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Abstract
AIM: To explore the role of Toll-like receptor 9 
(TLR9) in the pathogenesis of acute pancreatitis.

METHODS: After AR42J cells were stimulated 
with lipopolysaccharide at different concentra-
tions (0, 1, 10, or 100 mg/L), the mRNA and 
protein expression of TLR9 and nuclear factor 
κB (NF-κB) p65 was determined by RT-PCR 
and Western blot, respectively. The contents of 
interleukin-1β (IL-1β) and IL-6 proteins in cul-
ture supernatants were determined by ELISA. 

RESULTS: Lipopolysaccharide up-regulated 
TLR9 and P65 mRNA and protein expression in 
a dose-dependent manner (mRNA: F = 21.594, 
24.449; protein: F = 23.193, 24.891, all P < 0.01). 
There was a positive correlation between the 
mRNA and protein expression of TLR9 and that 
of P65 (mRNA: r = 0.942, protein: r = 0.900, both 
P = 0.000). Lipopolysaccharide also increased the 
contents of IL-1β and IL-6 protein in a dose-de-
pendent manner (F = 45.459, 62.493, both P < 0.01).

CONCLUSION: TLR9 may play a role in the 
pathogenesis of acute pancreatitis by up-regulat-
ing the expression of NF-κB.

© 2013 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved.
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摘要
目的: 探讨Toll样受体9(Toll-like receptor 9, 
TLR9)在急性胰腺炎发病机制中的作用.

方法: 不同浓度脂多糖(lipopolysaccharide, 
LPS)(0、1、10、100 mg/L)刺激AR42J细
胞后, RT-PCR法与Western blot法分别检测
TLR9、核因子-κB(nuc lear fac tor-κB, NF-
κB)P65 mRNA和蛋白质表达的变化, 并分析
TLR9、P65的相关性; ELISA法检测培养上清
液白介素-1β(interleukin-1β, IL-1β)、白介素
-6(interleukin-6, IL-6)含量. 

结果: 与空白对照组相比, LPS刺激后TLR9、
P65 mRNA与蛋白质表达升高, 呈浓度依赖
性, 各组间有显著性差异(mRNA: F  = 21.594, 
F  = 24.449; 蛋白质: F  = 23.193, F  = 24.891, 均
P <0.01), 相关性分析: r  = 0.942, r  = 0.900, 均P  

■背景资料
To l l样受体是进
化中比较保守的
一个受体家族, 目
前发现13个成员. 
TLRs能特异地识
别病原相关的分
子模式和损伤相
关性模式分子, 是
连接天然免疫和
获得性免疫的桥
梁. 近年来, TLRs
信号转导的研究
在急性胰腺炎中
的作用受到越来
越多的关注.
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= 0.000, TLR9、P65呈正相关. 上清液IL-1β、
IL-6含量随LPS浓度增加而上升, 组间差异有
统计学意义(F  = 45.459, F  = 62.493, 均P <0.01). 

结论: LPS刺激AR42J细胞诱导的炎症效应中, 
TLR9表达上调, 可能通过激活NF-κB, 从而促
进炎症因子合成与分泌, 参与急性胰腺炎发病
机制.

© 2013年版权归百世登出版集团有限公司所有.
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核心提示: 脂多糖(lipopolysaccharide, LPS)刺激损

伤AR42J细胞使其释放自身DNA等损伤相关性分

子模式, 被Toll样受体9(Toll-like receptor 9, TLR9)
模式识别而激活TLR9, 进而通过经典的Tol l样
受体炎症通路, 活化并上调核因子-κB(nuc lear 
factor-κB, NF-κB), NF-κB进入细胞核调控并介导

炎症因子表达上调, 从而放大炎症反应.
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0  引言    

急性胰腺炎(acute pancreatitis, AP)为临床常见疾

病之一, 但其发病机制尚未完全清楚. 多项研究

表明脂多糖(lipopolysaccharide, LPS)参与了AP
发病机制. Toll样受体(Toll-like receptor, TLR)家
族是天然免疫的门户, 在炎症、自身免疫、肿

瘤发生发展等方面发挥重要作用[1-3], 日益成为

研究的热点. 近年来研究发现, TLR9与TLR2、
TLR4一样, 是与AP发病机制有密切关系的Toll
样受体家族成员之一[4], 但其具体的作用机制

尚未明了, 国内亦未见相关研究报道. 核因子

-κB(nuclear factor-κB, NF-κB)是广泛表达于体

内细胞的转录因子, 研究表明, 其在Toll样受体

通路中发挥了细胞信号转导作用[5]. 本实验以具

有正常大鼠胰腺腺泡细胞功能的AR42J细胞株

为研究对象, LPS刺激造成AP体外模型[6,7], 初步

探讨TLR9在AP中的作用机制.

1  材料和方法

1.1 材料 大鼠胰腺腺泡细胞株AR42J购自美国

典型培养物保藏中心(american type culture col-
lection, ATCC); LPS粉末购自Sigma公司; TRIzol

购自Omega公司; 逆转录试剂盒、RT-PCR Taq酶
购自Fermenta公司; DNA Marker购自天根生化

科技有限公司; 总蛋白提取试剂盒、BCA试剂

盒购自碧云天公司; 小鼠抗大鼠Toll样受体9单
克隆抗体购自Imgenex公司; 小鼠抗大鼠NF-κB 
P65单克隆抗体购自Santa Cruz公司; 辣根过氧

化物酶HRP标记的小鼠抗大鼠β-actin多克隆抗

体购自Proteintech公司; 大鼠TLR9、P65 PCR引
物由上海生工公司合成; 白介素(interleukin, IL)-
1β、IL-6 ELISA试剂盒购自武汉博士德生物工

程有限公司. 
1.2 方法

1.2.1 细胞培养及药物干预: 用含20%胎牛血清、

100 U/mL青霉素、100 mg/L链霉素的F12K培

养基在50 mL/L CO2、湿度饱和的37 ℃培养箱

中培养, 隔天更换培养基1次, 用含0.25%EDTA
胰蛋白酶消化, 1∶3传代. 取经传代2次的对数

生长期细胞, 以1×106细胞/孔接种于6孔培养

板中, 培养24 h后换液, 分别再加入含不同浓度

LPS(0、1、10、100 mg/L)的培养基, 在培养箱

中继续孵育24 h, 收集细胞和培养上清液备用, 
每组设3个复孔. 
1.2.2 细胞总RNA提取及RT-PCR法检测TLR9、
P65 m R N A表达的变化: 总R N A的提取参照

Omega公司的TRIzol试剂说明书进行, 并采用分

光光度计测RNA浓度及纯度. 取1 µg总RNA逆

转录成cDNA备用, 流程参照逆转录试剂盒说明

书. PCR反应条件: 95 ℃ 4 min, 95 ℃ 30 s, 60 ℃
30 s, 72 ℃ 30 s, 35个循环, 72 ℃ 7 min. TLR9
引物: 上游5'-GCT GTC AAT GGC TCT CAG 
TTC -3', 下游5'-GGG AGG TAG TTG AGG TTC 
TGG-3', 产物长度425 bp; P65引物: 上游5'-ATC 
TGT TTC CCC TCA TCT TTC C-3', 下游5'-TGC 
GTC TTA GTG GTA TCT GTG C-3', 产物长度

166 bp; 内参甘油醛-3-磷酸脱氢酶(glyceralde-
hyde-3-phosphate dehydrogenase, GAPDH)引物: 
上游5'-CAT GGT CTA CAT GTT CCA GT-3', 下游

5'-GGC TAA GCA GTT GGT GGT GC-3', 产物长

度349 bp. 凝胶成像系统扫描计算条带灰度值. 
1.2.3 细胞总蛋白提取及We s t e r n b l o t法测

TLR9、P65蛋白表达的变化: 试剂盒提取细胞

总蛋白, BCA法测蛋白浓度. 各组取50 µg蛋白上

样, 按流程电泳、转膜、牛奶封闭后一抗4 ℃孵

育过夜, TLR9、P65、β-actin一抗工作浓度为(1
∶500、1∶400、1∶8000), 二抗(1∶10000)室
温孵育1 h, 化学发光胶片曝光显影. 图像分析仪

■研发前沿
本研究最先检测
脂多糖(lipopoly-
saccharide, LPS)
刺激具有正常胰
腺腺泡细胞功能
的AR42J后, 细胞
内TLR9 mRNA、
蛋 白 质 的 表 达
变 化 ,  同 时 检 测
TLR9下游分子核
因子-κB(nuclear 
factor-κB, NF-κB)
的 表 达 变 化 ,  并
且应用ELISA技
术检测培养上清
液中白介素(inter-
leukin, IL)-1β、
IL-6的浓度, 以探
讨TLR9在急性胰
腺炎炎症效应中
的作用机制. 
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■相关报道
多 项 研 究 显 示 , 
急 性 胰 腺 炎 时
TLR2、TRL4表
达水平增强, 通过
NF-κB炎症通路
参与急性胰腺炎
的 发 病 机 制 ,  而
To l l样受体家族
中 ,  是 否 还 有 其
他成员参与该炎
症 反 应 ,  作 用 机
制 如 何 ,  少 有 相
关报道. 
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行胶片扫描, 分析灰度值. 
1.2.4 ELISA法检测细胞培养上清IL-1β、IL-6的

含量: 收集干预24 h后各组细胞培养上清液, 离
心去除杂质及细胞碎片, 按ELISA试剂盒说明书

操作, 酶标仪450 nm波长测量A值. 以标准品浓

度及其A值制作标准曲线, 据样品的A值计算相

应指标的浓度. 
统计学处理  应用S P S S16.0统计学软件 , 

多组比较行One-Way ANOVA方差分析并用

SNK(student-newman-keuls, SNK)法进行两两

比较, 数据以mean±SD表示, TLR9与P65相关

性用Pearson相关性分析, P <0.05为差异有统计

学意义. 

2  结果 

2.1 不同浓度LPS处理后TLR9、P65 mRNA
表达的变化 RT-PCR结果如图1、表1所示, 与

空白对照组相比, 加入LPS刺激后TLR9、P65 
m R N A表达呈浓度依赖性增加 ,  两者表达量

分别为: 0.06±0.05 vs  0.31±0.03, 0.55±0.15, 
0.84±0.16, 差异具有统计学意义(F  = 21.594, 
P <0.01); 0.38±0.03 vs  0.58±0.11, 0.79±0.15, 
1.06±0.38, 差异具有统计学意义(F  = 24.449, 
P <0.01); TLR9与P65 mRNA表达量的Pearson相
关分析结果: r  = 0.942, P <0.01, 提示两者呈正相

关性.
2.2 不同浓度LPS处理后TLR9、P65蛋白质表达

的变化 Western blot结果如图2、表1所示, 与空

白对照组相比, 加入LPS刺激后TLR9、P65蛋
白质表达呈浓度依赖性增加, 两者表达量分别

为: 0.20±0.16 vs  0.67±0.33, 1.24±0.31, 1.80±
0.13, 差异具有统计学意义(F  = 23.193, P <0.01); 
0.07±0.05 vs  0.47±0.08, 0.85±0.22, 1.46±
0.56, 差异有统计学意义(F  = 24.891, P <0.01). 
TLR9与P65蛋白表达量的Pearson相关分析: r  = 
0.900, P <0.01, 提示呈正相关性. 
2.3 不同浓度L P S处理后细胞培养上清液I L-
1β、IL-6的含量 如表2所示, 与空白对照组相

比, 加入LPS刺激后上清液中IL-1β、IL-6含量随

LPS浓度升高而增加, 两者浓度分别为: 6.84 pg/
mL±2.01 pg/mL vs  22.21 pg/mL±2.85 pg/mL, 
51.26 pg/mL±13.69 pg/mL, 75.95 pg/mL±7.04 
pg/mL(F  = 45.459, P <0.01); 24.59 pg/mL±15.74 
pg/mL vs  74.07 pg/mL±10.77 pg/mL, 140.28 pg/

2013-09-18|Volume 21|Issue 26|WCJD|www.wjgnet.com

表  1  各组TLR9、P65 mRNA与蛋白质表达量的变化 (n  = 3, mean±SD)

     分组(mg/L) TLR9 mRNA   P65 mRNA   TLR9蛋白   P65蛋白

0 0.06±0.05  0.38±0.03  0.20±0.16  0.07±0.05

1 0.31±0.03b  0.58±0.11b  0.67±0.33b  0.47±0.08b

10 0.55±0.15b  0.79±0.15b  1.24±0.31b  0.85±0.22b

100 0.84±0.16b  1.06±0.38b  1.80±0.13b  1.46±0.56b

bP<0.01 vs  0 mg/L组. TLR9: Toll样受体9.  

TLR9 (120 kDa)

P65 (65 kDa)

β-actin (43 kDa) 

1              2              3            4  

图  2  不同浓度脂多糖处理后各组细胞TLR9、P65蛋白质的
表达. 1: 0 mg/L; 2: 1 mg/L; 3: 10 mg/L; 4: 100 mg/L. TLR9: 

Toll样受体9.

■创新盘点
To l l样受体被认
为是哺乳动物唯
一将胞外抗原识
别信息向细胞内
传递并引发炎症
反应的关键跨膜
蛋 白 .  研 究 认 为
TLR4可与革兰阴
性细菌内毒素LPS
结合, 活化NF-κB
信号通路, 导致炎
症因子瀑链式释
放而产生急性胰
腺炎的生物学效
应. TLR9在急性胰
腺炎的发病机制
中是否也具有类
似的作用, 目前尚
鲜有报道.

■应用要点
本研究显示TLR9
在急性胰腺炎的
发病机制中发挥
重要作用, 在往后
的临床新药研究
中 ,  可研发TLR9
的 阻 断 剂 ,  治 疗
急性胰腺炎时应
用 ,  阻断TLR9在
炎 症 中 的 作 用 , 
减少下游炎症介
质的释放从而达
到治疗急性胰腺
炎的目的.
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图  1  不同浓度脂多糖刺激后各组细胞TLR9、P65 mRNA
的表达. M: Marker; 1: 0 mg/L; 2: 1 mg/L; 3: 10 mg/L; 4: 100 

mg/L. TLR9: Toll样受体9. 

TLR9

P65

β-actin
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mL±21.50 pg/mL, 178.85 pg/mL± 8.81 pg/mL, 
差异具有统计学意义(F  = 62.493, P <0.01). 

3  讨论

Vaccaro等[6]报道, LPS刺激可直接造成胰腺腺

泡细胞损伤, 使细胞形成胞质液泡、胞核改变

及DNA断裂. 因此本实验以不同浓度LPS刺激

A R42J细胞以构建急性胰腺炎体外细胞模型. 
Toll样受体家族属于Ⅰ型跨膜受体, 近年在急性

胰腺炎中的作用日益引起关注, 其分为富含亮

氨酸的胞外区、跨膜区和胞内高度保守的Toll/
IL-1受体同源域(Toll/IL-1-receptor homologous 
region, TIR)结构, 胞外区模式识别病原相关分

子模式(pathogen associated molecular patterns, 
PAMPs)和损伤相关性模式分子(damage associ-
ated molecular patterns, DAMPs), 激活固有免疫, 
调节获得性免疫. PAMPs即病原微生物及其产

物中某些共有的、非特异性的、高度保守的分

子模式, 包括细菌LPS、脂磷壁酸、细菌DNA、

病毒RNA等. DAMPs是指细胞损伤时从细胞

内释放到细胞外的一类物质, 包括高迁移率族

蛋白B1(HMGBl)、S100蛋白、热休克蛋白、

DNA等[8]. TLR9作为Toll样受体家族成员之一, 
由Hemmi等[9]于2000年首次在小鼠中发现, 识
别PAMPs和DAMPs, 在炎症、自身免疫、肿瘤

等方面的发挥重要作用. TLR9位于细胞内体膜

上, 特异性配体为含有非甲基化的胞嘧啶鸟嘌

呤二核苷酸(cytosine phosphate-guanosine, CPG)
的DNA片段CPG-DNA, 经内吞作用后结合并激

活TLR9, 继而产生炎症效应[5]. 近年来研究发现, 
TLR9可识别自身DNA[10]. 本实验中, 不同浓度

LPS刺激具有正常胰腺腺泡细胞功能的AR42J
细胞后, AR42J细胞损伤释放自身DNA, 被TLR9
模式识别而激活TLR9, 使TLR9 mRNA与蛋白质

表达都随浓度升高而增强, 提示TLR9在AP的发

生发展中发挥重要作用, 与Hoque等[11]的研究得

出了相同的结论. 

NF-κB是核转录因子蛋白家族, 是TLR家族

介导的炎症通路的下游分子, 最常见的NF-κB二
聚体为P65与P50组成[12]. 抑制蛋白-κB(inhibitor 
protein-κB, IκB)是NF-κB的抑制蛋白, 可被活化

的IκB激酶(IκB kinase, IκK)降解. 本实验选择检

测P65来衡量NF-κB的激活合成状态. 静息状态

下NF-κB在胞质中与IκB结合, 应激时IκK激活, 
降解IκB, 使NF-κB活化进入细胞核, 调控DNA
的转录, 使细胞转录生成大量炎症因子, 参与炎

症反应[13]. 其中IL-1β是重要的炎症介质, 能引起

中性粒细胞、嗜碱性粒细胞释放颗粒物质, 促
进B、T淋巴细胞分裂, 其浓度可评价AP的炎症

严重程度及腺泡细胞的损伤程度; 而IL-6急性期

炎症的重要细胞因子, 临床上常用血清IL-6浓度

评价AP的严重程度[14,15]. 本实验结果显示NF-κB 
mRNA、蛋白质随LPS浓度升高而表达增强, 趋
势与TLR9相同, 而同时培养上清液中促炎症因

子IL-1β及IL-6也浓度依赖性升高,提示AP炎症

程度随LPS浓度升高而逐渐增高. 经Pearson相关

性分析示, 在mRNA及蛋白质水平, TLR9与NF-
κB均有正相关关系, r值分别为0.942、0.9, 由此

推测, TLR9可能通过NF-κB炎症通路在AP炎症

效应发挥作用. 其可能的机制为: LPS刺激造成

AR42J细胞损伤后, 细胞释放自身DNA等损伤相

关分子, TLR9模式识别DNA分子而被激活, 导
致其表达上调[11]. TLR9被激活后通过经典的Toll
样受体炎症通路, 活化并上调NF-κB, NF-κB进
入细胞核调控并介导炎症因子表达上调, 从而

放大炎症反应[16]. 
总之, 本研究提示, TLR9在LPS诱导的急性

胰腺炎体外细胞模型中可能发挥了重要作用, 
其作用机制可能与其下游的经典炎症通路NF-
κB通路关系密切, 这可能为急性胰腺炎的发病

机制及临床治疗等研究提供实验基础. 
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