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【摘要】 目的  探讨百草枯（PQ）能否诱导人外周血中性粒细胞胞外诱捕网（NETs）的形成。方法  分

离健康者外周血中性粒细胞，苏木素 - 伊红（HE）染色后进行细胞鉴定；分别采用浓度为 0（对照）、200、400、

600、800、1 000、1 200 μmol/L 的 PQ 溶液处理细胞，建立 PQ 中毒的体外模型，应用 CCK-8 细胞增殖和细胞毒

性检测试剂盒检测细胞存活率，选择半数致死量的 PQ 浓度作为实验干预点。根据细胞活性检测结果进行细

胞染毒（PQ 染毒组），以未染毒细胞作为对照。采用免疫荧光染色显微成像定性鉴定 NETs 形成情况；采用

PicoGreen 核酸定量分析试剂盒检测细胞上清中游离 DNA 含量；采用蛋白质免疫印迹试验（Western Blot）检

测细胞上清中瓜氨酸化组蛋白 3（H3Cit）、髓过氧化物酶（MPO）的蛋白表达。结果  HE 染色鉴定中性粒细胞

纯度约 95%；经不同浓度 PQ 建立中毒体外模型后发现，PQ 浓度为 800 μmol/L 时细胞存活率为（58±2）%，以

该半数致死量作为实验干预点。免疫荧光定性观察显示，对照组中性粒细胞仅有少量 H3Cit 及 MPO 表达，无

NETs 形成；而 800 μmol/L PQ 可以刺激中性粒细胞产生由 DNA、H3Cit 和 MPO 形成的 NETs。定量结果显示，

与对照组比较，PQ 染毒组细胞上清中游离 DNA 含量显著升高（μg/L：2 235±462 比 561±87，P＜0.01）；且 PQ

染毒组细胞上清中 H3Cit 和 MPO 蛋白表达量均较对照组明显升高〔H3Cit 蛋白表达（灰度值）：0.23±0.03 比

0.11±0.01，MPO 蛋白表达（灰度值）：0.47±0.05 比 0.21±0.04，均 P＜0.05〕。结论  800 μmol/L 的 PQ 可以诱

导人外周血中性粒细胞形成 NETs。
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【Abstract】 Objective  To explore whether paraquat (PQ) can induce the formation of neutrophil extracellular 
traps (NETs) in human peripheral blood.  Methods  Neutrophils were isolated from healthy human peripheral blood, 
and  the cells were  identified by hematoxylin-eosin  (HE) strain. The cells were  treated with different concentrations of 
PQ [0 (as control), 200, 400, 600, 800, 1 000 and 1 200 μmol/L], and the cell viability was measured by cell proliferation 
and CCK-8 cytotoxicity detection kit, and  the median  lethal concentration of PQ was selected. The cells were  treated 
with  the median  lethal  concentration  of PQ  (PQ poisoning  group),  and  the untreated  cells were  served  as  the  control. 
Immunofluorescence  staining  was  adopted  to  evaluate  NETs  formation.  PicoGreen  dye  was  used  to  determine  the 
quantitative content of circulating free DNA. Western Blot was used to determine the expressions of citrullinated histone 3  
(H3Cit)  and myeloperoxidase  (MPO)  in  the  supernatant.  Results  The  purity  of  neutrophils  was  about  95% by HE 
staining. The cells were treated with different concentrations of PQ, and the result showed that the viability of cells was 
(58±2)% with 800 μmol/L PQ for treatment. The immunofluorescence showed that there were few expressions of H3Cit 
and MPO in neutrophils in the control group, and there was no NETs formation, which was composed of DNA, H3Cit and 
MPO. Compared with the control group, a large amount of NETs was generated from neutrophils stimulated by 800 μmol/L  
of  PQ. Meanwhile,  quantitative  result  showed  that  the  content  of  cell  free  DNA  in  the  supernatant  was  significantly 
increased in PQ poisoning group as compared with that of control group (μg/L: 2 235±462 vs. 561±87, P < 0.01). The 
protein expressions of H3Cit and MPO in  the supernatant were also significantly  increased as compared with  those of 
control group [H3Cit protein expression (gray value): 0.23±0.03 vs. 0.11±0.01, MPO protein expression (gray value): 
0.47±0.05  vs.  0.21±0.04,  both P  <  0.05].  Conclusion  800 μmol/L  of  PQ  can  induce  the  formation  of  NETs  in 
human peripheral blood.
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  阻止百草枯（PQ）中毒早期急性肺损伤（ALI）

的发生是降低患者病死率的关键［1］。目前 PQ 中毒

的机制仍未完全阐明。相关文献报道，PQ 中毒后

24 h 内白细胞计数（WBC）越高，预示患者 72 h 内

死亡概率越大，提示中性粒细胞增加与患者病死率

密切相关［2-4］。我们在临床中也发现，PQ 中毒患者

早期外周循环中的中性粒细胞明显增加，因此推测

中性粒细胞在 PQ 致 ALI 中发挥了重要作用，但其

机制尚需进一步探讨。

  中性粒细胞是机体天然免疫系统主要效应器细

胞。病原体入侵时，中性粒细胞被迅速趋化募集到

感染部位，清除和杀伤病原体。Brinkmann 等［5］于

2004 年发现中性粒细胞可在胞外形成由核酸物质

和颗粒蛋白组成的网状结构，即胞外诱捕网（NETs）， 

从而捕杀病原体。虽然NETs具有重要的防御作用，

但如不能被有效清除和调控则会加重宿主的组织炎

症，尤其是细胞外的组蛋白、髓过氧化物酶（MPO）

能直接引起上皮细胞和内皮细胞死亡。NETs 与许

多疾病的病理过程有关，包括肺部疾病，研究表明在

ALI 或急性呼吸窘迫综合征（ARDS），以及肺部的细

菌、病毒、真菌感染中都发现了 NETs［6-7］。本研究

通过定性和定量检测体外 PQ 是否可以诱导 NETs

的形成，以期为 PQ 致 ALI 的治疗提供新的理论和

实验依据。

1 材料和方法

1.1  主要材料与试剂：人外周血中性粒细胞分离

液（天津市灏洋生物制品科技有限责任公司）；抗

瓜氨酸化组蛋白 3（H3Cit）抗体、抗 MPO 抗体（美

国 Abcam 公司），羊抗兔、羊抗鼠二抗（上海 Biomart

公 司），PicoGreen 核 酸 定 量 分 析 试 剂 盒（美 国

Invitrogen 公司）。人外周血标本取自南京医科大学

附属上海一院健康体检志愿者，无感染、外伤等，无

心、肺、肾功能不全，乙肝表面抗原阴性，且均获得

知情同意。

1.2  中性粒细胞分离：按照人外周血中性粒细胞分

离液说明书，采用密度梯度离心法分离中性粒细胞。

取 3 mL 试剂 A，加入 2 mL 试剂 B，制成梯度界面；

于分离液液面上加入 4 mL 抗凝血，500×g 离心 

30 min；吸取下层白色中性粒细胞于离心管中，加入

5 mL清洗液，250×g离心10 min，弃上清，重复1次。

最后用 0.5 mL 培养基重悬细胞后计数。

1.3  中性粒细胞的鉴定：将多聚赖氨酸处理的无菌

玻片置于 6 孔板中，按 5×105/L 接种细胞，于培养

箱中静置 1 h 后，95% 乙醇固定 20 min，苏木素 - 伊

红（HE）染色，显微镜下进行细胞鉴定。

1.4  细胞活性的测定：采用快速高灵敏度 CCK-8

细胞增殖和细胞毒性检测试剂盒检测不同浓度 PQ

处理后的细胞存活率，选择半数致死量的 PQ 浓度

作为实验干预点。将细胞以 5×105/L 接种于 96 孔

板中，置于培养箱中培养 1 h 后，分别用含有浓度为

0（对照）、200、400、600、800、1 000、1 200 μmol/L PQ

的培养基处理细胞，每组设 3 个复孔；置于培养箱

孵育 24 h 后，每孔加入 20 μL CCK-8 试剂混匀后，

于培养箱继续孵育 1 h。用酶标仪检测波长 450 nm

处的吸光度（A）值，并计算细胞存活率（实验组平均

A 值 / 对照组平均 A 值 ×100%）。

1.5  实验分组：将细胞分为两组，根据细胞活性检

测结果确定 PQ 干预浓度为 800 μmol/L 并进行细胞

染毒（染毒组），以未染毒细胞作为对照。

1.6  检测指标及方法

1.6.1  体外诱导中性粒细胞形成 NETs：将多聚赖

氨酸处理的无菌玻片置于 6 孔板中，按 5×105/L 接

种细胞，培养箱中静置1 h后，加入800 μmol/L的 PQ

溶液处理细胞 2 h，收集细胞上清用于游离 DNA 检

测，然后向 6 孔板中加入 1 mL 多聚甲醛，4 ℃固定 

过夜。

1.6.2  NETs 的免疫荧光染色：取出细胞爬片，磷酸

盐缓冲液（PBS）冲洗 3 次，固定液室温固定 0.5 h，

封闭液室温封闭 0.5 h，加入一抗（抗 H3Cit 抗体为 

1：200，抗 MPO 抗体为 1：2 000），4 ℃孵育过夜；PBS

冲洗 3 次，加入荧光二抗，37 ℃湿盒孵育 1 h；PBS

冲洗 3 次，4'，6- 二脒基 -2- 苯基吲哚（DAPI）染色 

5 min；PBS 冲洗 3 次后封片；荧光显微镜下观察、

拍照。DNA 表达呈蓝色荧光，H3Cit 表达呈绿色荧

光，MPO 表达呈红色荧光。

1.6.3  游离 DNA 检测：采用 PicoGreen 核酸定量

分析试剂盒检测细胞上清中游离 DNA 含量。取 

50 μL 细胞上清加入 96 孔板中，每组设 3 个复孔，同

时设立标准品，浓度依次为 1 000、100、25、10、2.5、

1、0.25、0 ng/mL，室温避光孵育 5 min。采用荧光酶

标仪检测荧光强度，激发光 480 nm，发射光 520 nm。

根据标准品及测得 A 值建立标准曲线，计算细胞上

清中游离 DNA 含量。

1.6.4  蛋白质免疫印迹试验（Western Blot）检测细

胞上清中 MPO、H3Cit 蛋白表达：收集细胞上清，

与 5× 上样缓冲液按照 4：1 比例混匀，100 ℃加热 
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5 min。每个加样孔加入 20 μL 样品，经 8% 十二烷

基硫酸钠 - 聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE）后，

恒流（300 mA）冰上转膜 1 h，加 5% 牛奶 - 磷酸盐

吐温缓冲液（PBST）封闭 1 h，加一抗（抗 MPO 抗体

为 1：1 000，抗 H3Cit 抗体为 1：200）4 ℃摇床孵育

过夜；PBST 洗膜 3 次 ×10 min，加二抗常温孵育 2 h 

（1：1 000）；PBST 洗膜 3 次 ×10 min，电化学发光

（ECL）显影。应用 Image J 软件测定平均灰度值， 

以目的蛋白与相应内参的灰度值比值作为目的蛋白

表达量。

1.7  统计学处理：应用 SPSS 13.0 软件对数据进

行统计分析，采用 Kolmogorov-Smirnov 法对计量资

料进行正态性检验，符合正态分布的计量资料以均 

数 ± 标准差（x±s）表示，组间比较采用单因素方差

分析，两两比较方差齐时采用 LSD 法检验，方差不

齐时采用 Tamhane T2 法检验；P＜0.05 为差异有统

计学意义。

2 结 果

2.1  人外周血中性粒细胞的鉴定（图 1）：HE 染色

后，显微镜下观察细胞形态，可见细胞核为分叶核，

中性粒细胞纯度达到 95%。

2.2  人外周血中性粒细胞活性（图 2）：分别用浓度

为 0（对照）、200、400、600、800、1 000、1 200 μmol/L

的 PQ 溶液处理后，人外周血中性粒细胞存活率呈

剂量依赖性降低，400～1 200 μmol/L PQ 处理后细胞

存活率显著低于 0 μmol/L（均 P＜0.05）；其中 PQ 浓

度为 800 μmol/L 时细胞存活率为（58±2）%，因此

选用该半数致死量作为实验干预点。

2.3  人外周血中性粒细胞 NETs 的鉴定（图 3）：免

疫荧光显微镜下观察细胞形态学变化，结果显示，

对照组中性粒细胞仅有少量 H3Cit 及 MPO 表达，无

NETs 形成；而 800 μmol/L PQ 刺激 2 h 后，中性粒

细胞 H3Cit 及 MPO 表达明显增强可产生由 DNA、

H3Cit 及 MPO 形成的 NETs。

图 3  免疫荧光显微镜下观察人外周血中性粒细胞胞外诱捕网（NETs）的形成情况　DNA 表达呈蓝色荧光，瓜氨酸化组蛋白 3
（H3Cit）表达呈绿色荧光，髓过氧化物酶（MPO）表达呈红色荧光。对照组中性粒细胞仅有少量 H3Cit 及 MPO 表达，无 NETs 形成；
百草枯（PQ）染毒组经 800 μmol/L PQ 刺激 2 h 后，中性粒细胞 H3Cit 及 MPO 荧光强度明显增强，可见细胞外纤维网状结构形成，
即 NETs（箭头所示）免疫荧光　低倍放大

图 1  显微镜下观察人外周血中性粒细胞形态，可见细胞
核为分叶核（箭头所示）　HE　中倍放大

注：PQ 为百草枯；与 0 μmol/L（对照）比较，aP＜0.05，bP＜0.01

图 2  不同浓度 PQ 对人外周血中性粒细胞存活率的影响
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3 讨 论

  大量炎性物质释放是急性 PQ 中毒致肺损伤的

一个重要因素［8-9］。研究表明，在 PQ 中毒早期，肺

间质和肺泡腔内有中性粒细胞、巨噬细胞和嗜酸粒

细胞等大量炎性细胞浸润，可引起Ⅰ型、Ⅱ型肺泡

上皮细胞和 Clara 细胞等的破坏，导致 ALI［10］。本

课题组前期研究也证实：PQ 染毒 2 h 后，大鼠肺组

织中出现炎性细胞浸润、肺泡壁断裂等肺损伤表 

现［11］。黄杨等［12］发现，PQ 组大鼠血浆肿瘤坏死因

子 -α（TNF-α）、白细胞介素（IL-1β、IL-6、IL-8

和 IL-10）等炎性因子含量在染毒早期即显著增高，

且呈时间依赖性。中性粒细胞在组织中大量聚集会

造成组织损伤，且中性粒细胞数量与肺损伤严重程

度呈正相关［13-14］。因此我们推测，中性粒细胞增加

在 PQ 致 ALI 中发挥了重要作用，但其机制尚需进

一步研究。

  之前研究者大多认为，中性粒细胞是通过脱颗

粒释放的颗粒酶成分以及“呼吸爆发”作用损伤肺

血管内皮细胞及上皮细胞，进而导致肺泡通透性增

加，引起肺水肿。2004 年 Brinkmann 等［5］发现，中

性粒细胞可以释放到胞外，形成含有 DNA、组蛋白、

MPO、弹性蛋白酶（NE）、组织蛋白酶 G 的网状结构，

即 NETs。但近年来研究发现，NETs 除具有防御病

原体入侵的作用外，在组织内含量增加也能够造成

组织损伤［15］。同样，NETs 结构中的高浓度组蛋白、

MPO 等能加重组织损伤［16］。Fuchs 等［17］也证实过

量的 NETs 会对机体造成不良后果，引起内皮细胞

和肺泡上皮细胞损伤，且呈剂量依赖性，应用组蛋

白抗体、MPO 抑制剂可明显抑制其对细胞的毒性作

用。因此我们推测，在 PQ 中毒时中性粒细胞可能

通过产生大量的 NETs 引起 ALI。

  为了验证 PQ 是否可以诱导中性粒细胞产生

NETs，我们采用密度梯度离心法提取中性粒细胞，

建立体外 PQ 染毒模型，并对 DNA、H3Cit 和 MPO

进行免疫荧光染色，免疫荧光显微镜下观察证实，经

800 μmol/L PQ 处理 2 h 后中性粒细胞可形成 NETs

结构。Margraf 等［18］建立了血浆 cf-DNA/NETs 快

速定量检测方法，即 PicoGreen 核酸定量分析法。

PicoGreen 能特异性结合 dsDNA，在波长 480 nm 处

检测荧光强度，基本不受 RNA 和单链 DNA 的影响，

可快速分析 cf-DNA/NETs 最低浓度为 25 μg/L 的血

样［19］。该方法对中性粒细胞具有特异性，而刺激其

他血细胞不会引起NETs形成或荧光信号强度增强。

因此我们采用 PicoGreen 法检测 cf-DNA 水平来评

价 cf-DNA/NETs 含量，发现 800 μmol/L PQ 刺激中

性粒细胞 2 h 后细胞上清中游离 DNA 含量显著升

高。本实验还显示，经 800 μmol/L PQ 刺激 2 h 后，

中性粒细胞上清中 MPO、H3Cit 蛋白表达较对照组

注：PQ 为百草枯；与对照组比较，aP＜0.01

图 4  人外周血中性粒细胞经 800 μmol/L PQ 刺激 2 h 后 
细胞上清中游离 DNA 含量的变化 

Western Blot 为蛋白质免疫印迹试验，PQ 为百草枯，MPO 为 
髓过氧化物酶，H3Cit 为瓜氨酸化组蛋白 3，GAPDH 为 

3- 磷酸甘油醛脱氢酶；与对照组比较，aP＜0.01，bP＜0.05

图 5  Western Blot 检测人外周血中性粒细胞经 800 μmol/L PQ 
刺激 2 h 后细胞上清中 MPO 及 H3Cit 表达的变化

2.4  人外周血中性粒细胞 NETs 含量（图 4）：人外

周血中性粒细胞经 800 μmol/L PQ 刺激 2 h 后，细胞

上清中游离 DNA 含量显著增高，与对照组比较差异

有统计学意义（P＜0.01）。

2.5  人外周血中性粒细胞 MPO、H3Cit 表达（图 5）：

人外周血中性粒细胞经 800 μmol/L PQ 刺激 2 h 后，

细胞上清中 MPO 及 H3Cit 表达量明显高于对照组

（均 P＜0.05）。



·  220  · 中华危重病急救医学  2017 年 3 月第 29 卷第 3 期  Chin Crit Care Med，March   2017，Vol.29，No.3

明显上调，提示 PQ 可以体外刺激中性粒细胞产生

NETs。

  综上所述，中性粒细胞可能通过形成大量 NETs

在 PQ 致 ALI 中发挥重要作用，但其分子机制尚需

进一步研究，为寻找以中性粒细胞为靶点的 PQ 中

毒治疗措施提供理论和实验依据。
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·科研新闻速递·

体外膜肺氧合治疗成人脓毒症和呼吸衰竭患者的长期生存情况

  体外膜肺氧合（ECMO）治疗在呼吸衰竭合并脓毒症成人患者中的应用正在稳步增加，但有关应用 ECMO 治疗这类患者

的长期生存情况的研究资料很少。近期有瑞典学者进行了一项单中心回顾性队列研究，旨在调查接受 ECMO 治疗的呼吸衰

竭合并脓毒症患者的 5 年存活率和晚期死亡原因。该研究纳入 255 例自 1995 年至 2013 年 12 月接受 ECMO 治疗的成人呼

吸衰竭和脓毒症患者。从国家死亡登记系统收集患者的生存状态、基本背景及生存和死亡原因的数据资料。用 Kaplan-Meier

法计算存活率。结果显示：在 255 例患者中，64% 患者存活出院；中位随访时间为 4.4 年；出院后 1 个月内病死率很高。在

治疗 90 d 后存活的患者中，其 5 年存活率为 87%，以感染性疾病患者存活率较高（88%～100%）。部分呼吸衰竭合并脓毒症患

者存在晚期死亡，但 Kaplan-Meier 曲线随着时间的推移逐步平坦。该研究者得出结论：对于合并呼吸衰竭和脓毒症的患者，

ECMO 治疗可达到挽救生命的目的。对于 ECMO 治疗后几个月内存活的患者，其长期生存情况较好，特别是感染患者。

喻文，罗红敏，编译自《Crit Care Med》，2017，45（2）：164-170

   




