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Abstract
AIM: To investigate the expression of Toll-like 
receptor 2 (TLR2) in distal ileum of rats with 
acute necrotizing pancreatitis(ANP) and its 
significance.

METHODS: Sixty SD rats were randomly divid-
ed into ANP group (n = 40) and sham-operation 
group (n = 20). TLR2 mRNA expression in distal 
ileum of rats was detected by real-time PCR, and 
its protein expression was determined by immu-
nohistochemistry and Western blot.

RESULTS: The expression levels of TLR2 
mRNA and its protein were significantly higher 
in the ANP group than in the sham-operation 
group. Western blot showed that the TLR2 
mRNA expression level was correlated with 
the pathological scores (r = 0.42, P < 0.01) and 
permeability (r = 0.41, P < 0.011) of intestinal 
mucosa. Immunohistochemistry displayed that 
the TLR2 protein expression was rather high on 
ileum mucosa surface, in T and B lymphocytes, 

histoleucocytes and eosinocytes of lamina pro-
pria, arteries and veins of submucosa, longitu-
dinal and circular muscular layers of the ANP 
group.

CONCLUSION: Expression of TLR2 is increased 
in the distal ileum of rats with ANP. Its overex-
pression may correlate with intestinal mucosa 
injury and development of enterogenic infection.

Key Words: Acute necrotizing pancreatitis; Toll-like 
receptor 2; Intestinal mucosa permeability; Entero-
genic infection; Western blotting; Immunohisto-
chemistry
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摘要
目的: 研究大鼠急性坏死性胰腺炎(ANP)末端
回肠组织中Toll样受体2(TLR2)的表达及意义.

方法: 60只大鼠随机分为2组: 假手术组20只, 
ANP组40只. 采用逆行胰胆管注射5%牛磺胆
酸钠制作大鼠ANP模型, 并又分为8 h和16 h
组. 应用实时定量PCR检测不同组、不同时
点末端回肠组织TLR2 mRNA的表达, 应用
Western blot和免疫组化分析各组TLR2蛋白表
达变化及组织学定位.

结果: 与假手术组相比, ANP时末端回肠组织
TLR2 mRNA及蛋白表达显著升高, TLR2的表
达水平分别与肠黏膜的病理学评分(r  = 0.42, 
P <0.01)和肠黏膜通透性(r  = 0.41, P <0.01)呈
正相关. 免疫组化发现, ANP组的回肠黏膜表
面、黏膜固有层的T、B淋巴细胞、单核细
胞、中性粒细胞、嗜酸性细胞、黏膜下层的
动静脉、纵形和环形肌层等处都有比较强的
TLR2的表达.

结论: ANP时末端回肠组织内TLR2 mRNA和
蛋白表达上调, 可能与ANP肠黏膜的病理改变
和肠源性感染的发生与发展有关.
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■背景资料
急性坏死性胰腺
炎 (ANP)是一类
起病急、病死率
高、涉及多个脏
器的危重症疾病, 
胰腺坏死组织继
发感染是ANP患
者死亡的主要原
因 .  To l l样受体
(TLRs)是新近被
认识的病原相关
分子模式(PAMP)
的受体, 是内毒素
信号转导链中致
病的关键环节, 且
被认为是炎症瀑
链式反应的闸门. 
探讨TLRs在急性
坏死性胰腺炎肠
源性感染中可能
的作用, 可望为阐
明ANP肠源性感
染的发病机制, 寻
找ANP新的干预
途径和治疗靶点
提供理论基础.

■同行评议者
洪天配, 教授, 北
京大学第三医院
内分泌科
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0  引言

急性坏死性胰腺炎(ANP)是一类起病急、病死

率高、涉及多个脏器的危重症疾病, 胰腺坏死

组织继发感染是ANP患者死亡的主要原因[1]. 在
急性胰腺炎早期, 肠道是全身炎症反应的一个

靶器官, 而肠道屏障损害所致的肠道细菌或毒

素移位是ANP时细菌入侵的主要途径[2-4]. Toll样
受体(toll-like receptors, TLRs)是病原相关分子模

式(pathogen associated molecular pattern, PAMP)
的受体, 是内毒素信号转导链中致病的关键环

节[5]. TLR2作为脂多糖(LPS)受体, 可能作为急性

炎症反应损伤的扳机点, 启动机体的这种病理

过程. 本实验制作大鼠ANP模型, 观察ANP时末

端回肠组织TLR2的表达情况, 探讨TLR2在ANP
肠源性感染中的作用. 

1  材料和方法

1.1 材料  健康成年S D大鼠60只 ,  体质量200
±20 g,  由东南大学医学院实验动物中心提

供. 牛磺胆酸钠(S igma公司), TRIzo l试剂盒

(Invitrogen公司), Taq聚合酶、MMLV反转录酶

(Promega公司), 10 000×Sybergreen(Molecular 
Probes公司), Rotor-Gene 3000 Real time PCR仪
(Corbett Research公司), 一抗为羊抗大鼠TLR2
多克隆抗体(Santa cruz公司), 鼠抗羊二抗购自

Jacksonimmuno公司. 
1.2 方法 
1.2.1 模型制备: 60只大鼠随机分为2组, 假手术

组20只, ANP组40只. 试验前大鼠禁食12-16 h, 自
由饮水. ANP组采用逆行胰胆管注射50 g/L牛磺

胆酸钠(1 mL/kg体质量), 假手术组仅轻轻翻动

胰腺3次后关腹. 关腹后背部sc生理盐水4-6 mL
作为补液, 术后将大鼠放回代谢笼. 假手术组在

术后8 h处死大鼠, ANP组分别于术后8 h和16 h
两个时相点(P8、P16)处死大鼠, 提取部分末端

回肠组织. 新鲜回肠组织于40 g/L甲醛溶液中固

定12 h后, 常规石蜡包埋、切片. 其余组织-70℃
冻存备用. 
1.2.2 肠黏膜通透性检测及病理学评分: 采用
99m锝-亚锡喷替酸法(99mtechnet ium diethlene 
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triamine pentacetic acid, 99mTc-DTPA)检测肠黏膜

通透性[6]: 术中于近端空肠内缓慢注入1.5 mCi 
99mTc-DTPA. 术后放入代谢笼, 留取8 h和16 h尿
液, 用放射免疫γ计数器测定上述时点尿中99mTc-
DTPA脉冲数. 末端回肠用40 g/L的甲醛固定后, 
石蜡包埋、切片, 常规HE染色, 光镜下观察. 按
参考文献进行肠黏膜病理学评分[2]. 
1.2.3 总RNA抽提: 用TRIzol法抽提总RNA, 紫
外分光光度计测定总RNA的纯度, 变性琼脂糖

凝胶电泳初步评价总RNA. 符合标准的总RNA 
A 260/A 280在1.8-2.1之间, 琼脂糖凝胶电泳, 18S和
28S电泳条带清晰, 28S和18S亮度之比≥2.1. 抽
提的总RNA于-70℃保存备用. 
1.2.4 实时定量PCR: 应用Primer premier 5.0软件, 
参照TLR2基因序列设计引物, β-actin作为内参

基因(表1). 引物由上海康成生物公司合成. 每份

标本取5 μg总RNA, 在MMLV反转录酶作用下合

成cDNA, 针对每一需要测量的基因和管家基因, 
进行PCR反应以制备用于绘制标准曲线的梯度

稀释DNA模板, 反应体系: cDNA 1 μL, 上下游引

物各0.5 μL, Sybergreen 0.5 μL, 总反应体积为25 
μL, 反应条件: 94℃ 20 s, 58℃ 20 s, 72℃ 30 s, 45
个循环; 72℃延伸5 min. 将PCR产物进行10倍梯

度稀释: 设定PCR产物浓度为1, 分别稀释为1×
10-1, 1×10-2, 1×10-3, 1×10-4, 1×10-5, 1×10-6和

1×10-7这几个梯度浓度的DNA. 几个梯度稀释

的DNA模板以及所有cDNA样品分别配置Real 
time PCR反应体系: cDNA 1 μL, 上下游引物各

0.5 μL, Sybergreen 0.5 μL, 总反应体积为25 μL. 
反应条件:  β-actin: 94℃ 5 min; 35个PCR循环

(94℃ 20 s, 60℃ 20 s, 72℃ 20 s, 88℃ 10 s, TLR2: 
94℃ 5 min; 40个PCR循环(94℃ 20 s, 59℃ 20 
s, 72℃ 20 s, 85℃ 10 s, TLR4: 94℃ 5 min; 35个
PCR循环(94℃ 20 s, 58℃ 20 s, 72℃ 20 s, 87.5℃ 
10 s). 为建立PCR产物的熔解曲线, 每次扩增反

www.wjgnet.com

■研发前沿
迄今ANP继发肠
源性感染的机制
尚不清楚. ANP时
发生的肠道屏障
损害可能是肠道
细菌移位的一个
重要原因 ,  TLRs 
的激活及引发的
下游一系列信号
分子活化则可能
是过度炎症反应
造成肠黏膜屏障
功能受损的关键
点.

表  1  PCR引物核苷酸序列

     
基因	                         引物序列

                                 产物长

                                                                                             度(bp)

TLR2	

    上游引物: 5'-AGAGGGAAATCGTGCGTGAC-3'       137

    下游引物: 5'-CCATACCCAGGAAGGAAGGCT-3'

β-actin	

    上游引物: 5'-ACTGGCGTGTTCATCCGTTCT-3'      195

    下游引物: 5'-CGCAATCCAGGCCACTACTTC-3'
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应结束后均继续从72℃缓慢加热到99℃(每5 s升
高1℃). 最后, 用标准曲线法定量. 
1.2.5 免疫印迹: 称取200 mg组织研磨粉碎后, 抽
提总蛋白, 按蛋白质定量试剂盒操作说明测定

蛋白浓度, 配制含50 μg总蛋白的样品液. 将准备

好的样品液和生物素标记的蛋白质分子量标准

分别上样, 行SDS-PAGE电泳. 电转移到膜上, 用
50 g/L BSA封闭. 封闭过的膜加入一抗(1∶300)
室温孵育1.5 h, PBS洗膜3次, 加入HRP标记的二

抗(1∶5000)以结合一级抗体及HRP标记的抗生

物素抗体, 室温孵育1 h, PBS洗膜3次. 对反应好

的膜进行化学发光, 以X光胶片曝光、显影、定

影, 图片扫描保存为电脑文件, 并用Image J分析

软件将图片上每个特异条带灰度值数字化.
1.2.6 免疫组化: 石蜡切片常规脱蜡至水, 30 g/L 
H2O2封闭内源性过氧化物酶10 min, 将切片浸入

0.01 mol/L枸橼酸盐缓冲液(pH6.0)煮沸, 10 min
后重复1次, 加入一抗(1∶100)孵育1 h. 加辣根过

氧化物酶标记的二抗(1∶100)孵育20 min; PBS
洗3次, 加SABC工作液, DAB显色, 最后苏木素

复染, 脱水、透明、封片, 光镜下观察. 
统计学处理 实验数据用mean±SD表示. 用

Prism软件包(美国圣地亚哥GraphPad软件公司)
进行统计学分析. 组间差异用Mann-Whitney U

检验或精确c2检验. 相关性分析用Spearmann相
关性分析法. P <0.05为差异具有统计学意义.

2  结果

2.1 淀粉酶测定值和病理形态学观察 ANP组血

清淀粉酶值在相应时间点均显著高于对照组, 
且随时间推移, 其测定值逐渐增加. 开腹后肉眼

观察所见: ANP组大鼠腹腔内可见较多血性腹

水, 肠系膜、大网膜出现皂化斑, 胰腺可见充血

水肿、出血坏死灶及皂化斑, 病变以胰头、体

部为重, 结肠及小肠管壁充血水肿, 小肠色泽暗

红, 肠蠕动明显减少, 弹力减弱, 对照组大鼠腹

腔内无腹水, 胰腺和肠管未见明显异常改变. 肠
黏膜组织病理学评分见表2.
2.2 肠黏膜通透性检测 与假手术对照组相比, 
ANP发生8 h后99mTc-DTPA排泄率明显增加, 到
16 h时, 其排泄率仍在增加, 提示肠黏膜通透性

增加(表2).
2.3 末端回肠组织T L R2 m R N A表达的变化 
TLR2 mRNA在假手术组表达水平较低, 而ANP
组8 h则开始明显增高(P <0.05), 8 h后仍继续升

高, 到16 h仍维持较高水平(图1).
2.4 ANP时TLR2的表达与肠黏膜损害的关系 将
所检测的TLR2的mRNA表达量分别与肠黏膜的

病理学评分及通透性指数进行相关性分析, 结
果发现, TLR2的表达水平分别与肠黏膜的病理

学评分(r  = 0.42, P <0.01)和肠黏膜通透性指数(r  
= 0.41, P <0.01)明显相关(图2).
2.5 末端回肠组织TLR2蛋白表达水平的变化 
Western blot结果显示, 假手术组末端回肠组织

中, TLR2蛋白的表达处于较低水平, 呈一条较淡

的灰色蛋白条带. 在ANP组中, TLR2表达则明显

增加, 与前者相比, 灰度值间差别具有统计学意

义(P <0.05), ANP 8 h和16 h组间, TLR2蛋白的表

达则无显著差别(P >0.05, 图3). 
2.6 TLR2的组织学定位 应用免疫组化技术进行

假手术组和ANP大鼠末端回肠组织中TLR2的组

织学定位. 正常对照组仅在肠黏膜的表面有比

较弱的TLR2的表达. 与之相比, ANP组的回肠黏

膜表面、黏膜固有层的T、B淋巴细胞、单核细

胞、中性粒细胞、嗜酸性细胞、黏膜下层的动

静脉、纵形和环形肌层等处都有比较强的TLR2 
的表达. 至术后16 h上述细胞仍保持高表达(图4). 

3  讨论

胰腺及胰周感染是ANP的严重并发症, 临床上

■相关报道
有文献报道TLRs 
的激活在AP急性
肺损伤(ALI)中具
有重要作用, 应用
TLRs抗体能有效
降低脓毒症引起
的ALI; 在多病原
菌导致的脓毒症
中 ,  TRL2/4表达
的上调与死亡率
的增加密切相关; 
TLRs作为天然免
疫的受体在启动
A L I早期的炎症
反应及连接特异
性免疫中起到了
桥梁的作用 ,  对
A L I发生发展及
改善预后发挥了
重要的作用.

表  2  肠黏膜组织病理学评分及肠黏膜通透性(%)的比较
(mean±SD)

     
分组	            假手术组

	               ANP组

		                         8 h	           16 h

肠黏膜             0.58±0.18     1.90±0.74b    3.10±0.99b

病理学评分
99mTc-DTPA    5.39±0.78   24.61±2.51b  37.12±2.71b

排泄率

bP<0.01.

图  1  对照组和ANP肠组织中TLR2 mRNA的表达.
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■创新盘点
本文通过制作大
鼠ANP模型, 观察
ANP时末端回肠
组织TLR2的表达
情况及其与肠黏
膜通透性改变的
关系 ,  探讨TLR2
在ANP肠源性感
染中的作用.

图  3  Western 
b lo t检测TLR2
和β-actin在假
手术组和ANP
肠组织中的表
达. A:  TLR2
表达结果; B : 

β-actin表达结
果.

A B

ANP患者的死亡主要是由于胰腺坏死组织继发

感染所致[7]. 胰腺感染主要是由移位的肠道细

菌或毒素所致的肠源性感染. 在急性胰腺炎早

期, 肠道是全身炎症反应的一个靶器官, 而发生

的肠道屏障损害则成为肠道细菌移位的一个重

要原因. 发生移位的细菌和内毒素进一步使循

环中的细胞因子和炎症介质升高, 对全身各脏

器造成再次损害, 形成所谓的“二次打击”[8-10],  
即使程度并不严重, 也可引发不同程度全身炎

症反应综合征(SIRS), SIRS过程中将会引起链

式反应, 产生大量的炎症介质, 如肿瘤坏死因子

(TNF)、IL-6、IL-8、IL-2和白三烯等, 加重肠黏

膜屏障损伤, 导致肠黏膜通透性继续增高, 如此

形成恶性循环[11-12]. 因此, 如何保护急性胰腺炎

时的肠道屏障功能、降低肠黏膜通透性, 进而

减少肠道细菌移位, 成为防治胰腺感染的重要

途径. 
TLRs属于Ⅰ类跨膜受体, 广泛分布于单核

巨噬细胞系统、内皮细胞、树突细胞、部分消

化道上皮等[13-14], 其配体包括肽聚糖(PGN)、脂

磷壁酸(LTA)和脂蛋白等, 是连接天然免疫和获

得性免疫的桥梁. 目前已发现人类的TLR有11
位成员(TLR1-11), 其中对TLR4和TLR2的研究

最为广泛. TLR2主要识别革兰氏阳性菌细胞壁

成分. TLRs的激活将引起一系列下游分子的活

化, 最后激活通用转录因子NF-κB, 最终引起以

TNF-a等为中心的前炎症因子激活, 导致多种炎

症因子的瀑链式释放而产生生物学效应[15]. 因
此, TLRs的激活及引发的下游一系列信号分子

活化可能是过度炎症反应造成肠黏膜屏障功能

受损的关键点. 
本试验结果显示: 假手术组大鼠末端回肠

图  4  假手术组和ANP组织
TLR2的表达(免疫组织化学
染色×200). A: 假手术组; B: 
ANP 8 h; C: ANP 16 h.

A B C

图  2  TLR2的mRNA表达量. A: 肠黏膜的病理学评分; B:  肠黏膜通透性.
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组织中仅有少量TLR2的表达, 而ANP时TLR2表
达均明显上调, 且TLR2的表达与肠黏膜病理改

变和通透性相关. 此结果提示ANP可引起末端

回肠组织TLR2的表达的上调, TLR2的过度表达

可能参与了ANP的病理生理过程. ANP时末端回

肠组织TLR2表达上调的机制尚不清楚, 内毒素

和LPS可能是重要的刺激因素之一. 急性胰腺炎

时, 肠道屏障的损坏, 可使肠道内大量内毒素和

LPS吸收入血, 从而诱导TLR2的表达. 有文献报

道, 大量LPS存在时TLR2起着加速炎症反应的

作用, 进一步诱导TNF-α产生, 而这些致炎因子

也能增强TLR2 mRNA 表达[12], 如此而形成恶性

循环, 加重器官损害. 因此, ANP时, 对TLR2基因

表达进行适当的调节, 可能为减轻肠屏障的损

害、防治肠源性感染提供新的思路.
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■名词解释
病原相关分子模
式(PAMP): 是病
原体的小分子序
列. 他们被Toll样
受体和其他模式
识别受体 ( P R R )
来识别. 细菌内毒
素脂多糖(LPS)被
认为是原型的病
原相关分子模式.  
其他的病原相关
分子模式包括细
菌鞭毛 ,  革兰氏
阳性菌脂磷壁酸
(LTA), 肽聚糖和
病毒的核酸如双
链RNA或非甲基
化的CpG特征序
列.

■同行评价
本文设计较合理, 
具有一定的参考
价值.


