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摘要 ：

[背景] 二氧化硅（SiO2）粉尘可引起肺泡巨噬细胞中的炎症事件和细胞损伤，但具体作用机制
不明。

[目的] 探究抑制 TLR4/NF-κB 信号通路在 SiO2 诱导的小鼠巨噬细胞炎症反应及巨噬细胞表型
改变中的作用。

[方法] 16 只 6~8 周龄的 C57BL/6 小鼠（雌雄各半）经 50 μL 生理盐水或 50 μL 50 mg·mL−1 的
SiO2 肺内灌注 14、28 d 后处死，苏木精伊红染色（HE）对肺组织进行病理学观察，采用免疫印
迹法（WB）及免疫荧光法（IF）检测肺组织 TLR4 信号相关蛋白 Toll 样受体 4（TLR4）、髓样分化
因子 88（Myd88）和肿瘤坏死因子受体相关因子 6（TRAF6）表达。小鼠巨噬细胞系 Raw264.7
细胞在暴露于 SiO2 前 1 h 加入 TLR4 抑制剂 M62812 进行预处理，后加入 SiO2（100 μg·cm2）协
同刺激 12 h，采用 WB 和 IF 检测 TLR4 介导的炎性信号关键蛋白 TLR4、Myd88、磷酸化的核
因子 kappaB P65（P-NF-κB P65)、磷酸化的核因子 1kappaB 抑制蛋白 α（P-1κbα）、肿瘤坏死因
子-α（TNF-α）和白介素-6（IL-6）以及巨噬细胞 M1 表型标志蛋白一氧化氮合酶（iNOS）、分化抗
原决定簇（CD86）和 M2 表型标志精氨酸酶-1（Arg-1）的表达。酶联免疫吸附实验（ELISA）检测
在小鼠 Raw264.7 细胞中抑制 TLR4 后细胞培养液上清中炎症因子 TNF-α、IL-6 的含量。

[结果] 小鼠气道灌注 SiO2 后，HE 染色结果显示第 14 天矽肺小鼠肺组织局部可见明显的肺
纤维化结节。WB 结果显示，与对照组相比，矽肺小鼠肺组织中 TLR4 信号相关蛋白 TLR4、
Myd88 和 TRAF6 表达水平上调（P < 0.05）。IF 结果显示，与对照组相比，矽肺小鼠肺组织中
TLR4 和 Myd88 荧光强度增强，提示 TLR4 信号激活。体外实验显示与对照组相比，100 μg·cm2

SiO2 处理小鼠 Raw264.7 细胞不同时间（6、12、24、48 h），TLR4、Myd88、P-NF-κB P65 和 P-
1κbα 的表达上调，其中 TLR4 和 P-1κbα 在 6、12 及 24 h 刺激组的上调有统计学意义（P < 0.05），
Myd88 在 12、24 h 刺激组的上调有统计学意义（P < 0.05），P-NF-κB P65 在 12 h 刺激组的上调
有统计学意义（P < 0.05）。采用抑制剂抑制 TLR4 表达后，可明显减弱 SiO2 诱导的 TLR4 及相
关转导通路 Myd88、TRAF6、P-NF-κB P65、TNF-α 和 IL-6 表达，同时下调 SiO2 暴露导致的巨噬
细胞 M1 表型标志 iNOS 的表达，上调 M2 表型标志物 Arg-1 的表达。

[结论] 抑制 TLR4/NF-κB 信号通路可以逆转 SiO2 诱导的小鼠巨噬细胞炎症反应及向 M1 促炎
表型转化。
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Abstract:

[Background] The mechanisms of  silicon dioxide  (SiO2)-induced inflammation and cell  injury  in
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pulmonary macrophages are not fully characterized.

[Objective] To  investigate  the  potential  roles  of  inhibition  of  toll-like  receptor  4  (TLR4)/nuclear  factor-kappa  B  (NF-κB)  signaling  in
inflammation and macrophage polarization in mouse Raw264.7 cells in response to SiO2 stimulation.

[Methods] Sixteen 6- to 8-week-old C57BL/6 mice, half male and half female, were intratracheally instilled with 50 μL of SiO2 (50 mg·mL−1

in saline) or normal saline via oropharyngeal route, and the lungs of mice were harvested at 14 d and 28 d post the first challenge of SiO2.
HE staining of mouse lung was used for histopathological analysis. The expressions of TLR4 signaling-related proteins were detected by
Western blotting (WB) and immunofluorescent  (IF)  assay,  including TLR4, myeloid  differentiation factor  88 (Myd88),  and TNF receptor
associated  factor  6  (TRAF6). Raw264.7  cells  were  stimulated  with  SiO2 (100  μg·cm2) for  12  h  in  absence  or  presence  of  TLR4  inhibitor
M62812 for  13  h  before  the culture  supernatants  and cell  lysates  were harvested for  analysis.  The expressions  of  key  components  of
TLR4 signaling cascade including TLR4, Myd88, and phosphorylated nuclear factor-kappa B P65 (P-NF-κB P65), P-1NF-kappa-B inhibitor α
(P-1κbα),  tumor  necrosis  factor-α  (TNF-α),  and  interleukin  6  (IL-6),  M1  phenotype markers  inducible nitric oxide  synthase (iNOS)  and
cluster  of  differentiation  86  (CD86),  as  well  as  M2  phenotype  arginase-1 (Arg-1)  were  accessed  by  WB  and  IF.  The  expressions  of
inflammation factors IL-6 and TNF-α in supernatants were determined by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA).

[Results] After SiO2 intratracheal instillation for 14 d, the HE staining results showed obvious fibrotic nodules in the lung tissues of mice.
The results of WB analysis revealed more abundant TLR4, Myd88, and TRAF6 in the silicosis mouse lung samples than in the controls. The
results of IF assay showed an increased abundance of TLR4 and Myd88 proteins in the lung samples of silicosis mice at 14 d post the silica
challenge,  compared  to  the  controls,  indicating  TLR4  signaling  activation.  As  seen  in  the in  vitro experiment,  significant  upregulations
after the exposure to 100 μg·cm2 SiO2 were observed in TLR4 and P-1κbα at 6, 12, and 24 h (P < 0.05); Myd88 at 12 and 24 h (P < 0.05);
and P-NF-κB P65 at 12 h (P < 0.05).  The inhibitor significantly suppressed the expressions of TLR4, Myd88, TRAF6, P-NF-κB P65, TNF-α,
and IL-6 in Raw264.7 cells. In addition, the SiO2-induced M1 phenotype marker iNOS was significantly suppressed, but the M2 phenotype
marker Arg-1 was increased in the Raw264.7 cells.

[Conclusion] The inhibition of  TLR4/NF-κB signaling could result  in a reduction of  the inflammation response and the transition of  M1
toward M2 phenotypes of macrophages in response to SiO2 challenge.

Keywords: silicosis; TLR4/NF-κB signaling; macrophage polarization; inflammation

  

矽肺病是由于吸入二氧化硅（silicon dioxide, SiO2）

结晶而引起的不可逆的职业性慢性纤维化肺病，目前
尚无有效治疗手段[1]。近年来，大量工业生产例如牛仔
布喷砂、珠宝抛光、人造石工程、建筑施工和公路维
修中的作业人员仍存在过量吸入 SiO2 的风险，作业人
员患病不仅对自身身体健康造成严重危害，也给家庭
和社会造成严重的经济负担。在许多发展中国家矽肺
病仍然是影响社会健康发展的重大公共卫生和社会
问题[2–5]。

目前 SiO2 诱发矽肺病的致病机制尚未完全阐明。
研究表明，肺泡巨噬细胞（alveolar macrophages, AM）

是尘肺发生的启动细胞，慢性和急性接触 SiO2 后，AM
活化引发的复杂炎症因子调控，而持续的慢性炎症微
环境的刺激会导致肺脏不可逆的纤维化进程，这将最
终决定矽肺病的发展[6–7]。在多项不同的研究中证实
SiO2 颗粒和 SiO2 染毒细胞生成的氧化应激产物会导
致细胞和肺部损伤；增加包括肿瘤坏死因子-α（tumor
necrosis factor α, TNF-α）、白细胞介素-1α（interleukin-1α,
IL-1α）和转化生长因子-β（transforming growth factor-β,
TGF-β）等炎性细胞因子的表达；激活 Toll 样受体（toll-
like receptor, TLR）细胞信号途径，导致特定转录因子，

例如磷酸化的核因子 kappa B（P-nuclear factor-kappa

B, P-NF-κB）的表达[7–10]。其中对 TLR4/髓样分化因子 88
（myeloid differentiation factor 88, Myd88）介导的炎性
反应研究最为深入。研究者使用 Myd88 基因敲除小
鼠模型，证实了在肺部应对 SiO2 刺激时 Myd88 信号
通路激活能促进肉芽肿的形成及辅助性 T 细胞 17（T
helper cell 17, Th17）相关的炎症反应[11]

，进一步抑制炎
症信号通路 NF-κB 可防止 SiO2 诱导的矽肺小鼠的肺
损伤[12]。

因此，SiO2 粉尘可引起 AM 中的炎症事件和细胞
损伤，但由于激活矽肺发生的信号通路以及其对细胞
因子网络的调控机制极其复杂，尚未完全阐明。本研
究旨在探索 SiO2 诱导的炎症反应中 TLR4 和相关信号
通路的调节以及巨噬细胞促炎及抑炎表型在其中的
作用。 

1    对象与方法 

1.1    实验材料
SiO2（体外实验采用 2 μm 粒径的 SiO2，体内实验

采用 0.5~10 μm 粒径的 SiO2）购自美国 Sigma 公司；
C57BL/6（18~22 g，6~8 周龄）小鼠购自中国北京维通利
华实验动物技术有限公司；动物组织蛋白提取试剂盒
购自中国北京雷根生物科技有限公司；细胞蛋白提取
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试剂盒和 BCA 蛋白含量检测试剂盒购自中国北京凯
基生物科技有限公司；小鼠巨噬细胞系（Raw264.7 细
胞）购自美国模式培养物研究所；小牛血清购自澳大
利亚 Ausbian 公司；DMEM 培养基、胰蛋白酶、青霉
素、链霉素购自中国 HyClone 公司；TLR4 信号抑制剂
M62812 购自英国 Tocris 公司；兔抗 TLR4 多克隆抗
体购自美国 Novus  Biology 公司；鼠抗 P-NF-κΒ  P65
（NF-κΒ 家族有 5 个成员，本研究中所用的抗体 P-NF-
κΒ P65 是 P-NF-κΒ1 二聚体蛋白中的 P65 亚单位）、山
羊 Myd88 单克隆抗体购自美国 R&D 公司；兔抗一
氧化氮合酶（inducible nitric oxide synthase, iNOS）和分
化抗原决定簇 86（cluster  of  differentiation 86,  CD86）
多克隆抗体购自英国 Abcam 公司；山羊精氨酸酶 -
1（arginase-1，Arg-1）多克隆抗体购自中国台湾 Abnova
公司；兔抗 3-磷酸甘油醛脱氢酶  （glyceraldehyde-3-
phosphate  dehydrogenase,  GAPDH）及 β-肌动蛋白（β-
actin）抗体购自中国 Bioss 公司；山羊抗兔和山羊抗鼠
二抗购自中国北京中杉金桥生物科技有限公司。
PVDF 膜购自美国 Millipore 公司；ECL 发光液购自美
国 Amersham 公司。 

1.2    体内实验 

1.2.1   小鼠矽肺模型建立　根据前期工作基础及文献
资料[9–10]

，16 只 6~8 周的 C57BL/6 小鼠（雌雄各半）随
机分成生理盐水对照组、SiO2 染毒组，每组各 8 只小
鼠。SiO2 染毒组小鼠采用气道灌注法在小鼠气道内灌
注粒径为 0.5~10 μm、质量浓度为 50 mg·mL−1 的 SiO2

50 μL，生理盐水组小鼠气道内灌注 50 μL 生理盐水，在
灌注后第 14 天时取小鼠肺组织。SiO2 使用之前采用
高温烘烤 160 ℃ 2 h 以去除内毒素。动物实验经宁夏
医科大学总医院医学科研伦理委员会批准（编号：
2020-487），且遵循国家和单位有关实验动物管理和使
用的规定。 

1.2.2   苏木精和伊红染色　将小鼠肺组织固定在体积
分数为 10%中性福尔马林溶液中，后续常规石蜡包
埋，切成 5 μm 厚的切片用于苏木精和伊红（hematoxylin-
eosin staining, HE）染色，具体染色方法如文献 [13] 所
述，评估组织的损伤及结构改变。 

1.2.3   检测小鼠肺组织中 TLR4/NF-κΒ 信号相关蛋白的
表达　采用免疫印迹（Western blotting, WB）检测 TLR4、
Myd88 及肿瘤坏死因子受体相关因子 6（TNF receptor
associated factor 6, TRAF6）的表达。使用总蛋白提取试
剂盒（凯基生物，中国）提取小鼠肺组织总蛋白，将 30 μg
总蛋白在体积分数为 10% SDS-聚丙烯酰胺凝胶中进

行电泳，并将分离出的蛋白转移到 PVDF 膜上。之后，

用质量分数 5%的脱脂牛奶封闭膜，并分别与目的基因
的一抗（TLR4、Myd88、TRAF6 和 GAPDH）一起孵育。用
辣根过氧化物偶联的二抗检测抗原抗体复合物。

采用免疫荧光（immunostaining, IF）检测小鼠肺组
织中 TLR4 和 Myd88 的表达，将小鼠肺组织在体积分
数为 4%的多聚甲醛溶液中固定过夜，然后包埋在冰冻
切片包埋剂中，切成 10 μm 厚度的切片。染色前冷冻
切片放在室温下 30 min，然后再将其在 4%多聚甲醛
溶液中固定 20 min，0.2%聚乙二醇辛基苯基醚通透后
用体积分数为 5%驴血清孵育 1 h，一抗孵育过夜。PBS
洗掉一抗后，与一抗偶联的二抗在室温下孵育 2 h，封
片后在 Leica TCS SP2A0BS 共聚焦系统下成像。 

1.3    体外实验 

1.3.1   细胞培养　小鼠 Raw264.7 细胞培养在含
10%（体积分数）小牛血清、1%（体积分数）的青霉素/链
霉素的 DMEM 培养基中，1 周传代 2~3 次，在 37 ℃、
含 5%（体积分数）CO2 的培养箱中稳定培养。 

1.3.2   Raw264.7 细胞染毒和 TLR4/NF-κB 通路关键蛋
白的表达检测　体外实验采用粒径为 2 μm，浓度为
100  μg·cm2 SiO2 刺激小鼠 Raw264.7 细胞，0、6、12、
24、48 h 后提取总蛋白，采用 WB 法检测 TLR4/NF-κΒ
信号通路中 TLR4/Myd88、P-NF-κB P65、磷酸化的核因
子 1kappaB 抑制蛋白 α（P-1NF-kappa-B  inhibitor  α,  P-
1κbα）的表达，具体 WB 步骤同“1.2.3”。SiO2 使用之前
采用高温烘烤 160 ℃ 2 h 以去除内毒素。 

1.3.3   抑制 Raw264.7 细胞 TLR4 后相关蛋白及炎症因
子表达水平检测　采用质量浓度为 3 μg·mL−1 的 TLR4
抑制剂 M62812 抑制小鼠巨噬细胞 Raw264.7 中 TLR4
的表达。在 Raw264.7 细胞暴露于 SiO2 前 1 h 加入 TLR4
抑制剂 M62812 进行预处理，后加入 SiO2 协同刺激 12 h，
M62812 的作用总时间为 13 h，SiO2 的染毒时间为 12 h。

使用总蛋白提取试剂盒（凯基生物，中国）提取
SiO2 及 TLR4 抑制剂处理的 Raw264.7 细胞的总蛋白，

采用 WB 法检测 TLR4、Myd88、TRAF6、P-NF-κB P65 以
及炎症因子 TNF-α 和 IL-6 的蛋白表达，WB 具体步骤
同“1.2.3”。

采用 IF 检测小鼠 Raw264.7 细胞 P-NF-κB P65 的
表达情况，将各处理组的小鼠 Raw264.7 细胞在体积
分数为 4%的多聚甲醛溶液中固定过夜，0.2%聚乙二醇
辛基苯基醚通透后用体积分数为 5%驴血清孵育 1 h，
一抗孵育过夜。PBS 洗掉一抗后，与一抗偶联的二抗在
室温下孵育 2 h，封片后在 Leica TCS SP2A0BS 共聚焦
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系统下成像。
小鼠 Raw264.7 细胞经 SiO2 及 M62812 处理后，

收集培养基，并以 14 000×g（离心半径 9.5 cm）离心
5 min 以除去细胞碎片。采用酶联免疫吸附法（enzyme-
linked  immunosorbent  assay,  ELISA）测定在小鼠 Raw
264.7 细胞抑制 TLR4 表达后细胞培养上清液中 TNF-α
和 IL-6 含量，将 ELISA 板预涂 100  μL 捕获抗体，然
后在添加细胞因子标准品或样品上清液之前，将培
养板用 10%胎牛血清封闭 1 h。进一步温育 3 h 后，洗
涤孔并加入检测试剂（检测抗体+抗生物素蛋白-HRP
试剂）。温育 1 h 后，再次洗涤孔并加入底物。当产生
适当的信号时，使用终止溶液终止反应。最后，使用酶
标仪（R＆D 公司，美国）记录 450 nm 处的吸光度。 

1.3.4   在小鼠 Raw264.7 细胞中抑制 TLR4 表达后巨噬
细胞极性表型标志物的蛋白表达检测　使用总蛋白
提取试剂盒（凯基生物，中国）提取 SiO2 及 TLR4 抑制
剂处理的 Raw264.7 细胞的总蛋白，采用 WB 法检测在
小鼠 Raw264.7 细胞中抑制 TLR4 后巨噬细胞 M1 表型
标志蛋白 iNOS、CD86 和 M2 表型标志 Arg-1 蛋白及内
参 β-肌动蛋白（β-actin）的表达水平，WB 具体步骤同
“1.2.3”。 

1.4    统计学分析
所有实验结果均表示为均数±标准差。采用 t 检

验或者 One-way ANOVA 对实验结果进行分析。检验
水准 α=0.05。 

2    结果 

2.1    矽肺小鼠肺组织 HE 病理学观察
小鼠肺组织解剖学形态显示：生理盐水组肺呈粉

红色，光滑质软。SiO2 刺激后，随时间延长肺部损伤进
行性加重，逐渐出现充血、体积增大、局部白色粟粒
状结节等，最终可见全肺结节等（图片未展示）。HE 染
色显示：SiO2 刺激后第 14 天出现了纤维化病理改变，

表现为肺泡隔增厚，肺泡腔缩小，部分肺泡结构消失
和结构紊乱，局部可见纤维化结节，结果表明与生理
盐水组相比，矽肺模型中的肺纤维化程度显著增加
（图 1）。 

2.2    矽肺小鼠肺组织中 TLR4 信号相关蛋白表达变化
WB 结果显示，与生理盐水组比较，气道内滴注

SiO2 第 14 天后矽肺小鼠肺组织中 TLR4、Myd88、TRAF6
蛋白表达水平明显增加（P < 0.05）（图 2A、图 2B）。 IF
结果显示，与生理盐水组比较，矽肺小鼠肺组织中
TLR4（绿色）和 Myd88（红色）含量明显增加（图 2C）。 

2.3    小鼠 Raw264.7 细胞经 SiO2 染毒后 TLR4/NF-κB
通路蛋白的表达变化

WB 结果显示，与对照组相比，小鼠 Raw264.7 细
胞暴露于 SiO2 6 h 后 TLR4 及其相关通路调节剂 Myd88
的表达明显增加，12 h 表达最高，24、48 h 回落至正常
水平。与对照组相比，暴露于 SiO2 12 h 的小鼠 Raw264.7
细胞中 P-NF-κB P65 的蛋白表达水平明显增加，12 h
表达最高。与对照组相比，暴露于 SiO2 6 h 的小鼠
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［注］ 黑框为放大部位。A、B 分别为生理盐水组和 SiO2 组。1、2、3 表示

不同放大倍数。
图 1   SiO2 诱发小鼠肺组织矽肺结节 （HE 染色） 

Figure 1   SiO2 induces silicotic nodules in lungs of mice (HE
staining)
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［注］ A：WB 检测小鼠肺组织中 TLR4、Myd88、TRAF6 蛋白水平；B：小鼠

肺组织中 TLR4、Myd88、TRAF6 蛋白水平的半定量分析（**：P  < 
0.01，***：P  < 0.001）（n=4）；C：IF 检测小鼠肺组织中 TLR4（绿色）

和 Myd88（红色）蛋白的表达。
图 2   矽肺小鼠肺组织中 TLR4 信号通路活化

Figure 2   SiO2 dynamically activates TLR4 signaling in lungs of
silicosis mice
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Raw264.7 细胞中 P-1κbα 表达明显增加，并且上调至
24 h（图 3）。 

2.4    抑制 TLR4 后 Raw264.7 细胞中 TLR4/NF-κB 通路
关键蛋白表达和炎症因子的表达

WB 结果表明，与对照组相比，SiO2 染毒 12 h 明显
上调了小鼠 Raw264.7 细胞中 TLR4 及其相关通路主要
信号分子 Myd88、TRAF6、P-NF-κB P65、TNF-α 和 IL-6
的表达（P < 0.05）。当在 SiO2 染毒之前添加 TLR4 抑制
剂 M62812 时，小鼠 Raw264.7 细胞中 TLR4、Myd88、
P-NF-κB P65、TNF-α 和 IL-6 的上调效果减弱（P < 0.05）
（图 4A~图 4B，图 5A~图 5B）。IF 结果显示，与 SiO2 染
毒组比较，SiO2 和 TLR4 抑制剂 M62812 刺激的 P-NF-
κB  P65 的细胞核阳性百分比下降（P < 0.05）（图 4C、
图 4D）。

ELISA 结果显示，与对照组相比，小鼠 Raw264.7 细
胞经 SiO2 处理后细胞培养液上清中炎性细胞因子
TNF-α 和 IL-6 的分泌增加（P < 0.05），而在 TLR4 抑制
剂 M62812 干预后下，其表达水平较 SiO2 染毒组显著
降低（P < 0.05）（图 5 C）。 

2.5    抑制 TLR4 逆转 SiO2 诱导的 Raw264.7 细胞向 M1
促炎表型转化

WB 结果表明，与对照组相比，SiO2 染毒 12 h 明显

上调了小鼠 Raw264.7 细胞中 M1 表型标志物 iNOS

和 CD86 的表达（P < 0.05），小鼠 Raw264.7 细胞经 SiO2

染毒和 TLR4 抑制剂 M62812 协同刺激后 iNOS 的上调
效果较 SiO2 染毒组明显减弱（P < 0.05）。同时，SiO2 染毒
明显下调了小鼠 Raw264.7 细胞中 M2 表型 Arg-1 的
表达，SiO2 染毒和 TLR4 抑制剂 M62812 协同刺激组的
Arg-1 的表达较 SiO2 染毒组上调（P < 0.05）（图 6）。
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［注］ A：WB 检测 SiO2 刺激 Raw264.7 细胞不同时间点 TLR4、Myd88、P-

NF-κB  P65、 P-1κbα 蛋白水平； B  ： Raw264.7 细胞不同时间点
TLR4、Myd88、P-NF-κB P65、P-1κbα 蛋白的半定量分析（*：P  < 0.05，
**：P  < 0.01）（n=3）。

图 3   SiO2 刺激小鼠 Raw264.7 细胞 TLR4/NF-κB 通路信号
活化

Figure 3   SiO2 dynamically activates TLR4/NF-κB signaling in
Raw264.7 cells
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图 4   抑制 TLR4 表达抑制 TLR4/NF-κB 信号通路转导
Figure 4   TLR4 inhibitor inhibits silica-induced TLR4/NF-κB

signaling
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［注］ A：WB 检测抑制 Raw264.7 细胞 TLR4 表达后 TNF-α 和 IL-6 蛋白表

达水平；B：抑制 Raw264.7 细胞 TLR4 表达后 TNF-α、IL-6 蛋白的半
定量分析（**：P  < 0.01，***：P  < 0.001）（n=3）；C：ELISA 检测抑制
Raw264.7 细胞 TLR4 表达后各组细胞培养上清液中的 TNF-α 和 IL-6
的含量（*：P  < 0.05）（n=5）。

图 5   抑制 TLR4 可以减轻 SiO2 诱导的小鼠 Raw264.7 细胞
的炎症反应

Figure 5   Reduction of inflammation in response to SiO2 challenge
by inhibition of TLR4 in Raw264.7 cells
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3    讨论
AM 位于免疫应答的关键环节，它的激活将启动

机体免疫应答。鉴于有证据表明，SiO2 可以在肺泡微
环境中诱导炎症反应，从而极大地促进其肺部纤维化
进程[10]

，因此针对 AM 炎症的特定信号通路研究可能
为预防矽肺肺纤维化提供新的治疗策略。

TLR4 是 Toll 样受体家族的成员，在调节先天免
疫力方面起主要作用，以响应外源和内源性分子模
式[14–15]。TLR4 主要可以引发包括肺部炎症反应在内的
各种器官的炎症反应。从体外和体内肺部损伤模型
获得的结果支持 AM 是涉及 TLR4 激活的重要效应细
胞[16–17]

，因而在 AM 中阻断或减弱 TLR4 信号，有望成
为研究尘肺发病机制和干预治疗的手段。在这项研究
中，本研究探讨了暴露于 SiO2 后 TLR4 是否影响以及
如何影响小鼠 Raw264.7 细胞的炎症反应和巨噬细胞
表型。

本研究发现在矽肺小鼠肺组织中 TLR4 信号传导
被激活。同样的发现在 SiO2 诱导小鼠 Raw264.7 细
胞中也被证实，在 100 μg·cm2 SiO2 刺激 12 h 后，小鼠
Raw264.7 细胞被调节为 TLR4 表达上调的 M1 炎症表
型。多项研究证实激活状态的 TLR4 募集了 TLR 信号
转导衔接蛋白 Myd88，然后使 1κbα 磷酸化，这种磷酸
化导致 1κbα 从 NF-κB 解离，从而产生促炎细胞因子例
如 TNF-α、IL-1β 和 IL-6[18–20]。脂多糖是 TLR4 信号传导
的经典激活剂，研究发现减轻 TLR4/NF-κB 途径的激活
可减少炎症介质来预防脂多糖引起的急性肺损伤[21–22]。
在本研究中，通过抑制 TLR4 减弱了 SiO2 暴露后 TLR4、
Myd88、P-NF-κB P65 蛋白的表达增加，表明通过抑制
TLR4 直接抑制了 TLR4 信号通路的转导。TLR4 抑制
后，TNF-α 和 IL-6 的水平也被抑制，表明 TLR4 信号通

路与 SiO2 诱导的炎症反应有关。与本研究的发现一
致，Chan 等[7] 的研究证实抑制 TLR4 可以降低激活状
态的 U937 细胞的炎症反应。

自发现巨噬细胞的两种极性表型以来，更多的研
究集中在巨噬细胞炎性疾病上，这两种功能表型是根
据它们在炎性反应中发挥的作用和独特的基因表达
模式来区分的。其中，M1 巨噬细胞具有促炎作用并负
责炎症信号，而 M2 巨噬细胞产生抗炎细胞因子参与
消炎过程[23–25]。通过研究巨噬细胞表型标记，本研究
证明了抑制 TLR4 可逆转 SiO2 诱导的小鼠 Raw264.7
细胞向 M1 促炎表型转化。在其他刺激引起的巨噬细
胞炎症反应中也有类似现象的报道。例如，缺失 TLR4
会导致巨噬细胞向 M2 表型极化，并减轻颅脑外伤后
神经炎症的发展[26]。

因此，本研究体内实验及体外实验证实 TLR4 在
SiO2 诱导的巨噬细胞炎症反应中起关键作用，而抑制
TLR4 表达减弱了炎症反应及巨噬细胞向 M1 促炎表
型转化。 但由于矽肺发生机制复杂，TLR4 具体激活矽
肺发生的信号通路以及其对细胞因子网络的调控机
制值得进一步地深入探索。
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