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TLR4在内毒素激活肺泡Ⅱ型上皮细胞过程中的表达及可能作用机制

李永旺 ,张德明 ,钱桂生 ,毛宝龄 ,麻　莉　　(第三军医大学新桥医院全军呼吸内科研究所 ,全军呼吸病研究重点实验室 , 重
庆 400037)

　　提　要:目的　探讨TLR4(toll like receptor 4)在内毒素(LPS)激活肺泡Ⅱ型上皮细胞(ATⅡcells)中的表达及可能作用机制。

方法　通过 RT-PCR的方法检测 TLR4 mRNA 在ATⅡcells的表达;电泳迁移率改变法检测 LPS刺激后的ATⅡcells NF-κB活性的

变化;ELISA检测 ATⅡcells 培养上清中 TNF-α和 IL-6的含量变化。结果　正常 ATⅡcells 表达有 TLR4 mRNA , LPS 刺激后表达

增强;其表达在 1～ 103 ng/ml LPS范围内呈浓度依赖性增强。 LPS刺激后 , ATⅡcells NF-κB 活性及 TNF-α和 IL-6 的生成均呈浓

度依赖性的增强。结论　TLR4在活化的ATⅡcells中的表达呈 LPS 浓度依赖性并向细胞内传递 LPS 炎症信号。

　　关键词:内毒素;Toll样受体 4;急性肺损伤;肺泡Ⅱ型上皮细胞
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TLR4 expression in the activation of alveolar typeⅡcells induced by lipopolysaccharide
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　　Abstract:Objective　To investigate the expression of TLR4(toll like receptor 4)and its roles in the activation

of alveolar type Ⅱ epithelial cells(AT Ⅱcells)induced by lipopolysaccharide(LPS).Methods　The expression of

TLR4 mRNA in ATⅡ cells was detected by semi-quantitative RT-PCR.The activity of NF-κB in AT Ⅱ cells was

measured by electrophoretic mobility shift assay(EMSA).The concentration changes of TNF-αand IL-6 in the super-

natant of cultured ATⅡ cells were detected by ELISA.Results　The expression of TLR4 mRNA was detected in

normal ATⅡ cells.After stimulation with LPS , the expression increased in a dose-dependent manner in the range of

1-103 ng/mL LPS.In ATⅡ cells after stimulation with LPS , the NF-κΒactivity and the production of TNF-αand

IL-6 increased in a dose-dependent manner.Conclusion　TLR4 is expressed in AT Ⅱ cells in a dose-dependent

manner , and also conducts inflammatory signal of LPS into cells.

　　Key words:lipopolysaccharide;toll like receptor 4;acute lung injury;alveolar type Ⅱ epithelial cell

　　在内毒素(lipopolysaccharide , LPS)所致肺急性炎

症反应的研究中 ,既往多注重肺泡巨噬细胞(alveolar

macrophages , AM)和多形核白细胞(polymorphonuclear

leukocyte, PMN)在诱发和调节肺炎症反应中的作

用[ 1] 。而对肺泡 Ⅱ型上皮细胞(alveolar typeⅡepithelial

cells , AT Ⅱ cells)的研究却较少。事实上 , 象 AM 和

PMN一样 ,ATⅡcells也能被 LPS 激活 ,释放大量炎症
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介质如 TNF-α、IL-8 、NO 、H2O2 、巨噬细胞炎症蛋白-2

(macrophage inflammatory protein-2 , MIP-2)、单核细胞趋

化蛋白(monocyte chemotactic protein , MCP)和前列腺素

等 ,对急性肺损伤的发生 、发展同样起着不可忽视的作
用[ 2 ～ 5] 。一系列的研究证实 , LPS 炎症信号是通过

TLR4(toll like receptor4)向细胞内传导[ 6 ,7] 。那么 , Ⅱ

型细胞是否表达 TLR4 , LPS 激活 Ⅱ型细胞是否通过

TLR4来介导 ,有待证实。我们假设分离培养的肺泡 Ⅱ

型上皮细胞表达有 TLR4受体 ,并通过实验进行验证。

同时观察NF-κB活性的变化及细胞因子的生成。

1　材料和方法

1.1　主要材料
　　LPS(E.coli serotype 055:B5)购自 Sigma公司 、p50 、p65 单克

隆抗体购自 SantaCruz 公司 、[ γ-32p] ATP 购自北京福瑞公司 、

TNF-α和 IL-6 ELISA检测试剂盒购自晶美生物 、RT-PCR试剂盒
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购自大连宝生物 、RNA提取试剂(Tripue)购自罗氏公司 、凝胶电

泳迁移分析系统(electrophoretic mobility shift assay , EMSA)检测

试剂盒购自 Promega公司。

1.2　细胞培养及实验分组
　　取引产胎儿肺组织 , 参照文献[ 8] 方法培养肺泡Ⅱ型上皮

细胞。细胞培养 24 h 后 , 转为无血清 DMEM 培养 ,按以下方法

进行分组:①加入 1μg/ml LPS , 对照组不加 LPS ,分别于 1、2、4、

8 、12、24 h提取细胞总 RNA和细胞核蛋白 ,检测 TLR4 mRNA 表

达 ,同时检测 NF-κB 活性变化。细胞培养上清-70℃存放 , 待

测TNF-α和 IL-6含量 。②分别加入 1、10、102、103、104 、105 ng/ml

LPS ,对照组不加 LPS ,继续培养 2 h 后 , 提取细胞总 RNA 和细胞

核蛋白 , 检测 TLR4 mRNA 表达 , 同时检测 NF-κB 活性变化。 细

胞培养上清-70 ℃存放 ,待测 TNF-α和 IL-6含量。

1.3　检测 TLR4和MD2 mRNA的表达

　　细胞总 RNA 的提取按照 Tripue 试剂说明书进行。 TLR4

(ACCESSION NM_138554)上 游 引 物 为 5′-AGCCCTGGGAGC-

CTTTTCTGG-3′, 下游引物为 5′-CAAATTGCACAGGCCCTCTAG-3′,

扩增产物 499 bp , Tm:57 ℃;按照 RT-PCR试剂盒说明书进行扩

增。各组样品同时扩增 GAPDH(294 bp)作为内参照。 扩增完

毕 ,取各样本 PCR产物 10μl与 2 μl上样缓冲液混匀后 ,加入凝

胶梳孔内 ,行 1.5%琼脂糖凝胶电泳。取 DNA maker同时电泳 ,

作为标准分子量参照。55～ 60 V恒压下电泳 40 min后 ,凝胶放

入凝胶分析仪暗箱中 ,紫外线投射成像 , CCD摄入计算机分析。

1.4　NF-κB活性检测
　　细胞核蛋白的提取参照文献[ 9] 进行。 含通用κB 序列的

双 链 寡 核 苷 酸 探 针 (5′-TTGTTACAAGGGACTTTC

CGCTGGGGACTTTCCAGGGAGGC-3′ 和

3′-AACAATGTTCCCTGAAAGGCGACC- CCTGAAAGGTCCCTCCG-5′)

在T4 激酶催化下 ,用[ γ-32p] ATP标记探针 5′端并纯化。寡核苷

酸探针与细胞核蛋白的结合反应:①各组取核提取物 3 μg与标

记探针 1μl(1 ngDNA)及 20 μl结合缓冲液混合;②1 μg LPS 刺

激2 h 组核提取物 3 μg 与 20 μl 结合缓冲液混合 , 并分别加入

200 倍的未标记探针和小鼠抗人 P50 及 P65 单克隆抗体用作抗

体竞争及超迁试验 ,先冰浴 30 min , 再加入标记探针 1 μl。上述

①和②混和物分别于 37 ℃孵育 1 h 后 , 经 8%非变性聚丙烯酰

胺凝胶电泳 ,电泳毕将凝胶置干燥仪中烘烤 , -70 ℃放射自显

影24 h 以上。 将显影结果经扫描仪扫入计算机中 , 用 Image

Too1 系统进行分析 ,以积分灰度值表示 NF-κB 的活性变化。

1.5　ELISA测定细胞培养上清中TNF-α和 IL-6含量
　　按照试剂盒说明书进行。

1.6　统计学处理
　　数据以 x±s表示,采用单因素方差分析及均数间多重比较。

2　结果

2.1　LPS刺激后不同时相点 TLR4 mRNA 表达水平的

改变
　　正常未刺激细胞即可见 TLR4 mRNA 表达。 LPS 刺激后

1 h , TLR4 mRNA 表达明显增强 , 2 h 达到高峰 , 此后持续升高至

8 h 后逐渐下降(图 1)。

A:TLR4 mRNA expression in ATⅡcells;M:DNA marker;C:Control;

1-6:1 , 2 , 4 , 8, 12 , 24 h.B:The densitomet ric analysi s for TLR4 mR-

NA after normalization with GAPDH(n=6);＊:P<0.01 , vs control;

+:P<0.05 , vs 2 h

图 1　LPS在不同时相点对 TLR4 mRNA表达的影响

Fig 1　Effects of LPS on TLR4 mRNA expression at different time points

2.2　不同浓度LPS刺激对TLR4 mRNA表达水平的改变
　　1 ng浓度的 LPS 即可引起 TLR4 mRNA表达显著增高 , 此后

随着 LPS 浓度的增高 , 表达继续增强 , 当 LPS 浓度达到 103 ng/

ml以上时 , 继续增加 LPS浓度 , TLR4 mRNA表达虽仍有增多 , 但

无显著变化(图 2)。

A:TLR4 mRNA expression in ATⅡcells;M:DNA marker;C:Control;

1-6:0.001 , 0.01 , 0.1 , 1 , 10 , 100μg/ml;B:Densitometric analysis

for TLR4mRNA after normalizationwith GAPDH(n=6);＊:P<0.01 ,

vs LPS 0;＊＊:P<0.01 , vs LPS 0.001;+:P<0.01 , vs LPS 0.01;

++:P<0.01, vs LPS 0.1

图 2　不同浓度 LPS对 TLR4 mRNA表达的影响

Fig 2　Effects of LPS at different concentrations on TLR4 mRNA expression
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2.3　Ⅱ型细胞NF-κΒ活性变化
2.3.1　LPS刺激后不同时相点NF-κΒ活性的变化　　LPS 刺激

后的各组细胞 NF-κΒ活性与对照组相比均显著升高(P <

0.001), LPS 刺激后的 2 ～ 4 h NF-κΒ活性达到峰值 , 随后逐渐减

弱。NF-κΒ活性的特异性检测:未标记探针的浓度达标记探针

的200倍时 , 竞争结合反应明显 , 滞后带基本消失。抗体超迁

移试验:加入抗 P50 及P65 单克隆抗体后 ,电泳滞后带变淡且更

为滞后(图 3)。

A:Result of an EMSA obtained from nuclear extracts;C:Control;1-6:

1 , 2 , 4, 8 , 12, 24 h;7-10:Nuclear extracts from cells collected 2 h af-

ter 1μg/ml LPS administration;8:200-fold excess unlabled probe;9:An-

tibodies to p50;10:Antibodies to p65;B:Analysis of the result of EMSA

(n=6);＊:P<0.01 , vs control;+:P<0.05 , vs 2 h;++:P<

0.05 , vs 4 h;+++:P<0.05 , vs 8 h

图 3　LPS在不同时相点对NF-κB活性的影响

Fig 3　Effects of LPS on the activation of NF-κΒin AT Ⅱ cells

at different time points

2.3.2　不同浓度 LPS 刺激对 NF-κΒ活化的影响　　LPS 刺激

后的各组细胞 NF-κΒ活性与对照组相比均显著升高(P <

0.001), 而且随着 LPS 浓度的加大 , NF-κΒ活性呈浓度依赖性的

增强增强(图 4)。

2.4　细胞培养上清 TNF-α及 IL-6含量的变化
2.4.1　LPS刺激后不同时相点 TNF-α及 IL-6 含量的变化　　

LPS 刺激后的各组细胞培养上清中 TNF-α和 IL-6 的含量均显著

高于正常对照组(P<0.01);但两者的变化又不尽相同 , TNF-α

在 LPS 刺激后的 1 h 内即迅速升高 , 2 h 左右达到高峰(P <

0.05), 随后迅速下降 ,但仍显著高于对照组;LPS 刺激后的各组

细胞 IL-6的含量缓慢升高 , 4 h 后迅速升高 , 8 h 左右达到高峰 ,

随后缓慢下降(图 5)。

2.4.2　不同浓度 LPS 对 TNF-α及 IL-6 生成的影响　　经不同

浓度LPS 刺激后 2 h ,各组细胞培养上清中 TNF-α和 IL-6 的含量

均显著高于正常对照组(P <0.01), 但 IL-6 升高的幅度要低于

TNF-α;LPS 引起的 TNF-α和 IL-6 的生成均呈浓度依赖性的增加

(图 6)。

A:Result of an EMSA obtained from nuclear extracts;C:Control;1-6:

1 , 10 , 102 , 103 , 104 , 105 ng/ml LPS;B:Analysis of the result of EMSA

(n=6);＊:P<0.01 , vs LPS 0;＊＊:P<0.01 , vs LPS 0.001;+:

P<0.01 , vs LPS 0.01;++:P<0.01 , vs LPS 0.1

图 4　不同浓度 LPS对NF-κB活性的影响

Fig 4　Effects of LPS at different concentrations on the activation

of NF-κΒin ATⅡ cells

＊:P<0.01 , vs control;+:P<0.05, vs 2 h;++:P<0.01 , vs 2

h;△:P<0.01 , vs 8 h;■:P<0.05 , vs 8 h

图 5　LPS在不同时相点对 TNF-α和 IL-6生成的影响

Fig 5　Effects of LPS on biosynthesis of TNF-αand IL-6 of ATⅡcells

at different time points(n=6)
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＊:P<0.01 , vs LPS 0;＊＊:P<0.05 , vs LPS 0.001;+:P<0.

05 , vs LPS 0.01;++:P<0.05, vs LPS 0.1;■:P<0.05 , vs LPS

1;△:P<0.05 , vs LPS 10

图 6　不同浓度的 LPS对 TNF-α和 IL-6生成的影响

Fig 6　Effect of LPS in different concentration on the production of

TNF-αand IL-6(n=6)

3　讨论

　　人们每天通过呼吸道吸入大量的气体 ,这其中含有

大量的细菌包括革兰阴性菌和内毒素(LPS),气道及肺

泡上皮细胞长期暴露于内毒素和革兰阴性菌的环境中 ,

因此革兰阴性菌及其胞壁成分内毒素是诱发急性肺炎

症反应的主要因素。研究证实 , Ⅱ型细胞不仅分泌表面

活性物资 ,还参与肺的炎症反应 ,能被 LPS 强烈激活产

生炎症介质
[2 ～ 5]

。LPS 炎症信号是通过跨膜受体蛋白

TLR4来向细胞内传导的。最近有证实呼吸道上皮细胞

和Ⅱ型上皮样细胞株 A549表达有 TOLL样受体[ 10] ,我们

通过 RT-PCR技术 ,证实分离培养的Ⅱ型细胞表达有

TLR4 mRNA ,且受 LPS 刺激后表达增强 ,呈一定的浓度

依赖性。这说明TLR4有可能参与了 LPS诱导的Ⅱ型细

胞的活化。为进一步研究 TLR4在 LPS 激活Ⅱ型细胞中

的作用 ,我们观察了NF-κB活性的变化及细胞因子的生

成情况。结果显示NF-κB的活性变化以及 TNF-α和 IL-

6的生成与 TLR4的表达变化相一致 ,随着 LPS 浓度的

增高 ,TLR4的表达亦增多 ,NF-κB的活性随之增强;TNF-

α和 IL-6的生成也增多。这进一步说明 TLR4可能介导

了LPS 诱导的Ⅱ型细胞的活化。

　　我们还观察了 LPS刺激后不同时相点 TLR4 mR-

NA表达的变化 , NF-κΒ活性的变化 、TNF-α及 IL-6含

量的变化 。结果显示正常未刺激细胞即可见 TLR4

mRNA表达。LPS刺激后 1 h ,TLR4 mRNA表达明显增

强 ,2 h达到高峰 ,此后持续升高至 8 h 后逐渐下降。

NF-κΒ活性变化与 TLR4 mRNA 的表达基本一致 , LPS

刺激后的 2 ～ 4 h NF-κΒ活性达到峰值 ,随后逐渐减弱。

受 LPS刺激后 ,ATⅡcells培养上清中 TNF-α含量迅速

上升 ,2 h左右达到高峰 , IL-6含量缓慢升高 , 4 h后迅

速升高 ,8 h左右达到高峰 。两者变化的不同可能由于

TNF-α是早期表达的致炎因子 ,而 IL-6是继发致炎因

子的缘故[ 11 ,12] 。

　　以上结果表明 , LPS能够激活肺泡 Ⅱ型上皮细胞 ,

导致TNF-α和 IL-6的大量释放 。这一过程可能是通过

TLR4※NF-κB※炎症介质这一信号转导通路实现的。

肺泡 Ⅱ型细胞对于维持肺泡的结构和功能的完整性具

有重要作用 ,它的活化有利于机体清除外来病原 ,但过

度活化也可能造成 Ⅱ型细胞的破坏 ,促进肺损伤的发

生。这一发现使我们对急性肺损伤的发生机制有了进

一步的认识。
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