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TLR4特异性抑制剂对大鼠心脏死亡器官捐献
供肝缺血再灌注损伤的作用*

马伟，武建英，钟浩，朱吉海，杨佳，王永宏

（青海大学附属医院 心脏血管外科，青海 西宁810000）

摘要：目的 探讨TLR4特异性抑制剂调控HMGB1/TLR4信号通路对大鼠心脏死亡器官捐献供肝缺

血再灌注（IR）损伤的作用。方法 将8周龄Balb/c雄性大鼠分为对照组［术前30 min经腹腔注射二甲基亚砜

（DMSO）无菌生理盐水］、对照抑制组（术前30 min经腹腔注射含TLR4抑制剂的DMSO无菌生理盐水）、模

型组（术前 30 min 经腹腔注射 DMSO 无菌生理盐水）、模型抑制组（术前 30 min 经腹腔注射含 TAK242 的

DMSO 无菌生理盐水），每组 6 只。收集肝脏组织标本，采用苏木精-伊红染色检测肝脏细胞形态结构，

Suzuki评分评估肝脏细胞损伤情况；TUNEL染色法检测细胞凋亡率，Western blotting检测肝细胞HMGB1/

TLR4及下游炎症因子相对表达量；免疫荧光和Western blotting测定TLR4与HMGB1的共表达作用。结果

病理结果显示，模型组肝脏损伤情况较对照组严重，模型抑制组肝脏损伤情况优于模型组；模型组Suzuki评

分高于对照组（P <0.05），模型抑制组 Suzuki 评分低于模型组（P <0.05）。模型组、模型抑制组 HMGB1、

TLR4、IL-1β、IL-6蛋白相对表达量高于对照组（P <0.05）；模型抑制组HMGB1、TLR4、IL-1β、IL-6蛋白

相对表达量低于模型组（P <0.05）。模型组肝脏组织细胞凋亡率高于对照组和模型抑制组（P <0.05）。模型组

HMGB1 蛋白相对表达量高于对照组和模型抑制组（P <0.05）。免疫荧光结果显示，模型组大鼠肝细胞

HMGB1的免疫活性显著增加，且主要位于细胞浆内；但对照组HMGB1免疫活性无显著变化。结论 TLR4

特异性抑制剂可显著下调HMGB1/TLR4信号通路及相关信号分子，减轻供肝氧化应激和炎症反应，对供肝IR

损伤具有保护作用。
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Abstract: Objective To investigate the effects of the selective Toll-like receptor 4 (TLR4) inhibitor TAK-

242, involved in regulating high mobility group box 1 (HMGB1)/TLR4 signaling pathway, on ischemia reperfusion

(IR) injury of liver after cardiac death in rats. Methods Eight-week-old Balb/c male rats were divided into control

group [intraperitoneal injection of sterile normal saline containing dimethyl sulfoxide (DMSO) 30 min before the

operation], control inhibition group (intraperitoneal injection of sterile normal saline containing DMSO and TAK-
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242 30 min before the operation), model group (intraperitoneal injection of sterile normal saline containing DMSO

30 min before the operation), and model inhibition group (intraperitoneal injection of sterile normal saline containing

DMSO and TAK-242 30 min before the operation), each with 6 rats. Liver tissues were collected, and HE staining

was used to detect the liver histology. The Suzuki score was applied to evaluate the damage of liver cells, while the

TUNEL staining was applied to detect the apoptosis rate. In addition, Western blotting was used to detect the

expression of HMGB1/TLR4 and downstream inflammatory factors in liver cells, and the co-expression of TLR4

and HMGB1 was determined via immunofluorescence and Western blotting. Results The liver damage of the

model group was greater compared with the control group and the model inhibition group, with a higher Suzuki

score in the model group as well (P < 0.05). The protein levels of HMGB1, TLR4, interleukin (IL)-1β and IL-6 in the

model group and model inhibition group were higher than those in the control group (P < 0.05), while the protein

levels of these molecules in model inhibition group were lower than those in model group (P < 0.05). The apoptosis

rate was higher in the model group relative to the control group and the model inhibition group (P < 0.05). In

addition, the immunofluorescence intensity of HMGB1 was increased significantly in the liver cells of rats in the

model group rather than the control group, and the staining was primarily observed in the cytoplasm. Conclusions

Selective TLR4 inhibitor can significantly down-regulate the HMGB1/TLR4 signaling pathway and related signaling

molecules, and reduce the oxidative stress and inflammatory response in the liver of rats after cardiac death, thereby

playing a role in protecting against the IR injury of the donor liver.

Keywords: organ donation; cardiac death; selective TLR4 inhibitor; HMGB1/TLR4 signaling pathway; do‐

nor liver; ischemia reperfusion injury

肝移植仍存在急慢性排斥反应严重、肝脏功

能恢复慢、并发症多、生存率低等问题，其中供

肝缺血再灌注（ischemia-reperfusion, IR）损伤是影响

疗效和预后的重要原因，进一步发展可引起多器

官组织损伤。供肝 IR损伤的病理机制包括肝细胞

功能直接损伤和免疫介导反应发生改变，可表现

为 HMGB1、ATP 等相关损伤分子和炎症因子大量

表达[1]。目前常采用缺血预处理和缺血后处理减轻

IR损伤，通过灌注减轻体内炎症和氧化应激反应，

减轻肝组织灌注缺血和损伤。但这类方法存在技

术难点大、应用范围小等缺点，近年来认为通过

病理机制靶点干预可从根本上有效阻止 IR损伤信

号通路，且该方法普及性较高[2-3]。 Toll 样受体

（Toll like receptors, TLRs）是介导固有免疫最重要的

特 异 性 受 体 之 一 ， 其 中 Toll 样 受 体 4（Toll like

receptors 4, TLR4）具有识别内外源性损伤分子模式

的功能，可诱导趋化因子和炎症因子的表达和炎

症介导反应，可能在心脏死亡器官捐献供肝 IR损

伤中发挥重要作用。有研究指出，TLR4特异性抑

制剂TAK242可阻断TLR4胞内信号传递，从而改善

组 织 损 伤[4]。 综 合 考 虑 IR 损 伤 重 要 信 号 通 路

HMGB1/TLR4 可能受 TLR4 抑制剂的影响而发挥保

护或损伤作用，故可能为提高心脏死亡器官捐献

供肝成功率提供解决办法。因此本研究复制大鼠

模型明确 TLR4 特异性抑制剂调控 HMGB1/TLR4 信

号通路对心脏死亡器官捐献大鼠供肝 IR损伤的作

用，现报道如下。

1 材料与方法

1.1 实验动物

40 只 8 周龄 Balb/c 雄性大鼠购自上海南方模

式生物科技股份有限公司，体重292～341 g。实验

动物生产许可证号：SCXK（沪）2019-0002，实验动物

使用许可证号：SYXK（沪）2019-0003，动物实验审批

号：IACUC20190308。在室温21～26℃、湿度45%～

50%、12 h明/12 h暗条件下，适应性饲养4周。

1.2 模型的复制与分组

常规全面检查，将可进行实验的合格大鼠分

为 4 组，每组 10 只，分为 4 组。①对照组：术前

30 min 经腹腔注射二甲基亚砜（dimethyl sulfoxide,

DMSO）无菌生理盐水；②对照抑制组：术前30 min

经腹腔注射含 TAK242 的 DMSO 无菌生理盐水；

③模型组：术前30 min经腹腔注射DMSO无菌生理

盐水；④模型抑制组：术前 30 min 经腹腔注射含

TLR4 抑制剂的 DMSO 无菌生理盐水。过程中模型

组和模型抑制组各死亡2只大鼠，死亡大鼠用无差

异的存活大鼠补充，保证每组各有6只大鼠；复制

脑死亡器官捐献模型：严格禁食12 h，经腹腔注射
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戊巴比妥钠麻醉大鼠，剂量为 30 mg/kg；模型组、

模型抑制组剪开膈肌停跳心脏，对照组、对照抑

制组不剪开膈肌，30 min后将肝脏及周围血管和组

织等暴露，分离腹下腔静脉和主动脉，剪断胸腔

段下腔静脉，并且用一次性静脉输液针穿刺腹主

动脉，4℃肝素林格液40 ml缓慢灌注肝脏至肝脏呈

淡黄色且不再变色，取下肝脏置于4℃保存液中并

从门静脉灌注4℃保存液5 ml。

1.3 标本收集

肝脏置于 4℃保存液中 24 h 后进行 1 h 常温携

氧灌注，通过计算机监测压力，灌注液为 200 ml

缓冲溶液，灌注压力约 8 mmHg，流量为 1 ml/

（g·min），温度37℃，5%二氧化碳和95%氧气混合

气体1 L/min，灌注液和气体通过氧合膜氧合后灌入

肝脏，将聚乙烯导管轻轻抬高到脱离液面，从中采

集 5 min、30 min、60 min 时的灌注液，一部分置

于-80℃冰箱，一部分浸泡于4%多聚甲醛。

1.4 主要实验试剂及仪器

商陆皂苷甲（纯度> 98%，编号 65497-07-6）、

IL-12 p35 抗体购自日本 TaKaRa 公司，苏木精-伊

红染色试剂盒、PBS 缓冲液、RIPA 蛋白裂解液购

自成都中仕石化有限公司，蛋白浓度检测试剂盒、

化学发光试剂盒、购自苏州吉玛基因股份有限公

司，HMGB1 一抗、TLR4 一抗、白细胞介素-1β
（interleukin-1 β, IL-1β） 一抗、IL-6一抗、环氧合

酶-2（cyclooxygenase 2, COX2）一抗、肌动蛋白（β-
actin）一抗、山羊抗兔/抗鼠二抗购自美国 Clontech

公司，TUNEL 试剂盒购自上海碧云天生物技术有

限公司，人抗大鼠 IgG二抗购自美国Thermo公司。

荧光显微镜购自美国应用生物系统公司。

1.5 方法

1.5.1 苏木精-伊红（hematoxylin-eosin staining, HE）

染色 将置于4%多聚甲醛中的组织制成切片，依

次脱蜡、水化、苏木精染色、伊红染色，梯度酒

精脱水，二甲苯透明，中性树胶封片，显微镜下

观察HE染色结果，参考Suzuki评分标准[5]判断肝组

织损伤程度。

1.5.2 Western blotting检测肝细胞中HMGB1/TLR4

及下游炎症因子相对表达量 将置于-80℃冰箱中的

组织加入85℃、200～300 μl RIPA蛋白裂解，依次煮

沸、超声、离心，取上清液50 μg行SDS-PAGE电泳

后封闭1 h；孵育HMGB1一抗、TLR4一抗、IL-1β一
抗、IL-6一抗、COX2一抗、β-actin一抗过夜；加入

羊抗兔/抗鼠二抗，化学发光、显影、定影，观察杂

交信号；重复 10 次后采用 Image J 软件比较各组

细胞和组织HMGB1、TLR4及下游炎症因子 IL-1β、
IL-6、COX2、β-actin的灰度值比值。

1.5.3 细胞凋亡率检测 将置于4%多聚甲醛中的

组织制成切片，按照TUNEL试剂盒说明书方法原位

检测凋亡细胞，阴性对照不加末端脱氧核苷酸转移

酶，以核阳性（细胞核呈黄褐色）为判定标准，荧光

显微镜下观察凋亡指数并按标准计算，细胞凋亡率=

凋亡细胞数/（凋亡细胞数+正常细胞数）。

1.5.4 TLR4与HMGB1的共表达关系 ①Western

blotting检测：取置于-80℃冰箱中的组织，按1.5.2

中的操作方法比较各组细胞和组织 HMGB1 与 β-
actin灰度值比值。②免疫荧光：将置于4%多聚甲醛

中的肝组织石蜡切片，常规脱蜡、梯度酒精水化、

去除内源性过氧化物酶活性，磷酸缓冲液反复漂洗，

加入牛血清封闭液封闭，2 h 后依次滴加一抗（1∶

500）、二抗（1∶100），孵育2 h，用0.01 mmol/L磷酸缓

冲液漂洗5 min/次，共3次，干片，甘油封片，共聚

焦显微镜下观察图像特点。

1.6 统计学方法

数据分析采用 SPSS 22.0 统计软件。计量资料

以均数±标准差（x±s）表示，比较用方差分析，进

一步两两比较用SNK-q 检验。P <0.05为差异有统

计学意义。

2 结果

2.1 各组大鼠肝组织损伤程度比较

HE染色结果显示，对照组肝组织结构、形态

基本正常，无明显空泡和坏死；对照抑制组肝组

织结构、形态基本正常；模型组肝细胞核溶解、

无正常肝结构且部分出现肿胀，可见明显空泡和

坏死，肝窦有大量淤血；模型抑制组大部分肝组

织、形态正常，无明显坏死区域，散在一定数量

的坏死肝细胞、小空泡和少量淤血（见图1）。

根据组织病理染色图，采用Suzuki评估大鼠肝

组织损伤得分，对照组、对照抑制组、模型组、

模型抑制组 Suzuki 评分分别为 （0.90±0.17） 分、

（0.82±0.14）分、（2.79±0.40）分和（1.74±0.28）分，
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经方差分析，差异有统计学意义（F =70.530，P =

0.000）。进一步两两比较结果：对照组与对照抑制

组比较，差异无统计学意义（P =0.457）；模型组、模

型抑制组高于对照组（P =0.000）；模型组高于模型

抑制组（P =0.000）。

2.2 各组大鼠肝细胞中HMGB1/TLR4及下游炎症

因子相对表达量比较

与对照组比较，模型组HMGB1、TLR4、IL-1β、
IL-6 蛋白条带信号增强（见图 2）。对照组、对照

抑制组、模型组、模型抑制组 HMGB1、TLR4、

IL-1β、IL-6 蛋白相对表达量比较，经方差分析，

差异有统计学意义（P <0.05）。进一步两两比较结

果：对照组与对照抑制组比较，差异无统计学意

义（P >0.05）；模型组、模型抑制组高于对照组

（P <0.05）；模型组高于模型抑制组（P <0.05）。

见表1。

2.3 各组大鼠肝组织细胞凋亡率比较

对照组、对照抑制组凋亡细胞较少，分布较散

乱，模型组、模型抑制组凋亡细胞较多，分布较密集

（见图3）。对照组、对照抑制组、模型组、模型抑制组

细胞凋亡率分别为（2.30±0.33）%、（2.19±0.27）%、

（20.22±1.39）%和（6.25±0.62）%，经方差分析，差异

有统计学意义（F =696.819，P =0.000）。进一步两两

比较结果：对照组与对照抑制组比较，差异无统计

学意义（P=0.336）；模型组、模型抑制组高于对照组

（P =0.000）；模型组高于模型抑制组（P =0.000）。

2.4 TLR4与HMGB1的共表达关系

与对照组比较，对照抑制组蛋白条带信号无

变化；与模型组比较，模型抑制组蛋白条带信号

减弱 （见图 4）。对照组、对照抑制组、模型组、

模 型 抑 制 组 HMGB1 蛋 白 相 对 表 达 量 分 别 为

（1.15±0.18）、（1.09±0.17）、（1.67±0.24）、（1.38±

0.22），经方差分析，差异有统计学意义（F =9.947，

P =0.000）。进一步两两比较结果：对照组与对照

对照组 对照抑制组 模型组 模型抑制组

图1 各组大鼠肝组织损伤程度 （HE染色×200）

对照组 对照抑制组

模型组 模型抑制组

图3 各组大鼠肝组织细胞凋亡情况 （×200）

25 kD

65 kD

220 kD

55 kD

43 kD

HMGB1

TLR4

IL-1β

IL-6

对照组 对照抑制组 模型组 模型抑制组

图2 肝细胞中HMGB1/TLR4及下游炎症因子的表达

表1 各组大鼠肝细胞中HMGB1/TLR4及下游炎症因子

相对表达量比较 （n =6，x±s）

组别

对照组

对照抑制组

模型组

模型抑制组

F 值

P值

HMGB1

0.52±0.10

0.55±0.12

1.15±0.15

0.88±0.13

62.302

0.000

TLR4

0.98±0.18

1.06±0.20

3.54±0.21

2.47±0.25

79.524

0.000

IL-1β
0.13±0.03

0.12±0.03

0.35±0.04

0.20±0.05

80.115

0.000

IL-6

0.16±0.04

0.16±0.03

0.55±0.09

0.26±0.05

77.148

0.000
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抑制组比较，差异无统计学意义（P >0.05）；模型

组高于对照组 （P <0.05）；模型组高于模型抑制组

（P <0.05）。

免疫荧光结果显示，在过表达的TLR4大鼠肝

细胞内（模型组），HMGB1免疫活性显著增加，且

主要位于细胞浆内；但在过表达的TLR4的正常大

鼠肝细胞内（对照组），HMGB1的免疫活性无显著 变化（见图5）。

3 讨论

IR损伤机制较复杂且存在争议，临床认为 IR

损伤的主要病理机制为再灌注诱导细胞凋亡及血

管、内质网、线粒体等通透性改变。随着心脏死

亡器官捐献移植患者增多，经历长时间热缺血损

伤的肝脏对 IR损伤更为敏感。供肝 IR损伤可加重

移植肝的损伤，且目前缺乏减轻心脏死亡器官捐

献供肝 IR损伤的方法。肝脏质量的提高已成为临

床亟待解决问题之一。有学者对肝 IR损伤进行研

究，发现固有免疫在IR损伤中的作用，指出TLR4

可能作为IR损伤治疗的重要靶点[6]。李莹莹等[7]采用

TLR4抑制剂治疗IR损伤小鼠，病理结果显示治疗后

小鼠肝细胞结构基本正常，仅见少量坏死和空泡水

肿。IR损伤过程可抑制细胞代谢水平，但肝窦内皮

细胞仍持续受到损伤，可表现为肝窦内皮细胞肿

胀[8]；另线粒体释放凋亡诱导因子诱导细胞凋亡，进

一步发展引起肝细胞坏死[9]。本研究中，模型组大鼠

肝细胞组织发生明显坏死，见大量淤血和空泡水肿，

与对照组大鼠比较，肝脏损伤评分显著升高，符合

既往报道。而TLR4抑制剂处理后，可减弱该损伤，

明显改善肝结构和功能，提示TLR4抑制剂可能保护

供肝IR损伤。

TLR4是定位在细胞膜的跨膜蛋白，是固有免

疫中重要信号介导分子，可活化机体内无菌炎症

进而引起固有免疫受损，直接加重肝IR损伤。李树

志等[10]的研究结果表明，TLR4参与的免疫反应机制

为 DAMPs 结合于 PRR，刺激炎症反应，同时炎症

反应加重引起肝细胞进一步损伤。严一核等[11]的研

究指出，肝 IR损伤中HMGB1是TLR4的关键配体，

细胞损伤后，HMGB1主动释放调控基因。本研究

中模型组大鼠 HMGB1、TLR4 及 TLR4 下游炎症因

子 IL-1β、IL-6、COX2 蛋白相对表达量均显著高

于对照组大鼠，说明TLR4识别并激活了HMGB1的

表达，通过释放大量炎症因子来损害肝细胞。

HMGB1 与 TLR4 结合可激活多种信号分子 IRAK1、

IRAK1 磷酸化，促进 NF-κB 的转位[12-13]。IL-1β是

固有免疫中重要的早期反应细胞因子。纪晓方等[14]

指出肝损伤小鼠模型肝脏中IL-1β呈高表达，显著

高于健康小鼠，提示 IL-1β是肝 IR 损伤的危险因

29 kD

43 kD

对照组 对照抑制组 模型组 模型抑制组

HMGB1

β-actin

图4 各组大鼠肝组织中HMGB1蛋白的表达

HMGB1 细胞核 融合

对照组

模型组

图5 对照组和模型组大鼠肝组织中HMGB1的表达 （免疫荧光×400）
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子。IL-6可与受体IL-6R结合形成复合物，通过膜

蛋白信号通路发挥炎症介导作用。李红霞等[15]的动

物实验结果显示，过表达 IL-6 的肝脏移植大鼠肝

脏损伤减小；同时，临床发现肝损伤患者 IL-6 水

平显著升高。黎真真等[16]发现异丙酚可通过下调心

肌组织中TLR4、HMGB1表达来减轻大鼠MIRI介导

的心肌组织损伤及炎症反应。本研究中模型抑制

组大鼠较模型组大鼠 HMGB1、TLR4 及 TLR4 下游

炎症因子 IL-1β、IL-6 蛋白相对表达量显著下降，

提示TLR4抑制剂阻断了TLR4活化激活通路，抑制

了炎症因子的释放。本研究结果基本符合既往报

道，TLR4抑制剂可通过抑制HMGB1激活来下调炎

症因子的表达，进而减轻供肝 IR损伤。在热缺血

阶段，肝细胞受到严重损害，可表现为大量肝细

胞凋亡，本研究中模型组大鼠肝细胞凋亡率最高可

达22%。而过表达TLR4抑制剂后，TLR4对肝 IR损

伤受到影响，肝组织细胞凋亡率显著降低，进一

步说明特异性 TLR4 抑制剂对肝 IR 损伤的保护作

用。免疫荧光和 Western blotting 检测结果证实了

TLR4与HMGB1的共表达作用，在 IR损伤大鼠中，

过表达 TLR4 可显著升高 HMGB1，而 TLR4 抑制物

可逆转TLR4过表达对HMGB1的促进作用。

综上所述，TLR4 特异性抑制剂可显著下调

HMGB1/TLR4信号通路及相关信号分子，减轻心脏

死亡器官捐献大鼠肝脏氧化应激和炎症反应，对

供肝 IR损伤具有保护作用。本研究不足之处在于

采用体外灌注系统来评估肝脏情况，可能存在一定

误差，需要在临床工作中加以关注并进一步分析。
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