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【摘要】 目的   观察 Toll 样受体 4（TLR4）单克隆抗体对慢加急性肝功能衰竭大鼠的治疗效果

以及对高迁移率族蛋白 B1（HMGB1）的影响。方法   采用人血白蛋白，D- 氨基半乳糖以及 LPS 联

合诱导的大鼠慢加急性肝功能衰竭模型，并应用 TLR4 单克隆抗体作为干预剂以及兔抗鼠 IgG 作为对

照，观察 TLR4 单克隆抗体对慢加急性肝功能衰竭大鼠的肝脏组织学、血清 ALT、TNF-α、IFN-γ、
HMGB1 水平以及肝组织中 HMGB1 水平的影响。结果   TLR4 单克隆抗体能够明显改善慢加急性肝功

能衰竭大鼠肝脏组织病理学损害，降低血清中 ALT、TNF-α、IFN-γ 和 HMGB1 水平，并且降低肝组

织中 HMGB1 水平（P 均 ＜ 0.05）。而与模型组相比，以上指标在对照组中差异无统计学意义（P 均

＞ 0.05）。结论   TLR4 单克隆抗体能够保护慢加急性肝功能衰竭大鼠并减少 HMGB1 胞外释放以及

肝组织中 HMGB1 的产生。
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    【Abstract】 Objective   To investigate the effect of Toll like receptor 4 (TLR4) blockade on rats with 

acute on chronic liver failure and the high mobility group box 1 (HMGB1). Methods   An acute on chronic 

liver failure was induced by human serum albumin (HSA), D-galactosamine (D-Gal) and lipopolysaccharide 

(LPS), anti-TLR4 antibody was applied to treat the rats and rabbit anti-mouse IgG was applied as controls. 

Results   The pathological changes of liver tissue were improved by blockade of TLR4, serum levels of ALT, 

TNF-α, IFN-γ and HMGB1 were decreased by TLR4 antibody as well as HMGB1 levels in liver tissue (P all 

< 0.05). However, there were no significant differences between the model group and the IgG control group 

(P all > 0.05). Conclusion   Blockade of TLR4 could confer protection to rats with acute on chronic liver 

failure and decrease HMGB1 levels in sera and liver tissue.

    【Key words】Anti-TLR4 antibody; Acute on chronic liver failure; High mobility group box 1 (HMGB1)

慢加急性肝功能衰竭是临床上常见危重症之

一，其起病急，病情复杂，病死率高。内毒素血

症及其所引起的大量的炎症因子的释放在肝功

能衰竭的发病过程中起着重要的作用。脂多糖

（lipopolysaccharide，LPS）是内毒素的主要成分之

一，一旦过量则可引起全身性炎症反应
[1]
。Toll 样

受体（Toll like receptor，TLR）主要分布在体内固

有免疫细胞上，是常见的病原相关模式识别受体，

　

其可以被细菌、病毒和真菌等病原的固有成份激活

而启动体内的固有免疫
[2]
。TLR4 是 LPS 最重要的

受体之一
[3]
，认为在内毒素引起的炎症反应过程中

起着关键作用。

高迁移率族蛋白 B1（high mobility group box 1，
HMGB1）是一种非组蛋白 DNA 结合蛋白，能够促

进基因转录、DNA 的复制以及修复等
[4-6]

。除在核内

所发挥的功能外，近年来研究发现，在炎症过程中

HMGB1 还可以被释放至胞外，成为一种强大的炎

性介质
[7]
。在前期研究中，本课题组也证明 HMGB1

在肝功能衰竭的发病过程中起着很重要作用
[8]
。
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本 研 究 应 用 人 血 白 蛋 白（human serum 
albumin，HSA），D- 氨基半乳糖以及 LPS 联合诱

导的慢加急性肝功能衰竭大鼠模型，并应用 TLR4
单克隆抗体作为干预剂，观察了其对慢加急性肝功

能衰竭大鼠的治疗效果以及对 HMGB1 的影响。

材料与方法

一、 实验动物及主要试剂

选取雌性 Wistar 大鼠 32 只，SPF 级，体重 120
～ 150 g，购于湖北省动物实验中心，许可证为

SCXK（鄂）2008-0005，实验动物质量合格证号为

No. 00015108。D- 氨基半乳糖盐酸盐、LPS 和不完全

福氏佐剂购于美国 Sigma-aldrich 公司。兔抗鼠 TLR4
单克隆抗体和兔抗鼠 IgG 购于英国 Abcam 公司。

二、动物分组及模型制备

实验前所有大鼠适应环境 5 d，将 32 只大鼠随

机分为正常组、模型组、IgG 对照组及 TLR4 单克

隆抗体治疗组。将 HSA 用生理盐水稀释成 8 g/L，
与等量的不完全福氏佐剂乳化。除正常组大鼠外，

其余各组每只大鼠皮下多点注射，每次注射 0.5 ml
（内含 HSA 4 mg），共 4 次（前 2 次间隔 14 d，第 3、
4 次间隔 10 d）。HSA 致敏后，予尾静脉攻击注射

HSA 2.5 ～ 4 mg，每周 2 次，共 6 周。然后，联合

D- 氨基半乳糖及脂多糖（D-Gal/LPS）进行急性

攻击：大鼠腹腔注射 D-Gal 400 mg/kg 加 LPS 100 
µg/kg。IgG 对照组大鼠在急性攻击 24 h 后，予以

尾静脉注射兔抗鼠 IgG 100 µg/kg 作为对照。TLR4
单克隆抗体治疗组大鼠在急性攻击 24 h 后，予以尾

静脉注射兔抗鼠 TLR4 单克隆抗体 100 µg/kg。模型

组大鼠腹腔注射等量的生理盐水作为对照。在给予

干预剂 24 h 后处死所有大鼠，并收集大鼠肝脏和血

液等标本备检。

三、肝组织 HE 染色

剪下部分肝脏组织，约 0.3 cm × 0.4 cm，固定

于 10% 中性甲醛溶液中，石蜡常规包埋，切片后

进 HE 染色，光镜下观察肝组织结构。

四、血清 ALT、HMGB1、TNF-α 和 IFN-γ 水

平检测

采用生化法检测血清中 ALT 水平，ELISA 法

检测血清中 HMGB1、TNF-α 和 IFN-γ 水平。

五、肝组织 HMGB1 水平检测

采用 Western blot 法 [8]
检测肝脏组织中 HMGB1

的蛋白水平。

六、统计学处理

采用 SPSS 13.0 软件包分析数据，实验数据以

x  ± s 表示，两组间比较用 t 检验，以 P ＜ 0.05 为
差异具有统计学意义。

结    果

一、TLR4 单克隆抗体能够减轻肝脏组织病理

学损害

肝组织 HE 染色结果显示，模型组大鼠的肝组

织结构紊乱，能够清晰的观察到假小叶的形成，肝

细胞肿胀、破坏，汇管区有大量的炎症细胞浸润。

与模型组相比，IgG 对照组大鼠肝组织病理损害无

明显改善。与模型组相比，TLR4 单克隆抗体治疗

组大鼠肝细胞损害程度明显降低，汇管区炎症细胞

浸润减少，见图 1。
 二、TLR4 单克隆抗体能够降低血清中 ALT 水平

 检测血清中 ALT 水平，结果显示模型组大鼠

血清中 ALT 水平较正常组显著升高（t = 33.84，
P ＜ 0.05），与模型组相比，IgG 对照组大鼠血清

中 ALT 水平差异无统计学意义（t = 0.8325，P ＞ 
0.05）。与模型组相比，TLR4 单克隆抗体治疗组

大鼠血清中 ALT 水平显著降低（t = 14.62，P ＜ 
0.05），见图 2。

三、TLR4 单克隆抗体能够降低血清中 TNF-α
和 IFN-γ 水平

检测血清中 TNF-α 和 IFN-γ 水平，结果显示模

型组大鼠血清中 TNF-α 和 IFN-γ 水平较正常组显著

升高（t = 16.41、15.78，P ＜ 0.05），与模型组相比，

IgG 对照组大鼠血清中 TNF-α 和 IFN-γ 水平差异无

统计学意义（t = 0.3257、0.1375，P ＞ 0.05）。与

模型组相比，TLR4 单克隆抗体治疗组大鼠血清中

TNF-α 和 IFN-γ 水平显著降低（t = 14.00、15.62，
P ＜ 0.05），见图 3。

四、TLR4 单克隆抗体能够降低血清及肝组织

中 HMGB1 水平

 检测血清中 HMGB1 水平发现，模型组大鼠血

清中 HMGB1 水平较正常组显著升高（t = 20.14，P 
＜ 0.05）。IgG 对照组大鼠血清中 HMGB1 水平较

模型组无显著性降低（t = 0.6029，P ＞ 0.05）。与

模型组相比，TLR4 单克隆抗体治疗组大鼠血清中

HMGB1 水平显著降低（t = 11.37，P ＜ 0.05）。

检测肝组织中 HMGB1 水平发现，模型组大鼠肝组

织中 HMGB1 水平较正常组显著升高（t = 6.565，
P ＜ 0.05），而 TLR4 单克隆抗体组大鼠肝组织

中 HMGB1 水平较模型组显著降低（t = 0.1508，P 
＜ 0.05）。IgG 对照组大鼠肝组织中 HMGB1 水平

较模型组大鼠差异无统计学意义（t = 4.585，P ＞ 
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0.05），见图 4。

讨    论

在亚洲国家，尤其是在中国，最为常见的肝功

能衰竭类型是在慢性乙型肝炎的基础上，由于各种

原因引起的肝功能突然失代偿而发生的慢加急性肝

功能衰竭
[9]
。本研究应用人血白蛋白诱导大鼠肝硬

化模型，在肝硬化的基础上利用 D- 氨基半乳糖和

LPS 联合诱导大鼠的急性肝损害，很好的模拟了慢

加急性肝功能衰竭的发生。

通过观察大鼠肝组织组织切片以及血清中 ALT
水平，本研究发现，TLR4 单克隆抗体治疗能够明

显改善大鼠的肝组织病理改变，减少肝细胞的破

坏，降低肝功能的损害程度。进一步的检测 TNF-α
和 IFN-γ 水平发现，模型组中 TNF-α 和 IFN-γ 水平

显著升高，而 TLR4 单克隆抗体能够显著降低大鼠

血清中 TNF-α 和 IFN-γ 水平。以上结果显示 TLR4
单克隆抗体能够保护慢加急性肝功能衰竭大鼠肝功

注：A：正常组；B：模型组；C：IgG 对照组；D：TLR4 单克隆抗体治疗组

图 1  肝组织 HE 染色（200×）

注：与正常组相比，*P ＜ 0.05；与模型组相比，** P ＜ 0.05 

图 2  各组大鼠血清 ALT 水平的比较

注：与正常组相比，*P ＜ 0.05；与模型组相比，** P ＜ 0.05 

    图 3  各组大鼠血清中 TNF-α 和 IFN-γ 水平
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能，同时降低炎症因子的水平，提示 TLR4 信号转导

途径在慢加急性肝功能衰竭过程中发挥着重要作用。

 研究显示，HMGB1 基因敲除的小鼠会在出生

后短时间内死亡，原因是严重的能量利用障碍以

及低血糖
[10]

。而给正常的动物体内注射 HMGB1
会导致系统性炎症反应的产生，包括发热、体重

减轻、厌食、表皮屏障功能障碍、关节炎甚至死

亡
[11]
。以上结果说明，小剂量的 HMGB1 对维持

正常的生理功能至关重要，但一旦超过一定的剂

量则会导致严重的炎症反应。而且在许多疾病中

均发现有 HMGB1 的不同程度的升高，如急性胰腺

炎
[12]
、急性肺损伤

[13]
、关节炎

[14]
、出血性休克

[15]

以及缺血再灌注损伤
[16]

等。

本研究通过检测 HMGB1 水平发现，模型组大

鼠血清以及肝组织中 HMGB1 较正常组显著升高，

提示 HMGB1 在慢加急性肝功能衰竭中发挥了重要

作用。一旦被释放到细胞外，HMGB1 可与不同细胞

表面受体结合而发挥生物学效应，HMGB1 可结合的

受体包括 RAGE、TLR2、TLR4 和 TLR9 等
[11, 17-18]

。

TLR4 受体被认为是介导其致炎作用的主要受体。本

研究发现 TLR4 单克隆抗体能够显著降低肝功能衰

A：血清中 HMGB1 水平；B：HMGB1 水平（Western blot）；C：

HMGB1 水平灰度分析；与正常组相比，*P ＜ 0.05；与模型组相比，

** P  ＜ 0.05 

图 4  肝组织中 HMGB1 的水平

竭大鼠血清及肝组织中 HMGB1 水平，证明 TLR4 单

克隆抗体能够减少 HMGB1 胞外释放以及肝组织中

HMGB1 的产生，提示 HMGB1 不仅是 TLR4 的受体，

而且还可能是 TLR4 信号途径的下游产物。

尽管目前医疗技术得到了很大的发展，但是

肝功能衰竭的病死率仍然很高。本研究结果显示

TLR4 单克隆抗体能够有效的保护慢加急性肝功能

衰竭大鼠，提示 TLR4 信号途径可以作为今后治疗

肝功能衰竭的靶点之一。
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