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基于 TLR4 通路依托咪酯对感染性休克大鼠急性
肺损伤的保护作用研究
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(1.滨州市中心医院麻醉科,山东 滨州　 251700;2.滨州市中心医院产房,山东 滨州　 251700)

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨基于 Toll 样受体 4(TLR4)通路依托咪酯(Eto)对感染性休克大鼠急性肺损伤的保护作

用。 方法　 75 只大鼠随机分为假手术组、模型组、模型-脂多糖(LPS)组、模型-Eto 组、模型-Eto-LPS 组,各 15 只。
除假手术组外,其余各组采用盲肠结扎穿孔法复制感染性休克大鼠模型,假手术组仅作剖腹手术。 术前 30 min,模
型-LPS 组腹腔注射 LPS 15 mg / kg,模型-Eto 组腹腔注射依托咪酯 60 mg / kg,模型-Eto-LPS 组同时腹腔注射依托咪

酯 60 mg / kg+LPS 15 mg / kg,模型组和假手术组腹腔注射生理盐水。 检测术后 5 h 血清内毒素(ET)水平、BALF 中

IL-1β、IL-6、TNF-α,观察肺组织病理学改变,检测肺组织中 TLR4、髓样分化因子(MyD88)、核因子-κB p65(NF-κB
p65)mRNA 和蛋白表达量。 结果　 与假手术组比较,模型组、模型-LPS 组、模型-Eto 组、模型-Eto-LPS 组 ET 含量及

BALF 中 IL-1β、IL-6、TNF-α 水平均较高,其中模型-Eto 组<模型-Eto-LPS 组<模型组<模型-LPS 组(P<0. 05)。 HE
染色显示,模型组和模型-LPS 组肺泡明显充血,肺泡壁、肺间质增厚,大量炎性细胞浸润,且模型-LPS 组病变更为

严重;模型-Eto 组和模型-Eto-LPS 组病变均减轻,偶有肺泡毛细血管充血和炎性细胞浸润,且模型-Eto 组减轻更为

明显。 与假手术组比较,模型组、模型-LPS 组、模型-Eto 组、模型-Eto-LPS 组肺组织中 TLR4、MyD88、NF-κB p65
mRNA 和蛋白相对表达量均较高,其中模型-Eto 组<模型-Eto-LPS 组<模型组<模型-LPS 组(P<0. 05)。 结论　 Eto
对感染性休克大鼠急性肺损伤具有保护作用,可能通过抑制 TLR4 通路发挥调控作用。
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septic shock via the TLR4 pathway
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　 　 【Abstract】　 Objective　 To investigate the protective effect of etomidate (Eto) mediated via the Toll-like receptor 4
(TLR4) pathway on acute lung injury in septic shock rats. Methods　 75 rats were randomly divided into sham operation,
model, model-lipopolysaccharide (LPS), model-Eto and model-Eto-LPS group with 15 rats in each group. Except for the
sham operation group, the other groups underwent cecal ligation and perforation to establish the septic shock model. The
sham operation group only underwent a laparotomy. 30 minutes before surgery, the model-LPS group was intraperitoneally



injected with 15 mg / kg LPS, the model-Eto group was intraperitoneally injected with 60 mg / kg etomidate, and the model-
Eto-LPS group was intraperitoneally injected with 60 mg / kg etomidate and 15 mg / kg LPS, model and sham operation
groups were intraperitoneally injected with saline. The level of serum endotoxin (ET) and the levels of IL-1β, IL-6 and
TNF-α in BALF were measured at 5 hours after the operation. Pathological changes were observed in lung tissue. mRNA
and protein expression of TLR4, myeloid differentiation factor (MyD88), and nuclear factor-κB p65 (NF-κB p65) was
detected in lung tissue. Results　 Compared with the sham operation group, ET contents and IL-1β, IL-6 and TNF-α levels
in BALF were higher in the model, model-LPS, model-Eto and model-Eto-LPS groups, in the order of model-Eto group<
model-Eto-LPS group<model group<model-LPS group (P<0. 05). HE staining showed that alveoli of model and model-LPS
were obviously congested, the alveolar wall and lung interstitium had thickened, and a large number of inflammatory cells
had infiltrated. The model-LPS group had more severe lesions. In model-Eto and model-Eto-LPS groups, the lesions were
relieved with occasional alveolar capillary congestion, and inflammatory cell infiltration. The reductions were more obvious
in the model-Eto group. Compared with the sham operation group, the relative expression of TLR4, MyD88 and NF-κB p65
mRNA and protein in lung tissues were higher in model, model-LPS, model-Eto and model-Eto-LPS groups in the order for
model-Eto group<model-Eto-LPS group<model group<model-LPS group (P<0. 05). Conclusions 　 Eto has a protective
effect on acute lung injury in septic shock rats, which may play a regulatory role by inhibiting the TLR4 pathway.

【Keywords】　 septic shock; acute lung injury; etomidate; Toll-like receptor 4; rats

　 　 感染性休克是晚期脓毒血症的一种严重并发

症,感染性休克常伴发急性肺损伤,机体出现急性、
进行性低氧呼吸功能障碍,若不及时干预可引发多

器官功能衰竭,死亡率极高[1]。 因此,研究感染性

休克导致急性肺损伤的机制并给予及时有效干预,
对疾病预后有重要意义。 炎症反应是感染性休克

发生发展的基础,炎性介质如革兰氏阴性细菌外膜

脂多糖( lipopolysaccharide,LPS)过度释放,引起促

炎因子过度释放,从而引发炎症级联反应及一系列

病理生理反应[2]。 依托咪酯(etomidate,Eto)是临床

常用短效麻醉药,研究显示,Eto 可抑制肾上腺皮质

功能,从而调控机体炎症反应,降低患者体内促炎

因子水平,但具体调控机制尚不明确[3-4]。 Toll 样
受体 4(Toll like receptor 4,TLR4)是 LPS 受体,与免

疫炎症反应关系密切[5-6]。 因此,本研究采用盲肠

结扎穿孔法建立感染性休克大鼠模型,观察 Eto 抑

制感染性休克大鼠炎症反应的机制。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

　 　 SPF 级 SD 大鼠,75 只,7 周龄,均为雄性,体重

250~300 g,购自北京维通利华实验动物技术有限公

司[SCXK(京)2016-0011],饲养于齐鲁动物保健品

有限公司,使用许可证号[SYXK(鲁) 2019-0020],
获 得 滨 州 市 中 心 医 院 伦 理 审 批 ( IACUC-
20190210012),研究过程中做到了 3R 原则。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 Eto(江苏恩华药业股份有限公司,国药准字

H20020511);LPS(北京索莱宝科技有限公司);大
鼠内毒素( endotoxin,ET) ELISA 试剂盒(上海颖心

实验室设备有限公司);白介素( interleukin)-1β、IL-
6、肿瘤坏死因子-α( tumor necrosis factor-α,TNF-α)
ELISA 试剂盒(上海邦奕生物);BCA 蛋白浓度测定

试剂盒(上海碧云天生物);兔抗大鼠 TLR2、髓样细

胞分化因子 88 ( myeloid differentiation factor 88,
MyD88)、核转录因子 κB p65(nuclear factor κB p65,
NF-κB p65)多抗(一抗,美国 Abcam 公司);辣根过

氧化物酶标记的山羊抗兔 IgG 单抗(二抗,北京索莱

宝科 技 有 限 公 司 ); 徕 卡 切 片 机 ( 德 国 徕 卡,
RM2016);实时荧光定量 PCR 仪(美国 ABI 公司,
7500);化学发光成像分析系统(美国 Bio-rad 公司,
CheniDoc XRS)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 分组和模型制备

　 　 75 只大鼠随机分为假手术组、模型组、模型-
LPS 组、模型-Eto 组、模型-Eto-LPS 组,各 15 只。 除

假手术组外,其余各组依据参考文献[7] 采用盲肠结

扎穿孔法复制感染性休克大鼠模型:以 1. 0 g / kg 体

重 20%乌拉坦腹腔注射麻醉所有大鼠,监测颈内动

脉平均动脉压(mean arterial pressure,MAP),左侧股

静脉置入套管针,腹中线作 2 cm 切口,游离暴露盲

肠,用 3-0 丝线环形结扎末端盲肠,用 20 G 针穿透

末端盲肠壁 2 处(距离约 3 mm),保证粪便持续流

出,还纳肠管后逐层闭合腹腔。 监测 MAP,低于基

础值 70%时认为感染性休克建模成功。 假手术组

仅作剖腹手术,不结扎盲肠和穿孔,其余操作相同。
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1. 3. 2　 干预方法

　 　 手术前 30 min,模型-LPS 组腹腔注射 LPS 15
mg / kg,模型-Eto 组腹腔注射依托咪酯 60 mg / kg(首
次 10 mg / kg,待大鼠有体动反应后每次追加 10 mg /
kg 至给药完毕),模型-Eto-LPS 组同时腹腔注射依

托咪酯 60 mg / kg+LPS 15 mg / kg,模型组和假手术组

腹腔注射生理盐水。

表 1　 引物序列
Table 1　 Primer sequence

引物名称 Primer name 上游引物 Forward primer 下游引物 Reverse primer

TLR4 5’-TAGTCGTAGTCGTAGTCG-3’ 5’-GCTGATGCTGATGCTGAC-3’

MyD88 5’-CCTGATGCTGAACTGATGCT-3’ 5’-CGTGAACTGATGTCCGTAG-3’

NF-κB p65 5’-AATGCTGATGTGCCTACTCG-3’ 5’-GTAGTCGTGATGCTGATGCT-3’

β-actin 5’-CTAGTGCTGAACCTGTGC-3’ 5’-CCTGACTGATGCTGTAGT-3’

1. 3. 3　 标本采集

　 　 预实验显示盲肠结扎穿孔法复制感染性休克

模型出现休克的时间为术后 4. 5 ~ 5. 0 h,故以术后

5 h为取材时间点。 眼眶静脉丛取血 1. 0 mL,3000
r / min 离心 10 min(离心半径 12 cm),收集上层血

清,-20℃保存备用。 处死各组大鼠,于气管环切后

插入气管套管,用 1 mL PBS 反复灌洗,获得肺泡灌

洗液(alveolar lavage fluid,BALF),-20℃保存备用。
收集 BALF 后打开胸腔,取右肺组织,固定于 10%中

性甲醛备用,另取部分右肺组织置于 - 80℃ 保存

备用。
1. 3. 4　 血清 ET 含量及 BALF 中炎症因子水平检测

　 　 取血清和 BALF 样本,分别采用大鼠 ET、 IL-
1β、IL-6、TNF-α ELISA 试剂盒检测血清 ET 含量及

BALF 中炎症因子水平,按照试剂盒说明书操作,于
酶标仪上检测吸光度值(A570),吸光度-浓度曲线

得出数据。
1.3.5　 肺组织病理学观察

取固定好的肺组织,常规制作石蜡切片,进行

常规苏木精-伊红(hematoxylin-eosin,HE)染色,观察

肺组织病理学改变。
1.3.6　 肺组织 TLR4、MyD88、NF-κB p65 mRNA 表

达量检测

取-80℃保存的肺组织,提取总 RNA 后进行逆

转录,得到 cDNA 并调整其浓度,进行实时荧光定量

PCR 反应,扩增条件:95℃,60 s;95℃,15 s;60℃,20
s;72℃,45 s;共 40 循环,72℃ 再延伸 5 min,以 β-
actin 为管家基因,2-ΔΔCT 计算 TLR4、MyD88、NF-κB
p65 mRNA 的相对表达强度。 引物序列见表 1。
1.3.7　 肺组织 TLR4、MyD88、NF-κB p65 蛋白表达

量检测

将-80℃保存的肺组织研磨,用细胞裂解液裂

解 20 min,取裂解上清液,进行蛋白定量,取待测蛋

白,进行 SDS-PAGE 电泳,经电转、封闭后,加入 1 ∶
1000 一抗,4℃过夜,TBST 洗涤,加入 1 ∶5000 二抗,
室温 2 h,暗室中曝光显影,凝胶成像系统扫描拍照

并进行灰度值分析(内参对照为 β-actin)。
1. 4　 统计学方法

　 　 用 SPSS 21.0 分析数据,计量资料均以平均数±
标准差(􀭰x±s)表示,采用单因素方差分析多样本组

间资料,两样本比较用 LSD-t 检验。 以 P<0.05 认为

差异有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 各组大鼠一般情况

　 　 除模型组 1 只、模型-LPS 组 2 只大鼠术后未苏

醒建模失败外,其余均建模成功,途中无脱落。 假

手术组大鼠术后活动及对外界刺激反应均正常;模
型组及模型-LPS 组术后出现呼吸频率加快、喜卧、
寒战、对外界刺激反应差等情况,且模型-LPS 组更

为严重,出现拒绝饮食进水、呼吸窘迫等情况;模型-
Eto 组上述症状较模型组减轻,模型-Eto-LPS 组较模

型-Eto 组严重。
2. 2　 各组大鼠 ET 含量比较

　 　 大鼠 ET 含量组间比较,差异有统计学意义(P<
0. 05);模型组、模型-LPS 组、模型-Eto 组、模型-Eto-
LPS 组 ET 含量均高于假手术组,其中模型-Eto 组<
模型-Eto-LPS 组<模型组<模型-LPS 组,差异均有统

计学意义(P<0. 05)。 见图 1。
2. 3　 各组大鼠 BALF 中 IL-1β、IL-6、TNF-α水平

比较

　 　 大鼠 BALF 中 IL-1β、IL-6、TNF-α 水平组间比

较,差异有统计学意义(P<0. 05);与假手术组比较,
模型组、模型-LPS 组、模型-Eto 组、模型-Eto-LPS 组

BALF 中 IL-1β、IL-6、TNF-α 水平均较高,其中模型-
Eto 组<模型-Eto-LPS 组<模型组<模型-LPS 组,差异

均有统计学意义(P<0. 05)。 见表 2。
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2. 4　 各组肺组织病理学观察

　 　 HE 染色显示,假手术组肺组织结构基本正常;
模型组和模型-LPS 组肺组织出现急性损伤,肺泡明

显充血,肺泡壁、肺间质增厚,大量中性粒细胞、淋
巴细胞等炎性细胞浸润,且模型-LPS 组病变更为严

重;模型-Eto 组和模型-Eto-LPS 组肺组织的上述病

变均减轻,但偶有肺泡毛细血管充血和炎性细胞浸

润,且模型-Eto 组减轻更为明显。 见图 2。
2. 5 　 各组肺组织中 TLR4、MyD88、 NF-κB p65
mRNA 相对表达量比较

　 　 大鼠肺组织中 TLR4、MyD88、NF-κB p65 mRNA
相对表达量组间比较,差异有统计学意义 ( P <
0. 05);与假手术组比较,模型组、模型-LPS 组、模
型-Eto 组、模型-Eto-LPS 组肺组织中 TLR4、MyD88、
NF-κB p65 mRNA 相对表达量均较高,其中模型-Eto
组<模型-Eto-LPS 组<模型组<模型-LPS 组,差异均

有统计学意义(P<0. 05)。 见表 3。
2. 6　 各组肺组织中 TLR4、MyD88、NF-κB p65 蛋

白相对表达量比较

　 　 各组肺组织中 TLR4、MyD88、NF-κB p65 表达

量比较,差异有统计学意义(P<0. 05);与假手术组

比较,模型组、模型-LPS 组、模型-Eto 组、模型-Eto-
LPS 组肺组织中 TLR4、MyD88、NF-κB p65 蛋白相对

表达量均较高,其中模型-Eto 组<模型-Eto-LPS 组<
模型组 <模型-LPS 组,差异均有统计学意义 (P <
0. 05)。 见图 3。

3　 讨论

　 　 感染性休克发病机制十分复杂,由其导致的急

性肺损伤已成为感染性休克患者死亡的主要原

因[8-9]。 严重感染尤其是革兰氏阴性细菌感染可释

放 LPS、肽糖酐等毒性代谢物,从而激活机体体液和

细胞免疫反应系统,促进 TNF-α、IL-1β 等多种促炎

因子释放[10]。 研究显示,炎性介质和细胞因子可增

加毛细血管通透性、促进血小板凝集等作用,从而

对血管造成严重损伤,且此种损伤不依赖初始触发

因素,一旦启动可不断放大,最终导致肺毛细血管

膜通透性增加,引起急性肺损伤[11-12]。 盲肠结扎穿

孔具有完全模拟感染性休克发生发展的病理过程

的优势,同时可给模型动物足够反应时间,是感染

性休克常用的动物模型复制方法。 本研究应用盲

肠结扎穿孔法复制感染性休克大鼠模型,观察 Eto
干预对急性肺损伤的保护作用及调控机制,为临床

治疗提供参考。

注:与假手术组相比,aP<0. 05;与模型组相比,bP<0. 05;与模

型-LPS 组相比,cP<0. 05;与模型-Eto 组相比,dP<0. 05。

图 1　 ET 含量比较

Note. Compared with sham operation group,aP< 0. 05. Compared

with model group,bP<0. 05. Compared with model-LPS group,cP

<0. 05. Compared with model-Eto group,dP<0. 05.

Figure 1　 Comparison of ET content

Eto 属于咪唑类衍生物,具有起效快、副作用少

等优点,在麻醉诱导和维持中具有较高应用价

值[13]。 既往研究显示,Eto 可抑制机体腺皮质功能,
从而抑制促炎因子释放,调节细胞因子平衡[14-15]。
另有研究表明,Eto 可通过抑制血浆皮质醇的分泌,
从而降低机体应激反应,抑制急性炎症反应,且抑

制作用可持续至停药后 24 h[16]。 本研究复制感染

性休克大鼠模型后,模型组大鼠 BALF 中 IL-1β、IL-
6、TNF-α 水平明显升高,说明大鼠肺已出现急性炎

症反应,模型-Eto 组大鼠 ET 含量及 BALF 中 IL-1β、
IL-6、TNF-α 水平均降低,肺组织病变减轻,提示 Eto
可抑制内毒素及促炎因子释放,对感染性休克大鼠

急性肺损伤具有保护作用。
TLR4 是 TLRs 家族重要成员之一,是机体固有

免疫系统重要组成部分[17]。 MyD88 是 TLR4 下游

重要信号分子,TLR4 识别病原而活化,与 MyD88 结

合并使其活化,从而激活下游 NF-κB,促进炎症相关

基因转录和翻译,IL-1β、IL-6、TNF-α 大量合成和分

泌,引起炎症级联反应[18-20]。 因此,若可靶向抑制

TLR4 水平则可有效阻断炎症级联反应。 既往研究

显示,Eto 可通过调节 TLR4 信号通路抑制内毒素所

致小鼠急性肺损伤的炎症反应,说明 Eto 可靶向抑

制 TLR4 炎症级联反应[21]。 本研究复制感染性休

克大鼠模型后,模型组大鼠 TLR4、MyD88、NF-κB 表
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表 2　 BALF 中 IL-1β、IL-6、TNF-α 水平比较(􀭰x±s)
Table 2　 Comparison of IL-1 β, IL-6 and TNF-α levels in BALF

组别 Groups n IL-1β IL-6 TNF-α
　 　 假手术组Sham operation 15 25. 40±5. 26 30. 75±6. 20 22. 19±5. 13

模型组Model 14 116. 77±8. 16a 161. 80±10. 23a 95. 47±7. 22a

模型-LPS 组Model-LPS 13 176. 26±8. 57ab 204. 45±9. 15ab 122. 13±6. 50ab

模型-Eto 组Model-Eto 15 71. 35±7. 92abc 91. 11±8. 10abc 56. 85±7. 18abc

模型-Eto-LPS 组Model-Eto-LPS 15 88. 53±6. 83abcd 110. 92±10. 13abcd 72. 32±5. 14abcd

F - 123. 448 109. 184 146. 191
P - <0. 001 <0. 001 <0. 001

注:与假手术组相比,aP<0. 05;与模型组相比,bP<0. 05;与模型-LPS 组比,cP<0. 05;与模型-Eto 组比,dP<0. 05。
Note. Compared with sham operation group,aP<0. 05. Compared with model group,bP<0. 05. Compared with model-LPS group,cP<0. 05. Compared with
model-Eto group,dP<0. 05.

图 2　 各组大鼠肺组织 HE 染色图片

Figure 2　 HE staining pictures of lung tissue in each group

表 3　 肺组织中 TLR4、MyD88、NF-κB p65 mRNA 相对表达量比较(􀭰x±s)
Table 3　 Comparison of TLR4, MyD88 and NF-κB p65 mRNA expression in lung tissue

组别 Groups n TLR4 MyD88 NF-κB p65
　 　 假手术组Sham operation 15 0. 56±0. 08 0. 27±0. 04 0. 28±0. 03

模型组Model 14 1. 23±0. 12a 1. 06±0. 11a 1. 15±0. 10a

模型-LPS 组Model-LPS 13 1. 81±0. 08ab 1. 35±0. 10ab 1. 41±0. 12ab

模型-Eto 组Model-Eto 15 0. 73±0. 09abc 0. 42±0. 08abc 0. 61±0. 07abc

模型-Eto-LPS 组Model-Eto-LPS 15 0. 89±0. 10abd 0. 76±0. 09a bd 0. 90±0. 08abd

F - 134. 204 225. 379 185. 421
P - <0. 001 <0. 001 <0. 001

注:与假手术组相比,aP<0. 05;与模型组相比,bP<0. 05;与模型-LPS 组相比,cP<0. 05;与模型-Eto 组相比,dP<0. 05。
Note. Compared with sham operation group,aP<0. 05. Compared with model group,bP<0. 05. Compared with model-LPS group,cP<0. 05. Compared with
model-Eto group,dP<0. 05.

注:与假手术组相比,aP<0. 05;与模型组相比,bP<0. 05;与模型-LPS 组相比,cP<0. 05;与模型-Eto 组相比,dP<0. 05。

图 3　 肺组织中 TLR4、MyD88、NF-κB p65 蛋白相对表达量比较

Note. Compared with sham operation group,aP<0. 05. Compared with model group,bP<0. 05. Compared with model-LPS group,cP<0. 05.

Compared with model-Eto group,dP<0. 05.

Figure 3　 Comparison of relative expressions of TLR4, MyD88 and NF-κB p65 in lung tissue
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达均上调, TLR4 通路激活; 模 型-Eto 组 TLR4、
MyD88、NF-κB 表达下调,说明 Eto 可抑制 TLR4 通

路;在 Eto 干预基础上给予 TLR4 激活剂 LPS 干预,
模型-Eto-LPS 组 TLR4、MyD88、NF-κB 表达较模型-
Eto 组上调,且 ET 含量及 BALF 中 IL-1β、IL-6、TNF-
α 水平较模型-Eto 组升高,进一步说明 Eto 是通过

TLR4 通路抑制感染性休克大鼠急性炎症反应,发挥

对急性肺损伤的保护作用。
综上所述,Eto 对感染性休克大鼠急性肺损伤

具有保护作用,可能通过抑制 TLR4 / MyD88 / NF-κB
通路发挥调控作用,为临床感染性休克所致急性肺

损伤的防治提供参考依据。 在进一步的研究中,应
继续开展大样本动物实验验证本研究的结果,且需

深入剖析 Eto 对急性肺损伤的保护机制,为临床提

供更多参考依据。
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