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肠三叶因子对内毒素血症幼鼠肠组织
Ｔｏｌｌ样受体２和４表达的影响

荆科１　孙梅２
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　　［摘　要］　目的　探讨肠三叶因子对内毒素血症幼鼠肠组织 Ｔｏｌｌ样受体（ＴＬＲ）２、４表达的调节及对肠组织
损伤的影响。方法　２４只１０日龄Ｗｉｓｔａｒ幼鼠随机分为正常对照组（ＮＳ组，ｎ＝８，生理盐水１ｍＬ／ｋｇ腹腔注射）；内
毒素血症组（ＬＰＳ组，ｎ＝８，ＬＰＳ５ｍｇ／ｋｇ腹腔注射）；肠三叶因子组（ＩＴＦ组，ｎ＝８，重组肠三叶因子０．１ｍＬ／只＋ＬＰＳ
５ｍｇ／ｋｇ腹腔注射）。于腹腔注射后３ｈ处死，留取远端回肠组织观察肠组织病理改变，ＲＴＰＣＲ检测肠组织ＴＬＲ２、
４ｍＲＮＡ的表达。结果　光镜下ＮＳ组肠组织结构正常，ＩＴＦ组和ＬＰＳ组均可见间质和上皮细胞水肿，ＩＴＦ组较ＬＰＳ
组病变明显减轻。ＩＴＦ组肠组织ＴＬＲ２ｍＲＮＡ表达较ＮＳ组、ＬＰＳ组明显增高（Ｐ＜０．０１）；而ＴＬＲ４ｍＲＮＡ表达较ＮＳ
组和ＬＰＳ组明显下降（Ｐ＜０．０１）。结论　肠三叶因子可减轻内毒素血症幼鼠肠组织损伤，这种保护作用可能与其
下调ＴＬＲ４ｍＲＮＡ的表达相关。 ［中国当代儿科杂志，２０１１，１３（１２）：９８５－９８８］
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ＴｈｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＴＬＲ２ａｎｄＴＬＲ４ｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ（ＲＴＰＣＲ）．
Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ｔｈｅｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｔｈｅｓｍａｌｌｉｎｔｅｓｔｉｎｅｒｅｍａｉｎｅｄｎｏｒｍａｌｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．Ｅｄｅｍａｏｆｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌｓｕｂｓｔａｎｃｅａｎｄ
ｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍｗｅｒｅｏｂｓｅｒｖｅｄｉｎｂｏｔｈＬＰＳａｎｄＩＴＦｇｒｏｕｐｓ，ｗｈｅｒｅａｓｓｕｃｈｃｈａｎｇｅｓｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｉｎｔｈｅＩＴＦｇｒｏｕｐｔｈａｎｉｎ
ｔｈｅＬＰＳｇｒｏｕｐ．ＴｈｅＩＴＦｇｒｏｕｐｈａｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒＴＬＲ２ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｔｈａｎｔｈｅＮＳａｎｄＬＰＳｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＜０．０１），
ｗｈｅｒｅａｓｔｈｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＬＲ４ｉｎｔｈｅＩＴＦｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｉｎｔｈｅＮＳａｎｄＬＰＳｇｒｏｕｐｓ（ｂｏｔｈＰ
＜０．０１）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　ＩＴＦｃａｎａｌｌｅｖｉａｔｅｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｉｎｊｕｒｙｉｎｙｏｕｎｇｒａｔｓｗｉｔｈｅｎｄｏｔｏｘｅｍｉａ，ｗｈｉｃｈｍａｙｂｅｒｅｌａｔｅｄｔｏｔｈｅ
ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＴＬＲ４ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ． ［ＣｈｉｎＪＣｏｎｔｅｍｐＰｅｄｉａｔｒ，２０１１，１３（１２）：９８５－９８８］
　　Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　Ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｔｒｅｆｏｉｌｆａｃｔｏｒ；Ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ；Ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｔｉｓｓｕｅ；Ｒａｔｓ

　　肠三叶因子（ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｔｒｅｆｏｉｌｆａｃｔｏｒ，ＩＴＦ）是三叶
肽家族成员之一，由肠黏膜上皮杯状细胞分泌，广泛

存在于胃肠道，具有特征性的三叶结构，被认为是具

有抗凋亡特性的内源性肽类物质，在肠道的自我保

护和损伤后修复中占有重要地位［１２］。Ｔｏｌｌ样受体

（Ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＴＬＲ）是一种跨膜蛋白，能识别病
原微生物或细胞壁成分，通过信号转导激发天然免

疫反应，引起细胞因子，炎症介质的释放，导致组织

损伤［３６］。外源性 ＩＴＦ对 ＴＬＲ２、４的表达是否有抑
制作用，尚无报道。本研究拟应用外源性基因重组
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ＩＴＦ（ｒＩＴＦ）作用于内毒素血症幼鼠，观察 ＩＴＦ对 ＴＬＲ
表达的调节作用，及这种调节作用是否与 ＩＴＦ对肠
损伤的保护作用相关。

１　材料与方法

１．１　实验动物
清洁级 Ｗｉｓｔａｒ健康１０日龄幼鼠，雌雄不限，体

重１５～２５ｇ，由中国医科大学医学动物实验中心提
供。许可证号：ＳＣＸＫ（辽）２００３０００９。
１．２　实验试剂

大肠杆菌内毒素（ＬＰＳ，Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ０５５∶Ｂ５）购
于Ｓｉｇｍａ公司（美国），用生理盐水配制成５ｍｇ／ｍＬ。
Ｔｒｉｚｏｌ总 ＲＮＡ提取试剂购自美国 Ｐｒｏｍｅｇａ公司。
ＲＴＰＣＲ试剂盒、反转录和 ＰＣＲ扩增所需要的酶及
其他试剂购于大连宝生物工程公司。ＰＣＲ引物根
据Ｍｅｄｌｉｎｅ数据库自行设计，由上海英骏生物公司
合成。ｒＩＴＦ由北京大学蛋白质工程及植物基因工程
国家重点实验室提供，配制浓度为５ｍｇ／ｍＬ。
１．３　方法
１．３．１　动物分组与标本制备　　以 ＬＰＳ５ｍｇ／ｋｇ
腹腔注射的方法制备 Ｗｉｓｔａｒ幼鼠内毒素血症的模
型［７］。将２４只幼鼠随机分为对照组（ＮＳ组，腹腔注
射生理盐水１ｍＬ／ｋｇ）、内毒素血症组（ＬＰＳ组，腹腔
注射ＬＰＳ５ｍｇ／ｋｇ）、肠三叶因子组（ＩＴＦ组，腹腔注
射ＬＰＳ５ｍｇ／ｋｇ＋ｒＩＴＦ０．１ｍＬ／只），每组 ８只［８］。

于腹腔注射后３ｈ处死，留取距回盲端０．５～１ｃｍ
左右回肠组织，于液氮中速冻，并转－７０℃保存，另
取肠组织行甲醛固定、石蜡包埋、５μｍ组织切片、苏
木精－伊红（ＨＥ）染色。
１．３．２　ＲＴＰＣＲ检测ＴＬＲｍＲＮＡ表达　　按 Ｔｒｉｚｏｌ
总ＲＮＡ提取试剂说明书进行操作提取总 ＲＮＡ，并
经紫外分光光度计测定，计算提取物总 ＲＮＡ浓度，
然后经逆转录扩增ｃＤＮＡ。ＲＴＰＣＲ检测ＴＬＲｍＲＮＡ

表达取 ｃＤＮＡ３μＬ（１μｇ），１０×ｂｕｆｆｅｒ２μＬ，ＭｇＣｌ２
４μＬ，１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ２μＬ，引物１００ｎｇ（０．１μＬ），
ＴａｑＤＮＡ多聚酶０．２μＬ（５Ｕ／μＬ）。总体系２０μＬ。
循环条件：９４℃预变性 ３ｍｉｎ；９４℃变性 ４０ｓ，退火
１ｍｉｎ（ＴＬＲ２５１．５℃，ＴＬＲ４５３．５℃，βａｃｔｉｎ５５℃），
７２℃延伸（ＴＬＲ２、４６０ｓ，βａｃｔｉｎ９０ｓ），共 ３５个循
环；７２℃延伸７ｍｉｎ。取ＰＣＲ扩增产物行２％琼脂糖
凝胶电泳，采用凝胶成像系统及分析系统进行条带

分析，βａｃｔｉｎ作为内参照标化各组 ＴＬＲ２、４ｍＲＮＡ
含量。ＴＬＲ和βａｃｔｉｎ引物序列见表１。

表１　ＴＬＲ２、４和βａｃｔｉｎ引物序列及扩增条件

引物名称 扩增片断（ｂｐ）

ＴＬＲ２
　Ｆ：５′ＣＧＣＴＴＣＣＴＧＡＡＣＴＴＧＴＣＣ３′ ２８６
　Ｒ：５′ＧＧＴＴＧＴＣＡＣＣＴＧＣＴＴＣＣＡ３′
ＴＬＲ４
　Ｆ：５′ＣＣＡＧＡＧＣＣＧＴＴＧＧＴＧＴＡＴ３′ ４１９
　Ｒ：５′ＧＣＣＣＴＧＴＧＡＧＧＴＣＧＴＴＧＡ３′
βａｃｔｉｎ
　Ｆ：５′ＣＡＣＣＣＴＧＴＧＣＴＧＣＴＣＡＣＣＧＡＧＧＣＣ３′ ６９０
　Ｒ：５′ＣＣＡＣＡＣＡＧＡＴＧＡＣＴＴＧＣＧＣＴＣＡＧＧ３′

１．４　统计学分析
采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件包，所有数据以（ｘ±ｓ）

表示，多组间比较采用方差分析（ＡＮＯＶＡ）及 ＬＳＤ
法检验，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　肠组织病理改变
光镜下见 ＮＳ组肠绒毛完整，肠上皮细胞排列

整齐，杯状细胞少见，无明显异常改变。ＬＰＳ组给予
ＬＰＳ后３ｈ肠组织绒毛间质出现充血，少许炎性细
胞浸润，水肿明显，肠上皮细胞排列紊乱，细胞水肿。

ＩＴＦ组肠绒毛间质轻度充血，同细胞水肿程度一样，
较ＬＰＳ组均明显减轻，杯状细胞明显增加。见图１。

　　图１　各组肠组织的病理改变（ＨＥ×４００）　ＮＳ组肠绒毛完整，结构清晰；ＬＰＳ组肠绒毛间质充血，炎性细胞浸润；
ＩＴＦ组肠绒毛间质充血较ＬＰＳ组明显减轻。箭头所指为间质充血与细胞水肿。
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２．２　ＲＴＰＣＲ检测肠组织 ＴＬＲ２、４ｍＲＮＡ的表达
三组间ＴＬＲ２ｍＲＮＡ表达的差异有统计学意义

（Ｆ＝６４．９３０，Ｐ＜０．００１）（表２），其中 ＬＰＳ组 ＴＬＲ２
ｍＲＮＡ表达较ＮＳ组明显增高（Ｐ＜０．０１），ＩＴＦ组较
ＮＳ组、ＬＰＳ组均明显增高（Ｐ＜０．０１），见图 １～２。
三组ＴＬＲ４ｍＲＮＡ表达差异也有统计学意义（Ｆ＝
２４８．７４７，Ｐ＜０．００１）（表 ２），其中 ＬＰＳ组肠组织
ＴＬＲ４ｍＲＮＡ表达较ＮＳ组明显增高（Ｐ＜０．０１），ＩＴＦ
组ＴＬＲ４ｍＲＮＡ表达较 ＬＰＳ组明显降低，差异有统
计学意义（Ｐ＜０．０１），见图３～４。

　　表 ２　肠组织 ＴＬＲ２、４ｍＲＮＡ／βａｃｔｉｎ光密度值　
（ｘ±ｓ，ｎ＝８）

组别 ＴＬＲ２ ＴＬＲ４

ＮＳ组 １．３９±０．０３ ９．９１±０．３３

ＬＰＳ组 ３．０７±０．０８ａ １６．７１±１．２８ａ

ＩＴＦ组 ７．４５±１．９０ａ，ｂ ５．３７±１．１８ａ，ｂ

Ｆ值 ６４．９３０ ２４８．７４７

Ｐ值
"

０．００１
"

０．００１

　　ａ：与ＮＳ组比较，Ｐ＜０．０１；ｂ：与 ＬＰＳ组比较，Ｐ＜０．０１
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３　讨论

内毒素血症可通过缺氧、炎症介质释放、自由基

增多使肠黏膜屏障受损，大量细菌移位，最终造成多

器官功能衰竭，甚至死亡［９１０］。肠黏膜屏障在阻止

肠腔中细菌、毒素进入机体并维持机体内环境稳定

上起重要作用。

ＩＴＦ是三叶肽家族成员之一，由肠黏膜上皮杯
状细胞分泌，广泛存在于胃肠道，对黏膜的保护作用

为增强受损黏膜周围完好的上皮细胞向黏膜损伤表

面迁移覆盖，并与黏液中糖蛋白结合，形成稳定的凝

胶复合物，抵抗黏膜表面有害物质的损伤，从而增强

了胃肠道黏膜屏障的防御能力［１，１１］，在肠道的自我

保护和损伤后修复中占有重要地位。动物研究表明

杯状细胞合成和分泌 ＩＴＦ，能够维持肠黏膜上皮细
胞的完整性并于炎症时发挥其黏膜修复作用［１２１４］。

敲除ＩＴＦ基因后，饮用硫酸葡聚糖钠溶液小鼠一半
死于结肠炎，当给予口服重组ＩＴＦ后，肠黏膜损伤明
显减轻［１５］。

以往研究，ＩＴＦ的保护作用主要集中在肠黏膜
上皮细胞的增殖和修复方面。本研究中，给予外源

性ｒＩＴＦ明显下调了 ＬＰＳ所致 ＴＬＲ４ｍＲＮＡ的表达，
肠黏膜损伤减轻。提示 ＩＴＦ可能抑制了 ＴＬＲ４表

·７８９·
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达，使促炎介质释放减少。ＬＰＳ介导的细胞激活需
细胞表面能够与内毒素结合的蛋白包括 ＬＰＳ结合
蛋白（ＬＰＳｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，ＬＢＰ）和 ＣＤ１４参与。这
些蛋白并没有跨膜转导信号的功能［１６１７］。研究表

明ＴＬＲ４和ＣＤ１４在与 ＬＰＳ反应中的功能是紧密相
连的，两者在肠道的分布也是密切相关的，而在肠道

的表达也有相似的模式［１８］。ＴＬＲ既是免疫识别受
体，又是跨膜信号转导分子。ＴＬＲ２、４均可识别
ＬＰＳ。而ＴＬＲ４是主要的识别受体［６，１９２０］。研究表明

ＴＬＲ４与 ＬＰＳ的亲和力较低，而当 ＬＰＳ形成 ＬＰＳ
ＬＢＰＣＤ１４复合物后与ＴＬＲ４的亲和力明显增强，并
使ＴＬＲ４激活，通过信号转导作用，ＮＦκＢ激活并向
核内移位，促进促炎介质合成和释放，使得肠黏膜结

构破坏和屏障功能降低，最终导致肠源性内毒素血

症［２０２１］。本研究中，ＩＴＦ抑制了 ＴＬＲ４ｍＲＮＡ的表
达，可能是阻抑了 ＬＰＳＬＢＰ与 ＣＤ１４或 ＬＰＳＬＢＰ
ＣＤ１４与ＴＬＲ４的结合，使ＬＰＳ的信号不能转导至细
胞内，ＮＦκＢ无法被激活，从而使促炎介质 ＴＮＦα
的释放不能增加，因而减轻了肠组织的损伤。

本研究中ＩＴＦ对 ＴＬＲ２ｍＲＮＡ的表达无明显抑
制作用，而且 ＴＬＲ２ｍＲＮＡ表达明显上调，但 ＴＬＲ２
ｍＲＮＡ表达的上调并没有加重肠组织损伤。提示
ＩＴＦ减轻肠损伤的作用主要是通过抑制了 ＴＬＲ４的
表达而实现的，这也说明 ＴＬＲ４在 ＬＰＳ的信号转导
和介导炎症反应中起主要作用。ＴＬＲ２在肠道中的
作用还有待进一步研究。
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