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罗氟司特对百草枯诱导的小鼠肺、肝、肾
组织损伤与纤维化的抑制作用

陈　妍，贺利利，罗钰龙，林　锋，黄志强，彭　维，苏薇薇，李沛波
（中山大学生命科学学院，广东 广州 ５１０２７５）

摘　要：为研究罗氟司特对百草枯 （ｐａｒａｑｕａｔ，ＰＱ）中毒诱导的小鼠肺、肝、肾等器官组织损伤与纤维化的抑
制作用，用昆明种小鼠腹腔注射 ＰＱ２０ｍｇ／ｋｇ造模，给药组每天灌胃５ｍｇ／ｋｇ地塞米松或罗氟司特，共给药
２１ｄ，造模结束后手术分离小鼠肺、肝、肾等器官，进行 ＨＥ染色和 Ｍａｓｓｏｎ染色分析，观察肺、肝、肾等器官
组织损伤和纤维化变化。结果发现腹腔注射ＰＱ２０ｍｇ／ｋｇ显著诱导了小鼠肺、肝、肾等器官的组织损伤与纤维化
病变。罗氟司特组小鼠每天给予罗氟司特５ｍｇ／ｋｇ持续２１ｄ后，ＰＱ诱导的小鼠肺、肝、肾组织损伤与纤维化程
度均明显减轻。实验结果表明罗氟司特对ＰＱ诱导的小鼠肺、肝、肾等器官组织损伤与纤维化具有明显的抑制作
用。
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　　百草枯 （ｐａｒａｑｕａｔ，ＰＱ），化学名称为１，１二
甲基４，４联吡啶二氯化物，是一种在欧美与亚洲
广泛应用的除草剂［１］。ＰＱ对人体与动物均具有极
强的毒性，目前临床尚无有效的解毒药物。近年来

因误食或自杀口服ＰＱ造成人和动物急性中毒与死
亡的案例越来越多［２］。ＰＱ摄入后能分布于哺乳动

物机体各组织，主要蓄积在肺、肝、肾等器官，而

最终导致其氧化损伤与纤维化病变［３］。呼吸道中

的氧气会增加ＰＱ诱导的活性氧自由基产生，加重
氧化应激诱导的肺损伤，从而造成肺泡塌陷、血管

渗漏与纤维化病变。ＰＱ中毒还能造成肝血管破坏
与堵塞、肝细胞坏死以及肾小管破坏与肾小球坏死
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等病变［４］。

ＰＱ诱导的纤维化是继氧化应激后在多种诱导
因子如ＩＬ－１３、ＴＮＦ－α、ＴＧＦ－β等诱导下的成
纤维细胞活化及其对受损机体的异常修复。环氧合

酶 （ＣＯＸ－２）或前列腺素受体基因敲除的小鼠在
百草枯与博来霉素的诱导下更易产生严重的肺纤维

化，而环腺苷酸 （ｃＡＭＰ）及其结构类似物的含量
上升均能显著缓解气道滴注博来霉素诱导的仓鼠肺

纤维化，表明ｃＡＭＰ在抑制纤维化发生的过程中发
挥了重要的作用［５－６］。

罗氟司特是一种磷酸二酯酶４（ｐｈｏｓｐｈｏｄｉｅｓｔｅｒ
ａｓｅ４，ＰＤＥ４）选择性抑制剂，具有有效抑制
ｃＡＭＰ水解，提高细胞内 ｃＡＭＰ含量的作用［７］。罗

氟司特对临床哮喘与慢性阻塞性肺病患者具有显著

疗效［８－１１］。结果表明：罗氟司特能显著抑制中性

粒细胞与血管内皮细胞的粘附，抑制中性粒细胞弹

性蛋白酶、髓过氧化物酶、金属基质蛋白酶、白三

烯Ｂ４以及活性氧自由基的释放；能显著抑制嗜酸
性粒细胞、淋巴细胞与单核细胞的增殖及其细胞因

子的分泌；还能显著抑制肺动脉平滑肌细胞的增殖

以及气道上皮细胞 ＭＵＣ５ＡＣ基因的表达。除此之
外，罗氟司特还能够显著缓解烟熏７个月诱导的小
鼠肺气肿，减少卵白蛋白反复激发６周诱导的哮喘
小鼠肺间质胶原沉积以及抑制慢性缺氧２１天诱导
的小鼠肺动脉平滑肌增生。

近期研究结果表明：罗氟司特能够抑制博来霉

素诱导的小鼠急性肺损伤以及肺纤维化，而且证实

这种作用与提高 ｃＡＭＰ含量，促进前列腺素
（ＰＧＥ２）的合成相关［１２］。本研究旨在通过构建百

草枯诱导的小鼠肺、肝、肾组织纤维化模型，探索

罗氟司特对百草枯诱导的小鼠肺、肝、肾组织损伤

与纤维化的抑制作用。

１　材料与仪器
１１　实验动物

昆明种小鼠，ＳＰＦ级，雌雄各半，体质量 １８
～２２ｇ，２４只，由广东省医学实验动物中心提供。
合格证号：ＳＣＸＫ （粤）２００３－０００２粤鉴证字
２００８Ａ０２２。
１２　试剂与材料

罗氟司特 （Ｒｏｆ）；由海利来医药科技有限公
司提供，批号：２０１１０５１９，纯度 （ｗ）大于 ９９％；
百草枯 （ＰＱ）：ｓｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ，货号８５６１１７，纯度
（ｗ）大于９８％；地塞米松：广东华南制药厂，批
号２０１１０５０４。

２　方　法
２１　动物分组与造模

昆明种小鼠２４只，ＳＰＦ级，体质量１８～２２ｇ，
购自广东省医学实验动物中心，动物合格证号为：

ＳＣＸＫ（粤）２００３－０００２粤鉴证字 ２００８Ａ０２２。小
鼠饲养１周适应环境后，随机分成以下４组，每组
６只：空白对照组、ＰＱ组、ＰＱ＋地塞米松组 ５
ｍｇ／ｋｇ组 （ＰＱ＋Ｄｅｘ）、ＰＱ＋罗氟司特５ｍｇ／ｋｇ组
（ＰＱ＋Ｒｏｆ）。

具体造模方法如下：除空白组小鼠外，其余各

组小鼠分别在第１天时腹腔注射 ＰＱ２０ｍｇ／ｋｇ造
模。在造模过程中，除空白组小鼠外，其余各组小

鼠每天灌胃给与各受试药物或生理盐水，每天给药

１次，共给药２１ｄ。
２２　样本收集与染色切片分析

造模结束后，各组小鼠分别腹腔注射 ｗ＝
３５％水合氯醛麻醉，并通过摘眼球法放血处死小
鼠，然后四肢仰卧位固定于实验台上，手术分离小

鼠肺叶、肝脏与肾后分别浸泡于 φ＝１０％中性福尔
马林溶液中进行脱水，并经石蜡固定后切成３～４
μｍ的切片做 ＨＥ染色与 Ｍａｓｓｏｎ染色。切片使用
ＭｉｒａｘＳｃａｎ在４００×视野下观察组织损伤与纤维化
程度等病理学变化，并通过双盲法进行半定量分

析。

３　结　果
３１　肺组织形态学变化

小鼠肺组织 Ｍａｓｓｏｎ染色切片结果见图 １。肺
组织中气道、血管以及肺泡的形态学变化主要从血

管渗漏与基底膜纤维化、气道基底膜纤维化、气道

上皮增生、肺泡塌陷与融合、肺泡内炎性细胞浸润

与肺间质纤维化等６个指标进行双盲法半定量评
分，评分结果见表１。空白组小鼠肺组织气道、血
管与肺泡形态学结构完整，仅在血管与气道基底膜

侧见到少量胶原纤维沉积 （图１ａ）。ＰＱ组小鼠肺
组织在气道、血管与肺泡水平均发生了显著的纤维

化病变，主要体现在：①血管尤其是肺小静脉发生
了渗漏与基底膜纤维化；②气道基底膜增厚以及纤
维化；③气道上皮增生与黏液分泌增加；④部分肺
泡细胞发生塌陷与融合，使得单个肺泡表面积增

大；⑤环气道与血管周围的肺泡内有较严重的炎性
细胞浸润与间质纤维化 （图１ｂ）。ＰＱ＋地塞米松
组按每天５ｍｇ／ｋｇ的剂量给予地塞米松 ２１ｄ后，
小鼠肺组织中气道基底膜、血管基底膜以及肺泡间

５２１
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质纤维化程度均有明显改善，而肺泡塌陷、气道上

皮增厚与黏液分泌、以及炎性细胞浸润水平的改善

并不明显 （图１ｃ）。ＰＱ＋罗氟司特按每天５ｍｇ／ｋｇ
的剂量给与罗氟司特 ２１ｄ后，小鼠肺组织气道、
血管与肺泡形态学病变均发生了明显改善，仅出现

中度的环气道与血管基底膜纤维化与炎性细胞浸润

（图１ｄ）。

图１　小鼠肺组织Ｍａｓｓｏｎ染色切片
Ｆｉｇ１　ＬｕｎｇｔｉｓｓｕｅｓｏｆｍｉｃｅｓｔａｉｎｅｄｂｙＭａｓｓｏｎ

（Ｔ：气道；Ｖ：血管；Ａ：肺泡；１：血管基底膜纤维化；
２：气道基底膜纤维化；３：气道上皮增生；４：肺泡塌陷
与融合；５：炎性细胞浸润）

表１　小鼠肺组织形态学变化半定量评分结果１）

Ｔａｂｌｅ１　Ｓｅｍｉｓｃｏｒｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｍｏｒｐｈｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ
ｃｈａｎｇｅｓｉｎｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅｓ

评价指标 Ｃｏｎ ＰＱ ＰＱ＋Ｄｅｘ ＰＱ＋Ｒｏｆ

血管渗漏与基

底膜纤维化
－／＋＋＋／＋＋＋ ＋／＋＋ ＋

气道基底膜纤

维化
－／＋ ＋＋＋ ＋ ＋

气道上皮增生 － ＋＋／＋＋＋ ＋＋ ＋／＋＋
肺泡塌陷与融合 － ＋＋／＋＋＋ ＋＋ －／＋

血管壁破坏与

炎性浸润
－ ＋＋＋ ＋＋／＋＋＋ ＋／＋＋

肺间质纤维化 － ＋＋ ＋／＋＋ －／＋
总评分 １ １５５ １０５ ６

１）－表示无 （０分），＋表示轻度 （１分），＋＋表示中度
（２分），＋＋＋表示重度 （３分）

３２　肝组织形态学变化
小鼠肝组织 Ｍａｓｓｏｎ染色切片结果见图 ２。肝

组织中血管与肝实质细胞的形态学变化主要从肝间

质内炎性细胞浸润、血管壁破坏与基底膜纤维化、

肝间质纤维化与肝细胞坏死等四个指标进行双盲法

半定量评分，评分结果见表２。空白组小鼠肝组织
血管与肝细胞形态学结构完整 （图２ａ），ＰＱ组小
鼠肝中心静脉以及小静脉显示出严重的血管壁破

坏、血液堵塞以及基底膜纤维化，大量血液与炎性

细胞渗出到肝组织中，肝间质出现明显的胶原纤维

沉积与炎性细胞浸润，部分肝细胞发生坏死 （图

２ｂ）。ＰＱ＋地塞米松组按每天５ｍｇ／ｋｇ的剂量给与
地塞米松２１ｄ后，ＰＱ诱导的小鼠肝组织中血管壁
渗漏、基底膜纤维化以及肝细胞坏死程度均有明显

改善，但与空白组小鼠相比，其肝组织与血管形态

图２　小鼠肝组织Ｍａｓｓｏｎ染色切片
Ｆｉｇ２　ＬｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅｓｏｆｍｉｃｅｓｔａｉｎｅｄｂｙＭａｓｓｏｎ

（Ｈ：肝细胞；Ｖ：血管；１：炎性细胞浸润；２：血管基
底膜纤维化；３：血管内皮渗漏以及浸润）

表２　小鼠肝组织形态学变化半定量评分结果１）

Ｔａｂｌｅ２　Ｓｅｍｉｓｃｏｒｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｍｏｒｐｈｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ
ｃｈａｎｇｅｓｉｎｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅｓ．

评价指标 Ｃｏｎ ＰＱ ＰＱ＋Ｄｅｘ ＰＱ＋Ｒｏｆ

肝间质内炎性

细胞浸润
－ ＋＋／＋＋＋ ＋ －／＋

血管壁破坏与

基底膜纤维化
－ ＋＋／＋＋＋ ＋／＋＋ ＋

肝间质纤维化 － ＋＋ ＋ －／＋
肺细胞坏死 － ＋＋ ＋ ＋
总评分 ０ ９ ４５ ３

１）－表示无 （０分），＋表示轻度 （１分），＋＋表示中度
（２分），＋＋＋表示重度 （３分）

６２１



　第 ６期 陈　妍等：罗氟司特对百草枯诱导的小鼠肺、肝、肾组织损伤与纤维化的抑制作用

学发生了明显变化 （图２ｃ）。ＰＱ＋罗氟司特组按
每天５ｍｇ／ｋｇ的剂量给与罗氟司特２１ｄ后，ＰＱ诱
导的小鼠肝组织中肝细胞与血管形态学病变均得到

明显恢复 （图２ｄ）。

图３　小鼠肾组织ＨＥ染色切片
Ｆｉｇ３　ＫｉｄｎｅｙｔｉｓｓｕｅｓｏｆｍｉｃｅｓｔａｉｎｅｄｂｙＨ＆Ｅ

（Ｇ：肾小球；Ｒ：肾小管；Ｖ：血管；１：肾小管形态变
化、２：肾小球形态变化、４：血液渗漏与炎性细胞浸润）

３３　肾组织形态学变化
小鼠肾组织ＨＥ与Ｍａｓｓｏｎ染色切片结果见图３

与图４。肾组织中肾小管、肾小球与血管的形态学
变化主要从肾小管上皮坏死、肾小球坏死、肾组织

间质与血管基底膜纤维化、血液渗漏与炎性细胞浸

润等五个指标进行双盲法半定量评分，评分结果见

表３。空白组小鼠肾组织肾小管、肾小球与血管等
组织形态学结构完整，仅有个别肾小管出现柱状上

皮胞质空泡化与脱落症状 （图３ａ与４ａ）。ＰＱ组小
鼠肾组织中肾小管、肾小球与血管显示出严重的破

坏与坏死症状，主要表现为肾小管柱状上皮大量胞

质空泡化与脱落、部分肾小球坏死与退化、肾血管

壁破坏导致血液与大量炎性细胞渗漏、血管平滑肌

增生与基底膜纤维化 （图３ｂ与４ｂ）。ＰＱ＋地塞米
松组按每天５ｍｇ／ｋｇ的剂量给与地塞米松２１ｄ后，
ＰＱ诱导的小鼠肾组织中肾小管柱状上皮坏死脱落
以及炎性细胞浸润均得到明显改善，但血管基底膜

的纤维化程度以及肾小球坏死的比例均没有明显作

用，且其整个肾组织形态学特征，与空白组小鼠相

比仍具有明显差异 （图３ｃ与４ｃ）。ＰＱ＋罗氟司特
按每天５ｍｇ／ｋｇ的剂量给与罗氟司特２１ｄ后，ＰＱ
诱导的小鼠组织中肾小球与肾小管坏死、炎性细胞

浸润与血管基底膜纤维化等形态学病变均得到明显

恢复，与空白组小鼠比较，仅肾小管柱状上皮的坏

死与脱落存在明显差异 （图３ｄ与４ｄ）。

图４　小鼠肾组织Ｍａｓｓｏｎ染色切片
Ｆｉｇ４　Ｍａｓｓｏｎｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｋｉｄｎｅｙｔｉｓｓｕｅｓ

（Ｇ：肾小球；Ｒ：肾小管；Ｖ：血管；１：肾小管形态变
化、２：肾小球形态变化、３：肾组织间质与血管基底膜
纤维化４：血液渗漏与炎性细胞浸润）

表３　小鼠肾组织形态学变化半定量评分结果１）

Ｔａｂｌｅ３　Ｓｅｍｉｓｃｏｒｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｍｏｒｐｈｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ
ｃｈａｎｇｅｓｉｎｋｉｄｎｅｙｔｉｓｓｕｅｓ

评价指标 Ｃｏｎ ＰＱ ＰＱ＋Ｄｅｘ ＰＱ＋Ｒｏｆ

肾小管上皮细

胞坏死
－／＋ ＋＋／＋＋＋ ＋＋ ＋／＋＋

肾小球坏死 － ＋＋ ＋ －／＋

肾组织间质

纤维化
－ ＋＋ ＋ －／＋

血管基底膜

纤维化
－／＋ ＋＋／＋＋＋ ＋／＋＋ －／＋

血液渗漏与

炎性细胞浸润
－／＋ ＋＋ ＋ ＋

总评分 １５ １１ ６５ ４

１）－表示无 （０分），＋表示轻度 （１分），＋＋表示中度
（２分），＋＋＋表示重度 （３分）

４　讨　论
本研究中，我们参照文献 ［２］构建了一个

ＰＱ诱导的小鼠慢性肺、肝、肾组织损伤与纤维化
模型，并在此模型上成功复制了 ＰＱ中毒后人体
肺、肝、肾等器官组织损伤以及纤维化的形态学变
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化。这些变化主要包括：①肺泡塌陷、炎性细胞浸
润以及间质纤维化，肺血管与气道壁增厚以及基底

膜纤维化；②肝血管壁破坏、血液堵塞以及基底膜
纤维化，肝实质细胞坏死以及肝间质炎性细胞浸润

与胶原纤维沉积；③肾小管与肾小球坏死，肾血管
壁破坏与基底膜纤维化，以及肾组织间质炎性细胞

渗漏与胶原纤维沉积。这些病理学特征与已有的文

献报道一致［３，１１］。

有文献表明，罗氟司特能够抑制ＴＧＦ－β诱导
的成纤维细胞活化以及胶原纤维合成，这与其提高

胞浆内 ｃＡＭＰ含量进而促进 ＰＧＥ２的合成相关［１３］。

本研究首次通过ＰＱ诱导的小鼠慢性组织损伤与纤
维化模型，发现罗氟司特对 ＰＱ诱导的小鼠肺、
肝、肾等器官的组织损伤与纤维化症状均有显著改

善。这为罗氟司特的临床应用提供了依据。
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