脂肪，肝细胞中的脂肪变性变为明显［10］。本

实验的肝脏病理检查结果显示，由利福平+异烟肼干

预制备的模型组均不同程度出现肝细胞水肿，羽毛

样、脂肪变性。脂肪变性较为严重的切片中可观察

伴有大量慢性炎性细胞充斥在肝细胞中、个别可见

散在的胆汁淤积等现象。有的切片中还出现微小脂

肪性病毒，体积不大但数量较多；中央静脉周围变形

较明显，汇管区脂肪变性不明显，属重度脂肪性病

变。以上表明由利福平+异烟肼干预制备的肝损伤

小鼠模型制备成功，且符合抗结核药作用特点。经

护肝益肺全方及护肝方治疗后，小鼠肝脏仅个别肝

细胞出现坏死，肝细胞变性坏死程度较造模组轻，汇

管区仅见少量炎细胞浸润，表明护肝益肺全方及护肝

方对抗结核药所致小鼠肝细胞性损伤具有保护作用。

本实验生化检测结果显示：护肝益肺方全方及

拆方过后的护肝方能显著降低抗结核药造成的药物

性肝损害小鼠血清ALP、TBIL升高的水平；能显著升

高药物性肝损害小鼠肝匀浆中 SOD、GSH降低的水

平且能抑制肝组织中MDA的升高；文献报道护肝益

肺方药中部分中药能降低药物性肝损害小鼠肝组织

变性、甚至坏死的程度，具有保护肝细胞的作用［11］。

表明护肝益肺颗粒全方能对异烟肼+利福平联用所

致药物性肝损伤小鼠发挥较好的肝保护作用，且作

用机制与抗氧化作用有关。本实验结果与文献报道

复方中药对异烟肼致肝损害保护作用相吻合，这为

中药复方与抗结核药联用治疗结核病提供了实验依

据。而实验后续中，将继续研究护肝益肺方药其他

提取物对抗结核药致肝损害的保护作用。

（本文图1见插图2⁃1）
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