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·基础研究·

Toll样受体4在内毒素血症小鼠心肌TNF．a表达中的作用初探

程妹娟薛桥王士雯

【摘要】 目的 内毒素引起的心肌功能损害与内毒素诱导心肌局部肿瘤坏死因子(tllmor necrosis factor alpha，

'1wF-a)的产生密切相关，然而其信号转导机制尚未完全阐明。Toll样受体4(Toll．1ike receptor4，TLR4)是新近发现的

内毒素受体。本实验旨在探讨TLR4受体在心肌的表达情况及其在内毒素血症小鼠心肌唧F_a表达中的作用。方

法以Toll样受体4基埘突变型小鼠C3H／HeJ及野生型小鼠B盘LB／C为实验对象，给以腹腔内注射内毒素(1m∥ks)

或生理盐水。注射生理盐水的小鼠作为对照。用RT-PCR方法，对两组小鼠心肌TLR4及注射内毒紊前后小鼠心肌

TNF—dmRNA表达进行检测。结果心肌表面存在TLR4表达。内毒素刺激后，野生型小鼠心肌TNF-a mRNA表达

明显增加，而突变型小鼠心肌未检测到TNF-tt的表达。结论TLR4介导了内毒素血症时小鼠心肌局部TNF-n的表

达。

【关键词】心脏；Toll样受体4；肿瘤坏死网子；内毒索

Role of TLR4 in TNF一0t expression in hearts of mice

with LPS induced endotoxemia

CHENG Shujuan，Xue Q洒，WANG Shiwen

Institute o，Geriatric Cardiology，Chinese PIA General Hospital，100853 Beifiag，吼讹

【Absa'act】Objeetlve LipopolF：,accboride(LPS)一stimulated secretion of tumor necrosis factor alpha(TNF-a)‰car—
diomyneytes plays a11 important role in LPS-induced myocardial dysfunction However．the signaling mechanism of LPS-induced

TNF-a secretion from heart remmns to be defined TLR4(Toll-like receptor 4)is a newly found protein responsible
for LPS recos州一

tion．The pre∞nt stedy is to investigate the role 0f TLR4 in 12S-induced expmssion of TNF-a in the hearts of mice Methods

C3HIHeJ(TLR4 multi／i[-type)mice and BALB／C(TLR4 wild-type)mice wem challewd withm amount(1mg，ks)of LPS re—

specfively Their hearts we雌harvested at the indicated time poin掂【n=3)after the challenge for the observation of TLR4 and

TNF-a gene ex—pression by rever∞tmnscripfioil(RT)一PCR．Mice challenged with saline served∞control Retmlb Mutation of

C3H／HeJ mice was proved by sequence mudy8is．TLR4 gene expression was detectable in hearts of both C3I／／HeJ and B．M—B／C

mice Rapid and si鲥ficant imrease in”炉珊日l 1NFq mRNA waft observed in BALB／C mice after LPS exp∞ure，while such

response w∞not detected in C3H／Hd mice C,onduafon TLR4 plays all important role in ZNF-tz expression in the hearts of

mice with endotoxemla

【Keywords】cm'diomyocyte；Toll—like receptor4；hlnlorllecnmisfactor；lipopolysaecbofide

内毒素(endotoxin又称脂多糖lipopolysaccharide，

LPS)是革兰氏阴性菌的主要致病成分，常常引起全

身炎症反应并可导致多器官功能衰竭，其中心脏是

最常受累器官之一⋯。一吐肌功能的损害与心肌局部

产生的炎症因子如TNF．a密切相关‰⋯。研究证明
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心肌局部炎症因子的产生，需要多种蛋白或受体参

与，其中脂多糖结合蛋白(1ipopolisaccharide—binding

protein，LBP)及CDl4的作用已有广泛论述“。。然而

由于CDl4是GPI(glycosylphosphatidylinosit01)连接蛋

白，不具有信号转导功能“。，因此确切的信号转导机

制尚未完全阐明。TLR4是新近发现的跨膜蛋白，与

机体对内毒素的识别密切相关”‘61。作为重要的跨

膜信号蛋白，TLR4是否在心肌表达，与心肌局部

TNF．a的产生是否相关，是本研究的主要内容。
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1材料与方法

1．1材料用于实验器材无RNA酶处理的DEPC

购于Sigma公司，Trizol(10t#15596．026)购于In—

vittogen公司，AMV反转录酶、0ligo(aT)、，(10t#

M5101)均购于Promega公司，核酸酶抑制剂(10t#

D2310A)及Taq酶(10t#DROOlA)购于宝生物工程

有限公司。其余试剂为国产试剂。所有引物均由}：

海生T牛物工程技术服务有限公司合成。低温高速

离心机为Biofuge 28S型(Hemeus，UK)，组织机械匀

浆机为Heidolph DIAX 900型(Gemaany)，紫外分光

光度计为UV300 UV．Visible Speclrometer(Unicam公

司，英国)，凝胶成像及分析系统为ImageMaster VDS

(Phamacia Biotech)。

1．2方法

1．2．1动物实验参考国外文献报道”，以近交系

BALB／C及C3H／HeJ小鼠为实验对象。BALB／C小鼠

对内毒素高度敏感，由北京维通利华实验动物研究

巾心提供。C3H／HeJ小鼠，由中国科学院上海实验

动物研究所提供，其TLR4基冈存在点突变，对内毒

素天然耐受“J。72只雌性BALB／C和C3H／HeJ小

鼠，14～16周龄，体重22—25 g，平均(23±1．6)g，饲

养于清洁环境中，自由饮水，12 h光照。各均分2个

小组，一组给以腹腔内注射LIeS【9。(1 mg／kg)，来源于

大肠埃希苗0111：B4菌株(si厚na公司)200 m，另一

组注射等量无菌牛理盐水作为对照。每组再分6个

时间点，分别为注射LPS后0、1／2、2、6、12、24 h，每个

时间点3只小鼠。在f．述时间点，给以腹腔内注射

过量的戊巴比妥钠(80 mg／kg)处死小鼠，快速低温

剪取心肌组织，用于RNA的提取以及随后TLR4及

‘mF．a ndⅫNA的表达检测。

1．2．2心肌组织总RNA的提取小鼠处死后，立

即剪取心肌组织50一100 mg，按照Trizol说明书的操

作步骤提取总RNA。以适量无核酸酶水将RNA彻

底溶解后，在紫外分光光度计上检测D。及D。，并

进行1％琼脂糖凝胶电泳，分析RNA样品的纯度及

浓度。上述实验中用到的所有耗材均经过无RNA

酶以及无RNA酶的DNA酶处理。

1．2．3 TLR4 mRNA及TNF．a mRNA表达的测定

心肌中TLR4及TNF—a mRNA的表达检测采用RT．

PCR法。按照试剂使用说明，先以心肌总RNA为模

板，逆转录合成cDNA第一链。取上述逆转录产物2

pl进行PCR反应，反应体系为50 pl，包括1．25 pl的

Taq酶，终浓度为0．4,umol／L的5’和3 7引物。以

GAPDH(201 bp“o)作为内参照，其引物序列为：证义

链：5 7一cTcA代ACCAcAGI℃(二A眦_．3，反义链：5'-CA．
cATT()；GGGTAGcAACAc．3’。TLR4(540 bp⋯)的弓I

物序列为：正义链 5'-GGTCAAGGAA—

CAGAAGCAGTI'CTI'G-3’；反义链5'-代AAGGACAAT—

GAAGATGACGCCAC，37。反应条件为94℃预变性

2 min，94℃变性30 s，57℃复性30 s，72t延伸1 min，

30循环后，72气补充延伸5 min。TNF．u(692 bp)的引

物序列为：正义链5’．ATGAGCACAGAAAG．

CATGATCCGC-3’；反义链5'-CCAAAGTAGACCT—

GCCCGGACI'C一3’。反应条件为94℃预变性2 min，

94℃变性30 s，590c复性30 s，72℃延伸1 min，30循

环后，72℃补充延伸5 rain。TLR4及7rNF—a的PCR

扩增产物进行1％琼脂糖凝胶电泳，溴化乙锭染色，

片段大小经核酸分子量标准证实。

1．2．4 PCR产物测序将C3H／HeJ和BALB／C小鼠

TLR4的PCR产物进行测序(上海博亚牛物工程公

司)，证明本实验所用C3H／HeJ小鼠是TI,R4的突变

型。

2结果

2．1小鼠。肌TLR4 mRNA的表达用RT-PCR法

对两组小鼠心肌TLR4 mRNA的表达进行桅测。如

图1所示，两种小鼠心肌均检测到TLR4的表达，二

者无明锰差别。结果与文献报道一致“⋯。

图1 C31t／HeJ及BALB／C小鼠心肌TLR4 mRNA表达

两种小鼠心肌均有TLR4 mRNA的表达。且相互问无明显差异。A

C3w}埘小鼠；B．B．M,B／C小鼠；M DNA分子量标准

2．2 TIA{4扩增片段的测序对C3H／Hej小鼠包含

突变点的TI．．q4的扩增产物和用相同引物扩增的

BALB／C小鼠的TLR4PCR产物进行测序，并与C3H／

HeN小鼠的序列(GeneBank accession no．AF 110133)

比较。结果显示C3H／HeJ小鼠TLR4存在一个碱基

由c变成A的突变(图2)。

2．3 TLR4介导LPS诱导的。肌TNF-ct的表达对

TLR4突变型c3H，HeJ小鼠及野生型BALB／C小鼠心
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肌TNF-a的表达进行检测并进行比较，结果发现，腹

腔内注射小剂量(1 mg／kg)LPS后，BALB／C小鼠心脏
TNF-ct mRNA表达迅速增加，于30 min达到最高，此

后表达逐渐减少，12 h后检测不到。注射LPS前和

注射生理盐水的BALBIC小鼠心肌TNF-ct mRNA无

表达，而C3H／HeJ小鼠心肌未检测到TNF．n mRNA

的表达(图3A)。利用凝胶分析系统对此作进一步

半定量分析，观察不同时间点TNF-a与GAPDH的比

值，结果显示了类似的表达变化(图3B)。

差耋n“
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图3 C3H／HeJ小鼠与BALB／c小鼠心肌TNF-cc mRNA

表达的比较

A腹腔棒射内毒索前后，CAH／HeJ及BALB／C小鼠心肌TNF-a nuRNA表

达；M：lmdcex，即DNA分子鼍标准；B凝胶分析系统的半定量检测结果

3讨论

Toll样受体是近年来发现的跨膜信号转导受体

家族，与机体对病原微生物的识别以及机体的天然

免疫和特异性免疫反应均密切相关。硼4作为其
成员之一，与机体对内毒素的识别有关。研究证实

两种近交系小鼠C3H／HeJ和c57BulOscCr对内毒

素的天然耐受是由于TLR4基因缺失和突变”1，而人

工敲除1M基因使正常小鼠也对内毒素产生抵
抗“，从而证明TLR4在机体对内毒素的识别中起着

必不可少的作用。

BALB／C及C3H／HeJ小鼠曾被国外不少学者用

于Toll受体的研究”J。本研究利用该可靠的动物模

型，用简单的实验方法证明在内毒素血症小鼠心肌

局部TNF．Ct的产生过程中，TLR4起着重要作用。首

先，用RT-PCR方法，证明了TLR4在两种小鼠的心

肌中均有表达。进一步的功能研究结果显示，内毒

素刺激后TLR4突变小鼠心肌中1NF_n的表达较野

生型小鼠明显减少。这些初步研究结果，即两种不

同TLR4基因型的小鼠对内毒素刺激的不同反应以

及心肌TNF-aInRNA的表达差异，揭示了TLR4与内

毒素及心肌炎症因子‘I'NF。n基因表达之间的内在联

系。值得一提的是，本研究证明了本实验所用小鼠

C3H／HeJ确系TLR4基因突变小鼠。C3H／HeJ小鼠

对LPS刺激天然耐受。文献报道C3H／HeJ的突变自

然发生““，其位于’I'LR4编码区的点突变导致第712

位密码子由高度保守的脯氨酸为组氧酸所替代，并

由此导致了蛋白功能的改变”1。本实验测序结果证

明了C3H／HeJ小鼠TLR4编码基因的碱基突变，与

文献报道一致。51。这些工作作为本研究必备的背景

材料，为实验结果的可信度提供r保证。

在内毒素导致的多器官功能衰竭死亡率仍居高

不下的今天，本实验结果可能具有重要的临床意义。

内毒素引起器官功能障碍时，心脏往往受累而且影

响患者预后。约有40％的脓毒症患者会出现左、右

心室功能障碍⋯。一旦出现心脏并发症，患者病情

急剧恶化，死亡率即由20％上升到70％～90％⋯。

最新的流行病学调查资料分析了1979。2000年间

美国的脓毒症患者病例，结果表明器官衰竭将大大

增加死亡率“。如何减轻内毒素对脏器造成的损

害，降低死亡率是临床亟待解决的问题。随着一些

针对炎症因子本身治疗措施的大型临床试验的失

败”⋯，探索新的有效治疗途径显得尤为必要。本研

究初步探讨了TLR4在内毒素诱导炎症因子产生乃

至器官功能衰竭过程中的重要性，为寻找临床有效

治疗手段提供了一种新的研究思路。另外，近期研

究显示，TLR4存在随龄变化，而且可能与机体对感

染的易感性有关“1。由此可见，随着对TLR4受体的

深入研究，对改善老年人群较高的感染率和减少多

器官功能衰竭的发生也会产生积极作用。

  万方数据



·40 中华老年多器官疾病杂志2004年3月第3卷第1期Chin J Mult Organ Dis ElderlyMax 200'*Vd 3 No

参考文献

1 Pmrillo JE．Padcer MM．NatmHon C．Septic shcck in hun)am：

advances in the understanding of progirmsis，cardJovascular dys—

function and therapy Ann Intern Med，1990，113：227—242．

2 Kumar A，Thota V．Dee L．et a1．Tumor necrosis factorⅡand

intedeukin le are responsible for in vitro myocardial cell depres—

sion induced by human”ptie shock 8elflJnl．J Exp Med，1996，

183．949-958

3 Comstock n，Krovm KA．Page MT，et al IPS-induced TI～T-

d release from and apoptosis in rat cardlomyocytes：obligatory

mte for GDl4 in tm!diating the鹏response．J Mol Cell Canti-

0l，1998．30：挑l-2775．
4 Tdantalilou M，Triamafilou K．Lipopolysa(：charide recog，fition：

CDl4．胁and the Lt母activation cluster，‰rids lmwmtul，

20()2．23：30l-304

5 Poltorak A．He X，S[,all,llova 1．m al，Defective LPs signaling

in C3H／Hd and c57BIJloscCr mic8：mutations in 11r4 gene

Science．1998．282：2085—2088

6 Hoshino K，Takeuchi O，Kawai T，n al
Cuaing e【姆：10Ⅱ一

like receptor 4(TI上4)一deficient mice aIe hyporesporLsive to li—

popolysacclmride：evidence妇删as the咖gene product．J

·消 息·

lmmunol，1999。162：3749—3752

7 Vink A，Sehoneveld_枷．Van Der Meer JJ，et a1．In vlvo evi—

detice for arole oftoll—like receptor4 in the development ofinti—

real lesions Circulation．20(，2．106：1985-1990

8 Renshaw M，Rockwell J，Engleman C，et al Cuing edge：

impaired咖一like receptor expression and fonction in 8粤ng J

Immunol，2002．169：4697—4701．

9 Yanmmoto K，Shimokawa T，Yi H，et al
Aging accelerates

etdotoxin-induced tKronfi30sis，：[nctea8ed responds of plmmino—

gen activator inhibitor-1 and lipopolaling州th aging-Am J

Pathol。2002，161：1嘶一1814．
10 Baumgarten G，Knuefemumn P，Nc日aki N，et al In vivo ex—

pression of proinflatmnatou mediatoi,8 in the adult heart a矗er en—

dotoxin adnfiulstmtion!the role 0f 1bU—like receptor 4．J Infact

Dis．200l，183：1617-1624

】l Martin GS．Manllitlo DM．Eaton S，et al卟e epidemialogy of

sepsis in the United States from 1979血mugh 2E00 N E心J

Med．2003，348：1546-1554．

12 Abraham E．Artzueto A．Gutierrez G，et al Double-blind rail—

domized controlled研al of iiiOllO(-lohal antibody to hllⅡlall ttmaor

necrosis factor in treatment of septic shock．NORASEPr Study

ⅡGroup Lancet，1998．351：929—933

第十五届长城国际心脏病学大会＆ACC2004心脏病学进展论坛

老年心脏病学分会(征文通知)

第十五届长城国际心脏病学犬会＆ACC2004心脏病学进展论坛定于2004年10月15—19口在北京中国大饭店召开。老

年心脏病学分会暨第三届老年心脏病学论坛将于Io月18，19日举行。该分会由美国心脏病学院、中华医学会继续教育部、

中国人民解放军总医院老年心血管病研究所、《中华老年多器官疾病杂志》编委会、《J叫nal ofGeda血e Cardiology)杂志编委会及

长城国际心脏病学会议组委会主办。国内外著名专家将在会议上做报告，内容有“老年心血管病研究进展”，“老年心血管相

关性疾病研究进展”，“老年多病因心衰综台防治”，及“老年人多器官功能衰竭的诊治”。此外还有老年心血管介人手术演示

等。

欢迎就老年心脏病学及其相关学科的基础研究、临床防治、护理康复、介人手术及上述专蹶投稿，优秀稿件将在{Clinical

Cardiology)(美国)、《中华老年多器官疾病杂志》及《Jol】盯IaI ofGefiamc Cardiology}&优先发表。其它稿件将编人长城心脏病会议

论文汇编老年心脏病学专题中。

参加老年心脏病学分会的代表不收取注册费用，食宿自理，老年，tL,脏病学分会将提供代表证及相应的资料。参会代表还

将被授予国家医学继续教育一类学分。

征文要求：稿件采用中文或英文摘要形式，800。1000字以内，字号为中文五号，英文11～12号。稿中写明作者的联系方

式。请您将丈章电子版以纯文本或word97／2C00格式发送或寄至老年心脏病学分会组委会，并在邮件主题或信封上往明“GW
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