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慢性炎症性声带疾病核转录因子 kappa B 
信号通路的表达变化 *

曾新宇，曲亚明，利显民，王富森 

（广东省深圳市宝安区人民医院 耳鼻咽喉科，广东 深圳 518101）

摘要 ：目的    探讨炎症性声带疾病患者核转录因子 kappa B（NF-κB）信号通路的表达变化。方法  选

取 2015 年 6 月 -2017 年 1 月在深圳市宝安区人民医院耳鼻咽喉头颈外科就诊的喉部慢性炎症患者（接受

手术的声带息肉及小结患者）50 例为疾病组，并选取 50 例正常声带组织（喉癌术中切取）标本作为对照

组。HE 染色观察手术患者声带病变组织是否发生炎症 ；ELISA 检测 TNF-α、IL-6、IL-1β 的含量 ；实

时荧光定量聚合酶链反应（qRT-PCR）和 Western blot 检测 toll 样受体 4（TLR4）mRNA 及蛋白的表达变

化 ；Western blot 检测 NF-κB p65 磷酸化水平。结果  HE 染色示手术患者声带病变组织内发生炎症反应 ；

ELISA 结果显示 ：疾病组 TNF-α、IL-6、IL-1β 的含量，与对照组比较，差异有统计学意义（均 P <0.05），

疾病组均升高 ；疾病组 TLR4 mRNA 及蛋白的表达水平，与对照组比较，差异有统计学意义（P <0.05），疾

病组均升高 ；疾病组 NF-κB p65 磷酸化水平，与对照组比较，差异有统计学意义（P <0.05），疾病组升高。

结论  TLR4/NF-κB 信号通路的活化在炎症性声带疾病中发挥作用。
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Expression changes of NF-κB signal pathway in patients with 
chronic inflammatory vocal diseases*

Xin-yu Zeng, Ya-ming Qu, Xian-min Li, Fu-sen Wang
(Department of Otorhinolaryngology, People's Hospital of Bao'an District, Shenzhen,  

Guangdong 518101, China)

Abstract: Objective  To explore the expression changes of TLR4/NF-κB signal pathway in patients with 
inflammatory vocal diseases.  Methods  Fifty patients with chronic inflammation of the larynx who underwent vocal 
cord polyp and nodule surgery in our hospital from June 2015 to Janurary 2017 were chosen into the disease group 
and 50 cases of healthy vocal cord tissue (laryngeal carcinoma intraoperative removal) were selected as control group. 
HE staining was used to observe whether the vocal cord lesion of the surgery patients had inflammation. Enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) was used to detect the content of TNF-α, IL-6 and IL-1β in the two groups. 
Quantitative real-time fluorescent PCR and Western blot were used to detect the expression changes of TLR4 mRNA 
and protein. Western blot was used to detect the phosphorylation level of NF-κB p65 in the two groups.  Results  HE 
staining showed inflammation in the vocal cord lesion of the surgery patients. ELISA results showed that the content 
of TNF-α, IL-6 and IL-1β of the disease group increased significantly, the differences were statistically significant 
compared with the control group (P < 0.05). The expression levels of TLR4 mRNA and protein of the disease group 
increased significantly, the differences were statistically significant compared with the control group (P < 0.05). 
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随着社会因素和生物因素的不断变化，急慢性

咽喉炎、声带息肉和声带小结等炎症性声带疾病的

发病率逐年升高，严重影响患者的生活质量，成为耳

鼻喉科的常见疾病 [1]。根据文献报道 [2]，在心肌缺血

再灌注损伤导致的炎症、脓毒症诱导的急性肝损伤

中，toll 样受体 4（toll-like receptor4，TLR4）/ 核转录

因子 kappa B（nuclear transcription factor kappa B，NF-

κB）信号通路在炎症反应的调控方面发挥重要作用。

TLR4 可导致 NF-κB 激活并入核，从而启动白细胞

介素 6（interleukin 6，IL-6）、肿瘤坏死因子 α（tumor 

necrosis factor alpha，TNF-α）等炎症因子基因的表

达 [3-5]。然而炎症性声带疾病患者的 TLR4/NF-κB 信

号通路是否发挥作用尚未见报道。本文旨在阐明炎症

性声带疾病患者病理组织中 TLR4/NF-κB 信号通路

的表达变化，为炎症性声带疾病的防治提供理论依据。

1    资料与方法

1.1    研究对象

选取 2015 年 6 月 -2017 年 1 月在深圳市宝安区

人民医院耳鼻咽喉头颈外科就诊断的炎症性声带疾病

（经 HE 染色证实）手术患者的声带病变组织（疾病组）

和正常声带组织（对照组）（喉癌手术中切取）各 50

例。符合本院伦理委员的标准并得到委员会的批准，

所有入选者都已签订知情同意书。排除标准 ：疾病组

和对照组中均排除孕妇、合并其他感染性疾病、外

伤、肿瘤及严重肝肾功能不全等患者。疾病组男 29 例，

女 21 例 ；年龄 33 ～ 56 岁，平均（42.6 岁）。对照组

男 26 例，女 24 例；年龄 30 ～ 52 岁，平均（40.5 岁）。

两组患者一般资料比较，差异无统计学意义（P >0.05）。

1.2    研究方法

1.2.1    手术患者声带病变组织 HE 染色    将手术切除

的声带病变组织取出后，用生理盐水冲洗，洗净后将

组织块放入液氮中，进行冷冻切片，并进行苏木素 -

伊红染色（HE 染色），显微镜下观察声带病变组织的

病理学变化。

1.2.2      ELISA 检测 TNF-α、IL-6、白细胞介素 1β

（IL-1β）的含量     按照 ELISA 试剂盒说明书进行实

验 ：①标准品的加样与稀释（倍比稀释法）；②加样 ：

分别设空白孔（空白孔不加样品及酶标试剂，其余各

步骤操作相同）和待测样品孔 ；③ 37℃温育 30 min ；

④配洗液、洗涤 5 次，1 min/ 次 ；⑤加酶标试剂 ；⑥

温育、洗涤 5 次，1 min/ 次 ；⑦加试剂显色 ；⑧加终

止液终止 ；⑨测定 ：以空白孔调零，用酶标仪在相应

波长下测定光密度（OD）值，通过标准曲线计算样品

中 TNF-α、IL-6、IL-1β 的含量。

1.2.3    实时荧光定量聚合酶链反应（qRT-PCR）检

测 TLR4 mRNA 的表达    在 Pubmed 数据库中查询

TLR4 并获取其编码序列，采用 Premer Premier 5.0 软

件设计引物，引物序列见附表。采用离心柱型总 RNA

提取试剂盒，按说明书提取总 RNA ；按逆转录试剂盒

说明书配制反应体系，将 RNA 逆转录为 cDNA，逆转

录的反应条件为 ：42℃ 60 min，70℃ 5 min ；以 cDNA

为模板进行实时荧光定量聚合酶链反应（quantitative 

real-time polymerase chain reaction，qRT-PCR）检测， 

反 应 体 系 为 ：cDNA 2μl， 正 反 向 引 物 各 0.8μl，

ddH2O 8.9μl， 荧 光 mix 12.5μl， 共 25μl。PCR 反

应条件为 ：95℃ 10 min ；95℃ 15 s，59℃ 30 s，72℃ 

30 s，40 个循环。以 GAPDH 表达量为参照，进行相对

定量分析。

1.2.4    Western blot 检测 TLR4 蛋白的表达水平    采

用全蛋白提取试剂盒提取疾病组和对照组组织全蛋

白，取 20μl 全蛋白样品进行十二烷基硫酸钠聚丙烯

酰胺（SDS-PAGE）凝胶电泳，半干转恒压转膜 15 V 

20 min，5% 脱脂奶粉摇床上孵育封闭 2 h，与 anti-

TLR4 或 anti- NF-κB p65 或 NF-κB p-p65 于 4℃摇

床上孵育过夜，HRP 标记二抗常温摇床上孵育 2 h，

洗膜后于凝胶成像分析仪上成像分析，TLR4 的表达

The phosphorylation level of NF-κB p65 in the disease group increased significantly, the difference was statistically 
significant compared with the control group (P < 0.05).  Conclusions  The activation of TLR4/NF-κB signal pathway 
plays a role in inflammatory vocal cord diseases.

Keywords:  inflammatory vocal cord diseases; TLR4/NF-κB signal pathway; phosphorylation

附表    TLR4 及 GAPDH 进行 qRT-PCR 引物序列

基因 引物序列 引物长度 /bp

PTEN 正向：5'-AAGCCGAAAGGTGATTGTTG-3'；反向：5'-CTGAGCAGGGTCTTCTTCAC-3' 108

GAPDH 正向：5'-AGAAGGCTGGGGCTCATTTG-3'；反向：5'-AGGGGCCATCCACAGTCTTC-3' 115

曾新宇，等 ：慢性炎症性声带疾病核转录因子 kappa B 信号通路的表达变化
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量以 β-actin 表达量为参照进行计算，计算 TLR4 与

β-actin 条带灰度值的比值并进行分析。NF-κB p65

的磷酸化水平以 NF-κB p65 和 NF-κB p-p65 的表

达量进行计算。

1.3    统计学方法

采用 SPSS 17.0 软件进行统计学分析，结果以均

数 ± 标准差（x±s）表示。两组间比较采用两独立

样本 t 检验，以 P <0.05 为差异有统计学意义。

2    结果

2.1    手术患者声带病变组织病理改变

声带组织表面覆盖无角化鳞状上皮，间质水肿，

见少量淋巴细胞浸润，符合声带炎症，见图 1。

2.2    两组 TNF-α、IL-6、IL-1β 的含量比较

疾病组与对照组患者病理组织中 TNF-α、IL-6

和 IL-1β 含量比较，采用 t 检验，差异有统计学意

义（t =5.250、7.569 和 11.040，均 P =0.000），疾病组

TNF-α、IL-6 和 IL-1β 含量高于对照组。见图 2。

2.3    两组 TLR4 mRNA 及蛋白的表达

疾病组 TLR4 mRNA 及蛋白的表达水平降低，与

对照组比较，差异有统计学意义（t =6.484 和 4.533，

P =0.000 和 0.011），见图 3。

2.4    两组 NF-κB p65 磷酸化水平

疾病组与对照组病理组织中 NF-κB p65 磷酸化

水平比较，采用 t 检验，差异有统计学意义（t =3.049，

P =0.016），疾病组 NF-κB p65 磷酸化水平高于对照

组，见图 4。

                   A                                                         B

A：放大 50 倍；B：A 图局部放大 200 倍

图 1    手术患者声带息肉病理切片  （HE 染色）

†

                             A                                                                                B                                                                                    C

A：两组患者病理组织 TNF-α 的含量；B：两组患者病理组织 IL-6 的含量；C：两组患者病理组织 IL-1β 的含量。† 与对照组比较，

P <0.05

图 2    两组 TNF-α、IL-6、IL-1β 的含量比较
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A：两组患者病理组织中 TLR4 mRNA 的表达；B：两组患者病理组织中 TLR4 蛋白的表达。† 与对照组比较，P <0.05

图 3    两组 TLR4 mRNA 及蛋白的表达
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3    讨论

Toll 样 受 体（toll-like receptors，TLRs） 是 模 式

识别受体（pattern recognition receptor，PRR）家族的

主要成员，是一种识别高度保守的病原相关分子模

式（pathogen-associated molecular patterns，PAMPs），

能将细胞外抗原识别信息向细胞内传递并引发炎症

反应，构成抗感染的第一道防线 [6]。TLRs 家族有超

过 13 个亚型，其中 TLR4 是最早被发现的，它是识别

多种 PAMPs 的关键亚型，尤其是革兰阴性细菌脂多

糖（lipopolysaccharide，LPS）[7]。最近的研究发现 [8]，

TLR4 也可结合损伤组织和坏死细胞释放的内源性分

子。因此，无论在感染性和非感性刺激导致的炎症反

应中，TLR4 都是一个非常关键的受体。GUEDIA 等 [9]

研究表明，在 LPS 介导的胃肠运动障碍中，HIV 和

TLR4 相互作用促进炎症反应的发生并促进免疫反应

激活 ；YANG 等 [10] 研究表明，TLR4 在心肌梗死、缺

血再灌注损伤和心力衰竭等非感染性疾病中发挥重要

作用。随着社会的进步与发展，现代人的压力越来越

大，不良的生活习惯、过度用嗓、空气污染及多种新

病原体出现等感染或非感染性因素都可成为炎症性声

带疾病的病因，因此，TLR4 可能在炎症性声带疾病的

发生发展过程中发挥作用。本次研究结果显示 ：疾病

组患者病理组织中 TLR4 mRNA 及蛋白的表达水平高

于对照组，提示 TLR4 在炎症性声带疾病中发挥作用。

NF-κB 被认为是控制炎症反应的核心因子 [11]，其

家族主要由 5 个亚单位组成 ：p50、p52、p65、RelA/

B 和 c-Rel，其中 p65 为 NF-κB 发挥功能所必需 [12]。

TLR4 经过一系列构象变化及细胞内传递作用激活一

个非常重要的转录因子，即 NF-κB，使 NF-κB p65 

亚单位上的 S536 磷酸化，结合到靶向的 DNA，通过

调控多种基因表达进而促进多种炎症介质和细胞因子

的表达，发挥防御和免疫调节作用 [13-14]。本研究结果

显示 ：疾病组患者病理组织中 NF-κB p65 磷酸化水

平高于对照组，提示 NF-κB 的激活是炎症性声带疾

病炎症反应的机制之一。TLR4/NF-κB 信号通路的

炎症因子主要有 TNF-α、IL-6、IL-1β[14] 等，本研

究结果显示 ：疾病组患者病理组织中 TNF-α、IL-6、

IL-1β 的含量高于对照组，说明炎症性声带疾病患者

病理组织中 TLR4/NF-κB 信号通路发生活化。

综上所述，TLR4/NF-κB 信号通路可能在炎症性

声带疾病中发挥作用，本研究为炎症性声带疾病的治

疗提供了干预靶点。
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