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大鼠肝移植缺血再灌注后 Kupffer细胞 Toll样受体 4 

及其伴侣分子 MD一2的表达 

彭 勇 ，龚建平 ，刘长安 ，刘海忠 ，李旭宏 ，李寿柏 

(重庆 科大学第二临床学院~H：Hq#I-科 ，重庆 400010) 

【摘 要】目的：研究大鼠肝移植缺血再灌注后Kupffer细胞 T( l1样受体4(TI R4)及MI)一2的表达，并探讨其在再灌注损伤 

中的作用。方法：分离培养大 鼠肝移植缺血再灌注后 0(对照组 )、2、12、24h(再灌注组)的 Kupffe 细胞，愉洲 rlJR4／MI)一2 

mRNA、蛋白以及上清TNF—d的表达，并在培养液中加入抗 I'LR4抗体(抗TLR4组)，观察TLR4抗体对 I'NF一。分泌的影 

响 结果：再灌注后 Kupffer细胞 TLR4／MI)一2mRNA、蛋白以及TNF—d表达较对照组明显升高(P<0．01)，应用抗 I'LR4 

抗体后， FNF—a量较再灌注组明显降低(fj<0．01) 结论：TLR4及其伴侣分子 MD一2在介导 Kupffer细胞激活和肝移植缺 

血再灌注损伤中可能起重要作用 
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Expression of Tol l l ike receptor 4 and MD ——2 gene and protein in Kupffer cel ls 

following ischemia——reperfusion injury in rat Iiver transplant 
PEN(；Yong，et al 

(Department ot’Hepatobiliar~t Surger3·，the SP￡’o)ld College ／Clinical Medicine， l』2 rJ7 z 7z Mf ， (“ U7z 7 f、，) 

【Abstract】Obje~tire： I、o study the exprex'4on of Foil like receptor 4( I、I P,4)and MD一2 gene and 1)r()tein in Kupffcr ce11s an【t it r()1c 

in ischemia—reperfusion injury(IRI)on rat liver graft M ： I'he Kuldfer cells were i∞lat al 0(col1t r()1 gl )up)
，2，12，24h(IR 

group)following IR．The nffa,NA and protein expressions of TLR4 and MI)一2 were detected by RT—P(、I Ⅲ1(t fl()w cvt()n1etrv 

(FCM)，respectively． I'he T F一0 level in superl~atant Weq
．S measured by ELISA．Then the i lated KC werc incub d with anti— 

TLR4 polyclonal antitxMy(anti—TI R4 group)，and the I'NF一0 level were mea ured again
． R “it ：The n1I A al1(j 1)rc)tcin ex— 

pressions of TLR4／MI)一2 and the level of I'NF—d in IR group increased significantly foil()wing IR c()n11)are【1、vith th(] e in“)ntn
)1 

group(P<0 01)．The TNF—d production was greatly inhibted after anti—TLR4 antily~y treatmel1t(comparcd with IP,g r()uIJ．fj< 

0．01)．( (’lusion：TI R4 and its])artnet molecule MD一2 may take imtx)rtant part in the Kupffer cell activati()l1 d IRI
． 

【Key words】Liver lransI)lantation；Ischemia—reperfusion injury；Toll Ilke rcce1)t()r 4；Kupffer ce11 

Toll样受体 4( Foil like receptor 4， FLR4)是存 

在于单核一巨噬细胞表面的一种跨膜蛋白，主要功 

能是识别内毒素(LPS)或 LPS CI)14复合物，它在 

介导 LPS引起的单核 巨噬细胞的活化和释放多 

种前炎 症 因子 中起 重要 作用一 ：MD 2是 与 

TLR4胞外区相连的一种分泌蛋白，可以促进 LPS与 

TLR4相结合，强化细胞对 LPS的反应 ：Kupffer细 
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胞(KCs)是体内最大的固定巨噬细胞群，也是肝移 

植缺血再灌注损伤 (ischemia rcperfUSion in urv， 

IRI)的主要参与者～ 。因此，研 究缺血再灌注后 

Kupffer细胞 TLR4及其伴侣分子 MI)一2的表达， 

对于阐明参与 IRI细胞因子的来源尤其重要：本研 

究通过分离培养肝移植缺血再灌注(IR)后的 K Df— 

fer细胞，初步研究 TLR4／MD一2n1R A和蛋 白的 

表达、以及细胞因子的分泌，探讨 rrI R4／MD 2在 

IRI中作用和地位 
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l 材料和方法 

1．1 主要 试剂 

1＼型胶原酶(Sigma公 司)，Percoll(Pham：acia公 司)，Tri— 

zOl试剂盒 (1ife l'ech1l()l()gies公 口j)，抗 TI I 4多兜 降抗 体 

(Santa Cruz公 司) 

1．2 肝移植缺血再灌注模型的建立 

以雄性 Wistar大鼠作为供、受体，体重 210～250g(重庆 

医科大学实验动物 中心提供) 参照 PENG等 介绍的改 

良Kamada袖套法，建立大鼠原 肝移植动物馍 ，(1)获 

取供肝：游离门静脉，肝动脉，肝下下腔静脉及胆管，灌洗供 

肝后，连同上述血管一起切取供肝 在水浴中完成门静脉 、 

肝下下腔静脉袖套准备．胆管内支架插管 ；(2)移 供肝：切 

除原肝，原位植入供肝 ，先完成肝 上下腔静脉连续缝合．门静 

脉袖套吻合．结束无肝期．以此时作为冉灌注开始：完成肝 

下下腔静脉袖套吻合，肝动脉显微缝合，胆管内支架插管完 

成胆道重建 

1．3 Kupffer细胞分离和培养 

再灌注后 0、2、l2、24h．参照 (kmg等 介缁的胶原酶原 

位肝脏灌注法分离 Kupffer细胞：经 门静脉插管，先灌注无 

( 的Han 液洗尽肝内血液．待肝脏变苍白后．改用 0．05％I＼ 

型胶原酶以 5ml／min速度循环灌注消化肝脏，待肝脏变软疏 

松后取下肝脏，剪去肝包膜，经 1()()目滤筛过滤，除玄未消化 

的纤维结缔组织 细胞混悬液经 l00 g离心 5n：in，得非实 

质I生细胞悬 液和肝细胞沉淀，非实质忡细胞悬液经小连续 

Percoll密度梯度离心分离 Kupffer细胞，川禽 1()％／J、牛血清 

的 RPMI1640培养液，37℃，5％(、 培养 6h后，洗去未贴壁 

细胞，重悬贴壁细胞，调整细胞浓度为 l×10 ／T1 l待用 过 

氧化物酶染色测其纯度大于 90％，台盼兰染色测其活力大 

于 95 c 。将 Oh设为对照组 ，2、l2、24h为再灌注(【I{)组： 

1．4 Kupffer细胞 I、I R4／MD一2mRNA检 坝0 

1．4．1 KCs总 P,NA提取 及 cI)NA合成 采用 Trizol试剂 

盒提取 KCs总 RNA，取 0．5lLg RNA提取物 ，用 RT—PCR试 

剂盒(Roche公司)将其逆转录为 互补 I)NA(cI)NA) 

1．4．2 PCR反应 以 G—actin作为内参对照，TI R4、MD一 

2以及 B—actin引物 由上海生 I 合成，序列 见表 l PCR循 

环条件为：94℃ lnlill，58℃ 1rain，72~(7 lnlill，30个循环 ，72 、 

延长 7min EB染色，1．5％琼脂糖凝胶电泳 PCI~,产物，凝胶 

成像系统和图像分析系统观察并半定量汁算 PCR产物的相 

表 1 RT—P(、R引物设计 

引物序列 长度(bp) 

TI R4 5”I、( ATA(～ TTT ( I I、ATAA( 3’ 3 1 1 

5’(；AAAT( ；AG( A(’(’(、( I I'C3’ 

MD 2 5’AT( T(vrTCCT( ( T1 3’ 332 

5’C A rG( ：A(：A( AA( I I’ (、TT3’ 

8 aclin 5’AT(、AT( TTTGAGA(、C I I、CAA(、A3’ 300 

5’CAT( r( rT( CGAAGT(：CA3’ 

对表达趋，结果以目的基因 一actin mP,NA的灰度比值表 

不  

1．5 KCs膜 TI R4／MI)一2蛋白的检测 

采用流式细胞仪(F(、M)检测 Kupffcr细胞 TI R4／MI)一 

蛋白的表达：加入 FIT(?标i己的机 TI I“ 千u PE际i己的抗 

MI)一2单抗( nta Cruz公司)各 20f l， j K(、s在 _l 、下共孵 

育 30min，PBS液冲洗 3次，用 FCM(Coulter，美国)怆洲每份 

际本 10 个细胞中阳性细胞数，／支 、r均荧光强度(MFI) 

1．6 抗 TLR4抗体对 T F一Ⅱ分泌的影响 

将上述冉灌注后各时点的 K(、 接种于 24 4Lkff养饭内， 

每孔 lnll(1×l06／m1)，将细胞分 l为 ：IR组 ，不JJ口处理因 

素；抗 TI R4组．加入 I'LR4抗体 ()2ml(1：l00) 在 3712"孵 

育3()n1in后获取培养上清，采用 I'NK—n E1 ISA柃测试剂盒 

(Sigma公司)测定 r 一n含量(具体步骤参照说明书进仃) 

1．7 统计学分析 

实验数据以均数 ±标准差( ± )丧爪，用 sI l()()进 

行统汁分析，以 P<()．()5为差别有 Î著 rI P<()．()l为等另lJ 

有极显著意义 

2 结 果 

2．1 Kupffer细胞 TLR4／MI)一2 mRNA表达 

对照组有微量 TLR4 r)一2n1R A表达 ，再灌 

注后 2h， I'LR4／MD一2mRNA 16乏达明显升高(为对 

照的4倍)，12h达到峰值(为埘照9倍)，24h轻度降 

低(为对照 7倍)，但都明显高于对照组(与对照组相 

比，P<0．【)1)(图 1) 

2．2 K( s TLR4／MI) 2蛋白表达 

对照组 TLR4、MD 2阳性细胞所占 分比分 

别为 7．9％和 6．5t％。再灌 注后 Kupffcr细胞 膜 

TLR4／MD一2蛋白表达与 mRNA成正相关 ：2h表 

达明显增强，表现为FFI、C、P 阳性细胞所占的比例 

较对照显著增多(分别为45．7o／{，、38．6t )，平均荧光强 

度也显著增强，12h达峰值(分别为 78．4t％、74．1t％)， 

24h略有下降(分别为61．7t 、58．4t )(与对照组相 

比，P<0．01)(图 2)： 

2．3 再灌注后各时点 IR组与抗 TI R4组 I'NK 0t 

水 平 比较 

再灌注后 TNF—a量逐步增高，0、2、l2、24h分 

另_J为 35．7±4．8、265．4±24．1、529．3±34，l、329．7 

±26．9 pg／m[；用抗 TLR4抗体 ，各时点的表达量都 

较相同时点 IR组明显降低，分别为 102．5±13．2、 

207．6±21．4、185．2±16．5pg／ml(与 IR组相比，P 

<0．01)(图3)。 
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图 I 再灌注后 l、ll I-I绸胞 ／',il) 2 2- JtN．、表达情况【-= } 

、表示凝胶电泳 R产蝴结果 ；̈表示目的基因 一 mRNA的灰度比值 ，’与对照组相比，f，( 

r_—～ J 

— 一 I 

面 l 

图 再灌注后 、卜} 标记阳性细胞比例 

与对熙组相比， <ll ll】 

图3 两组 l、t 培养上清中 l 【 。分泌量比较(- 

与 l】t组相比．』 <¨OI 

3 讨 论 

T· 】l类蛋rl是首先 I粜蝇Jt~i J,th,发育时发现的 一 

类跨嗅受体，n-ti,：做 物的免疫厦1． 中起西餐作 

HJ。 1996年，Jam -y等前宽发甩第一个仔 

于人类细也丧 的 n 【I洋货 ，币j 为 lI 】I受悼 

近年来，在哺乳曲物胡 发现了 ⋯ 个 『_样受怍 

家媛减员．其一1] 』内毒索(1 】 )衍号转导州足的土 

要是 hm佯受体4(Tl|R4) 

现已基本阐I啊内毒素的佶 转导途f{：1，J 迹 

凡 液 ，首先 LBI (脂多槠 、i一 ．肜 

成 I．pt4,【 1 5I’复合伴，然后rI；。 ‘’『L倾i，噬圳恺1 

旧 n J“l 1此怆外 经 【I 4跨雌传递{ 

胞 ．通过 多步酶f 级联反应．i 化 N} 最终 

；I起 r F n等 有害 】胞I 允 铎坟 l J_， 

瀚衍细胞还必需有另一手lj『重婴州 舒 MI) 

’ M1) !是l 毒素跨 信 转 的重安 

蛋白．它LjT1 【 4的抛外区丰l=1适．1l。三JJ luu 】) 

：复台物，增强 l_】 s的f ； 转 

Kupfft r细胞作为体J～最 走l10 芷r1 核 ． Ⅲ 

悝样怵，主监分布 一肝m蛮 ， f 停豫尢川’驯 

求． 灌 开始晤，人量卜勺毒索随门I『】}脉  ̂

K(’ ㈨互接触 f 此 }究 K(’  ̈R4 、 I) 2 

『_1{J表达．对于I刊H月引起冉灌 1 撇 『l 咆 于来源 

【’』技 I』 l fJ{J发 E机制意义最凡 

研究发观．止膏处 r抒息状怠的 、 是研仃少 

b I'LR4／M[) 2毖网驶篮白的文选．睦可能刈 

维持IqC JlJj能．幢之处1 I， 澈状， 址必需的 ï ． 

川 移柿冉灌 ．随瞢大齄 1，I 0 I＼ 接触．触发 

J 【．( s i'r,'；ffi号转导．引起 ’ 刮I J，s的幢敞f̈敏 

感l蛭增JJII．导敛 l、L 4 MI)～2 }丌货白&逃世 

违增强．斤 冉灌ij：后 l2h达刊峰 衄，陋之01．毽 

ll I。n等有 苦细I旭日 l1々分泌J竹多 l̂J丁确旧地 

； 1月1LR4， Ⅵ1]一二 下簖郑ll也 f-轰 的是系． 

迥过『巫』lj打℃I LR4抗悼5R断 T1JI“ l10；．‘i合J ． 

发现 J 游 I NF 。的舒泌大九减少．这～ 川 

K(、、丧向TI．K4 M】] 2萤[1挺迅州 J。 游细№川 

于的舒勉挂必需的 

综 目 述．研究衷叫 Kut №t矗由 _r『 [,~4／MI) 

基因 及膜蛋白的 逃．缺血阿艘注后．TJ J“／ 

I||I|_． 

一 
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MD 2表达增强，内毒素通过与 TLR4AVID一2的 

结合，启动 Kupffer细胞激活的信号转导，引起 TNF 

— a 等细胞因子的分泌，最终造成对移植物的攻击 

和损害。但尚需进一步研究 TI R4／MD一2一NF— 

E}_-细胞因子之间的信号转导过程，才能准确阐明 

TLR4／MD一2参与缺血再灌注损伤的整个信号转 

导通路。 

(致谢：本研究是在重庆市肝胆外科重点实验室 

完成，在此感谢 !) 
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