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小儿脓毒症Toll样受体信号途径转导分子
及调节因子的变化研究

杨卫国 李成荣 何颜霞 王国兵 祖莹

【摘要】 目的 探讨Toll样受体(TLRs)信号途径转导分子及调节因子在小儿脓毒症异常炎症免疫反

应发病机制中的可能作用。方法选择脓毒症患儿10例、严重脓毒症患儿13例及同期健康体检儿童17例。

采用实时荧光定量聚合酶链反应(real—time PCR)检测前炎症细胞因子[肿瘤坏死因子一a(TNF—a)、白细胞介

素一Ip(IL一18)、白细胞介紊一6(IL一6)3，以及TLRs信号途径转导分子和调节因子的tuRNA表达；采用酶联免

疫吸附法(ELISA)检测前炎症细胞因子蛋白水平。结果与健康对照组比较，脓毒症组TNF—n、IL一16和IL一6

的mRNA和蛋白表达均增加，TLRs信号途径转导分子TLR2、TLR4、髓样细胞分化蛋白一88(MyD88)、TNF

相关因子6(TRAF6)、IL一1受体相关激酶4(IRAK4)、转化生长因子一p活化激酶1(TAKl)、TAKl结合蛋白2

(TAB2)的mRNA表达以及TLRs信号途径正性调节因子TLR4相关蛋白(PRAT4B)、信号转换接头蛋白2

(STAP2)的mRNA表达均明显增高(P均<O．01)，且严重脓毒症组较脓毒症组升高更显著(尸均<O．01)。

脓毒症组TLRs信号途径负性调节因子IL一1受体相关激酶3(IRAK—M)、核转录因子一出抑制性锌指蛋白

(Triad3A)的mRNA表达均明显增高(P均<O．01)，严重脓毒症组表达则明显低于脓毒症组(P均<O．01)。

结论TLRs信号途径转导分子／调节因子异常表达可能是脓毒症时全身炎症反应的原因之一。

【关键词】脓毒症；Toll样受体信号途径；转导分子； 调节因子； 全身炎症反应；儿童
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[Abstract]Objective To investigate the role of transduce molecules and modulatory factors of signal

pathways of Toll—like receptors(TLRs)in aberrant inflammatory response in children with sepsis．Methods

Peripheral blood mononuclear cell(PBMC)and serum were obtained from 10 children with sepsis，

13 children with severe sepsis and 17 age—matched healthy children as controls．Real—time polymerase chain

reaction(real—time PCR)were used to evaluate the mRNA expression levels of TLR2，TLR4，myeloid

differentiation primary response gene 88(MyD88)。interleukin一1 receptor—associated kinase 4(1RAK一4)，

tumor necrosis factor receptor—associated factor 6(TRAF6)，TAKl一binding protein 2(TAB2)transforming

growth factor—p-activating kinase 1(TAKl)，interleukin一1 receptor—associated kinase 3(IRAK—M)，zinc

finger protein inhibiting nuclear factor—KB(Triad3A)，protein associated with Tlr4(PRAT4B)and

signal—transducing adaptor protein一2(STAP2)，and the levels of mRNA expression and production of

pro—inflammatory cytokines[tumor necrosis factor—a(TNF一口)，interleukin一1p(IL一16)and IL一6]were

measured by real—time PCR and enzyme—linked immunosorbnent assay(ELISA)．Resuits Compared with

the healthy control group。the levels of gene expression and protein of pro-inflammatory cytokines(TNF—a，

IL一18 and IL一6)，the levels of gene expression of signal pathway molecules of TLRs(TLR2，TLR4，MyD88，

TRAF6，IRAK4，TAKl and TAB2)and the levels of gene expression of positive modulators of TLRs

pathways(PRAT4B and STAP2)were significantly increased in sepsis group and severe sepsis group

(all P<0．01)，and the levels in severe sepsis group were even higher than those in sepsis group(all P<

O．01)．The mRNA expression levels of negative modulators of TLRs pathways(IRAK—M and Triad3A)

were significantly elevated in sepsis group compared with those in healthy control group(all P<0．01)，but

the mRNA expression levels of the negative modulators in severe sepsis group were significantly lowered

compared with those in sepsis group(all P<0．01)．Conclusion Aberrant expression of signal pathway

molecules and the modulators in TLRs signaling might play an important role on production and development

of abnormal inflammatory response in children with sepsis．
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以脓毒症、脓毒性休克及多器官功能障碍综合

征(MODS)的发病机制中，前炎症细胞因子级联反

应居重要地位n。3]。已发现Toll样受体(TLRs)可识

别病原微生物外源性或内源性配体[4。5]，并通过其信

号转导途径激活核转录因子一KB(NF—KB)，诱导前炎

症细胞因子基因表达，并参与机体全身性炎症反应；

在脓毒症患者中TLR2和TLR4呈高表达[6。]，表明

TLRs信号途径异常活化与人类脓毒症有关。本研

究中探讨TLRs信号途径转导分子和调节因子表达

与前炎症细胞因子表达的关系，进一步了解全身性

感染炎症反应的发病机制。

1资料与方法

1．1研究对象：选择2006年3月一2007年1月本

院收治的脓毒症患儿10例、感染性休克及MODS

患儿13例为研究对象，男14例，女9例；年龄4个

月～15岁，平均(3．o±0．9)岁。诊断依据中华医学

会儿科学分会急救学组2005年制定的《儿科感染性

休克(脓毒性休克)诊疗推荐方案》[8]，并依此方案将

上述患者分为脓毒症组和严重脓毒症组(包括脓毒

性休克和MODS)。以同期儿童保健科17例体检的

健康儿童作为对照，男10例，女7例；年龄6个月～

12岁，平均(3．5±0．6)岁。

1．2检测指标及方法

1．2．1 外周血单核细胞(PBMC)总RNA的提取：

患儿入院即抽取肝素钠抗凝外周静脉血，用淋巴细

胞分离液(上海试剂二厂生产)分离PBMC，RNA试

剂(美国Gentra公司)提取PBMC的RNA，置于

‘一80℃备用，具体操作参照试剂盒说明书进行。

1．2．2逆转录合成eDNA：按试剂盒(美国MBI公

司，编号：K1632)说明，经逆转录合成cDNA。取1弘l

＼cDNA为模板，聚合酶链反应(PCR)扩增30～40个

循环，PCR引物序列自行设计，由上海基康生物技

术有限公司合成；将10 pl扩增产物在质量分数为

2％的琼脂糖凝胶中用90 V电流30 min，回收纯
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化，由上海基康生物技术有限公司进行测序，结果与

Genebank中目的基因mRNA序列完全一致。

1．2．3 酶联免疫吸附法(ELISA)检测血浆中前炎

症细胞因子水平：分离外周血血浆检测肿瘤坏死因

子一a(TNF—a)、白细胞介素一Ip(IL一1B)以及白细胞介

素一6(IL一6)的蛋白水平，用Anthon型酶标仪比色，

按EI。ISA试剂盒(深圳晶美公司)说明}5耍求操作。

1．2．4实时荧光定量PCR(real—time PCR)检测

前炎症细胞因子水平及TLRs途径转导分子和调节

因子的tuRNA表达：用SYBGreen试剂盒(德国

QIAGen公司)及罗氏LightCyeler型荧光定量PCR

仪检测，应用Relative Quantification Software

Ver 1．o软件进行分析，结果以待测基因(TLR2／4)

与p肌动蛋白(pactin)的比值表示，具体操作参照

试剂盒说明书进行。

1．3统计学分析：用SPSS 10．0软件包进行分析，

检测结果以均数士标准差(z±s)表示，经方差齐性

检验后，各组间比较采用t检验，P<O．05为差异有

统计学意义。

2 结 果

2．1 脓毒症前炎症细胞因子表达(表1，图1)：以

real—time PCR和ELISA检测，结果显示，与健康对

照组比较，脓毒症组前炎症细胞因子TNF—a、IL一1p、

IL一6的mRNA和蛋白表达均明显增高，且严重脓

毒症组较脓毒症组升高更加明显，差异均有统计学

意义(P均<0．01)。

表1 ELISA检测各组血浆脓毒症前炎症

细胞因子蛋白水平(；士s)pg／L

组别 倒数TNF—a IL—lB IL一6

健康对照组 17 1 1 22．1士389．1 460．7士149．9 336．3±136．7

脓毒症组 10 1 684．7士433．5‘2 224．9士465．7。1 442．4土654．6。

严重脓毒症组13 3 326．1士930．56 3 200．7i1 005．56 2 893．1-t-795．1“

注：与健康对照组比较，aP<O．01；与脓毒症组比较，“P<O．01

健康对照 脓毒症 严t微。k症
”

健康对照 脓毒症 严重帐每症

组别 组别
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圈1 Real—time PCR检测各组血浆脓毒症前炎症细胞因子mRNA表达结果
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注：与健康对照组比较，。P<O．01；与脓毒症组比较，oP<O．01

圈3 Real—time PCR检测各组血浆脓毒症TLRs信号途径调节因子mRNA表达结果

2．2脓毒症TLRs信号途径转导分子表达(图2)：

用real—time PCR检测，脓毒症组信号途径转导分

子TLR2、TLR4、髓样细胞分化蛋白一88(MyD88)、

TNF相关因子6(TRAF6)、IL一1受体相关激酶4

(IRAK4)、转化生长因子一p活化激酶1(TAKl)及

TAKl结合蛋白2(TAB2)mRNA表达较健康对照

组明显升高，严重脓毒症组较脓毒症组表达更高，差

异均有统计学意义(P均<O．01)。

2．3脓毒症TLRs信号途径调节因子表达(图3)：

real—time PCR检测，脓毒症组PBMC TLRs信号转

导途径正性调节因子TLR4相关蛋白(PRAT4B)和

信号转换接头蛋白2(STAP2)及负性调节因子IL一1

受体相关激酶3(IRAK～M)及核转录因子一KB抑制

性锌指蛋白(Triad3A)的mRNA表达明显高于健

康对照组，严重脓毒症组较脓毒症组正性调节因子

显著增高，负性调节因子显著降低，差异均有统计学

意义(P均<O．01)。

3讨论

研究已证实TLRs信号途径通过激活NF一加；

调控前炎症细胞因子基因转录[9]。本研究表明，脓毒

症患儿TLR4和TLR2异常活化，进一步观察其

TLRs MyD88依赖性途径主要相关分子TRAF6、

IRAK4、TAKl、TAB2的tuRNA表达也明显增加，

且随病情加重增加更明显，证实脓毒症存在TLRs

信号途径的异常活化；同时观察到前炎症细胞因子

TNF—a、IL一16、IL一6的mRNA和蛋白水平随病情严

重程度增加亦增加，这种改变与TLRs信号途径转

导分子表达相一致。提示TLRs信号途径异常活化

参与了脓毒症患儿炎症反应的发生发展。

新近研究发现多种调节因子对TLRs信号途径

形成正性或负性反馈回路，参与调控TLRs信号途

径活化过程。正性调节因子PRAT4B与TLRs的糖
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基化修饰及蛋白成熟有关，抑制PRAT4B表达可导

致单核／巨噬细胞(M①)表面TLR4表达减少[1 0。，

STAP2可与MyD88和IK激酶a／p(IKK—a／p)结

合，增强NF—KB的活性，诱导前炎症细胞因子基因

表达口u；负性调节因子IRAK—M和IRAK／MyD88

结合形成复合物，阻止IRAKl／IRAK4从MyD88

解离，从而阻止IRAK一1一TRAF6复合物形成口21。

TriadSA是一种E3泛素连接酶，催化TLR4蛋白

降解而减弱TLR4的信号转导[1引。上述几种正性或

负性调节因子可从不同环节调控TLRs信号转导途

径，控制前炎症细胞因子表达和产生，维持适当的炎

症免疫反应。

导致脓毒症TLRs信号转导途径调控失衡的机

制仍不清楚。我们在观察了不同阶段脓毒症患儿正

性调节因子和负性调节因子变化后发现，随病情加

重，正性调节因子PRAT4B和STAP2基因表达明

显增高，而负性调节因子IRAK—M、TriadsA基因表

达则降低。比较分析脓毒症组和严重脓毒症组调节

因子表达与前炎症细胞因子表达水平的关系，注意

到正性调节因子越高，负性调节因子越低，前炎症细

胞因子水平就越高，严重脓毒症组正性调节因子显

著高于脓毒症组，负性调节因子低于脓毒症组，其前

炎症细胞因子明显高于脓毒症组，提示脓毒症炎症

免疫反应可能与TLRs信号途径正负性调节反馈回

路调控失衡有关。TLRs相关内源性或外源性配体

触发TLRs信号途径的同时启动了正性或负性调节

因子表达，由于某些因素(遗传或内外环境因素)的

影响，脓毒症患儿PRAT4B等正性调节因子表达增

加，而负性调节因子并未随正性调节因子表达增加

而增加，随着负性调节因子表达绝对低下或相对

不足，TLRs信号途径转导分子表达进一步增加，

IL一1B等前炎症细胞因子表达水平明显升高，最终导

致前炎症细胞因子过度表达，形成异常的前炎症细

胞因子级联反应。当前已有研究证实，多靶点调控炎

症因子表达而阻断前炎症细胞因子的级联反应有助

于脓毒症患者的恢复[14。15]。值得注意的是，本研究

中观察到脓毒症患儿多种调节因子失衡，在多层面

复杂的调节因子网络中应进一步探讨哪种调节因子

是导致脓毒症异常免疫炎症反应的主要因子，哪些

为次要因子或继发改变的伴随因子，从而进一步澄

清脓毒症炎症免疫反应机制，并有望为新的诊断治

疗手段提供新思路。
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