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【摘要】 目的  观察百草枯（PQ）中毒致肺纤维化大鼠肺组织圆盘状受体 1（DDR1）的表达水平及其与

转化生长因子-β1（TGF-β1）表达的相关性。方法  将 120 只 SD 大鼠按随机数字表法分为对照组及 20、40、

80 mg/kg PQ 中毒组，每组 30 只。将 10 mg/mL 20% PQ 稀释液分别按照 20、40、80 mg/kg 一次性灌胃，建立 PQ

中毒致肺纤维化大鼠模型；对照组灌胃 4 mL 生理盐水。对照组和各浓度 PQ 组于灌胃后 7 d 和 21 d 分别处

死 15 只大鼠取肺组织，苏木素 - 伊红（HE）染色后观察肺纤维化情况；采用免疫组化法定性和定量检测肺组

织 DDR1、TGF-β1 表达；两变量间的相关性采用 Pearson 相关分析。结果  对照组大鼠活动灵活，且肺组织

无病理学改变。PQ 各组大鼠 PQ 灌胃 0.5 h 后即出现呼吸急促、竖毛、反应迟钝等；7 d 肺组织色泽暗红，质地

变硬，出现土黄色纤维结节灶和陈旧性出血灶，肺泡组织结构破坏，且肺组织损伤程度随中毒时间延长及 PQ

剂量增加逐渐加重。免疫组化染色显示，对照组仅有少量 DDR1 和 TGF-β1 阳性表达颗粒；PQ 各组肺泡壁、

肺间质及肺泡腔内均出现大量 DDR1 和 TGF-β1 阳性表达颗粒。定量分析结果显示，与对照组比较，20、40、 

80 mg/kg PQ 组大鼠肺组织 DDR1 和 TGF-β1 表达水平均明显增加，且呈时间和剂量依赖性〔DDR1（积分 

A 值）：7 d 为 0.221±0.014、0.249±0.021、0.364±0.016 比 0.121±0.036，21 d 为 0.247±0.025、0.321±0.015、

0.432±0.027 比 0.139±0.021；TGF-β1（积 分 A 值）：7 d 为 0.230±0.016、0.265±0.015、0.339±0.016 比

0.129±0.032，21 d 为 0.248±0.011、0.295±0.016、0.399±0.026 比 0.119±0.026；均 P＜0.05〕。Pearson 相关

分析显示，随 PQ 剂量和中毒时间增加，肺组织 DDR1 与 TGF-β1 表达水平呈线性正相关（DDR1 与 TGF-β1： 

r＝0.996，P＜0.000；DDR1 与 PQ 剂量：r＝0.985，P＜0.000；DDR1 与中毒时间：r＝0.989，P＜0.000；TGF-β1

与 PQ 剂量：r＝0.992，P＜0.000；TGF-β1 与中毒时间：r＝0.972，P＜0.000）。结论  PQ 中毒大鼠肺组织 DDR1 

表达呈时间和剂量依赖性，且与肺纤维化重要因子 TGF-β1 表达水平呈正相关；DDR1 可能参与了 PQ 中毒致

肺纤维化进程。
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【Abstract】 Objective  To explore the expression of discoidin domain receptor 1 (DDR1) in rats with pulmonary 

fibrosis induced by paraquat (PQ) poisoning, and its relationship with the expression of transforming growth factor-β1 

(TGF-β1).  Methods  120  Sprague-Dawley  (SD)  rats  were  divided  into  control  group  and  20,  40,  and  80  mg/kg 

PQ poisoning  groups  (each n  =  30).  Pulmonary  fibrosis  induced by PQ poisoning model was  reproduced by  one  time  

administration  of 20, 40, 80 mg/kg  of 20% PQ,  and  the  rats  in  control  group were  given 4 mL normal  saline. Fifteen 

rats in control and different doses of PQ groups were sacrificed at 7 days and 21 days after intragastric administration, 

and lung tissues were collected. Pulmonary fibrosis was observed after hematoxylin-eosin (HE) staining. The immune-

histochemical  method  was  used  to  determine  the  expressions  of  DDR1  and  TGF-β1.  The  relationship  between  the 

expression  of  TGF-β1  and  DDR1  was  analyzed  by  Pearson  correlation  analysis.  Results  The  rats  in  control 

group were active, and no pathological changes  in  lung  tissue were  found. The rats  in PQ groups became shortness of 

breath, bristles, and slow reaction etc. 0.5 hours after intragastric administration. After 7 days, the lung tissue was dark 

red,  hard  texture,  appearance  of  yellow  soil  fiber  nodules  and  obsolete  hemorrhage,  destruction  of  alveolar  structure. 

The  extent  of  lung  injury  increased  gradually  with  the  time  of  poisoning  and  the  increase  of  PQ  dose.  It  was  shown 

by  immune-histochemical  staining  that  the  control  group  had  only  a  small  amount  of  DDR1  and  TGF-β1  positive 

expressions;  in  PQ  groups,  there  were  a  large  number  of  DDR1  and  TGF-β1  positive  expression  particles  in  the 
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alveolar wall,  pulmonary  interstitial  and  alveolar  cavity.  It was  displayed  by  quantitative  analysis  that  compared with 

the  control  group, DDR1 and TGF-β1 expressions were  significantly  increased  in 20, 40, 80 mg/kg PQ groups with 

time-  and  dose-dependent  [DDR1  (integral  A  value):  0.221±0.014,  0.249±0.021,  0.364±0.016  vs.  0.121±0.036 

at  7  days;  0.247±0.025,  0.321±0.015,  0.432±0.027  vs.  0.139±0.021  at  21  days;  TGF-β1  (integral  A  value): 
0.230±0.016,  0.265±0.015,  0.339±0.016  vs.  0.129±0.032  at  7  days;  0.248±0.011,  0.295±0.016,  0.399±0.026 

vs.  0.119±0.026  at  21  days;  all P  <  0.05].  It  was  shown  by Pearson  correlation  analysis  that DDR1  expression was 

positively correlated with TGF-β1 expression with the increase of PQ dose and poisoning time (DDR1 with TGF-β1: 

r = 0.996, P < 0.000; DDR1 with PQ dose:  r = 0.985, P < 0.000; DDR1 with poisoning  time:  r = 0.989, P < 0.000; 
TGF-β1 with PQ dose: r = 0.992, P < 0.000; TGF-β1 with poisoning time: r = 0.972, P < 0.000).  Conclusions  The 

expression  of DDR1  in  the  lung  tissue  in PQ poisoning  rats  showed  a  time- and dose-dependent  change,  and  it was 

positively correlated with TGF-β1 expression. DDR1 may be involved in the process of pulmonary fibrosis induced by  

PQ poisoning.
【Key words】  Poisoning;  Paraquat;  Pulmonary fibrosis;  Discoidin domain receptor 1;  Transforming growth 

factor-β1
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  百草枯（PQ）可对机体各器官造成不同程度的

损伤，以肺部损伤最为明显［1］。才权和刘志［2］研究

显示，PQ 中毒患者白细胞水平明显升高，导致体内

氧自由基大量形成。氧自由基损害可引发毛细血

管内皮细胞和Ⅰ型肺泡上皮细胞严重受损，继而造

成气 - 血交换屏障异常，出现出血、肺泡炎、肺泡水

肿及透明膜等，严重者甚至可诱导肺间质成纤维母

细胞增殖、迁移，胶原蛋白大量聚集，肺泡塌陷，肺

纤维化等［3］。目前虽然对 PQ 中毒的治疗有共识方

案，但尚无特效药物［4］。圆盘状受体（DDR）属于一

种受体型络氨酸激酶，研究表明 DDR1 通过磷酸化

反应后能激活胶原蛋白，并增加各种趋化因子的生

成，而趋化因子又是加重肺纤维化的原因之一［5-6］，

说明 DDR1 可能在肺纤维化形成过程中具有重要

作用。而大量临床研究证实，与肺纤维化形成密切

相关的细胞因子转化生长因子-β1（TGF-β1）参

与了血管形成、伤口愈合、胚胎形成、细胞凋亡、免

疫调节、细胞生长与分化、细胞周期调节等过程，

TGF-β1 对细胞外基质（ECM）合成和降解有显著

影响，对肺纤维化的形成也有重要作用［7-8］。本实

验通过观察 DDR1 的表达水平及其与 TGF-β1、PQ

剂量和中毒时间的关系，寻找 PQ 中毒导致肺纤维

化的新靶点，以明确调节 DDR1 表达水平是否可以

减轻中毒时肺纤维化的程度。

1 材料和方法

1.1  实验动物：SPF 级健康 SD 大鼠 120 只，雌雄各

半，6～8 周龄，体重 220～300 g，平均（245±34）g，

购自四川省人民医院实验动物中心，动物合格证号：

SCXK（川）2013-0012。

1.2  动物分组及模型建立：按照随机数字表法将大

鼠分为对照组及 20、40、80 mg/kg PQ 中毒组，每组

30 只。将 20% PQ 溶液（河南永农化工公司）加入蒸

馏水配置成 10 mg/mL 的稀释液，分别按照 20、40、 

80 mg/kg 一次性灌胃，建立 PQ 中毒致肺纤维化大

鼠模型；对照组灌胃 4 mL 生理盐水。

  本研究经过医院伦理委员会批准，实验中动物

处置方法符合动物伦理学标准。

1.3  观察指标及方法：各组于灌胃后 7 d 和 21 d 分

别处死 15 只大鼠，取肺组织待检。

1.3.1  肺组织病理学观察：取部分肺组织，用 10%

甲醛溶液固定、常规脱水、透明、包埋、连续切片、

苏木素-伊红（HE）染色，光镜下观察肺纤维化情况。

1.3.2  免疫组化法检测肺组织 DDR1、TGF-β1 表

达：取部分肺组织，用 5% 多聚甲醛溶液固定，液氮

保存，切片脱蜡至水，3% H2O2 室温孵育以消除内

源性过氧化物酶活性；蒸馏水冲洗，磷酸盐缓冲液

（PBS）浸泡 5 min，高压蒸汽修复抗原；5%～10% 封

闭血清封闭，室温孵育 10 min 弃血清；滴加 1：200

的 DDR1 抗体或 TGF-β1 抗体（美国 Santa Cruz 公

司），37 ℃孵育 1 h 后 4 ℃过夜；PBS 冲洗 5 min× 

3 次，滴加 1：500 的生物素标记二抗（武汉博士德

生物工程有限公司），37 ℃孵育 10～30 min；PBS 冲

洗 5 min×3 次，滴加辣根过氧化物酶标记的链霉卵

白素，37 ℃孵育 10～30 min；PBS 冲洗 5 min×3 次，

3，3'- 二氨基联苯胺（DAB）显色后，苏木素复染、脱

水、透明、中性树胶封片。镜下观察胞质呈棕色染

色的 DDR1、TGF-β1 阳性细胞。用 Image2 Pro Plus 

Version 415 图像分析系统进行定量分析，计算阳性
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细胞的积分吸光度（A）值。每张切片随机检测 5 个

视野，取均值。

1.4  统计学分析：应用 SPSS 17.0 软件进行统计分

析。计量数据以均数 ± 标准差（x±s）表示，多组间

比较采用单因素方差分析（ANOVA），两两比较采用

t 检验；两变量间的相关性采用 Pearson 相关分析。

P＜0.05 为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1  一般情况：对照组大鼠活动灵活，且毛色亮泽，

无竖毛现象，能正常饮水，体重略有增加。PQ 各组

大鼠一次性灌胃 PQ 0.5 h 后出现呼吸急促、竖毛、

活动灵敏度下降、反应迟钝、攻击性降低；且随 PQ

剂量增加，大鼠活动灵敏度逐渐下降，80 mg/kg PQ

中毒组部分大鼠出现呕吐、抽搐。

2.2  肺组织病理学改变

2.2.1  大体观察：对照组大鼠肺组织色泽红润、表

面光滑、质地柔软。PQ 各组大鼠肺组织色泽暗红，

质地变硬，出现土黄色纤维结节灶和陈旧性出血灶，

肺泡结构破坏；且随 PQ 剂量升高表现逐渐加重。

2.2.2  光镜下观察（图 1）：对照组 7 d 和 21 d 肺泡

结构正常，无肺纤维化改变。PQ各组肺泡炎症明显，

肺泡结构受损，肺泡腔内有明显充血，肺泡间隔可见

大量组织渗出液与炎性细胞；且随中毒时间延长，

肺泡间隔逐渐加宽，成纤维细胞大量集聚；随 PQ 中

毒剂量增加，肺泡充血更加明显，可见更多组织渗出

液及炎性细胞，肺泡组织破坏也更加明显。

肺泡壁及肺泡腔内可见广泛分布的 TGF-β1 阳性

细胞；且二者均随中毒时间延长和 PQ 剂量增加呈

逐渐增多趋势。定量分析显示，PQ 各组大鼠肺组

织 DDR1、TGF-β1 表达较对照组明显上调，且均呈

时间和剂量依赖性（均 P＜0.05）。

图 1  光镜下观察百草枯（PQ）中毒大鼠 7 d 和 21 d 肺组织

病理学改变　对照组 7 d（A）肺泡结构正常。80 mg/kg PQ

灌胃后 7 d（B）肺泡间隔充血，大量炎性细胞浸润；21 d（C）

肺泡结构破坏严重，肺泡壁明显增厚，出现大量纤维结缔组

织　HE 染色　高倍放大

2.3  肺组织 DDR1 和 TGF-β1 表达（图 2；表 1）：

对照组 7 d 和 21 d 肺泡上皮细胞外侧基底膜表面偶

有少量 DDR1 阳性细胞，支气管、肺间质、肺泡壁偶

有少量 TGF-β1 阳性细胞。PQ 各组肺泡和肺泡间

隔可见大量 DDR1 阳性细胞高密度存在，肺间质、

表 1 各组大鼠灌胃后不同时间点肺组织 DDR1、 
TGF-β1 表达比较（x±s）

组别
动物数

（只）

DDR1 表达（积分 A 值） TGF-β1 表达（积分 A 值）

7 d 21 d 7 d 21 d

对照组 15 0.121±0.036 0.139±0.021 0.129±0.032 0.119±0.026

PQ 20 组 15 0.221±0.014 a 0.247±0.025 ad 0.230±0.016 a 0.248±0.011 ad

PQ 40 组 15 0.249±0.021 ab 0.321±0.015 abd 0.265±0.015 ab 0.295±0.016 abd

PQ 80 组 15 0.364±0.016 ac 0.432±0.027 acd 0.339±0.016 ac 0.399±0.026 acd

注：百草枯（PQ）20、40、80 组 PQ 溶液分别为 20、40、80 mg/kg； 

DDR1 为圆盘状受体 1，TGF-β1 为转化生长因子-β1；与对照组

比较，aP＜0.05；与 PQ 20 组比较，bP＜0.05；与 PQ 40 组比较，cP＜
0.05；与本组 7 d 比较，dP＜0.05

图 2　光镜下观察百草枯（PQ）中毒大鼠 7 d 和 21 d 肺组织

圆盘状受体 1（DDR1）和转化生长因子-β1（TGF-β1）的

阳性表达　以胞质呈棕色染色为阳性细胞。对照组 7 d 仅

有少量 DDR1（A）和 TGF-β1（D）阳性细胞。80 mg/kg PQ

灌胃后 7 d DDR1（B）和 TGF-β1（E）阳性细胞明显增多；

21 d（C、F）可见大量棕色深染阳性细胞进一步增多　免疫

组化染色　高倍放大

2.4  TGF-β1、DDR1 与 PQ 剂量和中毒时间的相关

性（图 3）：肺组织 DDR1 与 TGF-β1 的表达水平呈

显著正相关（r＝0.996，P＜0.000）；DDR1、TGF-β1

表达水平与 PQ 中毒剂量呈显著正相关（r1＝0.985，

r2＝0.992，均 P＜0.000），与 PQ 中毒时间亦呈显著正

相关（r1＝0.989、r2＝0.972，均 P＜0.000）。
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赖性。

  DDR1 在肺组织上皮细胞中表达丰富，其表达

水平不仅与胶原蛋白联系紧密，同时还与基质金属

蛋白酶（MMP）的抑制性有关，能有效抑制 ECM 分

解，通过促进纤维化的形成而加重肺组织纤维化，对

肺泡结构造成严重破坏［18］。国外学者在博莱霉素

诱导肺纤维化的动物模型中证实，抑制 DDR1 表达

可减轻小鼠肺组织纤维化程度，且存活时间明显延 

长［19］。本实验发现，20、40、80 mg/kg PQ 各组 7 d

和 21 d 肺组织 DDR1 表达水平均较对照组显著增

加，且呈剂量和时间依赖性。说明在 PQ 中毒过程

中 DDR1 表达上调，ECM 沉积增加，从而加重了大

鼠肺纤维化。相关分析结果显示，DDR1、TGF-β1

表达水平均与 PQ 剂量和中毒时间呈正相关。由此

可见，DDR1 在 PQ 中毒致肺纤维化中发挥了重要

作用，是 PQ 中毒致肺纤维化的重要靶点。已有研

究证实，有效干预肺纤维化的进程能改善 PQ 中毒

的预后［20-21］，阻断 DDR1 表达或寻找相应受体拮抗

剂，或利用生物基因技术敲除 DDR1，可延缓或阻断

肺纤维化进程，有可能成为治疗 PQ 中毒致肺纤维

化的有效方法。

  综上，DDR1 是 PQ 中毒致肺纤维化进程中的

重要受体，参与肺纤维化的进程，且与肺纤维化重要

因子 TGF-β1 表达呈正相关，在肺纤维化中发挥着

重要作用。但本实验仅观察了 PQ 中毒后 7 d、21 d 

TGF-β1 和 DDR1 的表达水平，其后期改变以及采

用相应药物、基因、受体拮抗剂进行干预后的预后

仍有待进一步研究。
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