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尼替西农对酪氨酸血症Ⅰ型
所致肝损伤的保护作用

孙利平1, 常彦祥2（1.渭南职业技术学院，陕西 渭南 714000；2.西安医学院第一附属医院 胸外肿瘤科，西

安 710038）

摘要：目的 研究尼替西农对于酪氨酸血症Ⅰ型所致肝损伤的保护作用。方法 选取野生型小鼠为健

康对照组（A组，10只），将40只Fah-/-小鼠随机分为4组（B～E组），每组10只。B组给予尼替西农

0.2 mg/（kg·d），共给药5周，C组给予尼替西农0.2 mg/（kg·d），共给药4周，第5周给予等量生理盐

水，D组给予尼替西农0.2 mg/（kg·d），共给药1周，后4周给予等量生理盐水，A组和E仅给予等量生

理盐水，观察分析治疗期间小鼠的健康状态、体重、血清学指标（ALT、AST和ALP）以及肝组织病

理学变化。结果 B组小鼠的生物化学指标与肝脏组织学改变与A组无显著差异，C、D组停药后小鼠

血清学指标逐渐上升，病理学显示肝脏有一定的损伤，E组小鼠血清学指标持续上升，体重下降，病

理学显示肝脏损伤严重。A～E组小鼠肝组织炎症评分分别为（1.00 ± 0.00）分、（1.19 ± 0.11）分、

（2.09 ± 0.23）分、（3.41 ± 0.31）分和（3.96 ± 0.23）分，其中C组、D组和E组评分显著高于A组，

差异有统计学意义（t值分别为4.241、5.751、6.892，P值分别为0.032、0.021、0.006），B组评分与A
组相比差异无统计学意义（t = 0.512，P = 0.223）。A～E组小鼠肝组织坏死评分分别为（1.00 ± 0.00）
分、（1.07 ± 0.13）分、（2.45 ± 0.26）分、（3.37 ± 0.33）分和（3.76 ± 0.26）分，其中C组、D组和E
组评分显著高于A组，差异有统计学意义（t值分别为4.451、5.669、6.983，P值分别为0.030、0.023、
0.005），B组评分与A组相比差异无统计学意义（t = 0.471，P = 0.269）。结论 尼替西农对酪氨酸血

症Ⅰ型所致肝损伤具有良好的保护作用。
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Abstract: Objective To evaluate the protective effects of nitisinone on liver injury caused by tyrosinemia 
type Ⅰ. Methods Total of 10 wild type mice were selected as healthy controls (group A) and 40 Fah-/- mice 
were divided into four groups (group B～E), 10 mice in each group. Mice in group B were given nitisinone 
0.2 mg/(kg·d) for 5 weeks, mice in group C were given nitisinone 0.2 mg/(kg·d) for the first 4 weeks and 
equivalent normal saline for the last one week, mice in group C were given nitisinone 0.2 mg/(kg·d) for one 
week and equivalent normal saline for the last 4 weeks, mice in group A and E were given equivalent normal 
saline for 5 weeks. The health status, body weight, serology indexes (ALT, AST and ALP) and pathological 
changes of liver tissue in mice were analyzed. Results The serology indicators and liver histologic changes 
of mice in group B had no significant differences compared with group A. The serology indicators of mice in 
group C and D increased gradually when the nitisinone were stopped given. The serology indicators of mice 
in group E increased and body weight decreased, the pathology showed that the liver were damaged severely. 
The liver inflammation scores of groups A～E were 1.00 ± 0.00, 1.19 ± 0.11, 2.09 ± 0.23, 3.41 ± 0.31 and 
3.96 ± 0.23, respectively. The scores of group C, D and E were significantly higher than that of group A, 
the differences were statistically significant (t = 4.241, 5.751, 6.892, P = 0.032, 0.021, 0.006). There was no 
significant difference of liver inflammation score between group A and B (t = 0.512，P = 0.223). The liver 
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necrosis scores of groups A～E were 1.00 ± 0.00, 1.07 ± 0.13, 2.45 ± 0.26, 3.37 ± 0.33 and 3.76 ± 0.26, 
respectively. The scores of group C, D and E were significantly higher than that of group A, the differences 
were statistically significant (t = 4.451, 5.669, 6.983, P = 0.030, 0.023, 0.005).There was no significant 
difference of liver necrosis score between group A and B (t = 0.471，P = 0.269). Conclusion Nitisinone had 
a good protective effect on liver injury caused by tyrosinemia type Ⅰ.
Key words: Nitisinone; Fah-/- mice; Tyrosinemia type Ⅰ; Liver injury

酪氨酸血症Ⅰ型是一种罕见的遗传病，该疾病

的发病机制是肝肾组织中延胡索酰乙酰乙酸水解酶

（Fah）活性降低，从而导致肝功能损伤等一系列

临床症状[1,2]。尼替西农（nitisinone，NTBC）能够

抑制酪氨酸降解通路中关键酶4-HPPD的活性，对

酪氨酸血症Ⅰ型具有治疗作用，该药物可降低患者

血液中琥珀酰丙酮的水平，但对该疾病导致的肝损

伤并无全面的直接研究[3]。本课题针对这一问题，

采用Fah基因敲除（Fah-/-）小鼠为模型，研究了尼

替西农对酪氨酸血症Ⅰ型导致肝损伤的治疗作用，

有助于更详尽地了解该药物的特点及药理特征。

1 材料与方法

1.1 实验材料  本研究以40只balb/c品系Fah-/-小鼠

（SPF级）为研究对象，体重20～25 g，年龄10～11
周，雌鼠和雄鼠各20只，均繁殖于陕西省疾病控制

中心实验动物中心，另选取SPF级野生balb/c品系野

生型小鼠10只作为对照，购自陕西省疾病控制中心

实验动物中心，由西安医学院第一附属医院动物实

验中心饲养。实验动物饲养条件：25 ℃，55%湿

度，标准饲料及饮水，12小时黑暗/12小时光照昼夜

循环，实验过程中动物的处置方法符合动物伦理学

标准。

1.2 主要仪器与试剂   尼替西农（瑞典Swedish 
Orphan International公司）、中性树脂封片剂（武

汉博士德公司）、伊红及苏木素（福州迈新生物科

技有限公司）、恒温烤箱（北京医疗设备厂）、石

蜡切片机（德国Leica公司）、正置显微镜与显微数

码图像系统（日本Olympus公司）及不锈钢高压锅

（江苏省金坛市实验仪器有限公司）。

1.3 实验方法

1.3.1 实验小鼠的分组及给药方法  所有小鼠适应性

喂养5天后，将10只SPF级野生balb/c品系野生型小

鼠记为健康对照组（A组），将40只Fah-/-小鼠随

机分为4组（B～E组），每组10只，B组小鼠每天

给予NTBC，持续5周，C组小鼠每天给予NTBC，

持续4周，后1周不予给药，D组小鼠每天给予

NTBC，持续1周，后4周不予给药；E组小鼠为空

白对照组，不予给药。

根据文献[4]公式：小鼠剂量（mg/kg）=成人剂量

（mg/kg）× 12.3，其中成人体重以60 kg计，尼替西农

的一般人体剂量为0.972 mg/60 kg = 0.0162 mg/kg，折

合每只小鼠0.0162 × 12.3 = 0.2 mg/kg。各实验组通过

灌胃的方法给予0.2 mg/kg剂量的药物，上述药物由生

理盐水通过滴定法配制，每天给药1次，实验周期为5
周，不给予药物的小鼠用等量生理盐水灌胃。每天对

各组小鼠的形态学及生理状态进行密切观察，每5天
称量小鼠体重并绘制体重曲线。

1.3.2 肝功能指标的检测  在第5天、10天、15天、20
天、25天和30天对各组小鼠进行眼眶采血，离心分

离获得血清，检测血清中ALT、ALP以及AST水平。

1.3.3 肝脏病理学的检测  实验结束后处死各组小

鼠，取小鼠肝脏并用生理盐水清洗3次，以浓度为

4%的多聚甲醛进行固定，固定结束后24小时进行

石蜡包埋切片。于60 ℃条件下，将切片后的小鼠肝

脏样本进行烤片（时间为1小时），烤片结束后，

依次用常规脱蜡水化和苏木素染色各10分钟，水中

返蓝10分钟后以1%的盐酸酒精溶液进行8秒分化处

理，随后水洗2分钟，并用伊红复染10分钟，切片

常规脱水后干燥，并用中性树胶封片，在显微镜中

观察肝脏病理切片。

根据HE染色结果，利用半定量法对各组小鼠肝

脏炎症及坏死情况进行评价：无炎症记1分；轻度

炎症（炎症面积＜ 30%全视野面积）记2分；中度

炎症（炎症面积为20%～50%全视野面积）记3分；

重度炎症（炎症面积＞ 50%全视野面积）记4分。

无坏死记1分；轻度坏死（坏死面积＜ 10%全视野

面积）记2分；中度坏死（坏死面积为10%～30%全

视野面积）记3分；重度坏死（坏死面积＞ 30%全

视野面积）记4分。

1.4 统计学处理  采用SPSS 22.0统计软件对本研究数

据进行分析，计量资料以 x  ± s表示，采用t检验，

以P ＜ 0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 各组小鼠形态学和体重比较  A组为健康对照组，

小鼠均健康存活，体重逐渐增长，第5周时平均体重

为（32.12 ± 3.45）g；B组为持续给药组，小鼠均存
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活，健康状况接近A组，体重也逐渐增长，第5周时

平均体重为（33.46 ± 3.56）g，与A组相比差异无统计

学意义（t = 1.203，P = 0.216）；C组为给药4周组，

小鼠均存活，前4周体重逐渐上升，停药后体重逐渐

下降，第5周时平均体重为（19.89 ± 1.09）g，显著低

于A组，差异有统计学意义（t = 4.902，P = 0.011）；

D组为给药1周组，其中有1只死亡，其前1周体重显

著上升，停药后体重明显持续下降，第5周时平均体

重为（17.51 ± 1.12）g，显著低于A组，差异有统计学

意义（t = 5.542，P = 0.008）；E组为不予给药组，小

鼠有3只死亡，体重持续下降，第5周时平均体重为

（15.21 ± 0.93）g，仅为A组的62%，差异有统计学意

义（t = 7.223，P = 0.0007）。各组小鼠体重变化曲线

见图1。
2.2 各组小鼠血清学指标的比较  A组小鼠ALT、AST
和ALP水平均在正常范围内；B组小鼠各项指标在

给药后5天内恢复正常且后期无显著波动；C组小鼠

各项指标在给药后5天内恢复正常，停药后各项指

标逐渐上升，第5周时各项指标与A组相比，差异均

有统计学意义（t值分别为3.180、3.819、3.540，P
值分别为0.027、0.021、0.024）；D组小鼠各项指

标在给药后5天内恢复正常，停药后各项指标逐渐

上升，第5周时各项指标与A组相比，差异均有统计

学意义（t值分别为7.380、6.929、6.517，P值分别

为0.0003、0.0006、0.0009）；E组小鼠各项指标均

逐渐上升，第5周时各项指标与A组相比，差异均有

统计学意义（t值分别为9.114、8.241、6.517，P值
分别为0.001、0.001、0.001），见表1、图2。
2.3 肝组织病理学观察  A组与B组小鼠肝组织结构完

整，细胞排列紧密有序，细胞形态较饱满，胞浆充

盈，肝小叶轮廓清晰。E组小鼠肝脏正常组织结构

消失，肝细胞体积增大，界限不清晰，排列紊乱且

呈现点状坏死及片状坏死，中性粒细胞和淋巴细胞

等炎性细胞逐步浸润，胞质中存在大量气球样变性

及脂肪空泡，肝细胞大量凋亡坏死并伴有严重的炎

性变化。C组与D组病理学观察与E组类似，但胞质

内均未观察到大量脂肪空泡和气球样变性，肝细胞

未大量坏死或伴有严重的炎性病症及细胞凋亡，其

中C组病理严重程度小于D组，D组病理严重程度小

于E组，见图3。
2 . 4  各组小鼠肝组织炎症评分及肝组织坏死评

分  A～E组小鼠肝组织炎症评分分别为（1.00 ± 
0.00）分、（1.19 ± 0.11）分、（2.09 ± 0.23）
分、（3.41 ± 0.31）分和（3.96 ± 0.23）分，其中

C组、D组和E组评分显著高于A组，差异有统计学

意义（t值分别为4.241、5.751、6.892，P值分别

为0.032、0.021、0.006），B组评分与A组相比差

异无统计学意义（t = 0.512，P = 0.223）。A～E
组小鼠肝组织坏死评分分别为（1.00 ± 0.00）分、

（1.07 ± 0.13）分、（2.45 ± 0.26）分、（3.37 ± 
0.33）分和（3.76 ± 0.26）分，其中C组、D组和

E组评分显著高于A组，差异有统计学意义（t值
分别为4.451、5.669、6.983，P值分别为0.030、
0.023、0.005），B组评分与A组相比差异无统计

学意义（t = 0.471，P = 0.269）。

3 讨论

酪氨酸血症Ⅰ型是一种极为罕见的常染色体

隐性遗传病，也是一种因延胡索酰乙酰乙酸水解图 1  各组小鼠体重变化曲线图

表 1  第 5 周时各组小鼠的血清学指标（ x ± s，U/L）

组别 例数 AST ALT ASP

A组 10 215.17 ± 20.67   234.56 ± 20.98   231.45 ± 20.13

B组 10 217.25 ± 20.78   225.51 ± 20.74   235.61 ± 20.25

C组 10 977.14 ± 98.26 1251.34 ± 80.51 1153.45 ± 81.31

D组 10 1017.45 ± 110.34 1145.67 ± 74.21 1211.34 ± 84.12

E组 10 2314.56 ± 220.24   2278.52 ± 228.71   2278.52 ± 228.71

注：与 A 组各指标（AST、ALT、ASP）相比，B 组 t 值分别为 1.231、1.092、1.012，P 值分别为 0.352、0.398、0.402；C 组 t 值分别
为 3.180、3.819、3.540，P 值分别为 0.027、0.021、0.024；D 组 t 值分别为 7.380、6.929、6.517，P 值分别为 0.0003、0.0006、0.0009；E
组 t 值分别为 7.380、6.929、6.517，P 值分别为 0.0003、0.0006、0.0009
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酶（Fah）缺乏或活性降低引起的酪氨酸代谢异

常 [5 ,6]。在患者体内，延胡索酰乙酰乙酸逐渐积

累，酪氨酸等代谢物逐渐增高，造成延胡索酰乙

酰乙酸及马来酰乙酰乙酸等中间代谢产物的不断

积累，从而刺激产生琥珀酰丙酮（SA），该物

质会导致严重的肝功能损伤及肾小管缺陷 [7 ,8]。

目前，临床上常用检测琥珀酰丙酮的含量来诊断

酪氨酸血症Ⅰ型。与此同时，根据酪氨酸血症Ⅰ

型的发病年龄，临床上可将该疾病分为急性型

（发病年龄＜ 6个月）、亚急性型（发病年龄6个
月～2岁）和慢性型（发病年龄＞ 2岁） [9,10]。酪

氨酸血症Ⅰ型是一种能够治愈的遗传代谢疾病，

目前主要的治疗方法是早期肝脏移植；患者在饮

食上应注意控制天然蛋白质的摄入量，采用不含

有酪氨酸和苯丙氨酸的营养粉饮食；在药物治疗

方面目前只有尼替西农可作为主要的药物用来治

图 3  各组小鼠肝脏病理学切片（HE 染色）
注：A 组为野生型小鼠（健康对照组），B ～ E 组为 Fah-/- 小鼠，其中 B 组为给药 5 周组，C 组为给药 4 周组，D 组为给药 1 周组，

E 组为不予给药组，A 组与 B 组小鼠肝组织结构完整，C 组与 D 小鼠细胞质内均未观察到大量脂肪空泡和气球样变性，E 组小鼠肝脏正常
组织结构消失
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图 2  各组小鼠血清学指标（ALT、AST 和 ASP）随时间的变化曲线

3000

2500

2000

1500

1000

500

0

A
ST

(U
/L

)

0                     10                     20                     30                     40
时间（天）

A组
B组

C组
D组
E组

3000

2500

2000

1500

1000

500

0

A
LT

(U
/L

)

0                     10                     20                     30                     40
时间（天）

A组
B组

C组
D组
E组

3000

2500

2000

1500

1000

500

0

A
SP

(U
/L

)

0                     10                     20                     30                     40

时间（天）

A组
B组

C组
D组
E组



《中国肝脏病杂志（电子版）》2017年 第9卷 第3期                                   ·论著· 49

疗该疾病[11,12]。

尼替西农的化学名为2-（2-硝基 -4 -三氟甲

苯）-1，3环己二酮，该药物是一种4-对羟基苯丙

酮酸双氧化酶（4-HPPD）抑制剂，能够有效抑制

患者体内酪氨酸转变成4-羟苯丙酮酸，从而使下游

代谢产物如延胡索酰乙酰乙酸和该化合物的旁路代

谢产物琥珀酰丙酮的生成量减少，最终起到治疗作

用
[13,14]。该药物自上市以来，根据目前报道的情况

显示，对酪氨酸血症Ⅰ型患者的症状具有显著的改

善作用[15]。NTBC治疗后1个月，患者体内的琥珀

酰丙酮含量可降至正常水平；使用3个月后，甲胎

蛋白降至正常，也有部分患者体内甲胎蛋白含量

虽然明显降低，但未到正常水平[16,17]。总的来说，

NTBC是替代之前肝肾移植治疗该疾病最直接有效

的方法。

Fah-/-小鼠通过敲除Fah基因模拟酪氨酸血症Ⅰ

型肝损伤症状，其体内酪氨酸代谢受阻，从而导致

毒性物质聚集于肝脏从而引发肝功能损伤[18]。AST
及ALT主要存在于肝细胞膜中，可准确表现出肝细

胞膜通透性的变化情况，随着疾病所致肝细胞的

凋亡，肝组织受损，肝脏细胞膜破裂，ALT及AST
释放至血液中，最终造成血清中ALT和AST水平升

高。总的来说，血清ALT和AST水平与患者的肝损

伤程度呈正相关[19,20]。此外，肝组织的病理学及形

态学特征变化具有一定的阶段性和规律性，能够反

映出不同给药方法下肝细胞的损伤情况。在本研究

中，持续给予尼替西农药物治疗的Fah-/-小鼠健康程

度较好，各项指标与健康小鼠接近；未给予尼替西

农的Fah-/-小鼠肝脏损伤极为严重；给药一段时间后

停止给药，小鼠健康状况显著下降，但肝功能损伤

程度显著低于不予给药的小鼠。这说明尼替西农能

够有效缓解酪氨酸血症Ⅰ型导致的肝脏损伤，具有

良好的治疗效果。

尼替西农作为一种罕见病药物，尽管其能够显

著改善患者肝脏损伤这一症状，但其对肝功能损伤

治疗的直接研究仍处于空白，动物实验方面的研究

数据也十分匮乏，极大地限制了对该药物的认识。

本研究通过Fah-/-小鼠模型系统地研究了尼替西农对

肝功能损伤的治疗作用，有助于更详尽地了解该药

物的特点及药理特征。
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