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内质网应激及自噬参与百草枯中毒所致肺损伤 *
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摘要目的：探讨内质网应激及自噬在百草枯中毒所致大鼠肺脏损伤中的作用。方法：选取Wistar大鼠腹 80只，腹腔注射百草枯

(15 mg/kg)建立百草枯中毒肺脏损伤的动物模型。染毒后 1、3、7、14、21 d处死动物取肺组织，采用 HE染色和 Van Gieson(V.G)染

色观察大鼠肺脏损伤及纤维化情况，电镜观察Wistar大鼠肺脏胞浆空泡变、自噬体的形成以及肺脏损伤。Western-blot方法观察

Wistar大鼠内质网应激相关蛋白(GRP94、Caspase-12和 CHOP)和自噬相关蛋白(LC3-II、Beclin-1)的表达。结果：HE及 V.G染色结

果显示随中毒时间延长，百草枯中毒肺损伤及肺纤维化逐渐加重；电镜结果显示百草枯中毒肺脏发生胞浆空泡变、自噬体形成。

与对照组比较，在百草枯中毒组内质网应激相关蛋白 GRP94在 3 d表达达到峰值 (P＜0.001)，7 d表达开始降低 (P＜0.05)，

CHOP蛋白表达 3 d开始增加 (P＜0.001)，cleaved caspase-12蛋白表达 7 d开始增加 (P＜0.001)，并逐渐加强，自噬相关蛋白

LC3-II和 Beclin-1表达 3 d开始增加(P＜0.001)，14 d表达最高(P＜0.001)。结论：内质网应激以及细胞自噬共同参与百草枯中

毒所致肺脏损伤。
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Endoplasmic Reticulum Stress and Autophagy are Involved in Paraquat
Poisoning Induced Lung Injury*

To investigate the role of endoplasmic reticulum stress and autophagy in lung injury induced by paraquat

intoxication. Eighty healthy Wistar rats were randomly injected with paraquat (15 mg/kg) to establish an animal model of

paraquat-induced pulmonary injury. The rats were sacrificed respectively at 1, 3, 7, 14, 21 d after injection with paraquat. The paraffin

sections of lung tissue were stained with hematoxylin-eosin(HE) and Van Gieson(V.G) staining to observe the lung injury and fibrosis in

Wistar rats, cytoplasmic vacuolar degeneration, autophagosome formation and pulmonary injury were examined in rat pulmonary cells by

electron microscopy. Endoplasmic reticulum-related protein (GRP94, Caspase-12 and CHOP) and autophagy-related protein (LC3-II,

Beclin-1) expressions in Wistar rats were assessed by Western blot analyses. HE and V.G staining demonstrated injury in the

lung after paraquat injection with a tendency of exaggeration with time, and finally resulted in fibrosis. The results of electron microscopy

showed that the cytoplasmic vacuolar degeneration and autophagosome formation. Compared with the control group, The expression of

endoplasmic reticulum stress associated protein GRP94 get the highest expression in 3 d (P < 0.001), and the expression of 7 d were

decreased (P<0.05). CHOP expression began to increase from 3 d (P < 0.001). The expression of cleaved Caspase-12 began to increase

from 7 d (P < 0.001) and gradually strengthened. The expression of autophagy associated protein LC3-II and Becline-1 began to increase

from 3 d (P<0.001). The expression of 14 d was highest (P < 0.001). Endoplasmic reticulum stress and cell autophagy

pathways are both involved in paraquat-treated pulmonary injury.
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前言
百草枯是世界上应用最广泛的除草剂之一，其对周围环境

无毒害作用，但人百草枯中毒可导致全身多个器官损害，尤以
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肺脏损伤为主，最终由于肺纤维化导致的呼吸衰竭而死亡。百

草枯中毒致急性肺损伤的发病机制不明，尚无特效解毒药物，

致使百草枯中毒生存率极低[1，2]。有研究表明百草枯中毒致肺损

伤的机制与活性氧、免疫抑制和炎症介质引起的氧化应激有

关，认为氧化应激是百草枯中毒的始动因素[3-5]。缺血缺氧、氧化

应激、钙超载等因素可引起内质网应激及自噬。内质网应激是

细胞对内质网蛋白累积的一种适应性应答方式，但内质网应激

过强或持续时间过长，超过细胞自身的调节能力，能引起细胞

凋亡。一定程度的自噬对细胞有保护作用[6-8]。我们通过多个时

间点检测内质网应激及自噬标志物蛋白表达变化，透射电镜检

测胞浆空泡变及自噬体形成，发现内质网应激及自噬参与百草

枯中毒所致肺损伤，现将结果报道如下。

1 材料与方法

1.1 材料

雄性Wistar大鼠 80只，体重 250-280克，购自哈尔滨医科

大学附属第二医院动物实验中心。20 %百草枯水溶液(先正达

投资有限公司)，GRP94抗体 (Abcam，英国)，LC3-II抗体(Ab-

cam，英国)，Beclin-1 抗体(Abcam，英国)，Caspase-12 抗体(Ab-

cam，英国)和 CHOP抗体(Abcam，英国)，小鼠抗大鼠 茁-actin一
抗(北京中山试剂公司，中国)，碱性磷酸酶标记山羊抗兔 IgG,及

碱性磷酸酶标记山羊抗小鼠 IgG(北京中山生物工程技术公司，

中国)。

1.2 动物分组与模型制备

动物随机分成百草枯(PQ)中毒组、对照组二组，PQ中毒组

(n＝50)：腹腔一次性注射 20 % PQ 15 mg/kg；对照组(n＝30)：对

照组于相同时间点给以生理盐水 2 mL腹腔内注射。中毒组按

不同时间随机分为 5个亚组，每组 10只。由于各中毒组都有剔

除和死亡大鼠，最终每组取 6只纳入实验。中毒组大鼠分别

于腹腔注射后 1 d、3 d、7 d、14 d、21 d 腹腔注射戊巴比妥(400

mg/kg)麻醉，腹主动脉放血处死，取肺组织进行相应处理后检

测指标；对照组大鼠做同样处理。本研究动物处置方法符合动

物伦理学标准。

1.3 检测指标及方法

1.3.1 标本采集与处理 开胸观察肺形态，夹闭右肺门，心尖

插入冲洗针，剪破右心耳，冲洗左肺循环，至肺变白。取右肺

下叶置于 10 %甲醛固定后用于病理组织观察。左肺冻存于

-80℃冰箱用于蛋白质免疫印迹试验(Western blotting)检测。取

少许新鲜肺组织，4 %戊二醛固定用于电镜观察。

1.3.2 肺组织病理学观察 右肺下叶 10 %甲醛固定后石蜡包

埋、切片，苏木素 -伊红(HE)染色，光镜下观察形态学改变，Van

Gieson(V.G)染色观察肺纤维化。经 2.5 %戊二醛固定后的肺组

织用锇酸再次固定后，经过一系列脱水、包埋、切片、染色后，置

于 JEM-1220电子显微镜下观察，放大至适当倍数后照相，保

存并记录。

1.3.3 Western blotting 方法测定肺组织 GRP94、Caspase-12、

CHOP、LC3-II, Beclin-1 蛋白表达 取各组大鼠肺组织 200

mg放入 0.5 mL组织蛋白裂解液中，匀浆后 4 ℃下 15000 r/min

离心 15 min；取上清液，按 BCA法测定蛋白浓度；取 80 滋g上
样，电泳结束后转膜，脱脂奶粉封闭，分别加入一抗 GRP94、Be-

clin-1 (1：1000)，一抗 Caspase-12、CHOP、LC3-II (1：500)，一抗

茁-actin(1：2000)置于 4 ℃冰箱过夜；TBST洗膜三次，分别加入

二抗(1：1000)，室温反应 1 h；TBST洗涤三次，将膜置于显色液

中 1 min，将显色的膜置于 Bio-Rad凝胶成像系统中拍照，保

存，并应用 Image J软件对条带灰度进行测量，并对实验结果进

行统计学分析。

1.4 统计学处理

计量资料以均数± 标准差( x± SD)表示，多组数据间的差

异用 ANOVA统计方法分析，两组间比较采用 Newman-Keuls

方法，以 P<0.05为差异有统计学意义，P < 0.01为差异有显著

统计学意义。

2 结果

2.1 百草枯中毒大鼠肺组织病理学结果

2.1.1 百草枯中毒大鼠光镜下肺组织病理学改变 对照组(a)

肺泡结构正常；中毒组 1 d(b)肺泡壁毛细血管扩张充血，肺泡间

隔增宽，炎性细胞浸润(箭头所示)；中毒组 3 d(c)肺泡间隔增

宽，炎性细胞浸润(箭头所示)，肺泡腔内混有红细胞；中毒组 7 d

(d)肺泡间隔明显增宽，炎性细胞浸润，肺实变明显，血管周围有

胶原纤维(箭头所示)；中毒组 14 d(e)肺泡间隔增宽，肺实变更

明显广泛，有巨噬细胞，血管周围水肿，血管周围有胶原纤维

(箭头所示)；中毒组 21 d(f)肺泡间隔明显增宽，血管周围水肿，

炎性细胞浸润，肺气肿明显(图 1)。

2.1.2 百草枯中毒后大鼠光镜下肺组织纤维化改变 对照组

(a)肺泡结构完整；中毒组 1 d(b)胶原沉积(箭头所示)；中毒组 3

d(c)大量胶原沉积，胶原纤维(箭头所示)增多；中毒组 7 d(d)红

染胶原纤维(箭头所示)明显增多；中毒组 14 d(e)红染胶原纤维

(箭头所示)大量出现；中毒组 21 d(f)红染胶原纤维(箭头所示)

进一步增多(图 2)。

2.1.3 百草枯中毒后大鼠电镜下肺组织病理学改变 对照组

(a)肺泡结构完整，基底膜完整；中毒组 1 d(b)肺泡细胞内有空

泡样结构，基底膜尚完整；中毒组 3 d肺泡细胞表面绒毛和胞

内板层小体减少，肺泡细胞内有大量空泡样结构；中毒组 7 d

肺泡细胞表面绒毛消失，有自噬体，细胞核内染色质边集；中毒

组 14 d肺泡细胞表面绒毛消失，有自噬体，出现胶原纤维，基

底膜连续性中断；中毒组 21 d肺泡细胞表面绒毛消失，细胞核

内染色质边集，出现大量胶原纤维，基底膜连续性中断(图 3)。

2.2 百草枯中毒大鼠肺组织蛋白表达

2.2.1 百草枯中毒大鼠肺组织内质网相关蛋白表达 Western

blot 检测内质网应激标志物 GRP94、CHOP 和 cleaved cas-

pase-12蛋白表达。与对照组比较，GRP94在百草枯中毒组 3 d

表达达到峰值(P＜0.001)，7 d表达开始降低(P＜0.05)。CHOP

在百草枯中毒组 3 d 表达开始增加 (P＜0.001)。cleaved cas-

pase-12百草枯中毒组 7 d表达开始增加(P＜0.001)，随着中毒

时间延长，cleaved caspase-12表达逐渐加强(图 4)。

2.2.2 百草枯中毒大鼠肺组织自噬相关蛋白表达 Western

blot检测自噬标志物 LC3-II和 Beclin-1蛋白表达。与对照组比

较，LC3-II和 Beclin-1在百草枯中毒组 3 d表达开始增加 (P＜

0.001)。在 14 d表达最高(P＜0.001)，随着百草枯中毒时间延

长，其表达逐渐下降(图 5)。
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图 4百草枯中毒大鼠肺组织内质网相关蛋白表达

Fig. 4 Paraquat-induced endoplasmic reticulum stress-related protein expression in Wistar rats lung cells

图 3电镜下观察百草枯中毒后大鼠肺组织发生胞浆空泡变、自噬体形成

Fig. 3 Electron microscopy analysis showed cytoplasmic vacuolar degeneration and autophagosome formation in the lung tissue in rats treated with

paraquat(10000 × ，20000× )

注：a:对照组，b:模型组 1 d，c:模型组 3 d，d:模型组 7 d，e:模型组 14 d, f:模型组 21 d

Note: a: the control group; b: the model group 1 d; c: the model group 3 d; d: the model group 7 d; e: the model group 14 d; f: the model group 21 d.

3 讨论

肺脏是百草枯中毒的主要靶器官，多由急性肺损伤到肺纤

维化，继而呼吸衰竭而死亡，临床上迫切需要阐明百草枯中毒

机制。正常情况下，内质网通过分子伴侣和酶调节其转录和翻

译功能，维持内质网功能稳态，这些分子伴侣和酶包括 GRP94、

钙网蛋白、钙联蛋白等。缺血或氧化应激时，能诱发内质网相关

功能失调，生成大量未折叠蛋白质，其可能通过激活复杂的细

胞质和细胞核信号通路诱导内质网应激(endoplasmic reticulum

stress, ERS)，表现为 GRP94、GRP78表达上调。内质网应激过

强或持续时间过长能通过激活下游的促凋亡信号分子，如

CHOP、caspase-12等来诱发细胞凋亡[9]。CHOP是 ERS特异的

图 1光镜下观察百草枯中毒后大鼠肺组织病理学改变(HE，× 200)

图 2光镜下观察百草枯中毒后大鼠肺组织纤维化改变(V.G，× 200)

Fig. 1 The pathological changes of lung tissue in rats were observed under the microscope. (HE× 200)

Fig. 2 The changes of fibrosis in lung tissue of rats were observed under light microscope(V.G× 200)

注：a:对照组，b:模型组 1 d，c:模型组 3 d，d:模型组 7 d，e:模型组 14 d, f:模型组 21 d

Note: a: the control group; b: the model group 1 d; c: the model group 3 d; d: the model group 7 d; e: the model group 14 d; f: the model group 21 d.
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图 5百草枯中毒大鼠肺组织自噬相关蛋白表达

Fig.5 Paraquat-induced autophagy-related protein expression in Wistar rats lung cells

转录因子，Caspase-12定位于内质网膜的胞浆侧，只有在 ERS

诱导剂的作用下才特异性地被激活，两者是内质网应激介导凋

亡的标志蛋白[10，11]。

内质网应激与百草枯研究目前多集中在百草枯选择性损

害多巴胺能神经诱导帕金森综合症方面，百草枯可诱导内质网

应激和多巴胺能细胞死亡 [12]。我们建立百草枯大鼠染毒模型，

发现随中毒时间延长，百草枯中毒肺损伤及肺纤维化逐渐加

重；电镜结果显示百草枯中毒肺脏发生胞浆空泡变；内质网相

关蛋白 GRP94表达 3 d达到峰值，7 d表达开始降低。与孟潇潇

等[13]百草枯中毒大鼠肺纤维化 GRP78蛋白表达染毒 3 d后下

降；张志坚等[14]沙苑子总黄酮通过抑制内质网应激和 JNK通路

过度活化减轻百草枯中毒大鼠肺损伤结果相近，表明百草枯中

毒可引起内质网应激。但这两篇文献都只选取了 GRP78一个

指标。我们结果显示在百草枯中毒组 CHOP表达 3 d开始增

加，cleaved caspase-12表达 7 d开始增加，随着中毒时间延长，

cleaved caspase-12表达逐渐加强，说明百草枯中毒诱导的内质

网应激可导致细胞凋亡。李海峰等[15]发现在百草枯中毒 7 d后，

大鼠的脑组织内的 CHOP表达显著增加，细胞凋亡也有明显的

增加；Chen YW等[16]百草枯通过 Nrf-2调节线粒体功能障碍和

内质网应激诱导肺泡上皮细胞凋亡的研究中 Grp78、CHOP and

caspase-12表达增加。这两项研究都只选取了 7 d单一时间点。

结合我们实验结果，我们推测在百草枯中毒后，内质网由于长

期的压力而不能正常发挥作用，而依赖于 CHOP及 caspase-12

介导的凋亡通路被激活。

自噬在细胞内稳态调控和细胞生存中具有重要意义[17]。营

养缺乏、氧化应激、钙超载等刺激因子可诱导自噬，它能利用溶

酶体吞噬过量或受损的细胞器成分或长半衰期的蛋白质，促进

其分解代谢和再利用 [18-20]。LC3-II、Beclin-1蛋白表达及自噬体

形成表示有自噬发生。还有研究表明内质网应激可以诱导细胞

自噬[21]。自噬与百草枯中毒肺损伤的关系尚不完全明确。Xu L

等[22]通过 LC3表达增加提示了氯喹(CQ)通过自噬的上调保护

肺泡型 II型 A549细胞免受 PQ诱导的细胞死亡。李海峰等[23]

选择性磷酸酶抑制剂 Salubrinal通过降低细胞自噬减少急性百

草枯中毒大鼠肺组织的凋亡。但上述研究局限于一个时间点或

单一的检测指标，未进行多时间点，多指标观察，没有全面的从

内质网应激 -自噬 -凋亡三方面序列地观察。

内质网应激诱导的自噬在一些研究中是有争议的，有的研

究提示自噬起保护作用，也有研究提示自噬能诱导细胞死亡，

这取决于细胞类型和刺激的类型、程度[24]。有研究发现内质网

通过诱导自噬可清除聚集过多的蛋白质，缓解内质网膨胀，减

轻内质网强烈、持久的刺激，进而保护细胞，ERS诱导的自噬对

细胞起相保护作用[25，26]。本实验电镜结果显示百草枯中毒肺脏

自噬体形成；自噬相关蛋白(LC3-II, Beclin-1)在百草枯中毒组 3

d表达开始增加，在 14 d表达最高，随后表达逐渐下降，继而

CHOP、caspase-12表达升高。因此，自噬在百草枯中毒肺损伤

中可能也起保护作用。

本研究结果表明内质网应激及细胞自噬共同参与百草枯

中毒的肺脏损伤。虽然从时间上可以推测应激 -自噬 -凋亡序

列的发生，但需要进一步加入内质网应激抑制剂及自噬激动

剂，再观察内质网应激、自噬和凋亡蛋白表达，进一步量化实验

结果，确定内质网应激 -自噬 -凋亡顺序关系，进一步阐明内质

网应激及自噬在百草枯中毒机制中的作用，为破解百草枯中毒

机制提供理论依据。
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