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  [摘要] 目的 探讨脂肪乳对急性有机磷中毒所致肺损伤的治疗效果及脂多糖(LPS)/Toll样受体4
(TLR4)通路在治疗过程中发挥的作用。方法 将50只大鼠随机分为A组(盐水对照组)、B组(脂肪乳对照

组)、C组(标准治疗组)、D组(脂肪乳治疗组)、E组(LPS/TLR4拮抗剂组),给予90%敌敌畏(7
 

mg/kg)腹腔注

射染毒。A组染毒后尾静脉注射生理盐水(5
 

mL/kg);B组染毒后尾静脉注射20%脂肪乳(5
 

mL/kg);C组染

毒后予阿托品(10
 

mg/kg)和氯解磷定(40
 

mg/kg)肌肉注射;D组在C组的基础上尾静脉注射20%脂肪乳(5
 

mL/kg);E组在D组的基础上尾静脉注射LPS/TLR4拮抗剂(0.5
 

mg/kg)。染毒后4
 

h使用毛细导管眶下采

血1
 

mL行全血胆碱酯酶检查;染毒后24
 

h内观察大鼠流涎、肌肉震颤等中毒表现和存活情况;染毒后24
 

h取

肺组织,HE染色电镜下观察肺组织病理结构,利用荧光定量PCR技术检测肺组织中白细胞介素-6(IL-6)、肿瘤

坏死因子-α(TNF-α)、核因子-κB(NF-κB)mRNA相对表达量,流式细胞术检测肺细胞悬液中LPS/TLR4表达。
结果 敌敌畏染毒后,A组中毒症状出现较早,并且实验大鼠均出现了流涎、肌束震颤、躁动等中毒症状。染毒

后24
 

h,A组有3只大鼠存活,B组有4只大鼠存活,C组有5只大鼠存活,D组有7只大鼠存活,而E组存活9
只,仅2只大鼠出现流涎。E组存活率、胆碱酯酶活性最高,而流涎率、肌束震颤评分最低,与其他4组比较差异

有统计学意义(P<0.05)。HE染色电镜下肺组织病理结果显示,D组较A、B、C
 

3组炎症细胞浸润、红细胞渗

出明显减轻,E组肺损伤最轻。染毒后24
 

h肺组织IL-6、NF-κB、TNF-α相对表达量,B组低于A组,D组低于

A、B、C
 

3组,E组低于其他4组,差异有统计学意义(P<0.01)。染毒后24
 

h肺细胞悬液中LPS/TLR4表达,

B组低于A组,D组低于A、B、C
 

3组,E组低于其他4组,差异有统计学意义(P<0.01)。结论 脂肪乳可以

减轻急性有机磷中毒所致肺损伤,LPS/TLR4通路在治疗过程中发挥重要作用。
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  [Abstract] Objective To
 

explore
 

the
 

therapeutical
 

effect
 

of
 

lipid
 

emulsion
 

in
 

lung
 

damage
 

induced
 

by
 

a-
cute

 

organophosphorus
 

poisoning
 

and
 

its
 

effect
 

of
 

LPS/TLR4
 

pathway
 

in
 

the
 

treatment
 

process.
Methods Fifty

 

Sprague-Dawley
 

(SD)
 

rats
 

were
 

random
 

divided
 

into
 

the
 

five
 

groups:
 

A,B,C,D
 

and
 

E.90%
 

dichlorvos
 

(DDVP,7
 

mg/kg)
 

was
 

intraperitoneally
 

injected
 

for
 

poison
 

contamination.The
 

group
 

A
 

was
  

given
 

normal
 

saline
 

(5
 

mL/kg)
 

by
 

tail
 

venous
 

injection
 

after
 

poison
 

contamination;20%
 

lipid
 

emulsion
 

(5
 

mL/kg)
 

was
 

given
 

by
 

tail
 

intravenous
 

injection
 

in
 

the
 

group
 

B;atropine
 

(5
 

mL/kg)
 

and
 

pralidoxime
 

chloride
 

(40
 

mL/

kg)
 

were
 

given
 

by
 

intramuscular
 

injection
 

in
 

the
 

group
 

C;on
 

the
 

basis
 

of
 

standard
 

treatment
 

group,the
 

com-
bined

 

use
 

of
 

20%
 

lipid
 

emulsion
 

(5
 

mL/kg)
 

was
 

given
 

by
 

tail
 

vein
 

injection
 

in
 

the
 

group
 

D;on
 

the
 

lipid
 

emul-
sion

 

treatment,the
 

LPS/TLR4
 

antagonist
 

(0.5
 

mg/kg)
 

was
 

given
 

by
 

tail
 

vein
 

injection
 

in
 

the
 

group
 

E.1
 

mL
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blood
 

was
 

collected
 

under
 

the
 

orbit
 

by
 

capillary
 

tube
 

for
 

detecting
 

the
 

whole
 

blood
 

cholinesterase
 

(CHE)
 

at
 

4
 

hours
 

after
 

DDVP
 

poisoning.The
 

poisoning
 

manifestations
 

such
 

as
 

salivation
 

and
 

muscle
 

tremor,and
 

survival
 

situation
 

were
 

observed
 

within
 

24
 

h
 

after
 

poisoning.The
 

lung
 

tissues
 

were
 

taken
 

after
 

24
 

h
 

of
 

poisoning
 

for
 

observing
 

the
 

lung
 

tissues
 

pathological
 

structure
 

by
 

HE
 

staining.The
 

fluorogenic
 

quantitative
 

PCR
 

was
 

ap-
plied

 

to
 

detect
 

the
 

relative
 

expression
 

levels
 

of
 

IL-6,TNF-α,NF-κB
 

in
 

lung
 

tissue.The
 

flow
 

cytometry
 

was
 

ap-
plied

 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

LPS/TLR4
 

in
 

lung
 

cell
 

suspension.Results After
 

DDVP
 

poisoning,the
 

poisoning
 

symptoms
 

in
 

the
 

group
 

A
 

appeared
 

earlier,such
 

as
 

muscular
 

tremor,salivation
 

and
 

restlessness.Af-
ter

 

DDVP
 

poisoning,only
 

3
 

mice
 

in
 

the
 

group
 

A
 

survived,which
 

had
 

4
 

mice
 

in
 

the
 

group
 

B,5
 

mice
 

in
 

the
 

group
 

D,7
 

mice
 

in
 

the
 

group
 

D,and
 

9
 

mice
 

in
 

the
 

group
 

E,only
 

2
 

mice
 

had
 

salvation.Compared
 

with
 

the
 

group
 

A,B,

C
 

and
 

D,the
 

survival
 

rate
 

and
 

cholinesterase
 

activity
 

in
 

the
 

group
 

E
 

were
 

the
 

highest,while
 

the
 

salivation
 

rate
 

and
 

the
 

intensity
 

of
 

muscular
 

tremor
 

were
 

the
 

lowest,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<
0.05).The

 

pathological
 

structure
 

of
 

lung
 

tissues
 

under
 

the
 

HE
 

staining
 

electron
 

microscope
 

showed
 

that
 

com-
pared

 

with
 

the
 

group
 

A,B
 

and
 

C,the
 

infiltration
 

of
 

inflammatory
 

cells
 

and
 

exudation
 

of
 

red
 

blood
 

cells
 

in
 

the
 

group
 

D
 

were
 

obviously
 

lessened,while
 

which
 

in
 

the
 

group
 

E
 

were
 

the
 

lightest.The
 

relative
 

expression
 

levels
 

of
 

IL-6,TNF-α,NF-κB
 

in
 

lung
 

tissue
 

at
 

24
 

h
 

after
 

DDVP
 

poisoning
 

in
 

the
 

group
 

B
 

was
 

lower
 

those
 

in
 

the
 

group
 

A,the
 

group
 

D
 

was
 

lower
 

than
 

the
 

group
 

A,B
 

and
 

C,the
 

group
 

E
 

was
 

the
 

lowest
 

among
 

5
 

groups,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.01).The
 

expression
 

of
 

lung
 

cell
 

suspension
 

LPS/TLR4
 

at
 

24
 

h
 

after
 

DDVP
 

poisoning
 

in
 

the
 

group
 

B
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

the
 

group
 

A,the
 

group
 

D
 

was
 

lower
 

than
 

the
 

group
 

A,B
 

and
 

C,the
 

group
 

E
 

was
 

lower
 

than
 

the
 

group
 

A,B,C
 

and
 

D,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.01).Conclusion The
 

lipid
 

emulsion
 

can
 

relieve
 

the
 

lung
 

injury
 

caused
 

acute
 

organophos-
phorus

 

poisoning
 

and
 

the
 

LPS/TLR4
 

pathway
 

plays
 

an
 

important
 

role
 

in
 

the
 

course
 

of
 

the
 

treatment.
[Key

 

words] lipid
 

emulsion;LPS/TLR4;acute
 

organophosphorus
 

poisoning;lung
 

injury

  急性有机磷中毒(acute
 

organophosphorus
 

poi-
soning,AOPP)是我国最常见的急性农药中毒之一,

其造成的急性呼吸衰竭是致死的重要因素[1]。AOPP
患者临床救治包括使用阿托品、胆碱酯酶复能剂,辅
以洗胃、血液灌流等综合治疗[2-3]。然而经上述治疗,

患者仍可出现急性肺损伤表现,导致治疗较为棘手。

本团队前期的研究及其他研究结果显示,脂肪乳与阿

托品、解磷定联合应用,可以减轻AOPP症状,降低病

死率,加快胆碱酯酶恢复,减轻 AOPP导致的肺损

伤[4-6]。但是当时的实验未明确脂肪乳对AOPP肺损

伤治疗 作 用 的 具 体 机 制。近 年 来 有 文 献[7]报 道,

AOPP发生后,脂多糖(LPS)/Toll样受体4(TLR4)

表达明显升高,同时NF-κB蛋白在各组织中表达也明

显增加,并且LPS/TLR4升高和降低与炎症细胞因

子是一致的,并且,给予治疗干预后,LPS/TLR4、肿
瘤坏死因子-α(TNF-α)、白细胞介素-6(IL-6)、NF-κB
均有下降。本研究旨在前期实验结果的基础上,进一

步探讨LPS/TLR4通路在脂肪乳对AOPP大鼠肺损

伤治疗过程中的作用机制。

1 材料与方法

1.1 实验动物和试剂

健康成年封闭Sprague-Dawley大鼠50只,雌雄

各半,体重(280±20)g[动物使用许可证号SCXK
(沪)2017-0012;合格证号20170012005541],由上海

吉辉实验动物有限公司提供。90%敌敌畏(批号:

20200813001,荆州安道麦股份有限公司),20%脂肪

乳(批号:80PF033,费森尤斯卡比华瑞制药有限公

司),阿托品注射液(批号:1811161,天津金耀制药),

氯解磷定[批号:19032701,开封制药(集团)有限公

司]。LPS/TLR4 拮 抗 剂(批 号:66229,美 国 Med
 

Chem
 

Express有限公司)

1.2 动物饲养条件和饲料

饮用水为灭菌二级超纯水,饮用水质量符合中华

人民 共 和 国 国 家 标 准 《生 活 饮 用 水 卫 生 标 准》
(GB5749-2006)的规定。实验动物房使用许可证号

SYXK(浙)2015-0008,饲养环境:温度20~25
 

℃,相
对湿度40%~70%。在动物房环境中适应2周。维

持饲料由江苏省协同医药生物工程有限责任公司提

供,执行标准GB14924.3-2010《实验动物配合饲料营

养成分》。

1.3 方法

1.3.1 模型制备

将50只大鼠随机(数字随机法)分为A组(盐水

对照组)、B组(脂肪乳对照组)、C组(标准治疗组)、D
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组(脂肪乳治疗组)、E组(LPS/TLR4拮抗剂组)5组,
每组10只,5组大鼠均给予90%敌敌畏7

 

mg/kg腹

腔注射染毒(药物剂量是使用该厂家药物预实验确

定,确保符合急性重度有机磷中毒且染毒后不会立刻

全部死亡)。各组染毒后立即给予不同药物治疗,A
组染毒后尾静脉注射生理盐水(5

 

mL/kg);B组染毒

后尾静脉注射20%脂肪乳(5
 

mL/kg);C组染毒后立

即予阿托品(10
 

mg/kg)和氯解磷定(40
 

mg/kg)肌肉

注射;D组在C组的基础上联合应用20%脂肪乳(5
 

mL/kg)尾静脉 注 射。E 组 在 D 组 的 基 础 上 应 用

LPS/TLR4拮抗剂(0.5
 

mg/kg)尾静脉注射。观察

24
 

h内各组大鼠流涎发生率,统计肌束震颤评分,评
分标准:无肌束震颤为0分;口周肌肉出现肌束震颤

而其他肌肉偶见肌束震颤为1分;腹肌、后肢肌多处

出现肌束震颤为2分;腹肌、后肢肌频繁出现多发性

肌束震颤为3分。记录各组大鼠24
 

h存活率。

1.3.2 标本采集、HE染色、荧光定量PCR及流式细

胞术检测

染毒后4
 

h使用毛细导管眶下采血1
 

mL,用HI-
TACHI7170全自动生化仪测定全血胆碱酯酶活性。
染毒24

 

h后取各组大鼠予腹腔注射5%水合氯醛6
 

mL/kg麻醉后,立即打开胸腔,无菌条件下分离并取

出肺脏,4%甲醛溶液中固定5
 

d,然后修块、脱水、浸
蜡、包埋、切片、HE染色,镜下观察标本的结构。利用

荧光定量PCR技术检测肺组织中IL-6、TNF-α、
 

NF-
κB

 

mRNA相对表达量。制备肺细胞悬液,流式细胞

术检测肺细胞悬液中LPS/TLR4表达。

1.4 统计学处理

应用SPSS
 

22.0统计软件进行统计学处理,计量

资料以x±s表示;单因素多水平比较采用One
 

Way
 

ANOVA(单因素方差分析);两样本均数间比较采用

t检验;计数资料以百分率表示,两样本率的比较采用

χ2 检验。以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 各组大鼠中毒表现和存活情况比较

敌敌畏染毒后,A组和B组中毒症状出现较早,

A组大鼠均出现了流涎、肌束震颤、躁动、站立不稳等

中毒症状。染毒后24
 

h内A组只有3只大鼠存活,B
组只有4只存活。C组、D组、E组上述症状出现较

晚,呼吸困难、肌束震颤、流涎较 A组、B组轻。D组

与A组、B组、C组3组相比较,存活率明显升高、流
涎率明显降低、肌束震颤评分最低、全血胆碱酯酶活

性明显升高,差异有统计学意义(P<0.05)。E组大

鼠存活率达90%,而流涎率只有20%,和其余4组比

较,存活率、全血胆碱酯酶活性最高,而流涎率、肌束

震颤评分最低,差异有统计学意义(P<0.05),见
表1。

2.2 各组大鼠肺组织病理学改变

A组肺泡间隔增宽伴水肿及组织间充血,炎症细

胞浸润,血管周围疏松水肿、渗出;B组可见肺泡间隔

增宽及组织间充血,并见炎症细胞浸润;C组肺泡间

隔略增宽,可见少量炎症细胞浸润及红细胞渗出;D
组可见少量炎症细胞浸润及红细胞渗出;E组肺泡间

隔略增宽,可见少量炎症细胞浸润及红细胞渗出,见
图1。

2.3 各组大鼠肺组织IL-6、TNF-α、NF-κB表达量

B组 与 A 组 比 较,大 鼠 肺 组 织IL-6、NF-κB、

TNF-α
 

mRNA相对表达量显著降低(P<0.01);C组

与A组比较,大鼠肺组织IL-6、NF-κB、TNF-α
 

mR-
NA相对表达量显著降低(P<0.01);D组与C组比

较,大鼠肺组织IL-6、NF-κB、TNF-α
 

mRNA相对表

达量显著降低(P<0.01);IL-6、NF-κB、TNF-α
 

mR-
NA相对表达量显著降低(P<0.01),见图2。

2.4 各组大鼠肺细胞悬液中LPS/TLR4表达

与A组比较,B组肺细胞内LPS/TLR4表达明

显下降,差异有统计学意义(P<0.01);D组的LPS/

TLR4表达不但较A组、B组明显下降,而且和C组

比较,下降也较为明显,差异有统计 学 意 义(P<
0.01);E组和其余4组比较,LPS/TLR4表达均明显

降低,差异有统计学意义,见图3。

表1  各组大鼠存活率、流涎率及肌束震颤评分、CHE比较

组别 n 存活率(%) 流涎率(%) 肌束震颤评分(x±s,分) CHE(x±s,U/mL)

A组 10 30 100 2.90±0.30 137.40±73.67

B组 10 40 90 2.61±0.49 306.30±66.01

C组 10 50a 70a 2.03±0.45a 441.70±174.37a

D组 10 70abc 50abc 1.39±0.49abc 536.21±229.38abc

E组 10 90abcd 20abcd 0.71±0.64abcd 652.20±186.82abcd

  a:P<0.05,与A组比较;b:P<0.05,与B组比较;c:P<0.05,与C组比较;d:P<0.05,与D组比较。
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  A:A组;B:B组;C:C组;D:D组;E:E组。黑色箭头:炎症细胞浸润;红色箭头:出血。

图1  各组大鼠 HE染色肺组织病理学改变

  ##:P<0.01,与A组比较;**:P<0.01,与A组比较;△△:P<0.01,与C组比较;□□:P<0.01,与D组比较。

图2  各组大鼠肺组织IL-6、TNF-α、NF-κB
 

mRNA相对表达量

图3  大鼠肺细胞中LPS/TLR4表达

3 讨  论

肺脏是AOPP较为常见的损伤部位,急性呼吸衰

竭是AOPP导致患者死亡较为常见的原因[8]。相关

研究[9-10]认为,急性呼吸衰竭的产生主要是由于乙酰

胆碱大量积聚引起突触后神经肌肉接头功能障碍,其
又分为中毒型肺水肿型、呼吸中枢衰竭型、解毒剂过

量型及中间综合征型。临床治疗过程中除使用阿托

品、解磷定治疗外,对AOPP所致急性肺损伤无明确

有效的治疗药物。本实验结果显示,脂肪乳治疗组与

盐水对照组、脂肪乳对照组、标准治疗组比较,大鼠的

中毒症状明显减轻、存活率升高、全血胆碱酯酶活性

升高、肺组织病理改变明显减轻,和前期研究[4]结果

一致。从肺组织HE染色镜下病理结构改变的角度,
再一次验证了脂肪乳对 AOPP所致肺损伤的治疗

作用。

TLR4跨膜蛋白是 TOLL受体家族的成员之

一[11-12],LPS脂多糖在应激及炎性反应过程中均可升

高。LPS/TLR4通路激活会导致细胞内NF-κB信号

传递和生成炎症细胞因子,如TNF-α和IL-6,这些因

子在对外界刺激反应的识别和组织损伤过程中起到

重要的作用[13]。LPS发生改变后组织中的 TLR4、

NF-κB及血液和组织中的TNF-α、IL-6的表达均会改

变[14]。本实验结果显示,各组大鼠给予敌敌畏染毒

后,肺组织LPS/TLR4明显升高,同时NF-κB蛋白表
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达也明显增加,并且LPS/TLR4的升降与炎症细胞

因子TNF-α、IL-6水平是一致的;给予阿托品、解磷定

标准治疗干预后,LPS/TLR4、TNF-α、IL-6、NF-κB均

有下降,并且下降程度和盐水对照组比较差异有统计

学意义,同样与中毒症状及肺组织损伤程度呈相关。
说明AOPP在发病和治疗过程中LPS/TLR4通路起

到了重要作用,该实验结果与文献[4]报道一致。
本实验发现,无论是脂肪乳对照组和盐水对照组

比较,还是脂肪乳治疗组和标准治疗组比较,只要加

入脂肪乳治疗,该组实验大鼠肺组织IL-6、TNF-α、

NF-κB表达量均明显下降,同时,肺细胞悬液中LPS/

TLR4表达同步下降。众所周知,脂肪乳具有结合

LPS的特性,进而可抑制巨噬细胞的激活。脂肪乳中

的磷脂和高密度脂蛋白,在体内和体外结合LPS并可

起到中和作用,LPS诱导的细胞因子反应会减弱。研

究[12]表明,脂肪乳与LPS作用后,LPS即失去了结合

能力,从而抑制TNF-α、IL-6的释放。脂肪乳可以抑

制LPS/TLR4,从而使TNF-α、IL-6释放减少,TLR4
与LPS拮抗剂结合,几乎完全可以抑制TNF-α、IL-6
释放。本实验结果显示,LPS/TLR4阻断组肺细胞悬

液中LPS/TLR4表达、IL-6、TNF-α、NF-κB中 mR-
NA相对表达量与其他4组相比是最低的。同时在实

验中还可以发现,LPS/TLR4阻断组 AOPP症状最

轻、存活率最高、胆碱酯酶活性最高、肺组织病理改变

最接近于正常大鼠肺组织。
本实验证明,脂肪乳可以减轻 AOPP所致肺损

伤;LPS/TLR4通路在治疗 AOPP所致肺损伤的过

程中发挥了重要作用。
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