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$论著$

干酪乳杆菌对利福平和异烟肼联用

所致大鼠肝损伤的保护作用
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郝海波
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联合所致的大鼠肝
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利福平%

>HD

&和异烟肼%

CQA

&是临床治疗肺结

核常用的一线抗结核药物#但具有潜在的肝毒性#是

药物性肝损伤临床检测的重点药物'

$

(

,由于2肝
.

肠

轴3和肝肠循环的存在#肠道微生态的动态平衡的破

坏可促进肝病发生和发展'

/
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,我国抗结核药物所致

药物性肝损伤发生率较高#约为
Gb

"
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#是导

致患者抗结核药物治疗中断或失败+产生耐药性的

重要原因#直接影响治疗效果及病情转归,益生菌

是一类能促进肠道菌群生态平衡#对宿主健康有益

的活体微生态制剂,近些年来#通过补充益生菌来

预防肝脏疾病得到越来越多的关注,已经有研究报

道显示#益生菌对于由饮酒+病毒感染及代谢性疾病

引起的慢性肝损伤有保护作用'
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,也有研究表明#

植物乳酸菌与
V.

精氨酸联合使用可以保护内毒素

诱导的肝损伤'
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#然而其机制尚不明确,干酪乳杆

菌代田株%
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究证实
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可以通过改善肠道微生物组成#以及调

节免疫应答从而发挥对人体健康的有益作用,笔者

拟通过
>HD

和
CQA

灌胃建立大鼠肝损伤模型#研

究补充
V5R

对
>HD

和
CQA

所致大鼠肝损伤的保护

作用#为开发
V5R

的临床应用奠定基础,

材料和方法

一+材料和试剂
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"

//%

7

#购于山

东鲁抗医药股份有限公司'实验动物生产许可证号!

R?<X

%鲁&

/%%G%%%/

(,适应性喂养
$

周后#按随机

数字表法分为
)

组!正常对照组#模型组#

V5R

低+

中+高剂量组#双环醇组#每组
$/

只,

CQA

直接溶

于无菌生理盐水#制成浓度为
'%

7

"

V

的灌胃液#

>HD

溶于
;

A'&%

的盐酸溶液#制成浓度为
'%

7

"

V

的灌胃液#双环醇溶于药用聚乙二醇%

D1IE%%

&#制

成浓度为
'%

7

"

V

的灌胃液,正常对照组灌胃
%&(b

氯化钠注射液%

/%24

"

^

7

#连续
/G!

&-其余各组大鼠

每天
$

次灌胃
>HDF%2

7

"

^

7

和
CQAF%2

7

"

^

7

#连

续
/G!

#灌胃体积为
/%24

"

^

7

#建立肝损伤模型,在

给予
>HD

和
CQA/J

后#

V5R

的
'

个剂量组分别灌

胃
$%S$%

G

+

/%S$%

G

+

E%S$%

G

5Hd

"

^

7

的
V5R

-双环

醇组大鼠灌胃
0&F2

7

"

^

7

双环醇-每天
$

次#持续

/G!

,

$

F$)

$

中国防痨杂志
/%$0

年
)

月第
'(

卷第
)

期
!

?J#-KL-M#M8NO65

#

K8-O/%$0

#

P"4&'(

#

Q"+)



各组大鼠末次灌胃后禁食
$/J

#称重后给予

'b

戊巴比妥钠
'%2

7

"

^

7

麻醉#腹主动脉取血#留

取血清-完整分离肝脏并称重#计算肝脏指数-剩余

组织于
eG%m

冻存备用,

三+观察及测量指标

$+

一般情况观察!试验期间每周称大鼠体质量

$

次#并观察大鼠的生长情况+毛发颜色的变化+精

神状况+食欲及对外界的刺激回应,

/+

肝脏指数计算!大鼠处死后#完整分离其肝

脏#冷生理盐水冲洗表面血污#滤纸吸干#称重#计算

肝脏指数,肝脏指数%

b

&

T

肝质量%

7

&"体质量%

7

&

S

$%%b

,

'+

肝组织超氧化物歧化酶%

R]=

&活性和丙二醛

%

B=L

&含量测定!分离大鼠肝脏并称重后#取
%&F

7

大鼠肝组织#加入冰生理盐水
F24

#用电动匀浆机在

冰水中碾磨匀浆#制造
$%b

肝匀浆#

$/E(S

,

离心

$F2#-

#取上清液于
eG%m

冻存备用,采用考马斯

亮蓝法测定肝组织蛋白浓度#羟胺法测定
R]=

活

性#硫代巴比妥酸%

MJ#"N36N#M86#535#!

#

@UL

&法检测

其中
B=L

含量#详细检测方法按试剂盒说明操作,

E+

生化指标检测!给药
/G!

后#麻醉大鼠#腹主

动脉取血至无肝素的采血管#室温静置
'%2#-

#

$GG%S

,

离心
$%2#-

#制备血清#

eG%m

冻存备用,

用全自动生化分析仪测量每组大鼠血清中的谷氨酸

氨基转氨酶%

LV@

&+天冬氨酸氨基转氨酶%

LR@

&+

碱性磷酸酶%

LVD

&+血清总胆汁酸%

@UL

&+总胆红

素%

@UCV

&+直接胆红素%

=UCV

&+间接胆红素

%

CUCV

&,

F+

大鼠粪便肠道菌群检测!给药
/G!

后#取大

鼠粪便样品#严格按照
@CLQ32

;

RM""4Q=LX#M

粪便基因组
=QL

提取试剂盒要求提取大鼠粪便基

因组总
=QL

#

e/%m

冻存,用实时荧光定量
D?>

方法对大鼠粪便中乳酸杆菌+双歧杆菌+大肠杆菌及

粪肠球菌
$)R6=QLP'

可变区进行定量分析并制

作标准曲线#将提取的大鼠粪便基因组
=QL

进行

以上
E

种菌株
$)R6=QLP'

可变区荧光定量
D?>

反应#反应完毕后进行溶解曲线分析,根据读取的

荧光数据#由系统软件
1

;;

O-!"6[B3,MO65

9

54O6O

;

6O34

;

4O_

自动分析
?M

值%即
D?>

扩增过程中#扩增

产物的荧光信号达到设定的阈值时所经过的循环次

数&#将
?M

值代入标准曲线#求出大鼠粪便样品中

E

种菌株的含量

四+统计学分析

应用
RDRR//&%

统计学软件分析数据#统计描

述采用2

$c%

3表示#多组之间差异检验采用单因素

方差分析#其中两两比较采用最小显著性差异法

%

VR=

&检验#以
#

$

%&%F

为差异有统计学意义,

结
!!

果

一+各组大鼠的一般情况

$+

毛色变化!正常对照组大鼠毛色无明显变化,

其余各组大鼠在灌胃第
/

周时开始出现不同程度的

毛色变黄+无光泽#灌胃期间毛色变黄为持续性#处

死前大鼠的毛色泛黄#没有光泽,

/+

精神状态!正常对照组大鼠在灌胃期间无明

显变化,其余组大鼠在灌胃第
$

周时精神状态良

好#食欲佳#对外界刺激敏感-在灌胃第
/

周出现精

神状态不佳#食欲降低#对外界刺激迟钝,

二+各组大鼠的肝脏指数测定

给药
/G!

后#正常对照组#模型组#

V5R

低+中+

高剂量组及双环醇组大鼠肝脏指数分别为%

/&G$c

%&/F

&

b

+%

'&$Ec%&$F

&

b

+%

'&%)c%&$0

&

b

+

%

'&%'c%&%0

&

b

+%

/&GGc%&$/

&

b

+%

/&G0c%&$0

&

b

#

组间差异有统计学意义%

*TE&(%

#

#

$

%&%$

&,进一

步两两比较发现#与正常对照组相比#模型组大鼠的

肝脏指数升高-与模型组相比#

V5R

高剂量组和双环

醇组的肝脏指数均降低#差异均有统计学意义%

#

$

%&%F

&,

三+各组大鼠肝组织
R]=

活性和
B=L

含量的

测定

给药
/G!

后#与正常对照组相比#模型组大鼠

肝匀浆中
B=L

平均含量升高了
'G&Fb

#

R]=

活性

降低了
/%&0b

-与模型组相比#

V5R

各剂量组的

B=L

含量明显降低#

R]=

活性明显增强#见表
$

,

表
8

!

给药
/G!

后各组大鼠肝组织
B=L

含量

及
R]=

活性变化

组别
B=L

%

-2"4

"

2

7

蛋白#

$c%

&

R]=

%

d

"

2

7

蛋白#

$c%

&

正常对照组
/&0Gc%&E0

!

($&E)c$'&0'

模型组
E&F/c%&F/

3

0/&F$c$$&%F

3

V5R

低剂量组
/&(Ec%&EG

N

GE&)%cG&F%

N

V5R

中剂量组
/&G/c%&')

N

G)&/GcF&F/

N

V5R

高剂量组
/&)/c%&/G

N

(%&'Gc(&'F

N

双环醇组
/&GGc%&'(

N

(/&)FcG&G/

N

*

值
/E&EG )&)(

#

值
$

%&%$

$

%&%$

注 3

!与正常对照组比较#差异有统计学意义%

#

值均
$

%&%F

&-

N

!与

模型组比较#差异有统计学意义%

#

值均
$

%&%F

&,

B=L

!丙二醛-

R]=

!超氧化物歧化酶

$

)$)

$

中国防痨杂志
/%$0

年
)

月第
'(

卷第
)

期
!

?J#-KL-M#M8NO65

#

K8-O/%$0

#

P"4&'(

#
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四+大鼠血清生化指标

给药
/G!

后#各组大鼠血清
LV@

+

LR@

+

LVD

的变化情况见表
/

,与正常对照组相比#模型组的

LV@

+

LR@

+

LVD

均升高#其中
LV@

和
LVD

平均

水平分别升高了
/%&%b

和
$(&'b

#差异有统计学意

义,与模型组相比#益生菌高剂量组的
LV@

+

LVD

平均水平分别降低了
$)&'b

和
$E&Eb

#差异有统计

学意义,

给药
/G!

后#各组大鼠血清
@UL

+

@UCV

+

=UCV

+

CUCV

的变化见表
'

,与正常对照组相比#各

组大鼠的
@UL

+

@UCV

+

=UCV

+

CUCV

的水平均明显升

高#差异有统计学意义,与模型组相比#益生菌各组

及双环醇组
@UL

平均水平均明显降低#分别降低

了
/)&%b

+

'(&Eb

+

E/&$b

+

/(&Eb

-双环醇组
@UCV

平均水平降低了
$(&$b

#差异均有统计学意义-益

生菌中+高剂量组和双环醇组的
=UCV

和
CUCV

也明

显降低#其中
=UCV

平均水平分别降低了
//&)b

+

'0&(b

+

/E&0b

#

CUCV

平均水平分别降低了
$'b

+

$F&Eb

+

$G&Eb

,

五+大鼠的肠道菌群变化情况

给药
/G!

后#各组大鼠粪便菌群分析结果见

表
E

,与正常对照组相比#模型组的双歧杆菌和乳

酸杆菌含量明显降低#粪肠球菌和大肠杆菌含量明

显增加#差异有统计学意义%

#

值均
$

%&%F

&,与模

型组相比#

V5R

组大鼠粪便中双歧杆菌和乳酸杆菌

的含量明显升高#而粪肠球菌和大肠杆菌的含量明

显降低#差异有统计学意义%

#

值均
$

%&%F

&,

讨
!!

论

药物性肝损伤在临床上是需要重点关注的问

题#其关系到患者用药后的生命安全,

>HD

和
CQA

是临床广泛使用的一线抗结核药物#但两者联用会

明显增加肝毒性#严重影响肺结核的系统治疗和患

者的生存质量,美国胸科协会认为
CQA

的肝毒性

机制是其代谢过程中形成的肼及乙酰肼'

0

(

,

>HD

可以竞争性的抑制胆红素的排泄#导致胆红素的淤

表
9

!

给药
/G!

后各组大鼠血清生化指标检测结果

组别
LV@

%

d

"

V

#

$c%

&

LR@

%

d

"

V

#

$c%

&

LVD

%

d

"

V

#

$c%

&

正常对照组
F/&')c$$&$G $//&($c$$&)0 /)%&FcFE&E(

模型组
)F&EFc/%&$%

3

$/)&0(c'%&/) '//&0(c)$&0'

3

V5R

低剂量组
FE&FFcG&E0 $//&%%c/'&%$ /('&FGc)$&GF

V5R

中剂量组
FE&)0c$$&G0 $//&$'c$0&GE /G'&%%c'/&FE

V5R

高剂量组
E(&(/c$F&'/

N

$$'&''c$$&') /0)&E/c'$&/E

N

双环醇组
F0&0FcG&/E $/G&''c/E&0G /G%&0%cFE&'/

*

值
/&)$ /&'E '&$/

#

值
%&%'G %&%FF %&%$F

注 3

!与正常对照组比较#差异有统计学意义%

#

值均
$

%&%F

&-

N

!与模型组比较#差异有统计学意义%

#

值均
$

%&%F

&,

LV@

!丙氨酸氨基转氨

酶-

LR@

!天冬氨酸氨基转氨酶-

LVD

!碱性磷酸酶

表
E

!

给药
/G!

后各组大鼠血清生化指标分析结果

组别
@UL

%

)

2"4

"

V

#

$c%

&

@UCV

%

)

2"4

"

V

#

$c%

&

=UCV

%

)

2"4

"

V

#

$c%

&

CUCV

%

)

2"4

"

V

#

$c%

&

正常对照组
$E&'(c(&(G /&(/c%&'0 %&)Ec%&/% /&EFc%&/%

模型组
($&'Ec$)&('

3

0&G/c/&F'

3

E&0%c$&/(

3

'&)(c%&FE

3

V5R

低剂量组
)0&)'c$G&(F

N

0&('c%&(G E&E0c$&%E '&E)c%&$(

V5R

中剂量组
FF&'/c$(&$0

N

0&%)c$&F' '&)Ec$&)G

N

'&/$c%&//

N

V5R

高剂量组
F/&(/c/'&%%

N

)&F%c$&)% /&(/c%&G)

N

'&$/c%&E/

N

双环醇组
)E&E(c//&E$

N

)&''c$&E)

N

'&FEc$&/$ '&%$c%&')

N

*

值
/%&)G $E&(E $G&'( $F&)G

#

值
$

%&%$

$

%&%$

$

%&%$

$

%&%$

注 3

!与正常对照组比较#差异有统计学意义%

#

值均
$

%&%F

&-

N

!与模型组比较#差异有统计学意义%

#

值均
$

%&%F

&,

@UL

!血清总胆汁酸-

@UCV

!总胆红素-

=UCV

!直接胆红素-

CUCV

!间接胆红素

$

0$)

$

中国防痨杂志
/%$0

年
)

月第
'(

卷第
)

期
!

?J#-KL-M#M8NO65

#

K8-O/%$0

#

P"4&'(

#

Q"+)



表
F

!

给药
/G!

后各组大鼠肠道菌群检测结果

组别
双歧杆菌

%拷贝数"
7

湿粪#

$c%

&

乳酸杆菌

%拷贝数"
7

湿粪#

$c%

&

粪肠球菌

%拷贝数"
7

湿粪#

$c%

&

大肠杆菌

%拷贝数"
7

湿粪#

$c%

&

正常对照组
'&F)c%&F$ )&)Ec%&)G /&G$c%&)( )&%Gc%&'$

模型组
/&)Fc%&EG

3

E&F0c%&0(

3

E&/$c%&/$

3

0&''c%&F)

3

V5R

低剂量组
/&GGc%&'F

N

)&)Gc%&E)

N

E&$$c%&F(

N

F&'Fc%&/0

N

V5R

中剂量组
'&00c$&%0

N

)&G$c%&)%

N

/&))c%&)F

N

F&'/c%&E$

N

V5R

高剂量组
E&F$c%&0)

N

0&F%c%&G(

N

/&'%c%&'G

N

F&0Ec%&%E

N

双环醇组
/&G/c%&'$ F&''c$&/F '&/$c%&00

N

F&0'c%&%'

N

*

值
$E&/' /$&$% $0&F) )%&$G

#

值
$

%&%$

$

%&%$

$

%&%$

$

%&%$

注 3

!与正常对照组比较#差异有统计学意义%

#

值均
$

%&%F

&-

N

!与模型组比较#差异有统计学意义%

#

值均
$

%&%F

&

积-还可以诱导肝药酶的活性#加快
CQA

的代谢#增

加乙酰肼代谢的活性中间体和肼#与肝细胞过氧化

反应增强#从而加重
CQA

的肝毒性,有研究表明#

氧化应激是
CQA

和
>HD

联用致肝损伤的机制

之一'

G

(

,

肝脏与肠道有紧密的解剖与功能关系#肠道微

生物在肠道中与宿主相互作用#通过肝肠循环#在肝

病的发生+发展中起到重要的作用'

(.$%

(

,有资料显

示#益生菌可以促进急性胆汁淤积大鼠的胃肠消化

间期移行性肌电复合波%

BB?

&节律性恢复#从而改

善肝损伤#减轻胆汁淤积#对肝脏起到保护的作

用'

$$

(

,在肺结核的治疗过程中#需要长期+联合应

用大剂量的抗生素#

>HD

更是一种广谱抗生素#在

长期的抗结核药物治疗过程中容易导致患者肠道微

生物群的紊乱,因此#笔者通过补充益生菌#调节大

鼠肠道微生态平衡#观察
V5R

是否对
>HD

和
CQA

联合所致肝损伤有保护作用,合理摄入活性益生

菌#能够改善和修复肠道菌群失调,在
/%%$

年#我

国公布了双歧杆菌+乳酸杆菌+嗜热链球等三类共计

(

种可用于保健食品的益生菌名单,本次实验采用

的是
V5R

作为干预物#研究其对
>HD

和
CQA

联合

所致肝损伤的保护作用,结果显示#

V5R

对
>HD

和

CQA

联合所致大鼠肝损伤有一定的保护作用,

肝脏指数反映肝组织肿胀的严重程度,本次实

验中#与正常对照组相比#模型组大鼠肝脏指数明显

升高-

V5R

高剂量组大鼠的肝脏指数较模型组大鼠

明显降低#一定程度上说明益生菌能减轻
>HD

和

CQA

联合所致肝损伤,

B=L

是脂质过氧化产物#

R]=

是防御超氧负

离子损伤的重要酶#两者在机体氧化
.

抗氧化平衡中

起着重要的作用,

B=L

含量的高低间接反映了机

体脂质过氧化的严重程度'

$/

(

#

R]=

活力的高低反映

了细胞清除自由基能力的大小,本次试验中#与正

常对照组相比#模型组大鼠肝匀浆中
B=L

含量升

高#

R]=

活性降低#说明
>HD

和
CQA

联用能引起

细胞脂质过氧化增强#细胞清除自由基的能力下降#

细胞氧化与抗氧化系统失衡,补充
V5R

后#益生菌

各组大鼠的肝匀浆
B=L

含量都有明显降低#

R]=

活性升高,这一结果与王俊国等'

$'

(和张书文等'

$E

(

等报道的结果一致,

LV@

+

LR@

和
LVD

活力与肝细胞损伤的严重

程度相关,本次研究大鼠是在
>HD

和
CQA

联合灌

胃
/G!

后#检测其血清中
LV@

+

LR@

和
LVD

水平#

结果发现#与正常对照组相比#模型组大鼠血清

LV@

和
LVD

升高-与模型组相比#

V5R

高剂量组大

鼠血清
LV@

和
LVD

水平明显降低,

@UL

是胆固

醇在肝脏的分解代谢产物#其代谢改变会直接影响

正常的肝功,

CUCV

来自死亡的红细胞#经肝脏转化

为直接胆红素#为胆汁的组成成分之一,

=UCV

和

CUCV

之和就是
@UCV

,当肝细胞受到损害#胆红素

不能直转化为胆汁#胆汁排泄受阻#造成血中胆红素

升高,本次实验中#与正常对照组相比#模型组大鼠

血清中
@UL

+

CUCV

+

=CCV

+

@UCV

升高#与而王莉

等'

$F

(和何雪等'

$)

(的研究结果一致,与模型组相

比#

V5R

各组大鼠血清
@UL

水平降低-

V5R

中+高剂

量组的
=UCV

和
CUCV

也明显降低,

另外#笔者对实验动物的肠道菌群进行了研究#

结果显示#各组大鼠的肠道菌群分布发生了改变#主

要表现在与正常对照组相比#模型组大鼠粪便中双

歧杆菌和乳酸杆菌数量减少#粪球菌和大肠杆菌数

量增加-与模型组相比#

V5R

各组大鼠粪便中双歧杆

菌和乳酸杆菌的含量升高#粪球菌和大肠杆菌含量

降低,有研究显示#益生菌制剂可降低肝硬变+肝昏

迷患者血浆内毒素水平+改善肝功能'
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伤大鼠+肝硬变大鼠+急性肝损伤大鼠受损肠黏膜屏

障修复#有效防治肠道细菌或内毒素易位'

$G.$(

(

,

综上所述#

V5R

可以调节肠道微生态紊乱#改善

肠道屏障功能#对
>HD

和
CQA

联用所致大鼠肝损

伤时发挥保护作用,

V5R

作为一种安全有效的活体

微生物制剂#值得在肺结核患者抗结核药物所致肝

损伤的预防方面进行进一步推广应用,
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