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Toll 样受体 4 在胆道损伤修复过程中的表达及意义

杨婧，黄显斌，詹渭鹏，景武堂，顾远晖

（甘肃省人民医院  普外一科，甘肃  兰州 730000）

                                                                                                                                                                                                                                                                                 

摘   要 目的：探讨 Toll 样受体 4（TLR4）在胆道损伤修复过程中的作用。

方法：用免疫组化检测 12 例良性胆道狭窄胆管组织与 4 例正常胆管组织中 TLR4 的表达。用钳夹法在

TLR4 基因缺陷（TLR4-/-）小鼠和野生（TLR4+/+）小鼠上建立胆道损伤修复模型，并设各自的假手术对照，

术后 48 h 观察各组肝脏及胆管组织病理学变化及肝功能情况。

结 果：TLR4 主 要 表 达 于 胆 管 内 皮 细 胞， 良 性 胆 道 狭 窄 胆 管 壁 表 达 阳 性 率 明 显 高 于 正 常 胆 管 组 织

（83.33% vs. 25.00%，P<0.01）。两个假手术组小鼠术后肝脏及胆管组织均未见病理改变，TLR4-/- 与

TLR4+/+ 模 型 组 小 鼠 均 出 现 明 显 的 胆 道 及 肝 脏 损 伤， 但 前 者 较 后 者 明 显 减 轻； 与 各 自 的 对 照 组 比

较，TLR4-/- 与 TLR4+/+ 模 型 组 小 鼠 血 清 谷 丙 转 氨 酶、 总 胆 红 素、 直 接 胆 红 素 水 平 均 明 显 升 高（ 均

P<0.05），但前者各项指标的升高程度均明显低于后者（均 P<0.05）。

结论：TLR4 可能通过参与胆管上皮细胞的天然免疫应答，并启动一系列炎症因子的表达，促使成纤维

细胞增殖，在胆管良性狭窄中起到重要作用。
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Toll-like receptor 4 expression in the repairing process of 
bile duct injury and its significance
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Abstract Objective: To investigate the role of Toll-like receptor 4 (TLR4) in the repairing process of bile duct injury. 

Methods: The TLR4 expressions in 12 specimens of bile duct tissue with biliary stricture and 4 specimens of 

normal bile duct tissue were determined by immunohistochemical staining. Biliary injury and repair model was 

established in TLR4 deficient (TLR4–/–) and wild-type (TLR4+/+) mice using clamping method, with their 

corresponding sham-operated mice as control, and the pathological changes and liver function status were 

observed in each group of mice 48 h aft er operation.  

Results: TLR4 was expressed mainly in the endothelial cells of the bile ducts, and its positive expression rate 

in bile duct wall with benign biliary stricture was signifi cantly higher than that in bile duct wall of normal tissue 

(83.33% vs. 25.00%, P<0.01). No pathological changes were noted in the liver and bile duct tissues in the two 

groups of sham-operated mice, while obvious liver and bile duct injuries were seen in model groups of both 
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良 性 胆 管 狭 窄 （ b e n i g n  b i l i a r y  s t r i c t u r e ，

B B S ） 是 指 非 肿 瘤 因 素 引 起 的 胆 管 （ 尤 其 是 肝 外

胆 管 ） 管 腔 纤 维 组 织 增 生 、 瘢 痕 挛 缩 。 良 性 胆 管

狭 窄 是 胆 道 外 科 的 常 见 疾 病 ， 形 成 原 因 多 由 医 源

性 胆 管 损 伤 、 缺 血 、 炎 症 、 放 化 疗 引 起 ， 处 理 棘

手 ， 患 者 并 发 症 发 生 率 高 [ 1 ]。 胆 管 损 伤 后 ， 即 使

经 满 意 修 复 ， 后 期 仍 易 出 现 狭 窄 。 胆 管 损 伤 后 狭

窄 主 要 表 现 为 局 部 纤 维 化 瘢 痕 形 成 ， 在 这 个 过 程

中 胆 管 上 皮 细 胞 的 病 理 改 变 及 免 疫 炎 症 反 应 失 控

发 挥 了 重 要 作 用 ， 它 们 与 释 放 的 炎 症 因 子 相 互 作

用 的 直 接 后 果 是 大 量 炎 症 细 胞 浸 润 ， 导 致 成 纤 维

细 胞 增 殖 旺 盛 ， 胶 原 过 度 合 成 ， 管 腔 瘢 痕 狭 窄 。

Toll样受体4（TLR4）目前认为是启动天然免疫及

炎 症 反 应 重 要 的 细 胞 受 体 ， 在 炎 症 中 发 挥 重 要 作

用。为了阐明TLR4在胆管狭窄形成中的作用，本

研 究 检 测 了 人 正 常 胆 管 壁 及 狭 窄 胆 管 壁 中 的 表 达

情况；通过建立TLR4基因缺陷小鼠（TLR4-/-）和

野生型（TLR4 +/+）小鼠肝外胆管缺血损伤修复模

型，采用免疫组化方法对TLR4在愈合过程中的表

达 进 行 观 察 ， 探 讨 其 在 术 后 胆 管 狭 窄 形 成 过 程 中

的作用及意义。

1　材料与方法

1.1  实验材料

收 集 了 甘 肃 省 人 民 医 院 普 外 一 科 2 0 1 3 年 

1 0 月 — 2 0 1 5 年 1 月 期 间 胆 道 良 性 狭 窄 患 者 1 2 例 ，

均为胆肠吻合口瘢痕，病程3个月至2年，均有黄

疸 病 史 ， 经 影 像 学 或 手 术 证 实 存 在 胆 总 管 或 肝 总

管 狭 窄 ， 在 手 术 中 取 足 量 狭 窄 部 位 全 层 胆 管 壁 组

织。形成原因均为胆囊切除术（经腹腔镜10例，

经开腹2例）胆管损伤后行Roux -en -Y式胆肠吻合

术。4例胰十二指肠切除术患者的正常胆总管组织

作为正常组。TLR4兔抗人多克隆抗体和TLR4兔抗

鼠 多 克 隆 抗 体 购 自 甘 肃 宝 信 生 物 科 技 有 限 公 司 ，

免疫组织化学SP试剂盒购自甘肃宝信生物科技有

限公司。

SPF级TLR4 -/-和TLR4 +/+雄性小鼠，5~6周，

体质量25~30 g。购自美国匹兹堡大学。

1.2  实验方法 

1.2.1  免疫组化方法　标本获取后，立即用等渗

盐水冲洗表面的血液和胆汁，用 10% 甲醛固定，

常规石蜡包埋，5 µm 厚切片，常规脱蜡至脱水，

高 温 修 复 后 用 动 物 血 清 封 闭 备 用。 加 入 兔 抗 人 多

克隆抗体和兔抗鼠多克隆抗体（TLR4 为 1:100），

4 ℃ 过 夜； 次 日 以 PBS 溶 液 清 洗 后 加 入 二 抗（ 生

物素羊抗兔多克隆抗体，浓度为 1:300）及链霉菌

生 物 素 - 过 氧 化 物 酶， 室 温 下 孵 育 30 min； 最 后

以 DAB 显 色、 苏 木 精 复 染 后 封 片。 以 0.01 mol/L 

PBS 溶 液 代 替 一 抗 作 为 阴 性 对 照。 细 胞 膜 或 胞 质

内 出 现 黄 色 或 者 褐 色 颗 粒 即 为 阳 性 细 胞。 显 微 镜 

（400 倍）下随机计数 10 个视野的阳性细胞数和

总 细 胞 数， 计 算 阳 性 细 胞 比 例， 并 换 算 成 阳 性 表

达强度后再进行评价。阳性表达强度标准：“-”

（<25%）、“+”（25%~50%）、“++”（51%~75%）

及“+++”（>75%）， 其 中“-” 和“+” 定 义 为

表达阴性，“++”和“+++”定义为表达阳性。

1.2.2  动物实验方法　将实验大鼠按随机数字表

法 分 为 TLR4-/- 模 型 组、 假 手 术 组、TLR4+/+ 模 型

组、TLR4-/-TLR4+/+ 假手术组，每组 5 只。术前各

组 体 质 量、 精 神 状 态、 进 食 量 差 异 无 统 计 学 意 义

（ 均 P>0.05）。 实 验 小 鼠 术 前 12 h 禁 食，6 h 禁

TLR4–/– and TLR4+/+ mice, but the injuries were markedly milder in the former than those in the latter; 

compared with corresponding sham-operated control, the serum levels of alanine transaminase, and total or 

direct bilirubin in model groups of both TLR4–/– and TLR4+/+ mice were significantly increased (all P<0.05), 

but the increasing amplitudes of these parameters in the former were significantly slighter than those in the 

latter (all P<0.05).

Conclusion: TLR4 contributes critically to benign bile duct stricture probably via participating in the natural 

immune responses of biliary epithelial cells, initiating the expressions of a range of inflammatory cytokines, and 

prompting fibroblast proliferation.

Key words	 Bile Ducts; Wounds and Injuries; Regeneration; Toll-Like Receptor 4

CLC number: R657.4
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水。模型组 1% 戊巴比妥钠（30 mg/kg）腹腔注射

麻 醉 后 备 皮， 固 定 于 清 洁 手 术 台 上， 腹 部 碘 伏 消

毒，无菌条件下取上腹部正中切口打开腹腔，沿胃

找十二指肠系膜缘，距十二指肠上缘约 1.5 cm 处

寻找到一条透明或半透明的条带状结构即为胆管。

向上解剖一段长约 0.8 cm 游离的胆总管，用 2 枚

显微血管夹钳夹胆总管，术中间断注入生理盐水。

3-0 号丝线间断缝合关闭腹腔。术后不用抗生素，

夹闭时间为 48 h。术中或术后死亡的大鼠均重新

补 建 模 型， 其 中 TLR4-/- 模 型 组 和 TLR4+/+ 模 型 组

小鼠在术中各死亡 1 只，均因在分离胆总管过程中

不慎损伤门静脉出血导致死亡。术后观察指标动物

的一般情况，包括进食、活动、反应状况、伤口情况。

假手术组仅显露肝外胆管和游离胆总管，不做胆总

管 夹 闭， 余 同 模 型 组。 术 后 48 h， 模 型 组 胆 管 及

肝脏大体与光镜所见有明显改变，血清谷丙转氨酶

（ALT）及胆红素水平显著升高，与假手术组相比

有明显差异，提示用钳夹法建立小鼠胆管狭窄动物

模型成功 [2-3]。

1.3  统计学处理

采用SPSS 19.0软件进行统计学分析。统计数

据以均数±标准差（x±s）表示。对照组和病例组

TLR4阳性细胞百分率采用 t检验，同时两组之间的

阳性率分别进行χ 2检验，P <0.05为差异有统计学

意义。

2　结　果

2.1  患者组织中 TLR4 的表达情况

免 疫 组 织 化 学 染 色 结 果 显 示 ， 正 常 组 组 织 中

TLR4罕有阳性染色；狭窄组中见大量阳性染色细

胞 ， 主 要 为 胆 管 上 皮 细 胞 及 浸 润 的 淋 巴 细 胞 ， 中

性粒细胞等炎症细胞，TLR4表达主要集中在细胞

膜和细胞质中，染色呈棕黄色（图1）。狭窄组组

织中TLR4的表达阳性率为83.33%（10/12），高

于 正 常 组 的 2 5 . 0 0 % （ 1 / 4 ） ， 差 异 有 统 计 学 意 义

（χ2=36.65，P<0.01）。

2.2  小鼠组织中胆管病理形态的变化

TLR4-/-模型组和TLR4+/+模型组小鼠结扎48 h

后 钳 夹 部 位 以 上 胆 管 明 显 扩 张 ， 肝 脏 、 小 肠 淤 胆

严 重 。 病 理 示 T L R 4 + / +模 型 组 小 鼠 缺 血 胆 管 管 腔

变 小 或 闭 塞 ， 胆 管 黏 膜 坏 死 脱 落 ， 管 壁 纤 维 化 增

厚 。 肝 脏 可 见 少 量 肝 细 胞 坏 死 ， 炎 性 细 胞 浸 润 ；

而TLR4 -/-模型组胆管黏膜坏死及炎性细胞浸润均

较TLR4+/+模型组轻（图2）。

2.3 小鼠肝功能变化情况

与 各 自 的 对 照 组 比 较 ， T L R 4 - / -与 T L R 4 + / +模

型组小鼠血清ALT水平明显升高（ P < 0 .05） ，但

TLR4-/-模型组低于TLR4+/+模型组（均P<0.05）；

T L R 4 - / -模 型 组 和 T L R 4 + / +模 型 组 小 鼠 血 清 总 胆 红

素、直接胆红素水平均明显升高于，TLR4 -/-模型

组（均P <0.05），但TLR4 -/-模型组两者水平均低

于TLR4+/+模型组（均P<0.05）。TLR4-/-和TLR4+/+

假手术组血清ALT、总胆红素、直接胆红素水平无

统计学差异（均P>0.05）（表1）。

图 1　免疫组化检测 TLR4 的表达（×400）　　A：正常胆管组织；B：狭窄胆管组织
Figure 1　Immunohistochemical staining for TLR4 expression (×400)　　A: Normal bile duct tissue; B: Bile duct tissue with biliary 

stricture

A B
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表 1　各组小鼠肝功能指标变化（x±s）
table 1　Changes in liver function parameters of each group of 

mice (x±s)

组别
ALT

（U/L）

总胆红素

（μmol/L）

直接胆红素

（μmol/L）
TLR4-/- 模型组 323±1371),2) 46.1±28.31),2) 32.7±19.21),2)

TLR4-/- 假手术组 28.4±2.9 10.4±4.0 4.9±2.6
TLR4+/+ 模型组 3 147±9151) 112.3±57.11) 90.4±55.11)

TLR4+/+ 假手术组 40.7±15.1 9.2±3.9 3.4±2.7
注：1）与各自的对照组比较，P<0.05；2）与 TLR4+/+ 模

型组比较，P<0.05
Note: 1) P<0.05 vs. corresponding control group; 2) P<0.05 vs. 

TLR4+/+ model group

3　讨　论

近 年 来 ， 随 着 微 创 技 术 在 胆 道 外 科 的 广 泛 应

用 ， 经 腹 腔 镜 造 成 的 医 源 性 胆 管 损 伤 仍 是 肝 胆 外

科 难 以 避 免 的 技 术 难 题 ， 目 前 该 类 损 伤 的 发 病 率

仍保持在0.5%~1%[4]。虽然手术重新建立了通道，

但 却 不 能 解 决 瘢 痕 形 成 ， 再 次 狭 窄 的 问 题 。 因 此

对良性狭窄形成机制的研究具有重要意义。

胆 管 上 皮 细 胞 （ b i l i a r y  e p i t h e l i a l  c e l l ，

B E C ） 是 衬 复 在 胆 管 内 的 上 皮 细 胞 ， 它 构 成 胆 道

系 统 对 病 原 微 生 物 的 第 一 道 防 线 。 B E C 可 以 表 达

多种病原体识别受体，并激活细胞内的信号转导通

路，启动内在的抗病原微生物的防御系统。BEC在

病理条件下产生和分泌TNF-α[5-6]、IL-4、IL-6[7-8]、 

结缔组织生长因子等[9-10]。近年来，细胞因子和信

号 通 路 在 胆 道 损 伤 修 复 中 的 作 用 受 到 了 国 内 外 学

者 的 广 泛 关 注 ， 但 是 其 具 备 的 早 期 速 发 和 链 式 加

重的特点并不能很好的解释。胆管瘢痕狭窄是BEC

对 多 种 慢 性 损 伤 的 修 复 反 应 ， 被 认 为 是 多 种 类 型

细 胞 ， 氧 化 应 激 、 细 胞 因 子 和 生 长 因 子 等 一 系 列

复杂作用的结果[11-12]。由于炎症反应及其炎症因子

的 作 用 在 机 体 应 激 反 应 中 具 备 双 向 性 的 特 点 ， 因

此 迫 切 需 要 深 入 了 解 炎 症 因 子 的 始 发 点 ， 找 到 控

制其链式反应的“闸门”。

既 往 对 胆 道 损 伤 狭 窄 的 研 究 总 是 聚 焦 于 细

胞 形 态 学 或 终 末 反 应 阶 段 的 细 胞 因 子 ， 没 有 取 得

实质性进展。Tol l样受体（Tol l - l ike  recep to rs，

T L R s ） 的 发 现 为 这 个 问 题 的 解 决 创 造 了 可 能 。

图 2　大体与组织病理学观察（×400）　　A：TLR4-/- 模型组；B：TLR4+/+ 模型组

Figure 2　Gross pathology and histopathological observations (×400)　　A: TLR4–/– model group; B: TLR4+/+ model group

A B
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T L R s 是 一 类 可 以 识 别 病 原 体 并 迅 速 启 动 天 然 免

疫 反 应 的 跨 膜 蛋 白 [ 1 3 - 1 5 ]。 T L R s 不 仅 识 别 外 源 性

病 原 微 生 物 ， 也 可 能 被 内 源 性 配 体 激 活 ， 许 多 内

源 性 配 体 与 组 织 损 伤 有 关 ， 称 为 “ 损 伤 相 关 分 子

模式（damage -assoc ia t ed  mo lecu la r  pa t t e rns，

DAMP）”，TLRs能够识别损伤与感染信号，因

此 它 是 连 接 组 织 损 伤 ， 感 染 和 炎 症 的 桥 梁 [ 1 6 - 1 8 ]。

T L R s 信 号 通 路 参 与 诱 导 B E C 细 胞 因 子 和 趋 化 因

子 的 产 生 并 介 导 B E C 的 增 殖 [ 1 9 - 2 1 ]， 而 且 B E C 上 调

TLRs在原发性胆汁性肝硬化，原发性硬化性胆管

炎，肝内外胆管结石的患者中被证实[22-23]。本实验

也表明瘢痕狭窄的人胆管上皮细胞高表达TLR4，

通 过 建 立 T L R 4 基 因 缺 陷 的 小 鼠 缺 血 狭 窄 模 型 也

发现，TLR4基因缺陷的小鼠在结扎48 h后表现出

更 轻 的 胆 管 炎 症 反 应 及 肝 功 能 的 损 伤 。 因 此 笔 者

推 测 肠 道 内 毒 素 与 其 受 体 T L R 4 结 合 [ 2 4 - 2 6 ]， 激 活

下 游 信 号 转 导 路 径 ， 在 机 体 内 产 生 一 系 列 的 免 疫

应 答 ， 从 而 促 成 了 胆 管 纤 维 化 和 狭 窄 的 发 生 。 但

TLRs信号，免疫炎症反应，胆管纤维化之间的分

子联系和调控机制仍需进一步的研究。
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