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Abstract
AIM: To determine the relationship between 
Toll-like receptors 2 and 4 (TLR2 and TLR4) 
mRNA expression and lipopolysaccharide 
(LPS)-induced intestinal injury in rats.

METHODS: Fifty-six Wistar rat pups aged 10 d 
were randomly divided into control group (nor-
mal saline 1 mL/kg, ip, n = 8) and LPS group 
(LPS 5 mg/kg, ip, n = 48). The rats in the control 
group were sacrificed 3 h after treatment, while 
those in the LPS group were sacrificed at 3, 6, 
12, 24, 48 and 72 h after injection of LPS. The in-
testinal tissue was dissected for histopathologic 
analysis. The expression of TLR2 and 4 mRNAs 
in intestinal tissue was detected by RT-PCR. 

RESULTS: The expression of TLR2 mRNA was 
weak in the intestine of rats in the control group, 
while TLR4 mRNA was highly expressed in the 

intestine of rats in the control group. The expres-
sion of TLR2 mRNA was markedly increased at 
3 and 6 h (4.068 ± 0.86 and 5.314 ± 1.82 vs 1.390 ± 
0.04, both P < 0.01) after intraperitoneal injection 
of LPS, peaking at 72 h (10.401 ± 1.73 vs 1.390 ± 
0.04, P < 0.01). TLR4 mRNA expression was sig-
nificantly increased at 3 h (16.711 ± 1.28 vs 9.907 
± 0.33, P < 0.01) after intraperitoneal LPS injec-
tion, but markedly decreased at 72 h (7.055 ± 1.27 
vs 9.907 ± 0.33). 

CONCLUSION: TLR2 and TLR4 mRNA expres-
sion is related with LPS-induced intestinal injury 
in rats. 
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摘要
目的: 探讨TLR2和TLR4 mRNA表达与脂多糖
(lipopolysaccharide, LPS)诱导的肠组织损伤之
间的关系. 

方法: 日龄10 d的Wistar幼鼠56只随机分为
对照组(生理盐水1 mL/kg, ip, n  = 8), 实验组
(LPS, 5 mg/kg, ip, n  = 48). 对照组于注射生理
盐水后3 h, 实验组腹腔注射LPS后于不同时间
点(3、6、12、24、48和72 h)取近回盲端回肠
组织, HE染色观察病理改变; RT-PCR法检测
肠组织TLR2、4 mRNA的表达. 

结果: TLR2 mRNA在对照组呈现比较弱的表
达, 在实验组给予LPS后3、6 h表达明显增强
(4.068±0.86, 5.314±1.82 vs  1.390±0.04, 均
P <0.01), 在72 h达高峰(10.401±1.73 vs  1.390
±0.04, P <0.01). TLR4 mRNA在对照组表达较
明显, 在实验组给予LPS后3 h表达量达到高峰
(16.711±1.28 vs  9.907±0.33, P <0.01), 6、12 
h有所下降, 24、48 h又复增强, 72 h明显下降
(7.055±1.27 vs  9.907±0.33).

结论: TLR2、4 mRNA表达与LPS诱导的肠组
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■背景资料
TLR是能识别病
原微生物的免疫
受体, 通过信号转
导激发天然免疫
反应, 导致组织损
伤. 脂多糖是细菌
产生的内毒素, 能
引起内毒素血症, 
导致多脏器损伤, 
最常见的是肠组
织损伤, 进一步可
导致全身炎症反
应综合征. 脂多糖
引起的肠组织损
伤是否与TLR表
达相关尚不十分
清楚.

■同行评议者
陈秋生, 教授, 南京
农业大学动物医
学院基础医学系



织损伤关系密切.
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0  引言

败血症是临床常见的危重疾病, 具有较高的发

病率和死亡率. 细菌感染引起的内毒素血症可

导致肠组织的损伤, 导致肠屏障功能损害, 引起

肠道内细菌移位, 加重全身感染. 内毒素可引

起肠组织合成和释放促炎因子增加, 如TNF-α, 
IL-1等, 引起肠组织损伤, 过多的促炎因子释放

可引起全身炎症反应综合征, 导致多器官功能

障碍综合征和多器官功能衰竭[1-3]. Tol l样受体

(Toll-like receptor, TLR)是近年发现的免疫受体, 
具有跨膜信号转导功能, 他能识别侵入机体的

病原体, 启动先天性免疫反应[4-7]. 正常情况下, 
肠道寄生菌并不引起机体反应. 在内毒素血症

时, 促炎因子的合成、增加释放与TLR的相互关

系并不清楚. 本文通过对LPS诱导的肠道组织损

伤时TLR表达的研究, 探讨TLR的表达与肠组织

损伤的关系. 

1  材料和方法

1.1 材料 清洁级Wistar幼鼠56只, 日龄10 d, 雌
雄不限 ,  体质量为15-25 g, 由中国医科大学

附属二院医学实验动物中心提供 ,许可证号 : 
SCXK(辽)2003-0009. 脂多糖(lipopolysaccharide, 
LPS, Escherichia coli  O55: B5)购于Sigma公司. 
RT-PCR一步法试剂盒购于大连宝生物公司(日本

TaKaRa公司), PCR引物根据Medline数据库自行

设计, 由上海英骏生物公司合成. 
1.2 方法 
1.2.1 分组和造模: 将56只幼鼠随机分为对照组

(A组, n  = 8)和实验组(n  = 48). 对照组给予生理

盐水(normal saline, NS)1 mL/kg, ip. 实验组给予

LPS 5 mg/kg, ip. 实验组根据LPS ip后时间点, 分
为3、6、12、24、48、72 h(B、C、D、E、F、
G, 每组8只)6组. 对照组于注射后3 h, 实验组于

相应时间点处死, 取距回盲端0.5-1 cm回肠组织, 
分别于液氮速冻和40 g/L甲醛固定, 以待检测和

分析. 
1.2.2 观察肠组织病理改变: 取肠组织40 g/L甲醛

固定, HE染色, 观察肠组织病理改变. 
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1.2.3 应用RT-PCR检测TLR2、4 mRNA的表达: 
(1)总RNA的提取: 按TRIzol总RNA提取试剂说

明书进行操作; (2)反转录合成cDNA: 按以下条

件进行反转录反应: 混匀后65 ℃ l min, 30 ℃ 5 
min,于30 min内匀速升温至65 ℃ 30 min, 98 ℃ 5 
min, 5 ℃ 5 min, 其产物即cDNA; (3) RT-PCR检
测TLR2、4 mRNA表达: 取cDNA 3 μL(1 μg), 10
×Buffer 2 μL, MgCl2 4 μL, 10 mmol/L dNTPs 2 
μL, 引物100 ng, TagDNA多聚酶1 U. 总体系20 
μL. 引物与循环条件见表1. 取PCR产物20 g/L琼
脂糖凝胶电泳, 并测定积分吸光度.

统计学处理 所有数据均以mean±SD表示, 
采用SPSS13.0统计软件包, 进行方差分析, 组间

比较采用LSD法检验, P <0.05为差异有显著性.

2  结果

2.1 肠组织病理变化 对照组肠绒毛完整, 上皮

细胞排列整齐, 杯状细胞少见, 无明显异常改变

(图1A). 实验组给予LPS后3 h肠组织可见明显

异常, 绒毛间质可见有充血, 少许炎性细胞浸

润, 水肿明显, 肠上皮细胞排列紊乱, 细胞水肿

(图1B); 6 h见间质水肿吸收, 充血不明显, 杯状

细胞增加(长黑色箭头所示), 上皮细胞仍水肿, 
细胞呈透明样变(短黑色箭头所示, 图1C); 12 h
上述变化更加明显, 细胞水肿加重, 杯状细胞增

加(图1D); 24 h可见绒毛间质、上皮细胞水肿明

显减轻, 杯状细胞仍较多(图1E); 48 h上述改变

明显恢复, 间质充血明显, 上皮细胞密度增加, 
有增生改变(图1F); 72 h恢复明显, 上皮细胞增

生明显增多. 杯状细胞较多(图1G).
2.2 实验组ip LPS后不同时间肠组织TLR2、4 
mRNA表达变化 在对照组TLR2 mRNA表达较

弱, TLR4 mRNA表达较明显. TLR2 mRNA在

实验组各时间点表达明显高于对照组, 且差异

非常显著(P <0.01); TLR2 mRNA表达逐渐增高, 
于72 h达高峰. TLR4 mRNA表达在LPS ip 3 h
即达到高峰, 显著高于对照组(P <0.01), 然后下

降, 于12 h下降明显; 于24、48 h又复增高, 明
显高于对照组, 差异非常显著(P <0.01); 于72 h
明显下降, 且低于对照组, 差异显著(P <0.01, 表
2, 图2).

3  讨论

肠道是人体聚集细菌最丰富的场所, 但正常情

况下并不引起机体发生免疫反应, 而形成了免

疫耐受, 这种免疫耐受对机体免遭病原体及其

www.wjgnet.com

■相关报道
O r t e g a - C a v a 和
C h o w 等 研 究 发
现了TLR2、4在
肠道的不同部位, 
其表达是不同的. 
Poltorak和Heine等
研究认为TLR4是
作为LPS的主要受
体起主要作用. 

■研发前沿
TLR是一种免疫
受体, 可识别外源
性微生物和其产
生的毒素, 通过信
号转导介导免疫
反 应 .  在 内 毒 素
引起的肠损伤中, 
TLR是否起转导
作用, TLR2、4哪
一个起主导作用, 
及在正常肠组织
中的表达是目前
研究的重点.
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代谢产物的攻击是非常重要的. 其机制复杂多

样. 但在感染时, 机体免疫功能出现了变化. 在
病原体和代谢产物的作用下, 能导致多器官、

多脏器受损, 而肠道是最易受损的器官之一. 肠
道是机体最大的免疫器官. 在感染时, 由于肠道

屏障功能受损, 肠道细菌移位, 引起远隔脏器的

感染. 同时肠组织在病原体和代谢产物的刺激

下可合成和释放大量的促炎因子和抑炎因子, 
这是引起和加重全身炎症反应综合征的重要环

节. 但这种机制仍不是十分清楚. 
在本研究中, 通过对肠组织形态学变化的检

测观察到, 在注射LPS后3、6 h肠组织出现水肿, 
炎性细胞浸润, 出现玻璃样物质, 24 h后渐恢复, 
这表明腹腔注射LPS后可诱导肠组织损伤. 

TLR是跨膜蛋白, 能识别病原微生物及其细

胞壁具有的特殊结构, 并能将信号传导到细胞

内, 激活NF-κB, 促进炎症介质的释放[8,9], 导致肠

组织的损伤. 正常情况下, 在肠道组织中, TLR表

图  1  肠组织病理变化, 距回盲端0.5-1 cm回肠组织(HE×100). A: 对照组; B: LPS 3 h; C: LPS 6 h; D: LPS 12 h; E: LPS 24 h; F: 

LPS 48 h; G: LPS 72 h.

A B

C D

E F

G

■应用要点
TLR受体是免疫
识别受体, 具有识
别外源性微生物
和毒素的作用, 通
过信号转导, 介导
免疫反应, 导致组
织损伤, 如何抑制
TLR的信号转导
是抑制炎症反应
的重要环节, 为将
来的治疗提供重
要依据.

■创新盘点
本研究在观察正
常肠组织和损伤
肠组织的TLR表
达时, 对给予LPS
的 不 同 时 间 点
TLR的表达均进
行了观察和比较, 
并对各个时间点
的病理变化进行
了比较.



www.wjgnet.com

达较少, TLR2和TLR4在正常鼠消化道的表达是

呈不同分布的. 有研究表明[10]TLR4 mRNA表达

主要在胃和结肠的远端, 小肠远端有较弱的表

达; 而TLR2主要表达在结肠的近端, 小肠远端

有非常弱的表达. 我们观察到在回盲端的回肠

TLR4 mRNA有弱的表达, TLR2 mRNA表达较弱, 
与文献报道相一致. 我们在观察给予LPS不同时

间点的肠组织病理变化的同时, 也观察了肠组

织TLR2、4 mRNA的表达变化. 腹腔注射LPS后
3、6 h, TLR2 mRNA表达明显上调, 72 h达到高

峰; TLR4 mRNA 3 h达高峰, 72 h明显下降. TLR4 
mRNA变化与肠损伤的病理变化较一致. 推测

TLR4与肠组织的损伤密切相关, TLR4是介导

LPS引起肠组织损伤的重要信号转导分子. 
最近的许多研究支持在体内和体外TLR2、

4是与LPS反应的主要调节因子[11-16]. 有研究表

明[17,18]TLR2与TLR4在正常肠组织中的定位和

表达的差别是与他们在肠道中的不同作用相关

的. 而TLR4是作为LPS的受体起主要作用[12-14]. 
TLR2也被认为是LPS的信号转导分子, 但

需要血清LBP的参与. 本研究表明肠组织损伤中

TLR4可能起主要的作用. 但TLR2在LPS刺激后也

有明显的上调表达, TLR2的作用有待进一步研究.
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表  1  各指标及内参照β-actin引物的序列、扩增条件

     
		      引物名称                        	             扩增片段(bp)                 循环条件

TLR2							          94 ℃ 3 min, 94 ℃ 40 s

    F: 5'-CGC TTC CTG AAC TTG TCC -3'		  286	    51.5 ℃ 1 min,72 ℃ 1 min

    R: 5'-GGT TGT CAC CTG CTT CCA -3'			      35个循环后, 72 ℃ 7 min

TLR4                                                     				       94 ℃ 3 min, 94 ℃ 40 s

    F: 5'-CCA GAG CCG TTG GTG TAT -3'		  419	    53.5 ℃ 1min, 72 ℃ 1 min 

    R: 5'-GCC CTG TGA GGT CGT TGA -3'			      35个循环后, 72 ℃ 7 min

β-actin							          94 ℃ 3 min, 94 ℃ 40 s

    F: 5'-CAC CCT GTG CTG CTC ACC GAG GCC -3'	 690	    55 ℃ 1 min,72 ℃ 1.5 min

    R: 5'-CCA CAC AGA TGA CTT GCG CTC AGG -3'		     35个循环后, 72 ℃ 7 min

表  2  肠组织TLR2和TLR4 mRNA/β-actin吸光度值 (n  = 8, 
mean±SD)

     
		   TLR2                                    TLR4

对照组               1.390±0.04                    9.907±0.33

实验组 

    3 h                 4.068±0.86b                 16.711±1.28b               

    6 h                 5.314±1.82b                 10.531±3.36a

    12 h               4.165±0.35b                   8.875±0.53

    24 h               6.285±0.40b                 12.833±0.58b

    48 h               3.086±0.06b                 15.850±3.51b

    72 h             10.401±1.73b                  7.055±1.27b

aP<0.05, bP<0.01 vs  对照组.

图  2  肠组织TLR2、TLR4 mRNA表达RT-PCR扩增产物电泳. 
A: TLR2; B:TLR4; M: Marker; 1: 对照组; 2: LPS 3 h; 3: LPS 

6 h; 4: LPS 12 h; 5: LPS 24 h; 6: LPS 48 h; 7: LPS 72 h; 8: 空

白对照.
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■名词解释
Toll样受体: 是能
识别病原微生物
的免疫受体, 是一
种跨膜蛋白, 具有
信号转导功能, 介
导免疫反应.
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《世界华人消化杂志》入选北京大学图书馆
2008 年版《中文核心期刊要目总览》 

本刊讯 《中文核心期刊要目总览》(2008年版)采用了被索量、被摘量、被引量、他引量、被摘率、影响因

子、获国家奖或被国内外重要检索工具收录、基金论文比、Web下载量等9个评价指标, 选作评价指标统计源

的数据库及文摘刊物达80余种, 统计文献量达32 400余万篇次(2003-2005年), 涉及期刊12 400余种. 本版还加大

了专家评审力度, 5 500多位学科专家参加了核心期刊评审工作. 经过定量评价和定性评审, 从我国正在出版的

中文期刊中评选出1 980余种核心期刊, 分属七大编73个学科类目. 《世界华人消化杂志》入选本版核心期刊

库(见R5内科学类核心期刊表, 第66页). (编辑部主任: 李军亮 2010-01-08)


