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·论著·
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【摘要】 目的  探讨氯化钡（BaCl2）预处理是否对脂多糖（LPS）诱导的急性呼吸窘迫综合征（ARDS）小

鼠具有保护作用及其可能的作用机制。方法  将 60 只 8～12 周龄健康 C57BL/6 雄性小鼠随机分为假手术组、

ARDS 模型组和 BaCl2 预处理组，每组 20 只。BaCl2 预处理组提前 3 d 连续经尾静脉注射 BaCl2 4 mg/kg，其余两

组不进行预处理。采用气管内滴注 LPS 3 mg/kg 的方法制备小鼠 ARDS 模型；假手术组则给予等体积 0.9% 生

理盐水。制模成功后 24 h，将部分小鼠处死取肺组织，分离右肺下叶于光镜下观察各组小鼠肺组织病理改变，

取小鼠剩余肺组织称重，观察各组小鼠肺组织湿 / 干质量（W/D）比值；部分小鼠经尾静脉注射伊文思蓝（EB），

2 h 后处死取肺组织，观察肺微血管通透性变化；剩余小鼠行肺泡灌洗，采用酶联免疫吸附试验（ELISA）检测

支气管肺泡灌洗液（BALF）中肿瘤坏死因子 -α（TNF-α）水平变化。结果  与假手术组比较，ARDS 模型组

小鼠表现出典型的 ARDS 病理变化，该组小鼠肺 W/D 比值明显升高（4.951±0.161 比 3.449±0.299，P＜0.01）， 

每克肺组织中 EB 含量明显增加（μg/g：0.130±0.027 比 0.085±0.011，P＜0.01），光镜下显示肺泡壁结构被明

显破坏、肺淤血及肺泡内渗出液明显增多、炎症细胞大量浸润，肺损伤病理评分明显升高（分：10.33±1.15 比

1.67±0.58，P＜0.01），BALF 中 TNF-α 水平明显升高（ng/L：900.85±247.80 比 68.21±5.79，P＜0.01）。与 ARDS 

模型组比较，BaCl2 预处理组小鼠肺 W/D 比值明显降低（4.620±0.125 比 4.951±0.161，P＜0.01），每克肺组织

中 EB 含量明显减少（μg/g：0.108±0.011 比 0.130±0.027，P＜0.01），光镜下显示肺组织损伤程度较 ARDS 模型

组减轻，肺损伤病理评分明显降低（分：5.00±1.00 比 10.33±1.15，P＜0.01），BALF 中 TNF-α 水平明显降低

（ng/L：169.16±73.33 比 900.85±247.80，P＜0.01）。结论  BaCl2 预处理可通过减轻肺毛细血管通透性和局部

炎症反应改善 LPS 诱导的 ARDS 模型小鼠的肺组织病理学改变，对 ARDS 小鼠具有保护作用。
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【Abstract】 Objective  To  explore  whether  barium  chloride  (BaCl2)  preconditioning  has  the  protective  effect 
on  lipopolysaccharide  (LPS)-induced  acute  respiratory  distress  syndrome  (ARDS)  model  in  mice  and  the  possible 
mechanism.  Methods  Sixty 8-12 week old healthy C57BL/6 male mice were  randomly divided  into control group, 
ARDS  model  group  and  BaCl2  pretreatment  group,  with  20  mice  in  each  group.  The  BaCl2  pretreatment  group  was 
continuously  injected with BaCl2  (4 mg/kg  through  the  tail  vein)  for 3 days before ARDS model establishment. ARDS 
model was established by intratracheally injecting (3 mg/kg) LPS. The control group was intratracheally given the same 
volume of 0.9% normal saline. On 24th hour after ARDS model establishment, some mice were sacrificed for obtaining 
fresh lung tissue. And the right lower lobe of the lung was separated for observing the pathological changes of lung tissue 
while the left lung tissue was used to measure the wet/dry weight ratio (W/D) of the lung. Some mice were sacrificed for 
observing  pulmonary microvascular  permeability  at  2nd  hours  after  injecting  Evans  blue  (EB)  through  tail  vein.  The 
left mice were killed for alveolar lavage to measure the levels of tumor necrosis factor-α (TNF-α) via enzyme linked 
immunosorbent assay (ELISA).  Results  Comparing with the control group, ARDS model group showed typical ARDS 
pathological  changes,  which  included  the  increased  W/D  ratio  (4.951±0.161  vs.  3.449±0.299,  P  <  0.01)  and  the 
content of EB in the lung tissue (μg/g: 0.130±0.027 vs. 0.085±0.011, P < 0.01), the damaged alveolar wall structure, 
lung  congestion  and  exudates  in  the  alveoli,  as well  as  amounts  of  inflammatory  cells.  The pathological  score  of  lung 
injury  (10.33±1.15 vs.  1.67±0.58)  and  the  level  of TNF-α  in BALF  (ng/L: 900.85±247.80 vs.  68.21±5.79) were 
significantly increased in the ARDS model group (both P < 0.01). Comparing with the ARDS model group, the lung W/D  
ratio  (4.620±0.125  vs.  4.951±0.161)  and  the  EB  content  in  the  lung  tissue  (μg/g:  0.108±0.011  vs.  0.130±0.027) 
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of  BaCl2  pretreatment  group  were  significantly  reduced  (both  P  <  0.01).  And  the  damaged  pulmonary  structural 
BaCl2  pretreatment  group were  significantly  alleviated.  In  addition,  the  pulmonary  pathological  score  (5.00±1.00  vs. 
10.33±1.15) and the level of TNF-α in BALF (ng/L: 169.16±73.33 vs. 900.85±247.80) were significantly decreased 
(both P < 0.01).  Conclusion  Barium chloride pretreatment can improve the lung histopathological changes of ARDS 
model  mice  induced  by  LPS  by  reducing  the  permeability  of  pulmonary  capillaries  and  local  inflammatory  reaction.
Barium chloride has the protective effect against LPS attack in mice model of ARDS.
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  急性呼吸窘迫综合征（acute respiratory distress 

syndrome，ARDS）是指由不同原因引起的以顽固

性低氧血症〔氧合指数（PaO2/FiO2）＜300 mmHg； 

1 mmHg≈0.133 kPa〕为显著特征的临床综合征。在

全球范围内，ARDS 占重症监护病房（intensive care 

unit，ICU）入院患者的 10%，其病死率可高达 40%

左右［1-2］。目前对 ARDS 的治疗尚无特效方法，主

要以对症支持治疗为主，因此仍需我们继续探索相

关治疗措施。有研究表明，内向整流钾离子通道 2.1

（inward rectifier K+ channel，Kir2.1）是由 KCNJ 基因

转录翻译的阳离子通道家族成员之一，广泛表达于

内皮细胞［3］。当膜电位介于钾离子（K+）平衡电位

与静息膜电位之间时，Kir2.1 不允许正常 K+ 内流，

只允许少量 K+ 外流，从而使内皮细胞膜超极化，激

活内皮细胞上的非电压依赖性钙通道，增加血管通

透性［4］。既往研究证实，脂多糖（lipopolysaccharide，

LPS）在体外可以使小鼠肺微血管内皮细胞 Kir2.1

通道高表达，而氯化钡（BaCl2）可阻断 Kir2.1 通道高

表达；ARDS 主要病理生理特征是由肺部弥漫性炎

症病变导致的急性肺损伤及肺上皮细胞和内皮细胞

通透性增加引起的肺泡毛细血管屏障破坏，从而导

致肺水肿［5］。因此，推测 BaCl2 可能通过阻断 Kir2.1 

通道从而减轻肺泡内皮细胞通透性，改善病情。本

研究经气管内滴注 LPS 建立小鼠 ARDS 模型［6］，术

前连续 3 d 经尾静脉注射 BaCl2 溶液，以验证 BaCl2
能否改善 ARDS 所致肺损伤，现报告如下。

1 材料与方法 

1.1  实验动物及准备：选用健康 C57BL/6 雄性小

鼠，8～12 周龄，体质量（22±3）g，均购自济南朋

悦实验动物繁育有限公司〔许可证号：SCXK（鲁）

20190003，动物合格证号：370726211100344978〕。

实验用小鼠均饲养于山东第一医科大学附属省立医

院实验动物中心普通清洁环境（每笼 5 只），室内温

度维持在（22±2） ℃，湿度维持在（40±5）%，人工

12 h 昼夜循环，术前适应性喂养 1 周，自由获取食物

（相同的标准饲料）和水。

1.2  实验动物分组及处置：采用随机数字表法将 

60 只小鼠分为假手术组、ARDS 模型组和 BaCl2 预

处理组，每组 20 只。BaCl2 预处理组提前 3 d 连续

经尾静脉注射 BaCl2 4 mg/kg；其余两组不进行预处

理。采用气管内滴注 LPS 3 mg/kg 的方法制备小鼠

ARDS 模型［6］；假手术组则气管内滴注等体积 0.9%

生理盐水。经观察小鼠出现活动能力减弱、眼周分

泌物增多、毛发稀疏、呼吸急促等改变判定为模型

制备成功。制模成功后 24 h，部分小鼠处死取肺组

织，部分小鼠在处死前 2 h 经尾静脉注射伊文思蓝

（Evans blue，EB），部分小鼠在处死前行肺泡灌洗收

集支气管肺泡灌洗液（bronchoalveolar lavage fluid，

BALF）。

  所有动物的实验操作均严格遵守实验动物管理

条例，并征得山东第一医科大学附属省立医院动物

实验伦理委员会许可（审批号：2021-600）。

1.3  样本采集及观察指标

1.3.1  肺湿 /干质量比值（wet/dry weight ratio，W/D）：

取小鼠肺组织冲洗、吸干水分，称湿重，之后置于

80 ℃烤箱 48 h，连续称重 3 次，直至肺重量不再变

化，视为干重，计算肺 W/D 比值。

1.3.2  肺损伤病理评分：取小鼠肺组织置于4%多聚

甲醛固定液中，4 ℃避光保存 2～3 d，经脱水、石蜡

包埋、切片、脱蜡、苏木素 - 伊红（hematoxylin-eosin， 

HE）染色等步骤，光镜下观察小鼠肺组织病理损伤

变化并进行肺损伤病理评分［7］，从肺泡间隔增厚、

中性粒细胞浸润、肺泡水肿、肺泡淤血 4 个方面进

行半定量评分，其中无病变或病变轻微为 0 分、轻

度病变为 1 分、中度病变为 2 分、重度病变为 3 分，

总赋值 12 分，分值越高表示肺损伤越严重。

1.3.3  肺微血管通透性：向小鼠尾静脉注射 0.5% 

EB 12 mL/kg，1 h 后麻醉小鼠进行肺循环灌流，直至

左心耳流出液体由蓝黑色变透明，称取 100 mg 小鼠

肺组织，用 2 mL 50% 三氯乙酸（trichloroacetic acid，



·  276  · 中华危重病急救医学  2023 年 3 月第 35 卷第 3 期  Chin Crit Care Med，March   2023，Vol.35，No.3

TCA）充分匀浆、离心，取 1 mL 上清与 3 mL 无水

乙醇混合，分别在波长 620 nm 和 680 nm 处用酶标

仪测量吸光度（absorbance，A）值，用零校标准品配

制梯度浓度（50～1 000 μg/L）的 EB 溶液，并测量

其 A 值以绘制标准曲线（线性关系），参照标准曲线

计算每克肺组织的 EB 含量，用于表示肺微血管通 

透性［8］。

1.3.4  BALF 中肿瘤坏死因子 -α（tumor necrosis 

factor-α，TNF-α）含量：收集小鼠 BALF 置于 1.5 mL  

小离心管中，以 3 000 r/min（离心半径 10.1 cm）离心

5 min 取上清，采用酶联免疫吸附试验（enzyme-linked 

immunoadsordent assay，ELISA）试剂盒检测 BALF 中

TNF-α 含量。

1.4  统计学处理：使用 Graphpad Prism 9.0.0 软件

分析并作图。计量资料以均数 ± 标准差（x±s）表

示，将数据进行正态性检验和方差齐性分析，方差齐

时，多组间比较采用单因素方差分析（ANOVA），然

后进行 Newman-Keuls 检验，采用 Tukey 法进行组间

多重比较；方差不齐时则采用 Brown-Forsythe 进行

方差分析。P＜0.05 为差异有统计学意义。

2 结 果 

2.1  BaCl2 对小鼠肺 W/D 比值的影响（图 1）：与假

手术组比较，ARDS 模型组小鼠肺 W/D 比值明显升

高（P＜0.01）；与 ARDS 模型组比较，BaCl2 预处理

组小鼠肺 W/D 比值明显降低（P＜0.01），提示 BaCl2
可以减轻 ARDS 小鼠肺组织水肿。

2.2  BaCl2 对小鼠肺微血管通透性的影响（图 1）：

与假手术组比较，ARDS 模型组小鼠每克肺组织中

EB 含量明显增加（P＜0.01），表明小鼠肺微血管通

注：ARDS 为急性呼吸窘迫综合征，BaCl2 为氯化钡； 
与假手术组比较，aP＜0.01；与 ARDS 模型组比较，bP＜0.01

图 3  各组小鼠肺损伤病理评分比较

图 2  光镜下观察各组小鼠肺组织病理改变　假手术组小鼠肺
组织结构正常，肺泡间隔无增厚、水肿及肺泡淤血，未见炎症细
胞浸润；急性呼吸窘迫综合征（ARDS）模型组小鼠肺组织可见
明显肺泡破坏及肺泡间隔增厚（红色箭头所示），伴有明显水肿
及肺泡淤血（绿色箭头所示），肺间质伴有大量炎症细胞浸润；氯
化钡（BaCl2）预处理组小鼠肺泡内淤血及渗出减少，肺泡间隔变
薄，肺间质炎症细胞渗出减少　苏木素 - 伊红（HE）染色　中倍 
放大

透性增加；与 ARDS 模型组比较，BaCl2 预处理组小

鼠每克肺组织中 EB 含量明显减少（P＜0.01），提示

BaCl2 可以改善 ARDS 小鼠肺微血管通透性。

2.3  BaCl2 对小鼠肺组织病理损伤的影响（图2～3）：

光镜下显示，假手术组小鼠肺组织结构正常；ARDS

模型组小鼠肺组织可见明显损伤，肺损伤病理评分

较假手术组明显升高（P＜0.01）；BaCl2 预处理组

小鼠肺组织损伤程度较 ARDS 模型组减轻，肺损伤

病理评分明显降低（P＜0.01），提示 BaCl2 预处理对

ARDS 小鼠肺组织具有一定保护作用。

2.4  BaCl2 对小鼠 BALF 中炎症因子 TNF-α 含量

的影响（图 4）：与假手术组比较，ARDS 模型组小鼠

BALF 中 TNF-α 含量明显升高（P＜0.01）；与 ARDS

模型组比较，BaCl2 预处理组小鼠 BALF 中 TNF-α 

含量明显降低（P＜0.01），提示 BaCl2 可以改善 LPS

诱导的 ARDS 小鼠的炎症因子表达。

注：ARDS 为急性呼吸窘迫综合征，BaCl2 为氯化钡，EB 为伊文思蓝； 
与假手术组比较，aP＜0.01；与 ARDS 模型组比较，bP＜0.01

图 1  各组小鼠肺组织湿 / 干质量（W/D）比值 
及肺微血管渗透性比较
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3 讨 论 

  ARDS 是一种肺部弥漫性炎症损伤，可引起肺

微血管通透性增加，导致弥漫性肺水肿及肺组织顽

固性缺氧。LPS 诱导的 ARDS 动物模型是研究疾病

分子机制和探索新治疗方法最常见及最重要的动物

模型［9］。本实验通过气管内滴注 LPS 的方法成功

制备小鼠 ARDS 模型。

  本研究显示，给予 BaCl2 预处理可以明显改善

LPS 诱导的 ARDS 模型小鼠肺 W/D 比值和肺组织

病理损伤。有研究已证实，肺泡上皮损伤和血管通

透性增加对肺水肿的形成至关重要，并且被认为是

ARDS 发生的标志［10-11］。当膜电位介于 K+ 平衡电

位与静息膜电位之间时，Kir2.1不允许正常K+ 内流，

只允许少量 K+ 外流，从而使细胞膜超极化，激活内

皮细胞上的电压依赖性钙通道，促进钙离子（Ca2+）

内流，增加血管通透性［4］。Lin 等［12］通过延长激动

剂诱导啮齿类动物血管内皮细胞超极化，可使 Ca2+

进入细胞内的驱动力增强，从而增加微血管通透

性。Kir2.1通道也被发现在肺血管内皮细胞上表达，

在调节肺血管张力、改变肺血管通透性方面起重要

作用［13］，而 Kir2.1 通道的这种作用可以被 BaCl2 抑 

制［14］。因此，本研究借助 EB 渗透实验观察小鼠肺

毛细血管通透性的变化，结果表明，ARDS 模型组小

鼠 EB 渗出增多，通透性明显增加；而经 BaCl2 处理

后，EB 通透性显著下降，提示 BaCl2 通过改变肺毛

细血管通透性发挥其保护作用。

  有研究表明，TNF-α 作为一种早期炎症反应

因子，可以引发进一步炎症反应［15］，LPS 可以直接

或通过 TNF-α 等介导，上调内皮表面黏附分子的

表达，增加原位趋化因子的产生，从而促进肺脏的

注：BALF 为支气管肺泡灌洗液，TNF-α 为肿瘤坏死因子 -α；
ARDS 为急性呼吸窘迫综合征，BaCl2 为氯化钡； 

与假手术组比较，aP＜0.01；与 ARDS 模型组比较，bP＜0.01

图 4  各组小鼠 BALF 中 TNF-α 含量比较

炎症反应［16］。因此，TNF-α 是 ARDS 患者肺组织

中具有生物活性的细胞因子，能够增加肺上皮通透

性［17］。本研究采用 ELISA 试剂盒检测各组小鼠

BALF 中 TNF-α 水平，结果显示，ARDS 模型组小

鼠 BALF 中 TNF-α 水平较假手术组小鼠明显升高，

而 BaCl2 预处理则可以明显降低 ARDS 模型小鼠的

TNF-α 水平。

  综上，本研究结果表明，BaCl2 预处理通过降低

肺毛细胞血管通透性和 BALF 中 TNF-α 水平，可

以明显缓解 LPS 导致的肺组织损伤，上述结果为未

来寻找 ARDS 的治疗方法提供了新的思路。
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