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??摘?要!?目的?探讨核苷酸结合寡聚化结构域# */U2+.5)W+\)*W)*7.2)7.Q+0)S15).* W.Q1)*$>4@%模式

识别受体# X155+0* 0+U.7*)5).* 0+U+X5.0$N]]%>.W! '>.W$ 在鼻息肉发病中的作用& 方法?分别采用免疫组

织化学及 [+,5+0*F\2.5检测 >.W! '>.W$ 蛋白在 $% 例鼻息肉组织中的表达$同时以 !" 例正常下鼻甲黏膜

作对照(ÌA9H检测鼻息肉组织和下鼻甲黏膜组织中白细胞介素 K # ÀFK %的含量& 结果?[+,5+0*F\2.5结

果提示!鼻息肉组织 >.W! 表达高于对照组$两组 >.W$ 无明显差异& 免疫组织化学示两种模式受体在两

组中均有表达$主要表达于黏膜上皮细胞'腺体上皮'炎性细胞#如嗜酸性粒细胞%中$但 >.W! 在鼻息肉

中表达强于对照组#Dk%=%G % $ >.W$ 在两组中的表达差异无统计学意义& ÌA9H检测示鼻息肉组织匀

浆液 ÀFK 高于正常下鼻甲黏膜组织$#Dk%=%G % & 结论?在鼻息肉组织中$>.W! 表达增强$说明 >.W! 有

可能参与鼻息肉的发病&

关?键?词!>.W,样模式识别受体(鼻息肉(发病机制

中图分类号!]B&G=$G??文献标识码!H??文章编号!!%%B 8!G$%#$%!#%%# 8%!"$ 8%K
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.2)7.Q+0)S15).* W.Q1)* #>.W% 2):+0+U+X5.0,# >̀],% >.W! $ >.W$ )* X15(.7+*+,),.3*1,12X.26X,==&+5-21?$%

,X+U)Q+*,.3*1,12X.26X,Z+0+.\51)*+W ,/07)U122630.QX15)+*5,Z)5( *1,12X.26X,$ 1*W !" .3)*3+0).05/0\)*15+Q/U.,1

1,*.0Q12U.*50.2Z+0+.\51)*+W 30.QX15)+*5,/*W+07.)*7,+X5.X21,56W/+5.W+V)15).* .3*1,12,+X5/Q=IRX0+,,).* .3

>.W! $ >.W$ X0.5+)*,)* 122,X+U)Q+*,Z1,W+5+U5+W Z)5( [+,5+0*F\2.51*W )QQ/*.(),5.U(+Q),5060+,X+U5)V+26=H*W

5(+2+V+2.3ÀFK )* 5),,/+(.Q.7+*15+,30.Q5(+5Z.70./X,Z1,W+5+U5+W \6ÌA9H=>&1()+1?[+,5+0*F\2.51*126,+,

0+V+12+W 5(155(+>.W! 2+V+2.3*1,12X.26X,70./X Z1,()7(+05(1* 5(15.35(+U.*50.270./X #Dk%=%G % Z()2+5(+

W)33+0+*U+.3>.W$ 2+V+2\+5Z++* 5(+5Z.70./X,Z1,,515),5)U1226)*,)7*)3)U1*5=AQQ/*.(),5.U(+Q)U121*126,+,,(.Z+W

+RX0+,,).* .3>.W! 1*W >.W$ )* \.5( 70./X,$ Q1)*26)* 5(++X)5(+2)12Q/U.,1$ 721*W Q/U.,11*W )*321QQ15.06U+22,$

Z)5( 5(+,1Q+U.QX10),.* 0+,/25,U.*3)0Q+W \6[+,5+0*F\2.51*126,+,=M(+2+V+2.3ÀFK )* 5),,/+(.Q.7+*15+,30.Q5(+

*1,12X.26X,70./X Z1,()7(+05(1* 5(15.35(+U.*50.270./X #Dk%=%G %=?-.6)(1,-.1?>.W! Q16\+1* +5).2.7)U12

31U5.0)* 5(+X15(.7+*+,),.3*1,12X.26X,=

??@&7 A-%21!>.W,X155+0*F0+U.7*)5).* 0+U+X5.0( >1,12X.26X,( N15(.7+*+,),

??鼻息肉是一种常见病$发病率约 $e h

Ge$给人们带来沉重的生活负担$而目前的手

术和药 物 治 疗 效 果 不 佳$ 且 复 发 率 逐 年 增

高)!*

& 其发病机制未完全阐明$可能涉及到感

染'变态反应等相关因素& 微生物刺激鼻腔黏

膜引起机体启动天然免疫$主要通过病原体本

身的病原相关分子模式与黏膜细胞模式识别

受体 # X15(+0* 0+U.7*)5).* 0+U+X5.0$N]]%来实现&

N]]中研究较多的是 M.22样受体$分布在细胞
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表面和特异性的细胞器$如内吞型溶酶体)$*

$

主要识别的是胞外微生物$其在识别细胞表面

的致敏原进而在过敏反应中发挥重要作用$在

这一领域已有较多研究& 但一些微生物可以

逃避细胞膜 N]]$进入细胞内& 如何识别此类

病原体及胞内菌$引起研究者的不断探索& 后

来发 现 >.W 样 模 式 受 体 # *.W 2):+0+U+X5.0,$

>̀],%具有这种功能)#*

& 近年来$这种新近发

现但+古老 ,的模式受体在包括过敏反应在内

的上呼吸道炎症反应中的作用正受到重视&

有关 >̀]受体 >.W! '>.W$ 在鼻息肉中作用的

文献报道不多$本研究拟深入探讨 >̀]受体

>.W! '>.W$ 在鼻息肉发病中的作用$现将实验

结果报道如下&

BC材料与方法

B=BC研究对象

收集 $%!! 年 " 月 h$%!$ 年 " 月南方医科

大学珠江医院住院鼻息肉患者 $% 例$其中男

!$ 例$女 C 例( 年 龄 $B hGG 岁$ 中 位 年 龄

K# 岁&采用 IN49 $%%B 指南)!* 标准纳入研究

组$所有患者入院前 # 周内未行抗炎和抗过敏

治疗& 同期选取本院行单纯鼻中隔偏曲矫正

术时取正常下鼻甲黏膜患者 !" 例作为对照

组$男 !! 例$女 C 例(年龄 $$ hGB 岁$中位年

龄 #K 岁& 本项研究得到了南方医科大学珠江

医院伦理委员会的批准$且征得所有研究对象

知情签字同意&

B=DC标本处理

息肉组织与对照组织分别采用无菌生理盐

水漂洗$尽量干燥后$各分 # 份$$ 份置于冻存

管中$液氮速冻$ 8C%f冻存& 余下 ! 份置于

福尔马林溶液中$包埋成石蜡块&

B=EC实验方法

!=#=!?[+,5+0*F\2.5法?将 !%% Q7鼻黏膜组

织块置于匀浆器中$剪碎& 加蛋白裂解液于匀

浆器中$进行匀浆研磨#冰上操作 % & 将裂解液

移至!=G Q2离心管中$冰上裂解$离心$取部分

上清$加入上样 \/33+0$煮沸 !% Q)*& 缓慢恢复

室温后$稍离心$放于 8$%f保存& ;'H法测

定蛋白浓度& 取蛋白上样量为 $%

"

7$样品经

过 !%e9@9FNHJI胶 !%% <恒压 #% Q)*$!$% <

恒压电泳至溴酚蓝刚出胶底部止& 湿转法将

9@9FNHJI胶上蛋白转印至 N<@c膜上$Ge脱

脂奶粉溶液室温封闭 ! ( 后(与鼠抗人 >.W! 抗

体# ]n@$ ! dG%% 稀释 % 或 >.W$ 抗体 # YÀ ÀF

N4]I$ !dC%% 稀释 % $ >H̀N# # ]n@$ ! dC%% 稀

释%JHN@a#上海康成生物$ ! d!% $ %%% 稀释 %

#Bf孵育 $ ($含 %=!eMZ++*F$% 的 M;9M洗膜

G Q)*$# 次后用相应二抗 #兔抗鼠 A7J$ ,./5(+0*

\).5+U( $!dK%%% 稀释 % #Bf孵育 ! (& 先后用

M;9M及 M;9 漂洗膜& 将杂交膜置于暗匣上$

I'̀ 化学发光检测& 结果经灰度扫描后采用

AN[A>&% 软件进行半定量分析&

!=#=$?免疫组织化学?样本脱蜡'水化$柠檬

酸盐溶液高温高压$!#%f煮 G Q)*$喷气$ Q)*$

行抗原修复$ #ea

$

4

$

孵育 G Q)*=$添加鼠抗

人 >.W! 单 克 隆 抗 体 # ]n@% $ 分 别 稀 释 成

!d!&%% $鼠抗人 >.W$ 单克隆抗体 #YÀ ÀN4]I%

!d!%% $室温下孵育 &% Q)*$N;9 冲洗$# Q)* g

# 次(添加通用 a]N多聚体 #珠海泉晖 % $室温

下孵育 $% Q)*$ N;9 冲洗$ $ Q)* g# 次(滴加

@H;#二氨基联苯胺%显色液显色G Q)*(自来水

充分冲洗 '苏木精复染 '脱水 '透明 '封片 & 显

微镜下观察并摄片 & 阴性对照采用 N;9 代替

一抗 $后用二抗及其余条件相同 & 阳性标准

为染成棕褐色 $再依据光密度值计算着色差

异 &

!=#=#?酶联免疫吸附测定?取 !%% Q7鼻黏

膜组织块置于液氮冷却的研钵中$液氮下彻底

研磨$并加入! Q2N;9$离心$取上清液$;'H法

测定总蛋白浓度& 按 ÀFK ÌA9H试剂盒说明

书进行操作 #购自浙江联科生物技术有限公

司% $测定在 KG% *Q下吸光度#H% & 根据 H值

及标准曲线求出 ÀFK 浓度&

B=FC统计学分析

采用 9N99 !#=% 软件包进行统计分析$结果

采用
!

Ej:表示$根据方差齐性检验$若方差齐

则采用两独立样本 &检验$方差不齐采用 &检

验$ 相关系数采用 N+10,.* 相关分析& 检验水准

为 %=%G$以 Dk%=%G 为差异具有统计学意义&

DC结果

D=BC[+,5+0*F\2.5检测结果

两种 >.W,样蛋白均在两组中表达$但表达

量不同& 通过灰度值比较发现$>.W! 在鼻息肉
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中的表达较对照组增高$差异有统计学意义

#&mG=K"% $Dm%=%$&$ % & >.W$ 在两组中的表

达无明显差异 #&m%=BB# $Dm%=##&$ % (结果

见图 ! $$ &

D=DC免疫组织化学结果

结果如图 # $采用 @H;#二氨基联苯胺 %显

色$苏木精复染$棕褐色染色为阳性结果& 两

种 >.W,样受体在两组中均有表达$主要表达在

上皮细胞胞质中$腺体细胞及部分炎症细胞胞

质也有表达& 通过 AQ17+X0.X2/,&=% 软件比较

光密度$>.W! 在鼻息肉组中表达强于对照组$

#&mG=#"$ $Dm%=%%&% % & >.W$ 在两组中的

表达差异无统计学意义& 采用 N+10,.* 对两种

受体进行相关分析 >.W! 与 >.W$ 在两组组织

中的表达呈正相关 $相关系数%m%=K$& $Dm

%=%%# &

D=ECÌA9H结果

鼻息肉组织匀浆液 ÀFK #$C=&%j!K="&%

"

7DQ7

高于正常下鼻甲黏膜组#!#=%! jK=G"%

"

7DQ7$两组

ÀFK 含量比较$差异具有统计学意义#&mBGB"%$

Dm%=%%!% &

!"# $ !"% & '()*+

!"# $%&# !"# $%&# !"# $%&#

图 BC[+,5+0*F\2.5电泳图
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图 DC两组组织中 >.W! 与 >.W$ 的相对表达量

图 EC>.W,样受体免疫组织化学染色?1'\!对照组 >.W! '>.W$ #@H;gK%% % (U' W!鼻息肉组 >.W! '>.W$ # @H;

gK%% % (+!阴性对照 #@H;g$%% %

EC讨论

鼻息肉作为临床鼻科学常见病$发病机制

至今未完全阐明$但其与感染之间的关系一直

是研究的热点& 国内学者的研究表明$中国人

鼻息肉的发病主要以中性粒细胞为主$而不同

于国外鼻息肉以嗜酸性细胞为主)K*

$ 据 9/*

等)G*报道$国内 &C=Ke鼻息肉含有细菌生物

膜$生物膜为微生物慢性感染提供了机会$从

细胞学'病原角度说明了感染因素在国内鼻息

肉形成中的重要作用& 在以往的天然免疫研

究中$往往关注 M.22样受体& 如顾兆伟等)&* 最

近研究发现$慢性鼻窦炎鼻息肉中 M̀]$ ' M̀]K

的表达$认为与鼻息肉的发病机制有关& 本课

题研究提示 >.W,样受体在鼻腔黏膜及息肉组

织中表达$与国外报道一致& ;.7+3.0,等)B*通过

实验得出$在变应性鼻炎及健康人鼻腔黏膜中

均存在 >.W! $ >.W$ 的表达& Y1*,,.* 等)C*通过

比较扁桃体'腺样体和鼻息肉$发现上述组织

"K"!"
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均检测到 >.W! '>.W$ Q]>H及蛋白质的表达&

说明在天然免疫中$不仅仅是 M.22样受体$>.W,

同样也存在表达$>.W,对鼻息肉形成同样具有

一定作用&

>.W! 激活后可以引起 M($ 细胞因子的释

放$从而加重或维持鼻息肉炎症& 许多文献提

供了证据& 如 c0)5S等)"* 通过小鼠实验说明$

>.W! 对适应性免疫意义巨大$单用 >.W! 的配体

就可以使特异性免疫向 M($ 为主的方向分化$

引起 ÀFK 等的升高& @/1* 等)!%* 通过哮喘模型

实验发现$>.W$ 的配体可以阻断呼吸道免疫耐

受$即抑制 '@K# i% 'c4L## i%细胞的产生$促

进 M($ 为主的变应性反应$而加重哮喘病情&

并认为这是通过增强胸腺间质淋巴细胞生成素

#5(6Q)U,50.Q1226QX(.X.)+5)*$ M9 Ǹ%和 ÀF$G 的

产生$促进 M>c家族 4LK% 配体的表达$进而增

强抗原递呈和激活 M淋巴细胞来实现这一结果

的& 最近$ 9()* 等)!!*也通过变应性鼻炎动物模

型实验证明$>.W! 的配体可以增强变应原特异

性 M($ 的应答$并且可以抑制调节性 M细胞的

产生$从而加重变应性鼻炎病情& 与既往许多

研究提示的那样$鼻息肉中 M($ 细胞因子含量

升高& 本研究显示鼻息肉组织匀浆中 ÀFK 浓度

较下鼻甲组织高& ÀFK 可以促进 ;细胞增值分

化$是诱导 A7I合成关键的细胞因子之一$可以

成为鼻息肉炎症持续的原因之一& 这些研究都

是建立在动物模型上$由 >.W! 的激活引起 ÀFK

等细胞因子增高在人体是否成立$尚需要进一

步研究&

本研究探索了 >.W! 在鼻息肉组织形成中

的作用$为进一步阐明感染因素在国内鼻息肉

患者中作用打下基础& 结合 ÀFK 检测$说明鼻

息肉是含感染和变态反应双重因素的疾病=临

床上糖皮质激素药物治疗鼻息肉$部分效果不

佳$文卫平等)!$*认为可能是中心粒细胞浸润的

结果& 本研究为改进临床现有单纯糖皮质激

素治疗鼻息肉$也可以提供新的依据&
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