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　　摘要：目的　 研究急性出血坏死性胰腺炎（ＡＨＮＰ）肝损伤中 Ｔｏｌｌ－样受体（ＴＬＲ）２／４ｍＲＮＡ表达

的变化及氯喹的干预效应。方法　采用逆行胰胆管牛磺胆酸钠（ＴＡＣ）注射造成大鼠 ＡＨＮＰ肝损伤动

物模型。动物分为假手术组（Ｓ组）、胰腺炎组和氯喹（ＣＱ）治疗组。后 ２组于术后 ３，６，１２ｈ分批剖

杀，Ｓ组于术后 ６ｈ剖杀。观察血清淀粉酶、ＡＬＴ和 ＡＳＴ及肝组织 ＮＯ和 ＴＮＦα的变化，ＲＴＰＣＲ方法

检测各组不同时点肝组织 ＴＬＲ２和 ＴＬＲ４ｍＲＮＡ的表达。结果　相对于 Ｓ组，胰腺炎组大鼠 ３ｈ肝组织

ＴＬＲ２和 ＴＬＲ４ｍＲＮＡ表达开始增高，术后 ６～１２ｈ肝组织 ＴＬＲ２和 ＴＬＲ４ｍＲＮＡ表达迅速达到峰值（Ｐ＜

０．０５），肝损伤加重，血清淀粉酶升高，肝组织 ＴＮＦα浓度升高，ＮＯ浓度逐渐降低（Ｐ ＜０．０５）；相对

胰腺炎组，ＣＱ治疗组 ＴＬＲ２／４ｍＲＮＡ表达降低（Ｐ＜０．０５），肝损伤程度减轻，血清淀粉酶降低，肝组

织 ＴＮＦα浓度降低，ＮＯ浓度显著升高（Ｐ＜０．０５）。结论　ＡＨＮＰ大鼠肝组织内 ＴＬＲ２和 ＴＬＲ４的基

因表达上调；其表达增高可能在 ＡＨＮＰ肝损伤的发生、发展中起重要作用。氯喹对大鼠 ＡＨＮＰ过程中

肝损伤可能有保护作用。
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　　急性出血坏死性胰腺炎（ＡＨＮＰ）的具体发病机

制目前尚未明了。研究提示多种促炎症细胞因子，

包括肿瘤坏死因子 α（ＴＮＦα）、白细胞介素 ６（ＩＬ

６）、诱导型一氧化氮合成酶（ｉＮＯＳ）等介导的全身

炎症反应综合征（ＳＩＲＳ）可能在其发生中起重要作

用［１］。近年 来 发 现 某 种 刺 激 激 活 Ｔｏｌｌ－样 受 体

（ＴＬＲ）２，４基因表达后，通过一系列信号传导，产

生炎症放大效应［２］，从而在其发病中可能也起一定

的作用。本文通过观察 ＡＨＮＰ大鼠肝组织中 ＴＬＲ２／

４ｍＲＮＡ表达的变化及氯喹（ＣＱ）的干预作用，了解

ＴＬＲ２／４ｍＲＮＡ在 ＡＨＮＰ中对肝损伤的影响。

１　材料与方法

１．１　实验动物与分组

ＳＤ大鼠 ７０只（购于华中科技大学同济医学院

实验动物中心），雄性，体重约为 １８０～２００ｇ。动

物随机分为 ３组：假手术组（Ｓ组）１０只；胰腺炎组

术后 ３，６，１２ｈ时点各 １０只；ＣＱ治疗组术后 ３，６，

１２ｈ时点各 １０只。

１．２　动物模型的制备

实验前大鼠禁食 １２ｈ，自由进水。胰腺炎组和

ＣＱ治疗组均采用逆行胰胆管牛磺胆酸钠 （ＴＡＣ，

Ｓｉｇｍａ公司，美国）注射制造动物模型，剂量为 ５％

ＴＡＣ０．１ｍＬ／１００ｇ。ＣＱ治疗组在 ＴＡＣ逆行注射前

３０ｍｉｎ经腹腔注射 ＣＱ（Ｓｉｇｍａ公司），剂量为 ５０ｍｇ／

ｋｇ。Ｓ组动物开腹后翻动肠管后关腹。胰腺炎组和

ＣＱ治疗组于术后 ３，６，１２ｈ剖杀动物，Ｓ组于术后

６ｈ剖杀动物，留取静脉血和肝组织标本待测。

１．３　检测指标与方法

１．３．１　血清淀粉酶、丙氨酸氨基转移酶（ＡＬＴ）和

天冬氨酸氨基转移酶（ＡＳＴ）的测定　血清淀粉酶

采用碘 －淀粉比色法测定（南京建成生物工程研究

所）；ＡＬＴ及 ＡＳＴ由全自动生化分析仪测定。

１．３．２　肝组织一氧化氮（ＮＯ）和肿瘤坏死因子 α

（ＴＮＦα）的测定　采用硝酸还原酶比色法测定 ＮＯ

（南京建成生物工程研究所）；用双抗体夹心 ＥＬＩＳＡ

法测定 ＴＮＦα（Ｅｎｚｙｍｅ公司，美国）。具体方法按试

剂盒内说明书操作。

１．３．３　肝组织 ＴＬＲ２／４ｍＲＮＡ和 ＴＮＦαｍＲＮＡ表达

的检测　无菌留取肝组织各约 ５０ｍｇ，以 Ｔｒｉｚｏｌ一步

法提取细胞总 ＲＮＡ（Ｐｒｏｔéｇé公司，香港）。采用荧光

实时定量逆转录 －聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）技术对

逆转录 －扩增产物进行定量分析。ＴＬＲ２引物序

列：５′ＣＧＣＴＴＣＣＴＧＡＡＣＴＴＧＴＣＣ３′（正 义 链 ），５′

ＧＧＴＴＧＴＣＡＣＣＴＧＣＴＴＣＣＡ３′（反义链），扩增片段约为

２００ｂｐ；荧光探针序列为 ５′ＡＣＴＡＡＧＡＧＧＣＧＧＡＧＣＧ

ＧＡ３′。 ＴＬＲ４ 引 物 序 列：５′ＡＴＣＡＴＧＧＣＡＴＴＧＴＴＣ

ＣＴＴＴＣＣＴ３′（正义链），５′ＣＴＧＡＧＡＴＴＣＴＧＡＴＣＣＡＴＧ

ＣＡＴＴＧ３′（反义链），扩增片段约为 １００ｂｐ；荧光探

针的序列为 ５′ＴＣＧＧＴＡＡＣＧＡＣＧＧＴＴＧＴＡＧ３′。ＴＮＦ

α引物序列：５′ＣＣＣＧＴＣＧＧＡＡＣＡＧＧＧＡＡＣＴＴ３′（正

义链），５′ＧＧＧＴＧＴＣＣＴＴＡＧＧＧＣＡＡＧ３′（反义链），扩

增片段约为 １００ｂｐ；荧光探针的序列为 ５′ＣＧＡＧ

ＧＡＧＧＣＧＡＡＣＣＡＣＣＡＡ３′。内 参 照 βａｃｔｉｎｇ引 物 序

列：５′ＧＡＡＣＧＧＴＧＡＡＧＧＴＧＡＣＡＧ３′（正义链），下游

引物 序 列 为 ５′ＴＡＧＡＧＡＧ ＡＧＴＧＧＧＧＴＧＧ３′（反 义

链）；荧光探针的序列为 ５′ＡＣＣＡＣＡＧＣＡＣＣＴＧＣＧＧＧ

ＡＴ３′。在延伸的过程中搜集荧光信号于每次扩增

的同 时 设 置 无 ｃＤＮＡ的 阴 性 对 照。结 果 由 ＦＴＣ

２０００型实时荧光定量 ＰＣＲ仪（上海枫岭生物技术

有限公司）自带分析软件进行分析。

１．４　统计学处理

数据 以 均 数 ±标 准 误 （ｘ±ｓ）表 示，采 用

ＳＰＳＳ１２．０统计软件包进行 ｔ检验、方差分析。

２　结　果

２．１　血清淀粉酶，ＡＬＴ和 ＡＳＴ水平的变化

胰腺 炎 组 血 清 淀 粉 酶 明 显 高 于 Ｓ组 （Ｐ ＜
０．０１），但组内各时点之间差异无统计学意义。胰
腺炎组 ＡＬＴ和 ＡＳＴ均明显高于 Ｓ组（Ｐ ＜０．０１），
且组内各特点随时间的延长而升高（Ｐ ＜０．０５）。
ＣＱ治疗组较之胰腺炎组，血清淀粉酶、ＡＬＴ和 ＡＳＴ
降低，但高于 Ｓ组，均有统计学意义（Ｐ ＜０．０５）
（表１）。

９３４
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表 １　各组术后血清淀粉酶和 ＡＬＴ，ＡＳＴ水平变化（Ｕ／Ｌ，ｘ±ｓ）

分组 例数（只） 血清淀粉酶 ＡＬＴ ＡＳＴ

Ｓ组 （６ｈ） １０ ９８５±１５９．３ ６６．８±１２．４ １５９．６±１５．４胰腺炎组

　３ｈ １０ ６７９０．０±６０１．２２） ８９．５±１６．３１） ３５７．８±２６．２１）

　６ｈ １０ ９５６４．０±１９２３．４２） ２２２．３±４１．５２） １０８３．７±９８．６２）

　１２ｈ １０ １２９７５．０±２９５６．３２） ６８９．４±１１２．６２） １４６５．３±１２３．５２）

ＣＱ治疗组

　３ｈ １０ ３１２５．０±６６２．３１），３） ７７．１±１３．７１），３） ２２５．８±２１．３１），３）

　６ｈ １０ ４７８５．０±９２８．１１），３） １７８．３±２３．５１），３） ５４１．９±４２．３１），３）

　１２ｈ １０ ５９０１．０±１１８７．５１），３） ４５４．２±８６．４１），３） １０８７．３±９８．５１），３）

　　　　 注：与Ｓ组比较，１）Ｐ＜０．０５，２）Ｐ＜０．０１；与胰腺炎组同一时间点比较，３）Ｐ＜０．０５

２．２　肝组织中 ＮＯ及 ＴＮＦα浓度变化

胰腺炎组肝组织内 ＴＮＦα浓度于 ３ｈ时点明显

高于 Ｓ组，后逐渐降低，但仍高于 Ｓ组（Ｐ＜０．０１）；

而 ＮＯ的浓度明显低于 Ｓ组，并随时间的延长而明

显降低（Ｐ ＜０．０５）。ＣＱ治疗组肝组织 ＴＮＦα明

显低于胰腺炎组，但明显高于 Ｓ组（Ｐ ＜０．０５）；肝

组织 ＮＯ浓度明显高于胰腺炎组（Ｐ＜０．０１），组内

随时间的延长逐渐降低（Ｐ＜０．０１），但明显高于 Ｓ

组（Ｐ＜０．０１）（表 ２）。
表 ２　各组术后肝组织中 ＮＯ及 ＴＮＦα浓度变化（ｘ±

ｓ）

分组
例数

（只）

肝组织ＮＯ

（μｍｏｌ／Ｌ）

肝组织ＴＮＦα

（ｐｇ／ｍＬ）

Ｓ组 （６ｈ） １０ ２３．４１±１．５４ ０．００４±０．９５３

胰腺炎组

　３ｈ １０ １８．４２±１．８０１） ７．４５４±０．６８８２）

　６ｈ １０ １３．５８±１．３７１） ５．３８７±０．７４０２）

　１２ｈ １０ ６．２７±０．６２１） １．００２±０．１１７２）

ＣＱ治疗组

　３ｈ １０ １１４．４４±３．９９２），４） ５．１８６±０．５２９１），３）

　６ｈ １０ ８９．２６±３．８５２），４） ０．３３８±５．６２８Ｅ２１），３）

　１２ｈ １０ ４８．８４±６．３１２），４） ０．０２８±０．３０７Ｅ２１），３）

　　注：与Ｓ组比较，１）Ｐ＜０．０５，２）Ｐ＜０．０１；与胰腺炎组同一时间点

比较，３）Ｐ＜０．０５，４）Ｐ＜０．０１

２．３　肝组织中 ＴＬＲ２／４ｍＲＮＡ的表达

ＴＬＲ２／４ｍＲＮＡ在 Ｓ组有少量表达，胰腺炎组较

Ｓ组 ３ｈ时有明显升高（Ｐ ＜０．０５），６～１２ｈ继续

升高，１２ｈ达到峰值；ＣＱ治疗组较胰腺炎组各时点

明显减低（Ｐ＜０．０５），其中以 ＴＬＲ４ｍＲＮＡ表达降

低最显著（表 ３）。

表 ３　肝组织 ＴＬＲ２／４ｍＲＮＡ表达的变化（ΔＣｔ值，ｘ±ｓ）

分组
例数

（只）
ＴＬＲ２ ＴＬＲ４

Ｓ组（６ｈ） １０ ０．０１６±０．２１０Ｅ２ １．００３±２．２７４Ｅ２

胰腺炎组

　３ｈ １０ ０．７８７±０．７５１Ｅ２１） １．５１２±１．７９４Ｅ２１）

　６ｈ １０ １．０８６±１．７３８Ｅ２２） ２．０６７±１．９０２Ｅ２２）

　１２ｈ １０ １．１１３±３．１４１Ｅ２２） ２．９５７±２．６２０Ｅ２２）

ＣＱ治疗组

　３ｈ １０ ０．３１３±５．４９１Ｅ２１），３） ０．００５±１．４１９Ｅ３１），３）

　６ｈ １０ ０．４８８±７．４４２Ｅ２１），３）０．０１０±１．５１８Ｅ３１），３）

　１２ｈ １０ ０．８８３±８．９１１Ｅ２１），３）０．０２４±２．７６０Ｅ３１），３）

　　注：与Ｓ组比较，１）Ｐ＜０．０５，２）Ｐ＜０．０１；与胰腺炎组同一时间点

比较，３）Ｐ＜０．０５

３　讨　论

自 Ｍｅｄｚｈｉｔｏｖ和 Ｐｏｌｔｏｒａｋ相 继 发 现 人 类 Ｔｏｌｌ蛋

白［３］和 Ｔｏｌｌ样受体及 其生 物学 作用 以来［４］，ＴＬＲ

研究开始成为热点。ＴＬＲ是宿主细胞识别各种微

生物致病成分的受体，属型跨膜受体家族，其结构

特点是具有富含亮 氨酸重 复序 列的 胞外区和与

ＩＬ１受体同源的胞内区。ＴＲＬｓ能特异性地识别病

原相关分子结构（又称 ＴＲＬ的配体），通过跨膜结

构将病原相关分子刺激信号转导入细胞内，产生

复杂的级联信号反应，导致核转录因子 －ｋＢ，干扰

素诱导因子等转录因子的活化，介导了 ＩＬ１，６，

８，干扰素 β以及 ＴＮＦα等炎性介质基因的表达，

引起相应炎性介质的合成和释放，进一步趋化和

激活中性粒细胞，活化淋巴细胞，启动针对病原微

生物的先天和获得性免疫［５－６］。因此，ＴＲＬ的缺乏

０４４
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可引起有关致病微生物的识别障碍和易感，同时

介导的信号还可以诱导宿主的炎症，引起炎症部

位的组织损伤。其中 ＴＬＲ２／４在细菌感染中效应

最显著，ＴＬＲ２可以识别革兰阳性菌的病原相关分

子模式（ｐａｔｈｏｇｅｎａｓｓｏｃｉａｔｅｄｍｏｌｅｃｕｌａｒｐａｔｔｅｒｎ，ＰＡＭＰ），

如肽聚糖、脂膜酸等；ＴＬＲ４则可以识别革兰阴性

菌和白色念珠菌的 ＰＡＭＰ，如脂多糖（ＬＰＳ）和热休

克蛋白（ＨＳＰ）等，从而在感染的发生发展中发挥

作用［７］。通过对 ＴＬＲ２或 ＴＬＲ４基因缺失的小鼠的

研究发现，ＴＬＲ２或 ＴＬＲ４基因缺失可导致机体对

病原微生物易感性增强［８－９］。

ＡＨＮＰ时所发生的肠道细菌和内毒素移位，则

是引起 ＡＨＮＰ重型化的重要一环。肠道细菌和内

毒素移位致使细菌和内毒素入血，首先要经门静

脉进入肝脏，在肝脏的解毒免疫作用下灭活。但

当肝功能受损或进入肝脏的细菌和内毒素量超过

肝的承受能力时，细菌和内毒素即可进入血液循

环造成脓毒症，进一步加重组织损伤。有研究发

现，严重腹腔感染中全身主要脏器的 ＴＬＲｓ表达与

内毒素的直接刺激密切相关［１０］。ＡＨＮＰ则可引起

肝功能不全，甚至衰竭，所以肝脏在 ＡＨＮＰ中可能

扮演着重要角色。有文献［１１］报 道，ＣＱ可以抑制

ＴＬＲ４，９ｍＲＮＡ的表达，从而减轻脂多糖（ＬＰＳ）和

寡脱氧核苷酸（ＣｐＧＯＤＮ）的损害作用。本实验应

用 ＣＱ作为 ＴＬＲｓ的阻断剂，通过观察 ＡＨＮＰ肝损伤

中 ＴＬＲ２／４ｍＲＮＡ表达的变化规律，有助于了解其

在 ＡＨＮＰ肝损伤中的意义。

本实验结果显示：Ｓ组大鼠肝组织中均有少量

的 ＴＬＲ２／４ｍＲＮＡ表达。胰腺炎组 ３ｈ时点肝组织

ＴＬＲ２／ＴＬＲ４ｍＲＮＡ表达开始增高，６～１２ｈ继续升

高，ＴＬＲ２ｍＲＮＡ表达 １２ｈ达到峰值（Ｐ ＞０．０５）；

ＴＬＲ４ｍＲＮＡ表达也于 １２ｈ达到峰值（Ｐ ＜０．０５）。

同时肝组织中 ＴＮＦα明显升高，ＮＯ明显降低（Ｐ

＜０．０５）。应用 ＣＱ阻断肝组织 ＴＬＲ２／４ｍＲＮＡ的

表达，肝组织损伤减轻，ＴＮＦα浓度明显降低，ＮＯ

显 著 升 高 （Ｐ ＜０．０５）。 肝 损 伤 的 程 度 与

ＴＬＲ２ｍＲＮＡ的表达及 ＴＮＦα水平成正相关［１２］。与

由此推测：ＡＨＮＰ时，肝组织 ＴＬＲ２／４基因的表达明

显上调，诱导各种促炎症细胞因子的过量合成与

释放，参与机体失控性炎症反应和多器官衰竭。

当抑制其表达后，肝组织内促炎症细胞因子的合

成与释放降低而使肝损伤程度减轻。ＮＯ在低浓

度时具有抗炎作用［１３］。本实验结果显示胰腺炎组

肝组织的 ＮＯ显著降低，抑制 ＴＬＲ２／４基因的表达

后，肝组织 ＮＯ浓度显著升高。提示 ＴＬＲ２／４基因

的表达可能还抑制抗炎症因子的合成释放，加重

机体失控性炎症反应。ＴＬＲ２／４基因的表达在 ＡＨ

ＮＰ肝损伤中可能起着十分重要的作用。
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