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摘要： 目的 探讨白细胞分化抗原 14（CD14）-Toll样受体 4（TLR4）-核因子激活的B细胞的κ-轻链增强（NF-κB）信号传导通
路在脂多糖（LPS）诱导急性肺损伤/急性呼吸窘迫综合征（ALI/ARDS）中作用及机制。方法 于 2020年 1—12月，选取购自北
京宝元兴业科技有限公司的清洁级健康雄性SD大鼠90只，分为A、B、C三组，每组各30只，C组为正常大鼠模型组，B组为ALI/
ARDS模型组大鼠，A组为ALI/ARDS＋CD14、TLR4以及NF-κB模拟物模型组大鼠，比较三组大鼠相关指标的差异。结果 造

模 12 h后，A、B、C三组大鼠的呼吸频率（RR）分别是（127.92±17.04）次/分、（87.51±8.42）次/分、（55.28±3.73）次/分，A组>B组>C
组，动脉血氧分压（PaO2）分别是（7.63±1.16）mmHg、（10.58±1.65）mmHg、（13.46±2.05）mmHg，A组<B组<C组，均差异有统计学
意义（P<0.05）。A、B、C三组大鼠的CD14蛋白表达水平分别是（0.94±0.23）（0.69±0.18）、（0.48±0.13） TLR4蛋白表达水平分别
是（0.97±0.26）、（0.65±0.13）、（0.43±0.11） NF-κB P65蛋白表达水平分别是（1

、

.03±0.28）、（0.67±0.17）、（
，

0.47±0.12），脂多糖蛋白
表达水平分别是（0.98±0.27）、（0.66±0.16）、（

，

0.45±0.12）均A组>B组>C组，均差异有统计学意义（P<0.05）。Pearson相关性分
析显示，A组大鼠的脂多糖蛋白分别与CD14蛋白、TLR4蛋

，

白以及NF-κB P65蛋白均呈正相关（P<0.05）。结论 CD14-TLR4-

NF-κB信号传导通路能够增强脂多糖表达并促进机体炎性活动，参与ALI/ARDS的发生发展。
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Role and mechanism of cd14-tlr4-nf - κB signaling pathway in LPS induced ALI / ARDS
JIN Zhaoquan,ZHANG Wenbin,CHEN Xin,ZHU Bin

Author Affiliation:Department of Emergency, Changzhou First People's Hospital, Changzhou Jiangsu 213000, China
Abstract： Objective To investigate the role and mechanism of leukocyte differentiation antigen 14 (CD14) - Toll like receptor 4
(TLR4) - nuclear factor-activated κ-light chain enhancement ( NF - κB) signaling pathway in lipopolysaccharide (LPS) induced acute lung
injury / acute respiratory distress syndrome (ALI/ARDS).Methods From January 2020 to December 2020, 90 SPF SD rats purchased
from Beijing Baoyuan Xingye Technology Co., LTD were assigned into three groups: A, B and C group, 30 rats in each group. Group C was
the normal rat model group, group B was the ALI / ARDS model group, group A was the ALI / ARDS + CD14, TLR4 and NF - κB mimic
model group. The differences of related indexes among the three groups were compared.Results 12 hours after the establishment of the
model, the respiratory rate (RR) of rats in groups A, B and C was (127.92±17.04) times/min, (87.51±8.42) times/min, and (55.28±3.73)
times/min, respectively, group A > group > group C; the arterial partial blood oxygen pressure (PaO2) was (7.63±1.16) mmHg, (10.58±
1.65) mmHg, and (13.46±2.05) mmHg, group A < group B < group C; and the difference was statistically significant (P<0.05). The expres⁃
sion level of CD14 protein in group A, B and C was (0.94±0.23), (0.69±0.18) and (0.48±0.13), respectively, TLR4 protein was (0.97±
0.26), (0.65±0.13) and (0.43±0.11), respectively, NF-κB P65 protein was (1.03±0.28), (0.67±0.17) and (0.47±0.12), respectively, lipid
polyglycol protein was (0.98±0.27), (0.66±0.16) and (0.45±0.12), respectively, group A > group B > group C, and the differences were sta⁃
tistically significant (P<0.05). Pearson correlation analysis showed that LPS protein in group A was positively correlated with CD14 pro⁃
tein, TLR4 Protein and NF - κB p65 protein, respectively (P < 0.05).Conclusion CD14-TLR4-NF- κB signaling pathway can enhance
the expression of LPS and promote inflammatory activity of the body, and participate in the development of ALI / ARDS.
Key words： Acute lung injury; Respiratory distress syndrome, adult; Leukocyte differentiation antigen 14; Toll like receptor
4; Enhancement of kappa light chain in nuclear factor activated B cells; Signal transduction pathway; Lipopolysaccharide; Rats,
Sprague-Dawley

急性肺损伤（acute lung injury，ALI）是由多种致
病因素所导致的肺泡上皮细胞及毛细血管内皮细

胞受损，可造成弥漫性肺间质及肺泡水肿，最终引

起急性低氧性呼吸功能不全［1-2］。随着病情进一步

恶化，ALI常演变为急性呼吸窘迫综合征（acute re⁃
［3］spiratory distress syndrome，ARDS） ，临床症状主要

表现为顽固性低氧血症，具有较高的致死率［4］。

ALI/ARDS既是多种呼吸道重症的发病基础，又是
全身炎症活动剧烈时较易出现的综合征［5］。近年

来，ALI/ARDS的发生发展机制及其影响因素已成
为临床研究热点问题。脂多糖（lipopolysaccharide，
LPS）是由脂质和多糖所构成的复合物，有研究表
明，脂多糖常通过 Toll样受体（toll-like receptors，
TLR）家族参与机体炎性活动和免疫反应，与机体多
种炎性疾病的发生发展密切相关［6］。另据研究显

示，白细胞分化抗原 14（leukocyte differentiation anti⁃
gen 14，CD14）作为脂多糖受体，其主要生物学活性
是识别、结合脂多糖复合物，参与、把控脂多糖性细

胞反应［7］；TLR4作为 TLR家族的主要成员之一，是
参与非特异性免疫应答反应和炎症反应的主要蛋

白质因子［8］；而核因子激活的 B细胞的 κ-轻链增强

（enhancement of kappa light chain in nuclear factor ac⁃

tivated B cells，NF-κB）通过结合多种炎性细胞因子
或肿瘤坏死因子，参与机体各种炎症活动，并与多

种炎症疾病的发生发展密切相关［9］。但目前临床鲜

有研究探讨过CD14、TLR4、NF-κB以及脂多糖等细
胞因子在ALI/ARDS发病中的作用，本次研究以此
目标为出发点，对大鼠进行ALI/ARDS造模实验，现
报道如下。

1 材料与方法

1.1 材料 清洁级健康雄性 SD大鼠 90只，8~10
周，体质量（187.52±5.16）g，购买于北京宝元兴业科
技有限公司［SYXK（京）2020-0167］。本研究符合一
般动物实验伦理学原则。

1.2 动物分组与实验方法 将90只SD大鼠随机分
为A、B、C三组，每组各 30只。A组和B组大鼠在左
侧尾静脉部位注射内毒素 9 mg/kg，制造大鼠 ALI/
ARDS模型。C组大鼠静脉注射生理盐水。给予A
组大鼠CD14模拟物、TLR4模拟物以及NF-κB模拟
物静脉注射。取大鼠肺组织，留取一半肺组织，4％
甲醛溶液固定，用于病理染色；剩余组织置于液氮

中速冻后置于﹣80 ℃超低温冰箱保存，用于蛋白质
印迹法检测。

1.3 仪器与试剂 大鼠 sEPCR检测试剂盒（上海信
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裕生物工程有限公司）；Trizol试剂（武汉科昊佳生物
科技有限公司）；Lipofectamine 2000转染试剂［上海
赛默飞世尔科技（中国）有限公司］；血液分析仪（日

本 SYSMEX）及配套试剂检测血常规指标 ；全自动
生化分析仪（北京普朗新技术有限公司）；大鼠肺功

能仪（北京广源达科技发展有限公司）；血气电解质

分析仪（南京普朗医疗设备有限公司）。

1.4 CD14、TLR4、NF-κB P65和脂多糖样本收集
和检测方法 CD14、TLR4、、NF-κB P65和脂多糖蛋
白表达：采用蛋白质印迹法。取部分梗阻侧肾组织

标本，匀浆器充分研磨后加入裂解液裂解并提取总

蛋白，采用BCA法测定蛋白浓度。根据目标蛋白大
小配置适合浓度的凝胶、分离胶和浓缩胶。电泳加

压转膜后脱脂奶粉封闭 1 h。加入特异性 CD14抗
体、TLR4抗体、、NF-κB P65抗体和脂多糖抗体，稀释
比例为 1∶1 000，以β-actin（1∶5 000）作为对照。去
除一抗，洗涤后加入二抗，室温孵育 2 h，漂洗，化学
发光法X线片显影，采用 Image J软件得到条带灰度
值，计算蛋白相对表达量。

1.5 HE染色 （1）甲醛固定的肺组织采用石蜡包
埋的方法制备成厚度 5~7 μm的石蜡病理切片，检
测时先行脱蜡水化，水化后的肺组织切片放入苏木

精水溶液中染色 3 min。（2）流水冲洗掉多余的苏木
精，1%的盐酸乙醇分化 5～8 s，0.6%氨水返蓝 5～
8 s。（3）流水冲洗 1 h后入蒸馏水片刻。（4）70%和
90%乙醇中脱水各 10 min。（5）乙醇伊红染色液染
色 2~3 min。（6）染色后的切片经纯乙醇脱水，经二甲
苯使切片透明。（7）将已透明的切片滴上加拿大树
胶，盖上盖玻片封固。

1.6 观察指标 （1）三组大鼠造模后呼吸频率（re⁃
spiratory rate，RR）、动脉血氧分压（arterial partial
pressure of oxygen，PaO2）采用大鼠肺功能仪对大鼠
RR进行检测，于造模后 大鼠动脉血 5 mL，并采
用血气电解质分析仪对其 PaO2进行分析；（2）三组
大鼠的 CD14、TLR4、NF-κB P65和脂多糖蛋白表达
水平；（3）三组大鼠的 CD14、TLR4、NF-κB P65和脂
多糖蛋白相关性；（4）HE染色结果；（5）肺组织损伤
Murray评分［10］：主要根据低氧血症评分、呼气末正

采集

：

压及肺顺应性等指标，各项评分均为 0~4分。肺组
织损伤评分为四项结果评分相累加。

1.7 统计学方法 采用 SPSS 22.0系统软件分析，
其中符合正态分布的计量资料以 x̄ ± s表示，三组间
比较采用方差检验，差异有统计学意义者进一步采

用事后 LSD-t检验分析两两间差异；Pearson相关系
数分析CD14蛋白、TLR4蛋白、NF-κB P65蛋白和脂
多糖蛋白的相关性，P<0.05表示差异有统计学

意义。

2 结果

2.1 大鼠造模后RR、PaO2分析 造模 12 h后，在
三组大鼠的RR方面：A组>B组>C组，组间均差异有
统计学意义（均P<0.001）；而在PaO2方面：A组<B组
<C组，各组间均差异有统计学意义（均 P<0.001），
见表1。

表1 90只大鼠造模12 h后的RR与PaO2比较/x̄ ± s
组别 鼠数 RR/（次/分） PaO2/mmHg
A组 30 127.92±17.04 7.63±1.16
B组 30 87.51±8.42① 10.58±1.65①
C组 30 55.28±3.73② 13.46±2.05②
F值 317.72 92.47
P值 <0.001 <0.001
注：RR为呼吸频率，PaO2为血氧分压。
①与A组比较，P<0.001。②与B组比较，P<0.001。

2.2 三组大鼠的CD14、TLR4、NF-κB P65和脂多
糖蛋白表达对比 CD14蛋白、TLR4蛋白、NF-κB
P65蛋白和脂多糖蛋白表达方面：A组>B组>C组，
任意两组间的均差异有统计学意义（均 P<0.001），
见表2。
表2 90只大鼠的CD14、TLR4、NF-κB P65和脂多糖蛋白

表达对比/x̄ ± s
NF-κB P65

组别 鼠数 CD14蛋白 TLR4蛋白
蛋白

脂多糖蛋白

A组 30 0.94±0.23 0.97±0.26 1.03±0.28 0.98±0.27
B组 30 0.69±0.18① 0.65±0.13① 0.67±0.17① 0.66±0.16①
C组 30 0.48±0.13② 0.43±0.11② 0.47±0.12② 0.45±0.12②
F值 46.53 68.70 59.56 56.78
P值 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
注：CD14为白细胞分化抗原 14，TLR4为趋化因子受体 4，NF-

κB P65为核因子-κB P65。
①与A组比较，P<0.001。②与B组比较，P<0.001。

2.3 A组大鼠实验后的 CD14、TLR4、NF-κB P65
和脂多糖蛋白相关性研究 Pearson相关性分析显
示，A组大鼠的脂多糖蛋白分别与CD14蛋白、TLR4
蛋白以及NF-κB P65蛋白均呈正相关（P<0.05），见
表3、图1。
2.4 HE染色图 光镜下可见C组大鼠肺组织切片
肺泡结构较为清楚，未发生炎性细胞渗出、浸润。B
表3 急性肺损伤大鼠实验后的白细胞分化抗原14（CD14）、

趋化因子受体4（TLR4）、核因子-κB（NF-κB P65）
和脂多糖蛋白相关性研究

指标 统计值 CD14蛋白 TLR4蛋白 NF-κB P65蛋白
r值 0.473 0.502 0.491

脂多糖蛋白
P值 0.018 0.009 0.014
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图1 急性肺损伤大鼠各蛋白与脂多糖蛋白（LPS）相关性：A为白细胞分化抗原14（CD14）蛋白；B为趋化因子受体4（TLR4）蛋白；
C为核因子-κB（NF-κB P65）蛋白

组大鼠可见较为明显的肺灶性出血，肺泡和肺间质

水肿，并且存在较多的炎性细胞浸润。A组大鼠可
见肺灶性出血、肺泡和肺间质水肿以及炎性细胞浸

润情况较B组更为严重。
2.5 肺组织损伤评分 肺组织损伤评分方面：A组
为（14.73±0.52）分，B组为（9.54±0.37）分，C组为
（5.38±0.07）分，且 A>B>C，三组比较差异有统计学
意义（F=479.13，P=0.001），B组与A组、C组比较，均
P<0.001。
3 讨论

ALI/ARDS是临床上较为常见的肺部危重症之
一，具有一定的致死率［11］。近年来，随着我国人口

老龄化进程的加速，社会工业化的不断发展以及空

气污染的日益严峻，ALI/ARDS发病率呈不断上升
趋势［12］。ALI/ARDS作为一种临床综合征，好发于
创伤、休克和感染等病人中，其主要临床症状表现

为呼吸窘迫以及顽固性低氧血症［13］。目前，临床治

疗方案主要包括药物疗法配合氧疗、机械通气等对

ALI/ARDS病人进行治疗，但部分病人因病情较重
或治疗方式不当，治疗效果较差［14］。但目前临床关

于影响ALI/ARDS发生发展因素及其作用机制尚未
明确，而相关研究表明炎症反应可能是影响 ALI/
ARDS发病的重要因素之一［3］。本研究对大鼠进行
ALI/ARDS模型培养，并给予部分ALI/ARDS模型大
鼠CD14模拟物、TLR4模拟物以及NF-κB模拟物静
脉注射，旨在观察CD14-TLR4-NF-κB信号传导通路
在脂多糖诱导ALI/ARDS中作用及机制。

本研究结果显示，ALI/ARDS模型组大鼠造模
后的RR明显高于正常组大鼠，而 PaO2则明显低于
正常组大鼠，尤其是经模拟物转染组大鼠，其变化

幅度进一步扩大，这与武昊天等［15］研究结果相一

致。RR是指单位时间内的呼吸次数，其呼吸频率
明显加快表明机体出现呼吸窘迫现象，是ALI/AR⁃
DS等肺部疾病的主要症状之一［16］。PaO2即动脉血
中氧分子物理溶解时出现的张力，主要反映了机体

是否缺氧以及缺氧的程度。PaO2明显降低在一定

程度上反映了机体存在缺氧状况，同样是ALI/AR⁃
DS等肺部疾病的常见临床症状［17］。因此，研究结果
表明了大鼠 ALI/ARDS造模成功，而经 CD14模拟
物、TLR4模拟物以及NF-κB模拟物转染后，大鼠病
变程度进一步加重，反映了这 3项因子对大鼠机体
炎性活动和ALI/ARDS病情恶化的促进作用。CD14
作为脂多糖的受体，由糖蛋白构成，能够识别、结合

脂多糖，还可作为革兰阴性或阳性细菌等其他产物

的受体，在炎症反应、内毒素休克等病理反应中均

具有重要作用。TLR4作为TLR4家族的主要成员之
一，对获得性免疫应答反应具有调控作用，其活化

后将激活机体抗微生物防御系统，产生 IL-6和 TNF
以及趋化型细胞因子，并最终参与机体炎症反应。

NF-κB P65作为NF-κB家族重要一员，参与细胞对
外界刺激的响应，如细胞因子、辐射、重金属、病毒

等，在炎症反应、免疫应答等过程中均起到关键作

用。Ness T等［18］在研究中发现，CD14-TLR4-NF-κB
信号传导通路与机体炎症反应和免疫应答等密切

相关，本研究结果表明增强CD14-TLR4-NF-κB信号
传导通路能够加剧ALI/ARDS模型大鼠的病情恶化
程度。

本研究对造模后三组大鼠的 CD14、TLR4、NF-

κB P65和脂多糖蛋白表达做出比较，结果显示，大
鼠ALI/ARDS造模后，其 CD14、TLR4、NF-κB P65和
脂多糖的蛋白表达均明显上升，尤其是给予模拟物

注射组模型大鼠，其变化幅度更大，这与Wu等［19］学
者的研究结果相一致。本研究还对模拟物注射组

模型大鼠的脂多糖蛋白与 CD14蛋白、TLR4蛋白、
NF-κB P65蛋白的相关性作出探讨，结果显示均呈
正相关。脂多糖主要由多糖和脂质构成，脂多糖主

要通过诱导存在于目标细胞的细胞膜中的 TLR4来
表现其作用［20］。TLR4与内毒素结合蛋白共同作用
捕获脂多糖，并将其然后将其输送给 CD14和 NF-

κB P65分子，最终作用于机体炎症活动与免疫反
应［21］。研究结果说明，增强CD14-TLR4-NF-κB信号
传导通路能够通过诱导脂多糖类因子的表达上升，
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并最终加快机体ALI/ARDS病情发展与恶化。本研
究还对三组大鼠造模后的肺组织切片进行染色，结

果显示经模拟物转染后，其肺灶性出血、肺泡和肺

间质水肿以及炎性细胞浸润情况较普通ALI/ARDS
模型组大鼠更为严重，而其肺组织损伤程度也更为

严重。上述研究结果说明经模拟物转染后，大鼠的

ALI/ARDS相关炎性活动更加显著。
综上所述，CD14-TLR4-NF-κB信号传导通路能

够增强脂多糖表达并促进机体的炎性活动，参与

ALI/ARDS的发生、发展。本研究尚存在一些不足
之处，本研究仅对CD14-TLR4-NF-κB信号传导通路
在大鼠ALI/ARDS中作用及机制进行了探讨，未来
的研究中可以取手术治疗的ALI/ARDS病人的病变
肺组织切片进行转染，观察其转染后病变情况，以

便更好地为临床提供依据。
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