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·论著 ·

调控 Toll 样受体 2/ 核转录因子 -κB 信号通路对

呼吸机相关性肺损伤大鼠的影响

傅瑞丽    潘灵辉    林飞    葛万运    黄翠源    戴惠军

【摘要】 目的 观察 Toll 样受体 2/ 核转录因子 -κB（TLR2/NF-κB）信号通路预处理在呼吸机相关性肺

损伤（VILI）中的作用。方法 将 30 只雄性 SD 大鼠按随机数字表法分为 3 组，每组 10 只。A 组：经气管导

管缓慢滴入 10 μg/kg TLR2 单克隆抗体（TLR2-mAb）200 μL 干预后，40 mL/kg 潮气量（VT）行机械通气；B 组：

8 mL/kg VT 行机械通气；C 组：滴入 10 μg/kg 无生物学活性的 TLR2-mAb 作为同型抗体干预后，40 mL/kg VT 行

机械通气。于通气 4 h 计算肺湿 / 干质量（W/D）比值，镜下观察肺组织病理学及细胞超微结构改变；用酶联免

疫吸附试验（ELISA）检测血清和支气管肺泡灌洗液（BALF）中白细胞介素 （IL-1β、IL-6）、肿瘤坏死因子 -α
（TNF-α）水平；用实时荧光定量反转录 - 聚合酶链反应（RT-PCR）检测肺组织 TLR2、NF-κB 及髓样分化因 
子 88（MyD88） 的 mRNA 表达。结果    显微镜下观察显示：A、B 组肺组织无明显病理学改变，肺泡巨噬细胞、 
Ⅰ型和Ⅱ型肺泡上皮细胞超微结构无明显损伤；C 组可见明显肺泡腔融合，肺间隔增宽，大量炎性细胞聚集，肺

泡巨噬细胞、Ⅰ型和Ⅱ型肺泡上皮细胞胞膜破坏，胞质大量空泡化，细胞器破坏严重，细胞核固缩，核周隙明显

增宽。 A、B 组肺 W/D 比值以及血清和 BALF 中炎症细胞因子水平均较 C 组明显降低〔肺 W/D 比值： 1.151± 
0.026、 1.128±0.048 比 1.403±0.062；血清 IL-1β（ng/L）：37.05±5.61、 34.52±4.31 比 51.45±8.18， IL-6（ng/L）： 
53.65±5.16、 55.77±5.62 比 89.96±7.08，TNF-α（ng/L）：71.93±13.29、 67.36±11.42 比 96.20±11.60 ；BALF
中 IL-1β（ng/L）：56.48±6.16、 54.44±7.26 比 99.77±8.41， IL-6（ng/L）：172.44±21.26、 163.47±18.70 比

216.22±23.90，TNF-α（ng/L）：235.81±42.75、 231.72±40.38 比 374.85±69.61，均 P＜0.01〕，而 A 组与 B 组上

述指标差异均无统计学意义（均 P＞0.05）。A、B 组肺组织 TLR2、MyD88 和 NF-κB 的 mRNA 表达均明显低于 
C 组〔TLR2 mRNA（2-ΔΔCt）：1.021±0.287、 0.938±0.196 比 3.862±0.871，MyD88 mRNA（2-ΔΔCt）：1.235±0.277、 
1.300±0.306 比 3.618±1.107，NF-κB mRNA（2-ΔΔCt）：0.519±0.036、 1.043±0.170 比 20.280±9.466，P＜0.05
或 P＜0.01〕，而 A 组与 B 组上述因子基因表达差异均无计学意义（均 P＞0.05）。结论    TLR2-mAb 预处理通

过阻断 TLR2/NF-κB 信号通路可减轻 VILI 模型大鼠炎症细胞因子的释放，在一定程度上减轻 VILI。
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【Abstract】 Objective　To evaluate the role of Toll-like receptor 2/nuclear factor-κB （TLR2/NF-κB） signaling 
pathway pretreatment in ventilator-induced lung injury （VILI）. Methods Thirty male Sprague-Dawley （SD） rats 
were randomly divided into three groups by using random number scale， with 10 rats in each group. Group A ： rats  
were given 200 μL of TLR2 monoclonal antibodies （TLR2mAb， 10 μg/kg） by slow instillation through tracheal catheter， 
and then ventilated with a high tidal volume （VT） of 40 mL/kg. Group B ： ventilated with a normal VT of 8 mL/kg. Group 
C ： rats were tracheally instilled with 10 μg/kg of TLR2mAb devoid of biologic activity， and then ventilated with a 
high VT of 40 mL/kg. The rats were mechanically ventilated for 4 hours， the lung wet to dry weight ratio （W/D） was 
calculated. The changes in pathology and  ultrastructure in lung tissue were observed with microscope. Enzyme linked 
immunosorbent assay （ELISA） was performed to determine the concentration of interleukins （IL-1β， IL-6） and tumor 
necrosis factor-α （TNF-α） in serum and brconchoalveolar lavage fluid （BALF）. Real-time fluorescent quantitation 
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 机械通气是急性肺损伤 / 急性呼吸窘迫综合

征（ALI/ARDS）的一种重要生命支持疗法，应用不

当会发生呼吸机相关性肺损伤（VILI）［1］，表现为

肺泡巨噬细胞、Ⅰ型和Ⅱ型肺泡上皮细胞的炎症损

伤并释放白细胞介素（IL-1β、 IL-6）、肿瘤坏死因

子 -α（TNF-α）等炎症介质［2-7］，进而导致肺泡破

裂、肺间质水肿、肺组织实变等。Toll 样受体（TLR）
是细胞表面的跨膜蛋白，能够特异性识别病原相关

分子模式［8-12］，同时可以识别组织释放的内源性配

体［13-15］，已成为近年研究 VILI 发病机制的热点。本

课题组前期研究表明，TLR2 参与了 VILI 的发生发

展［16］。为进一步探讨 TLR2 在 VILI 发病中的作用

机制，本研究拟采用 TLR2 单克隆抗体（TLR2-mAb）
预处理，观察其对 VILI 中 TLR2/ 核转录因子 -κB 

（NF-κB）信号通路的影响。

1    材料与方法

1.1    主要实验仪器及试剂：TOPO 型小动物呼吸机 
（美国 KENT 公司），Roche 480 荧光聚合酶链反应

（PCR）扩增仪（德国 Roche 公司），Multiskan MK3 酶 
标仪（德国 Thermo Scientific 公司）；IL-1β、 IL-6、 
TNF-α 酶联免疫吸附试验（ELISA）试剂盒（欣博

盛生物科技公司），一步法总 RNA 提取试剂 TRIzol、 
RNA 反转录试剂盒（美国赛默飞世尔科技），绿色荧

光染料混合物（德国 Rothe 公司），TLR2、髓样分化

因子 88（MyD88）、NF-κB 单克隆抗体（一抗，美国

ABcam 公司）。

1.2    实验动物分组及模型制备：健康清洁级成年雄

性 SD 大鼠 30 只，体质量 250～300 g，由广西医科

大学实验动物中心提供，动物合格证号：SCXK（桂）

2013-0001。参照文献［17-18］方法改用大潮气量

（VT）机械通气制备 VILI 模型。按照随机数字表法

将大鼠分为 3 组，每组 10 只。A 组：TLR2-mAb + 
40 mL/kg VT，B 组：8 mL/kg VT，C 组：无生物学活性

的 TLR-mAb 作为同型抗体 + 40 mL/kg VT。腹腔注

射氯胺酮 100 mg/kg、咪达唑仑 0.2 mg/kg 和阿托品

1.0 mg/kg 麻醉大鼠，行气管插管并固定。股动脉插

管用于监测动脉压；股静脉插管输注生理盐水，维

持肛温在 37.3～38.3 ℃。插管成功后，A、B 组经气

管导管缓慢滴入 10 μg/kg 药物 200 μL 干预 1 h，然
后经股静脉注射维库溴铵 0.1 mg/kg，待自主呼吸消

失后连接呼吸机进行机械通气 4 h。通气参数：吸

呼比（I∶E）为 1∶1，呼吸频率（f）80 次 /min，吸入氧

浓度（FiO2）0.50，呼气末正压（PEEP）为 0。腹腔

内导管持续输注氯胺酮 36 mL·kg-1·h-1、右美托咪定 
0.04 mL·kg-1·h-1、阿托品 0.075 mL·kg-1·h-1 维持麻醉。

 本实验动物处置方法符合动物伦理学标准。

1.3    检测指标及方法

1.3.1    标本制备：大鼠机械通气 4 h 后开胸结扎左

reverse transcription-polymerase chain reaction （RT-PCR） was used to assess the mRNA expressions of TLR2，  
NF-κB and myeloid differentiation factor 88 （MyD88） in lung tissue. Results No obvious pathological changes in lungs  
were found in group A and group B， and no obvious damages to ultra-microstructure were found in lung macrophages， 
typeⅠ epithelial cell and typeⅡ epithelial cell. In group C， pathological changes were observed， including pulmonary 
alveoli fusion， alveoli septum thickening， inflammatory cells infiltration， and damages to ultrastructure of lung 
macrophage， damage to cell membrane of type Ⅰ epithelial cells and type Ⅱ epithelial cells， vacuoles in cytoplasm， 
damage to organelle， and even pyknosis and perinuclear cistern thickening. Compared with group C， W/D ratio and 
mean concentration of inflammatory cytokines in serum and BALF showed a significant decrease in group A and B 

〔W/D ratio ： 1.151±0.026， 1.128±0.048 vs. 1.403±0.062 ； concentration of IL-1β in serum （ng/L）： 37.05±5.61， 
34.52±4.31 vs. 51.45±8.18 ； concentration of IL-6 in serum （ng/L）： 53.65±5.16， 55.77±5.62 vs. 89.96±7.08 ； 
concentration of TNF-α in serum （ng/L）： 71.93±13.29， 67.36±11.42 vs. 96.20±11.60 ； concentration of IL-1β in 
BALF （ng/L）： 56.48±6.16， 54.44±7.26 vs. 99.77±8.41 ； concentration of IL-6 in BALF （ng/L）： 172.44±21.26， 
163.47±18.70 vs. 216.22±23.90 ； concentration of TNF-α in BALF （ng/L）： 235.81±42.75， 231.72±40.38 vs. 
374.85±69.61， all P＜ 0.01〕， but there were no significant differences between group A and group B （all P＞ 0.05）. 
The mRNA expressions of TLR2， MyD88， and NF-κB were significantly decreased in group A and group B compared 
with those in group C 〔TLR2 mRNA（2-ΔΔCt）：1.021±0.287， 0.938±0.196 vs. 3.862±0.871 ； MyD88 mRNA 

（2-ΔΔCt）：1.235±0.277， 1.300±0.306 vs. 3.618±1.107 ； NF-κB mRNA（2-ΔΔCt）：0.519±0.036， 1.043±0.170 
vs. 20.280±9.466， P ＜ 0.05 or P ＜ 0.01〕， but there was no significant difference among the parameters mentioned 
above between group A and B （all P＞ 0.05）. Conclusion To some extent， pre-intervention with TLR2mAb to block 
the TLR2/NF-κB signal pathway can inhibit the release of pro-inflammatory factors， and regulate the VILI.

【Key words】 Ventilator-induced lung injury； Toll-like receptor 2； Monoclonal antibody； Inflammatory；  
Nuclear factor-κB； Myeloid differentiation factor 88



·  867  ·中华危重病急救医学  2014 年 12 月第 26 卷第 12 期　Chin Crit Care Med，December 2014，Vol.26，No.12

肺，灌洗右肺并回收支气管肺泡灌洗液（BALF），离
心取上清；左心室穿刺抽血，离心取血清；左心室放

血处死大鼠后取肺组织，均于 -80 ℃冻存备检。

1.3.2    肺湿 / 干质量（W/D）比值：大鼠处死后分离

左肺下叶，滤纸吸干表面水分，称湿质量，80 ℃烘干

箱放置 48 h，称干质量，计算肺 W/D 比值。

1.3.3    肺组织病理学观察：取左肺上叶肺尖组织约

1 mm×1 mm×1 mm，3% 戊二醛固定，梯度丙酮脱

水，环氧树脂包埋，切片，铀 - 铅染色，透射电镜下

观察肺组织超微结构。余下左肺上叶组织用 4% 多

聚甲醛浸泡固定 48 h，石蜡包埋切片，苏木素 - 伊

红（HE）染色，光镜下观察肺组织病理学改变。

1.3.4    血清、BALF 中炎症细胞因子检测：IL-1β、

IL-6、TNF-α 检测步骤参照 ELISA 试剂盒说明书。

1.3.5    反转录 - 聚合酶链反应（RT-PCR）检测肺

组织 TLR2、 NF-κB 及 MyD88 的 mRNA 表达：提取

肺组织总 RNA，浓度为 1.8～2.0，-80 ℃冻存。取

2 μg 总 RNA，反转录获取 cDNA，行实时荧光定量

PCR。TLR2、NF-κB、MyD88 和内参三磷酸甘油醛

脱氢酶（GAPDH）引物均由南京金瑞斯生物科技

有限公司合成。PCR 反应体系：绿色荧光染料混合

物 12.5 μL，10 μmol/L 上、下游引物各 1 μL，cDNA 
2 μL，dH2O 8.5 μL。PCR 扩增条件：95 ℃预变性 

5 min ；95 ℃变性 10 s，60 ℃退火 20 s，72 ℃延伸 
30 s，共 45 个循环。采用相对定量法比较各组基因

表达的差异（2-ΔΔCt 值越小，基因表达越低）。

1.4    统计学处理：采用 SPSS 13.0 软件进行统计学

分析，计量数据用均数 ± 标准差（x±s）表示，组间

比较采用方差分析或 t 检验、SNK 检验，P＜0.05 为

差异有统计学意义。

2    结    果
2.1    肺 W/D 比值（表 1）：A、B 组肺 W/D 比值明显

小于 C 组（均 P＜0.01）；而 A 组与 B 组比较差异无

统计学意义（P＞0.05）。
2.2    炎症细胞因子（表 1）：与 C 组比较，A、B 组血

清和 BALF 中 IL-1β、 IL-6、 TNF-α 水平均明显下

降（均 P＜0.01）；而 A 组与 B 组各炎症因子表达差

异无统计学意义（均 P＞0.05）。
2.3    肺组织 TLR2、NF-κB 和 MyD88 mRNA 表达 

（图 1）：A、B 组肺组织 TLR2、 MyD88、NF-κΒ 的

mRNA 表达均明显低于 C 组（P＜0.05 或 P＜0.01）；
而 A 组与 B 组间差异无统计学意义（均 P＞0.05）。
2.4    光镜下观察肺组织病理学改变（图 2）：A、B
组肺组织病理学改变累计面积小于 10%，肺泡结构

和各级支气管上皮完整，肺泡间隔正常，部分区域

有少量炎性细胞浸润，未见肺间质水肿及肺泡壁增

表 1 3 组大鼠肺 W/D 比值以及血清和 BALF 中 IL-1β、IL-6、TNF-α 水平比较（x±s）

组别
动物数

（只）

肺 W/D
比值

血清（ng/L） BALF（ng/L）

IL-1β IL-6 TNF-α IL-1β IL-6 TNF-α

A 组 10 1.151±0.026a 37.05±5.61a 53.65±5.16a 71.93±13.29a 56.48±6.16a 172.44±21.26a 235.81±42.75a

B 组 10 1.128±0.048a 34.52±4.31a 55.77±5.62a 67.36±11.42a 54.44±7.26a 163.47±18.70a 231.72±40.38a

C 组 10 1.403±0.062 51.45±8.18 89.96±7.08 96.20±11.60 99.77±8.41 216.22±23.90 374.85±69.61

    注：A 组为 Toll 样受体 2 单克隆抗体（TLR2-mAb）干预后给予 40 mL/kg 潮气量行机械通气 4  h；B 组为 8 mL/kg 潮气量行机械通气 4 h； 
C 组为无生物学活性的 TLR2-mAb 作为同型抗体干预后给予 40 mL/kg 潮气量行机械通气 4 h；肺 W/D 比值为肺湿 / 干质量比值，BALF 为支

气管肺泡灌洗液，IL-1β、IL-6 为白细胞介素 -1β、-6，TNF-α 为肿瘤坏死因子 -α；与 C 组比较，aP ＜ 0.01

注：A 组为 Toll 样受体 2 单克隆抗体（TLR2- mAb）干预后给予 40 mL/kg 潮气量行机械通气 4 h，B 组为 8 mL/kg 潮气量行机械通气 4 h，
C 组为无生物学活性的 TLR2-mAb 作为同型抗体干预后给予 40 mL/kg 潮气量行机械通气 4 h；MyD88 为髓性分化因子 88，

NF-κB 为核转录因子 -κB；与 C 组比较，aP＜0.05，bP＜0.01
图 1 实时荧光定量反转录 - 聚合酶链反应检测各组大鼠肺组织 TLR2、MyD88 和 NF-κB 的 mRNA 表达



·  868  · 中华危重病急救医学  2014 年 12 月第 26 卷第 12 期　Chin Crit Care Med，December 2014，Vol.26，No.12

厚现象。C 组肺组织病理学改变累计面积达 50%，

肺泡结构紊乱，肺间隔增宽，肺间质水肿，肺泡腔融

合并有大量炎性细胞聚集。

2.5    透射电镜下观察肺组织超微结构改变

2.5.1    肺泡巨噬细胞（图 3）：A、B 组肺泡巨噬细胞

超微结构无明显病理改变，胞质空泡现象轻微，核

膜、核仁清晰可见；C 组巨噬细胞伪足消失，胞质空

泡现象明显、吞噬体增多，细胞核固缩，核周隙明显

增宽，核仁结构不能辨认。

2.5.2    肺泡上皮细胞（图 4）：A、B 组Ⅰ型、 Ⅱ型肺

泡上皮细胞超微结构无明显改变，细胞膜完整，细

胞器结构清晰可辨，核膜无断裂、核仁清晰，仅Ⅱ型

肺泡上皮细胞有轻微空泡现象；C 组Ⅰ型、 Ⅱ型肺

泡上皮细胞伪足减少或消失，胞膜出现断裂，胞质

结构紊乱、空泡化严重、细胞器无法辨认，细胞核固

缩，核周隙明显增宽，核仁无法辨认。

3    讨    论
 TLR 是存在于细胞表面的一种跨膜蛋白，可以

识别病原相关分子模式，在固有免疫和获得性免疫

中均发挥着重要作用［9，15，19-20］。近年来有研究表明，

TLR2 除了主要识别肽聚糖（PGN）、革兰阳性细菌

的脂磷壁酸（lipoteichoic acid）、脂蛋白和脂肽、酵母

多糖等外源性配体外［20-22］，吕镗烽等［23］发现，失血

性休克的发生与 TLR 的高表达存在一定关系；黄栋

等［13，24］研究发现高氧状态导致大鼠 ALI 与 TLR 有

关，尤其与 TLR2 和 TLR4 的高表达密切相关；还有

研究表明，TLR2 可以识别机体本身由于细胞破坏

所释放的内源性配体，参与机体自身的无菌性炎症

反应［13，23-27］。本课题组前期研究通过设置不同潮

气量和通气时间模拟 VILI 模型，已经证明 TLR2 在

VILI 的发生发展中起到了重要的作用［16］。

 有研究发现，TLR2 参与急性炎症主要是通过

NF-κB/MyD88 信号通路来实现的［24-25，28-30］，而阻断

该通路对 VILI 的发生发展是否存在相关影响尚未

清楚，为此我们进行了本研究。结果发现：C 组大

鼠未阻断 TLR2/NF-κB/MyD88 信号通路，在大潮气

量下机械通气 4 h 时，光镜下观察肺组织病理学改

变，可见肺泡壁断裂、肺间隔增宽、肺间质水肿、肺

泡腔融合、大量炎性细胞渗出等急性炎症表现；电

镜下观察肺巨噬细胞、Ⅰ型和Ⅱ型肺泡上皮细胞超

微机构均出现胞膜断裂、细胞伪足减少甚至消失、

胞质大量空泡化、胞核固缩、核周隙增宽等改变。

结合前期研究结果我们认为，大潮气量机械通气可

以对肺组织产生明显的炎性损伤。 A 组大鼠在机

械通气前 1 h 给予 TLR2-mAb 预处理，结果显示可

以阻断 TLR2/NF-κB/MyD88 信号通路，通气 4 h 时

光镜下观察肺组织无明显病理学改变；肺泡巨噬细

胞、Ⅰ型和Ⅱ型肺泡上皮细胞超微结构损伤改变轻

微，说明 TLR2-mAb 阻断 TLR2/NF-κB/MyD88 信号

通路后可明显减轻大鼠 VILI 炎症表现。B 组大鼠

图 2 光镜下观察 3 组大鼠肺组织病理学改变 A 组（a）、 B 组（b）肺泡结构清晰，无水肿，无炎性细胞及水肿液渗出；C 组（c）肺泡间隔

明显增宽，肺泡壁断裂，肺泡腔融合，肺毛细血管水肿，大量炎性细胞渗出 HE  中倍放大  图 3 电镜下观察 3 组大鼠肺泡巨噬细胞超

微结构改变 A 组（a）、 B 组（b）肺泡巨噬细胞膜完整，伪足明显，胞质仅见轻微空泡化，核膜完整，细胞形态清晰可辨（×10 000）；C 组（c）
肺泡巨噬细胞膜完整但伪足消失，胞质空泡化明显，吞噬体增多，细胞核严重固缩，核周隙明显增宽，不能辨认核仁（×15 000） 铀 - 铅 
双染  图 4 电镜下观察 3 组大鼠肺泡上皮细胞超微结构改变 A 组（a、 d）、 B 组（b、 e）肺泡上皮细胞胞膜完整，微绒毛明显，细胞

器清晰可辨，核膜完整，核仁明显，Ⅰ型肺泡上皮细胞（a、 b）胞质无空泡化，Ⅱ型肺泡上皮细胞（d、 e）胞质仅有轻微空泡化（×20 000）； 
C 组（c、 f）肺泡上皮细胞膜破裂，微绒毛消失，细胞核固缩，核周隙增宽，Ⅰ型肺泡上皮细胞（c）胞质结构紊乱，细胞器破坏严重无法辨认

（×10 000），Ⅱ型肺泡上皮细胞（f）胞质及细胞器严重空泡化，细胞结构紊乱（×20 000）    铀 - 铅双染    A 组为 Toll 样受体 2 单克隆抗体

（TLR2-mAb）干预后给予 40 mL/kg 潮气量行机械通气 4  h；B 组为 8 mL/kg 潮气量行机械通气 4  h；C 组为无生物学活性的 TLR2-mAb 作

为同型抗体干预后给予 40 mL/kg 潮气量行机械通气 4 h
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模拟正常潮气量下机械通气，光镜下观察肺组织无

明显病理学改变，电镜下观察肺泡巨噬细胞、Ⅰ型

和Ⅱ型肺泡上皮细胞超微结构均无明显损伤改变。

A 组虽然采用了 40 mL/kg 的大潮气量通气， 但是

因为提前给予 TLR2-mAb 阻断了 TLR2 的活性，从

而不能激活其下游因子，导致 TLR2/NF-κB/MyD88
信号通路受到抑制，肺组织和细胞均接近 B 组正常

潮气量机械通气下大鼠肺组织和细胞结构。可见

TLR2-mAb 能在一定程度上影响大鼠 VILI 的发生

发展。

 本研究对细胞因子的检测显示，C 组大鼠血清

和 BALF 中 IL-1β、IL-6 和 TNF-α 水平均较 A、B
组明显增高，TLR2/NF-κB/MyD88 信号通路关键因

子 TLR2、NF-κB 和 MyD88 的 mRNA 表达也较 A、

B 组明显升高；而 A、B 组无统计学差异。进一步表

明 TLR2 参与了 VILI 的发生发展，而 TLR2-mAb 可

能通过阻断 TLR2/NF-κB/MyD88 信号通路，从而在

某种程度上减轻 VILI 模型肺的炎症反应。

 综上，TLR2-mAb 阻断 TLR2/NF-κB/MyD88 炎

症信号通路后，可抑制细胞炎症信号转导，减少炎

症因子释放，在一定程度上影响了 VILI 的进展。
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