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TLR4和MyD88在食管鳞癌组织中的表达及临床意义
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摘 要：【目的】探讨Toll样受体 4（TLR4）和髓样分化因子 88（MyD88）在食管鳞状细胞癌（食管鳞癌）组织中的

蛋白表达及其与相关病理学因素的关系与临床意义。【方法】选择 72例食管鳞癌石蜡标本和癌旁正常组织石蜡标

本，采用EnVision免疫组化染色法检测TLR4、MyD88、增殖细胞核抗原（PCNA）和血管内皮生长因子（VEGF）在食管

鳞癌组织及癌旁正常组织中的蛋白表达水平，并应用多因素Logistic逐步回归分析对其表达与临床病理因素进行分

析。【结果】食管鳞癌组织中TLR4、MyD88、PCNA和VEGF蛋白表达显著高于正常组织（P=0.031，P=0.011，P=0.012，
P=0.022）。多因素 Logistic逐步回归分析得出 TLR4、MyD88、PCNA和VEGF蛋白表达水平的独立危险因素为 TNM
分期（P=0.032，P=0.005，P=0.000，P=0.003），而不是性别、年龄、肿瘤浸润深度、分化程度等。食管鳞癌组织TLR4和
MyD88的蛋白表达呈正相关，差异有统计学意义（r=0.618，P˂0.01）；MyD88和 PCNA及MyD88和VEGF的蛋白表达

均呈正相关，差异均有统计学意义（r =0.516，P˂0.01；r =0.708，P ˂0.01）。【结论】TNM分期为TLR4、MyD88、PCNA和

VEGF蛋白表达水平高低的独立危险因素，且MyD88与 TLR4及 PCNA、VEGF的蛋白表达均呈正相关，说明 TLR4-
MyD88信号通路可以促进食管鳞癌的发生和发展，联合检测TLR4和MyD88可能有助于评估食管鳞癌的恶性程度。

因此，TLR-MyD88信号转导通路有可能参与了食管鳞癌的发生发展，成为治疗食管鳞癌的靶基因。
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Abstract：【Objectives】To investigate the protein expressions of toll-like receptor 4（TLR4）and myeloid differentia⁃
tion factor 88（MyD88）in esophageal squamous cell carcinoma（ESCC）and their relationship to the related pathological
factors and the clinical significance.【Methods】Totally 72 ESCC specimens and paracancerous normal tissue specimens
were selected. EnVision immunohistochemical staining was used to detect the protein expression levels of TLR4，MyD88，
proliferating cell nucleus antigen（PCNA）and vascular endothelial growth factor（VEGF）in ESCC and in paracancerous
normal tissue，and Multivariate Logistic stepwise regression analysis was used to analyze their expressions and clinicopath⁃
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ological factors.【Results】The protein expressions of TLR4，MyD88，PCNA and VEGF in ESCC were significantly higher
than those in normal tissues（P=0.031，P=0.011，P=0.012，P=0.022）. Multivariate Logistic stepwise regression analysis
showed that the independent risk factors of TLR4，MyD88，PCNA and VEGF protein expression levels were TNM stage（P
=0.032，P=0.005，P=0.000，P=0.003），rather than the genders，ages，depth of tumor invasion，or degree of differentia⁃
tion. There was a positive correlation between the protein expressions of TLR4 and MyD88 in ESCC（r= 0.618，P˂0.01）.
The protein expressions of MyD88 and PCNA，MyD88 and VEGF were positively correlated（r= 0.516，P˂0.01；r= 0.708，
P˂0.01）.【Conclusions】TNM stage is an independent risk factor of the protein expression levels of TLR4，MyD88，PCNA
and VEGF，and the expression of MyD88 protein is positively correlated with expression of TLR4，PCNA and VEGF. It in⁃
dicates that TLR4-MyD88 signaling pathway can promote the occurrence and development of ESCC. The combined detec⁃
tion of TLR4 and MyD88 may be helpful to evaluate the malignant degree of ESCC. Therefore，TLR-MyD88 signaling path⁃
way may be used as an important biological indicator to reflect the prognosis of ESCC and an important target of anti ESCC.

Key words：esophageal squamous cell carcinoma；TLR4；MyD88；proliferating cell nucleus antigen；vascular endo⁃
thelial growth factor
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作为一种世界上每年新增死亡人数排在第七

位的恶性肿瘤［1］，食管癌最常见的病理类型是鳞状

细胞癌，且其早期诊断困难，预后较差。目前，国内

外对食管癌发生、发展的病理生理机制尚未完全阐

明，因此，深入了解食管癌的发生、发展、侵袭和转

移的病理生理机制，为食管癌早诊、早治寻找有效

措施，对降低食管癌患者的病死率、延长其生存时

间及提高其生活质量具有重要临床意义。具有多

种调节功能的 Toll样受体（TLR）/髓样分化因子 88
（MyD88）信号传导通路，在免疫反应、炎症反应及

肿瘤的发生、发展过程中均发挥了重要作用［2］。

MyD88是 TLR 信号通路中关键的中转蛋白，通过

其承前启后地传导信号作用，刺激了下游促炎症因

子和和抗凋亡因子的表达，最终激活了免疫系统的

先天免疫应答反应，进而影响了肿瘤患者临床发展

与预后［3-5］。感染性疾病、肿瘤、自身免疫性疾病等

均与MyD88有较为明确的关系，且MyD88 被认为

是干预治疗这些疾病的重要靶点。作为DNA多聚

酶辅助蛋白的增殖细胞核抗原（proliferating cell
nuclea rantigen，PCNA），存在于细胞核中，在DNA
的合成中起重要作用。作为判定细胞增殖活性的

内源性标记物，PCNA反映了肿瘤的恶性倾向。有

研究显示抑制 TLR4的表达，可以抑制癌细胞的

PCNA表达，进而抑制肿瘤细胞的增殖［6］。作为血

管内皮细胞增生的刺激因子，血管内皮生长因子

（vascular endothelial growth factor，VEGF）是一种可

以直接激活血管生成，并使血管通透性增加的蛋白

质。有研究发现 TLR4可以通过调节VEGF的表达

水平而影响肿瘤血管的生成，但是其具体机制尚不

清楚［7］。故本研究应用免疫组化法检测 TLR4、
MyD88及PCNA与VEGF在食管鳞癌组织中的蛋白

表达水平，分析探讨 MyD88与 TLR4及其 PCNA、
VEGF的相互关系及与食管鳞癌患者临床生物学

特性的关系。

1 材料与方法

1.1 材 料

1.1.1 临床资料 收集我院病理样本库中，2011
年 01月至 2014年 09月的食管鳞状细胞癌患者临

床数据及所有石蜡标本 72例，其中癌组织为A组，

对照组B组为正常组织（经病理证实无鳞癌细胞的

癌组织缘外 6 cm组织）。72例患者在行食管癌根

治术前均未行放射和化学治疗，且均由具有高级职

称的病理医师确诊为食管鳞癌。所有患者年龄均

在 43～74岁之间，平均年龄为 62岁，其中有 62例
男性，10例女性；患者鳞癌组织分化情况：14例高

分化，48例高中及中分化，10例中低及低分化鳞

癌；患者癌组织浸润深度情况：12例局限在黏膜及

黏膜下层，14例浸润至固有肌层，46例浸润至外膜

及邻近结构；患者淋巴结转移情况：26例伴有淋巴

结转移，46例无淋巴结转移。临床分期（以 2009年
国际抗癌联盟（UICC）和美国癌症联合委员会

（AJCC）制订的食管癌 TNM分期标准第 7版为依
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据）情况：其中有 8例患者属于临床分期Ⅰ期，21例
属于临床Ⅱa期，24例属于临床Ⅱb期，11例属于Ⅲ
a期、3例属于Ⅲb期、4例属于Ⅲc期、只有 1例属于

Ⅳ期。本研究为回顾性研究，研究开始前已通过伦

理委员会审批。

1.1.2 主要试剂 我们的MyD88多克隆抗体、PC⁃
NA单克隆抗体、VEGF单克隆抗均属于兔抗人抗

体，且均购于美国Abcam公司；EnVision免疫组化

试剂盒购于北京中杉生物技术有限公司。

1.2 方 法

文章采用免疫组化 EnVision二步法。首先制

作连续石蜡切片，其厚度为 4 μm；在温度设置为

70 ℃的恒温烤箱中加热 3 min；在二甲苯和梯度酒

精中进行脱蜡与水化，然后在高压锅中应用柠檬酸

缓冲修复液进行抗原热修复（修复液浓度 0.01 mol/
L、pH6.0），冷却至室温；应用浓度为 3%的H2O2孵
育，10 min后应用PBS洗涤，再滴加一抗（一抗稀释

比：TLR4为 1：200、MyD88为 1：300、PCNA为 1：
200、VEGF为 1：200）；在 4 ℃恒温环境下过夜后，再

滴加二抗；室温孵育 15 min后，滴加DAB溶液进行

显色，用苏木素进行复染；最后进行分化，脱水，透

明，中性树胶封片等操作。阳性对照为已知阳性癌

组织切片，阴性对照中用PBS溶液代替一抗即可。

1.3 结果判定

所有染色后的组织切片，在双盲条件下，由我

院两位病理科医生进行判读。根据食管鳞状细胞，

在高倍显微镜下随机选择不少于 1000个定位明确

（TLR4蛋白定位于细胞膜和细胞质、MyD88定位于

细胞浆、PCNA定位于细胞核、VEGF定位于细胞

浆）出现淡黄色至棕褐色颗粒的的鳞癌细胞，按照

染色强度及阳性细胞所占百分比进行评分。具体

评分标准为：无色计为 0分，淡黄色计为 1分，棕黄

色计为 2分，棕褐色计为 3分；阳性细胞百分比≤
10.0%计为 0分，11.0%～25.0%计为 1分，26.0%～

50.0%计为 2分，51.0%～75.0%计为 3分，≥76.0%
计为 4分。总积分为上述两项评分的和，阳性表达

定义为总积分≥5分。

1.4 统计学分析

统计学分析软件为 SPSS 19.0版本，采用百分

比表示计数资料，应用卡方检验或 Fisher's确切概

率法来进行组间比较；TLR4、MyD88、PCNA、VEGF
在食管鳞癌组织中的蛋白表达情况与临床病理参

数关系的分析，采用逐步Logistic回归分析，相关性

采用 Spearman等级相关分析。以α=0.05作为检验

水准。

2 结 果

2.1 食管鳞癌组织中 TLR4、MyD88、PCNA 及

VEGF的蛋白表达情况

我们的之前研究［8］显示 TLR4蛋白表达主要定

位在食管鳞癌细胞浆和（或）细胞膜中，而细胞核中

几乎不表达，阳性细胞主要呈棕黄色至棕褐色，癌

旁正常组织中较少见染色阳性细胞，提示在食管

鳞状细胞癌组织中 TLR4蛋白呈高平表达（图 1A-
B）。统计分析显示在食管鳞癌和癌旁正常组织

中，TLR4 蛋白的阳性表达率分别为 66.7% vs
29.17 %，差异有统计学意义（P=0.031）。

MyD88蛋白表达主要定位于食管鳞癌细胞的

胞浆中，阳性细胞呈淡黄色至棕黄色，癌旁正常组织

中较少见染色阳性细胞，说明食管鳞癌细胞中

MyD88蛋白呈过度表达（图2A-B）。统计分析显示，

MyD88蛋白表达在食管鳞癌和癌旁正常组织中的

阳性表达率分别为 69.44% vs 22.22%，差异有统计

学意义（P=0.011）。

PCNA蛋白表达定位于食管鳞癌细胞核中，阳

性细胞呈棕黄色至棕褐色，较少阳性染色细胞出现

在癌旁正常组织中，说明食管鳞癌细胞中 PCNA蛋

白呈高表达（图 3A、B）。本研究显示食管鳞癌和癌

旁正常组织中，PCNA蛋白表达的阳性率分别为

43.06% vs 6.94%，且差异有统计学意义（P=0.012）。

VEGF蛋白表达定位于食管鳞癌细胞浆中，阳

性细胞呈现棕黄色至棕褐色，较少阳性染色细胞出

现于癌旁正常组织，说明食管鳞癌细胞中VEGF蛋
白亦有过度表达（图 4A、B）。本研究显示在食管鳞

癌和癌旁正常组织中，PCNA蛋白表达的阳性表达

分别率为 61.11% vs16.67%，差异有统计学意义

（P = 0.022）。

2.2 食管鳞癌TLR4、MyD88、PCNA、VEGF蛋白

表达水平和临床病理因素的关系

我们应用逐步Logistic回归分析方法分析该 72
例食管鳞癌组织中 TLR4、MyD88、PCNA、VEGF的

蛋白表达水平与临床生物学因素的关系，得出：食

管鳞癌组织中TLR4的蛋白表达与淋巴结转移和临

床分期呈正相关（P = 0.005；P = 0.032），差异有统

计学意义，与年龄、性别、癌组织分化程度及浸润深
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度不相关；MyD88蛋白表达水平随着临床 TNM分

期的增加而逐渐升高，差异有统计学意义（P =
0.005），亦与年龄、性别、癌组织分化程度及浸润深

度不相关（P ˃ 0.05）。同样可见，PCNA的蛋白在食

管鳞癌组织中的表达与临床 TNM分期呈正相关

（P = 0.000），与患者年龄、性别、癌组织分化程度及

浸润深度无关（P ˃ 0.05）。食管鳞癌组织中VEGF

的蛋白表达与年龄、性别、分化程度及浸润深度亦

无关（P ˃ 0.05），但随着临床 TNM分期的增加而逐

渐升高（P = 0.003；表1）。

2.3 食管鳞癌组织中MyD88与 TLR4及 PCNA、

VEGF阳性表达的相关性分析

我们的研究表明TLR4在食管鳞癌组织中呈高

表达［8］。本次研究在食管鳞癌中将 TLR4和MyD88

A: paracancerous tissues; B: Cancer tissue；IHC×400.
图1 TLR4在食管鳞癌组织和癌旁组织中的蛋白表达

Fig. 1 Protein expression of TLR4 in esophageal squamous cell carcinoma and paracancerous normal tissues

A: paracancerous tissues; B: Cancer tissue；IHC×400.
图2 MyD88在食管鳞癌组织和癌旁组织中的表达

Fig. 2 Protein expression of MyD88 in esophageal squamous cell carcinoma and paracancerous normal tissues

A: paracancerous tissues; B: Cancer tissue；IHC×400.
图3 PCNA在食管鳞癌组织和癌旁组织中的表达

Fig. 3 Protein expression of PCNA in esophageal squamous cell carcinoma and paracancerous normal tissues
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的表达情况共同分析得出：72例食管鳞癌组织中，

TLR4的蛋白表达阳性率为 66.67%（48/72），MyD88
为 69.44%（50/72），两者蛋白表达同时表达阳性与

阴性的比率分别为 59.72%和 23.61%。经过统计学

分析发现，食管鳞癌组织中 TLR4和MyD88的蛋白

表达呈正相关，且其相关性有显著统计学意义（r=
0.618，P˂0.01）。

本次研究显示，在食管鳞癌组织中 PCNA蛋白

表达的阳性率是 43.06%（31/72），MyD88 和 PCNA
同时表达阳性和阴性的比率分别为 41.67%和

29.17%。 统 计 学 分 析 显 示 ，食 管 鳞 癌 组 织 中

MyD88和PCNA的蛋白表达亦呈正相关，且相关性

有统计学意义（r=0.516，P˂0.01）。在食管鳞癌组织

中 VEGF蛋白表达的阳性率为 61.11%（44/72），

MyD88 和VEGF蛋白同时表达阳性和阴性的比率

分别为 58.33%和 27.78%。通过分析发现，食管鳞

癌组织中MyD88和VEGF蛋白表达有正相关性，且

其相关性有统计学意义（r=0.708，P˂0.01）。

3 讨 论

近年的许多研究资料表明，恶性肿瘤的发生、

发展与慢性炎症之间存在密不可分的关系。在持

续反复的慢性炎症刺激下，恶性肿瘤的发生率可增

加，同时炎症相关的调节因子与恶性肿瘤的转移密

切相关［9］。

Toll样受体是 1型跨膜蛋白，主要存在于免疫

细胞中，包括树突状细胞和巨噬细胞，可检测侵袭

性致病微生物［10］。通过激活免疫细胞，TLR能够产

生内源性或外源性免疫反应。TLR4是TLR的一个

子类型，先前的研究显示 TLR4在各种恶性肿瘤中

表1 TLR4、MyD88、PCNA、VEGF蛋白表达与食管鳞癌临床病理因素的Logistic回归分析

Table 1 Logistic regression analysis of TLR4，MyD88，PCNA，VEGF protein expression and clinicopathological
factors of ESCC

Signal Factor
TLR4

MyD88

PCNA

VEGF

Variate
Constant
lymphatic metastasis
TNM stage
Constant
TNM stage
Constant
TNM stage
Constant
TNM stage

B

0.218
0.320
0.264
0.260
0.344
-0.186
0.488
0.124
0.385

SE

0.153
0.111
0.121
0.158
0.118
0.162
0.121
0.166
0.124

Wald χ2

1.427
2.877
2.186
1.648
2.912
-1.147
4.031
0.748
3.109

P

0.158
0.0051）
0.0321）
0.011
0.0051）
0.255
0.0001）
0.457
0.0031）

OR
—

0.326
0.247
—

0.329
—

0.434
—

0.348

95% CI
—

（0.099，0.541）
（0.023，0.505）

—

（0.1.8，0.579）
—

（0.246，0.729）
—

（0.138，0.632）
TLR4：Toll-like receptor 4；MyD88：myeloid differentiation factor 88；PCNA：proliferating cell nucleus antigen；VEGF：vascular endothelial

growth factor；ESCC：esophageal squamous cell carcinoma；OR：odds ratio；CI：confidence interval. 1）P < 0.05

A: paracancerous tissues; B: Cancer tissue；IHC×400.
图4 VEGF在食管鳞癌组织和癌旁组织中的表达

Fig. 4 Protein expression of VEGF in esophageal squamous cell carcinoma and paracancerous normal tissues
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均有表达，包括胃癌、肝细胞癌、前列腺癌和淋巴

瘤，特别是TLR4的Asp299Gly基因多态性与肿瘤的

发生和发展密切相关［11］。我们之前的研究发现，高

迁移率族蛋白B1（HMGB1）、TLR4在食管癌组织中

高表达，并在其发生发展中发挥重要作用［8］。作为

TLRs信号途径中普遍存在的接头分子MyD88，是
一种胞浆内蛋白质，一旦接收到肿瘤抗原信息，

MyD88可被 TLR4激活，引起 NF-κB核转位，最终

激活基因转录［12］。越来越多的证据表明，MyD88也
是免疫抑制和肿瘤发生过程中的关键分子，在多种

恶性肿瘤的发生、发展和侵袭、转移中发挥重要作

用［13-15］。本研究提示：在食管鳞癌组织中 TLR4和
MyD88蛋白均呈高水平表达，且表达与患者性别、

年龄、癌组织浸润深度及分化程度无关，但随着

TNM 分 期 的 增 加 而 逐 渐 升 高（P=0.032，P=
0.005；表1）。

恶性肿瘤的发生是一种复杂的目前还不完全

清楚的改变，其涉及多个基因分子的改变。反映肿

瘤细胞的增殖活性的增殖细胞核抗原（PCNA），是

一种酸性非组胺核蛋白。其仅在增殖细胞中合成

与表达，是DNA复制合成修复过程中的必需物质。

PCNA基因表达在肿瘤细胞增殖活跃及DNA复制

加速时明显增强，与细胞增殖状态明显相关，可作

为一项评估细胞增殖状态的指标［16］。Kii等［17］报

道Ⅱ~Ⅲ期食管鳞癌的 PCNA阳性表达率为 37%，

但未提及 PCNA表达与临床病理因素的相关性。

同样，我们的研究显示在食管鳞癌细胞中PCNA蛋

白呈高水平表达，且该表达与 TNM分期呈正相关

（P=0.000），但与患者年龄、性别、癌组织浸润深度

及分化程度均无关（表 1），表明 PCNA蛋白的高表

达可能促进了食管鳞癌的发生和发展。

肿瘤细胞对基底膜、细胞外基质及间质结缔组

织的侵袭，产生远处转移灶，新生血管形成等，是恶

性肿瘤对邻近组织发生侵袭和转移的几个主要的

环节。血管生成是肿瘤生长、侵袭及扩散的一个重

要先决条件。作为促进内皮细胞迁移、增殖和分化

最重要的分子之一，VEGF，其在体外具有促细胞

分裂的作用，在体内具有促血管生成的作用。通过

降低VEGF表达，可以抑制肿瘤组织血管生成，诱

导肿瘤细胞凋亡，从而起到治疗肿瘤的作用。有研

究报道，VEGF与骨肉瘤、胃癌、卵巢癌和肺癌等实

体瘤细胞的生长、转移、组织学分级和预后密切相

关［18-22］。已被美国批准用于治疗多种恶性肿瘤的

人源化抗 VEGF 单克隆抗体（Avastin），能中和

VEGF的生理作用［23］。我们的研究发现，在食管鳞

癌组织中VEGF的蛋白表达水平明显上调，且与患

者的临床分期显著相关（P=0.003），但与患者年

龄、性别、肿瘤浸润深度及肿瘤分化程度无关，表明

VEGF的蛋白高表达可能促进了食管鳞癌的进展，

其促血管生成的作用可能有助于食管癌细胞侵入

淋巴管，在淋巴结形成转移灶。

我们的研究得出，在食管鳞癌组织中MyD88
和 TLR4、PCNA以及VEGF的蛋白表达均呈正相关

（ P˂0.01），产生这种现象的原因可能是 TLR4-
MyD88信号通路的激活，激发了 PCNA 和VEGF的
表达，但具体机制有待于进一步的研究。本结果表

明，TLR4、MyD88及 PCNA、VEGF在食管鳞癌组织

中呈显著高表达，并且具有相关性，提示 TLR4和
MyD88信号传导通路在食管鳞癌发生、发展、浸润

及转移等生物学行为中均发挥重要作用。TLR4-
MyD88信号通路有可能作为反映食管癌预后的重

要生物学指标及抗食管癌的重要靶点，联合检测二

者的表达水平，对食管癌的临床诊断及预后有重要

作用，有助于为患者制定个体化临床治疗方案。本

研究不足之处在于TLR4-MyD88信号通路调节PC⁃
NA、VEGF表达的具体机制有待于进一步研究。
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