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选择性磷酸酶抑制剂 Salubrinal 对急性百草枯中毒
大鼠肺组织细胞自噬和凋亡的影响

李海峰 邢宝鹏 权玉兰 孙明莉

【摘要】 目的 观察选择性磷酸酶抑制剂 Salubrinal 治疗对急性百草枯（PQ）中毒大鼠肺组织细胞自噬和

凋亡的影响，并探讨其治疗机制。方法 将 200 只 Wistar 大鼠按计算机生成的随机排列表分为 4 组，每组 50

只。一次性灌胃 40 mg/kg PQ 溶液 1 mL 制备 PQ 染毒模型，之后每日 1 次腹腔注射 1 mL 生理盐水（NS）；对照组

一次性给予 1 mL NS 灌胃，之后每日 2 次腹腔注射 1 mL NS；Sal 0.5 和 Sal 1.0 组分别于 PQ 染毒后 1、3、5 d 腹

腔注射 0.5 mg/kg 或 1.0 mg/kg Salubrinal 1 mL，每日 1 次。染毒后 7 d 取肺组织，苏木素 - 伊红（HE）染色后观察

肺组织形态学改变；免疫组化染色观察肺组织自噬相关蛋白 LC3-Ⅱ阳性表达；蛋白质免疫印迹试验（Western

Blot）检测肺组织 LC3-Ⅱ和天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶 3（caspase-3）的蛋白表达。结果 HE 染色结果显

示：PQ 染毒组肺组织结构部分破坏，肺泡壁塌陷，肺泡腔扩大，局部炎性细胞浸润，肺泡隔显著增厚，局部明显

出血；Sal 0.5 组和 Sal 1.0 组肺组织病理改变较 PQ 染毒组明显减轻。免疫组化染色显示：与对照组比较，PQ 染

毒组、Sal 0.5 组和 Sal 1.0 组肺组织 LC3-Ⅱ阳性表达均明显降低（A 值：78.34±10.71、76.52±8.21、77.48±

9.11 比 117.58±15.26，均 P＜0.05）；而后 3 组间两两比较差异无统计学意义（均 P＞0.05）。Western Blot 结果显

示，与对照组比较，PQ 染毒组肺组织 LC3-Ⅱ、caspase-3 蛋白表达均明显升高〔LC3-Ⅱ（A 值）：0.22±0.05 比

0.14±0.03，caspase-3（A值）：0.115±0.013 比 0.023±0.006，均 P＜0.05〕。与 PQ 染毒组比较，Sal 0.5 组和 Sal 1.0组

肺组织 LC3-Ⅱ、caspase-3 蛋白表达均明显降低〔LC3-Ⅱ（A 值）：0.19±0.05、0.18±0.04 比 0.22±0.05，

caspase-3（A 值）：0.078±0.012、0.076±0.010 比 0.115±0.013，均 P＜0.05〕。结论 急性 PQ 中毒大鼠肺组织发生

了内质网应激-自噬；Salubrinal 可降低急性PQ中毒大鼠肺组织发生细胞自噬，抗细胞凋亡，从而起到治疗作用。
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【

Abstract

】

Objective To investigate the effect of selective phosphatase inhibitors Salubrinal on autophagy and
apoptosis in the lung tissue of rats with acute paraquat （PQ）poisoning，and to explore its mechanism. Methods 200
Wistar rats were randomly divided into four groups by randomized arrangement table formed by computer，with 50 rats in
each group. PQ poisoning model was reproduced by one time gastric lavage with 1 mL of 40 mg/kg PQ solution followed
by intraperitoneal injection of 1 mL normal saline（NS）once a day. The rats in control group were lavaged once with 1 mL
of NS followed by intraperitoneal injection of 1 mL NS twice a day. The rats in Sal 0.5 and Sal 1.0 groups were
intraperitoneal injected with 1 mL Salubrinal 0.5 mg/kg or 1.0 mg/kg on the 1st，3rd，and 5th day after PQ poisoning
once a day. The lung tissue was harvested on the 7th day after poisoning，and the changes in histomorphology were
observed using hematoxylin and eosin （HE）staining. The positive expression of autophagy-related protein LC3-Ⅱ in
lung tissue was observed after immunohistochemistry staining，and LC3-Ⅱ and caspase-3 protein expressions were
determined by Western Blot. Results HE staining results showed partial abnormal pulmonary structure in the PQ
poisoning group：collapse of pulmonary alveoli，enlargement of the cavity，local infiltration of inflammatory cells，
increasing thickness in the alveoli wall and obvious bleeding in the local lung tissue. Compared with the PQ poisoning
group，the above changes in Sal 0.5 and Sal 1.0 groups were obviously relieved. It was shown by immunohistochemistry
staining that compared with control group，the positive expression of LC3 -Ⅱ was obviously decreased in the PQ
poisoning group，Sal 0.5，and Sal 1.0 groups（A value：78.34±10.71，76.52±8.21，77.48±9.11 vs. 117.58±15.26，
all P＜0.05）. There was no significant difference in positive expression of LC3-Ⅱ between each of the later three groups
（all P＞0.05）. Western Blot results showed：compared with the control group，the protein expressions of LC3-Ⅱ and
caspase-3 were significantly increased in PQ poisoning group 〔LC3-Ⅱ （A value）：0.22±0.05 vs. 0.14±0.03，
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百草枯（PQ）是目前使用最广泛的除草剂之一，

临床上因自服或误服导致急性 PQ 中毒的事件屡见

不鲜。PQ 中毒患者常在 24～72 h 内发生多器官功

能衰竭（MOF），由于 PQ 主要聚集在肺，故以肺损害

最为突出，患者早期多死于急性呼吸窘迫综合征

（ARDS），而不可逆性肺间质纤维化所致的呼吸衰竭

是晚期死亡的主要原因［1-4］。PQ 中毒机制尚不明确，

无有效的救治手段。因此，从分子生物学角度阐明其

发病机制，进而寻找一种能早期有效控制 PQ 中毒

进展的药物，是现代急救医学发展的新要求。本实验

通过观察急性 PQ 染毒大鼠肺组织中相关蛋白表

达，探讨 PQ 中毒肺损伤与细胞自噬和凋亡的关系，

阐明选择性磷酸酶抑制剂 Salubrinal 在急性 PQ 中

毒大鼠肺损伤中的作用机制，以期为 PQ 中毒的临

床救治提供一种行之有效的良药。

1 材料与方法

1.1 药品及主要试剂：20% PQ 溶液（郑州禾康化肥

有限公司）；Salubrinal（美国 Sigma 公司）；自噬相关

蛋白 LC3-Ⅱ、天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶 3

（caspase-3）抗体（美国 Santa Cruz 公司）；3，3'- 二氨

基联苯胺（DAB）显色试剂盒、SP9710 试剂盒（福州

迈新生物制品公司），BCA 蛋白定量试剂盒（北京普

利莱基因技术有限公司）。

1.2 实验动物及分组：健康 Wistar 大鼠 200 只，雌

雄各半，体质量（250±10）g，由吉林大学实验动物

中心提供，动物合格证号：SCXK（吉）2008-0005。根

据计算机生成的随机排列表将大鼠分为对照组、PQ

染毒组、Sal 0.5 组、Sal 1.0 组 4 组，每组 50 只。

1.3 动物模型制备及处理：① 对照组：一次性灌胃

1 mL 生理盐水；每日 2 次腹腔注射 1 mL 生理盐水。

② PQ 染毒组：一次性灌胃 40 mg/kg PQ 溶液 1 mL；

每日 1 次腹腔注射 1 mL 生理盐水。③ Sal 0.5 组和

Sal 1.0 组：分别于大鼠 PQ 染毒后 1、3、5 d 腹腔注

射 0.5 mg/kg 或 1.0 mg/kg Salubrinal 1 mL，每日 1 次。

各组均连续处理 7 d。

本实验动物处置方法符合动物伦理学标准。

1.4 检测指标及方法：染毒 7 d 后腹腔注射 10%水

合氯醛麻醉大鼠，取肺组织 -80 ℃保存。10%中性甲

醛溶液固定右肺中叶 48 h，脱水、浸蜡、包埋、切片，

行苏木素 - 伊红（HE）染色、免疫组化染色及蛋白质

免疫印迹试验（Western Blot）。

1.4.1 肺组织形态学观察：取肺组织切片，经脱蜡、

HE 染色、梯度乙醇脱水、透明、封固后光镜下观察。

1.4.2 免疫组化染色观察 LC3-Ⅱ阳性细胞：将切片

干燥、脱蜡、水化、蒸馏水冲洗，每张切片在 400 倍镜

下随机选择 5 个视野，细胞核清晰、胞质呈黄褐色为

阳性细胞；细胞核呈蓝色、胞质无色为阴性细胞。采

用 Motic Image Advanced 3.2 图形分析系统对免疫组

化切片所有阳性细胞进行总吸光度（A）值分析，结

果以目的蛋白与内参照 茁- 肌动蛋白（茁-actin）的

A 值比值表示。

1.4.3 Western Blot 检测肺组织 LC3-Ⅱ、caspase-3

的蛋白表达：提取肺组织总蛋白，Bio-Rad 法测定蛋

白含量，然后按 BCA 蛋白定量试剂盒说明书要求，

经加样、电泳、切胶、转膜、封闭、免疫印迹杂交等步

骤操作，测定 LC3-Ⅱ和 caspase-3 样品的蛋白浓度。

采用 Image J 图像处理软件计算各条带 A 值，分析

LC3-Ⅱ、caspase-3 蛋白的表达情况，以目的蛋白与

内参照 茁-actin 的 A 值比值表示。

1.5 统计学处理 ：应用 SPSS 13.0 软件进行统计学

分析，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（one-way ANOVA），两两比

较采用 t 检验，P＜0.05 为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 肺组织形态学观察（图 1）：对照组肺组织结构

清晰，肺泡壁及肺泡隔形态正常。PQ 染毒组肺组织

结构部分破坏，部分肺泡壁塌陷，部分肺泡腔扩大，

局部炎性细胞浸润，可见肺泡隔显著增厚，局部明显

出血。Sal 0.5 组局部和细支气管旁可见明显炎性细

胞浸润，未见明显出血，肺泡壁毛细血管扩张充血，

肺泡隔增厚。Sal 1.0 组肺组织结构模糊，肺泡壁毛细

血管扩张，在局部和细支气管旁可见大量炎性细胞

浸润，出血明显，但未见明显的纤维化。

2.2 肺组织 LC3-Ⅱ表达

2.2.1 免疫组化染色观察 LC3-Ⅱ阳性细胞（图 2）：

LC3-Ⅱ主要表达在细支气管黏膜柱状上皮细胞、杯

caspase-3（A value）：0.115±0.013 vs. 0.023±0.006，both P＜0.05〕. Compared with PQ poisoning group，the protein
expressions of LC3-Ⅱ and caspase-3 were obviously decreased in the Sal 0.5 and Sal 1.0 groups〔LC3-Ⅱ（A value）：
0.19±0.05，0.18±0.04 vs. 0.22±0.05；caspase-3（A value）：0.078±0.012，0.076±0.010 vs. 0.115±0.013，all
P＜0.05〕. Conclusions The endoplasmic reticulum stress-autophagy is activated in the pulmonary cell of acute PQ
poisoning rats. Salubrinal can decrease the autophagy and apoptosis in the lung of rats with acute PQ poisoning，which
play a role in the treatment.

【
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图 1 光镜下观察各组大鼠肺组织形态学改变 对照组（a）肺组织结构、形态正常；百草枯（PQ）染毒组（b）肺组织部分肺泡壁塌陷，肺泡

腔扩大，局部炎性细胞浸润，可见肺泡隔显著增厚，明显的局部出血；选择性磷酸酶抑制剂 Salubrinal 0.5 mg/kg（Sal 0.5）治疗组（c）局部和

细支气管旁可见明显的炎性细胞浸润，肺泡壁毛细血管扩张充血，肺泡隔增厚；Salubrinal 1.0 mg/kg（Sal 1.0）治疗组（d）肺组织局部和细支

气管旁可见大量炎性细胞浸润，明显出血 HE 低倍放大

图 2 光镜下观察各组大鼠肺组织自噬相关蛋白 LC3-Ⅱ的表达 箭头所示细胞核清晰、胞质呈黄褐色为 LC3-Ⅱ阳性表达；对照组（a）

LC3-Ⅱ阳性表达较强；百草枯（PQ）染毒组（b）LC3-Ⅱ阳性表达较对照组明显减弱；选择性磷酸酶抑制剂 Salubrinal 0.5 mg/kg（Sal 0.5）治疗

组（c）、1.0 mg/kg（Sal 1.0）治疗组（d）LC3-Ⅱ阳性表达亦较对照组明显减弱，且与 PQ 染毒组无明显差异 免疫组化 低倍放大

状细胞胞质中，肺泡细胞、巨噬细胞、中性粒细胞、肺

间质细胞和血管内皮细胞胞质中均有表达。

图 3 结果显示，各组大鼠肺组织中 LC3-Ⅱ表达

强度差异有统计学意义（F＝156.108，P＝0.030）。PQ

染毒组 LC3-Ⅱ阳性细胞表达量明显低于对照组

（P＜0.05）；Sal 0.5 组和 Sal 1.0 组 LC3-Ⅱ阳性细胞

表达量亦较对照组明显降低（均 P＜0.05），且与 PQ

染毒组无明显差异。

2.2.2 Western Blot 检测肺组织 LC3-Ⅱ、caspase-3

蛋白表达（图 4）：PQ 染毒组 LC3-Ⅱ、caspase-3蛋白

表达均较对照组显著增高（均 P＜0.05）。与 PQ 染毒

组相比，Sal 0.5 组和 Sal 1.0 组 LC3-Ⅱ、caspase-3

蛋白表达均明显降低（均 P＜0.05）；而 Sal 0.5 组与

Sal 1.0 组 LC3-Ⅱ、caspase-3蛋白表达比较差异无

统计学意义（均 P＞0.05）。

3 讨 论

PQ 毒性较强，中毒时病死率高，目前国内研究

PQ 中毒的研究多集中在对肺纤维化影响方面 ［5-6］。

近年来研究发现，诱导内质网应激（ERS）的各种情

况也可诱导自噬发生。当 ERS 被激活，在损伤强度

和持续时间不能恢复时，ERS 可导致细胞死亡；同

样，自噬能帮助细胞适应 ERS，如有利于清除未折叠

或聚集的蛋白，或参与 ERS 诱导的细胞死亡［7-8］。

自噬是细胞内一种重要代谢通路，它可以清除、

降解、回吸收并利用细胞内受损细胞器及大分子，

包括小自噬、大自噬及分子伴侣介导自噬。当细胞处

于缺血缺氧、饥饿状态下，一方面细胞可以产生自体

吞噬，另一方面细胞可以通过清除受损的细胞器和

错误聚集蛋白对氨基酸和脂肪酸重复利用。大自噬

发生时，在细胞质中形成具有双层膜结构的杯状自

噬前体，自噬蛋白可引起自噬前体逐渐延长，并在自

噬前体上募集 LC3，最后溶酶体与自噬前体融合形

成自噬体［9］；小自噬发生过程是细胞成分被溶酶体

膜直接内凹吞噬 ［10］；分子伴侣介导自噬是 KFERQ

模序的蛋白质被分子伴侣识别再与溶酶体膜受体结

合，被内吞入溶酶体发生的自噬［11］。自噬的活化与多

注：PQ 为百草枯，LC3-Ⅱ为自噬相关蛋白；Sal 0.5 组和 Sal 1.0 组为

Salubrinal 0.5 mg/kg 和 1.0 mg/kg 治疗组；与对照组比较，aP＜0.05

图 3 免疫组化检测选择性磷酸酶抑制剂 Salubrinal

对急性 PQ 中毒大鼠肺组织 LC3-Ⅱ表达的影响
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种疾病的病理过程有关，包括神经系统紊乱、结构肥

大、癌症、细菌引起的感染等。一般来说，自噬是一个

适应性机制，在 ATP 的产生、氨基酸和脂肪酸的重

复利用、破坏细胞器、蛋白质的聚集和外源途径的产

生等可以导致细胞功能失常及细胞死亡的物质，通

过自噬途径被移除。

内质网是真核细胞中生物合成和信号传递的重

要细胞器，氨基多糖、膜 / 分泌性蛋白、胆固醇、磷脂

及钙信号等的代谢均与内质网功能直接相关 ［12-13］。

内质网内富含葡萄糖调节蛋白（GRP78/BiP）、钙网

织蛋白、钙黏连蛋白和几种折叠的酶类，如硫氧还蛋

白二硫键异构酶（PDI），正常情况下，内质网内环境

稳定是靠这些分子伴侣和钙结合蛋白等调控的。研

究证明，ERS 在许多疾病的发生发展中起重要作用，

如神经退行性病变、心血管疾病及糖尿病等［14］。ERS

主要激活未折叠蛋白反应（UPR）、内质网超负荷反

应和固醇调节级联反应 3 条信号转导通路，前两者

均是蛋白质合成加工紊乱所致，内质网超负荷反应

的效应是激活核转录因子 -资B（NF-资B）；固醇调节级

联反应则是在内质网表面合成的胆固醇损耗所致。

ERS 反应的激活也被发现可调节自噬。Kouroku

等［15］发现，在小鼠胚胎癌细胞和成纤维细胞中，ERS

及自噬发生前会出现多聚谷氨酰胺 Q72（polyQ72）

的异常积聚和表达，抑制 ERS 诱导的自噬反应可通

过敲除内质网类似激酶 - 真核细胞翻译启始子 2琢

（PERK-eIF2琢）基因来实现，从而证实了对于 ERS

和自噬的发生，PERK-eIF2琢 信号转导通路是必须

的。目前 ERS 引起自噬反应的生理和病理意义尚不

十分清楚。当细胞内蛋白酶降解系统的降解能力不

能降解过量错误折叠的蛋白质时，为清除这些蛋白，

细胞将通过激活自噬来完成［16-17］。现已观察到 ERS

通过诱导自噬可清除聚集过多的蛋白质，缓解内质

网膨胀，减轻对内质网强烈、持久的刺激，进而保护

细胞。在清除内质网内与疾病相关的突变蛋白过程

中，ERS 诱导的自噬反应起相当重要的作用［18］。本

研究发现，PQ 染毒组肺组织 LC3-Ⅱ蛋白表达增多，

而给予 Salubrinal 后肺组织 LC3-Ⅱ蛋白表达降低，

提示 PQ 染毒后肺组织细胞内自噬激活增多，而

Salubrinal 可减少自噬的发生。

凋亡是 PQ 中毒重要的损伤机制之一。PQ 中毒

后通过诱导肺泡上皮细胞和肺血管内皮细胞凋亡，

导致Ⅱ型肺泡上皮细胞水肿变性、肺毛细血管内皮

细胞损伤，血管通透性增加［19］。在此过程中，caspase-3

是最重要的蛋白酶之一，是细胞凋亡蛋白酶级联反

应的必经之路，处于细胞凋亡途径的下游效应部分。

近年研究发现，caspase-3 参与了 PQ 中毒肾损伤的

发病过程［20］。动物实验表明，N- 乙酰半胱氨酸（NAC）

可通过下调 caspase-3 表达从而抑制细胞凋亡的发

生，起到保护肺组织的作用［21］。山莨菪碱可通过线粒

体途径减少促凋亡蛋白细胞色素 C（Cyt C）及凋亡执

行蛋白 caspase-3 的表达，抑制细胞凋亡，可能对心

搏骤停后缺血 / 再灌注损伤器官起到保护作用 ［22］。

而临床观察发现，血必净注射液可通过提高机体抗

氧化能力，抑制脂质过氧化反应，减少器官功能衰

竭，对急性 PQ 中毒患者的多器官有一定保护作用［23］；

如果同时联合早期血液滤过清除炎症介质，除具有

MD4.�

�.bdujo

��� QR��

��

Tbm!1/6� Tbm!2/1�

���

1/25�1/14

1/33�1/16
b

1

1/2

1/3

1/4

QR�� Tbm!1/6� Tbm!2/1�

1/2:�1/16c

1/29�1/15
c

M
D
4
.
�
0
!
.
b
du
jo
!
"�

�

dbtqbtf.4

	�dbtqbtf.4

�.bdujo

��� QR�� Tbm!1/6� Tbm!2/1�

��

��� QR�� Tbm!1/6� Tbm!2/1�

	
�
db
tq
b
tf
.
40
!
.
b
du
jo
!
"�

�

1

1/21

1/19

1/17

1/15

1/13

1/23

1/25

1/134�1/117

1/226�1/124
b

1/189�1/123
c

1/187�1/121
c

Western Blot 为蛋白质免疫印迹试验，PQ 为百草枯，LC3 为自噬相关蛋白，caspase-3 为天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶 3；Sal 0.5 组

和 Sal 1.0 组为 Salubrinal 0.5 mg/kg 和 1.0 mg/kg 治疗组，茁-actin 为 茁- 肌动蛋白；与对照组比较，aP＜0.05；与 PQ 染毒组比较，bP＜0.05

图 4 Western Blot 检测选择性磷酸酶抑制剂 Salubrinal 对急性 PQ 中毒大鼠肺组织 LC3-Ⅱ、caspase-3 蛋白表达的影响
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明显的器官保护作用外，在一定程度上还能改善轻

中度急性 PQ 中毒的预后［24］。因此，抑制各种途径所

致细胞凋亡的发生，也是提高 PQ 中毒救治成功率

的一个重要方面。本研究发现，PQ 染毒组肺组织

caspase-3 蛋白表达明显升高，而给予 Salubrinal 后

肺组织 caspase-3 蛋白表达明显降低，提示 PQ 染毒

后肺组织细胞凋亡增加，而 Salubrinal 有抗凋亡作用。

有关 PQ 中毒药物治疗的研究，目前国内多集

中在中药方面。Meta 分析显示，早期给予血必净注

射液可降低 PQ 中毒的 14 d 病死率［25］。选择性磷酸

酶抑制剂 Salubrinal 可通过选择性诱导 eIF2琢 磷酸

化和抑制其去磷酸化，保护细胞免于 ERS 所致凋

亡。有研究报道 Salubrinal 干预人神经纤维瘤细胞时

GRP78 升高，提示 Salubrinal 可能通过上调 GRP78

来保护细胞免于 ERS 所致的凋亡［26］。本研究结果显

示，给予不同剂量 Salubrinal 治疗后，肺组织 LC3-Ⅱ

蛋白表达均较 PQ 染毒组明显降低，说明两种剂量

Salubrinal 均能降低自噬的水平。本课题组前期研究

发现，Salubrinal 能降低抗凋亡蛋白 Bcl-2/Bax 的表

达，这与 Boyce 等［27］的研究结果一致。袁婷等［28］报

道，Salubrinal 可通过抑制脂多糖诱导 C/EBP 家族同

源蛋白（CHOP）mRNA 的表达，减轻线粒体损伤，从

而降低细胞凋亡率。Boyce 等 ［27］的研究也显示，用

PQ 处理过的人神经细胞瘤株 SH-SY5Y 细胞，经

Salubrinal 干预后其 eIF2琢 蛋白表达水平升高，可阻

断 ERS，使细胞免于凋亡。本研究还发现，与 PQ 染

毒组比较，Sal 0.5 组和 Sal 1.0 组 caspase-3 蛋白表

达明显降低，说明经两种剂量 Salubrinal 治疗后均能

降低 caspase 依赖途径的细胞凋亡。

综上，Salubrinal 可降低急性 PQ 中毒大鼠肺组

织中细胞自噬的发生，同时对抗细胞凋亡。
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