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【摘要】 目的  探讨雌激素对急性百草枯（PQ）中毒后肺组织氧化应激损伤的影响。方法  将 32 只

成年新西兰雄性大白兔按随机数字表法分为模型组和雌激素干预组，每组 16 只。通过胃管内注入 20% PQ  

16 mg/kg 建立 PQ 中毒性肺损伤模型。雌激素干预组于染毒后每日静脉注射乙烯雌酚 5 mg/kg，连续 7 d；模

型组染毒后每日注射等量生理盐水。各组分别于染毒后 1、2、3 d 处死 3 只动物取肺组织，采用 2'，7'- 二氢

二氯荧光黄双乙酸钠（DCFH-DA）探针检测细胞内活性氧（ROS）含量；采用硫代巴比妥酸（TBA）法测定丙

二醛（MDA）含量；采用反转录 - 聚合酶链反应（RT-PCR）检测锰超氧化物歧化酶（MnSOD）mRNA 表达；采

用酶联免疫吸附试验（ELISA）检测线粒体三磷酸腺苷（ATP）含量；苏木素 - 伊红（HE）染色后，光镜下观察

肺组织病理学改变，并进行肺损伤评分。结果  PQ 中毒后 3 d 内，动物肺组织 ROS 和 MDA 含量逐渐升高，

MnSOD mRNA 表达和 ATP 含量逐渐下降；雌激素干预后能显著减少 PQ 中毒后肺组织 ROS 和 MDA 的产生

〔3 d ROS（荧光强度）：161.05±30.04 比 188.30±31.80，3 d MDA（mmol/L）：98.71±0.92 比 122.12±1.24〕，上调

MnSOD mRNA 表达（积分 A 值：3.05±0.90 比 1.22±0.24），同时提高肺组织线粒体 ATP 含量（ng/L：3.75±0.92

比 2.28±0.29），差异均有统计学意义（均 P＜0.01）。光镜下显示：PQ 中毒后肺组织充血、水肿明显，局灶性肺

实变，肺间质及肺泡腔出现大量中性粒细胞浸润，肺泡间隔明显增厚，3 d 时损伤最为严重；雌激素干预后肺组

织损伤程度较模型组明显减轻，且 3 d 肺损伤评分较模型组明显降低（分：11.8±0.7 比 13.5±1.0，P＜0.01）。 

结论  PQ 中毒后肺组织各项氧化应激指标明显异常，病理损伤严重，并呈时间依赖性；雌激素可通过改善氧化

应激减轻 PQ 中毒后的急性肺损伤。
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【Abstract】 Objective  To explore the effects of estrogen on oxidative stress of the lung tissue induced by acute 

paraquat  (PQ)  poisoning.  Methods  Thirty-two male  adult New Zealand  rabbits were  randomly  divided  into model 

group and estrogen intervention group, 16 rabbits in each group. The model of lung injury induced by PQ poisoning was 

reproduced by  feeding 16 mg/kg of 20% PQ  through gastric  tube. The  rabbits  in estrogen  intervention group  received 

intravenous infusion of 5 mg/kg estrogen after PQ challenge for 7 days, and the rabbits in model group received an equal 

volume  of  normal  saline.  Three  rabbits  in  each  group were  sacrificed  at  1,  2  and  3  days  respectively  after  exposure. 

The lung  tissue was harvested,  the  levels of  reactive oxygen species  (ROS) was determined by 2',7'-dichlorofluorescin 

diacetate  (DCFH-DA), malondialdehyde  (MDA)  was  determined  by  thiobarbituric  acid  (TBA),  the mRNA  expression 

of  manganese-containing  superoxide  dismutase  (MnSOD)  was  determined  by  reverse  transcription-polymerase 

chain  reaction  (RT-PCR),  and  adenosine  triphosphatase  (ATP)  content  in  mitochondrion  was  determined  by  enzyme 

linked  immunosorbent  assay  (ELISA).  The  pathological  changes  in  lung  were  observed  under  light microscopy  using 
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hematoxylin and eosin (HE) staining, and the lung injury was evaluated with lung injury score.  Results  The contents 

of ROS and MDA  in  lung within 3 days after PQ poisoning were gradually  increased,  and MnSOD mRNA expression 

and ATP content were gradually decreased. Estrogen intervention could significantly reduce the production of ROS and 

MDA after PQ poisoning [3-day ROS (fluorescence intensity): 161.05±30.04 vs. 188.30±31.80, 3-day MDA (mmol/L): 

98.71±0.92 vs. 122.12±1.24], up-regulate MnSOD mRNA expression (integral A value: 3.05±0.90 vs. 1.22±0.24), 

and  increase ATP content  in mitochondrion  (ng/L: 3.75±0.92 vs. 2.28±0.29) with statistically significant differences  

(all P < 0.01). In lung tissue after PQ poisoning, congestion, edema, focal pulmonary consolidation, pulmonary interstitial 

and alveolar space were infiltrated by a large number of neutrophil, alveolar interval were thickened obviously and the 

above phenomenon were most serious at 3 days after poisoning as shown under optical microscope. Estrogen intervention 

could significantly  improve lung injury as compared with  that of model group, and the lung injury score at 3 days was 

significantly lower than that of model group (11.8±0.7 vs. 13.5±1.0, P < 0.01).  Conclusions  The oxidative stress 

indicators  in  the  lung  tissue  after  PQ  poisoning  were  obviously  abnormal,  the  pathological  damage  was  serious  with 

time  dependence.  The  administration  of  estrogen  can  reduce  acute  lung  injury  after  PQ  poisoning  by  reducing  the  

oxidative stress.
【Key words】  Paraquat;  Acute poisoning;  Estrogen;  Acute lung injury;  Oxidative stress;  Mitochondria
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  百草枯（PQ）是目前国内使用量最大的有机杂

环类接触性脱叶剂及除草剂，中毒后机体的特征性

改变为迅速进展的肺损伤。由于 PQ 中毒后缺乏有

效解毒药物及治疗手段［1-3］，国内发表的较大规模

研究显示其病死率高达 60.4%～90.0%［4-5］。中毒

剂量和中毒至洗胃时间是影响急性 PQ 中毒预后的

独立危险因素，患者常死于中毒性肺损伤导致的呼

吸衰竭（呼衰）［6-7］。肺组织及其线粒体的氧化应激

启动细胞凋亡，是目前学术界广泛认同的导致 PQ

中毒性肺损伤的机制之一［1-2，8-9］，拮抗氧化应激是

治疗的有效方法。研究表明，雌激素具有抗组织氧

化应激肺保护作用［10］，但其对 PQ 导致肺氧化应激

损伤的作用如何，目前少有报道。体内普遍存在的

超氧化物歧化酶（SOD）可保护细胞免受氧化应激损

伤，通过歧化反应清除超氧自由基，其中铜锌 SOD

（CuZnSOD）存在于细胞质，细胞外 SOD 存在于关节

腔、脑膜腔积液等，锰 SOD（MnSOD）存在于线粒体，

具有抗氧化能力［11］。本实验通过观察雌激素干预

对 PQ 导致急性肺损伤（ALI）相关指标的影响，探讨

雌激素是否通过 MnSOD 对 PQ 肺氧化应激损伤起

保护作用，为雌激素用于 PQ 中毒临床救治提供实

验依据。

1 材料与方法

1.1  实验动物分组处理及模型制备：32 只成年新

西兰雄性大白兔，体重 2.1～2.3 kg，由中山大学实验

动物中心提供，动物合格证号：YCSK 2015-0025。

按随机数字表法将动物分为模型组和雌激素干预

组，每组 16 只。通过胃管内注入 20% PQ 16 mg/kg

建立 PQ 中毒性肺损伤模型。雌激素干预组于染毒

后每日静脉注射乙烯雌酚 5 mg/kg，连续 7 d；模型

组每日注射等量生理盐水。

  本实验获得中山大学实验动物伦理委员会批

准，动物处置过程符合动物伦理学标准，实验在中山

大学卫生部辅助循环重点实验室进行。

1.2  检测指标及方法：各组于染毒后 1、2、3 d 分别

取 3 只动物，氯胺酮麻醉后处死，迅速分离肺组织，

制备肺组织匀浆；取右肺组织置于 -80 ℃冰箱中保

存，用于检测细胞内活性氧（ROS）、丙二醛（MDA）、

MnSOD 和三磷酸腺苷（ATP）水平；取左下肺组织

置于 -4 ℃冰箱中，用于苏木素 - 伊红（HE）染色 

制片。

1.2.1  2'，7'- 二氢二氯荧光黄双乙酸钠（DCFH-DA） 

探针检测细胞内 ROS 含量：取肺组织匀浆，加入含

终浓度20 μmol/L DCFH-DA的磷酸盐缓冲液（PBS），

37 ℃避光温育 30 min，荧光显微镜下观察并照相。

以二氯荧光黄（DCF）平均荧光强度反映细胞内 ROS

水平，DCF 可发出绿色荧光，结果用 HPIAS-1000 型

图像分析仪分析。

1.2.2  硫代巴比妥酸（TBA）法测定肺组织 MDA 含

量：取肺组织匀浆，操作按试剂盒说明书进行。

1.2.3  反转录 - 聚合酶链反应（RT-PCR）检测肺组

织 MnSOD mRNA 表达：取出液氮中保存的肺组织

标本，提取总RNA并反转录合成 cDNA。PCR扩增：

参照 GenBank NM_000636 和 NM_001101 分别设计

出 MnSOD 和内参照 β- 肌动蛋白（β-actin）的扩

增引物，由上海生工生物工程有限公司合成。扩增

反应体积 30 μL，94 ℃预变性 5 min， 94 ℃变性 50 s，

55 ℃复性 50 s，72 ℃延伸 60 s，循环 35 次；72 ℃末
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端延伸 5 min。将扩增产物进行琼脂糖凝胶电泳，使

用英国 SYNGENE 凝胶成像分析系统对扩增产物的

电泳条带进行灰度扫描，分析积分吸光度（A）值，以

MnSOD 与 β-actin 的积分 A 值比值作为表达量。

1.2.4  酶联免疫吸附试验（ELISA）检测肺组织线

粒体 ATP 含量：取肺组织匀浆，离心后沉淀即为线

粒体，加入 ATP、二磷酸腺苷（ADP）、一磷酸腺苷

（AMP）等比例混合标准品，离心后作为测定样品。

应用高效液相色谱仪检测组织中 ATP 含量，操作按

试剂盒说明书进行。

1.2.5  肺组织病理学观察：取右下肺叶，PBS 冲冼，

中性甲醛溶液固定，常规脱水、浸蜡包埋、切片，HE

染色后光镜下观察组织病理学改变，并从肺泡充血、

出血、间隙或血管壁中性粒细胞浸润或聚集、肺泡

间隔增厚或透明膜形成 4 个方面进行评分，按病变

轻重进行 0～4 分半定量分析，累加各项评分的总分

作为肺损伤评分［8-9，12］。

1.3  统计学方法：用 SPSS 17.0 软件进行数据分析，

计量资料以均数 ± 标准差（x±s）表示，多组均数

间比较用完全随机设计资料

的单因素方差分析（one-way 

ANOVA），组间两两比较采

用 LSD-t 检 验；以 P＜0.05

为差异具有统计学意义。

2 结 果

2.1  雌激素干预对 PQ 中毒

肺组织各项氧化应激指标的

影响

2.1.1  雌激素可减少 PQ 中

毒肺组织ROS的产生（表1）：

模型组和雌激素组前 3 d 肺

组织细胞内 ROS 含量随时

间延长逐渐增加，但雌激素

组各时间点 ROS 含量较模

型组显著降低，差异有统计

学意义（均 P＜0.05）。

2.1.2  雌激素可减少 PQ 中

毒肺组织MDA的产生（表1）： 

模型组和雌激素组前 3 d 肺

组织 MDA 含量均随时间延

长逐渐增加，但雌激素组各

时间点 MDA 含量显著低于

模型组（均 P＜0.01）。

2.1.3  雌激素可促进肺组织 MnSOD mRNA 表达 

（表 1）：模型组和雌激素组前 3 d 肺组织 MnSOD 

mRNA 表达逐渐下调，但雌激素组各时间点 MnSOD 

mRNA 表达均较模型组显著上调（均 P＜0.01）。

2.1.4  雌激素可提高肺组织线粒体ATP含量（表1）： 

模型组和雌激素组前 3 d 肺组织线粒体 ATP 含量均

逐渐降低，但雌激素组各时间点 ATP 含量较模型组

显著增高（均 P＜0.01）。

2.2  雌激素可改善肺组织病理学改变（图 1）：光镜

下显示，PQ 中毒后肺组织内充血、水肿明显，可见

局灶性肺实变，肺间质及肺泡腔出现大量中性粒细

胞浸润，主要分布在肺泡内、肺间质和肺血管内，部

分肺泡内被浸润细胞填塞且有出血，肺泡间隔明显

增厚；肺组织损伤随中毒时间延长逐渐加重，3 d 尤

为明显。雌激素组也可见肺组织内充血、水肿、局

灶性肺实变，肺间质及肺泡腔出现中性粒细胞浸润，

肺泡间隔增厚，且随中毒时间延长而加重，但损伤程

度较模型组明显减轻。雌激素组各时间点肺损伤评

分较模型组明显降低（均 P＜0.01；表 1）。

表 1 雌激素对 PQ 中毒大白兔不同时间点肺组织各项氧化应激指标
和肺损伤评分的影响（x±s）

组别
动物数

（只）

ROS

（荧光强度）

MDA

（mmol/L）

MnSOD mRNA

（积分 A 值）

ATP

（ng/L）

肺损伤

评分（分）

模型组 1 d 3 66.30±11.89 47.28±1.43 1.97±0.58 3.95±0.52 10.8±1.5

模型组 2 d 3 149.70±26.86 a 114.75±1.20 a 1.59±0.36 b 3.29±0.26 13.0±0.9 b

模型组 3 d 3 188.30±31.80 ac 122.12±1.24 ac 1.22±0.24 ac 2.28±0.29 b 13.5±1.0 a

雌激素组 1 d 3 59.17±10.59 d 33.05±1.25 e 4.36±1.00 e 7.39±1.20 e 6.5±0.8 e

雌激素组 2 d 3 124.67±21.53 ae 81.51±0.68 ae 3.61±0.86 be 5.91±0.73 be 8.7±0.9 be

雌激素组 3 d 3 161.05±30.04 ace 98.71±0.92 ace 3.05±0.90 bce 3.75±0.92 ace 11.8±0.7 ace

注：PQ 为百草枯，ROS 为活性氧，MDA 为丙二醛，MnSOD 为锰超氧化物歧化酶，ATP 为三磷酸

腺苷；与本组 1 d 比较，aP＜0.01，bP＜0.05；与本组 2 d 比较，cP＜0.05；与模型组同期比较，dP＜0.05，
eP＜0.01

图 1  光镜下观察模型组和雌激素组兔百草枯（PQ）中毒后不同时间点肺组织病理学改变　PQ

中毒后肺组织充血、水肿明显，局灶性肺实变，肺间质及肺泡腔出现大量中性粒细胞浸润；用雌

激素干预后肺组织充血、水肿、肺实变和中性粒细胞浸润均明显减轻　HE 染色　低倍放大
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3 讨 论

   PQ 对机体的毒性损伤涉及多个器官，由于 PQ

通过聚胺途径主动摄取并积聚在肺内，使得肺组织

药物浓度最高，是血浆浓度的 10～90 倍［13-14］，因此

肺脏成为 PQ 损伤的主要靶器官［15］。近年来，PQ

导致线粒体损伤在 ALI 和肺纤维化发生发展中的作

用越来越受到重视。当前的研究证据表明，PQ 主

要通过以下几方面损伤线粒体［16-17］： ① 抑制 SOD

和过氧化氢酶的活性，以削弱机体的抗氧化作用。 

② 通过脂质过氧化作用，增加线粒体细胞膜的通透

性，促使线粒体细胞器凋亡。③ 减少机体内还原型

谷胱甘肽合成，削弱线粒体对氧化应激损伤的抵抗

能力。④ 通过氧化磷酸化解耦联作用抑制氧化-还 

原链及 ATP 合成酶的活性，影响线粒体能量合成，

导致线粒体破坏。⑤ 使线粒体上 Ca2+ 依赖的内膜

通透性转换孔不适当打开，导致线粒体内膜去极化、

解耦联和基质肿胀。本研究结果表明，模型组动物

肺组织 MnSOD mRNA 表达明显下调，表明 PQ 中毒

损伤了肺组织的抗氧化能力，而雌激素干预后可上

调 MnSOD mRNA 表达，增强肺组织抗氧化能力，减

轻线粒体损伤，雌激素干预后肺组织线粒体 ATP 含

量明显高于模型组就是一个很好的证明。

  线粒体是凋亡的决定性环节，也是细胞内氧化

应激的源头。有研究表明，PQ 诱导的细胞整体水

平的 ROS 增加主要来源于线粒体［18］。PQ 的毒性

导致肺组织线粒体损伤诱发机体氧化 - 还原系统破

坏，引起细胞氧化应激，是导致和启动肺损伤的主要

分子机制之一［5］。PQ 积聚在肺内，首先进入线粒

体参加氧化 - 还原反应，产生大量的 ROS，导致线

粒体损伤出现基因异常表达并启动细胞凋亡［19-20］。

线粒体是细胞内产生 ROS 等自由基的关键部位，也

是氧化应激损伤的主要靶细胞器，在细胞能量代谢、

细胞凋亡等过程中起重要作用。生物体内同时存在

抗氧化体系，在生理条件下维持动态平衡，如果平衡

被破坏，线粒体损伤将引起一系列的细胞功能障碍。

因此，线粒体损伤在 PQ 中毒致肺损伤的形成过程

中扮演着重要角色。DCFH-DA可进入细胞内水解、

氧化，形成高荧光 DCF，且与细胞内的 ROS 含量成

正比。因此，本研究用 DCF 的平均荧光强度直接反

映细胞内 ROS 含量，结果显示，PQ 中毒后实验动物

肺组织内 ROS 含量明显升高，3 d 达到高峰；雌激

素干预后各时间点肺组织 ROS 含量均显著低于模

型组，表明雌激素可以减少 PQ 中毒后 ROS 的产生，

从而减轻氧化应激损伤。

  PQ 对肺组织线粒体的损害作用在体内外实验

已经得到证实［21］。MDA 是氧自由基攻击细胞膜中

多链不饱和脂肪酸引发脂质过氧化反应后产生的降

解产物，可引起细胞代谢及功能障碍。MDA 含量越

高，表明机体受自由基攻击后脂质过氧化及细胞损

伤越严重。MDA 是脂质过氧化反应的标志，被用来

反映氧化应激程度［22］。在线粒体抗氧化酶体系中，

MnSOD 是最主要的成分，可以通过清除自由基以保

护线粒体免受氧化损伤的危害，抑制氧化应激损伤

是治疗 PQ 中毒致肺损伤的重要途径。本研究结果

显示，与模型组比较，雌激素干预后可明显上调肺组

织 MnSOD 表达，减轻氧化应激损伤，使得 MDA 含

量显著降低，肺组织内中性粒细胞浸润明显减少，最

终改善肺损伤评分。

  通过调控 PQ 中毒后肺氧化应激损伤过程减轻

肺损伤是目前研究的重要思路［1-3］，而线粒体既是

能量来源也是产生氧自由基的重要场所。既往研究

表明，雌激素可通过调节细胞内蛋白质的合成而发

挥生物学效应，并能够调节线粒体功能，抑制线粒体

中 ROS 的合成［23-24］。同时，雌激素可对线粒体产

生保护作用，减轻 PQ 中毒时 ALI 和抑制肺纤维化

的形成［23-24］，这与本研究结果类似，为临床应用雌

激素治疗 PQ 中毒提供了坚实的实验依据。
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