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　　摘要:百草枯是农业生产中广泛使用的一种除草剂 , 有较强的毒性 , 主要通过一系列的氧化还原反应产生多种自

由基造成对机体严重的损害 , 尤其是肺脏的损害最重。目前的研究认为百草枯直接或间接损伤 DNA, 细胞凋亡也是其

损伤机制的重要组成部分。
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Effectofparaquatonapoptosisanditsinterventionwithmedicine
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Abstract:Paraquatisaherbicidewithstrongtoxicity, andwidelyusedintheagriculturalproductioninourcountry.Pa-

raquatmayproduceseveredamagetohumanbodythroughthefree-radicalsviaaseriesofoxidation-reductionreactions, especially

thelung.CurrentstudiessuggestedthatparaquatcouldalsoinduceDNAdamageandapoptosisbydirectorindirectway, which

mightbeanimportantcomponentofitspathogenesis.
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　　百草枯 (paraquat, PQ)又名克芜踪 、 对草快等 , 化学名

1, 1′-二甲基-4, 4′联吡啶二氯化物 , 是一种快速灭生性除草剂 ,

农业生产应用甚广 , 急性中毒屡有发生。较大剂量百草枯中

毒常由于肺 、 心 、 肝 、 肾等多脏器功能衰竭而迅速致死;而

较小剂量的中毒则可引起迟发性肺纤维化 , 病程相对较长。

近年发现 , 长期接触百草枯 , 还能引起中枢神经系统病变 ,

如帕金森综合征 (Parkinsondisease, PD)、 阿尔茨海默病

(Alzheimerdisease)、 小脑萎缩症 (spinocere-bellaratrophy)[ 1]

等。目前对百草枯引起一系列病变的机制研究中 , 发现氧自

由基产生 , 细胞因子及趋化因子的作用 , 细胞内及线粒体内

钙稳态的失衡 , DNA直接损伤及诱导细胞凋亡起了重要作用。

现将百草枯对细胞凋亡的影响及药物对其干预做一综述。

1　百草枯与细胞凋亡

Takeyama等 [ 2]将野生型 p53 表达的人肺上皮样细胞系

L132及 p53基因缺乏的人早幼粒白血病细胞系 U937分别置于

低浓度的 PQ培养基中培养 , 结果发现在 L132细胞系 , p53大

量表达 , 而处于 S期的细胞百分比明显减少 , 用单细胞凝胶

电泳显示 DNA受损 , 说明细胞由 G1期进入 S期受阻;而

U937细胞系中 DNA虽然受损 , 但处于 S期的细胞百分比几乎

无明显变化 , 表现出对 PQ的抵抗力。当把它们置于有细胞凋

亡蛋白酶抑制剂 (环己酰亚胺)的肿瘤坏死因子 (TNF)中

时 , 它们的死亡动力学基本一致。该实验证实 , PQ可以导致

DNA毁损;阻止细胞从 G1 期进入 S期;引起细胞凋亡。

Conzalez-Polo等 [ 3]将小脑颗粒细胞置于低浓度 PQ中培养 , 结

果发现线粒体上 CytC含量明显减少 , 而水解蛋白酶和

caspase-3活性增加 , DNA裂解片段增加 , 细胞凋亡增强。

HeatherKlintworth等 [ 4]研究表明 , PQ诱导的多巴胺能神经元

和 PC12细胞的凋亡是通过激活 JNK和 p38途径实现的 , 而这

两条道路中 JNK道路的激活扮演了更重要的角色。 Dinis-Ol-

iveira等 [ 5]有实验对大鼠百草枯中毒 24、 46、 96h后的凋亡情

况进行了研究。结果发现 , 随着时间的推移 , 肺纤维化程度

逐渐加重 , 凋亡细胞比例逐渐增多 , 以 DNA电泳呈阶梯状的

改变和免疫组化呈脱氧核糖核苷转移酶介导的 TUNEL染色阳

性细胞为特征。 而且百草枯中毒大鼠肺脏内 caspase-3和

caspase-8含量随时间的推移而增加 , caspase-1的活性则降低。

同时 PQ会引起线粒体功能紊乱 , 细胞色素 C释放及转录因子

p53和 AP-1的激活随着时间的推移明显增强。这项研究表明

百草枯可以对凋亡道路产生多种影响。 Fei等 [ 6]将 SK-N-SH细

胞系置于低浓度的 PQ中培养 18 h后发现 , PQ显著增加凋亡

细胞的百分比。进一步研究发现 , 细胞凋亡蛋白酶抑制剂

(环己酰亚胺)和 caspase-抑制剂 (z-VDA-fmk)均能阻止细胞

核的形态学改变。同时 , 对 Bcl-2蛋白家族进行的分析表明百

草枯可以诱导产生高水平的 Bak、 Bid、 BNip3和 Noxa。而

BNip3、 Noxa和 Bak基因沉默则可以保护细胞免受百草枯的毒

性作用 , 但 Bax基因沉默不具有这种保护作用。最后 , 以 Bax

缺如的 C57BL/6小鼠为研究对象 , 发现这些小鼠对 PQ具有抗

药性 , 黑质致密部的酪氨酸羟化酶阳性神经元衰竭现象明显

减轻。该试验从体内体外均证实了百草枯可以通过 Bak介导

对细胞凋亡起作用。

2　药物对百草枯所致细胞凋亡的影响

2.1　维生素 C、 维生素 E

刑晓明 [ 7]等复制小鼠百草枯中毒模型 , 对其用 100 mg/

kg、 200mg/kg、 400 mg/kg三种剂量的维生素 C进行干预。

6 h后观察中毒组和维生素 C干预组肺组织细胞凋亡数及 Bcl-
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2、 Bax蛋白的表达。结果发现维生素 C能促进百草枯中毒后

肺组织 Bcl-2、 Bax蛋白表达 , 且不同剂量作用时分别产生抑

制细胞凋亡 (100 mg/kg)和促进细胞凋亡 (400 mg/kg)的

作用。 Conzalez-Polo等 [ 4]也发现经自由基清除剂———维生素 E

处理暴露于低浓度 PQ中的小脑颗粒细胞后 , 其凋亡细胞数目

明显减少。

2.2　水杨酸钠

Dinis-Oliveira等 [ 5]对大鼠百草枯中毒后 2 h给予水杨酸钠

的疗效进行了研究。结果发现 , 大鼠百草枯中毒 24、 46、 96h

后细胞凋亡数目逐渐增加;caspase-3、 caspase-8激活 , 细胞色

素 C的释放及转录因子 p53和 AP-1的激活逐渐增加。而水杨

酸钠处理组可以抑制 caspase-3、 caspase-8激活 , 下调细胞色

素 C的释放及减少转录因子 p53和 AP-1的激活来抑制凋亡信

号通路 , 减轻肺脏细胞凋亡程度。

2.3　SOD类似物

陈平等 [ 8]以 N27细胞为多巴胺能神经元的细胞模型 , 观

察 SOD类 似 物 MnTDM [ manganese(Ⅲ ) meso-tetrakis

(N, N′-diethylimidazolium-2-yl)] 对百草枯诱导的 N27细胞凋

亡的保护作用。发现经不同浓度的百草枯 (100、 200、 300、

400μmol/L)处理后 , 细胞活性下降 , 下降程度与百草枯浓

度的增加呈线性关系 , 其中 400 μmol/L百草枯处理后细胞活

性下降约 40%, 与对照组比较差异有统计学意义 (P<0.05)。

在随后的实验中以 400 μmol/L百草枯进行作用 , 检测 MnTDM

阻断百草枯诱导的 N27细胞损伤的作用。实验中以不同浓度

的 MnTDM (0.5、 1、 2 μmol/L)与 400 μmol/L的 PQ联合作

用后 , 观察到 MnTDM有明显阻断 PQ诱导的细胞活性下降 ,

该阻断作用与 MnTDM的浓度成正相关。 另外 , 随着 MnTDM

浓度的升高 , 凋亡相关蛋白 Bcl-2表达逐渐升高 (0.5、 1、 2

μmol/L组与 PQ组相比分别升高 20%、 35%、 50%), Bax表

达率则逐渐降低 , Bcl-2/Bax值升高。提示 MnTDM对百草枯

介导的细胞凋亡有一定的保护作用。

2.4　吡咯烷二硫代氨基甲酸盐 (PDTC)

核因子 κB(nuclearfactor-κB, NF-κB)是一种重要的核

转录因子 , 是多个信号通路的交汇点 , 在细胞凋亡的调控中

起关键的作用。刘建辉 [ 9]等以 PQ(25 mg/kg)腹腔注射作为

大鼠急性肺损伤模型。以 PQ后 1、 3、 5 d为检测点 , 观察

PDTC(120mg/kg)对中性粒细胞凋亡的影响。结果发现 , 大

鼠腹腔注射 PQ可引起中性粒细胞 (PMN)中的 NF-κB65亚

基核易位 , 而 NF-κΒ抑制剂 (PDTC)能通过抑制 NF-κB促进

PMN凋亡 , 这也是 PDTC对抗百草枯所致肺损伤的重要机制。

2.5　活化素 A

刘楠等 [ 10]将百草枯 、 重组活化素 A(rhAct, 终浓度 10

μmol/L)加入体外培养的具有多巴胺神经元特性的 PC12细胞

中。 72 h后发现 , 经活化素 A预处理的细胞活力明显高于单

纯百草枯组 , 而酪氨酸羟化酶和 Bcl-2蛋白 mRNA的表达也明

显增强 , 细胞凋亡明显减少。提示活化素 A可能是通过上调

Bcl-2的表达 , 抑制细胞凋亡的发生。

2.6　辅酶 Q10

McCarthy等 [ 11]用分化型人神经母细胞瘤 (SHSY-5Y)作

为体外模型 , 置于低浓度 PQ的培养基中进行培养。 48 h后发

现 , 经过辅酶 Q10 (30 μmol/L)预处理后的分化型人神经母

细胞瘤 (SHSY-5Y)的 DNA碎裂及细胞凋亡明显减少。这可

能是通过抑制活性氧 ROS的产生及恢复线粒体的功能而起

作用。

2.7　红景天苷

CHENHong等 [ 12]用百草枯诱导的具有多巴胺神经元特性

的 PC12细胞凋亡作为帕金森病的体外模型 , 观察不同浓度红

景天苷 (终浓度 10、 20、 30 μmol/L)预处理对 PC12细胞凋

亡的抑制作用。结果发现经 PQ(800 μmol/L)作用于 PC12

细胞 24 h后 , 与正常对照组比较 , 细胞存活率降低 , 细胞凋

亡率升高 , caspase-3活性增强 , Cytc的释放增加 , Bcl-2的表

达代偿性升高。红景天苷 3个浓度预处理后 , 细胞存活率明

显增加 , 细胞凋亡率降低 , 且具有量-效关系。而且 PC12细胞

增高的 caspase-3活性和 Cyte的释放明显降低 , Bcl-2的表达

进一步升高。表明红景天苷对 PQ诱导的细胞凋亡具有浓度依

赖性的抑制作用。

2.8　人参皂苷 Rg1

陈宏等 [ 13]采用体外培养的 PC12细胞研究人参皂苷 Rg1

对百草枯所致 PC12细胞凋亡的保护作用及机制。实验分正常

对照组 、 PQ模型组和人参皂苷 Rg1低 、 中 、 高浓度 (5、 10、

20 μmol/L)组 , 分别进行细胞活力和凋亡情况 、 caspase-3酶

活性 、 细胞色素 C和 Bcl-2的免疫活性测定。结果发现 PQ模

型组 PC12细胞活力较空白组显著下降 , 凋亡率显著增加。而

人参皂苷 Rg1低 、 中 、 高浓度组的细胞活力较 PQ组显著增

加 , 凋亡率则显著下降。 同时 caspase-3活力和细胞色素 C的

释放均明显降低 , Bcl-2的活性则明显升高。说明人参皂苷

Rg1可能通过促进 Bcl-2的表达 , 抑制细胞色素 C的释放 , 使

caspase-3激活减弱 , 减少百草枯诱导的细胞凋亡的发生。

2.9　绿茶多酚

厚荣荣等 [ 14]建立 PQ损伤的 PC12细胞体外模型 , 经不同

浓度表没食子儿茶素-没食子酸酯 (绿茶多酚主要成分)

[ (-)epigallocate-chin-3-gallate, EGCG] 预处理后 , 分别用

四甲基偶氮唑盐 (MTT)比色法检测细胞活性 , Hochest33258

染色观察凋亡情况 , 流式细胞仪 (FCM)检测细胞凋亡比例 ,

免疫细胞化学染色法观察细胞色素 C蛋白表达水平。结果发

现 , 1、 5、 10 μmol/LEGCG对 PQ诱导的 PC12细胞损伤具有

一定的保护作用 , 且具有量-效关系。其机制可能与下调细胞

色素 C在胞浆内的过表达有关。

2.10　银杏叶提取物

Kang[ 15]等建立 PQ损伤的 PC12细胞体外模型 , 观察银杏

叶提取物 (EGB761)对百草枯诱导的 N27细胞凋亡的保护作

用。发现经不同浓度的百草枯 (50、 100、 200、 300、 400、

500、 600 μmol/L)孵育细胞 24 h, 随着浓度增加 , 细胞生存

率逐渐下降 , 与对照组相比分别降至 75.5%、 69.6%、

60.7%、 52.3%、 43.9%、 25%, 17% (P<0.05), 说明 PQ

对 PC12细胞的损伤具有浓度依赖性 , 浓度越大 , 对细胞的毒
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性越强。据此 , 将 PQ300 μmol/L作用 24 h作为后续实验的干

预点。以不同浓度的 EGB761 (20、 40、 60、 80、 100 mg/L)

预处理 , 结果发现 , EGB761可以有效保护百草枯诱导的 PC12

细胞的凋亡 , 可以拮抗 PQ对 PC12细胞的毒性作用 , 抑制 PQ

诱导的 PC12细胞的凋亡 , 与浓度呈正相关。该作用主要是激

活酪氨酸羟化酶 , 促进 Bcl-2的表达 , 减弱 caspase-3激活 , 表

达减少 , 从而减少蛋白质分解和 DNA断裂 , 减少细胞凋亡的

发生。

2.11　何首乌提取物

张颖等 [ 16]等用 C57BL/6小鼠腹腔注射 PQ制备帕金森病

模型 , 分别用不同剂量 (160、 80、 40 mg/kg)何首乌提取物

二苯 乙 烯 (2, 3, 5, 4-tetrahydroxystilbene-2-O-β-D-glucoside,

TSG)口服干预。 6周后检测酪氨酸羟化酶 (TH)活性 、 多

巴胺能神经元的凋亡及黑质多巴胺能神经元 caspase-3活化情

况。结果发现 , TSG高 、 中剂量组的尼氏阳性神经元及 TH阳

性神经元脱失明显减少 , caspase-3活化率明显降低。 说明一

定剂量的 TSG对 PQ诱导的小鼠黑质多巴胺能神经元凋亡有保

护作用。

3　展望

凋亡的调控发生在细胞信号转导的各个水平上 , 并且有

许多不同的信号和胞内信号分子调控着凋亡或抑制的起始 ,

其复杂程度因细胞种类而异。目前 , 关于 PQ对细胞凋亡的影

响还没有一个统一的简单答案。未来对百草枯所致的细胞凋

亡的研究应着眼于凋亡传导的各个途径和每条途径上的不同

物质 , 以及不同途径的相互关系和不同传导物质间的相互联

系。相信 PQ在细胞凋亡问题上的确切作用也终将被揭示出

来。随着研究的不断深入 , 人们一定会开发出更多新的 、 有

效的对抗百草枯所致细胞凋亡的新药并应用于临床。
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