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Abstract
AIM: To detect the expression of Toll-like recep-
tor 4 gene (TLR4) in the ileum of pigs with acute 
necrotizing pancreatitis (ANP). 

METHODS: Eight pigs were randomized into 
ANP group and control group. ANP was induced 
by retrograde injection of sodium taurocholate. 
Blood levels of DAO were measured at various 
time points. Endotoxin concentration was deter-
mined using a commercial kit. The expression of 
tumor necrosis factor alpha (TNF-α), interleukin 
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Toll样受体4在猪急性坏死性胰腺炎肠道组织中的表达及
其意义

林 敏, 陈卫昌, 薛乐宁, 徐克群, 王晓勇, 谭 勇

®

■背景资料
Toll样受体4(TLR
4)是天然免疫系
统识别病原微生
物的主要受体, 在
天然免疫反应中
具有重要的作用. 
T L R 4 可 特 异 性
识别细菌脂多糖
(LPS), 在诱导细
胞反应中具有关
键作用. 

(IL)-6 and Toll-like receptor (TLR) 4 mRNAs in 
the ileum was assayed by reverse transcription-
polymerase chain reaction (RT-PCR). 

RESULTS: Compared to the control group, 
plasma endotoxin concentrations and serum 
DAO levels increased significantly (both P < 
0.05), DAO levels in the ileal tissue homogenate 
decreased (P < 0.05), and expression of TLR4, 
TNF-α, and IL-6 mRNAs was significantly up-
regulated (all P < 0.05) in the ANP group. The 
expression levels of TLR4 mRNA were corre-
lated with DAO levels in ideal tissue (r = -0.762, 
P = 0.028) and plasma endotoxin concentrations 
(r = 0.778, P = 0.023). 

CONCLUSION: Expression of TLR4 mRNA 
increased in the ileum of ANP pigs, and TLR4 
mRNA overexpression may correlate with intes-
tinal mucosa injury and development of entero-
genic infection.

Key Words: Acute necrotizing pancreatitis; Toll-like 
receptor 4; Intestinal mucosa injury
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摘要
目的:  探 讨 猪 急 性 坏 死 性 胰 腺 炎 ( a c u t e 
necrotizing pancreatitis, ANP)回肠组织中Toll
样受体4(Toll-like receptor 4, TLR4)的表达及
其意义. 

方法: 选择太湖梅山猪, 随机分成对照组(C, n 
= 4)、急性坏死性胰腺炎组(ANP, n  = 4). 诱导
制备ANP模型. 用分光光度法检测血清及回肠
组织匀浆中二胺氧化酶(DAO)活性; 动态比浊
法检测血浆内毒素水平; RT-PCR检测回肠黏
膜组织TLR4、TNF-α及IL-6 mRNA表达. 

结果: ANP组回肠组织DAO水平明显低于C组, 
血清中DAO明显升高(P <0.05). ANP组血浆内
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■研发前沿
SAP时肠道细胞
易位(BT)和肠源
性内毒素血症构
成机体第二次打
击, 导致胰腺组织
继发感染和白细
胞过度激活, 多种
细胞因子释放, 导
致炎症递质级联
反 应 ,  进 一 步 诱
发和加重SIRS及
MODS等并发症. 
因此研究SAP时
肠屏障损伤的因
素及防治措施尤
为重要.

毒素水平较C组明显升高(P <0.05); 回肠黏膜
组织TLR4、TNF-α、IL-6 mRNA在C组表达
非常低, ANP组表达明显增加; TLR4 mRNA
表达水平与肠黏膜D A O水平呈负相关(r  = 
-0.762, P = 0.028), 与血浆内毒素呈正相关(r  = 
0.778, P = 0.023). 

结论: ANP时回肠组织内TLR4 mRNA表达上
调, 可能与ANP肠黏膜屏障功能障碍有关; 其
可能机制与TLR4介导激活核转录因子NF-κB
信号转导途径有关. 

关键词: 急性坏死性胰腺炎; Toll样受体4; 肠黏膜

屏障功能障碍
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0  引言

急性胰腺炎(acute pancreatitis, AP)是临床常见

的急腹症之一, 近年来研究认为细菌易位(bacte-
rial translocation, BT)感染, 是诱发和加重“二

次打击”并引起全身炎症反应综合征(systemic 
inflammatory response syndrome, SIRS)及多器官

功能衰竭综合征(multiple organ dysfunction syn-
drome, MODS)等的重要因素[1]. 在AP早期, 肠道

是SIRS的一个靶器官, 而肠屏障功能损害所致

的肠道细菌或毒素易位是AP时细菌入侵的主要

途径[2]. Toll样受体4(Toll-like receptor 4, TLR4)是
天然免疫系统识别病原微生物的主要受体, 在
天然免疫反应中具有重要的作用. TLR4可特异

性识别细菌脂多糖(lipopolysaccharide, LPS), 在
诱导细胞反应中具有关键作用[3]. TLR4的组织

分布较广泛, 血管内皮细胞、单核细胞、中性

粒细胞、树突状细胞、小肠上皮细胞[4]都有其

表达. 本实验通过观察猪ANP时回肠组织TLR4
的表达情况, 旨在探讨TLR4在ANP肠屏障损害

中的作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 成年健康♂太湖梅山猪(苏州大学实验

动物中心提供), 采用随机排列表法将猪分为急

性坏死性胰腺炎组(ANP, n  = 4)和对照组(C, n  = 
4), 体质量12 kg±1.6 kg. 使用许可证号: SYXK
苏2007-0035. 采用逆行胰管穿刺注射5%牛黄胆

酸钠溶液1 mL/kg体质量(压力100 mmHg), 诱导

制备ANP模型[5]. 对照组仅行胰管插管, 不注射

药物. 术中静脉补液, 维持正常血容量. 电热毯

维持动物体温. 
1.2 方法

1.2.1 标本取材: 各组于模型诱导前30 min(Tn)、
制模后0 h(T0)、6 h(T1)、24 h(T2)、48 h(T3)、
72 h(T4)时间点采集静脉血2 mL加入无热源肝素

抗凝管, 离心(4 ℃, 3 500 r/min)10 min分离血浆, 
-70 ℃保存, 待测内毒素浓度; 采集静脉血2 mL加
入桔红色BD真空采血管中(内附纤维蛋白酶促

凝剂), 置于37 ℃恒温水浴箱中, 水浴30 min后离

心(3 500 r/min)10 min分离血清后分装, -70 ℃保

存, 待测DAO活性. 术后72 h处死猪, 立即提取回

肠组织, 回肠选取距回盲部5 cm处回肠肠段5 cm, 
纵行剖开, 生理盐水清洗肠内容物, 滤纸吸干, 组
织修剪成2 cm×1 cm×0.5 cm大小, 液氮(-196 ℃)
冻存. 
1.2.2 血浆内毒素定量检测: 采用鲎试剂酶反应

显色法(MB-80微生物快速动态检测系统)检测. 
取血用试管经严格的去热源处理. 操作过程按

检测系统的操作流程进行. 
1.2.3 分光光度法检测血清和回肠组织DAO活

性: 分别取血清、回肠组织匀浆80 μL, 加入试剂

800 μL, 混匀, 倒入0.5 cm光径的石英比色皿中, 
20 s时读取A 1340值, 立即放入37 ℃水浴锅水浴10 
min, 20 s后读取A 2340值, 按照说明书计算DAO活

力(U/mL). 
1.2.4 RT-PCR检测回肠黏膜组织TLR4、TNF-α、
IL-6 mRNA水平: 从液氮中取出冻存的肠组织, 
以TRIzol法提取总RNA, 以GAPDH作为内参

照, 用半定量RT-PCR进行扩增. 扩增产物经琼

脂糖凝胶电泳, 在254 nm紫外光透视下对结果

进行观察、扫描, 并对凝胶图像使用UVISOFT
软件进行数据处理, 用目的条带的平均灰度与

内参条带的平均灰度之比来表示目的基因表

达的相对含量. GAPDH引物设计基于(GenBank 
accession No. DQ845173): 正向引物5'-TTGT-
GATGGGCGTGAACC-3'(nt169-186), 反向引物

5'-TCCTCGCGTGCTCTTGCTG-3'(nt808-825); 
TLR4引物设计基于(GenBank accession No. 
NM001113039): 正向引物5'-GAT ACA CCA TCG 
GCT CTG-3'(nt1379-1396), 反向引物5'-ACATC-
CACGTTGTCTTCC-3'(nt2236-2253); TNF-α引
物设计基于(GenBank accession No. X57321): 
正向引物5'-TGCCCAGATTCAGCAAAGTC-
CA-3'(nt273-294), 反向引物5'-GCCACCAC-
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GCTCTTCTGCCTAC-3'(nt793-814); IL-6引物设

计基于(GenBank accession No. NM214022): 正
向引物5'-GCCACCACGCTCTTCTGCCTAC-
3'(nt313-334), 反向引物5'-TGCCCAGATTCAG-
CAAAGTCCA-3'(nt833-854). 

统计学处理 数据结果用mean±SD. 采用

SASV8.0软件进行统计处理, 数值变量比较采用

t检验, 组织学评分采用Wilcoxon检验, 相关性分

析用Spearman相关性分析法. P <0.05为差异有统

计学意义. 

2  结果

2.1 血浆内毒素 与C组相比, ANP组血浆内毒素

水平明显升高(P <0.05, 表1). 
2.2 二胺氧化酶活性 ANP组回肠组织DAO水平

(37 U/L±2.7 U/L)明显低于C组(108 U/L±6.2 
U/L, P <0.05). ANP动物模型诱导成功后血清中

DAO逐渐升高(P <0.05), 造模后各时间点与C组
比较均有显著差异(P <0.05, 表2). 
2.3 回肠黏膜组织TNF-α、IL-6因子及TLR4-
mRNA表达 RT-PCR结果显示, C组回肠黏膜组织

低表达TNF-α、IL-6及TLR4-mRNA(图1), ANP
组TNF-α、IL-6及TLR4-mRNA的表达量明显增

加, 同C组相比差异有统计学意义(P<0.05, 表3).  

2.4 ANP时TLR4的表达与肠黏膜损害的关系 将
所检测的TLR4 mRNA表达量分别与血浆内毒

素及DAO水平进行相关性分析, TLR4的表达

水平与肠黏膜DAO水平明显相关(r  = -0.762, P  
= 0.028), 也与血浆内毒素相关(r  = 0.778, P  = 
0.023). 

3  讨论

近年来研究认为, 肠道是感染细菌的来源[6]. SAP
时肠道BT和肠源性内毒素血症构成机体第二次

打击, 导致胰腺组织继发感染和白细胞过度激

活, 多种细胞因子释放, 导致炎症递质级联反应, 
进一步诱发和加重SIRS及MODS等并发症[1]. 因
此研究SAP时肠屏障损伤的因素及防治措施尤

为重要. 
DAO存在于哺乳动物类动物的黏膜或绒毛

上层, 其中大部分存在于回肠黏膜绒毛, 且主要

位于肠绒毛顶端细胞内. 坏死肠黏膜细胞脱落

入肠腔, 使肠黏膜DAO活性降低; 当肠腔DAO
进入肠细胞间隙淋巴管和血流, 血DAO水平则

升高, 肠黏膜和血中DAO活性可反映肠上皮细

胞完整性, 因此本实验通过检测肠黏膜和血中

DAO变化反映肠道屏障功能状态[7]. 
远端小肠和结肠有大量细菌, 而内毒素是存

在于革兰氏阴性细菌细胞壁内, 在细菌死后细

表  1  各组不同时间点血浆内毒素变化 (n  = 4, ng/L, mean±SD)

     
分组   术前      术后0 h     术后6 h     术后24 h   术后48 h   术后72 h

C组 <2.236      <2.236      <2.236      <2.236 3.271±2.6 6.083±4.80

ANP组 <2.236 23.68±18.4 33.09±22.2 67.99±10.2 160.4±46.6 69.40±12.0

表  2  ANP组及C组制模前后血清DAO变化情况 (U/mL, mean±SD)

     分组        术前        术后     术后6 h    术后24 h    术后48 h   术后72 h

C组 15.37±0.08 13.97±1.05 14.49±3.07 20.25±2.02 21.83±0.37 24.62±1.13

ANP组 27.59±1.23 32.65±3.67   42.6±3.14 54.48±2.09 69.67±2.55 85.21±3.32

两组血清DAO均数比较, P<0.05; 各时间点之间DAO均数比较, P<0.05.

表  3  回肠黏膜组织TNF-α、IL-6因子及TLR4-mRNA检
测值 (n  = 4, mean±SD)

     分组          TLR4        TNF-α          IL-6

C组 0.092±0.007 0.076±0.006 0.030±0.007

ANP组 0.817±0.138a 0.759±0.039a 0.750±0.046a

aP<0.05 vs  C组.

C组

ANP组

675 bp 875 bp 542 bp 542 bp

GAPDH TLR4 TNF-a IL-6

图  1  回肠黏膜组织TNF-α、IL-6因子及TLR4-mRNA表达的
变化. 

■创新盘点
本实验通过检测
下游细胞因子TN
F-α、IL-6 mRNA
的 转 录 表 达 ,  从
而间接探讨TLR4
可能通过内毒素
/TLR4/NF-κB信
号传导途径致肠
黏膜损伤.
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胞壁崩解时释出, 活菌亦可以出胞形式释出内

毒素[8]. 当肠屏障功能障碍时, 对病原微生物的

阻止作用下降, 导致门静脉中内毒素大量增加, 
循环血中出现可检出的内毒素, 称之为“内毒

素血症(endotoxemia)”[9]. 因此, 血浆内毒素水

平可作为评估肠黏膜通透性及肠屏障功能的客

观指标. 本实验采用鲎试剂酶反应显色法检测

血浆内毒素浓度, 结果发现, ANP组血浆内毒素

水平明显高于C组. 
肠道免疫屏障主要由肠道黏膜上皮的免疫

相关组织(如Peyer结、MLN)、细胞(如树突状

细胞、巨噬细胞、T细胞及B细胞等)和分子(抗
原肽、免疫球蛋白、溶酶等)共同构成. 免疫系

统的激活受到肠道上皮细胞屏障功能的调节, 
以及由细胞因子所介导的肠道上皮细胞之间相

互作用的调节[10]. SAP时肠上皮细胞屏障被破

坏, 需要一个快速的宿主反应, 限制细菌及其产

物到达黏膜, 这主要依靠肠道天然免疫系统[11]. 
微生物引发一个宿主保护反应, 是通过激活一

个进化上高度保守、原始的模式识别系统. 其
中一类模式识别受体是病原体相关分子模式

(pathogen-associated molecular pattern, PAMP), 
该结构只有微生物中的病原体所产生, 非宿主

所具有, 如革兰氏阴性菌种的LPS分子[12]. 
TLR属病原相关分子模式跨膜受体, 中性

粒细胞、单核-巨噬细胞、肝脏枯否氏细胞、肠

上皮细胞等均有该受体的表达, 他对病原体的

识别、信号的传导、免疫反应激活中起重要作

用[13]. 在TLR诸多成员中, TLR4是介导内毒素信

号跨膜传导主要受体. 内毒素/TLR4/NF-κB信号

传导途径是介导炎症反应重要的信号传导通路. 
内毒素与TLR4结合后在辅助分子CD14和MD-2
等的介导下激活NF-κB, 从而启动其下游细胞因

子(如TNF-α, IL-6等)基因的转录表达, 介导炎症

反应[14]. 本实验通过检测下游细胞因子TNF-α、
IL-6-mRNA的转录表达, 从而间接探讨TLR4可
能通过内毒素/TLR4/NF-κB信号传导途径致肠

黏膜损伤. 
TLR4介导信号转导途径致肠黏膜损伤是一

个复杂过程, 牵涉多种信号分子和信号转导途

径, 而且不同种类的内毒素, 不同的效应细胞机

制都不尽相同, 同样体内和离体实验的结果都

会有差异. 多种信号转导途径并不是孤立的, 很
可能存在许多未被发现的分子, 使他们相互作

用、相互影响, 而构成一个复杂的信号传递网

络. 因此, TLR4参与SAP肠屏障功能障碍的具体

机制有待于进一步研究. 
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■同行评价
本研究采用大动
物进行相关研究, 
具有一定的创新
性 ,  但例数较少 , 
可能对结果产生
影响, 望继续增加
例数进一步研究.


