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【摘要】 目的 探讨白陶土联合普萘洛尔对百草枯（PQ）中毒小鼠肺组织基质金属蛋白酶 -9（MMP-9）的

影响及肺损伤的保护作用机制。方法 将 54 只 ICR 小鼠按随机数字表法分为对照组、PQ 中毒模型组、治疗

组，每组 18 只。采用 100 mg/kg PQ 灌胃的方法复制 PQ 中毒模型 ；制模后治疗组立即给予白陶土 48 g/kg 联

合普萘洛尔 3.2 mg/kg 灌胃，对照组灌胃等体积生理盐水。制模后 6、12、24 h 处死小鼠，取肺组织用蛋白质免

疫印迹试验（Western Blot）检测 MMP-9 蛋白表达水平并观察肺组织病理学变化。结果 制模后 6 h 对照组、

PQ 中毒模型组和治疗组 MMP-9 蛋白表达比较差异均无统计学意义（灰度值 ：0.655±0.045、0.656±0.045、

0.641±0.036），制模后 12 h、24 h PQ 中毒模型组 MMP-9 蛋白表达水平较对照组明显增多（12 h ：0.824±0.039

比 0.634±0.038，24 h ：0.742±0.039 比 0.658±0.041，均 P＜0.05），治疗组较 PQ 中毒模型组明显降低（12 h ：

0.760±0.050 比 0.824±0.039，24 h ：0.686±0.041 比 0.742±0.039，均 P＜0.05）。光镜下可见 ：PQ 中毒模型组

早期肺组织毛细血管扩张充血，12 h 肺泡腔出现大量以中性白细胞为主的炎性细胞浸润，可见少量红细胞渗

出 ；24 h 可见肺泡壁毛细血管扩张、充血，内皮细胞肿胀，肺内小灶状或大片状炎性细胞浸润，以中性粒细胞为

主。治疗组亦出现了肺炎性细胞、肺泡毛细血管扩张、充血，内皮细胞肿胀等表现，但程度较模型组明显减轻。

结论 白陶土联合普萘洛尔干预能明显降低 PQ 急性中毒大鼠肺组织 MMP-9 的蛋白表达水平，可能是其防治

PQ 致肺损伤的机制之一。
【关键词】 百草枯 ； 中毒 ； 白陶土 ； 普萘洛尔 ； 基质金属蛋白酶 -9 ； 急性肺损伤

The effect of Kaolin and propranolol on expression level of matrix metalloproteinase-9 in lung of paraquat 
intoxicated mice Qiu Xianke*, Li Zhangping, Miao Xinjun, Chen Yuxi, Li Yong, Chen Zhili. *Dingli College of 
Wenzhou Medical University; Department of Emergency, Wenzhou Central Hospital in Zhejiang Province, Wenzhou 
325000, Zhejiang, China
Corresponding author: Li Zhangping, Department of Emergency, the First Affiliated Hospital of Wenzhou Medical 
University, Wenzhou 325000, Zhejiang, China, Email: wzlizhangping@126.com

【Abstract】 Objective　To explore the effect of Kaolin combined with propranolol on matrix metalloproteinase-9 
(MMP-9) in lungs of paraquate (PQ) intoxicated mice and the mechanism of protection for lung injury.   
Methods  Fifty-four ICR mice were randomly divided into three groups, 18 mice in each group: namely control group, 
PQ intoxicated group and treatment group. The PQ intoxicated model was replicated by intra-gastric administration (ig) 
of PQ 100 mg/kg; after intoxication, 48 g/kg Kaolin combined with 3.2 mg/kg propranolol intra-gastric administration 
was immediately given to the treatment group, while in the control group, the same volume of normal saline ig was 
applied. All the mice were sacrificed at 6, 12 and 24 hours after disposal, and the lung was harvested to test the protein 
expression level of MMP-9 by Western Blot, and the lung tissue pathological changes were observed.  Results  There 
was no statistical significance in the protein expression levels of MMP-9 among the control group, PQ intoxicated group 
and treatment group at 6 hours after disposal (grey value: 0.655±0.045, 0.656±0.045, 0.641±0.036). The protein 
expression levels of MMP-9 in PQ intoxicated group were increased significantly compared with those in the control 
group at 12 hours and 24 hours after disposal (12 hours: 0.824±0.039 vs. 0.634±0.038, 24 hours: 0.742±0.039 vs. 
0.658±0.041, both P < 0.05), while the levels of treatment group were significantly lower than those in the intoxicated 
group (12 hours: 0.760±0.050 vs. 0.824±0.039, 24 hours: 0.686±0.041 vs. 0.742±0.039, both P < 0.05). In PQ 
intoxicated group, early capillary dilation and congestion in lung tissue, a large number of inflammatory cells infiltration 
with mainly neutrophils in alveolar cavity and a small number of red blood cells exudation were seen at 12 hours; at 
24 hours, capillary dilation at alveolar walls, congestion, swelling of endothelial cells, small flakes or large patches of 
inflammatory cell infiltration with mainly neutrophils in lungs were found. In the treatment group, the lung inflammatory 
cells infiltration, alveolar capillary dilatation, congestion, swelling of the endothelial cells, etc were also visible, but the 
degree of severity was significantly milder than those in the intoxicated group.  Conclusion  The interference of Kaolin 
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 百草枯（PQ）是一种有机杂环类接触性脱叶剂

及除草剂，其除草效果好，接触土壤后迅速失活，

故在土壤中无残留，是目前世界范围内应用极为广

泛的一种除草剂。由于 PQ 的特殊物理特性，其误

服及自杀性口服后病死率极高，是急诊科救治的重 

点［1］，且目前尚无特效的解毒剂，可以造成肺、肝、

肾、脑等多个系统损伤［2］，临床对症治疗效果甚差，

国内外综合报道中毒病死率为 20%～80%［3-4］。百

草枯主要在肺内蓄积，其在肺中的浓度是血液中

的 10～90 倍［5］，由此引起百草枯中毒的特征性改

变——迟发型肺纤维化是大多数患者的死亡原因。

近年来，基质金属蛋白酶 -9（MMP-9）在 PQ 致肺损

伤中的作用正逐渐引起重视。Lagente 等［6］研究显

示，MMP-9 在肺组织持续高水平的表达，导致细胞

外基质（ECM）持续积聚和沉积，并成为最终发展为

肺纤维化的重要启动因子。

 有学者指出 ：早期阻断 PQ 在胃肠道的吸收是

治疗 PQ 中毒的关键［7］；用白陶土灌胃治疗 PQ 中

毒患者有一定的疗效［8］；普萘洛尔可与肺组织内的

PQ 竞争性拮抗，使 PQ 得以从肺组织中尤其是肺泡

上皮细胞中释放出来，减轻肺损害，可用于 PQ 中毒

的辅助治疗［9］。白陶土联合普萘洛尔对 PQ 中毒的

疗效并未见相关研究报道，本研究通过建立 PQ 中

毒大鼠模型，用白陶土联合普萘洛尔对其进行干预，

观察肺组织病理学改变及 MMP-9 浓度的变化，探

讨白陶土联合普萘洛尔治疗 PQ 中毒的机制。

1 材料与方法

1.1 实验动物与主要材料 ：选择 SPF 级雄性 ICR

小鼠，体质量 18～20 g，由上海实验动物中心提供，

动物合格证号：SCXK（沪）：2010-0002。PQ 购自美

国 Sigma 公司，纯度 99%（货号 36541）；MMP-9 兔

多克隆抗体（多抗，货号 ab38898）由英国 Abcam 公

司提供；二喹啉甲酸法（BCA）蛋白浓度测定试剂盒、

RIPA 裂解液（强）由中国碧云天生物公司提供。

1.2 动物模型的复制及药物干预 ：将 54 只 ICR 小

鼠按照随机数字表法分为 PQ 中毒模型组、治疗组

和对照组，每组每个时间点 6 只。入组前 12 h 禁食，

PQ 中毒模型组和治疗组小鼠给予 PQ 100 mg/kg 灌

胃，治疗组在 PQ 灌胃后以白陶土 48 g/kg 联合普萘

洛尔 3.2 mg/kg 灌胃 ；对照组给予等体积生理盐水

灌胃。

 本实验中动物处置方法符合动物伦理学标准。

1.3 检测指标及方法 ：制模后 6、12、24 h 将存活小

鼠处死，用 10% 水合氯醛深度麻醉，分离肺组织备

用。剪取左上肺，部分左上肺用 10% 中性甲醛水溶

液浸泡固定，进行苏木素 - 伊红（HE）染色 ；其余肺

组织制成匀浆，进行 MMP-9 水平的检测。

1.3.1 用蛋白质免疫印迹试验（Western Blot）检测

小鼠肺组织匀浆 MMP-9 的蛋白表达 ：将小鼠肺组

织粉碎研磨成匀浆，加入含苯甲基磺酰氟（PMSF）

的 RIPA 蛋白裂解液，冰上裂解 30 min，收集上清

液。BCA 法检测蛋白浓度。准备等量的上述蛋白，

加入 5× 上样缓冲液，100 ℃煮沸变性后上样进行

聚丙烯酰胺（PAGE）凝胶电泳，电泳结束后，采用湿

式转移法将凝胶中的蛋白转移至硝酸纤维素膜上。

10% 脱脂牛奶常温封闭 1.5 h ；再加入一抗稀释液

稀释的 MMP-9 兔多抗及内参照抗体于 4 ℃下作

用 16 h ；用含吐温 20 的磷酸盐缓冲液（TBST）漂洗 

10 min，3 次；加入相应的辣根过氧化物酶标记二抗，

室温下 1 h ；TBST 漂洗 10 min，3 次 ；用化学荧光法

（ECL）进行检测，X 线片盒中暗室曝光，凝胶成像系

统扫描成像。以 β 肌动蛋白（β-actin）内参照的

吸光度为基准，校正各自蛋白的积分吸光度值，按公

式（MMP-9 表达相对值＝MMP-9 表达强度 /β-actin

表达强度）求得相对灰度值。

1.3.2 肺组织病理学变化 ：取小鼠左肺上叶用 4%

多聚甲醛水溶液固定，包埋，切片，常规 HE 染色，光

镜下观察肺组织病理学改变。

1.4 统计学方法：使用 SPSS 16.0 对数据进行分析，

计量数据以均数 ± 标准差（x±s）表示，两样本比

较数据符合正态分布者采用 t 检验，非正态分布者

采 用 非 参 数 统 计，Mann-Whitney 检 验 或 Kruskal-

Wallis 检验，P＜0.05 为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 各组小鼠肺组织匀浆中 MMP-9 蛋白表达水平

的变化（表 1 ；图 1）：制模后 6 h，3 组 MMP-9 蛋白

表达水平比较差异均无统计学意义（均 P＞0.05）；

制模后 12 h、24 h PQ 中毒模型组 MMP-9 表达水平

即较对照组同期明显升高 ；治疗组较 PQ 中毒模型

组明显降低（P＜0.05 或 P＜0.01）。

combined with propranolol can significantly decrease the protein expression level of MMP-9 in lung tissue of acute 
paraquat poisoned mice that is possibly one of the mechanisms for prevention and treatment of lung injury in paraquat 
poisoning.

【Key words】  Paraquat;  Poisoning;  Kaolin;  Propranolol;  Matrix metalloproteinase-9;  Acute lung injury
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3 讨 论

 PQ 经皮肤、呼吸道、消化道吸收入人体后，广泛

分布于全身各组织器官，由于 PQ 具有与二胺、多胺

及二胺二硫胱胺类似的结构，在细胞膜上可与聚胺

类物质竞争而被细胞摄取，而肺脏内存在多胺摄取

系统，导致 PQ 在肺脏内高度浓聚。PQ 致肺损伤、

肺纤维化的机制极其复杂，至今尚未完全明确，可能

与早期致炎因子的增加、过氧化物酶和超氧化物歧

化酶（SOD）的生成减少、肺局部纤维组织的增生、

线粒体的功能障碍及氧自由基的产生增多密切相

关，启动和加速了细胞凋亡［10-12］。

 中、重度 PQ 中毒早期表现以肺急性炎症为主，

后期出现不可逆肺间质纤维化［13］。O'Connor 等［14］

认为在肺纤维化形成过程中，MMP-9 参与了早期损

伤阶段的细胞外基质（ECM）和基底膜降解，在后期

的修复阶段对肺组织结构重塑中也起重要的调节作

用。在早期急性肺损伤阶段，肺组织内 MMP-9 活化

明显增加，肺间质成纤维细胞通过表达 MMP-9 参

与肺泡基底膜的损伤，从而参与启动肺纤维化，后期

随着炎症逐渐消退，炎性细胞因子如白细胞介素 -1

（IL-1）、肿 瘤 坏 死 因 子 -α（TNF-α）、TGF-α/β、 

γ- 干扰素（IFN-γ）等分泌失衡，细胞因子、生长因

子间存在着复杂的调控网络作用，尤其是 TGF-β、

TNF-α 的过度表达，导致 MMP-9 活性下降，基质

降解减少，ECM 过度增生，最终导致基质异常沉积，

进展为晚期肺纤维化。

 目前，肺组织的病理改变如早期炎症损伤及晚

期肺纤维化是 PQ 中毒的主要死亡原因，与早期死亡

显著相关［15］。Fairshter 等［16］在 1976 年就已经提出

对 PQ 中毒要进行综合治疗，包括用漂白土、硫酸镁、

普萘洛尔、血液净化、利尿、低氧、抗氧化等。但迄

今未找到特效解毒剂，目前治疗以减少毒物吸收、促

进体内毒物清除、防治肺损伤和对症支持为主［17］。 

毒物代谢动力学是 PQ 中毒链的最初环节，如能在

此阶段有效清除毒物，或阻断 PQ 的跨膜转运与蓄

积，则有可能切断中毒效应链［18］。

 本实验通过建立 PQ 中毒动物模型观察到，中

毒小鼠肺泡腔出现大量以中性粒细胞为主的炎性细

胞浸润，肺泡壁毛细血管扩张、充血，内皮细胞肿胀，

白陶土联合普萘洛尔治疗组小鼠上述病变减轻 ；PQ

中毒模型组小鼠肺组织 MMP-9 蛋白表达水平明显

升高，治疗组制模后 12 h、24 h MMP-9 蛋白表达水

平较 PQ 中毒模型组明显下降。说明早期使用白陶

土联合普萘洛尔治疗 PQ 中毒小鼠，能显著降低肺

表 1 3 组小鼠不同时间点肺组织
MMP-9 蛋白表达水平变化比较（x±s）

组别
动物数

（只）

MMP-9 蛋白表达（灰度值）

制模后 6 h 制模后 12 h 制模后 24 h

对照组 6 0.655±0.045 0.634±0.038 0.658±0.041

PQ 中毒模型组 6 0.656±0.045 0.824±0.039 a 0.742±0.039 a

治疗组 6 0.641±0.036 0.760±0.050 b 0.686±0.041 b

注 ：与对照组比较，aP＜0.01 ；与 PQ 中毒模型组比较，bP＜0.05

对照组 PQ 中毒模型组 治疗组

β-actin

MMP-9

β-actin

MMP-9

β-actin

MMP-9

制模后6 h

制模后12 h

制模后24 h

图 1 Western Blot 检测各组小鼠不同时间点
肺组织 MMP-9 蛋白表达水平

A B C

图 2 制模后 24 h 各组小鼠肺组织病理学改变
（HE 染色  低倍放大）

A ：对照组 ；B ：PQ 中毒模型组 ；C ：治疗组

2.2 各组小鼠制模后 24 h 肺组织病理学的改变 

（图 2）：对照组各时间点均显示小肺泡结构清晰，肺

泡壁薄，肺泡隔无增宽及充血，无炎性细胞浸润及出

血现象。PQ 中毒模型组小鼠 6 h 就出现肺泡毛细

血管扩张，内皮细胞肿胀 ；12 h 肺泡腔出现大量以

中性粒细胞为主的炎性细胞浸润，可见少量红细胞

渗出 ；24 h 可见肺泡壁内皮细胞肿胀，毛细血管充

血、扩张，肺内可见以中性粒细胞为主的小灶状或大

片状炎性细胞浸润。治疗组亦出现了肺间质炎性细

胞浸润，肺泡壁内皮细胞肿胀以及肺泡毛细血管充

血、扩张等表现，但程度明显减轻。
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组织 MMP-9 蛋白表达水平，减轻肺间质纤维化进

展，可以作为一种行之有效的治疗方案，在临床上进

一步推广及研究。
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