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性别差异对脓毒症大鼠肺组织Toll样受体 4及 

髓样分化蛋白一2基因表达的影响 

杜晓辉 姚咏明 李荣 申传安 尹会男 

【摘要】 目的 探讨性别差异对脓毒症大鼠肺组织 Toll样受体 4(TLR4)、髓样分化蛋白一2(MD一2)和 

肿瘤坏死因子一a(TNF一“)基因表达的影响。方法 脂多糖(LPs)刺激前后留取雌性和雄性大鼠肺组织标本， 

提取总RNA，采用半定量逆转录一聚合酶链反应(RT—PCR)测定TLR4、MD一2和TNF一“的基因表达情况， 

采 用放射免疫测定法检测大 鼠血浆雌二醇 (E。)含量。结果 正常雌性和雄性大 鼠肺组织均可表达少量 

TI R4、MD一2和 TNF一“基因，性别间差异均无显著性 (P均>0．05)，但脓毒症雌性大鼠各项指标表达均明 

显弱于雄性 (P均<o．01)。相关分析表明，雌性和雄性脓毒症大鼠肺组织 TLR4、TNF一“的 mRNA表达与血 

浆 E。含量均呈显著负相关(P均<o．05)。结论 LPS诱导的肺组织 TI R4信号转导通路活化存在性别差异， 

内源性雌激素作用可能导致雌性脓毒症大鼠对 LPS的反应性弱于雄性 。 

【关键词】 Toll样受体 4； 髓样分化蛋白一2； 肿瘤坏死因子一 ； 脂多糖； 脓毒症； 性别差异 

Influence of sexual difference on expression of Toll——like receptor 4 and myeloid differential protein —。2 
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[Abstract] Objective To investigate the influence of gender on the gene expression of Toll—like 

receptor 4(TLR4)。myeloid differential protein一2 (M D一2)and tumor necrosis factor—d(TNF—d)in the 

lung in septic rats．M ethods The total RNA from normal and hpopolysaccharide(LPS)一challenged rats was 

extracted by Trizol reagent．The gene expressions of TLR4，MD 一2 and TNF—a mRNA were measured by 

semi—quantitative reverse transcription polymerase chain reaction (RT —PCR)． Plasma estradiol (E2) 

content was determined by radioimmunoassay． Results The gene of TLR4。MD 一2 and TNF —a were 

expressed in the lungs in normal rats。and there was no significant difference between male and female rats 

(P> 0．05)．After LPS challenge，the gene expression were markedly up—regulated at 2 hours，and the gene 

expressions of TLR4。MD 一2 and TNF—d were significantly lower in female group than those in male group 

(all P< 0．O 1)．Conclusion There are marked difference in activation of TLR4 signal transduction in the 

lung when stimulated by LPS between male group and female group．The response to LPS is lower in female 

septic rats than in male septic rats，which might be associated to the effect of endogenous estrogen． 

[Key words] Toll—like receptor 4； myeloid differential protein一2； tumor necrosis factor—a； 

hpopolysaccharide； sepsis； sexual difference 

在脓毒症的基础与临床研究中，有报道认为，雄 

性个体死亡率(或病死率)明显高于雌性。 。究其原 

因，有人认为是由于血浆中抗炎细胞因子白细胞介 

素一10(IL一10)浓度在雄性明显低于雌性 ；也有资 

料提示是由于雌性个体体循环中各种免疫球蛋白含 

量高于雄性。 。但从细胞信号转导角度探讨这一问 

题 目前尚未见相关报道。本研究中拟重点以脓毒症 

大 鼠肺脏为研究对象，探讨性别差异对 Toll样受 
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体 4／核转录因子一JcB(TLR4／NF—JcB)信号转导通 

路中跨膜受体复合物——TLR4／髓样分化蛋白一2 

(MD一2)的基因表达及肿瘤坏死因子一0【(TNF一0【) 

mRNA表达的影响。 

1 材料与方法 

1．1 动物分组及模型制备 ：4O只清洁级 Wistar大 

鼠。雌雄各半，体重 18o～220 g。称重后按随机数字 

表法将大鼠分为雌性对照组、雌性内毒素组、雄性对 

照组和雄性内毒素组，每组 1o只。雄性和雌性内毒 

素组均尾静脉注射 5 mg／kg脂多糖(LPS，E．coli． 

055：B5，Sigma公司)，2 h后处死大鼠，经腹主动脉 

抽血离心后留取血清，待测 TNF—a；无菌留取肺组 

织标本，一7O℃保存待测。 

1．2 肺组织 TLR4、MD一2和 TNF一0【的mRNA 

表达：取肺组织约 50 mg，以异硫氰酸胍一步法提取 
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总RNA(美国Promega公司)。采用半定量逆转录一 

聚合酶链反应(RT—PCR)测定 TLR4、MD一2和 

TNF—a的 mRNA表达 ，以三磷酸甘油醛脱氢酶 

(GAPDH)作为内参对照。TLR4序列为：5 一TAT 

CAG AAA TGC TAC AGT GGC TAC C 一 3 

(上游)，5 一GAC CTC AGC TTC AAT GGT 

GC一3 (下游)，扩增片段为742 bp；MD一2序列为： 

5 一CGG CAA TTC TAT GGA GTT GAT A 一3 

(上游)，5 一CCT CCG ATG CAA TTA TTT CCT 

A一3 (下游)，扩增片段为 182 bp；TNF—a序列为： 

5 一 GTA GCC CAC GTC GTA GCA AA 一 3 

(上游)，5『_CCC TCC AGC TGG AAG AC一3 

(下游)，扩增 片段 为 415 bp；GAPDH 序 列 为： 

5 一TCC CTC AAG ATT GTA AGC AA 一 3 

(上游)，5L AGA TCC ACA ACG GAT ACA 

TT一3 (下游)，扩增片段为 309 bp。扩增产物经质 

量分数为 1．6％的琼脂糖凝胶电泳后拍照，底片冲 

洗后采用 UVPGDS8O0(英国)图像分析处理系统进 

行分析，以目的基因和内参对照的积分吸光度值 

( 值)表示 mRNA的相对表达量。 

1．3 血浆雌二醇(E。)测定：采用放射免疫(双抗)法 

测定。 

1．4 统计学处理：数据均以均数±标准差(z±s)表 

示，采用 SPSS 10．0统计软件进行 t检验和相关分 

析等，P<0．05为差异有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 雌性和雄性大鼠肺组织 TLR4及 MD一2的 

mRNA表达(表 1，图 1)：雌性对照组和雄性对照组 

大 鼠肺组织 中均有 TLR4、MD一2的mRNA微 

量表达；LPS注射后2 h，雌性和雄性大 鼠 TLR4、 

MD～2的 mRNA表达均明显增强，但雌性较雄性 

弱(P均<0．01)。 

表 1 雌性和雄性大鼠肺组织 TLR4、MD一2和 

TNF—a的 mRNA表达( ±s) 

Table 1 Expression of TLR4 mRNA，M D 一2 mRNA and 

TNF —a mRNA in the lungs in female 

and male septic rats( ±s) 

组别 动物数(只)TLR4mRNA MD一2 mRNA TNF—dmRNA 

注：与雌性对照组比较 ： P<O．01；与雄性对照组比较 

P<O．01；与雌性内毒素组比较： P<O．01 

2．2 雌性和雄性大鼠肺组织 TNF—a mRNA表达 
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(表 1，图 2)：雌性和雄对照组性大 鼠肺组织均有 

TNF—a mRNA的微量表达；LPS注射后 2 h，雌性 

和雄性大鼠TNF—a rnRNA表达均有明显增强，但 

雌性较雄性弱(尸<O．01)。 
l 2 3 4 

( APDH 

M D 一2 

l～5分别代表雌性对照，雄性对照、雌性内毒素、 

雄性内毒素和 Marker 

图 1 雌性和雄性大鼠肺组织 TLR4，MD一2的mRNA表达 

Figure 1 Expression of TLR4 and M D 一2 m RNA 

in the lungs in female and male septic rats 

I 2 3 4 5 6 

l～6分别代表 GAPDH，雌性对照 、雄性 对照 、 

雌性脓毒症、雄性内毒素、Marker 

图 2 雌性和雄性大鼠肺组织 TNF—atuRNA表达 

Figure 2 Expression of TNF —a mRNA in the lungs in 

female and m ale septic rats 

2．3 雌性和雄性大鼠血浆 E 含量(表 2)：正常雌 

性大鼠血浆中E 含量明显高于雄性大鼠，差异有显 

著性(P％0．01)；雌性脓毒症组大鼠 E 明显高于雄 

性脓毒症组 ，差异也有显著性(，J<0．01)。 

表 2 雌性和雄性大鼠血浆 Ez含量( ±s) 

Table 2 Changes in serum estradiol concentrations 

in septic rats( ±s) 

注：与雌性对照组比较： P<O．O1；与雌性内毒素组比较 

P< O．0l 

．̂ 
㈣㈣ ㈣ Ĥ ㈨ 如 

耋萋 
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2．4 雌性和雄性大鼠肺组织 TLR4及 TNF—a的 

mRNA表达与血浆 E：含量的相关性分析(表 3)：相 

关分析结果表明，雌性和雄性大 鼠TLR4、TNF—a 

的mRNA表达与血浆E：含量均呈显著的负相关性 

(P均<0．05)。 

表 3 雌性和雄性大鼠肺组织 TLR4、TNF—o【的 mRNA 

表达与血浆 E：含量相关分析 

Table 3 Correlation between TLR4 mRNA．TNF—o【mRNA 

and serum E2 levels 

3 讨 论 

业已明确，LPS信号转导在全身炎症反应综合 

征(SIRS)的病理过程中起重要作用。LPS信号主要 

通过 TLR4／MD一2复合受体实现跨膜转导，最终 

导致 TNF—a的释放，TNF—a是最早释放且起关 

键作用的炎症介质之一，它可从不同环节并以不同 

方式参与体内炎症反应和组织损伤过程。 。TI Rs 

分子作为重要的模式识别受体，对多种病原相关分 

子模式进行识别，在动、植物及昆虫的抗感染天然免 

疫中发挥着重要作用“ 。TLR4是典型的模式识别 

受体，主要表达于单核／巨噬细胞，识别内外源性致 

炎因子，介导肺部炎症反应 。体内外实验显示， 

TLR4基因上即使仅出现一个碱基的突变，都会导 

致宿主对革兰阳性(G )菌和革兰阴性(G一)菌的反 

应能力严重丧失，破坏宿主防御细菌入侵的天然免 

疫屏障，进而导致机体对病原微生物的易感性增 

强 。在 SIRS出现失控而导致多器官功能障碍综 

合征(MODS)发生的病理生理过程中，肺脏是最易 

受损伤的首位靶器官。本实验中探讨了性别差异及 

内源性雌激素对脓毒症状态下肺组织细胞信号转导 

通路活化的影响，旨在为脓毒症时肺脏损伤的防治 

提供新的思路。 

实验表明，作为 TI R4／NF一．cB信号转导通路 

的重要组成部分，正常情况下，雌性和雄性大鼠肺组 

织 TLR4、MD一2和TNF—a的mRNA表达差异均 

无显著性，然而在 LPS刺激后，雌性和雄性大 鼠肺 

组织TLR4、MD一2和TNF—a的mRNA表达均明 

显升高，与文献[7，8]报道一致。但是雌性大鼠各项 

指标均明显弱于雄性，导致肺组织的炎症反应及损 

伤亦弱于雄性，说明正是由于细胞信号转导通路活 

化的减弱，导致了临床上出现脓毒症状态下雌性个 

体预后优于雄性个体的现象。进一步进行的相关分 

析 表明，脓 毒症状态下雌性 及雄性大 鼠肺组织 

TLR4、TNF一 的 mRNA表达与血浆 E：水平均呈 

显著负相关性 ，说明内源性 雌激素可能通过抑制 

TLR4／NF一．cB信号转导通路的活化参与对脓毒症 

大鼠肺组织的保护作用。有报道，外源性雌激素对呼 

吸功能有易化作用；免疫组化技术提示，脑内杏仁 

核、蓝斑核、面神经核及三叉神经核等与呼吸功能密 

切相关的部位均有雌激素受体的分布。 ，这更进一 

步肯定了雌激素在呼吸调节中的作用。研究表明，高 

浓度的雌激素能消除活性 自由基的毒性作用，增加 

有益因子的水平，降低有害因子 (TNF—a、IL一6 

等)的水平，减轻炎症反应对机体的损害 钆u 。结合 

本实验结果我们认为，可将雌激素用于脓毒症时以 

作为保护肺脏等重要脏器组织免受或减轻内毒素损 

伤的干预措施。 
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