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TLR4和TRAF6表达在大鼠小肠缺血损伤中的改变及意义

刘盛智, 何雪梅, 周翔宇, 向川南

®

■背景资料
小肠缺血是因各
种原因造成的肠
壁缺血、缺氧, 最
终发生梗死的疾
病 .  广 泛 的 肠 管
坏死, 大量炎症因
子释放, 会引起休
克、多器官功能
障碍综合征(mul-
tiple organ dys-
function syndrome, 
MODS)甚至危及
生命, 在临床上发
病率高、调控机
制不清. 研究证实
先天免疫的门户
蛋白To l l样受体
4(Toll like receptor 
4, TLR4)参与调
控小肠缺血, 作为
TLR4下游关键信
号蛋白, 肿瘤坏死
因子受体相关因
子6(tumor necrosis 
factor receptor as-
sociated factor 6, 
TRAF6)可能在小
肠缺血过程中也
发挥作用.

刘盛智, 周翔宇, 泸州医学院附属医院血管外科 四川省泸州
市 646000
何雪梅, 泸州医学院附属医院医学实验中心 四川省泸州市 
646000
向川南, 泸州市人民医院外二科 四川省泸州市 646000
刘盛智, 在读硕士, 主要从事小肠缺血再灌注损伤的研究. 
四川省教育厅基金资助项目, No. 10ZB120
泸州市科技局基金资助项目, No. 2009SZ0096
作者贡献分布: 实验由向川南与周翔宇设计; 实验操作由刘盛智
与何雪梅完成; 研究所用新试剂及分析工具由周翔宇提供; 数据
分析由刘盛智完成; 本论文写作由刘盛智完成; 何雪梅与周翔宇
修改校正. 
通讯作者: 向川南, 主治医师, 646000, 四川省泸州市江阳区忠
孝路61号, 泸州市人民医院外二科. xiangchuannan@163.com
收稿日期: 2014-08-23   修回日期: 2014-09-19
接受日期: 2014-09-30   在线出版日期: 2014-11-18

Significance of changes in 
Toll-like receptor 4 and TRAF6 
expression in intestinal 
ischemic injury in rats

Sheng-Zhi Liu, Xue-Mei He, Xiang-Yu Zhou, 
Chuan-Nan Xiang

Sheng-Zhi Liu, Xiang-Yu Zhou, Department of Vascular 
and Thyroid Surgery, Affiliated Hospital of Luzhou Medical 
College, Luzhou 646000, Sichuan Province, China
Xue-Mei He, Medical Research Center, Affiliated Hospital 
of Luzhou Medical College, Luzhou 646000, Sichuan Prov-
ince, China
Chuan-Nan Xiang, the Second Department of Surgery, Lu-
zhou People’s Hospital, Luzhou 646000, Sichuan Province, 
China
Supported by: Research Foundation of Department of Educa-
tion of Sichuan Province, No. 10ZB120; and Research Foun-
dation of Science and Technology Bureau of Luzhou, No. 
2009SZ0096
Correspondence to: Chuan-Nan Xiang, Attending Physi-
cian, the Second Department of Surgery, Luzhou People’s 
Hospital, 61 Zhongxiao Road, Jiangyang District, Luzhou 
646000, Sichuan Province, China. xiangchuannan@163.com
Received: 2014-08-23    Revised: 2014-09-19 
Accepted: 2014-09-30    Published online: 2014-11-18

Abstract 
AIM: To investigate the changes in the expres-
sion of Toll-like receptor 4 (TLR4) and tumor ne-
crosis factor receptor associated-factor 6 (TRAF6) 
in intestinal ischemic injury in rats and to ana-
lyze their significance.  

METHODS: Thirty-two adult male SD rats were 

randomly and equally divided into four groups: 
a sham operation group, and 1-, 3- and 6-h isch-
emia groups. Superior mesenteric artery ligation 
was performed in SD rats to induce intestinal 
ischemia. Real-time quantitative PCR (qPCR) 
and Western blot were carried out to detect the 
expression of TLR4 and TRAF6 in intestinal tis-
sues. Meanwhile, the level of myeloperoxidase 
(MPO) was measured. 

RESULTS: Compared with the sham operation 
group (20.65 U/L ± 6.88 U/L), MPO level was 
slightly elevated in the intestine in the 1-h isch-
emia group (23.27 U/L ± 3.00 U/L), but signifi-
cantly increased in the 3-h (35.73 U/L ± 5.04 U/L, 
P < 0.01) and 6-h ischemia groups (51.79 U/L 
± 2.27 U/L, P < 0.01). TLR4 expression gradu-
ally increased in the three ischemia groups (P < 
0.01), while TRAF6 expression decreased in the 
intestine in the 1-h ischemia group, but rapidly 
increased in the 3- and 6-h groups (P < 0.05).  

CONCLUSION: TLR4 and TRAF6 may be in-
volved in regulating intestinal damage and 
inflammatory processes in rats with intestinal 
ischemic injury. 

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的: 探讨Toll样受体4(Toll like receptor 4, 
T L R 4 ) 以 及 肿 瘤 坏 死 因 子 受 体 相 关 因 子
6(tumor necrosis factor receptor associated-factor 
6, TRAF6)在大鼠小肠缺血后的表达及其意义.

方法: 将32只SD大鼠随机分为假手术对照组
(Con组)、缺血1 h组、缺血3 h组和缺血6 h

■同行评议者
陈光, 教授, 吉林
大学第一医院消
化器官外科
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■研发前沿
近 几 年 T L R 4 在
小肠缺血中的作
用的研究成果显
著, 但关于TLR4-
TRAF6信号通路
对小肠缺血损伤
的作用国内外关
注不多.

组, 每组8只. 结扎SD大鼠肠系膜上动脉造成
小肠缺血模型, 实时荧光定量PCR(Real-time 
quantitative PCR)、Western blot方法检测TLR4
和TRAF6在小肠组织中的表达. 同时检测髓过
氧化物酶(myeloperoxidase, MPO)的水平.

结果: 与对照组比较(20.65 U/L±6.88 U/L), 缺
血1 h小肠MPO水平稍升高(23.27 U/L±3.00 
U/L), 在3 h升高明显(35.73 U/L±5.04 U/L, 
P <0.01), 在6 h继续升高(51.79 U/L±2.27 U/L, 
P <0.01). 小肠中TLR4的表达在结扎肠系膜上
动脉1、3、6 h后逐渐升高(P <0.01), 而TRAF6
在1 h后表达下降, 然后在3、6 h表达迅速升高
(P <0.05).

结论: 在小肠缺血损伤过程中, TLR4和TRAF6
可能参与调节小肠损伤及炎症进程.

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: Toll样受体4; 肿瘤坏死因子受体相关因子

6; 小肠缺血

核心提示: 本研究通过构建小肠缺血动物模型, 
应用分子生物学、组织病理学等方法检测小肠

缺血后Toll样受体4(Toll like receptor 4, TLR4)、
肿瘤坏死因子受体相关因子6(tumor necros i s 
factor receptor associated-factor 6, TRAF6)的表达, 
证实TLR4-TRAF6信号通路参与了小肠缺血后的

炎症损伤, 具体机制需要进一步探讨. 
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0  引言   

小肠缺血是因各种原因造成的肠壁缺血、缺

氧, 最终发生梗死的疾病. 广泛的肠管坏死, 大
量炎症因子释放, 会引起休克、多器官功能障

碍综合征(multiple organ dysfunction syndrome, 
M O D S)甚至危及生命, 在临床上发病率高、

诊断率低, 但其确切的发病机制尚不清楚 [1-4]. 
研究[5-7]表明, 在肠组织损伤过程中Toll样受体

4(Toll like receptor 4, TLR4)可能起主要的作用. 
TLR4介导的凋亡信号通路与小肠缺血再灌注

损伤密切相关[8,9], 肿瘤坏死因子受体相关因子

6(tumor necrosis factor receptor associated-factor 
6, TRAF6)介导的c-Jun氨基末端激酶(c-Jun-N-
terminal kinase, JNK)信号发挥致炎症和抗炎

症作用, 受到外源性或者内源性配体的激活后, 
TLR4-TRAF6-JNK信号激活多条凋亡信号通路, 
加重了细胞的死亡和损伤, 在此过程中, TRAF6
起关键的接头蛋白的作用[10-12]. 而在小肠缺血过

程中, TRAF6所扮演的角色还少有报道. 本研究

旨在观察小肠缺血时, TLR4以及下游关键接头

蛋白TRAF6在小肠组织中的表达, 探讨小肠缺

血损伤的机制.

1  材料和方法

1.1 材料 健康SD♂大鼠共32只(泸州医学院动物

实验中心), 6-7 wk, 体质量250-300 g. 髓过氧化

物酶(myeloperoxidase, MPO)检测试剂盒(南京

建成生物工程研究所); 手术缝线(强生医疗器材

有限公司); 凝胶成像分析系统(Bio-Rad公司); 低
温离心机(珠海黑马医学器械有限公司); Ax-70 
TRF-A显微成像系统(日本Olympus公司); 一抗

购自美国Abcam公司; 二抗购自Bioworld公司; 
RNA保存液购自QIAGEN公司; 总RNA提取试

剂盒(天根生化科技有限公司); RNA浓度和纯度

由NanoDrop(thermo fisher scientific)测定, 反转

录试剂盒购自ToYoBo公司; 引物由上海生工公

司合成(引物序列如表1), 荧光定量PCR试剂盒

(QIAGEN), 荧光定量仪(ABI StepOne plus).
1.2 方法 
1.2.1 小肠缺血模型的建立及标本采集: 实验动

物均于造模前24 h禁食, 自由饮水, 以3%戊巴比

妥钠(30 mg/kg)麻醉, ip . 采用肠系膜上动脉(su-
perior mesenteric artery, SMA)结扎技术复制肠缺

血模型[13-15], 常规消毒后取腹正中切口3-4 cm, 游
离肠系膜上动脉, 用无创动脉夹夹闭SMA起始

部, 造成肠缺血. 大鼠处死后立即取小肠组织(距
回盲部10 cm左右的末段回肠), 分别放入RNA保

存液, 准备随后的RNA提取; 置于40 g/L中性甲

醛固定, 备组织学检测; -80 ℃冻存, 用于Western 
blot检测.
1.2.2 动物分组: 按照随机对照的原则分为4组: 
假手术组(对照组Con), 结扎肠系膜上动脉1、3
和6 h组, 每组8只. 对照组分离出肠系膜上动脉

后缝合切口, 2 h后处死大鼠. 实验组分离出肠系

膜上动脉并结扎后缝合切口, 在1、3和6 h后将

大鼠处死. 
1.2.3 组织学检测: 经中性甲醛固定后的组织常

规石蜡包埋, 5 μm连续切片, 常规苏木素-伊红

(HE)染色. 
1.2.4 血浆MPO分析: 取大鼠下腔静脉血约2 mL, 
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■相关报道
据Xu报道, TLR4/
MyD88/NF-κB信
号通路参与肠缺
氧环境下调节菌
群失调, Luo等也
发现, 急性缺氧暴
露后的大鼠肠组
织TLR4和NF-κB
的表达升高. 提示
了TLR4信号通路
可能介导肠道的
炎症和凋亡.
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静置10 min后4 ℃ 3000 r/min离心10 min取上清, 
置于-20 ℃冰箱保存待测. 血浆MPO水平通过

MPO检测试剂盒检测, 严格按照说明书操作并

准确记录结果.
1.2.5 实时荧光定量(Real-time quantitative PCR)
反应: 取50 mg保存于RNA保存液的小肠组织按

照说明书进行提取总RNA, 取200 ng总RNA进行

反转录. cDNA合成按试剂盒说明书进行, 取上

述cDNA 2 µL按说明书进行qPCR, 反应条件为

94 ℃预变性5 min, 95 ℃变性10 s, 60 ℃退火延

伸30 s, 共40个循环, 最后做溶解曲线. 每个样本

进行三重复, 目的基因的Ct值以内参GAPDH基

因校正, 以2-△△Ct法计算目的基因的相对表达倍

数(relative quantitative, RQ).
1.2.6 Western blot检测蛋白: 取约100 mg小肠组

织匀浆, RIPA裂解液裂解1.0-1.5 h, 超声粉碎细

胞20 s, 4 ℃下16000 r/min离心15 min, 取上清

液. 10%十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳

(SDS-PAGE)分离蛋白, 根据各样品蛋白浓度计

算上样体积进行上样, 经分离、电泳等将蛋白

电转移至PVDF膜, 5%脱脂奶粉封闭1 h, TBST洗
涤. 加入一抗(TLR4 1∶1000, TRAF6 1∶4000), 
孵育, TBST冲洗, 加入1∶5000辣根过氧化物酶

标记的二抗, 孵育, 再冲洗, 曝光显影, 得出结果. 
统计学处理 数据均用mean±SD表示, 采用

SPSS19.0统计软件分析, 组间比较采用单因素方

差分析, 两组间比较用独立样本的t检验, P <0.05
表示差异有统计学意义. 

2  结果 	

2.1 大鼠小肠组织学观察 在缺血组均观察到炎

症细胞浸润和坏死的肠黏膜, 部分小肠绒毛上

皮断裂脱落, 形态结构受到严重的破坏, 显示典

型的小肠缺血坏死的病理表现, 证实造模成功, 
在对照组, 绒毛排列整齐, 形态结构完整, 无明

显小肠坏死的病理表现(图1).
2.2 小肠MPO的活性 中性粒细胞的浸润程度通

过检测小肠MPO的活性来判定. 与对照组(20.65 
U/L±6.88 U/L)比较, 缺血1 h小肠MPO水平稍有

升高(23.27 U/L±3.00 U/L); 在3 h升高明显(35.73 
U/L±5.04 U/L, P <0.01); 在6 h继续升高, 差异非

常显著(51.79 U/L±2.27 U/L, P <0.01)(图2). 
2.3 实时荧光定量(qPCR)检测TLR4、TRAF6 
m R N A的表达  相对于对照组 ,  小肠中T L R4 
mRNA的表达在缺血1、3和6 h后迅速上调, 6 h
达到高峰, 显著高于对照组(P <0.01); TRAF6 
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表  1  TLR4 、TRAF6 、GAPDH 引物序列

     基因                                  序列 扩增片段(bp)

TLR4 F: 5'-GCCCAGTGAGAACAGAAAGG-3'       131

R: 5'-GGGAAAGGAAGGAAACATTCA-3'

TRAF6 F: 5'-AAGTTGCCGAGATGGAAGC-3'       118

R: 5'-CCAGGGCTATGAATGACCAC-3'

GAPDH F: 5'-CCTCAAGATTGTCAGCAAT-3'       141  

R: 5'-CCATCCACAGTCTTCTGAGT-3' 

TLR4: Toll样受体4; TRAF6: 肿瘤坏死因子受体相关因子6; F: 上游引物; R: 下游引物. 

■创新盘点
小肠缺血是极易
造成不良后果的
急危重症, 发病机
制不清. 本研究应
用分子生物学手
段探讨小肠缺血
后TLR4、TRAF6
的表达, 分析探讨
TLR4、TRAF6和
缺血后炎症损伤
的关系, 以期为临
床调控小肠缺血
提供理论依据和
调控靶点.图  1  小肠组织HE染色(×100). A: 对照组小肠绒毛排列整齐, 形态结构完整; B: 缺血组见部分小肠绒毛上皮断裂脱落, 形态

结构受到严重的破坏, 间质充血并有炎细胞浸润.

A B

90 μm90 μm
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mRNA在缺血1 h后表达下调, 而缺血3 h和6 h后, 
TRAF6 mRNA表达明显上调, 高于对照组, 且差

异具有统计学意义(P <0.05)(图3).
2.4 Western blot检测TLR4、TRAF6蛋白的表达 与
qPCR结果相似, 相对于对照组, 小肠中TLR4的表

达在缺血1、3和6 h后迅速上调, 在6 h达到高峰, 
显著高于对照组(P<0.01); TRAF6在缺血1 h后表达

下调, 而缺血3和6 h后, TRAF6表达明显上调, 在6 
h达到高峰, 且差异具有统计学意义(P<0.01)(图4).

3  讨论

小肠缺血是由肠系膜上动脉血栓或者栓塞引起

的, 也可能是由心功能不全、脓毒症以及收缩

血管药物等引起的血液灌注不足, 易导致小肠

缺血缺氧坏死以及伴发全身多器官功能不全, 
病死率居高不下[16-18]. 

本研究旨在观察TLR4和TRAF6在大鼠小肠

缺血模型中的作用. 在大鼠小肠缺血模型的小

肠组织中, 通过典型肠缺血坏死病理学变化和

小肠MPO水平变化, 证实在小肠缺血损伤早期, 
小肠的炎症程度增加不明显, 随着缺血时间的

增加, 炎症程度明显加重.
TRAF6是肿瘤坏死因子受体家族成员, 大

量研究证实, TRAF6在先天免疫和获得免疫、

细胞凋亡、应激反应以及炎症等方面, 发挥重

要的作用[19-21], 研究发现, 在小鼠急性胰腺炎时, 
TRAR6在胰腺组织和肺组织上表达是先降低后

升高的, 并认为TLR4-TRAF6通路参与了胰腺炎

症和胰腺炎相关的肺损伤, TLR4在肠缺血再灌

注引起的肺损伤和炎症过程中也起着重要的作

用[22,23]. 另外, TRAF6 shRNA可以抑制LPS/TLR4
信号传导通路, 从而减轻内毒素炎症反应[24], 这
说明干扰TRAF6后, 可能影响细胞生存或凋亡

的进程. 在小肠缺血缺氧损伤中, TLR4也扮演

重要角色, 据Xu等[25]报道, TLR4/髓样分化因子

88/核因子κB(TLR4/myeloid differentiation fac-
tor 88/nuclear factor kappa B, TLR4/MyD88/NF-
κB)信号通路参与肠缺氧环境下调节菌群失调, 
Luo等[26]也发现, 急性缺氧暴露后的大鼠肠组织

TLR4和NF-κB的表达升高. 以上的研究说明, 在
小肠缺血过程中, TLR4-TRAF6信号通路可能介

导肠道的炎症和凋亡.
既往研究 [27,28]证实了T L R4在小肠缺血再
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图  3  荧光定量PCR检测TLR4 mRNA和TRAF6 mRNA的表
达. A: TLR4 mRNA表达水平; B: TRAF6 mRNA表达水平. 
aP<0.05, bP<0.01 vs 对照组. TLR4: Toll样受体4; TRAF6: 肿
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■应用要点
TLR4、TRAF6在
小肠缺血损伤后
的高表达与机体
的炎症程度密切
相关, 可能参与了
小肠缺血的调控.

b

d
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灌注损伤中起重要的作用, 并在小肠缺血阶段

参与调控, 具体调控机制还不清楚[29,30]. 而作为

TLR4下游关键信号蛋白, TRAF6可能在小肠缺

血过程中也发挥作用. 为此我们采用实时荧光

定量qPCR技术检测肠TLR4 mRNA和TRAF6 
mRNA水平, 结果证实, 相对于对照组, TLR4
在缺血1、3和6 h后迅速上调, 在6 h达到高峰. 
TRAF6则在缺血1 h后表达下调, 但在缺血3 h和
6 h后, TRAF6表达明显上调. 另外, 对照组肠道

TLR4的低表达保证了生理状态下肠道对细菌的

“绝缘”, 可视为肠黏膜屏障功能的组成部分

之一. 蛋白印迹检测TLR4和TRAF6蛋白水平也

证实相似的结果, 这就说明, TLR4和TRAF6参与

小肠缺血过程中的肠道损伤.
总之, 小肠缺血过程中, TLR4和TRAF6上调

的时候, MPO代表的炎症水平是明显升高的, 因
此我们认为TLR4-TRAF6通路的上调介导了小

肠缺血过程中肠道的损伤, 而TRAF6在缺血早

期下调的时候, TLR4是上调的, MPO所代表的

炎症水平没有明显变化, 这可能是在缺血早期

诱导了交联免疫耐受(cross-tolerance), 通过抑制

下游的TRAF6-NF-κB信号通路和上调TLR4表
面受体而产生的, 这种保护的作用的机制尚不

清楚[31]. 我们虽然只证实了TLR4-TRAF6信号通

路的部分机制, 但这些研究可能有利于临床干

预小肠缺血相关的肠道损伤.
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■名词解释
Toll样受体4(TLR4): 
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; 
肿瘤坏死因子受体
相关因子6(TRAF6): 
TLR4下游关键蛋
白, 是肿瘤坏死因
子受体家族成员, 
研究证实, TRAF6
在先天免疫和获
得免疫、细胞凋
亡、应激反应以
及炎症等方面, 发
挥重要的作用.
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■同行评价
本文具有一定的
研究意义. 


