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基于斑马鱼模型探讨血必净注射液与3种抗生素并用对肝损伤的影响
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摘 要：目的 利用斑马鱼模型评价血必净注射液与 3种抗生素并用对肝脏损伤的影响。方法 以肝脏荧光标记的斑马鱼为

动物模型，设置对照组、抗生素单用（阿莫西林克拉维酸钾分散片 1 000 μg/mL、左氧氟沙星片 800 μg/mL、阿莫西林胶囊

400 μg/mL）组、血必净注射液（2.5、5.0、10.0 μg/mL）＋抗生素组，连续给药72 h，每24 h更换暴露液，给药结束后，显

微镜下拍照，统计肝面积、肝脏荧光强度。收集样品，石蜡包埋，切片，HE染色，进行组织病理学检查。结果 在阿莫西

林克拉维酸钾分散片和血必净注射液的安全浓度范围内联合用药未发现斑马鱼死亡，未发现毒性加剧；在左氧氟沙星片和

血必净注射液的安全浓度范围内联合用药未发现斑马鱼死亡，未发现毒性加剧；在阿莫西林胶囊的安全浓度范围内，联合

应用 10 μL/mL血必净注射液可导致斑马鱼全部死亡；联合应用 5 μL/mL血必净注射液可导致部分斑马鱼死亡，剩余斑马鱼

肝毒性加剧，与阿莫西林胶囊单用组比较，肝面积及肝脏荧光强度均显著下降（P＜0.05）。结论 血必净注射液与阿莫西林

克拉维酸钾分散片、左氧氟沙星片并用不会对斑马鱼的肝脏造成损伤。阿莫西林胶囊与血必净注射液并用时增加斑马鱼的

肝损伤风险，应控制阿莫西林胶囊的处方浓度，并重点观察患者肝功能变化。
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Study on liver injury of combined use of Xuebijing Injection and three kinds of

antibiotics based on zebrafish model
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Abstract: Objective To evaluate the effects of Xuebijing Injection and three kinds of antibiotics on liver protection and liver injury

by zebrafish model. Methods Zebrafish with liver fluorescent labeling were used as animal models. The control group, single

antibiotic group (amoxicillin clavulanate potassium dispersible tablet 1 000 μg/mL, levofloxacin tablet 800 μg/mL, amoxicillin

capsule 400 μg/mL), Xuebijing Injection (2.5, 5.0, 10.0 μg/mL) + antibiotic group were set for continuous administration for 72 h.

Change the exposure solution every 24 hours, After administration, the liver area, and liver fluorescence intensity were counted.

Samples collection, paraffin embedding, paraffin section, HE staining, and histopathological examination were performed. Results

The experimental results showed that there were no death and no aggravation of toxicity within the safe dose range of amoxicillin-

clavulanate potassium, combing with Xuebijing (2.5, 5, 10 μL/mL). With the increasing of Xuebijing concentration, the liver area

and fluorescence intensity increased gradually. Within the safe dose range of levofloxacin, no increase in toxicity was found

combing with Xuebijing (2.5, 5, 10 μL/mL). Within the safe concentration range of amoxicillin, combined application of 10 μL/mL
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Xuebijing Injection could cause death of all zebrafish. The combined application of 5 μL/mL Xuebijing Injection could cause the

death of some zebrafish, and the liver toxicity of the remaining zebrafish was aggravated. Compared with the group of amoxicillin

capsule alone, the liver area and liver fluorescence intensity were significantly decreased (P < 0.05). Conclusion The combined use

of Xuebijing Injection and amoxicillin-clavulanate potassium will not cause damage to the liver of zebrafish. The combined use of

amoxicillin and Xuebijing Injection will increase the risk of liver injury in zebrafish, and high doses may lead to death. When using

Xuebijing Injection clinically, the prescribed dose of amoxicillin should be controlled and the changes in liver function should be

observed. The combined use of Xuebijing Injection and levofloxacin has not found any damage to the liver of zebrafish.

Key words: combination of traditional Chinese medicine and Western medicine; zebrafish model; drug interactions; Xuebijing

Injection; antibiotic; amoxicillin; levofloxacin; amoxicillin-clavulanate potassium

坚持中西并重是实施中医药振兴发展的重大

工程的具体举措，也是人们对医疗健康需求的必然

结果。但是，中西药并用面临着使用混乱、情况复

杂、评价难度高等问题，给安全用药带来极大挑战。

在国家对中西医并重大力支持的背景下，国内

医疗界和学术界长期关注中西药并用的情形下［1-2］，

中西药并用将覆盖临床所有治疗领域，成为疾病治

疗的常用手段［2］。目前，人类疾病谱已经转向需要

长期用药的复杂疾病，致使联合用药情况越来越普

遍。在刚颁布的《中华人民共和国中医药法》中，国

家鼓励科研机构、高等学校、医疗机构和药品生产

企业等，运用现代科学技术和传统中医药研究方

法，开展中医药科学研究，加强中西医结合研究，促

进中医药理论和技术方法的继承和创新，体现了从

团结中西医转轨为中西医并重的国策。习近平总

书记称誉中医药是国之瑰宝，蕴育深邃的哲理，“传

承精华、守正创新”为构建具有中国特色的、统一的

医药学创造了良好的机遇［1］。

中国脓毒症/脓毒性休克急诊治疗指南（2018）

建议在以抗生素为基础的脓毒症治疗中加入血必

净注射液。血必净注射液主要是由红花、丹参、赤

芍、川芎、当归 5味中药组成，临床上与抗生素联合

用于治疗脓毒症和多器官功能障碍综合症，是我国

应用于此类疾病的唯一中药注射剂，使得中药注射

剂进入急救医学主流市场［3］。血必净注射液和抗生

素并用表现出高度的药动学相容性［4］。随着抗生素

应用日趋广泛，各种抗生素诱发的肝损伤日益严

重。血必净注射液和抗生素并用不仅可以提高治

疗效果，还能减轻抗生素带来的肝损伤［5-7］。对于血

必净注射液与抗生素并用的安全性需要进一步评

价［8］，本研究采用斑马鱼模型作为评价中西药并用

安全性的一种方式，以期为后续中西药并用安全性

评价提供参考。

斑马鱼模型应用于药物毒性筛选试验，可进行

致畸性、心脏毒性、肝脏毒性、神经毒性等靶器官的

评价。用斑马鱼进行药物的肝损伤评价存在许多

的优势，首先斑马鱼在受精后 72 h完成血液灌注，

肝脏功能完整，4～5 d后可以通过口服进行试验，方

便快捷［9］。其次，斑马鱼体内有与人类相似的脂代

谢酶［10-13］，例如 HMG-COA 合成酶、裂解酶，过氧化

物酶体增殖物激活受体（PPARs）。斑马鱼实验周期

短，相对哺乳动物成本低，药物用量少，给药方式简

单。其全身透明，易于观察，较能直接反映药物吸

收、分布、代谢过程，还有各项生化指标［14］。而且，

斑马鱼与人类基因组的相似度高达 87%，有与人类

近似的毒性特征和信号传导通路，斑马鱼的各种器

官和组织在解剖学、生理学和分子水平上已经被证

实类似于哺乳动物，是一种可比性较强的模式

动物。

本研究通过构建斑马鱼模型评价血必净注射

液与不同抗生素并用肝损伤情况，进而为临床上血

必净注射液与抗生素并用提供参考。

1 材料

1.1 实验动物

选用肝脏荧光标记的转基因 Tg（L-FABP：

EGFP）系斑马鱼和野生型 AB 系斑马鱼，斑马鱼为

山东省科学院生物研究所斑马鱼药物筛选平台

提供。

1.2 实验仪器

AXIO Zoom.V16蔡司体式荧光显微镜（卡尔蔡

司（上海）管理有限公司）；斑马鱼饲养养殖系统（北

京爱生科技有限公司），SpectraMR 酶标仪（美国

Dynex公司）。

1.3 药物及主要试剂

血必净注射液（天津红日药业，10 mL/5 支，产

品批号 2003151）；左氧氟沙星片［第一制药（北京）

有限公司，0.5 g/4片，批号BX099G1］；阿莫西林克拉

维酸钾分散片（7∶1）（鲁南制药集团，228.5 mg/12片，

批号 51200113）；阿莫西林胶囊（浙江金华康恩贝生

物制药有限公司，0.5 g/24粒，批号 JD2003004）。
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2 方法

2.1 斑马鱼胚胎获取

由山东省科学院生物研究所提供的斑马鱼成

鱼在光照 14 h/黑暗 10 h、（28±0.5）℃条件下饲养，

每天定时定量喂食。选用健康性成熟的斑马鱼按雌雄

比例2∶2于产卵缸中配对产卵，收取受精卵，消毒后置

于光照 14 h/黑暗 10 h、（28±0.5）℃培养箱中，发育

至3 dpf（days post fertilization）时，用于本实验。

设定药物浓度梯度（阿莫西林克拉维酸钾分散

片、左氧氟沙星片、阿莫西林胶囊 1～1 000 μg/mL，

血必净注射液 1～1 000 μL/mL）给药组，连续 72 h，

每 24 h更换暴露液，实验设立 3个重复。暴露结束

后，记录各组斑马鱼死亡数量，明确后续实验的给

药浓度。

2.2 药物处理及图像获取

设置对照组、抗生素单用（阿莫西林克拉维酸

钾分散片 1 000 μg/mL、左氧氟沙星片 800 μg/mL、阿

莫西林胶囊 400 μg/mL）组、血必净注射液（2.5、5.0、

10.0 μg/mL）＋抗生素组，连续给药 72 h，每 24 h 更

换暴露液，实验设立 3 个重复。给药结束后，显

微镜下拍照，统计肝面积、肝脏荧光强度。收

集样品，石蜡包埋，切片，HE 染色，进行组织病

理学检查。

2.3 统计学方法与图像数据处理

使用 Image-Pro Plus软件统计各组斑马鱼肝脏

荧光面积和荧光强度。Graphpad prism统计软件和

SPSS 20软件分析数据。组间差异性采用单因素方

差分析。

3 结果

3.1 阿莫西林克拉维酸钾分散片和血必净注射液

并用

预试验检测斑马鱼对 1～1 000 μg/mL 阿莫西

林克拉维酸钾分散片的耐受性，≤1 000 μg/mL时斑

马鱼无死亡；预试验检测斑马鱼对 1～1 000 μL/mL

血必净注射液的耐受性，≤10 μL/mL 时斑马鱼无

死亡。基于预试验结果，选用 1 000 μg/mL 阿莫

西林克拉维酸钾分散片，2.5、5.0、10.0 μL/mL 血

必净注射液进行后续实验。

如图 1所示，与对照组比较，阿莫西林克拉维甲

酸分散片组斑马鱼肝面积、肝脏荧光强度显著下

降（P＜0.001）；在安全浓度范围内联合应用血必净

注射液（2.5、5.0、10 μL/mL），未发现死亡，未发现毒

性加剧，肝面积有增加趋势。

如图 2病理切片表型图所示，与对照组比较，阿

莫西林克拉维酸钾分散片组斑马鱼肝细胞出现大

量不同大小的空泡，细胞质明显减少，出现核皱缩

与对照组比较：#P＜0.05 ###P＜0.001

#P < 0.05 ###P < 0.001 vs control group

图1 阿莫西林克拉维酸钾分散片和血必净注射液并用对斑马鱼典型肝脏表型图及肝面积、肝脏荧光强度的影响

Fig. 1 Effect of amoxicillin-clavulanate potassium and Xuebijing Injection on typical liver phenotypic and statistical maps

of liver area and liver fluorescence intensity in zebrafish
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或核消失；联合应用血必净注射液组肝损伤较单用

阿莫西林克拉维酸钾分散片有所恢复。

3.2 左氧氟沙星片和血必净注射液并用

预试验检测斑马鱼对 1～1 000 μg/mL 左氧氟

沙星片的耐受性，≤800 μg/mL 时斑马鱼无死亡。

选用 800 μg/mL左氧氟沙星片，2.5、5.0、10.0 μL/mL

血必净注射液进行后续实验。

如图 3所示，与对照组比较，左氧氟沙星片组斑

马鱼肝面积、肝脏荧光强度显著下降（P＜0.001）；在

安全浓度范围内，联合应用血必净注射液（2.5、5.0、

10.0 μL/mL）未发现死亡，未发现肝毒性加剧。

如图 4病理切片表型图所示，与对照组比较，左

氧氟沙星片组斑马鱼肝细胞出现大量不同大小的

空泡，细胞质明显减少，出现核皱缩或核消失，左氧

氟沙星片与血必净注射液并用组肝损伤较单用左

氧氟沙星片有所恢复。

3.3 阿莫西林胶囊和血必净注射液并用

预试验检测斑马鱼对 1～1 000 μg/mL阿莫西林

胶囊的耐受性，≤800 μg/mL时斑马鱼无死亡。基于

预试验结果，选用400 μg/mL阿莫西林胶囊，2.5、5.0、

10.0 μL/mL血必净注射液进行后续实验。

与对照组比较：#P＜0.05 ##P＜0.01 ###P＜0.001

#P < 0.05 ##P < 0.01 ###P < 0.001 vs control group

图3 左氧氟沙星片和血必净注射液并用对斑马鱼典型肝脏表型及肝面积、肝脏荧光强度的影响

Fig. 3 Effect of levofloxacin and Xuebijing Injection on typical liver phenotypic and statistical maps of liver area and liver

fluorescence intensity in zebrafish

对照 阿莫西林克拉维甲酸 阿莫西林克拉维

1 000 μg·mL−1 甲酸1 000μg·mL−1＋

血必净注射液10μL·mL−1

图 2 阿莫西林克拉维酸钾分散片和血必净注射液并用对

病理切片表型的影响

Fig. 2 Effect of amoxicillin-clavulanate potassium and

Xuebijing Injection on pathological section phenotype

对照 左氧氟沙星片 左氧氟沙星片

800 μg·mL−1 800 μg·mL−1＋

血必净注射液10μL·mL−1

图 4 左氧氟沙星片和血必净注射液并用对病理切片表型

的影响

Fig. 4 Effect of levofloxacin and Xuebijing Injection on

pathological section phenotype
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在阿莫西林的安全浓度范围内，联合应用

10 μL/mL 血必净注射液可导致斑马鱼全部死亡；

联合应用 5 μL/mL血必净注射液可导致部分斑马鱼

死亡，剩余斑马鱼肝毒性加剧，与阿莫西林胶囊单

用组比较，肝面积及肝脏荧光强度均显著下降（P＜

0.05）。见图5。

如图 6所示，与对照组比较，阿莫西林胶囊组斑

马鱼肝细胞出现大量不同大小的空泡，细胞质明显

减少，出现核皱缩或核消失，阿莫西林胶囊与血必

净注射液并用肝损伤有所加剧。

4 讨论

中西药并用安全性研究是临床用药过程中的

一大挑战。意外的毒性是临床试验过程中的一个

主要消耗源和上市后导致不必要的发病率和死亡

率的主要原因［15-16］。中西药并用难以真实反映中药

临床安全性，症状性不良事件/反应的报告缺乏可靠

性，同类临床研究中安全性指标报告差异大等。为

了进一步规范临床安全性评价指标，本团队提出

了：在中西药并用的临床安全性评价中引入核心指

标集概念，一方面可减少潜在的选择性报告偏倚，

另一方面，可整合多个临床研究结果，有利于系统

评价分析比较和合并［17］。

药物肝损伤具有重要临床意义，在中西药并用

中肝损伤受到越来越广泛的关注［18-20］。中西药并用

时药物间相互作用使中药和西药在一起给药时产

生协同或拮抗作用。由于中药化学成分的复杂性

使得中西药并用时产生药物-药物相互作用极其复

杂，也增加了中西药并用时肝损伤的风险。中西药

并用的临床研究表明：中西药并用会产生不良反

应，例如过敏反应、肝损伤等。肝脏作为主要代谢

器官，含有大量的活性代谢酶，肝脏同时也是毒性

反应最主要的靶器官。药物在肝药酶作用下发生

代谢反应后，其化学结构发生转化后产生的代谢物

可能会产生肝损伤［21-22］。

与对照组比较：##P＜0.01；与阿莫西林胶囊单用组比较：*P＜0.05

##P < 0.01 vs control group；*P < 0.05 vs amoxicillin capsule alone group

图5 阿莫西林胶囊和血必净注射液并用对斑马鱼典型肝脏表型及肝面积、肝脏荧光强度的影响

Fig. 5 Effect of amoxicillin and Xuebijing Injection on typical liver phenotypic and statistical maps of liver area and liver

fluorescence intensity in zebrafish

对照 阿莫西林胶囊 阿莫西林胶囊
400 μg·mL−1 400 μg·mL−1＋

血必净注射液10μL·mL−1

图 6 阿莫西林胶囊和血必净注射液并用对病理切片表型

的影响

Fig. 6 Effect of amoxicillin and Xuebijing Injection on

pathological section phenotype
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血必净注射液与不同抗生素并用在临床使用

过程中较为常见，特别是在治疗脓毒症过程中［23］。

但是对于血必净注射液和抗生素肝损伤研究还需

要进一步深入，规避并用过程中肝损伤风险。本研

究采用斑马鱼模型探讨血必净注射液与抗生素并

用肝损伤情况。血必净注射液和 3种抗生素并用时

均在抗生素安全浓度范围内，血必净注射液与阿莫

西林克拉维酸钾并用不会对斑马鱼的肝脏造成损

伤。阿莫西林胶囊与血必净注射液并用时会增加

斑马鱼的肝损伤风险，高浓度可能导致死亡，临床

应用血必净注射液时，应控制阿莫西林胶囊的处方

浓度，并重点观察患者肝功能变化。左氧氟沙星与

血必净注射液并用未发现对斑马鱼肝脏的损伤作

用。血必净注射液与抗生素浓度配比范围还需要

更加细致和全面的实验设计；血必净注射液与不同

抗生素并用产生肝损伤的物质基础和机制需要进

一步研究，以期为血必净注射液与抗生素并用临床

安全性评价提供依据。

利益冲突利益冲突 所有作者均声明不存在利益冲突
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