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　　［摘要］　目的　探讨Ｔｏｌｌ样受体４（ＴＬＲ４）、ＮＦκＢｐ６５及负性调控因子Ｔｏｌｌｉｐ在三硝基苯磺酸（ＴＮＢＳ）诱导的结肠炎大

鼠肠黏膜中的表达。方法　４０只健康雄性ＳＤ大鼠随机分为正常对照组和模型组。采用免疫组织化学及ＲＴＰＣＲ方法比较

两组大鼠肠黏膜ＴＬＲ４、ＮＦκＢｐ６５和Ｔｏｌｌｉｐ的表达。结果　ＴＬＲ４、ＮＦκＢｐ６５ｍＲＮＡ在模型组肠黏膜中的表达高于正常对
照组（ＴＬＲ４：０．３７６±０．０２９ｖｓ０．２１５±０．０４９，ｔ＝２．７３１，Ｐ＝０．０１３；ＮＦκＢｐ６５：０．７４６±０．０４９ｖｓ０．２０６±０．０６３，ｔ＝６．０５５，

Ｐ＝０．０００），与大体形态损伤评分（ＴＬＲ４：ｒ＝０．７５４，Ｐ＝０．０００；ＮＦκＢｐ６５：ｒ＝０．５４８，Ｐ＝０．０１２）及组织学损伤评分

（ＴＬＲ４：ｒ＝０．８６６，Ｐ＝０．０００；ＮＦκＢｐ６５：ｒ＝０．９１９，Ｐ＝０．０００）呈正相关。ＴｏｌｌｉｐｍＲＮＡ在模型组及正常组中表达差异无

统计学意义（０．２８８±０．０５０ｖｓ０．１４０±０．０４６，ｔ＝１．９９３，Ｐ＝０．０６１）；Ｔｏｌｌｉｐ蛋白在模型组肠黏膜固有层的表达高于正常组；

Ｔｏｌｌｉｐ的表达与大体形态损伤评分（ｒ＝－０．４９７，Ｐ＝０．０２６）及组织学损伤评分（ｒ＝－０．５５１，Ｐ＝０．０１２）呈负相关。

结论　Ｔｏｌｌ样受体４与负性调控因子Ｔｏｌｌｉｐ的表达失衡参与了炎症性肠病的发病机制。
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ｗｉｔｈｔｈｅｇｅｎｅｒａｌｉｎｊｕｒｙｓｃｏｒｅ （ｒ＝ －０．４９７，Ｐ＝０．０２６）ａｎｄｔｈｅｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌｉｎｊｕｒｙｓｃｏｒｅ （ｒ＝ －０．５５１，Ｐ＝０．０１２）．

Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＴｈｅｕｎｂａｌａｎｃｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＬＲ４ａｎｄｔｈｅｎｅｇａｔｉｖｅｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｆａｃｔｏｒＴｏｌｌｉｐｐａｒｔｉｃｉｐａｔｅｓｉｎｔｈｅｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓｏｆ

ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｂｏｗｅｌｄｉｓｅａｓｅ．

　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　Ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ４；ＮＦκＢｐ６５；Ｔｏｌｌｉｐ；ｃｏｌｉｔｉｓ；ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｍｕｃｏｓａ
［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１２，３３（１）：３２３７］

　　炎症性肠病（ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｂｏｗｅｌｄｉｓｅａｓｅ，ＩＢＤ）

是一组慢性肠道炎症性疾病的总称，包括溃疡性结

肠炎（ｕｌｃｅｒａｔｉｖｅｃｏｌｉｔｉｓ，ＵＣ）和克罗恩病（Ｃｒｏｈｎ’ｓ

ｄｉｓｅａｓｅ，ＣＤ）。有证据表明该类疾病的发生可能与

遗传易感机体对外环境、饮食、微生物感染因素产生

难以自控的肠道免疫反应有关［１］。人类胃肠道定居

着约４００余种复杂的非致病性微生物，它们在胃肠

道的空间分布及种属优势不尽相同。人体的天然免

疫就是在这样的压力下进化并产生对正常菌群的耐

受，与之保持和平和共生；同时也保存对致病性肠道

菌群迅速反应的能力［２］。肠上皮作为黏膜免疫系统

的第一道防线，持续暴露于高浓度的腔内脂多糖（ｌｉ

ｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）。肠道对 ＬＰＳ的耐受现象

可能是Ｔｏｌｌ样受体（Ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＴＬＲ）表达

和其下游信号调控的结果［３］。

　　ＴＬＲ通过识别微生物的保守结构从而在启动

宿主的天然免疫并清除入侵病原菌的过程中起着重

要作用。它能特异性地识别ＬＰＳ，激活细胞内各级

信号转导蛋白或激酶，促使ＮＦκＢ活化，最终导致炎

症因子的表达［４］。研究显示正常肠道 ＴＬＲ的表达

和功能受到相对抑制，而在炎性，包括ＩＢＤ的刺激下

明显增高［５］。ＴＬＲ信号转导途径中的负调控因子

在维持肠道的免疫耐受及避免过度炎症反应中发挥

重要作用。ＴＬＲ 途径的负调控因子包括 Ｔｏｌｌｉｐ
（Ｔｏｌｌｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，Ｔｏｌｌｉｐ）、ＰＰＡＲγ、Ａ２０、

ＩＲＡＫＭ等［６］。Ｔｏｌｌｉｐ与 ＴＬＲ４／ＭｙＤ８８／ＩＲＡＫ 复

合物作用，抑制ＬＰＳ所致的ＩＲＡＫ的磷酸化激活，

减少 ＮＦκＢ的转录活性，从而抑制炎症的发生，

Ｔｏｌｌｉｐ的表达下降或功能异常可能促进了某些慢性

炎症性疾病的发生及发展［７］。

　　目前国外研究一致认为ＩＢＤ患者肠黏膜上皮及

固有层炎性细胞ＴＬＲ４表达升高，提示ＴＬＲ信号转

导通路在ＩＢＤ患者中可能过度激活［８１０］，然而负性

调控因子Ｔｏｌｌｉｐ在此过程中是否发挥了作用的相关

报道较少，为此本实验通过研究ＴＬＲ转导通路中的

关键因子及负性调控因子Ｔｏｌｌｉｐ在结肠炎大鼠肠黏

膜中的表达，以期为探讨ＩＢＤ的发病机制提供理论

依据。

１　材料和方法

１．１　动物及试剂　健康雄性ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ（ＳＤ）

大鼠，体质量２００～２５０ｇ，清洁级，购于山东绿叶制

药有限公司实验动物中心，动物合格证号：ＳＣＸＫ
（鲁）２００９０００９；三硝基苯磺酸（２，４，６ｔｒｉｎｉｔｒｏｂｅｎｚｅｎｅ

ｓｕｌｆｏｎｉｃａｃｉｄ，ＴＮＢＳ）购自美国Ｓｉｇｍａ公司；ＴＬＲ４、

ＮＦκＢｐ６５多克隆抗体及ＳＰ试剂盒购自武汉博士

德生物工程有限公司，Ｔｏｌｌｉｐ多克隆抗体购自美国

Ａｂｇｅｎｔ公司；ＲＮＡ抽提试剂盒购自上海博尚生物

技术有限公司；反转录试剂盒购自美国Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ
公司；ＰＣＲ反应试剂盒购自ＴａＫａＲａ公司。

１．２　结肠炎大鼠模型建立　４０只健康雄性ＳＤ大

鼠按照随机原则均分为２组，即正常对照组和模型

组。模型组大鼠禁食２４ｈ后，用１０％水合氯醛（３５０

ｍｇ／ｋｇ）腹腔注射麻醉，一次性将 ＴＮＢＳ（１００ｍｇ／

ｋｇ）和５０％乙醇以１∶１（Ｖ∶Ｖ）混合后，把１ｍｌ混合

溶液用橡胶输液管缓慢注入距肛门约８ｃｍ的肠腔

内，然后立即提起大鼠尾巴倒置８ｍｉｎ，防止药液倒

流［１１］。对照组大鼠注入等体积的生理盐水。

　　造模３周后处死所有大鼠，分别于结肠上段（距

盲肠１ｃｍ）、结肠中段、结肠末端（距肛门约１ｃｍ）处

剪取结肠数段，迅速放入液氮中保存以备 ＲＴＰＣＲ
检测。其余组织用冷生理盐水冲洗肠内污染物３～４
次，取大鼠肛门至回盲部结肠，沿肠系膜纵行剖开，

观察大体形态改变，评分标准［１２］如下：（１）无粘连，０
分；轻度粘连（结肠与其他组织剥离较易），１分；重度

粘连，２分。（２）无溃疡形成及炎症，０分；局部充血，

无溃疡，１分；１处溃疡，不伴充血或肠壁增厚，２分；１
处溃疡伴炎症，３分；＞２处溃疡伴炎症≤１ｃｍ，４
分；＞２处溃疡和（或）炎症＞１ｃｍ，５分；溃疡和（或）

炎症＞２ｃｍ，病变范围每增加１ｃｍ，计分加１分（６～
８分）。两项相加得总分。从每段结肠距肛门１、３、８

ｃｍ处及横结肠和升结肠取５块组织标本（２ｍｍ×

１０ｍｍ），另于炎症严重或溃疡处至少取１块组织，

４％多聚甲醛固定，梯度乙醇脱水，石蜡包埋，切片（４

μｍ），ＨＥ染色，光镜下观察组织病理学改变，评分

标准［１３］如下：（１）无溃疡，０分；小溃疡≤３ｍｍ，１
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分；大溃疡＞３ｍｍ，２分。（２）无炎症，０分；轻度炎

症，１分；重度炎症，２分。（３）无肉芽肿，０分；有肉

芽肿，１分。（４）病变深度：深及黏膜下层，１分；深入

肌层，２分；深入浆膜层，３分。（５）无纤维化，０分；轻

度纤维化，１分；重度纤维化，２分。各项相加得总

分。

１．３　免疫组织化学染色　将石蜡切片经脱蜡→３％

Ｈ２Ｏ２室温避光孵育３０ｍｉｎ以阻断内源性过氧化物

酶→热修复抗原→封闭→加入一抗：滴加兔抗鼠多

克隆抗体 ＴＬＲ４（１５０）、ＮＦκＢｐ６５（１１００）、

Ｔｏｌｌｉｐ（１１００）→滴加生物素标记的羊抗兔Ｉｇ第二

抗体→ＤＡＢ显色→苏木素复染→脱水→封片，显微

镜观察，大体区分是胞质染色和（或）胞核染色。每

次实验均设立空白对照，以０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ代替一

抗作为空白对照。

１．４　半定量ＲＴＰＣＲ检测

１．４．１　大鼠肠黏膜总ＲＮＡ的提取　剪取肠黏膜于

１．５ｍｌ的ＥＰ管中，加入１ｍｌ的ＴＲＩｚｏｌ后振荡混匀

并在冰上放置１５ｍｉｎ；加入２００μｌ的氯仿（预冷）剧

烈振荡混匀３０ｓ，冰上放置３ｍｉｎ后，１２０００×ｇ、４℃
离心１０ｍｉｎ；吸取上清液３００μｌ加入等体积（３００

μｌ）的异丙醇（预冷）混匀，冰上放置２０ｍｉｎ，１２０００×

ｇ，４℃离心１０ｍｉｎ；小心移去上清；用７５％ ＤＥＰＣ乙

醇溶液洗２次，每次１ｍｌ，７５００×ｇ、４℃离心５ｍｉｎ；

弃干净上清，空气干燥５ｍｉｎ；溶解于１５μｌ的ＤＥＰＣ
水中。取溶解于ＤＥＰＣ水中的总ＲＮＡ进行凝胶电

泳并成像。

１．４．２　ＲＴＰＣＲ反应　ＲＴ反应体系：不含 ＲＮＡ
的去离子水（ＤＥＰＣ Ｈ２Ｏ）６μｌ；Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）１８引物

（０．５μｇ／μｌ）１μｌ；ＲＮＡ５μｌ；５×反应缓冲液４μｌ；

ＲＮＡ酶抑制剂（２０μｇ／μｌ）１μｌ；１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ
混合物２μｌ；ＭＭＬＶ反转录酶（２００Ｕ／μｌ）１μｌ。

总体积２０μｌ，混匀，简单离心。ＲＴ反应条件：４２℃

６０ｍｉｎ，７０℃５ｍｉｎ，４℃５ｍｉｎ，１个循环。

　　ＰＣＲ反应体系：ＤＥＰＣ水３５．５μｌ１０×Ｔａｑ上样

缓冲液（含 Ｍｇ２＋）５μｌ；ｄＮＴＰ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）１μｌ；上

游引物（１０ｐｍｏｌ／μｌ）１．５μｌ；下游引物（１０ｐｍｏｌ／μｌ）

１．５μｌ；ｃＤＮＡ模板５μｌ；Ｔａｑ酶（２．５Ｕ／μｌ）０．５μｌ。

ＴＬＲ４ＰＣＲ反应条件：９５℃预变性５ｍｉｎ后，变性

９４℃４０ｓ；退火５５℃４０ｓ；延伸７２℃２５ｓ，共３０个

循环，最后７２℃延伸７ｍｉｎ。ＮＦκＢｐ６５ＰＣＲ反应

条件：９４℃预变性５ｍｉｎ后，变性９４℃ ３０ｓ；退火

５３℃３０ｓ；延伸７２℃４５ｓ，共３０个循环，最后７２℃
延伸５ｍｉｎ。ＴｏｌｌｉｐＰＣＲ反应条件：９５℃预变性５

ｍｉｎ后，变性９４℃４０ｓ；退火５６℃４０ｓ；延伸７２℃３３

ｓ，共３０个循环，最后７２℃延伸７ｍｉｎ。反应体系采

用βａｃｔｉｎ作为内参照。引物序列为：正向引物５′

ＣＡＡＧＧＴＣＡＴＣＣＡＴＧＡＣＡＡＣＴＴＴＧ３′；反向

引物５′ＧＴＣＣＡＣＣＡＣＣＣＴＧＴＴＧＣＴＧＴＡＧ

３′。产物长度为４９６ｂｐ。ＴＬＲ４、ＮＦκＢｐ６５、Ｔｏｌｌｉｐ
的引物序列及产物长度见表１。

表１　引物序列及扩增片段长度

Ｔａｂ１　ＳｐｅｃｉｆｉｃｐｒｉｍｅｒｓｕｓｅｄｆｏｒｓｅｍｉｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＲＴＰＣＲ

Ｇｅｎｅ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′） Ｓｉｚｅ（ｂｐ）

ＴＬＲ４ ＦｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒＧＧＣＣＴＣＣＣＴＧＧＴＧＴＴＧＧＡＴＴＴＴＡＣ ２７２
ＲｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒＡＡＡＧＣＴＧＡＡＡＧＣＧＧＧＧＣＡＣＴＣＣ

ＮＦκＢｐ６５ ＦｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒＧＧＣＡＧＣＡＣＴＣＣＴＴＡＴＣＡＡＣ ２４９
ＲｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒＧＧＴＧＴＣＧＴＣＣＣＡＴＣＧＴＡＧ

Ｔｏｌｌｉｐ ＦｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒＧＧＡＣＡＡＣＧＧＴＣＡＧＣＧＡＣＧＣＡ ３４５
ＲｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒＣＡＴＡＧＣＣＣＡＧＡＣＧＣＡＧＧＣＧＧ

　ＴＬＲ４：Ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ４；Ｔｏｌｌｉｐ：Ｔｏｌｌｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ

１．４．３　电泳　反应结束后取反应产物５μｌ行２％
琼脂糖凝胶电泳，溴乙锭染色，采用凝胶成像系统

（美国ＢｉｏＲａｄ公司，ＧｅｌＤｏｃＸＲＳｙｓｔｅｍ）进行分析，

以目的基因条带与内参照βａｃｔｉｎ条带的比值作为

目的基因的相对表达量，每个实验组重复３次计算

统计量。

１．５　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计

学分析。数据以珚ｘ±ｓＥ 表示，两组间比较采用ｔ检

验；相关分析采用Ｓｐｅａｒｍａｎ秩相关分析，双侧检验。

检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　一般情况　正常对照组大鼠活泼好动，毛色鲜

亮，食欲正常，大便成形，体质量稳定增加；结肠炎模
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型组大鼠建模２４ｈ后出现精神萎靡、毛色晦暗、厌

食、懒动等表现，解稀便或软便，大便隐血阳性，部分

可见肉眼血便，体质量减轻。

　　正常组大鼠结肠黏膜皱襞纹理清晰，无糜烂和

溃疡等表现；模型组大鼠肠管增粗，肠壁增厚，与周

围组织粘连，黏膜充血水肿，伴糜烂、溃疡形成。

　　镜下见正常组大鼠肠黏膜上皮完整，细胞形态

正常，腺体排列规则，有丰富的杯状细胞，固有层见

少量淋巴细胞表达；模型组大鼠肠黏膜上皮脱落严

重，黏膜及黏膜下层见大量中性粒细胞、淋巴细胞、

浆细胞及嗜酸粒细胞浸润并有隐窝脓肿形成，可见

出血性坏死、毛细血管扩张，腺体结构紊乱，杯状细

胞少，隐窝脓肿形成，可见范围较广的溃疡，并深入

固有层。

２．２　结肠黏膜ＴＬＲ４、ＮＦκＢｐ６５和Ｔｏｌｌｉｐ的表达

２．２．１　ＴＬＲ４　正常组肠黏膜上皮及固有层几乎不

表达或微弱表达ＴＬＲ４蛋白；模型组肠黏膜上皮及固

有层单个核细胞均有ＴＬＲ４蛋白表达，且胞质及胞膜

均见黄色粗大颗粒，表达强度高于正常组，越接近肠

腔，表达越强，在上皮中表达高于固有层，固有层表达

也较强，见图１Ａ、１Ｂ。ＴＬＲ４ｍＲＮＡ在模型组的表达

高于正常组（０．３７６±０．０２９ｖｓ０．２１５±０．０４９，ｔ＝

２．７３１，Ｐ＝０．０１３，图２Ａ）。ＴＬＲ４表达与大体形态损

伤评分及组织学损伤评分呈正相关（表２）。

图１　ＴＬＲ４、ＮＦκＢｐ６５和Ｔｏｌｌｉｐ免疫组化染色结果

Ｆｉｇ１　ＩｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇｗｉｔｈａｎｔｉｂｏｄｉｅｓａｇａｉｎｓｔＴＬＲ４，ＮＦκＢｐ６５ａｎｄＴｏｌｌｉｐ
ＴＬＲ４：Ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ４；Ｔｏｌｌｉｐ：Ｔｏｌｌｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４０

２．２．２　ＮＦκＢｐ６５　正常组肠黏膜上皮及固有层微
弱表达ＮＦκＢｐ６５蛋白；模型组肠黏膜上皮及固有
层单个核细胞均有 ＮＦκＢｐ６５蛋白表达，且胞质及
胞核均见黄色粗大颗粒，表达强度高于正常组，见图

１Ｃ、１Ｄ。ＮＦκＢｐ６５ｍＲＮＡ在模型组的表达高于正
常组（０．７４６±０．０４９ｖｓ０．２０６±０．０６３，ｔ＝６．０５５，

Ｐ＝０．０００，图２Ｂ）。ＮＦκＢｐ６５与大体形态损伤评
分及组织学损伤评分呈正相关（表２）。

２．２．３　Ｔｏｌｌｉｐ　正常组肠黏膜上皮及固有层均表达

Ｔｏｌｌｉｐ蛋白，肠腔上皮表达高于固有层，见胞质有黄
色细小颗粒；模型组固有层Ｔｏｌｌｉｐ蛋白表达高于正
常组。固有层Ｔｏｌｌｉｐ蛋白呈散在阳性表达，阳性信
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号多集中于靠近肠腔上皮及隐窝上皮基底部，见图

１Ｅ、１Ｆ。ＴｏｌｌｉｐｍＲＮＡ在模型组表达与正常组差异
无统计学意义（０．２８８±０．０５０ｖｓ０．１４０±０．０４６，ｔ＝

１．９９３，Ｐ＝０．０６１，图２Ｃ）。Ｔｏｌｌｉｐ表达与大体形态
损伤评分及组织学损伤评分呈负相关（表２）。

图２　ＲＴＰＣＲ检测ＴＬＲ４、ＮＦκＢｐ６５和ＴｏｌｌｉｐｍＲＮＡ电泳结果

Ｆｉｇ２　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆＴＬＲ４，ＮＦκＢｐ６５ａｎｄＴｏｌｌｉｐｍＲＮＡｉｎｔｈｅｍｏｄｅｌａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｓｂｙＲＴＰＣＴ
Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；２３：Ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ．ＴＬＲ４：Ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ４；Ｔｏｌｌｉｐ：Ｔｏｌｌｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ．Ａ：ＴＬＲ４；Ｂ：ＮＦκＢｐ６５；Ｃ：

Ｔｏｌｌｉｐ

表２　ＴＬＲ４、ＮＦκＢｐ６５和Ｔｏｌｌｉｐ的表达与大体形态损伤评分、组织学损伤评分的相关性

Ｔａｂ２　ＣｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｏｆＴＬＲ４，ＮＦκＢｐ６５ａｎｄＴｏｌｌｉｐｗｉｔｈｇｅｎｅｒａｌａｎｄｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌｉｎｊｕｒｙｓｃｏｒｅｓ
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ＴＬＲ４

ｒ Ｐ
ＮＦκＢｐ６５

ｒ Ｐ
Ｔｏｌｌｉｐ
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Ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌｓｃｏｒｅ ０．８６６ ０．０００ ０．９１９ ０．０００ －０．５５１ ０．０１２

　ＴＬＲ４：Ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ４；Ｔｏｌｌｉｐ：Ｔｏｌｌｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ

３　讨　论

　　炎症性肠病是遗传、环境因素和免疫系统相互
作用的结果。免疫反应异常是ＩＢＤ发病中重要的环
节，黏膜免疫系统存在促炎和抗炎之间的微妙平衡，
一旦这种平衡遭受扰乱，就会促进ＩＢＤ 的发生。

ＴＬＲ４作为宿主应对细菌入侵的重要介质，联系着
肠道天然与获得性免疫反应［１４］。大量ＬＰＳ位于肠
腔，ＴＬＲ４是ＬＰＳ受体复合物的主要单位，ＴＬＲ４的
表达及功能在维持肠道微平衡中起重要作用［１５］。
本研究显示正常大鼠结肠黏膜 ＴＬＲ４、ＮＦκＢｐ６５
蛋白表达微弱或不表达。有研究显示肠黏膜上皮通
过下调 ＴＬＲ４及 ＭＤ２的表达来限制ＬＰＳ信号传
递［１６］。健康肠道对大量ＬＰＳ的良好耐受是源于肠
黏膜ＴＬＲ４的表达下调，最大程度地减少了肠道对

ＬＰＳ的识别，结肠黏膜对食物抗原和共生菌群产生
有限免疫反应。ＴＮＢＳ诱导结肠炎大鼠结肠黏膜

ＴＬＲ４、ＮＦκＢｐ６５表达增加，而且与大体形态损伤
评分及组织学损伤评分呈正相关。ＴＬＲ４过度表
达，表明肠腔内抗原产生及摄取增加，机体免疫耐受

被打破，炎症反应明显且持续。此外肠黏膜损伤，大
量ＴＬＲ４阳性的巨噬细胞募集至黏膜区，更增加了
肠黏膜对ＬＰＳ的敏感性［１７］。

　　Ｔｏｌｌｉｐ是ＴＬＲ信号转导通路中的负性调节因
子，它可抑制ＩＲＡＫ的磷酸化与ＴＬＲ４的结合从而
阻止下游信号转导，抑制细胞活化及炎症反应，在炎
症反应的负调控中发挥重要作用［１８］。正常生理状
态下人体脑、心、肝、肺、骨骼肌、小肠及多种腺体组
织组成性表达ＴＬＲ４及Ｔｏｌｌｉｐ［１９］。它的表达上调可
诱导肠上皮细胞对肠道菌丛的免疫耐受，研究表明
肠上皮细胞低表达ＴＬＲ４而高表达Ｔｏｌｌｉｐ［２０］，它可
降低ＩＲＡＫ磷酸化而对肠道细菌产物表现出低反应
性，从而避免肠道内细菌源性的ＴＬＲ配体诱导过度
炎症反应［２１］。本研究显示正常肠黏膜及固有层均
表达Ｔｏｌｌｉｐ，肠腔上皮表达高于固有层，这符合肠黏
膜对肠道菌丛的免疫耐受。Ｔｏｌｌｉｐ在正常组及模型
组表达差异无统计学意义，与国外研究［２２］相一致。
模型组肠黏膜Ｔｏｌｌｉｐ表达与大体形态损伤评分及组
织学损伤评分呈负相关，提示炎症越重，Ｔｏｌｌｉｐ表达
越低；模型组肠黏膜上皮ＴＬＲ４、ＮＦκＢｐ６５表达明
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显升高，而Ｔｏｌｌｉｐ表达未随之明显升高，提示上皮细
胞内ＴＬＲ４处于功能活跃状态［２３］。模型组固有层

Ｔｏｌｌｉｐ表达高于正常组，Ｔｏｌｌｉｐ表达多集中于肠腔
上皮基底部及隐窝上皮基底部，这些部位同时也是
炎症渗出较重的部位。单个核细胞是具有高度免疫
活性的细胞，在 ＬＰＳ刺激下释放大量炎性因子。

Ｔｏｌｌｉｐ在单个核细胞表达上调可能是机体应对结肠
局部炎症避免其过度反应的一种机制，单个核细胞
的过度激活可能存在其他负性调节因子的下调或功

能失活。

　　综上所述，结肠炎大鼠结肠黏膜过度表达

ＴＬＲ４、ＮＦκＢｐ６５，而Ｔｏｌｌｉｐ表达未随之升高，炎症
越重，二者表达越低，提示ＴＬＲ信号转导通路负性
调节因子的表达异常或功能下降参与了炎症性肠病

肠黏膜免疫耐受缺失及过度炎症反应。

４　利益冲突
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