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·基础研究·
TLR4对人骨骼肌细胞炎症因子表达及胰岛素抵抗的影响 *

栗 莉 张 磊 候祥红 曹 瑞 季爱玲 王 枫△

（第四军医大学营养与食品卫生学教研室 陕西西安 710032）

摘要 目的：研究 TLR4对脂多糖（LPS）及 Polymymin B (PMB)作用下的人骨骼肌细胞的炎症因子表达的影响及其在细胞胰岛素
抵抗中的作用。方法：通过脂多糖（LPS）及 Polymymin B (PMB)干预骨骼肌细胞 24h，再用胰岛素刺激 1h后，Real-time PCR检测检
测骨骼肌细胞 TLR4、MyD88、TNF-α mRNA的表达；Western blot检测 TLR4，Myd88和 CRP的表达；葡萄糖氧化酶法（GOD-POD
法）检测细胞培养液中葡萄糖浓度。结果：TLR4高表达可以使炎症因子的表达增高，细胞培养液中的葡萄糖浓度增高；TLR4低表
达可使炎症因子的表达降低，细胞培养液中的葡萄糖浓度没有明显变化。结论：TLR4调控了炎症因子的表达，继而可以引起胰岛
素敏感性的改变，影响了胰岛素抵抗的发生。
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ABSTRACT Objective: To investigate the effects of TLR4 on the expression of inflammatory factors and insulin resistance in hu-

man skeletal muscle cells. Methods: Cultured human skeletal muscle cells were treated by LPS and PMB for 24h, then the cells were in-
cubated in insulin for 1h. The expression of TLR4, Myd88, TNF-α was examined by Real-time PCR and the expression of TLR4, Myd88,
CRP were detected by Western Blot; GOD-POD method was used to assess the concentration of glucose. Results: The activation of TLR4
increased the expression of inflammatory factors and the concentration of glucose; The blocking of TLR4 inhibit the expression of in-
flammatory factors, the concentration of glucose had no significantly changes. Conclusion: TLR4 regulates the expression of inflammatory
factors, then could alter the sensibility of insulin.
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前言

TLR4属于一类膜识别受体的 TLR家族，最早在果蝇中以
基因的形式被发现，该基因对于果蝇胚胎发育过程中的背腹轴

起到控制作用[1]。TLR防止病原微生物的感染，是先天免疫系
统的一部分。TLR4是人类发现的第一个 TLR相关蛋白，它分
布广泛，几乎存在于所有细胞表面，包括肝脏、脂肪组织、骨骼
肌等[2]。TLR4在自然配体(LPS)作用下，有两条信号通路，一条
是髓样分化因子 88（MyD88）依赖途径，TLR4通过与 LPS结
合，信号途径转移到胞内，TLR4的胞内区与 MyD88的羧基端
结合，激活了 IL-1受体相关激酶，继而激活了 NFκB通路,引起
炎症因子的基因表达；另一条是 MyD88 非依赖途径，通过
TRAM和 TRIF的调节来激活 IKK, NFκB和 IRF3并导致干扰
素 1的产生，这个过程需要 TLR4的内在化[3]。

胰岛素抵抗就是周围组织对胰岛素的反应性降低，胰岛素

的敏感性下降。炎症损害胰岛素敏感性大部分是通过对模式识
别受体的 TLR家族的激活，尤其是 TLR4。许多研究证实小鼠中
TLR4基因的损伤避免了肥胖诱导的炎症和胰岛素抵抗[4-5,6-8]。
随之又有证据表明 2型糖尿病的肥胖病人的骨骼肌细胞中，
TLR4基因和蛋白表达是显著增高的[9]。
本实验通过 TLR4的激动剂 LPS和 TLR4的抑制剂 PMB
作用下的人骨骼肌细胞来观察 TLR4表达对炎症因子表达的
影响，以及对胰岛素敏感性的影响。

1 材料与方法

1.1 试剂与材料
人骨骼肌细胞系 HSKMC 3500（ATCC分装）(上海佛莱堡
生物科技公司)；1640培养基(Hyclone)；胎牛血清(杭州四季青
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公司 )；LPS,胰岛素 (Sigma); Polymymin B (Invivogen);兔抗人
TLR4单克隆抗体、兔抗人 Myd88的多克隆抗体（Abcam）；兔
抗人 CRP单克隆抗体（Epitomics）；辣根过氧化物酶标记山羊
抗兔二抗、兔抗人 GAPDH单克隆抗体及 BCA蛋白定量试剂
盒（北京康为世纪生物科技公司）;PageRuler 预染蛋白分子
（Fermentas）;SyBR Premix、逆转录试剂盒（TakaRa）；血糖检测
试剂盒(上海复星)。
1.2 方法
1.2.1 细胞培养 人骨骼肌细胞在含 10%的胎牛血清的 1640培
养液中, 37℃、5% CO2及饱和湿度条件下培养，用 0.25%胰蛋
白酶消化，传代。
1.2.2 LPS、PMB以及胰岛素的配制 按说明书配制，将 LPS配
成 1mg/ml的母液，PMB配成 50mg/ml的母液；胰岛素按说明
书配制。

1.2.3 实验分组 取对数生长期细胞，配成单细胞悬液，以 1.0×
104～1.0×105接种于培养皿中，常规培养至对数生长期分别

以含 LPS(100ng/ml)、PMB（5μg/ml）的培养液干预 24h，另外设
置对照组（不加任何干预因素）。
1.2.4 Real-time PCR测定 TLR4、MyD88、TNF-α mRNA的表达
按说明书提取 RNA,首先弃培养液，用 1ml 4℃的 PBS溶液洗 1
次，吸干，然后加入 1mlTrizol,吹打混匀，室温静置 10min,加入
0.5ml 氯仿，震荡混匀，室温静置 15min, 4℃ ,12000g 离心
15min。将上层水相转移至新的离心管中，加入等体积的异丙
醇，摇匀，室温静置 10min。4℃,12000g离心 10min。弃上清，用
75%乙醇清洗，将 RNA沉淀晾干，用 20μlDEPC水去溶解。逆
转录按试剂盒说明书进行。聚合链酶反应的反应条件为：95℃
预变性 1min，随后 95℃15s，58℃15s，72℃45s ,共 40个循环。引
物由上海生工合成。见表 1。

Gene name Forward primer Reverse primer Product size (bp) Accession Number

TLR4 ttcttgctggctgcataaagta aacaatcacctttcggctttta 227 NM_138554

MyD88 ccatcaagtacaaggcaatgaa ggcagacagatacacacacacc 172 NM_002468

TNF-α tagcccatgttgtagcaaacc atgaggtacaggccctctgat 136 NM_000594

表 1 引物
Table 1 Primer

1.2.5 Western blot测定 TLR4、MyD88、CRP的表达 提取蛋白，
按试剂盒说明书进行。蛋白上样后 80V电泳 20min后，变为
120V2h; 300mA恒流湿转 1h左右，转膜结束后 5%脱脂奶粉封
闭 1h,加入一抗后 4℃冰箱孵育过夜。取出膜，用 TBST洗膜 3
遍，每次 8min。然后加入二抗后室温孵育 1-2h。TBST洗膜 3
遍，每次 8min。加入显影液显影，凝胶成像仪获取图像，进行灰
度分析。
1.2.6 葡萄糖浓度的测定 除已设置的对照组、LPS组、PMB组
外，另设一个空白对照组（只加胰岛素刺激），用 GOD-POD法
测定细胞培养液中葡萄糖浓度。
1.3 数据处理
实验结果用 x±s表示,用 SPSS16.0统计软件进行 t检验，

P<0.05有显著性差异，具有统计学意义。

2 结果

2.1 TLR4对MyD88, TNF-α mRNA表达的影响
Real-time PCR结果显示 LPS组的 MyD88和 TNF-α mR-

NA的表达显著高于对照组；而 PMB组两者的表达与对照组
没有明显差异，因为 LPS和 PMB分别是 TLR4的激活剂和抑
制剂，这就表明 TLR4 mRNA的表达增高时可以激活 MyD88
mRNA 和 TNF-α mRNA 的表达，TLR4 mRNA 的表达降低时
抑制了MyD88和 TNF-α mRNA的表达，也就是说，TLR4基因
的表达可以调节MyD88与 TNF-α的基因表达水平（见图 1）。
2.2 TLR4对MyD88，CRP表达的影响

Western blot法检测 TLR4对人骨骼肌细胞的MyD88,CRP
表达的影响。结果如图 2 所示，LPS（TLR4 高表达） 组的
MyD88,CRP表达显著高于 PMB（TLR4低表达）组，这就说明
了 TLR4蛋白的表达可以调节 MyD88的蛋白表达与 CRP的
表达。
2.3 TLR4对细胞培养液中葡萄糖浓度的影响

图 1 TLR4对MyD88、TNF-a mRNA表达的影响
Fig.1 Effects of TLR4 on the expression of MyD88 and TNF-a mRNA

*P<0.05,**P<0.01
图 2 TLR4对MyD88、CRP表达的影响

Fig.2 Effects of TLR4 on the expression of MyD88 and CRP
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空白对照组（Blank control）培养液中的葡萄糖浓度明显高
于加入了骨骼肌细胞的对照组（Control）培养液中葡萄糖的浓
度，可见骨骼肌细胞对葡萄糖的摄取与利用程度很高；而 TLR4
高表达（加 LPS）组的细胞培养液中葡萄糖浓度高于对照组，且

有显著性差异，说明细胞对葡萄糖的利用程度降低了；TLR4低
表达（加 PMB）组与对照组之间没有差异，这就表明了 TLR4的
表达可以影响细胞对葡萄糖的摄取（表 2）。

Note: **P<0.01

表 2 细胞培养液中的葡萄糖浓度 (x±s. n=6)

Tab.2 The concentration of glucose in cell culture fluid (x±s. n=6)

Group The concentration of glucose in cell culture fluid

Blank control 2.63±0.007

Control 0.101±0.005

LPS 0.97±0.009 **

PMB 0.14±0.005

3 讨论

近年来随着人民生活水平的改善，代谢性疾病已成为影响

我们生活质量的主要疾病。而代谢性疾病的发生均与长期能量
摄入正平衡引起的肥胖有关。肥胖实际上是一种低度炎症反
应，在肥胖导致其它代谢性疾病发生的过程中，有一个非常重

要的环节就是全身各个组织胰岛素抵抗的形成。慢性炎症通过
直接干扰胰岛素信号通路重要组成部分的正常功能，从而抑制

了胰岛素敏感性[10,11]。TLR4在先天免疫系统中发挥了重要的作
用[12]。TLR4是细胞表面受体，它能通过诱导信号级联激酶和转
录因子的激活对病原体产生先天免疫应答。这些级联导致了促
炎症因子、趋化因子、类花生酸和活性氧的产生及所有先天免
疫的效应器。值得注意的是，TLR4表达于许多胰岛素靶组织的
细胞表面，因此，TLR4的激活可以直接通过促炎症激酶和活性
氧的激活，和间接地通过细胞因子信号级联和全身的促炎症因

子，胰岛素减敏因子的释放，抑制胰岛素的作用[13]。有研究证明
TLR4信号转导可能也成为骨骼肌慢性炎症和胰岛素抵抗发展
的基础[14]。
本实验利用 LPS使 TLR4高表达，发现了炎症因子的表达

也随之增高了；再加入 PMB，使 TLR4低表达，炎症因子的表
达明显降低。与此同时检测细胞培养液中的葡萄糖浓度,LPS组
明显高于对照组，骨骼肌细胞对葡萄糖的摄取减少了，也就是

说 TLR4高表达抑制了骨骼肌细胞胰岛素刺激状态下的葡萄
糖转运，因此可以认为胰岛素的敏感性降低了，最终会产生胰

岛素抵抗；而 PMB组葡萄糖浓度与对照组没有差别，可以认为
TLR4低表达时，对骨骼肌细胞胰岛素刺激状态下的葡萄糖转
运没有影响，胰岛素敏感性增强[15]。用Western blot检测 TLR4，
MyD88，CRP表达时，对照组中三者的表达在 LPS组与 PMB
组是没有明显差异的，这与 Olga等[16]的报道一致，故没有表示

出来。因此，可以认为，TLR4调控了炎症因子的表达，引起胰岛
素敏感性的改变，影响了胰岛素抵抗的发生。但其具体作用机
制及方式尚需要进一步研究证实。根据本实验我们发现可以通
过减少 TLR4的表达或是抑制 TLR4的信号通路，来增强有胰
岛素抵抗个体的胰岛素敏感性，这为代谢性疾病的治疗提供一

个新方向。
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