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·基础研究·

ＴＬＲ４、ＴＬＲ９ｍＲＮＡ在变应性鼻炎
儿童扁桃体组织中的表达

胡彬雅１，赵斯君１，任基浩２，祝益民１，彭湘粤１，董友棣１

（１．湖南省儿童医院 耳鼻咽喉科，湖南 长沙　４１０００７；２．中南大学湘雅二医院 耳鼻咽喉科，湖南 长沙　４１００１１）

　　摘　要：　目的　分析 Ｔｏｌｌ样受体４（ＴＬＲ４）和 Ｔｏｌｌ样受体９（ＴＬＲ９）ｍＲＮＡ在变应性鼻炎
（ａｌｌｅｒｇｉｃｒｈｉｎｉｔｉｓ，ＡＲ）儿童扁桃体组织中的表达及意义。方法　应用 ＲＴＰＣＲ检测 ２０例变应性鼻
炎（第 １组）、２０例慢性鼻窦炎（第 ２组）和 ２０例无鼻部疾病正常儿童（第 ３组）的扁桃体组织
中 ＴＬＲ４、ＴＬＲ９ｍＲＮＡ的表达情况。结果　ＴＬＲ４、ＴＬＲ９ｍＲＮＡ在第 １组儿童扁桃体组织中均
有表达，其中 ＴＬＲ４ｍＲＮＡ在第 １组、第 ２组儿童组织中的相对含量较第 ３组表达增强，差异有
统计学意义（Ｐ ＜０．０１）；第 １组较第 ２组增高，差异有统计学意义（Ｐ ＜０．０１）。ＴＬＲ９ｍＲＮＡ
在第 １组的相对含量与第 ２组及第 ３组间相比，第 １组表达明显增高，差异有统计学意义（Ｐ ＜
０．０１）；其中第 ２组与第 ３组中的 ＴＬＲ９ｍＲＮＡ含量比较差异无统计学意义（Ｐ ＞０．０５）。结论
　ＴＬＲ４、ＴＬＲ９可能在变应性鼻炎儿童扁桃体增殖过程中起重要作用。
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　　腭扁桃体（简称扁桃体）是咽淋巴环中
最大的一对，是咽黏膜相关淋巴组织的重要

组成部分，处于外源性病菌入侵机体的门户

·７２３·



位置，是产生免疫应答的重要场所［１］。扁桃

体产生淋巴细胞，抵御侵入人体的细菌、病

毒和其他抗原物质。其功能不仅在于局部

免疫，还在于它与全身其他淋巴器官之间发

生 密 切 的 联 系 ，是 一 个 具 有 免 疫 活 性 的

器官。

Ｔｏｌｌ样受体是一个介导天然免疫的古老
家族，能识别病原体所携带的高度保守的病

原体相关分子模式（ＰａｔｈｏｇｅｎＡｓｓｏｃｉａｔｅｄＭｏｌｅｃ
ｕｌａｒＰａｔｔｅｒｎ，ＰＡＭＰ），同时还能激发免疫细胞
合成共刺激分子，活化 Ｔ细胞，调节 Ｔｈ０细
胞向 Ｔｈ１或 Ｔｈ２细胞增殖分化，导致机体发
生 Ｔｈ１或 Ｔｈ２免疫反应，影响特异性免疫应
答的强度和方向 ［２］。变应性鼻炎是儿童常

见的呼吸道疾病，与下气道炎性疾病（如哮

喘、气 管 炎 等）密 切 相 关。许 多 学 者 认 为

ＴＬＲｓ与哮喘、变应性鼻炎等的发病有关，所
以研究 ＴＬＲｓ在处于上呼吸道门户位置的扁
桃体中的表达具有重要意义。因此，笔者应

用 ＲＴＰＣＲ技 术 检 测 ＴＬＲ４、ＴＬＲ９ｍＲＮＡ
在变应性鼻炎患儿扁桃体及外周单核细胞

中的表达情况，旨在探讨 Ｔｏｌｌ样受体在变应
性鼻炎患儿扁桃体增殖过程中的作用。

１　资料与方法

１．１　临床资料
本研究采用的扁桃体组织来自 ２００９年

６～８月在湖南省儿童医院耳鼻咽喉科行扁
桃 体 切 除 术 的 患 儿 ，共 ６０例 ，其 中 男
３３例，女 ２７例；年龄 ３～１２岁，平均 ７岁。
随机分为 ３组，每组 ２０例，第 １组为变应性
鼻炎组；第 ２组为慢性鼻窦炎组；第 ３组为
无鼻部疾病的正常对照组。所有病例根据

病史、鼻内镜检查、鼻窦 ＣＴ扫描、变应原检
测进行诊断，并排除其他鼻部疾病。

１．２　方法
常规手术，将术中切取的扁桃体部分组

织收入无菌 ＥＰ管，－７０℃保存备用。将手
术切取的新鲜扁桃体组织先于 ７５０ｍｌ／Ｌ酒
精溶液中涮洗 １０ｓ，再于 ＲＰＭＩ１６４０不完
全培养基（Ｓｉｇｍａ）中涮洗 １０ｓ，无菌条件下
剪除四周组织，然后将扁桃体实质剪碎，于

２００目筛网中研磨，用 １００ｍｌ／ＬＦＣＳＲＰＭＩ

１６４０制成 ＰＴＣ单细胞悬液。
１．３　ＲＴＰＣＲ检测 ＴＬＲ４、ＴＬＲ９ｍＲＮＡ的
表达

分别提 取 第 １组、第 ２组 和 第 ３组 中
ＰＴＣ的总 ＲＮＡ，紫外分光光度计定量。每个
标本分别取 ＲＮＡ５μｇ，常规逆转录成ｃＤＮＡ。
再以第一链 ｃＤＮＡ２μｌ为模板进行 ＰＣＲ。根
据 ＰＣＲ引物的设计原则，参考 ＧｅｎｅＢａｎｋ中人
ＴＬＲ４及 ＧＡＰＤＨ 的 ｍＲＮＡ完 全 序 列，利 用
ＰＲＩＭＥＲ５软件 设 计 基 因 的 引 物，引 物 序 列
（表 １）。所有引物均由南京金 思 特 合 成，
并经过 聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶 电 泳 （ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅ
ｇｅｌｅｌｅｅｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＰＡＧＥ）纯 化。ＰＣＲ反 应 条
件为：９４℃ ５ｍｉｎ；９５℃ ３０ｓ，５６℃ ３０ｓ，
７２℃ ６０ｓ，３５次 循 环；７２℃ 延 伸 １０ｍｉｎ；
４℃后终止反应。反应产物以 １．５％琼脂糖
凝胶电泳。电泳结果经 ＧｅｎｅＴｏｏ１ｓ生物学
分析 软 件 进 行 灰 度 分 析。 ＧＡＰＤＨ 为 内 参
照。以 ＴＬＲ４、ＴＬＲ９产物带与 ＧＡＰＤＨ产物
带总吸光值比值表示基因 ｍＲＮＡ表达水平
的高低。

表 １　扩增基因的 ＰＣＲ引物序列和 ＰＣＲ产物大小

名称 序列 长度（ｄＢ）

ＦＷＴＬＲ４ ＡＴＡＡＧＴＧＴＣＴＧＡＡＣＴＣＣＣＴＣ ４５６

ＲＥＴＬＲ４ ＧＣＴＣＡＴＴＣＣＴＴＡＣＣＣＡＧＴ

ＦＷＴＬＲ９ ＴＧＧＡＣＴＴＣＣＴＧＣＴＧＧＡＧＧＴＧ ３２９

ＲＷＴＬＲ９ ＣＴＧＣＧＴＴＴＴＧＴＣＧＡＡＧＡＣＣＡ

ＧＡＰＤＨＦ ＡＣＣＡＣＡＧＴＣＣＡＴＧＣＣＡＴＣＡＣ ４５２

ＧＡＰＤＨＲ ＴＣＣＡＣＣＡＣＣＣＴＧＴＴＧＣＴＧＴＡ

１．４　统计分析
实验数据用均数 ±标准差（珋ｘ±ｓ）表

示，组间差异以 ＳＰＳＳ１２．０软件行单因素方
差分析，Ｐ ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

　　 在同一个 反 应 体 系 内，内 参 照 ＧＡＰＤＨ
有明显扩增，第 １、２组扁桃体组织中 ＴＬＲ４
ｍＲＮＡ相对含量（０．８０１±０．０２５、０．５６３±
０．０１４）较第 ３组（０．４１４±０．０１７）表达增
高，差异有统计学意义（Ｆ ＝８５．６２，Ｐ ＜
０．０１），且第 １组较第 ２组表达增强，差异
·８２３·
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有统计学意义 （Ｆ ＝８６．０４，Ｐ ＜０．０１）
（图 １）。第 １组 ＴＬＲ９ｍＲＮＡ相 对 含 量

（１．１２５±０．０１５）较 第 ２组 、第 ３组
（０．５７８±０．０１４，０．５７１±０．０１５）表 达

增高 ，差 异 有 统 计 学 意 义 （Ｆ＝１１６．７１，
Ｐ ＜０．０１），但第 ２组与第 ３组相比，ＴＬＲ９
ｍＲＮＡ含量无明显改变，差异无统计学意义
（Ｆ ＝７．６７４，Ｐ ＞０．０５）（图 ２）。

图 １　各组扁桃体组织 ＴＬＲ４ｍＲＮＡ表达

图 ２　各组扁桃体组织 ＴＬＲ９ｍＲＮＡ表达

３　讨论

　　 ＴＬＲｓ是细胞膜上的一类跨膜蛋白，目
前为止人 ＴＬＲｓ家族的至少 １０个成员已被
发现［３］，ＴＬＲ４、ＴＬＲ９是人 ＴＬＲｓ家族的重
要成员。ＴＬＲ４主要识别多数革兰氏阴性
菌的脂多糖 ＬＰＳ、热休克蛋白、呼吸道合胞
病毒衣壳蛋白等，ＴＬＲ９主要识别细菌和病
毒 ＤＮＡ中的 ＣｐＧ基序或人工合成的寡脱
氧核糖核酸（ＣｐＧｏｌｉｇｏｄｅｏｘｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ，ＣｐＧ
ＯＤＮ）［４］。ＴＬＲｓ识别其配体后，激活 ＮＦκＢ
等核转录因子和蛋白激酶，释放炎性介质激

活天然免疫；同时还使抗原呈递细胞表达其

刺激分子 ＣＤ８０、ＣＤ８６，而最终启动后续的
Ｔ、Ｂ细胞介导的特异性免疫［５］。感染因素

在扁桃体炎的发病过程中的作用已成共识。

但也有人发现，反复发炎的扁桃体组织中有

较多 ＩｇＥ的 Ｂ淋巴细胞，因此认为变态反应

在这一过程中也起着重要的作用［６］。许多

学者认为 ＴＬＲｓ与哮喘、变应性鼻炎等的发
病有关，ＴＬＲｓ是否也在扁桃体 组 织 增 生 过
程中起着重要作用值得探讨。

体外培养 的 正 常 小 鼠 的 支 气 管 黏 膜 上

皮 细 胞 层 及 平 滑 肌 层 中 发 现 有 ＴＬＲ２、
ＴＬＲ３、ＴＬＲ４、ＴＬＲ５基因和蛋白的表达［７］。

最近有研究报道季节性变应性鼻炎患者鼻

黏膜组织中有 ＴＬＲ２、ＴＬＲ３、ＴＬＲ４蛋白表
达的上调［８］。本实验研究也发现 ＴＬＲ４基
因在正常儿童扁桃体组织中虽有一定表达，

但 ＡＲ儿童的扁 桃 体 组 织 中 ＴＬＲ４基 因 表
达明 显 上 调 的 现 象 （Ｐ ＜０．０１） 。 因 此
ＴＬＲ４可能参与了 ＡＲ儿童扁桃体增殖。以
往的实验中已经观察到 ＡＲ大鼠受到 ＬＰＳ刺
激后可引起过敏症状的加重［９］。大量流行

病学研究发现存在于环境中的病原微生物

能对机体的变态反应发生影响［１０１１］。有 研

究发现 ＡＲ大鼠受到 ＬＰＳ刺激后 ＴＬＲ４在鼻
·９２３·
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黏膜中 的 表 达 进 一 步 增 强 （Ｐ ＜０．０１）。
Ｅｉｓｅｎｂａｒｔｈ等［１２］用 小剂量的 ＬＰＳ刺激哮喘模
型小鼠，发现小鼠体内 Ｔｈ２细胞因子分泌增
多，Ｔｈ２免疫反应增强；而 ＬＰＳ刺激同样致
敏条件下 的 ＴＬＲ４基 因 缺 陷 小 鼠，却 未 能
发现 Ｔｈ２免疫反应的增强。因此，笔者认为
在一定条件下，ＡＲ儿童扁桃体组织隐藏病
原微生物激活 ＴＬＲ４，导致 Ｔｈ２免疫反应的
增强，从而引发并加重变态反应，进而刺激

扁桃体组织发生增殖。ＴＬＲ９主要介导细
菌的 ＣｐＧＯＤＮ，而这一识别有助于 Ｔｈ１反
应的发展。有研究［１３］对哮喘模型动物在激

发前或激发时，进行静脉注射或者气管内滴

入 ＣｐＧＯＤＮ，通过组织学的分析以及对支
气管肺泡灌洗液中炎症细胞的计数，可以证

实气道内炎症水平降低了，而 且 Ｔｈ２因 子
ＩＬ４、ＩＬ５产生受到抑制，Ｔｈ２因子 ＩＦＮγ
和 ＩＬ１２水 平 升 高，血 清 中 总 ＩｇＥ水 平 降
低。有研究［１４］提示 ＤＣ细胞有可能在ＴＬＲ９
与 ＣｐＧＯＤＮ结 合 后 参 与 促 进 Ｔｈ１、抑 制
Ｔｈ２的反应。ＡＲ儿童扁桃体组织中 ＴＬＲ９
表达明显增高，ＴＬＲ９激活可诱导 Ｔｈ１免疫
活化，分泌 Ｉ型干扰素，并激活自然杀伤细
胞引起较强 ＣＤ８

＋Ｔ细胞反应［１５］。扁桃体组

织中 ＴＬＲ４、ＴＬＲ９表达均上调，两者间究
竟有无联系，究竟与扁桃体组织增殖有着怎

样的相关性，仍需要进一步研究。

变 应 性 鼻 炎 儿 童 扁 桃 体 可 以 表 达

ＴＬＲ４、ＴＬＲ９的 ｍＲＮＡ，再次印证了扁桃体
在呼吸道天然免疫中的重要地位。笔者认

为，儿童扁桃体肥大发病过程中，存在变态

反应，且较炎症反应更易刺激扁桃体增殖。

由此，在以后的临床工作中，当以整体的观

念来看待天然免疫系统和特异性免疫系统

的关系。同时对 ＴＬＲｓ的深入研究也将能有
助于以后进一步阐明特异性免疫性疾病的

发病机理。
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