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TAA 致慢性肝病内毒素血症大鼠清道夫受体、CD14 表达变化 *

吴金英 1 张 琪 2 高连印 2 赵 晖 2△

(1 北京中医药大学中药学院 北京 100102；2 首都医科大学中医药学院 北京 100069)

摘要 目的：观察清道夫受体(SR)和脂多糖受体 CD14在 TAA介导的慢性肝病内毒素血症大鼠肝组织中的表达。方法：通过大鼠
持续灌胃给小剂量(12mg/kg·d)TAA建立大鼠肝损伤内毒素血症模型，HE染色光镜观察肝脏病理变化；改良赖氏法检测大鼠血
清 ALT、AST；改良过氯酸法测定血清内毒素含量；酶联免疫法检测大鼠血清 CD4+和 CD8+；免疫组化染色方法观察大鼠肝组织
清道夫受体和 CD14的表达。结果：TAA诱导后，大鼠肝脏出现片状坏死并可见灶性炎症；血浆 ALT、AST及内毒素水平显著升
高（P<0.05或 P<0.01）；血清 CD4+、CD8+T细胞明显降低(P<0.01)；肝组织 CD14表达上调，清道夫受体表达下调，和正常大鼠相
比，差异显著（P<0.05）。结论：肝组织 SR表达下降和 CD14表达增强可能是 TAA介导慢性肝病内毒素血症的重要机制。
关键词：TAA；内毒素血症；大鼠
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ABSTRACT Objective: To investigate the expression of scavenger receptor and lipopolysaccharide ( LPS) receptor CD14 in chronic

liver injury rats with endotoxemia induced by TAA. Methods: Continuously oral administrating low-dose (12mg/kg.d) TAA to construct

liver injury with endotoxemia model in rats. To observe the pathological damage of liver through HE staining, the levels of ALT, AST in

blood serum were detected with modified Reit's method, the endotoxin in blood serum were measured by modified perchloric acid

method and ELISA was used to detect the CD4+ and CD8+ in blood serum .The expression of scavenger receptor and CD14 in liver were

observed by immunohistochemical staining and then analyzed by imaged analysis system. Results:After ten-week attacting by low-dose

TAA (12mg/kg·d), patchy necrosis and focus inflammation appeared in rats liver. The content of ALT, AST and endotoxin in blood

serum of model significantly increased（P<0.05 or P<0.01）, while CD4+, CD8+ in serum decreased markedly (P<0.01). Compared with

normal group, the expression of CD14 in liver of model group obviously increased, while the expression of scavenger receptor was

down-regulated（P<0.05）. Conclusions: It may be the important mechanism of chronic liver injury rats with endotoxemia induced by

TAA that the lower expression of scavenger receptor and the higher expression of CD14 in liver.
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前言

肝硬变、重型及慢性病毒性肝炎等肝病患者多伴有肠源性

内毒素血症，其可加重肝损害及促发各种并发症并与肝病互为

因果，各型肝病内毒素血症的发生率分别为：重型肝炎 58%

-100%，肝硬化 79%-92%，慢性肝炎 50%-58%，急性肝炎 16%

-43%[1]。
因此建立合理的肝病合并肠源性内毒素血症模型是研究

肝病内毒素血症发病机制和临床防治的基础。硫代乙酚胺 (th-

ioacetamide，TAA) 诱导肝损伤的同时伴有内毒素血症发生[2-4]。

目前在实验中常使用大剂量 TAA 短期攻击或将 TAA 加入饮

水中长期饮用致肝损伤内毒素血症模型，相关造模方法尚存在

不足之处。本实验使用小剂量 TAA(12mg/kg·d)持续灌胃建立

慢性肝病内毒素血证动物模型，并观察该模型大鼠肝组织清道

夫受体（(scavengerreceptor,SR)、CD14 表达变化。

1 材料与方法

1.1 实验材料

1.1.1 动物 清洁级雄性 Wistar 大鼠，体质重 180~200g，由北京

维通利华实验动物技术有限公司供给，合格证号为 scxk (京)
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2002-0003。实验条件下自然饮食，适应环境三天后进行实验。
1.1.2 药品及试剂 硫代乙酰胺（TAA）购自北京化学试剂公司；

内毒素试剂盒购于上海医学化验所；丙氨酸氨基转移酶(ALT)、
天门冬氨酸氨基转移酶测定试剂盒购自中生北控生物科技股

份有限公司；大鼠 CD4+、CD8+ 酶联免疫检测试剂盒均为 Adlitt-

eram Diagnostic laboratories(美国)公司产品。
1.1.3 抗 体 Rabbit-CD14、Rabbit-SR 购 自 美 国 Affymetrix 公

司；anti-Rabbit-IgG 购自中杉金桥公司，为 Santa Cruz 分装；二

步法抗兔免疫组化检测试剂盒(EnVision+/HRP/Rb)、DAB 显色

剂均为武汉博士德(Boster)生物工程公司产品。
1.1.4 仪器 752N 型分光光度计，上海精密科学仪器有限公司

生产；TGL-16G 型高速台式离心机，上海医用分析仪器厂生

产；AEG-220 电子分析天平，日本 Shimadzu 公司；AT-738 半自

动生化检测仪，上海安泰分析仪器有限公司。LEICA ASP300

全自动脱水机：德国；LEICA RM2235 轮转式石蜡切片机：德

国；LEICA HI1210 摊片机：德国；LEICA EG1150H 包埋机：德

国；Nikon 生物显微镜：日本；NIS-Elements Basic Research 图像

采集分析系统：日本；酶标仪(芬兰 Thermo BioAnalysis Compa-

ny 产品，Multiskan MK3 型)。
1.2 实验方法

1.2.1 模型制备 采用随机数字表法将大鼠随机分为正常组和

模型组，每组 10 只动物。模型组灌胃给 12mg/kg·d 的 TAA，造

模 10 周后，麻醉、取材。正常组给以同等容积的生理盐水灌胃。

1.2.2 取材 各组动物在无菌条件下采集右心室血液，血样放置

4℃冰箱中 1 小时，离心 10 分钟(3500rpm)，分离血清备用；取

血后的大鼠在冰盒上剖腹取肝组织,右叶肝组织浸泡于 10%福

尔马林溶液中固定。
1.2.3 血清指标检测 严格按照试剂说明书的要求，赖氏法检测

血清 AST、ALT 活性；改良过氯酸法测定内毒素含量；双抗夹

心 ELISA 法检测 CD4+、CD8+T 细胞。
1.2.4 病理学观察及 SR、CD14 免疫组化染色 肝组织常规脱

水，石蜡包埋，切片，苏木素 - 伊红(HE)染色，进行病理观察。石

蜡切片机冠状连续切片(片厚 2μm)，SP 免疫组织化学染色法检

测肝组织 SR、CD14 表达。LEICA 数字显微照相机采集图像，

在各组动物肝组织切片各选取 6 个视野利用 NIS-Elements Ba-

sic Research 图像采集系统进行图像分析，统计每个视野下

SR、CD14 表达积分光密度（IOD，integrated optical density）反映

免疫染色强度，结果取 6 个视野的平均值。
1.2.5 统计方法 运用 SPSS10.0 for windows 进行统计与分析，

相关数据分析均采用独立样本 T 检验。

2 结果

2.1 TAA 诱导大鼠血清氨基转移酶及内毒素的变化

TAA(12mg/kg·d)持续灌胃 10 周后，大鼠血清氨基转移酶

ALT、AST 以及内毒素含量均明显高于正常组 (P<0.05 或 P<0.01)，

结果见表 1。

表 1 各组大鼠血清 ALT、AST 及内毒素的变化

Table 1 The content of ALT, AST and endotoxin of rats in each group (n=10, x±s)

Group AST(U·L-1) ALT(U·L-1) 内毒素(Eu/mL)

Normal 119.14±19.06 47.69±6.57 0.051±0.005

Model 280.14±43.27* 178.99±47.37** 0.179±0.097*

注:与正常组比较 *P<0.05,**P<0.01。
Note: *P<0.05 **P<0.01 compared with normal group.

2.2 TAA 诱导大鼠血清 CD4+、CD8+ T 细胞变化

与正常组相比，TAA 灌胃 10 周后，大鼠血清 CD4+、CD8+T

细胞水平明显降低(P<0.01)，见图 1。

图 1 各组大鼠血清 CD4+、CD8+ T 细胞变化

注: 与正常组比较 **P<0.01

Fig.1 The content of CD4+ and CD8+ in serum of rats in each group

Note: *P<0.01 compared with normal group.

2.3 TAA 诱导大鼠肝脏病理变化

HE 染色显示（见图 2），正常组大鼠肝细胞索以中央静脉

为中心向四周呈放射状排列，汇管区无炎细胞浸润，肝小叶结

构清晰，肝细胞核大而圆,核膜清晰，核仁明显；模型组肝脏出

现片状坏死，肝窦周围有较多淋巴细胞浸润并可见灶性炎症，

肝小叶内及汇管区有程度不等的炎性细胞浸润。
2.4 TAA 诱导大鼠肝脏 SR 及 CD14 表达的变化

在正常大鼠肝脏枯否氏细胞可见散在 CD14 阳性产物，而

SR 表达呈弥漫性分布。TAA 诱导后，大鼠肝组织 CD14 阳性产

物呈弥漫性分布，SR 表达产物减少；图像分析结果显示，与正

常大 鼠 肝 组 织 CD14、SR 的 表 达 相 比 ，TAA 诱 导 大 鼠 肝 脏

CD14 积分光密度值明显增高 (P<0.05)，SR 积分光密度值明显

降低(P<0.05)（图像分析结果见图 3，免疫组化照片见图 4）。

3 讨论

目前 TAA 致肝损伤模型多为大剂量 TAA（400-600mg/kg）

诱发急性肝衰大鼠模型，或将 TAA 加入饮水中，让动物长期饮

用致慢性肝损伤模型[5-7]。然而大剂量 TAA 给药对动物胃肠损
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图 2-1 正常组

Fig.2-1 Normal group

图 2-2 模型组

Fig.2-2 Model group

图 2 各组大鼠肝脏病理变化

Fig.2 The pathological damage of rat liver in each group (HE stain×200)

图 3 各组大鼠肝脏 SR、CD14 表达的变化

注:与正常组相比,*P<0.05

Fig.3 The expression of CD14、SR of rat liver in each group

Note: *P<0.05 compared with normal group.

图 4-1 正常大鼠肝脏 CD14 表达

Fig.4-1 The expression of CD14 of rat liver in normal group

图 4-2 模型大鼠肝脏 CD14 表达

Fig.4-2 The expression of CD14 of rat liver in model group

图 4-3 正常大鼠肝脏 SR 表达

Fig.4-3 The expression of SR of rat liver in normal group

图 4-4 模型大鼠肝脏 SR 表达

Fig.4-4 The expression of SR of rat liver in model group

图 4 各组大鼠肝组织 CD14、SR 的表达

Fig.4 The expression of CD14、SR of rat liver in each group immuno-histochemical stain (SP×200)
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伤严重，动物死亡率较高，长期饮用 TAA 致肝损伤的方法不能

保证每只动物 TAA 摄入量一致，且由于动物吸收能力不一，因

此动物肝损伤程度的个体差异较大。本实验对 TAA 诱导大鼠

肝损伤模型的方法进行改进，采用小剂量 TAA（12mg/kg·d）长

期灌胃，既降低了对动物胃肠道的直接刺激作用，又保证了每

只动物 TAA 的摄入量。结果表明，TAA 小剂量诱导 10 周后，

动物肝脏出现片状坏死，中央静脉周围有大量的炎性细胞浸

润，肝窦明显扩张充血，血清转氨酶及内毒素水平显著升高，

CD4+、CD8+T 细胞数量明显降低，说明 TAA 长期低剂量可诱

导肝细胞损伤及肠源性内毒素血症形成，同时可降低动物细胞

免疫功能。
随着肝脏疾病与肠源性内毒素血症关系研究的深入，肝病

时存在程度不等的肠源性内毒素血症已得到公认，肠源性内毒

素血症在肝脏疾病发生、发展中的作用被进一步明确[8-11]。TAA

是一种弱的致癌物，在肝内代谢成硫氢化合物，与肝大分子物

质结合，引起肝损伤，同时还能激活磷脂酶 A2，引起肝细胞膜

损害。由于肝功能障碍，可引起肠道菌群失调，肠道内的革兰阴

性菌细胞壁脂多糖（LPS）成分增多，内毒素可直接损害肝细胞，

还可以通过激活库普弗细胞( Kupf fer cells, KCs)、单核细胞释

放促炎介质如 TNF(肿瘤坏死因子)、IL-1、IL-6、NO、白三烯而间

接损害肝细胞，同时破坏肠道屏障结构，内毒素过量易位，由此

形成肝损伤 - 肠道菌群失调 - 肠源性内毒素血证的恶性循环，

最终导致肠源性内毒素血症[12-13]。
KCs 是位于肝血窦内的巨噬细胞，是机体拮抗内、外源性

感染的主要防御细胞。内毒素作用于肝脏后，首先与 LPS 结合

蛋白(LBP)结合，被运输到靶细胞后,再与 CD14 受体结合，激活

核因子 -κB (NF-κB)，启动促炎基因转录、表达、诱发肝损伤[14-16]。
在 LPS 信息传递中起启动作用的激活性细胞受体为 CD14。而

调控巨噬细胞清除、灭活内毒素的受体为清道夫受体（SR），SR

是近年发现的介导巨噬细胞吞噬降解细菌脂多糖的受体，可与

多种带有负电荷的大分子(包括脂多糖)结合，并将之转移到细

胞内降解[17,18]。因此，SR 和 CD14 作为 KCs 表面对 LPS 具有高

亲和力的糖蛋白受体，在内毒素血症时的表达变化必然会影响

肝损伤的发生和发展[19-20]。
本次实验结果显示，TAA 致肝损伤过程中, 血中内毒素含

量明显增高，肝细胞出现变性、坏死等病理改变，肝组织 SR 的

表达下降、CD14 的表达增加。因此，我们认为 TAA 可以通过直

接途径和间接途径对肝细胞造成损伤，KCs 活化是 TAA 诱导

肝损害并发肠源性内毒素血症的病理关键。
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凋亡而且可以通过激活 Beclin-1 来激活自噬[14,15]。实验研究也

表明通过使缺血再灌注心肌过度表达 Bcl-2 而抑制了再灌注

过程中心肌细胞凋亡及自噬性细胞死亡，从而减少了心肌损伤[16,17]。
最新的文献报道，短暂的脊髓缺血再灌注损伤同样可以诱导自

噬现象的发生 [18]。我们的研究也显示高压氧预处理可以下调

Bcl-2 的表达[5]。
实验研究表明脊髓缺血再灌注期，HBO 预处理可能通过

调节自噬体形成及活性减轻缺血再灌注损伤。但是自噬体形成

的相关分子 Beclin-1、PI3K 与凋亡信号通路相关分子 Bcl-2、
caspase-3 的相互作用及其调节关系仍然需要进行深入的研究

探讨。
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