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［摘　要］目的：探讨类风湿关节炎（ＲＡ）患者外周血单核细胞（ＰＢＭＣｓ）Ｔｏｌｌ样受体（ＴＬＲ）２、４ｍＲＮＡ和蛋白
的表达及脂多糖（ＬＰＳ）对其表达的影响。方法：收集已确诊的ＲＡ患者５例（ＤＡＳ２８≥２６），健康自愿者５例；体
外分别分离培养受试者ＰＢＭＣｓ作为ＲＡ组和健康组，下设空白组与ＬＰＳ组，其中ＬＰＳ组给予１００μｇ／ＬＬＰＳ进行
刺激，细胞培养２４ｈ后，ＦＱＲＴＰＣＲ检测单核细胞 ＴＬＲ２、ＴＬＲ４ｍＲＮＡ表达；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测单核细胞 ＴＬＲ２、
ＴＬＲ４蛋白表达。结果：给予ＬＰＳ刺激后，ＲＡ组与健康组 ＰＢＭＣｓＴＬＲ２、ＴＬＲ４ｍＲＮＡ及其蛋白的表达均高于相
应组刺激前（Ｐ＜０００１）；给予ＬＰＳ刺激前和刺激后ＲＡ组 ＰＢＭＣｓＴＬＲ２、ＴＬＲ４ｍＲＮＡ及其蛋白的表达水平均明
显高于健康组（Ｐ＜０００１）。结论：ＬＰＳ可刺激ＲＡ患者ＰＢＭＣｓ已高表达 ＴＬＲ２、ＴＬＲ４的表达水平更高，可能与
机体的炎症反应有关。
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　　类风湿关节炎（ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＲＡ）是一
种慢性全身炎症性自身免疫性疾病。其确切发病

机制尚不完全明确，目前免疫紊乱被认为是ＲＡ的
主要发病机制。其中，Ｔｏｌｌ样受体（ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐ
ｔｏｒｓ，ＴＬＲｓ）是参与非特异性免疫的一类重要蛋白
质分子，也是连接非特异性免疫和特异性免疫的桥

梁，在慢性免疫性炎症疾病如ＲＡ发病中扮演重要
角色［１］。脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）是一种
炎症因子，是 ＴＬＲ２、ＴＬＲ４共同的配体，当 ＬＰＳ与
ＴＬＲ２和ＴＬＲ４结合后，激活ＴＬＲ信号转导通路，参
与机体的免疫调节功能［２］。本研究通过测定 ＬＰＳ
刺激 ＲＡ患者外周血单核细胞（ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄ
ｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒｃｅｌｌ，ＰＢＭＣｓ）后的 ＴＬＲ２、ＴＬＲ４表达水
平，探讨ＬＰＳ在ＲＡ发病机制中的作用。

１　对象与方法

１１　对象、试剂和仪器
选取２０１４年４月～２０１５年１月就诊的ＲＡ患

者（ＤＡＳ２８≥２６）５例，均符合 ２０１０年 ＡＣＲ／ＥＵ
ＬＡＲ分类标准［３］。５例 ＲＡ患者中男 １例，女 ４
例，２５～７９岁，平均（５２２±１９５）岁。同时选取５
例健康自愿者为对照组，其中男２例，女３例，２９～
４０岁，平均（３４２±４０）岁，所有研究对象均排除
其他自身免疫性疾病，排除血液系统、心脑血管系

统及其他系统疾病。人外周血淋巴细胞分离液购

自天津灏洋生物有限公司，ＲＰＭＩ１６４０培养基、ＰＢＳ
缓冲液购自美国ＨＹＣＬＯＮＥ公司，ＬＰＳ试剂购自美
国Ｓｉｇｍａ公司，０２５％ ＥＤＴＡ胰酶购自美国ＧＩＢＣＯ
公司，胎牛血清购自杭州四季青公司；青霉素、链霉

素购自美国 ＧＩＢＣＯ公司，二氧化碳孵箱购自美国
Ｒｅｖｃｏ公司，超净无菌操作台购自苏州安泰公司，
Ｔｒｉｚｏｌ试剂购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，ｃＤＮＡ第一链
合成试剂盒购自美国ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＫ１６２２，引物由
南京金斯瑞科技有限公司合成。

１２　方法
１．２１　实验标本　所有被检者均于清晨空腹时抽
取７～８ｍＬ静脉血，肝素抗凝，混匀，４００ｒ／ｍｉｎ离
心１０ｍｉｎ，分离血浆。收集至２０ｍＬ冻存管中，置
于－７０℃ 冰箱低温保存备用。利用密度梯度离
心法分离人ＰＢＭＣｓ后，将分离的 ＰＢＭＣｓ调整细胞
数为５×１０９个／Ｌ，接种于２４孔细胞培养板，每孔
１ｍＬ，置于３７℃、５％ ＣＯ２培养箱中培养４ｈ。弃
细胞留上清培养，将３７℃预热 ＰＢＳ轻洗细胞培养

板２遍，洗脱未贴壁的细胞，获得贴壁的单核细胞。
ＲＰＭＩ１６４０完全培养基重悬（含１０００００Ｕ／Ｌ青霉
素，１００ｇ／Ｌ链霉素，１０％胎牛血清）细胞并加入
ＬＰＳ干预，根据参考文献［４－５］设置 ＬＰＳ的浓度，
健康自愿者 ＰＢＭＣｓ作为健康组，ＲＡ患者 ＰＢＭＣｓ
作为ＲＡ组，均下设空白组和 ＬＰＳ组，空白组不给
予任何药物干预，ＬＰＳ组给予终浓度为 １００μｇ／Ｌ
ＬＰＳ干预，置于３７℃、５％ ＣＯ２培养箱中培养２４ｈ
后收获细胞及上清液。

１２２　ＴＬＲ２、ＴＬＲ４ｍＲＮＡ的表达　细胞培养２４ｈ
后，弃去细胞培养上清，Ｔｒｉｚｏｌ提取总 ＲＮＡ，调整总
ＲＮＡ量至一致后，进行逆转录，取等量逆转录产物
进行ＰＣＲ扩增。ＨｏｍｏＧＡＰＤＨｐｒｉｍｅｒ（１１５ｂｐ）引
物序列Ｓｅｎｓｅｐｒｉｍｅｒ为５′ＣＡＴＣＴＴＣＴＴＴＴＧＣＧＴＣＧＣ
ＣＡ３′，Ａｎｔｉｓｅｎｓｅｐｒｉｍｅｒ为 ５′ＴＴＡＡＡＡＧＣＡＧＣＣＣＴ
ＧＧＴＧＡＣＣ３′；ＨｏｍｏＴＬＲ２ｐｒｉｍｅｒ（１３６ｂｐ）引物序
列Ｓｅｎｓｅｐｒｉｍｅｒ为５′ＣＣＡＴＧＧＣＣＴＧＴＧＧＴＡＴＡＴＧＡ
３′，Ａｎｔｉｓｅｎｓｅｐｒｉｍｅｒ为 ５′ＧＴＴＣＴＣＣＡＣＣＣＡＧＴＡＧ
ＧＣＡＴ３′；ＨｏｍｏＴＬＲ４ｐｒｉｍｅｒ（１３７ｂｐ）引物序列
Ｓｅｎｓｅｐｒｉｍｅｒ为５′ＡＣＴＴＧＧＡＣＣＴＴＴＣＣＡＧＣＡＡＣ３′，
Ａｎｔｉｓｅｎｓｅｐｒｉｍｅｒ为 ５′ＴＴＴＡＡＡＴＧＣＡＣＣＴＧＧＴＴＧ
ＧＡ３′。
１２３　ＴＬＲ２及 ＴＬＲ４蛋白的表达　取上述细胞
进行ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶电泳，将蛋白转移到 ＮＣ
膜上，加入抗体，摇床震荡孵育，漂洗滤膜４次；加
入辣根过氧化物酶标记的二抗，室温下摇荡孵育

２ｈ，ＴＢＳＴ洗膜洗涤４次，每次１０ｍｉｎ；将显影液置
于ＮＣ膜上，凝胶成像仪成像。
１３　统计学分析

采用ＳＰＳＳ１７０软件处理数据，计量资料以均
数±标准差（ｘ±ｓ）表示，多组均数比较用单因素方
差分析。以Ｐ＜００５为差异有统计学意义。

２　结果

与健康组比较，ＲＡ组 ＰＢＭＣｓＴＬＲ２、ＴＬＲ４ｍＲ
ＮＡ和蛋白表达水平明显升高（Ｐ＜０００１），给予
ＬＰＳ干预刺激后，与空白组比较，ＬＰＳ组 ＰＢＭＣｓ中
ＴＬＲ２、ＴＬＲ４ｍＲＮＡ和蛋白表达均有升高，ＲＡ组升
高更明显（Ｐ＜０００１）。见表１、表２。

３　讨论

ＲＡ是一种常见的慢性关节炎症性疾病，主要
９６
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表１　被检者ＰＢＭＣＳ中ＴＬＲ２、ＴＬＲ４ｍＲＮＡ
相对表达量（ｘ±ｓ）

Ｔａｂ．１　ＲｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＴＬＲ２，ＴＬＲ４
ｍＲＮＡｉｎＰＢＭＣＳｏｆｔｈｅｏｂｊｅｃｔｓ

组别 ＴＬＲ２ ＴＬＲ４
健康空白组 １．０８９２±０．１０６１６ ０．９２６４±０．０８９１２
健康ＬＰＳ组 　７．８６０４±０．５５５６８（１） ８．２３０４±０．４６７６８（１）

ＲＡ空白组 　２．３２１８±０．３１０４８（１） １．９８２８±０．０４９４４（１）

ＲＡＬＰＳ组　　１１．３１６±０．７２５２（２）（３） １０．３５５４±０．６１３１２（２）（３）

（１）与健康空白组比较，Ｐ＜０００１；（２）与 ＲＡ空白组比较，Ｐ

＜０００１；（３）与健康ＬＰＳ组比较，Ｐ＜０００１

表２　被检者ＰＢＭＣＳ中ＴＬＲ２、ＴＬＲ４蛋白
相对表达量（ｘ±ｓ）

Ｔａｂ．２　ＲｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＴＬＲ２，ＴＬＲ４
ｐｒｏｔｅｉｎｉｎＰＢＭＣＳｏｆｔｈｅｏｂｊｅｃｔｓ

组别 ＴＬＲ２ ＴＬＲ４
健康空白组 ０．１１５２±０．０３５８４ ０．０２１２±０．００５０４
健康ＬＰＳ组　 ０．７５８６±０．０３７５２（１） ０．７１９６±０．３２３２（１）

ＲＡ空白组 　 ０．３３１±０．０５６８（１） ０．１８２４±０．００３９２（１）

ＲＡＬＰＳ组　　 １．４６８８±０．１８４６４（２）（３） １．０２９６±０．００４７２（２）（３）

（１）与健康空白组比较，Ｐ＜０００１；（２）与 ＲＡ空白组比较，Ｐ

＜０００１；（３）与健康ＬＰＳ组比较，Ｐ＜０００１

特征表现为滑膜炎症及其导致的滑膜增生，软骨退

化和骨质破坏。免疫紊乱是ＲＡ主要的发病机制，
ＴＬＲｓ是固有免疫系统中具有重要作用的跨膜受体
家族，主要通过选择性的识别病原体中某些内源性

配体如 ＬＰＳ、鞭毛蛋白和微生物核酸等，触发
ＭｙＤ８８依赖性和非依赖性途径，激活天然免疫，诱
发局部炎症。越来越多的研究发现，ＴＬＲｓ尤其是
ＴＬＲ２、ＴＬＲ４在 ＲＡ发病中具有重要作用［６－７］。钱

雷等［８］研究发现，ＲＡ早期患者 ＰＢＭＣ中 ＴＬＲ２表
达增加、ＴＬＲ４表达下降，ＴＬＲ４对其配体刺激有较
高的反应性，产生更多的细胞因子。本研究结果显

示，与健康空白组比较，ＲＡ患者ＰＢＭＣｓＴＬＲ２、ＴＬＲ４
ｍＲＮＡ及其蛋白的表达明显升高（Ｐ＜０００１）说明
ＲＡ患者 ＰＢＭＣｓ处于活化状态，其发病可能通过
ＴＬＲ受体启动机体的炎症反应，合成和释放炎症因
子，最终导致关节组织和骨组织的破坏。

ＬＰＳ是革兰氏阴性菌主要细胞表面抗原和激
发宿主对细菌感染发生反应的主要生物效应器，属

病原体相关分子模式（ＰＡＭＰ），免疫刺激作用较
强［９］。现已明确，ＬＰＳ可以与各种细胞表面的
ＴＬＲ４结合［１０］，当 ＴＬＲ４识别 ＬＰＳ后，即可激活受

体相关激酶和ＮＦκＢ，后者转位入核内诱导促炎症
性细胞因子产生［１１］。本研究发现，给予 ＬＰＳ干预
刺激后，与健康空白组比较，健康ＬＰＳ组ＰＢＭＣｓ中
ＴＬＲ２、ＴＬＲ４ｍＲＮＡ及其蛋白表达均有升高；与 ＲＡ
空 白 组 比 较，ＲＡ ＬＰＳ组 ＰＢＭＣｓ中 ＴＬＲ２、
ＴＬＲ４ｍＲＮＡ表达也明显升高（Ｐ＜０００１）。表明
ＲＡ患者对 ＬＰＳ的刺激敏感性增加，ＬＰＳ可能在诱
发ＲＡ发生过程中有重要作用。
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