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乌司他丁对百草枯中毒大鼠肺纤维化的影响及其机制研究

孙明莉 李海峰袁媛刘晓亮
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百草枯是一种速效触杀型除草剂，

百草枯中毒病死率高，预后极差。肺为百

草枯中毒的主要靶器官，百草枯吸收后

肺中含量甚高，许多患者早期死于急性

肺损伤(ALI)所致的急性呼吸窘迫综合

征(ARDS)，晚期死于肺问质纤维化所

致的呼吸衰竭，但中毒机制目前尚未完

全阐明，缺乏有效的治疗手段。乌司他丁

(UTI)是一种蛋白酶抑制剂，具有防御

组织破坏、抑制炎症介质释放、稳定细胞

膜的作用[1]。本课题组在临床上曾尝试

应用UTI治疗百草枯中毒患者，初步显

示有较好的疗效，但对其作用机制尚不

清楚。本研究中从细胞因子角度出发，观

察UTI对百草枯中毒大鼠的肺纤维化

是否具有保护作用。

l材料与方法

1．1实验动物、药品及主要试剂：清洁

级纯系SD大鼠，雌雄各半，体重180～

210 g，由吉林大学动物实验中心提供，

动物合格证号：SCXK(吉)2007—0003。

UTI注射液为广东天普生化医药股份

有限公司产品。兔抗人、鼠转化生长因

子一B1(TGF一61)多克隆抗体、3，3'-二氨

基联苯胺(DAB)显色试剂盒和即用型

链霉寨一亲和素一生物素一过氧化物酶

(SABC)免疫组化试剂盒均为武汉博士

德生物工程有限公司产品。

1．2动物分组及模型建立：按随机数字

表法将60只大鼠均分为&组。对照组：

用1 ml生理盐水灌胃；模型组：百草枯

液40 mg／kg(稀释至1 m1)一次性灌胃

染毒，制作中毒模型，每日一次性腹腔注

射等量生理盐水；UTI治疗组：百草枯

灌胃染毒后腹腔注射UTI 20 kU／kg，每

日2次。各组分别于7、14、21、28 d处死
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裹1各组百草枯中毒大鼠28 d肺泡炎及肺纤维化程度分级结果比较

注；UTI：乌司他丁}与对照组比较，4P<O．05I与模型组比较，。P<0．05

5只大鼠，取右肺用10％中性甲醛溶液

固定，制备石蜡切片备检。

1．3肺组织形态学观察：观察动物一般

情况，如体重、饮食、毛发、活动状况等。

实验结束时腹主动脉取血，处死动物取

肺脏，肉眼观察肺部病变情况。光镜下观

察28 d时苏木素一伊红(HE)染色的病

理改变。参照交献“3将肺泡炎或肺纤维

化程度分级：①无肺泡炎或无纤维化

(一)，②轻度肺泡炎或纤维化(+)，受累

面积<20％；⑧中度肺泡炎或纤维化

(斗+)，受累面积20％～50％；④重度肺

泡炎或纤维化(斗抖)，受累面积>50％。

1．4免疫组化法测定TGF—p1表达：免

疫组化应用过氧化物酶标记的链零卵白

素法(SP法)。计算每张切片阳性细胞染

色程度，以细胞质中呈清晰棕黄色为阳

性细胞。用图像分析系统采集预计数视

野图片。高倍镜(×400)下随机取5个不

重叠视野观察，40倍物镜下测定标准测

量光栏中阳性区域百分比、平均灰度值

和积分吸光度(A)值。灰度值表示图像

透光率，与免疫组化阳性染色程度星负

相关(灰度值越大则阳性表达越弱)；

A值与免疫组化染色程度呈正相关。

1．5统计学处理：用SPss 13．0统计软

件，计量资料以均数土标准差(z士s)表

示，采用单因素方差分析，组同差异用

q检验，P<O．05为差异有统计学意义。

2结 果

2．1一般情况：对照组大鼠皮毛光滑润

泽．身体健康，饮食、活动、体重增长正

常。至实验结束时无动物死亡。模型组大

鼠皮毛干枯，精神不振，反应迟钝。身体

消瘦，进食、排便、活动均减少，喘鸣明

显，呼吸急促，死亡6只，体重较制模前

略有增长，个别体重下降。UTI组大鼠

皮毛尚可．精神不振，饮食、活动、体重较

制模前略有增长，死亡z只。

2．2肺组织形态学观察：大体观察，对

照组肺无明显异常，呈粉红色，表面光

滑。模型组两肺呈暗红色，部分肺叶呈灰

白色，弹性明显降低，可见散在大小不等

的点片状灰白色斑块，大部分动物肺脏

体积缩小，硬度增加；7 d时可见肺脏明

显肿胀，颜色晦暗，散在点片状瘀斑、出

血点；14 d时肺脏呈灰白色，肿胀基本消

退，有斑点或斑片状实变灶形成；21 d、

28 d双肺苍白，肺弹性差、硬度增加。

UTI组两肺外观病变明显好于模型组，

颜色略暗红，肿胀减轻，21 d、28 d双肺

略苍白，肺弹性、硬度较模型组增加。

2．3肺组织病理观察(彩色插页图1)：

28 d HE染色显示，对照组肺组织形态

正常，肺泡隔较薄，由肺泡上皮和肺泡壁

毛细血管构成；模型组炎症较21 d减

轻，肺泡隔增厚；UTI组炎症更为减轻，

肺泡形态良好。

2．4肺组织纤维化程度(表1)：光镜下

观察，模型组28 d肺泡大量萎陷、破坏，

大量胶原沉积在新生的毛细血管周围，

肺纤维化程度要远远高于对照组和

UTI组(均P<O．05)。

2．5肺组织TGF—B1的分布及表达(彩

色插页图2；表2)：镜下观察，TGF—pl蛋

白阳性表达呈棕黄色细颗粒状或丝网

状。对照组肺泡巨噬细胞、肺问质结缔组

织、血管内皮及平滑肌细胞可见少许

TGF一61阳性表达。模型组以上部位

TGF一8l蛋白表达明显增多，在支气管

上皮细胞也出现明显的棕黄色反应产

物．阳性面积百分比及A值均高于对照

组，灰度值低予对照组(均P<O．05)I
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表2各组百草枯中毒大鼠28 d肺组织中细胞因子TGF一81表达比较(；士s)

注，TGF-m：转化生长因子一B1，UTI：乌司他丁，与对照组比较，‘P<0．05；与模型组比较，

bP<O．05

7 d、14 d可见水肿，炎症较重，肺泡隔上

皮、血管、支气管上皮均为强阳性表达f

21 d、28 d炎症逐渐减轻，肺泡隔增厚略

有恢复，但肺泡隔上皮、血管、支气管上

皮仍为强阳性表达。UTI组TGF—B1蛋

白阳性表达较对照组和模型组明显减

少，阳性面积百分比与4值亦均低于模

型组，灰度值高于模型组(均P<O．05)，

7 d可见水肿和炎症，肺泡隔上皮、支气

管上皮均为阳性表达；14、21、28 d水肿

和炎症减轻，肺泡隔上皮表达为阳性，但

弱于模型组。

3讨论

百草枯吸收入血后约有50％集中

分布于肺组织，故百草枯中毒以肺损伤

表现最为突出，为弥漫性肺泡损伤。在

ALI早期，纤维增生过程就已开始，构成

了炎症反应和修复过程同时存在的不均

一性特征o]。i型肺泡上皮细胞和气管

的Clara细胞能主动摄取百草枯而大量

聚积。此外，百草枯可大量消耗还原型辅

酶I(NADPH)，使肺内许多需NADPH

参与的生化反应无法进行[3。]。

UTI为广谱蛋白水解酶抑制剂，有

稳定溶酶体膜、抑制炎症介质过度释放

及清除氧自由基等功能[5]。研究表明，

UTI抑制ALI时炎性细胞释放肿瘤坏

死因子一a(TNF—a)、白细胞介素一8(IL一8)

等炎症介质C”]，并能提升肺泡巨噬细

胞、T细胞合成、分泌IL一10IS-9]，从而起

到保护和治疗ALI的作用。

TGF—p是关键的致纤维化细胞因

子之一。是纤维化形成与发展的启动枢

纽[1⋯。在TGF—B家族中参与纤维化的主

要是TGF一61。TGF一61一方面上调基质

成分基因的转录、翻译等，如加强胶原和

纤维黏连蛋白的合成，促进细胞外基质

(ECM)的沉积；另一方面通过减少基质

降解蛋白酶的合成和分泌，使得胶原蛋

白持续沉积，形成组织器官纤维化[1“。

本实验结果表明。在TGF·61免疫组化

染色中，模型组呈强阳性反应，灰度值明

显低于对照组，提示百草枯中毒后肺组

织TGF一61大量表达，存在明显的肺纤

维化。说明百草枯的毒性作用可刺激肺

组织中TGF一61的产生，从而引起各种

ECM成分的合成和沉积。UTI组肺组

织炎症及纤维化程度明显降低，TGF一61

A值明显低于模型组，说明UTI能抑制

肺组织TGF—p1的表达，这可能是UTI

缓解百草枯中毒所致肺纤维化的重要作

用机制之一。

在本实验中，光镜下观察28 d模型

组肺纤维化程度要远远高于对照组和

UTI组，大量肺泡结构萎陷、破坏，大量

胶原沉积在新生的毛细血管周围。UTI

对百草枯中毒后肺的保护机制可能为：

①抑制过度的炎症反应，对单核／巨噬细

胞、中性粒细胞过度释放的炎症介质有

抑制作用[1“，从而抑制TGF一61过度释

放，抑制肺纤维化I②有效抑制弹性蛋白

酶释放，清除百草枯中毒后释放的自由

基[83}③UTl分子中具有与细胞膜受体

识别和结合的位点，加上第10位丝氨酸

上带负电荷的硫酸软骨素糖链，可稳定

细胞膜和溶酶体膜的生理功能[1“，从而

保护细胞膜及毛细血管内皮细胞。

综上，UTI可能通过阻断炎症细胞

因子与氧自由基间的恶性循环，减少炎

性细胞黏附、聚集，减轻内皮细胞损伤，

改善微循环，抑制多种蛋白酶活性来发挥

对百草枯中毒大鼠肺组织的保护作用。
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感染性休克犬血管内皮细胞生长因子与缺氧程度的相关性研究
(正文见185页)

图1光镜下观察感染性休克犬休克前后回肠组织血管内皮细胞生长因子(VEGF)
的表达休克前(a)正常回肠组织VEGF表达极少-休克后(b)VEGF的表达增
多，在核周胞质及细胞间质有特异性片状或颗粒状棕黄色着色免疫组化x 600

乌司他丁对百草枯中毒大鼠肺纤维化的影响及其机制研究
(正文见187页)

图1光镜下观察各组百革枯中毒大鼠术后28 d肺组织病理改变对照组(a)肺组织形态正常，肺泡隔较薄，由肺泡上皮和
肺泡壁毛细m管构成，未见纤维化；模型组(b)肺组织有炎细胞浸润，肺泡隔增厚相互融合·乌司他丁组(C)肺组织有少量
炎细胞浸润，肺泡形态良好HE×20 图2光镜下观察各组百草枯中毒大鼠术后不同时间点肺组织转化生长因子一Dl
(TGF．D1)的分布及表达TGF．Bl蛋白阳性表达呈棕黄色细颗粒状，或呈棕黄色丝网状·对照组(a)2l d肺组织单核／巨噬

细胞、肺闾质结缔组织、血管内皮及平滑肌细胞可见少许TGF—Dl蛋白阳性表达。肺泡上皮及血管、支气管上皮TGF-DI
蛋白表达均为阴性。模型组7d(b)肺组织水肿，炎症较重，肺泡隔上皮，血管、支气管上皮TGF—D l蛋白表达呈强阳性，
14 d(C)肺组织水肿、炎症仍较重。但较7d时有所减轻，肺泡隔上皮．血管，支气管上皮TGF-§l蛋白表达均为强阳性，
21 d(d)、28d(e)肺组织炎症逐渐减轻。肺泡隔增厚较前恢复，肺泡隔上皮．血管、支气管上皮TGF-D l蛋白表达均为强
阳性I乌司他丁组7 d(f)肺组织水肿、炎症较重，肺泡隔上皮、支气管上皮TGF-B l蛋白表达均为阳性；14 d(g)、2l d

(h)、28 d(i)肺组织水肿、炎症减轻，肺泡隔上皮TGF—Dl蛋白表达为阳性，但弱于模型组免疫组化×10

叔丁基对苯二酚对早期糖尿病小鼠肾脏氧化应激损伤影响的实验研究
(正文见191页)

圈2光镜下观察各组小鼠肾小球NF—E2相关因子(Nrf2)的蛋白表达Nrf2蛋白的阳性表达定位于肾小球固有细胞的胞质
和胞核，呈棕黄色颓粒，对照维(a)肾小球细胞胞质及胞核内可见少量Nrf2基础表达，模型组(b)胞质及胞核内Nrf2蛋
白表达较对照组(a)明显增强。叔丁基对苯二酚(tBHQ)组(c)Nrf2蛋白表达较模型组(b)明显增强免疫组化X400
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