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　　摘要：目的　研究急性出血坏死性胰腺炎（ＡＨＮＰ）肺损伤中 Ｔｏｌｌ－样受体（ＴＬＲ）２／４ｍＲＮＡ表达
的变化规律。方法　建立 ＡＨＮＰ肺损伤动物模型。动物分为假手术组（Ｓ组）、胰腺炎组（Ｐ组）。计

算各组肺组织学评分和肺损伤指数以评价肺损伤的程度；ＲＴＰＣＲ方法检测不同时间点肺组织 ＴＬＲ２

和 ＴＬＲ４ｍＲＮＡ表达的变化。结果　肺组织 ＴＬＲ２和 ＴＬＲ４ｍＲＮＡ在 Ｓ组仅有低表达，在 Ｐ组 ３ｈ表达开

始增高，伤后 ６～１２ｈ该两指标表达达到峰值（Ｐ＜０．０５或 Ｐ＜０．０１），而 Ｓ组变化不明显。结论　

ＡＨＮＰ时，肺组织内该两种基因的表达上调；肺组织内 ＴＬＲ２和 ＴＬＲ４的基因表达增高可能在 ＡＨＮＰ肺

损伤的发生、发展中起作用。
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　第１１期　　　 张磊，等：Ｔｏｌｌ－样受体２，４ｍＲＮＡ在急性出血坏死性胰腺炎肺损伤中的表达变化

　　急性出血坏死性胰腺炎（ＡＨＮＰ）是一种严重

的全身性疾病，发病急骤，病情严重，病死率高。主

要由于在 ＡＨＮＰ早期即可引起心、肺、肾、肝等多器

官功 能 不 全，进 而 发 展 到 多 器 官 失 功 能 综 合 征

（ＭＯＤＳ）。其中以急性肺损伤（ＡＬＩ）最多见。许多

研究提示可能多种促炎症细胞因子［包括肿瘤坏死

因子（ＴＮＦ）、白介素 －６（ＩＬ６）、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）在 ＭＯＤＳ发生中起重要作用［１］。近年来发

现某些因素激活 ＴＬＲ２，４后，通过一系列信号传

导，产生炎症放大效应［２，３］。本文通过观察 ＡＨＮＰ

大鼠模型肺中 Ｔｏｌｌ受体（ＴＬＲｓ）的表达变化，了解

ＴＬＲｓ在 ＡＨＮＰ肺损伤中的作用。

１　材料与方法

１．１　实验动物与分组

ＳＤ大鼠 ４０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）。将动

物随机分为 ２组：假手术组（Ｓ组）１０只、胰腺炎组

（Ｐ组）３０只。

１．２　动物模型的制备

实验前大鼠禁食 １２ｈ，自由进水。Ｐ组采用逆

行胰胆管牛磺胆酸钠（ＴＡＣ，Ｓｉｇｍａ公司）注射建立

动物模型［４］，剂量为 ５％ＴＡＣ０．１ｍＬ／１００ｇ。Ｓ组动

物开腹仅翻动肠管后关腹。Ｐ组在术后 ３，６，１２ｈ

剖杀动物，Ｓ组在术后 ６ｈ剖杀动物，留取静脉血和

肺组织标本待测。

１．３　观察指标与方法

１．３．１　血清淀粉酶的测定　采用碘 －淀粉比色

法测定（南京建成生物工程研究所）。

１．３．２　肺组织学检查　各时间点动物处死后取

损伤明显的肺组织，常规 １０％中性多聚甲醛固定，

石蜡包埋，４μｍ切片，ＨＥ染色后置光镜下观察。肺

脏组织学评分按 Ｏｓｍａｎ等的标准计算［５］。

１．３．３　肺损伤指数　大鼠处死后解剖胸腔，充分

暴露肺叶，自主支气管注入无菌生理盐水，每次

１０ｍＬ，共 ４次，收集灌洗液，以灌洗液蛋白含量／血

清总蛋白含量计算。

１．３．４　肺组织 ＮＯ和 ＴＮＦα的测定　ＮＯ采用硝

酸还原酶比色 法 测 定 （南 京 建 成 生 物 工 程 研 究

所）；ＴＮＦα测定用双抗体夹心酶联免疫吸附试验

（ＥＬＩＳＡ）法（Ｇｅｎｚｙｍｅ公司，美国），具体方法按试

剂盒内说明书操作。

１．３．５　组织 ＴＬＲ２ｍＲＮＡ，ＴＬＲ４ｍＲＮＡ的表达　无

菌留取肺组织各约 ５０ｍｇ，以 Ｔｒｉｚｏｌ一步法提取细胞

总 ＲＮＡ（Ｐｒｏｍｅｇａ公司，香港）。采用荧光实时定量

逆转录 －聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）技术对逆转录 －

扩增 产 物 进 行 定 量 分 析。ＴＬＲ２引 物 序 列：５′

ＣＧＣＴＴＣＣＴＧＡＡＣＴＴＧＴＣＣ３′（正 义 链），５′ＧＧＴＴＧＴ

ＣＡＣＣＴＧＣＴＴＣＣＡ３′（反 义 链 ），扩 增 片 段 约 为

２００ｂｐ。ＴＬＲ４ 引 物 序 列：５′ＡＴＣＡＴＧＧＣＡＴＴＧＴＴＣ

ＣＴＴＴＣＣＴ３′（正义链），５′ＣＴＧＡＧＡＴＴＣＴＧＡＴＣＣＡＴＧ

ＣＡＴＴＧ３′（反义链），扩增片段约为 １００ｂｐ。用 β

ａｃｔｉｎ作 内 参 照。上 游 引 物 序 列 为：５′ＧＡＡＣＧＧＴ

ＧＡＡＧＧＴＧ ＡＣＡＧ３′ ，下 游 引 物 序 列 为 ５′

ＴＡＧＡＧＡＧＡＡＧＴＧＧＧＧＴＧＧ３′′。ＴＬＲ２荧光探针的序

列为 ５′ＡＣＴＡＡＧＡＧＧＣＧＧＡＧＣＧＧＡ３′；ＴＬＲ４荧 光探

针的序列为 ５′ＴＣＧＧＴＡＡＣＧＡＣＧＧＴＴＧＴＡＧ３′；βａｃ

ｔｉｎ荧光探针的序列：５′ＡＣＣＡＣＡＧＣＡＣＣＴＧＣＧＧＧＡＴ

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 ＦＴＣ２０００

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

ＳＰＳＳ１０．０统计软件包进行 ｔ检验和方差分析等。Ｐ

＜０．０５为差异有统计学意义，Ｐ ＜０．０１为差异有

显著统计学意义。

２　结　果

２．１　胰腺、肺组织的病理学改变

２．１．１　大体观察　Ｐ组大鼠 ３ｈ时可见胰腺明显

充血水肿，局部有红色出血坏死灶，肺脏有充血；至

６ｈ可见胰腺组织为暗黑色，无光泽，肺脏充血水肿

明显，并有点片状出血灶；至 １２ｈ可见胰腺明显坏

死，肺脏病理改变加重。

２．１．２　光镜下观察　胰腺组织出血坏死，间质充

血水肿，有大量炎症细胞浸润。肺组织随时间延长

而出现不同程度的间质充血水肿，炎性细胞浸润，

肺泡腔红细胞渗出，点片状出血和肺不张。Ｓ组则

无明显变化。

２．２　肺损伤指数

与 Ｓ组相比，Ｐ组各时间点的肺损伤指数明显

高于 Ｓ组（Ｐ＜０．０１）（表 １）。

９３８
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表 １　各组的肺损伤评分及肺损伤指数

分组 标本数（只） 肺组织学评分 　肺损伤指数

Ｓ组 １０ 　　０ ０．００８６±１．０５Ｅ－４

Ｐ组（３ｈ） １０ ０．６±０．２３４ ０．０４２４±５．４７Ｅ－４

Ｐ组（６ｈ） １０ １．７±０．２２１ ０．０７３０±８．２４Ｅ－４

Ｐ组（１２ｈ） １０ ２．４±０．２５５ ０．０７３２±６．３４Ｅ－４

　　注：与Ｓ组比较，Ｐ＜０．０１

２．３　血清淀粉酶和肺组织中 ＮＯ及 ＴＮＦα浓度

变化

Ｐ组各时点血清淀粉酶明显高于 Ｓ组（Ｐ ＜

０．０１），且 Ｐ组内随时间延长而升高（Ｐ ＜０．０５）。

肺组织内 ＴＮＦα浓度 ３ｈＰ组明显高于 Ｓ组，后逐渐

降低，但仍高于 Ｓ组（Ｐ＜０．０５）。ＮＯ的浓度 Ｐ组

明显低于 Ｓ组，并随时间延长而明显降低（Ｐ ＜

０．０１）（表 ２）。

表 ２　各组血清淀粉酶和肺组织中 ＮＯ及 ＴＮＦα浓度变

化

分组
标本数

（只）

血清淀粉酶

　（Ｕ／Ｌ）

肺组织ＮＯ

（μｍｏｌ／ｇｐｒｏｔ）

肺组织ＴＮＦα

　（ｐｇ／ｍｇ）

Ｓ组 １０ １３６６±７９ ２３．１５±０．１３ １．４２±０．０４

Ｐ组（３ｈ） １０ ３９９０±２０１１） １８．３２±０．４７１） ５．８１±０．１２１）

Ｐ组（６ｈ） １０ ４３０６±９９１） １４．４５±０．３４１） ３．７２±０．１９１），２）

Ｐ组（１２ｈ） １０ ５０５０±５２１） ６．０５±０．１４１） ３．６１±１．５９１）

　　注：１）与Ｓ组比较，Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１；２）与１２ｈＰ组比较，Ｐ＞

０．０５

２．４　肺组织中 ＴＬＲ２／４ｍＲＮＡ的表达

ＴＬＲ２ｍＲＮＡ在 Ｓ组有少量表达，３ｈＰ组较 Ｓ组

有明显升高，６～１２ｈ继续升高，１２ｈ达到峰值（均

Ｐ＜０．０１）；ＴＬＲ４ｍＲＮＡ在 Ｓ组有少量表达，３ｈＰ组

较 Ｓ组有明显升高，６～１２ｈ继续升高，１２ｈ达到峰

值（均 Ｐ＜０．０１）（表 ３）。ＴＬＲ２／４ｃＤＮＡ扩增曲线

见附图。

表 ３　肺组织 ＴＬＲ２ｍＲＮＡ，ＴＬＲ４ｍＲＮＡ的表达变化

分组
标本数

（只）
　　　ＴＬＲ 　　ＴＬＲ４

Ｓ组 １０ ０．０１７±０．４７Ｅ－２ １．００７±０．０１

Ｐ组（３ｈ） １０ ０．７８７±１．１８Ｅ－２ １．４９６±０．０１

Ｐ组（６ｈ） １０ １．０８６±３．９７Ｅ－２ ２．０５５±０．０２

Ｐ组（１２ｈ） １０ １．１１３±２．５８Ｅ－２ ２．９４０±０．０３

　　注：与Ｓ组比较：Ｐ＜０．０１

　　１，２：阴性对照；３，６，７，９：分别为肺组织 Ｓ组和 Ｐ组３，６，１２ｈＴＬＲ２

ｍＮＲＡ的表达情况；４，５，８，１０：分别为肺组织Ｓ组和Ｐ组３，６，１２ｈＴＬＲ４

ｍＮＲＡ的表达情况

附图　肺组织ＴＬＲ２，４荧光实时定量ＰＣＲ结果

３　讨　论

ＡＨＮＰ继发 ＡＬＩ率高达 ６０％ ～７０％，终致继发

急性呼吸窘迫综合征（ＡＲＤＳ）达 ２０％左右，并成

为 ＡＨＮＰ的主要死亡原因之一［６］。ＡＬＩ的严重程

度已作为判断 ＡＨＮＰ病情的指标之一。ＡＬＩ被认

为是早期的 ＡＲＤＳ，是 ＡＲＤＳ连续的病理过程［７］。

但其具体机制尚不清楚。ＴＬＲｓ通过识别保守的细

菌结构，即病原相关分子模式（ＰＡＭＰ），而在天然

免疫反应中发挥着重要作用。同时 ＴＬＲ与 ＰＡＭＰ

结合可激活抗原提呈细胞（ＡＰＣ），使之表达多种

共刺激分子和细胞因子，从而参与特异性免疫应

答的启动。其中 ＴＬＲ２／４在细菌感染中效应最显

著，如 ＴＬＲ２可识别细菌的脂蛋白、肽聚糖、脂膜

酸和酵母聚糖；ＴＬＲ４可识别脂多糖（ＬＰＳ）和热休

克蛋白（ＨＳＰ）；它们在感染的发生发展中可能起

核心作用。通过对 ＴＬＲ２或 ＴＬＲ４基因缺失的小鼠

的研究发现 ＴＬＲ２或 ＴＬＲ４基因缺失会导致机体对

病原微生物易感性增强［８～１１］。本 研究通过观察

ＡＨＮＰ肺损伤中 ＴＬＲ２ｍＲＮＡ，ＴＬＲ４ｍＲＮＡ表达的变

化规律，旨在了解 ＴＬＲ２，４在 ＡＨＮＰ肺损伤中的意

义。

本实验结果显示：假手术组的大鼠肺组织中

均有少量 ＴＬＲ２ｍＲＮＡ，ＴＬＲ４ｍＲＮＡ表达。但 ＡＨＮＰ

模型 制 备 后 ３ｈ，大 鼠 模 型 肺 组 织 ＴＬＲ２ｍＲＮＡ，

ＴＬＲ４ｍＲＮＡ表达开始增高，６～１２ｈ肺组织表达迅

０４８



　第１１期　　　 张磊，等：Ｔｏｌｌ－样受体２，４ｍＲＮＡ在急性出血坏死性胰腺炎肺损伤中的表达变化

速达到峰值。同时肺组织中 ＴＮＦα明显升高，ＮＯ

明显降低。提示 ＡＨＮＰ时，肺组织 ＴＬＲ２，４基因的

表达明显上调，诱导各种促炎症细胞因子的合成

与释放和参与各种促炎症细胞因子的过量合成和

释放，参与机体失控性炎症反应和多器官衰竭。

ＮＯ在低浓度时具有抗炎作用［１２］。本实验结果显

示肺组织的 ＮＯ显著降低，提示 ＴＬＲ２，４基因的表

达可能还可抑制抗炎症因子的合成释放，加重机

体的失 控 性 炎 症 反 应。ＴＬＲ２，４基 因 的 表 达 在

ＡＨＮＰ肺损伤中可能起着十分重要的作用。

ＴＬＲ２ｍＲＮＡ，ＴＬＲ４ｍＲＮＡ在 ＡＨＮＰ肺损伤中的

具体激活机制尚不清楚。有文献报道，胰弹力蛋

白酶诱导的促炎症反应是通过 ＴＬＲ４和 ＮＦκＢ途

径介导的［１３］，提示胰腺细胞破坏后释放入血的酶

类可能可以激活肺组织中的 ＴＬＲｓ；在急性胰腺炎

中内毒素血症引起的组织损害也通过 ＴＬＲ４途径

介导［１４］，提示内毒素可能也可以激活肺组织中的

ＴＬＲｓ。另有文献报道，细菌的多种组分对组织的

损害系通过 ＴＬＲ２，４途径介导［８～１１］，提示 ＴＬＲ２可

能也可以在急性胰腺炎中起作用。ＴＬＲ２，４ｍＲＮＡ

在 ＡＨＮＰ肺损伤中的激活因素有 ３种可能：（１）肠

道屏障损害后肠道吸收内毒素；（２）胰腺细胞释

放入血的各种胰酶；（３）ＡＨＮＰ引起的各种炎症因

子释放，炎症因子的刺激。三者间是否存在协同

作用，ＴＬＲｓ的表达在 ＡＨＮＰ肺损伤中是否是一种

始动因素，笔者对此将进行后续研究。
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