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内毒素血症小鼠骨骼Toll样受体4基因的变化

赵子瑜杨京 苏楠 雷子贤 陈锚锚金昊 李福兵谢杨丽 陈林

【摘要】目的通过检测内毒紊血症模型动物骨骼相关基因表达变化，进一步明确内毒紊对机体的损害

机制，为下一步研究骨骼变化对脏器产生何种影响奠定基础。方法 腹腔注射内毒素脂多糖(LPS)制作内毒

素血症小鼠模型。将48只小鼠随机分为正常组和LPS处理4、6、8、12、24、48和72 h组，每组6只。采尾血计

数全血自细胞；取眼眶血检测肝、肾功能；用逆转录一聚合酶链反应(RT—PCR)检测骨骼中TLR4 mRNA表达；

苏木素一伊红(HE)染色，镜下观察骨骼病理学变化。结果与正常组比较，LPS 4 h组白细胞计数显著下降

护<0．01)，之后逐渐升高，于72 h时显著高于正常组(P<0．05)；LPS 4 h和6 h组丙氨酸转氨酶(ALT)水

平显著升高(P均<o．05)，于8 h降至正常水平(P>0．05)fLPS 6 h组血尿素氮(BUN)水平逐渐升高

(P<0．05)，于8 h达峰值(P<0．05)，然后下降，12 h趋于正常(P>0．05)；LPS 6 h组TLR4 mRNA表达增

加(P<o．01)，24 h达峰值(P<o．01)，然后逐渐下降，72 h仍处在较高水平(P<O．05)。LPS作用于骨骼后，

HE染色显示骨骼无明显改变。结论 内毒素血症中骨骼TLR4 mRNA表达量显著增加。
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[Abstract] Objective To explore the changes in gene expression of bone in endotoxemia in mice．

Methods Lipopolysaccharide(LPS)was injected intraperitoneally to reproduce an endotoxemia model in

mice．Forty-eight mice were randomly divided into eight groups：normal group，4，6，8，12，24，48 and

72 hours after LPS injection groups。with 6 mice in each group．To evaluate endotoxemia whole blood was

collected for leukocytic count，eye sockets blood was obtained for liver and renal functions tests．mRNA

expression level of Toll—like receptor 4(TLR4)in bone was determined by reverse transcription—polymerase

chain reaction(RT—PCR)assay．The pathological changes of bone and tissue slides were prepared with

hematoxylin and eosin(HE)staining for observing under microscope．Results Compared with normal

group，leukocyte count of 4-hour LPS-treated group was significantly decreased(P<O．01)．However．after

4 hours，leukocyte count became higher gradually and remained at high level at 72 hours compared with that

of normal group(P<0．05)．Compared with normal group，alanine aminotransferase(ALT)level reached to

a high level in LPS-treated groups at 4 hours and 6 hours(both尸<0．05)，and then decreased gradually

showing a tendency to return to normal level after 8 hours(P>O．05)．Blood urea nitrogen(BUN)was

increased at 6 hours(P<O．05)，reaching to the highest level at 8 hours(P<O．05)and tended to become

normal level after 12 hours(P>O．05)．Six hours after LPS treatment，the expression of TLR4 mRNA was

enhanced(P<0．01)and reached the peak at 24 hours(P<0．01)，and it remained at ahigh level at 72 hours

(P<0．05)．However，there were no significant pathological changes in bone structure after LPS treatment．

Conclusion Expression level of TLR4 mRNA in bone is significantly increased in endotoxemia mice．
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通常认为骨骼是一个坚硬的、静止不变的负重

器官。其实骨骼系统一直处于骨基质分泌和吸收的

动态平衡中，同时骨细胞与免疫祖细胞、干细胞间有

非常复杂的相互调节作用Ⅲ。多数器官的损害及修

复均涉及免疫细胞和干细胞，提示骨骼在全身内环
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·论著·

境的稳定中有重要作用。Toll样受体(TLRs)是脂

多糖(LPS)靶细胞膜上的一种跨膜受体，主要介导

LPS信号的跨膜转导[2]，是病原微生物跨膜信号转

导的重要受体，主要参与机体抗感染的先天免疫，尤

其是TLR4的作用尤为显著。有研究显示，在肠黏

膜或肺部炎症情况下TLR4启动胞内信号转导，激

活核转录因子一KB(NF—gB)，导致肠黏膜细胞或肺内

巨噬细胞产生免疫炎症细胞因子，扩大非特异性防

御反应或诱发特异性免疫反应[3。4]。TLR4在成骨细

胞及破骨细胞中均有表达口。6]，骨TLR4表达水平的
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变化可以直接影响骨骼，进而影响全身重要部位组

织内皮功能。本研究中以内毒素血症小鼠为模型，探

讨骨骼中TLR4基因表达的改变与内毒素血症的

关系，进一步从骨髓动员角度来研究内毒素血症的

致病机制。

1材料与方法

1．1动物模型制备及分组：雄性C57小鼠48只，

体重18～24 g(由第三军医大学大坪医院野战外科

研究所实验动物中心提供)。腹腔注射LPS(E．coli

Olll：B4，美国Sigma公司)15 mg／kg制备内毒素

血症小鼠模型[7]，按随机数字表法分为8组，正常

组，LPS处理4、6、8、12、24、48和72 h组，每组

6只。每组取3只小鼠，采血，检测全血白细胞计数、

肝、肾功能并观察脏器损伤程度，以评价炎症程度。

余3只小鼠取胫骨以检测TLR4 mRNA表达；并观

察骨骼病理学变化。

1．2检测指标及方法

1．2．1 白细胞计数：LPS注射前后经鼠尾采血

20 pl加入380弘l白细胞稀释液中，充分混匀后取

10弘l滴入细胞计数池，显微镜下计数白细胞。

1．2．2肝、肾功能检测：取小鼠眼眶血约0．5 ml，

室温放置后离心取血清，用全自动生化分析仪检测

尿素氮(BUN)、丙氨酸转氨酶(ALT)的变化。

1．2．3 逆转录一聚合酶链反应(RT—PCR)检测

TLR4 mRNA表达：用TRIzol法提取骨骼总RNA，

紫外分光光度仪测定波长260 nm和280 nm处的

吸光度(A)值，按A：。0／2。。判定总RNA纯度。以1／lg

总RNA反转录(PrimeSeriptTM Reverse Trans—

eriptase，日本TaKaRa公司)后取1弘1 eDNA进行

PCR。反应体系为25肛l，以环孢素A结合蛋白

(cyclophilinA)为内参对照，引物序列为上游引物：

5I-CGA GCT CTG AGC ACT GGA GA一37，下游

引物：57一TGG CGT GTA AAG TCA CCA CC一3 7；

TLR4引物序列为上游引物：57一AAGGCATGG

CATGGCTTACAC一3’，下游引物：5’一GGCCAATT

TTGTCTCCACAGC一37。操作参照PCR试剂盒

(日本TaKaRa公司)说明，经过94℃30 S变性、

58℃30 s复性、72℃1 rain延伸，共30个循环然

后取PCR产物25 pl，经20 g／L琼脂糖凝胶电泳后

进行图像分析，结果以灰度值比值(以野生型小鼠的

TLR4灰度值／eyclophilinA灰度值为1)作为该基

因在骨骼中表达指数。

1．2．4骨骼病理学观察：取下肢骨骼，用多聚甲醛

水溶液固定，乙二胺四乙酸(EDTA)脱钙，用磷酸盐

缓冲液(PBS)浸泡过夜。梯度乙醇脱水处理、二甲苯

透明、石蜡包埋、切片，常规苏木素一伊红(HE)染色，

显微镜下观察结果。

1．3统计学处理：数据用均数士标准差(z±s)表

示，采用SPSS 13．0软件进行方差分析和t检验，

P<O．05为差异有统计学意义。

2结 果

2．1内毒素血症小鼠白细胞计数的变化(图1)：与

正常组比较，LPS注射后4 h白细胞计数明显减少

(P<0．01)，于6 h后恢复(P>O．05)，并逐渐上升，

至72 h处在较高水平，与正常组比较差异有统计学

意义(尸<0．05)。

正常组I。PS LPS 1．PS LPS lJPS LPS

4 h 6 h 8 h 12 h 24 h 48 h

组别

注：与正常组比较，8P<O．05，6P<O．01

闰l各组小鼠血白细胞计数的比较

2．2内毒素血症小鼠血ALT的变化(图2)：与正

常组比较，LPS注射后4 h ALT升高(P<O．05)，

6 h仍在较高水平(P<o．05)，于8 h恢复正常水平

(P>O．05)。
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注r与正常组比较，3P<O．05

圈2各组小鼠血ALT的比较

2．3 内毒素血症小鼠血BUN的变化(图3)：LPS

注射后6 h血BUN水平逐渐升高(P<0．05)，于

8 h达峰值(P<o．05)，然后下降，于12 h趋于正常
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水平(P>O．05)。
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注：与正常组比较，1P<0．05

圈3各组小鼠血BUN的比较

2．4内毒素血症小鼠骨骼TLR4 mRNA表达变化

(图4～5)：与正常组比较，骨骼TLR4 mRNA在

LPS注射后6 h明显升高(P<O．01)，至24 h达峰

值∽<o．01)，然后逐渐下降，72 h仍处在较高水平

(P<0．05)。

1：正常组12～8：LPS处理4、6、8、12、24、48、72 h组；M：Marker

圈4 RT-PCR检测各组小鼠骨骼TLR4 mRNA表达

正常组LPS。LPS LPS LPS LPS LPS

4 h 6h 8 h 1 2 h 24h 48 h

组别

注：与正常组比较，1P<O．05，6P<0．01

圈5各组小鼠骨骼TLR4 mRNA表达比较

2．5 内毒素血症小鼠骨骼的病理学变化(彩色插页

图6)：与正常组比较，经LPS处理后HE染色显示

骨骼无明显改变，说明内毒素血症小鼠骨骼在短期

内没有明显的变化。

3讨论

骨骼系统与免疫系统在空间上关系密切，骨骼

内的骨髓是体内多种干细胞及免疫细胞等的重要来

·15·

源。炎症反应时成骨细胞在多种炎症因子的刺激下

产生白细胞介素一6(IL一6)，同时表达肿瘤坏死因子

相关激活诱导因子(TRANCE)和7一干扰素(INF一7)

激活T细胞，从而表现出与巨噬细胞相似的表型，

参与免疫反应[8]。成骨细胞和破骨细胞在炎症情况

下均可以表达高迁移率族蛋白B1(HMGBl)。

HMGBl是一种有效的免疫调节细胞因子，可以调

节树突细胞和T细胞产生免疫应答曲]。另外骨骼还

通过骨保护素／NF—KB受体活化因子配基／NF—KB

受体活化因子(0PG／RANKL／RANK)系统[10]与免

疫系统相互调节，并且在干细胞分化、动员人血中起

重要作用，提示骨骼在全身内环境的稳定中有重要

作用。因此，在内毒素血症情况下骨骼的变化可能对

机体的预后和转归有重要作用。本研究显示，内毒素

能上调骨骼组织中TLR4基因表达，且呈时间依赖

性。目前认为，LPS进入血液后与内毒素结合蛋白

(LBP)、可溶性CDl4(sCDl4)结合并形成由三者构

成的复合物，复合物中的LPS再传递给膜结合型

CDl4(mCDl4)，由mCDl4把LPS传递给TLR4，

在髓样分化蛋白一2的协助下，LPS激活TLR4并触

发信号转导。TLR4通过MyD88依赖性和非依赖性

两条途径启动的胞内信号转导[1¨，经过MyD88依

赖性途径最终激活NF—JcB和c—Jun，而NF—KB和

c—Jun是诱导单核／巨噬细胞产生炎症细胞因子、共

刺激分子B7及黏附分子的重要转录因子，从而参

与机体的炎症反应。

LPS可以通过TLR诱导实验小鼠成骨细胞表

达RANKL，TLR4在其中起到了关键的作用[5]。而

RANKL可刺激破骨细胞的功能增强、增殖、分化。

同时，TLR4表达的增加也可以直接激活已经成熟

的破骨细胞，使破骨细胞功能增强n引，促进破骨细

胞分泌蛋白水解酶(如组织蛋白酶K、基质金属蛋白

酶9(MMP一9)等]，降解骨骼成分，并使成骨细胞表

面的细胞衍生因子1(SDF一1)、骨桥蛋白(OPN)、干

细胞因子(SCF)减少，这些因子与干细胞动员有密

切的联系，使周围的细胞外基质与干细胞的结合减

弱，从而促进成熟和未成熟的造血干细胞动员人循

环系统m]，参与机体炎症反应及修复，对机体的预

后产生重要影响。

在本实验中，注射LPS后小鼠白细胞先明显减

少然后逐渐升高，肝、肾功能均有损伤。在内毒素作

用下骨骼TLR4 mRNA表达明显增强，这对于机体

来说是一把双刃剑，一方面说明骨骼细胞也可能是

LPS的靶细胞，导致骨骼细胞炎症因子的释放增
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加，同时破骨细胞的激活也会使骨髓内的干细胞动

员入循环，参加机体的防御反应和器官修复；另一方

面直接激活破骨细胞和促进成骨细胞分泌、释放

RANKL，间接导致破骨细胞功能增强，虽然短期内

对骨骼的影响不明显，但长期破骨细胞功能增强会

导致骨骼损伤。因此，内毒素血症时TLR4表达量

的增加会对骨骼产生影响，而骨骼的变化也可能对

内毒素血症机体预后及转归产生重要影j向，这值得

我们进一步深入研究。
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多黏菌素B血液纤维灌流对感染性休克患者尿肝型脂肪酸结合蛋白的影响

最近日本科学家研究了多黏菌素B固化纤维血液净化治疗(PMX—F)对感染性休克或严重脓毒症患者尿肝型脂肪酸结合

蛋白P(L—FABP)水平的影响。研究纳入50例感染性休克患者(40例采用PMX—F治疗2次，lo例仅采用常规治疗)、20例严

重脓毒症未发生休克患者、20例急性肾功能衰竭(ARF)患者(平均血清肌酐为247．52 ttmol／L)、30例健康志愿者。感染性休

克或严重脓毒症的诊断采用美国胸科医师协会／危重病医学会制定的标准；感染性休克有明确传染源和(或)血培养阳性患者

被纳入研究范围，心源性休克、失血性休克患者予以排除。采用酶联免疫吸附法测定尿及血清中L—FABP水平。结果显示，感

染性休克组血浆内毒素水平高于严重脓毒症组(P<O．05)、ARF组(P<o．001)、健康对照组(P<0．001)；感染性休克组尿

L—FABP水平高于严重脓毒症(P<0．001)、ARF组(P<0．001)、健康对照组(P<0．001)，但各组血清L—FABP水平没有差

异；尿L—FABP水平与血L—FABP水平不相关。40例感染性休克患者中12例死亡。28例存活。PMX—F治疗能降低血清内毒

素及尿L—FABP水平(尸均<o．01)。10例感染性休克常规治疗者7 d后尿L—FABP水平仍然很高(尸=o．12)。研究者认为，感

染性休克患者尿L—FABP水平升高，PMX—F治疗可以有效降低尿L—FABP水平。

白慧颖，编译自《Shock))，2008—10一06(电子版)；胡森，审校

严重脓毒症中诱导bim和bid基因表达可加速凋亡过程

已有研究报道，在转基因动物脓毒症模型中Bcl一2蛋白家族成员能调节淋巴细胞凋亡，并决定脓毒症动物的存活率。最近

德国科研人员进行了早期严重脓毒症患者促凋亡和抗凋亡的Bcl一2蛋白家族成员基因表达的调节研究。．共纳入16例严重脓

毒症患者，并以10例重症非脓毒症患者和1l例健康志愿者作为对照。为证实凋亡加速的存在，采用流式细胞仪检测CD4+、

CD8+、CDl9+淋巴细胞亚群中天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶3(caspase一3)的活化，用逆转录一聚合酶链反应(RT—PCR)定量

检测全血中特定Bcl一2家族成员的mRNA表达。结果显示，脓毒症患者所有淋巴细胞群caspase一3活化增强，磷脂酰丝氨酸活

化程度增加，而淋巴细胞计数相应减少。严重脓毒症患者CD4+T细胞和B细胞中Bcl-2蛋白明显减少。严重脓毒症患者BH3

bim基因表达较重症非脓毒症患者显著上调，较健康志愿者上调51．6倍；Bid基因表达较重症非脓毒症患者高12．9倍；作为

线粒体凋亡诱导物的bak表达上调5．6倍；而bax表达没有显著差异。严重脓毒症患者中抗凋亡成员bcl一2和bcl—xL均显著

下调。因此研究者认为，严重脓毒症早期外周血细胞及促凋亡Bcl一2家族成员bim、bid和bak上调，抗凋亡bcl一2和bcl—xL蛋

白下调，从而导致脓毒症时细胞对凋亡的高度敏感性并发生复杂的免疫功能障碍。

李响，周国勇，编译自((Crit Care》，2008～10—16(电子版)；胡森，审校
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