
中国现代医学杂志

China Journal of Modern Medicine

Vol. 33  No.22

Nov. 2023

第 33 卷 第 22 期

2023 年 11 月

普托马尼对利福平依赖结核菌感染
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摘要： 目的　探究普托马尼（PA-824）对利福平（RFP）依赖结核菌感染小鼠的作用及其机制研究。方法　

将32只SD雄性小鼠随机分为RFP治疗组、PA-824治疗组、联合治疗组和对照组，每组8只。所有小鼠以结核分

枝杆菌RFP依赖株攻毒，复制RFP依赖结核病小鼠模型，RFP治疗组给予65 mg/（kg·d）RFP，PA-824治疗组

给予25 mg/（kg·d）PA-824，联合治疗组给予上述2种药物，对照组予以等量生理盐水灌胃。治疗6周后观察小鼠

脾、肺组织重量，脏器致病指数，脾、肺组织荷菌量及肺组织病理学变化。结果　与对照组比较，RFP治疗组的

肺重量、脾重量、脾菌量、肺菌量均升高（P <0.05），PA-824治疗组和联合治疗组的肺重量、脾重量、脏器致病

指数评分、脾菌量、肺菌量均降低（P <0.05）；与联合治疗组比较，RFP治疗组和PA-824治疗组的肺重量、脾

重量、脏器致病指数评分、脾菌量、肺菌量均升高（P <0.05）；与RFP治疗组比较，PA-824治疗组的肺重量、

脾重量、脏器致病指数评分、脾菌量、肺菌量均降低（P <0.05）。结论　PA-824在抑制MTB对RFP依赖性的同

时，对RFP依赖结核菌感染小鼠具有较好的抑制作用，同时对改善病变范围与病变程度均有一定的效果。
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Abstract:  Objective To explore the effect of pretomanid (PA-824) on rifampicin (RFP) -dependent 

Mycobacterium tuberculosis infection in mice and its mechanism.  Methods Thirty-two male SD mice were 

randomly divided into RFP treatment group, PA-824 treatment group, combination treatment group and control 

group, with 8 mice in each group. All mice were challenged with RFP-dependent strains of Mycobacterium 

tuberculosis to establish an RFP-dependent tuberculosis mouse model. The RFP treatment group was given 65 mg/

(kg·d) of RFP, the PA-824 treatment group was given 25 mg/(kg·d) of PA-824, and the combination treatment group 

was given both the drugs in the above doses. The mice in the control group were given the same amount of normal 

saline by gavage. After 6 weeks of treatment, the weights of lung and spleen tissues, the organ severity score, the 

bacterial load of the lung and spleen tissues and the pathological results of lung tissues were observed.  Results  
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Compared with the control group, the weights and the bacterial load of lung and spleen were all higher in the RFP 

treatment group, while the weights of lung and spleen, the organ severity score, and the bacterial load of the lung and 

spleen in the PA-824 treatment group and the combination treatment group were lower (P < 0.05). Compared with 

the combination treatment group, the weights of lung and spleen, the organ severity score, and the bacterial load of 

the lung and spleen in the RFP treatment group and the PA-824 treatment group were increased (P < 0.05). 

Compared with the RFP treatment group, the weights of lung and spleen, the organ severity score, and the bacterial 

load of the lung and spleen in the PA-824 treatment group were decreased (P < 0.05).  Conclusions  PA-824 not 

only mitigates the RFP dependence for controlling Mycobacterium tuberculosis, but itself also exhibits a great 

inhibitory effect on RFP-dependent Mycobacterium tuberculosis infection in mice. Meanwhile, it may reduce the 

extent and severity of the lesions in some way.

Keywords:  rifampicin dependence; pretomanid; Mycobacterium tuberculosis; mouse

结 核 病 是 由 抗 结 核 分 枝 杆 菌（mycobacterium 

tuberculosis, MTB）感染引起的慢性传染疾病，主要侵

犯肺，近年来发病率逐年升高[1]。随着菌株的不断

变异、耐药，结核菌逐渐出现了依赖现象，主要表现

为在某种药物特定的浓度范围内，结核杆菌生长更

快 ，对 该 药 物 具 有 一 定 的 依 赖 作 用[2-3]。 有 研 究 显

示 ，依赖现象中利福平（Rifampicin, RFP）依赖率最

高[4]。目前结核杆菌对临床常用药物产生了不同程

度的耐药性或依赖性，治疗成功率较低，因此为有

效防控结核病，研发疗效显著、安全性高的新型抗

结 核 药 物 意 义 重 大[5]。 普 托 马 尼（Pretomanid, PA-

824）是 硝 基 咪 唑 类 的 一 种 ，对 MTB 有 较 高 的 特 异

性，对抗结核有自己独特的作用机制[6-7]。目前国内

关于该药物的临床数据较少，本研究通过复制 RFP

依赖结核菌感染小鼠模型，探究 PA-824 对 RFP 依赖

结核菌的抑制作用。

1 材料与方法

1.1　实验动物

SPF 级、6～8 周 龄 Balb/c 雄 性 小 鼠 32 只 ，体 重

18～23 g，平均（20±2）g，购自上海上药第一生化药

业 有 限 公 司 ，实 验 动 物 生 产 许 可 证 号 ：SCXK（沪）

2021-0005，实 验 动 物 使 用 许 可 证 号 ：SYXK（川）

2019-049。结核分枝杆菌 RFP 依赖株购自北京结核

病防治所。

1.2　主要试剂与仪器

RFP（国药准字 H13024622，北京中新药业股份

有限公司，规格：0.15 g），普托马尼（美国 Tb Alliance

公司，剂量：0.2 g），苏木精-伊红（hematoxylin-eosin，

HE）染色试剂盒（安徽雷根生物技术有限公司）。

罗氏培养基（上海卡迈舒生物科技有限公司）。

轮转式切片机（型号：S700A，深圳市瑞沃德生命科

技有限公司）。

1.3　方法

1.3.1　模型复制及分组　　将结核分枝杆菌 RFP 依

赖株于改良罗氏培养基培养 4 周后挑取完整菌落，

充分研磨成匀浆后进行比浊，制成浓度 1 mg/mL 的

菌悬液，采用滤膜（孔径 8 μm）过滤后，置于-70 ℃

环境下保存，采用活菌计数法计算 1 mL 菌悬液中的

菌数。将菌悬液室温解冻，进行梯度稀释，根据菌

数配置成 1×106 CFU/mL 的溶液，每只小鼠尾静脉注

射 0.2 mL，复制 RFP 依赖结核病小鼠模型[8]。

将 32 只 小 鼠 随 机 分 为 4 组 ：RFP 治 疗 组 、PA-

824 治疗组、联合治疗组及对照组，每组 8 只。RFP

治疗组给予 RFP 65 mg/（kg·d），PA-824 治疗组给予

PA-824 25 mg/（kg·d），联合治疗组给予 RFP 65 mg/

（kg·d）和 PA-824 25 mg/（kg·d）[9]。对照组给予等量

生 理 盐 水 ，每 周 采 取 灌 胃 的 方 式 给 药 2 次 ，治 疗

6 周，每日观察并记录小鼠的生理状况。

1.3.2　脾、肺组织重量　　给药第 43 天，每组取 4 只

小鼠，称重后处死，在无菌环境下解剖，取小鼠肺、脾

组织，用电子天平进行称重，记录脾、肺组织重量。

1.3.3　脏器致病指数评分　　肺、脾称重后，肉眼观

察小鼠脏器病变程度，采用单盲法根据小鼠脏器致

病指数评分标准[10]。评分细则见表 1。

1.3.4　肺组织 RFP 依赖性　　称重后取左肺于研磨

器中研磨至匀浆，进行 10 倍梯度稀释（1×10-1、1×

10-2、1×10-3、1×10-4、1×10-5），每 组 分 别 取 上 述 浓

度于匡氏培养基在 36.5 ℃环境下培养，每周观察菌

株 RFP 依赖性，3 周后进行菌落计数。

1.4　HE染色观察肺组织病理学变化

治疗结束后，将剩余小鼠全部处死，在无菌环
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境下解剖，取小鼠肺组织，置于 10% 中性甲醛溶液

中脱水，石蜡包埋，切片，HE 染色，在显微镜下观察

每组小鼠肺组织病理学变化，并估算病变部分在切

片中的占比。

1.5 统计学方法

数据分析采用 SPSS 22.0 统计软件。计量资料

以均数±标准差（x±s）表示，比较用方差分析，两

两 比 较 用 LSD-t 检 验 。 P <0.05 为 差 异 有 统 计 学

意义。

2 结果

2.1　各组小鼠肺、脾组织重量比较

对照组、联合治疗组、RFP 治疗组、PA-824 治疗

组肺、脾组织重量比较，经方差分析，差异均有统计

学意义（P <0.05）。与对照组比较，RFP 治疗组肺、脾

组织重量升高，PA-824 治疗组和联合治疗组的肺、

脾重量降低（P <0.05）；与联合治疗组比较，RFP 治疗

组 和 PA-824 治 疗 组 的 肺 、脾 组 织 重 量 升 高（P <

0.05）；与 RFP 治疗组比较，PA-824 治疗组的肺、脾

组织重量降低（P <0.05）。见表 2。

2.2　各组小鼠脏器致病指数评分比较

对 照 组 、联 合 治 疗 组 、RFP 治 疗 组 、PA-824 治

疗 组 脏 器 致 病 指 数 评 分 分 别 为（61.12±15.08）、

（26.84±6.26）、（57.06±13.37）、（40.76±10.35）分，经

方差分析，差异有统计学意义（F =7.189，P =0.005）。

与对照组比较，PA-824 治疗组和联合治疗组脏器致

病指数评分降低（P <0.05）；与联合治疗组比较，RFP

治疗组、PA-824 治疗组脏器致病指数评分升高（P <

0.05）；与 RFP 治疗组比较，PA-824 治疗组脏器致病

指数评分降低（P <0.05）。

2.3　各组小鼠肺组织菌株RFP依赖性比较

对照组、联合治疗组、RFP 治疗组、PA-824 治疗

组脾、肺菌量比较，经方差分析，差异均有统计学意

义（P <0.05）。与对照组比较，RFP 治疗组脾、肺菌量

均增多，PA-824 治疗组和联合治疗组脾、肺菌量均

减少（P <0.05）；与联合治疗组比较，RFP 治疗组和

PA-824 治疗组脾、肺菌量均升高（P <0.05）；与 RFP

治疗组比较，PA-824 治疗组脾、肺菌量均减少（P <

0.05）。见表 3 和图 1。

2.4　各组小鼠肺组织病理学变化

对照组小鼠肺组织出现大范围渗出性病变，程

度严重，肺泡组织明显遭到破坏，肺泡腔中性粒细

胞、蛋白液大量渗出，部分病灶出现局部干酪样坏

死，病变范围约为 80%；RFP 治疗组小鼠肺组织同样

有大量渗出性病变，局部伴有干酪样坏死，但部分

病 灶 部 位 为 肉 芽 肿 病 变 ，病 变 范 围 为 70%～80%。

经 PA-824 治疗后，小鼠肺组织部分病变，渗出性病

变 明 显 减 少 ，以 肉 芽 肿 性 病 变 为 主 ，病 变 范 围 为

30%～50%；联合治疗组病理学改变同 PA-824 治疗

组，病变范围约为 20%。见图 2。

表1　小鼠脏器致病指数评分 

严重

程度

轻度

中度

重度

脾

35

20

10

肺

30

20

10

肝

25

20

10

淋巴结

注射部位

10

10

10

肺门气管旁

10

10

10

总分

110

80

50

表 2　各组小鼠肺、脾组织重量比较 （n =4， g， x±s）

组别

对照组

联合治疗组

RFP 治疗组

PA-824 治疗组

F 值

P 值

肺组织重量

0.284±0.022

0.195±0.047①

0.353±0.035①②

0.241±0.024①②③

17.612

0.000

脾组织重量

0.219±0.033

0.121±0.025①

0.286±0.035①②

0.179±0.020①②③

23.327

0.000

注 ： ①与对照组比较，P <0.05 ；②与联合治疗组比较，P <0.05；

③与 RFP 治疗组比较，P <0.05。

表 3　各组小鼠肺组织菌株RFP依赖性比较 

（n =4， lg CFU， x±s）

组别

对照组

联合治疗组

RFP 治疗组

PA-824 治疗组

F 值

P 值

脾菌量

3.19±0.17

2.62±0.17①

4.06±0.45①②

2.87±0.11①②③

23.184

0.000

肺菌量

4.88±0.27

4.25±0.14①

6.25±0.44①②

4.49±0.11①②③

42.840

0.000

注 ： ①与对照组比较，P <0.05； ②与联合治疗组比较，P <0.05；

③与 RFP 治疗组比较，P <0.05。
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3 讨论

随着对结核菌的深入了解，多数临床上的结核

菌株对 RFP、异烟肼等药物具有一定的依赖性，即在

一定浓度范围内更利于结核菌的生长[11-12]。

PA-824 是一种新型抗结核药物，该药物在国外

已得到证实，能够有效抑制 MTB 的活性，同时具有

良好的安全性[13-14]。该药物具有独特的作用机制，

抑制甲氧基和酮基分枝菌酸，两者均为 MTB 细胞壁

脂质的组成成分，通过抑制 MTB 细胞壁合成，阻断

MTB 繁殖，从而达到抑菌的作用[15-16]。目前国内关

于 PA-824 对 MTB 的抑菌作用研究较少。本研究结

果显示，RFP 治疗组脾、肺组织重量、荷菌量明显高

于对照组，脏器致病指数低于对照组，表明 RFP 对

MTB 菌 株 无 明 显 治 疗 作 用 ，同 时 有 利 于 MTB 的 生

长，显示该菌株对 RFP 有明显的依赖性。本研究结

果显示，单独 PA-824 治疗与联合治疗可有效减轻

脾、肺组织重量，对小鼠脾、肺荷菌量均有一定的抑

制作用，同时能够提高脏器致病指数，说明 PA-824

在抑制 MTB 对 RFP 依赖性的同时，具有较好的抑菌

作用，同时能够改善脏器病变程度。但对于 RFP 依

赖性的抑制程度目前尚无明确定论。

结核病的病理变化一般包括坏死性病变、渗出

性病变及增生性病变 3 种类型[17]。增生性病变一般

发生于细胞免疫较强、细菌含量较低的情况，出现

细胞聚集现象；渗出性病变则发生于病灶恶化或处

于炎症早期，出现水肿、白细胞浸润等现象。本研

究中小鼠肺组织病理结果显示，对照组与 RFP 治疗

组小鼠肺组织病变范围相差较小，同样以渗出性病

变为主，局部出现坏死性病变，表明 RFP 对 RFP 依

赖结核菌感染的小鼠治疗无效。PA-824 治疗组和

联合治疗组的病变组织渗出性病变明显减少，以肉

芽肿性病变为主，联合治疗组的病变组织范围略低

于 PA-824 治疗组，但对于肺组织病变情况均有很好

的改善作用，病变范围明显缩小，病变类型由渗出

性病变改善为增生性病变，提示 PA-824 对改善病变

范围和病变程度有一定的效果。目前 PA-824 通过

有限人群路径已在美国上市[18]。但该药物仍缺乏临

床研究数据，未来需进一步扩大样本量，对 PA-824

的最佳有效浓度、安全性、耐药机制及最佳联合治

疗方案进行深入研究。

综上所述，PA-824 在抑制 MTB 对 RFP 依赖性的

脾

肺

           对照组   RFP 治疗组   PA-824 治疗组         联合治疗组

图1　菌落培养图

     对照组      RFP 治疗组       PA-824 治疗组            联合治疗组

图2　各组小鼠肺组织病理切片　（HE 染色×200）
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同时，对 RFP 依赖结核菌感染小鼠具有较好的抑菌

作用，同时对改善病变范围和病变程度有一定的效

果，对 RFP 依赖结核病的防治具有重要意义。
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