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阻断ｔｏｌｌ样受体对脂多糖致急性肺损伤的保护作用
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　　【摘要】　目的　本文旨在探讨阻断ｔｏｌｌ样受体（ＴＲＬ４）对脂多糖（ＬＰＳ）致急性肺损伤（ＡＬＩ）的保护作用。

方法　将６０只健康雄性清洁级ＳＤ大鼠分为正常组、损伤组和阻断组，每组２０只。损伤组大鼠采用尾静脉注射

ＬＰＳ（６ｍｇ／ｋｇ）复制ＡＬＩ模型；阻断组同时注射ＴＬＲ４抗体（１０ｍｇ／ｍＬ）；正常组给予等容积生理盐水。３ｈ后处死

大鼠，采用凝胶滞留法检测核因子κＢ（ＮＦκＢ）活性；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ印记分析法检测抑制蛋白（ＩκＢα）水平；检测肺组

织匀浆肿瘤坏死因子α细胞因子（ＴＮＦα）、白细胞介素１β（ＩＬ１β）和白细胞介素１０（ＩＬ１０）水平。结果　与正常组

相比，损伤组和阻断组肺组织湿质量／干质量比值增高，ＮＦκＢ活性升高，ＩκＢα、ＴＮＦα、ＩＬ１β水平升高（犘＜０．０５），

而ＩＬ１０水平降低（犘＜０．０５）。而比较损伤组与阻断组发现，阻断组肺组织湿质量／干质量比值降低，ＮＦκＢ活性降

低，ＩκＢα、ＴＮＦα、ＩＬ１β水平明显低于损伤组（犘＜０．０５），ＩＬ１０水平高于损伤组（犘＜０．０５）。结论　采用抗ＴＬＲ４

单克隆抗体阻断ＴＬＲ４介导的信号传导可明显降低 ＮＦκＢ活性和ＩκＢα、ＴＮＦα、ＩＬ１β水平，同时提高ＩＬ１０水平

阻断ＴＬＲ４，对ＬＰＳ致ＡＬＩ有一定的保护作用。
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　　急性肺损伤（ＡＬＩ）为临床上常见的急危重症之一，主要表

现为低氧血症和肺微血管通透性增加，常由各种肺内外致病因

素引起肺部失控性炎症所致。是以肺泡毛细血管损伤为基本

病理特点的急进性呼吸衰竭，是急性呼吸窘迫综合征（ＡＲＤＳ）

的早期阶段［１］。炎症反应是导致 ＡＬＩ的根本原因
［２］，而脂多

糖（ＬＰＳ）在ＡＬＩ的发生及发展至ＡＲＤＳ、多脏器功能障碍综合

征（ＭＯＤＳ）中起了重要作用。ＬＰＳ过度激活防御性炎症反应

是致病机制之一，ｔｏｌｌ样受体（ＴＲＬ４）是天然免疫系统识别病

原微生物的主要受体［３］。大量研究显示ＴＬＲ４是介导机体炎

症和免疫的桥梁，在天然免疫反应中有着重要的作用［４］。本文

旨在探讨阻断ＴＬＲ４对ＬＰＳ致ＡＬＩ的保护作用。

１　材料与方法

１．１　实验动物　本研究采用的６０只雄性清洁级ＳＤ大鼠均

购自湖南斯莱克景达实验动物有限公司，体质量２０～３０ｇ。分

为正常组、损伤组和阻断组３个组，每组２０只。３个组大鼠的

年龄、体质量等一般资料差异均无统计学意义（犘＞０．０５），具

有可比性。

１．２　仪器及材料　ＬＰＳ购自美国Ｓｉｇｍａ公司，产品编码为
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Ｌ５５４３；ＴＬＲ４单克隆抗体购自ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，产品编码为

ＭＴＳ５１０；大鼠肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）酶联免疫吸附试验

（ＥＬＩＳＡ）试 剂 盒 购 自 美 国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公 司，产 品 编 码 为

ＫＲＣ３０１２；大鼠白细胞介素１β（ＩＬ１β）ＥＬＩＳＡ试剂盒和白细胞

介素１０（ＩＬ１０）ＥＬＩＳＡ试剂盒购自美国Ｒ＆Ｄ公司，产品编码

分别为ＳＲ１０００和ＰＲ１０００。

１．３　实验方法　将所有大鼠腹腔注射２％戊巴比妥（４０

ｍｇ／ｋｇ）对大鼠进行麻醉，起效后损伤组通过尾静脉注射ＬＰＳ

（７ｍｇ／ｋｇ）复制ＡＬＩ模型
［５］；阻断组大鼠在注射等量ＬＰＳ的同

时注射ＴＬＲ４抗体（１０ｍｇ／ｍＬ）；正常组给予等容积生理盐水。

３ｈ后处死大鼠。

１．４　观察指标　处死大鼠后称取大鼠肺组织湿质量，之后放

进烘干机彻底烘干并计算大鼠肺组织湿质量／干质量比值。采

用凝胶滞留法检测细胞核因子κＢ（ＮＦκＢ）活性；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

印记分析法检测抑制蛋白（ＩκＢα）水平；检测肺组织匀浆ＴＮＦ

α、ＩＬ１β和ＩＬ１０水平。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０软件对结果进行统计学分

析。计量资料以狓±狊表示，组间比较采用配对狋检验，以α＝

０．０５为检验水准，犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　３个组实验处理后肺组织干质量／湿质量比值比较　比

较各组大鼠肺组织湿质量／干质量值发现，与正常组（３．９６±

０．８７）相比，损伤组（６．７４±０．９２）和阻断组（４．７５±１．０３）明显

升高，且差异具有统计学意义（犘＜０．０５）；而与损伤组相比，阻

断组比值降低，差异具有统计学意义（犘＜０．０５）。

２．２　ＮＦκＢ活性和ＩκＢα表达　以正常组的ＮＦκＢ活性增高

倍数１．００±０．１３和ＩκＢα表达量１．００±０．２５为标准进行比

较，发现损伤组和阻断组 ＮＦκＢ活性增高倍数分别为３．７±

１．２和１．９±０．７；损伤组和阻断组ＩκＢα表达量同样存在不同

程度升高，升高倍数分别为２．６±０．９和１．７±０．８，两组比较

差异有统计学意义（犘＜０．０５）。

２．３　肺组织匀浆ＴＮＦα、ＩＬ１β和ＩＬ１０水平　损伤组和阻断

组大鼠肺组织匀浆ＴＮＦα和ＩＬ１β水平均较正常组存在不同

程度升高（犘＜０．０５）；ＩＬ１０水平在损伤组和阻断组均较正常

组大鼠水平下降，但损伤组下降程度明显高于阻断组（犘＜

０．０５）。见表１。

表１　３个组大鼠肺组织匀浆ＴＮＦα、ＩＬ１β和

　　　　ＩＬ１０水平（狓±狊）

组别 狀 ＴＮＦα（ｎｇ／Ｌ） ＩＬ１β（ｎｇ／Ｌ） ＩＬ１０（μｇ／Ｌ）

正常组 ２０ ５６．３±９．１７ ８．９±３．２ ４５．７±５．９

损伤组 ２０ ４８７．６±８６．３ ３４．５±５．９ ２３．４±７．８

阻断组 ２０ ３８７．２±７５．６ ２３．１±７．４ ３８．１±４．６

３　讨　　论

ＡＬＩ是以中性粒细胞的浸润和肺微血管损伤为主的失控

性炎症反应，继发的ＡＲＤＳ常常导致较高的病死率
［６］。ＴＲＬ４

是近年来发现的病原识别受体和跨膜信号传递受体，几乎在所

有细胞系都有表达并参与介导多种细胞反应和多种疾病发

生［７］。细菌分泌的ＬＰＳ能够与ＴＬＲ４结合并激活人体固有免

疫反应［８９］，ＬＰＳ可激活ＴＬＲ４通路从而导致ＮＦκＢ的转位与

相应免疫基因的活化转录，释放前炎症因子及辅助刺激分

子［１０］，因此ＬＰＳ是ＴＬＲ４信号转导作用的炎症反应、血管发生

和细胞凋亡的决定因子。有文章报道ＴＬＲ４抗体能特异性封

闭阻断ＴＬＲ４
［１１１３］。ＴＮＦα是一种由活化单核、巨噬细胞产

生、作用广泛的细胞因子，是急性炎症反应的始动因子和枢纽

因子。ＩＬ１０是一种主要由ＴＨ２细胞产生的酸性蛋白，是细

胞因子合成抑制因子，对机体具有保护性作用［１４１６］。

本文通过应用 ＬＰＳ建立大鼠 ＡＬＴ模型并应用特异性

ＴＬＲ４单克隆抗体阻断ＴＬＲ４介导的信号传导发现特异性阻

断ＴＬＲ４受体能够减轻大鼠肺水肿，降低 ＮＦκＢ活性、ＩκＢα

蛋白表达、肺组织ＴＮＦα和ＩＬ１β水平，并能维持ＩＬ１０在一

定水平。因此通过使用 ＴＬＲ４特异性抗体阻断ＬＰＳ激活的

ＴＬＲ４介导的信号传导对大鼠ＡＬＴ有一定的保护作用。
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