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　　摘要：目的　观察大鼠小肠缺血再灌注（Ｉ／Ｒ）损伤后小肠组织 ＴＬＲ４的表达及其与炎症因子水平
变化的关系。方法　雄性 ＳＤ大鼠 ９０只，随机分为正常对照（Ｎ）组、假手术（Ｓ）组、小肠部分缺血／再
灌注损伤（肠 Ｉ／Ｒ）组。分别于缺血再灌注后 ６，１２，２４，４８ｈ检测各组小肠组织 ＴＬＲ４ｍＲＮＡ的表达，门
静脉血清中 ＴＮＦα和 ＩＬ６水平，并进行相关性分析。用免疫组化法观察 ＴＬＲ４在小肠组织中的表达和
分布。结果　（１）肠 Ｉ／Ｒ组 ＴＬＲ４ｍＲＮＡ表达上调，于 Ｉ／Ｒ１２ｈ最强，阳性细胞主要是小肠黏膜细胞；
（２）Ｉ／Ｒ组门静脉血清中 ＩＬ６及 ＴＮＦα浓度与 Ｎ组相比各时点均明显增高（Ｐ＜０．０１）；在 Ｉ／Ｒ２４ｈ
后达到峰值，与 Ｓ组比较差异亦有显著性 （Ｐ＜０．０１）；（３）肠 Ｉ／Ｒ组门静脉 ＩＬ６及 ＴＮＦα浓度的增
高与小肠 ＴＬＲ４ｍＲＮＡ表达的上调呈正相关（ｒ＝０．７５２，ｒ＝０．８１２；均 Ｐ＜０．０１）；（４）免疫组化法显示
小肠黏膜细胞表面 ＴＬＲ４表达明显增强。结论　大鼠小肠 Ｉ／Ｒ损伤后，小肠组织 ＴＬＲ４的表达上调可
能是导致肠黏膜免疫屏障功能下降的机制之一，也可能是系统性炎症反应的始动环节。
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　　肠缺血再灌注（Ｉ／Ｒ）损伤是严重创伤、烧伤
休克、绞窄性肠梗阻等许多外科疾病的常见病理

生理过程，其病程后期患者常出现系统性炎症反

应综合征（ＳＩＲＳ）甚至多器官功能不全，为手术失
败和患者最终死亡的原因之一。作为天然免疫系

统的 Ｔｏｌｌ样受体（Ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒｓ，ＴＬＲｓ）在肠Ｉ／Ｒ
损伤中的作用罕见文献报道。本文通过检测大鼠

小肠部分 Ｉ／Ｒ损伤后小肠组织 ＴＬＲ４ｍＲＮＡ的表达
和病理学改变，以及门静脉血中炎症因子肿瘤坏

死因子 α（ＴＮＦα）和白介素 ６（ＩＬ６）的改变，旨
在研究 ＴＬＲ４在大鼠小肠 Ｉ／Ｒ损伤中的作用及
意义。

１　材料与方法

１．１　实验动物和分组
清洁级 ＳＤ大鼠 ９０只，雄性，体重２００～２２０ｇ，

由中南大学实验动物学部提供，实验前均禁食

１２ｈ。大鼠随机分为正常对照（Ｎ）组（１０只）、假
手术（Ｓ）组（４０只）和小肠部分 Ｉ／Ｒ损伤组（实验
组，肠 Ｉ／Ｒ组 ４０只）。Ｎ组不做特殊处理。Ｓ组
腹腔注射 ２５％乌拉坦（４ｍＬ／ｋｇ）麻醉后，取正中
切口，逐层进腹，提出小肠及盲肠，湿盐水纱布覆

盖置于体外 ３０ｍｉｎ后还纳腹腔并逐层缝合腹壁
切口。肠 Ｉ／Ｒ组开腹提出小肠肠管，展开肠系
膜，暴露肠系膜血管并游离根部，以无创血管夹夹

闭 ３０ｍｉｎ后，松开血管夹，还纳肠管并逐层缝合
腹壁切口。Ｓ组和肠 Ｉ／Ｒ组又分术后 ６，１２，２４，
４８ｈ４组，每组各 １０只，于相应时间点宰杀后取
组织标本。

１．２　血标本及小肠组织的采集和处理
各组动物在相关时点麻醉后，作腹正中切口

（Ｎ组）或打开腹正中原切口（Ｓ组和肠 Ｉ／Ｒ组）。
沿肠系膜上静脉于第一肝门处找到门静脉，采血

２～３ｍＬ（置入离心机，８００ｒ／ｍｉｎ离心３ｍｉｎ，取上
层血浆约 １ｍＬ于 －８０℃低温冰箱保存），然后沿
肠管边缘剪开末段小肠系膜约 ４ｃｍ（远端达回盲
部），截取末段约 ４ｃｍ小肠组织，平分 ２份，即各
２ｃｍ的小肠；生理盐水充分冲洗净肠内容物，分
装并于 －８０℃低温冰箱保存，备检。

１．３　检测指标及方法
１．３．１　小肠组织 ＴＬＲ４ｍＲＮＡ的表达　液氮冷冻
后研磨小肠组织，用 Ｔｒｉｚｏｌ试剂提取细胞总 ＲＮＡ，
常规方法建立逆转录 －多聚酶链反应（ＲＴＰＣＲ）
反应体系和反应条件。目的基因 ＴＬＲ４引物序
列：上游 ５′ＧＡＧＣＣＧＧＡＡＡＧＴＴＡＴＴＧＴＧＧ３′，
下游 ５′ＴＡＡＧＡＡＧＧＣＧＡＴＡＣＡＡＴＴＣＧＡＣ３′，
扩增片段长度为 １８２ｂｐ（上海生物工程技术服务
有限公司合成）。内参照 βａｃｔｉｎ引物序列 ｕｐｐｅｒ
５′ＣＣＡＡＧＧＣＣＡＡＣＣＧＣＧＡＧＡＡＧＡＴＧＡＣ３′，
ｌｏｗｅｒ５′ＡＧＧＧＴＡＣＡＴＧＧＴＧＧＴＧＣＣＧＣＣＡＧＡＣ
３′，扩增片段长度 ５１２ｂｐ（上海生物工程技术服
务有限公司合成）。反应条件９５℃ ５ｍｉｎ，（９４℃
３０ｓ，５６℃ ３０ｓ，７２℃ ３０ｓ）×３６个循环，７２℃
退火 ７ｍｉｎ，４℃保存。琼脂糖凝胶电泳检测 ＰＣＲ
产物。ＧｅｎｅＳｎａｐ６．００．２６软件分析结果。以目的
基因与内参对照的积分吸光度比值（ＴＬＲ４ｍＲＮＡ／
βａｃｔｉｎｒａｔｉｏ）表示 ｍＲＮＡ相对表达量。
１．３．２　血浆 ＴＮＦα，ＩＬ６检测　大鼠 ＴＮＦα，
ＩＬ６酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）试剂盒均购自晶
美生物工程有限公司。按试剂盒说明检测大鼠血

浆 ＴＮＦα及 ＩＬ６浓度。
１．３．３　小肠组织 ＴＬＲ４的免疫组化检测　大鼠
ＴＬＲ４一抗购自博士德生物工程有限公司（进口分
装），免疫组化试剂盒（抗兔）购自晶美生物工程

有限公司。按试剂盒说明进行检测。

１．４　数据统计
采用 ＳＰＳＳ１２．０软件进行统计。数据以 ｘ±ｓ

表示。均值差异的显著性采用方差分析；相关性

采用 Ｐｅａｒｓｏｎ相关分析。

２　结　果

２．１　小肠 ＴＬＲ４ｍＲＮＡ表达的变化
Ｎ组及 Ｓ组小肠组织 ＴＬＲ４ｍＲＮＡ表达均较

低，两组差异无显著性（Ｐ＞０．０５）。肠 Ｉ／Ｒ组小
肠组织 ＴＬＲ４ｍＲＮＡ表达增多，且 Ｉ／Ｒ后 １２ｈ达峰
值，并持续至 ４８ｈ；与 Ｎ组及 Ｓ组比较差异有显
著性（Ｐ＜０．０５）（表 １）（图 １）。
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表１　小肠Ｉ／Ｒ组大鼠小肠ＴＬＲ４ｍＲＮＡ表达的变化（积分吸光度比值，ｘ±ｓ）

组别
时间

６ｈ １２ｈ ２４ｈ ４８ｈ

Ｎ ０．１０４±０．０３４

Ｓ ０．１９±０．０４５１） ０．１７±０．０２２ ０．１３±０．０４１ ０．１２±０．０２９

肠Ｉ／Ｒ ０．４２±０．０７６１），３） １．３２±０．２１８２），４） ０．９１±０．１１１２），４） ０．８４±０．０８２２），４）

　　注：与Ｎ组比较，１）Ｐ＜０．０５；２）Ｐ＜０．０１；与Ｓ组比较；３）Ｐ＜０．０５；４）Ｐ＜０．０１
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图１　大鼠小肠组织 ＴＬＲ４ｍＲＮＡ表达的动态变化　１：Ｎ
组，２～５：Ｓ组（６～４８ｈ），６～９：肠Ｉ／Ｅ组（６～４８ｈ）

２．２　门静脉血浆 ＴＮＦα和 ＩＬ６浓度的变化
与 Ｎ组和 Ｓ组比较，肠 Ｉ／Ｒ组门静脉血浆

ＴＮＦα和 ＩＬ６浓度各时点均显著升高，均有统计
学意义（均 Ｐ＜０．０１）。且 Ｉ／Ｒ２４ｈ后达高峰，其
中以 ＩＬ６增高更明显。Ｎ组和 Ｓ组两组间差异
无显著性（表 ２）。

表２　各组于不同时相血清ＴＮＦα及ＩＬ６的表达（ｐｇ／ｍＬ，ｘ±ｓ）

组别 例数
ＴＮＦα

６ｈ １２ｈ ２４ｈ ４８ｈ

ＩＬ６

６ｈ １２ｈ ２４ｈ ４８ｈ

Ｎ １０ ２５．１３±７．７６ ３６．４３±５．０８

Ｓ １０ ２７．０７±５．８７ ２９．１１±３．９４ ３４．０８±３．９８ ３１．１６±３．８７ ３５．７５±５．３７ ３９．３２±３．９５ ４４．１２３±６．５７ ４１．１０±３．８２

肠Ｉ／Ｒ １０ ２６．６１±３．９２ ３４．２８±３．４１ ９２．６３±９．８４１），２） ６５．３３±５．３２１），２） ６８．７８±７．６８１），２） ２２５．３±２２．５３１），２） ６５３．２２±１１８．３０１），２） ４４６．７１±６０．１９１），２）

　　注：１）与Ｎ组比较，Ｐ＜０．０１；２）与Ｓ组比较，Ｐ＜０．０１

图２　小肠黏膜ＴＬＲ４表达
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第４期 王鹏程，等：ＴＬＲ４表达在大鼠小肠缺血再灌注损伤中的改变及意义

２．３　相关分析结果
相关分析提示，Ｉ／Ｒ组 ６～２４ｈ的 ＴＬＲ４ｍＲＮＡ

表达量与 Ｉ／Ｒ组 １２～４８ｈ肝门静脉血浆 ＴＮＦα
和 ＩＬ６水平呈正相关，其相关系数分别为 ０．８１２
和 ０．７５２（均 Ｐ＜０．０１）。
２．４　ＴＬＲ４表达

１２～４８ｈ点 Ｎ组和 Ｓ组小肠组织 ＴＬＲ４表达
均明显低于肠 Ｉ／Ｒ组（Ｐ＜０．０５）。其主要表达
部位在肠黏膜细胞的细胞膜（图 ２）。

３　讨　论

肠黏膜对缺氧的耐受力大大低于其他组织，

小肠 Ｉ／Ｒ损伤是许多疾病共同的病理生理机制。
本实验结果显示，在 Ｎ组中，ＴＬＲ４ｍＲＮＡ的表达
较低；在肠 Ｉ／Ｒ损伤后 ６ｈ，ＴＬＲ４ｍＲＮＡ的表达即
开始上调，至 １２ｈ达高峰，较 Ｎ组增高 １２．７倍。
小肠组织的免疫组化检查显示，Ｎ组及 Ｓ组，小
肠组织 ＴＬＲ４表达呈阴性，而肠 Ｉ／Ｒ组肠黏膜的
细胞膜 ＴＬＲ４阳性表达明显增多，与小肠组织中
ＴＬＲ４ｍＲＮＡ的表达变化一致。肠道 ＴＬＲ４的低表
达保证了生理状态下肠道对细菌的“绝缘”，可视

为肠黏膜屏障功能的组成部分之一［１］。本实验结

果还显示，门静脉血中炎症因子 ＴＮＦα和 ＩＬ６的
水平从 Ｉ／Ｒ后 １２ｈ开始升高，至 ２４ｈ达高峰；其
升高幅度与小肠组织 ＴＬＲ４ｍＲＮＡ的表达变化呈
正相关。已知 ＴＮＦα水平的高低与肠黏膜的损
害直接相关；而 ＩＬ６是另一个重要的致炎因子，
与多器官功能不全综合征（ＭＯＤＳ）的严重程度和
致死率密切相关。提示 ＴＬＲ４的表达增强可能是
激发全身炎症反应的始动环节，与肠道是诱发系

统性炎症反应综合征（ＳＩＲＳ）的中心器官的肠源
性学说是一致的［２－４］。Ｃａｒｉｏ［５］报道 ＴＬＲ４在炎症
性肠病（ＩＢＤ）中的表达增高；Ｍｉｙａｓｏ［６］发现，胆道
梗阻大鼠其小肠 ＴＬＲ４表达上调，且给胆道梗阻
大鼠以脂多糖（ＬＰＳ）刺激，能提高外周血中的
ＴＮＦα和 ＩＬ６水平。本实验与上述研究的结果
相似。

早期 ＴＬＲ４的表达能短期加强肠道黏膜的屏
障功能，这是由于肠道 ＴＬＲ４的激活能促进环氧
化酶 ２（ＣＯＸ２）的表达［７］，而 ＣＯＸ２能促进细胞

增殖。然而，ＴＬＲ４表达的持续增强，可能导致肠
黏膜对细菌，尤其是革兰阴性细菌内毒素的敏感

性提高，从而最终诱发机体的全身炎症反应综合

征（ＳＩＲＳ）。本实验结果显示，门静脉血浆中 ＴＮＦ

α的升高较小肠 ＴＬＲ４ｍＲＮＡ表达增强延迟 ６～１２
ｈ，这可能正是由于 ＬＰＳ对 ＴＬＲ４持续刺激的结
果。然而，本实验还显示 ＩＬ－６水平的增高较
ＴＮＦα早，其升高幅度也大得多。这说明 ＩＬ６在
炎症反应中的重要作用。

本实验基于肠道特殊的多细菌环境，研究

ＬＰＳ受体 ＴＬＲ４在肠 Ｉ／Ｒ损伤中的表达变化，发现
肠 Ｉ／Ｒ损伤后 ＴＬＲ４的表达上调，并继发门静脉
血中炎症因子水平的升高，提示肠黏膜 ＴＬＲ４表
达上调可能是 ＳＩＲＳ的始动环节。但 ＴＬＲ４表达与
炎症因子升高的关联机制尚待深入研究。随着

Ｉ／Ｒ损伤致肠源性炎症反应研究的深入，可望为
治疗 ＳＩＲＳ和 ＭＯＤＳ提供新的更有效的途径。
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