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【摘要】 目的  探讨沙利度胺对百草枯（PQ）中毒急性肺损伤（ALI）大鼠的保护作用及其可能机制。 

方法  将 60 只 SPF 级 Wistar 大鼠按随机数字表法分为 6 组，每组 10 只。采用腹腔注射 PQ 溶液 20 mg/kg 建

立大鼠 PQ 中毒模型（PQ 模型组），30 min 后腹腔注射梯度沙利度胺进行干预（50、100、200 mg/kg 干预组），连续

3 d；并设立生理盐水（NS）对照组和沙利度胺对照组（给予 200 mg/kg）。分别于 3 d 后取大鼠腹主动脉血，采用

羟胺测定法检测血清超氧化物歧化酶（SOD）活性，采用硫代巴比妥酸测定法检测血清丙二醛（MDA）含量。处

死大鼠取肺组织，采用酶联免疫吸附试验（ELISA）检测肿瘤坏死因子 -α（TNF-α）和白细胞介素 -6（IL-6）含

量；采用蛋白质免疫印迹试验（Western Blot）检测核转录因子 -κB（NF-κB）信号通路蛋白 p65 和 NF-κB 抑制

蛋白 -α（IκB-α）的磷酸化水平；经苏木素 - 伊红（HE）染色后，光镜下观察肺组织病理学改变。结果  PQ 染

毒 3 d 后可见大鼠肺间质及肺泡间隔明显充血，有大量炎性细胞浸润，肺泡壁增厚；而给予 50、100、200 mg/kg

沙利度胺干预后，大鼠肺间质和肺泡间隔充血、水肿及炎性细胞浸润明显减轻，但仍可见少量水肿液、炎性细

胞及红细胞。与 NS 对照组比较，PQ 染毒后血清 MDA 含量以及肺组织 TNF-α、IL-6 水平和 p65、IκB-α 蛋白

磷酸化水平均明显升高，血清 SOD 活性明显降低；而给予 50、100、200 mg/kg 沙利度胺干预后，可呈剂量依赖

性地抑制 PQ 染毒诱导的 MDA、TNF-α、IL-6 含量及 p65、IκB-α 蛋白磷酸化水平升高，并提高 SOD 活性，与

PQ 模型组比较差异有统计学意义〔MDA（mmol/L）：8.26±1.20、6.72±1.18、5.51±1.44 比 9.02±1.03，TNF-α

（ng/mg）为 3.00±0.14、1.84±0.18、1.58±0.11 比 3.30±0.14，IL-6（ng/mg）：1.26±0.04、1.06±0.04、0.97±0.08

比 1.97±0.07， p-p65/p65：6.01±0.35、3.64±0.15、2.89±0.18 比 6.34±0.23，p-IκB-α/IκB-α：2.27±0.13、

2.14±0.22、1.52±0.14 比 2.96±0.20，SOD（kU/L）：195.7±19.3、207.1±25.6、225.8±23.1 比 188.2±26.6，

均 P＜0.05〕。单纯给予 200 mg/kg 沙利度胺对肺脏则无明显影响。结论  沙利度胺对 PQ 中毒 ALI 大鼠具

有保护作用，并呈一定剂量依赖性，其机制可能与降低氧自由基和炎性因子水平，以及抑制 IκB-α/NF-κB 
信号通路活化有关。
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【Abstract】 Objective  To  investigate  the protective effect  of  thalidomide on acute  lung  injury  (ALI)  induced 
by  paraquat  (PQ)  poisoning  in  rats  and  its  possible  mechanism.  Methods  Sixty  SPF  Wistar  rats  were  randomly 
divided  into  six  groups with 10  rats  in  each  group. The  rat model  of PQ poisoning was  reproduced by  intraperitoneal 
injection of PQ solution 20 mg/kg  (PQ model group), and  the  rats were  treated by  intraperitoneal  injection of gradient 
thalidomide  (50,  100,  200 mg/kg  treatment  groups)  30 minutes  later  continuously  for  3  days.  The  normal  saline  (NS) 
control  group  and  thalidomide  control  group  (thalidomide  200 mg/kg)  were  established.  After  3  days,  the  abdominal 
aorta  blood  was  collected,  and  the  superoxide  dismutase  (SOD)  activity  was  determined  by  hydroxylamine  method, 
serum malondialdehyde (MDA) content was determined by thiobarbituric acid method. The rats were sacrificed for lung 
tissue,  the  levels  of  tumor necrosis  factor-α  (TNF-α) and  interleukin-6  (IL-6) were determined by  enzyme-linked  
immunosorbent  assay  (ELISA).  The  phosphorylation  levels  of  p65  and  inhibitor-α  of  nuclear  factor-κB  (NF-κB)  
(IκB-α),  which  were  the  NF-κB  signaling  pathway  proteins,  were  determined  by  Western  Blot.  The  pathological 
changes  in  lung  tissue were  observed  under  light microscope  by  hematoxylin-eosin  (HE)  staining.  Results  Under 
microscope,  obvious  congestion  of  pulmonary  interstitial  and  alveolar  septum,  a  large  number  of  inflammatory  cells 
infiltration  and  thickened  alveolar wall were  observed  after  3  days  of PQ poisoning,  and  the  congestion  of  pulmonary 
interstitial and alveolar septum, edema and inflammatory cells infiltration in the lung tissue were significantly reduced 
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after treatment of 50, 100, 200 mg/kg thalidomide, but compared with NS control group, there was still a small amount of 
edema fluid, inflammatory cells and erythrocytes in the lungs tissue. Compared with the NS control group, serum MDA 
content and the levels of TNF-α and IL-6, and the phosphorylation of p65 and IκB-α in lung tissue were significantly 
increased  after  PQ  exposure,  and  the  activity  of  serum  SOD  was  significantly  decreased.  Treatment  with  50,  100,  
200 mg/kg thalidomide could significantly reduce the levels of MDA, TNF-α, IL-6, and phosphorylation of IκB-α and 
p65, and increase SOD activity, in a dose-dependent manner, and the levels were significantly different from PQ model 
group [MDA (mmol/L): 8.26±1.20, 6.72±1.18, 5.51±1.44 vs. 9.02±1.03, TNF-α (ng/mg): 3.00±0.14, 1.84±0.18, 
1.58±0.11 vs. 3.30±0.14, IL-6 (ng/mg): 1.26±0.04, 1.06±0.04, 0.97±0.08 vs. 1.97±0.07, p-p65/p65: 6.01±0.35, 
3.64±0.15, 2.89±0.18 vs. 6.34±0.23, p-IκB-α/IκB-α: 2.27±0.13, 2.14±0.22, 1.52±0.14 vs. 2.96±0.20, SOD 
(kU/L): 195.7±19.3, 207.1±25.6, 225.8±23.1 vs. 188.2±26.6, all P < 0.05]. There was no significant effect on lung 
by 200 mg/kg thalidomide alone.  Conclusion  Thalidomide has a protective effect on ALI induced by PQ poisoning in 
rats in a dose-dependent manner, the mechanism may be achieved by reducing the level of oxygen free radicals, reducing 
the inflammatory factor and inhibiting the IκB-α/NF-κB signal pathway activation.

【Key words】  Thalidomide;  Paraquat;  Acute lung injury;  Inflammatory factor;  Nuclear factor-κB signaling  
pathway
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  百草枯（PQ）是一种具有强烈毒性的化合物，为

有机杂环类除草剂。因误服等因素造成的 PQ 中毒

较常见，可对机体多个器官造成损伤，以肺部损伤最

为严重。PQ 中毒致肺损伤早期以急性肺泡炎、急性

呼吸窘迫综合征（ARDS）为主要临床表现，后期多

出现广泛肺间质水肿及肺纤维化，是 PQ 中毒的主

要死因［1］。目前认为 PQ 中毒的发生可能主要与氧

自由基、过度脂质过氧化反应有关，不同的因素如

细胞因子已经被认为参与 PQ 中毒的发病机制［2-3］， 

复杂的发病机制导致其临床治疗难度较大。沙利度

胺具有强抗炎、免疫调节作用，现已被应用于多种

炎症性疾病的治疗。本研究通过构建大鼠 PQ 急性

中毒模型，并用不同剂量沙利度胺干预，探讨沙利度

胺对 PQ 急性中毒的作用及机制。

1 材料与方法 

1.1  实验动物：SPF级Wistar 大鼠 60只，雌雄各半，

体重 220～250 g，由昆明医科大学实验动物中心提

供，动物合格证号：SYXK（滇）2005-0004，常规饲养。

所有动物处置方法符合动物伦理学标准，并经过伦

理委员会批准。

1.2  主要试剂：PQ（纯度 99%）和沙利度胺购自美

国 Sigma 公司，试剂以无菌生理盐水（NS）溶解稀释

备用。大鼠白细胞介素 -6（IL-6）酶联免疫吸附试

验（ELISA）检测试剂盒购自厦门慧嘉生物科技有限

公司，肿瘤坏死因子 -α（TNF-α）ELISA 检测试剂

盒购自上海逸峰生物科技有限公司；超氧化物歧化

酶（SOD）、丙二醛（MDA）试剂盒购自上海碧云天生

物技术研究所；p65 及其磷酸化（p-p65）一抗购自

英国 Abcam 公司，β- 肌动蛋白（β-actin）、核转录

因子 -κB（NF-κB）抑制蛋白 -α（IκB-α）及其磷酸

化（p-IκB-α）一抗购自美国 Santa Cruz 公司。

1.3  实验分组及处理：将 60 只大鼠按随机数字表

法分为 NS 对照组、沙利度胺对照组、PQ 模型组及

低、中、高剂量沙利度胺干预组 6 组，每组 10 只。

采用腹腔注射 PQ 溶液 20 mg/kg 复制大鼠 PQ 急

性中毒模型；NS 对照组和沙利度胺对照组给予等

量 NS。染毒 30 min 后，低、中、高剂量沙利度胺干

预组分别经腹腔注射 50、100、200 mg/kg 沙利度胺 

5 mL；NS 对照组和 PQ 模型组腹腔注射等量 NS；沙

利度胺对照组于注射 NS 后腹腔注射 200 mg/kg 沙

利度胺 5 mL。所有大鼠连续干预 3 d，每日 2 次。

1.4  检测指标及方法

1.4.1  标本采集：分别于 3 d 后用 10% 水合氯醛麻

醉各组大鼠，开腹并采集腹主动脉血 3～5 mL，离心

10 min 取上清液，置于 -80 ℃冰箱保存，以备检测

血清 SOD 和 MDA 水平。然后处死大鼠，取右下肺

组织用于病理学观察；取右上肺组织，加入适量 NS

充分研磨，离心 10 min，取上清冻存待检 TNF-α 和

IL-6 含量；取左肺组织用于检测 p65、IκB-α 蛋白

磷酸化水平。

1.4.2  血清 SOD 和 MDA 水平检测：分别采用羟胺

测定法和硫代巴比妥酸测定法检测血清 SOD、MDA

水平，操作按照试剂盒说明书步骤进行。

1.4.3  肺组织病理学观察：取右下肺组织，用 10%

甲醛固定，苏木素 - 伊红（HE）染色后观察肺组织

病理学改变。

1.4.4  肺组织炎性因子 TNF-α 和 IL-6 含量检

测：取右上肺组织上清液，采用 ELISA 试验检测

TNF-α 和 IL-6 含量，操作按照试剂盒说明书步骤

进行。

1.4.5  肺组织 p65、IκB-α 蛋白磷酸化水平检测：

采用蛋白质免疫印迹试验（Western Blot）检测蛋白
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磷酸化水平。取各组大鼠左肺组织，充分研磨后裂

解，并提取总蛋白。采用 BCA 法测定裂解物蛋白含

量，取等量蛋白质进行十二烷基硫酸钠 - 聚丙烯酰

氨凝胶电泳（SDS-PAGE）分离，恒流 300 mA 转移

至聚偏二氟乙烯（PVDF）印迹膜；5% 脱脂牛奶封闭

1 h 后加入一抗，4 ℃孵育过夜；次日用含有吐温 -20

的磷酸盐缓冲液（PBST）洗膜，加二抗室温孵育 1 h。

用化学发光法显色，凝胶成像系统采集成像，并记录

各条带的灰度值，以 β-actin 为内参照。p65 蛋白

磷酸化水平＝ p-p65 灰度值 /p65 灰度值，IκB-α 蛋 

白磷酸化水平＝ p-IκB-α 灰度值 /IκB-α 灰度值。

1.5  统计学分析：应用 SPSS 18.0 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，正态分布的计量资料以均数 ± 标

准差（x±s）表示，组间差异采用双侧样本的 Student 

t 检验；非正态分布的计量资料以中位数（四分位数）

〔M（QL，QU）〕 表示，组间比较采用秩和检验。P＜0.05

为差异有统计学意义。

2 结 果 

2.1  沙利度胺对 PQ 染毒大鼠血清 MDA 和 SOD 水

平的影响（表 1）：与 NS 对照组比较，PQ 染毒后， 

大鼠血清 MDA 含量明显升高，SOD 活性明显降低

（均 P＜0.01）；而给予 50、100、200 mg/kg 沙利度胺

干预后，可呈剂量依赖性地抑制 PQ 染毒诱导的血

清 MDA 升高及 SOD 降低（均 P＜0.05）。单纯采用

沙利度胺干预对 MDA 和 SOD 水平无明显影响。说

明沙利度胺可通过降低氧自由基水平对 PQ 急性染

毒动物肺损伤发挥保护作用。

表 1 沙利度胺对百草枯（PQ）染毒大鼠 
血清 MDA 和 SOD 水平的影响（x±s）

组别 动物数（只）MDA（mmol/L） SOD（kU/L）

NS 对照组 10 4.31±0.92 235.6±23.4

沙利度胺对照组 10 4.42±1.08 233.5±24.9

PQ 模型组 10 9.02±1.03 a 188.2±26.6 a

PQ+ 沙利度胺 50 组 10 8.26±1.20 ac 195.7±19.3 ac

PQ+ 沙利度胺 100 组 10 6.72±1.18 ad 207.1±25.6 ad

PQ+ 沙利度胺 200 组 10 5.51±1.44 bd 225.8±23.1 bd

注：MDA 为丙二醛，SOD 为超氧化物歧化酶；沙利度胺 50、
100、200 代表其干预剂量分别为 50、100、200 mg/kg；与生理盐水

（NS）对照组比较，aP＜0.01，bP＜0.05；与 PQ 模型组比较，cP＜0.05， 
dP＜0.01 

间质和肺泡间隔充血、水肿及炎性细胞浸润明显减

轻，但仍可见少量水肿液、炎性细胞及红细胞。NS

对照组及单纯给予沙利度胺对照组大鼠肺脏无明显

损伤。说明沙利度胺对 PQ 染毒大鼠损伤的肺组织

具有修复作用。

2.2  沙利度胺对 PQ 染毒大鼠肺组织病理学改变

的影响（图 1）：PQ 染毒 3 d 后，大鼠肺间质及肺泡

间隔明显充血，有大量炎性细胞浸润，肺泡壁增厚；

而给予 50、100、200 mg/kg 沙利度胺干预后，大鼠肺

2.3  沙利度胺对 PQ 染毒大鼠肺组织 TNF-α 和

IL-6 水平的影响（图 2）：与 NS 对照组比较，PQ 染

毒后大鼠肺组织中 TNF-α、IL-6 含量均明显升高

（均 P＜0.01）；而给予 50、100、200 mg/kg 沙利度胺

干预后，可呈剂量依赖性地抑制 PQ 染毒诱导的肺

组织 TNF-α、IL-6 含量升高（均 P＜0.05）。单纯给

予沙利度胺干预对 TNF-α、IL-6 含量无明显影响。

说明沙利度胺可通过降低炎性因子水平，发挥对 PQ

染毒大鼠损伤肺组织的保护作用。

注：TNF-α 为肿瘤坏死因子 -α，IL-6 为白细胞介素 -6； 
沙利度胺 50、100、200 代表其干预剂量分别为 50、100、200 mg/kg；

与生理盐水（NS）对照组比较，aP＜0.01， bP＜0.05； 
与 PQ 模型组比较，c P＜0.05， d P＜0.01

图 2  沙利度胺对百草枯（PQ）染毒大鼠肺组织中 
TNF-α、IL-6 含量的影响

图 1  光镜下观察各组大鼠肺组织病理学改变　生理盐水
（NS）对照组（A）和沙利度胺对照组（B）肺组织无明显异
常；百草枯（PQ）染毒 3 d 后（C）肺间质及肺泡间隔充血、
炎性细胞浸润；而给予 50、100、200 mg/kg 沙利度胺干预
后（D～F），肺间质和肺泡间隔充血、水肿及炎性细胞浸润
呈梯度减少　HE 染色　低倍放大
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2.4  沙利度胺对PQ染毒大鼠肺组织IκB-α/NF-κB 
信号通路蛋白磷酸化的影响（图 3）：与 NS 对照组

比较，PQ 染毒后大鼠肺组织中 p65、IκB-α 蛋白

磷酸化水平均显著升高（均 P＜0.01）；而给予 50、

100、200 mg/kg 沙利度胺干预后，可呈剂量依赖性

地抑制 PQ 染毒诱导的肺组织 p65、IκB-α 蛋白磷

酸化（均 P＜0.05）。单纯给予沙利度胺干预对 p65、

IκB-α 蛋白磷酸化无明显影响。说明沙利度胺可

通过抑制 PQ 诱导的肺组织 IκB-α/NF-κB 信号通

路的活化来减轻肺损伤。

MDA 是氧自由基致脂质过氧化的中间代谢产物，

其含量可反映器官内脂质过氧化损伤的程度［7-8］。

SOD 是体内催化歧化反应的一种抗氧化保护酶，对

机体的氧化与抗氧化平衡起重要作用。急性 PQ 中

毒致肺损伤导致体内 MDA 和 SOD 水平异常，而维

持中毒后体内能量物质代谢平衡及内环境稳定对

急性 PQ 中毒大鼠肺组织有保护作用［9］。本研究中

PQ 染毒模型大鼠血清 SOD 活性明显降低，MDA 含

量明显升高；而给予沙利度胺干预后，可呈剂量依

赖性地抑制 PQ 染毒诱导的 SOD 降低及 MDA 升高。

说明沙利度胺可通过抑制脂质过氧化作用对 PQ 急

性染毒所致肺损伤动物的肺组织发挥保护作用。

  PQ 中毒产生的活性氧自由基可以刺激炎性介

质的表达及体内还原型谷胱甘肽（GSH）减少［10］。

炎症和促肺纤维化因子 IL-1β、IL-6、转化生长因

子 -β（TGF-β）、TNF-α 引起炎性细胞的聚集、浸

润，进而释放更多的炎性介质，进一步加重组织损

伤，引起全身炎症反应，炎性因子在由 PQ 引起的肺

纤维化症状中起关键作用［11-12］。TNF-α 在炎症反

应的级联放大中具有重要作用，是触发炎症反应的

细胞因子。有研究表明，沙利度胺具有强大的抗炎、

免疫调节作用，可抑制TNF-α和IL-6的释放［13-14］。

本研究中通过注射沙利度胺干预后观察 PQ 染毒大

鼠发现，沙利度胺可呈剂量依赖性地抑制 PQ 染毒

诱导的 TNF-α、IL-6 含量升高；而单纯给予沙利

度胺干预对 TNF-α、IL-6 含量无明显影响。提示

沙利度胺可通过抑制炎性细胞活化，降低炎性因子

水平，对 PQ 急性染毒动物肺损伤发挥保护作用，与

Amirshahrokhi［15］报道的结果一致。

  有研究表明，PQ 染毒后，肺组织中 p65、IκB-α
蛋白磷酸化水平显著升高，说明肺组织 NF-κB 炎症

通路参与了 PQ 导致的肺损伤［16］。还有研究表明，

PQ 染毒早期即可出现 NF-κB 激活，诱导其下游重

要炎性介质 IL-6、IL-8 的 mRNA 表达水平明显上

调，进而促发和推进炎症反应［17］。本研究利用沙

利度胺干预可呈剂量依赖性地抑制 PQ 染毒诱导的

p65、IκB-α 蛋白磷酸化过程，提示沙利度胺可通过

抑制 PQ 诱导的肺组织 IκB-α/NF-κB 信号通路的

活化来减轻 PQ 所致肺损伤。

  综上，沙利度胺对 PQ 中毒致 ALI 大鼠具有保

护作用，并呈一定剂量依赖性，其机制可能与降低

氧自由基和炎性因子水平，以及抑制 IκB-α/NF-κB
信号通路的活化有关。

3 讨 论 

  沙利度胺为谷氨酸衍生物，其作用机制可能涉

及免疫抑制和免疫调节，可通过稳定溶酶体膜抑制

中性粒细胞趋化性，产生抗炎作用，治疗风湿免疫性

疾病、皮肤疾病等。研究表明，沙利度胺对 PQ 中毒

患者所致肝肾损伤具有显著的抑制作用，与环磷酰

胺具有相同的疗效［4］。

  PQ 中毒者多死于染毒后 1 周内，目前尚无特

效解毒剂，其发病机制主要与炎症反应和多器官

功能衰竭（MOF）密切相关，以肺损伤尤为显著［5］。

PQ 染毒大鼠肺泡上皮细胞严重受损，肺泡内出血、

水肿明显［6］。PQ 通过脂质过氧化直接攻击细胞，

IκB-α 为核转录因子 -κB（NF-κB）抑制蛋白 -α，p-p65、 
p-IκB-α 分别为 p65 和 IκB-α 的磷酸化形式，β-actin 为 

β- 肌动蛋白；沙利度胺 50、100、200 代表其干预剂量分别为 
50、100、200 mg/kg；与生理盐水（NS）对照组比较，aP＜0.01， 

bP＜0.05；与 PQ 模型组比较，cP＜0.05，dP＜0.01

图 3  沙利度胺对百草枯（PQ）染毒大鼠肺组织中 
IκB-α/NF-κB 信号通路蛋白磷酸化的影响
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百草枯中毒后急性肾衰竭的预测因子

  百草枯（PQ）中毒后可导致多器官功能衰竭（MOF），发病率和病死率均较高。许多 PQ 中毒患者可出现急性肾损伤（AKI），

有时需要血液透析。近期有研究者收集了 2000 至 2012 年 222 例 PQ 中毒患者的数据资料，将患者分为 AKI 组（n＝103）和

非 AKI 组（n＝119），分析 PQ 中毒患者发生 AKI 的有效预测指标。结果显示：与非 AKI 组比较，AKI 组患者服毒至就诊时间更

长（P＝0.003），入院时序贯器官衰竭评分（SOFA，P＜0.001）、PQ 中毒严重指数（SIPP）评分（P＝0.016）和动脉血氧分压（PaO2， 

P＝0.015）更高，动脉血二氧化碳分压（PaCO2）更低（P＝0.031）；且 AKI 组患者病死率更高（70.1% 比 40.0%），入院后 48 h 

PaO2 更低（P＝0.006），肺泡 - 动脉血氧分压差（PA-aO2）更高（P＜0.001）。多因素 Logistic 回归分析显示，急性肝炎（P＜0.001）、

更长的服毒至就诊时间（P＜0.001）、更高的 SIPP 评分（P＝0.026）和入院时 PaO2（P＝0.014）是发生 AKI 的危险因素。ROC

曲线分析显示，48 h AKI 网络评分≥2 分预测 AKI 患者需要血液透析的敏感度为 60.0%，特异度为 83.2%。研究者据此得出结

论，PQ 中毒后 AKI 发生率较高（占 46.4%）；急性肝炎、服毒至就诊时间、入院时 SIPP 评分和 PaO2 是 AKI 强有力的预测因子，

但该结论尚需长期随访的大型研究进一步证实。
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