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小鼠全肝缺血再灌注时肺泡巨噬细胞 ＴＬＲ２的
激活与肺损伤的机制
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　　摘要：目的　探讨肺泡巨噬细胞 Ｔｏｌｌ样受体 ２（ＴＬＲ２）的激活机制及其在肝脏缺血再灌注（ＨＩＲ）
中肺损伤的意义。方法　用野生型小鼠 Ｃ３ｈ／Ｈｅｏｕｊ和 ＴＬＲ４缺失小鼠 Ｃ３ｈ／Ｈｅｊ建立 ＨＩＲ动物模型。
于再灌注 １，６，１２ｈ后经支气管肺泡灌洗液获取肺泡巨噬细胞，采用荧光定量 ＰＣＲ方法检测 ＴＬＲ２／
４ｍＲＮＡ的表达。同时检测支气管肺泡灌洗液中内毒素及肿瘤坏死因子（ＴＮＦ）的水平，肺组织湿干重
比值，肺组织髓过氧化物酶的浓度，并进行肺组织学评分。结果　Ｃ３ｈ／Ｈｅｏｕｊ组 ＨＩＲ缺血再灌后各时
点肺泡巨噬细胞 ＴＬＲ２／４ｍＲＮＡ表达升高，ＴＬＲ２ｍＲＮＡ表达持续升高，ＴＬＲ４ｍＲＮＡ６ｈ达到最高值。同时
Ｃ３ｈ／Ｈｅｏｕｊ组 ＨＩＲ后支气管肺泡灌洗液中 ＴＮＦ水平明显升高，肺损伤加重，肺组织湿干重比值持续升
高，肺组织髓过氧化物酶持续增加（Ｐ ＜０．０５）。Ｃ３ｈ／Ｈｅｊ组 ＨＩＲ后 ＴＬＲ２ｍＲＮＡ表达仅轻度升高，且
支气管肺泡灌洗液中 ＴＮＦ水平低于 Ｃ３ｈ／Ｈｅｏｕｊ组（Ｐ ＜０．０５），肺损伤轻于 Ｃ３ｈ／Ｈｅｏｕｊ组（Ｐ ＜
０．０５）。结论　ＨＩＲ可致肺泡巨噬细胞表面 ＴＬＲ４的激活，可上调 ＴＬＲ２的表达，从而可加重 ＨＩＲ时的
肺损伤。
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　　肝脏缺血再灌注（ｈｅｐａｔｉｃｉｓｃｈｅｍｉａ／ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ，

ＨＩＲ）是临床上常见的病理生理过程。当 ＨＩＲ发生

时，大量氧自由基生成、补体激活、白细胞黏附浸润

等，以致引起局部或全身炎症反应，甚者发展为多

器官功能障碍综合征（ＭＯＤＳ）。此过程肺损伤常

见，但机制不甚明了［１－２］。本文应用野生型小鼠

ＨＩＲ模型，观察 ＨＩＲ时肺泡巨噬细胞 Ｔｏｌｌ样受体

（Ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＴＬＲ）２／４的表达；以 ＴＬＲ４缺失

小鼠为模型观察 ＴＬＲ２的表达，探讨肺泡巨噬细胞

表面 ＴＬＲ的表达在肺损伤过程中的意义。

１　材料和方法

１．１　材料

ＴＬＲ４缺 失 小 鼠 （Ｃ３ｈ／Ｈｅｊ）和 野 生 型 小 鼠

（Ｃ３ｈ／Ｈｅｏｕｊ）购自上海中科院动物中心；酶联免疫

吸附试验（ＥＬＩＳＡ）试剂盒购自深圳晶美生物公司；

ＴＲＩｚｏｌ试剂盒购自 Ｐｒｏｍｅｇａ公司；髓过氧化物酶（ｍｙ

ｅｌｏｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＭＰＯ）试剂盒购自南京建成生物所。

１．２　ＨＩＲ模型的建立和分组

Ｃ３ｈ／Ｈｅｊ小鼠和 Ｃ３ｈ／Ｈｅｏｕｊ小鼠各 ２４只，６～８

周龄，重 ２０～２５ｇ，雄性。实验前禁食 １２ｈ，自由饮

水。将小鼠随机分入以下各组：（１）ＨＩＲ组，Ｃ３ｈ／

Ｈｅｊ和 Ｃ３ｈ／Ｈｅｏｕｊ小鼠各 １８只。麻醉成功后，开

腹，解剖肝门，置无创血管夹，阻断入肝血流，２０ｍｉｎ

后去除血管夹，恢复肝脏灌流。１，６，１２ｈ后于各时

点分别取 Ｃ３ｈ／Ｈｅｊ和 Ｃ３ｈ／Ｈｅｏｕｊ小鼠各 ６只处死

进行相关检测。（２）假手术组（ＳＨ 组，对照组），

Ｃ３ｈ／Ｈｅｊ和 Ｃ３ｈ／Ｈｅｏｕｊ小鼠各 ６只。手术同上，但

不夹闭血管，术后 ２０ｍｉｎ处死进行检测。

１．３　检测项目及方法

１．３．１　肺泡巨噬细胞的分离及肺泡灌洗液的收集

检测　取相应时点处死的小鼠，以 ７号头皮针穿刺

其环甲膜，２ｍＬ注射器抽取 １ｍＬＤＭＥＭ培养液，缓慢

冲洗肺泡腔 １０次，收集液体进行离心。上清液用

ＥＬＩＳＡ试剂盒检测肿瘤坏死因子 α（ＴＮＦα）的含

量。沉淀用 １０％Ｇｂｉｃｏ新生小牛血清的 ＤＭＥＭ培养

液重悬后，计数；并采用差速贴壁纯化法获得肺泡

巨噬细胞。

１．３．２　肺泡巨噬细胞表面 ＴＬＲ２／４ｍＲＮＡ的表达

　提 取 ０．５ｍＬＴＲＩｚｏｌ溶 液 中 的 肺 泡 巨 噬 细 胞 总

ＲＮＡ，以 ｏｌｉｇｏｄＴ为引物将总 ＲＮＡ反转录，然后对

ＴＬＲ２／４分别同时进行实时荧光定量多聚酶链反应

（ＰＣＲ）扩增，分析目的基因 Ｃｔ值，计算相应 ΔＣｔ值。

１．３．３　肺损伤的检测　对于再灌注相应时点处死

的小鼠，取其左肺检测湿干重比值，称取右肺组织

２００ｍｇ检测其髓过氧化物酶（ｍｙｅｌｏｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＭＰＯ）

的活性。余组织制成 ＨＥ切片进行组织学评分。

２　结　果

２．１　肺泡巨噬细胞 ＴｌＲ２／４的表达

Ｃ３ｈ／Ｈｅｏｕｊ小鼠于 ＨＩＲ后 ＴＬＲ２／４ｍＲＮＡ表达升

高，于 ６ｈＴＬＲ４ｍＲＮＡ升高至峰值，ＴＬＲ２ｍＲＮＡ表达

相 对 量 持 续 升 高；Ｃ３ｈ／Ｈｅｊ小 鼠 于 再 灌 注 后

ＴＬＲ２ｍＲＮＡ表达轻度升高，但各时点均低于 Ｃ３ｈ／

Ｈｅｏｕｊ小鼠的表达水平（表 １）。

表 １　肺泡巨噬细胞 ＴｌＲ２／４的表达（ｎ＝６，ｘ±ｓ）

组别 检测物 ＳＨ组 ＨＩＲ１ｈ点 ＨＩＲ６ｈ点 ＨＩＲ１２ｈ点

Ｃ３ｈ／Ｈｅｏｕｊ组 ＴＬＲ２（ΔＣｔ） ７．５３±２．１０ ４．５６±１．５２１），２） ３．５０±１．２０１） １．７６±０．４６１），２）

ＴＬＲ４（ΔＣｔ） ６．５４±１．８６ ３．７３±１．７５１） ０．７６±０．５４１），２） １．８６±０．８０１），２）

Ｃ３ｈ／Ｈｅｊ组 ＴＬＲ２（ΔＣｔ） ８．４４±１．５２ ５．９２±０．７８１），３） ４．５５±１．０２１），３） ３．０４±０．９８１），２），３）

ＴＬＲ４（ΔＣｔ） － － － －

　　　　注：１）与ＳＨ组比较，Ｐ＜０．０１；２）组内比较，Ｐ＜０．０１；３）与Ｃ３ｈ／Ｈｅｏｕｊ组相应时点比较，Ｐ＜０．０１

１２９
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２．２　肺泡灌洗液 ＴＮＦα的水平
Ｃ３ｈ／Ｈｅｏｕｊ组 ＨＩＲ后肺泡灌洗液中 ＴＮＦα水平

明显升高，６ｈ达最高；而 Ｃ３ｈ／Ｈｅｊ组肺泡灌洗液中
ＴＮＦα水平仅轻度升高，且各时点明显低于 Ｃ３ｈ／
Ｈｅｏｕｊ组（表 ２）。

２．３　肺组织湿干重（Ｗ／Ｄ）比值，ＭＰＯ活性及肺
组织学评分

Ｃ３ｈ／Ｈｅｏｕｊ组肺湿干重比值及 ＭＰＯ含量与对照
组比较，各时间点有随时间升高的趋势，肺组织学

评分增加。Ｃ３ｈ／Ｈｅｊ组肺湿干重比值、ＭＰＯ含量及
肺组织学评分肺升高，但明显低于对 应的 Ｃ３ｈ／
Ｈｅｏｕｊ组（表 ２）。

表 ２　肺湿干重（Ｗ／Ｄ）比值，ＭＰＯ活性，肺泡灌洗液 ＴＮＦα水平及肺组织学评分（ｘ±ｓ）

组别 ｎ 湿干重比值（Ｗ／Ｄ） ＭＰＯ活性（Ｕ／ｇ）
肺泡灌洗液

ＴＮＦα（ｐｇ／ｍＬ）
肺组织学评分

Ｃ３ｈ／Ｈｅｏｕｊ ＳＨ组 ６ １．４１±１．０２ １．１８±０．２５ ５５．８±２５．７ ０．６３±０．３７
ＨＩＲ组
１ｈ ６ ２．４６±１．４７１） ２．６４±０．４４１） ２５１．５±４０．２１） １．００±０．６４１）

６ｈ ６ ３．５０±１．５０１） ３．１５±０．４２１） ４２２．３±６８．２１），２） １．６７±０．７５１）

１２ｈ ６ ４．１２±０．９１１），２） ４．０２±０．４５１），２） ３５８．６±３５．０１） ２．００±０．４５１）

Ｃ３ｈ／Ｈｅｊ ＳＨ组 ６ １．４７±０．６８ ０．９６±０．１５ ４３．９±２２．７ ０．４３１±０．５１
ＨＩＲ组
１ｈ ６ １．９７±０．７６１），３） １．３８±０．３２１），３） ８９．８±１６．４１），３） ０．７３３±０．３８１），３）

６ｈ ６ ２．２５±１．１５１），３） １．５６±０．２７１），３） １４０．４±１１．９１），３） １．２５０±０．６５１），３）

１２ｈ ６ ２．４５±１．０３１），２），３） ２．３６±０．４５１），２），３） ２００．０±２４．５１），２），３） １．３３５±０．８５１），２），３）

　　　　 注：１）与ＳＨ组比较，Ｐ＜０．０５或０．０１；２）ＨＩＲ组内比较，Ｐ＜０．０１或０．０５；３）与Ｃ３ｈ／Ｈｅｏｕｊ组同一时点比较，Ｐ＜０．０１或０．０５

３　讨　论
ＨＩＲ是在休克复苏、肝叶切除以及肝移植等过

程中常见的病理生理过程［３］。其再灌注过程中过

度的炎症反应是造成机体损伤的重要因素。缺血

时腹腔脏器严重淤血，肠道黏膜通透性升高，再灌

注时不可避免地发生内毒素血症。ＩＲ时炎症因子
的大量释放、肠道细菌和内毒素移位的发生，都可

引起远隔器官的损伤，其中肺损伤较为常见。

ＴＬＲ４主要介导 Ｇ－杆菌感染时细菌脂 多 糖
（ＬＰＳ）的信号转导；ＴＬＲ２可能是细胞 ＬＰＳ受体的组
成部分，在内毒素炎症损伤中起协同作用［４－５］。此

外，ＴＬＲ２还参与非感染因素所致细胞坏死的识别
和炎症反应。ＴＬＲ２／４的激活能引起一系列下游分
子的活化，导致多种炎症因子的瀑链式释放。ＴＬＲ
被认为是炎症瀑链式反应的“闸门”［６－７］。

本实验所见，ＨＩＲ发生后 ＴＬＲ２／４蛋白的高表
达，可能是代谢物和内毒素激活 ＴＬＲ２／４的结果。
ＴＬＲ４的活化又可导致 ＮＦκＢ的激活，使得 ＴＮＦα
升高，本实验结果符合这一规律。升高的 ＴＮＦα即
可启动炎症级联反应，放大炎症信号［８］，加重肺损

伤。本实验发现，肺湿干重比值、ＭＰＯ含量和肺组
织学评分，ＨＩＲ组均较假手术组对照明显升高，说
明 ＨＩＲ发生时肺损伤也逐渐出现。从本实验结果
可推断，肺泡巨噬细胞表面早期激活的 ＴＬＲ４可以
上调 ＴＬＲ２的表达，以放大炎症信号，加重肺损伤。
提示早期肺泡巨噬细胞表面 ＴＬＲ的激活在中性粒

细胞的聚集和随后发生的肺损伤中发挥着重要作

用。
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