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ＴＬＲ４调节炎症反应和自噬影响
对乙酰氨基酚肝损伤后的肝细胞再生
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摘要　目的　探讨Ｔｏｌｌ受体４（ＴＬＲ４）在对乙酰氨基酚（ＡＰＡＰ）诱导的人正常肝细胞（Ｌ０２）损伤后肝细胞再生中的作用以及其
可能机制。方法　体外培养Ｌ０２细胞，利用 ＣＣＫ８法检测细胞活力，筛选出 ＡＰＡＰ最佳作用浓度和作用时间、ＴＬＲ４抑制剂
（ＴＡＫ２４２）作用浓度。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测核因子κＢ（ＮＦκＢ）、微管相关蛋白轻链３（ＬＣ３）、螯合体１（ｐ６２）、受体相互作用蛋
白激酶１（ＲＩＰ１）、受体相互作用蛋白激酶３（ＲＩＰ３）、信号转导和转录激活因子３（ＳＴＡＴ３）、磷酸化信号转导和转录激活因子３
（ｐＳＴＡＴ３）、增殖细胞核抗原（ＰＣＮＡ）、细胞周期蛋白Ｄ１（ＣｙｃｌｉｎＤ１）蛋白表达水平。ｑＲＴＰＣＲ法检测ＴＬＲ４、ＮＦκＢ、肿瘤坏死
因子α（ＴＮＦα）、白细胞介素（ＩＬ）６、ＩＬ１β、ＰＣＮＡ、ＣｙｃｌｉｎＤ１、细胞增殖核抗原（Ｋｉ６７）ｍＲＮＡ表达水平。结果　根据ＣＣＫ８结
果，选择ＡＰＡＰ５ｍｍｏｌ／Ｌ作用Ｌ０２细胞２４、３６、４８ｈ模拟体外肝脏损伤及损伤后再生模型，ＴＡＫ２４２１００ｎｍｏｌ／Ｌ于ＡＰＡＰ给药
前２ｈ预处理抑制ＴＬＲ４。与对照组相比，ＡＰＡＰ２４ｈ组的 ＮＦκＢ、ＲＩＰ１、ｐＳＴＡＴ３、ＰＣＮＡ、ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋白水平和 ＴＮＦα、ＩＬ１β、
ＰＣＮＡｍＲＮＡ水平升高；ＡＰＡＰ３６ｈ组的ＮＦκＢ、ＲＩＰ１、ＲＩＰ３、ｐＳＴＡＴ３、ＰＣＮＡ、ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋白水平和ＴＬＲ４、ＮＦκＢ、ＴＮＦα、ＩＬ１β、
ＰＣＮＡ、ＣｙｃｌｉｎＤ１ｍＲＮＡ水平升高；ＡＰＡＰ４８ｈ组的 ＮＦκＢ、ＲＩＰ１、ｐＳＴＡＴ３、ＰＣＮＡ、ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋白水平和 ＴＬＲ４、ＮＦκＢ、ＴＮＦα、
ＩＬ１β、ＩＬ６、ＰＣＮＡ、ＣｙｃｌｉｎＤ１、Ｋｉ６７ｍＲＮＡ水平升高。相较于同时间点ＡＰＡＰ组，ＡＰＡＰ＋ＴＡＫ２４２２４ｈ组和４８ｈ组的 ＮＦκＢ、
ＲＩＰ１、ＲＩＰ３、ｐＳＴＡＴ３、ＰＣＮＡ、ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋白水平和ＴＬＲ４、ＮＦκＢ、ＴＮＦα、ＩＬ１β、ＩＬ６、ＰＣＮＡ、ＣｙｃｌｉｎＤ１、Ｋｉ６７ｍＲＮＡ水平明显降
低；ＡＰＡＰ＋ＴＡＫ２４２３６ｈ组的ＮＦκＢ、ＰＣＮＡ蛋白水平和ＴＬＲ４、ＮＦκＢ、ＴＮＦα、ＩＬ１β、ＩＬ６、ＰＣＮＡ、Ｋｉ６７ｍＲＮＡ水平也明显低于
ＡＰＡＰ３６ｈ组。与对照组相比，ＡＰＡＰ组自噬激活，而ＡＰＡＰ＋ＴＡＫ２４２组自噬被抑制。结论　ＴＬＲ４可能影响ＴＬＲ４／ＮＦκＢ通
路，上调炎症因子和自噬水平，促进ＡＰＡＰ诱导的Ｌ０２细胞肝损伤后的肝细胞再生。
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　　对乙酰氨基酚（ａｃｅｔａｍｉｎｏｐｈｅｎ，ＡＰＡＰ）过量是
药物性肝损伤诱导的急性肝功能衰竭（ａｃｕｔｅｌｉｖｅｒ
ｆａｉｌｕｒｅ，ＡＬＦ）的常见原因［１］。多年来，对 ＡＰＡＰ过
量的研究主要集中在肝毒性机制方面，对 ＡＰＡＰ肝
损伤后肝再生机制的探讨还很少，而肝再生是肝损

伤预后的关键决定因素［２］。Ｔｏｌｌ样受体４（Ｔｏｌｌｌｉｋｅ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ４，ＴＬＲ４）作为一种模式识别受体参与炎症
反应和组织修复［３］。ＴＬＲ４被证明有助于肺损伤的
修复［４］。ＴＬＲ４信号的激活可触发核因子κＢ（ｎｕ
ｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｋａｐｐａＢ，ＮＦκＢ），引起肿瘤坏死因子ɑ
（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒａ，ＴＮＦα）、白细胞介素（ｉｎｔｅｒ

ｌｅｕｋｉｎ，ＩＬ）１β和 ＩＬ６等多种炎症因子的转录和分
泌。缺乏 ＴＮＦɑ／ＮＦκＢ信号的激活可能是 ＡＰＡＰ
高毒性剂量后肝脏再生受损的一种机制［５］。同时，

ＴＬＲ４可以通过 ＮＦκＢ信号通路调节自噬［６］，而自

噬的消除可能会阻碍肝部分切除术（ｐａｒｔｉａｌｈｅｐａｔｅｃ
ｔｏｍｙ，ＰＨｘ）后的肝再生过程［７］。此外，ＴＬＲ４下游分
子受体相互作用蛋白激酶１（ｒｅｃｅｐｔｏｒｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇｐｒｏ
ｔｅｉｎ１，ＲＩＰ１）也可以通过泛素化依赖性的方式募集
启动ＮＦκＢ级联激活［８］。ＴＬＲ４与炎症反应、自噬
通路相互作用，上述过程均可以影响肝脏再生。因

此，该研究的主要目的是阐明 ＴＬＲ４是否通过调节
炎症反应和自噬在ＡＰＡＰ引起的急性肝损伤后肝细
胞再生过程中发挥作用。

１　材料与方法

１．１　细胞株与主要试剂　人正常肝细胞 Ｌ０２由安
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徽医科大学病理生理教研室赠予。ＡＰＡＰ（货号ＨＹ
６６００５）、ＴＡＫ２４２（货号 ＨＹ１１１０９）购自上海 Ｍｅｄ
ＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ公司。ＣＣＫ８试剂盒（货号 ＢＳ３５０）购
自武汉 Ｂｉｏｓｈａｒｐ公司。信号转导和转录激活因子３
（ｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｅｒａｎｄａｃｔｉｖａｔｏｒｏｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ３，
ＳＴＡＴ３）（货号９１３９）、ｐＳＴＡＴ３（货号９１４５）、增殖细
胞核抗原（ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｃｅｌｌｎｕｃｌｅａｒａｎｔｉｇｅｎ，ＰＣＮＡ）
（货号２５８６）、微管相关蛋白轻链３Ｂ（ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅａｓ
ｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｌｉｇｈｔｃｈａｉｎ３Ｂ，ＬＣ３Ｂ）（货号２７７５）、
ｐ６２（货号８０２５）抗体购自美国 ＣＳＴ公司；细胞周期
蛋白Ｄ１（ＣｙｃｌｉｎＤ１，货号６０１８６１ｌｇ）、ＮＦκＢ（货号
１０７４５１ＡＰ）购自武汉 ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司；ＲＩＰ１（货号
ＰＡ５２０８１１）、ＲＩＰ３（货号 ＰＡ５１９９５６）抗体购自美国
ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司；ＧＡＰＤＨ（货号 ＴＡ０８）购自北京
中杉金桥生物技术公司；特异性引物购自上海生工

生物公司；ＰＣＲ相关试剂购自上海新贝生物有限公
司。

１．２　方法
１．２．１　细胞培养　使用 ＤＭＥＭ高糖培养基（含
１０％胎牛血清、１％青 －链霉素）培养人正常肝细胞
株Ｌ０２，于３７℃、５％ＣＯ２培养箱中进行孵育，１～２ｄ
进行 １次培养液更换。当细胞融合度达 ７０％ ～
８５％时进行传代。
１．２．２　ＣＣＫ８实验　在９６孔板中以１００００个／孔
的密度孵育 Ｌ０２细胞过夜。分别用 ＡＰＡＰ（１０、
２５、５０、１００、２００ｍｍｏｌ／Ｌ）作用细胞 ２４、３６、４８、
７２ｈ，ＴＡＫ２４２（１０、５０、１００、２００、１０００ｎｍｏｌ／Ｌ）作用
细胞 ２４、３６、４８ｈ，作用后丢弃培养液，每孔加含
１０％ ＣＣＫ８的新鲜培养液１１０μｌ。孵育２ｈ，酶标
仪４５０ｎｍ处检测吸光度。每组包括五个复孔。重
复 ３次 实 验。细 胞 活 力 （％） ＝（ＯＤ实验 －
ＯＤ空白对照）／（ＯＤ对照 －ＯＤ空白对照）×１００％。
１．２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验　取对数生长期Ｌ０２细胞
重悬后均匀接种于６孔板，ＴＡＫ２４２作用２ｈ后，加
入ＡＰＡＰ继续作用２４、３６、４８ｈ，处理结束后弃去培
养液，用 ＰＢＳ冲洗细胞２次后每孔加入１００μｌ含
１％蛋白酶抑制剂和１％磷酸酶抑制剂的ＲＩＰＡ裂解
液，提取细胞总蛋白，ＢＣＡ法进行蛋白定量。灌胶，
恒压电泳（浓缩胶８０Ｖ、３０ｍｉｎ；分离胶１２０Ｖ、１ｈ），
恒流转膜（２００ｍＡ，１０～１５ｈ），５％脱脂牛奶封闭
２ｈ，一抗４℃过夜（ＣｙｃｌｉｎＤ１为１∶８０００；ＲＩＰ３和
ＰＣＮＡ为 １∶２０００；ＧＡＤＰＨ、ＲＩＰ１、ＮＦκＢ、ＬＣ３Ｂ、
ｐ６２、ＳＴＡＴ３、ｐＳＴＡＴ３均为１∶１０００），二抗室温孵
育５０ｍｉｎ。显影，ＩｍａｇｅＪ软件定量分析目的条带吸

光度值。

１．２．４　ｑＲＴＰＣＲ实验　６孔板中每孔加入 １ｍｌ
ＴＲＩｚｏｌ裂解液提取细胞总 ＲＮＡ，用分光光度计测定
ＲＮＡ浓度。根据说明书操作，使用８×ｇＤＮＡｒｅｍｏｖ
ｅｒ和５×ＲＴＳｕｐｅｒＭｉｘ逆转录为 ｃＤＮＡ。用 ＬｉｇｈｔＣｙ
ｃｌｅ４８０ＰＣＲ仪进行扩增，按９５℃预变性３０ｓ，９５℃
变性１０ｓ，６０℃退火３０ｓ，循环３９次，６５℃、５ｓ，９５
℃、５ｓ，循环结束后通过溶解曲线检测 ＰＣＲ扩增产
物特异性，按２－ΔΔＣＴ法计算目标基因相对比值。实
验中扩增所用引物序列见表１。

表１　基因引物序列
Ｔａｂ．１　Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｔｈｅｇｅｎｅｓ

Ｇｅｎｅｎａｍｅ Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′）
ＴＬＲ４ Ｆ：ＧＣＡＴＡＴＣＡＧＡＧＣＣＴＡＡＧＣＣＡＣＣ

Ｒ：ＴＧＡＴＡＧＴＣＣＡＧＡＡＡＡＧＧＣＴＣＣＣ
ＮＦκＢ Ｆ：ＡＡＣＡＧＡＧＡＧＧＡＴＴＴＣＧＴＴＴＣＣＧ

Ｒ：ＴＴＴＧＡＣＣＴＧＡＧＧＧＴＡＡＧＡＣＴＴＣＴ
ＩＬ６ Ｆ：ＧＡＣＡＧＣＣＡＣＴＣＡＣＣＴＣＴＴＣＡＧＡＡＣ

Ｒ：ＣＣＡＧＧＣＡＡＧＴＣＴＣＣＴＣＡＴＴＧＡＡＴＣＣ
ＩＬ１β Ｆ：ＴＡＣＧＡＡＴＣＴＣＣＧＡＣＣＡＣＣＡＣＴＡＣＡＧ

Ｒ：ＡＣＡＣＣＡＣＴＴＧＴＴＧＣＴＣＣＡＴＡＴＣＣＴＧ
ＴＮＦɑ Ｆ：ＴＧＣＴＣＣＴＣＡＣＣＣＡＣＡＣＣＡＴＣＡＧ

Ｒ：ＴＣＣＣＡＡＡＧＴＡＧＡＣＣＴＧＣＣＣＡＧＡＣ
Ｋｉ６７ Ｆ：ＣＧＡＣＧＧＴＣＣＣＣＡＣＴＴＴＣＣＣＣＴＧＡＧ

Ｒ：ＴＧＡＧＡＣＡＣＧＡＣＧＴＧＣＴＧＧＣＴＣＣＴＧ
ＰＣＮＡ Ｆ：ＧＧＣＴＣＣＡＴＣＣＴＣＡＡＧＡＡＧＧＴＧＴＴＧ

Ｒ：ＣＧＣＧＴＴＡＴＣＴＴＣＧＧＣＣＣＴＴＡＧＴＧ
ＣｙｃｌｉｎＤ１ Ｆ：ＴＧＧＡＴＧＣＴＧＧＡＧＧＴＣＴＧＣＧＡＧＧＡＡＣ

Ｒ：ＧＴＧＧＣＡＣＡＧＡＧＧＧＣＡＡＣＧＡＡＧＧＴＣ
ＧＡＰＤＨ Ｆ：ＡＧＣＡＡＧＡＧＣＡＣＡＡＧＡＧＧＡＡＧ

Ｒ：ＧＧＴＴＧＡＧＣＡＣＡＧＧＧＴＡＣＴＴＴ

１．３　统计学处理　使用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８０统计
软件进行数据分析。计量资料采用 珋ｘ±ｓ表示，多组
间比较采用单因素方差分析，两组间比较采用独立

样本ＬＳＤｔ检验。Ｐ＜００５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　不同浓度ＡＰＡＰ对Ｌ０２细胞活力的影响　分
别用１０、２５、５０、１００、２００ｍｍｏｌ／ＬＡＰＡＰ作用
Ｌ０２细胞 ２４、３６、４８、７２ｈ，结果显示 ＡＰＡＰ浓度为
１０和２００ｍｍｏｌ／Ｌ时，细胞活力随着作用时间呈
逐渐下降趋势，而浓度为２５、５０、１００ｍｍｏｌ／Ｌ时，
细胞活力在２４ｈ和３６ｈ下降，在４８ｈ时出现升高，
表明出现损伤后再生现象。且在浓度为 ５０
ｍｍｏｌ／Ｌ时，４８ｈ细胞活力（７５４３±１３５）％较３６ｈ
细胞活力（６４８２±１３５）％升高差异有统计学意义
（Ｐ＜００５）。因此，该研究选择浓度５０ｍｍｏｌ／Ｌ作
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用２４、３６、４８ｈ模拟 ＡＰＡＰ体外肝损伤及损伤后再
生模型。见图１。

图１　ＣＣＫ８检测ＡＰＡＰ对Ｌ０２细胞活力的影响

Ｆｉｇ．１　ＥｆｆｅｃｔｏｆＡＰＡＰｏｎＬ０２ｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙｍｅａｓｕｒｅｄｂｙＣＣＫ８

２．２　不同浓度ＴＡＫ２４２对Ｌ０２细胞活力的影响　
分别用０、１０、５０、１００、２００、１０００ｎｍｏｌ／ＬＴＡＫ２４２作
用Ｌ０２细胞２４、３６、４８ｈ，结果显示在不同时间点各
浓度组细胞活力之间差异均无统计学意义，即不同

浓度ＴＡＫ２４２作用不同时间对细胞活力本身均无
影响。结合ＴＡＫ２４２说明书，选择１００ｎｍｏｌ／Ｌ作为
ＴＡＫ２４２后续实验浓度。见图２。

图２　ＣＣＫ８检测ＴＡＫ２４２对Ｌ０２细胞活力的影响

Ｆｉｇ．２　ＥｆｆｅｃｔｏｆＴＡＫ２４２ｏｎＬ０２ｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙ

ｍｅａｓｕｒｅｄｂｙＣＣＫ８ａｓｓａｙ

２．３　抑制ＴＬＲ４对Ｌ０２细胞ＴＬＲ４ｍＲＮＡ的影响
　与对照组相比，ＡＰＡＰ３６ｈ和４８ｈ组ＴＬＲ４ｍＲＮＡ
表达上调（Ｆ＝２２８５，Ｐ＜００１）；ＡＰＡＰ＋ＴＡＫ２４２
２４ｈ、３６ｈ及４８ｈ组ＴＬＲ４ｍＲＮＡ较同时间点ＡＰＡＰ
组表达下降（Ｐ＜００１）。见图３。

图３　抑制ＴＬＲ４对Ｌ０２细胞ＴＬＲ４ｍＲＮＡ的影响

Ｆｉｇ３　ＥｆｆｅｃｔｏｆＴＬＲ４ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｎＴＬＲ４ｍＲＮＡｉｎＬ０２ｃｅｌｌｓ

　　ａ：ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ｂ：ＡＰＡＰ２４ｈｇｒｏｕｐ；ｃ：ＡＰＡＰ＋ＴＡＫ２４２２４ｈ

ｇｒｏｕｐ；ｄ：ＡＰＡＰ３６ｈｇｒｏｕｐ；ｅ：ＡＰＡＰ＋ＴＡＫ２４２３６ｈｇｒｏｕｐ；ｆ：ＡＰＡＰ

４８ｈｇｒｏｕｐ；ｇ：ＡＰＡＰ＋ＴＡＫ２４２４８ｈｇｒｏｕｐ；Ｐ＜００１ｖｓＡＰＡＰ２４

ｈｇｒｏｕｐ；＃＃Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＆＆Ｐ＜００１ｖｓＡＰＡＰ３６ｈｇｒｏｕｐ；
△△Ｐ＜００１ｖｓＡＰＡＰ４８ｈｇｒｏｕｐ．

２．４　抑制ＴＬＲ４影响炎症因子ＮＦκＢ、ＴＮＦɑ、ＩＬ
１β、ＩＬ６在 Ｌ０２细胞中的表达　与对照组相比，
ＡＰＡＰ２４ｈ组的ＮＦκＢ蛋白和 ＴＮＦα、ＩＬ１βｍＲＮＡ
水平均升高（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１）；ＡＰＡＰ３６ｈ组的
ＮＦκＢ蛋白和 ＮＦκＢ、ＴＮＦα、ＩＬ１βｍＲＮＡ水平均
升高（Ｐ＜００１）；ＡＰＡＰ４８ｈ组的ＮＦκＢ蛋白和ＮＦ
κＢ、ＴＮＦα、ＩＬ１β、ＩＬ６ｍＲＮＡ水平均升高（Ｐ＜
００５，Ｐ＜００１）。ＡＰＡＰ＋ＴＡＫ２４２２４ｈ、３６ｈ和４８
ｈ组的 ＮＦκＢ蛋白和 ＮＦκＢ、ＴＮＦα、ＩＬ１β、ＩＬ６
ｍＲＮＡ水平较同时间点 ＡＰＡＰ组均降低（Ｐ＜００５，
Ｐ＜００１）。见图４。
２．５　抑制ＴＬＲ４影响自噬相关蛋白 ＬＣ３Ⅱ和 ｐ６２
在Ｌ０２细胞中的表达　ＡＰＡＰ给药后，诱导了 ＬＣ３
Ⅱ内源性水平的升高，也导致 ｐ６２的降解，提示
ＡＰＡＰ处理后的肝细胞自噬被激活，自噬流通畅，且
３６ｈ时自噬水平最高。而 ＡＰＡＰ＋ＴＡＫ２４２阻断自
噬下游，抑制了自噬小体在溶酶体中的降解，导致自

噬小体在溶酶体中堆积，所以 ＬＣ３Ⅱ和 ｐ６２表达量
都增加，提示自噬活动被抑制。见图５。
２．６　抑制ＴＬＲ４对Ｌ０２细胞ＲＩＰ１和ＲＩＰ３蛋白表
达的影响　与对照组相比，ＡＰＡＰ２４ｈ、３６ｈ及４８ｈ
组ＲＩＰ１蛋白水平均升高（Ｆ＝３５７４，Ｐ＜００１）；
ＡＰＡＰ３６ｈ组的 ＲＩＰ３水平升高（Ｆ＝２８３，Ｐ＜
００５）；ＡＰＡＰ＋ＴＡＫ２４２２４ｈ和４８ｈ组的ＲＩＰ１和
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图４　抑制ＴＬＲ４下调炎症因子ＮＦκＢ、ＴＮＦα、ＩＬ１β、ＩＬ６在Ｌ０２细胞中的表达

Ｆｉｇ．４　ＩｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆＴＬＲ４ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｆａｃｔｏｒｓＮＦκＢ，ＴＮＦα，ＩＬ１β，ａｎｄＩＬ６ｉｎＬ０２ｃｅｌｌｓ

　　Ａ，Ｂ：ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＮＦκＢｐｒｏｔｅｉｎｉｎＬ０２ｃｅｌｌｓ；Ｃ－Ｆ：ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＮＦκＢ，ＴＮＦα，ＩＬ１βａｎｄＩＬ６ｍＲＮＡｉｎＬ０２ｃｅｌｌｓ；ａ：ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ｂ：

ＡＰＡＰ２４ｈｇｒｏｕｐ；ｃ：ＡＰＡＰ＋ＴＡＫ２４２２４ｈｇｒｏｕｐ；ｄ：ＡＰＡＰ３６ｈｇｒｏｕｐ；ｅ：ＡＰＡＰ＋ＴＡＫ２４２３６ｈｇｒｏｕｐ；ｆ：ＡＰＡＰ４８ｈｇｒｏｕｐ；ｇ：ＡＰＡＰ＋ＴＡＫ２４２

４８ｈｇｒｏｕｐ；Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓＡＰＡＰ２４ｈｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＆Ｐ＜００５，＆＆Ｐ＜００１ｖｓＡＰＡＰ３６ｈｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜

００５，△△Ｐ＜００１ｖｓＡＰＡＰ４８ｈｇｒｏｕｐ．

图５　抑制ＴＬＲ４抑制Ｌ０２细胞自噬

Ｆｉｇ．５　ＩｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆＴＬＲ４ｉｎｈｉｂｉｔｓａｕｔｏｐｈａｇｙｉｎＬ０２ｃｅｌｌｓ

　　Ａ－Ｃ：ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＬＣ３ａｎｄｐ６２ｐｒｏｔｅｉｎｉｎＬ０２ｃｅｌｌｓ；ａ：ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ｂ：ＡＰＡＰ２４ｈｇｒｏｕｐ；ｃ：ＡＰＡＰ＋ＴＡＫ２４２２４ｈｇｒｏｕｐ；ｄ：ＡＰＡＰ３６ｈ

ｇｒｏｕｐ；ｅ：ＡＰＡＰ＋ＴＡＫ２４２３６ｈｇｒｏｕｐ；ｆ：ＡＰＡＰ４８ｈｇｒｏｕｐ；ｇ：ＡＰＡＰ＋ＴＡＫ２４２４８ｈｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＆Ｐ＜００５ｖｓ

ＡＰＡＰ３６ｈｇｒｏｕｐ；△△Ｐ＜００１ｖｓＡＰＡＰ４８ｈｇｒｏｕｐ．

ＲＩＰ３蛋白较同时间点ＡＰＡＰ组下降（Ｐ＜００５）。见
图６。
２．７　抑制 ＴＬＲ４影响 ｐＳＴＡＴ３、ＰＣＮＡ、Ｃｙｃｌｉｎ
Ｄ１、Ｋｉ６７在Ｌ０２细胞中的表达　与对照组相比，
ＡＰＡＰ２４ｈ组的 ｐＳＴＡＴ３、ＰＣＮＡ、ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋白和
ＰＣＮＡｍＲＮＡ水平均升高（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１）；

ＡＰＡＰ３６ｈ组的 ｐＳＴＡＴ３、ＰＣＮＡ、ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋白和
ＰＣＮＡ、ＣｙｃｌｉｎＤ１ｍＲＮＡ水平升高（Ｐ＜００５，Ｐ＜
００１）；ＡＰＡＰ４８ｈ组的 ｐＳＴＡＴ３、ＰＣＮＡ、ＣｙｃｌｉｎＤ１
蛋白和ＰＣＮＡ、ＣｙｃｌｉｎＤ１、Ｋｉ６７ｍＲＮＡ水平升高（Ｐ＜
００１）。而ＡＰＡＰ＋ＴＡＫ２４２２４ｈ组和４８ｈ组的 ｐ
ＳＴＡＴ３、ＰＣＮＡ、ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋白和 ＰＣＮＡ、ＣｙｃｌｉｎＤ１、
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Ｋｉ６７ｍＲＮＡ水平明显低于同时间点 ＡＰＡＰ组（Ｐ＜
００５，Ｐ＜００１）；ＡＰＡＰ＋ＴＡＫ２４２３６ｈ组的 ＰＣＮＡ

蛋白和 ＰＣＮＡ、Ｋｉ６７ｍＲＮＡ水平也明显低于 ＡＰＡＰ
３６ｈ组（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１）。见图７。

图６　抑制ＴＬＲ４对Ｌ０２细胞ＲＩＰ１和ＲＩＰ３蛋白表达的影响

Ｆｉｇ．６　ＥｆｆｅｃｔｏｆＴＬＲ４ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｎＲＩＰ１ａｎｄＲＩＰ３ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＬ０２ｃｅｌｌｓ

　　Ａ－Ｃ：ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＲＩＰ１ａｎｄＲＩＰ３ｐｒｏｔｅｉｎｉｎＬ０２ｃｅｌｌｓ；ａ：ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ｂ：ＡＰＡＰ２４ｈｇｒｏｕｐ；ｃ：ＡＰＡＰ＋ＴＡＫ２４２２４ｈｇｒｏｕｐ；ｄ：ＡＰＡＰ３６

ｈｇｒｏｕｐ；ｅ：ＡＰＡＰ＋ＴＡＫ２４２３６ｈｇｒｏｕｐ；ｆ：ＡＰＡＰ４８ｈｇｒｏｕｐ；ｇ：ＡＰＡＰ＋ＴＡＫ２４２４８ｈｇｒｏｕｐ；Ｐ＜００５ｖｓＡＰＡＰ２４ｈｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜

００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜００５ｖｓＡＰＡＰ４８ｈｇｒｏｕｐ．

图７　抑制ＴＬＲ４下调ｐＳＴＡＴ３、ＰＣＮＡ、ＣｙｃｌｉｎＤ１和Ｋｉ６７的蛋白和ｍＲＮＡ表达水平

Ｆｉｇ．７　ＩｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆＴＬＲ４ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎａｎｄｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｐＳＴＡＴ３，ＰＣＮＡ，ＣｙｃｌｉｎＤ１，ａｎｄＫｉ６７

　　Ａ－Ｃ：ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐＳＴＡＴ３，ＰＣＮＡａｎｄＣｙｃｌｉｎＤ１ｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎＬ０２ｃｅｌｌｓ；Ｄ－Ｆ：ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＫｉ６７，ＰＣＮＡ，ＣｙｃｌｉｎＤ１ｍＲＮＡｉｎＬ０２ｃｅｌｌｓ；ａ：

ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ｂ：ＡＰＡＰ２４ｈｇｒｏｕｐ；ｃ：ＡＰＡＰ＋ＴＡＫ２４２２４ｈｇｒｏｕｐ；ｄ：ＡＰＡＰ３６ｈｇｒｏｕｐ；ｅ：ＡＰＡＰ＋ＴＡＫ２４２３６ｈｇｒｏｕｐ；ｆ：ＡＰＡＰ４８ｈｇｒｏｕｐ；ｇ：

ＡＰＡＰ＋ＴＡＫ２４２４８ｈｇｒｏｕｐ；Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓＡＰＡＰ２４ｈｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＆Ｐ＜００５，＆＆Ｐ＜００１ｖｓＡＰＡＰ

３６ｈｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜００５ｖｓＡＰＡＰ４８ｈｇｒｏｕｐ．
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３　讨论

　　ＡＰＡＰ是世界上使用最广泛的非处方镇痛和解
热药物之一，在治疗剂量下是安全的，但过量会导致

ＡＬＦ。目前使用的唯一有效解毒剂是Ｎ乙酰半胱氨
酸，也因其狭窄的治疗窗口而限制了其使用，肝移植

是目前治疗肝衰竭的最有效方法。鉴于ＡＰＡＰ使用
的普遍性以及治疗的局限性，研究和阐明 ＡＰＡＰ肝
毒性的分子机制以及寻找新的治疗靶点，已成为

ＡＰＡＰ肝毒性研究亟待解决的重要问题。任何原因
的急性肝损伤，包括ＡＰＡＰ过量，都会发生代偿性肝
再生，即使在ＡＰＡＰ过量的后期阶段，肝再生也有潜
在的调节作用。刺激 ＡＰＡＰ诱导的 ＡＬＦ患者的肝
再生可能是一种潜在的治疗策略。

　　ＴＬＲ４引起固有免疫系统的激活是肝再生的重
要刺激因素［９］。研究［１０］表明，一些源自肠道微生物

群的化合物可以通过上调 ＴＬＲ４激活介导的炎症细
胞因子来促进肝再生。ＴＬＲ４／ＮＦκＢ信号通路在
ＰＨｘ后肝脏再生中发挥了重要作用［１１］。抑制

ＳＴＡＴ３后可明显降低四氯化碳诱导的小鼠肝再生能
力［１２］。在该研究中，使用 Ｌ０２肝细胞建立 ＡＰＡＰ损
伤及损伤后再生模型，利用 ＴＬＲ４拮抗剂 ＴＡＫ２４２
进行研究表明，ＴＡＫ２４２可下调 ＴＬＲ４ｍＲＮＡ、ＮＦ
κＢ蛋白和ｍＲＮＡ的表达；同时，抑制 ＴＬＲ４后再生
相关指标 ＣｙｃｌｉｎＤ１、ＰＣＮＡ、Ｋｉ６７蛋白及 ｍＲＮＡ水
平均下降，其中伴随着 ｐＳＴＡＴ３蛋白水平的下调，
提示ＴＬＲ４可能影响ＮＦκＢ途径促进ＡＰＡＰ肝损伤
后的肝细胞再生。

　　ＴＬＲ４激活下游ＮＦκＢ后可进一步诱导炎症因
子的表达并参与自噬反应。有研究［１３］表明，ＴＡＫ
２４２可通过 ＴＬＲ４下游转录分子 ＮＦκＢ信号级联抑
制神经炎症和神经元自噬。而炎症因子 ＴＮＦɑ水
平的增加可以触发ＮＦκＢ途径并促进 ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋
白的表达，ＴＮＦα、ＩＬ６被证明参与 ＡＰＡＰ过量后的
肝脏再生［２－３，１４］。此外，促进自噬可能通过促进肝

脏再生而轻微改善 ＡＰＡＰ肝损伤晚期小鼠的存活
率［１５］。在该研究中，抑制 ＴＬＲ４可下调炎症因子
（ＩＬ１β、ＴＮＦα和ＩＬ６）的分泌，同时也抑制了自噬，
表明ＴＬＲ４／ＮＦκＢ下游的炎症因子和自噬反应可能
参与了ＡＰＡＰ肝损伤中促进肝再生的过程。
　　ＲＩＰ１作为ＴＬＲ家族下游的中心枢纽，在控制细
胞生死平衡的信号事件中具有关键作用，一方面作

为激酶功能诱导ＲＩＰ３／ＭＬＫＬ介导的程序性坏死，另
一方面作为肝细胞的促存活支架出现，且其促生存

作用可能主要是通过激活 ＮＦκＢ来介导的，并可在
上述功能之间转换［８］。在该研究中，抑制 ＴＬＲ４后
ＲＩＰ１、ＲＩＰ３蛋白水平均下降，说明 ＴＬＲ４参与 ＡＰＡＰ
肝损伤过程中的程序性坏死，同时，推测炎症因子在

本实验中发挥促生存作用的关键因素可能与 ＲＩＰ１
的功能转换有关。

　　综上所述，ＴＬＲ４可能影响 ＮＦκＢ信号，从而调
节炎症反应和自噬，对 ＡＰＡＰ诱导的 Ｌ０２细胞肝损
伤后的肝细胞再生起到一定的促进作用。但肝脏再

生是一个涉及多通路和途径的复杂过程，因此对于

ＴＬＲ４在ＡＰＡＰ肝损伤后肝再生中的作用机制还需
要更多的研究。
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