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Abstract
AIM: To explore the pathogenesis of severe 
hepatitis and hepatic failure by investigating 
the expression of Toll-like receptor 2 (TLR2), 
TLR4 and TLR9 in patients with chronic severe 

hepatitis and rats with hepatic failure.

METHODS: The expression of TLR2, TLR4 and 
TLR9 was detected by immunohistochemistry in 
liver tissue and peripheral blood mononuclear 
cells (PBMC) of patients with severe hepatitis, 
chronic hepatitis B and liver cirrhosis, and nor-
mal controls. The expression of TLR2, TLR4 and 
TLR9 in liver tissue of rats with acute hepatic 
failure and chronic-on-acute hepatic failure, and 
normal rats was also detected by immunohisto-
chemistry. Rat colon tissue was used as positive 
controls.

RESULTS: The hepatic expression of TLR2 and 
TLR9 was not detected in patients with chronic 
hepatitis B and liver cirrhosis and normal con-
trols, but in patients with severe hepatitis. The 
expression of TLR2 and TLR9 was not detected 
in PBMC of patients with chronic hepatitis B 
and normal controls, but in patients with severe 
hepatitis. The hepatic expression of TLR2 and 
TLR9 was not detected in normal rats, but in rats 
with acute and chronic-on-acute hepatic failure. 
TLR4 expression was not detected in all samples 
except positive controls. TLR2 and TLR9 were 
mainly distributed in inflammatory cells, but 
seldom in hepatic parenchymal cells.

CONCLUSION: The high expression of TLR2 
and TLR9 is related to the body’s immune func-
tion and may be associated with the develop-
ment of severe hepatitis and hepatic failure. 

Key Words: Severe hepatitis; Hepatic failure; Toll-
like receptor 2; Toll-like receptor 4; Toll-like recep-
tor 9; Peripheral blood mononuclear cell
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摘要
目的:  观察重型肝炎患者及肝衰竭大鼠中
TLR2、TLR4和TLR9的表达, 为重型肝炎肝

®

■背景资料
Toll样受体(TLRs)
是近年来发现的
在宿主抗病原微
生物的免疫应答
中起重要作用的
细胞表面受体分
子. 他们不仅在天
然免疫应答中识
别病原微生物的
病原相关分子模
式(PAMPs), 激活
先天性免疫应答, 
还引起细胞因子
的释放, 上调共刺
激分子的表达, 为
获得性免疫的启
动提供必要的活
化信号. 肝脏中的
TLRs通过门静脉
能够接触到大量
病原体成分, 通过
信号转导广泛参
与肝脏的生理病
理过程.

■同行评议者
孙 殿 兴 ,  主 任 医
师, 白求恩国际和
平医院肝病科
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衰竭发病机制的研究提供思路.

方法:  免疫组织化学法检测慢性重型肝炎
患者肝组织及外周血单个核细胞(PBMC)中
TLR2、TLR4和TLR9表达, 同时平行设立慢
性乙型肝炎、肝硬化患者和正常人作为对照. 
免疫组织化学法检测急性肝衰竭、慢加急性
肝衰竭及正常大鼠肝组织中TLR2、TLR4和
TLR9表达. 阳性对照为大鼠结肠组织. 

结果: 正常人、慢性乙型肝炎和肝硬化患者
肝组织中TLR2和TLR9未见表达; 慢性重型肝
炎患者肝组织中TLR2和TLR9有表达; 正常人
及慢性乙型肝炎患者PBMC中TLR2、TLR9
未见表达, 慢性重型肝炎患者PBMC中TLR2
和T L R9有表达 ;  正常大鼠肝组织T L R2、
TLR9未见表达, 急性肝衰竭和慢加急性肝衰
竭大鼠肝组织中TLR2、TLR9有表达; TLR4
在所有标本中均未见表达, 但在阳性对照中有
表达; TLR2、TLR9的表达多见于炎性细胞中, 
在肝实质细胞上表达很少.

结论: TLR2、TLR9的高表达与机体的免疫
状态密切相关, 可能参与了重型肝炎和肝衰竭
的发病过程.

关键词: 重型肝炎; 肝衰竭; Toll样受体2; Toll样受

体4; Toll样受体9; 外周血单个核细胞
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0  引言

Toll样受体(toll-like receptors, TLRs)是近年来发

现的在宿主抗病原微生物的免疫应答中起重要

作用的细胞表面受体分子. 他们不仅在天然免

疫应答中识别病原微生物的病原相关分子模式

(pathogen-associated molecular patterns, PAMPs), 
激活先天性免疫应答, 还引起细胞因子的释放, 
上调共刺激分子的表达, 为获得性免疫的启动

提供必要的活化信号[1-3]. 近年研究显示, TLRs在
病毒性肝炎的发病机制中通过诱导TNF、IFN
等的生成和调节Th1和Th2反应平衡而产生免

疫刺激并发挥抗病毒作用[4-6], TLRs的过激活会

导致免疫紊乱, 造成肝细胞损伤的发生[7]. 本研

究通过观察慢性重型肝炎患者及肝衰竭大鼠中

TLR2、TLR4和TLR9的表达, 初步探讨TLR2、
TLR4和TLR9与免疫损伤的关系, 为重型肝炎肝

衰竭发病机制的研究提供思路. 

1  材料和方法

1.1 材料 慢性乙型肝炎、肝硬化患者及正常人

肝组织标本各5例, 慢性重型肝炎患者肝组织标

本3例, 慢性乙型肝炎、慢性重型肝炎患者及正

常人全血标本各10例, 所有病例均符合2000年西

安会议修订的《病毒性肝炎防治方案》中的诊

断标准[8], 以上标本来自首都医科大学附属北京

佑安医院人工肝中心. 所有标本采取前均与患者

签署知情同意书, 并得到医院伦理委员会批准. 
TLR2多克隆抗体购于Santa Cruz BioTechnology
公司, TLR4和TLR9单克隆抗体购于Imgenex公
司. 淋巴细胞分离液购于天津灏洋生物制品有限

公司. HRP标记的羊抗鼠IgG、生物素标记的兔

抗羊IgG和HRP标记的生物素化抗体购于北京中

杉金桥生物有限公司. 雌性Wistar大鼠12只, 清洁

级, 体质量280-330 g, 购自首都医科大学实验动

物中心. 人血白蛋白购自兰州生物制品所, D -氨
基半乳糖盐酸盐购自江苏省启东市久丰工贸有

限公司, 脂多糖购自美国Sigma公司. 其余为国产

试剂分析纯. 
1.2 方法 
1.2.1 大鼠肝衰竭模型的建立: 取♀Wistar大鼠12
只, 随机分为3组, 每组4只. (1)大鼠急性肝衰竭

模型组: 给予D -氨基半乳糖盐酸盐400 mg/kg和
脂多糖100 μg/kg同时腹腔注射, 构建大鼠急性

肝衰竭模型; (2)大鼠慢加急性肝衰竭模型组: 给
予人血白蛋白每只2.5 mg尾静脉注射, 每周2次, 
连续8 wk后给予D -氨基半乳糖400 mg/kg和脂多

糖100 μg/kg同时腹腔注射, 构建大鼠慢加急性

肝衰竭模型; (3)正常对照组: 常规喂养. 详细建

模方法见参考文献[9]. 
1.2.2 肝组织免疫组织化学: 常规方法烤片40 
m in, 用二甲苯及乙醇脱蜡处理; 盐酸甲醇处理

15 min, PBS洗片3次, 枸橼酸缓冲液微波修复5 
min; PBS洗片后, 用羊血清工作液封闭30 min; 
分别加入TLR2、TLR4、TLR9抗体37 ℃孵育

1 h; PBS洗片后, 加入TLR4、TLR9抗体的组织

片中加入HRP标记的羊抗鼠IgG, 加入TLR2抗体

的组织片中加入生物素标记的兔抗羊IgG, 37 ℃
孵育30 min; PBS洗片后, 加入TLR4、TLR9抗体

的组织片加入DAB显色, 加入TLR2抗体的组织

片加入HRP标记的生物素化抗体, 37 ℃孵育30 
min; PBS洗片后, 加入TLR2抗体的组织片加入

DAB显色; 苏木精复染, 组织透明, 树胶封片. 取

■研发前沿
近几年来 ,  TLRs
在 肝 脏 疾 病 ,  如
肝移植、病毒性
肝炎和肝硬化中
的作用正被逐步
揭 示 出 来 ,  有 关
TLRs在重型肝炎
肝衰竭方面的研
究还不多.
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正常大鼠结肠组织作为阳性对照. 
1.2.3 外周血单个核细胞提取及免疫组织化学:  
将抗凝血标本2 000 r/min离心, 吸取血浆, 加入

等体积生理盐水; 将生理盐水混合液缓慢加入

到淋巴细胞分离液的上层; 2 000 r/m in离心30 
m in, 吸取淋巴细胞液层, 加入生理盐水清洗, 
1 500 r/min离心10 min; 弃上清, 再加入10 mL生
理盐水清洗1次, 细胞计数2×107; 取适量浓度的

细胞悬液涂布于多聚赖氨酸处理过的载玻片上, 
室温自然干燥, 浓甲醛熏蒸固定2 h; 固定的载玻

片用酸甲醛处理10 min, PBS洗片后, 其余步骤

与肝组织免疫组织化学相同.

2  结果

2.1 TLR2、TLR4和TLR9在慢性乙型肝炎、慢

性重型肝炎、肝硬化患者及正常人肝组织中的

表达 正常人、慢性乙型肝炎和肝硬化患者肝组

织中TLR2和TLR9未见表达; 慢性重型肝炎患者

肝组织中TLR2和TLR9有表达; TLR4在正常人

及患者肝组织中均未见表达, 但在阳性对照中

■相关报道
Manigold等发现
TLR2在高内毒素
血症的肝硬化患
者PBMC中表达
上调 ,  而TLR4在
Child-Pugh分级为
A 的 肝 硬 化 患 者
PBMC中表达下
调 ,  提示TLRs可
能参与了肝硬化
的发展过程.

图  1  TLR2在人肝组织中的表达(IHC×200). A: 正常人肝组织; B: 慢乙型肝炎患者肝组织; C: 肝硬化患者肝组织; D: 慢性重

型肝炎患者肝组织.

CBA D

CBA D

图  2  TLR9在人肝组织中的表达(IHC×200). A: 正常人肝组织; B: 慢乙型肝炎患者肝组织; C: 肝硬化患者肝组织; D: 慢性重

型肝炎患者肝组织.

图  3  TLR4在大鼠结肠
及 人 肝 组 织 中 的 表 达
(IHC×200). A: 阳性对

照-大鼠结肠组织; B: 正

常人肝组织; C: 慢乙型

肝炎患者肝组织; D: 肝

硬化患者肝组织; E: 慢

性重型肝炎患者肝组织.

CBA

ED
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有表达. TLR2、TLR9的表达多见于炎性细胞中, 
在肝实质细胞上表达很少(图1-3).
2.2 TLR2、TLR4和TLR9在急性肝衰竭、慢

加急性肝衰竭及正常大鼠肝组织中的表达 正
常大鼠肝组织TLR2、TLR9未见表达, 急性肝

衰竭、慢加急性肝衰竭大鼠肝组织中TLR2、
TLR9有表达; TLR4在肝衰竭大鼠肝组织未见

表达, 但在阳性对照中有表达. TLR2、TLR9的
表达多见于炎性细胞中, 在肝实质细胞上表达

很少(图4, 5).
2.3 TLR2、TLR4和TLR9在慢性乙型肝炎、慢

性重型肝炎及正常人PBMC中的表达 正常人及

慢性乙型肝炎患者PBMC中TLR2、TLR9未见

表达; 慢性重型肝炎患者PBMC中TLR2和TLR9
有表达, TLR4在正常人及患者PBMC中未见表

达, 但在阳性对照中有表达(图6, 7).

3  讨论

TLRs广泛分布于各种组织中, 其表达与天然配

体的刺激有关. TLR1、TLR2及TLR6能识别多

种PAMPs, 包括细菌胞壁酸、肽聚糖和LPS[10]; 
TLR3识别病毒双链RNA[11]; TLR4可识别LPS[12]; 
TLR5识别细菌鞭毛蛋白[10]; TLR7、TLR8识别

病毒的单链RNA[13,14]; TLR9识别细菌胞嘧啶-腺
嘌呤(CpG)DNA[15]. 肝脏中的TLRs通过门静脉

能够接触到大量病原体成分, 通过信号转导广

■创新盘点
重症肝炎是肝病
领域研究的热点, 
本研究应用免疫
组织化学法观察
了慢性重型肝炎
患者及肝衰竭大
鼠肝组织及外周
血单个核细胞中
TLR2、TLR4和
TLR9的表达 ,  分
析探讨了TLR2、
TLR4和TLR9与
免疫损伤的关系, 
为重型肝炎肝衰
竭发病机制的研
究提供了一些新
思路.

图  4  TLR2在大鼠肝组
织中的表达(IHC×200). 
A: 正常大鼠肝组织; B: 

急性肝衰竭大鼠肝组织; 

C: 慢加急性肝衰竭大

鼠肝组织.

A B C

图  5  TLR9在大鼠肝组
织中的表达(IHC×200). 
A: 正常大鼠肝组织; B: 

急性肝衰竭大鼠肝组织; 

C: 慢加急性肝衰竭大

鼠肝组织.

A B C

图  6  TLR2在人PBMC
中的表达(IHC×200). A: 

正常人; B: 慢性乙型肝

炎患者; C: 慢性重型肝

炎患者.

A B C

图  7  TLR9在人PBMC
中的表达(IHC×200). A: 

正常人; B: 慢性乙型肝

炎患者; C: 慢性重型肝

炎患者.

A B C
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泛参与肝脏的生理病理过程. 近几年来, TLRs
在肝脏疾病, 如病毒性肝炎、肝硬化及酒精性

肝病中的作用正被逐步揭示出来[16-23]. Isogawa
等[16]研究发现, 活化的TLR3、TLR4、TLR5、
TLR7、TLR9能够于24 h内通过IFN-α/β依赖

途径抑制HBV的复制. Manigold等[17]发现TLR2
在高内毒素血症的肝硬化患者PBMC中表达上

调, 而TLR4在Child-Pugh分级为A的肝硬化患者

PBMC中表达下调, 提示TLRs可能参与了肝硬

化的发展过程. 
本研究发现, 慢性乙型肝炎和肝硬化患者

TLR2、TLR9未见表达, 慢性重型肝炎患者和肝

衰竭大鼠TLR2和TLR9有表达, TLR4在所有标

本中均未见表达, 但在阳性对照中有表达. 慢性

乙型肝炎和肝硬化患者, 特别是非活动性慢性

乙型肝炎和代偿期肝硬化患者, 病情比较稳定, 
很少伴有细菌感染, 因此体内TLRs未被激活,
免疫损伤相对较轻; 慢性重型肝炎患者多由慢

性肝炎进展而来, 病情反复发作, 常伴有细菌感

染, 在激活TLRs的同时也造成一定程度的免疫

损伤. 由于肝衰竭患者的肝组织不易获得, 因此

构建了大鼠肝衰竭模型. 肝衰竭大鼠与重型肝

炎患者肝组织中TLR2和TLR9的表达趋势是一

致的, 提示可以用大鼠肝衰竭模型模拟重型肝

炎患者体内TLRs的表达情况. 有报道TLR4在慢

性乙型肝炎和慢性重型肝炎患者中表达增加[24], 
在急性肝衰竭大鼠中表达增加[25], 而本研究中

TLR4在慢性乙型肝炎和慢性重型肝炎患者及肝

衰竭大鼠中均未见表达, 分析可能与所选病例

的病程不同有关. 也有可能与TLR4的天然配体

LPS有关, Nomura等认为存在LPS耐受机制, 即
暴露于LPS的单核巨噬细胞表面表达的TLR4下
调[26-28], 有关重型肝炎患者体内TLR4的表达还

需要进一步研究.  
本研究发现, 在慢性乙型肝炎、肝硬化、

重型肝炎肝组织中, TLR2、TLR9的表达多见于

炎性细胞中, 在肝实质细胞上表达很少, 这与其

他学者报道基本一致[29,30]. TLRs在各类免疫细胞

中广泛表达, 如单核/巨噬细胞、B细胞、T细胞

及树突状细胞都表达TLRs, 在肠道及呼吸道等

经常与细菌接触的上皮细胞上, 往往也有TLRs
的表达, 而在肝实质细胞中表达很少. 据此推测, 
TLRs的表达在肝脏疾病的发生及其所致的肝细

胞损伤中所起的作用, 可能主要是通过识别受

体而激活免疫应答损伤肝细胞, 由于受体识别

而直接产生肝细胞损伤相对较少. 因此, 深入研

究TLRs与免疫损伤的关系, 将对重型肝炎肝衰

竭发病机制的研究具有非常重要的意义.
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《世界华人消化杂志》外文字符标准

本刊讯 本刊论文出现的外文字符应注意大小写、正斜体与上下角标. 静脉注射iv, 肌肉注射im, 腹腔注射ip, 皮

下注射sc, 脑室注射icv, 动脉注射ia, 口服po , 灌胃ig. s(秒)不能写成S, kg不能写成Kg, mL不能写成ML, lcpm(应

写为1/min)÷E%(仪器效率)÷60 = Bq, pH不能写PH或PH, H pylori不能写成HP, T1/2不能写成tl/2或T , V max

不能Vmax, μ不写为英文u. 需排斜体的外文字, 用斜体表示. 如生物学中拉丁学名的属名与种名, 包括亚属、

亚种、变种. 如幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , H pylori ), Ilex pubescens  Hook, et  Arn.var.glaber Chang(命名者

勿划横线); 常数K ; 一些统计学符号(如样本数n , 均数mean, 标准差SD, F检验, t检验和概率P , 相关系数r ); 化学

名中标明取代位的元素、旋光性和构型符号(如N , O , P , S , d , l )如n -(normal, 正), N -(nitrogen, 氮), o -(ortho, 邻), 

O -(oxygen, 氧, 习惯不译), d -(dextro, 右旋), p -(para, 对), 例如n -butyl acetate(醋酸正丁酯), N -methylacetanilide(N-

甲基乙酰苯胺), o -cresol(邻甲酚), 3-O -methyl-adrenaline(3-O-甲基肾上腺素), d -amphetamine(右旋苯丙胺), 

l -dopa(左旋多巴), p -aminosalicylic acid(对氨基水杨酸). 拉丁字及缩写in vitro , in vivo , in situ ; Ibid, et al , po , vs ; 

用外文字母代表的物理量, 如m (质量), V (体积), F (力), p (压力), W (功), v (速度), Q (热量), E (电场强度), S(面

积), t (时间), z (酶活性, kat), t (摄氏温度, ℃), D (吸收剂量, Gy), A (放射性活度, Bq), ρ(密度, 体积质量, g/L), c (浓

度, mol/L), j(体积分数, mL/L), w (质量分数, mg/g), b (质量摩尔浓度, mol/g), l (长度), b (宽度), h (高度), d (厚度), 

R (半径), D (直径), T max, C max, V d, T 1/2 CI等. 基因符号通常用小写斜体, 如ras , c-myc ; 基因产物用大写正体, 如P16

蛋白. 
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