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【摘要】 目的 探讨 5- 氨基水杨酸（5-ASA）对百草枯（PQ）中毒大鼠肾脏的保护作用及机制。方法  

将 24 只健康清洁级成年雄性 SD大鼠按随机数字表法分为生理盐水（NS）对照组、5-ASA 对照组、PQ模型组和

5-ASA干预组，每组6只。采用一次性腹腔注射2% PQ溶液20 mg/kg复制PQ中毒大鼠模型；NS对照组和5-ASA

对照组腹腔注射等量 NS。5-ASA 对照组和 5-ASA 干预组分别于注射 NS 或 PQ 溶液后 2 h 一次性灌胃 1 mL

的 5-ASA（75 mg/kg）；NS 对照组和 PQ模型组灌入 1 mL 双蒸水。观察大鼠行为学改变；于实验开始后 24 h 采

集大鼠右心室血，检测肾损伤标志物及氧化应激指标。取左肾组织，经苏木素 -伊红（HE）染色后，于光镜下观

察肾组织病理学改变；采用蛋白质免疫印迹试验（Western Blot）检测核因子相关因子 2（Nrf 2）、血红素氧合酶 -1 

（HO-1）蛋白表达。结果 PQ 染毒 30 min 大鼠即出现明显的 PQ 中毒症状及体征；24 h 光镜下观察显示，肾

小球毛细血管网淤血，肾小管上皮细胞肿胀，出现空泡变性、坏死，部分核固缩；与 NS 对照组比较，大鼠尿素氮

（BUN）、血肌酐（SCr）、超氧化物歧化酶（SOD）、丙二醛（MDA）、过氧化氢酶（CAT）和还原型谷胱甘肽（GSH）水

平均出现明显异常，肾组织 Nrf 2 及 HO-1 蛋白表达明显升高。经 5-ASA 干预后，大鼠 PQ中毒症状及肾组织

病理学改变较 PQ模型组明显改善；BUN、SCr 和 MDA 较 PQ 模型组明显降低〔BUN（mmol/L）：11.98±1.81 比
18.56±2.32，SCr（μmol/L）：30.67±2.31 比 43.67±9.02，MDA（μmol/L）：5.28±0.43 比 6.81±1.00〕，SOD活性及
CAT、GSH 含量较 PQ 模型组明显升高〔SOD（kU/L）：125.49±7.63 比 106.76±7.94，CAT（ng/L）：30.68±3.51
比 23.05±1.55，GSH（μmol/L）：3.81±0.44 比 3.14±0.17〕，而肾组织 Nrf 2 和 HO-1 蛋白表达则均较 PQ模型组
进一步升高〔Nrf 2 蛋白（灰度值）：0.76±0.04 比 0.52±0.03，HO-1 蛋白（灰度值）：0.56±0.02 比 0.31±0.02， 
均 P＜0.05〕。单纯给予 5-ASA 干预对大鼠行为学、肾组织病理学、肾损伤标志物及氧化应激指标均无明显影
响，但可诱导肾组织Nrf 2和HO-1蛋白表达明显升高，与NS对照组比较差异有统计学意义〔Nrf 2蛋白（灰度值）：

0.78±0.02 比 0.41±0.04，HO-1 蛋白（灰度值）：0.51±0.03 比 0.23±0.01，均 P＜0.01〕。结论 5-ASA 可减轻

PQ中毒导致的急性肾损伤（AKI），其机制可能与激活 Nrf 2- 抗氧化反应元件（ARE）信号通路有关。
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【Abstract】 Objective To investigate the protective effect of 5-aminosalicylic acid (5-ASA) on renal injury 
poisoned by paraquat (PQ) in rats and its mechanism. Methods Twenty-four healthy clean male Sprague-Dawley (SD) 
rats were randomly divided into four groups: normal saline (NS) control group, 5-ASA control group, PQ model group 
and 5-ASA treatment group, with 6 rats in each group. The rat model of PQ poisoning was reproduced by intraperitoneal 
injection of 2% PQ solution 20 mg/kg, and the same volume of NS was given in NS control group and 5-ASA control 
group. Two hours later, the rats in 5-ASA control group and 5-ASA treatment group were intragastrically administered 
with 1 mL 5-ASA (75 mg/kg) for one time after NS or PQ administration, and those in NS control group and PQ model 
group were administered with 1 mL double distilled water. Behavioral changes were observed in rats. Then the rats 
were sacrificed at 24 hours after starting of the experiment for cardiac blood harvest which could be used to detect the 
biomarkers of renal injury and oxidative stress parameters. The kidney tissue was collected, and the hematein-eosin (HE) 
staining was conducted for observation of pathological changes in renal tissue, and protein expressions of Nrf 2 and heme 
oxygenase-1 (HO-1) were determined by Western Blot. Results At 30 minutes after PQ poisoning, rats appeared 
obvious poisoning symptoms and signs. Twenty-four hours after PQ poisoned, hemocoel of glomerular capillary, swelling 
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of renal tubular epithelial cell and serious micronecrosis appeared under the light microscope. Compared with NS 
control group, blood urea nitrogen (BUN), serum creatinine (SCr), superoxide dismutase (SOD), malondialdehyde (MDA), 
catalase (CAT) and glutathione (GSH) levels were significantly abnormal in PQ model group, and Nrf 2 and HO-1 protein 
expressions in renal tissue were increased. After administration of 5-ASA, the morphological changes and pathological 
damage were mitigated as compared with those of PQ model group, the levels of BUN, SCr and MDA were decreased 
significantly [BUN (mmol/L): 11.98±1.81 vs. 18.56±2.32, SCr (μmol/L): 30.67±2.31 vs. 43.67±9.02, MDA (μmol/L):  
5.28±0.43 vs. 6.81±1.00], and the SOD activity, CAT and GSH contents were significantly increased [SOD (kU/L): 
125.49±7.63 vs. 106.76±7.94, CAT (ng/L): 30.68±3.51 vs. 23.05±1.55, GSH (μmol/L): 3.81±0.44 vs. 3.14±0.17], 
while the protein expressions of Nrf 2 and HO-1 were further increased [Nrf 2 protein (gray value): 0.76±0.04 vs. 
0.52±0.03, HO-1 protein (gray value): 0.56±0.02 vs. 0.31±0.02, all P < 0.05]. Only 5-ASA intervention had no 
significant effect on behavior, pathology, renal injury markers and oxidative stress parameters, but it could induce the 
expressions of Nrf 2 and HO-1 protein in renal tissue, which were significantly higher than those of NS control group 
[Nrf 2 protein (gray value): 0.78±0.02 vs. 0.41±0.04, HO-1 protein (gray value): 0.51±0.03 vs. 0.23±0.01, both  
P < 0.01]. Conclusion 5-ASA attenuates the damage of acute renal injury (AKI) caused by PQ, which mechanism may 
be related with the activation of Nrf 2-antioxidant response element (ARE) signaling pathway.

【Key words】 5-aminosalicylic acid; Paraquat poisoning; Acute kidney injury; Nrf 2-ARE signaling pathway
Fund program: National Natural Science Foundation of China (81460291); Zunyi Science and Technology 

Planning Program of Guizhou Province (2013-42)

 百草枯（PQ）是一种剧毒季铵类除草剂，进入哺

乳动物体内能迅速分布全身。肾脏是解毒器官，也

是毒物损伤的主要靶器官，在肾脏功能正常的前提

下，90% PQ 可在 12～24 h 内经肾脏排出，PQ中毒

患者急性肾损伤（AKI）发生率高达 40%～60%［1-2］。

PQ 中毒早期采取肾保护措施可改善患者的预后及

疾病转归。目前已证实，氧化应激反应是 PQ 中毒

致机体损伤的重要机制之一，核因子相关因子 2-抗 

氧化反应元件（Nrf 2-ARE）信号通路是机体重要的

内源性抗氧化应激通路。有研究表明，过氧化物酶

体增殖物激活受体γ（PPARγ）可与过氧化物酶体

增殖物反应元件（PPRE）结合，从而调节 Nrf 2［3］。 

5- 氨基水杨酸（5-ASA）可作为 PPARγ的合成配

体激活PPARγ［4］。鉴于此，本实验通过观察5-ASA

对 PQ 中毒致 AKI 相关指标的影响，探讨 5-ASA 能

否通过调节 Nrf 2-ARE 信号通路对 PQ 中毒大鼠肾

脏起到保护作用，为 5-ASA 用于 PQ 中毒临床救治

提供依据。

1 材料与方法 

1.1 实验材料：20% PQ 溶液（南京红太阳生物化学
有限责任公司）；98.5% 5-ASA（北京百灵威科技有

限公司）。超氧化物歧化酶（SOD）、还原型谷胱甘肽

（GSH）、过氧化氢酶（CAT）、丙二醛（MDA）酶联免疫

吸附试验（ELISA）试剂盒以及兔抗大鼠 Nrf 2、血红

素氧合酶 -1（HO-1）抗体（武汉 Elabscience 公司）。

1.2 实验动物分组及模型建立：健康清洁级成年雄
性 SD 大鼠 24 只，体重 200～250 g，由第三军医大

学实验中心提供，许可证号：SCXK（渝）2012-0005。

按随机数字表法将大鼠分为生理盐水（NS）对照组、

5-ASA 对照组、PQ 模型组和 5-ASA 干预组，每组 

6只。将20% PQ溶液加双蒸水稀释为2% PQ溶液，

避光保存，采用一次性左侧腹腔注射 2% PQ 溶液 

20 mg/kg复制PQ中毒大鼠模型；NS对照组和5-ASA

对照组腹腔注射等量 NS。5-ASA 对照组和 5-ASA

干预组分别于注射 NS 或 PQ 溶液后 2 h 一次性灌

胃 5-ASA 75 mg/kg（稀释为 1 mL）；NS 对照组和 PQ

模型组灌入 1 mL 双蒸水。模型建立过程中未达到

模型标准或死亡的动物均予排除，再重新补充大鼠

建立动物模型。

 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 30 min 开始观察各
组大鼠行为学变化；于实验开始后 24 h 开腹探查，

并于腹腔注射 10%水合氯醛充分麻醉大鼠后，采集

心脏血并留取肾组织备检。

1.3.1 血清学指标检测：采用负压采血针刺入大鼠
右心室采血 5 mL，离心 10 min，一部分上清液送遵

义医学院附属医院检验科检测尿素氮（BUN）和血

肌酐（SCr）水平；另一部分上清液采用 ELISA 法检

测 SOD、MDA、CAT、GSH 水平，按照试剂盒说明书

要求操作。

1.3.2 肾组织病理学观察：取大鼠右侧全肾组织，
于 10%甲醛溶液中固定，脱水、石蜡包埋、切片，苏

木素 -伊红（HE）染色后，光镜下观察肾组织病理

学改变。

1.3.3 蛋白质免疫印迹试验（Western Blot）检测肾
组织 Nrf 2、HO-1 蛋白表达：取右肾组织 100 mg，按

照试剂盒要求提取蛋白并进行定量，经上样、电泳、

转膜、封闭，加入稀释后的一抗 〔3- 磷酸甘油醛脱

万方数据



·  963  ·中华危重病急救医学  2017 年 11 月第 29 卷第 11 期  Chin Crit Care Med，November   2017，Vol.29，No.11

氢酶（GAPDH）为 1：1 000，HO-1 为 1：800，Nrf 2 为 

1：300〕，孵育过夜后，洗膜、加入二抗继续孵育，洗

膜、显色、曝光，用 BandScan 软件分析胶片灰度值，

以目的蛋白与内参蛋白 GAPDH的灰度值比值作为

目的蛋白的表达量。

1.4 统计学处理：应用 SPSS 17.0 软件进行统计学
分析，计量数据以均数±标准差（x±s）表示，采用
t检验和单因素方差分析，P＜0.05 为差异具有统计
学意义。

2 结 果 

2.1 行为学观察：PQ染毒后 30～60 min，大鼠出现
不同程度的中毒症状，主要表现为：① 精神倦怠、

嗜睡、竖毛、易激惹、头部颤动、行走不稳；② 呼吸

急促、口周发绀、腹式呼吸、四肢末梢湿冷；③ 进食

水减少、稀便、少尿，甚至无尿及血尿等。PQ 染毒

后 24 h 开腹探查：① 腹腔有少量积液，胃肠充血、

胀气，可见黏膜散在出血点、水肿、溃疡；② 双肾颜

色呈暗红色，包膜紧张，偶见出血点。经 5-ASA 干

预后上述症状明显减轻。NS 对照组及 5-ASA 对照

组均无上述中毒症状及体征。

2.2 肾组织病理学改变（图 1）：PQ染毒后 24 h，大
鼠肾小球毛细血管网淤血明显，肾小管上皮细胞肿

胀，管腔变窄，部分出现空泡变性、坏死，部分核固

缩；而给予 5-ASA 干预后，肾小管上皮细胞肿胀，

管腔狭窄，但未见坏死，肾组织病理学改变较 PQ模

型组明显减轻。NS 对照组及 5-ASA 对照组肾组织

未见异常。

2.3 肾损伤标志物（表 1）：PQ 染毒后，大鼠 BUN、
SCr 水平均明显升高，与 NS 对照组比较差异有统计

学意义（均 P＜0.05）；而给予 5-ASA 干预后，BUN
和 SCr 均较 PQ 模型组明显下降（均 P＜0.01）。单
纯给予 5-ASA 干预对 BUN、SCr 无明显影响。

表 1 5-ASA对百草枯（PQ）中毒大鼠 
肾损伤标志物的影响（x±s）

组别 动物数（只） BUN（mmol/L） SCr（μmol/L）

NS 对照组 6 5.38±0.16 29.33±2.08
5-ASA 对照组 6 5.37±0.15 31.33±2.08
PQ 模型组 6 18.56±2.32 a 43.67±9.02 b

PQ+5-ASA 组 6 11.98±1.81 c 30.67±2.31 c

注：5-ASA 为 5- 氨基水杨酸，BUN 为尿素氮，SCr 为血肌酐；

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＜0.01

表 2 5-ASA对百草枯（PQ）中毒大鼠
氧化应激指标的影响（x±s）

组别
动物数

（只）
SOD（kU/L） MDA（μmol/L）

NS 对照组 6 132.89±8.31 4.33±0.15
5-ASA 对照组 6 133.31±9.65 4.27±0.13
PQ 模型组 6 106.76±7.94 a 6.81±1.00 a

PQ+5-ASA 组 6 125.49±7.63 b 5.28±0.43 b

组别
动物数

（只）
CAT（ng/L） GSH（μmol/L）

NS 对照组 6 31.63±0.85 5.05±0.25
5-ASA 对照组 6 31.31±1.37 4.99±0.42
PQ 模型组 6 23.05±1.55 a 3.14±0.17 a

PQ+5-ASA 组 6 30.68±3.51 b 3.81±0.44 b

注：5-ASA 为 5- 氨基水杨酸，SOD为超氧化物歧化酶，MDA为

丙二醛，CAT 为过氧化氢酶，GSH 为还原型谷胱甘肽；与生理盐水 

（NS）对照组比较，aP＜0.01；与 PQ模型组比较，bP＜0.05

图 1 光镜下观察各组大鼠 24 h 肾组织病理学改变 生
理盐水（NS）对照组（A）及 5- 氨基水杨酸（5-ASA）对照
组（B）肾组织结构清晰，未见明显水肿及充血；百草枯
（PQ）中毒模型组（C）肾小管上皮细胞肿胀，管腔变窄，出
现空泡变性、坏死（箭头所示）；5-ASA 干预组（D）肾小
球毛细血管网淤血，肾小管上皮细胞肿胀，但病理学改变
较 PQ模型组明显减轻 HE染色 中倍放大

1A 1B

1C 1D

50 μm

50 μm 50 μm

50 μm

2.4 氧化应激指标（表 2）：与 NS 对照组比较，PQ
染毒后大鼠 SOD 活性及 CAT、GSH 含量均明显下

降，MDA含量明显升高（均 P＜0.01）；而给予 5-ASA
干预后，上述氧化应激指标均较 PQ 模型组明显改

善（均 P＜0.05）。单纯给予 5-ASA 干预对氧化应激
指标无明显影响。

2.5 肾组织 Nrf 2 和 HO-1 的表达（图 2）：Western 
Blot 检测结果显示，PQ 染毒后 24 h，大鼠肾组织

Nrf 2 及 HO-1 蛋白表达均较 NS 对照组明显升高

（均 P＜0.05）；而给予 5-ASA 干预后，肾组织 Nrf 2
及 HO-1 蛋白表达则均较 PQ 模型组进一步升高 

（均 P＜0.01）。单纯给予 5-ASA 干预亦可诱导 Nrf 2
及 HO-1 蛋白表达明显升高，与 NS 对照组比较差

异有统计学意义（均 P＜0.01）。
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3 讨 论 

 PQ 是一种剧毒的阳离子型除草剂，在酸性及中

性溶液中较稳定，而在碱性溶液中易分解，可通过阻

断绿色植物细胞内氧化型辅酶Ⅱ（NADP+）转化为

还原型辅酶Ⅱ（NADPH）的光合作用，造成活性氧簇

（ROS）大量积累，引起细胞死亡，从而起到快速除草

的作用，被作为全球第二广泛应用的除草剂用于农

业领域，但 PQ毒性强、无特效解毒药、病死率高，在

2007 年被欧盟宣布禁止使用［5-8］。

 PQ 通过有机阳离子转运系统排泄，肾脏是排

泄器官，PQ中毒后首先出现损伤。PQ造成肾毒性

与氧化应激、炎症反应、细胞凋亡等密切相关，主

要机制为： ① 氧化应激：PQ 进入机体后产生大量

ROS， 过量的 ROS 诱导氧化应激，破坏细胞大分子，

导致组织损伤［9］； ② 炎症反应：PQ中毒后，炎性细

胞浸润，导致肾小管细胞肿胀，空泡变性甚至坏死； 

③ 细胞凋亡：PQ通过激活天冬氨酸特异性半胱氨

酸蛋白酶（caspase）介导的凋亡机制以及线粒体介

导的内在途径导致肾小管上皮细胞凋亡［10］； ④ 缺

血 / 再灌注（I/R）损伤：PQ 中毒后，缺氧等刺激造

成肾动脉间断收缩，而且大量液体从组织转移到胃

肠腔，导致肾灌注减少； ⑤ 电荷屏障损伤：PQ作为

二价阳离子，与滤过膜上的阴离子结合，破坏电荷屏

障，导致蛋白尿及蛋白管型，加重肾小管病变［11-12］。

 BUN 是肾损伤特异性标志物，经肾小球滤过，

可在各段肾小管重吸收，是人体蛋白质代谢的主要

终末产物，其水平可反映早期肾功能损伤程度。SCr

是肌酸的分解产物，可准确反映肾功能损伤情况。

在肾功能正常及肾损伤早期，BUN及 SCr 均在正常

范围；但当肾小球滤过率下降到正常值 50% 以下

时，血清 BUN 及 SCr 值均升高［13-16］。在本实验中，

SCr 及 BUN 在 PQ 中毒后 24 h 较 NS 对照组增幅在

50%左右，结合病理切片及中毒后行为学改变说明

本实验成功建立了 PQ致 AKI 模型；而给予 5-ASA

干预对 PQ中毒造成的 AKI 在肾脏结构及功能上均

具有保护作用。

 SOD 活性可间接反映机体清除氧自由基的能

力。MDA是氧化应激的生物标志物，是脂质过氧化

的主要产物，可间接反映细胞损伤程度及机体细胞

受自由基攻击的严重程度［11］。CAT 是过氧化物酶

体的标志酶，其生物学功能为催化细胞内过氧化氢

（H2O2）分解，是在生物演化过程中建立起来的生物

防御系统的关键酶。GSH 是机体内最重要的非酶

性抗氧化物，是衡量机体抗氧化能力的重要因素，主

要作用为清除自由基、解毒等。在本实验中我们发

现，PQ中毒可抑制大鼠血清 SOD活性和 CAT、GSH

含量，增加MDA 含量，与其他研究结果一致［17-18］；

经过 5-ASA 干预后，大鼠 SOD活性和 CAT、GSH含

量均明显升高，MDA含量明显降低，说明 5-ASA 在

PQ 中毒所致的 AKI 中具有抗自由基及协同氧化、

抗氧化作用。

 Nrf 2 是一种重要的转录因子，作为机体参与氧

化应激反应的敏感保护者，可以介导Ⅱ相解毒酶、

抗炎、抗氧化等基因表达，清除氧自由基，被视为抗

氧化治疗的有效靶点［19］。Nrf 2 在维持内环境稳态

中起着至关重要的作用。PQ 中毒后，机体产生大

量 ROS，使 Nrf 2 发生核转移，诱导多种抗氧化酶，如

SOD、CAT、谷胱甘肽过氧化物酶（GSH-Px）和靶基

因HO-1 等的表达［20-21］。HO-1 是血红素降解的限

速酶，胆红素、胆绿素、一氧化碳（CO）等均是其分

解产物，也具有抗氧化作用。HO-1 由 Nrf 2 介导产

生，在机体抗氧化、抑制细胞凋亡、抗炎中发挥重要

作用。PQ中毒后主要通过氧化还原反应造成机体

损伤。目前通过体内外大量实验发现，小剂量短时

间 PQ 中毒时，机体自身启动 Nrf 2-ARE 信号通路，

引起 Nrf 2 基因及蛋白表达上调，但随着 PQ中毒剂

Nrf 2 为核因子相关因子 2，HO-1 为血红素氧合酶 -1，5-ASA 为 

5- 氨基水杨酸，GAPDH为 3- 磷酸甘油醛脱氢酶； 

与生理盐水（NS）对照组比较，aP＜0.01，bP＜0.05； 
与百草枯（PQ）模型组比较，cP＜0.01

图 2 蛋白质免疫印迹试验（Western Blot）检测各组大鼠 
肾组织 Nrf 2 和 HO-1 的蛋白表达
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量增加或中毒时间延长，机体发生严重的氧化应激

反应，其自身 Nrf 2 的活性及抗氧化基因的表达受到

明显抑制［19，22］。国外学者研究表明，AKI 时可激

活 Nrf 2 蛋白及基因的表达，而慢性肾损伤时由于发

生严重氧化应激，导致机体 Nrf 2 表达明显受抑［23］。

本实验结果显示，PQ中毒后 24 h 肾组织中 Nrf 2 和

HO-1 蛋白表达较 NS 对照组明显升高，说明 PQ中

毒后机体自身可启动内源性抗氧化应激通路，与以

往研究结果相符［24-25］；在给予 5-ASA 干预后，肾组

织中 Nrf 2 及 HO-1 蛋白表达较 PQ模型组进一步升

高，说明 5-ASA 可以作为调节 Nrf 2-ARE 信号通路

的药物，通过上调 Nrf 2 及 HO-1 的表达对 PQ 导致

的肾损伤起到保护作用。

 既往研究表明，高剂量水杨酸钠可有效降低促

炎因子水平，清除 ROS，抑制髓过氧化物酶（MPO）

活性，阻止血小板聚集，阻断细胞凋亡通路，对心、

肝、肾等组织起到保护作用，有望成为 PQ中毒的一

种有效治疗方法［26］。另外有研究表明，在治疗溃疡

性结肠炎过程中，长期大量使用 5-ASA 可导致少数

患者发生肾损害［27］。本实验结果显示，75 mg/kg 的

5-ASA 可以减轻 PQ 中毒导致的 AKI，且未发现对

肾脏造成损害。目前还未发现治疗 PQ中毒及减缓

或阻止疾病进展的特效药，因此对于 PQ 中毒解毒

药物的研究仍有很大的需求。从本研究中我们发现，

5-ASA 对 PQ 中毒造成的 AKI 具有保护作用，可以

考虑应用于临床PQ中毒患者的治疗，但对于5-ASA

在临床中的用药剂量及用药时间还需进一步研究。

 综上，氧化应激反应在 PQ 导致的 AKI 中发挥

重要作用，5-ASA 可能通过调节 Nrf 2-ARE 信号通

路减轻PQ中毒导致的AKI。由于PQ中毒机制复杂，

体内不仅有抗氧化通路，还有抗凋亡等其他通路，调

节机体 Nrf 2-ARE 信号通路在 PQ 中毒中可以发挥

多大作用，以及机体长时间调节 Nrf 2-ARE 信号通

路是否造成不良后果，尚有待进一步探讨。
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