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脓毒症小鼠急性肾损害与TLR2受体基因表达的关系 

朱方强，江 军，黄 宏 

(第三军医大学大坪医院泌尿外科，重庆 400042) 

【摘 要】目的：探讨 TLR2受体(Toll—like receptor 2)基因表达与严重感染所致急性肾损害的关系：方法：采用肓肠结扎穿孔术 

(cecal ligation puncture，CLP)复制小鼠脓毒症急性肾功能损害模型?将 30只小鼠随机分为假手术组(对照组)和脓毒症组 (实 

验组 )，通过逆转录酶联反应(Reverse transcription and polymerase chain reaction，RT—PCR)检测肾组织 TLR2mRNA表达，采 

用 Western blot检测 TLR2蛋白表达：采用 ELISA法检测肾组织内肿瘤坏死因子 d(TNFd)水平，同时测定血浆中肌酐 (Cr) 

水平：结果：CLP术后 8、12、24hTLR2mRNA表达均明显高于假手术组，TLR2蛋白表达与 TLR2mRNA表达的变化规律相一致 ， 

均是 12h达峰值，持续至伤后 24h；肾组织 TNF d水平和血清 cr水平于术后 8h即显著升高达峰值，至 24h，TNFd水平与假手 

术组无差异，而血清cr仍维持高水平：并且 TLR2 mRNA表达与肾组织 TNFd和血清 cr水平呈显著正相关 结论：脓毒症时 

肾脏组织 TLR2mRNA表达上调与急性肾损害密切相关： 
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The relationship between gene expression of Toll-like receptor 2 and acute 

kidney lesion in mice with sepsis 

Zhufangqiang，et al 

(Department of Urinary Surgery,Daping Hospital，the Third Military Medical University) 

【Abstract】Objective：To observe the relationship of the expression of Toll-like 2 receptor(TLR2)with kidney injury
．
in abdominal in— 

fection—induced sepsis．Methods：30 mice were randomly divided into 2 groups as follows：cecal ligation puncture group(CLP group．n=15) 

and sham operation group(control group，n=15)．To adopt cecal ligation puncture(CLP)to establish the mice sepsis model，and the ex— 

pression of TLR2 mRNA and TLR2 protein in kidney tissue were detected by reverse respectively． transcription and polymerase chain re—— 

action(RT-PCR)and Western blo．The TNF d level in the kidney tissue and the creatinine(Cr)in the serum were also measured．Results： 

The expression of TLR2 mRNA in kidney tissues was markedly upregulated at 6h after CLP， peaked at 1 2h and kept in high level up to 

24h，and the expression change of TLR2 protein was identical with the TLR2 mRNA expression．The expression of TLR2 mRNA was sig— 

nificantly correlated with TNF and Cr levels．Conclusion：Severe in ction could lead to marked up—regulation of TLR2mRNA and its 

protein expression in kidney tissue．There is a marked correlation between the changes of TLR2 expression and the actue kidney lesion
． 
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脓毒症是严重创伤、烧伤、休克、大手术后常见的 

并发症，进一步发展可导致脓毒性休克、多器官功能障 

碍综合症(MODS)，其病死率高达30％～50％，其中肾脏 

是容易发生 MODS的重要脏器之— 。研究证实，细菌 

内毒素(1ip0p0lysaccharide，LPS)是脓毒症主要的致 

病因子，TLR4作为 LPS的特异性受体，介导了LPS的 

细胞信号跨膜转导过程，而 TLR2主要介导革兰氏阳 

性细菌 (G )胞壁成分的信号转导。大量实验表明 

TLR2的配体较TLR4更为多样日，能与细菌多种成分特 

作者介绍：朱方强(1965一 )，主治医师．在读硕士 

主要研究方向：肾移植免疫与感染。 

异l生结合，如细菌脂蛋白、磷壁酸、肽聚糖等，而且在多 

种组织中可诱导性表达上调 ，可能在感染诱发的脓 

毒症的脏器损害中发挥了重要作用，是促进全身炎症 

反应加剧和脏器损害的重要因素。因此，我们采用盲肠 

结扎穿孑L术(CLP)复制革兰阴性菌腹腔感染脓毒症 

模型，探讨 TLR2受体表达变化与肾损害的关系。 

1 材料与方法 

1．1 实验动物及 模型 

雄性 SPF级昆明种小鼠，体重 25～30克，购 自第三军医 

大学大坪医院动物所。术前禁食 12h，可自由饮水。动物随机 
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丹为2维：脓毒症组 c【：【 P射 r l 5 1 假手术组【对根组，f． 

= l5 (：_lP组小鼠参照史戢II r盲脑结扎穿孔术复制岐毒瘫 

模 假手术组动物除币行 肠 扎穿4L~{-， 泉处理同 

CLP组 动l物分别 r求肝 8、12 24h取肾 R zz[、I和血清 ．立即置 

液氨或一7f)1：保存1姆个时丰玎点 3姐动物 }，供相戈指标测 

定 

I 2 宾驻仪器噩试 。： 

主要试剂：山 抗小鼠TLI{2多克降抗体嗡 自美旧 

Sanla【rllZ  ̈hn-11 小鼠 TNF E1 [SA榆删试 制盒呜 自 

美国H rlone公 ，R1一 R试剂盘，RXA提取 I盒、 -l̂ 

蛋门提取试剂盒、BCA蛋E1掩删试刑盒 t；l物舟成购白} 海 

申能博秉蛰 -可 

丰要仪器：7I72掣J l动生化分析{进．F',FR仪[Eppend- 

德国 )，电泳槽 IBI{)R D̂美旧J．凝胶成像 系统(BIO—RAD 

VersaD(1C 30~X)美l蚓}．紫外丹光光度仪I1)I】一640．Beckman美 

国1． 自动压续谴长艏标化(B1(1一nAD， ，del 405美 }．微 

髓可涮穆 液器(El l】【{c rr,德 l 

I 3 宾验 内容致方法 

I 3 I肾组织 TLR2 mRNA蠢述水平 采用异硫氰酸胍一步 

分离法提取肾组垫{ 茁R、A 采用、 定量逆转录多聚酶链匣 

宜f R1一t'CRI技术删定T1 R2 n,RN̂ 表达水平，_：磷酸 由 

醮脱氢酶【( ̂ P1)H)作为内参对蹦，应用软件 Pnm rPremier 

5．0设 I十备模 ℃ 别受件的扩增-』I物 rI R!序列为：引物 1 

为 5’一CTG C'I f rr(：( 1’cAq (： r(：t；A 一3’．引物 2 5’ 

一 CAA 1"1’f：AAt：AC1’ 。(：l ̂ ( t̂ 一3’ 扩增 片 段 为 

3931v·：(rAPDH序列为：引物 1为5’一CGGTGC TGA(：T̂  

1’c c，T一3’．引物 2为 5’一GG。r( ^AG4 GTC GGA( ’IT 

一 3’，jr增片段为 6I 31 扩 增J ：物经 I．7 琼脂糖凝脏 电泳 

后，嗣凝胶扫描仪观察计 错～实验结粜以检删条带 与 

G．％PDH基带的总扰度值的比值作为榆删日的片段的相对 

埴 

I 3．2肾组织 rI R2蛋白丧选水平 采用Wesl rq̈ hl I方法榆 

删 ， 

J．3 3I札清叭 1：c( r}水平 使用7l 72 n动， 化分析攸洲 

定 

1．3．4肿瘤坏砭因于(FNF )的{奄测 采用 El [SA法橙删 ． 

将肾组织从液氟巾取Ⅲ，称蘑后置于匀浆器巾，蛳八 3倍体 

积磷 酸缓 冲液 (0．()lm~l,q．pH7 2)．冰 浒匀装 离心 

f 140C~r．1min．20 rnin．4 ：J后取 f 清液删定T、F一 的古量 

检测步骤按漫明#世行．将样黼光桁崖值化八标准曲线并乘 

以帽麻的稀释涪数， 葬出样晶TNFn浓度 同时，采 

I ^蛋n检测试制禽删定 卜清赦内邑蛋白禽量．计算公式 

1̂J 

维蛔 IlN F d含量u,g4ng蛋15l 组织匀浆液 ‘FNF一 浓 

度。p l 组织匀浆液蛋f￡_1古 呲 ／mI》 

1．4 统计擘 处理 

所有数揣均 平均数 ±标准苎 ( )表小， 用 

SPS．'-q1(I统汁舒析软件．舒利』 

舒析等 ‘珐世 _『统ll学处理．t 

丧永差异非常 箸 

2 结 果 

疗差丹析 、J椅验和相关 J 

<n05曩示差异碌籍．P<06】 

2．1 肾组炽TI mRNA表达 

由图 l可见，正常肾组织TLll2 mRNA 低表 

达，于术后 ．肾组织内 TlIR2 mRNA表达开始明 

显升高，12h达峰值+至 24h仍明显高于似手术组 

(P<0叭 j (：I．P组各时相点分别较似手术组升高 

2．0 2．5，1．9倩 

2．2 肾组织Tl_R2蛋白表达 

南图 2呵虬．肾组织 FLR2蛋白表达变化规律 

TLR2mRNA表达变化相一致．．伤后 8h至24}1均 

冠菩高于假手术组，1 2h达峰值 ． 

8  ̈

H ‰

一  
图 1 脓毒症小鼠肾组织内TI．1f2 m』{N̂ 表达变化 

与假手术组比：{ ， 【】_OI 

2．3 肾蛆织 TNF-c~蚤白水平(pg／mg)、Cr( n1I，I／L) 

含量 

肾组织内’I’NFd禽鼍 CLP后 8、】2l1．明显 

高于假手术组(P<0 05)．但至 24h，肾组织内下N— 

F l，K平已明显l珲低 ， j假手术组 尤显普差异 

(P>O．05)、 
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由． 
图 2 脓毒症小鼠肾组织内TLR2蛋白表达变化。 

与假手术组比： P((】．05。 

术后 8 h血清 cr即显著升高达峰值(P<0．01) 

2．4 肾组织 TLR2基因表达与 TNFa和 Cr的相关 

分析 

相关分析表明，CLP后肾组织 TLR2 mRNA表达 

与 TNFO／．(r=0．53l，P=0．045，回归方程 ：Y=0．061l 

X+0．275)和 Cr(r=0．632，P=0．037，回归方程： 

Y=0．0395X+0．3932)水平呈显著正相关(P<0．05)。 

表 1 肾组织 TNFct蛋白水平(pg／mg)、及 Cr含量变化 

TNFd CLP组 4．38土0．21 2．19±0．48* 0．65±0．13 

(peJmg) 假手术组 0．61±0．27 0．74±0．13 0．54±0．10 

CLP组 127．84±1 1．81 95．46±15．3l 83．83±12．75* 
Cr(umol／L) 

假手术组 51．02±13．386 54．17±20．77 53．21±18．64 

与假手术组比较： P<0．05． P<0．0l 

3 讨 论 

细菌内毒素 (1ipoplysaccharide，LPS)不仅是 

G一细菌细胞壁外膜上的主要结构成分，也是细菌 

致病的主要致病毒素。然而，近年来研究进一步发 

现 G一细菌的其它成分如细菌外膜上的脂蛋白、磷 

壁酸、肽聚糖和细菌 DNA等也具有很强的免疫原 

性和致炎效应，具有一定的致病作用l2’7，81。由于病原 

菌上这些结构分子往往是微生物间共有的高度保 

守的分子 ，为此 ，Janewaytgl将它们统称为病原菌相 

关模式分子(pathogen associated molecular Darterns， 

PAMPs)。自从 90年代初发现细菌脂多糖结合蛋白 

以来，已先后在主要炎症效应细胞 一巨噬细胞表面 

发现了多种膜蛋白，与细菌 LPS和其它细菌毒素作 

用有关。目前把这些与病原微生物作用有关的膜蛋 

白，统称为模式识别受体 (pattern recogniti0n receD— 

tor，PRR)[91。与细菌 LPS作用有关的PRR有 CD14、 

TLR4和清道夫受体 (scavenger receptor，SR)[to，⋯。 

与细菌脂蛋白作用相关的PRR为 TLR2[2．I2J'与细菌 

DNA作用相关的 PRR为TLR9t2．r-。业已研究显示， 

TLRs受体是一种跨膜蛋白，是天然免疫系统中最为 

重要的PRRS，参与了免疫反应的信号传导，通过对 

抗原的识别，活化胞内信号转导通路，激活炎症反 

应的相关基因 1。因此，TLRs的表达过度上调，不仅 

为PAMPs过度刺激效应细胞提供了基础，同时也 

为感染情况下多种细菌成分的协同促炎作用提供 

了基础，导致了感染情况下的脓毒症状态 (即全身 

过度炎症反应 )和多器官损害 1。 

尽管 TLR2不是 LPS的特异性受体 ，但 TLR2 

作为一种重要的跨膜信号转导受体参与了内毒素 

诱发的炎症反应的病理生理过程；TLR2是一种识 

别谱广泛的模式识别受体，它不仅能识别一些特殊 

类型的 LPS，更主要的是识别革兰氏阳性菌、革兰氏 

阴性菌、分支杆菌、酵母、支原体、肽聚糖、阿拉伯甘 

露糖脂、磷壁酸、脂蛋白等多种细菌及其胞壁成分_21。 

通过建立 CLP模型是经典的脓毒症模型，观察发现 

TLR2表达上调参与了脓毒症及组织损害的病理生 

理过程，但其机制尚不清楚。 

本研究结果显示，CLP后 8h，肾组织内TLR2 

mRNA表达即明显上调，12h达峰值，至 24h虽有一 

定下降，但仍显著高于假手术组，Western Blot检测 

显示 TLR2蛋白表达与基因表达变化相一致。相关 

分析显示，肾组织 TLR2 mRNA表达虽与肾组织内 

TNFO／．蛋白水平和血清 Cr水平呈显著正相关。上 

述研究结果表明TLR2 mRNA表达可能与脓毒症时 

急性肾功能损害密切相关。此外，有实验证实，LPS 

攻击可导致小鼠心、肺、肝 、脾、脑、肾的实质细胞以 

及内皮细胞、脂肪细胞等 TLR2 mRNA表达均明显 

上调l4j 5l，提示 TLR2参与了 LPS导致的病理生理 

改变和肾脏的损害。 

有关脓毒症引起组织 TLR2 mRNA表达上调 

的机制是非常复杂的，但 LPS刺激和脓毒症衍生 

的促 炎 细胞 因 子 (TNF O／．、IL一6、IL一15、IL一1和 

IFN)可能是主要的调节因子[31。体外实验亦显示 ， 

LPS诱导的单核细胞 、中性粒细胞及 内皮细胞 

TLR2基因表达上调，与细胞内 NF—K B的活化和 

TNFO／．、IL一6等炎症介质的产生相伴行；而 TLR2 

的特异性抗体则能 、明显抑制上述炎症介质的生 

成，从而进一步证实了 TLR2在机体炎症反应中的 

作用_J61。Liu等_l71在动物实验中观察到，虽然单独以 

LPS攻击大鼠时，可导致其肝脏内 TLR2基因表达 

明显上调 ，但如果在 LPS攻击的同时给予 IL一1或 

TNFO／．、IL一6受体拮抗剂进行干预 ，可有效抑制 
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TLR2基因表达的上调，表明 IL一1和 ／或 TNFd、 

IL一6参与了 TLR2基因表达的调控。反之，IL一10、 

IL一4等抗炎介质则可明显抑制 LPS等诱导 TLR2 

表达上调： 

TLRs受体介导了炎症介质的合成，机体炎症反 

应失控所致的促炎介质产生过度以及抗炎介质生 

成不足是造成多器官损害的根本原因，而这一改变 

又可能导致了细胞表面 TLR2过度表达。由此，在受 

体和炎症介质的基因表达之间可能形成 “正反馈” 

环，使炎症反应不断放大，最终导致脓毒症的发生 

或多脏器功能损害。因此，对于TLR2基因表达进行 

适当调节可能为防治严重感染后脓毒症的发生与 

发展提供新的思路。 

由于TLR2特异性配体的多样性、组织表达的 

广泛性以及表达的可诱导性(与 LPS的特异性受体 

TLR4相比 ) 】，决定了其在炎症反应中作用的重要 

性 TLR2是脂蛋白的特异性受体，脂蛋白是所有 

c+和 G一菌胞壁含量最为丰富的成分。因此，感染 

情况下，TLR2表达的上调必然增强对炎症细胞的 

激活，导致更大量的细胞因子合成与释放 ，引发 

SIRS及器官的实质性损害，促进炎症级联反应扩 

大，甚至失控。有作者 TLR2称为 “死亡受体”161。 

TLR2可能是促使免疫防御型细胞转化为致炎效应 

型细胞的关键受体。 

脓毒症所致急性。肾衰时，发生的。肾小管上皮细 

胞凋亡也可能与 TLR2表达上调密切相关，因TLR2 

表达上调能诱发细胞凋亡发生，其途径是通过激活 

NF—K B I]0d]l。。肾组织内TLR2 mRNA表达定位TLR2 

mRNA的表达上调是否是诱导。肾小管上皮细胞凋 

亡的主要原因有待进一步研究。 
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