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Ｔｏｌｌ 样受体 ４ 调控的程序性坏死和铁死亡
对对乙酰氨基酚肝损伤的影响

沈海涛ꎬ乔亚琴ꎬ董萍ꎬ路燕
(安徽医科大学第二附属医院消化内科ꎬ 安徽 合肥 ２３００３１)

摘要:目的　 探究 Ｔｏｌｌ 样受体 ４( ｔｏｌｌ￣ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ４ꎬ ＴＬＲ４)是否通过调控程序性坏死及铁死亡进一步影响对乙酰

氨基酚(ａｃｅｔａｍｉｎｏｐｈｅｎꎬ ＡＰＡＰ)肝损伤过程及其发生机制ꎮ 方法　 体外培养人正常肝细胞 Ｌ￣０２ꎬ采用 ＣＣＫ￣８ 法检

测细胞活力ꎬ筛选出最佳 ＡＰＡＰ 和 ＴＡＫ￣２４２ 浓度ꎮ 将实验分为对照组、ＡＰＡＰ 组(１、４、１２ ｈ)和 ＡＰＡＰ＋ＴＡＫ￣２４２ 组

(１、４、１２ ｈ)ꎬ比较各组细胞 ＴＬＲ４ ｍＲＮＡ 表达ꎻ检测各组细胞匀浆液的丙氨酸氨基转移酶( ａｌａｎｉｎｅ ａｍｉｎｏｔｒａｎｓ￣
ｆｅｒａｓｅꎬ ＡＬＴ)和天门冬氨酸氨基转移酶( ａｓｐａｒｔａｔｅ ａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅꎬ ＡＳＴ)水平ꎻ检测各组细胞核因子￣κＢ(ｎｕｃｌｅａｒ
ｆａｃｔｏｒ￣κＢꎬ ＮＦ￣κＢ)、白细胞介素￣６( ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣６ꎬ ＩＬ￣６)、肿瘤坏死因子￣α( ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ￣αꎬ ＴＮＦ￣α)水平ꎻ检
测各组细胞高迁移率族蛋白 １(ｈｉｇｈ ｍｏｂｉｌｉｔｙ ｇｒｏｕｐ ｂｏｘ １ꎬ ＨＭＧＢ１)、受体相互作用蛋白激酶 １( ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ １ꎬ ＲＩＰ１)、受体相互作用蛋白激酶 ３( ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ３ꎬ ＲＩＰ３)ꎻ检测各组细胞内

Ｆｅ２＋含量以及ＮＦ￣κＢ、 Ｐ５３、重组溶质载体家族 ７ 成员 １１(ｓｏｌｕｔｅ ｃａｒｒｉｅｒ ｆａｍｉｌｙ ７ ｍｅｍｂｅｒ １１ꎬ ＳＬＣ７Ａ１１)、谷胱甘肽过

氧化物酶 ４(ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ ４ꎬ ＧＰＸ４)水平ꎮ 结果 　 通过 ＣＣＫ￣８ 法ꎬ确定 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ ＡＰＡＰ 和 １００ ｎｍｏｌ / Ｌ
ＴＡＫ￣２４２ 作为后续实验浓度ꎮ 与对照组比较ꎬ各时间点 ＡＰＡＰ 组 ＴＬＲ４ ｍＲＮＡ 水平上调(Ｐ<０.０５)ꎻ与 ＡＰＡＰ 组比

较ꎬ同一时间点 ＡＰＡＰ＋ＴＡＫ￣２４２ 组 ＴＬＲ４ ｍＲＮＡ 水平下调(Ｐ<０.０５ / ３ ＝ ０.０１６ ７)ꎮ 与对照组比较ꎬ各时间点 ＡＰＡＰ
组 ＡＬＴ、ＡＳＴ 水平升高(Ｐ<０.０５)ꎻ与 ＡＰＡＰ 组比较ꎬ同一时间点 ＡＰＡＰ＋ＴＡＫ￣２４２ 组 ＡＬＴ、ＡＳＴ 水平下降(Ｐ<０.０５ /
３＝ ０.０１６ ７)ꎮ 与对照组比较ꎬ各时间点 ＡＰＡＰ 组 ＮＦ￣κＢ、ＩＬ￣６、ＴＮＦ￣α ｍＲＮＡ 表达均上调(Ｐ<０.０５)ꎻ与 ＡＰＡＰ 组比

较ꎬ同一时间点 ＡＰＡＰ＋ＴＡＫ￣２４２ 组 ＮＦ￣κＢ、 ＩＬ￣６、ＴＮＦ￣α ｍＲＮＡ 表达均下调(Ｐ<０.０５ / ３＝ ０.０１６ ７)ꎮ 与对照组比较ꎬ
各时间点 ＡＰＡＰ 组 ＨＭＧＢ１、ＲＩＰ１、ＲＩＰ３ 蛋白水平均升高(Ｐ<０.０５)ꎻ与 ＡＰＡＰ 组比较ꎬ同一时间点 ＡＰＡＰ＋ＴＡＫ￣２４２
组 ＨＭＧＢ１、ＲＩＰ１、ＲＩＰ３ 蛋白水平均降低(Ｐ<０.０５ / ３＝ ０.０１６７)ꎮ 与对照组比较ꎬ各时间点 ＡＰＡＰ 组 Ｆｅ２＋含量、ＮＦ￣κＢ
和 Ｐ５３ 蛋白水平均上升(Ｐ<０.０５)ꎬ而 ＳＬＣ７Ａ１１ 和 ＧＰＸ４ 蛋白水平和 ｍＲＮＡ 表达均降低(Ｐ<０.０５)ꎻ与 ＡＰＡＰ 组比

较ꎬ同一时间点 ＡＰＡＰ＋ＴＡＫ￣２４２ 组 Ｆｅ２＋含量、ＮＦ￣κＢ 和 Ｐ５３ 蛋白水平均降低(Ｐ<０.０５ / ３＝ ０.０１６ ７)ꎬ而 ＳＬＣ７Ａ１１ 和

ＧＰＸ４ 蛋白水平和 ｍＲＮＡ 表达均升高(Ｐ<０.０５ / ３＝ ０.０１６ ７)ꎮ 结论　 抑制 ＴＬＲ４ 可通过调节 ＴＬＲ４ / ＨＭＧＢ１ 信号通

路下调程序性坏死ꎬ以及可能通过调节 ＴＬＲ４ / ＮＦ￣κＢ 信号通路下调炎症反应和铁死亡来减轻 ＡＰＡＰ 肝损伤ꎮ
关键词:对乙酰氨基酚ꎻＴｏｌｌ 样受体 ４ꎻ程序性坏死ꎻ铁死亡ꎻ炎症
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(ＡＰＡＰ) ｉｎｄｕｃｅｄ ｌｉｖｅｒ ｉｎｊｕｒｙ ａｎｄ ｉｔｓ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ａｎｄ ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ. Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｈｕｍａｎ
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ｎｏｒｍａｌ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ Ｌ￣０２ ｗｅｒｅ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ａｎｄ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ＣＣＫ￣８ ｍｅｔｈｏｄꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａ￣
ｔｉｏｎｓ ｏｆ ＡＰＡＰ ａｎｄ ＴＡＫ￣２４２ ｗｅｒｅ ｅｖａｌｕａｔｅｄ. Ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｗａｓ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ＡＰＡＰ ｇｒｏｕｐｓ (１ꎬ ４ꎬ
１２ ｈ) ａｎｄ ＡＰＡＰ＋ＴＡＫ￣２４２ ｇｒｏｕｐｓ (１ꎬ ４ꎬ １２ ｈ)ꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ＴＬＲ４ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ. Ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ
ｏｆ ａｌａｎｉｎｅ ａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ (ＡＬＴ) ａｎｄ ａｓｐａｒｔａｔｅ ａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ (ＡＳＴ) ｉｎ ｃｅｌｌ ｈｏｍｏｇｅｎａｔｅｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ
ｄｅｔｅｃｔｅｄꎻ Ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ￣κＢ (ＮＦ￣κＢ)ꎬ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣６ ( ＩＬ￣６) ａｎｄ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ￣α (ＴＮＦ￣α)ｗｅｒｅ
ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐꎻ Ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｈｉｇｈ ｍｏｂｉｌｉｔｙ ｇｒｏｕｐ ｂｏｘ １ (ＨＭＧＢ１)ꎬ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ １
(ＲＩＰ１) ａｎｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ３ (ＲＩＰ３) ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐꎻ Ｔｈｅ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ Ｆｅ２＋ ｃｏｎｔｅｎｔ ａｎｄ
ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＮＦ￣κＢꎬ Ｐ５３ꎬ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｓｏｌｕｔｅ ｃａｒｒｉｅｒ ｆａｍｉｌｙ ７ ｍｅｍｂｅｒ １１ ( ＳＬＣ７Ａ１１)ꎬ ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ ４
(ＧＰＸ４) ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ５ ｍｍｏｌ / Ｌ ＡＰＡＰ ａｎｄ １００ ｎｍｏｌ / Ｌ ＴＡＫ￣２４２ ｗａｓ
ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ＣＣＫ￣８ ｍｅｔｈｏｄ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ＴＬＲ４ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｔｈｅ ＡＰＡＰ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ
ｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ａｔ ｅａｃｈ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔ (Ｐ<０.０５)ꎻ Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ＡＰＡＰ ｇｒｏｕｐｓꎬ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＴＬＲ４ ｍＲＮＡ ｉｎ ｔｈｅ
ＡＰＡＰ＋ＴＡＫ￣２４２ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ ｎｅｇａｔｉｖｅｌｙ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ａｔ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ(Ｐ<０.０５ / ３＝ ０.０１６ ７) . Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ
ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＡＬＴ ａｎｄ ＡＳＴ ｉｎ ｔｈｅ ＡＰＡＰ ｇｒｏｕｐｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ａｔ ｅａｃｈ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔ(Ｐ<０.０５)ꎻ Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ
ｔｈｅ ＡＰＡＰ ｇｒｏｕｐｓꎬ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＡＬＴ ａｎｄ ＡＳＴ ｉｎ ｔｈｅ ＡＰＡＰ＋ＴＡＫ￣２４２ ｇｒｏｕｐｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ａｔ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ
(Ｐ<０.０５ / ３＝ ０.０１６ ７) . Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＮＦ￣κＢꎬ ＩＬ￣６ ａｎｄ ＴＮＦ￣α ｗｅｒｅ ｕｐ￣
ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ＡＰＡＰ ｇｒｏｕｐｓ ａｔ ｅａｃｈ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔ(Ｐ<０.０５)ꎻ Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ＡＰＡＰ ｇｒｏｕｐｓꎬ ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ
ＮＦ￣κＢꎬ ＩＬ￣６ ａｎｄ ＴＮＦ￣α ｗｅｒｅ ａｌｌ ｄｏｗｎ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ＡＰＡＰ ＋ＴＡＫ￣２４２ ｇｒｏｕｐｓ ａｔ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ
(Ｐ<０.０５ / ３＝ ０.０１６ ７) . Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＨＭＧＢ１ꎬ ＲＩＰ１ꎬ ａｎｄ ＲＩＰ３ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ＡＰＡＰ
ｇｒｏｕｐｓ ａｔ ａｌｌ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ(Ｐ<０.０５)ꎻ Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ＡＰＡＰ ｇｒｏｕｐｓꎬ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＨＭＧＢ１ꎬ ＲＩＰ１ꎬ ａｎｄ ＲＩＰ３ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ
ｉｎ ｔｈｅ ＡＰＡＰ＋ＴＡＫ￣２４２ ｇｒｏｕｐｓ ａｔ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ(Ｐ<０.０５ / ３＝ ０.０１６ ７) . Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ
ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ Ｆｅ２＋ꎬ ＮＦ￣κＢ ａｎｄ Ｐ５３ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ(Ｐ<０.０５)ꎬ ｂｕｔ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＳＬＣ７Ａ１１ ａｎｄ ＧＰＸ４ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ
ＡＰＡＰ ｇｒｏｕｐｓ ａｔ ａｌｌ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ(Ｐ<０.０５)ꎻ Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ＡＰＡＰ ｇｒｏｕｐｓꎬ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ Ｆｅ２＋ꎬ ＮＦ￣κＢ ａｎｄ Ｐ５３ ｗｅｒｅ
ｄｅｃｒｅａｓｅｄ(Ｐ<０.０５ / ３＝ ０.０１６ ７)ꎬ ｂｕｔ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＳＬＣ７Ａ１１ ａｎｄ ＧＰＸ４ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ＡＰＡＰ＋ＴＡＫ￣２４２ ｇｒｏｕｐｓ ａｔ ｔｈｅ
ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ(Ｐ<０.０５ / ３＝ ０.０１６ ７) . Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ＴＬＲ４ ｃａｎ ｎｅｇａｔｉｖｅｌｙ ｒｅｇｕｌａｔｅ ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄ
ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ＴＬＲ４ / ＨＭＧＢ１ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ａｎｄ ｃａｎ ｎｅｇａｔｉｖｅｌｙ ｒｅｇｕｌａｔｅ ｔｈｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ａｎｄ
ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ ｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ＴＬＲ４ / ＮＦ￣κＢ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｔｏ ａｌｌｅｖｉａｔｅ ＡＰＡＰ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｌｉｖｅｒ ｉｎｊｕｒｙ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ａｃｅｔａｍｉｎｏｐｈｅｎꎻ Ｔｏｌｌ￣ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ４ꎻ Ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄ ｎｅｃｒｏｓｉｓꎻ Ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓꎻ Ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ

　 　 药物性肝损伤是目前很常见、很严重的药物不

良反应之一ꎬ如不及时治疗ꎬ可能导致肝功能衰竭ꎬ
甚至死亡ꎻ而对乙酰氨基酚(ａｃｅｔａｍｉｎｏｐｈｅｎꎬ ＡＰＡＰ)
是药物性肝损伤和急性肝衰竭的常见原因[１]ꎮ 目前

已对 ＡＰＡＰ 诱导的肝损伤机制进行了充分研究[１￣３]ꎬ
但其治疗方法有限ꎮ 因此需要开发一个新的治疗靶

点ꎬ为减轻 ＡＰＡＰ 诱导的肝损伤提供理论指导ꎮ
Ｔｏｌｌ 样受体 ４( ｔｏｌｌ￣ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ４ꎬ ＴＬＲ４)作为

Ｔｏｌｌ 样受体家族的一员ꎬ在炎症反应、程序性坏死和

铁死亡中发挥着重要作用[４￣７]ꎮ ＴＬＲ４ 通过 ＭｙＤ８８
依赖性途径激活下游的核因子￣κＢ (ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ￣
κＢꎬ ＮＦ￣κＢ)ꎬ从而诱导炎症因子的表达[８]ꎮ 有研究

表明ꎬ抑制 ＴＬＲ４ / ＮＦ￣κＢ 信号通路通过调节炎症反

应来减轻脂多糖所致肝损伤[９]ꎮ 此外ꎬ程序性坏死

作为细胞死亡的一种方式ꎬ也参与药物性肝损伤的

发病过程ꎮ 有研究表明ꎬＴＬＲ４ 诱导的程序性坏死

在炎症疾病中发挥着重要作用ꎬ并且抑制 ＴＬＲ４ 可

以减轻相关炎症疾病[１０￣１１]ꎮ 还有研究表明ꎬ刀豆球

蛋白￣Ａ( ｃｏｎｃａｎａｖａｌｉｎ￣Ａꎬ Ｃｏｎ￣Ａ)介导的自身免疫

性肝炎中存在程序性坏死ꎬ并且抑制受体相互作用

蛋白激酶 ３ ( ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅｓ３ꎬ
ＲＩＰ３)可以减轻肝损伤[１２]ꎮ 最近的研究还发现ꎬ铁
死亡在肝脏疾病中也发挥着重要作用ꎬ如肝纤维化、
非酒精性脂肪肝、肝硬化、肝细胞癌等[１３]ꎮ 其中重

组溶质载体家族 ７ 成员 １１( ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｓｏｌｕｔｅ ｃａｒｒｉ￣
ｅｒ ｆａｍｉｌｙ ７ ｍｅｍｂｅｒ １１ꎬ ＳＬＣ７Ａ１１) / 谷胱甘肽过氧

化物酶 ４(ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ ４ꎬ ＧＰＸ４)是铁死亡

的主要信号通路之一ꎮ 有研究发现ꎬＮＦ￣κＢ 不仅诱

导炎症反应ꎬ而且还可以介导下游的 Ｐ５３ 下调

ＳＬＣ７Ａ１１ 的表达诱导铁死亡[１４]ꎮ 另有研究报道ꎬ
通过抑制 ＴＬＲ４ / ＮＦ￣κＢ 信号通路来调节铁死亡ꎬ从
而减轻中暑引起的心肌损伤[１５]ꎮ 上述研究表明ꎬ
ＴＬＲ４ 与炎症反应、程序性坏死和铁死亡信号通路

相互作用ꎬ并且上述过程可以影响多种肝损伤的结

局ꎮ 那么ꎬ抑制 ＴＬＲ４ 是否可以下调程序性坏死及

铁死亡通路而进一步减轻 ＡＰＡＰ 肝损伤ꎮ
ＴＡＫ￣２４２ 作为一种 ＴＬＲ４ 抑制剂ꎬ可以选择性

抑制 ＴＬＲ４ 信号ꎬ从而导致炎症因子( ＩＬ￣６、ＴＮＦ￣α



沈海涛ꎬ等.Ｔｏｌｌ 样受体 ４ 调控的程序性坏死和铁死亡对对乙酰氨基酚肝损伤的影响 ３　　　　 　

等)释放减少[１６]ꎮ 于是我们在体外构建了 ＡＰＡＰ 诱

导的早期肝损伤模型ꎬ通过 ＴＡＫ￣２４２ 预处理ꎬ旨在

初步探讨抑制 ＴＬＲ４ 是否可以减轻 ＡＰＡＰ 早期肝损

伤及可能的机制ꎬ为 ＴＬＲ４ 是否可作为 ＡＰＡＰ 肝损

伤新的治疗靶点提供理论依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料

１.１.１　 细胞和主要试剂

人正常肝细胞 Ｌ￣０２ 由安徽医科大学毒理学实

验室提供ꎻ南美胎牛血清购自美国 Ｇｉｂｃｏ 公司ꎻ
ＡＰＡＰ、ＴＬＲ４ 抑制剂 ＴＡＫ￣２４２、ＨＭＧＢ１ 抗体、ＧＡＰ￣
ＤＨ 抗体、ＲＩＰ１ 抗体、ＲＩＰ３ 抗体购自美国 ＭｅｄＣｈｅ￣
ｍＥｘｐｒｅｓｓ 公司ꎻＣＣＫ８ 试剂盒和细胞亚铁比色法测

试盒购自武汉伊莱瑞特生物科技股份有限公司ꎻ
ＮＦ￣κＢ 抗体购自武汉三鹰生物技术有限公司ꎻＰ５３
抗体、ＳＬＣ７Ａ１１ 抗体、ＧＰＸ４ 抗体购自江苏亲科生物

研究中心有限公司ꎻＴｒｉｚｏｌ 购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公

司ꎻＡＬＴ / ＡＳＴ 测定试剂盒(微板法)购自南京建成

生物工程研究所ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 细胞培养方法

人类正常肝细胞 Ｌ￣０２ 在含 １０％胎牛血清和

１％青霉素－链霉素双抗的 ＤＭＥＭ 培养基中培养ꎬ在
３７ ℃、５％ ＣＯ２ 培养箱中孵育 ２ ｄ 后ꎬ待细胞长至培

养皿的 ７５％ ~８５％时ꎬ即可进行传代ꎮ
１.２.２　 ＣＣＫ￣８ 实验方法

培养细胞至对数生长期ꎬ转移至离心管中重悬ꎬ
利用细胞计数板来计数细胞ꎬ并将细胞密度稀释至

１.０×１０５ 个 / ｍＬꎬ在每个 ９６ 孔板孔中放置 １００ μＬ 细

胞悬液ꎬ静置 １２ ｈꎬ待细胞贴壁后ꎬ用 ＰＢＳ 冲洗 ２
遍ꎬ再将 ９６ 孔板倒置在滤纸上吸净水分ꎬ分别加入

２.５、５、１０、２０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＡＰＡＰ 作用 １、４、１２ ｈꎬ检测

ＡＰＡＰ 浓度对 Ｌ￣０２ 细胞活力的影响ꎬ筛选出最终

ＡＰＡＰ 浓度ꎮ
操作同前ꎬ分别加入不同浓度(１０、 ５０、 １００、

２００、 １ ０００ ｎｍｏｌ / Ｌ)ＴＡＫ￣２４２ 作用 １、４、１２ ｈꎬ检测其

对 Ｌ￣０２ 细胞活力的影响ꎻ分别加入上述浓度 ＴＡＫ￣
２４２(０、１０、５０、１００、２００、１ ０００ ｎｍｏｌ / Ｌ)于 Ｌ￣０２ 细胞

作用 ２ ｈꎬＰＢＳ 冲洗 ２ 遍ꎬ再加入 ＡＰＡＰ(５ ｍｍｏｌ / Ｌ)ꎬ
分别在 １、４、１２ ｈ 检测细胞活力ꎬ综合选出最佳

ＴＡＫ￣２４２ 浓度ꎮ 空白对照孔均加入 １００ μＬ 培养基ꎬ
再添加 １０ μＬ ＣＣＫ８ 试剂孵育 １２０ ｍｉｎꎬ在 ４５０ ｎｍ 波

长处用酶标仪测定每个孔的吸光度值ꎮ 每组设置 ５

个复孔ꎬ共进行 ３ 次重复实验ꎮ 细胞活力的计算公

式:细胞活力 (％) ＝ (实验组 ＯＤ 值 －空白组 ＯＤ
值) / (对照组 ＯＤ 值－空白组 ＯＤ 值)×１００％
１.２.３　 细胞分组及处理

在筛选出最佳 ＡＰＡＰ 和 ＴＡＫ￣２４２ 浓度后ꎬ将细

胞分为 ７ 组ꎬ分别为对照组、ＡＰＡＰ 组(１、４、１２ ｈ)和
ＡＰＡＰ＋ＴＡＫ￣２４２ 组(１、４、１２ ｈ)ꎮ ＡＰＡＰ＋ＴＡＫ￣２４２
组(１、４、１２ ｈ)在给药前予以 ＴＡＫ￣２４２ 预处理 ２ ｈꎮ
１.２.４　 丙氨酸氨基转移酶(ａｌａｎｉｎｅ ａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅꎬ

ＡＬＴ)和天门冬氨酸氨基转移酶 ( ａｓｐａｒｔａｔｅ
ａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅꎬ ＡＳＴ)的测定

将各组 Ｌ￣０２ 细胞用 ＰＢＳ 清洗 ２ ~ ３ 次ꎬ然后转

移至离心管后ꎬ离心(１ ３００×ｇ、５ ｍｉｎ)ꎬ将上清液弃

去ꎬ留下细胞沉淀ꎬ加入匀浆介质(０.１ ｍｏｌ / Ｌ ｐＨ７ ~
７.４ 磷酸盐缓冲液)ꎬ冰浴条件下用 １ ｍＬ 注射器反

复抽吸ꎬ制备好的匀浆液不离心ꎬ然后按照各自说明

书操作ꎬ检测其浓度ꎮ
１.２.５　 细胞亚铁含量的检测

将各组 Ｌ￣０２ 细胞用 ＰＢＳ 清洗 ２ ~ ３ 次ꎬ随即通

过细胞计数板计算细胞数量ꎬ按约 １×１０６ 个细胞加

入 ０. ２ ｍＬ 缓冲液ꎬ 混匀后放置在冰盒上裂解

１０ ｍｉｎꎬ１５ ０００×ｇ、离心 １０ ｍｉｎꎬ取上清液备用ꎮ 然后

按照说明书操作ꎬ检测各组细胞 Ｆｅ２＋含量ꎮ
１.２.６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 实验

将各组 Ｌ￣０２ 细胞置冰上裂解 ３０ ｍｉｎꎬ用细胞刮

迅速刮下细胞至离心管中离心(１３ ２００×ｇ)ꎬ留取细

胞上清液ꎮ ＢＣＡ 法测定各组蛋白含量ꎬ并将浓度稀

释至同一浓度ꎬ在恒温金属浴仪器中以 １００ ℃的条

件加热 １０ ｍｉｎꎮ 对各组蛋白进行 ＳＤＳ￣聚丙烯酰胺

凝胶电泳ꎬ转膜后用 ５％脱脂奶粉封闭 ２ ｈꎬＰＢＳ 清洗 ３
次ꎬ将相应条带放入高迁移率族蛋白 １(ｈｉｇｈ ｍｏｂｉｌｉｔｙ
ｇｒｏｕｐ ｂｏｘ１ꎬ ＨＭＧＢ１)、受体相互作用蛋白激酶 １
( ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ１ꎬ ＲＩＰ１)、ＲＩＰ３、
ＮＦ￣κＢ、Ｐ５３、 ＧＰＸ４ 一抗 (均为 １ ∶ １ ０００ 稀释)ꎬ
ＳＬＣ７Ａ１１ 一抗ꎬ１ ∶ ５００ 稀释ꎬ以及甘油醛￣３￣磷酸脱

氢 酶 ( ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ￣３￣ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅꎬ
ＧＡＰＤＨꎬ １ ∶１０ ０００ 稀释)中ꎬ在 ４ ℃冰箱孵育 １２ ｈꎮ
洗膜 ３ 次ꎬ将条带放入相应二抗 (山羊抗兔 ＩｇＧ
１ ∶２０ ０００、山羊抗小鼠 ＩｇＧ １ ∶１０ ０００)中ꎬ慢摇孵育 １ ｈꎮ
洗膜 ３ 次ꎮ 采用超敏发光显影剂对条带进行显影ꎬ
并使用 Ｔａｎｏｎ 化学发光显影仪对条带进行曝光和拍

摄ꎮ 采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件计算目的蛋白与内参蛋白

ＧＡＰＤＨ 的灰度值比值ꎬ确定各蛋白的相对表达量ꎮ
１.２.７　 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 实验

将各组细胞转移至 ６ 孔板中ꎬ每孔加入 Ｔｒｉｚｏｌ
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试剂 １ ｍＬꎬ提取细胞 ＲＮＡꎬ用分光光度计测定 ＲＮＡ
浓度并稀释定量为 １ ０００ ｎｇꎮ 根据说明书操作ꎬ加
入×８ ｇＤＮＡ ｒｅｍｏｖｅｒ ２ μＬꎬ使用去 ＲＮＡ 酶水补足至

１６ μＬꎬ混匀 ４２ ℃水浴加热 ２ ｍｉｎꎬ随后加入×５ＲＴ
ＳｕｐｅｒＭｉｘ ４ μＬꎬ逆 转 录ꎮ 取 逆 转 录 产 物 ｃＤＮＡ
１ μＬꎬ预混引物 ０.４ μＬ、ＤＥＰＣ 水 ３.６ μＬ 以及×２ Ｓ６
Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＳＹＢＲ ５ μＬ 配成总体积 １０ μＬꎮ 扩增用

ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅ￣４８０ ＰＣＲ 仪ꎬ９５ ℃预变性 ２ ｍｉｎꎬ９５ ℃变

性 ５ ｓꎬ６０ ℃退火 ３０ ｓꎬ循环 ４０ 次ꎬ９５ ℃、５ ｓꎬ６５ ℃、
５ ｓꎬ通过熔解曲线分析检测 ＰＣＲ 扩增产物质量ꎬ按
２－△△Ｃｔ法计算损伤相关基因相对比值ꎮ 特异性引物

序列 为: ＧＡＰＤＨ￣Ｆ: ＡＧＣＡＡＧＡＧＣＡＣＡＡＧＡＧＧＡ￣
ＡＧꎻ ＧＡＰＤＨ￣Ｒ: ＧＧＴＴＧＡＧＣＡＣＡＧＧＧＴＡＣＴＴＴꎻ
ＴＬＲ４￣Ｆ: ＧＣＡＴＡＴＣＡＧＡＧＣＣＴＡＡＧＣＣＡＣＣꎻ ＴＬＲ４￣
Ｒ:ＴＧＡＴＡＧＴＣＣＡＧＡＡＡＡＧＧＣＴＣＣＣꎻＮＦ￣κＢ￣Ｆ:ＡＡ￣
ＣＡＧＡＧＡＧＧＡＴＴＴＣＧＴＴＴＣＣＧꎻ ＮＦ￣κＢ￣Ｒ: ＴＴＴＧＡ￣
ＣＣＴＧＡＧＧＧＴＡＡＧＡＣＴＴＣＴꎻ ＴＮＦ￣α￣Ｆ: ＴＧＣＴＣＣＴ￣
ＣＡＣＣＣＡＣＡＣＣＡＴＣＡＧꎻ ＴＮＦ￣α￣Ｒ: ＴＣＣＣＡＡＡＧＴ￣
ＡＧＡＣＣＴＧＣＣＣＡＧＡＣꎻ ＩＬ￣６￣Ｆ:ＧＡＣＡＧＣＣＡＣＴＣＡＣ￣
ＣＴＣＴＴＣＡＧＡＡＣꎻ ＩＬ￣６￣Ｒ: ＣＣＡＧＧＣＡＡＧＴＣＴＣＣＴ￣
ＣＡＴＴＧＡＡＴＣＣꎻ ＳＬＣ７Ａ１１￣Ｆ: ＴＣＣＴＧＣＴＴＧＧＣＴＣ￣
ＣＡＴＧＡＡＧＧꎻ ＳＬＣ７Ａ１１￣Ｒ: ＡＧＡＧＧＡＧＴＧＴＧＣＴＴ￣

ＧＣＧＧＡＣＡＴꎻＧＰＸ４￣Ｆ:ＡＣＡＡＧＡＡＣＧＧＣＴＧＣＧＴＧ￣
ＧＴＧＡＡꎻＧＰＸ４￣Ｒ:ＧＣＣＡＣＡＣＡＣＴＴＧＴＧＧＡＧＣ￣ＴＡ￣
ＧＡꎮ
１.３　 统计学处理

采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９.０ 软件进行数据分析ꎬ
计量资料以 􀭰ｘ±ｓ 表示ꎮ 所有计量资料均满足正态分

布ꎬ含有两个因素的组间比较采用两因素方差分析ꎻ
各时间点 ＡＰＡＰ 组与对照组进行单因素方差分析ꎬ
然后再对各时间点ＡＰＡＰ 组与对照组进行Ｄｕｎｎｅｔｔ̓ｓ ｔ
检验ꎻ各时间点 ＡＰＡＰ 组与 ＡＰＡＰ＋ＴＡＫ￣２４２ 组的比

较采用两样本 ｔ 检验ꎬ并校正 α 水准ꎬ取 ἀ＝ ０.０５ / ３＝
０.０１６ ７ꎮ 以 Ｐ<０.０５ 为差异有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 ＡＰＡＰ 对 Ｌ￣０２ 细胞活力的影响

与对照组比较ꎬ２.５ ｍｍｏｌ / Ｌ ＡＰＡＰ 组的细胞活

力在 １、４、１２ ｈ 均无明显降低ꎬ而 ５、１０、２０ ｍｍｏｌ / Ｌ
ＡＰＡＰ 组的细胞活力在 １、４、１２ ｈ 均有不同程度的降

低(Ｐ 均 < ０. ０５)ꎮ 因此选择最低浓度 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ
ＡＰＡＰ 浓度构建体外 ＡＰＡＰ 早期肝损伤模型ꎮ 见

表 １ꎮ
表 １　 不同浓度 ＡＰＡＰ 对 Ｌ￣０２ 细胞活力的影响 / ％

Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＡＰＡＰ ｏｎ ｔｈｅ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ Ｌ￣０２ ｃｅｌｌｓ / ％
组别 １ ｈ ４ ｈ １２ ｈ
对照组 １００.００ １００.００ １００.００
２.５ ｍｍｏｌ / Ｌ ＡＰＡＰ １０５.３０±５.１１ １００.４０±２.７３ ９９.８７±０.５６
５ ｍｍｏｌ / Ｌ ＡＰＡＰ ９１.６１±０.５４∗ ８４.６３±１.９８∗ ９１.６７±０.３３∗

１０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＡＰＡＰ ９２.５２±２.８０∗ ８６.２１±２.５６∗ ９０.６５±５.４７∗

２０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＡＰＡＰ ９０.２９±２.３６∗ ８６.６３±２.７０∗ ８５.９９±４.９１∗

　 　 ∗Ｐ<０.０５ ｖｓ 同一时间对照组ꎮ

２.２　 ＴＡＫ￣２４２对对照组和ＡＰＡＰ 组细胞活力的影响

将不同浓度(１０、５０、１００、２００、１ ０００ ｎｍｏｌ / Ｌ)
ＴＡＫ￣２４２ 加入 Ｌ￣０２ 细胞中ꎬ于 １、４、１２ ｈ 检测各组

细胞活力ꎮ 结果显示ꎬ与对照组相比较ꎬ１０、５０、１００、
２００、１ ０００ ｎｍｏｌ / Ｌ ＴＡＫ￣２４２ 组的细胞活力在各个时

间点均无明显差异ꎬ表明 ＴＡＫ￣２４２ 对 Ｌ￣０２ 细胞本

身无影响ꎮ 于是我们在 ＡＰＡＰ(５ ｍｍｏｌ / Ｌ)给药前

２ ｈꎬ加入上述浓度的 ＴＡＫ￣２４２ 预处理ꎬ分别在 １、４、

１２ ｈ 检测各组细胞活力ꎮ 结果显示ꎬ与 １、４ ｈ ＡＰＡＰ
组比较ꎬ相应时间 ＡＰＡＰ＋ＴＡＫ￣２４２ 组(１０、５０、１００、
２００ ｎｍｏｌ / Ｌ)细胞活力均有不同程度的增加(Ｐ 均<
０.０５)ꎻ与 １２ ｈ ＡＰＡＰ 组比较ꎬ１２ｈ ＡＰＡＰ＋ＴＡＫ￣２４２
组(５０、１００、２００ ｎｍｏｌ / Ｌ) 细胞活力也均有所上升

(Ｐ 均< ０. ０５)ꎮ 结合 ＴＡＫ￣２４２ 说明书ꎬ最终选择

ＴＡＫ￣２４２ １００ ｎｍｏｌ / Ｌ 为后续实验处理浓度ꎮ 见表

２、３ꎮ
表 ２　 不同浓度 ＴＡＫ￣２４２ 对 Ｌ￣０２ 细胞活力的影响 / ％

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＴＡＫ￣２４２ ｏｎ ｔｈｅ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ Ｌ￣０２ ｃｅｌｌｓ / ％
组别 １ ｈ ４ ｈ １２ ｈ
对照组 １００.００ １００.００ １００.００
１０ ｎｍｏｌ / Ｌ ＴＡＫ￣２４２ ９９.８８±０.３９ １００.２０±２.１５ ９９.９９±２.０８
５０ ｎｍｏｌ / Ｌ ＴＡＫ￣２４２ ９９.１１±０.６９ １０１.００±１.１６ ９８.７５±１.３６
１００ ｎｍｏｌ / Ｌ ＴＡＫ￣２４２ １０１.００±１.１６ ９９.８５±０.２６ ９９.４６±１.０５
２００ ｎｍｏｌ / Ｌ ＴＡＫ￣２４２ ９８.７５±２.１５ ９９.７９±２.６６ ９６.３１±２.６５
１ ０００ ｎｍｏｌ / Ｌ ＴＡＫ￣２４２ ９８.０２±１.６７ ９７.２２±２.６４ ９８.１４±１.２８
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表 ３　 不同浓度 ＴＡＫ￣２４２ 对 ＡＰＡＰ 组细胞活力的影响 / ％
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＴＡＫ￣２４２ ｏｎ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｉｎ ｔｈｅ ＡＰＡＰ ｇｒｏｕｐ / ％

组别 １ ｈ ４ ｈ １２ ｈ
５ ｍｍｏｌ / Ｌ ＡＰＡＰ ９１.６１±０.５４ ８４.６３±１.９８ ９１.６７±０.３３
５ ｍｍｏｌ / Ｌ ＡＰＡＰ＋１０ ｎｍｏｌ / Ｌ ＴＡＫ￣２４２ ９７.３６±０.７３∗ ９７.３２±１.５７∗ ８８.７６±４.８１
５ ｍｍｏｌ / Ｌ ＡＰＡＰ＋５０ ｎｍｏｌ / Ｌ ＴＡＫ￣２４２ ９７.９１±０.６０∗ ９６.５７±１.８９∗ １００.９０±３.２６∗

５ ｍｍｏｌ / Ｌ ＡＰＡＰ＋１００ ｎｍｏｌ / Ｌ ＴＡＫ￣２４２ １０１.９０±３.４４∗ １０２.１０±６.８１∗ １００.３０±２.０８∗

５ ｍｍｏｌ / Ｌ ＡＰＡＰ＋２００ ｎｍｏｌ / Ｌ ＴＡＫ￣２４２ ９６.９８±１.３４∗ １０１.６０±９.３８∗ １００.４０±２.４８∗

５ ｍｍｏｌ / Ｌ ＡＰＡＰ＋１ ０００ ｎｍｏｌ / Ｌ ＴＡＫ￣２４２ ９１.０８±０.５１ ８５.６９±０.４０ ９１.４１±１.２７
　 　 ∗Ｐ<０.０５ ｖｓ 同一时间点 ＡＰＡＰ 组ꎮ

２.３　 ＡＰＡＰ 上调 Ｌ￣０２ 细胞的 ＴＬＲ４ ｍＲＮＡ 表达量

通过 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 法检测 ＴＬＲ４ ｍＲＮＡ 表达量ꎮ
与对照组比较ꎬ１、４、１２ ｈ ＡＰＡＰ 组中 ＴＬＲ４ ｍＲＮＡ
水平均上调(Ｐ 均<０.０５)ꎻ与 １、４、１２ ｈ ＡＰＡＰ 组比

较ꎬ同一时间点 ＡＰＡＰ＋ＴＡＫ￣２４２ 组中 ＴＬＲ４ ｍＲＮＡ
水平均下调(Ｐ 均<０.０５ / ３＝ ０.０１６ ７)ꎮ 见表 ４ꎮ
２.４　 抑制 ＴＬＲ４ 通过下调 ＴＬＲ４ / ＮＦ￣κＢ 信号通路

来减轻 ＡＰＡＰ 诱导的炎症反应

为了进一步探讨抑制 ＴＬＲ４ 如何减轻 ＡＰＡＰ 诱

导的肝损伤ꎬ通过 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 检测各组 ＮＦ￣κＢ、肿瘤坏

死因子￣α( ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ￣αꎬ ＴＮＦ￣α)和 ＩＬ￣６
ｍＲＮＡ 表达量ꎮ 与对照组比较ꎬ１、４、１２ ｈ ＡＰＡＰ 组

ＮＦ￣κＢ、ＴＮＦ￣α 和 ＩＬ￣６ ｍＲＮＡ 表达量均上调(Ｐ 均<
０.０５)ꎻ与 ＡＰＡＰ 组比较ꎬ同一时间点 ＡＰＡＰ＋ＴＡＫ￣
２４２ 组 ＮＦ￣κＢ、ＴＮＦ￣α 和 ＩＬ￣６ ｍＲＮＡ 表达量均下调

(Ｐ 均<０.０５ / ３ ＝ ０.０１６ ７)ꎮ 结果提示抑制 ＴＬＲ４ 可

以通过 ＴＬＲ４ / ＮＦ￣κＢ 信号通路来减轻炎症反应ꎮ
见表 ４ꎮ

表 ４　 ＡＰＡＰ 对各组肝细胞中 ＴＬＲ４、ＮＦ￣κＢ、ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣６、ＳＬＣ７Ａ１１、ＧＰＸ４ ｍＲＮＡ 表达的影响
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＡＰＡＰ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＬＲ４ꎬ ＮＦ￣κＢꎬ ＴＮＦ￣αꎬ ＩＬ￣６ꎬ

ＳＬＣ７Ａ１１ ａｎｄ ＧＰＸ４ ｍＲＮＡ ｉｎ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ
各指标
ｍＲＮＡ

对照
组

１ ｈ
ＡＰＡＰ 组 ＡＰＡＰ＋ＴＡＫ￣２４２ 组

４ ｈ
ＡＰＡＰ 组 ＡＰＡＰ＋ＴＡＫ￣２４２ 组

１２ ｈ
ＡＰＡＰ 组 ＡＰＡＰ＋ＴＡＫ￣２４２组

ＴＬＲ４ １.００ １.３４±０.０４∗ １.０９±０.０８＃ １.９２±０.２４∗ ０.４４±０.０５＃ １.８７±０.０４∗ ０.７７±０.３７＃

ＮＦ￣κＢ １.００ １.６８±０.０３∗ １.２３±０.１０＃ ２.０９±０.０４∗ １.０７±０.０８＃ １.３５±０.０３∗ ０.７６±０.０３＃

ＴＮＦ￣α １.００ ５.４２±０.３５∗ １.７４±０.２３＃ １０.２３±２.３０∗ ３.６８±１.１６＃ １２.４１±２.５７∗ ４.０８±０.６５＃

ＩＬ￣６ １.００ １.９５±０.５３∗ ０.９７±０.１４＃ ３.５３±０.４９∗ １.２２±０.１７＃ １.７０±０.０８∗ １.０９±０.２７＃

ＳＬＣ７Ａ１１ １.００ ０.７１±０.０９∗ １.１６±０.２１＃ ０.５２±０.０８∗ ０.８０±０.０６＃ ０.５７±０.０２∗ １.５１±０.０６＃

ＧＰＸ４ １.００ ０.７１±０.０７∗ １.１１±０.０８＃ ０.６５±０.１１∗ １.２９±０.１６＃ ０.８５±０.０３∗ １.２０±０.０９＃

　 　 ∗Ｐ<０.０５ ｖｓ 对照组ꎬ ＃Ｐ<０.０５ / ３＝ ０.０１６ ７ ｖｓ 同一时间 ＡＰＡＰ 组ꎮ

２.５　 ＴＡＫ￣２４２ 预处理可能减轻 ＡＰＡＰ 诱导的早期

肝损伤

为进一步研究 ＴＬＲ４ 是否参与 ＡＰＡＰ 早期肝损

伤ꎬ在 ＡＰＡＰ 给药前用 ＴＡＫ￣２４２ 预处理 ２ ｈꎮ 与对

照组比较ꎬ１、４、１２ ｈ ＡＰＡＰ 组细胞活力明显下降

(Ｐ 均<０.０５)ꎻ而较 ＡＰＡＰ 组ꎬ同一时间点 ＡＰＡＰ＋
ＴＡＫ￣２４２ 组的细胞活力均上升 ( Ｐ 均 < ０. ０５ / ３ ＝

０.０１６ ７)ꎮ 与对照组比较ꎬ １、 ４、 １２ ｈ ＡＰＡＰ 组的

ＡＬＴ、ＡＳＴ 水平均升高(Ｐ 均<０.０５)ꎻ与 ＡＰＡＰ 组比

较ꎬ同一时间点 ＡＰＡＰ＋ＴＡＫ￣２４２ 组的 ＡＬＴ、ＡＳＴ 水

平均降低(Ｐ 均<０.０５ / ３＝ ０.０１６ ７)ꎮ 提示抑制 ＴＬＲ４
可能在 ＡＰＡＰ 诱导的早期肝损伤阶段起到保护作

用ꎮ 见表 ５ꎮ

表 ５　 ＡＰＡＰ 对各组肝细胞中细胞活力、ＡＳＴ 和 ＡＬＴ 水平的影响 / ％
Ｔａｂｌｅ ５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＡＰＡＰ ｏｎ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙꎬ ＡＳＴ ａｎｄ ＡＬＴ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ / ％

指标
对照
组

１ ｈ
ＡＰＡＰ 组 ＡＰＡＰ＋ＴＡＫ￣２４２ 组

４ ｈ
ＡＰＡＰ 组 ＡＰＡＰ＋ＴＡＫ￣２４２ 组

１２ ｈ
ＡＰＡＰ 组 ＡＰＡＰ＋ＴＡＫ￣２４２组

细胞活力 / ％ １００.００ ９１.６１±０.５４∗ １０１.９０±３.４４＃ ８４.６３±１.９８∗ １０２.１０±６.８１＃ ９１.６７±０.３３∗ １００.３０±２.０８＃

ＡＳＴ / (Ｕ / Ｌ) ４.７３±０.９６ ２１.５１±１.９５∗ １５.６９±１.３２＃ ２９.０３±１.７７∗ １３.６２±１.６７＃ ４１.２８±１.１４∗ ３６.４８±０.８４＃

ＡＬＴ / (Ｕ / Ｌ) １.９６±０.３１ ２.８１±０.０５∗ ０.７５±０.１９＃ ６.２４±０.６１∗ ０.７６±０.１０＃ ６.４７±０.１６∗ ５.３７±０.１０＃

　 　 ∗Ｐ<０.０５ ｖｓ 对照组ꎻ＃Ｐ<０.０５ / ３＝ ０.０１６ ７ ｖｓ 同一时间 ＡＰＡＰ 组ꎮ

２.６　 抑制 ＴＬＲ４ 可减少 ＡＰＡＰ 诱导的程序性坏死

为了研究 ＴＬＲ４ 是否在 ＡＰＡＰ 肝损伤中参与调

控程序性坏死ꎬ本实验检测了程序性坏死相关蛋白

水平包括 ＨＭＧＢ１、ＲＩＰ１、ＲＩＰ３ꎮ 与对照组比较ꎬ１、
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４、１２ ｈ ＡＰＡＰ 组 ＨＭＧＢ１、ＲＩＰ１、ＲＩＰ３ 蛋白水平均增

高(Ｐ 均 < ０. ０５)ꎻ与 ＡＰＡＰ 组比较ꎬ同一时间点

ＡＰＡＰ＋ＴＡＫ￣２４２ 组 ＨＭＧＢ１、ＲＩＰ１、ＲＩＰ３ 蛋白水平均

降低(Ｐ 均<０.０５ / ３＝０.０１６ ７)ꎮ 见表 ６、图 １ꎮ
表 ６　 各组肝细胞中 ＨＭＧＢ１、ＲＩＰ１、ＲＩＰ３、Ｐ５３、ＮＦ￣κＢ、ＳＬＣ７Ａ１１ 和 ＧＰＸ４ 蛋白相对表达量以及亚铁离子含量(ｎｍｏｌ / １０６)

Ｔａｂｌｅ ６　 Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＨＭＧＢ１ꎬＲＩＰ１ꎬＲＩＰ３ꎬＰ５３ꎬＮＦ￣κＢꎬＳＬＣ７Ａ１１ ａｎｄ ＧＰＸ４ꎬ
ａｎｄ ｔｈｅ Ｆｅ ２＋ ｃｏｎｔｅｎｔ(ｎｍｏｌ / １０６) ｉｎ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

指标
对照
组

１ ｈ
ＡＰＡＰ 组 ＡＰＡＰ＋ＴＡＫ￣２４２ 组

４ ｈ
ＡＰＡＰ 组 ＡＰＡＰ＋ＴＡＫ￣２４２ 组

１２ ｈ
ＡＰＡＰ 组 ＡＰＡＰ＋ＴＡＫ￣２４２组

ＨＭＧＢ１ 蛋白 ０.４３±０.１４ ０.８７±０.２３∗ ０.４４±０.０８＃ １.２７±０.２７∗ ０.５１±０.２１＃ ０.８４±０.０５∗ ０.４１±０.１４＃

ＲＩＰ１ 蛋白 ０.６３±０.０８ ０.９８±０.０７∗ ０.５３±０.１０＃ １.２５±０.０６∗ ０.６９±０.１３＃ ０.８９±０.０８∗ ０.６０±０.０９＃

ＲＩＰ３ 蛋白 ０.５７±０.１０ １.２２±０.１０∗ ０.８１±０.０３＃ １.３４±０.２０∗ ０.７１±０.０５＃ １.２８±０.１０∗ ０.５６±０.２７＃

Ｐ５３ 蛋白 ０.６４±０.０４ １.００±０.１３∗ ０.５６±０.１１＃ １.２４±０.０５∗ ０.６７±０.０８＃ ０.８３±０.０３∗ ０.３０±０.０６＃

ＮＦ￣κＢ 蛋白 ０.５５±０.０８ １.２２±０.２０∗ ０.７５±０.１５＃ １.２４±０.１８∗ ０.６５±０.０７＃ １.２０±０.２０∗ ０.５０±０.１０＃

ＳＬＣ７Ａ１１ 蛋白 １.０９±０.０２ ０.５６±０.１０∗ ０.９１±０.０８＃ ０.５５±０.０５∗ １.０４±０.１５＃ ０.６７±０.０７∗ １.１５±０.１３＃

ＧＰＸ４ 蛋白 １.２３±０.０６ ０.５８±０.０３∗ １.００±０.０８＃ ０.５８±０.０７∗ ０.９８±０.１２＃ ０.５８±０.１７∗ １.０７±０.０８＃

Ｆｅ２＋含量 ０.３５±０.０１ ０.５４±０.０４∗ ０.４０±０.０３＃ ０.７１±０.０１∗ ０.５４±０.０５＃ ０.５７±０.０２∗ ０.５０±０.０１＃

　 　 ∗Ｐ<０.０５ ｖｓ 对照组ꎻ＃Ｐ<０.０５ / ３＝ ０.０１６ ７ ｖｓ 同一时间 ＡＰＡＰ 组ꎮ

图 １　 各组肝细胞中 ＨＭＧＢ１、ＲＩＰ１ 及 ＲＩＰ３ 蛋白的表达
Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＨＭＧＢ１ꎬ ＲＩＰ１ ａｎｄ ＲＩＰ３

ｉｎ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

２.７　 抑制 ＴＬＲ４ 通过下调 ＮＦ￣κＢ / Ｐ５３ 信号通路减

少 ＡＰＡＰ 诱导肝细胞铁死亡

本实验通过 Ｆｅ２＋试剂盒检测各组细胞 Ｆｅ２＋含

量ꎬ通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测各组 ＮＦ￣κＢ、Ｐ５３ 以

及铁死亡相关蛋白( ＳＬＣ７Ａ１１、ＧＰＸ４)水平ꎬ通过

ＲＴ￣ｑＰＣＲ 技术检测各组 ＳＬＣ７Ａ１１ 和 ＧＰＸ４ ｍＲ￣
ＮＡ 表达量ꎮ 与对照组比较ꎬ１、４、１２ ｈ ＡＰＡＰ 组的

Ｆｅ２＋含量均升高(Ｐ 均<０.０５)ꎬＮＦ￣κＢ 和 Ｐ５３ 蛋白

水平均增高(Ｐ 均<０.０５)ꎬ并且 ＳＬＣ７Ａ１１ 和 ＧＰＸ４
蛋白水平和 ｍＲＮＡ 表达量均下调(Ｐ 均<０.０５)ꎻ与
ＡＰＡＰ 组比较ꎬ同一时间点 ＡＰＡＰ＋ＴＡＫ￣２４２ 组的

Ｆｅ２＋含量均降低(Ｐ 均< ０.０５ / ３ ＝ ０.０１６ ７)ꎬＮＦ￣κＢ
和 Ｐ５３ 蛋白水平降低(Ｐ 均<０.０５ / ３ ＝ ０.０１６ ７)ꎬ以
及 ＳＬＣ７Ａ１１ 和 ＧＰＸ４ 蛋白水平和 ｍＲＮＡ 表达量

均上调(Ｐ 均<０.０５ / ３ ＝ ０.０１６ ７)ꎮ 见表 ４、表 ６ 和

图 ２ꎮ

图 ２　 各组肝细胞中 ＮＦ￣κＢ、Ｐ５３、ＳＬＣ７Ａ１１ 及 ＧＰＸ４ 蛋白的
表达

Ｆｉｇｕｒｅ ２ 　 Ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＮＦ￣κＢꎬＰ５３ꎬＳＬＣ７Ａ１１
ａｎｄ ＧＰＸ４ ｉｎ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

３　 讨　 论

ＡＰＡＰ 是全球最常用的镇痛和解热药物之一ꎮ
在推荐剂量范围内是安全有效的ꎬ而过量可引起肝

损伤和急性肝衰竭等ꎮ 因此ꎬ我们在体外构建了

ＡＰＡＰ 诱导的早期肝损伤模型ꎬ通过 ＴＡＫ￣２４２ 预处

理ꎬ旨在初步探讨抑制 ＴＬＲ４ 是否影响 ＡＰＡＰ 诱导

的早期肝损伤及其可能的作用机制ꎬ为 ＡＰＡＰ 早期

肝损伤的临床治疗提供新的方向ꎮ
本研究结果显示ꎬＡＰＡＰ 处理后肝细胞 ＴＬＲ４

ｍＲＮＡ 水平上调ꎬ这表明 ＴＬＲ４ 的确参与 ＡＰＡＰ 诱

导的急性肝损伤过程ꎮ 在临床中 ＡＬＴ 和 ＡＳＴ 已被

公认为肝损伤的生化标志物ꎮ 我们观察到 ＡＰＡＰ 上



沈海涛ꎬ等.Ｔｏｌｌ 样受体 ４ 调控的程序性坏死和铁死亡对对乙酰氨基酚肝损伤的影响 ７　　　　 　

调了肝细胞 ＡＬＴ 和 ＡＳＴ 水平并且下调了细胞活

力ꎻ而通过 ＴＡＫ￣２４２ 预处理后ꎬ本研究结果显示ꎬ
ＡＬＴ、ＡＳＴ 水平明显下调ꎬ并且上调了细胞活力ꎮ
这些结果表明抑制 ＴＬＲ４ 可以减轻 ＡＰＡＰ 诱导的早

期肝损伤ꎮ
于是ꎬ我们进一步探讨了抑制 ＴＬＲ４ 后ꎬ下游有

哪些信号通路参与减轻 ＡＰＡＰ 诱导的早期肝损伤过

程ꎮ 炎症反应被认为是 ＡＰＡＰ 诱导肝损伤的基本机

制之一[１７]ꎮ 而 ＮＦ￣κＢ 是位于 ＴＬＲ４ 下游的转录因

子ꎬ它的激活可以触发一系列炎症因子风暴ꎬ如

ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣６ 等[１８]ꎮ 有研究发现ꎬ在脓毒症诱导大

鼠肝损伤的模型中ꎬＴＬＲ４ / ＮＦ￣κＢ 途径的抑制可减

轻炎症反应ꎬ从而减轻肝损伤[１９]ꎻ在急性心肌梗死

大鼠模型中ꎬ异槲皮素可通过抑制 ＴＬＲ４ / ＮＦ￣κＢ 信

号通路ꎬ从而促进心肌梗死的恢复[２０]ꎮ 本研究结果

显示ꎬＡＰＡＰ 上调了肝细胞中炎症相关因子 ＮＦ￣κＢ、
ＩＬ￣６ 和 ＴＮＦ￣α ｍＲＮＡ 表达ꎬ而 ＴＡＫ￣２４２ 的预处理

下调了肝细胞中炎症相关因子 ＮＦ￣κＢ、ＩＬ￣６ 和 ＴＮＦ￣
α ｍＲＮＡ 表达ꎮ 因此ꎬ我们推测抑制 ＴＬＲ４ 可能通

过抑制下游 ＮＦ￣κＢ 信号通路来下调炎症因子的表

达ꎬ从而减轻 ＡＰＡＰ 早期肝损伤ꎮ
细胞死亡是药物性肝损害( ｄｒｕｇ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｌｉｖｅｒ

ｉｎｊｕｒｙꎬ ＤＩＬＩ)的重要特征ꎬ是不同药物引起 ＤＩＬＩ 的
共同“终点”事件[２１]ꎮ 而程序性坏死和铁死亡作为

细胞死亡的两种方式ꎬ在肝脏疾病中也发挥着重要

作用ꎮ ＨＭＧＢ１ 是一种源自细胞核并在坏死过程中

释放的损伤相关分子模式[２２]ꎮ 而 ＨＭＧＢ１ 可通过

与不同受体(ＴＬＲ２ 和 ＴＬＲ４)相互作用而具有细胞

信号传导功能[２３]ꎮ 有研究表明ꎬＴＬＲ４ 拮抗剂通过

抑制 ＴＬＲ４ / ＨＭＧＢ１ 通路来减轻缺血再灌注肝损

伤[２４]ꎮ 而程序性坏死是一种由 ＲＩＰ１ / ＲＩＰ３ 介导的

受调控的程序性细胞死亡方式[２５]ꎮ 有研究表明ꎬ抑
制 ＴＬＲ４ 通过减少程序性坏死减轻大鼠高脂肪饮食

引起的胰腺炎[１１]ꎻ也有研究表明 ＲＩＰ３ 的缺失可以

改善 Ｃｏｎ￣Ａ 诱导的自身免疫性肝炎[１２]ꎮ 然而抑制

ＴＬＲ４ 是否通过 ＨＭＧＢ１ 影响 ＡＰＡＰ 诱导的程序性坏

死尚不清楚ꎮ 于是本实验检测了各组别 ＨＭＧＢ１、
ＲＩＰ１、ＲＩＰ３ 蛋白水平ꎬ发现 ＡＰＡＰ 上调了肝细胞的

ＨＭＧＢ１ 蛋白水平及程序性坏死相关指标 ＲＩＰ１、ＲＩＰ３
的蛋白水平ꎬ进一步分析发现 ＴＡＫ￣２４２ 的预处理可

下调肝细胞的 ＨＭＧＢ１ 蛋白水平及程序性坏死相关

蛋白水平ꎮ 上述结果表明ꎬＡＰＡＰ 可以诱导肝细胞

发生程序性坏死ꎬ并且抑制 ＴＬＲ４ 可能通过 ＨＭＧＢ１
途径下调程序性坏死ꎬ从而减轻 ＡＰＡＰ 早期肝损伤ꎮ

铁死亡是一种新发现的铁依赖性程序性细胞死

亡类型[２６]ꎮ 细胞内上调的游离 Ｆｅ２＋可以通过 Ｆｅｎ￣
ｔｏｎ 反应直接产生过量的活性氧 ( ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ
ｓｐｅｃｉｅｓꎬ ＲＯＳ)ꎬ从而促进脂质过氧化ꎬ诱导细胞铁

死亡[２７]ꎮ 而 ＳＬＣ７Ａ１１ / ＧＰＸ４ 途径可有效去除 ＲＯＳ
并抑制脂质过氧化[２８]ꎮ 有研究表明ꎬＮＦ￣κＢ 介导的

Ｐ５３ 作用于 ＳＬＣ７Ａ１１ꎬ抑制 ＳＬＣ７Ａ１１ / ＧＰＸ４ 的表达

上调[１４]ꎬ从而诱导铁死亡ꎮ 部分研究表明ꎬ抑制

ＴＬＲ４ / ＮＦ￣κＢ / Ｐ５３ 信号通路可以减少铁死亡ꎬ从而

减轻心肌损伤[１５]ꎻ通过抑制 ＴＬＲ４ 信号减少铁死亡

来减轻肾脏缺血再灌注损伤[２９]ꎮ 那么在 ＡＰＡＰ 诱

导的早期肝损伤中ꎬ抑制 ＴＬＲ４ / ＮＦ￣κＢ / Ｐ５３ 是否可

以通过减少肝细胞的铁死亡来减轻肝损伤? 本研究

结果显示ꎬＡＰＡＰ 上调了肝细胞内 Ｆｅ２＋含量ꎬ并且下

调了肝细胞中的 ＳＬＣ７Ａ１１ 和 ＧＰＸ４ 蛋白水平和 ｍＲ￣
ＮＡ 表达ꎮ 这表明 ＡＰＡＰ 可能通过下调 ＳＬＣ７Ａ１１ /
ＧＰＸ４ 途径来诱导肝细胞的铁死亡ꎮ 进一步分析发

现ꎬ通过 ＴＡＫ￣２４２ 的预处理ꎬ下调了肝细胞内 Ｆｅ２＋含

量及 ＮＦ￣κＢ 和 Ｐ５３ 蛋白水平ꎬ而 ＳＬＣ７Ａ１１ 和 ＧＰＸ４
蛋白和 ｍＲＮＡ 水平均上调ꎬ抑制了肝细胞铁死亡ꎮ
上述结果表明ꎬ抑制 ＴＬＲ４ 可能通过 ＴＬＲ４ / ＮＦ￣κＢ /
Ｐ５３ 信号通路减轻肝细胞铁死亡ꎬ从而改善 ＡＰＡＰ
诱导的早期肝损伤ꎮ

综上所述ꎬ本研究结果表明ꎬＡＰＡＰ 可以诱导肝

细胞发生程序性坏死和铁死亡ꎮ ＴＬＲ４ 被抑制后ꎬ
一方面可能通过下调 ＴＬＲ４ / ＨＭＧＢ１ 信号通路来减

轻肝细胞程序性坏死ꎻ另一方面可能通过抑制

ＴＬＲ４ / ＮＦ￣κＢ 信号通路来减少炎症反应和抑制铁死

亡ꎬ最终改善 ＡＰＡＰ 诱导的早期肝损伤ꎬ为 ＴＬＲ４ 及

其下游程序性坏死和铁死亡信号通路抑制剂能否作

为 ＡＰＡＰ 急性肝损伤新的治疗靶点提供可能的理论
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