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Abstract. ���� ������������ ��������� ��� ���������, ����-���� ������������ ��������� ��� ���������, ����-
���pu������� ���p����� (BPD) �� � f��u� �f ��������� �� 
���������g�. H�p���x��-���u��� �u�g ��ju�� ��� ���g ���� 
u��� �� � ����� �f BPD. A���g ��� ��� ��g�����g p���w��� 
��v��v��, T���-��k� ����p��� 4 (TLR4) ��� ���� ������������ 
�� p��� �� ��p������ ����, ��� �� k��w� �� �� ��gu����� �� 
v������ D. T��� ��u�� ����� �� ��u�������g ��� �ff��� �f 
v������ D �� ��p���x��-���u��� �u�g ��ju�� ��� ��� ���� 
�f TLR4 �� ��� p������. V������ D w�� ������������ �� 
��p���x��-������� �������� ���� �� ��v����g��� ����g�� �� ��� 
���p����g� �f �u�g� ��� �xp������� �f p��-��f��������� 
����k����, �p�p����� p������� ��� TLR4. V������ D �����u���� 
��p���x��-���u��� �u�g ��ju�� �� p��������g ��� ����g���� �f 
��� �u�g ���u��u��, ���������g �x�������u��� �����x ��p������� 
and inhibiting inflammation. The upregulation of TLR4 by 
��p���x�� w�� ����������� �� v������ D ��� �p�p����� w�� 
���u���. V������ D �������������� ����g���z�� ��� ����v�-
tion of TLR4 and therefore alleviated inflammation, reduced 
�p�p����� ��� p�����v�� �u�g ���u��u��.

Introduction

B������pu������� ���p����� (BPD) �� � ��v��� ���p�������� 
�f p������ ����� w���� ��u��� ������������ ��������� ��� 
��������� �� p�����u�� ��f����. C���������z�� �� �u���f����-
���� ������� �u�g �������, �� ��� �ff��� ��� ���� pu������� 
fu������, �u� ���� g��w��, ������v���u��� ������ ��� ��u����-
v���p���� (1). A����ug� ��� ��������� �f BPD ��� ������� 
to be clarified, chorioamnionitis, sepsis, invasive mechanical 
v���������� ��� ��p���x�� ��� �������u�� �� ��� ��������� (2). 
M��u������ �f ��v������z�����, �p�������� ���� �������ff�������-
tion, fibroblast and myofibroblast differentiation, extracellular 
matrix production and inflammation are all involved in the 
p������g���� p������ (3).

A���g ��� ��� p���w���, T���-��k� ����p��� 4 (TLR4) ��� 
���� ������������ �� p��� �� ��p������ ����. H�p���x�� ��� 
���� ��p����� �� up��gu���� TLR4 ��� ����v��� ��� �u����� 
f�����-κB (NF-κB) p���w�� (4,5). A���g������ �f TLR4 w��� 
f�u�� �� �����v� �p�p����� ��� ��f��������� ���p���� �� 
��u����g���� �������� (6). H�w�v��, ��� ���� �f TLR4 �� ��� 
u��v����, �� ����� ��u���� ��v� ��p����� � p�������v� ���� �f 
TLR4 ����v����� (7). I� ���� ����, ��� �x��� �����qu���� �f 
TLR4 ����v����� w������� fu����� ���������.

T�� ����-��f��������� ��� ����-�p�p����� �ff���� �f 
vitamin D have been confirmed in many organs including the 
�u�g (8-11). V������ D-k���k�u� ���� �xp������� � ���� ��v��� 
inflammatory response than wild-type mice after LPS treat-
���� (12). T�� ��gu������ �ff��� �f v������ D ��� ��� ����p��� 
�� TLR4 ��� ���� ������������ �� ���� ��u���� (13-15). Ou� 
previous study also found that vitamin D could significantly 
relieve LPS-induced lung injury (11). Since TLR4 is the key 
receptor of LPS, we hypothesized that regulation of TLR4 may 
�� ���������� w��� ���� p�������v� �ff��� �f v������ D.

I� ���� ��u��, w� ����������� � ����� �f ��p���x��-���u��� 
�u�g ��ju�� �� �������� ����. V������ D ��������� w�� �����-
istered to investigate its effect on lung structure, inflammatory 
���p���� ��� �p�p�����. �� ����� �� ��u�������g ��� �ff��� �f 
v������ D �� ��p���x��-���u��� �u�g ��ju�� ��� ��� ���� �f 
TLR4 �� ��� p������.

Materials and methods

Animal preparation and hyperoxia exposure. A�� ������ 
p�����u��� w��� ��v��w�� ��� �pp��v�� �� ��� L��������� 
A����� E����� C�������� �f C���� M������ U��v������. T��� 
��u�� w�� ������� �u� �� ������ ���p������ w��� ��� �pp��v�� 
p��������. P��g���� ������ ���� (200-250 g) w��� �upp���� 
�� ��� A����� L���������, Exp��������� R������� C�����, 
Shengjing Hospital, China Medical University. All rats were 
maintained in specific pathogen-free static cages with a 12-h 
��g��/���k �����. C��w p������ ��� ��p w���� w��� �v������� 
ad libitum. H�p���x�� �xp��u�� w�� ������������ �� p��v��u��� 
��������� (16). T�� �x�g�� ������������� w�� ������u�u��� 
monitored using a strip-chart recorder (model 572; Servomex, 
Norwood, MA, USA).

Vitamin D treatment. T�� ��p���x�� ��� �����x�� g��up� 
w��� �������� ��v���� ���� �w� �u�g��up�. O�� �u�g��up 
w�� ������� w��� � v������ D (VD) �����gu�, p����������� 
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(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), dissolved in 90:10 
p��p����� g�����:������� �� 0.5 µg/kg ���� w��g��, w���� ��� 
v������ �u�g��up� �����v�� ��� ���v��� ����. P����������� �� 
v������ w�� ������������ ����ug� �.p. ��j������ 30 ��� p���� 
�� �xp��u�� �� ��p���x��, ��� �� �v��� ����� ��� (1, 3, 5... 21) 
�f���w����.

Histology. Lu�g� w��� ��������� ��� ��������� �� � ����k-
���� �f 4 µ�. T�� ������ w��� ������� w��� H&E (B������� 
I�����u�� �f B����������g�, H�����, C����) �� ���� ���p���-
�u��. R����� ��v����� ��u��� (RAC) w��� ����u��� �� ���w��g 
� p��p�����u��� ���� f��� ��� ������ �f ��� ���� p���p����� 
���������� �� ��� p��u�� �� ��� ������� ��������u��� ��p�u� ��� 
��u����g ��� �u���� �f ��v���� ���������� �� ���� ����. Ev��� 
������� w�� �v��u���� �� �w� p������g���� w�� w��� ����� �� 
��� ��u�� ����g�.

M�����-��������� �������g w�� p��f����� u���g � �����-
����� k�� (B������� I�����u�� �f B����������g�) ��������g �� 
��� �����u������. ECM ��p������� w�� �����z�� �� I��g� P�� 
Plus 6.0 (Media Cybernetics, Rockville, MD, USA).

Wet/dry ratio of the lung weight. T�� ��g�� upp�� �u�g ����� 
w��� �x����� ��� w��g��� �� ��������� ��� w�� �u�g w��g��. 
They were dried in an oven at 80˚C for 48 h until the weights 
���pp�� �� ����g�. T��� w��� ���� w��g��� �g��� f�� ��� 
��� w��g��. ���/��� ����� �f ��� �u�g w��g�� w�� ����u����� 
��������g��.

Bronchoalveolar lavage fluid (BALF) collection. Af��� ����-
������ �� �����p��������� ��j������ w��� � ���k���� �f x���z��� 
(R��pu� 2%; B���� AG, L�v��ku���, G������) ��� k������� 
(Ketavest; 100 mg/ml; Pfizer, Inc., New York, NY, USA), the 
������� w�� �xp���� ��� ��� �u�g� w��� ��v�g�� ����� ����� 
with 0.2 ml sterile saline/wash. The fluids were collected and 
stored at 4˚C. The BCA method was used to test the protein 
concentrations in the fluids.

Real-time PCR. T���� RNA w�� �������� f��� ��� �u�g ����u�� 
using TRIzol reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). 
First-strand cDNAs were synthesized with a PrimeScript RT 
���g��� k�� (T�k��� B����������g� C�., L��., D�����, C����). 
R���-���� PCR w�� p��f����� �� � 20-µ� ��x�u�� u���g � 
SYBR-Green PCR reagent kit (Clontech Laboratories, Inc., 
Mountainview, CA, USA) and a Bio-Rad IQ5 real-time 
������. T�� 2-ΔΔCq f���u�� w�� u��� �� qu����f� ��� ������v� 

�xp������� �f �RNA. β2 �����g���u��� (B2M) w�� u��� �� �� 
internal control. Sequences of the PCR primers are provided 
�� T���� I.

Terminal deoxynucleotidyltransferase-mediated dUTP 
nick-end labelling (TUNEL) staining. TUNEL �������g w�� 
p��f����� u���g �� In Situ C��� D���� D�������� k��, TMR ��� 
(Roche Diagnostics, Indianapolis, IN, USA) according to the 
���uf���u���'� �����u������. T�� �u���� �f TUNEL-p�����v� 
cells/field was recorded and compared statistically.

Western blot analysis. T���� p������� w��� ���v����� f��� 
��� �u�g ����u�. Equ�� ���u��� �f p������� (50 µg/����) 
w��� ��p������ �� 10% p������������� g�� �������p�������, 
��� ��� p������� w��� �����f����� �������p����������� ���� 
p���v��������� ��f�u����� ��������� (EMD M����p���, 
Billerica, MA, USA). The membranes were then incubated 
w��� p������ ����������. T�� p������ ���������� ��� ����� 
�������������� w��� �� f����w�: ����-TLR4 (1:1,000 ���u����; 
��30667), ����-���p���-3 (1:1,000 ���u����; ��52293) ��� 
����-β-����� (1:5,000 ���u����; ��8226) (��� f��� A����). 
After being washed with TBST 3 times, the membranes were 
���� ���u����� �� ���� ���p����u�� f�� 1 � w��� ����������� 
p���x�����-���jug���� ��������� ���������� (g��� ����-������ 
��� ����-��u�� IgG-HRP; C��. ���. ��-2004 ��� ��-2005, 
respectively; 1:2,000 dilution; Santa Cruz Biotechnology, Inc., 
Santa Cruz, CA, USA).

Statistical analyses. A�� ������u�u� ���� ��� p�������� �� 
mean ± standard deviation (SD). Statistical comparison 
�f ������u�u� v�������� ���w��� g��up� w�� p��f����� 
using the Student's t-test or one-way ANOVA (followed 
�� G����-H�w��� ����) w��� G��p�P�� P���� ��f�w��� 6.0 
(GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA) and SPSS 17.0 
(SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Rank data were analyzed using 
�����x�� ���k ����. P<0.05 w�� ���������� �� �������� � ������-
tically significant result.

Results

Vitamin D attenuates developmental retardation caused 
by hyperoxia and promotes the survival rate. I� ���� ������� 
w��� ��p���x��, ��v���p������ ����������� w�� �����v�� 
f��� ��� 3, �� ��p�������� �� � ��������� ���� w��g�� 
���p���� �� ��� ������� g��up�. V������ D ��g��f������� 

T���� I. P����� ��qu����� u��� f�� ����-���� PCR.

P����� ���� F��w��� (5'-3') R�v���� (3'-5')

R�� TNF-α ATGTGGAACTGGCAGAGGAG TGGAACTGATGAGAGGGAGC
R�� IL-1β ACTCATTGTGGCTGTGGAGA TAGCAGGTCGTCATCATCCC
R�� IL-6 CCACTGCCTTCCCTACTTCA TTCTGACAGTGCATCATCGC
R�� MIP-2 AACATCCAGAGCTTGACGGT ACGATCCTCTGAACCAAGGG
R�� IFN-γ GTGTCATCGAATCGCACCTG GGTGACAGCTGGTGAATCAC
R�� MCP-1 GCTGCTACTCATTCACTGGC ATTGGGGTCAGCACAGATCT

TNF-α, �u��� �������� f�����-α; IL-1β, �������uk��-1β; IFN-γ, �����f����-γ.



INTERNATIONAL JOURNAL OF MOLECULAR MEDICINE  39:  1403-1408,  2017 1405

�����u���� ���� �����������, �u� ��� ��� ��f�u���� ��� ���� 
w��g��� �f ��� �����x�� g��up� (F�g. 1A). O��� 35.3% �f ��� 
���� �u�v�v�� ��p���x��, w���� v������ D ��������� ��� ���� 
�� 73.3% (F�g. 1B). V������ D ���u��� ��� ��v���p������ 
����������� ��� ��������� ��u��� �� ��p���x�� (�=9 �� ��� 
�����x�� g��up, �=15-17 �� ��� ��p���x�� g��up).

Vitamin D preserves lung structure and decreases extracel-
lular matrix deposition induced by hyperoxia. �� ��v����g���� 
�u�g ���u��u��� ��������p������. H�p���x�� ��� �� ���������, 

infiltration of neutrophils and destruction of normal alveolar 
w����. D������� �� ��� �u����� �f ��v���� ��� ��������� 
��p��, ����gu��� ��v����� ���p� ��� ����k����g �f ��� ��v����� 
w��� w��� ���� �����v��. C��p���� �� ��� ������� g��up�, 
v������ D-������� �u�g� p�������� w��� ���� ������ ���u��u��� 
and less inflammation (Fig. 2A). RAC, which represent the 
����u� �f ��v������z�����, ������� �� ��ff�� 7 ���� �f��� ��p��-
�x�� (F�g. 2B). M����� �������g w�� p��f����� �� ���� �f��� 
7 ���� �f ��p���x��. H�p���x�� ���u��� �x�������u��� �����x 
��p������� �� ��� ��v����� w���, w���� v������ D �����u���� 

F�gu�� 1. G������ ����u� �f �������� ������ g��up�. (A) T�� �v���g� ���� w��g�� �f ��� f�u� ��� g��up�. (B) R���� �f �u�v�v�� �� ��� f�u� g��up�. �=9 �� ��� 
�����x�� g��up, �=15-17 �� ��� ��p���x�� g��up. N��� + C���, �����x�� ��� v������; N���+VD, �����x�� ��� p�����������; H�p+C���, ��p���x�� ��� v������; 
H�p+VD, ��p���x�� ��� p�����������. P<0.05 ��f��� �� ��� ��ff������ ���w��� ��� �u�v�v�� ����� �f ��� H�p+C��� ��� H�p+VD g��up. **P<0.01 ��� ***P<0.001.

Figure 2. Morphological changes of the lungs. (A) H&E staining of the lungs 3, 7 and 14 days after exposure to hyperoxia (n=6 in each group). Magnification, x200. 
(B) R����� ��v����� ��u��� (RAC) �� ��� �u�g� 3, 7 ��� 14 ���� �f��� �xp��u�� �f ��p���x�� (�=6 �� ���� g��up). #P>0.05 ��� **P<0.01. (C) M����� �������g 
of the lungs (n=6 in each group). Magnification, x200. (D) Fold-change in Masson staining density compared to the Norm+Ctrl group (n=6 in each group); 
*P<0.05. N���+C���, �����x�� ��� v������; N���+VD, �����x�� ��� p�����������; H�p+C���, ��p���x�� ��� v������; H�p+VD, ��p���x�� ��� p�����������. 
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���� ����g�. T��� �����u����g �ff��� w�� ���� �����v�� �� ��� 
�����x�� g��up� (F�g. 2C ��� D) (�=6 �� ���� g��up).

Vitamin D relieves lung edema, maintains barrier func-
tion and inhibits inflammation in hyperoxia-treated rats. 
�� �������� ��� w��/��� ����� �f ��� �u�g w��g�� �� ��� ��� 
g��up�, w���� �� � g��� ��������� �f �u�g �����. H�p���x�� 
��������� ���� �����, ���������g ���� w���� ���k�g� ���� ��� 
alveolar space. Vitamin D treatment significantly attenuated 
lung edema (Fig. 3A). Similar change was also observed in 
��� BALF p������ �������, ���w��g ��� p�������v� �ff��� �f 
v������ D �� ��� �p�������� ���� ������� fu������ (F�g. 3B) (�=6 
in each group). Then we measured the expression of inflam-
������ �RNA� �� ��� �u�g ����u�. H�p���x�� ����u����� ��� 
expression of inflammatory cytokines and chemokines, while 
v������ D ��g��f������� ��������� ��� ����u������ (F�g. 4) 
(�=6-8 �� ���� g��up).

Vitamin D decreases alveolar cell apoptosis by downregu-
lating TLR4. �� p��f����� TUNEL �������g �� ��v����g��� 
�p�p����� �� ��� ��v����� ����� 7 ���� �f��� �xp��u�� �� ��p��-
�x��. I� ��� �����x�� g��up�, TUNEL-p�����v� ����� w��� 

������. H�p���x�� ��� �� � ���k�� �������� �� ��� �u���� �f 
TUNEL-p�����v� �����, w���� v������ D w�� p�������v� �g����� 
��p���x��-���u��� �p�p����� (F�g. 5A). T�� �p�p����� ����x 
was calculated as the number of apoptotic cells/field, which 
was significantly increased by hyperoxia and ameliorated by 
v������ D (F�g. 5B). ������� �������g ���w�� ����v����� �f 
TLR4 ��� � �u���qu��� �������� �� ��� �xp������� �f ���p���-3, 
� ��w������� �p�p����� p������ �� ��� ��p���x�� g��up. 
V������ D ��������� �upp������ TLR4 �xp������� ��� �u���-
qu����� ��� �xp������� �f ����v�� ���p���-3 (F�g. 5C ��� D) 
(�=6 �� ���� g��up).

Discussion

T��� ��u�� ������������ ���� v������ D �����u���� ��p��-
�x��-���u��� �u�g ��ju�� �� �������� ����, �� p��������g ��� 
����g���� �f ��� �u�g ���u��u��, ���������g ECM ��p������� 
and inhibiting inflammation. The mechanism may lie in the 
����-�p�p����� �ff��� �f v������ D �� ��w���gu�����g TLR4.

H�p���x��-���u��� �u�g ��ju�� ��� ���� � f��u� �f ������ 
��������, f�� �� ���� ���u����� BPD, � ������� ���� ��v����� 
��p���� ��� �u�g fu������ �� p������ ������. T�� �u���� �f 
�����p��g��, ��� �u�f��� v��u�� �f g�� �x����g� ��� ��� 
v��u�� �f �u�g p��������� ��� ���������, w���� ��� ���� �f 
����������� �� ��������� (17). H�p���x�� ���u��� ��� p���u����� 
of ROS, which subsequently activates several downstream path-
ways, represented by the MAPK and NF-κB �������� (4,18). 
Therefore it causes the release and accumulation of inflamma-
���� ��������� �� ��� ��v����� �p��� (19). M����v��, ��p���x�� 
��� �����u�� ���� ��� ����������� ��� ��� �p�������� �������� 
�� ��w���gu�����g ��g�� ju������ p������� (20,21). �� ���� 
�����v�� ��p������� �f �x�������u��� �����x ��� �������� �u�g 
��v���p����, �� ��p����� �� �u� p��v��w ��u�� (22).

Through the production of ROS, hyperoxia regulates the 
�xp������� �f TLR�, ��� ������� ����v���� NF-κB-������� 
expression of inflammatory cytokines (4). TLRs are important 
���p������ �f ��� ������ ���u����, w���� ��� ������f� ��� 
��p�� �f ��������� ���u��u���. I� ��� �u�g, ���� p������ ��� 
���� f��� ��v���������� �x������ ��� ��v����g �������� (23). 
As the receptor of LPS and a key component in the NF-κB 
p���w��, TLR4 �� ��������� f�� �u�v�v�� ��� �u�g ����g����, 
�� ������g ��������� ���p������, �x�g���u� �x������ ��� 

F�gu�� 3. Ex���� �f �u�g ����� ��� ������� fu�������. (A) T�� w��/��� (�/D) ����� �f �u�g w��g��� (�=6 �� ���� g��up). (B) T�� p������ ������������� �� ��� 
bronchoalveolar lavage fluid (BALF) (n=6 in each group). Norm+Ctrl, normoxia and vehicle; Norm+VD, normoxia and paricalcitol; Hyp+Ctrl, hyperoxia and 
v������; H�p+VD, ��p���x�� ��� p�����������. **P<0.01 ��� ***P<0.001.

Figure 4. Expression of inflammatory cytokines and chemokines (n=6-8 in 
���� g��up). N���+C���, �����x�� ��� v������; N���+VD, �����x�� ��� 
p�����������; H�p+C���, ��p���x�� ��� v������; H�p+VD, ��p���x�� ��� p���-
��������. *P<0.05, **P<0.01 ��� ***P<0.001.
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���u�����g ��f��������� ��� �p�p����� ���p����� (24). 
Mutation or deletion of TLR4 has an anti-inflammatory effect 
on endotoxin-induced inflammation and ischemic-reperfusion 
��ju�� (19). A���v����� �f TLR4 �� ���� ���p������� f�� �������� 
�������z��g �������������-���������� �u�g ��ju��, w���� ��� 
� ������� �u� ���� ��v��� p������g���� p������ ���p���� �� 
����� f���� �f p�����u��-���������� �u�g ��ju�� (25).

H�p���x�� ��� ���� f�u�� �� ���v��� ��� �xp������� �f 
TLR4 �� A549 ����� (5), ��� �� ���� ��u��, �� �������� ��� 
�u�g�. T��� �v��-����v����� �f TLR4 ��� �� ��������� ����-
��� �f ��f��������� ��������� ����u���g �u��� �������� 
f�����-α (TNF-α), �������uk��-1β (IL-1β), IL-6, MIP-2, 
�����f����-γ (IFN-γ) ��� MCP-1. Ov��-����v����� �f TLR4 
��� ���� ��p����� �� p������ ��u���p��� ����u������ ��� 
�����v���u��� ��� ��v����� �p�������� ��ju�� �� � ����-��p��-
���� ������ (26). Ap�p����� w�� ���u��� �u���qu�����, �� 
confirmed by increases in the number of TUNEL-positive 
����� ��� ��� �xp������� �f ���p���-3.

V������ D ���g��� p�����v�� ������ �u�g ���u��u�� �� ��� 
��p���x��-���u��� �u�g ��ju��. T�� ���������, ���-��v���p-
���� �f ��� ��v���� ��� ��� ��p������� �f �x�������u��� �����x 
were attenuated by vitamin D. We observed less infiltration of 
neutrophils and reduction in the release of pro-inflammatory 
cytokines, indicating an anti-inflammatory effect of vitamin D 
�� ��p���x��-���u��� �u�g ��ju��. T��� �ff��� ��� ���� ���� 
�����v�� �� ������ �f ��f��������� ��w�� �������� ��� 
��������-��p��fu���� ��ju�� (8,9). Ou� p��v��u� ��u�� f�u�� 
���� v������ D ����p���-k���k�u� ���� ���w�� � ���� 

intense inflammatory response to LPS and vitamin D treat-
ment decreased the secretion of pro-inflammatory cytokines 
in LPS-induced lung injury (11). The anti-apoptotic role of 
v������ D w�� ���� ������������ �� pu������� ����u� (10). 
Ag������ �f v������ D ����p��� �����v�� ������������� 
�p�p����� �� � ����� �f ���������� ��������-��p��fu���� (27).
V������ D ����������� ���������� �p�������� �p�p����� �� 
2,4,6-�����������z��� �u�p����� ����-���u��� ������� �� �����-
iting the expression of caspase-3 and p53 (28). Such an effect 
w�� ���� �����v�� �� pu������� �p�������� ����� (11).

Many studies have indicated that these anti-inflammatory 
��� ����-�p�p����� �ff���� �f v������ D fu������ ����ug� 
��� TLR4 p���w��. V������ D ��� ���� ������������ �� 
��w� ��gu���� TLR4 �� ��v�� �����, �u��� ��������� THP-1, 
����g��-p��������g ����� ��� k������������, ���u����g �� � ��w�� 
��f��������� ���p���� ��� ���u��� �p�p����� (13-15,29). 
����� ��p���x�� up��gu����� ��� �xp������� �f TLR4, 
vitamin D treatment significantly attenuated this increase, 
and thereby exerted its anti-inflammatory and anti-apoptotic 
fu�������.

I� �����u����, ��p���x�� ��� �����u�� �u�g ���u��u��, 
������ �u�g ��v���p���� ��� ��u�� ��p������� �f �x������-
lular matrix. The release of pro-inflammatory cytokines and 
��� �������� �� pu������� �p�������� ���� �p�p����� ��� �� 
��u��� �� ����v����� �f TLR4. V������ D �������������� ��� 
����g���z� ��� ����v����� �f TLR4 ��� �����f��� ����v���� 
inflammation, reduce apoptosis and preserve lung structure. 
Since hyperoxia-induced lung injury is a typical model of 

F�gu�� 5. A�v����� �p�������� ���� �p�p����� ��� ��� �xp������� �f T���-��k� ����p��� 4 (TLR4). (A) TUNEL �������g �f ��� �u�g ����u��. A���w� ��f�� �� ��� �p�p-
totic cells (n=6 in each group). Magnification, x200. (B) Apoptotic index, calculated as the number of apoptotic cells/field (n=6 in each group). #P>0.05 ��� 
***P<0.001. (C) Western blotting of TLR4, caspase-3 and its cleaved form (n=6 in each group). (D) Relative protein quantification of TLR4 and caspase-3 (n=6 
�� ���� g��up). *P<0.05 ��� **P<0.01. N���+C���, �����x�� ��� v������; N���+VD, �����x�� ��� p�����������; H�p+C���, ��p���x�� ��� v������; H�p+VD, 
��p���x�� ��� p�����������.
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BPD, v������ D ��� �� �f �u����v� �� p��v����v� v��u� �� 
p������� w��� BPD.
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