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实验性酒精性肝病时 Kupffer细胞 Toll样受体 4的表达 

左国庆 ，龚建平 ，何 松 ，刘长安 

(1．重庆医科大学第二临床学院消化内科，2．肝胆外科，重庆 400010) 

【摘 要】目的：观察酒精性肝病大鼠Kupffer细胞(KCs)Toll样受体(TLR)4蛋白合成和基因表达及其在肝损害中的作用。 

方法：28只Wistar大鼠随机分为乙醇喂养组(E组)和葡萄糖喂养组(C组 )。用激光共聚焦显微镜测定 KCs膜上 TLR4蛋白 

的合成 ；用逆转录多聚酶联反应(RT—P( )测定 KCs中TLR4 mRNA的表达；用鲎试剂基质偶氮显色法测定门静脉血中内毒 

素含量 ，并观察肝脏形态学变化。结果：E组 KCs膜 TLR4蛋白表达较 C组显著增强；E组 TLR4 mRNA的表达也显著高于 C 

组(P<0．01)；E组血浆内毒素浓度明显高于 C组(P<0．01)；E组肝组织发生显著的病理变化。结论：乙醇能诱导大鼠肝脏 

KCs合成 TLR4蛋白及表达 TLR4基因，TLR4在乙醇所致的肝损害中可能起作用。 
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Expression of Tol l—I ike receptor 4 in kupffer cel ls 

in experimentaI alcohoI—induced I iver disease 

ZUO Guoqing，et al 

(Department ofDigestive Disease，the Second College of Clinical Medicine，Chongqing Medical University) 

【Abstract】 Objective：To observe the synthesis of Toll—like receptor(TLR)4 protein and its mRNA expression in Kupffer cells 

(KCs)and evaluate the role of TLR 4 in the liver injury in the rats with alcohol—induced liver disease(ALD)．Methods：Twenty 

eight Wistar rats were divided into two groups：ethanol—fed group(group E)and control group(group C)．Group E were fed with 

ethanol(dose of 5～12g／kg／d)and group C received dextrose instead of ethano1．Rats of the two groups were sacrificed at 4 wk and 

8 wk．KCs were isolated and incubated．TLR 4 protein in KCs was determined by laser scanning confocal microscopy(LSCM)．TLR 

4 mRNA in KCs was determined by the reverse transcription polymerase chain reaction(RT—PCR)．Plasma endotoxin levels were 

me23sured using the Limulu5 Arnebocyte Lysate test kit．The liver pathology was observed under light and electronic microscopy．Re— 

sults：The fluorescence intensity of TI．R 4 protein in KCs by LSCM was stronger in group E than those in group C．Ethanol adminis— 

tration led to a significant increasein TLR4 mRNA expression compared with group C(P<0．01)．Plasma endotoxin Levelsincreased 

significantly in group E(129±21)ng／Land(187±35)ng／L at than in control rats(48±9)ng／Land(53±11)ng／L，respectively 

at 4 wkand 8 wk(P<0．01)．Inliver sectionfromgroupE，therewasmarked pathological changesincluding steatosis．cellinfiltra— 

tion and necrosis．None of the rats in group C developed marked pathological changes in liver．Conclusion：Ethanol administration can 

markedly lead to the syn thesis of TLR 4 protein and its gene expression in KCs，and TLR 4 may play a role in the development of al— 

cohol—induced liver injury． 

【Key words】Toll—like receptor；Alcohol—induced liver disease：Kupffer cells 

以前的研究显示血浆内毒素、肝组织 中脂多糖 

(LPS)结合蛋白(LBP)及其受体 CD14在酒精性肝 

病(ALD)所致的肝损害中起重要作用[1l。最近的 

研究发现，Kupffer细胞表面存在一种膜蛋白，被称 
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为 Toll样受体(TO1l—like receptor，TLR)4，它是一 

种跨膜蛋白，与 IL一1受体具有相同的胞浆结构域 ， 

在 LPS介导单核 一巨噬细胞激活中起重要作用[2l， 

LPS介导 KCs的激活也需要 TLR4的参与[3l。但 

是 ，ALD时 KCs是否合成 TLR 4蛋白及表达 TLR 

4基因仍不清楚。本研究用乙醇喂养大鼠建立ALD 

动物模型，观察肝 KCs是否合成 TLR 4的蛋白及表 
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达 TLR 4基 因 ，探 讨 TLR4在大 鼠 ALD肝脏 损害 

中的作用。 

l 材料与方法 

1．1 动 物 及 处理 

28只雌性 Wistar大鼠，体重 180～220g，随机分为乙醇 

喂养组(E组)和葡萄糖喂养对照组 C组)。E组第 1周乙醇 

用 量为 5g／kg／d加入 饮水 中喂 养(月I灌 胃方式 喂养 )，以后 每 

周乙醇浓度递增 ，第 8周时达 12g／kg／d，每 日饮食为新鲜配 

制。C组饮 水 中加 入等 量 的葡萄 糖 ，其它 条件 完 全相 同 ，两 

组大鼠分别于 4周和 8周后活杀取材，每组每时相点 7只动 

物。主要取材方 法为 1％的戊 巴 比妥 (30mg／kg)腹 腔 内注射 

麻 醉后 ，经尾 静脉抽取 血标本存放 于 一70℃保 存待 测 。大 鼠 

酒精性肝病的病理学指标与文献报道一致|4 J。 

1．2 KCs的 分 离和培 养 

按 照 Gong等[ ]介 绍 的原 位 胶 原 酶 灌 注法 进 行 分 离 。 

主要步骤 为 ：门静 脉灌 注 Hanks 平 衡液后 切取 肝脏 ，用 0．5 

g／L的Ⅳ型胶原酶溶液(Sigma)进行灌注消化 ，然后彻底冲 

洗 ，放人 装有含 5 ml／L胎牛 血清(FCS)的 RPMI培养基 的塑 

料 培养 皿 中。37℃ 下 ，在 02和 CO：(0．95／0．05)中孵 育 3h 

后 ，用吸管 清除悬浮 细胞 后得 KCs，经 酸性 磷酸 酶 组织 化学 

染色鉴 定 ，光镜 下观察其 纯度大 于 90％ ，用 台盼兰 染色 测定 

其活力 大于 92％。 

1．3 KCs膜 TLR 4蛋 白合成 

用 激光共 聚 焦显 微 镜 测 定。 主 要步 骤 为 ：分 离 的 KCs 

用抗 TLR4抗体(Santa Cruz公司产品)(0．1 mg／L)4℃下孵 

育 60rain，清洗后 ，再 用 FITC一山羊 抗 免 IgG 4℃下 孵育 30 

rain，再 次清 洗 ，然 后 用 激 光 共 聚 焦 显 微 镜 (Leica TCS NT 

160195，德国 )测 定 KCs中 FITC阳性 细胞 数 及 其荧 光 强度 

的变化 。 

1．4 KCs中 TLR 4的测 定 

1．4．1 KCs中 RNA的提取和 cDNA的合成 

用 TRIZOL试 剂 盒 (Life Technologies，USA)提 取 KCs 

中总 RNA，具体方法按试剂说明书进行。取 0．5ml RNA用 

RT—PCR试 剂盒 (Roche，USA)将 其逆 转 录 为互 补 的 DNA 

(cDNA)，并 于 一70℃保存 待测 。 

1．4．2 KCs中 TLR 4 mRNA表 达 

用逆转 录 一多 聚酶链 聚合物 反应(RT PCR)测定 ，以 B 

— Actin作为 内参 对 照。TLR 4和 p—Actin的 mRNA引 物 

由上海生工生物工程公司合成。TLR 4的序列为：上游(5 

一 GTCCATCGGTT( ATCTTGGA 3 )，下 游 (5 一 

TTAAAAATGGCTGGCAATTCT一3 )；B—actin的序 歹0为 ： 

上游 (5 一ACCACAGcTGAGAGGGAAATCG 3 )，下 游 (5 

一 AGAGGTCTTTACGGATGTCAACG～3 )。TLR 4和 B 

actin扩增 的 PCR产 物 大小分 别 为 681bp和 281bp。扩 增 条 

件 ：93℃变性 lmin，57℃退 火 2rain，72℃ 扩增 lmin，共 30个 

循环。用 20g／L琼脂糖电泳 PCR扩增产物，EB染色，凝胶 

成像系 统观 察 、照相 ，计 算 PCR产 物 的相对 表达 量 ，结 果 即 

PCR产物 量以相 对光密度 (R0D)表示 。 

1．5 血浆 内毒 素含量 的测 定 

血浆内毒素含量按左国庆等⋯介绍的方法进行测定。 

主要步骤为 ：无热原条件下收集门静脉血标本，4℃ 200g离 

心 8 rain，取血 浆并在 一70℃下保存 ，并 在 1周 内用 鲎试 剂基 

质 偶氮显色 法进行测定 (鲎试 剂盒从上 海生化所 购买 )。 

1．6 肝脏形 态学观察 

大鼠活杀时取左肝叶肝组织。供光镜观察的标本固定 

于 100 m1．L。。中性甲醛溶液 ，常规石蜡包埋 ，HE染色 ：供电 

镜观察的标本固定于 25g．LI1戊二醛磷酸盐缓冲溶液中，环 

氧树脂 6l8包埋 ，超薄切片 ，醋酸铀 和柠檬 酸铅 电子 染色 ，日 

立 一2000型透 射电镜 观察。 

1．7 统计学 处理 

实验所 得数据 以均 数 ±标 准 差 (；±S)表 示 ，用 t检 验 

方法 进行统计 ，以 P<0．01表 示差异 显著。 

2 结 果 

2．1 KCs膜 上 TLR 4蛋 白 的合 成 

为了确定 KCs是否合成 TLR 4蛋白，用激光共 

聚焦显微镜测定两组 KCs上 TLR 4蛋 白的表达情 

况 ，发现 C组无明显 FITC—TLR 4阳性细胞 ；E组 

FITC—TLR 4阳性细胞数明显增多，其荧光强度也 

显著增强(图 1)。 

图 1 E组激 光共聚焦显 微镜 

示明显 的 FITC—TLR 4阳性细胞 

2．2 KCs中 TLR 4 mRNA 的表达 

C组 大 鼠 4周 和 8周 时 KCs中 TLR 4mRNA 

的表达均 不 明显。E组 KCs中 TLR 4mRNA 在 4 

周时巳明显表达(ROD值为 7．6±0．5)，8周时其表 

达进一步增加(ROD值为 8．7±0．7)，与 C组相 比 

差异显著(c组 ROD值4周和8周分别为 1．8±0．2 
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和 2．0±0．3，P<0．01)(图 2)。 

图 2 RT—PCR显示 TLR 4 mRNA表达 结果 

M．标准对 照 ；1和 3为 C组 4周 和 8周 ；2和 4为 E组 4周 

和 8周 

图 3 E组 8周时肝 组织中有较 多吞噬细胞 (KCs)。 

其胞 内溶酶体 增多 。吞噬活跃 。肝细胞胞 浆空泡样 变性及 

髓鞘样 结构 形成 (TEM×4000) 

图 4 E 组 8周 时 KCs吞 噬 体 增 多 、 

线粒体 空化 (TEM×20000) 

2．3 血浆中内毒素含量变化 

E组大 鼠在 4周和 8周时血浆 内毒素浓度分别 

(129±21)ng．L 和(187±35)ng．L ，明显高于 c 

组的(48±9)rig．L 和(53±11)ng．L一 (P<0．01)。 

2．4 肝 脏 病理 学 变化 

E组 乙醇喂养 4周时光镜下见肝细胞 内出现大 

小不等的空泡样脂肪变性 ，肝窦内有较多 白细胞 ，但 

未见明显的炎性细胞浸润和坏死病灶形成 ；8周后 ， 

肝细胞脂肪变性更加 明显 ，并有较 多的炎性细胞浸 

润及坏死灶 出现。电镜下 E组肝 细胞 内有 较多局 

灶性的胞浆 变性及 髓鞘 样结 构形式 ，线 粒体 空化 ； 

KCs数量增多 ，吞噬活跃。C组大鼠光 、电镜下肝组 

织无明显 的病理学变化 (图 3和图 4)。 

3 讨 论 

已证明 ，ALD时肝脏损害的程度与乙醇的剂量 

和作用时间呈正相关 J，乙醇对肝脏 的毒性作用与 

血浆中内毒素的水平密切相关 ，内、毒素对 肝脏的损 

害主要是通过 CD14的作用而实现的【 。TLR 4是 

近年发现 的一种细胞膜受体 ，与 CD14共 同作 用促 

使细胞对多种病原微生物特别是 LPS发生反应 J。 

通过这类受体触 发信号传导 ，引起 NF—kB的核转 

移 ，促发炎症反应 ，导致 TNF—a、白介素类 、前 列腺 

素及 其 它 细胞 因 子释 放 ，引起 肝 细胞 损 害。所 以 

LPS与 KCs膜 上 TLR结 合可能 是 ALD发病机制 

中的关键步骤 J。 

本研究 的主要 目的是观察乙醇喂养大鼠 KCs 

中能否合成 TLR 4蛋 白及表达 TLR 4基 因，以及 

TLR4在大 鼠 ALD肝脏损 害 中的作用。结 果发现 

E组 大 鼠 KCs显著 表达 TLR 4蛋 白和 TLR 4基 

因 ，血浆 中内毒素水平明显高于对照组 ，肝脏内出现 

脂肪变性 、坏死及炎性反应 ，而对照组肝脏无明显 的 

形态学改变 ，提示 TLR 4在乙醇所致 的肝损害 中可 

能起作用。我们以前 的研究显示 ，ALD时肝脏 出现 

严重损害 ，同时伴 有肝组织 中 LBP和 CD14蛋 白及 

其基 因的表达 明显增高 ，血浆转氨酶 明显增高 ，增高 

的 LBP和 CD14与肝脏 发生 炎症反 应 和损 害 的程 

度密切相关⋯ 。Yin等 j也报道 乙醇能增加血浆 中 

内毒素含量 和肝组织 中 CD14 mRNA的水平 ，大 鼠 

肝脏对乙醇所致 的损 伤的敏感性与肝组织 中 CD14 

的表达直接相关。ALD时肝脏能产生 TNF—a、IL 

类、前列腺素及其它可溶性细胞介质，在早期肝脏损 

害 中起重要作用”Ll 。 

最近有研究发现乙醇喂养缺乏 TLR 2或 TLR 

4基因的小鼠，其酒精性肝损害的程度明显低于正 

常表达TLR基因的小鼠，提示TLR 4能介导LPS 
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的信号传导。Uesugi等 3j报道小鼠 TLR 4基因功 

能变异能预防乙醇早期所致的肝损害，阻止 LPS信 

号的传导 ，减少细胞因子 TNF—a的产生。我们的 

结果也证实肝 KCs膜上 TLR 4蛋白在 ALD所致肝 

脏损害中可能起作用。KCs中 FLR 4 mRNA表达 

明显增强进一步显示 KCs中 TLR 4蛋白合成的增 

多，可能引起肝组织或肝细胞对内毒素的敏感性增 

加，导致核转录因子 NF—ld3的激活和前炎症性细 

胞因子的产生和释放 ，最终诱导肝脏细胞损害 1 。 
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