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脂多糖刺激前后小鼠肺肝脾组织中Toll样等 

受体基因表达情况 

万幸 王培训 周联 向群 

【摘要】 目的 了解脂多糖(LPS)对肺、肝、脾组织中与 LPS信号转导有关的受体的基因表达情况的影 

响。方法 LPS刺激前后取小鼠肺、肝、脾组织总RNA，采用逆转录一聚合酶链反应(RT—PCR)半定量测定脂 

多糖结合蛋白(LBP)、CD。 、Toll样受体 2(TLR2)、TLR4和肿瘤坏死因子一a(TNF—a)等基因的表达情况。 

结果 正常组织中，肺有TLR2的表达，肝有TLR2、CD。 、LBP的表达，脾有TLR2的表达；注射 LPS后的5 h 

内，肺组织 TLR2、TLR4、cDl4和 TNF—a，肝组织 TLR2、CDl4、LPB和 TNF—a，脾组织 TLR2、TLR4、c D14和 

TNF—a的基因表达均呈逐渐增加趋势。结论 正常情况下 TLR2等基因在不同组织中的表达有差异，LPS 

刺激 5 h内各基因的表达提高，从而提高机体对LPS等病原体模式识别分子的反应性。 
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[Abstract] 0bjective To investigate the gene expression of some lipopolysaccharide(LPS)receptors 

after LPS stimulation．Methods The total RNA from normal and LPS—challenged mice was extracted by 

Trizol reagent and the gene expression of T0U—like receptor 2(TLR2)，TLR4，CD14，LPS—binding protein 

(LBP)and tumor necrosis factor—a(TNF —a)were measured by semi—quantitative reverse transcription 

polymerase chain reaction(RT —PCR)．Results The gene of TLR2 was expressed in normal lungs and 

spleen tissues，and TLR2，CD⋯ LBP in liver．After challenged by LPS，the expressions of TLR2，TLR4， 

and TNF—a in lungs，TLR2，CD14，LBP and TNF—a in liver，TLR2，TLR4，CDl4，and TNF—a in spleen 

were increased at 1，3。and 5 hours．Conclusion LPS might alert the ability against pathogen—associated 

molecules by inducing or enhancing the expression of genes that involved in the LPS signal transduction． 
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脂多糖(LPS)信号的转导在全身炎症反应综合 

征(SIRS)的病理过程中起重要作用，其问涉及的有 

关受体的表达情况在一定程度上决定了SIRS的发 

生和发展转归n 。因此，了解 LPS刺激对这些基因 

表达情况的影响，对于正确理解 SIRS的进程有非 

常重要的意义 。本实验中研究分析 LPS刺激前后 

小鼠肺、肝、脾等组织中与 LPS信号转导有关的受 

体脂多糖结合蛋白(LPS—binding protein，LBP)、 

CD 、Toll样受体 2(TLR2)、TLR4和肿瘤坏死因 

子一a(TNF—a)等的基因表达情况。 

1 材料与方法 

1．1 实验动物：SPF级 NIH小鼠，雄性，2周龄，体 

基金项目：国家 自然科学基金资助项目(30271651) 

作者单位：510405，广州中医药大学 

作者简介：万幸(1964一)，男(汉族)，河南省人，医学博士，副教 

授，主要从事中西医结合基础与中药免疫药理方面的研究。 
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质量 18~20 g，由本校实验动物中心提供。 

1．2 实验材料：脂多糖(LPS，E．coli．O1ll：B4， 

Sigma产品)，分装配成0．5 mg／ml。小鼠称重后，按 

5 mg／kg尾静脉注射 LPS。分别于注射后的 1、3和 

5 h处死小鼠，取肝、肺、脾组织。 

1．3 试剂 ：Trizol试剂 ，Invitrogen，Life Technolo— 

gies，Cat．No．15596—026，Lot．No．1106263。逆转 

录一聚合酶链反应(RT—PCR)试剂盒，TaKaRa 

RNA PCR kit(AMV)，Ver．2．1，lot BK2201，宝生 

物工程(Takara)产品。焦碳酸二乙酯(DEPC)，上海 

生工生物工程服务有限公司进口分装。DNAMarker 

SD004为北京鼎国生物技术发展中心产品，可标示 

100、300、500、700、900、1 200 bp。氯仿、无水乙醇、 

异丙醇为国产 AR试剂。 

1．4 实验用引物：根据文献确定实验用引物核酸顺 

序(见表 1)，引物委托上海生工生物工程服务有限 
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公司合成。按引物标签提供的吸光度A值，用DEPC 

水配成 20 pmol／ul，分装，一30‘C备用。 

表 1 实验用各目标基因引物序列 

Tab．1 Sequences of primers for target genes 

1．5 仪器：Beckman CS一15R型台式高速低温离 

心机；PCR基因扩增仪(美国 PE公司的GeneAmp 

PCR system 2400)；Pharmacia 4000型微量紫外分 

光光度计；电泳仪为LKB电泳系统；北京东方仪器 

厂 DF一Ⅱ型电泳系统；UVP凝胶成像分析系统；组 

织匀浆器、实验用离心管、吸头等用含体积分数为 

0．1％的 DEPC纯水浸泡过夜，高压蒸气灭菌。 

1．6 实验方法：提取组织总 RNA：小鼠眼球放血 

后，迅速拉颈处死，投入冷的含体积分数为 75％的 

乙醇的烧杯中消毒，无菌条件下剪开胸腹腔，剪取 

肝、肺、脾脏组织。称取组织块 80 mg左右(50～ 

100 mg)，迅速放入在冰水中预冷的匀浆器中，加入 

Trizol试剂 1 ml，充分研磨匀浆。以下步骤按照 

Trizol试剂要求进行。 

1．6．1 RT—PCR：严格按试剂盒操作说明进行操 

作，cDNA合成的引物选用 Random 9mers。反转录 

反应条件是：30‘C，10 min-~55℃，30 min一99 ， 

5 min一5℃，5 min。PCR反应条件为：94 C、2 min 

预变性 ，94 C、30 S变性 ，60℃、30 S退火，72 C、 

90 s延伸，4℃下循环 30次，结束。反应结束后，扩增 

产物一30℃冷冻保存，备以后分析使用。 

1．6．2 电泳及凝胶分析：常规配制电泳缓冲液和 

1．5 g／ml的琼脂糖凝胶。取 10 l RT—PCR产物加 

样，5 V／cm电泳约 2 h。溴乙锭染色，UVP凝胶成像 

仪拍照，使用 uVP凝胶分析软件对电泳条带进行 

分析，根据 Marker确认目标基因扩增片段的条带， 

测定各个 目标基因产物的条带的平均吸光度(Ave 

A)，与同时测定的内对照物三磷酸甘油醛脱氢酶 

(GAPDH)的条带吸光度比较，以其 比值表示 目标 

基因mRNA的量，分析各目标基因的表达情况。 

2 结 果 

肺、肝、睥组织中各基因表达情况见表 2。 

表 2 肺、肝、脾组织中各基因表达情况 

Tab．2 Com parisons of target gene expressions 

in the tissues of lung，liver and spleen 

2．1 目标基因在肺组织的表达情况：各基因在正常 

肺组织中的表达及注射LPS后 1、3和5 h的表达情 

况见凝胶电泳图像(插页，图 la)。凝胶电泳分析显 

示，在正常肺组织中只有少量 TLR2表达；注射 

LPS后可诱导TLR4、CD 和 TNF—o【的表达。肺组 

织中，TLR2、TLR4、CD 和TNF—a【在注射 LPS后 

的 1、3和 5 h内基本呈逐渐增加的趋势。 

2．2 目标基因在肝组织的表达情况：各基因在正常 

肝组织中的表达及注射LPS后 1、3和 5 h的表达情 

况见凝胶电泳图像(插页，图 lb)。凝胶电泳分析结 

果显示，在正常肝组织中有 TLR2、CD 和 LBP的 

表达；注射 LPS后可诱导 TNF—a的表达；正常肝 

组织、经 LPS作用前后肝组织均无 TLR4的表达。 

肝组织 中，TLR2、CD 、LPB和 TNF—a在注射 

LPS后的 1、3和 5 h内呈逐渐增加的趋势。 

2．3 目标基因在脾组织的表达情况(插页，图 le)： 

凝胶电泳分析结果显示，在正常脾组织中只有少量 

TI R2表达；注射 LPS后可诱 导 TLR4、CD 和 

TNF—a的表达；脾组织中始终没有观察到 CD 的 
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表达。脾组织中．TI R2、TI R4、CD 和 TNF—Q在 

注射 LPS后的 1、3和 5 h内呈逐渐增加的趋势。 

3 讨 论 

内毒素是革兰阴性细菌细胞壁的重要成分，多 

在细菌裂解后释放，其主要化学成分为I PS，类脂A 

和a一酮基一3脱氧辛酸是 LPS的毒性部分，尤其类 

脂 A是 LPS的关键毒性部位。LPS进入血液循环 

后首先与血液中的 LBP结合，LPS通过分子中类脂 

A与 LBP相结合，形成 LPS—LBP复合物，再结合 

到靶细胞的 CD 上，然后再与细胞膜上的 TI R4相 

结合从而激活细胞。其中，LBP／CD 是体内增敏细 

胞效应的重要系统，是机体识别和调控内毒素作用 

的关键机制之一订 。LPS的信号主要通过 TI R4 

实现跨膜转导。TLRs分子作为重要的模式识别受 

体(pattern recognition receptor，PRRs)，对多种病 

原相关分子模式(pathogen—associated molecular 

patterns，PAMPs)进行识别。 ”，其它类型的 TLRs 

如 TLR2主要识别革兰阳性菌、肽聚糖、磷壁酸、酵 

母多糖、分支杆菌、卡介苗细胞壁、脂阿拉伯甘露糖、 

螺旋体等，TLR3识别病毒双股 RNA(聚肌胞)等， 

TLR5识别有鞭毛的细菌、鞭毛蛋白，TLR9识别细 

菌 DNA、CpGDNA等  ̈。 

TLRs的信号转导的胞内过程涉及多种信号蛋 

白质的激活，由于 TLRs胞内区域与白细胞介素一1 

受体(IL一1R)的胞内区域同源性较高，并且有特征 

性的Toll／IL一1受体同源区(TIR)，所以它们的信 

号传递链基本相同，胞内信号转导的基本途径是 

MyD88~IRAK—TRAF6一NIK—IKK，使得核因 

子一~B(NF— B)复合物中的抑制成分 I— B磷酸 

化，从复合物上脱离，释放 NF— B迁移至核内，在 

核内诱导特异基因的表达。 

不同实验动物对内毒素的敏感性差别较大，本 

实验中使用的NIH小鼠对内毒素具有较强的耐受 

性。根据文献报道，建立SIRS模型所使用的内毒素 

的种类和剂量也存在较大差别“ 。李琦等“ 使用 

大鼠尾静脉注射 LPS致伤，不同致伤剂量的 LPS 

(E．coli．O111：B4，Sigma；2、4、6和 8 mg／kg)可 以 

导致大鼠SIRS一肺损伤发生，随着 LPS剂量的增加 

(>6 mg／kg)，可以导致 SIRS失控，发生急性呼吸 

窘迫综合征(ARDS)。本研究中在复制 LPS诱导的 

SIRS模型时，采用 5 mg／kg剂量 LPS尾静脉注射， 

可以诱导sIRs。 

本实验中观察的肺、肝、脾组织是机体的主要单 

核一吞噬细胞系统，在对l Ps等病原性分子的识别 
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和反应中起非常重要的作用。参考国内外文献，本实 

验中设计合成了 6对引物，其中 LBP、CD TI R2、 

TLR4、TNF—a等 5个 目标基因，基本能够反映机 

体对 LPS的识别、结合、信号转导及产生炎性细胞 

因子的主要环节。结果显示，TLR2等基因在正常小 

鼠的肺、肝、脾组织中均有表达，但不同组织中的表 

达情况有差异，表明这些分子的细胞及组织分布有 

特异性，与相关报道基本一致 ”。经LPS刺激后 

原有相关基因的表达增强 ，并诱导其它基因的表达， 

各基因的表达基本随时间呈现逐渐增加的趋势。 

因为本实验中观察的几个 目标基因中，LBP、CD 、 

TLR2、TLR4等均属于模式识别受体，可以认为， 

LPS刺激早期可以增强机体对病原体相关模式分 

子的识别能力，增强机体的非特异性免疫能力，这对 

于及时清楚了解病原体具有重要意义。但这种刺激 

信号的持续增强势必增加炎症因子和介质的产生增 

加，使得促炎细胞因子和炎症抑制细胞因子之间的 

平衡破坏，导致 SIRS和多器官功能障碍综合征 

(MODS)的发生。其他研究者也有类似结果 ”。进 
一 步研究这些基因的表达情况对于深入阐明 SIRS 

的病理过程以及寻找 sIRs／MoDs新的药物作用 

靶点具有重要意义。 
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颅脑伤合并吸入性肺损伤患者肺组织细胞凋亡的研究 (正文见 页) 

图1 NAILI患者肺泡结构正常(HE，×40) 
Fig．1 Normal alveolar struture in NAILI 

patients(HE，×40) 

图3 NAILI患者肺组织凋亡细胞(TUNEL．×200) 
Fig．3 Apoptosis cells of lung tissue in NAILI 

patients(TU NEL，×200) 

I 

图2 AILI患者肺组织 炎症变化(HE，×100) 
Fig．2 Inflam matory changes of lung tissue 

in AILI patients(HE，×1 00) 
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图4 AILI患者肺组织凋亡细胞(TUNEL．×400) 
Fig．4 Apoptosis cells of lung tissue in A ILI 

patients(TUNEL，×400) 

脂多糖刺激前后小鼠肺肝脾组织中T0I I样等受体基因表达情况 (正文见 页) 

A B C D E F A B C D E F A B C D E F 

C 

注： rk盯 二 次 要 ： 3 ．⋯5hff)TI R2，5～8依次是u)S注射前和注射后l、3、5hff~JTLR4，9～l2依次是u)S注射前 
， 

依次是LPS注 注 
． 3、5 h~LBPIJ7~20依次是 注射后J-3 hlg JT N F-  

aJ_ 依次是LPs注射前和注射后 3
、 5h~GAPDH；A、B、c、D

、 E、F分别为l bp、3品 ‘ ’ ： 200bD ’ ～24 
图l正常及注射LPs后的肺组织 (a，L。030121a3)

、 肝组织 (b，H-030121c2)和脾组织 (c，s．030l22a3)基因表达情况 

Fig— Target gene expressions in lung
， fiver and spleen tissue chaueI1ged by LPS 
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