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　　摘　要：　目的　探讨白细胞介素（ＩＬ）４／髓系细胞触发受体２（ＴＲＥＭ２）信号通路相关因子在小鼠外耳道胆
脂瘤（ＥＡＣＣ）组织的表达及意义。方法　１５只Ｃ５７ＢＬ６／Ｊ正常小鼠随机分为实验组（１１只）和对照组（４只），实验
组采用外耳道结扎法构建 ＥＡＣＣ模型。术后 ３个月取成模实验小鼠和对照组小鼠外耳道组织，行 ＲＴｑＰＣＲ、
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ、ＥＬＩＳＡ检测ＩＬ４、ＴＲＥＭ２、ＩＬ６、ＩＬ８、ＩＬ１β、肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）的 ｍＲＮＡ和蛋白的表达水平。
结果　实验组术后３个月造模成功率为９１％（１０／１１）；与对照组相比，实验组小鼠ＥＡＣＣ组织中 ＴＲＥＭ２、ＩＬ６、ＩＬ
８、ＩＬ１β、ＴＮＦα的ｍＲＮＡ和蛋白表达水平均显著升高（Ｐ＜０．０５），而 ＩＬ４的表达水平显著降低（Ｐ＜０．０５）。结论
　ＩＬ４／ＴＲＥＭ２信号通路及其介导的炎症反应可能参与小鼠ＥＡＣＣ的发生发展。
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ｃａｎａｌｃｈｏｌｅｓｔｅａｔｏｍａ，ＥＡＣＣ）临床上较中耳胆脂瘤少
见，约占后者的１／６０。ＥＡＣＣ常引起骨质破坏，造成
听力损失甚至侵入颅内引发致命并发症［２］，但其骨

质破坏的发生机制尚不完全明确。

炎症反应及细胞因子网络失衡是ＥＡＣＣ的关键
驱动因素。白细胞介素４（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ４，ＩＬ４）／髓系
细胞触发受体２（ｔｒｉｇｇｅｒｉｎｇｒｅｃｅｐｔｏｒｅｘｐｒｅｓｓｅｄｏｎｍｙ
ｅｌｏｉｄｃｅｌｌｓ２，ＴＲＥＭ２）信号通路在炎症调控、免疫应
答等生物学过程中扮演核心调控角色［３］，其功能调

控与多种炎症相关细胞因子如 ＩＬ６、ＩＬ８、ＩＬ１β和
肿瘤坏死因子α（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒα，ＴＮＦα）密
切关联［４７］。研究提示，ＩＬ４可调控炎症因子（ＩＬ６、
ＩＬ８）的表达［５］，还可抑制与胆脂瘤骨破坏密切相关

的ＴＮＦα介导的破骨细胞的形成［６７］，有研究显示

ＴＲＥＭ２在胆脂瘤组织中表达显著上调且与炎症因
子表达呈正相关［７］，进一步提示 ＩＬ４／ＴＲＥＭ２通路
及相关因子可能参与ＥＡＣＣ的病理进程。然而该信
号通路及上述相关细胞因子在ＥＡＣＣ中的表达及功
能机制尚未阐明。

本研究通过构建 ＥＡＣＣ小鼠模型，检测 ＩＬ４、
ＴＲＥＭ２、ＩＬ６、ＩＬ８、ＩＬ１β及 ＴＮＦα在病变组织中
的表达水平，旨在阐明该通路及相关因子在疾病发

生发展中的潜在作用。

１　材料与方法

１．１　实验动物及分组
１５只Ｃ５７ＢＬ６／Ｊ正常小鼠，６周龄以上，性别不

限，体质量２６～３２ｇ，随机分为实验组（１１只）和对
照组（４只），所有小鼠检查外耳道排除自发性
ＥＡＣＣ形成。小鼠购自江苏华创信诺医药科技有限
公司［动物许可证号：ＳＣＸＫ（苏）２０２０－０００９，动物
合格证号：２０２３３６６４７］。本研究方案经宁德师范学
院附属宁德市医院伦理委员会通过（批准号：

２０２２１００４）。
１．２　仪器试剂

ＰＣＲ试剂盒（ＭａｇｉｃｓｙＢＲＭｉｘｔｕｒｅ，Ｃｗ３００８，康为
世纪）、引物（上海生工合成）、ＢＣＡ蛋白定量试剂盒
（ＢＬ５２１Ａ，Ｂｉｏｓｈａｒｐ）、ｃＤＮＡ合成试剂盒（Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ

ｕｎｉＡｌｌｉｎＯｎｅ，Ａｕ３４１，ＴＲＡＮｓ）、Ｗｅｓｔｅｒｎ蛋白Ｍａｒｋｅｒ
（Ｍ２２７０１，Ｇｅｎｅｓｔａｒ）、ＩＬ４一抗（Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ，６６１４２
１Ｉｇ）、ＴＲＥＭ２一抗（Ａｆｆｉｎｉｔｙ，ＤＦ１２５２９）、βａｃｔｉｎ一
抗（Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ，６６００９１Ｉｇ）、一抗及二抗稀释液（碧
云天）、ＥＬＩＳＡ试剂盒（酶免生物）。

１．３　动物模型构建及取材
采用外耳道结扎法对实验组小鼠右耳实施手术

以构建 ＥＡＣＣ动物模型［８］。简要步骤如下：麻醉后

环形切除右侧外耳道口一圈窄小的皮肤组织，尼龙

丝线对位缝合封闭外耳道口，术后洁净饲养３个月。
处死小鼠后，切取小鼠右耳外耳道组织标本，分为两

份，一份置于４％多聚甲醛中固定用于后续行ＨＥ染
色观察组织病理改变及确认成模；另一份置于

－８０℃冰箱保存用于后续行 ＥＬＩＳＡ、ＲＴｑＰＣＲ及
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验。对照组未行外耳道结扎法，但已
同样方法取外耳道皮肤组织并保存标本。

１．４　ＲＴｑＰＣＲ检测
检测 ＴＲＥＭ２、ＩＬ６、ＩＬ８、ＩＬ１β、ＴＮＦα及 ＩＬ４

ｍＲＮＡ表达水平。采用ＴｒａｎｓＺｏｌＵｐＰｌｕｓＲＮＡＫｉｔ提
取样本总ＲＮＡ，并通过１．２％琼脂糖凝胶电泳及核酸
浓度／纯度检测仪确认其质量。随后，取３μＬＲＮＡ
依据试剂盒操作流程进行逆转录，获得ｃＤＮＡ，并将其
稀释１０倍待用。使用表１所列引物序列，以ＧＡＰＤＨ
作为内参基因，进行实时荧光定量ＰＣＲ（ｑＰＣＲ）分析，
检测目的基因 ｍＲＮＡ表达水平。ｑＰＣＲ反应体系
（２０μＬ）包含：１μＬ稀释后ｃＤＮＡ、０．４μＬ正向引物、
０．４μＬ反向引物、１０μＬ２×ＰｅｒｆｅｃｔｓｔａｒｔＧｒｅｅｎｑＰＣＲ
ＳｕｐｅｒＭｉｘ、８．２μＬ无核酸酶水。反应程序设定为：
９５℃初始变性 ２ｍｉｎ；接着进行 ４０个循环的扩增
（９５℃变性５ｓ，６０℃退火／延伸３４ｓ）；扩增结束后立
即进行熔解曲线分析（９５℃ １５ｓ→６０℃ １ｍｉｎ→
９５℃１５ｓ，升温速率０．２℃／ｓ并连续采集荧光信
号）。每个样本设置３个技术重复。目标基因ｍＲＮＡ
的相对表达量通过２－ΔΔＣｔ方法进行计算。

表１　引物序列表

基因 上游引物（５’３’） 下游引物（５’３’）

ＩＬ４
ＣＴＧＴＡＧＧＧＣＴＴＣＣＡＡＧ
ＧＴＧＣＴＴＣ

ＣＧＡＡＡＧＡＧＴＣＴＣＴＧ
ＣＡＧＣＴＣＣＡＴ

ＴＲＥＭ２
ＣＡＧＴＧＴＣＡＧＡＧＴＣＴＣ
ＣＧＡＧＧ

ＡＧＡＡＧＡＡＴＧＧＡＧＧＴ
ＧＧＧＴＧＧ

ＩＬ６
ＧＧＡＴＡＣＣＡＣＴＣＣＣＡＡ
ＣＡＧＡＣＣＴＧ

ＴＧＴＴＣＴＴＣＡＴＧＴＡＣＴＣ
ＣＡＧＧＴＡＧＣＴ

ＩＬ８
ＴＣＣＡＴＧＧＧＴＧＡＡＧＧＣ
ＴＡＣＴＧ

ＡＧＣＴＧＡＣＴＴＣＡＣＴＧ
ＧＡＧＴＣＣ

ＩＬ１β
ＧＡＴＧＡＡＧＧＧＣＴＧＣＴＴＣ
ＣＡＡＡＣＣＴ

ＧＡＡＡＧＡＣＡＣＡＧＧＴＡＧＣＴ
ＧＣＣＡＣＡ

ＴＮＦα
ＣＣＡＣＣＡＣＧＣＴＣＴＴＣＴ
ＧＴＣＴＡＣＴＧ

ＡＧＡＡＣＴＧＡＴＧＡＧＡＧＧ
ＧＡＧＧＣＣＡＴ

ＧＡＰＤＨ
ＧＣＣＣＡＧＡＡＣＡＴＣＡＴＣ
ＣＣＴＧＣＡＴ

ＧＣＣＴＧＣＴＴＣＡＣＣＡＣＣＴ
ＴＣＴＴＧＡ

　　注：ＩＬ（白细胞介素）；ＴＮＦα（肿瘤坏死因子α）；ＴＲＥＭ２（髓系
细胞触发受体２）。下同。
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１．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
检测 ＩＬ４及 ＴＲＥＭ２蛋白表达。采用含蛋白

酶抑制剂的 ＲＩＰＡ裂解液裂解组织样本，于４℃条
件下以１２０００×ｇ离心１５ｍｉｎ，收集上清液。使用
ＢＣＡ法测定上清液中总蛋白浓度。取等量蛋白
（２５μｇ／泳道）进行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分离（根据目标
蛋白分子量选用适宜浓度的分离胶）。随后，通过

湿转法将蛋白转移至 ＰＶＤＦ膜上，用５％的脱脂牛
奶（ＴＢＳＴ配），封闭１ｈ。封闭后，将膜与稀释一抗
（ＩＬ４为１∶１０００、ＴＲＥＭ２为１∶２０００）于４℃孵育
过夜。次日，以 ＴＢＳＴ充分漂洗膜（３次，每次
５ｍｉｎ），用 ＴＢＳＴ稀释５０００倍的二抗，室温下孵育
３０ｍｉｎ。二抗孵育后，再次用ＴＢＳＴ室温下彻底漂洗
（３次，每次５ｍｉｎ）。使用 ＥＣＬ化学发光显色试剂
进行蛋白条带显影。显影过程中，以 βａｃｔｉｎ
（１∶１００００）作为内参蛋白进行同步检测。最后，应
用ＩｍａｇｅＪ软件分析目标蛋白（ＩＬ４、ＴＲＥＭ２）及内
参蛋白（βａｃｔｉｎ）条带的灰度值。目标蛋白的相对
表达量通过公式：目标蛋白灰度值／βａｃｔｉｎ灰度值
进行计算，即样本的相对含量。

１．６　ＥＬＩＳＡ检测
检测ＩＬ６、ＩＬ８、ＩＬ１β、ＴＮＦα蛋白表达。采用双

抗体夹心 ＥＬＩＳＡ检测，组织匀浆液经４℃ ５０００×ｇ
离心５～１０ｍｉｎ取上清，ＢＣＡ法测定蛋白浓度后，将
试剂与样本复温至室温（至少１２０ｍｉｎ）。在预包被
抗体的酶标板孔中依次加入５０μＬ标准品（０、２０、
４０、８０、１６０、３２０、６４０ｐｇ／ｍＬ）或待测样本，除空白孔
外各孔加入 １００μＬＨＲＰ标记检测抗体，封板后
３７℃避光孵育６０ｍｉｎ。弃液拍干，用１∶２０稀释的
洗涤液充分洗涤５次（自动洗板需３０ｓ浸泡），拍干
后加入现配底物混合液（Ａ∶Ｂ＝１∶１）１００μＬ，３７℃
避光显色１５ｍｉｎ，立即加入５０μＬ终止液终止反应。
４５０ｎｍ波长测定ＯＤ值，以标准品浓度作为横坐标
（６个标准品孔，加１个０值孔，共７个浓度点），对
应的吸光度（ＯＤ值）作为纵坐标，利用计算机软件，
采用Ｌｏｇｉｓｔｉｃ曲线拟合（４ｐｌ），创建标准曲线方程，
通过样本的吸光度（ＯＤ值），利用方程计算样品的
浓度值。

１．７　统计学分析
应用ＳＰＳＳ２６．０和ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ１０．０对所有

数据进行统计学分析，符合正态分布以 珋ｘ±ｓ表示，
两样本均数比较采用独立样本 ｔ检验；不符合正态
分布，以中位数和四分位距 Ｍ（Ｐ２５，Ｐ７５）表示，组间

比较用 ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙＵ检验。Ｐ＜０．０５为差异具
有统计学意义。

２　结果

２．１　动物模型与验证
实验组１１只（耳）小鼠经 ＨＥ染色病理验证成

模１０只（耳），成模率为９１％（１０／１１）。ＨＥ染色观
察手术后成模小鼠胆脂瘤病理改变，可见到外耳道

增生的鳞状上皮及炎症细胞浸润，含有大量的角化

物。对照组的正常小鼠和未成模的 １只小鼠，在
３个月的观察期内未见形成胆脂瘤，即外耳道鳞状
上皮菲薄，未见到明显的炎症细胞浸润和角化物，见

图１。
２．２　ＲＴｑＰＣＲ检测结果

实验组小鼠 ＥＡＣＣ组织 ＴＲＥＭ２、ＩＬ６、ＩＬ８、ＩＬ
１β、ＴＮＦα的ｍＲＮＡ表达高于对照组（Ｐ＜０．０５），而
ＩＬ４表达低于对照组（Ｐ＜０．０５），见表２。
２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果

实验组小鼠ＥＡＣＣ组织ＴＲＥＭ２蛋白表达高于
对照组，ＩＬ４表达低于对照组，差异均具有统计学意
义（Ｐ＜０．００１），见图２。
２．４　ＥＬＩＳＡ检测结果

实验组小鼠 ＥＡＣＣ组织 ＩＬ６、ＩＬ８、ＩＬ１β、ＴＮＦ
α蛋白表达高于对照组（Ｐ＜０．０５），见表３。

表２　小鼠ＥＡＣＣ中ＩＬ４／ＴＲＥＭ２通路
相关因子ｍＲＮＡ表达情况　（珋ｘ±ｓ）

基因 对照组（ｎ＝４） 实验组（ｎ＝１０） ｔ（Ｕ） Ｐ
ＩＬ１β １．１０±０．０８ ２．０１±０．４９ ５．６９９ ０．０００２
ＩＬ６ １．０３±０．１５ １．９０±０．５７ ２．９５１ ０．０１２１
ＩＬ８ ０．９６±０．１０ １．６７±０．３５ ３．９４１ ０．００２０
ＴＮＦα １．０２±０．１３ １．８０±０．４３ ３．４９３ ０．００４４
ＩＬ４ ０．９９（０．９１，１．０） ０．７１±０．２０ （－２．１２４） ０．０３６０
ＴＲＥＭ２ １．０４±０．１０ １．６６±０．３２ －３．７１１ ０．００３０

　　注：ＩＬ４对照组数据表示为 Ｍ（Ｐ２５，Ｐ７５），采用 ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙＵ

检验；ＥＡＣＣ（外耳道胆脂瘤）。下同。

表３　小鼠ＥＡＣＣ中ＩＬ４／ＴＲＥＭ２通路
相关细胞因子蛋白表达情况　（ｐｇ／ｍＬ，珋ｘ±ｓ）

细胞因子 对照组（ｎ＝４） 实验组（ｎ＝１０） ｔ（Ｕ） Ｐ
ＩＬ１β ３３．７２±３．９３ ７５．９９±２９．９８ ４．３７ ０．００２
ＩＬ６ １２．８２（９．３８，１６．２４） ３２．２０±１４．０８ （２．６６）０．０２１
ＩＬ８ ４１．５０±４．１５ ７８．６５（４９．３５，８８．１７）（４．５４）０．００１
ＴＮＦα ６４．８０±５．７２ １１６．１２±３５．０４ ４．４９ ０．００１
　　注：ＩＬ６对照组、ＩＬ８实验组数据表示为 Ｍ（Ｐ２５，Ｐ７５），采用
ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙＵ检验。
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３　讨论

本研究通过成功构建小鼠 ＥＡＣＣ模型，发现与
正常外耳道组织相比，小鼠 ＥＡＣＣ组织中促炎因子
ＴＲＥＭ２、ＩＬ６、ＩＬ８、ＩＬ１β和 ＴＮＦα在 ｍＲＮＡ和蛋
白水平均呈现显著上调，而抗炎因子 ＩＬ４的表达则
显著下调。这一结果提示 ＩＬ４／ＴＲＥＭ２信号通路
的失衡及其介导的炎症反应，在 ＥＡＣＣ的病理进程
中扮演着重要角色。

目前认为，ＥＡＣＣ骨质破坏是机械压力、酶解作
用，特别是基质金属蛋白酶（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓ
ｅｓ，ＭＭＰｓ）以及炎症反应共同作用的结果［９］。本研

究中观察到的促炎因子（ＩＬ１β、ＴＮＦα、ＩＬ６、ＩＬ８）
的显著升高，为炎症反应在 ＥＡＣＣ骨质破坏中的核
心作用提供了有力证据。这些因子可通过多条途径

介导骨吸收：①破骨细胞活化受双重机制调控。一
方面，促炎因子（如 ＴＮＦα、ＩＬ１β、ＩＬ６）通过直接作
用或刺激成骨细胞表达核因子 κＢ受体活化因子配
体（ｒｅｃｅｐｔｏｒａｃｔｉｖａｔｏｒｏｆｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒκＢ ｌｉｇａｎｄ，
ＲＡＮＫＬ）促进破骨细胞分化与活化［１０１１］；而 ＩＬ８则
可通过不依赖于ＲＡＮＫＬ通路刺激骨破坏［１２］。另一

方面，ＩＬ４可通过信号转导子和转录激活子６通路
抑制炎症介质释放、直接抑制 ＴＮＦα激活的破骨前
体及ＲＡＮＫＬ表达来拮抗骨破坏，其下调削弱了对
骨破坏的抑制作用，与促破骨因子共同形成促骨吸

收微环境［６，１３］。②诱导 ＭＭＰｓ表达：ＩＬ１β、ＴＮＦα
和ＩＬ６等因子能显著上调 ＭＭＰｓ的表达［７，１４］，降解

包括骨基质胶原蛋白在内的细胞外基质成分，介导

骨质破坏［１５］。③炎症级联放大：ＴＮＦα可进一步诱
导ＩＬ１、ＩＬ６等因子分泌，形成正反馈循环，持续放
大炎症反应及下游效应［１６］。本研究中多种促炎因

子的同步升高，符合这一炎症级联放大特征。

特别值得关注的是ＴＲＥＭ２在本研究中的显著
上调。ＴＲＥＭ２是髓系细胞表达的重要免疫受体，
在固有免疫中具有双重作用：一方面通过促进吞噬

清除细胞碎片发挥保护作用［１７］；另一方面过度激活

可通过衔接蛋白 ＤＡＰ１２激活下游信号（如 Ｓｙｋ、
ＰＩ３Ｋ、ＮＦκＢ），增强促炎因子产生，加剧炎症反
应［１８２０］。在 ＥＡＣＣ环境中，角化物持续堆积可能刺
激ＴＲＥＭ２表达［１７］，其高表达与促炎因子的显著升

高并存，提示 ＴＲＥＭ２激活可能更倾向于发挥促炎
效应，通过 ＤＡＰ１２ＮＦκＢ等通路驱动炎症反应，促
进炎症细胞浸润、组织破坏及胆脂瘤上皮异常增生。

本研究检测 ＩＬ４／ＴＲＥＭ２信号通路及其相关
因子（ＩＬ６、ＩＬ８、ＩＬ１β、ＴＮＦα）的表达情况，核心依
据在于二者明确关联及在 ＥＡＣＣ病理中的关键作
用。ＩＬ４作为经典抗炎因子，已被证实可调控ＩＬ６、
ＩＬ８表达［５］，并抑制 ＴＮＦα介导的破骨细胞形
成［６７］；而ＴＲＥＭ２在胆脂瘤组织中表达上调且与炎
症因子呈正相关［７］，提示这些因子是 ＩＬ４／ＴＲＥＭ２
通路调控的核心效应分子。从通路调控逻辑看，

ＴＲＥＭ２是连接通路与促炎因子的关键枢纽：其可
通过ＤＡＰ１２衔接蛋白激活Ｓｙｋ、ＰＩ３Ｋ及ＮＦκＢ等下
游信号［１９］，而 ＮＦκＢ正是 ＩＬ６、ＩＬ１β、ＴＮＦα转录
表达的核心调控通路［１６］，二者同步高表达印证了

“ＴＲＥＭ２激活下游信号活化促炎因子释放”的调
控链。ＩＬ８虽不直接受 ＮＦκＢ调控，但可被 ＴＮＦ

·７２·
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α、ＩＬ１β等因子间接诱导［１２］，其升高符合炎症级联

放大规律。

ＩＬ４则通过“双重抑制”机制参与调控网络：一
方面直接抑制ＴＮＦα、ＩＬ６等因子表达及功能，如通
过信号转导子和转录激活子６通路阻断 ＴＮＦα介
导的破骨前体活化［６，１３］，其下调必然削弱抑制效应；

另一方面，有研究提示 ＩＬ４可能调控 ＴＲＥＭ２表
达［２１］，本研究中ＩＬ４降低与ＴＲＥＭ２升高的反向关
联，推测 ＩＬ４缺失可能解除对 ＴＲＥＭ２通路的抑
制，进一步放大促炎效应。总之，ＩＬ４／ＴＲＥＭ２通路
通过“ＴＲＥＭ２正向驱动与ＩＬ４反向抑制”的双重模
式，直接或间接调控上述４种因子表达，构成 ＥＡＣＣ
炎症微环境的核心调控网络。

综上所述，本研究结果表明 ＩＬ４／ＴＲＥＭ２信号
通路的失衡及其引发的促炎因子（ＩＬ１β、ＴＮＦα、ＩＬ
６、ＩＬ８）网络激活，是 ＥＡＣＣ炎症微环境的核心特
征。这种失衡可能通过促进炎症细胞浸润、刺激

ＭＭＰｓ表达、激活破骨细胞等多重机制，共同驱动角
化物堆积、上皮增生和骨质破坏等特征性病理改变。

本研究为理解ＥＡＣＣ发病机制提供了新视角，将ＩＬ
４／ＴＲＥＭ２轴确立为潜在调控节点和研究靶点。需
指出的是，本研究对潜在分子机制的探索尚未深入，

虽基于数据和文献提出通路调控假设，但仍需实证

检验，未来将进一步探索 ＩＬ４／ＴＲＥＭ２信号轴与下
游因子的直接因果联系。
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