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摘要    高分子量透明质酸(high-molecular-weight hyaluronic acid, HMW-HA)是重要的肝脏

基质, 分子量高达 2×106 Da以上, 可被活性氧分子(reactive oxygen species, ROS)等降解成低

分子量透明质酸片段(hyaluronic acid fragments, HA fragments), 后者能被toll样受体 4 (toll-like 
receptor 4, TLR4)识别并激活免疫细胞诱发炎症反应. 基于枯否细胞表达TLR4, 推测HA 
fragments通过激活枯否细胞TLR4 信号系统而启动肝脏缺血再灌注损伤. 从TLR4 基因突变型

(C3H/HeJ, TLR4Mut/Mut)及野生型(C3H/HeN, TLR4+/+)小鼠分离肝脏枯否细胞常规培养, 用酶

降解及色谱柱分离方法制备HA fragments, 观察HMW-HA及HA fragments激活枯否细胞的差

异, 检测培养上清肿瘤坏死因子-α或白介素-1β水平变化; 枯否细胞p38MAPK信号通路的活

化; 用特异性p38MAPK阻断剂——SB-203580, 阻断p38MAPK活化后, 观察培养上清中肿瘤

坏死因子-α或白介素-1β水平变化. 结果显示HA fragments可以促进TLR4+/+枯否细胞分泌促

炎因子, 不能诱导TLR4Mut/Mut枯否细胞分泌促炎因子. 而HMW-HA既不能促进TLR4+/+枯否细

胞也不能促进TLR4Mut/Mut枯否细胞分泌促炎因子. 采用多黏菌素中和脂多糖后, HA fragments
促进TLR4+/+枯否细胞分泌促炎因子的能力不变, 这一过程伴随p38MAPK信号通路的活化. 
当运用p38MAPK信号通路的特异性阻断剂SB-203580, 抑制p38MAPK活性时, HA fragments
促进TLR4+/+枯否细胞分泌促炎因子的能力显著下降. 因此与基质组成成分HMW-HA不同, 
HA fragments可以通过TLR4 激活枯否细胞, 促进其分泌促炎因子诱发炎症反应, 这一过程依

赖于p38MAPK的激活. 
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肝脏缺血再灌注损伤(ischemia/reperfusion injury, 

IRI)常见于肝脏移植或肝脏切除手术, 是决定患者预

后的重要病理过程之一[1]. 研究表明[2], 常驻于肝窦

隙枯否细胞(Kupffer cells, KC)的活化在其中扮演极
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其重要的角色 . 近来发现 toll样受体 4 (toll-like 
receptor 4, TLR4), 一种IL-1 受体家族成员, 介导肝

脏缺血再灌注过程中枯否细胞的激活[3,4]. TLR4 是模

式识别受体 , 识别革兰氏阴性细菌壁成分脂多糖

(lipopolysaccharide, LPS). 不局限于此, 诸多内源性

分子(也称危险信号相关分子模式), 如热休克蛋白

(heat shock protein, HSP)、高迁移率族蛋白 1(high 
mobility group protein box 1, HMGB1)等, 也可以与

TLR4 结合, 并激活TLR关联的炎症级联反应[5~7]. 前
期研究证明, TLR4 启动肝脏缺血再灌注损伤过程中

炎症链式反应, 且与LPS无关[8]. 那么这种TLR4 活化

的内源性配体是什么呢？尽管HSP, HMGB1 等可活

化TLR4, 但研究表明HSP在肝脏缺血再灌注早期发

挥保护肝脏的作用, 而HMGB1 则是一种晚期炎症因

子[9], 因此迫切需要寻找肝脏缺血再灌注过程中的早

期激活TLR4 的内源性配体. 
近来的探索表明, 高分子量透明质酸(high-mol- 

ecular-weight hyaluronic acid, HMW-HA)与低分子量透

明质酸片段(hyaluronic acid fragments, HA fragments)
的生理学功能差别非常大[10]. HA fragments是由从双

糖至二十四糖分子组成的混合物, 可激活TLR4 诱发

诸如肺泡巨噬细胞等免疫细胞的炎症反应[11]. 在无

菌状态下甚至在恶性肿瘤细胞表面, HA fragments亦
可激活TLR4 诱发免疫反应, 促进伤口愈合或肿瘤免

疫[12, 13]. HMW-HA是由葡糖醛酸和N-乙酰葡萄糖胺

线性聚合而成的高分子化合物 , 分子量高达

1×106~6×106 Da, 具备抗炎活性 [14]. 在生理状态下 , 
HMW-HA 完 全 被 肝 窦 内 皮 细 胞 摄 取 代 谢 , 且

HMW-HA代谢能力可反应肝窦内皮细胞的功能状 
态[15]. 在肝脏缺血再灌注过程中, 由于缺血缺氧导致

肝窦内皮细胞功能受损时, 血液HMW-HA水平会显

著升高[16]. 肝脏恢复灌流时, HMW-HA将被产生的氧

自由基裂解成小分子片段[10]. 因此, 推测在肝脏缺血

再灌注过程中HA fragments可以作为内源性危险信

号分子激活枯否细胞TLR4, 从而在极早期启动肝脏

的炎症链式失控反应, 导致肝脏缺血再灌注损  伤
[17].  

这些研究促使我们进一步探索 HA fragments 在

枯否细胞活化中的作用, 以及这种活化与 TLR4 受体

信号通路的关系. 本研究证明在体外 HA fragments
可以通过TLR4激活枯否细胞, p38MAPK信号通路与

这种激活相关.  

1  材料与方法 

1.1  动物与试剂 

TLR4基因突变的 C3H/HeJ小鼠购于上海斯莱克

实验动物中心, TLR4 野生型 C3H/HeN 小鼠购于北京

维他利华实验动物公司. 小鼠约 6~8 周龄, 均饲养于

华中科技大学同济医学院实验动物中心. 所有动物

实验均经过同济医学院实验动物伦理委员会批准 . 
链霉蛋白酶 E(pronase E)、胶原酶Ⅳ、脂多糖(来源于

0111: B4 大肠杆菌)、多黏菌素 B、Percoll 溶液、牛

睾丸透明质酸酶等均购于美国 Sigma 公司. 1640 细胞

培养液、新生小牛血清、HEPES 购于深圳生命生物

技术公司. 人脐带纯化高分子量透明质酸(分子量高

达 200000 Da)购于美国 MP 生物医学材料公司, 其蛋

白质含量小于 2%, 硫酸软骨素含量小于 3%. 肿瘤坏

死因子-α 及白介素-1β 检测 ELISA 试剂盒购于 R&D
公司. 抗 p38MAPK 抗体、抗 CD44 抗体、抗 TLR4
抗体(HTA125)以及 p38 阻滞剂 SB-203580 等购于

Santa Crutz 公司.  

1.2  枯否细胞分离、培养及活化 

枯否细胞分离按照Munthe-Kaas等人[18]的方法进

行. 无菌切开腹腔, 暴露肝门行门静脉插管. 用含 10 
mmol/mL HEPES 无 Ca2+、无 Mg2+ 的Hank’s平衡液

(HBSS)灌洗肝脏 15 min, 然后用含 0.2%链霉蛋白酶

的HBSS溶液继续灌洗 5 min, 取下肝脏, 离体用含

0.05%胶原酶的HBSS灌流消化 30 min, 再用解剖刀

剪碎肝脏, 100 目钢网过滤, 然后运用密度梯度离心

法分离非实质细胞, 用含 10%胎牛血清的 1640 培养

基培养 60 min, 收获贴壁的枯否细胞. 每只小鼠肝脏

可收获约 3×106~5×106个枯否细胞. 胎盘蓝染色表明

存活率约 80%, 用溶酶体染色鉴定. 然后在 95% CO2

和 5% O2条件下分别用脂多糖、HMW-HA、HA 

fragments等, 37℃下刺激枯否细胞 6 h, 检测培养上清

中炎症因子的水平. 用 25 μg/mL的SB-203580 与枯否

细胞共同孵育 7 h, 以阻断p38 信号途径.  
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1.3  透明质酸片段的制备 

采用两种不同分子量的透明质酸：(1) 商业购买

的HMW-HA; (2) 制备的HA fragments：将HMW-HA
溶于 1 mol/mL的乙酸钠溶液, 用牛睾丸透明质酸酶

消化 12 h, 然后用Bio-Gel P-10 (Bio-Rad, USA) 过柱

分离. 12 h后收获 60 min内的低分子量片段[19]. 用添

加糖醛酸的方法确定透明质酸片段的浓度并调整浓

度为 1 mg/mL, 用 30%聚丙烯酰胺胶电泳证实分离的

片段均小于 24 个双糖.  

1.4  用 ELISA 方法检测培养上清 TNF-α 和 IL- 
1β的浓度 

在指定的时间点分别采集对照组、LPS、HMW- 
HA以及HA fragments刺激等各组培养枯否细胞的上

清液. ELISA检测方法完全按照试剂商提供的说明书

进行. 终反应产物在 450 nm处检读并用Bio-LinxTM 
软件分析.  

1.5  Western blot 检测 p38MAPK 信号通路 

抽提缺血叶肝组织(100 mg)膜蛋白[1×PBS, 1%  

NP40, 0.5% 去氧胆酸钠, 0.1% SDS, 临用前加入 

10 mg/mL PMSF, 抑酶肽(30 μL/mL), 1 mol/L 原钒 
酸钠(10 μL/mL). 定量后, 样品煮沸, 点样于 8.5%  

SDS-聚丙烯酰胺变性凝胶电泳分离, 电转移至硝酸

纤维素膜, 5%脱脂奶溶液封闭后, 与一抗(p38MAPK

单克隆抗体, 1︰400)及二抗反应后用辣根过氧化物

酶系统显色, 扫描后用凝胶分析系统定量, 计算 OD
值, 磷酸化 p38 与总 p38 之比为 p38 活化水平.  

1.6  统计分析 

所有数据以 ± SD 表示. 两组间差异用 t 检验, 
组间差异采用单向ANOVA检验. P<0.05 表示差异有

显著性.  

2  结果 

2.1  HA fragments 激活枯否细胞 

枯否细胞的活化以分泌促炎因子 TNF-α和 IL-1β
为特征, 因此通过检测培养上清中促炎因子水平即

可判断枯否细胞是否被激活. 原代培养的枯否细胞

对 HMW-HA 及 HA fragments 刺激的反应完全不同. 
即使是浓度仅为 10 μg/mL 的 HA fragments 亦可以促

进枯否细胞分泌 TNF-α 和 IL-1β, 而 HMW-HA 即使

是在浓度高达 100 μg/mL 的情况下也不能激活枯否

细胞(图 1). 而且, HA fragments 活化枯否细胞的能力

呈现浓度依赖性(图 1). 

2.2  HA fragments 激活枯否细胞依赖于 TLR4 

进一步探讨参与 HA fragments 诱导的枯否细胞

活化的受体. 抗 TLR4 单克隆抗体 HTA125 可以阻止

配体与 TLR4 结合, 从而特异性阻断 TLR4 诱导的炎

症级联反应 . 用 10 μg/mL HTA125 单克隆抗体 
 

 

图 1  分别使用 HMW-HA, HA fragments 及生理盐水对照刺激枯否细胞 6 h 后,  
培养上清中促炎因子水平 (TNF-α 和 L-1β)变化  

*, P<0.01, 与 HMW-HA 组或生理盐水对照组比较, t-test 检验; Δ, P<0.01, 不同的 HA fragments 剂量组之间比较, 单向 ANOVA 检验 
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与枯否细胞孵育 30 min, 然后在用 LPS 刺激枯否细  
胞, 发现枯否细胞此时对 LPS 刺激无反应, 同时对 
HA fragments 刺激的反应也消失(P<0.01, 图 2). 这充 
分说明 TLR4 介导 HA fragments 诱发的枯否细胞活化.  
为进一步对此进行证明, 分别用 HA fragments 刺激 
TLR4 突变(TLR4Mut/Mut)及野生型(TLR4+/+)两种不同 
基因型的枯否细胞, 发现TLR4Mut/Mut枯否细胞对不同 
浓度的 HA fragments 刺激均无反应(图 3). TLR4 是 
LPS 受体, 当 LPS 浓度低至 50 pg/mL 的微小剂量时 
亦可通过激活 TLR4 而活化单核巨噬细胞系, 因此,  
不能排除上述结果是否存在 LPS 污染的可能. 于是 
在 HA fragments 刺激液中加入多黏菌素 B 以中和可 
能存在的 LPS, 并设置多黏菌素对照. 提示多黏菌素 
单独对枯否细胞活化无影响, 且对 HA fragments 活 
化枯否细胞的能力亦没有影响(P >0.05), 但是它可以 
完全阻断 LPS 通过 TLR4 活化枯否细胞(P <0.01, 图
2).  

研究认为, CD44 是 HMW-HA 受体, 通过识别 
HMW-HA 介导细胞间连接, 还可以促进 HMW-HA 
摄入代谢, 而且枯否细胞表面高表达 CD44 受体. 那 
么HA fragments是否能通过激活CD44而促进枯否细 
胞分泌炎症因子呢? 因此, 用 CD44 封闭抗体封闭枯 
否细胞表面 CD44 后, 再用 HA fragments 刺激枯否细 
胞, 发现封闭 CD44 不影响 HA fragments 活化枯否细 
胞的能力(P >0.05, 图 2). 说明 CD44 与 HA fragments 
诱导的枯否细胞活化无关. 

2.3  HA fragments 激活枯否细胞需要 p38MAPK
信号通路参与 

采用 Western blot 方法检测 HA fragments 激活枯

否细胞是否有 p38MAPK 信号通路介入. 从图 4 可以

看出 , HA fragments 可以明显增强 p38 活性 , 而
HMW-HA 则不能增强 p38 活性(P>0.05); 当用 p38 阻

断剂 SB-203580, 阻断 p38活性时, HA fragments诱导

的 p38 活性下降(P<0.05). 而且当运用 SB-203580 阻

断 p38 活性过后, 用 HA fragments 刺激枯否细胞

后,TNF-α及 IL-1β的分泌水平明显下降(P<0.01, 图 5), 
而对 HMW-HA 刺激组无影响, 充分说明 HA frag- 
ments 激活枯否细胞需要 p38MAPK 信号通路参与. 

3  讨论 
肝脏缺血再灌注损伤是肝脏移植、肝叶切除等肝

脏手术中常见的病理现象, 枯否细胞活化在这个过

程中扮演重要角色 [20] .已有研究[ 3 , 21 ]证明, 表达于枯

否细胞的TLR4 在启动肝脏缺血再灌注损伤这一炎症

链式反应中起着重要作用, 且与外源性病原成分无

关 [3,21]. 本研究旨在探索枯否细胞表面TLR4 激活的

内源性配体. 结果表明, 由HMW-HA降解产生的HA 
fragments具备激活枯否细胞促进其释放促炎因子的

能力 ,  这种能力呈现HA f ragments浓度依赖性 , 
H M W - H A则不具备这种能力 .  虽然 C D 4 4 是

HMW-HA受体, 进一步研究提示HA fragments的这

种活化枯否细胞的能力依赖于TLR4, 而与CD44 无 

 

 

图 2  HA fragments 通过激活 TLR4 活化枯否细胞  
*, P>0.05, 与 HA fragments 刺激组比较; #, P<0.01, 与 HA fragments 刺激组比较; ○, P>0.05, 与 HA fragments 刺激组比较;  

&, P<0.01, 与 LPS 刺激组比较. 通过加入多黏菌素 B 以排除 LPS 污染 
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关 , 最后用 p38MAPK 阻断剂证明这种活化需要

p38MAPK 信号通路参与. 
 

 
 

图 3  TLR4 突变及 TLR4 野生型枯否细胞对低分子量 
透明质酸片段刺激反应 

*, P<0.01, 与TLR4Mut/Mut 枯否细胞比较 

 

图 4  不同刺激因素对枯否细胞 p38MAP 磷酸化的影响 
(1) 生理盐水对照组; (2) 100 μg/mL HMW-HA 刺激 3 h; (3) 枯否

细胞与 SB-203580 预孵育 7 h 后 100 μg/mL HA fragment 刺激 3 h; 
(4) 10 ng/mLHA fragments 刺激 3 h; (5) 100 μg/mL HA fragments 
刺激 3 h; (6) 10 μg/mL LPS 刺激 3 h, 后用 Western blot 检测 p38
表达强度(磷酸化 p38 MAPK 与总 p38 MAPK 之比). *示 P>0.05;  

#示 P<0.05、相同标记组间比较 

肝脏缺血再灌注损伤包括两个显著的阶段 [22]. 
缺氧阶段以肝脏组织细胞能量和氧供的显著缺乏为

特点, 伴肝窦内皮细胞功能受损, 因此肝窦内皮细胞

代谢降解透明质酸的能力下降, 导致血液中HMW- 
HA水平升高[16,23]. 随后的再灌注过程以血液和氧供

的迅速恢复并伴发剧烈的炎症链式反应为特点. 大
量的研究表明[2~4]这种炎症链式反应与TLR4 介导的

枯否细胞活化有关. 但是再灌注极早期激活枯否细

胞TLR4 的配体尚不明确. 究竟是什么内源性配体在

激活枯否细胞表面TLR4 诱发炎症链式反应中发挥主

导作用? 在再灌注早期体内是否存在一种能活化枯

否细胞表面TLR4 的内源性物质呢? 早在 1998 年

Rockey等人[24]发现HA fragments可以激活枯否细胞

诱导型一氧化氮合酶的转录, 但是涉及的受体一直

未深入研究. 因此推测, 在灌注早期当HMW-HA被

瞬间产生的ROS降解为HA fragments时, 即给枯否细

胞表面TLR4 活化提供了大量的内源性配体, 该配体

通过活化枯否细胞表面TLR4 诱发剧烈炎症链式反应, 
损伤肝细胞, 形成缺血再灌注损伤.   

近来的研究 [10,25]认为, 细胞外基质有动态合成、

分解的代谢特点, 而不仅仅表现为惰性的组织细胞

支撑结构, 尤其是在缺血再灌注这种病理状态下, 主
要表现为细胞外基质成分不断的从高分子复合物降

解为低分子片段, 而这种不同于其高分子前体的低

分子片段则具备与之不同的生物学特性. HMW-HA
是由D-葡醛酸和D-葡萄糖胺线性聚合而成的多糖分

子, 是细胞基质的主要成分之一. 在局部炎症状态下, 
HMW-HA可以被活性氧分子降解成HA fragments [26], 
HA fragments可以激活树突细胞、肺泡巨噬细胞等免 

 

 
 

图 5 运用特异性 p38MAPK 阻断剂 SB-203580 阻断 p38 活性后, 不同刺激物对枯否细胞分泌促炎因子的影响 
 *, P<0.01, 与 Δ 相比较 
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疫细胞诱发炎症反应[11,19], 且这种激活通过TLR4 介

导[27]. 即使肺组织损伤修复的炎症反应也可能与HA 
fragments激活TLR4 有关 [11,12]. 最新的研究 [13]认为, 
HA fragments还可激活肿瘤细胞表面TLR4, 增强肿

瘤细胞的侵袭性.   
基于上述研究, 探讨肝脏中的主要免疫细胞——

枯否细胞是否能被HA fragments激活, 而且这种激活

是否由TLR4 介导. 分别用HMW-HA与HA fragments
刺激枯否细胞, 并用多黏菌素B排除LPS污染, 证明

HA fragments可以活化枯否细胞, HMW-HA则不具备

这种功能. 再运用抗体阻断TLR4 功能并用TLR4 受

体基因突变品系小鼠来源的枯否细胞进行研究, 发
现HA fragments的这种激活枯否细胞的功能由枯否

细胞表面TLR4 介导 , 并与CD44 无关 . 众所周知 , 
TLR4 识别革兰氏阴性菌细胞壁成分——LPS, 极低

浓度LPS可激活TLR4, 且TLR4 存在多种内源性或外

源性配体 [28,29]. 因此在研究中用多黏菌素B排除了

LPS的影响. CD44 是HMW-HA受体[19], 介本胞间黏

附 , 促进透明质酸通过淋巴系统代谢 . 本实验证实

HA fragments激活枯否细胞不通过CD44 介导 . 当
TLR4 参与HA fragments活化枯否细胞这一免疫功能

时 , 什么下游分子会介入呢 [30,31] ？本研究选用

p38MAPK为研究对象. 结果提示HA fragments活化

枯否细胞需要p38MAPK介导, 而另有研究[24,32]表明

核因子κB(nuclear factor-kappa B, NF-κB)亦可能介入

这一过程. 在下一步的研究中, 将会对介入的诸如

ERK, JNK, AP-1 等信号分子进行进一步研究以完善

本实验结果.  
越来越多的关于HMW-HA生成及分解代谢的研

究表明, 在肝脏缺血再灌注过程中可能存在上述推

测的理论. 每天机体产生 10~100 mg HMW-HA进入

血液, 但是血液中HMW-HA水平达不到其 1%, 如此

快的HMW-HA代谢率可能意味着某种监视机体细胞

组织损伤状态的机制的存在[10]. HMW-HA几乎完全

由肝窦内皮细胞摄取代谢, 而且不具备激活免疫细

胞的功能[14]. 当肝窦内皮细胞功能在缺血缺氧状态

下受到损伤时, 血液中HMW-HA水平升高, 并被随

后再灌注早期的活性氧分子降解成HA fragments, 于
是在机体损伤状态下, 具备激活免疫细胞功能的HA 
fragments将被大量释放, 并活化肝脏内免疫细胞, 诱
发炎症级联反应形成肝脏缺血再灌注损伤. 本研究

证实了上述设想中关键的一步, 即HA fragments具备

激活TLR4 而活化枯否细胞的能力. 在随后的研究中, 
我们将继续通过进一步的实验来完善本假设, 并由

此揭开肝脏缺血再灌注损伤的发生机制, 为临床上

本病理过程的防治提供重要的理论基础. 
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