
　 　 基 金 项 目: 新 疆 维 吾 尔 自 治 区 自 然 科 学 基 金 资 助 项 目

(2017D01C391)
作者简介:830011　 乌鲁木齐,新疆医科大学附属肿瘤医院肿瘤心

脏病科(姜芸) ;830000　 乌鲁木齐,新疆军区总医院保健一区(郭红)

抑制 TLR4 对急性呼吸窘迫综合征小鼠的
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摘 　 要 　 目的 　 探究抑制 TLR4 对脂多糖诱导的小鼠急性呼吸窘迫综合征的保护作用及机制。 方法 　 45 只 BALB / c 小鼠随

机分为对照组、ARDS 组及 TLR4 抑制剂 TAK242 组,ARDS 小鼠模型采用脂多糖( LPS)构建,试验组用 TAK242 进行干预。 各组

小鼠行血气分析;ELISA 检测血清炎性因子 TNF - α、IL - 6 水平;HE 染色检测各组小鼠肺组织病理变化;免疫组化检测肺组织

TNF - α、IL - 6 表达水平;Western blot 法检测肺组织 TLR4、NF - κB 蛋白表达。 结果 　 与对照组比较,ARDS 组小鼠 PaO2 / FiO2

值显著降低(P < 0. 05),血清炎性因子 TNF - α、IL - 6 水平显著增加 ( P < 0. 05),TLR4、NF - κB 表达水平均显著升高 ( P <
0. 05)。 与 ARDS 组比较,TAK242 组小鼠 PaO2 / FiO2 值显著增加(P < 0. 05),血清炎性因子 TNF - α、IL - 6 水平显著降低(P <
0. 05)。 TLR4、NF - κB 表达水平均显著降低(P < 0. 05)。 病理切片结果显示,ARDS 组小鼠肺组织结构损伤严重,TNF - α、IL - 6
表达增加(P < 0. 05);TAK242 组小鼠肺组织损伤显著缓解(P < 0. 05),TNF - α、IL - 6 表达降低(P < 0. 05)。 结论 　 抑制 TLR4
可以抑制下游 NF - κB 信号通路进而减轻 LPS 诱导的小鼠肺组织的炎性反应。
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Study on the Protective Effects and Mechanism of Inhibiting Toll - like Receptor 4 on ARDS in Mice. 　 Jiang Yun,Guo Hong. Oncocardiol-
ogy Department,Xinjiang Medical University Affiliated Tumor Hospital, Xinjiang 830011,China

Abstract　 Objective　 To explore the protective effects and mechanism of inhibiting Toll - like receptor 4 (TLR4) on acute respira-
tory distress syndrome (ARDS) in mice. Methods　 Forty five BALB / c mice were randomly divided into control group, ARDS group and
TLR4 inhibitor TAK242 group. Lipopolysaccharide was used to induce ARDS model in mice and TAK242 was intervened in the TAK242
group. Blood gas analysis were performed on mice; ELISA was used to detect serum TNF - α and IL - 6 levels. HE staining was used to
detect the pathological changes in lung tissue of mice in each group. Immunohistochemistry was used to detect lung TNF - α and IL - 6 ex-
pression levels. The expression of TLR4 and NF - κB proteins in lung tissue were detected by Western blot. Results　 Compared with the
control group, the PaO2 / FiO2 value in the ARDS group was significantly reduced (P < 0. 05), the contents of serum TNF - α and IL - 6
were significantly increased (P < 0. 05), and the expression levels of TLR4 and NF - κB were significantly increased (P < 0. 05) . When
compared with mice in the ARDS group, PaO2 / FiO2 value in the TAK242 group significantly was increased (P < 0. 05), and the contents
of serum TNF - α and IL - 6 were significantly decreased (P < 0. 05), while the expression levels of TLR4 and NF - κB were significantly
reduced (P < 0. 05) . HE staining showed that the lung tissue was severely damaged in ARDS group and the expression of TNF - α and
IL - 6 was increased (P < 0. 05) . The lung tissue in TAK242 group was significantly alleviated and the expressions of TNF - α and IL -
6 were decreased when compared with the ARDS group (P < 0. 05) . Conclusion　 TAK242 alleviate ARDS by blocking TLR4 and inhibi-
ting the downstream NF - κB signaling pathway, which suppresses the inflammatory response in mice.
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　 　 急性呼吸窘迫综合征 ( acute respiratory distress
syndrome, ARDS)是一种危及生命的呼吸系统疾病,
是危重症医学中最具有挑战性的临床疾病之一。 它

是由创伤、炎症、脓毒血症等各种肺内、外致病因素所

引发的急性呼吸衰竭 [1] 。 ARDS 引起的病死率高达

40% ~ 60% [2,3] 。 目前,ARDS 发病机制尚不明确,但
是已有研究表明,其病理过程与炎性反应密切相关,
肺组织出现严重的炎性反应,TNF - α、IL - 6 等炎性

因子大量释放,并且伴随炎性细胞在肺部的大量聚集

而进一步加重肺组织损伤。 已有研究表明,抑制炎性

因子的释放能够有效缓解 ARDS[4,5] 。 Toll 样受体 4
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( Toll - like receptor 4, TLR4)是一类与炎性反应密切

相关的细胞膜受体,当其与 LPS 等配体结合后可激

活下游 NF - κB 信号通路,进而促进炎性因子的释

放,TAK242 作为 TLR4 抑制剂,能够抑制 TLR4 的表

达 [6] 。 本研究通过使用 TAK242 抑制 TLR4 观察对脂

多糖(LPS)诱导的小鼠急性呼吸窘迫综合征的影响

及机制,旨在为 ARDS 临床治疗和研究提供帮助。
材料与方法

1. 材料:6 周龄雄性 BALB / c 小鼠 45 只,体质量

20 ~ 25g,购自新疆医科大学动物实验中心,饲养及实

验取材过程中严格遵守实验动物伦理保护等相关规

定;LPS 购自美国 Sigma 公司;TAK242 购自美国 Med-
ChemExpress 公司;TLR4、肿瘤坏死因子 - α( TNF -
α)、白介素 - 6( IL - 6)、NF - κB 一抗购自沈阳万类

生物科技有限公司;辣根酶标记山羊抗小鼠 IgG 购自

福麦斯生物技术有限公司;TNF - α、IL - 6 ELISA 试

剂盒购自乌鲁木齐熬锐东源生物科技有限公司;血气

分析仪 ABL90 购自丹麦 Radiometer 公司。
2. 动物分组及造模:45 只 BALB / c 小鼠随机分

为 3 组,分别为对照组、模型组(ARDS 组)和 TLR4 抑

制剂 TAK242 组 ( TAK242 组)。 ARDS 组和 TAK242
组小鼠分别尾静脉注射 5ng / g 的 LPS 诱导小鼠产生

脓毒血症,制备脓毒血症性急性肺损伤模型,对照组

小鼠注射等体积的 0. 9% 氯化纳注射液,TAK242 组

小鼠造模的同时给予 5ng / g TAK242。
3. 行动脉血气分析:给药治疗结束后,各组小鼠

麻醉成功后,暴露腹主动脉,用经肝素润洗的 1ml 一
次性注射器抽出动脉血约 0. 3ml,使用血气分析仪行

血气分析,比较 PaO2 / FiO2。
4. ELISA 检测血清炎性因子 TNF - α、IL - 6 水

平:给药结束后,各组小鼠麻醉后,开胸取腹主动脉

300μl 全 血, 室 温 静 置 4h 后, 3500r / min、 4℃ 离 心

15min,分离上层血清,按照 ELISA 试剂盒检测方法

分别测定血清 TNF - α、IL - 6 含量。
5. HE 染色:实验完成后,各组小鼠解剖取肺组

织于组织固定液中固定,制作肺组织石蜡切片进行染

色,于光学显微镜下观察,并拍照记录。
6. 免疫组化:实验结束后,各组小鼠解剖取肺组

织于组织固定液中固定 24h,石蜡包埋后制备石蜡切

片,然后置于二甲苯中脱蜡,依次经乙醇和蒸馏水中

复水;使用柠檬酸缓冲液进行抗原修复,经 BSA 封闭

后一抗孵育过夜,清洗后二抗孵育,然后切片用苏木

精复染,使用中性树脂封片后于显微镜下观察。 应用

IPP 图像分析软件测定小鼠肺组织各蛋白表达的平

均吸光密度值来进行分析。
7. Western blot 法检测 TLR4、NF - κB 蛋白表达:

取各组小鼠肺组织 50mg,加入 100ml RIPA 蛋白裂解

液,使用匀浆机于冰上匀浆,匀浆液 12000r / min 离心

15min,取上清即为组织总蛋白;BCA 蛋白定量后样

品煮沸变性;然后进行 SDS - PAGE 凝胶电泳,转膜,
用 5% 的脱脂牛奶对 PVDF 膜封闭 2h,然后以 1∶ 1000
比例稀释后的 TLR4、NF - κB 一抗 4℃ 孵育过夜,
TBST 洗膜后二抗室温孵育 1h,再用 TBST 洗膜后按

照 ECL 试剂盒说明书配置发光液,并将 PVDF 膜浸

入发光液中反应 30s,曝光并拍照,用 Image J 软件对

曝光结果进行定量分析。
8. 统计学方法:采用 SPSS 19. 0 统计学软件对数

据进行统计分析,计量资料以均数 ± 标准差( x ± s)表
示,两组间比较采用 t 检验,不同组间比较采用单因

素方差分析,所有实验均采用 3 次重复实验取均值后

进行数据分析,以 P < 0. 05 为差异有统计学意义。
结 　 　 果

1. 各组小鼠行血气分析检测结果:与对照组比

较,ARDS 组小鼠 PaO2 / FiO2 值显著降低 (452. 00 ±
9. 54 vs 263. 30 ± 21. 63,P < 0. 05);与 ARDS 组比较,
TAK242 组小鼠 PaO2 / FiO2 值显著增加 ( 263. 30 ±
21. 63 vs 308. 12 ± 13. 53,P < 0. 05)。

2. 血清炎性因子TNF - α、IL - 6 水平:与对照组

比较,ARDS 组小鼠血清 TNF - α、IL - 6 水平显著升

高(P < 0. 05);与 ARDS 组比较,TAK242 组小鼠血清

TNF - α、IL - 6 水平显著降低(P < 0. 05,表 1)。

表 1　 各组小鼠血清 TNF - α、IL - 6 水平比较 ( x ± s,pg / ml)

组别 TNF - α IL - 6
对照组 180. 6 ± 9. 97 159. 9 ± 9. 06
ARDS 组 247. 5 ± 19. 89∗ 214. 0 ± 9. 29∗

TAK242 组 200. 1 ± 11. 63∗# 189. 6 ± 8. 30∗#

　 　 与对照组比较,∗ P < 0. 05;与 ARDS 组比较,#P < 0. 05

　 　 3. 小鼠肺组织病变:HE 染色检测结果显示,对
照组小鼠肺组织肺泡结构完整,组织细胞排列整齐,
没有出现出血以及炎性细胞的浸润,没有病理损伤;
ARDS 组小鼠肺组织出现弥散性肺损伤,肺泡壁损伤

严重,肺间质严重增宽,出现红细胞露出,炎性细胞浸

润明显,肺组织损伤严重,说明 ARDS 造模成功;
TAK242 组小鼠肺组织损伤程度较弱,肺泡结构相对

完整,炎性浸润较 ARDS 组显著减少,提示 TAK242
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能够缓解 ARDS 小鼠肺组织损伤(图 1)。

图 1　 各组小鼠肺组织 HE 检测结果( × 200)
A. 对照组;B. ARDS 组;C. TAK242 组

　

4. 免疫组化检测各组小鼠肺组织 TNF - α、IL - 6
表达:ARDS 组小鼠肺组织 TNF - α、IL - 6 表达高于

对照组,而 TAK242 组小鼠肺组织 TNF - α、IL - 6 表

达低于 ARDS 组(图 2,表 2)。
　 　 5. Western blot 法检测各组小鼠肺组织 TLR4、
NF - κB 蛋白表达:与对照组比较,ARDS 组小鼠肺组

织 TLR4、NF - κB 表达水平均显著升高(P < 0. 05)。
与 ARDS 组比较,TAK242 治疗组小鼠 TLR4、NF - κB
表达水平均显著下调(P < 0. 05,图 3)。

图 2　 免疫组化检测各组小鼠 TNF - α、
IL - 6 表达结果( × 200)

　

表 2　 各组小鼠肺组织 TNF - α、IL - 6 表达的

平均光密度统计( x ± s)

组别 TNG - α IL - 6

对照组 0. 29 ± 0. 03 0. 30 ± 0. 01

ARDS 组 0. 47 ± 0. 02∗ 0. 65 ± 0. 02∗

TAK242 组 0. 33 ± 0. 01∗# 0. 49 ± 0. 01∗∗

　 　 与对照组比较,∗ P < 0. 05;与 ARDS 组比较,#P < 0. 05

图 3　 各组小鼠肺组织 TLR4、NF - κB 蛋白表达水平

与对照组比较,∗ P < 0. 05;与 ARDS 组比较,#P < 0. 05

　

讨 　 　 论

研究表明,ARDS 的主要病理特征为肺组织中蛋

白质类液体累积,炎性反应暴发浸润肺部,威胁患者

的生命 [7] 。 现阶段临床常采用机械通气治疗以及非

机械治疗,但治疗效果并不理想。 因此,控制炎性反

应、探究新型有效的抗炎治疗药物对于 ARDS 的临床

治疗亦至关重要 [8 ~ 10] 。 Toll 样受体( Toll - like recep-
tors, TLR)是参与非特异性免疫(天然免疫)的一类

重要蛋白质分子,也是连接非特异性免疫和特异性免

疫的桥梁。 TLR 可以识别来源于微生物的具有保守

结构的分子并激活机体产生免疫细胞应答,对病原微

生物感染早期的特异性识别及介导炎性反应具有十

分重要的意义 [11,12] 。
另一方面,LPS 是由免疫活性宿主中的细菌所产

生的,可以在体内外引起强烈的炎性级联反应,并且

在体内可诱发感染,进而引起肺组织严重的炎性反

应 [13] 。 TLR4 可以通过识别宿主坏死细胞释放的热

休克蛋白( heat - shock proteins,HSP)等促进内源性

酶的级联活化反应,激活下游 NF - κB 信号通路,促
进 TNF - α、IL - 1β、IL - 2、IL - 6、趋化因子、黏附分

子、集落刺激因子等细胞因子的释放,介导体内炎症

暴发 [14] 。 本研究通过 LPS 诱导了小鼠急性呼吸窘迫
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综合征模型,旨在探究 TAK242 作为 TLR4 的选择性

的信号转导抑制剂对 ARDS 小鼠的治疗作用及机制。
结果表明, TAK242 能够显著增加 ARDS 小鼠氧合指

数,改善 ARDS 小鼠血氧水平,并且降低血清炎性因

子 TNF - α、IL - 6 水平,缓解体内炎性反应。 病理切

片检测结果显示,TAK242 能够显著改善 ARDS 小鼠

肺组织损伤,以及肺组织 TNF - α、IL - 6 表达水平,
并且抑制 ARDS 小鼠肺组织 TLR4 及 NF - κB 表达,
说明 TAK242 抑制 TLR4 表达而抑制 NF - κB 信号通

路进而缓解小鼠 ARDS。
综上所述,TAK242 能够通过阻断 TLR4 抑制

小鼠 ARDS 炎性因子表达,进而抑制下游 NF - κB
信号通路及炎性反应,发挥对 ARDS 小鼠的治疗

作用。
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