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脂氧素 A4 对脓毒症肥胖大鼠肝脏 TLR4、
TRAF6 表达的影响
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［摘要］　目的　探讨脂氧素 A4（LXA4）对脂多糖诱导肥胖大鼠感染脓毒症的保护作用及其对肝脏 Toll

样受体 4（TLR4）、肿瘤坏死因子受体相关因子 6（TRAF6）表达的影响。方法　选取 3 周龄雄性 Sprague-
Dawley 大鼠 60 只随机分为普通组和肥胖组（n=30），建立高脂饮食诱导的肥胖大鼠模型，将两组大鼠再随机

分成对照组、脓毒症组、脂氧素组，每组各取 8 只大鼠。对照组、脓毒症组、脂氧素组分别予生理盐水、脂多

糖、脂氧素 A4+ 脂多糖腹腔注射，观察 12 h 后心脏采血并采集肝脏组织。ELISA 法检测血清白细胞介素 6（IL-6）

及肿瘤坏死因子 -α（TNF-α）水平；蛋白免疫印迹法检测肝脏组织 TLR4、TRAF6 蛋白水平；实时荧光定量 PCR

法检测 TLR4 mRNA、TRAF6 mRNA 的表达水平。结果　高脂饮食喂养 6 周后，肥胖组大鼠的平均体重、Lee's

指数明显高于普通组（P<0.05）。与普通组比较，肥胖组血清 IL-6、TNF-α 水平明显增高（P<0.05）；同一饮

食组内，脓毒症组较对照组血清 IL-6、TNF-α 水平明显增高（P<0.05），脂氧素组较脓毒症组血清 IL-6、TNF-α
水平显著降低（P<0.05）。与普通组比较，肥胖组大鼠肝脏组织中 TLR4、TRAF6 蛋白及 TLR4 mRNA、TRAF6 

mRNA 表达水平上调（P<0.05）；同一饮食组内，脓毒症组较对照组 TLR4、TRAF6 蛋白及 TLR4 mRNA、

TRAF6 mRNA 表达量明显增高（P<0.05），而与脓毒症组比较，脂氧素组 TLR4、TRAF6 蛋白及 TLR4 mRNA、

TRAF6 mRNA 表达量显著降低（P<0.05）。结论　LXA4 能降低血清 IL-6、TNF-α 水平，减轻炎症反应。LXA4

能抑制 TLR4、TRAF6 在脓毒症大鼠肝脏中的表达，可能是通过抑制 TLR4 的信号传导途径来实现的。
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Effect of lipoxin A4 on the expression of Toll-like receptor 4 and TNF receptor-
associated factor 6 in the liver of obese rats with sepsis
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Abstract: Objective    To study the protective effect of lipoxin A4 (LXA4) against sepsis induced by 
lipopolysaccharide (LPS) in rats with obesity and its effect on the expression of Toll-like receptor 4 (TLR4) and TNF 
receptor-associated factor 6 (TRAF6) in the liver. Methods    A total of 60 male Sprague-Dawley rats aged three weeks 
were randomly divided into a normal group and an obesity group, with 30 rats in each group. A rat model of obesity was 
established by high-fat diet. Each of the two groups was further randomly divided into control group, sepsis group, and 
LXA4 group, and 8 rats were selected from each group. The rats in the control, sepsis, and LXA4 groups were treated 
with intraperitoneal injection of normal saline, LPS, and LXA4+LPS respectively. Twelve hours later, blood samples 
were collected from the heart and liver tissue samples were also collected. ELISA was used to measure the serum levels 
of interleukin-6 (IL-6) and tumor necrosis factor-α (TNF-α). Western blot was used to measure the protein expression 
of TLR4 and TRAF6 in liver tissue. Quantitative real-time PCR was used to measure the mRNA expression of TLR4 
and TRAF6. Results    After being fed with high-fat diet for 6 weeks, the obesity group had significantly higher average 
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肥胖作为一种慢性代谢性疾病，已经成为全

球关注的健康问题。随着经济的发展，人类生活

水平的提高，人们的饮食结构和生活方式发生了

很大的改变，儿童肥胖在全球呈现一种逐年增加

的趋势，引起全世界的关注。研究表明，肥胖严

重影响了儿童的身心健康，也导致了成人疾病，

如 2 型糖尿病、心血管系统疾病、部分恶性肿瘤

等在儿童身上提前发生或发病率增加 [1-2]。而肥胖

不仅仅是脂肪组织的堆积这么简单，它伴随着一

种慢性低度炎症反应，称之为“代谢性炎症反应”[3]。

这种代谢性炎症反应可以通过 Toll 样受体途径引

发 [4]。脂氧素 A4（LXA4）作为花生四烯酸的代谢

产物 [5]，是第一个被发现的具有广泛抗炎、促炎症

消退功能的内源性脂质介质，被誉为炎症反应的

“刹车信号”[6]。脂多糖（LPS）是革兰氏阴性细

菌细胞壁上的重要成分，它对宿主是有毒性的，

只有当细菌死亡溶解或用人工方法破坏细菌细胞

后才释放出来，所以也叫做内毒素。Toll 样受体 4

（TLR4）的激活方式就是与革兰氏阴性菌的内毒

素受体相结合并启动炎症反应 [7]。肿瘤坏死因子

受体相关因子 6（TRAF6）是 TLR4 下游信号分子

中最重要的一环，在敲除 TRAF6 基因的小鼠中，

TLR4 介导的炎症因子及趋化因子明显减少 [8]。所

以本实验通过观察 LXA4 处理后的脓毒症大鼠肝脏

组织中 TLR4 和 TRAF6 及下游炎症因子的表达，

探讨 LXA4 发挥抗炎作用的机制及其保护作用。

1　材料与方法

1.1　实验动物及饲料

健 康 雄 性 3 周 龄 Sprague-Dawley（SD） 大 鼠

60 只，体重 30~50 g，购自徐州医科大学实验动物

中心 [ 许可证号：SCXK（苏）2010-0003]。普通饲

料购自徐州医科大学实验动物中心；高脂饲料委

托徐州医科大学实验动物中心加工（10.0% 猪油、

5.0% 蛋黄、2.0% 胆固醇、0.2% 丙基硫氧嘧啶、0.2%

胆盐和 82.6% 普通饲料）。

1.2　主要试剂及仪器

LXA4（ 美 国 Cayman 公 司 ）、LPS（ 美 国

Sigma 公司）、大鼠 IL-6、TNF-α ELISA 试剂盒（美

国 eBioscience 公司）、兔抗人多克隆抗体 TLR4

（100 KD）（美国 Abcam 公司）、兔抗人多克隆

抗体 TRAF6（60 KD）（武汉三鹰生物技术有限公

司），小鼠单克隆抗体 β-actin（42 KD）、辣根过

氧化物酶标记羊抗小鼠二抗及 HRP 标记羊抗兔二

抗（武汉博士德生物工程有限公司），TRIzol（北

京 Aidlab 公司），总 RNA 提取试剂盒及实时荧光

定量 PCR 试剂盒（北京 TIANGEN 公司）。离心机（湖

南湘仪实验室仪器开发有限公司）、酶标仪（美

国 Thermo 公司）、电泳器材（北京六一仪器厂）、

实时荧光定量 PCR 仪（美国 Illumina 公司）。

1.3　动物模型制备及分组

60 只 SD 大鼠随机分为两组（n=30）。一组

给予普通饲料喂养，另一组给予高脂饲料喂养。

饲养 6 周后（大鼠 9 周龄时），过夜禁食 12 h，

分 别 予 以 称 重 并 测 量 身 长， 计 算 Lee's 指 数 = 

³ √ [ 体重（g）×1 000/ 身长（cm）]。以高脂饲料

喂养组大鼠体重超过普通饲料喂养组大鼠平均体

重的 20% 作为肥胖大鼠 [9]。分别将造模成功的 30

只肥胖大鼠以及 30 只普通大鼠依据随机数字表法

分成对照组、脓毒症组和脂氧素干预组（n=10）。

脓毒症组予 LPS 3 mg/kg 腹腔注射制备脓毒症模

型 [10]；脂氧素干预组予 LPS 3 mg/kg 腹腔注射后予

LXA4 10 μg/kg 对侧腹腔注射 [11-12]；对照组予等量

weight and Lee’s index than the normal group (P<0.05). Compared with the normal group, the obesity group had 
significant increases in the serum levels of IL-6 and TNF-α (P<0.05). In the normal group or the obesity group, the sepsis 
subgroup had significant increases in the serum levels of IL-6 and TNF-α compared with the control subgroup (P<0.05), 
while the LXA4 subgroup had significant reductions in the two indices compared with the sepsis subgroup (P<0.05). 
Compared with the normal group, the obesity group had significant increases in the protein and mRNA expression of 
TLR4 and TRAF6 (P<0.05). In the normal group or the obesity group, the sepsis subgroup had significant increases in 
the protein and mRNA expression of TLR4 and TRAF6 compared with the control subgroup (P<0.05). Compared with 
the sepsis subgroup, the LXA4 subgroup had significant reductions in the protein and mRNA expression of TLR4 and 
TRAF6 (P<0.05). Conclusions    LXA4 can reduce the serum levels of IL-6 and TNF-α and alleviate inflammatory 
response. LXA4 can inhibit the expression of TLR4 and TRAF6 in the liver of septic rats, possibly by inhibiting the 
TLR4 signaling pathway.                                                                         [Chin J Contemp Pediatr, 2018, 20(7): 578-584]
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生理盐水腹腔注射。各组大鼠观察 12 h，未达到

观察时间点而死亡大鼠予以剔除。

1.4　标本采集

每组各 10 只大鼠实验结束时均存活，每组随

机选取 8 只大鼠用于后续实验。各组大鼠予 10%

水合氯醛 0.3 mL/100 g 腹腔注射麻醉，心脏取血留

取血清，打开腹腔剪取肝脏组织，PBS 液冲洗后部

分置于 4% 多聚甲醛溶液中固定，部分储存于 -80℃

冰箱，用于 Western blot 和 RT-PCR 实验。

1.5　ELISA 法检测大鼠血清 IL-6 和 TNF-α 的水平

将 各 组 大 鼠 心 脏 取 血 经 2 000 r/min 离 心

20 min，取得血清后，使用 IL-6 和 TNF-α 的 ELISA

试剂盒，按说明书操作检测 IL-6、TNF-α 水平，使

用酶标仪在 450 nm 处读取数据，绘制标准曲线，

并依据此计算 IL-6、TNF-α 浓度。

1.6　实时荧光定量 PCR 检测大鼠肝脏组织中

TLR4 和 TRAF6 mRNA 的表达水平

从 Home-Gene-NCBI 中查找并获得目的基因

序列，利用引物及探针设计软件 Primer Premier 5.0

设计，获得上下游引物序列。同时经过 NCBI-Blast

分析，引物序列具有较高的特异性。委托北京擎

科生物技术有限公司合成。β-actin 作为内参对照。

具体引物序列及目的基因扩增产物大小见表 1。

采用 TRIzol 法提取肝脏组织总 RNA，逆转录

形成 cDNA 后，10 倍稀释进行实时荧光定量 PCR

反应。实时荧光定量 PCR 反应体系（20 μL）：

cDNA（10×） 4 μL， 上 下 游 引 物（100 μmol/L）

各 0.4 μL，SYBR Green/Florurscein qPCR Master Mix

（2×）10 μL，ddH2O 5.2 μL。 反 应 条 件：50 ℃ 

2 min，95℃ 10 min；95℃ 30 s，60℃ 30 s，40 个循环。

绘制溶解曲线，最终数据以 2- △△ Ct 法分析基因相

对表达量。

表 1　引物序列及相关参数

名称 序列 片段长度

TLR4
Forward 5'-TGTGTAAACTGTGCTGTGCC-3'

167 bp
Reverse 5'-CGTGCCAAGTGATTCCTCTG-3'

TRAF6
Forward 5'-TATCGGTGGTCAGTGTGCTT-3'

215 bp
Reverse 5'-CTCGTTTCTCACCCAGTCCT-3'

β-actin
Forward 5'-CACGATGGAGGGGCCGGACTCATC-3'

240 bp
Reverse 5'-TAAAGACCTCTATGCCAACACAGT-3'

1.7　Western blot 检 测 大 鼠 肝 脏 组 织 TLR4 和

TRAF6 蛋白的表达水平

将大鼠肝脏组织从 -80℃冰箱中取出，充分

匀浆及裂解后 4℃下以 12 000 r/min 离心 10 min，

取上清，用 BCA 蛋白浓度测定试剂盒测定蛋白浓

度。取蛋白提取液样品，加上样缓冲液 100℃煮

沸 10 min 变性，进行 SDS-PAGE 凝胶电泳，将蛋

白转移至 PVDF 膜。转膜后用封闭液稀释相应的

一 抗 4 ℃ 孵 育 过 夜（β-actin 稀 释 比 例 为 1 : 200，

TRAF6、TLR4 稀 释 比 例 为 1 : 500）。PBS-T 洗 膜

后加入辣根过氧化物酶标记的二抗（稀释比例为

1 : 50 000），37℃摇床孵育 2 h。ECL 显色、拍照，

用 Image J 图像分析系统对蛋白条带进行分析，结

果以目的蛋白与内参蛋白的灰度值比值表示相对

表达量。

1.8　统计学分析

采用 SPSS 16.0 统计软件对数据进行统计学分

析，计量资料以均数 ± 标准差（x±s）表示，两

组间比较采用两样本 t 检验；多组间比较采用随

机配伍的两因素 3×2 析因设计资料的方差分析，

饮食因素两水平，给药因素三水平，总处理组为

6=3×2，多重比较采用 SNK-q 检验，P<0.05 为差

异有统计学意义。

2　结果

2.1　两组大鼠体重及 Lee's 指数变化

饲养至 9 周龄时，测得各组大鼠体重及身长，

计算 Lee's 指数。结果显示高脂饮食组平均体重和

Lee's 指数高于普通饮食组（P<0.05），见表 2。
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表 3　各组大鼠血清 IL-6 及 TNF-α 水平比较　（x±s，pg/mL，n=8）

组别
IL-6

F 值 P 值
TNF-α

F 值 P 值
普通大鼠 肥胖大鼠 普通大鼠 肥胖大鼠

对照组 256±84 414±51 914±66 1 325±87

脓毒症组 423±111a 666±61a 70.689 <0.001 1 395±87a 1 894±65a 346.686 <0.001

脂氧素组 320±98b 492±41b 1 154±103b 1 587±85b

F 值 29.335 158.984

P 值 <0.001 <0.001

注：a 示与对照组比较，P<0.01；b 示与脓毒症组比较，P<0.01。

表 4　各组大鼠肝脏组织 TLR4 及 TRAF6 mRNA 相对表达量比较　（x±s，n=8）

组别
TLR4 mRNA

F 值 P 值
TRAF6 mRNA

F 值 P 值
普通大鼠 肥胖大鼠 普通大鼠 肥胖大鼠

对照组 1.10±0.14 1.47±0.32 1.09±0.09 1.46±0.18

脓毒症组 1.59±0.21a 2.04±0.21a 26.973 <0.001 1.59±0.21a 1.95±0.35a 22.992 <0.001

脂氧素组 1.28±0.29b 1.57±0.27b 1.34±0.24b 1.59±0.27b

F 值 19.561 17.414

P 值 <0.001 <0.001

注：[TLR4] Toll 样受体 4；[TRAF6] 肿瘤坏死因子受体相关因子 6。a 示与对照组比较，P<0.01；b 示与脓毒症组比较，P<0.01。

2.3　各组大鼠肝脏组织 TLR4 及 TRAF6 mRNA 

表达变化

不 同 饮 食 组 大 鼠 TLR4 和 TRAF6 mRNA 水

平比较差异有统计学意义（P<0.001），结合均

数，肥胖组显著高于普通组。不同给药处理组间

TLR4 和 TRAF6 mRNA 水平比较差异有统计学意

义（P<0.001），结合均数及多重比较结果，脓毒

症组较对照组 TLR4 和 TRAF6 mRNA 相对表达量

显著升高（P<0.01），脂氧素组较脓毒症组 TLR4

和 TRAF6 mRNA 相对表达量显著降低（P<0.01）。

见表 4。

表 2　两组大鼠体重及 Lee's 指数比较　（x±s）

组别 n 体重 (g) Lee's 指数

普通饮食组 30 215±46 276.1±3.0

高脂饮食组 30 283±50 287.3±6.5

t 值 -11.703 -8.398

P 值 <0.05 <0.05

2.2　各组大鼠血清 IL-6 及 TNF-α 水平变化

不同饮食组大鼠 IL-6 和 TNF-α 水平比较差异

有统计学意义（P<0.001），结合均数，肥胖组显

著高于普通组。不同给药处理组间 IL-6 和 TNF-α
水平比较差异有统计学意义（P<0.001），结合

均数及多重比较结果，脓毒症组较对照组 IL-6 和

TNF-α 水平显著升高（P<0.01），脂氧素组较脓毒

症组 IL-6 和 TNF-α 水平显著降低（P<0.01）。见表 3。

2.4　各组大鼠肝脏组织 TLR4 及 TRAF6 蛋白表

达变化

不 同 饮 食 组 大 鼠 TLR4 和 TRAF6 蛋 白 水

平 比 较 差 异 有 统 计 学 意 义（P<0.05）， 结 合 均

数，肥胖组显著高于普通组。不同给药处理组间

TLR4 和 TRAF6 蛋白水平比较差异有统计学意义

（P<0.001），结合均数及多重比较结果，脓毒

症组较对照组 TLR4 和 TRAF6 蛋白表达显著升高

（P<0.01），脂氧素组较脓毒症组 TLR4 和 TRAF6

蛋白表达显著降低（P<0.01）。见图 1，表 5。
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3　讨论

近年来人们对肥胖的认识越来越深，越来越

多的证据表明肥胖会导致体内炎性因子增多 [13]。

进一步研究肥胖对感染的影响，探索肥胖患者受

感染的防治方法具有重要的临床意义。众多文献

对肥胖所造成炎症反应的发病机制进行了研究，

许多因素参与其中，而炎症介质的作用不可忽视。

脂肪组织作为一个庞大的高度活化的内分泌器官，

分泌一系列的炎症介质导致机体慢性炎症反应持

续存在 [14]。Pal 等 [15] 研究发现，脂肪细胞中存在

TLR4 的信号通路，LPS 作为 TLR4 主要配体，可

以激活 TLR4 通路，进而激活 NF-κB 信号通路，

启动 TNF-α 及 IL-6 细胞因子基因转录，从而诱导

炎性细胞激活，诱导炎症发生 [7]。

肥胖大鼠的模型有很多种，包括基因敲除大

鼠、遗传性肥胖大鼠、食源性肥胖大鼠等，通过

与其他大鼠相比，食源性肥胖大鼠其临床和病理

表现与人肥胖病程发展相似，所以应用更为广泛。

而脓毒症模型的建立以 LPS 诱导和盲肠结扎穿孔

法较为常见。本实验通过给予高脂饲料喂养来建

立食源性肥胖大鼠模型，LPS 腹腔注射建立大鼠脓

毒症模型。

Toll 样受体是炎症信号转导的门户蛋白 [16]，

主要参与固有免疫，TLR4 是 Toll 样受体家族中最

重要的成员，主要在免疫细胞表面表达 [17]。研究

表明，肥胖状态下，血清 FFA 水平升高，可以激

活 TLR4 信号通路诱导炎症反应 [18]。TLR4 可以通

过识别外源性的病原相关的分子模式，主要是革

兰氏阴性菌的 LPS，并与之结合，通过一系列级

联反应，活化下游 TRAF6，进而激活 NF-κB，导

致多种促炎因子的合成和释放。TRAF6 作为 TLR4

表 5　大鼠肝脏组织 TLR4 和 TRAF6 蛋白相对表达量比较　（x±s，n=8）

组别
TLR4 蛋白

F 值 P 值
TRAF6 蛋白

F 值 P 值
普通大鼠 肥胖大鼠 普通大鼠 肥胖大鼠

对照组 0.28±0.08 0.41±0.03 0.46±0.04 0.52±0.04

脓毒症组 0.63±0.14a 0.70±0.11a 7.516 <0.05 0.71±0.08a 0.89±0.07a 45.955 <0.001

脂氧素组 0.49±0.13b 0.58±0.11b 0.57±0.07b 0.71±0.04b

F 值 27.433 85.357

P 值 <0.001 <0.001

注：[TLR4] Toll 样受体 4；[TRAF6] 肿瘤坏死因子受体相关因子 6。a 示与对照组比较，P<0.01；b 示与脓毒症组比较，P<0.01。
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图 1  各组大鼠肝脏组织 TLR4（上）及 TRAF6（下）蛋白电泳图
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信号通路中最重要的一环，发挥了促炎及凋亡的

作用。LPS 作为 TLR4 主要配体，激活炎性通路，

诱导炎症发生。

在本实验中，通过 Western blot 和 RT-PCR 证

实了在脓毒症影响下肥胖大鼠肝脏组织 TLR4 及下

游 TRAF6 水平较普通大鼠明显升高，ELISA 检测

IL-6 和 TNF-α 水平的升高，证实了炎症的开启和

TLR4 通路有关。

LXA4 是炎症过程中花生四烯酸通过脂质氧合

酶途径产生的代谢产物 [19]，是白细胞三烯的内源

性拮抗剂，主要功能是抑制中性粒细胞的趋化反

应及黏附于内皮细胞，可能与炎症的消散有关 [20]，

最早是由 Serhan 等 [21] 发现。它能够与其 G 蛋白耦

联受体结合，通过多种信号通路下调炎症因子在

组织中的表达 [22]，能够抑制白细胞向炎症部位的

趋化，并促进巨噬细胞吞噬凋亡的粒细胞和其他

损伤细胞，从而抑制炎症过程促进炎症消散，在

炎症感染相关的疾病中发挥特有的抗感染促炎症

消退的作用 [23]。

有实验证明，LXA4 对于 LPS 诱导的大鼠急性

肺损伤，可以使血清 IL-1、IL-6 和 TNF-α 水平降低，

急性肺损伤得到改善可能与 LXA4 抑制 NF-κB 细

胞信号传导途径有关 [24]。LXA4 还能减轻牛磺胆酸

诱导的胰腺炎大鼠胰腺组织中细胞间黏附因子 -1
（ICAM-1）和 NF-κBp65 的表达 [25]。新近研究还发现，

LXA4 对免疫细胞如 DC 和 T 细胞等的功能也有一

定的负性调节作用，因而 LXA4 在感染、自身免疫

性疾病等慢性炎症相关性疾病中也能发挥重要的

调节作用 [26]。LXA4 还可以减少脂肪组织内 IL-6、

TNF-α 和 CRP 的 mRNA 表达水平，并可有效降低

血清炎性因子的浓度，在幼年期代谢综合征（MS）

大鼠早期动脉粥样硬化形成过程中起到保护性作

用 [27]。大量的实验数据已经确立了 LXA4 和相关

的受体具有抗炎和促炎症消退的作用，对感染起

到了保护作用。

本实验发现，脂氧素干预下肝脏组织 TLR4、

TRAF6 水平较脓毒症组明显降低，说明 LXA4 能

够抑制脓毒症致肝脏损伤过程中 TLR4、TRAF6 的

表达，提示了 LXA4 可能抑制 TLR4-TRAF6 信号

通路的激活。此外，ELISA 检测的结果提示脂氧素

干预组较脓毒症组大鼠血清 IL-6、TNF-α 下降，由

于 TLR4 通路最终可以导致炎症因子的释放，其机

制可能与 LXA4 能下调 TLR4、TRAF6 表达有关。

综 上 所 述，LXA4 能 够 降 低 血 清 中 IL-6、

TNF-α 水平并且抑制肝脏组织 TLR4、TRAF6 的表

达，对脓毒症引起的肝脏损伤具有保护作用，其机

制可能是通过抑制 TLR4 信号传导途径来实现的。
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