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摘要 目的 探讨 Toll 样受体 2 ( TLＲ2) 介导的 c-Jun 氨基
末端激酶( JNK) 信号分子参与小鼠支气管哮喘发病的作用
机制。方法 健康 SPF级 C57( TLＲ2 野生型) 鼠和 TLＲ2 基
因缺失( TLＲ2 － / － ) 鼠各 14 只，按随机数字表法分为 4 组:
C57 对照组、C57 哮喘组、TLＲ2 － / －对照组、TLＲ2 － / －哮喘组，

每组 7 只，哮喘组以卵清蛋白 ( OVA) 腹腔注射联合雾化吸
入致敏和激发建立哮喘模型，对照组以生理盐水代替 OVA

致敏和激发。利用免疫组织化学染色技术 ( ABC 法) 检测
TLＲ2 蛋白在 C57 对照组、C57 哮喘组肺内的表达差异，JNK

及磷酸化 JNK ( P-JNK) 蛋白表达在各组肺内的表达差异。

结果 HE染色提示较其余 3 组，C57 哮喘组有较明显的炎
症细胞浸润及呼吸道平滑肌增生。以平均吸光度( mA) 衡量
各组织蛋白相对表达量，免疫组化结果提示 TLＲ2 蛋白在
C57 哮喘组表达显著高于 C57 对照组( P ＜ 0. 01) ，JNK 蛋白
在各组的表达差异无统计学意义，P-JNK蛋白在 C57 哮喘组
肺组织的表达量显著高于 C57 对照组、TLＲ2 － / － 哮喘组、
TLＲ2 － / －对照组( F = 43. 261，P ＜ 0. 01) 。结论 TLＲ2 介导
的 JNK信号分子通路可能参与了支气管哮喘的发病过程。
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支气管哮喘( 简称哮喘) 是多基因参与的具有

遗传易感性的慢性呼吸道变应性疾病，其发病涉及

多种炎症细胞、炎性介质和复杂的细胞因子网络。
Toll样受体家族( Toll like receptors，TLＲs) 是参与非
特异性免疫( 天然免疫) 的一类重要蛋白质分子，同

时具有激活和调节特异性免疫系统的作用。TLＲ2
在调控哮喘的发病机制中扮演的角色备受争

议［1 － 2］。TLＲs的激活依赖于连接蛋白髓样分化蛋
白 88 的结合，将信号传至胞内 Toll / IL-1 受体同源
结构域，从而激活下游的信号转导通路，如核转录因

子 NF-κB 诱导激酶，促丝裂原活化蛋白激酶，通过
c-Jun 氨基末端激酶 ( c-Jun amino-terminal kinase，
JNK) 激活活化蛋白-1 转录因子家族，即可启动细胞
内炎性因子的合成及释放［3 － 4］。但 TLＲ2 激活 JNK
信号分子通路参与哮喘的发病过程少见报道。基于
以上研究背景，该研究建立 TLＲ2 － / －小鼠哮喘模型，

拟从形态学角度探讨 TLＲ2 介导的 JNK信号分子通
路在哮喘发病中的可能机制。

1 材料与方法

1． 1 材料
1． 1． 1 实验动物 非特定病原体雌性小鼠，6 ～ 8
周龄，SPF级 C57 小鼠( 上海斯莱克实验动物有限责
任公司) 及 TLＲ2 － / －小鼠 ( 中国科学技术大学生命

科学院田志刚教授馈赠) 各 14 只，( 25 ± 2) g。饲养
于中国科学技术大学生命科学学院实验动物中心，

饲养环境符合 SPF实验动物级环境设施标准。
1． 1． 2 实验器材和试剂 超声雾化器 402AI( 江苏
鱼跃医疗设备股份有限公司 ) ; 卵清蛋白 ( ovalbu-
min，OVA) 、硫酸铝钾( 上海生工生物工程技术服务
有限公司) ;兔抗鼠 TLＲ2 多克隆抗体( 美国 Abcam
公司) ;兔抗鼠 JNK、P-JNK 多克隆抗体 ( 美国 CST
公司) ; SP9000 免疫组化染色试剂盒、浓缩型 DAB
试剂盒( 北京中杉金桥生物技术有限公司) 。
1． 2 方法
1． 2． 1 动物分组及模型复制 按照随机数字表法
将 C57 及 TLＲ2 － / －小鼠各 14 只分成 4 组: C57 对照
组、C57 哮喘组、TLＲ2 － / －对照组、TLＲ2 － / －哮喘组。
哮喘组小鼠于第 0 天腹腔注射 10 μg OVA 和含 1
mg硫酸铝钾的生理盐水溶液 0. 5 ml 致敏。第 14
天开始激发，给予 1% OVA 生理盐水 50 ml 雾化吸
入，1 次 / d，30 min /次，连续 7 d。对照组参照哮喘
组方法，只是致敏和激发时均以生理盐水代替

OVA。各组均于末次激发后 24 h 处死，切下一半右
肺组织经 4%多聚甲醛固定，常规石蜡包埋切片，用
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于 HE染色及免疫组化检测。
1． 2． 2 HE 染色检测肺组织病理变化 光镜 ( ×
10) 下观察 HE 染色的支气管肺组织周围炎症细胞
浸润、平滑肌增生情况。
1． 2． 3 免疫组织化学检测蛋白表达 切片常规脱
蜡至水，采用高火微波修复抗原，柠檬酸缓冲液 pH
=6． 0。3%过氧化氢抑制内源性过氧化物酶活性及
0. 3% Triton-X 100 增加肺组织通透性，以 5%山羊
血清( A液) 封闭减少非特异性表达。滴加一抗，37
℃ 孵育 1 h后 4 ℃过夜( 视抗体表达程度可适当予
以延长) ，PBS洗涤后，生物素标记的二抗( B 液) 处
理 30 min，辣根过氧化物酶标记的 C 液 37 ℃孵育
30 min，ABC 液均为 SP9000 检测试剂盒内容物，
DAB显色，镜下控制染色时间，含有粗细不一的棕
黄色颗粒即为阳性细胞。苏木精轻度复染，脱水，透
明，中性树胶封片。每张切片随机选择 4 个结构较
完整的支气管( × 20) ，应用 JD 801D 图像分析软件
测定阳性部位的平均吸光度 ( mean absorbance，
mA) ，代表各蛋白表达水平。
1． 3 统计学处理 所有数据经 SPSS 16． 0 软件分
析，计量资料均符合正态分布，以 珋x ± s 表示，两样本
均数比较采用两独立样本 t 检验，多组样本均数采
用单因素方差分析法，两两比较采用 Bonferroni 检
验。

2 结果

2． 1 小鼠行为学改变 哮喘组在激发时均出现不
同程度的烦躁不安、呼吸急促、毛发竖直、大小便失
禁等症状，严重者呼吸减慢，行动迟缓，而对照组无

明显上述表现。
2． 2 肺组织形态学改变 光镜示 C57 哮喘组支气
管、血管周围大量炎症细胞浸润，嗜酸性粒细胞增
多，呼吸道上皮黏液腺增生，支气管壁明显增厚、管
腔狭窄，肺泡壁结构紊乱，而 C57 对照组及
TLＲ2 － / －对照组支气管周围则有少量炎症细胞浸

润，无明显平滑肌增生、支气管壁增厚，肺泡结构完
整。TLＲ2 － / －哮喘组炎症细胞浸润及平滑肌增生等

较 C57 哮喘组有所减弱。见图 1。
2． 3 肺组织 TLＲ2、JNK、P-JNK 蛋白表达
TLＲ2、JNK、P-JNK 蛋白主要表达定位在胞质和胞
核，支气管上皮细胞、平滑肌细胞及浸润的炎症细胞
均可见表达。TLＲ2 蛋白在 C57 哮喘组肺组织的表
达量显著高于 C57 对照组( P ＜ 0. 01) ，见图 2、表 1。
JNK蛋白在各组中的表达差异无统计学意义，见图3、

图 1 各组小鼠肺组织形态学改变 HE ×100

A: C57 对照组; B: C57 哮喘组; C: TLＲ2 － / － 对照组; D:

TLＲ2 － / －哮喘组

表 1。P-JNK蛋白在 C57 哮喘组肺组织的表达量显
著高于 C57 对照组、TLＲ2 － / －哮喘组、TLＲ2 － / －对照

组( F = 43. 261，P ＜ 0. 01) ，见图 3、表 1。

图 2 TLＲ2 蛋白表达 IHC × 200
A: C57 对照组; B: C57 哮喘组

表 1 TLＲ2、JNK、P-JNK在各组小鼠肺组织 mA比较( n = 7，珋x ± s)

组别 TLＲ2 蛋白含量 JNK蛋白含量 P-JNK蛋白含量
C57 对照 0． 199 ± 0． 014 0． 385 ± 0． 018 0． 286 ± 0． 024
C57 哮喘 0． 448 ± 0． 096＊＊ 0． 358 ± 0． 050 0． 534 ± 0． 099##

TLＲ2 － / －对照 － 0． 344 ± 0． 076 0． 205 ± 0． 040
TLＲ2 － / －哮喘 － 0． 383 ± 0． 076 0． 322 ± 0． 037

与 C57 对照组比较: ＊＊P ＜0. 01;与其他 3 组比较: ##P ＜0. 01

3 讨论

TLＲs 在参与哮喘气道炎症的不同细胞上均有
表达，如上皮细胞、巨噬细胞、树突状细胞、肥大细
胞［5］和气道平滑肌［6］。Ferreira et al［1］收集 24 例致
命性哮喘患者的临床标本，发现 TLＲ2 蛋白在气道
上皮的表达较对照组升高。Th2 细胞及其分泌的细
胞因子的增多在哮喘的发病中起着重要的作用，Ｒe-
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图 3 JNK、P-JNK蛋白表达 IHC × 200

A: C57 对照组; B: C57 哮喘组; C: TLＲ2 － / －对照组; D: TLＲ2 － / －哮喘组; 1: JNK蛋白; 2: P-JNK蛋白

decke et al［7］发现 TLＲ2 的配体 Pam3Cys 通过持续
性诱导 Th2 反应，下调 Th1 因子，从而使免疫反应向
Th2 优势的方向发展，促进实验性哮喘的发生，而另
一项研究［2］显示 TLＲ2 的配体 Pam3Cys通过降低气
道高反应性，减弱肺内 Th2 型炎症反应及特异性
IgE的分泌等抑制哮喘的发生。
有研究［8 － 9］显示，TLＲ2 基因变异是哮喘易感性

的主要决定因素。研究［10］表明，TLＲ2 － / －时哮喘组

小鼠气道炎症浸润程度显著降低，且一种新型的晚

期炎症介质即高迁移率族蛋白 1 信号分子在 BALF
及肺组织中的表达亦减少。本研究在前期工作基础
上，通过 OVA致敏及激发小鼠成功建立哮喘模型，
进一步提出 TLＲ2 介导了 JNK信号通路参与哮喘的
发病机制。免疫组织化学直观地显示出 TLＲ2 蛋白
在 C57 哮喘组的表达显著高于 C57 对照组，与上述
TLＲ2 可能促进小鼠支气管哮喘发生的结论相符。

JNK是促丝裂原活化蛋白激酶超家族成员之
一，通过三级酶促级联反应，完成 JNK 磷酸化，从而
在炎症反应的诸多方面发挥免疫调控作用［11］。
Nath et al［12］通过哮喘造模发现 JNK 信号通路在气
道炎症、气道重塑及伴随的气道高反应性中发挥重
要作用。Oltmanns et al［13］研究证实在气道慢性炎
症和重构过程中，JNK是一个重要的信号分子，可促
进气道平滑肌细胞分泌炎性因子如活性调节蛋白、
白介素-8 等。有研究［14］表明 P-JNK 与哮喘气道重
塑密切相关，表现为蛋白表达量升高，而 JNK 作为
P-JNK的前体其表达量无显著差异。本研究免疫组

织化学检测 JNK 蛋白在各组之间的表达无明显差
异，P-JNK在哮喘组中表达升高与以上结论相符。
肺泡巨噬细胞主要通过吞噬病原体和协调炎症

反应来调控天然免疫应答，参与哮喘的发病，Fang et
al［15］通过金黄色葡萄球菌刺激 ＲAW264． 7 肺泡巨
噬细胞系，发现 TLＲ2 基因沉默可以显著地降低 P-
JNK在巨噬细胞的表达，推测 TLＲ2 可能活化并介
导了 JNK信号通路。Watanabe et al［16］也有过类似
的发现。本研究中免疫组织化学检测显示活化的
P-JNK在 C57 哮喘组显著升高，TLＲ2 － / －时其表达

量则明显降低。因此，推测 TLＲ2 蛋白在诱发哮喘
过程中占主导地位，同时进一步激活并介导 JNK 信
号分子参与小鼠支气管哮喘的发生，但其确切的调

控机制仍需深入探讨。
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Mechanism of c-Jun N-terminal kinase mediated by
Toll like receptor 2 in murine asthma

Shen Peiting，Fang Lei，Wu Huimei，et al
( Dept of Geriatric Pulmonary，The First Affiliated Hospital of Anhui Medical University，

Geriatric Institute of Anhui Province，Hefei 230022)

Abstract Objective To explore the mechanism of c-Jun N-terminal kinase mediated by Toll like receptor 2 in
murine asthma． Methods 14 healthy SPF grade C57 wild-type mice and 14 TLＲ2 knockout ( TLＲ2 － / － ) mice were
randomly divided into four groups: C57 control group，C57 asthma group，TLＲ2 － / － control group，TLＲ2 － / － asth-
ma group ( n = 7) ． We utilized intraperitoneal injection combined with inhalation of ovalbumin ( OVA) to sensitize
and challenge the mice，thus establishing the experimental models of asthma． Meanwhile，the control group received
normal saline instead of OVA． The protein expression of TLＲ2 was detected by immunohistochemistry( ABC meth-
od) in C57 control group and C57 asthma group，as well as JNK and phosphorylation c-Jun( P-JNK) between each
group． Ｒesults In C57 asthma group，HE-staining showed more obvious inflammatory cell infiltration around bron-
chi and airway smooth muscle hyperplasia than the other three groups． The relative protein expressions were meas-
ured by mean absorbance( mA) ． Immunohistochemistry indicated that mean absorbance values of TLＲ2 was signifi-
cantly higher in C57 asthma group than those of C57 control group ( P ＜ 0. 01) ． There was no obvious difference of
JNK protein expression between each group． The immunoexpression of P-JNK in C57 asthma group was notablely
higher than those of C57 control group，TLＲ2 － / － asthma group，TLＲ2 － / － control group ( F = 43. 261，P ＜ 0. 01) ．
Conclusion TLＲ2-mediated JNK signaling molecules may be involved in the process of murine asthma．
Key words asthma; Toll like receptor 2; c-Jun N-terminal kinase; phosphorylation c-Jun N-terminal kinase; immu-
nohistochemistry
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