
  

TLR4/NF-κB/ MUC5B 在过敏性鼻炎中的调控机制

王阿衡 1） ，宋　镇 1） ，杨广华 2） ，何海燕 1）

（1）康复大学青岛中心医院头颈外科; 2）门诊部，山东 青岛　266000）

[ 摘要 ]  目的　探讨 TLR4/NF-κB/ MUC5B 在过敏性鼻炎中的调控机制。方法　建立过敏性鼻炎小鼠模型，

观察模型病理特征变化，检测 TLR4 和 MUC5B 的表达。通过鼻内给药的方式降低 TLR4 的表达，观察组织病理

变化，MUC5B 的表达以及炎症因子浓度的变化。建立体外细胞模型，通过细胞转染，敲减 TLR4 后，检测

MUC5B 的表达，以及观察 NF-κB 和磷酸化 NF-κB（p-NF-κB）的变化。结果　（1）TLR4 和 MUC5B 在过敏性

鼻炎小鼠模型中高表达（P < 0.05）；（2）降低TLR4 的表达可减少 MUC5B 和炎症因子的表达，以及缓解过敏性鼻

炎（P < 0.05）；（3）在体外，敲减 TLR4 可降低 p-NF-κB 和 MUC5B 的表达（P < 0.05）。结论　发现 TLR4/NF-

κB/ MUC5B 在过敏性鼻炎中的调控作用，为治疗过敏性鼻炎提供新的思路。
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Regulatory Mechanisms of TLR4/NF-κB/ MUC5B
in Allergic Rhinitis

WANG Aheng 1）  ，SONG Zhen 1）  ，YANG Guanghua 2）  ，HE Haiyan 1）

（1） Dept. of Head and Neck Surgery; 2） Dept. of Outpatient，Qingdao Central Hospital of
Rehabilitation University，Qingdao Shandong 266000，China）

［Abstract ］   Objective　To explore the regulatory mechanism of TLR4/NF-κB/MUC5B in allergic rhinitis.

Methods　A mouse model of allergic rhinitis was established to observe the changes in pathological characteristics

of  the model  and to detect  the expression of  TLR4 and MUC5B. By reducing the expression of  TLR4 by intranasal

administration， the  histopathological  changes  of  TLR4， the  expression  of  MUC5B  and  the  concentration  of

inflammatory factors were observed. An in vitro cell model was established to detect the expression of MUC5B as well

as to observe the changes of NF-κB and phosphorylated NF-κB （p-NF-κB）  after knockdown of TLR4 by cell

transfection. Results　（1）  TLR4  and  MUC5B were  highly  expressed  in  a  mouse  model  of  allergic  rhinitis （P <

0.05）；（2） Lowering the expression of TLR4 could reduce the expression of MUC5B and inflammatory factors，as

well as alleviated allergic rhinitis （P < 0.05）; （3） In vitro，knockdown of TLR4 could reduce the expression of p-NF-

κB and MUC5B （P < 0.05）. Conclusion　The regulatory mechanism of TLR4/NF-κB/ MUC5B in allergic rhinitis

provides the new ideas for the treatment of allergic rhinitis.
［Key words ］ Allergic rhinitis；TLR4；MUC5B；NF-κB

 
过敏性鼻炎（allergic rhinitis，AR）是在世界范

围内呈上升趋势的呼吸道疾病之一 ，据统计，全

球约有 30% 的人口受 AR 的影响[1]，其特征之一

是鼻粘膜组织出现异常。引发 AR 的过敏源包括

灰尘、花粉、皮屑等。出现过敏反应时，鼻粘膜

中出现大量炎症细胞，也会导致免疫细胞例如嗜 
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酸性粒细胞、T 细胞、肥大细胞等过量释放 [2]。

临床上常见症状包括鼻塞、打喷嚏、流鼻涕等，

严重时部分患者会引发哮喘、结膜炎、鼻窦炎等

并发症[3]。AR 作为 1 种慢性疾病，会影响患者的

睡眠质量和注意力。常用于治疗 AR 的药物主要

有抗组胺药、类固醇药物、白三烯受体拮抗剂

等[4]。尽管这些传统治疗药物缓解了 AR 的症状，

但是治疗效果仍然不理想。因此，从其发病机制

的角度开发新的治疗方式是迫切的。

在早期的研究中，AR 被认为是免疫球蛋白

E（IgE）介导的I 型超敏反应[5]。体内 Th1 和 Th2 免

疫应答失衡是 AR 典型的致病因素。Toll 样受体

4（toll-like receptor 4 ，TLR4）是1 种能够参与先天

性和获得性免疫反应的模式识别受体[6]，在免疫

相关的研究中起到重要调节作用。TLR4 与其配

体结合后会导致 Th2 细胞的增加，从而促进相关

免疫类型疾病的发生[7]。已有研究证明 TLR4 在

AR 中高表达[8]。然而 TLR4 的具体作用和调控机

制仍然需要大量的研究。本文主要探究了 TLR4

在体内和体外的调控机制，旨在为治疗 AR 提供

新的方向。 

1    材料与方法
 

1.1    AR小鼠模型建立与分组

使 用 BALB/C 小 鼠（Cyagen， 中 国）， 每 组 6

只进行实验。实验分组如下所示：（1） control 组：

正常对照，使用生理盐水注射；（2） AR 组：使用

卵清蛋白诱导 AR 模型，方法如下：配制含有 0.5

mg/mL 卵清蛋白和 20 mg/mL:氢氧化铝的生理盐水，

在第 0，7 和第 14 天通过腹腔注射在 AR 小组中

致敏。在第 21 天，使用 3% 的卵清蛋白在小鼠鼻

内重复以上致敏操作 7 d，以建立 AR 模型。实验

二分组如下所示：（1）  AR：使用卵清蛋白诱导

AR 模型，在进行过敏诱导的前 3 h，使用生理盐

水处理小鼠鼻腔内部；（2） AR+shRNA：进行 AR

模型诱导前 3 h，使用 20 μL 的 sh-RNA（Santa Cruz

Biotechnology，美国），通过鼻内给药的方式调控

TLR4 的表达；（3） AR+sh-TLR4，进行 AR 模型诱

导 前 3  h， 使 用 20 μL 的  sh-TLR4 （ Santa  Cruz

Biotechnology，美国），通过鼻内给药的方式调控

TLR4 的表达。实验通过云南洛宇生物科技有限

公司实验动物伦理委员会审批（PZ20240112）。 

1.2    组织病理学检测

在第 28 天对小鼠进行最后 1 次鼻内致敏，2 h

后对小鼠进行麻醉。将小鼠麻醉后，分离出鼻粘

膜，固定到 4% 多聚甲醛（Beyotime，中国）中备用。

取出固定好的鼻黏膜，脱水处理后进行石蜡包埋。

将石蜡块切成 5 µm 切片，使用苏木精和伊红进行

染色后，观察病理学变化。 

1.3    炎症因子水平检测

将组织切成小块，匀浆并使用 RIPA 缓冲液

进行裂解处理。组织裂解液在 4 ℃ 下以 2 500 r/min

离心 10 min，将样本储存备用。IL-10、IL-4、TNF-

α 和 IFN-γ 的浓度按照生产商的方案使用 ELISA

试剂盒（R&D Systems，美国）在450 nm 处测定吸

光度，后计算浓度。 

1.4    免疫组织化学法

取出石蜡切片使用二甲苯进行脱蜡处理，使

用梯度浓度酒精进行脱水处理。在柠檬酸盐缓冲

盐中进行抗原修复。使用 3%H2O2 处理以阻断过

氧化酶，加入 5%BSA 封闭后，加入一抗 MUC5B

（ ab77995， Abcam， 1∶2 000， 美 国 ） 和 TLR4

（ab22048，Abcam，1∶2 000，美国），在 4 ℃ 下

孵育过夜。滴加二抗（ab205723，Abcam，1∶2 000，

美国），在室温下孵育 30 min。加入二氨基联苯

胺（DAB）显色。脱水透明后使用中性树胶封片。 

1.5    实时荧光定量 PCR（qPCR）

使用 Trizol（Sigma，美国）提取组织和细胞中

的总RNA。使用试剂盒（Takara，日本）将RNA 样

品逆转录合成 cDNA。加入引物后，设定 PCR 扩

增 程 序 。 TLR4 引 物 序 列 如 下 ： 正 向 5'-ATGG-

CATGGCTTACACCACC-3'， 反 向 5'-GAGGCCAA-

TTTTGTCTCCACA-3'GAGGCCAATTTTGTCT-

CCACA。 

1.6    细胞培养及处理

在 RPMI1640 培养基中培养 HNEpC 细胞（人

鼻 粘 膜 上 皮 细 胞 ， Ocricellbio， 中 国）， 在 培 养

基中补充 2 Mm/L 的 L-谷氨酰胺、100 U/mL 青霉

素、100 μg/mL 链霉素和 10% 胎牛血清。在温度为

37 ℃，湿度为 5% 的条件中，待细胞汇合度达到

80%～90% 后培育传代。使用脂多糖 LPS 处理细

胞 1 h。 

1.7    细胞转染

将 细 胞 接 种 到 6 孔 板 中 ， 在 RPMI 培 养 基

（Sigma，美国）中孵育过夜，待细胞汇合，加入

OPTI-MEN I 减血清培养基（Thermo Fisher，美国）。

使用 Invitrogen 进行细胞转染，将 TLR4 siRNA 和

Lipofectamine  3000（Thermo Fisher，美国）混合形

成复合物。转染效率通过 qPCR 检测。 
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1.8    蛋白质印迹检测

使用 RIPA 缓冲液裂解细胞提取总蛋白，通

过 BCA 法对蛋白质进行定量。使用 SDS-PAGE

分离蛋白，并转移到 PVDF 膜上。使用 5%BSA 封

闭 1 h，后加入一抗孵育。经 TBST 洗涤后，加入

二抗孵育。使用 Image J 对条带灰度值进行定量

分析。抗体信息如下：MUC5B（ab77995，1∶1 000，

Abcam， 美国），TLR4（SAB5700684， 1∶500，Merck，

美国），β-actin（ab8226，1∶1 000，Abcam，美国） 

1.9    统计学处理

x̄± s

使 用 GraphPad  Prism  9.0 软 件 （ GraphPad

Software，美国）进行统计分析。使用 t 检验进行 2

组之间的统计分析，单因素方差分析（ANOVA）

用于 2 组以上的统计分析。进一步两两比较采用

Tukey's 检验，计量资料以均数±标准差（ ）表

示；P < 0.05 为差异有统计学意义。 

2    结果
 

2.1    MUC5B 和 TLR4 在 AR小鼠中高表达

对小鼠鼻粘膜组织的病理学变化进行了观察，

HE 染色结果显示，在对照组中，鼻粘膜表面纤

毛排列整齐；而 AR 组的表面纤毛紊乱，上皮细

胞脱落，鼻粘膜厚度增加，见图 1A。对组织切片

进行炎症因子水平检测，结果显示，和 control 组

相比，在 AR 中炎症水平增加，表现为 IL-10，IL-

4 和 TNF-α 增加，IFN-γ 减少，见图 1B。在成

功建立 AR 模型后，通过免疫组织化学法检测了

MUC5B 和 TLR4 的阳性表达。结果发现 MUC5B

和 TLR4 在 AR 中的阳性率均高于对照组，差异

具有统计学意义（P < 0.05），见图 1C～1E。 

2.2    TLR4 在 AR中的作用

为了评估 TLR4 在 AR 中的调节作用，将 sh-

RNA 和 sh-TLR4 进行鼻内给药。采用 qPCR 检测

不同组中 TLR4 的表达，与 AR 组和 AR+shRNA

组相比，sh-TLR4 组中的含量显著减少，说明干预

措施成功，TLR4 在 sh-TRL4 组中下调，见图 2A。

通过 HE 染色评估 TLR4 对鼻粘膜组织病理形态

的影响。AR 和 AR+sh-RNA 组中，鼻粘膜结构异

常，出现组织肿胀，纤毛脱落，排列紊乱等；而

在 TLR4 下调之后，病理损伤缓解，纤毛脱落面

积较小，见图 2B。通过 ELISA 测定了组织中的
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图 1    AR小鼠模型中MUC5B，TLR4 和炎症因子的表达

Fig. 1    Expression of MUC5B，TLR4 and inflammatory factors in an AR mouse model
A：HE 染色检测鼻粘膜病理变化；B：IFN-γ，IL-4，IL-10 和 TNF-α 在组织中的表达；C：MUC5B 在组织中的阳性率；
D：TLR4 在组织中的阳性率；E：MUC5B 和 TLR4 的阳性率的统计学分析；*P < 0.05，**P < 0.01。
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炎症因子水平，与 AR 组和 AR+shRNA 组相比，

下调 TLR4 之后 IL-10，IL-4 和 TNF-α 水平降低，

IFN-γ 水平增加，见图 2C。
 

2.3    TLR4 在体外通过 NF-κB调控 MUC5B 的

表达

为了验证 TLR4 的调控机制，笔者使用 HNEpC

细胞建立了体外模型。通过 qPCR 检测各组的转

染效率，在转染了 siTLR4 之后，其表达降低，见

图 3A。Western blot 实验发现，在降低 TLR4 的表达

之后，MUC5B 的表达下降，见图 3B。另外，Western

blot 检测 NF-κB 和磷酸化 NF-κB （p-NF-κB）的

表达，实验结果发现 TLR4 表达下调之后，p-NF-

κB 的表达随之下降。实验结果表明，在体外，TLR4

在体外通过 NF-κB 通路调控 MUC5B 的表达，见

图 3C。
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图 2    TLR4 敲减对小鼠 AR和炎症因子的影响

Fig. 2    Effects of TLR4 knockdown on AR and inflammatory factors in mice
A：qPCR 检测 TLR4 的表达；B：HE 检测不同组的病理变化；C：IFN-γ，IL-4，IL-10 和 TNF-α 在组织中的水平变化；
*P < 0.05，**P < 0.01，***P < 0.001，ns not significant。
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图 3    TLR4 通过 NF-κB调控MUC5B 的表达

Fig. 3    TLR4 regulates MUC5B expression through NF-κB
A：qPCR 检测 TLR4 的表达；B：Western blot 检测 MUC5B 的表达；C：Western blot 检测 NF-κB 通路表达变化；*P <
0.05，**P < 0.01，***P < 0.001。
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3    讨论

AR 是 1 种慢性疾病，通常是由于鼻粘膜的特

异性炎症反应引起。目前治疗通过药物干预，例

如：鼻内抗组胺药，鼻内类固醇等用于减轻 AR

患者的症状和改善生活质量，但一些患者即使接

受高剂量的药物治疗也无法缓解[9]。AR 多数和免

疫失调相关，现已有针对免疫功能的治疗方法，

例 如 ： 过 敏 原 特 异 性 免 疫 疗 法 （ allergen  immu-

notherapy，AIT）[10]。因此，发现更多免疫相关的

治疗方法是必要的。本研究发现参与免疫应答的

模式识别受体 TLR4 在 AR 中具有重要调控作用，

为后续治疗提供了新的方向。

AR 的机制复杂，涉及多种免疫细胞和炎症

因子的释放。例如，调节性 T 细胞（Treg）细胞、

B 细胞、树突状细胞（dendritic cells，DC）等。其

中 DC 在免疫应答中是关键的免疫调节因子，在

AR 中 是 有 利 的 治 疗 靶 点 。 Toll 样 受 体（ toll-like

receptor，TLR）可在免疫通路包括先天免疫通路和

适应性免疫通路中启动信号转导[11]。TLR 的免疫

调节功能会激活 DC 成熟，从而导致释放更多的

炎症因子和趋化因子[12]。研究说明 TLR4 广泛分

布在鼻粘膜上的 DC，巨噬细胞等免疫细胞中[13]。

TLR4 会导致免疫相关疾病的发生且和过敏性疾

病密切相关。本研究发现，在 AR 小鼠模型中，

TLR4 呈现高表达的状态（P < 0.05）。这和 1 项基

于临床样本获得结果一致，在 AR 患者中 TLR4

的 mRNA 表达量和免疫组织化学结果显著高于正

常组（P < 0.05）[14]。黏蛋白 5B（mucoprotein，MUC5B）

是气道黏蛋白的主要成分之一，在呼吸道疾病中

是 关 键 调 控 因 素 。 已 被 证 明 MUC5B 在 哮 喘

（ asthma） 和 慢 性 阻 塞 性 肺 病 （ chronic  obstructive

pulmonary disease，COPD）中表达[15]。在慢性鼻窦

炎中，MUC5B 受到炎症刺激，从而表达增加[16]。

在 1 项基因表达谱分析中，MUC5B 被证明是 AR

的关键基因之一 [17]。在笔者的研究中，发现在

AR 中 MUC5B 上调（P < 0.05）。

TLR4 在急性肝损伤中被发现存在抑制炎症

和调控细胞凋亡的功能[18]。在肠道炎症相关疾病

中，抑制 TLR4 被认为是 1 种有效的治疗方法[19]。

在本次研究中，笔者通过鼻腔内给药的方式，降

低 TLR4 的表达。抑制 TLR4 后，小鼠 AR 模型的

病理学特征得到缓解。此外，MUC5B 的表达和炎

症因子的浓度均降低。先前，已有文章表明 TLR4

参与 AR 的发病过程[20]。在 AR 免疫药理学的研

究中，木犀草素被证明可通过调节 AR 大鼠中的

TLR4，从而改善病理机制和炎症[21]。1 项早期关

于皮质类固醇激素对 AR 的治疗作用研究中说明，

这类药物通过下调 MUC5B 的表达，从而缓解病

情[22]。本研究进一步证明，靶向 TLR4 从而调控

MUC5B 表达的治疗方式是有潜力的。

TLR4 可通过脂多糖（lipopolysaccharide ，LPS）

激 活 [23]。 本 研 究 使 用 LPS 建 立 体 外 细 胞 模 型 ，

LPS 激 活 TLR4 后 ， HNEpC 细 胞 中 ， TLR4 的 表

达增加。在转染了 siTLR4 之后，TLR4 表达降低。

同时，笔者检测了 MUC5B 在细胞中的表达，和

小鼠 AR 模型一致，结果表明，敲减 TLR4 的表

达 会 导 致 MUC5B 表 达 降 低 。 为 了 进 一 步 探 究

TLR4 对 MUC5B 的调控机制，在细胞模型中探究

了 TLR4 的信号通路。核转录因子 kappaB（nuclear

factor kappa-B ，NF-κB）是1 种调节免疫球蛋白

基因表达的转录因子，参与多种信号通路的调控，

被认为是典型的促炎信号通路[24]。NF-κB 信号

通路主要受到白细胞介素 1（interleukin 1 ，IL-1），

肿瘤坏死因子 α（tumor necrosis factor α ，TNFα）

和TLR 的激活[25]。NF-κB 被激活后会诱导炎症

因子和免疫细胞的产生，从而引发炎症反应。NF-

κB 在多种类型疾病中已被视为有效的药物靶点，

例 如 三 阴 性 乳 腺 癌 （ triple-negative  breast  cancer，

TNBC），肝细胞癌（hepatocellular carcinoma，HCC）

和急性髓系白血病（acute myeloid leukemia，AML）[26]。

本实验结果发现，在 HNEpC 细胞中，降低 TLR4

的表达后，磷酸化 NF-κB（p-NF-κB）和MUC5B

的表达也随之减少。这说明在体外，TLR4 通过

NF-κB 调控 MUC5B 的表达。和笔者的研究结果

一致，在 1 项关于治疗 AR 的中药研究中，基于

NF-κB 的调控通路，在大鼠模型中可改变 MUC5B

的表达从而缓解 AR[27]。在柚皮素对 AR 影响的

研究中，文章证实 TLR4/NF-κB 对 AR 大鼠鼻粘膜

组织起到关键调控作用 [28]。基于 AR 中 lncRNA

的研究，NF-κB 信号通路被证明参与自噬和巨

噬细胞极化的过程[29]。本研究进一步为基于 NF-

κB 治疗 AR 的方法提供了理论依据。

综上所述，TLR4 和 MUC5B 在 AR 中表现出

高表达。TLR4 下调能够缓解 AR 以及降低 AR 小

鼠模型中的炎症因子。此外，在细胞模型中发现

TLR4 可通过 NF-κB 调控 MUC5B 的表达。笔者

的研究证明，TLR4/NF-κB/MUC5B 在 AR 中是有

研究潜力的调控途径，该信号通路可能为 AR 的

治疗提供新的思路。
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