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  =摘要> 目的  探讨急性胆道梗阻时内毒素损伤小鼠肝脏的机制及其与 TLR4表达的关系。方法  雄性 C57BL /10J

( WT )小鼠 42只, 随机分为生理盐水组 ( NS组, n = 21)、内毒素处理组 1( LPS1组, n = 21), C57BL /10ScnJ( TLR4- /- )小鼠 21

只, 为内毒素处理组 2( LPS2组 )。 3组均行胆总管结扎术, LPS1、LPS2组小鼠于胆总管内注射 LPS( 8 ng /LL, 10 ng /g体重 ),

NS组注射同等剂量的生理盐水, 术后 6、12、24 h采集标本, RT-PCR检测肝脏组织 TLR4 mRNA的表达情况, 全自动生化分析

仪检测血清 ALT、TBIL、DB IL水平, EL ISA法检测血清 TNF-A、IL-6的水平。病理观察肝脏损伤情况,免疫组织化学染色观察

肝脏 NF-JB的表达。结果  LPS1组与 NS组比较肝脏组织 TLR4 mRNA在 6 h时表达已有升高, 于 24 h达高峰, ALT、TB IL各

时点均明显升高 (P < 01 01), TNF-A、IL-6表达亦增高 (P < 0101), LPS1病理损伤程度较 NS组重, 免疫组化显示术后 24小时

NF-JB在 LPS1组可见肝细胞明显的核表达。LPS2组与 LPS1组比较各血清学指标均明显下降, 病理损伤减轻, 24 h时肝细胞

NF-JB核表达较少。结论  在急性胆道梗阻时 LPS可以加重肝脏组织损伤和机体炎症反应 ,可能与 TLR4的表达增高及 NF-

JB的表达有关。阻断 LPS-TLR4信号通路可以减轻 LPS引起的机体损伤。
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LPS increases the liver in jury via TLR4-dependen tm anner inm icew ith acu te obstruct ive jaund ice (L IM in1, 2 , YIN L i-bo1, 2,
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=Abstract>  Objective To investigate whethe r LPS increase the liver in jury and invo lved m echanism in m ice w ith obstructiv e

jaund ice. Methods 42 o f C57BL /10J(WT ) m a le m ice w ere random ly div ided into NS g roup ( n = 21 ) and LPS1 g roup( n = 21 ), and

LPS2 group as C57BL /10ScnJ( TLR4- /- ) m a le m ice( n = 21). A llm ice were subjected to comm on b ile duct lig ation( CBDL ), then

the LPS1 and LPS2 g roups we re in jected w ith LPS( 8 ng /LL, 10 ng / g body we ight) via comm on bile duct afterCBDL opera tion; theNS

g roup was injected w ith equal amount o f sa line. The blood sam ples and live r tissues w ere collec ted at 6, 12, 24 h( n = 7) a fter treatm ent

and prepared for fu rther analysis. The concentra tions o f serum ALT、TB IL、DBIL w erem easured by autom atic b iochem istry analyzer; the

levels o f se rum TNF-A and IL-6 w ere measured by enzyme- linked imm unosorbent assay; the expressions o f TLR-4 mRNA in the liver

tissuew ere detec ted by RT-PCR; histolog ica l ana lysis showed the injury o f the liver tissue and the d istribution o f NF-JB w ere detected

by imm unoh istochem ica l sta in ing. R esults L iver tissue in jury was m ore severe in the LPS1 g roup com pa red w ith the NS and LPS2

g roups. mRNA leve l o f TLR-4 in liver tissues w as increased 6 hours after CBDL and LPS in jec tion in LPS1 g roup, and peaked at 24

hours; No de tection o f TLR4 mRNA in LPS2 group; TNF-A and IL-6 secretions w ere s ignificantly increased (P < 0. 01) in LPS1 g roup;

NF-JB was obv iously expressed in the nuc leus of hepatic ce lls in the LPS1 group a t 24 hours afte r surg ery, and slightly expressed in the

NS group and LPS2 group. Conclusion LPS increased the live r in jury afterm icew ere subjected to CBDL. The activa tion of NF-JB and

re lease of TNF-A and IL-6 were correlated w ith the h ighe r expression of TLR4 in the liver and m ight be involved in th is pro cess.
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  胆道梗阻时容易继发细菌感染,从而导致急性胆管炎的

发生, 如果梗阻未被解除,感染未被控制,则疾病有可能进展

为病情更加凶险的急性化脓性胆管炎。在急性胆管炎时, 致

病菌主要是革兰氏阴性细菌,其中以大肠杆菌、克雷伯菌常

见。脂多糖 ( lipopo ly sacchar ide, LPS)是革兰氏阴性细菌胞壁

外层的组成成分,被认为是革兰氏阴性细菌刺激机体免疫系

统最强的刺激物, 主要通过 Toll样受体 4 ( To l-l like recepto r

4, TLR4)途径进行信号传导 [1]。 LPS在脓毒血症方面的作

用国内外已有广泛的研究,但是它在小鼠急性胆道梗阻时对

肝脏的影响国内仍少见报道。因此我们对 LPS在小鼠急性

胆道梗阻时的作用进行研究, 并应用 TLR4基因缺失小鼠进

一步阻断其作用,以期减轻急性胆道梗阻时机体对内毒素的

敏感性及炎症反应。

1 材料与方法

1. 1 实验动物模型
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C57BL /10 J(WT )、C57BL /10ScnJ( TLR4- /-)小鼠, 雄性,

体重 20 g ? 2 g,购自南京大学动物模式研究所, 饲养并繁殖

于厦门大学医学院实验动物中心 ( SPF级 )。C57BL /10ScnJ

小鼠系缺失等位基因 T lr4 lps-de l, 导致 TLR4 mRNA和蛋白

的缺失。 C57BL /10J小鼠随机分为生理盐水组 ( NS, n =

21)、LPS处理组 1( LPS1, n = 21) ; C57BL /10ScnJ为 LPS处理

组 2( LPS2, n= 21); 参考 L iu Z[ 2]方法建立急性胆总管梗阻

模型, 小鼠用乙醚麻醉, 开腹后游离部分胆总管, 结扎远端,

从胆总管近端注射 8 ng /LL的 LPS( 10 ng / g体重 ), 双重结

扎胆总管近端并剪断。分别于术后 6、12、24 h采集血液及

肝脏标本进行分析, 每时间点各 7只。NS组手术操作同前,

注射同等剂量的生理盐水。

1. 2 血标本及肝脏组织的采集和处理

各组动物在相关时间点麻醉后眼球采血 01 8~ 1 m l, 分

离血清约 300 L l于 - 80e 低温冰箱保存, 同时取肝脏右上

叶于 31 7%福尔马林中固定, 余肝叶用生理盐水洗净, 剪碎

并分装并于冻存管 - 80e 低温冰箱保存, 备检。

1. 3 肝脏组织 TLR4 mRNA表达水平的检测

肝脏组织总 RNA提取及 cDNA合成: 采用 T r izo l(英韦

科技有限公司 )提取肝脏组织标本总 RNA; Fe rmantas逆转录

试剂盒逆转录为互补 DNA。 PCR反应:以 B-actin作为内参。

TLR4及 B-actin引物由英韦科技广州分部合成。B-actin上

游引物为 5c-TGA CGT GGA CAT CCG CAA AG-3c,下游引物

为 5c-CTG GAA GGT GGA CAG CGA GG-3c; TLR4上游引物

为 5c-CCA TTG CTT GGC GAA TGT TTC-3c下游引物为 5c-

GAC CCA TGA AAT TGG CAC TCA-3c, 115%琼脂糖凝胶电

泳 PCR产物, G o ldv iew染色, G el Doc凝胶成像系统观察电泳

条带并储存图像。以系统的 Quantity One软件分别测量并

计算 TLR4 mRNA和 B-actin mRNA的扩增条带的光密度比

值 ( R I)。

1. 4 血清 ALT、TB IL、测定

用全自动生化分析仪 (厦门大学附属中山医院检验科 )

测定血清谷丙转氨酶 ( ALT )、总胆红素 ( TB IL )、水平。

1. 5 血清 TNF-A, IL-6检测

  小鼠 TNF-A, IL-6酶联免疫吸附试验 ( EL ISA )试剂盒均

购自联科生物科技有限公司。按试剂盒说明检测小鼠血清

TNF-A及 IL-6浓度。

1. 6 病理学变化

肝组织常规石腊包埋, 4Lm切片, HE染色, 光学显微镜

下观察组织损伤清况。

1. 7 NF-JB免疫组化检测

免疫组化 NF-JB一抗购自美国 Neo raker公司, 免疫组

化试剂盒 (抗兔 )购自迈鑫 ( K it 5004)。按试剂盒说明书进

行检测。

1. 8 统计学处理

  实验数据以 �x ? s表示,所有数据应用 SPSS 1310软件进

行分析。样本均数比较采用 t检验分析, P < 01 05为差异有

统计学意义。

2 结果

2. 1 肝脏组织 TLR4 mRNA表达的变化

C57BL /10J小鼠 NS组肝脏组织 TLR4 mRNA表达均较

低,与 NS组比较 LPS1组各时间点 TLR4 mRNA表达均明显

升高,以 24 h升高最明显,进行光密度测量比值, 差异有统

计学意义 (P < 0105) , C57BL /10ScnJ各时间点肝脏组织均未

见 TLR4 mRNA表达 (图 1)。

图 1 各时间点肝脏组织 TLR4 mRNA的表达

2. 2 血清 ALT、TBIL、的变化

LPS1组与 NS组比较血浆 ALT, TBIL, DBIL水平各时间

点均明显升高, 差异有统计学意义 (P < 01 01) 。ALT, TBIL

于 24 h达高峰,其中 TBIL以结合胆红素为主, 未结合胆红

素基本正常。LPS2组与 LPS1组比较 ALT、TB IL、DBIL均明

显下降 (P < 0101) (表 1)。

2. 3 血清 TNF-A, IL-6浓度的变化

  与 NS组比较, LPS1组小鼠血浆 TNF-A、 IL-6浓度 3个

时间点均显著升高 ,差异有统计学意义 (P < 0101),且 TNF-A、

表 1 各组不同时间点血清 ALT、TBIL水平 (�x ? s)

指标 分组 6 h 12 h 24 h

ALT( U /L) NS 355. 6 ? 106. 0* 777. 1 ? 149. 6* 1541. 0 ? 356. 8*

LPS1 598. 8 ? 154. 0 1445. 4 ? 272. 3 2735. 9 ? 484. 6

LPS2 369. 2 ? 62. 2v 997. 1 ? 104. 9v 2108. 3 ? 348. 6v

TB IL (Lm ol /L) NS 30. 2 ? 5. 5* 62. 6 ? 10. 6* 111. 6 ? 16. 4*

LPS1 59. 3 ? 19. 7 116. 0 ? 14. 1 183. 7 ? 24. 0

LPS2 30. 0 ? 4. 1v 72. 5 ? 7. 7v 110. 3 ? 30. 4v

  * P < 0101 (LPS1与 NS相比 ) ; v P < 0101 ( LPS1与 LPS2相比 ) ( n= 7)

225肝胆外科杂志 2010年 6月第 18卷第 3期  Journal of H epatobiliary Surgery, Vol, 18, N o. 3, Jun. 2010



图 2 小鼠 CBDL术后 24 h肝脏病理改变  A: NS组; B: LPS1组; C: LPS2组 ( @ 200)

图 3 小鼠 CBDL术后 24 h肝脏组织 NF-¼B免疫组化染色  A: NS组; B: LPS1组; C: LPS2组 ( @ 200)

表 2 各组不同时间点血清 TNF-A及 IL-6的表达 (�x ? s)

指标 分组 6 h 12 h 24 h

TNF-A( pg /m l) NS 86. 8 ? 19. 3* 229. 1 ? 44. 5* 333. 3 ? 58. 4*

LPS1 485. 5 ? 107. 6 1066. 0 ? 229. 1 1370. 0 ? 188. 1

LPS2 79. 7 ? 15. 9v 227. 0 ? 80. 2v 394. 9 ? 86. v 5

IL-6( pg/m l) NS 100. 1 ? 17. 0* 576. 8 ? 117. 3* 1057. 8 ? 229. 8*

LPS1 484. 6 ? 104. 6 1339. 6 ? 268. 6 2674. 3 ? 492. 3

LPS2 106. 4 ? 12. 6v 664. 2 ? 88. 8v 1228. 4 ? 276. 3v

  * P < 0101( LPS1与 NS相比 ) ; vP < 0101( LPS1与 LPS2相比 ) ( n= 7)

IL-6都于 24 h达高峰 。而 LPS2与 LPS1组比较各时间点血

清 TNF-A, IL-6均明显下降 (P < 0101) (表 2)。

2. 4 病理学改变

  NS组:中央静脉及小叶间静脉淤血, 肝细胞轻度水肿,

偶见肝细胞灶状坏死伴少许淋巴细胞浸润。 LPS1组: 中央

静脉淤血, 周围肝细胞轻度水肿伴脂肪变性, 肝窦缺血性改

变, 小叶中央周围或汇管区见多发片状坏死伴淋巴细胞浸

润。 LPS2组病理学改变与 NS组相仿 (图 2)。

2. 5 NF-JB的核表达情况

  以细胞核被染成棕黄色者为阳性细胞, 术后 24 h时

LPS1组可见肝细胞明显的 NF-JB核表达, 而 NS组和 LPS2

组肝细胞 NF-JB核表达较 LPS1组少 (图 3)。

3 讨论

  TLR4是第一个被发现的哺乳动物的 Toll样受体, 它属

于Ñ 类跨膜蛋白质, 组织分布较广泛,其 mRNA可见于血管

内皮细胞、单核细胞、中性粒细胞、树突状细胞 [3]、小肠上

皮细胞、肝细胞 [ 4]等。目前发现的 TLR4的最主要配体是

LPS[ 5]。 LPS在血液中与肝脏产生的急性期蛋白 LBP结合,

形成 LPS-LBP复合物, 再由 LBP将 LPS转移到细胞膜表面的

CD14上,在分泌蛋白髓样细胞分化蛋白-2的作用下与 TLR4

结合, TLR4形成同源二聚体使得信号传导到细胞内, 主要通

过 M yD88-依赖的信号通路最终增强 NF-¼B抑制蛋白激酶

( I¼B k inase, IKK )活性,导致了 I¼B的磷酸化和降解, 解除对

NF-¼B的抑制, NF-¼B遂发生转位而进入细胞核, 指导靶基

因的转录, 表达一系列的细胞因子、趋化因子如 TNF-A、 IL-

1B、IL-6、IL-12等 [ 6]。

  我们的研究示 LPS1组术后 6 h后 TLR4 mRNA表达升

高, 于 24 h达峰值,而 NS组 TLR4 mRNA表达都较低, 表明

LPS可以刺激肝脏组织表达 TLR4。 LPS再激活 TLR4下游

信号途径, 使 NF-¼B激活进入细胞核, 指导靶基因的转录,表

达 TNF-A, IL-6等炎症因子, 加剧肝脏组织炎症细胞浸润并

使肝细胞变性、坏死。因此 LPS1组血清 ALT、TB IL均明显升

高, HE 染色显示肝脏损伤较 NS组重。 LPS2组 C57BL /

10ScnJ小鼠缺失等位基因 T lr4 lps-del, 导致 TLR4 mRNA和
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蛋白的缺失, 因此 LPS无法通过 TLR4途径激活下游信号通

路, 从而减少炎症因子 TNF-A, IL-6的释放,减轻了组织对内

毒素的反应。 LPS2组肝脏损伤程度故而与 NS组相仿。另

外, 胆总管梗阻使胆红素反流入血也可加重肝脏损伤, P. Sh-

e th等 [ 7]的研究发现 LPS可以通过 TLR4等途径破坏胆管上

皮细胞间的紧密连接, 从而胆红素更容易反流, 这可能也是

LPS1组肝脏损伤较重的一个原因。

  应用 LPS拮抗剂或者阻断 TLR4信号通路有望成为将来

临床上治疗急性胆管炎的一个新策略。目前, 已有研究 [ 8]表

明用 TLR4 /MD-2单克隆抗体阻断 LPS的信号传导, 可明显

的降低了脓毒症动物死亡率。TLR4拮抗剂新药的开发亦一

直是个热点, 目前研究出的 TLR4拮抗剂主要有 CRX - 526、

E5531和 E5564[ 9], 其中 E5564已经作为治疗败血症的一种

新药进入临床评价阶段。相信在不远的将来新的 TLR4拮抗

剂将应用于临床, 抑制机体过度的炎症反应, 减轻免疫损伤,

为临床上非手术治疗胆道梗阻继发的感染提供新的选择。
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#国外医学文摘 #

胆道恶性肿瘤患者 CA19-9升高提示术后预后不良
/ Ioann isH atzaras, / /HPB, 2010, 12, 134- 138

  摘要: 背景  胆道系统恶性肿瘤包括胆管癌和胆囊癌,

虽可行外科切除, 但其仍为高病死率的侵袭性肿瘤。我们研

究的目标是寻找预测术后生存率的指标。方法  回顾性分

析所有进行了根治性切除的胆道系统恶性肿瘤的患者。收

集患者影像、CA19- 9升高 ( > 35 U /m l)、治疗方法及治疗结

果等资料, 根据肿瘤位置不同进行比较分析。建立 Kap lan-

M e ier生存曲线, 采用 log-rank检验, 运用 Cox比例风险回归

进行多因素分析。结果  1992年至 2007年间共 91名胆道

恶性肿瘤患者进行了外科手术切除。其中 46名 ( 501 5% )为

肝外胆管癌 ( EH C), 23名 ( 2512% )为肝内胆管癌 ( IH C), 22

名 ( 2412% )为胆囊癌 ( GBC )。中位年龄为 64岁 ( 24 ~ 92

岁 )。其中 CA19~ 9升高患者数为 45名 ( 55% ) ( 52% IHC,

63% EH C, 41% GBC)。总体中位生存时间为 2215 ( 01 3 ~

1531 3)月。三组均具类似年龄、性别、术前 CA19-9水平、切

除彻底性和肿瘤病理组织学特征构成。中位数存活期最短

为 GBC( 141 3月 ), 其次为 EHC( 2418月 ), IH C( 301 4月 ) ,然

而其并不具统计学意义 (P = 01971)。通过单变量分析

( 151 1月, P = 01003)和多因素分析 ( 671 4月, P = 01 047 )提

示只有术前升高的 CA19- 9水平 ( > 35 U / m l)预测不良

的中位生存时间。结论  术前 CA19-9水平升高是胆道恶性

肿瘤患者术后较差生存的独立危险因素。因此我们建议术

前常规检测 CA19-9水平。

(戴  欣 摘译  赵义军 审校 )
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