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百草枯中毒大鼠肺纤维化与内质网应激的关系

孟潇潇 刘刊 谈玖婷 谢晖 王瑞兰

【摘要】 目的 探讨百草枯（PQ）中毒后大鼠发生肺纤维化与内质网应激的关系。 方法 将 100 只雄性

SD 大鼠按随机数字表法分为对照组（10 只）和染毒组（90 只），20%PQ 溶液灌胃染毒后 2、6、12、24、48、72、96、

168、336�h 处死动物取肺组织，苏木素 - 伊红（HE）染色和 Masson 染色观察肺组织病理学变化；免疫组化检测

糖调节蛋白 78（GRP78）表达；测定肺组织丙二醛（MDA）含量；提取肺组织总蛋白，用蛋白质免疫印迹试验

（Western�blotting）检测 琢- 平滑肌肌动蛋白（琢-SMA）和 GRP78 的蛋白表达。 结果 HE 及 Masson 染色结果提

示染毒组出现肺组织炎性细胞浸润和胶原纤维沉积，随中毒时间延长，肺纤维化逐渐加重。 染毒后 2�h�MDA 水

平及 琢-SMA、GRP78 蛋白表达均较对照组明显升高〔MDA（nmol/mg）：1.38±0.18 比 0.85±0.05，琢-SMA：0.23±

0.01 比 0.14±0.03，GRP78：0.72±0.02 比 0.37±0.06，P＜0.05 或 P＜0.01〕，随时间延长，MDA 水平及 琢-SMA 蛋

白表达逐步升高，GRP78 蛋白表达于染毒 72�h 后显著下降。 结论 PQ 中毒大鼠肺内质网应激标志性蛋白

GRP78 和成纤维细胞表型标志物 琢-SMA 均增高，提示内质网应激在 PQ 中毒引起的肺纤维中发挥重要作用。
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【

Abstract

】

Objective To�investigate� the�relationship�between�pulmonary�fibrosis�and�endoplasmic�reticulum�

stress�（ERS） in�rats�with�paraquat�poisoning.�Methods One�hundred�male�Sprague-Dawley�（SD） rats�were�randomly�

divided� into� control� group� （n ＝10） and� paraquat� poisoning� group� （n ＝90）.� The� animals� were� sacrificed� by�

exsanguination�� at� 2， 6， 12， 24， 48， 72， 96， 168， 336�hours� after� administration�with� 20%�parquat� solution.� The�

paraffin� sections� of� lung� tissue� were� stained� with� hematoxylin-eosin� （HE） and� Masson� trichrome� to� observe� the�

pathological� changes.� Glucose-regulated� protein� 78� （GRP78） was� determined� by� immunohistochemistry， and�

malondialdehyde�（MDA） of� lung�tissue�was�measured.�The�total�protein�of� tissue�was�abstracted， and� the�α-smooth�

muscle�actin�（α-SMA） and�GRP78�was�detected�by�Western�blotting.�Results HE�and�Masson�staining�demonstrated�

inflammatory�infiltration�and�collagen�deposition�in�the�lung�after�paraquat�administration�with�a�tendency�of�exaggeration�

with� time， and� finally� resulted� in� fibrosis.� The� expressions� of� MDA， α-SMA� and� GRP78� in� the� lung� tissue� were�

significantly� increased�2�hours�after�paraquat�administration�compared�with� those�of�control�group�〔MDA�（nmol/mg）:�

1.38±0.18�vs.�0.85±0.05， α-SMA:�0.23±0.01�vs.�0.14±0.03， GRP78:�0.72±0.02�vs.�0.37±0.06， P＜0.05�or�

P＜0.01〕， and�the�expressions�of�MDA�and�α-SMA�were�gradually�increased�with�time.�GRP78�protein�expression�was�

decreased�at�72�hours�after�paraquat�administration.�Conclusion The�results�reveal�that�the�expressions�of�α-SMA�and�

GRP78� in� paraquat� poisoning� group� are� up-regulated， suggesting� ERS� plays� an� important� role� in� paraquat�

induced-pulmonary�fibrosis.
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百草枯（PQ）是目前广泛使用的有机杂环类接

触性脱叶剂及除草剂，中毒后患者病死率极高，近年

来 PQ 中毒的发生率有上升趋势

［

1-3

］

。PQ 中毒后可引

起肺、肝、肾、脑等多器官损害，肺脏是其主要靶器

官，进入体内的 PQ 有 90%蓄积于肺内，迅速破坏肺

实质细胞，导致肺出血、水肿，引起广泛的肺间质纤

维化，影响气体交换，患者最终死于缺氧

［

4-6

］

。 而 PQ

中毒引起肺纤维化的机制仍未完全阐明， 目前尚无

特效解毒药物，治疗措施也很有限，患者病死率高达

50%～80%

［

2-4

］

。 内质网是细胞加工蛋白质和贮存

Ca

2+

的主要场所，对应激极为敏感

［

7

］

。 在低氧、葡萄

糖饥饿、氧化和糖基化作用紊乱等刺激下，一些错误

折叠的蛋白质或者未折叠的蛋白质会积聚于内质网

中，称为内质网应激（ERS）

［

7-8

］

。 ERS 的发生与氧化

应激关系密切， 氧化应激过程中产生大量的活性氧

（ROS），通过细胞脂质过氧化、损伤 DNA 分子、调节
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细胞凋亡相关基因等途径诱导凋亡；同时 ROS 也是

诱发 ERS的重要原因

［

9-11

］

。 近年来大量研究表明，氧

化应激与肺纤维化的发病关系密切

［

12-13

］

，由于 PQ 进

入细胞后会引起强烈的氧化应激

［

14

］

，因此我们推测

PQ 可能通过氧化应激诱导 ERS 在肺纤维化的形成

中发挥重要作用。 本研究旨在探讨 ERS 在 PQ 中毒

后引起大鼠肺纤维化中的作用， 为寻找 PQ 中毒的

治疗靶点提供理论和实验依据。

1 材料与方法

1.1 主要试剂：20%�PQ 溶液（英国先正达有限公

司），BCA 蛋白和丙二醛（MDA）试剂盒及 3，3'- 二氨

基联苯胺（DAB）显色剂（江苏碧云天生物技术研究

所），糖调节蛋白 78（GRP78）抗体（Thermo，美国），

α-平滑肌肌动蛋白（α-SMA）抗体（Abcam，美国），

内参 β- 肌动蛋白（β-actin）抗体（Abmart，美国），

羊抗兔、羊抗鼠二抗（Biomart，中国），链霉素 - 亲和

素 - 生物素 - 过氧化物酶（SABC）试剂盒（武汉博

士德生物工程有限公司）。

1.2 动物分组与模型制备：雄性 SD 大鼠 100 只，体

质量（250±30） g，中国科学院上海实验动物中心提

供，动物合格证号：SYXK（沪）2009-0086。自由摄食、

饮水 1 周后用随机数字表法分组。 对照组（n＝10）：

用生理盐水 1�ml 一次性灌胃；PQ 中毒组（染毒组，

n＝90）： 将 20%�PQ 溶液按 50�mg/kg 用生理盐水稀

释到 1�ml 一次性灌胃染毒，灌胃后按不同时间随机

分为 9 个亚组，每组 10只。 实验中严密观察并记录

动物的表现，以出现食欲下降、反应迟钝、毛发蓬松、

鼠尾发绀、呼吸困难、行走不稳、易捕捉等标准选择

染毒组模型动物， 剔除中毒症状不明显的动物

［

15

］

。

由于各染毒组都有剔除和死亡大鼠， 最终每组取

5 只纳入实验。 染毒组大鼠分别于灌胃后 2、6、12、

24、48、72、96、168、336� h 腹腔注射戊巴比妥钠

（40�mg/kg）麻醉，腹主动脉放血处死，取肺组织进行

相应处理后检测指标；对照组大鼠做同样处理。

本研究动物处置方法符合动物伦理学标准。

1.3 检测指标及方法

1.3.1 标本采集与处理：开胸观察肺形态，夹闭右肺

门，心尖插入冲洗针，剪破右心耳，冲洗左肺循环，至

肺变白。 取右肺下叶置于中性甲醛溶液中固定用以

免疫组化检测。 左肺冻存于液氮中留作 MDA 检测

及蛋白质免疫印迹试验（Western�blotting）检测。

1.3.2 肺组织 MDA 水平检测： 提取组织总蛋白，

BCA 法测定蛋白浓度。 100�滋l 蛋白样品与 200�滋l�

MDA 工作液混匀后， 沸水浴 15�min 后， 冷却至室

温，室温下 1000×g 离心 10�min。 取 200�滋l于 96 孔

板中用酶标仪在 532�nm 处测定吸光度（A）值。 根据

标准曲线计算 MDA 浓度， 用单位质量的蛋白含量

表示 MDA 含量，单位为 滋mol/mg。

1.3.3 Western�blotting 方法测定肺组织 α-SMA、

GRP78 蛋白表达： 提取组织总蛋白，BCA 法测定蛋

白浓度。 每个加样孔加入 12�滋g 样品，经 8%十二烷

基硫酸钠 - 聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE）分离

胶后，恒流（300�mA）冰上转膜 1�h，5%牛奶 - 磷酸盐

吐温缓冲液（PBST）封闭 1�h，分别加一抗 4�℃摇床

孵育过夜（其中 琢-SMA 浓度为 1∶100，GRP78 为

1∶1000），PBST 洗膜 3 次×10�min；二抗常温孵育

2�h（浓度为 1∶1000）；PBST 洗膜 3 次×10�min，免

疫荧光化学发光法（ECL）显影。

1.3.4 组织病理学观察： 取右肺下叶以中性甲醛溶

液固定，石蜡包埋、切片，常规方法行苏木素 - 伊红

（HE）染色、Masson 染色、免疫组化，镜下观察。

1.4 统计学处理： 所有数据均采用 SPSS�11.0 软件

进行统计分析。 计量资料用均数±标准差（x±s）表

示， 多组之间比较采用单因素方差分析（one-way�

ANOVA）， 两两比较采用 SNK�q 检验，P＜0.05 为差

异有统计学意义。

2 结 果

2.1 肺组织 MDA 水平变化（表 1）：染毒组 MDA 含

量随时间进展逐渐增加， 各时间点均明显高于对照

组（均 P＜0.05）。

2.2 肺组织α-SMA 蛋白表达（表 1；图 1）：Western�

blotting 检测结果显示， 染毒后 2�h 大鼠肺组织

α-SMA 表达明显升高， 且随着时间的延长进行性

升高。 染毒组各时间点 琢-SMA 表达水平与对照组

比较差异均有统计学意义（P＜0.05或 P＜0.01）。

表

1 百草枯染毒后不同时间点大鼠肺组织内

MDA及 琢-SMA、GRP78 蛋白表达的变化比较（x±s）

组别 动物数

对照组 10��

染毒组 2�h 5

染毒组 6�h 5

染毒组 12�h 5

染毒组 24�h 5

染毒组 48�h 5

染毒组 72�h 5

染毒组 96�h 5

染毒组 168�h 5

染毒组 336�h 5

MDA（nmol/mg）

0.85±0.05�

1.38±0.18

a

1.69±0.14

a

1.85±0.03

a

1.98±0.12

a

1.95±0.15

a

1.92±0.19

a

2.00±0.22

a

2.09±0.21

a

2.13±0.15

a

琢-SMA/茁-actin GRP78/茁-actin

0.14±0.03� 0.37±0.06�

0.23±0.01

a

0.72±0.02

b

0.23±0.04

a

0.94±0.09

b

0.26±0.02

b

1.08±0.09

b

0.26±0.05

a

1.16±0.03

b

0.29±0.02

b

1.15±0.08

b

0.37±0.03

b

1.04±0.17

b

0.33±0.04

b

0.40±0.02

a

0.46±0.03

b

0.20±0.02

b

0.45±0.01

b

0.24±0.07�

注：MDA：丙二醛，琢-SMA：琢- 平滑肌肌动蛋白，GRP78：糖调节蛋

白 78，茁-actin：茁-肌动蛋白；与对照组比较，

a

P＜0.05，

b

P＜0.01
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2.3 肺组织 GRP78 蛋白表达（表 1；图 2）：Western�

blotting 检测结果显示， 染毒后 2�h 染毒组大鼠肺组

织 GRP78 表达明显升高，72�h 后开始降低。 染毒组

2～168�h�GRP78 表达水平与对照组比较差异均有

统计学意义（均 P＜0.01）。

2.4 肺组织病理学结果

2.4.1 肺组织 HE 染色（图 3）：对照组肺组织结构

完整；染毒组肺组织中出现炎性细胞浸润，肺泡壁断

裂，严重时出现弥漫性肺出血，甚至结构消失。

2.4.2 肺组织 Masson 染色（图 4）：对照组肺泡结构

正常；染毒组可见被染成蓝色的胶原纤维，胞质和红

细胞呈红色，胞核呈蓝褐色，随着时间延长，蓝染的

胶原纤维增多。

2.4.3 肺组织免疫组化 GRP78 表达（图 5）：显微镜

下观察肺组织细胞核蓝染， 棕色颗粒为 GPR78 蛋

白。 对照组肺组织中仅有少量细胞胞质被染成浅黄

色； 染毒组肺组织细胞 GRP78 阳性表达呈棕黄色，

较对照组染色增强。

图 3 光镜下观察百草枯染毒后大鼠肺组织病理学改变 对照组（a）肺泡结构正常；染毒后 6�h（b）肺泡壁断裂，炎性细胞浸润（箭头所示）；染

毒后 48�h（c）炎性细胞浸润（箭头所示），肺泡腔内混有红细胞；染毒后 168�h（d）炎性细胞浸润（箭头所示），弥漫性肺出血 HE��高倍放大

图 4 光镜下观察百草枯染毒后大鼠肺组织病理学改变 对照组（a）肺泡结构完整；染毒后 6�h（b）胶原沉积（箭头所示）；染毒后 48�h（c）大量

胶原沉积，胶原纤维（箭头所示）增多；染毒后 168�h（d）蓝染胶原纤维（箭头所示）进一步增多 Masson��高倍放大 图 5 显微镜下观察百

草枯染毒后大鼠肺组织糖调节蛋白 78（GRP78）表达 对照组（a）少量细胞胞质被染成浅黄色（箭头所示）；染毒后 6�h（b）、48�h（c）、168�h（d）

大量细胞胞质被染成棕黄色（箭头所示），随时间延长，染色加深 免疫组化 高倍放大

4b 4c 4d 4e 5b 5c

5d 5e 6b 6c 6d 6e

注：琢-SMA：琢-平滑肌肌动蛋白，茁-actin：茁-肌动蛋白；

与对照组比较，

a

P＜0.05，

b

P＜0.01

图 1 百草枯染毒后不同时间点大鼠肺组织α-SMA蛋白表达

注：GRP78：糖调节蛋白 78，茁-actin：茁-肌动蛋白；

与对照组比较，

a

P＜0.01，

b

P＜0.05

图 2 百草枯染毒后不同时间点大鼠肺组织 GRP78蛋白表达
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3 讨 论

MDA 是脂质过氧化的产物， 测定 MDA 含量可

反映机体内脂质过氧化程度， 间接反映组织细胞氧

化损伤的程度

［

16

］

。本实验结果显示，染毒组大鼠肺组

织内 MDA 含量较对照组明显增高， 这一现象提示

PQ 中毒可导致大鼠肺脏发生脂质过氧化损伤，引起

氧化应激反应。 有研究认为，在纤维化疾病中，活化

的成纤维细胞 / 肌纤维母细胞通过表达分泌到张力

纤维中的 α-SMA 蛋白来产生收缩力

［

17-18

］

。 本实验

的 HE 染色结果显示， 染毒组大鼠肺组织中出现大

量炎性细胞浸润、肺泡间隔断裂、肺泡腔内充满大量

红细胞；Masson 染色可见肺组织大量散在蓝染的胶

原纤维，与 α-SMA 的变化一致，提示 PQ 中毒后大

鼠肺组织发生纤维化， 同时肺组织病理损害结果与

MDA 变化一致，推测 PQ 中毒后肺纤维化的发生与

氧化应激有关。PQ 进入肺泡上皮细胞后发生氧化还

原循环，激活 ROS 级联反应，造成氧化应激，产生细

胞毒性效应。 有研究表明，ROS 可以引起局部的氧

化应激，导致肺泡上皮细胞过度凋亡，造成肺组织结

构破坏，最终产生肺纤维化

［

19-20

］

。

近年研究证实， 氧化应激是 ERS 的重要诱因，

ERS可促进内质网处理内质网内错误折叠或未折叠

的蛋白质，从而有利于维持细胞的正常功能

［

10

］

。 但

是，持久或过度的应激将损伤内质网功能，从而诱发

细胞凋亡。ROS是触发 ERS介导凋亡通路的上游因

子，在多种药物诱导的 ERS 过程中起着介导和调节

作用

［

21

］

。 GRP78 是内质网内表达最多的伴侣蛋白，

协助新合成蛋白质的正确折叠、 促进内质网稳态的

恢复、增强细胞适应和抵抗应激的能力，是 ERS 发

生的标志性分子

［

22

］

。本实验发现，染毒组大鼠肺组织

中 ERS 的标志蛋白 GRP78 表达显著增加， 并随时

间的延长而逐渐增加。 这些结果表明，在 PQ 引起肺

纤维化过程中除了有氧化应激的作用外， 还有 ERS

的参与， 其机制可能是 PQ 进入肺泡后发生氧化还

原循环，激活 ROS级联反应，产生大量的 ROS，从而

诱发了 ERS的发生。

PQ 中毒可引起细胞强烈的氧化应激反应

［

17

］

，而

氧化应激过程中产生的大量 ROS 是引起内质网中

蛋白折叠错误和 ERS诱发凋亡的主要原因。 因此我

们推测，PQ 可能通过 ROS 引起细胞发生 ERS，从而

在 PQ 导致的肺纤维化中发挥重要作用。 ERS在 PQ

中毒引起肺纤维化中的作用及其分子机制尚需进一

步研究， 其结果必将为寻找以 ERS为靶点的 PQ 中

毒的治疗措施提供理论和实验依据。
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