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内质网应激在百草枯上调缺氧
诱导因子1α中的作用∗

黄赛1　孟潇潇1　谢晖1　王金凤1　朱勇1　王瑞兰1　陆伦根2

　　[摘要]　目的:探讨内质网应激在百草枯(PQ)上调缺氧诱导因子1α(HIF-1α)中的作用。方法:将60只雄性

SD大鼠按照随机数字表法分为对照组(10只)和染毒组(50只),染毒组按照50mg/kg的标准将20%的 PQ 用

生理盐水稀释到1ml进行一次性灌胃,于灌胃后2、6、12、24、48h处死动物取肺组织。提取肺组织总蛋白,采用

WesternBlotting检测 HIF-1α和内质网应激标志物 GRP78、XBP1的表达。选择 ERS抑制剂4-苯基丁酸进行预

处理,再施以PQ暴露,WesternBlot和免疫荧光检测肺组织中 GRP78及 HIF-1α的表达。结果:染毒后2h肺组

织中 HIF-1α、GRP78和 XBP1蛋白表达均较对照组明显升高,随时间延长,逐步增高。采用4-苯基丁酸抑制处理

后,与PQ处理组比较,大鼠肺组织中 GRP78、HIF-1α表达减少。结论:PQ进入肺组织后,可能通过诱导 ERS上

调 HIF-1α的表达参与肺纤维化。
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　　Abstract　Objective:Toinvestigatetheroleofendoplasmicreticulumstressinparaquat-inducedhypoxia-in-
duciblefactor1αup-regulation.Method:60healthySprague-Dawleyratswererandomlydividedintocontrolgroup
(n=10)andparaquatpoisoninggroup(n=50).Thecontrolgroupwastreatedwithsaline,andtheparaquatpoi-
soninggroupwerereceivedintragastricinfusionof20% paraquatsolution(50mg·kg-1).Ratsofparaquatpoi-
soninggroupweresubsequentlydividedintofivesubgroups(n=10)andlungtissueswerecollectedat2h,6h,12
h,24h,48hafterparaquatpoisoning.HIF-1αandendoplasmicreticulum stress markers,including GRP78,

XBP1weremeasuredbyWesternBlot.Aftertreatingwithanendoplasmicreticulumstressinhibitor4-Phenybutyric
acid,wethenmeasuredtheexpressionofGRP78andHIF-1αbyWesternBlotandimmunofluorescence.Result:

HIF-1αandendoplasmicreticulumstressmarkers,includingGRP78,XBP1weresignificantlyincreasedat2h,and
increasedwithtimes.WesternBlotandimmunofluorescenceresultsshowedthat4-Phenybutyricacidsignificantly
decreasedthelevelsofGRP78andHIF-1α.Conclusion:Ourstudydemonstratedthatparaquatpoisoningcouldup
regulatetheHIF-1αlevelviaendoplasmicreticulumstress.
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　　百草枯(paraquat,PQ)是全球广泛使用的除草

剂,人畜中毒后病死率极高。肺是其作用的主要靶

∗ 基金 项 目:国 家 自 然 科 学 基 金 资 助 项 目(No:81272071,
No:81471891)

1上海交通大学附属第一人民医院危重病科(上海,201602)
2上海交通大学附属第一人民医院消化科
通信作者:王瑞兰,E-mail:wangyusun@hotmail.com

陆伦根,E-mail:lungenlu1965@163.com

器官,可以引起广泛的肺间质纤维化,影响气体交

换,患者最终死于缺氧〔1-2〕。然而,PQ 中毒导致肺

纤 维 化 的 发 生 机 制 尚 不 明 确。 缺 氧 诱 导 因

子 HIF-1是由α和β亚单位组成的异构二聚体,而
HIF-1的生理活性主要取决于 HIF-1α亚基的活性

和表达〔3〕。HIF-1α通过多种途径调节人体许多组

织(肝脏、肾脏、心脏等)的纤维化过程〔4〕,在PQ 中
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毒中,HIF-1α的高表达与肺纤维化关系密切。既

往研究显示,低氧是上调 HIF-1α的主要因素,然而

笔者前期工作发现 PQ 中毒2h后大鼠肺组织中

HIF-1α表 达 明 显 增 高,而 低 氧 则 发 生 在 中 毒

后6h〔5〕。因此本研究主要探讨 PQ 上调 HIF-1α
的可能因素,为寻找PQ 中毒的治疗靶点提供理论

和实验依据。
1　材料与方法

1.1　动物分组与模型制备

清洁级SD雄性大鼠60只,体重(250±30)g,
由中科院上海实验中心提供。实验动物许可证号:
SYXK(沪)2009-0086,实验地点上海市第一人民医

院动物实验中心。将60只大鼠自由摄食摄水,在
同等条件下饲养1周,随机分为:对照组(10只),生
理盐水1ml一次性灌胃;染毒组(50只),将20%
的PQ溶液按照50mg/kg标准用生理盐水稀释到

1ml进行一次性灌胃,灌胃后按照不同时间随机分

为5个亚组,每组10只。实验中严格观察并记录

动物的表现,观察指标:出现食欲下降、反应迟钝、
毛发蓬松、鼠尾发绀、呼吸困难、行走不稳、不能支

持体重、易捕捉等标准选择染毒组模型动物,剔除

中毒症状不明显的动物〔6〕。由于各染毒组均有剔

除和死亡的大鼠,最终每组选择5只大鼠纳入实

验。染毒组于2、6、12、24、48h后腹腔注射戊巴比

妥钠(50mg/kg)进行麻醉,腹主动脉放血处死,取
肺组织进行后续指标检测。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。
1.2　主要试剂

20%的PQ溶液(英国先正达有限公司),BCA
蛋白试剂盒(江苏碧云天生物技术研究所),HIF-1α
抗体(Novus,美国),GRP78抗体(Thermo,美国),
XBP1抗体(Abcam,美国),β-actin 抗体(Abcam,
美国),4-苯基丁酸(Sigma,美国),羊抗兔二抗(Bi-
omart,中国)。
1.3　检测指标及方法

1.3.1　标本采集与处理　打开胸腔,观察肺的形

态,夹闭右侧肺门,用冲洗针插入心尖,剪破右心

耳,冲洗左肺循环至肺变白。取左侧肺叶置于液氮

中,留作 WesternBlotting检测;右侧肺叶冻存于

甲醛溶液中固定用作免疫化学检测。
1.3.2　WesternBlotting方法检测肺组织中 HIF-
1α、GRP78、XBP1蛋白的表达　提取肺组织中总蛋

白,采用BCA法检测蛋白的浓度。每孔加入12μg
样品,采用8%的十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶

电泳(SDS-PAGE)电泳分离,300mA 恒定电流进

行转膜(冰上),采用5%的牛奶-磷酸盐吐温缓冲液

(PBST)进行封闭(1h)。一抗4℃孵育过夜(HIF-
1α的浓度为1∶1000,GRP78的浓度为1∶1000,

XBP1的 浓 度 为 1∶800);二 抗 室 温 孵 育 1h。
PBST洗涤3次,10min/次。采用ECL显影。
1.3.3　免疫荧光检测　取右肺下叶以甲醛溶液固

定,冰 冻 切 片,抗 原 修 复 20 min,羊 血 清 孵

育30min,一抗孵育4℃过夜,37℃复温1h。二抗

室温避光孵育2h,DAPI染核5min,封片,显微镜

下观察。
1.4　统计学处理

所有数据均采用SPSS11.0软件进行统计分

析,多组之间比较采用单因素方差分析(one-way
ANOVA),两两比较采用SNKq检验,以P<0.05
为差异有统计学意义。
2　结果

2.1　肺组织中 HIF-1α蛋白表达

WesternBlotting检测显示,大鼠染毒2h后

肺组织中 HIF-1α表达明显增高,且随着时间的延

长进行性升高(见图1)。染毒组各时间点 HIF-1α
表达水平与对照组比较差异有统计学意义(P<
0.05或P<0.01)。

与对照组比较,1)P<0.05,2)P<0.01。

　　图1　百草枯染毒后不同时间点大鼠肺组织中 HIF-1α
蛋白表达

2.2　肺组织中 GRP78、XBP1蛋白表达

WesternBlotting检测显示,大鼠染毒2h后

肺组织中 GRP78、XBP1表达明显增高,且随着时

间的延长进行性升高(见图2)。染毒组各时间点

GRP78、XBP1表达水平与对照组比较差异有统计

学意义(P<0.05或P<0.01)。
2.3　4-苯基丁酸对内质网应激的影响

WesternBlotting和免疫荧光检测显示,4-苯

基丁酸可以明显抑制内质网应激标志物 GRP78的

表达(见图3),且染毒组比较差异有统计学意义

(P<0.05或P<0.01)。
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与对照组比较,1)P<0.05,2)P<0.01。
图2　百草枯染毒后不同时间点大鼠肺组织中GRP78、XBP1蛋白表达

2.4　4-苯基丁酸对 HIF-1α表达的影响

WesternBlotting和免疫荧光检测显示,4-苯

基丁酸可以明显抑制 HIF-1α的表达(见图4),与
染毒组比较差异有统计学意义(P<0.05或P<
0.01)。
3　讨论

百草枯(paraquat,PQ)是全球广泛使用的除草

剂,人畜中毒后病死率极高。肺是其作用的主要靶

器官,PQ中毒后迅速蓄积于肺内,肺内PQ 浓度是

血浆中的6~10倍,PQ 可以迅速破坏肺的实质细

胞,引起肺出血、水肿,最终引起肺纤维化,患者最

终死于肺纤维化。到目前为止,PQ 中毒没有特殊

解毒药物,治疗措施有限,患者病死率高达50%~
80%〔7〕。因此深入探讨 PQ 中毒导致肺纤维化的

发生机制具有重要的意义。
缺氧诱导因子 HIF-1是由α和β亚单位组成

的异构二聚体,而 HIF-1的生理活性主要取决于

HIF-1α亚基的活性和表达。HIF-1α通过多种途

径调节人体许多组织(肝脏、肾脏、心脏)的纤维化

过程〔8-9〕,研究表明,敲除 HIF-1α基因后可以明显

减轻 小 鼠 肝 纤 维 化 的 程 度〔10〕。在 PQ 中 毒 中,
HIF-1α的高表达与肺纤维化关系密切,因此研究

HIF-1α的发生机制具有重要的意义〔5,11〕。既往研

究显示,低氧是上调 HIF-1α的主要因素,其调节主

要是发生在转录后的调节,通过羟基化、泛素化、乙
酰化及磷酸化等使 HIF-1α可以稳定表达与活化。
然而笔者发现PQ 中毒2h后大鼠肺组织中 HIF-
1α表达明显增高,而低氧则发生在中毒后6h。因

此,笔者推测在PQ 中毒中,HIF-1α的上调并不是

通过缺氧诱导的。近几年来的研究表明在常氧条

件下,HIF-1 也 可 以 被 激 活,并 参 与 炎 症 反 应

的调节〔12-13〕。
目前研究显示内质网应激与机体多种疾病的

发生密切相关,如神经系统变性疾病、糖尿病、病毒

感染性疾病等,近年来发现内质网应激与化学毒物

对机体毒性损伤的发生发展密切相关〔14-16〕。低浓

度的PQ刺激可以引起肺泡上皮细胞发生内质网

应激,表现为分子伴侣 GRP78、GRP94增加〔17-18〕,
同时在笔者的实验中也证实了 PQ 中毒可以引起

大鼠肺组织发生内质网应激。Chen等〔19〕研究发

现,在三阴乳腺癌(TNBC)中,XBP1通过装配一个

含低氧诱导因子1α(HIF1-α)的转录复合物,借助

RNA聚合酶Ⅱ招募来调节 HIF1-α靶标的表达,促
进TNBC的发生发展,而笔者前期研究发现 HIF-
1α在PQ致肺纤维化中发挥重要的作用。同样,在
LPS诱导的肺炎中,抑制内质网应激后可以通过调

控 HIF-1α信号通路减轻肺炎的程度〔20〕。但是内

质网应激在PQ上调 HIF-1α的表达中的作用尚未

见报道。
为了验证这一假设,笔者选择内质网应激抑制

剂4-苯基丁酸(4-PBA)进行干预,抑制PQ 引起内

质网应激的程度,检测 HIF-1α的变化。4-PBA 是

一种分子伴侣,可以抑制内质网应激,使错误或未

折 叠 蛋 白 进 行 正 确 的 折 叠〔21〕。 笔 者 研 究 证

实,4-PBA可以抑制 PQ 引起内质网应激的程度,
同时可以抑制 HIF-1α的产生。内质网应激作为一

种亚细胞水平上的保护措施,早期通过诱导未折叠

蛋白反应,保护细胞不致发生死亡,但是却引起细

胞表型的变化,表现为上皮细胞去分化,失去细胞

极性及上皮细胞标志,而间质细胞标志表达增加,
并获得迁移能力,即 EMT,但是其具体机制不清

楚〔22〕。
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结合研究结果,笔者认为在PQ中毒中,内质网应激

与 N组比较,1)P<0.01,2)P<0.05;与 PQ 组比较,3)P<
0.05。

A:WesternBlotting检测结果;B:免疫荧光检测结果。
图3　4-苯基丁酸对GRP78、XBP1表达的影响

与 N组比较,1)P<0.05,2)P<0.01;与 PQ 组比较,3)P<
0.05。

A:WesternBlotting检测结果;B:免疫荧光检测结果。
图4　4-苯基丁酸对HIF-1α表达的影响

可能通过上调 HIF-1α的表达参与肺纤维化中,但
是其具体机制需要进一步探讨。这可能有利于对

于早期针对 HIF-1α上游靶点进行治疗,可能减轻
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EMT的发生,进而有利于 PQ 中毒致肺纤维化的

救治。
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“黏”与“粘”的使用规范

　　“黏”与“粘”在使用中容易混淆,是常有的事。根据第5版的《现代汉语规范词典》的注解,这2个字是

有区别的。这2个字不仅读音不同、字形不同,用法也有差异。《现代汉语规范词典》中将“粘”标为动词,
“黏”标为形容词。表示动作,用“黏”的东西使物体连接起来,应选择“粘”,如粘信封、粘连、粘附;像糨糊或

胶水等所具有的、能使一个物体附着在另一物体上的性质,用“黏”,如黏附分子,这胶水很黏,麦芽糖黏在一

块儿了。
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