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　　摘要：目的　探索小鼠肝缺血再灌注后缺血肝组织中 Ｔｏｌｌ样受体 ２（ＴＬＲ２）的激活及其与肝功能
损伤之间的关系。方法　缺血再灌注损伤组（Ｉ／Ｒ组），假手术对照组（Ｓ组）均采用实时荧光定量多
聚酶链反应检测肝组织中 ＴＬＲ２ｍＲＮＡ及 ＴＬＲ２蛋白的表达，同时检测门静脉血浆丙氨酸氨基转移酶
（ＡＬＴ）、肿瘤坏死因子 α（ＴＮＦα）及门静脉血清内毒素（ｅｎｄｏｔｏｘｉｎ，ＥＮ）水平。结果　肝脏部分缺血
１ｈ再灌注 ４ｈ后，Ｉ／Ｒ组与 Ｓ组小鼠缺血肝组织 ＴＬＲ２ｍＲＮＡ的表达（ΔＣｔ值）分别为 １．０６±０．９１和
５．０８±１．３２，两组间差异有显著性（Ｐ ＜０．０１），Ｉ／Ｒ组缺血肝组织 ＴＬＲ２蛋白的表达（ＯＤ值）
（４３３．９１±２５．５３）水平较 Ｓ组（１０２．８６±１３．５８）显著升高（Ｐ＜０．０１）。Ｉ／Ｒ组门静脉血清 ＴＮＦα
［（１１２．５２±１４．４１）ｐｇ／ｍＬ］较 Ｓ组［（５．９６±４．４３）ｐｇ／ｍＬ］显著升高（Ｐ ＜０．０１）；Ｉ／Ｒ组 ＡＬＴ
［（８４８．３３±２７１．３７）Ｕ／Ｌ］较 Ｓ组［（４２．３９±１４．７５）Ｕ／Ｌ］显著升高（Ｐ ＜０．０１）；而门静脉血清
内毒素水平组间差异无显著性（Ｐ＞０．０５）。结论　ＴＬＲ２ｍＲＮＡ及蛋白在肝脏缺血再灌注过程中缺
血肝组织的表达增强，此变化伴有 ＴＮＦα的升高及肝功能的损伤。
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　　肝脏的缺血再灌注损伤常见于肝脏移植、低容

量性休克、创伤、烧伤等多种临床情况，其发生机制

十分复杂，且尚未完全明确。目前已知与氧自由

基、钙超载、一氧化氮、细胞黏附子等有关，ＮＦκＢ

的活化和炎症因子的瀑链式释放是其过程中的重

要环节［１］。本研究将探讨在小鼠肝脏部分缺血再

灌注 情 况 下，Ｔｏｌｌ样 受 体 ２（Ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ２，

ＴＬＲ２）在 肝 脏 中 的 表 达 和 变 化，以 进 一 步 阐 明

ＴＬＲ２的激活机制及其信号系统在肝脏缺血再灌注

损伤中的作用。

１　材料与方法

１．１　动物模型的复制及分组

ＢＡＬＢ／ｃ品系小鼠购于华中科技大学同济医学

院实验动物中心，６～８周龄，重 ２０～２５ｇ，雄性。

所有动物均于实验前禁食 １２ｈ，自由饮水。动物随

机分为缺血再灌注（Ｉ／Ｒ）组及假手术对照（Ｓ）组 ２

组。制作小鼠肝脏部分缺血再灌注模型：１％戊巴

比妥钠溶液（６０ｍｇ／ｋｇ体重）腹腔注射麻醉，置小

鼠于清洁手术台上，固定后，腹部正中上 １／３经腹

白线进腹，充分显露肝门区，分离支配肝脏中叶、左

叶的门静脉及肝动脉，置无创血管夹阻断血流。补

液 ０．２ｍＬ，缝合关闭腹腔；１ｈ后再次开腹，取血管

夹，恢复小鼠中叶、左叶的血供，再次缝合关闭腹

腔。对照组完成同样手术，但不夹闭相应血管。

１．２　样本的采集与处理

于再灌注 ４ｈ时取缺血肝叶组织 １００ｍｇ，置０．５

ｍＬＴＲＩｚｏｌ溶液中充分匀浆；按 ＴＲＩｚｏｌ试剂盒说明书

操作步骤抽提肝组织总 ＲＮＡ，光密度值（ＯＤ）值定

量后，置 －２０℃ 保 存 备 测。另 取 缺 血 肝 叶 组 织

１００ｍｇ液 氮 中 保 存 备 测。同 时 取 门 静 脉 血 清

（浆），分装 －８０℃冻存，备测 ＡＬＴ，ＴＮＦα及内毒

素。

１．３　检测项目

１．３．１　 材 料 　 ＴＲＩｚｏｌｒｅａｇｅｎｔ（Ｐｒｏｍｅｇａ公 司），

ＴＬＲ２引物：上游 ５′ＧＣＣＡＣＣＡＴＴＴＣＣＡＣＧＧＡＣＴ３′，下

游 ５′ ＧＧＣＴＴＣＣＴＣＴＴＧＧＣＣＴＧＧ３′ （ Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ

Ｈｏｎｇｋｏｎｇ）， 探 针 序 列：５′（ＦＡＭ） ＴＧＧＴＡＣＣＴ

ＧＡＧＡＡＴＧＡＴＧＴＧＧＧＣＧＴＧ（ＴＡＭＲＡ）３′（上海申友公

司）。内 参 照 βａｃｔｉｎ引 物：上 游 ５′ＧＣＴＡＣＡＧＣＴ

ＴＣＡＣＣＡＣＣＡＣＡＧ３′，下 游 ５′ＧＧＴＣＴＴＴＡＣＧＧＡＴＧＴ

ＣＡＡＣＧＴＣ３′，探针：５′（ＦＡＭ）ＡＴＧＡＣＣＴＧＧＣＣＧＴ

ＣＡＧＧＣＡＧＣ（ＴＡＭＲＡ）３′（上海申友公司）。另有

ＴＬＲ２多克隆抗体（ＳａｎｔａＣｒｕｚＢｉｏｔｅｃｈ．Ｃｏ．）、鲎试剂

定量检测试剂盒（上海伊华临床医学科技公司）、

ＴＮＦα酶联免疫检测（ＥＬＩＳＡ）试剂盒（晶美生物工

程公司）。

１．３．２　ＴＬＲ２ｍＲＮＡ表达的定量检测　以 ｏｌｉｇｏｄＴ为

引物将提取的总 ＲＮＡ反转录，然后采用 ２５μｌ反应

体系，运用降落多聚酶链反应（ＰＣＲ）方法对 ＴＬＲ２

及内参照 βａｃｔｉｎ分别同时进行实时荧光定量 ＰＣＲ

扩增。扩增结果采用 ＦＴＣ２０００荧光 ＰＣＲ仪（上海

枫岭生物工程有限公司）自带的实时荧光定量 ＰＣＲ

分析程序分析 Ｃｔ值，然后计算其相应 ΔＣｔ值（目的

基因 ＴＬＲ２Ｃｔ值减去内参照 βａｃｔｉｎＣｔ值即为 ΔＣｔ，

ΔＣｔ值越小说明基因拷贝数越多）。

１．３．３　ＴＬＲ２蛋白的检测　抽提缺血叶肝组织

（１００ｍｇ）膜蛋白［１×ＰＢＳ，１％ＮＰ４０，０．５％去氧胆

酸钠，０．１％ＳＤＳ，临用前加入 １０ｍｇ／ｍＬＰＭＳＦ，ａｐｒｏ

ｔｉｎｉｎ（３０μＬ／ｍＬ），１ｍｏｌ／Ｌｓｏｄｉｕｍｏｒｔｈｏｖａｎｄａｔｅ（１０μＬ／

ｍＬ）］。定量后，样品煮沸，点样于 ８．５％ＳＤＳ聚丙

烯酰胺变性胶电泳分离，电转移至硝酸纤维素膜，

与一抗（ＴＬＲ２多克隆抗体，１∶２００）二抗反应后用

ＮＢＴ／ＢＣＩＰ显色，扫描后用凝胶分析系统定量，计算

ＯＤ。

１．３．４　其他生化检测项目　（１）采用 Ｈｉｔａｃｈｉ临

床生化分析仪检测门静脉 ＡＬＴ活性；（２）血清 ＴＮＦ

α按 ＥＬＩＳＡ提供的说明书检测；（３）门静脉血清内

毒素浓度按鲎试剂定量内毒素检测试剂盒提供的

说明书操作。

１．４　统计分析

数字型结果以 ｘ±ｓ表示。采用 ＳＳＰＳ１０．０统计
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软件对实验组与对照组之间的差异进行独立样本 ｔ

检验，Ｐ＜０．０５示有统计学意义。

２　结　果

２．１　Ｉ／Ｒ组中缺血肝叶 ＴＬＲ２ｍＲＮＡ的表达
Ｉ／Ｒ组与 Ｓ组缺血肝组织中 ＴＬＲ２ｍＲＮＡ的表达

水平（ΔＣｔ值）分别为 １．０６±０．９１和 ５．０８±１．３２
（Ｐ＜０．０１）。由于 ΔＣｔ值越小基因表达水平越
高，说明 Ｉ／Ｒ组缺血肝叶 ＴＬＲ２ｍＲＮＡ的表达水平明
显较 Ｓ组明显升高。
２．２　Ｉ／Ｒ组中缺血肝叶 ＴＬＲ２蛋白的表达变化

Ｉ／Ｒ组与 Ｓ组缺血肝组织中 ＴＬＲ２的表达量
（ＯＤ值）分 别 为 ４３３．９１±２５．５３和 １０２．８６±
１３．５８，两组差异显著 （Ｐ＜０．０１）（附图）。

　　　　１：Ｉ／Ｒ组；２：ＳＨ组

附图　两组缺血肝肝组织中 ＴＬＲ２蛋白的表达

２．３　门静脉血清内毒素，ＴＮＦα及 ＡＬＴ水平
Ｉ／Ｒ组与 Ｓ组门静脉血清内毒素水平差异无显

著性［分别为（４．０６±１．３５）ＥＵ／ｍＬ和（３．８５±
１．４５）ＥＵ／ｍＬ，Ｐ ＞０．０５］，Ｉ／Ｒ组 ＴＮＦα水 平
［（１１３．５２±１４．４１）ｐｇ／ｍＬ］较 Ｓ组 ［（５．９６±
４．４３）ｐｇ／ｍＬ］显著升高（Ｐ＜０．０１）。Ｉ／Ｒ组门静
脉 ＡＬＴ水平［（８４８．３３±２７１．３７）Ｕ ／Ｌ］较 Ｓ组
［４２．３９±１４．７５〕Ｕ／Ｌ］显著升高（Ｐ＜０．０１）（附
表）。

附表　门静脉血清内毒素，ＴＮＦα及 ＡＬＴ水平

组别 ｎ
内毒素（×１０－２）
（ＥＵ／ｍＬ）

ＴＮＦα
（ｐｇ／ｍＬ）

ＡＬＴ
（Ｕ／Ｌ）

Ｉ／Ｒ组 ６ ４．０６±１．３５ １１３．５２±１４．４１８４８．３３±２７１．３７

Ｓ组 ６ ３．８５±１．４５ ５．９６±４．４３ ４２．３９±１４．７５

ｔ ０．２６ １７．４８ ７．２６

Ｐ ＞０．０５ ＜０．０１ ＜０．０１

３　讨　论

ＴＬＲｓ属于 Ｉ类跨膜受体，其胞外区识别病原
相关分子模式（ｐａｔｈｏｇｅｎａｓｓｏｃｉａｔｅｄｍｏｌｅｃｕｌａｒｐａｔｔｅｒｎ，
ＰＡＭＰ），而胞内则是称为 Ｔｏｌｌ／ＩＬ１Ｒ（ＴＩＲ）的结构
域，负责刺激信号的传导。ＴＬＲ２广泛分布于单核
－巨噬细胞系统、内皮细胞、树突细胞、部分消化
道上皮等［２］，多种 ＰＡＭＰ如肽聚糖（ＰＧＮ）、脂磷壁
酸（ＬＴＡ）和脂蛋白以及氧应激，氧自由基等均可
激活 ＴＬＲ２，激活的 ＴＬＲ２招募胞内髓样分化蛋白
８８（ｍｙｅｌｏｉｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎ８８，ＭｙＤ８８），随 后
将信号传至 ＮＦκＢ，最终引起 ＴＮＦα，ＩＬｓ等前炎
症因子的激活，导致多种炎症因子的瀑链式释放

而产生生物学效应［３，４］。本实验证明在小鼠肝脏

缺血再灌注病理过程中，ＴＬＲ２ｍＲＮＡ及蛋白在缺
血肝组织中表达增加，可能参与肝脏缺血再灌注

的病理过程。

ＴＬＲ２可被脂多糖（ＬＰＳ）激活［５］。但是在小鼠
肝脏的部分肝叶缺血再灌注损伤模型中，由于保

留肝脏右叶及尾状叶的动脉血供和门静脉回流，

可防止内毒素血症的发生［６］，从而避免内毒素诱

发的强烈炎症反应，尤其控制了内毒素的主要成

分 ＬＰＳ对 ＴＬＲ２的激活［５］。故笔者选择在非内毒
素血症状态下研究缺血再灌注损伤的机制，以避

免内毒素的干扰。本组小鼠门静脉血清内毒素水

平各组间差异均无显著性，且低于正常血清内毒

素水平［６］，此结果亦可证实这一观点。在缺血 １ｈ
再灌注 ４ｈ的情况下，ＴＬＲ２ｍＲＮＡ及膜蛋白的表达
明显增高，表明在肝脏缺血再灌注损伤病理过程

中 ＴＬＲ２被激活［７］，正如心肌细胞 ＴＬＲ２可以被氧
化刺激激活那样［８］。尽 管门静脉血清 ＴＮＦα及
ＡＬＴ水平（代表肝功能损伤的程度）亦明显升高，
但由于未进行 ＴＬＲ２基因敲除小鼠的研究（正在
进行中），目前尚不清楚 ＴＬＲ２的激活与肝脏损伤
间的因果关系。

关于 ＴＬＲｓ在肝脏缺血再灌注损伤病理过程中
的作用及其意义的研究尚不多见。吴河水等［９］从

对 ＴＬＲ４先天缺失品系小鼠 Ｃ３Ｈ／ＨｅＪ及其野生型
Ｃ３Ｈ／ＨｅｏｕＪ进行对照研究时发现，ＴＬＲ４参与了小
鼠肝脏部分缺血再灌注损伤的病理过程，而且小

鼠枯 否 细 胞 表 面 ＴＬＲ２在 肝 脏 Ｉ／Ｒ 中 表 达 增
加［１０］，由于 ＴＮＦα等炎症因子在缺血再灌注损伤
中扮演着重要角色［１１］，而 Ｔｏｌｌ样受体是控制机体
固有免 疫 的 重 要 触 发 点，其 激 活 可 以 引 起 包 括
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ＴＮＦα在内的剧烈的炎症因子释放。因此，对 Ｔｏｌｌ
样受体在肝脏缺血再灌注损伤中的作用机制的进

一步研究将有助于阐明固有免疫的启动与机体基

本应激反应性损伤之间的联系，并可能从炎症反

应起点控制的角度揭开炎症因子参与缺血再灌注

损伤发生发展的机制。
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院士荐书：《普通外科肿瘤学》

自维也纳外科医生 Ｃ．Ａ．ＴｈｅｏｄｏｒＢｉｌｌｒｏｔｈ首先打开腹腔至 ２０世纪末，普通外科已形成理论与实践并重，基础与临床
结合，深邃宽广，自成体系的一门应用科学，其内涵也已远远超出手术的范围，涉及理论的更新，技术的突破，特别是某

些传统观念的变革。随着人们对自身疾病认识的深入，以传统疾病分科的传统模式遭遇到挑战，疾病专科的归属正在

进行重新组合。从传统的普通外科已陆续分出肝脏外科、胆道外科、胰腺外科、肛肠外科、血管外科、移植外科等分支，

林林总总，争奇斗艳。生根发芽于普通外科领地的肿瘤外科，形成于外科学“枝繁”之时，成长于肿瘤学壮大之际，经历

一个多世纪的演进，仍显现出与传统普通外科的血脉相通。

与外科休克、感染、创伤一样，传统普通外科有着阐述外科治疗肿瘤的经典理论。早在 １８９０年美国外科医生 Ｗｉｌ

ｌｉａｍＳｔｅｗａｒｔＨａｌｓｔｅｄ就首先提出———乳癌手术时将乳腺连同覆盖其上的皮肤、乳头、胸肌以及腋窝内容一并“整块”切除
的根治术，建立了恶性肿瘤根治的概念。随后的三四十年里，普通外科范畴的脏器肿瘤由多位外科医生描述了相应的

根治术，如 Ｃｒｉｌｅ的颈淋巴结清扫术、Ｍｉｌｅｓ的直肠癌根治术、Ｗｈｉｐｐｌｅ的胰十二指肠切除术等。这些记载传统的普通外科
走向鼎盛的一座座里程碑，也为肿瘤外科的分支奠定了基础。

回顾近二百年间的每位外科学巨匠，如 Ｂｉｌｌｒｏｔｈ、Ｋｏｃｈｅｒ、Ｈａｌｓｔｅｄ等作为普通外科医生都曾为“根除”肿瘤投入了巨大

的心血，建立了肿瘤的外科治疗原则，确立了外科手术在肿瘤治疗中的地位。到了 ２０世纪，传统外科的手术技术已经
成熟，限制着外科发展的已不是手术技巧本身而是围绕着外科的“软件”，深部 Ｘ线机的研制和氮芥治疗淋巴瘤开辟了
肿瘤治疗的新战场，单纯追求外科手术的肿瘤治疗也受到挑战。近 ５０年来，肿瘤的外科治疗也从单纯外科扩大手术，
演变为改良手术，并结合综合治疗达到提高生存率及生存质量等疗效，“最大限度切除肿瘤，尽最大努力保护机体及器

官功能，达到提高生存率及生存质量的目的”成为新的准则。

传统普通外科范畴的肿瘤是到知识更新的时候了。石景森教授是我国有造诣的普通外科学专家，对普通外科肿瘤

的诊疗具有丰富的经验，他精心组织全国 ３０余位专家教授，结成一百余万字的硕果在人民军医出版社出版，冠以《普
通外科肿瘤学》，用意深远，开九州之先河；笔锋如刀，刻画出普通外科肿瘤的一片天地。本书为广大普通外科医生增

添了一部很好的参考书，也成为我国普通外科学与肿瘤学之间学术交流的见证，必将促进外科肿瘤学的前进与发展。

中国工程院院士　黄志强
２００５年 １月
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