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核结合因子 -资B 及 bcl-2/bax 在 PQ中毒鼠肺组织中的表达

王 晔，曲 艳，龙 波

（昆明市延安医院，云南 昆明 650101）

［摘要］ 目的 探讨 NF-κβ、bcl-2/bax 基因在百草枯中毒鼠所致急性肺损伤中的表达．方法 80 只 SD 雄

性大鼠分为对照组 （C 组 30 只）、百草枯中毒组 （PQ 组 50 只） ．PQ 组一次性灌胃 PQ 25 mg/kg 染毒，C 组予等

体积生理盐水灌胃．观察各组大鼠在中毒后 6 h、12 h、1 d、3 d、5 d 肺组织病理改变，采用反转录 - 聚合酶链反

应 （RT-PCR） 方法检测肺组织 bcl-2 和 bax mRNA 的表达．采用 ELISA 方法检测肺泡灌洗液中 PMN 的 NF-κβ

p65 表达．结果 C 组肺组织结构完整，无炎症细胞渗出．PQ 组肺组织炎性细胞浸润明显增多，且随时间推移肺

损伤加重．PQ 组 bcl-2mRNA 的表达于 6 h 后最强，至 3 d 仅有少量表；bax mRNA 的表达于 1 d 达高峰，第 5 天

仍有少量表达；bcl-2/bax 比例为促凋亡的 bax 基因占优势，且随着时间的推移这种优势越来越明显；与相应点 C

组相比差异有统计学意义 （ ＜0.05）；PQ 组染毒 1d 时 NF-κβ p65 即有明显表达，3d 时表达最强，5d 后明显减

弱，与 C 组比较差异有统计学意义 （ ＜0.01） ．PQ 组 NF-κβp65 与 bcl-2 表达呈正相关 （ = 0.71， ＜0.01）；

NF-κβ p65 与 bax 表达呈负相关 （ = -0.77， ＜0.01） ．结论 NF-κβ 、bcl-2/bax 介导的肺细胞炎症反应可

能是 PQ 中毒所致急性肺损伤的机制之一．
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Expressions of Nuclear Factor Kappa B and Apoptosis Gene
bcl-2/ bax in the Lung of Paraquat Poisoning Rats
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［Abstract］ Objective To explore the expressions of nuclear factor kappa B （NF-κβ）， apoptosis gene

bcl-2 （b-cell leukemia-2） and bax （bcl-xl/bcl-2-associated death promoter） in lung of paraquat poisoning rats.

Methods Ninety SD male rats were randomly divided into 2 groups: normal control group （C30 rats）， paraquat

poisoning group （PQ60rats） .The PQ group rats were given paraquat by gastric perfusion （25 mg/kg） . The C group

rats were given saline by gastric perfusion. Histological changes of lung tissues under light microscope were observed.

And the expression of bcl-2and bax mRNA in lung tissues of rats were measured by RT-PCR at different time of 6 h，

12 h，1 d，3 d ，5 d and 7 d after poisoning. The expression of NF-κB p65 in PMN of BALF was determined by

ELISA．Results The degree of lung injury in PQ group was higher than that in C group. The relative expression

levels of bcl-2 in PQ （6 h and 3 d） subgroups were significantly higher than the control group （ ＜0.05） .The

relative expression levels of bax in PQ （6 h，12 h，1 d，3 d） subgroups were significantly higher . The content of

NF-κB p65 in PQ group was higher than that in C group.The expression of NF-κB was positively correlated with

that of bcl-2 （ ＝0.71， ＜0.01）， and negatively correlated with that of bax （ ＝-0.71， ＜0.01） ．

Conclusion NF-κb and bcl-2/bax-mediated lung tissue cell apoptosis may be one of the major causes which

leading to the lung injury in acute paraquat poisoned rats．
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百草枯 （paraquat，PQ） 是目前广泛使用的除

草剂，肺是 PQ 中毒的主要靶器官，早期的特征表

现主要是急性肺损伤 （acute lung injury，ALI） [1]，

晚期为肺纤维化．炎症反应、基因异常表达在百草

枯所致急性肺损伤中起到一定作用．核结合因子

-κβ （nuclear factor kappa B，NF- κβ） [2]是一种

转录因子，调控多种细胞因子、基因的转录，在炎

症反应和细胞凋亡等方面起重要作用．bcl-2 （b

cell leukemia/lymphoma-2） 和 bax （bcl-2 associated

X protein gene） 为凋亡相关基因，二者基因启动子

或增强子上有 κβ 位点，NF-κβ 在核内与 κβ

序列特异结合，可调控其基因转录[3]．本实验观察

PQ 中毒鼠肺组织中 NF-κβ 蛋白与 bcl-2/bax

mRNA 的表达情况，以了解百草枯所致 ALI 发病的

可能机制，期待为靶向治疗提供理论依据．

1 材料与方法

1.1 材料及试剂

清洁级SD雄性大鼠80只，体重200～250 g，昆明

医学院实验动物中心提供．1%的百草枯溶液（山东

三元工贸有限公司）． NF-κβ试剂盒（大连宝生

物）；RNA 提取试剂Trizol Reagent（美国Invitrogen公

司），RT-PCR 试剂盒（美国Promega公司），bcl-2、bax

及β-actin引物合成（美国Promega公司）．

1.2 实验动物分组及标本采集

80只SD雄性鼠随机分成2组：PQ组50只给予l%

的PQ（25 mg/kg）一次性灌胃染毒造模；C组30只给

予相应体积的生理盐水灌胃造模. 于染毒后6、12 h、

1 d、3 d及5 d时PQ组各处死10只． 于相同时间点C

组处死5只． 取鼠右肺相同部位HE染色病理观察，

余肺组织冷生理盐水冲洗后-70℃冻存.

1.3 检测方法

采用 ELISA 方法检测肺泡灌洗液中 PMN

（polymorphonuclear neutrophil，PMN） 的 NF- κβ

p65 表达．按 NF-κβ 试剂盒操作说明进行，一抗

为兔抗 NF-κβP65 多抗，二抗为相应生物素标及

辣根过氧化物酶标记．阴性对照用 PBS 代替一

抗．体积较小且核分叶的细胞为 PMN．操作过

程．镜下随机选取 5 个高倍视野，计算阳性细胞

（以胞膜、胞质或胞核出现棕黄色着色颗粒为阳性

标记） 占细胞总数的百分比．

1.4 bcl-2和 bax mRNA的表达

首先提取肺组织总 RNA，进行 RT-PCR．

β-actin 上游引物 5'-CACTGCCGCATCCTCTTCCT-

C-3'.下游引物 5'-CTCCTGCTTGCTGATCCACAT-3'

；bax 上游引物 5'-TGCAGAGGATGATTGCTGAC -

-3'，下游引物 5'-GAT-CAGCTCGGGCACTTTAG -

3'；bcl-2 上游引物 5'-CGACTTTGCAGAGATGTC－

CA- 3'，下游引物 5'-ATGCCCGGTTCAGGTACTC-

AG-3'．扩增条件：94℃预变性 3 min，1 个循环；

94 ℃变性 30 s，退火 （bcl-2 51℃，bax53℃，

β-actin54 ℃） 30 s，72℃延伸 30 s，共 35 个循

环；最后 72 ℃延伸 10 min，1 个循环．取 PCR 产

物在质量分数为 1.5％的琼脂糖凝胶上电泳，用凝

胶图像分析系统 （美国 Media Cybernetics 公司

Image Pro Plus） 分析结果．以目的因子 /β-actin

的比值表示目的因子的相对表达水平．

1.5 统计学处理

采用 SPSS 统计软件，计量资料以表示，方差

齐时采用方差分析及 LSD- 检验，方差不齐时采用

秩和检验，相关性分析采用 Pearson 法， ＜0.05

为差异有统计学意义．

2 结果

2.1 肺组织病理学观察

C 组几乎无炎症细胞渗出，结构基本完整．

PQ 组可见大量 PMN 等炎症细胞浸润，炎症细胞数

量随时间的延长增多，肺泡壁断裂，肺损伤程度逐

渐加重.

2.2 肺泡灌洗液中PMN的 NF-κβ p65表达

C 组 NF-κβ p65 不表达或有很弱的表达；

PQ 组染毒 l d 时 NF-κβ p65 即有明显表达，3 d

时表达最强，5 d 后明显减弱，与 C 组比较差异有

统计学意义 （ ＜0.05） ．

2.3 鼠肺组织 bcl-2、bax mRNA表达

PQ 组 bcl-2 mRNA 的表达 6 h 后最强，与 C 组

相比差异有统计学意义 （ ＜0.05），之后下降至第

3 d 仅有少量表达，与 C 组相比差异不再有统计学

意义 （ ＞0.05） ．bax mRNA 的表达 6 h 后增强与

C 组相比差异有统计学意义 （ ＜0.05） ．染毒后 1

d 达高峰，之后下降，至染毒后 5 d 仅有少量表达，

与 C 组相比差异不再有统计学意义（ ＞0.05）.PQ

组：bcl-2/bax 比例一直为促凋亡的 bax 基因占优

势，且随着时间的推移这种优势越来越明显，见表

1.

2.4 NF-κβ p65bcl-2 和 bax 表达的相关性

经 Pearson 法直线相关分析发现．PQ 组 NF-

κβp65 阳性表达与 bcl-2 灰度值间相关 （ ＜

0.01）；NF-κβp65 阳性表达与 bax 灰度值间相关

（ ＜0.01），见图 1～图 3．
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3 讨论

凋亡是细胞正常生长的生理调节方式，对维持

细胞内外环境的稳定起重要作用．细胞凋亡受多种

基因的调控，bcl-2 是公认的细胞凋亡调节基因．

于 1985 年发现 bcl-2 基因，是一类新的癌基因家

族成员．该家族包括有抑制凋亡的 bcl-2 和诱导凋

亡的 bax 基因．研究表明[4]，bcl-2/bax 二者形成一

个凋亡调控系统：当 bax/bax 同源二聚体形成，便

诱导凋亡；随着 bcl-2 蛋白表达量上升，形成异源

二聚体 bcl-2/bax 抗凋亡的作用．Suzuki 等 [5]利用

bcl-2 转基因小鼠促进 bcl-2 蛋白大量表达，抑制

切冬酶蛋白激活，凋亡细胞减少．另有文献报道[6]，

在注射 LPS 的大鼠模型中，注射后 12h 内随时间延

长肺泡上皮细胞 bcl-2 表达减弱，促凋亡基因 bax

则表达增加，bcl-2/bax 减小，凋亡增加．

NF-κβ 作为一类核转录因子家族，精密调节

着炎性反应和细胞凋亡．NF-κβ 是静息状态下失

活，可被炎症刺激活化的蛋白质因子．当受到一定

的刺激后 NF-κβ 发生活化，活化的 NF-κβ 结

合在靶基因启动子或增强子上的位点上，从而启动

或增强该基因的转录[7]．在百草枯诱导下 NF-κβ

与启动子区域结合增强，启动应激反应蛋白合成，

引起细胞凋亡[8]．bcl-2/bax 二者基因启动子或增强

子上有 κβ 位点，NF-κβ 在核内与 κβ 序列特

异结合，可调控其基因转录．．

本结果表明，百草枯中毒所致急性肺损伤模型

中 NB-κβ、bcl-2 及 bax 基因均有表达，这与大

多数研究结果一致．bcl-2/bax 比例为促凋亡的 bax

基因占优势，且随着时间的推移这种优势越来越明

显；相应时间点的肺组织病理损伤加重．NF-κβ

p65 表达与 bcl-2 呈正相关；NF-κβp65 表达与

bax 呈负相关．

综上所述，过度炎症反应和细胞凋亡的不协调

与 C 组比较，＃ ＜0.05.

表 1 各组鼠 NF-κβ阳性率 bcl-2/bax mRNA表达（x±s）
Tab. 1 The expression of bcl-2/bax mRNA and the positive rate of NF-κB in each group （x±s）

组 别 时间点 n bcl-2 mRNA bad mRNA NF-κβ 阳性率 （%）

C 组 6 h 5 0.63±0.04 0.83±0.03 8.15±2.45

1 d 5 0.69±0.02 0.84±0.04 7.98±1.56

3 d 5 0.70±0.06 0.83±0.03 8.50±2.33

PQ 组 6 h 10 1.38±0.46＃ 0.98±0.15＃ 16.92±4.53＃

12 h 10 1.12±0.28＃ 1.45±0.26＃ 20.72±5.24＃

1 d 10 0.93±0.12＃ 1.54±0.41＃ 26.55±5.78＃

3 d 10 0.81±0.07＃ 1.17±0.35＃ 30.43±7.15＃

5 d 10 0.78±0.10 0.98±0.03 15.46±3.67＃

图 1 bcl-2 mRNA表达水平

Fig. 1 The expression of bcl-2 mRNA

M:maker；1、2、3、4、5:PQ 组 6、12 h 、1 d、3 d、5 d

的表达；6、7、8:C 组 6、1d、3 d 的表达.

图 2 β-actin mRNA表达水平

Fig. 2 The expression levels ofβ-actin mRNA

M:maker；1、2、3、4、5:PQ 组 6、12 h、1 d、3 d、5 d

的表达；6、7、8:C 组；6、1 d、3 d 的表达．

图 3 bax mRNA表达水平

Fig. 3 The expression levels of bax mRNA

M:maker；1、2、3、4、5:PQ 组 6、12 h 、1 d、3 d、5 d

的表达；6、7、8:C 组 6、12 h 、1 d、3 d、5 d 的表达.
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在百草枯所致急性肺损伤的病理形成过程中有着

比较重要的作用．bcl-2/bax 的相互作用是诱导细

胞凋亡的途径之一，而此途径在转录水平受

NF-κβ 的调控．进一步明确该凋亡途径作用机

制并予以干预，对于治疗百草枯中毒可能是一种

新的启发．
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