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MOTS-c通过 TLR4对肠源性脓毒症的作用及其机制 *
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摘要 目的：脓毒症是机体对感染产生的全身性炎症反应综合征，由于具体机制尚不明确，临床治疗效果不佳，死亡率一直居高不

下。本实验通过研究线粒体来源多肽MOTS-c通过影响 Toll样受体 4在肠源性脓毒症小鼠模型中的作用及其相关机制，寻找新

的临床治疗靶标，为感染性疾病的研究开拓新的思路。方法：在盲肠结扎穿孔（CLP）所致肠源性脓毒症小鼠给予MOTS-c处理后

检测小肠组织中检测炎症相关因子 TNF-琢，IL-6，IL-1茁水平，检测 TLR4表达水平，并且在野生型和 TLR4过表达小鼠中构建

CLP模型并给予MOTS-c处理，将其与对照组进行比较，以明确 TLR4在MOTS-c对脓毒症影响中的作用。结果：在 MOTS-c组

CLP小鼠模型中，小鼠体内促炎因子 TNF-琢，IL-6，IL-1茁水平与对照组相比显著降低（P＜0.05），此外，TLR4与对照组相比表达下

降，进一步在 TLR4过表达小鼠 CLP模型中对小鼠给予MOTS-c处理发现，MOTS-c对小鼠 CLP的抗炎作用被抑制，小鼠体内促

炎性因子 TNF-琢，IL-6，IL-1茁水平与野生型小鼠比较均显著上升，差异具有统计学意义，说明过表达 TLR4逆转了 MOTS-c的抗

炎作用，提示MOTS-c可以在肠源性脓毒症中发挥抗炎作用，并且此过程可能依赖于 TLR4。结论：MOTS-c可以在脓毒症中抑制

小肠上皮细胞中 TLR4过度激活，最终抑制炎症，因此可能对脓毒症有治疗效果，有望用于临床治疗。
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The Effects of MOTS-c on Gut-origin Sepsis Via TLR4 and Its Mechanism*

Sepsis is a systemic inflammatory response syndrome caused by infection. Because the mechanism is still

unclear, the clinical treatment effect is not good, and the mortality rate is always high. In this study, the effects of MOTS-c, a

mitochondria-derived polypeptide, on toll-like receptor 4 (toll-like receptor 4) in the mouse model of enterogenic sepsis and its related

mechanisms were studied to search for new clinical therapeutic targets and to open up new ideas for the research of infectious diseases.

In the enterogenous sepsis in mice caused by cecum ligation perforation (CLP) MOTS-c was given after inspection in the small

intestine tissue inflammation. TNF-琢, IL-6, IL-1茁 levels, TLR4 expression level were detected, both in the wild type mice and TLR4

overexpression mice CLP model. The mice were given MOTS-c treatment, then the MOTS-c treated group was compared with the

control group as for the pro-inflammatory cytokine level, in order to make clear the role of TLR4 in MOTS-c's effects on sepsis.

In the MOTS-c treated CLP group, pro-inflammatory factors TNF-琢, IL-6, IL-1茁 level were significantly decreased compared with the

control group (P < 0.05). In addition, TLR4 expression was decreased compared with control group. Furthermore, MOTS-c treatment was

given to the TLR4 overexpression CLP mice model and MOTS-c's anti-inflammatory effects on CLP mouse model were suppressed. The

pro-inflammatory factors TNF-琢, IL-6, IL-1茁 levels were significantly increased compared with wild type mice which suggested that

TLR4 overexpression reverses the anti-inflammatory effects of MOTS-c, showing that MOTS-c play an anti-inflammatory role in

enterogenic sepsis, and this process may be dependent on TLR4. MOTS-c can inhibit the excessive activation of TLR4 in

intestinal epithelial cells in sepsis, and ultimately inhibit inflammation, so it may have therapeutic effects on sepsis, and is expected to be

used in clinical treatment in the future.
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前言
脓毒症(sepsis)是机体对感染产生的全身性炎症反应综合

征，常发生于外伤、烧伤或免疫力低下时病原体严重感染[1]。肠
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道屏障功能受损导致的肠源性脓毒症引发脓毒性休克及多器

官功能障碍综合征[2]。由于脓毒症具体机制尚不明确，临床治疗

效果不佳，死亡率一直居高不下[3]。近年来研究显示，脓毒症发

病进程中包括淋巴细胞、中性粒细胞、树突状细胞、胃肠上皮细

胞在内的多种细胞发生凋亡[4-6]。研究表明，胃肠上皮细胞凋亡

增加使肠黏膜上皮屏障功能减弱，导致肠源性细菌毒素进一步

入血，形成恶性循环，在肠源性脓毒症的发生和发展中起着重

要的作用。持续炎症激活状态会诱发细胞内活性氧簇（ROS）爆

发并产生氧化应激[7，8]，导致心脏、肾脏等重要器官发生细胞凋

亡，并产生功能障碍，由此促进脓毒症中多器官衰竭的发病进

程[9]。但目前尚未完全阐明肠源性脓毒症中肠上皮细胞内炎症

的产生、发展以及作用机制。因此，进一步探索脓毒症及其并发

症的发病机制，有利于寻找新的临床治疗靶标，并且为感染性

疾病的研究开拓新的思路。

MOTS-c 是线粒体 DNA 编码的线粒体多肽，2015 年由

Lee等首次报道[10]。它在各种组织中均有表达。体内研究表明，

MOTS-c具有多种功能，如通过调节糖代谢，预防老年性或高

脂饮食诱导的胰岛素抵抗，以及调节通过糖代谢诱导的肥胖[11，12]。

此外也发现 MOTS-c可以通过抑制破骨细胞的分化来减轻骨

丢失[13]。然而，MOTS-c在脓毒症中的作用及其相应的分子机制

尚不清楚。

Toll 样受体 4(Toll-Like Receptor 4，TLR4)是 TLRs 家族

的重要成员，可以识别脂多糖、热休克蛋白等 [14]。实验研究

表明：TLR4 表达量的多少与炎症因子释放量直接相关 , 且

通过调控其信号转导通路调节炎性免疫反应，进而影响脓

毒症的发展[15]。有报道称 TLR4 在脓毒症中发挥重要作用，

例如 Venancio 等人的研究表明，CETP 通过降低 TLR4 的表

达来减轻 LPS 诱导的脓毒症的炎症反应 [16]。因此，调节

TLR4是治疗脓毒症炎症的潜在策略。在本研究中，我们主要探

究MOTS-c对小鼠肠源性脓毒症的影响，并且通过 TLR4过表

达小鼠探索其可能机制。

1 材料和方法

1.1 MOTS-c多肽合成

多肽由 China Peptide公司采用高效液相色谱法合成，其纯

度为 98%。MOTS-c的氨基酸序列如下：Met-Arg-Trp-Gln-Glu-

Met-Gly-Tyr-Ile-Phe-Tyr-Pro-Arg-Lys-Leu-Arg，将多肽溶解在

ddH2O中，在 - 20℃冷冻。

1.2 利用 CLP方法建立脓毒症小鼠模型

准备普通 C57小鼠和 TLR4基因过表达小鼠 (分别购自空

军军医大学实验动物中心和南京大学模式动物研究所，体重

20～25 g)，参照报道过的文献，利用盲肠结扎穿刺方法（Cecal

ligation and puncture，CLP）制成脓毒症动物模型[17]。实验分为 4

组，1）假手术对照组：普通 C57小鼠开腹后即关闭；2）CLP组：

普通 C57小鼠接受 CLP手术，术后 4 h腹腔注射 100 滋L生理
盐水；3）MOTS-c治疗组：普通 C57小鼠接受 CLP手术，术后

4 h腹腔注射 MOTS-c溶液（20 mg/kg）；4）TLR4基因过表达

组：TLR4基因过表达小鼠接受 CLP手术，术后 4h腹腔注射

MOTS-c溶液（20 mg/kg）。在建模后 12h完整分离各组小鼠的

盲肠组织，并用于实验，具体建模方式如下。

小鼠术前 8 h禁食，自由饮水。将小鼠置于七氟烷麻醉小

室，给予 25%七氟烷吸人麻醉，腹部正中区域备皮消毒。取腹部

正中切口寻及并不露盲肠及其周围临近肠管。距盲肠末端约整

个盲肠长度 1/3 ~1/2处使用丝线结扎盲肠，之后使用 20G号针

对结扎部分盲肠进行穿刺，将所有肠管回纳入腹腔，逐层缝合

手术伤口，放回鼠笼，自由苏醒，苏醒后小鼠自由饲食及饮水。

术后 4h 根据分组分别通过腹腔注射生理盐水 0.5 mL 或

MOTS-c溶液。

1.3 HE染色

石蜡切片脱蜡，依次将切片放入二甲苯、无水乙醇、95%酒

精、90%酒精、80%酒精、70%酒精，用蒸馏水洗。用苏木素染细

胞核 3-8 min，自来水洗，1%的盐酸酒精分化数秒，随后用水冲

洗，0.6%氨水返蓝，流水冲洗。伊红染细胞质切片入伊红染液中

染色 1-3 min。脱水封片，将切片依次放入 95%酒精，无水乙醇，

二甲苯中脱水透明，将切片从二甲苯拿出来稍晾干，中性树胶

封片。显微镜镜检，图像采集分析。

1.4 实时定量 RT-PCR和酶联免疫吸附试验（ELISA）

取肠道组织 50～100 mg，研磨后参照 RNA提取纯化试剂

盒说明书提取各肠道组织的总 RNA，使用琼脂糖凝胶电泳和

微型核酸蛋白定量仪确定 RNA的完整性；应用 Primer 6.0软

件设计引物，由生工公司合成。引物序列如下：TNF-琢：F，5'-C
AGGCGGTGCCTATGTCTC-3'，R，5'-CGATCACCCCGAAGTT

CAGTAG-3'；IL-1茁：F，5'-GAAATGCCACCTTTTGACAGTG-3'，
R，5'-TGGATGCTCTCATCAGGACAG-3'；IL-6：F，5'-CTGCA

AGAGACTTCCATCCAG-3'，R，5'-AGTGGTATAGACAGGT

CTGTTGG-3'；TLR4：F，5'-CCGCTCTGGCATCATCTTCA-3'，

R，5'-CCCACTCGAGGTAGGTGTCTG-3'；茁-actin：F，5'-GGAG
ATYACTGCCCTGGCTCCTA-3'，R，5'-GACTCATCGTACTCC

TGC ITGCTG-3'。使用 M-MuLV反转录酶 (Takara，日本)将

RNA 反转录后，使用 Real-time PCR 在 BioRad CFX96 实时

PCR 检测系统 (BioRad, USA) 上使用 SYBR Green PCR

Mastermix进行检测。按试剂盒配置 25 滋L反应体系，扩增条件
为 95％预变性 30 s，1 个循环，95℃变性 5 s，63℃退火 20 s，

72℃延伸 45 s，共 40个循环；得到标准曲线并求出斜率和扩增

效率；以 茁-actin为内参照，采用计算基因相对表达公式算出各
组 mRNA的相对表达量。

酶联免疫吸附试验使用 R&D公司的 ELISA检测试剂盒

（TNF-琢，IL-1茁，IL-6），根据厂商使用说明书进行检测，用稀释
液稀释后，加样。经过孵育，洗板，加底物，半个小时避光反应

后，终止液完成反应，通过吸光度分析目标蛋白浓度。

1.5 Western Blot
采用 RIPA (Beyotime, Beijing, China)从小肠组织中提取蛋

白。50 滋g蛋白质 10% sds - page分离和转移到 PVDF膜(美国

微孔)，在室温下 1 h与 TBS 5%的脱脂牛奶封闭。洗净后膜用

一抗孵育过夜。以下抗体用来检测相关蛋白的表达：TLR4

(CST，美国)，茁-actin(CST，美国)。使用适当的兔二抗(Thermo

Scientific，美国)检测免疫标记蛋白，然后用 ECL (Millipore, 美

国)进行发光并检测分析。

1.6 统计学处理

计量数据均使用均数± 标准差的形式 (x依s) 表示，使用
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图 1 MOTS-c对肠源性脓毒症小鼠模型的影响

(A：HE染色结果比较；B: RT-PCR结果比较；C：ELISA结果比较 ***P<0.001; **P<0.01; *P<0.05)
Fig.1 The effects of MOTS-c on Enterogenic sepsis mouse model

(A: Comparison of HE staining; B: Comparison of RT-PCR results；C：Comparison of ELISA results

***P<0.001; **P<0.01; *P<0.05）

SPSS11.0软件对各个组进行 ANOVA检验。设定 P＜0. 05认

为差异具有显著性，推断结果具有统计学意义。

2 结果

2.1 MOTS-c可以显著降低肠源性脓毒症小鼠肠道炎症因子释放

我们利用盲肠结扎穿孔构建肠源性脓毒症小鼠模型，12h

后，小鼠均未死亡，两组小鼠精神状态均较建模前差，通过 HE

染色检测小鼠建模情况，结果显示，假手术组光镜下肠黏膜结

构基本正常，绒毛结构完整且无炎性浸润；模型组光镜下可见

绒毛坏死以及黏膜间隙扩大，炎性浸润严重。实时定量 PCR检

测提示模型组小肠内 TNF-琢、IL-1茁、IL-6等炎性因子表达显著
上调，证实建模成功。

为了研究MOTS-c在肠源性脓毒症中的作用，我们收集了

MOTS-c处理组小肠组织，同样进行了 HE染色检测，发现在

MOTS-c处理组，小鼠肠道组织炎性渗出较对照组减少，肠道

绒毛结构较 CLP组完整，渗出减少。提取 RNA和蛋白进行检

测，实时定量 PCR和 ELISA结果提示，与对照组小鼠相比，

MOTS-c组小鼠的小肠组织内 TNF-琢、IL-1茁、IL-6表达明显降
低，提示MOTS-c在肠源性脓毒症中可能起到抗炎作用。
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图 2 MOTS-c对肠源性脓毒症的抗炎作用依赖于 TLR4的激活

（A：不同组间 TLR4表达Western Blot结果比较；B：RT-PCR和 ELISA结果比较 ***P<0.001; **P<0.01; *P<0.05; NS, P>0.05）
Fig. 2 The anti-inflammatory effect of MOTS-c on enterogenic sepsis depends on the activation of TLR4

（A: Comparison of Western blot; B: Comparison of HE staining; C: Comparison of RT-PCR and ELISA ***P<0.001; **P<0.01; *P<0.05; NS, P>0.05）

2.2 MOTS-c对肠源性脓毒症的抗炎作用依赖于 TLR4的激活

有文献表明 TLR4在脓毒症的发病中起到重要作用[16]，为

了进一步了解MOTS-c抗炎作用的机制，我们检测了 TLR4在

肠源性脓毒症中的表达变化，Western blot结果提示在 CLP组

TLR4表达显著提升，而在 MOTS-c处理组，小鼠肠道内 TLR4

表达显著下降。

我们使用了 TLR4过表达小鼠与野生型（WT）小鼠进行造

模实验并都给予MOTS-c腹腔注射，并检测两组小鼠肠粘膜炎

症浸润情况和组织及血清炎性因子表达水平。对小鼠进行盲肠

结扎穿孔后 24 h将小鼠处死，取小鼠盲肠，并研磨后提取 RNA

和蛋白，对 TLR4和炎性因子表达水平进行检测。实时定量

PCR 和 ELISA结果提示，TLR4 过表达组小鼠的炎性因子如

TNF-琢、IL-1茁、IL-6表达水平明显高于野生型小鼠，TLR4过表
达逆转了 MOTS-c 对脓毒症的抗炎作用。Western blot 证实

TLR4表达显著高于野生型小鼠，表明过表达 TLR4可以逆转

MOTS-c 的抗炎作用，MOTS-c 的抗炎作用可能是通过抑制

TLR4的表达实现的。

3 讨论

脓毒症是感染引起的全身炎症反应，进一步发展可导致严

重脓毒症、脓毒性休克及多器官功能障碍综合征，全球每年有

超过 1800万严重脓毒症病例，涉及各个年龄段人群，且病死率

高达 30%～70%。然而，目前尚缺乏合理有效的靶向性治疗药

物。因此阐明脓毒症的发生发展机制、探索脓毒症的治疗新策

略，是目前急危重病医学领域亟需解决的问题[1，3，18]。近年来研

究表明，病原体的严重感染过度激活机体免疫细胞，使其释放

大量的促炎细胞因子和化学因子，如 TNF-琢，IL-1茁和前列腺素
E2，是脓毒症重要的病理生理过程[19，20]。这些炎症因子是导致宿

主细胞凋亡异常的重要因素，细胞凋亡异常又促进脓毒症的发

展。脓毒症发病过程中有多种细胞发生凋亡，包括淋巴细胞、中

性粒细胞、树突状细胞、胃肠上皮细胞等，继而导致脓毒性休克

甚至多器官衰竭。Sipola等通过一项回顾性临床研究发现，肠

切除术后并发脓毒症的患者病理检查可见肠上皮细胞出现明

显损伤，部分细胞凋亡[21]。胃肠上皮细胞凋亡增加使黏膜上皮

屏障功能减弱，成为脓毒症病程进展的重要环节，也是多器官

功能障碍综合征 "肠 -肝 -肺 "一系列病变的开始，促进严重

脓毒症的恶性循环[22]。因此，抑制肠道的炎症并进一步减少对

肠粘膜的损伤是遏制肠源性脓毒症恶化的关键。

线粒体衍生肽是一类新型的循环信号小分子，在细胞和机

体水平具有独特的生物活性。这一类别的第一个成员 Humanin

已被证明具有多种代谢作用，如减轻体重增加和增加胰岛素释

放[23]。另外一些新成员的发现，如MOTS-c和 SHLP1-6，进一步

增加了这个家族的成员数量。最近的一项研究表明，MOTS-c

的目标是骨骼肌，并提高葡萄糖的消耗。我们之前的研究表明，

MOTS-c治疗抑制破骨细胞分化，显著减轻卵巢切除引起的骨

丢失[13]。此外，Zhai等人的工作也证明了MOTS-c具有抗炎作

用，其特点是降低促炎细胞因子水平，显著提高 MRSA感染小

鼠的存活率[24]。这说明线粒体来源的肽MOTS-c在体内具有多

种保护作用。在本研究中，我们发现MOTS-c可以显著抑制肠

道炎症性渗出，并且降低促炎因子如 TNF-琢、IL-1茁，IL-6等的
分泌，抑制炎症，从而保护肠粘膜。

Toll样受体（Toll-like receptors, TLR）是参与非特异性免疫

（天然免疫）的一类重要蛋白质分子，当微生物突破机体的物理

屏障，如皮肤、粘膜等时，TLR可以识别它们并激活机体产生免

疫细胞应答。TLR4是 TLRs家族的重要成员，可以识别脂多

糖、热休克蛋白等[25，26]。TLR4广泛存在于机体各组织细胞中，内

皮细胞、巨噬细胞、中性粒细胞、树突状细胞和心肌细胞中均有
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表达[14，27]。近年来人们逐步认识到脓毒症出现众多细胞凋亡的

现象可能与 TLR4及其下游的信号通路有关[28，29]。Neal等人发

现肠上皮细胞表面的 TLR4会减弱肠道屏障功能，促使细菌通

过进入血液循环，加快脓毒症病程进展[30]。我们针对 TLR4进

行的实验利用盲肠结扎穿孔（CLP）所致肠源性脓毒症小鼠模

型，使用 Western blot 技术检测发现 CLP 小鼠小肠组织内

TLR4存在高表达，而在 MOTS-c处理之后，TLR4的表达显著

下降，伴随着促炎因子如 TNF-琢、IL-1茁，IL-6等的分泌减少，在
TLR4过表达的小鼠组，MOTS-c对肠源性脓毒症的抗炎作用

被抑制，与野生型小鼠相比，TNF-琢、IL-1茁，IL-6等的分泌显著
增加，提示 TLR4 可能与肠源性脓毒症的发病机制以及

MOTS-c的抗炎作用密切相关。

总而言之，我们通过研究发现：MOTS-c可以显著降低肠

源性脓毒症小鼠肠道炎症因子释放；MOTS-c对于肠源性脓毒

症的抗炎作用与其对 TLR4表达的抑制作用密切相关。由于

MOTS-c是一种来源于线粒体的小分子多肽，具有分子小、毒

性小、生物学活性强等特点，因此有望作为一种潜在的临床治

疗脓毒症的药物，为临床研发相应的治疗提供坚实的理论依据

和参考资料。
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