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血必净对百草枯中毒所致肺纤维化
过程中Smads信号蛋白的影响
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　　[摘要]　目的:观察血必净对百草枯(PQ)所致肺纤维化过程中Smads蛋白的影响,初探血必净对肺纤维化

的干预机制。方法:将SPF级 C57BL/6J小鼠分为①正常对照组:予以腹腔注射等量生理盐水;②模型组(PQ
组):腹腔一次注射18mg/kg剂量PQ;③血必净干预组:腹腔一次注射18mg/kg剂量 PQ;0.5h后小鼠尾静脉

注射50ml/kg血必净注射液(以后1次/d)。分别于第3、7、14天处死小鼠采集标本进行检测。苏木精-伊红染色

观察肺组织病理改变;Westernblot检测肺组织Smad2/3、p-smad2/3、Smad7蛋白的表达;RT-PCR检测Smad7
mRNA表达。结果:①正常组小鼠肺组织苏木精-伊红染色肺泡结构正常,肺泡及间质区域无充血或炎性细胞浸

润;模型组肺泡闭塞,肺泡腔面积减少,存在片状实变区域;血必净干预3d组肺组织弥漫性出血减少,有少量胶

原沉积在细支气管周围;血必净干预7d组肺组织充血及出血较严重,部分闭塞,肺泡壁增厚明显,可见纤维细胞

增殖、胶原沉积于血管及支气管周围;血必净干预14d组肺结构破坏明显,形成纤维块或纤维束,说明血必净早

期干预对肺组织改善的效果明显;②模型组Samds信号蛋白p-smad2/3、Smad7表达上调,血必净干预后可不同

程度地下调p-smad2/3高表达,增强Samd7的表达,血必净干预3d组作用较为显著。结论:成功构建百草枯所

致小鼠肺纤维化模型,血必净可作用于Smads信号转导通路正、负反馈环路中的Smad2/3、Smad7关键信号蛋

白,早期部分阻抑百草枯所致肺纤维化的进展。
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　　Abstract　Objective:ToobservetheeffectsofXuebijingontheexpressionofSmadssignalingproteininpa-
raquat-inducedpulmonaryfibrosisandinvestigatethetreatmentofXuebijinginpulmonaryfibrosis.Method:Wedi-
videdSPFgradeofC57BL/6Jmouseintofivegroups:Thecontrolgroup:intraperitonealinjectionofsalinesolu-
tion;Modelgroup:intraperitonealinjectionofPQ18mg/kg;XuebijingInterventiongroup:afterintraperitonealin-
jectionofPQ18mg/kgfor30min,thetailintravenousinjectionofXuebijing50mg/kg(Onceadayinthefu-
ture).After3,7,14days,miceweresacrificedandlungtissueswerecollected.UsingHEstainingtoobservepatho-
logicalchangesinthelungtissue.WesternblotwasusedtodetecttheexpressionofSmad2/3,p-smad2/3and
Smad7.Smad7mRNA expression wasdetectedby RT-PCR.Result:①Lungtissuesectionsfrom controlrats
showednoevidenceofinflammation,edemaorepithelialdamage.Asexpected,lungtissuesectionsfromPQ mice
showedextensivecellularthickeningofinteralveolarsepta,interstitialedema,increasedinterstitialcellswithafi-
broblasticappearance,andalveolarspaceareareduction.AftertreatmentwithXuebijingfor3days,wefoundthat
Xuebijingcouldattenuatediffusehemorrhage;injuryareasandcollagendepositionweredramaticallyreduced.In
Xuebijingintervention7daysgroupand14daysgroup,stillshowedextensivecellularthickening,increasedinter-
stitialfibrosisandexcessivecollagendeposition.TheresultsofHEstainingindicatedthatXuebijingcouldattenuate
lunginjuryinducedbyparaquatintheearlyinterventionphase.②Theexpressionsofp-smad2/3wereup-regulated
inPQ
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group,butXuebijinginducedtheexpressionsofp-smad2/3decreasedandpromotedtheexpressionofSamd7.Xue-
bijinginterventionfor3daysgroupsignificantlyaffectedtheexpressionsofp-smad2/3andsamd7.Conclusion:

XuebijingcouldaffecttheexressionsofkeysignalingproteinSmad2/3,Smad7inthepositiveandnegativefeedback
loopsofSmadssignaltransductionpathway,anditcouldinhibitparaquat-inducedpulmonaryfibrogenesisinearlyphase.

Keywords　Xuebijinginjection;paraquat;pulmonaryfibrosis;smadssignalingprotein

　　百草枯(paraquat,PQ)又名对草快,化学名为

1,1'-二甲基-4,4'-联吡啶,分子式 C12H14N2Cl2,无
色,吸湿性晶体,几乎不溶于有机溶剂,在碱性环境

中迅速水解,中性及酸性环境中相对稳定,属于有

机杂环类触杀、灭生型高毒性除草剂,对人畜均有

很强毒性。首例报道 PQ 中毒死亡以来,其高达

50%~80%的病死率引起了临床的广泛关注〔1〕。
目前,急性PQ 中毒以物理治疗为主,包括洗胃、导
泻、活性碳吸附、血液净化等,尚无特效解毒药。国

内外学者致力于减轻肺纤维化的研究,以寻求降低

高病死率的突破口。
我科近年来运用血必净治疗百草枯中毒肺纤

维化取得了一定的疗效,但具体作用机制尚不明

确。近年对致肺纤维化起关键作用的细胞转化生

长因子-β1(TGF-β1)的研究中,其下游Smads信号

蛋白被认为与纤维化关系最为密切〔2〕。但 Smads
信号蛋白和 PQ 所致的肺纤维化的关系目前研究

很少。在本研究中,将利用 PQ 致小鼠肺间质纤维

化模型,分析血必净对肺纤 维 化 过 程 中 肺 组 织

Smads信号蛋白的影响,初探血必净干预肺纤维的

机制。
1　材料与方法

1.1　实验动物

SPF 级 C57BL/6J 小 鼠,4~8 周 龄,体 质

量22~25g,南京大学实验动物中心提供(SCXK-
苏2008-0010)。
1.2　主要试剂和仪器

PQ 粉剂购自 Sigma公司;血必净注射液(天
津红 日 药 业 有 限 公 司,批 号:08121001);兔 抗

Smad7、Smad2/3、p-smad2/3、β-Actin 抗 体 (Gib-
co);IgG二抗(Gibco);cDNA 双链合成试剂盒(南
京联科 生 物);TRIZOL 试 剂 (南 京 联 科 生 物);
Westernblot显色液(密理博);石蜡切片机(LEI-
CASM2010R);Westernblot凝胶成像仪(美国,
BIO-RAD);酶标 分 析 仪 (北 京 达 山);实 时 定 量

PCR循环仪等。
1.3　实验方法与分组

①正常组:腹腔注射等量生理盐水;② 模型组

(PQ组):按18mg/kg的剂量腹腔注射PQ;③ 血

必净干预3d、7d、14d组:腹腔一次注射18mg/kg
剂量PQ;0.5h后小鼠尾静脉注射50ml/kg血必

净注射液(以后1次/d)。于第3、7、14天断颈处死

C57BL/6J小鼠采集标本进行检测。

1.4　观察项目

1.4.1　肺组织病理苏木精-伊红染色　光镜下观察

肺泡结构完整清晰程度,肺泡间隔增宽及充血程

度,肺泡壁薄厚程度,炎性细胞浸润及出血情况,是
否伴有纤维组织的沉积。
1.4.2　 Smad2/3、p-smad2/3、Smad7 蛋 白 的

表达　Westernblot法。取肺组织200mg,碾碎、
细胞裂解,低温4℃15000r/min,离心15min,提
取组织蛋白。提取同等量蛋白,经 SDS-PAGE 抗

体凝胶电泳、转膜,分别加兔抗Smad2/3(1∶200)、

p-smad2/3(1∶200)、Smad7(1∶200)、β-Actin(1
∶1000)多克隆抗体。IgG 二抗(1∶6000)室温孵

育1h,洗膜、凝胶成像,对凝胶成像图片进行分析。
1.4.3　Smad7基因的表达　实时定量-PCR 法。
提取RNA;从 GenBank中查阅引物与探针序列;
cDNA合成与RT-PCR:实时检测扩增过程中的激

发荧光强度变化;定量曲线的描述。

表1　PCR引物合成序列

引物名称 引物序列 产物长度

β-actin 正义:5-GCAGAAGGAGATTAC-
TGCCCT-3

136bp

反义:5-GCTGATCCACATCTG-
CTGGAA-3

Smad7 正义:5-ACCCCCATCACCTTAG-
TCG-3

73bp

反义:5-AAATCCATCGGGTAT-
CTGGA-3

1.5　统计学处理

使用SPSS17.0统计软件对所有数据进行分

析;组间比较采用单因素方差分析或t检验,以P<
0.05为差异有统计学意义。
2　结果

2.1　肺组织病理的改变

正常对照组小鼠肺组织苏木精-伊红染色肺泡

结构清晰无异常,肺泡、间质区域无组织充血及炎

性细胞的浸润(见图1a);模型组存在肺泡大量闭

塞,存在片状实变区、肺泡腔有效面积明显减少(见
图1b);血必净干预3d组的肺组织弥漫性出血减

少,细支气管周围有少量胶原沉积(见图1c);血必

净干预7d组肺组织充血及出血较严重,伴有纤维

细胞 的 增 殖、可 见 胶 原 沉 积 于 细 支 气 管 周 围

(见图1d);血必净干预14d组的肺结构破坏显著,
可见部分纤维块、纤维束(见图1e)。
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a:正常对照组;b:模型组;c:血必净3d组;d:血必净7d组;e:血必净14d组。
图1　各组小鼠肺组织病理苏木精-伊红染色(×200)

2.2　肺组织Smads信号通路相关蛋白的表达

2.2.1　 Smad2/3、Smad7、p-smad2/3 蛋 白 的

表达　各组Smad2/3均有少量表达;正常对照组

的psmad2/3呈弱表达,模型组表达增加;血必净干

预3d、7d、14d组p-smad2/3的表达略强于正常

对照组,弱于模型组;正常组的 Smad7呈弱表达,
模型组表达较正常对照组略增加,血必净干预3d、
7d、14d组的p-smad2/3表达强于模型组与正常

组。蛋白 表 达 灰 度 值 统 计 分 析 后 相 比,各 组

Smad2/3表达的差异无统计学意义,p-smad2/3、
Smad7模型组、血必净干预组与正常对照组;血必

净干预组与模型组;p-smad2/3血必净干预7、14d
组与血必净干预3d组;Smad7血必净干预14d组

与血必净干预3d组差别有统计学意义(P<0.05)
(见图2、3)。

图2　各组小鼠肺组织Smads信号蛋白的表达

与正常对照组比较,1)P<0.05;与模型组比较,2)P<0.05;
与血必净14d比较,3)P<0.05。

图3　各组小鼠肺组织Smads信号蛋白表达灰度值

2.2.2　Smad7基因的表达　与正常对照组比较,
模型组的Smad7基因表达量略有增强(P<0.05);
血必净干预组的表达高于 模 型 组,以 血 必 净 干

预3d组变化最为显著,组间比较差异有统计学意

义(P<0.05)(见表2)。

表2　各组小鼠肺组织Smad7mRNA实时PCR2-△Ct值

n=6,■x±s

组别 Smad7mRNA
正常对照组 1.01±0.03
模型组 1.09±0.021)

血必净3d组 2.30±0.231)2)

血必净7d组 1.18±0.121)2)3)

血必净14d组 1.12±0.081)3)

　　与正常对照组比较,1)P<0.05;与模型组比较,2)P<
0.05;与血必净3d组比较,3)P<0.05。

3　讨论

有研究报道依达拉奉〔3〕、乌司他汀〔4〕可减轻

PQ引起的组织过氧化损伤,认为通过调节抑制某

些炎性因子分泌来达到减轻肺纤维化的目的,但目

前尚未有定论。Li等〔5〕发现普萘洛尔在肺组织可

以阻抑PQ对肺组织的损害。Song等〔6〕通过动物

实验研究表明,赖诺普利通过降低大鼠肺组织中羟

脯胺酸含量来发挥其抗纤维化的作用。
在祖国传统医学领域,目前关于银杏叶、黄芩

苷〔7〕、贯叶连翘提取物〔8〕、姜黄素〔9〕等中药或中药

成分防治PQ中毒的国内报道逐渐增多,寻求中医

药治疗 PQ 中毒已成为研究热点。此外李晓岚

等〔10〕发现血必净注射液可以减少血小板聚集,减少

炎性渗出,促进炎症吸收;其认为血必净联合 HP
治疗早期的急性PQ中毒可以更加有效保护PQ对

重要脏器的损害,降低PQ中毒的病死率。
血必净注射液是由红花、当归、川芎、赤芍、鱼

腥草、丹参等提取而成的中药注射剂,目前临床上

大多运用于急危重症如全身炎症反应征等的治疗,
具有溃散毒邪、疏通经络、活血化瘀的作用,其有效

成分为红花黄色素 A、丹参素、阿魏酸、芍药苷、川
芎嗪等。研究认为红花黄色素 A 有利于降低毛细

血管通透性,还能使组织增加耐缺氧的能力;阿魏

酸、川芎嗪能有效清除氧自由基及抗氧化,对组织

纤维化有一定的防治作用;丹参素可拮抗内毒素、
抗氧化及清除氧自由基;芍药苷能够调节血栓素

A2/前列环素I2的平衡。有学者实验研究得出血

必净具有强效拮抗内毒素的作用,其机制是通过诱
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导单核-巨噬细胞产生内源性炎性介质失控性释放

的作用,从而清除氧自由基、降低毛细血管通透性,
抑制细胞外基质的沉积,从而改善组织纤维化程

度,抑制纤维化发展〔11-12〕。
TGF-β1是公认的致纤维化因子,而在 TGF-β1

调控的多种信号转导通路中,尤以 TGF-β1/Smads
信号转导通路最为重要,目前研究认为 Smad2/3
磷酸化是 TGF-β1/Smads通路被激活的标志,而

Smad7是其负反馈环路的信号蛋白,可通过竞争性

的结合TGF-βⅠⅡ受体,阻抑Smad-2/3的磷酸化,
进而减轻或阻抑组织、器官纤维化的发生〔13-14〕。

p-smad2/3表达的多少是 TGF-β1/Smads通路被

激活程度的标志。从本研究来看,正常组肺组织p-
Smad2/3、Smad7表达均相对弱,而模型组表达增

高,提示 TGF-β1/Smads信号转导通路在正常的肺

组织处于非激活状态,百草枯可使肺组织 TGF-β1/
Smads信号激活,Smad2/3被活化为p-Smad2/3。
不同时间段血必净干预后,肺组织p-Smad2/3的表

达亦有减弱,提示血必净在 一 定 程 度 上 可 抑 制

Smad2/3的磷酸化。
研究认为Smad7是 TGF-β1/Smads信号转导

通路的负反馈环路的重要信号蛋白,可竞争性地阻

止 Smad-2/3 的 磷 酸 化。 不 难 看 出 模 型 组 p-
Smad2/3表达上调,同时Smad7的表达相应上调,
但上调不及p-Smad2/3明显,笔者认为同等条件下

p-Smad2/3、Smad7蛋白表达的失调,可能是导致

组织纤维化发生的原因之一,Schiffer等〔15〕的研究

结果亦是认为如此。不同时间段血必净干预后,在
下调p-Smad2/3表达的同时,Samd7的表达亦增

强,血必净干预3d作用更为显著,提示血必净还有

上调Smad7的作用,从而反竞争性地阻止Smad-2/
3的磷酸化,早期用药效果更明显。

综上所述,本实验研究证实了一次性腹腔注射

PQ能够成功构建肺纤维化模型,其作用机制可能

与Smads信号转导通路的激活有关,而血必净很可

能通过作用于Smads信号转导通路正、负反馈环路

中的Smad7、Smad2/3信号蛋白,早期部分阻抑PQ
所致肺纤维化的进展。
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