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Abstract
AIM: To investigate the effect of corticotrophin-
releasing factor (CRF) on the expression of toll-
like receptor 4 (TLR4) in human intestinal epi-
thelial cell line HT-29.

METHODS: HT-29 cells were divided into eight 
groups: non-treated group, LPS group (treated 
with 20 μg/L LPS for 24 h), CRF group (treated 
with 20 μg/L CRF for 24 h), LPS plus CRF group 
(pretreated with 20 μg/L CRF for 12 h and then 
treated with 20 μg/L LPS for 12 h), Astressin 2B 
plus CRF group (pretreated with 20 μg/L As-
tressin 2B for 12 h and then treated with 20 μg/L 
CRF), Antalarmin plus CRF group (pretreated 
with 20 μg/L Antalarmin for 12 h and then treat-
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CRF通过CRF2受体介导肠上皮细胞中TLR4的��表达

杨 丽, 郑鹏远, 刘志强

®

■背景资料
越来越多临床观
察及实验数据发
现, 心理压力不仅
可以导致功能性
肠病的发生, 也可
诱发或加剧器质
性疾病如炎症性
肠病的产生, 但是
压力等应激因素
是如何导致肠黏
膜免疫紊乱并不
清楚. 

ed with 20 μg/L CRF), Astressin 2B plus LPS 
group (pretreated with 20 μg/L Astressin 2B for 
12 h and then treated with 20 μg/L LPS), and 
Antalarmin plus LPS group (pretreated with 20 
μg/L Antalarmin for 12 h and then treated with 
20 μg/L LPS). The expression of TLR4 mRNA 
and protein was detected by reverse transcrip-
tion-polymerase chain reaction (RT-PCR) and 
Western blotting, respectively. The secretion of 
interleukin-8 in the culture supernatants was 
determined by enzyme-linked immunosorbent 
assay (ELISA).

RESULTS: CRF could induce the expression 
of TLR4 in HT-29 cells and result in increased 
interleukin-8 secretion (P < 0.05). CRFR2 antago-
nist Astressin 2B inhibited the expression of LR4 
(P < 0.05, CRF+LPS group vs CRF group), while 
CRF1 antagonist Antalarmin had no signifi-
cant effect on the expression of TLR4 (P > 0.05, 
CRF+LPS group vs CRF group).

CONCLUSION: The induction of TLR4 expres-
sion by CRF in human intestinal epithelial cells 
is mediated by the CRF2 receptor.

Key Words: Corticotrophin-releasing factor; Toll-like 
receptor; Intestinal epithelial cells
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摘要
目的: 研究促肾上腺皮质释放因子(CRF)介导
肠上皮细胞中Toll样受体4(toll-like receptor 4, 
TLR4)的表达, 并探讨其可能通过的受体途径. 

方法: 常规培养人结肠上皮细胞株HT-29细
胞, 将HT-29细胞分为正常对照组(不加刺激
剂), 脂多糖(lipopolysaccharide, LPS)刺激组
(LPS 20 μg/L刺激24 h), 促肾上腺皮质释放
因子(corticotrophin-releasing factor, CRF)刺
激组(CRF 20 μg/L刺激24 h), CRF+LPS刺激
组(预先CRF 20 μg/L刺激12 h, 更换细胞液后
再与LPS 20 μg/L刺激12 h), CRF+Antalarmin
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■研发前沿
促肾上腺皮质释
放因子 ( C R F ) 是
一个重要的应激
因 子 ,  不 仅 中 枢
组 织 中 有 表 达 , 
周围组织也存在, 
近年已发现肠黏
膜 组 织 中 也 有
CRF的表达, 并发
现其与炎症发生其与炎症发生与炎症发生
有关.

组(CRF与Antalarm in 20 μg/L共刺激24 h), 
CRF+LPS+Antalarmin组(CRF与Antalarmin 
20 μ g/L共刺激12 h后再以L P S刺激12 h), 
CRF+Astressin2B组(CRF与Astressin2B 20 μg/
L共刺激24 h), CRF+LPS+Astressin2B组(CRF
与Astressin2B 20 μg/L共刺激12 h后再以LPS
刺激12 h). 刺激结束后, 收取各组HT-29细胞, 
RT-PCR法和免疫印迹法检测各组上皮细胞中
TLR4 mRNA和蛋白的表达. ELISA法检测各
组细胞上清液中IL-8的表达.

结果: CRF可以诱导人结肠上皮细胞株HT-29
细胞中TLR4表达导致IL-8分泌增多(P <0.05), 
C R F1受体拮抗剂不能有效地阻滞C R F对
TLR4的诱导(P >0.05, CRF+LPS组 vs  CRF组), 
CRF2受体拮抗剂可阻滞CRF对TLR4的诱导
(P <0.05, CRF+LPS组 vs CRF组). 

结论: CRF通过CRF2受体通路介导肠上皮细
胞中TLR4的表达. 

关键词: 促肾上腺皮质释放因子; Toll样受体; 肠上

皮细胞
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0  引言

大量研究发现精神心理压力不仅可以诱发和/或
加剧炎症性肠病症状[1], 还可以促进实验性结肠

炎的产生[2], 促肾上腺皮质释放因子(corticotro-
phin-releasing factor, CRF)是一个重要的应激效

应因子, 下丘脑中枢中的CRF通过诱导乙酰胆

碱(acetylcholine, ACTH)促进糖皮质激素生成限

制炎症介质的释放, 进而限制炎症反应, 而周围

组织中的CRF则由免疫细胞、神经纤维等其他

细胞释放局部发挥着促炎作用[3]. 周围型的CRF
已不局限于应激因子, 更多的是一种促炎因子, 
CRF通过与其不同受体(CRF-R1或CRF-R2)结合其不同受体(CRF-R1或CRF-R2)结合不同受体(CRF-R1或CRF-R2)结合

而发挥不同生物学效应. 胃肠道中普遍存在着

CRF-R1和CRF-R2, 溃疡性结肠炎组织中亦发现

CRF的表达增高[4,5], 但增高的CRF是如何导致肠

黏膜炎症并不清楚, 有研究显示CRF可诱导巨噬

细胞中TLR4表达[6], 而Toll样受体4(toll-like recep-
tor 4, TLR4)在肠黏膜上皮组织中的先天性免疫

调节中发挥着重要作用[7], 与炎症性肠病肠黏膜

炎症的发生密切相关, 本实验通过CRF及脂多糖

(lipopolysaccharide, LPS)以及CRF-R1受体拮抗剂

Antalarmin和CRF-R2受体拮抗剂Astressin2B干
预刺激结肠上皮细胞系HT-29细胞, 观察各组上

皮细胞中TLR4的表达情况, 探讨CRF在肠上皮

细胞中对TLR4的影响及可能通过的受体途径. 

1  材料和方法

1.1 材料 HT-29细胞株购自中国科学院细胞库, 
CRF购自Sigma公司; LPS购自Sigma公司; 兔抗

�Toll4受体多克隆抗体购自Santa Cruz公司; 辣
根过氧�物酶标记的羊抗兔IgG, 兔抗�β-actin
单克隆抗体, �学发光试剂盒, RPMI 1640培养

液等. 
1.2 方法

1.2.1 细胞培养: 结肠癌上皮细胞株HT-29细胞

复苏后, 接种培养于含100 m L/L小牛血清、

100 U/mL青霉素、链霉素的RPMI 1640培养

基中, 置于37 ℃、50 mL/L CO、50 mL/L CO50 mL/L CO2孵箱中培养, 每
天更换培养液, 4-5 d后以0.25%的胰酶��传

代. 取对数生长期细胞, 以5×105的密度接种

于50 mL培养瓶, 细胞生长至5×106后, 换不含

小牛血清的RPMI 1640培养液. 实验共分8组, 
正常对照组(不加刺激剂), LPS刺激组(LPS 20 
μg/L刺激24 h), CRF刺激组(CRF 20 μg/L刺激

24 h), CRF+LPS刺激组(预先CRF 20 μg/L刺激

12 h, 更换细胞液后再与LPS 20 μg/L刺激12 h), 
CRF+Antalarmin组(CRF与Antalarmin 20 μg/L共
刺激24 h), CRF+LPS+Antalarmin组(CRF与Anta-
larmin 20 μg/L共刺激12 h后再以LPS刺激12 h), 
CRF+Astressin2B组(CRF与Astressin2B 20 μg/L
共刺激24 h), CRF+LPS+Astressin2B组(CRF与
Astressin2B 20 μg/L共刺激12 h后再以LPS刺激

12 h). 刺激结束后, 收取各组HT-29细胞, PBS洗
涤2次, 分别用来提取RNA, RT-PCR法检测各组

TLR4受体mRNA; 提取总蛋白, 免疫印迹法检测

各组TLR4蛋白量. 
1.2.2 RT-PCR法检测HT-29细胞TLR4 mRNA的表

达: 按照Triregent产品说明书提取RNA, 设计并

合成�TLR4和�GAPDH(内参照)引物(表1). RT-
PCR反应按照试剂盒说明书进行, 94 ℃预变性

2 min; 94 ℃变性30 s, 58 ℃(内参58 ℃)退火30 s, 
72 ℃延伸2 min, 35个循环; 72 ℃补延伸6 min. 阴
性对照用RNase-free Water代替cDNA进行反应, 
琼脂糖凝胶电泳、凝胶图像系统处理分析测定.、凝胶图像系统处理分析测定.凝胶图像系统处理分析测定. 
1.2.3 免疫印迹法检测各组HT-29细胞TLR4蛋白

的表达: 将刺激后的各组HT29细胞, 分别加入细

胞蛋白裂解液提取蛋白, Bradford方法测定蛋白
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■相关报道
TLR4作为先天性
免疫与获得性免
疫的桥梁, 在肠上
皮细胞对腔内共
栖菌的稳定中起
着关键作用. 肠黏
膜TLR4的表达调
控异常可导致肠
黏膜炎症的发生.

浓度, 配置8%的SDS-PAGE凝胶, 将总蛋白加样, 
恒压电泳, 恒流转膜, 加入5%的脱脂奶粉封闭过

夜, 加一抗兔抗�Toll4受体多克隆抗体, 孵育2 h, 
PBS洗涤2次, 加辣根过氧�物酶标记的羊抗兔

IgG, 孵育2 h, ECL显色, 暗室曝光. 凝胶图像分析. 
1.2.4 ELSIA法检测IL-8: 取各组细胞上清液, 按
照说明书进行检测. 

统计学处理 所有数据计量资料用mean±
SD表示, 多组间比较采用单因素方差分析, 采
用SPSS13.0软件做统计学分析, P<0.05有统计学 
意义.  

2  结果

2.1 CRF对HT-29细胞中TLR4表达的影响 LPS刺

激组TLR4 mRNA(0.31±0.04 vs  0.28±0.02)和
蛋白表达水平(0.48±0.17 vs  0.45±0.12)与对照

组相比较, 差异无统计学意义(P >0.05); CRF组
TLR4 mRNA(1.05±0.06 vs  0.28±0.02)和蛋白

表达水平(1.08±0.21 vs  0.45±0.12)与对照组相

比较, 差异有统计学意义(P<0.05), 而CRF+LPS
组则更高于CRF组(1.68±0.05 vs  1.05±0.06, 
1.81±0.18 vs  1.08±0.21), 两组之间差异有统

计学意义(P<0.05, 图1, 2). 进一步检测各组细胞

中IL-8水平, 发现与TLR4活�一致, 也相应增高

(图3).
2.2 CRF1受体拮抗剂Antalarmin对CRF诱导的

TLR4表达的影响 CRF+Antalarmin组中TLR4 
mRNA和蛋白表达水平与CRF组比较, 差异无统

计学意义(1.01±0.03 vs  1.05±0.06, 1.01±0.16 
vs  1.08±0.21, P>0.05); CRF+LPS+Antalarmin组
与CRF+LPS相比较, 亦无显著性差异(1.62±0.04 
vs  1.68±0.05, 1.78±0.21 vs  1.81±0.18, 图1). 
2.3 CRF2受体拮抗剂Astress in2B对CRF诱导

的TLR4表达的影响 CRF+As t r e s s in2B组中

TLR4 mRNA和蛋白表达水平与CRF组比较, 
两组之间差异有统计学意义(0.29±0.03 v s  
1.05±0.06, 0.48±0.26 vs  1.08±0.21, P <0.05), 
CRF+LPS+Astressin2B组与CRF+LPS组比较, 两
组之间差异亦有统计学意义(0.31±0.06 vs  1.68
±0.05, 0.51±0.22 vs  1.81±0.18, P<0.05, 图2).

表  1  引物序列

     引物名称              引物序列(5'-3') 引物大小(bp)

TLR4

  sense TGGATACGTTTCCTTATAAG        507 

  Anti-asense GAAATGGAGGCACCCCTTC      

GAPDH 

  sense GCACCGTCAAGGCTGAGAAC        138

  Anti-asense   TGGTGAAGACGCCAGTGGA

图� �� ��������������� ����������������  1  ��������������� ����������������各组HT-29细胞中TLR4 mRNA和蛋白表达及CRF1受体
拮抗剂干预结果��. A: TLR4 mRNA; B: TLR4蛋白. 1: 对照组; 

2: LPS组; 3: CRF组; 4: CRF+LPS组; 5: CRF+Antalarmin组; 

6: CRF+LPS+Antalarmin组.
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图� �� ��������������� ����������������  2  ��������������� ����������������各组HT-29细胞中TLR4 mRNA和蛋白表达及CRF2受体
拮抗剂干预结果��. A: TLR4 mRNA; B: TLR4蛋白. 1: 对照组; 

2: LPS组; 3: CRF组; 4: CRF+LPS组; 5: CRF+Astressin2B组; 

6: CRF+LPS+Astressin2B组.
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图� �� ��������������  3  ��������������各组细胞中IL-8的表达��. 1: �����������������������    对照组��������������������    ; 2: LPS������������  组�����������  ; 3: CRF���组; 

4: CRF+LPS��������������������������������������������    组�������������������������������������������    ; 5: CRF+Antalarmin������������������������  组�����������������������  ; 6: CRF+LPS+Antalarmin

组; ���������������������  ������������������������ 7: CRF+Astressin2B��� ������������������������ 组�� ������������������������ ; 8: CRF+LPS+Astressin2B��组�.

杨丽�� ����������� ����������������������������������, 等. ������������������������������������������CRF通过CRF2受体介导肠上皮细胞中TLR4的表达����������������						                1765
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■创新盘点
本实验通过研究
CRF在结肠上皮
中对TLR4的调节
作用以及通过的
受体途径, 将为明
确应激导致炎症
的发生提供理论
�础. 

3  讨论

近年研究发现CRF信号系统活�可能是压力诱

发或加剧炎症性肠病的机制[8], 已经证实肠道活

�的CRF信号可以导致促炎反应, 并有研究发现

肽聚糖诱导的结肠炎组织中CRF表达是增高的; 
相反CRF缺陷小鼠肠道炎症反应会减轻[9], 溃疡

性结肠炎组织中CRF表达也增高, 但是增高的

CRF是如何导致炎症发生并不清楚. 已有研究显

示CRF可以促进单核细胞释放趋�因子, 巨噬细

胞释放IL-6、TNF-α、IL-1[10], 但对肠上皮细胞

的作用了解甚少. 
肠上皮细胞暴露于高浓度的细菌及共栖菌, 

对腔内细菌的识别是肠腔内环境稳定的关键. 
而TLR对宿主的保护起着重要作用, 他们通过启

动先天性免疫反应调整对细菌病毒的适应性免

疫[11,12]. 研究显示, 正常结肠上皮细胞中TLR4呈
低表达水平, 对LPS反应很弱, 但在炎症性肠病

肠黏膜组织中呈现显著高表达[13,14]. TLR4低水

平表达及信号微弱是肠上皮细胞的适应性免疫

调节, 使肠上皮免遭对腔内细菌不必要的免疫

反应所引起的组织破坏, 因此TLR4与腔内共栖

菌之间的调节信号对于增强保护, 促进损伤修

复, 维持肠黏膜的正常屏障作用至关重要[15]. 
本研究显示正常肠上皮细胞中LPS不能刺

激TLR4表达增高, 但是CRF刺激组TLR4 mRNA
和蛋白表达水平则增高, 提示CRF可以促进肠上

皮细胞中TLR4表达, 而CRF刺激后再次以LPS
刺激则TLR4 mRNA和蛋白表达水平显著增高, 
提示CRF不仅可直接刺激结肠上皮TLR4增高, 
还可促进结肠上皮对LPS反应增加, 进而促进

TLR4表达增高. 而肠上皮细胞中TLR4表达增高

可导致对腔内细菌免疫耐受异常, 导致对LPS的
反应增加, 引起促炎因子IL-8释放增多[16]. 我们

进一步检测各组细胞中IL-8水平, 发现与TLR4
活�一致, 也相应增高. 

C R F肽家族的受体分为C R F1型受体和

CRF2型受体, 二者均属于G蛋白耦联受体, 胃肠

组织中均有CRF1受体和CRF2受体分布, CRF与
不同受体结合而发挥不同的生物学效应. 例如

胃排空与CRF2受体有关, 结肠动力与CRF1受
体有关[17], CRF2受体缺陷性小鼠肠道炎症是减

轻的[18]. 但是CRF在结肠上皮中对TLR4的调节

作用通过何种受体尚不清楚. 我们对以上实验

分别以CRF1受体拮抗剂和CRF2受体拮抗剂进

行干预阻滞发现, CRF2受体拮抗剂可有效阻滞

CRF对TLR4的诱导表达, 而CRF1受体拮抗剂不

能有效地阻滞, 与TLR4表达水平一致的肠上皮

细胞分泌IL-8的变�, 均提示CRF对结肠上皮细

胞TLR4的诱导有可能是通过CRF2受体通路. 
近年已有发现TLR4抗体可以减轻实验性结

肠炎中的炎症反应[19], 有效阻滞TLR4的活�已

成为近年为减轻炎症性肠病中肠道炎症的治疗

热点. 而本实验明确CRF在结肠上皮中对TLR4
的调节作用以及通过的受体途径, 将为明确应激

导致炎症的发生以及可能的治疗提供理论基础. 
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■同行评价
本研究立意较新, 
研究结果对阐明
I B D 的发病机制
有一定意义, 结论
可 靠 ,  统 � 学 正
确, 为今后进一步
开展体内研究奠
定了�础.
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