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失血性休克鼠肺组织 Toll样受体基因的表达 

吕镗烽 宋勇 施毅 杭涛 于宝军 印洪林 

【摘要】 目的 探讨单纯性失血性休 克(无复苏)对肺组织中 Toll样受体(TI R)mRNA表达的影响及 

意义。方法 C57BI ／6小 鼠 45 。随机分 为失血组、脂 多糖 (I PS)组 (阳性 对照组。尾静脉 注射 I PS 

5 mg／kg)、假手术组(阴性对照组)。每组 15只。心脏穿刺复制失血性休克模型，在不同时间点取出肺组织。提 

取总 RNA，通过逆转录一聚合酶链反应(RT—PCR)半定量方法检测肺组织 TI R2 mRNA和 TI R4 mRNA的 

表达水平。结果 在失血性休克和 I I S刺激后肺出现明显的中性粒细胞浸润、红细胞渗出。正常肺组织中有 

TI R2 mRNA、TI R4 mRNA表达；住失血性休克和 I PS刺激后 0、1、2、4和 6 h肺组织 TI R2 mRNA、TI R4 

mRNA表达均逐渐增加；而假f术组未发生明显改变。结论 失血性休克后肺组织 TI R2 mRNA、TI R4 

mRNA表达增加与急性肺损伤(AI I)的发生有密切关系。除增强了机体非特异性免疫能力外，同时增加了宿 

主对随后各种刺激的易感性。过度表达的 TI R2、TI R4可能造成组织、器官结构和功能损害。 

【关键词】 休克，失血性 ； Toll佯受体； 基因； 表达 

Expression of Toll—like receptor mRNA in lung tissue in mice with hemorrhagic shock I1]7⋯ang—feng。 
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Nanjing General Hospital of Na ing Command，Nanjing University Clinical School of Medicine，Nanjing 
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[Abstract】 Objective I'o investigate the influence and its significance of expression of Toll—like 

receptor mRNA in lung tissue of mice with hemorrhagic shock without resuscitation．Methods Forty—five 

C57BI ／6 mice were randomly divided into hemorrhagic shock group，lipopolysaccharide (I PS)group 

(positive control，5 mg／kg I．PS was injected into caudal vein)，and sham —operation group (negative 

contro1)，with 1 5 mice in each group．The hemorrhagic shock model was reproduced by heart puncture．The 

total RNA from lung tissue of mice in each group was extracted by Tripure reagent and the expression of 

Toll—like receptor2(TI R2)and FI R4 mRNA were measured by semi—quantitative reverse transcription— 

polymerase chain reaction． Results Hemorrhagic shock and I．PS challenge increased lung neutrophil 

infiltration and erythrocyte diapedesis．The expression of TI R2 mRNA and TI R4 mRNA could be found in 

normal lung tissues，but they were increased at 0，1，2，4，and 6 hours after hemorrhagic shock and I．PS 

challenge． There was no change in the sham —operation group．Conclusion The increased expression of 

TI R2 and TI R4 gene in lung tissue after hemorrhagic shock is closely correlated with the onset of acute lung 

injury．Through the innate immunity is enhanced．the animals are more susceptible to subsequent irritations． 

Over—expression of TI R2 and TI R4 may induce structural and functional damage to organs． 

[Key words] hemorrhagic shock； Toll—like receptor； gene； expression 

失血性休克是临床常见的急症，容易导致急性 

肺损伤(AI I)“ ，甚至可以引起多器官功能障碍综 

合征(MODS)。Toll样受体(TI Rs)是新近发现的机 

体天然免疫中细胞跨膜受体及病原模式识别受体 

(PRRs)，可能与失血性休克的发生、发展及转归有 
一 定的关系 。我们通过复制失血性休克动物模 

型，观察 TI R2 mRNA和 TI R4 mRNA在肺组织 

中的表达情况，探讨两者变化与 AI I之间的联系。 

1 材料与方法 

1．1 实验动物：健康成年清洁型近交系C57BI ／6 

基金项目：江苏省自然科学基金资助项目(BK2004096) 

作者单位：210002 南京犬学医学院临床学院，南京军区南京总 

医院呼吸科 

作耆简介：吕镗烽(1973一)，男(汉族)，{ 西省九江市人，医学硕 

士 ，主治医师。 
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小 鼠(由南京军区南京总医院实验动物中心提供) 

45只，2～3周龄，体重 18~20 g。采用单纯随机设计 

的方法分为 3组，每组 15只：单纯失血性休克组 ，脂 

多糖(I．PS)组，假手术组；每组再分为 0、1、2、4和 

6 h 5个亚组，每个亚组 3只动物。 

1．2 实验材料及试剂：1 ml的无菌皮试空针。体积 

分数为 100 的异氟醚(Rhone—Poulenc Chemicals 

公司新产品)。I．PS(E．coli．O111：B4，Sigma公司产 

品)，分装成 0．5 g／l 的规格；Tripure试剂(Roche 

公司产品)；逆转录一聚合酶链反应(RT—PCR)试剂 

盒(Promega公司产 品)；焦碳酸二 乙酯 (DEPC， 

Amresco公司产品)；100 bp DNA[标志物(Marker) 

为南京生兴生物技术有限公司生产]；氯仿、无水乙 

醇、异丙醇均为扬州三九公司生产。 
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2．2 失血性 休克和 I PS刺激 TI R2 mRNA 和 

TI R4 mRNA表达变化(1 2A。2P,)：TI R2、TI R4 

基因表达产物通过 RT —PCR 力‘法所得的特 异性 

DNA片段长度分别为 295 bp f1J 256 bp。失血性休 

克f1J I PS刺激后 0、1、2、，1 fU 6 h肺 TI R2、TI R4 

mRNA文达均逐渐增JJl】， 组IhJ 厄显著性。 

l 2 3 4 ) M 6 7 8 9 l0 M l 2 3 4 5 6 7 8 9 l0 

M 为 Ma rker．从 I 钏 I-为 I O0、23o．500．7 f】．1 000和 2 000 bp． 

A：I～5为 I I'S刺激后 0、I．2、1 f1I 6 h的 。。。l I R1．6～ l0为火l0L ￡休 

范JI 0、I、2．1千1l 6 h们 TI R4；B：I～ 为 I，I)S刺激 Jl 0、I、2、4 f1】6 h 

的 H R2．6～I o为火l0l f术兜JI 0．I．2．1 I 6 h的 Tl R2 

图 2 失血性休克组和 I』I，s组肺TI R2和 I'1 R4 mRNA表达变化 

Figure 2 Expression of I'l R2 and TLR4 mRNA 

in hemorrhagic shock and LI’S groups 

2．3 ，人lllt'lq-：休克卡̈ LPS刺激 p actin及假 手术 

组 TI R2、TI R4 mRNA 达 (1冬J 3A。3B)：p—actin 

基 L太]表达， 物通 过 RT—PCR 力 法所得 的特异性 

DNA片段K度为440 bp。假 r．术组 0、l、2、4和 6 h 

肺 T1 R2、TIJR4 mRNA 达厄}I』] 变化；失血性休 

兜和 I Ps刺激后0、1、2、4 f11 6 h肺p—actin表达亦 

见明 改变。各组M堆 h 性(P均>0．05)。 

l 2 3 4 5 M 6 7 8 9 l0 M l 2 3 4 5 6 7 8 9 lo 

M 为 Ma rker．从 I 『】 为 lO0、250、500．75O、1 000和 2 000 bp． 

A：1～5为 Ll s刺激J 0、1 2、1千1I 6 h的 p一；It'tin，6～10为失m性 

休 JI 0、l、2、4 f1I 6 h的p一；it．t|ll；lj：l～ 为似 1：-术o、l 2、4秆】6 h 

的 ．rLR2．6～l0为似 术 l1 0、l、2．1 I 6 b的 TLR4 

图 3 失血性休克和 LPS刺激后 p—actin及假手术组肺TLR2、 

TI R4 mRNA表达变化 

Figure 3 Expression of B—actin after hemorrhagic shock 

and IJPS stimulation as well as I'l R2 and TLR4 m RNA 

expression in sham —operation group 
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2．4 图 4A～c示：失血性休克后 0、1、2和 4 h肺 

TI R2、TI R4表达逐渐增加，6 h均有所下降，仍高 

f假手术组 。I PS刺激后 TI R2逐渐增加，6 h明显 

1 降，仍高丁假手术组；I PS刺激后肺 TI R4逐步 

升高，6 h达峰值。假手术组各时间点无明显变化。 

3 讨 论 

失血性休克是临床常 见的危重症，容易产生 

AI I等并发症。虽然近年来病死率有所‘ 降，但其 

确切的发病机制迄今尚未完全明确。有研究 TI Rs 

与失血性休克发生发展与预后密切相关⋯。TI Rs 

是一族具有信 号转导功能的跨膜蛋白，是细菌共有 

抗原成分的 PRRs，在生物体的抗感染等天然免疫 

巾发挥着重要作用。本实验结果显示失血性休克1 h 

后肺出现中性粒细胞浸润、红细胞渗出，2 h进一步 

加重，4 h伴有纤维蛋白的漏出，6 h出现急性肺水 

肿表现。失血性休克 1 h后肺 TI R2 mRNA、TI R4 

mRNA开始升高，2 h和 4 h继续升高，并于4 h达 

到峰值，6 h略有 r降，但仍高 r假手术组；I PS刺 

激后肺 TI R2 mRNA逐渐增高，但在 6 h时出现明 

显下降，仍略高于假手术组；TI R4 mRNA在2 h出 

现明显的 卜升，4 h达到峰值，6 h略有下降。假 术 

组 TI R2、TI R4基因的表达无明显改变。失I衄性休 

克和 I PS刺激后 TI R2、TI R4丧达在相应的时间 

点差异无显 性。表示失血性休克后可迅速 l：调肺 

TI R2／TI R4基因的表达，Rajnik等⋯报道 失血性 

休克后TI R2、TI R4表达，变化与本结果相类似。从 

本结果还 呵以看出，失血性休克和 I．PS刺激后， 

TI R2、TI R4住相应时间点的J二调水平并不完全一 

致，提示两并在信号转导通路 L呵能存在差异。失血 

性 休 克 和 I PS刺 激 后 ，TI R2 mRNA 和 TI R4 

mRNA都在 1 h后逐渐开始上升，4 h达到峰值，6 h 

I肝始出现 l 降，fH肺部炎症仍有进 一步发展的趋势， 

提示TI R2、TI R4转录开始下降 ，但转录后启动 

失血性休克时间(h) 
A 

失血性休克时间(h) 
B 

LPS刺激时间(h) 

C 

：以 l I，R2．H Rl／p一 t—n．1仳比f『f代太Tl R2． H R1 hi lr 丛； 

图 4 失血性休克组．LPS组和假手术组 FLR2 mRNA、TI R4 mRNA表达时相变化 

Figure 4 Expression of I'LR2 and [LR4 mRNA in hemorrhagic shock LPS stimulation and sham —operation groups follow time changed 

4  2  0  8  6  4  2  0  

l  l  l  0  0  0  0  
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的一系列生物效应并未停止(包括蛋白翻译及随后 

的炎症反应)，直至产生肺损伤，这说明Al I发病是 

一 个逐渐产生的过程。 

失血性休克和 I．PS刺激后的小鼠模型都能诱 

导AI I产生∞ ，但两者发病机制有所不同。Fan等 

报道 I．PS刺激小鼠后，TI R4 mRNA表达与对照组 

相比下降 69 。虽然 LPS刺激后肺 Tl R4 mRNA 

转录增加，但由于 TI R4 mRNA稳定性明显降低， 

Tl R4 mRNA表达反而下降，而失血性休克后未出 

现类似的情况。但有报道TI R2对TI R4识别 I．PS 

有辅助作用，同时 LPS诱导 Tl R2 mRNA增加呈 

Tl R4依赖的方式，提示 Tl R2、Tl R4可作为一个 

复合物而发挥作用。 。本结果显示 I．PS刺激后肺 

Tl R4 mRNA表达仅在 6 h出现下降，失血性休克 

和 LPS刺激后Tl R2、Tl R4表达都上调，是否提示 

两者作为一个复合物而发挥作用，有待进一步证实。 

C57BI ／6小鼠对 LPS的耐受性比较强，尾静脉 

注射 5 mg／kg LPS后无一死亡，但出现明显的毛发 

蓬乱、腹泻、少动现象，与腹腔注射 24 h后相类 

似。 。我们只观察了失血性休克 6 h内肺 Tl R2、 

T1 R4表达变化，但不清楚更长时间点后两者变化 

的规律。单纯性失血性休克和 LPS刺激后 Tl R2、 

T1 R4升高增强了机体的天然免疫能力，提高了机 

体对急性炎症的应激能力，对机体具有保护作用；但 

过度表达的 Tl R2、Tl R4可能导致组织、器官结构 

和功能损害，适度的表达 TI R2、TI R4才可能对机 

体防御炎症等损伤有积极的意义。有报道证实小鼠 

对相同致病因素(如 LPS刺激)后 TI R2、Tl R4表 

达并未完全一致，甚至产生完全不同的生物效应，提 

示 Tl Rs基因多态性与 AI I易感性之间可能存在 

密切联系“ 。这些是否提示TI R2、TI R4可以作为 

理想的治疗靶位，在治疗 AI I中可能有一定意义。 

如何调节 Tl R2或 Tl R4使之适度表达，对于研究 

Al I的病理生理及制定与之相对应的策略具有相当 

重要的意义。 
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阻断组织因子与凝血因子 x结合能减轻脓毒症诱发的肺和肾功能衰竭 

脓毒症中组织因子(TF)的表达能诱发肺内凝缸而引起肺组织炎症和纤维蛋白沉积。美国科研人员研究了阻断凝皿因子 

x与组织因子和凝血因子Ⅶa复合物(TF一Ⅶa)结合对预防脓毒症引起的器官损伤的作用。研究者给 15只成年狒狒体内注入 

灭活大肠杆菌(1×10。cfu／kg)，12 h后再注入活的大肠杆菌(1×10”’cfu／kg)使动物产生急性肺损伤。注入活菌 2 h后。将动物 

分成单纯抗生素组和抗生素加 TF单克隆抗体(单抗，以阻断 TF与因子 x的结合)组进行治疗。结果显示 。应用 TF单抗可减 

轻气体交换和肺顺应性的异常，保护肾功能。减少中性粒细胞浸润和改善肠组织水肿。TF单抗治疗还能减少纤维蛋白原的消 

耗和抑制促炎细胞因子白细胞介素一6(II 一6)、II 一8的产生。研究人员认为，阻断凝血因子x与 TF—vIa复合物的结合能减 

轻脓毒症时肺及其他器官的损伤，其机制为抑制中性粒细胞的活化和阻断炎症反应。 
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