
书书书

·４１２　　 · 第 二 军 医 大 学 学 报

ＡｃａｄＪＳｅｃ ＭｉｌＭｅｄ Ｕｎｉｖ　２００７Ａｐｒ；２８（４）

·论　著·
严重烧伤早期大鼠脾脏Ｔｏｌｌ样受体４的表达及意义

傅颖珺１，谢　勇２，石俊强１，郭光华３

（１．南昌大学医学院药理教研室，南昌３３０００６；２．南昌大学第一附属医院消化研究所，南昌３３０００６；３．南昌大学第一附属医院

烧伤科，南昌３３０００６）

［摘要］　目的：探讨Ｔｏｌｌ样受体４（Ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ４，ＴＬＲ４）在严重烧伤早期炎症过程中的作用。方法：建立大鼠３０％体

表面积Ⅲ度烧伤模型，在烧伤前及烧伤后２、５、８、１２、２４、４８、７２ｈ等不同时间点留取脾脏组织和外周血，采用ＲＴＰＣＲ方法检

测脾脏ＴＬＲ４、ＴＮＦαｍＲＮＡ表达，Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法检测脾脏ＴＬＲ４蛋白表达，鲎试剂法测定血浆内毒素（ＥＴ）含量。结果：与

正常对照组比较，严重烧伤可明显上调ＴＬＲ４、ＴＮＦα的表达及ＥＴ水平（Ｐ＜０．０１或Ｐ＜０．０５）。ＴＬＲ４ｍＲＮＡ、蛋白及ＥＴ均

在烧伤后８ｈ达高峰，ＴＮＦα表达高峰在烧伤后１２ｈ（Ｐ＜０．０１）。伤后ＴＬＲ４ｍＲＮＡ的表达与ＥＴ和ＴＮＦαｍＲＮＡ之间均呈

正相关（ｒ＝０．８１１，０．４６２）。结论：严重烧伤可导致血中ＥＴ升高，并上调脾脏组织ＴＬＲ４的基因以及早期炎症因子ＴＮＦα的

基因表达，ＴＬＲ４的上调可能参与了严重烧伤后失控性炎症反应的病理生理过程。
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　　烧伤早期因肠黏膜屏障功能受损，促发肠道细
菌和内毒素移位进入体循环，激活单核巨噬细胞系
统，通过一系列连锁反应导致失控性炎症介质病。
因此严重烧伤极易发展成全身性炎症反应综合征

（ｓｙｓｔｅｍｉｃ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｙｎｄｒｏｍｅ，

ＳＩＲＳ）、多器官功能障碍综合征（ｍｕｌｔｉｐｌｅｏｒｇａｎｄｙｓ
ｆｕｎｃｔｉｏｎｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＭＯＤＳ）、多器官衰竭（ｍｕｔｉｐｌｅ
ｏｒｇａｎｆａｉｌｕｒｅ，ＭＯＦ）甚至死亡。近年研究认为存在
于单核巨噬细胞表面的Ｔｏｌｌ样受体４（Ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅ
ｃｅｐｔｏｒ４，ＴＬＲ４）是 ＬＰＳ胞内信号转导的重要途

径［１］。目前对它的研究主要集中在感染和免疫方
面，ＴＬＲ４作为一种重要的跨膜信号转导受体参与
了内毒素诱发炎症的病理过程，同时在免疫系统对
入侵病原体的早期识别过程中即抗感染免疫中扮演

举足轻重的角色。因此，对ＴＬＲ４调控机制的研究
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日益受到重视并成为研究热点，但对于ＴＬＲ４的表
达在严重烧伤早期大鼠损伤中的作用和意义鲜有报

道。本研究通过观察烧伤后大鼠脾脏ＴＬＲ４、ＴＮＦ
αｍＲＮＡ的表达变化及外周血内毒素的变化规律，
探讨ＴＬＲ４可能的作用及免疫学机制，为严重烧伤
早期的发病机制和治疗提供新的实验依据。

１　材料和方法

１．１　试剂和仪器　ＴＲＩｚｏｌ试剂购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公
司，ＭＭＬＶ逆转录酶、Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）１５和ＲＮａｓｉｎ均购
自Ｐｒｏｍｅｇａ公司，２×Ｍｉｘｍａｓｔｅｒ（Ｔａｑ酶，ｄＮＴＰ，

ＭｇＣｌ２）购自北京天为时代公司，ＰＣＲ引物由捷瑞
生物工程有限公司合成；ＰＭＳＦ购自Ｓｉｇｍａ公司，羊
抗ＴＬＲ４多克隆抗体购自ＳａｎｔａＣｒｕｔｚ公司，兔抗羊

ＩｇＧＨＲＰ抗体购自北京中山生物技术有限公司，

ＮＣ膜购自Ｓｉｇｍａ公司；增强化学荧光试剂ＥＣＬ浙
江大学医学院分子生物学实验室提供；鲎试剂盒购
自湛江经济技术开发区海洋生物制品厂。“控时控
温控压式蒸气烫伤实验仪”由南昌大学烧伤研究所
提供。ＰＣＲ扩增仪为美国ＰＥ公司产品。垂直电
泳转膜装置为美国ＢＩＯＲＡＤ公司产品。

１．２　动物分组及模型制备

１．２．１　动物分组　雄性ＳＤ大鼠，体质量１５０～２００

ｇ，购自南昌大学医学院动科部。６４只ＳＤ大鼠，随
机分成正常对照组（８只）和严重烧伤组（５６只），根
据观察时间的不同，严重烧伤组再分为伤后２、５、８、

１２、２４、４８、７２ｈ组，各时相点均为８只动物。

１．２．２　模型制备　大鼠购来后饲养１周以上，实验
前禁食过夜，自由饮水。清醒状态下，以２０％硫化
钠背部脱毛，用“控时控温控压蒸汽烫伤仪”造成大
鼠３０％总体表面积（ＴＢＳＡ）Ⅲ度烧伤，烫伤仪控制
参数：压力３ｍＰａ、温度１０８℃、时间８ｓ；伤后即刻腹
腔注射林格液４０ｍｌ／ｋｇ抗休克，于不同的时相点取
血，然后无菌取脾脏组织，迅速在液氮中冷冻后，于

－８０℃保存。

１．３　 半定量 ＲＴＰＣＲ 技术测定脾脏 ＴＬＲ４及

ＴＮＦαｍＲＮＡ表达　取１００ｍｇ脾脏组织提取总

ＲＮＡ，以紫外分光光度计测定２６０和２８０ｎｍ处光
密度（Ｄ）值，结果 Ｄ２６０／Ｄ２８０比值在 １．６～２．０，

－８０℃保存。以βａｃｔｉｎ作为内参照。ＴＬＲ４基因上
游引物：５′ＣＡＧＣＴＴＣＡＡＴＧＧＴＧＣＣＡＴＣＡ
３′，下游引物：５′ＣＴＧＣＡＡＴＣＡＡＧＡＧＴＧＣＴＧ
ＡＧ３′，产物４３８ｂｐ；ＴＮＦα基因上游引物：５′
ＧＧＣＡＧＧＴＣＴＡＣＴＴＴＧＧＡＧＴＣＡＴＴＧＣ３′，
下游引物：５′ＡＣＡ ＴＴＣＧＡＧ ＧＣＴ ＣＣＡ ＧＴＧ

ＡＡＴＴＣＧＧ３′，产物３００ｂｐ；βａｃｔｉｎ基因上游引
物：５′ＧＡＣＧＡＴＡＴＣＧＣＴＧＣＧＣＴＧ３′，下游引
物：５′ＧＴＡＣＧＡＣＣＡＧＡＧＧＣＡＴＡＣＡＧＧ３′，
产物３４８ｂｐ。总反应体系２５μｌ，扩增参数如下：

９５℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５４℃退火３０ｓ，

７２℃延伸１ｍｉｎ，３０个循环；７２℃延伸５ｍｉｎ。１．５％
琼脂糖凝胶电泳，荧光核酸染料ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ染
色显示后成像，通过Ｉｍａｇｅｔｏｏｌ图像分析软件读取
目的电泳条带的斑点密度扫描值，以各组βａｃｔｉｎ条
带的扫描值标化其相应组的 ＴＬＲ４及 ＴＮＦα的

ｍＲＮＡ表达量。

１．４　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法检测脾脏ＴＬＲ４蛋白的表达

１．４．１　组织蛋白提取及定量　将组织在裂解缓冲
液中裂解，－２０℃保存。蛋白含量测定采用Ｌｏｗｒｙ
法。

１．４．２　ＳＤＳＰＡＧＥ　制备１２％分离胶及５％积层
胶，取待测样品各２０μｇ及蛋白质分子量标准上样
电泳。采用半干式电转移法，将蛋白质转移到 ＮＣ
膜上。ＮＣ膜先后与一抗、辣根过氧化物酶标记的
二抗及ＥＣＬ孵育显色。拍照显色条带，用Ｉｍａｇｅ
ｔｏｏｌ图像分析软件分析蛋白显色条带灰度值，并进
行比较。

１．５　血浆内毒素含量的测定　采用改良过氯酸法
预处理血浆，偶氮显色鲎试验定量测定法。

１．６　统计学处理　所有数据以珚ｘ±ｓ表示，应用

ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行ｑ检验、方差分析、相关性
分析等统计学处理，以Ｐ＜０．０５为差异有显著性。

２　结　果

２．１　严重烧伤大鼠脾脏组织ＴＬＲ４的表达　ＴＬＲ４
ｍＲＮＡ在正常对照组大鼠脾脏组织内有一定量的
表达，严重烧伤后２ｈ开始上调，但无统计学意义；５
ｈ开始显著上调（Ｐ＜０．０１），以伤后８ｈ表达最高，

１２ｈ开始有所下降，但仍显著高于对照组（Ｐ＜
０．０１）；７２ｈ有再度升高趋势。ＴＬＲ４蛋白在正常脾
脏组织中固有表达，伤后其表达变化与ＴＬＲ４ｍＲ
ＮＡ相似（图１）。

２．２　 烧伤大鼠脾脏组织 ＴＮＦα ｍＲＮＡ 的表
达　ＴＮＦαｍＲＮＡ在正常对照组大鼠脾脏组织内
有少量表达，严重烧伤后８ｈ明显升高（Ｐ＜０．０１），

１２ｈ达高峰，为刺激前的２．５倍（Ｐ＜０．０１），４８ｈ基
本降至正常水平。与ＴＬＲ４基因表达相比，达峰时
间往后推迟（图２）。

２．３　烧伤大鼠血浆内毒素水平的动态变化　如图

３所示，烧伤后２ｈ，血浆内毒素水平即开始升高，８
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ｈ达高峰（Ｐ＜０．０１），之后逐渐下降，７２ｈ再次升
高，升高幅度远小于８ｈ。

图１　烧伤前后大鼠脾脏

ＴＬＲ４ｍＲＮＡ及蛋白表达的变化

Ｆｉｇ１　ＣｈａｎｇｅｓｏｆＴＬＲ４ｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｉｎｓｐｌｅｎｏｃｙｔｅｓｏｆｒａｔｓｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒｓｅｖｅｒｅｂｕｒｎｓ
Ａ：ＲＴＰＣＲｒｅｓｕｌｔｓ；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｒｅｓｕｌｔｓ；Ｃ：Ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓ

ｓｉｏｎｌｅｖｅｌ．Ｐ＜０．０１ｖｓ０ｈａｆｔｅｒｂｕｒｎｇｒｏｕｐ；ｎ＝８；珚ｘ±ｓ

图２　严重烧伤大鼠脾脏ＴＮＦαｍＲＮＡ的表达

Ｆｉｇ２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＮＦαｍＲＮＡｉｎ

ｓｐｌｅｅｎｏｆｓｅｖｅｒｅｌｙｂｕｒｎｅｄｒａｔｓ
Ｐ＜０．０１ｖｓ０ｈａｆｔｅｒｂｕｒｎｇｒｏｕｐ；ｎ＝８；珚ｘ±ｓ

２．４　严重烧伤大鼠脾脏 ＴＬＲ４ｍＲＮＡ与 ＴＮＦα
ｍＲＮＡ、血浆内毒素的相关性　相关性分析表明，

ＴＬＲ４ｍＲＮＡ与ＴＮＦαｍＲＮＡ表达呈正相关（ｒ＝

０．４６２，Ｐ＜０．０１）；ＴＬＲ４ｍＲＮＡ表达与内毒素水平
呈明显正相关（ｒ＝０．８１１，Ｐ＜０．０１）。

图３　血浆内毒素水平的动态变化

Ｆｉｇ３　ＤｙｎａｍｉｃｃｈａｎｇｅｏｆｔｈｅｐｌａｓｍａＥＴｌｅｖｅｌｓ
Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓ０ｈａｆｔｅｒｂｕｒｎｇｒｏｕｐ；ｎ＝８；珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　新近发现的Ｔｏｌｌ样受体（ＴＬＲｓ）是一类重要的
模式识别受体，能识别众多微生物和机体的内源性
抗原成分，通过信号转导途径，活化 ＮＦκＢ，促进

ＴＮＦα等炎性细胞因子、趋化因子及ＩＦＮβ等的释
放，诱发机体的天然免疫，参与抗感染的炎症过程，
同时能上调抗原提呈细胞（ＡＰＣ）表面共刺激分子

ＣＤ８０和ＣＤ８６的表达，启动获得性免疫反应。因
此，ＴＬＲｓ在免疫防疫反应中起着十分重要的作用，
是天然免疫病原体识别和获得性免疫之间的桥

梁［２］。到目前为止已确认的 ＴＬＲｓ共有１３个成
员［３］，其中ＴＬＲ４广泛表达于非特异性免疫细胞（如
巨噬细胞、中性粒细胞和肥大细胞）和介导特异性免
疫反应的Ｔ、Ｂ淋巴细胞的表面，在脾和外周血白细
胞中表达最强。ＴＬＲ４是革兰阴性菌脂多糖（ＬＰＳ）
的跨膜受体。ＴＬＲ４适度表达可启动机体防御功
能，而过度表达则可导致炎症性疾病［４］。

　　本研究结果显示，烧伤后８ｈ大鼠血浆中ＥＴ水
平达最高峰，随后下降，７２ｈ再度升高，严重烧伤早
期内毒素血症主要是由肠源性感染引起的，而此后
则是由创面感染引起的，这与众多文献报道一致。

Ｉｋｕｓｈｉｍａ等［５］认为机体是一个复杂的调控系统，

ＴＬＲｓ的表达受多种因素的影响，如某些细胞因子：

ＩＦＮγ、ＩＬ２、ＩＬ４等，同时还受神经内分泌调控，如
儿茶酚胺和类固醇等。本研究发现 ＴＬＲ４ｍＲＮＡ
和蛋白表达的变化与内毒素基本一致，且相关分析
表明内毒素和ＴＬＲ４ｍＲＮＡ显著正相关。然而，过
度的ＴＬＲ４免疫应答将引起大量的炎症介质产生、
炎症反应失衡，造成组织器官的损害，是感染和创伤
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所致的ＭＯＤＳ、ＭＯＦ重要发病机制之一［６］。本研究
中烧伤早期及７２ｈ后 ＴＬＲ４的大量表达，提示

ＬＰＳＴＬＲ４ 信号通路可能与严重烧伤所致的

ＭＯＤＳ、ＭＯＦ发生发展有关。

　　ＴＮＦα是一种具有多种生物学效应的细胞因
子，主要参与炎症反应的级联过程，在炎症早期

ＴＮＦα可以募集并扩增更多的免疫细胞参与对入
侵病原微生物的反应［７］。本研究显示 ＴＮＦαｍＲ
ＮＡ表达的峰值在时相上滞后于内毒素和 ＴＬＲ４，

ＴＬＲ４和 ＴＮＦα表达呈现一定的正相关，说明

ＴＬＲ４基因表达上调在某种程度上能促进ＬＰＳ刺激
脾脏组织合成、释放早期促炎细胞因子 ＴＮＦα，从
而证实经典的 ＬＰＳ→ＴＬＲ４→ＮＦκＢ→细胞因子
（ＴＮＦα）途径在严重烧伤早期大鼠体内可能存在，
并可能共同参与了机体失控性炎症反应的病理生理

过程，同时也提示ＴＮＦα产生还可能存在其他的调
控机制。Ａｌｅｘａｎｄｅｒ等［８］研究发现烧伤后机体单核
巨噬细胞活化引起ＴＮＦα大量持续释放可能与应
激状态下前列腺素Ｅ２的产生有关。也有研究［９］表

明可能和ｉＮＯＳ的产生有关。

　　总之，ＴＬＲ４在介导病原体识别、信号转导、免
疫反应的激活中起关键作用，在炎症活化过程中也
起十分重要的作用，作为内毒素信号转导上游的关
键分子，可能是有效干预炎症反应的重要环节。通
过改变 ＴＬＲ４，如拮抗 ＴＬＲ４、阻断或抑制 ＬＰＳ
ＴＬＲ４信号转导通路、对 ＴＬＲ４基因表达进行适当
调节等，对防止严重烧伤早期 ＭＯＤＳ的发生和发展
会有一定的治疗意义。
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