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脓毒症患者单个核细胞 Ｔｏｌｌ 样受体 ４ 表达
与内毒素耐受的关系

滕国杰　聂秀红

　　【摘要】　目的　观察革兰阴性菌感染所致脓毒症患者外周血单个核细胞 Ｔｏｌｌ样受体 ４（ＴＬＲ４）
的表达与内毒素耐受之间的关系。 方法　以重症监护病房治疗的 ３２ 例革兰阴性菌感染所致脓毒症
患者为研究对象，另选 ２０例为健康对照组。 两组入选人员均晨起空腹采血，分离外周血单个核细胞，
采用流式细胞仪技术检测单个核细胞表面 ＴＬＲ４ 的表达；另一部分外周血分离单个核细胞，并加入
１ μｇ／ｍｌ 脂多糖（ＬＰＳ）培养 ２４ ｈ，同样进行流式细胞仪检测单个核细胞表面 ＴＬＲ４ 的表达。 并应用放
射免疫法测定血清及外周血单个核细胞培养液中 ＴＮＦ唱α、ＩＬ唱６的浓度。 结果　（１）脓毒症组外周血单
个核细胞表面 ＴＬＲ４ 表达、血清细胞因子 ＴＮＦ唱α、ＩＬ唱６ 浓度均明显高于健康对照组（均 P ＜０畅００１）。
（２）脓毒症组患者外周血单个核细胞经 ＬＰＳ刺激后培养上清液中 ＴＮＦ唱α、ＩＬ唱６的浓度显著低于健康对
照组（均 P ＜０畅０５），脓毒症组患者外周血单个核细胞经 ＬＰＳ刺激后 ＴＬＲ４ 表达较刺激前轻度下调，但
刺激前后组间无统计学差异（P ＞０畅０５）。 结论　脓毒症患者外周血单个核细胞体外给予大剂量 ＬＰＳ
刺激后可以产生内毒素耐受，但这种现象不能单纯用 ＴＬＲ４的表达下调解释，其可能存在更复杂的机
制。 内毒素耐受状况下，单个核细胞表现为促炎因子表达的明显下调。
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【Abstract】　Objective　Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｔｏｌｌ唱ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ４（ＴＬＲ唱４） ｏｎ ｓｕｒｆａｃｅ ｏｆ ｐｅ唱
ｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ ｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒ ｃｅｌｌｓ （ＰＢＭＣｓ） ｉｎ ｓｅｐｔｉｃ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ Ｇｒａｍ唱ｎｅｇａｔｉｖｅ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓ ａｎｄ
ｗｅａｔｈｅｒ ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ （ＬＰＳ） ｔｏｌｅｒａｎｃｅ．Methods　Ｔｈｉｒｔｙ唱ｔｗｏ ｐａｔｉｅｎｔｓ，ｗｈｏ ｗｅｒｅ ｄｉａｇ唱
ｎｏｓｅｄ ａｓ ｓｅｐｓｉｓ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｇｒａｍ唱ｎｅｇａｔｉｖｅ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ Ｉｎｔｅｎｓｉｖｅ Ｃａｒｅ Ｕｎｉｔ ｏｆ ｏｕｒ ｈｏｓｐｉｔａｌ ，ａｎｄ ｔｗｅｎｔｙ ｈｅａｌｔｈ
ｐｅｒｓｏｎ ａｓ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｓｔｕｄｉｅｄ．Ｍｏｒｎｉｎｇ ｂｌｏｏｄ ｓａｍｐｌｅｓ ｏｆ ｔｈｅｓｅ ｐｅｒｓｏｎ ｗｅｒｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｔｏ ｉｓｏｌａｔｅｄ ＰＢ唱
ＭＣｓ．Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＬＲ唱４ ｏｎ ｓｕｒｆａｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ＰＢＭＣｓ ｗａｓ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｌｙ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｄｉｒｅｃｔ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
ｕｓｉｎｇ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｅｒ．Ｔｈｅ ｉｓｏｌａｔｅｄ ＰＢＭＣｓ ｗｅｒｅ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｗｉｔｈ ＬＰＳ （１ μｇ／ｍｌ） ｆｏｒ ２４ ｈｏｕｒｓ．Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
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ｆａｃｔｏｒ唱α（ＴＮＦ唱α），ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ唱６ （ＩＬ唱６） ｉｎ ｓｅｒｕｍ ａｎｄ ｃｕｌｔｕｒｅ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｗｅｒｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ ｒａｄｉｏｉｍｍｕｎｏａｓ唱
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ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｂｙ ＬＰＳ，ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＴＮＦ唱αａｎｄ ＩＬ唱６ ｉｎ ｃｕｌｔｕｒｅ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ＰＢＭＣｓ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｓｅｐ唱
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ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｕｎｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ＰＢＭＣｓ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｓｅｐｔｉｃ ｇｒｏｕｐ （P ＞０畅０５）．Conclusions　Ａｆｔｅｒ ｓｔｉｍ唱
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ｄｅｐｅｎｄ ｏｎｌｙ ｏｎ ｒｅｄｕｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ＴＬＲ唱４ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｃｏｍｐｌｅｘ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｉｎｖｏｌｖｅｄ．Ｄｏｗｎ唱ｒｅｇ唱
ｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｙｔｏｋｉｎｅ ｒｅｌｅａｓｅ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｓｅｅｎ ｉｎ ｅｎｄｏｔｏｘｉｎ唱ｔｏｌｅｒａｎｔ ｍｏｎｏｃｙｔｅｓ．

【Key words】　Ｓｅｐｓｉｓ；　Ｅｎｄｏｔｏｘｉｎｓ；　Ｔｏｌｌ唱ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ４；　Ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ ｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒ ｃｅｌｌ

　　尽管医疗技术飞速发展，脓毒症死亡率仍居高不下，脓毒症休克的死亡率更高达 ３０％ ～５０％［１］ ，对脓毒
症及其相关机制的深入研究，降低脓毒症患者的死亡率是目前的研究热点［２唱３］ 。 Ｔｏｌｌ样受体 ４（ＴＬＲ４）是革兰
阴性菌细胞壁脂多糖即内毒素受体，在其导致的脓毒症的病理生理发展过程中具有重要地位。 本研究旨在
通过观察革兰阴性菌所致脓毒症患者外周血单个核细胞 ＴＬＲ４ 的表达及其与内毒素耐受之间的关系，初步
探讨脓毒症患者内毒素耐受状况及其可能的机制，对脓毒症的发生发展机制进行探索。

对象与方法

１畅研究对象：以首都医科大学宣武医院 ２００７ 年 ３月至 ２０１０ 年 ３月入重症监护病房治疗的脓毒症患者
为研究对象。 随机选取 ３２例患者，所有患者均有明确革兰阴性菌感染的证据（痰培养、尿培养、腹腔培养、
血培养阳性），且符合 ２００１ 年美国危重病医学会脓毒症诊断标准［１］ 。 所选患者在诊断脓毒症 ７２ ｈ内进行试
验，并除外终末期肝肾疾病、糖尿病、恶性肿瘤、垂体疾病、免疫缺陷疾患及近 ３ 个月内使用激素或免疫抑制
剂者。 另取健康志愿者 ２０例为健康对照组，并根据入选患者年龄、性别进行匹配。 所有入选者均签署知情
同意书。

２畅方法：入选人员晨起空腹采静脉血 ２０ ｍｌ，肝素抗凝，密度梯度离心法分离外周血单个核细胞，将细胞
悬液置于 ２个细胞培养皿内，放置于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 、饱和湿度的培养箱中孵育 ２ ｈ，收集贴壁单个核细胞，调
节细胞浓度为 １ ×１０６

个／ｍｌ。一个细胞培养皿内的细胞直接进行流式细胞仪检测单个核细胞表面 ＴＬＲ４ 表
达。 另一细胞培养皿内的细胞，加入 ＲＰＭＩ１６４０ 培养液，重悬细胞，并加入脂多糖（ ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）
１ μｇ／ｍｌ， 培养皿放置于３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 、饱和湿度的培养箱中孵育 ２４ ｈ，之后收集贴壁的单个核细胞，调节
细胞浓度为 １ ×１０６ 个／ｍｌ。 同法进行流式细胞仪检测单个核细胞表面 ＴＬＲ４ 表达。 同时收集培养皿中的细
胞培养上清液，测定细胞因子。
采用流式细胞仪（ＢＤ公司， ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ 型）直接免疫荧光标记法检测单个核细胞表面 ＴＬＲ４ 表达。 测

定管取 １００ μｌ细胞悬液加入 １０ μｌ ＰＥ唱抗人唱ＴＬＲ４ 单抗（购自美国 ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ 公司），１０ μｌ ＦＩＴＣ唱抗人唱ＣＤ１４
单抗（购自美国 ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ 公司）。 对照管取 １００ μｌ细胞悬液加入 １０ μｌ ＦＩＴＣ唱抗人唱ＣＤ１４单抗及 １０ μｌ ＰＥ唱
ｍｏｕｓｅ唱ＩｇＧ２α单抗（购自美国 ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ 公司）。 用测定管与对照管平均荧光强度的比值表示 ＴＬＲ４ 的相对
表达量。
采用放射免疫分析法检测血清及细胞培养上清液中 ＴＮＦ唱α、ＩＬ唱６的浓度，试剂盒为北京华英生物技术研

究所提供。
３畅统计学分析：应用 ＳＰＳＳ １１畅５ 统计软件包分析。 计量资料均采用均数±标准差（珋x ±s）表示，配对资料

间比较采取配对 t检验，两组间比较采用独立样本 t检验，计数资料比较采用卡方检验，以 P ＜０畅０５ 为差异
有统计学意义。

结　　果

１畅一般情况比较：脓毒症组 ３２ 例，男 ２２ 例，女 １０ 例，患者年龄 ３２ ～９１ 岁，平均（６４畅５０ ±１５畅６７）岁，所
患病种包括肺部感染 １２例（痰培养为肺炎克雷伯菌 ５ 例，铜绿假单胞菌 ７ 例）、泌尿系感染 ６ 例（尿培养均
为大肠杆菌）和腹腔感染 １４例（腹腔培养液为大肠杆菌 ６例，血培养为大肠杆菌 ８ 例）。 健康对照组 ２０ 例，
男 １２例，女 ８例，年龄 ２９ ～７５ 岁，平均（６３畅７０ ±１４畅６４）岁。 两组间年龄、性别无统计学差异。

２畅外周血单个核细胞表面 ＴＬＲ４表达及血清 ＴＮＦ唱α、ＩＬ唱６ 浓度比较（表 １）：与健康对照组相比，脓毒症
组外周血单个核细胞表面 ＴＬＲ４表达、血清 ＴＮＦ唱α、ＩＬ唱６浓度均明显升高，差异有统计学意义（P ＜０畅００１）。
　　３畅ＬＰＳ刺激后外周血单个核细胞表面 ＴＬＲ４表达比较（表 ２）：给予 ＬＰＳ １ μｇ／ｍｌ 刺激后，健康对照组外
周血单个核细胞表面 ＴＬＲ４表达较刺激前明显升高（P ＜０畅０１）；脓毒症组外周血单个核细胞表面 ＴＬＲ４ 表达
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较刺激前轻度下调，但刺激前后并无统计学差异（P ＞０畅０５）。
　　４畅ＬＰＳ刺激后细胞培养上清液中细胞因子浓度比较（表 ３）：给予 ＬＰＳ １ μｇ／ｍｌ刺激后，脓毒症组患者细
胞培养上清液中 ＴＮＦ唱α、ＩＬ唱６的浓度显著低于健康对照组 （均 P ＜０畅０５）。

表 1　两组外周血单个核细胞 ＴＬＲ４表达及血清 ＴＮＦ唱α、ＩＬ唱６浓度比较（珋x ±s）
组别 例数 ＴＬＲ４ ;ＴＮＦ唱α（ｎｇ／ｍｌ） ＩＬ唱６（ｐｇ／ｍｌ）

脓毒症组 ３２ 倐８ ??畅６６ ±１ 1畅１３ １   畅８１ ±０  畅３３ ２０９ 揪揪畅１７ ±４４ 刎畅９６
健康对照组 ２０ 倐３ ??畅１９ ±１ 1畅１０ １   畅１１ ±０  畅３７ ８７ **畅６５ ±１５ 哪畅０６

t值 １７ 父父畅１６９ ７ ||畅０５６ １４ ##畅０７８
P 值 ０ いい畅０００ ０ ||畅０００ ０   畅０００

表 2　两组给予 ＬＰＳ １ μｇ／ｍｌ刺激前后外周血单个核细胞 ＴＬＲ４表达（珋x ±s）
组别 例数 ＬＰＳ刺激前 ＬＰＳ 刺激后

脓毒症组 ３２ 篌８ 舷舷畅６６ ±１ 亮畅１３ ８ XX畅３６ ±１ J畅２７

健康对照组 ２０ 篌３ 舷舷畅１９ ±１ 亮畅１０ ８ XX畅７６ ±１ J畅２９

　　注：脓毒症组 ＬＰＳ 刺激前后比较，t ＝１．１１７，P ＝０．２３７；健康对照组 ＬＰＳ刺激前后比较，t ＝－１９．５６４，P ＝０

表 3　两组给予 ＬＰＳ １ μｇ／ｍｌ刺激后上清液中 ＴＮＦ唱α、ＩＬ唱６浓度的比较（珋x±s）
组别 例数 ＴＮＦ唱α（ｎｇ／ｍｌ） ＩＬ唱６（ｐｇ／ｍｌ）

脓毒症组 ３２ n１ !!畅５４ ±０  畅４５ １６６ WW畅３８ ± ２７ 殮畅４２

健康对照组 ２０ n１ !!畅８９ ±０  畅５７ ２８５ XX畅９４ ±１００ 殮畅４３

t 值 －２ ��畅４９９ －６ 骀骀畅３９８

P 值 ０ ��畅０１６ ０ 骀骀畅０００

讨　　论

细菌内毒素或细菌 ＬＰＳ是革兰阴性细菌细胞壁外膜的重要组成成分，ＴＬＲ４ 作为 ＬＰＳ的模式识别受体，
是 ＬＰＳ识别与信号转导的重要元件，在 ＬＰＳ 导致的脓毒症发生发展中起重要作用，其升高与革兰阴性菌感
染密切相关［４唱６］ 。 Ａｒｍｓｔｒｏｎｇ等［７］的研究显示，正常人外周血单个核细胞在给予 ＬＰＳ 刺激后，ＴＬＲ４ ｍＲＮＡ 表
达即可明显升高；Ｔｓｕｊｉｍｏｔｏ等［８］

发现腹腔感染的脓毒症患者外周血单个核细胞 ＴＬＲ４ 表达较正常人明显升
高。 本研究结果同样表明，革兰阴性菌感染的脓毒症患者外周血单个核细胞 ＴＬＲ４表达较健康人明显升高，
并且健康对照组外周血单个核细胞在给予 ＬＰＳ刺激后 ＴＬＲ４表达亦升高，与上述结论一致。
虽然脓毒症时细胞因子大量释放，可引起严重的炎症级联反应，甚至出现脓毒症性休克、多脏器功能衰

竭。 但生物在长期进化过程中形成了某些保护性调节机制，以避免机体对内毒素刺激的持续过度反应，内
毒素耐受是其中之一

［９唱１０］ 。 内毒素耐受是预先受到小剂量或亚致死量 ＬＰＳ刺激后，机体对大剂量或致死量
ＬＰＳ呈低反应甚至无反应的现象。 有观点认为 ＴＬＲ４表达下调可导致内毒素耐受的产生，Ｎｏｍｕｒａ等［１１］对小

鼠腹腔巨噬细胞研究结果显示 ＴＬＲ４ 表达下调可导致小鼠腹腔巨噬细胞产生内毒素耐受。 本研究旨在观察
革兰阴性菌所致脓毒症患者外周血单个核细胞 ＴＬＲ４的表达及其与内毒素耐受之间的关系。 由于脓毒症患
者外周血单个核细胞在体内已经受到小剂量 ＬＰＳ的刺激，当体外再次给予大剂量 ＬＰＳ 刺激后，我们观察到
其外周血单个核细胞培养上清液中 ＴＮＦ唱α、ＩＬ唱６的浓度显著低于健康对照组（均 P ＜０畅０５），提示脓毒症患者
外周血单个核细胞产生内毒素耐受，大剂量 ＬＰＳ 刺激后，炎性因子较正常人明显减少。 但脓毒症组与健康
对照组相比，外周血单个核细胞给予 １ μｇ／ｍｌ ＬＰＳ刺激后 ＴＬＲ４ 表达差异无统计学意义，即细胞因子分泌的
下调未伴随 ＴＬＲ４表达的下调，提示革兰阴性菌感染的脓毒症患者外周血单个核细胞产生内毒素耐受现象
并不能单纯用 ＴＬＲ４表达下调来解释。
我们分析引起脓毒症患者内毒素耐受现象可能与 ＴＬＲ４下行信号通路改变相关，而不是 ＴＬＲ４在细胞膜

表面的表达数量。 在产生内毒素耐受的过程中，ＴＬＲ４ 下行传导通路上的受体、衔接蛋白和转录因子在数
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量、结构和功能上的改变在减少致炎细胞因子、升高抗炎因子和活化特殊的信号传导通路方面有重要作
用

［１２唱１３］ 。 ＴＬＲ４ 介导 ＬＰＳ信号传递，信号由 ＴＬＲ４传到胞内后，再顺序传递给髓样细胞分化因子 ８８（Ｍｙｅｌｏｉｄ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ，ＭｙＤ８８）、白介素唱１ 受体相关激酶（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ唱１ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｋｉｎａｓｅ，ＩＲＡＫ）、核因子
κΒ（ ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ κΒ，ＮＦ唱κΒ）等，最终启动细胞因子转录、翻译，导致炎症因子释放［１４］ 。 在此过程中任何改
变均可影响最终炎性因子的产生和分泌。 文献报道 ＭｙＤ８８［１５］ 、ＩＲＡＫ［１６］ 、ＮＦ唱κΒ［１７］

均参与内毒素耐受的调

控，显示脓毒症患者内毒素耐受现象是一个复杂的调控机制，难以用单一的 ＴＬＲ４ 受体表达改变解释，仍需
进一步加以研究。
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