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［摘要］　目的　检测不同级别星形细胞瘤中髓样分化蛋白２（ＭＤ２）和Ｔｏｌｌ样受体４（ＴＬＲ４）
的表达，并探讨其临床意义。方法　收集２０１９年１月 ～２０２０年８月于山东国欣颐养集团新汶中
心医院接受手术切除治疗的低级别星形细胞瘤（ＬＧＡ）患者５０例及高级别星形细胞瘤（ＨＧＡ）患者
５０例，所有患者的肿瘤组织样本于术中离体后立刻保存于液氮中，采用免疫组化法检测肿瘤组织
中ＴＬＲ４、ＭＤ２、髓样分化因子８８（ＭＹＤ８８）和肿瘤坏死因子（ＴＮＦα）的表达水平，采用实时荧光定
量聚合酶链反应（ｑＲＴＰＣＲ）法检测肿瘤组织中ＴＬＲ４、ＭＤ２、ＭＹＤ８８和ＴＮＦα的ｍＲＮＡ表达水平。
采用Ｐｅａｒｓｏｎ线性相关分析探讨ＴＬＲ４、ＭＤ２与下游因子ＭＹＤ８８和ＴＮＦα的相关性。结果　ＨＧＡ组
患者肿瘤组织中ＴＬＲ４、ＭＤ２、ＭＹＤ８８、ＴＮＦα及其ｍＲＮＡ的表达水平均高于ＬＧＡ组（Ｐ＜０．０１）。星
型细胞瘤患者 ＭＹＤ８８和 ＴＮＦα的表达水平与 ＴＬＲ４、ＭＤ２均呈正相关（Ｐ＜０．０５）。结论　ＭＤ２、
ＴＬＲ４在ＨＧＡ中表达水平高于 ＬＧＡ，同时下游关键信号因子 ＭＹＤ８８和 ＴＮＦα表达水平也高于
ＬＧＡ，且ＭＤ２、ＴＬＲ４的表达水平与ＭＹＤ８８和ＴＮＦα的表达水平显著相关，提示ＭＤ２、ＴＬＲ４在星
形细胞瘤发生发展中具有重要的作用。

［关键词］　髓样分化蛋白２；　Ｔｏｌｌ样受体４；　星形细胞瘤；　髓样分化因子８８；
肿瘤坏死因子α
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　　Ｔｏｌｌ样受体４（ＴＬＲ４）是一种在感染和炎症中起重
要作用的受体，在哺乳动物中，Ｔｏｌｌ样受体高度保守，
可参与非特异性免疫［１］。研究表明，ＴＬＲ４还参与了
恶性肿瘤的发生发展过程，并在肿瘤免疫逃逸中发挥

关键作用［２］。在炎症反应中，髓样分化蛋白２（ＭＤ２）
是起连接作用的重要蛋白，和 ＴＬＲ４结合后与脂多糖
（ＬＰＳ）共同参与炎症免疫反应。星形细胞瘤是一种恶
性程度很高的恶性肿瘤，预后较差，死亡率较高，且目

前常规的外科手术等手段无法根治高级别星形细胞瘤

（ＨＧＡ）。ＴＬＲ４ＭＤ２作为神经炎症发生的主要信号，
其发生发展与神经炎症反应、基因突变等密切相

关［３］，但目前在星形细胞瘤的研究中尚未见明确报

道。本研究采用免疫组化法和实时荧光定量聚合酶链

反应（ｑＲＴＰＣＲ）法检测不同级别星形细胞瘤组织中
ＴＬＲ４、ＭＤ２的蛋白和 ｍＲＮＡ表达水平及下游关键信
号因子中肿瘤坏死因子 α（ＴＮＦα）、髓样分化因子８８
（ＭＹＤ８８）蛋白和ｍＲＮＡ表达水平，并探讨其临床意义。

对象与方法

１．对象：收集２０１９年１月～２０２０年８月于山东国
欣颐养集团新汶中心医院接受手术切除的低级别星形

细胞瘤（ＬＧＡ，ＷＨＯⅠ级、Ⅱ级）患者 ５０例及 ＨＧＡ
（ＷＨＯⅢ级、Ⅳ级）患者５０例，所有患者术后经病理
组织检查证实为星形细胞瘤［４］。按照 ＷＨＯ分级标
准［４］，Ⅰ级患者中毛细胞型星形细胞瘤１４例，室管膜
下巨细胞型星型细胞瘤９例；Ⅱ级患者中弥漫型星形
细胞瘤１６例，少突胶质细胞瘤１１例；Ⅲ级患者中间变
星形细胞瘤９例，间变少突胶质细胞瘤１０例；Ⅳ级患
者中胶质母细胞瘤３１例。排除标准：（１）术前接受化
疗或放疗；（２）临床资料缺失；（３）肝肾功能不全。本
研究通过山东国欣颐养集团新汶中心医院伦理委员会

审核批准。

２．方法
（１）免疫组化法检测ＴＬＲ４、ＭＤ２、ＭＹＤ８８和ＴＮＦα

的表达水平：所有患者肿瘤组织样本于术中离体后立

刻保存于液氮中。肿瘤组织经甲醛固定、石蜡包埋、切

片后采用ＥｎＶｉｓｉｏｎ试剂盒进行免疫组化染色。ＴＬＲ４、
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ＭＤ２、ＭＹＤ８８和ＴＮＦα的单克隆抗体购于Ａｂｃａｍ公司
（产品号：ａｂ１３５５６、ａｂ２４１８２、ａｂ１３５６９３、ａｂ６６７１），阴性
对照采用血清代替一抗，空白对照采用磷酸盐缓冲液

（ＰＢＳ）代替一抗。在４００倍显微镜下，采用５个不同
的视野进行阳性细胞观察，对染色程度（阴性着色为

０分，淡黄色为１分，浅褐色为２分，深褐色为３分）和
阳性范围（０～２５％为１分，２６～５０％为２分，５１～７５％
为３分，７６～１００％为４分）进行评分，表达水平等于２项
评分的乘积。

（２）ｑＲＴＰＣＲ检测肿瘤组织中 ＴＬＲ４、ＭＤ２、
ＭＹＤ８８和 ＴＮＦα的 ｍＲＮＡ表达水平：液氮保存的新
鲜冰冻肿瘤组织用研钵研磨后，采用 Ｔｒｉｚｏｌ法提取组
织总ＲＮＡ。使用 ＲＮＡｓｉｍｐｌｅＴｏｔａｌＲＮＡＫｉｔ逆转录试
剂盒（美国Ｔｈｅｒｍｏ公司）逆转录合成ｃＤＮＡ，反应体系
２５μｌ。参照ｑＲＴＰＣＲ试剂盒说明书操作，采用２０μｌ
反应体系，ｃＤＮＡ模板１μｌ，引物设计采用 Ｐｒｉｍｅｒ５软
件进行设计，ＧＡＰＤＨ作为内参，引物序列由上海生工
生物公司合成。检测不同级别星形细胞瘤组织中

ＴＬＲ４、ＭＤ２、ＭＹＤ８８和ＴＮＦα的ｍＲＮＡ表达水平。每
组设置３个复孔检测。引物序列见表１。

表１　引物序列

基因 引物序列

ＴＬＲ４
上游引物 ５’ＡＧＧＡＴＧＡＴＧＣＣＡＧＧＡＴＧＡＴＧＴＣ３’
下游引物 ５’ＴＣＡＧＧＴＣＣＡＧＧＴＴＣＴＴＧＧＴＴＧＡＧ３’

ＭＤ２
上游引物 ５’ＴＴＧＧＧＴＣＴＧＣＡＡＣＴＣＡＴＣ３’
下游引物 ５’ＴＣＡＧＡＴＣＣＴＣＧＧＣＡＡＡＴＡＣ３’

ＭＹＤ８８
上游引物 ５’ＧＣＧＴＴＴＣＧＡＴＧＣＣＴＴＣＡＴＣＴＧ３’
下游引物 ５’ＧＧＣＣＴＴＣＴＡＧＣＣＡＡＣＣＴＣＴＴＴ３’

ＴＮＦα
上游引物 ５’ＣＡＣＡＧＴＧＡＡＧＴＧＣＴＧＧＣＡＡＣ３’
下游引物 ５’ＡＧＧＡＡＧＧＣＣＴＡＡＧＧＴＣＣＡＣＴ３’

ＧＡＰＤＨ
上游引物 ５’ＣＡＧＧＡＧＧＣＡＴＴＧＣＴＧＡＴＧＡＴ３’
下游引物 ５’ＧＡＡＧＧＣＴＧＧＧＧＣＴＣＡＴＴＴ３’

　　３．统计学处理：应用ＳＰＳＳ２０．０软件进行统计分

析。符合正态分布的计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，组间比较
用ｔ检验。采用 Ｐｅａｒｓｏｎ线性相关分析探讨 ＴＬＲ４、
ＭＤ２与下游因子ＭＹＤ８８和ＴＮＦα的相关性。以 Ｐ＜
０．０５为差异有统计学意义。

结　　果

１．两组患者肿瘤组织中 ＴＬＲ４、ＭＤ２、ＭＹＤ８８和
ＴＮＦα表达水平比较：ＨＧＡ组患者肿瘤组织中 ＴＬＲ４
（９．９２±１．９３）、ＭＤ２（７．２７±１．９０）、ＭＹＤ８８（８．７６±
２．６４）及ＴＮＦα（１０．２６±１．７１）的表达水平均高于ＬＧＡ
组（６．３８±１．７０、５．９９±１．５７、７．０５±１．８６、４．１３±１．０９），
差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。见图１。
　　２．两组患者肿瘤组织中 ＴＬＲ４、ＭＤ２、ＭＹＤ８８和
ＴＮＦα的ｍＲＮＡ表达水平比较：ＨＧＡ组患者肿瘤组织
中ＴＬＲ４（１．６４±０．４９）、ＭＤ２（２．５２±０．７０）、ＭＹＤ８８
（１．９３±０．５４）和ＴＮＦα（２．５６±０．７３）的ｍＲＮＡ表达水
平均高于ＬＧＡ组患者（０．９８±０．２５、１．３７±０．３８、１．００±
０．２６、０．９９±０．２３），差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
　　３．星型细胞瘤患者ＴＬＲ４、ＭＤ２与ＭＹＤ８８和ＴＮＦα
的相关性分析：Ｐｅａｒｓｏｎ线性相关分析结果显示，星型
细胞瘤患者 ＭＹＤ８８表达水平与 ＴＬＲ４（ｒ＝０．３９７）、
ＭＤ２（ｒ＝０．５０１）均呈正相关，ＴＮＦα表达水平与ＴＬＲ４
（ｒ＝０．４７８）、ＭＤ２（ｒ＝０．４２６）均呈正相关（Ｐ＜０．００１）。

讨　　论

炎症反应是人类在进化过程中形成的抵御外界病

原体入侵的重要保护机制，然而越来越多的证据表明，

许多高危因素可引起炎症反应的发生，而慢性炎症的

长期存在可造成许多疾病的发生［５］。相关研究发现，

肿瘤组织中浸润了大量的白细胞，因此将肿瘤的研究

和炎症反应相结合，一般炎症反应中炎症因子表达种

类较多，如ＴＮＦ、白细胞介素（ＩＬ）１／６、前列腺素

图１　ＬＧＡ组患者肿瘤组织中ＴＬＲ４、ＭＤ２、ＴＮＦα和ＭＹＤ８８的表达情况（Ａ：ＴＬＲ４；Ｂ：ＭＤ２；Ｃ：ＴＮＦα；Ｄ：ＭＹＤ８８；×４００）

图２　ＨＧＡ组患者肿瘤组织中ＴＬＲ４、ＭＤ２、ＴＮＦα和ＭＹＤ８８的表达情况（Ａ：ＴＬＲ４；Ｂ：ＭＤ２；Ｃ：ＴＮＦα；Ｄ：ＭＹＤ８８；×４００）
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（ＰＧ）、趋化因子配体２（ＣＣＬ２）、ＩＬ８等，这些炎症因子
可以转移到病灶，形成正反馈的恶性循环［６］。在肿瘤

进展的研究中发现，微环境中浸润的炎症细胞和炎症

微环境可造成肿瘤细胞的增殖，凋亡的减少，除此之

外，这些浸润的炎症细胞还可影响肿瘤的产生，通过对

Ｔ细胞、自然杀伤细胞的抑制促进肿瘤的进展［７］。

颅内ＨＧＡ是一种恶性程度极高的肿瘤，在星形细
胞瘤的研究中同样发现炎症反应起重要作用［８］，ＴＬＲ４
及其附属蛋白ＭＤ２是介导ＬＰＳ信号的关键通路［９］，与

ＬＰＳ引起的神经炎症反应密切相关。ＬＰＳ与 ＴＬＲ４的
结合还需要 ＭＤ２的介导，ＭＤ２是表达在胞膜上的一
种蛋白，研究发现，单独的 ＴＬＲ４无法与 ＬＰＳ结合，而
ＭＤ２和 ＴＬＲ４共转染后可很好的介导 ＬＰＳ的炎症反
应，且同时激活下游的核因子（ＮＦ）κＢ和 ＭＡＰＫ信
号［１０１１］。Ｄｚｉａｒｓｋｉ等［１２］发现，ＭＤ２不仅可以增强ＴＬＲ４
介导的 ＬＰＳ反应，还可以增强革兰阳性菌的肽聚糖、
磷脂酸反应，拓宽了ＴＬＲ４对于ＬＰＳ结构的识别范围。
Ｒａｊａｍａｎｉｃｋａｍ等［１３］研究发现，ＭＤ２抑制剂 Ｌ６Ｈ２１可
通过阻断 ＴＬＲ４ＭＤ２／ＮＦκＢ信号通路来抑制结肠肿
瘤的侵袭和转移。Ｋａｎｃｚｋｏｗｓｋｉ等［１４］研究报道，ＴＬＲ４
ＭＤ２信号与肾上腺肿瘤的发生、发展有一定关联。

接头蛋白ＭＹＤ８８在 ＴＬＲ４ＭＤ２通路中扮演重要
角色，Ｋａｗａｉ等［１５］研究发现，ＭＹＤ８８缺失小鼠对 ＬＰＳ
具有抵抗性，且这些小鼠腹腔提取的巨噬细胞无法被

ＬＰＳ识别产生促炎因子ＩＬ６、ＴＮＦα等，然而 ＬＰＳ刺激
这些巨噬细胞后，仍能激活 ＮＦｋＢ和 ＭＡＰＫ家族成
员。说明ＭＹＤ８８缺失小鼠仍然对 ＬＰＳ刺激有一定的
反应性，所以ＭＹＤ８８是关键的ＴＬＲ４ＭＤ２下游信号因
子。ＴＮＦα作为较为关键的炎症因子，于 １９７５年发
现，被称为是前炎症细胞因子，启动了炎症反应的关

键，可在神经免疫和炎症中发挥重要作用，影响血管内

皮细胞和肿瘤血管的增生、炎症反应，还可以促进黏附

分子在内皮细胞的表达，引起白细胞的黏附、聚集，从

而激活小胶质细胞［１６］。ＴＮＦα也是 ＴＬＲ４ＭＤ２信号
下游关键的炎症因子，其表达同样与胶质瘤的恶性程

度相关［１７１８］。

因此，我们推断 ＴＬＲ４ＭＤ２的高表达介导的炎症
反应可能与星形细胞瘤的发生和发展密切相关。本研

究发现，与 ＬＧＡ组比较，ＨＧＡ组肿瘤组织中 ＴＬＲ４和
ＭＤ２呈高表达，且 ＨＧＡ组肿瘤组织中 ＴＬＲ４与 ＭＤ２
的ｍＲＮＡ的表达水平均高于 ＬＧＡ组，均提示 ＴＬＲ４与
ＭＤ２表达水平升高参与了肿瘤的进展。下游关键的
ＭＹＤ８８表达与 ＴＬＲ４ＭＤ２表达相一致，ＭＹＤ８８与
ＴＬＲ４结合可传递炎症信号。

综上，我们发现星形细胞瘤中ＴＬＲ４ＭＤ２信号、下
游ＭＹＤ８８及关键炎症因子ＴＮＦα的表达与肿瘤恶性
程度相关，这为星形细胞瘤的发生发展提供新的研究

方向，后续可进行深入研究，为星形细胞瘤的诊治提供

思路。
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