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【摘要】 目的观察口服百草枯(PO)中毒患者外周血基质金属蛋白酶～9(MMP一9)的基因表达情况，

并评价其对PQ中毒预后的预测价值。方法选择2013年1月至2014年6月临沂市人民医院收治的口服

PQ中毒患者37例，根据28 d存活情况分为存活组(26例)和死亡组(11例)；同期选择10例健康体检者作

为对照。PQ中毒患者于入院1 d、3 d取外周静脉血3 mL，健康对照者于体检当日取空腹静脉血3 mL，采用反

转录一聚合酶链反应(RT—PCR)检测外周血单核细胞(PBMCs)中MMP一9的基因表达，采用酶联免疫吸附试
验(ELISA)测定血清MMP一9含量；采用高效液相色谱法(HPLC)检测PQ中毒患者血清PQ水平，并记录服

毒量。采用Spearman相关法分析服毒量、血清PQ水平与外周MMP一9的相关性。绘制受试者工作特征曲线

(ROC)，评价外周血MMP一9水平对口服PQ中毒患者28 d预后的预测价值。结果37例口服PQ中毒患者入
院1 d血清PQ水平为(2．60±1．29)mg／L，服毒量50．0(7．5，60．0)mL。两组患者PBMCs中MMP一9基因表达和

血清MMP一9含量均明显高于健康对照组，且随时间延长逐渐升高，以死亡组升高更为显著[PBMCs中MMP～9
基因表达(A值)：1 d为2．84±1．16比0．95±0．23，3 d为4．22±1．75比1．29±0．30；血清MMP一9含量(I-tg／L)：
1 d为2791．48±1 230．88比807．81±279．86，3 d为4384．21±1 781．97比1 131．14±291．76，均P<0．05]。相关

性分析显示：口服PQ中毒患者血清PQ水平、服毒量与外周血PBMCs中MMP一9基因表达和血清MMP一9含
量均呈显著正相关(均P=O．000)。ROC曲线分析显示：入院1 d MMP一9基因表达和3 d血清MMP一9含量对

1：I服PQ中毒患者28 d预后有预测价值，ROC蓝线下面积(AUC)分别为0．820和0．776。当入院1 d MMP～9

基因表达量截断值为0．90时，其敏感度和特异度分别为80．00％、63．64％；入院3 d血清MMP一9含量截断值为

904．36蚓L时，其敏感度和特异度分别为80．00％、72．73％。结论 口服PQ中毒可导致患者体内MMP一9基因
表达和血清MMP一9含量升高，MMP一9基因表达对口服PQ中毒预后有预测价值。
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[Abstract]Objective To detect the expression of matrix metalloproteinase一9(MMP一9)gene in peripheral
blood of patients with oral paraquat(PQ)poisoning and evaluate its predictive value for their prognosis．Methods
Thiay—seven cases of oraI PQ poisoning admitted to Linyi People’s Hospital from January 2013 to June 2014 were

enrolled，and they were divided into survival group(26 cases)and death group(1 1 cases)according to the survival
situation in 28 days after poisoning；a healthy control group included 10 healthy people selected in the same period．The

peripheral blood 3 mL was collected from each PO patient on the 1st and 3rd day after admission，and in the healthy

control group．3 mL peripheral venous blood was obtained under fast on the day for physical examination．The MMP～9

gene expression of peripheral blood mononuclear cells(PBMCs)was detected by reverse transcription—polymerase chain

reaction(RT-PCR)methods；the serllm MMP-9 concentration was determined by using enzyme—linked immunosorbent

assay(ELISA)；the serum PQ level was detected by high performance liquid chromatography(HPLC)，and the amount
of poison orally taken was recorded．The correlations between PQ amount orally taken，serum PQ level and MMP-9

expression were analyzed by Spearman correlation analysis．A receiver operating characteristic(ROC)curve was
drawn to evaluate the predictive value of peripheral blood MMP一9 level for the 28一day prognosis of PQ poisoning
patients． Results After admission the 1 day seium PQ level was f2．60±1．29)mg／L，and the amount of poison taken
was 50．0(7．5，60，O)mL in the 37 patients with oral PQ poisoning．The MMP一9 gene expression level in PBMCs and

sernm MMP-9 protein level of both PQ poisoning groups were significantly higher than those of healthy control group，

and the levels were gradually increased with the extension of poisoning time；the degrees of elevation in death group

were more significant[the PBMCs’MMP一9 gene expression似value)：2．84±1．16 vs．0．95±0．23 on the 1st poisoning
day，4．22±1．75 vs．1．29±0．30 on the 3rd poisoning day；serum MMP一9 concentration fp．g／L)：2791．48±1 230．88

vs．807．8l±279．86 on the 1st poisoning day，4384．21±1 781．97 vs．1 131．14±29I．76 on the 3rd poisoning day．

an P<0．051．Correlation analysis showed：there were significant positive correlations of oral PQ amount．serum PO
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concentration to the MMP一9 gene expression in PBMCs and serum MMP一9 protein concentration in patients with eral

PQ poisoning fall P=0．ooo)．ROC curve analysis showed：the MMP一9 gene expression in PBMCs on the 1st day and the
serum MMP一9 content on the 3rd day after admission had predictive value for 28一day prognosis in patients with oral P0

poisoning，and the ROC areas under the eulwe fAUCl was 0．820 and 0．776 respectively．When the cutoff value of MMP一9

gene expression level on the 1 st day after admission was 0．90，the predictive sensitivity and specificity were 80．00％and

63．64％respectively；when the cutoff value of serum MMP一9 protein content on the 3rd day after admission was 904．36

肛∥L，the predictive sensitivity and specificity were 80．00％and 72．73％respectively．Conclusion Oral PQ poisoning
can lead to the MMP一9 gene expression in PBM[Cs and elevation of serum MMP一9 protein level in the body．and the

MMP一9 gene expression has predictive value for the prognosis of patients with oral PQ poisoning．
[Key words]Paraquat；Poisoning；Matrix metalloproteinase一9

百草枯(PQ)中毒是内科常见急危重症，病死率

为30．0％～88．9％¨之。。PQ中毒早期可引起急性肾

衰竭(ARF)、肝功能障碍、心肌损害、胰腺损伤、急

性肺损伤(ALI)等多器官功能衰竭；即使患者渡过

急性期，后期也可合并肺间质纤维化，严重影响患者

呼吸功能，致残甚至致死。近年来针对PQ中毒患
者的预后评估开展了大量研究。王金柱等‘3 o观察

176例PQ中毒患者发现其预后与中毒剂量、中毒

至洗胃时问和血尿素氮(BUN)等因素有关；焦峰军

等。4 o研究显示，PO中毒患者的服毒量、人院时白细

胞计数(WBC)和血肌酐(SCr)水平可作为PQ中毒

预后的危险因素；孙裕强等”o研究显示，早期血浆

PQ浓度是判断PQ中毒患者预后的指标。
基质金属蛋白酶(MMP)包括多种蛋白酶，其中

MMP一9的主要作用底物为Ⅳ、V、Ⅶ、X、Ⅺ型胶原

以及蛋白聚糖的核心蛋白和明胶、弹性蛋白、纤维

黏连蛋白等。研究显示，急性PQ中毒大鼠肺组织

MMP一2、MMP一9¨。71和MMP组织抑制剂1(TIMP一1)

基因表达明显上调，MMP／TIMP一1表达失衡参与了

PQ中毒导致的肺纤维化过程∽埘J。目前，有关PQ

中毒患者体内MMP一9的基因表达情况的研究较

少，本研究通过检测PQ中毒患者外周血单核细胞

(PBMCs)中MMP一9的基因表达，分析MMP一9基因

表达与预后的关系，为PQ中毒患者预后判断和指

导治疗提供参考依据。

1资料与方法

1．1研究对象：选择2013年1月至2014年6月临

沂市人民医院收治的PQ中毒患者37例。

1．1．1纳人标准：口服PQ中毒；中毒24 h内；无

其他基础疾病或药物中毒；中毒后均进行洗胃。

1．1．2排除标准：①其他途径中毒；②中毒超过

24h；③合并其他基础疾病或毒物中毒；④中毒后未

洗胃；⑤患者或家属不同意进行试验观察和随访。

1．1．3剔除标准：①观察期间放弃治疗；②中途

退出研究；③随访过程中失访。

1．1．4伦理学：本研究符合医学伦理学标准，并经

医院医学伦理委员会批准，所有检测和治疗方法均

取得患者或家属知情同意，并签署知情同意书。

1．2病例分组：随访至患者中毒后28 d，根据预后

情况分为存活组(26例)和死亡组(11例)；同期选

择10例健康体检者作为对照。

1．3观察指标及方法：PQ中毒患者于人院1 d、3 d

取外周静脉血3 mL，健康对照者于体检当13取空腹

静脉血3 mL，注入血常规管内抗凝混匀备测。

1．3．1血清PQ水平测定：采用高效液相色谱法

(HPLC)测定血清PQ水平。
1．3．2 MMP一9基因表达测定：采用反转录一聚合

酶链反应(RT—PCR)检测PBMCs中MMP一9基因

表达。采用TRIzol法提取PBMCs总RNA，计算含

量和纯度，并鉴定RNA完整性，合成cDNA第一

链，于一20℃冰箱保存。引物由英潍捷基(上海)贸

易有限公司设计并合成。PCR反应管中加入含无

RNA酶水8止、P1和P2引物各0．5 p．L、热反应混

合物10止、终浓度为20—40 ng／p．L的cDNA模板

1汕，配成20止反应体系，离心混匀后，95℃预变
性5 min进入循环，95 cC变性30 S，55℃退火20 S，

72℃延伸20 S，经35个循环扩增后，72℃延伸
10 rain，4℃保存。制成凝胶后采用凝胶成像系统

进行紫外线显影成像，并分析吸光度(A)值，以目的

基因与内参照3一磷酸甘油醛脱氢酶(GADPH)的

A值比值作为目的基因表达量。

1．3．3血清MMP一9含量测定：采用酶联免疫吸附

试验(ELISA)测定血清MMP一9含量，操作按试剂盒

(美国R&D公司)说明书进行。

1．3．4相关性分析：采用Spearman相关法分析血

清PQ水平、服毒量与MMP一9的相关性。

1．3．5外周血MMP一9水平对预后的预测价值：绘

制受试者工作特征曲线(ROC)，评价外周血MMP一9

水平对PQ中毒患者28 d预后的预测价值。

1．4统计学方法：使用SPSS 19．0统计软件分析数
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据。采用Kolmogorov—Smirnov法对计量资料进行正
态性检验，符合正态分布的计量资料以均数±标

准差(i±s)表示，组间比较采用单因素方差分析，

两两比较方差齐时用LSD法检验，方差不齐时用
Tamhane T2法检验；非正态分布的计量资料以中位

数(四分位数)[M(Q¨Q．j)]表示，多组间比较用非

参数Kruskal—Wallis H检验，用Mann—Whitney U检

验行两组间比较。采用Spearman相关法分析血清

PQ水平、服毒量与MMP一9的相关性；绘制ROC曲

线，评价外周血MMP一9水平对PO中毒患者28 d

预后的预测价值。P<0．05为差异有统计学意义。

2结果

2．1一般资料(表1)：37例口服PQ中毒患者均

纳入分析，其中男性17例，女性20例；年龄14～

59岁，平均(30．97±11．54)岁；入院1 d血清PQ水

平为(2．60±1．29)mg／L；服毒量3～900 mL，平均

50．0(7．5，60．0)mL；住院期间死亡1 1例、存活

26例，随访至中毒后28 d，未再有患者死亡。死亡

组患者年龄偏大，服毒量和血清PQ水平均明显高

于存活组(均P<0．05)；而两组性别无明显差异。

表1口服PQ中毒28d存活和死亡患者临床资料比较

2．2 PBMCs中MMP一9基因表达(表2)：两组PQ

中毒患者入院l d、3 d PBMCs中MMP一9基因表达

量均明显高于健康对照组(均P<0．01)，且随时间延

长逐渐升高，以死亡组升高更为显著(均P<0．05 o

表2 3组受试者MMP一9水平比较(i±S)

健康对照组入组时 10

存活组 人院l d 26

入院3 d 26

死亡组 入院1 d 11

入院3 d 9

0．95±0_38

O．95±O．23
8

1．29±O_30
8

2．84±1．16
ab

4．22±1．75
ab

注：与健康对照组比较，aP<0．01；与存活组比较，bp<0．05

2．3血清MMP一9含量(表2)：两组PQ中毒患者

人院1 d、3 d血清MMP一9含量均明显高于健康对

照组，差异均有统计学意义(均P<0．01)，且随时间

延长两组血清MMP一9含量均逐渐升高，以死亡组

升高更为显著(均P<0．01)。

2．4相关性分析(表3)：服毒量与血清PQ水平呈

显著正相关(r=0．741，P=O．000)，且二者与MMP一9

基因表达和血清MMP一9含量均呈显著正相关

(均P：0．000 o

表3 12,日11PQ中毒患者服毒量、血清PQ水平
与入院各时间点PBMCs中MMP一9基因表达
和血清MMP一9含量的相关性分析

指标 r值P值 指标 r值P值

服毒量与1 d MMP一9基因0．675 0．000 PO与1 dMMP一9基因0．672 0．000

服毒量与3 d MMP一9基因0．746 0．000 PO与3 dMMP一9基因0．703 0．000

服毒量与1 d MMP一9含量0．593 0．000 PO与1 dMMP一9含量0．596 0．000

服毒量与3 d MMP一9含量0．739 0．000 PQ与3 dMMP一9含量0．705 0．000

2．5 外周血MMP一9水平对预后的预测价值

(图1；表4)：人院1 d MMP一9基因表达和3 d血

清MMP一9含量对口服PQ中毒患者28 d预后具

有预测价值，ROC曲线下面积(AUC)分别为0．820

和0．776。当人院l d MMP一9基因表达、3 d血

清MMP一9含量截断值分别为0．90和904．36“g／L

时，敏感度均为80．00％，特异度分别为63．64％和
72．73％一
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3讨论

MMPs是一组含zn2+的、可以降解细胞外基质

(ECM)的重要蛋白酶¨¨11 J。研究证实MMPs参与

人体众多的生理和病理过程11 21。正常情况下MMPs

在体内表达很少，但在细菌、中毒、炎性因子刺激下

可大量表达，参与疾病的发展过程。MMP一9可以促

进上皮细胞再生，活化转化生长因子一p(TGF—p)、

剪切型胶原，降解凝胶型胶原、弹性蛋白及Ⅱ，一蛋

白酶抑制剂，有助于上皮细胞穿透基底膜，参与中

性粒细胞跨膜移行。研究显示，多器官功能障碍综

合征(MODS)动物体内MMP一9明显升高，是MODS

的标志物¨3I。MMP一9也参与了ALI和肺纤维化的

发病过程。研究表明，ALI大鼠肺组织中MMP一9、

MMP一2基因表达和血清MMP一9、MMP一2含量明显

升高¨4|。Tomita等¨纠研究也发现，PQ中毒小鼠肺

组织MMP一1仪、MMP一12、MMP一9基因表达上调。

MMP一9同样也参与了ALI的发生过程，其在高氧导

致ALl小鼠体内表达上调¨6。。Ruiz等。17 o研究显

示，在PQ致肺纤维化小鼠模型中，不同阶段MMPs

有不同变化，MMPs与TIMP之间不平衡，过度胶原

分解和肺泡上皮凋亡参与了PQ导致肺纤维化的发

生过程。MMP一9与肿瘤坏死因子一d(TNF一仅)、

TGF—B和白细胞介素一10(IL一10)构成复杂的细胞

因子网络，参与肺脏炎症反应过程。研究表明，PQ

中毒48 h患者血清TGF—B、TNF一仪、IL一10明显升

高，并伴有早期肝‘肾功能损害和肺损伤的表现。1 8I。

这些研究均表明MMP一9通过与炎性细胞因子构成

网络，降解ECM等，参与ALI和肺纤维化过程。

本研究通过检测口服PO中毒患者PBMCs中

MMP一9基因表达情况和血清MMP一9含量发现，

P0中毒患者PBMCs中MMP一9基因表达和血清

MMP一9含量均明显高于健康对照组，且死亡组患者

升高更为显著。杨润秀等¨州研究发现，PQ中毒患

者血清MMP一9含量在人院时及中毒7、14、28 d均

较健康对照组明显升高。赵岩‘2叫研究也发现，PO

中毒死亡组患者MMP一9、TNF—d、IL一6较存活组

明显升高。本研究显示，PQ中毒患者服毒量、血清

PQ水平与MMP一9水平呈正相关，说明PQ可以导

致患者体内MMP一9基因激活。随着PQ诱发的炎

性细胞因子网络的激活，MMP一9基因表达量也逐

渐增加，同时伴随MMP一9含量升高，而过度激活的

MMP一9基因表达也与P0中毒患者的病情严重程度

有关。ROC曲线分析显示，MMP一9基因表达和血

清含量可以预测PQ中毒患者预后，人院1 d MMP一9

基因表达超过O．90，人院3 d血清MMP一9含量超过

904．36¨g／L预测死亡的敏感度均为80．00％，特异度

分别为63．64％和72．73％，说明能较好地预测PQ

中毒患者的预后。

综上所述，监测PQ中毒患者PBMCs中MMP一9

基因表达和血清MMP一9含量，有助于判断PQ中毒

患者的预后，以指导下一步治疗。
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