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Abstract. T�� ��� �� ��� ����� ��� �� ����������� ��� �����-T�� ��� �� ��� ����� ��� �� ����������� ��� �����-
����� �� ����� β-�������� 3 (HBD-3) r���l����� �� ��� ������ 
r��p���� ��� ��� l�p�p�l�������r���/T�ll-l�k� r���p��r-4 (LPS/
TLR4)-�������� �����l��� p������. A TLR4 �x�r���ll�l�r ���� 
�r������ ��� �l���� ���� ��� pET32� pl����� �� ����r���� ��� 
�xpr������ �� Escherichia coli (E. coli) and purification. A dial-
ysis labeling method was used to stain HBD‑3 with fluorescein 
�������������� (FITC). FITC-HBD-3 ��� ���� �� ������ ��� 
�����r��������� �� ����� p�r�p��r�l bl��� �������l��r ��ll� 
(MNC) ���� ������r� ����r���� ��ll� (��DC) in vitro. B������ 
r�������� ��r� ����bl����� ����� FITC-HBD-3 ��� �TLR4 ���� 
��ll ���p�������. Fl�� ���� ���r� (FCM) ��� ���� �� ���l�z� 
the results. Western blot analysis confirmed the identity of 
���l��r �����r-κB (NF-κB) ��� ��� ���� �� q������� ��� ���l��r 
�r���l�������. T�� r���l�� ������ ����, HBD-3 b���� �� ��DC 
�� � C�2+-��p������ �����r, ��� �TLR4 ��� LPS ���p���-
����l� ����b���� ��� b������. HBD-3 ���p�������l� bl��k�� ��� 
b������ �� LPS ��� ��DC b� b������ �� ��DC. HBD-3 ��gnifi-
����l� ���r����� ��� �r���l������� �� LPS-������� NF-κB ���� 
��� ���l���. I� ����l�����, HBD-3 ��� ���p�������l� ����b�� 
��� b������ �� LPS ��� ��DC ��r���� ��� b������ �� TLR4 
��l���l��, ����� �r� �xpr����� �� ��DC, ���r�b� pr�������� 
LPS �r�� �������� ��� ����r��� �� ��� ��DC�.

Introduction

T�� �r������� �� ��pl���-r�l���� ���������� ��� b��� � �����r� 
��r �r���p������ ��r � l��� p�r��� �� ���� (1). T�� ��� ����b��-
��r��l �����, �� ���������� ����b����� p�p���� k���� �� ����� 
β‑defensin‑3 (HBD‑3), is important in the inhibition of biofilm 
��r������ ��� ������ r���l����� (2). I� � pr������ �����, �� 

��� ����� ���� ��� ������ �� HBD-3 �� k�ll��� �r��-r�������� 
Staphylococcus was significantly enhanced inside biomem-
br���� (3). A��������ll�, HBD-3 ����b���� ��� �xpr������ �� 
the film‑forming gene icaAD, ��� �� ��� �r��-r�������� ���� 
mecA (4). The ��p�r������ �� Staphylococcus aureus ��� 
������ �����l���� �����bl���� �� r��� �� ���r��� � ��r����r�l 
��� ���������l �������r �� HBD-3, ��� ��r��� β-�������� 14 
(MBD-14) ��r���� ���������� �� ��� p38 �������-��������� 
pr����� k����� (MAPK) (5). F�r���r��r�, �� ����� ��pp�-
r����� ��������l���� ����l� �������� ���� �r��-r�������� 
Staphylococcus ��r���, ��� �ppl������� �� � p38 MAPK 
������� pr������ ��� ���r����� r�l���� �� MBD-14 �� ��� 
��������� ���� ��� ����b���� ����� ���l���� (6). T���� r���l�� 
��r���l� ��������� ���� HBD-3 �� �����l �� ��� pr�������� ��� 
�r������� �� ��pl���-r�l���� ���������� �� �r���p�����.

H�����r, ��� ���������� ���� l��� HBD-3 �� ������ ��� 
r���l��� ������ r��p����� ��� �� ����b�� b��� ���������� 
r����� ��k����. I� ��� pr����� �����, ��� ������� �� HBD-3 
�� ��� l�p�p�l�������r���/T�ll-l�k� r���p��r-4 (LPS/TLR4)- 
�������� �����l��� p������ ��� �� ��� ����r����� pr����� �� 
����r���� ��ll� ��r� ����r����� ��� ���l�z�� �� �l�r��� ��� 
���������� �� ������ �� ��� �������r�b��l p�p����.

Materials and methods

Soluble expression, purification and identification of TLR4 
extracellular segments in Escherichia coli (E. coli). Pl����� 
��� �����r����� �� ����r���� ��� pr����� �xpr������. T�� 
pCDNA3‑TLR4 plasmid was purified from E. coli ����� � 
pl����� ���� k�� (H���z��� V������� B���������l, H���z���, 
C����) ����r���� �� ��� ���������r�r'� ����r�������. P�l���r��� 
�����  r������� (PCR)  ��� ���� �� ��pl��� � �r������ �r�� ��� 
purified plasmid that contains a human TLR4 template, using 
��� ��r��r� pr���r, 5'-CGGGATCCATGATGTCTGCC-3' 
(���������� � BamHI r���r������ ����) ��� r���r�� pr���r, 
5'-GCAAGCTTCTTATTCATCTGACAGG-3' (���������� 
� Hin�III r���r������ ����) (S������� B��� B��������l��� 
C�., L��., B��j���, C����). T�� PCR ���������� ���� ��r�: 
pre‑denaturation at 94˚C for 4 min, 30 cycles of denaturation 
at 94˚C for 40 sec, followed by annealing at 53˚C for 50 sec, 
and extension at 72˚C for 1 min, and a final extension at 72˚C 
��r 10 ���. PCR pr������ ��r� �x�r����� ����r���� �� ��� 
instructions of the 'DNA rapid purification/recycling kit', and 
the purified products were preserved at ‑20˚C.
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PCR pr������ ��� pET32� ��r� ��bj����� �� � ���bl�- 
��z��� ��������� b� BamHI ��� Hin�III. A���r �x�r������ �� 
��� �ppr�pr���� �r�������, � l������� ��� ��� �p ����� T4 DNA 
l�����. L�������� ��r� ���� �� �r�����r� E. coli. ��� ��r� pl���� 
onto LB medium containing ampicillin. After plasmid purifi-
������ �r�� ����l� ��l����� ��� ��z��� ��������� �� ��r��� ��� 
r���r������ p����r� �� ��� �����r����, ��q������� ��� ���� �� 
��l��� ��� r���� r����b����� �xpr������ �����r pET32�-TLR4, 
���������� ��� TLR4 ������� ����� �� � ����r���x�� ���. BL21 
(DE3) pl��S ���p������ b����r�� ��r� �r�����r��� ���� ��� 
purified vector and selected in LB medium with ampicillin 
following incubation at 37˚C overnight. For the expression, a 
��� ��l��r� ��� �r����� ���� ��� ���� 1% �� ��� ����l ��p� 
of medium using starter culture, at 37˚C in an oscillating 
����b���r. W��� ��� �p����l ������� r������ A600 ��=0.6-1.0, 
IPTG was added to a final concentration of 1 mmol/l and the 
��l��r� ��� ������� ��r �� ���������l 4 ���r�. T�� ������� 
��l��r�� ��r� ����r������, ��� p�ll��� ��r� r����p����� ���� 
b����r ��l�����  A (10 ���l/l �����z�l�, 300 ���l/l N�Cl ��� 
50 ���l/l N�H2PO4, pH 8.0), �l�r����������� ��� p�r��r��� 
��� ��� r���l���� ���p������� ��r� ���� ����r������ �� 
3,000 x g for 10 min at 4˚C. The supernatants containing the 
��l�bl� pr����� �r������� ��r� �����.

Protein purification. S�l�bl� pr����� �r������� ��r� �ll���� �� 
p��� ��r���� �� N�2+-NTA ��l��� (Q�����, V�l�����, CA, USA) 
���� ��� pr������l� b�l����� ���� b����r ��l����� A b� �r����� 
flow. Buffer solution B (20 mmol/l imidazole, 300 mmol/l NaCl 
��� 50 ���l/l N�H2PO4, pH 8.0) ��� ���� ���� �� r���� ��� 
��l���. T�� ��r��� pr����� ��� �l���� �r�� ��� ��l��� ���� 
b����r ��l����� C (250 ���l/l �����z�l�, 300 ���l/l N�Cl 
��� 50 ���l/l N�H2PO4, pH 8.0). S�b��q����l�, ��� ��r��� 
protein was ultrafiltrated and concentrated, and fully dialyzed 
�� 50 ���l/l p���p����-b����r�� ��l��� (PBS) (pH 7.2) �� �l��r 
away the imidazole and salt contents. The final product was the 
purified TLR4‑Trx fusion protein.

Identification of TLR4‑Trx protein using western blot analysis. 
P�r����� TLR4-Trx pr����� (300 µ�) ��� ��p�r���� ���� 
������ ������l ��l����-p�l���r�l����� ��l �l���r�p��r���� 
(SDS-PAGE), ��� �r�����rr�� �� � ���r���ll�l��� ��l��r. T�� 
filter was blocked with 30 g/l dried skimmed milk at 4˚C over-
�����. T�� ��ll����� ��r����, HRP-���� H�� ����b��� (r�bb�� 
����-����� �����l���l ����b���, ����l�� ��. 201321) ��� 
��l���� �� bl��k��� b����r (1:1,000; N��j��� J������ C������l 
C�., L��., N��j���, C����) ��� ����b���� ���� ��� ���r���ll�-
lose membrane at 37˚C for 2 h. TBST was used to wash the 
���br��� 5 ����� ��r 10 ���; ��� ��l�r ��� ����l�p�� ����� � 
DAB ��l�r ����l�p���� k�� ��r ��� �ppr�pr���� ������ �� ����. 
T�� PVDF ���br��� ��� ��pp�� ���� �����ll�� l�q��� �� ��r��-
���� ��l�r ����l�p���� ��� ��r-�r���. I����� ��r� ��p��r�� �� 
confirm the size of the target protein. The protein fraction from 
BL21 (DE3)/PET32� ��� ���� �� � �������� ����r�l.

Preliminary study of the regulation mechanism of HBD‑3 
on dendritic cells. HBD-3 ��� ��l���� �� 1% �� 0.025 ��l/l 
��rb����� b����r �� pH 9.0, ��� pl���� ���� � ���l���� b��. 
Fl��r������ �������������� (FITC) ��� pr�p�r�� �� � 
0.1 ��/�l ��l����� �� ��� ��rb����� b����r ��l�����, ��� ���� 
�� � ��l���� �� � 10 ��/�l �l�b�l�� ��l�����. T�� ���l���� b�� 

��� ����r��� ���� ��� �l�b�l�� FITC ��l����� ���������� 
10‑fold its volume. Dialysis occurred at 4˚C on a stirring plate 
���� � ������ ��r 2 �. T�� ���l�z�� �������� �� ��� b�� ��r� 
immediately filtered using a Sephadex G50 gel to remove the 
free fluorescein and aliquots were packed and stored at 4˚C. 
T�� r���l���� F/P r���� �� ��� ������� FITC-HBD-3 ��� 2.

In vitro immature dendritic cell (imDC) induction. P�r�p��r�l 
bl��� �r�� ���l��� ���l� ��l�����r� ��� pr������� ���� ��p�r�� 
�� �� ���������l����� �����. M������l��r ��ll� (MNC�) ��r� 
���l���� ��� ������� �r������ ����r��������� (F���ll). PBS ��� 
���� �� ���� ���� pl���l���, MNC� ��r� �ll���� �� ����r� 
to the vessel wall for 3 h at 37˚C and the supernatant was 
�����r���. T�� r�������� ���-����r��� ��ll� ��r� ����l� 
rinsed with pre‑warmed (37˚C) RPMI‑1640 (Gibco, Grand 
I�l���, NY, USA). A���r��� MNC� ��r� ��r�p�� ��� ��� 
��ll, ��� ���p����� �� � 1x109 ��ll�/l ��l����� �� RPMI-1640 
��ppl������� ���� 100 �l/l ���-b�r� ��l� ��r�� (H���z��� 
S�j�q��� B��l�����l E������r��� M���r��l C�., L��., H���z���, 
C����). S���q����l�, 100 µ�/l r�GM-CSF ��� 100 µ�/l r�IL-4 
(b��� �r�� P�pr�����, I��., R��k� H�ll, NJ, USA) ��r� 
����� ���� ��� MNC ���p������ ��� ��� ��ll� ��r� ��l��r�� 
in an incubator at 37˚C. Half the amount of the medium was 
�x������� ���r� 3 ���� ��� ��ppl�������� ����k���� ��r� 
����� ���� �������r�. C�ll ��rp��l��� ��� �b��r��� ����r 
� �������l ���r����p�. A���r ����� ����, ��ll� ��r� ��ll�����, 
��� p������p� ��� �������� �� ��DC ��r� ���l�z��, ��� ��� 
��p�r������ �� ���� �r��p ��ll����� ��r �����r��� ��� ����-
k���� pr����� �� ��� ��p�r������.

Cell binding tests. HBD‑3 was bound to imDC. Briefly, imDCs 
��r� ���p����� �� b����r ��l����� A (5 ���l/l C�2+) ��� ��� 
��ll ������� ��� ��j����� �� 5x109/l. FITC-HBD-3 ��� ����  
added to 200 µl of cell suspension to a final concentration of 
15 ��/l, ��� ��� r������� ��� �ll���� �� pr����� ��r 30 ��� �� 
37˚C in the dark. The potential inhibitor sTLR4 was added to 
another group of cells to a final concentration of 30 mg/l, and 
FITC-HBD-3 ��� ����� 10 ��� l���r. T�� r������� ��� �ll���� 
to proceed for 30 min at 37˚C in the dark. The cells were then 
washed 3 times using PBS prior to flow cytometry (FCM). 
U�l�b�ll�� FITC-HBD-3 ��� ���� �� � �������� ����r�l.

T� �������� HBD-3 �� � ���p������� ����b���r �� ��� 
b������ b������ LPS ��� ��DC, ��DC� ��r� r����p����� 
�� b����r ��l����� A �� �� ��j����� ��ll ������� �� 5x109/l. 
HBD-3 (15 ��/l) ��� ����� ���� 200 µl ��ll ���p������ ��r 
��� r�������. A �r��p �� ��ll� ���� �� ����� HBD-3 ��r��� 
as a negative control. The specificity of HBD‑3 was assessed 
����� ����-HBD-3 pAb. T�� r������� ��� �ll���� �� pr����� 
for 30 min at 37˚C in the dark, and then PBS was used to wash 
��� ��ll� 3 ����� pr��r �� FCM ���l����.

Western blot analysis. W����r� bl�� ���l���� �� ��� b������ 
of HBD‑3 and sTLR4 was performed. Briefly, 2 µg sTLR4 
�x�r���ll�l�r pr������ ��r� pr������� b� 2-��r��p��������l 
l������ b����r. A���r ��p�r�����, � 13% SDS-PAGE ��� 
������� b� CBB R250. T�� pr������ ��r� ���� �r�����rr�� �� � 
PVDF ���br��� �� 60 V ��r 3 � ����r �������� pr����r�. T�� 
PVDF ���br��� ��� ����r��� ���� b����r ��l����� B ��r 2 �, 
��ll���� b� b����r ��l����� B ���������� 5 µ�/�l HBD-3, ��r 
3 � �� r��� ���p�r���r�. T�� ���br��� ��� ������ 5 ����� 
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(1:2,000). M���� ����-����� HBD-3 �Ab HYP131-11 (R&D 
S������, I��., M�����p�l��, MN, USA) ��� ����� �� ��� 
������ ���br���, ��� ��� b������ ��� �ll���� �� pr����� 
��r 60 ��� �� r��� ���p�r���r�. T�� 1:2,000 ����p ����-r�� 
I�G (S����, S�. L����, MO, USA) ��� ����b���� ���� ��� 
���br��� ��r 60 ��� �� r��� ���p�r���r�. T�� ���br��� 
��� ���� ������ ��� ��l�r ��� ����l�p�� ����� � DAB ��l�r 
����l�p���� k�� pr��r �� ��p��r��� ��� �����.

N��l��r pr������ ��r� �x�r����� ��r���l� �� ����r����� 
���� ��� ����r������ �� � k�� (P��r�� B��������l���, I��., 
R��k��r�, IL, USA) ��� ��� �������r����� �� ��� �x�r������ 
��� �����r�� ����� ��� Br����r� ������. T�� �������� �� 
���l��r �����r-κB (NF-κB) ��� �������� ����� �����r� bl�� 
���l����. N��l��r pr����� �x�r���� (5 µ�) ��r� ��p�r���� ���� 
12% SDS-PAGE. T�� pr������ ��r� ���� �r�����rr�� �� � 
PVDF ���br��� ��r 3 �. T�� �r�����rr�� ���br��� ��� 
bl��k�� �� PBS-T ���� ��������� 3% �r��� �k����� ��lk 
��r 2 �. S�b��q����l�, 1:1,500 HRP-����p ����-r�� I�G ��� 
����� ��� ��� ��l����� ��� ����b���� ���� ��� ���br��� ��r 
60 ��� �� r��� ���p�r���r�. T�� ���br��� ��� ���� ������ 
�� ����r�b�� �b���, ��l�r ��� ����l�p�� ����� � DAB ��l�r 
k�� ��� ������ ��r� ��p��r��.

Statistical analysis. SPSS 19.0 ������r� ��� ���� ��r ����������l 
���l����. Q����������� ���� ��r� pr������� �� ���� ± ������r� 
���������. T�� S������'� �-���� ��� ���� �� �r��p ���p�r�����. 
E����r����� ���� ��r� pr������� �� � p�r������� (%) ��� ��� 
χ2 ���� ��� �ppl��� �� �r��p ���p�r�����. P<0.05 ��� ������-
ered statistically significant.

Results

Soluble expression of TLR4 extracellular fragment in E. coli, 
purification and identification. A ����l� ��pl���� �� ��� 
�xp����� ��z� (1,911 bp) ��� �������� ����r ��l �l���r�p��r���� 
��� �������� br����� �������� (F��. 1). R���r������ ���l���� �� 
�����r pET32�-TLR ���� Hin�III ��� BamHI ��z��� �����-
����� ������ ��� �xp����� p����r� (5,900 bp ��r ��� �����r 
�r������ ��� 1,911 bp ��r ��� ��pl����) (F��. 2). S�q������� 
r���l�� �����r��� ��� ��rr��� �x������� DNA ����r� 
pET32�-TLR.

Binding of HBD‑3 and imDC. FCM ���l���� ������ ���� 
HBD-3 ��� ��r���l� b��� �� ��DC �� 5 ���l/l b������ 
b����r (F��. 3). W����r� bl�� ���l���� ������ ���� HBD-3 ��� 
b��� �� �TLR4 pr����� (F��. 4).

Competitive inhibition tests. �TLR4 �x�r���ll�l�r pr����� ��� 
p�r���ll� ����b�� ��� b������ �� HBD-3 ��� ��DC, ���������� 
���� ��� b������ ���� �� HBD-3 ��� ��DC �� ���������� ���� 
TLR4 (F��. 5). LPS ��� ���p�������l� ����b�� ��� b������ �� 
HBD-3 ��� ��DC, ���������� ���� HBD-3 ��� b��� TLR4, 
����� �� ����� �� ��� ��r���� �� ��DC (F��. 6). A���r ��� 
�������� �� ����-HBD-3 pAb, ��� ����b���r� ������ �� HBD-3 
����pp��r��, ���������� ���� ��� ����b����� �� HBD-3 ��� �p��-
ificity (Fig. 7). The western blot analysis revealed that LPS 
stimulation can significantly increase the nuclear translocation 
�� NF-κB, ����� �� ��� ���l��r �r����r�p���� �����r �� ��DC�, 
although the translocation was significantly decreased by high 
�������r������ �� HBD-3. A���r, ��� �������� �� ����-HBD-3 

pAb, ��� ����b���r� ������ �� HBD-3 ����pp��r��, ���������� 
that the inhibition of HBD‑3 is specific (Fig. 8).

F���r� 1. PCR ��pl����� TLR4 �x�r���ll�l�r �r������ ���� �������. 
PCR, p�l���r��� ����� r�������; TLR4, T�ll-l�k� r���p��r-4.

F���r� 2. R���r������ ���l���� �� r����b����� pl����� pET32�-TLR4. 
TLR4, T�ll-l�k� r���p��r-4. 

F���r� 3. B������ �� HBD-3 ��� ��DC. HBD-3, ����� β-�������� 3; 
��DC, ������r� ����r���� ��ll�.
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Discussion

Previous findings revealed that bacterial infection of osteo-
bl���� ��� �����l��� ��� ���r����� �� ����k����, �����k����, 
��� ���������� �������r�b��l p�p���� β-�������� (7). T���,  
�����bl���� r���l��� b��� ����b�l��� ��� pl�� � r�l� �� ��� 
r���l����� �� �� ������ ������ ������� r��p���� ��� ��q��r�� 
��������. β-��������, � ��� ��p� �� b����r��l ��������� 
����b���r ���r����r�z�� b� ��� ���� ����b����� �p���r��, r�p�� 
������, l�� �r�� r��������� r���, ������ ������ ���p���b�l��� 
��� ��� ���q�� r�l� �� ��� ������ r���l����� �� b��� ���������, 
��� �r��� ��������� �� �l�����l ��� b���� r����r�� �������� (8).

S�� et al (9) �������r���� ���� Staphylococcus aureus‑
�r Candida albicans-������������� ��x�ll������l ��l����� 
elastomers were significantly inhibited or killed by immersing 
���� ���� �� HBD-3 ��l����� ��r ��l� 30 ���. O���r �����r� 
����� ���� Staphylococcus aureus ��p�r������� ��� ������ ��� 
r�l���� ��� �xpr������ �� HBD-3 ��r���� TLR2 ��� TRL4 
�� ��� ��r���� �� �����bl���� (10). F�r���r��r�, ��� �xpr��-
���� �� HBD-3 �� b��� ������� �� ����� ��������� ����� ��� �� 
��� b�����r� ������� �� p�r�pr�������� j���� ���������� ��� 
���bl��, ���������� ���� ���������� �������r�b��l p�p���� 
HBD-3 �� � ��r�� ������� l��� ����r b����r��l �������� ���� 
b��� �������. In vitro HBD-3 ����b��� TLR4-�������� ���l��� 
�����r��������� �����r 88 (M�D88) ��� TIR ��r����r�l ������ 
���p��r ��l���l� (TRIF) p�������, ��� ����b��� ��� ���������� 
�� NF-κB (11). In vitro ��� in vivo HBD-3 ��� b��� ����� �� 
����b�� ��� LPS �����l����� �� ���r�p����� �� ���r��� ����r 
���r���� �����r-α (TNF-α) ��� ����rl��k��-6 (IL-6). T��r���r�, 
it was postulated that HBD‑3 is, not only an inflammatory 
�����k���, b�� �l�� � ��ppr������ ����������l���r, ���� 
b�l������ ��� b���r�������l ��j������ ������� �� ������p��� ��� 
anti‑inflammation. Another study confirmed that in an immune 
r�������, ��� ��r����r�l ��� ���������l �������r �� HBD-3, 
MBD-14, ������ll� ����r���� � ���r�b��l �������� ��r���� 
��� ������ ������ r��p���� ��� ���� pr������ ��� �x������� 
�������x�� �� MNC (Mo), macrophages (MФ), ����r�p��l�, 

F���r� 4. B������ �� HBD-3 ��� TLR4. HBD-3, ����� β-�������� 3; 
TLR4, T�ll-l�k� r���p��r-4.

F���r� 5. C��p������� ����b����� ���� �� HBD-3. HBD-3, ����� β-�������� 3.

F���r� 6. C��p������� ����b����� ���� �� LPS. LPS, l�p�p�l�������r���.

Figure 7. Inhibition specificity of HBD‑3. HBD‑3, ����� β-�������� 3.

F���r� 8. W����r� bl�� ���l���� �� ��� r�l����� �������� �� NF-κB. 
NF-κB, ���l��r �����r-κB. 
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��DC ��� T l��p������� �� � �����k��� r���p��r 6 (CCR6)- 
��� CCR2 r���p��r-��p������ �����r (12). HBD-3 ��� �l�� 
�������� ��� MAPK �x�r���ll�l�r �����l-r���l���� k����� 
(ERK) signaling pathway, MФ and antigen‑presenting cells 
(APC�) ��r���� NF-κB-��p������ TLR-1 ��� TLR-2 r���p��r 
p������� (13,14).

TLR �� �� ��p�r���� p����r� r���������� r���p��r �� ��� 
����r�l ������ ������, ����� ���, ��� ��l� ������� ��� 
identification of pathogenic microorganisms and their prod-
����, b�� �l�� p�r����p��� �� ��� ��q��r�� ������ r��p����. I� 
��� b��� r������z�� �� � br���� ���� b���� ����r�l �������� 
���� ��q��r�� �������� (15). TLR �� �x�������l� �xpr����� �� 
imDC, MФ, and Mo, and plays an important role in identi-
����� �r��-p������� �������� ����, ���� ����k pr����� 60, LPS 
��� ��� �����l��� p������� �������� b� LPS (16). B���� �� 
those and our own findings, we conclude that HBD‑3 binds to 
��DC �� � C�2+-��p������ �����r, ��� ���� �TLR4 ��� LPS 
��� ���p�������l� ����b�� b������. HBD-3 ��� ���p�������l� 
����b�� ��� b������ �� LPS ��� ��DC b� b������ ���� ��DC. 
HBD‑3 significantly inhibits the translocation of LPS‑induced 
NF-κB ���� ��� ���l���. T���, HBD-3 ��� ���p�������l� 
����b�� ��� b������ �� LPS ��� ��DC b� b������ ���� TLR4 
��l���l�� �xpr����� �� ��DC�, ���r�b� pr�������� LPS �r�� 
�������� ��� ����r��� �� ��DC.
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