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TLR4在四氯化碳诱导的肝硬化大鼠骨髓血窦内皮细胞的表达 *
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摘要 目的：检测 Toll样受体 4(TLR4)在四氯化碳诱导的肝硬化大鼠骨髓血窦内皮细胞的表达，为进一步研究肝硬化时骨髓损伤
的发生机制提供实验依据。方法：选择Wistar大鼠给予腹腔注射 CCl4，一周两次，建立肝硬化大鼠模型。分别于建模 8周和 12周
检测大鼠血浆内毒素的水平，免疫组化检测大鼠骨髓血窦内皮细胞上 TLR4的表达情况，RT-PCR测定骨髓组织中 TLR4 mRNA
的表达，分析 TLR4的表达与内毒素血症间的关系。结果：给予 CCl4 8周和 12周时，对照组大鼠血浆内毒素水平分别为(0.216±
0.024) Eu/ml和(0.133± 0.022) Eu/ml，模型组大鼠血浆内毒素水平分别为(0.626± 0.021) Eu/ml和(0.725± 0.031) Eu/ml，分别较对
照组显著升高，差异均有统计学意义(P<0.001)；骨髓血窦内皮细胞 TLR4蛋白表达及骨髓组织中 TLR4 mRNA的表达均显著高于
对照组，差异均有统计学意义(P<0.05)。大鼠骨髓 TLR4蛋白和 mRNA表达与血浆内毒素水平均呈显著正相关（r=0.841，0.803，P
均 <0.001）。结论：CCl4诱导的肝硬化大鼠骨髓血窦内皮细胞 TLR4表达升高，并伴随大鼠内毒素血症的发生，提示肝硬化时肠源
性内毒素血症可能参与了骨髓的造血功能的损害和病变。
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The Expression of TLR4 in Bone Marrow Sinusoidal Endothelial Cells
of CCl4 Induced Liver Fibrosis in Rats*

To investigate the TLR4 expression on bone marrow endothelial cells and serum endotoxin level in rats
with liver fibrosis, and provide experimental basis for the research on the mechanisms of bone marrow damage in liver cirrhosis.

Wistar rats were intraperitoneally injected with carbon tetrachloride (CCl4) twice a week for 8 to 12 weeks to induce liver
fibrosis. Serum endotoxin level was assayed and TLR4 expression in bone marrow sinusoidal endothelial cells was detected by
immunohistochemistry (IHC). The mRNA level of TLR4 in bone marrow was examined by semiquantitative reverse
transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR). The serum endotoxin levels were 0.216± 0.024 Eu/ml and 0.133± 0.022
Eu/ml in rat with liver cirrhosis induced for 8 weeks and 12 weeks, respectively (P<0.001). IHC examination revealed increased
expression of TLR4 on bone marrow sinusoidal endothelium of the cirrhotic rats, compared with the control (P<0.01). mRNA levels of
TLR4 on bone marrow tissues from cirrhotic rats were also higher than that from the control (P<0.05). The TLR4 protein and mRNA
expression in bone marrow tissue were significantly correlated with the serum enodotoxin level (r=0.841, 0.803, both P<0.001).

With the development of endotoxemia, TLR4 was upregulated on bone marrow sinusoidal endothelial cells in cirrhotic rats
induced by CCl4, which indicated that intestinal endotoxemia might contribute to the bone marrow functional lesions.
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前言

肝硬化患者常合并外周血细胞计数降低[1, 2]，目前研究认为

脾脏潴留和破坏等因素是其发生的主要原因。骨髓血窦内皮细

胞是造血微环境重要组成部分，参与造血支持和造血调控，是

造血干细胞出髓和归巢的“门户”，在骨髓造血过程中具有不可

替代的作用。因此，骨髓血窦内皮细胞的损伤或功能异常会直

接破坏骨髓造血微环境的稳定和完整性，影响骨髓造血功能。

我们前期的研究发现，肝硬化患者和动物模型中，骨髓血窦内

皮细胞的超微结构发生改变，并伴随炎症因子和选择素家族的

高表达[3]。肝硬化时，肠黏膜功能受损[4]，可伴发肠源性内毒素

(LPS)血症，引致全身炎症反应综合征和多脏器功能损伤[5]。

3638· ·



现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress in Modern Biomedicine Vol.14 NO.19 JUL.2014

图 1 免疫组化检测各组大鼠骨髓血窦内皮细胞 TLR4表达的比较（× 400）
Fig. 1 Comparison of the TLR4 expression in the liver sinusoidal endothelial cells of bone marrow among rats from different groups detected by

immunohistochemistry(× 400)
A.对照组大鼠骨髓血窦内皮细胞未见 TLR4阳性染色（标尺：60滋m）。B. CCl4建模 8周大鼠骨髓血窦内皮 TLR4表达，骨髓血窦内皮细胞见

TLR4灶性染色（标尺：50 滋m）。C. CCl4建模 12周大鼠骨髓血窦内皮 TLR4表达，骨髓血窦内皮细胞见 TLR4灶性强阳性染色（标尺：50滋m）。
A. Bone marrow sinusoidal endothelial cells from control rats, no positive staining（scale bar: 60滋m）. B. CCl4 injection for 8 weeks, focal staining on

sinusoidal endothelial cells（scale bar: 50 滋m）. C. CCl4 injection for 12 weeks, focal strong positive staining（scale bar: 50滋m）.

Toll样受体家族 (Toll-like receptors，TLRs) 是一类跨膜蛋
白，能识别微生物抗原进而通过细胞内信号传递激活免疫应

答，是抵御感染性疾病的第一道屏障。其中，TLR4能特异识别
脂多糖(LPS)，是参与 LPS信号转导的主要受体[6]。研究已发现

TLR4在多种血管内皮细胞病变中参与血管损伤性炎性因子的
招募和富集[7]，但 TLR4是否参与肝硬化骨髓内皮细胞损伤，目
前并不清楚。四氯化碳(CC14)诱导的大鼠肝硬化模型在肝硬化
发生相关的组织学、生物化学、细胞和分子改变等方面与人肝

硬化相似[8]。本研究通过 CCl4诱导大鼠肝硬化模型，旨在检测

TLR4在骨髓中的表达情况，为进一步研究 TLR4信号在肝硬
化时骨髓损伤机制中的作用提供实验依据。

1 材料与方法

1.1 实验动物模型建立和分组
健康雄性Wistar大鼠，体重(200± 20) g，购自中国科学院

上海实验动物中心，许可证号：SCXK(沪)2003～ 0003，在哈尔
滨医科大学实验动物中心饲养、造模及观察。将所有大鼠随机

分为对照组(8 只)、8 周 CCl4模型组(10只)和 12 周 CCl4模型

组(10只)。模型组参考 Kim等的方法[3]，以 50%的 CCl4花生油

溶液 l mL/kg剂量腹腔注射，每周两次，共 8周和 12周，对照组
给予花生油腹腔注射和含苯巴比妥钠饮用水。大鼠于分别在造

模后第 8、12周末给予 10%水合氯醛 3 mL/kg麻醉后处死。无
菌操作留取肝组织和骨髓组织，切取部分组织常规病理固定和

切片，其余组织 -80℃冰箱保存备用。
1.2 肝组织学观察

肝组织石蜡切片，常规方法进行 HE染色和 Masson染色，
观察并判定肝组织纤维程度的组织学分期[9]。

1.3 免疫组织化学染色检测骨髓组织中 TLR4的表达
中性甲醛固定肋骨组织常规脱钙、石蜡包埋，2 滋m连续切

片，用免疫组化 Envision二步法检测 TLR4表达，DAB 显色。
兔抗大鼠 TLR4多克隆抗体购自美国 Santa Cruz公司。阴性对
照以 PBS代替一抗；阳性对照为公司提供已知阳性切片。应用
Image-Pro Plus 6.0医学图像采集分析系统进行定量分析。每份
标本的上、中、下极各随机选取 5个视野，在相同条件下测定组
织中棕黄色颗粒的累积光密度(IOD)值，用其平均值反映 TLR4
的表达量。

1.4 RT-PCR检测骨髓组织中 TLR4的 mRNA表达
100 mg大鼠骨髓组织加入 Trizol试剂，研磨匀浆后提取总

RNA，-80℃保存备用。 RT-PCR检测 TLR所用引物，上游引
物 GCCGGAAAGTTATTGTGGTGGT，下游引物 ATGGGTTT-
TAGGCGCAGAGTTT，扩增产物 356bp。扩增 茁-actin的上下游
引物序列分别是 AGGGAAATCGTGCGTGAC 和 CTGGAAG-
GTGGACAGTGAG，扩增产物 444 bp。
1.5 大鼠血液标本的采取和血浆内毒素的检测

大鼠开腹手术时，经下腔静脉取血约 2 mL，放入抗凝管，
采用血细胞计数仪检测血常规。无菌、无热原污染条件下经腹

主动脉取血 3 mL，离心取上层血浆，无菌 -80℃冰箱保存。血浆
内毒素含量采用鲎试剂定量检测法测定。

1.6 统计学处理
实验数据以均数± 标准差表示，用 SPSS16.0统计软件进

行处理，组间比较采用单因素方差分析，用 Pearson相关检验分
别对大鼠骨髓中 TLR4蛋白和 mRNA表达与血浆内毒素水平
的关系进行相关性分析，P<0.05表示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 各组大鼠肝组织的结构形态比较
对照组肝组织结构清晰，肝细胞完整，排列整齐，肝组织无

病变，肝小叶结构正常，肝细胞索结构规整，无异常纤维增生。

模型组给予 CCl48周时部分大鼠出现肝硬化，给药 12周时全
部出现明显肝硬化，部分动物腹腔内有腹水；MASSON染色显
示汇管区扩大，胶原纤维增生显著，增生的纤维自中央静脉或

汇管区向外延伸分割肝小叶。模型组除形成假小叶外，部分肝

细胞脂肪变性。在肝硬化模型的建立过程中，肝脏纤维化程度

逐渐增强(对照组 <8周模型组 <12周模型组)。
2.2 各组大鼠血浆内毒素水平的比较

给予 CCl48周和 12周时，对照组大鼠血浆内毒素水平分
别为(0.216± 0.024) Eu/ml和(0.133± 0.022) Eu/ml，模型组大鼠
血浆内毒素水平分别为 (0.626± 0.021) Eu/ml和 (0.725± 0.031)
Eu/ml，分别较对照组显著升高，差异均有统计学意义(P<0.001)。
2.3 各组大鼠骨髓血窦内皮细胞 TLR4表达的比较

对照组大鼠骨髓内皮细胞未见阳性染色，累积光密度

(IOD)值为(53.16± 17.94)。CCl4造模 8周，可见骨髓内皮细胞
少量灶性染色，累积光密度(IOD)值为(167.78± 61.35)；造模 12
周，可见骨髓血窦内皮细胞 TLR4呈灶性强阳性染色，累积光
密度(IOD)值为(206.56± 50.23)，均较对照组显著升高，差异有
统计学意义(P<0.01)，见图 1。
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2.4 各组大鼠骨髓组织 TLR4 mRNA表达的比较
TLR4 mRNA在对照组的表达强度较低，CCl4造模 8周及

12周时，大鼠骨髓组织 TLR4 mRNA的表达均较对照组显著
增强，差异均有统计学意义(P<0.05)，见图 2。
2.5 大鼠骨髓组织 TLR4表达与血浆内毒素水平的相关性分析
采用 Pearson相关分析，对大鼠骨髓 TLR4蛋白表达强度、

mRNA相对表达量和血浆内毒素水平做相关性检验，结果显示
骨髓内皮细胞 TLR4 蛋白与血浆内毒素水平呈高度正相关
（r=0.841，P<0.001），骨髓组织 mRNA相对表达量与血浆内毒
素水平也呈高度正相关（r=0.803，P<0.001）。

3 讨论

肝硬化患者常合并外周血细胞计数异常[10]，部分患者脾切

除后外周血细胞计数异常仍无改善[11]。研究发现肝硬化患者骨

髓造血组织存在不同程度的脂肪化、纤维化和病态造血等病理

学改变[12, 13]，提示外周血细胞减少的原因除了脾功亢进导致的

脾脏潴留、血细胞破坏外，可能与骨髓发生病变、影响造血功能

有关。

骨髓血窦内皮细胞是造血微环境重要组成部分，参与造血

支持和调控，其损伤或功能异常直接影响骨髓造血微环境的稳

定和完整性。我们以往的研究发现，肝硬化患者和动物模型中，

骨髓血窦内皮细胞过度活化，内皮细胞损伤标志物 E-选择素、
P-选择素等表达上调，并伴有骨髓血窦内皮细胞和造血干细胞
超微结构的改变[3]。

肝硬化患者抵抗力低下，极易并发感染和肠源性内毒素血

症，而内毒素（LPS）是导致内皮细胞损伤的重要因素之一 [14]。

TLR4作为 LPS的识别受体，通过信号传导参与细胞和组织损
伤的发生。研究发现，肝硬化患者和动物模型的外周血和肝脏

组织中都有 TLR4表达的升高，并且，TLR4的表达水平与肝硬
化的严重程度和血浆 LPS的含量正相关[15-17]，反映了 TLR4参
与肝硬化组织损伤中的作用。

骨髓血窦内皮细胞特殊的解剖学定位使其成为髓 -血屏
障的主要结构[20]，骨髓造血龛血窦与肝血窦的解剖结构相近。

肝硬化时，内毒素可随体循环进入骨髓造血龛血窦。因此，

TLR4在内皮细胞的表达情况可反映血液中 LPS 对内皮系统
的影响程度。本研究建立的大鼠肝硬化模型，CC14诱导后 8周

至 12 周均伴有内毒素血症的发生，与以往的报道相同[18,19]。

CCl4造模 8周时，骨髓血窦内皮细胞即可见 TLR4灶性强阳性
表达，至造模 12周时，大鼠骨髓内 TLR4的表达明显升高。相
关性分析结果显示，骨髓中 TLR4蛋白和 mRNA的水平与血
浆内毒素呈正相关，说明随着肝硬化进展和内毒素血症的加

重，LPS对骨髓血窦内皮细胞的攻击也随之增加。这些证据提
示，肝硬化时内毒素血症可引发骨髓内 TLR4表达升高，TLR4
可能参与了骨髓血窦内皮细胞和造血微环境的损伤，影响骨髓

的正常造血功能。肝硬化患者骨髓造血组织存在不同程度的脂

肪化、纤维化、肉芽肿及浆细胞异常增多和病态造血等病理学

改变。LPS信号系统在骨髓血窦内皮细胞上述损伤中的具体作
用，值得进一步研究。
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