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· 论著 ·

二烯丙基硫化物可下调百草枯中毒
大鼠肺组织核转录因子 -κB 蛋白
及肿瘤坏死因子 -αmRNA 表达
曹玉芳 李景辉 欧宗兴 殷宗宝 陈栩栩 韩艳丽 宋维

【摘要】 目的 探讨二烯丙基硫化物（DAS）对百草枯中毒所致大鼠急性肺损伤（ALI）的器官保护作用

及抗炎机制。方法    将 80 只雄性 Wistar 大鼠按随机数字表法分为对照组、模型组、地塞米松（DXM）治疗组

及 DAS 治疗组，每组 20 只。一次性灌胃百草枯溶液 70 mg/kg 制备中毒模型；对照组灌胃等量生理盐水。制模 
后当日分别经腹腔注射 DAS 100 mg/kg（DAS 治疗组）、等量生理盐水（模型组）或 DXM 1 mg/kg（DXM 治疗组），

均每日 1 次，共 14 d。各组分别于制模后 1、 3、 7、 14 d 随机处死 5 只大鼠，取右肺下叶行苏木素 - 伊红（HE）

染色，光镜下观察肺损伤程度；取右肺上叶计算湿 / 干质量（W/D）比值，评价肺水肿程度；取右肺中叶 , 采用

免疫组化检测核转录因子 -κB （NF-κB）表达；取左肺采用反转录 - 聚合酶链反应（RT-PCR）检测肿瘤坏死因 
子 -α（TNF-α）mRNA 表达。结果    ① HE 染色显示：对照组肺组织肺泡结构完整；模型组病理改变逐渐加重， 
肺泡壁结构破坏、肺间质水肿及大量巨噬细胞、中性粒细胞浸润，并伴有炎细胞移行至肺泡腔，部分肺泡腔内形

成透明膜； DAS 治疗组和 DXM 治疗组肺间质有部分增生、少量炎性细胞浸润，肺泡结构均无明显破坏。② 肺
W/D 比值：模型组各时间点肺 W/D 比值明显高于对照组，3 d 时达最高值（6.15±0.54 比 4.15±2.10，P＜0.05）；

DAS 治疗组和 DXM 治疗组各时间点肺 W/D 比值明显低于模型组，以 3 d 为明显（3.99±1.26、 4.30±0.70 比

6.15±0.54，均 P＜0.05）；而 DAS 治疗组与 DXM 治疗组比较均无明显差异。③ 免疫组化显示：对照组细胞质

有极少量 NF-κBp65 阳性表达；模型组细胞核中有较多 NF-κBp65 阳性表达；DAS 治疗组和 DXM 治疗组细胞

质中有少量 NF-κBp65 阳性表达，细胞核中无明显 NF-κBp65 阳性表达。积分 A 值明显低于模型组，以 3 d 为

明 显〔（17.98±0.06）×107、 （18.53±0.04）×107 比（28.85±0.61）×107，均 P＜0.01〕；而 DAS 治 疗 组 与 DXM
治疗组比较均无明显差异。④ RT-PCR 显示：3 d 时模型组肺组织 TNF-α mRNA 表达明显高于对照组（灰度

值：3.63±0.62 比 0.51±0.13，P＜0.05）；DAS 治疗组和 DXM 治疗组肺组织 TNF-α mRNA 表达较模型组明 
显下降（灰度值：2.49±0.57、 2.02±0.26 比 3.63±0.62，均 P＜0.05），而 DAS 治疗组与 DXM 治疗组比较无明

显差异。结论    腹腔注射 DAS 能降低百草枯诱导大鼠 ALI 时的肺部毛细血管通透性增加，减轻肺水肿，抑制 
肺组织中 NF-κB、TNF-α 表达，改善肺组织炎症病理改变。
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 百草枯误服或短时间内通过皮肤接触及呼吸道

大量吸收进入人体，可导致肺、心、肝、肾等器官功能

损伤，以进行性不可逆的肺损伤及肺纤维化为特征。

早期肺泡上皮细胞因炎症介质释放及炎性细胞浸润

而受损 , 导致肺间质出血、水肿，临床上以急性呼吸

窘迫综合征（ARDS）为主要表现。ARDS 是急性肺

损伤（ALI）的严重阶段，炎症介质在其发生发展中

起重要作用［1］。近几年相关研究发现，机体受到内、

外源性打击后，多种效应细胞和炎症介质的参与是

其发病的关键环节［2-6］。百草枯中毒患者的晚期主

要表现为肺泡内和肺间质不可逆的纤维化，是其主

要死亡原因。目前治疗百草枯中毒尚无特效解毒药

及措施。二烯丙基硫化物（DAS）具有抗炎、抗氧化

作用，但其是否对百草枯所致肺泡炎和肺损伤有干

预作用未见相关报道，故进行本实验以期能够为临

床百草枯中毒所致肺损伤患者提供治疗依据。

1 材料和方法

1.1    实验动物及主要药物与试剂：清洁级雄性

Wistar 大鼠 80 只，体质量 200～250 g，购于四川大学 

实验动物中心，动物试验资格认可证 : 川动管第

2005-853 号。20% 百草枯购自河北桃园农药有限公 
司（批号 20080606，避光保存）。DAS 由美国 Sigma
公司生产；地塞米松（DXM）购自南京森贝伽生物

科技有限公司。小鼠抗大鼠多克隆抗体（兔抗）、肿

瘤坏死因子 -α（TNF-α）抗体、核转录因子 -κB
（NF-κB）抗体均由武汉博士德生物工程有限公司

提供；反转录 - 聚合酶链反应（RT-PCR）一步法

RNA 提取试剂盒由武汉华美生物工程公司提供，

TaqDNA 聚合酶及反转录试剂盒由大连 Takara 宝生

物公司提供。多聚甲醛、二甲苯、乙醇等常规试剂由

海南省海口市人民医院中心实验室提供。

1.2    动物分组及模型制备与处理：按随机数字表法

将 80 只大鼠分为对照组、模型组、DXM 治疗组及

DAS 治疗组，每组 20 只。一次性灌胃百草枯溶液

70 mg/kg 制备中毒动物模型；对照组灌胃等量生理

盐水。制模后当日分别经腹腔注射 100 mg/kg DAS
（DAS 治疗组）、等量生理盐水（模型组）或 1 mg/kg 

DXM（DXM 治疗组），均每日 1 次，共 14 d。

Five rats in each group were sacrificed at 1, 3, 7, 14 days, respectively. The inferior lobe of right lung was harvested, 
and the degree of lung injury was observed with hematoxylin and eosin ( HE ) staining under optical microscope; the 
upper lobe of right lung was used to determine the lung wet/dry weight ( W/D ) ratio and for evaluation of the degree 
of pulmonary edema. The expression of nuclear factor -κB ( NF-κB ) in the middle lobe of right lung was assessed 
with immunohistochemistry. The expression of tumor necrosis factor -α ( TNF-α ) mRNA in the left lung was 
determined with the reverse transcription-polymerase chain reaction ( RT-PCR ). Results ① The pulmonary structure 
in control group was found to be intact. However, in the model group there were progressive pathological changes 
in lung, including marked edema and thickening of alveolar walls, collapse of alveoli, infiltration of inflammatory 
cells, alveolar wall, and obvious bleeding in the local lung tissue, and formation of transparent membrane in alveolar 
space. Less infiltration of inflammatory cells and no obvious destruction were found in alveolar structure in the DAS 
and DXM treatment groups. ② Lung W/D ratio: lung W/D ratio of model group was apparently higher than that in 
control group at every time point, and peaking on the 3rd day ( 6.15±0.54 vs. 4.15±2.10, P < 0.05 ), and the ratio 
of lung W/D of DAS and DXM treatment groups was obviously lower than that in model group at every time point, 
especially on the 3rd day ( 3.99±1.26, 4.30±0.70 vs. 6.15±0.54, both P < 0.05 ), but there was no significant 
difference between DAS and DXM treatment groups in this regard. ③ The immunocytochemistry analysis revealed 
minimal NF-κBp65 expression in the cell nuclei of the control group, while extensive NF-κBp65 expression was 
found in model group. Minimal NF-κBp65 positive expression in the cytoplasm and even less positive expression 
in the nucleus was found in the DAS and DXM treatment groups, and integral A value was significantly lower in 
the DAS and DXM treatment groups than that of the model group, especially on the 3rd day [ ( 17.98±0.06 )×107,  
( 18.53±0.04 )×107 vs. ( 28.85±0.61 )×107, both P < 0.01], but there was no significant difference between DAS and 
DXM treatment groups. ④ It was shown by RT-PCR that the expression of TNF-α mRNA in lung tissue of the model 
group was significantly higher than that in the control group on the 3rd day ( gray value: 3.63±0.62 vs. 0.51±0.13, 
P < 0.05 ). The expression of TNF-α mRNA in lung tissue was significantly decreased in DAS and DXM treatment 
groups compared with model group ( gray value: 2.49±0.57, 2.02±0.26 vs. 3.63±0.62, both P < 0.05 ), but there was 
no significant difference between DAS and DXM treated groups. Conclusion Treatment with an intraperitoneally 
injection of DAS is capable of attenuate the extent of PQ-induced ALI in rats by alleviating pulmonary edema, 
inhibiting the expression of NF-κB and TNF-α in lung tissue, and ameliorating pathological changes in lung tissue.

【Key words】 Paraquat; Poisoning; Nuclear factor-κB; Tumor necrosis factor-α; Acute lung injury;  
Diallyl sulfide
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物序列：上游5'-TGTATGCCTCTGGTCGTACCAC-3'，

下 游 5'-ACAGAGTACITGCGCTCAGGAG-3'，扩 增 
产物大小 512 bp。反应结束后，抽取扩增样品 5 μL，

用琼脂糖凝胶电泳分析扩增结果，用 DNA Marker 判

断扩增片段的大小或冷冻保存，以备分析使用。采

用 Image-Pro Plus 软件分析目的基因与内参照的相

对灰度值。

1.4    统计学方法：数据用 SPSS 16.0 软件处理，计量

资料以均数 ± 标准差（x±s）表示，组间比较用方

差分析和 LSD 法，P＜0.05 为差异有统计学意义。

2    结    果
2.1    肺组织病理改变（图 1）：光镜下观察发现，对

照组肺组织肺泡结构完整，肺泡壁无水肿，肺实质无

炎性细胞浸润。模型组肺部炎症明显，肺泡壁有明

显水肿、增厚及肺泡间隔断裂，肺间质增生及肺泡结

构破坏，肺间质及肺泡腔炎性细胞浸润，部分肺泡腔

形成透明膜。DAS 治疗组和 DXM 治疗组肺泡水肿

及炎性细胞浸润明显减轻，肺泡腔内无透明膜形成。

2.2    肺 W/D 比值（表 1）：模型组各时间点肺 W/D
比值较对照组明显升高（均 P＜0.05），3 d 时达峰值。

DAS 治疗组和 DXM 治疗组各时间点肺 W/D 比值

均明显低于模型组（均 P＜0.05），而 DAS 治疗组与

 本实验动物处置方法符合动物伦理学标准。

1.3    检测指标及方法：各组分别于制模 1、 3、 7 和

14 d 随机取 5 只大鼠，给予水合氯醛麻醉，取右肺下

叶固定后行苏木素 - 伊红（HE）染色，观察病理学

改变，测量肺泡间隔面积；取右肺上叶测定湿 / 干质

量（W/D）比值；取右肺中叶用于免疫组化检测；应

用 PCR 专用器械在冰面上速取左肺叶，经预冷的焦

碳酸二乙酯（DEPC）水冲洗表面血液后，置于液氮

中速冻，-80 ℃冰箱保存待测。

1.3.1    免疫组化法测定 NF-κBp65 蛋白表达：采用

正置显微镜加 DP70 显微图像分析系统对免疫组化

染色切片摄片，Image-Pro Plus 5.1 图像分析软件进

行 NF-κBp65 蛋白表达半定量分析，分析积分吸光

度（A 值）和阳性染色面积分，每张切片取 8 个视野，

取均值作为该张切片的积分 A 值。

1.3.2    实时定量 PCR 检测肺组织 TNF-α mRNA
表达：采用 RT-PCR 一步法 RNA 提取试剂盒提取

肺 组 织 RNA，将 沉 淀 用 无 RNA 酶 水 20 μL 溶 解， 
-70 ℃保存备用，进行 PCR 扩增。TNF-α 引物序列：

上游 5'-TACTGAACTTCGGGGTGATTGGTCC-3'，下 
游 5'-CAGCCTTGTCCCTTGAAGAGAACC-3'，扩增产 
物大小 295 bp ；内参照 β- 肌动蛋白（β-actin）引 

图 1 光镜下观察各组大鼠肺组织病理改
变 对照组 1、 3、 7、 14 d（A～D）肺泡结构
完整，肺泡壁无水肿，肺实质无炎性细胞浸
润；百草枯中毒后 1、 3、 7、 14 d（E～H）肺
泡结构破坏逐渐加重，可见大量炎性细胞渗
出，出血明显，肺泡腔透明膜形成，7 d、 14 d 
肺纤维化明显；经二烯丙基硫化物（DAS）
或 地 塞 米 松（DXM）治 疗 后 1、 3、 7、 14 d

（I～L 和 M～P）肺泡结构轻度损坏，少量炎
性细胞渗出及出血 HE 高倍放大
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DXM 治疗组间差异均无统计学意义（均 P＞0.05）。

2.3    肺组织 NF-κB 表达（表 1 ；图 2）：对照组肺组

织 NF-κBp65 蛋白在胞质呈少量表达。模型组细胞

核中有较多 NF-κBp65 阳性表达，呈棕黄色；各时间

点 NF-κBp65 表达的积分 A 值均明显高于对照组 
（P＜0.05 或 P＜0.01）。DAS 和 DXM 治疗后肺组织 

NF-κBp65 阳性表达在细胞质中明显减少，呈浅淡 
色，在细胞核中无明显阳性表达；各时间点 NF-κBp65 
表达的积分 A 值均明显低于模型组（均 P＜0.01）。

DAS 治疗组和 DXM 治疗组各时间点比较差异均无

统计学意义（均 P＞0.05）。

2.4    制模后 3 d 肺组织 TNF-α mRNA 表达（图 3）： 
对照组肺组织中有极少量TNF-α mRNA表达。模型 

表 1    DAS 治疗对百草枯中毒大鼠各时间点肺 W/D 比值及 NF-κBp65 表达的影响（x±s）

组别
动物数

（只）

肺 W/D 比值 NF-κBp65（×107，积分 A 值）

1 d 3 d 7 d 14 d 1 d 3 d 7 d 14 d

  对照组 5 4.08±1.40 4.15±2.10 3.98±0.87 4.23±0.35 16.54±0.01 16.54±0.05 16.45±0.01 16.55±0.03
  模型组 5 5.88±0.84a 6.15±0.54a 5.51±0.77a 5.50±0.34a 28.83±0.12b 28.85±0.61b 28.84±0.24b 28.86±0.12a

  DAS 治疗组 5 4.15±0.64c 3.99±1.26c 4.06±0.44c 4.24±0.57c 17.91±0.01ad 17.98±0.06ad 17.97±0.02ad 17.96±0.03ad

  DXM 治疗组 5 4.07±2.04c 4.30±0.70c 4.15±0.92c 4.21±0.12c 18.52±0.02ad 18.53±0.04ad 18.52±0.01ad 18.51±0.02ad

  注：DAS 为二烯丙基硫化物，肺 W/D 比值为肺湿 / 干质量比值，NF-κBp65 为核转录因子 -κBp65，DXM 为地塞米松；与对照组比较，aP＜0.05，
bP＜0.01 ；与模型组比较，cP＜0.05，dP＜0.01

组 TNF-α mRNA 表达明显高于对照组（P＜0.05）。

DAS 治疗组和 DXM 治疗组 TNF-α mRNA 表达均

显著低于模型组（均 P＜0.05），且两组间差异无统

计学意义（P＞0.05）。

3    讨    论
 百草枯作为除草剂，一旦误服很快被胃肠黏膜

吸收，并迅速降解，重新分配到肺、心、肾及肝并导

致多器官功能衰竭，危及生命［7］。人体百草枯中毒

主要通过消化道、皮肤及呼吸道 3 种途径，且中毒

后病情进展快，病死率高达 33%～78%［8-9］。肺脏

是百草枯中毒的主要靶器官，已证明百草枯中毒的

关键特征是肺顺应性降低，肺泡单位减少，剩余肺单

位过度膨胀融合，肺泡内压升高，肺的通气换气受到 

图 2 光镜下观察各组大鼠肺组织核转录因
子 -κBp65（NF-κBp65）阳性表达 NF-κBp65 
阳性表达呈棕黄色。对照组 1、 3、 7、 14 d

（A～D）细胞质有极少量 NF-κBp65 阳性表
达；百草枯中毒后 1、 3、 7、 14 d（E～H）细
胞核中有大量 NF-κBp65 阳性表达，14 d 时
表达较前减少；经二烯丙基硫化物（DAS）
或地塞米松（DXM）治疗后 1、 3、 7、 14 d

（I～L 和 M～P）细胞质中有少量 NF-κBp65
阳性表达，细胞核中无明显阳性表达 免疫
组化 高倍放大
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影响［10］。

 采用百草枯溶液灌胃方法可以很好地模拟人

类百草枯中毒所致肺损伤［11］。本研究一次性灌胃

百草枯溶液 70 mg/kg，制模 3 d 内大鼠即出现毛发

竖起、活动减少、呼吸急促、口周及肢端紫绀等症状；

解剖时见肺组织早期肿胀充血，质地变硬。14 d 时，

双肺呈现苍白色，伴体积缩小及硬度增加，部分肺组

织表面见凹凸不平的土黄色纤维结节灶和暗褐色陈

旧出血灶等。百草枯中毒引起大量炎性细胞激活、

迁移并在肺内浸润和集聚，炎性细胞分泌促炎和促

凋亡因子，造成周围组织细胞破坏［6］。其机制有： 
① 体内外实验均显示，在百草枯中毒大鼠肺中还原

性辅酶Ⅱ与其氧化形式的比值（NADPH/NADP）降

低［12-13］， NADPH 是谷胱甘肽还原酶类的辅助因子，

氧化型谷胱甘肽（GSSG）的再生可限制还原型谷胱

甘肽（GSH）的生成，这条途径代表 NADPH 的主要

细胞途径，这将可能反映氧化应激状态下肺对维持

氧化还原当量水平的作用是通过 6- 磷酸葡萄糖脱

氢酶的限速酶来实现的［14-15］。② 线粒体损伤机制：

百草枯导致线粒体内膜去极化，是通过诱导钙离子

转换孔不适当打开来实现的［16］。③ 自由基介导的

细胞膜损伤，使细胞变性、坏死、增生［17］。④ 体内自

由基损伤机制［18］。⑤ 炎性损伤机制：百草枯中毒后

肺组织局部产生大量促炎因子，细胞因子网络互相

激活、互相作用，使炎症反应级联放大并促进氧化

损伤。炎性损伤是 ALI 最主要损伤机制，有学者指

出，百草枯中毒时存在细胞因子网络失衡，启动细胞

炎症反应，导致 TNF-α、NF-κB 和白细胞介素 -18
（IL-18）等多种细胞因子的生成，TNF-α 等炎症介

质生成受 NF-κB 调控，通过调控炎症因子基因表达

介导 ALI 的发生［19-21］。

 血浆 TNF-α 浓度受多因素影响，肠源性感染

也可导致早期 ALI 的发生，通过支气管肺泡灌洗可

以发现早期的肠源性 ALI［22］。TNF-α 造成 ALI 的

机制有 : ① 激活炎性细胞，促炎性细胞浸润组织。

② TNF-α 可激活内皮细胞，促进内皮细胞表达黏

附分子，并增加与中性粒细胞的黏附，促使炎性粒细

胞释放大量介质而发挥毒性作用。③ 促进 IL 等细

胞因子的产生，形成炎症“瀑布”效应。④ 对内皮细

胞的细胞毒作用［23］。⑤ 毛细血管内皮损伤及中性

粒细胞依赖方式诱导 ALI 等［24］。⑥ 血栓素 A2 和内

皮素的产生是由于 TNF-α 的过度生成引起，使肺

血管收缩因子与 TNF-α 等共同起作用，产生肺动

脉高压及通气 / 血流比例失调，导致持续顽固性低

氧血症［25］。本实验多方面证实，百草枯中毒于 3 d
时表现突出，故制模后 3 d 取肺组织行 RT-PCR 扩

增产物，显示 DAS 可下调 TNF-α 表达。与 Sen 和

Baltimore［26］研究显示 DAS 可降低博莱霉素诱导的

ALI 结果一致。本研究治疗关键是阻断 TNF-α 的

炎性病理损伤。通过腹腔注射 DAS 可以下调这些

因子表达。

 NF-κB 首先由 Sen 等发现，并由 Smith 等［25］发

现 NF-κB 可激活 TNF-α 等炎症因子。静息状态

下，NF-κBp65 亚基与 κB 抑制蛋白以非共价键的

形式结合，存在于细胞质中［27］。当细胞受到毒物、

内毒素等刺激而活化，进入细胞核并促进有关基因

的转录［28-29］，其产生的内源性介质可导致血管内皮

损伤，造成局部循环障碍和器官功能损害［29-31］。本

研究显示，对照组肺组织细胞质着色浅淡（胞质阳

性），提示 p65 定位于胞质。百草枯处理后细胞核着

色加深，细胞核呈现阳性反应，这一现象与 NF-κB
活化过程相吻合。DAS 治疗后可以抑制 NF-κB 的

活化，下调炎症介质产生 , 为治疗百草枯中毒引起

的肺损伤提供新治疗途径。

 综上，DAS 可以显著降低百草枯诱导大鼠肺

组织中 NF-κB、TNF-α 的表达及炎性细胞浸润，

RT-PCR 为反转录 - 聚合酶链反应，DAS 为二烯丙基硫化物，

TNF-α 为肿瘤坏死因子 -α，DXM 为地塞米松，β-actin 为

β- 肌动蛋白；与对照组比较，aP＜0.05；与模型组比较，bP＜0.05

图 3    RT-PCR 检测 DAS 治疗百草枯中毒大鼠制模后 3 d
肺组织 TNF-α mRNA 表达的影响
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减轻 ALI，故 DAS 具有抗炎活性。药物治疗 ALI 的

主要目标是调节传播 ALI 的炎症反应，阻止 ALI 向

ARDS 发展。本次研究论证了 DAS 通过阻断炎症

介质释放，为治疗百草枯中毒提供了新的治疗前景。
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· 科研新闻速递 ·
中毒导致心搏骤停的亚低温治疗：一项多中心回顾性队列研究
  为分析由中毒导致院外心搏骤停（OHCA）并接受亚低温治疗患者的流行病学特征和预后情况，有学者对韩国 24 家医院

6 年内登记在册的成人 OHCA 患者进行了回顾性分析。收集数据包括人口学资料、复苏及复苏后参数、中毒类别等。根据格

拉斯哥匹兹堡脑功能评分（CPC）将神经系统预后分为良好（CPC 1～2 分）和差（CPC 3～5 分）。研究者共收集 930 例 OHCA
患者，其中 24 例（2.6%）为急性中毒引起心搏骤停，平均年龄（57.2±12.9）岁，从心脏停止到自主循环恢复（ROSC）的平均

时间为（35.4±18.7）min ；6 例（25%）呈现节律无脉电活动，18 例（75%）心脏停搏；11 例（46%）存活出院，21%（5/24）神经

功能预后良好。24 例急性中毒患者中有 13 例为农药中毒，其出院存活率为 62%（8/13），神经功能预后良好者占 23%（3/13）。

该研究显示，因中毒导致的心搏骤停占所有 OHCA 患者的 2.6%，具有较高的意外心搏骤停发生率和非常低的旁观者心肺复苏

成功率。农药中毒是导致心搏骤停的主要原因，但有较高的出院存活率。

喻文，罗红敏，编译自《Am J Emerg Med》，2014，32（11）：1378-1381


