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　　【摘要】　目的　探讨 Ｔｏｌｌ样受体４（ＴＬＲ４）在宫颈病变发展过程中的作用及其和缺氧诱导因子唱１α（ＨＩＦ唱
１α）的相关性。 方法　采用 ＲＴ唱ＰＣＲ法检测 ＴＬＲ４、ＨＩＦ唱１α、ＨＰＶ１６ Ｅ７在 ８０例人类乳突病毒（ＨＰＶ）阳性的宫
颈病变标本中的表达（包括正常宫颈、宫颈炎、宫颈上皮内瘤样变和宫颈癌各 ２０ 例）。 结果　随着宫颈病变
程度的加重，ＴＬＲ４和ＨＩＦ唱１α基因含量逐渐上升，差异有统计学意义（F／P值分别为：１６畅２３／０畅００４１ 和 １５畅４２／
０畅００７２）；ＨＰＶ１６ Ｅ７的表达也有上升趋势，但差异无统计学意义（F ＝２畅１３，P ＝０畅０５２６）。 且在宫颈癌中，
ＴＬＲ４的含量和 ＨＰＶ１６ Ｅ７的含量无明显相关性（r＝０畅１２１，P＝０畅０６１２），ＨＩＦ唱１α的表达也与 ＨＰＶ １６ Ｅ７不相
关（r＝０畅２０７，P＝０畅０５６３）；而 ＴＬＲ４的含量和 ＨＩＦ唱１α的含量呈正相关（ r＝０畅４９１，P ＜０畅０５）。 结论　ＴＬＲ４和
ＨＩＦ唱１α参与了宫颈癌的发生发展，但其在宫颈癌中的表达与 ＨＰＶ１６ 型高危病毒感染无关；这说明可能其他
病原体感染宫颈后通过 ＴＬＲ４途径来促进高危型 ＨＰＶ病毒对宫颈上皮细胞的致癌作用，而 ＨＩＦ唱１α可能介导
了这种作用。

【关键词】　Ｔｏｌｌ样受体 ４；　缺氧诱导因子 １，α亚基；　宫颈疾病；　人类乳突病毒

　　Ｔｏｌｌ样受体 ４（ ｔｏｌｌ唱ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＴＬＲ４）是脂多糖（ＬＰＳ）的天
然受体，在调节急性炎症反应、细胞信号转导和细胞凋亡中起重
要作用，是天然免疫调节因子。 在各种炎症性疾病中都可以检
测到 ＴＬＲ４的表达［１唱２］ ，提示 ＴＬＲ４ 介导的天然免疫反应是炎症
性疾病发生的起点。 ＴＬＲ４不但识别外源的病原体，还可识别内
源性物质及其降解产物［３］ ，其可激活ＭＡＰＫ途径，活化 ＮＦ唱κＢ和
缺氧诱导因子唱１α（ｈｙｐｏｘｉａ ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｆａｃｔｏｒ唱１α，ＨＩＦ唱１α）信号［４］ ，
而 ＨＩＦ唱１α与宫颈癌发生发展密切相关。 本研究通过研究人类
乳突病毒（ＨＰＶ）感染导致的宫颈疾病中 ＴＬＲ４的表达，研究其与
ＨＰＶ感染相关疾病间的关系，并初步探索 ＨＩＦ唱１α与 ＴＬＲ４ 的相
互作用关系。

一、材料与方法
１．标本：研究对象选自妇科门诊及普查中采用 ＴＣＴ发现可

疑者，再行阴道镜行宫颈多点活检病理检查，诊断为宫颈炎合并
ＨＰＶ感染、ＣＩＮ和宫颈癌的患者。 阴道镜检测同时，取宫颈脱落
细胞进行荧光定量 ＰＣＲ检测确定高危型 ＨＰＶ１６ 感染才纳入观
察对象，所有患者均取新发患者，且从未接受过激素或放化疗及
宫颈局部治疗。 每亚组选择 ２０ 例，同时使用健康的宫颈组织
（如因子宫肌瘤、功能失调性子宫出血等切除子宫，无 ＨＰＶ感染
和宫颈病变）２０ 例作为对照，共分为对照组、ＨＰＶ 感染宫颈炎
组、ＣＩＮ组、宫颈癌组。 所有患者年龄 １６ ～６４ 岁，平均年龄
（３２畅７ ±６畅３）岁，各组间年龄无统计学差异。

２．方法：ＨＰＶ１６ 感染的检测步骤：对宫颈脱落细胞样本
ＤＮＡ的提取：取样本 ０畅５ ｍｌ １３ ０００ ×g离心 １５ ｍｉｎ弃上清。 用
ＱＩＡＭｉｎ试剂盒（ＱＩＡＧＥＮ）萃取 ＤＮＡ后行 ＰＣＲ扩增后在低密度
基因芯片上进行导流杂交，杂交探针有 ６，１１，４２，４３，４４，１６，１８，
３１，３３，３５，３９，４５，５１，５２，５３，５６，５８，５９，６６，６８，ＣＰ８３０４ 等 ２１种，再

进行酶标显色。 肉眼观察后进行结果判断，阳性呈蓝紫色圆点，
对应基因芯片上 ＨＰＶ亚型判定。

ＲＴ唱ＰＣＲ检测目的基因：将新鲜组织放在液氮中保存，实验
前研磨成粉末后，取 ０畅５ ｇ匀浆研碎组织裂解后提取总 ＲＮＡ，纯
度 Ａ２６０／Ａ２８０ 在 １畅８ ～２畅２，逆转录后再 ＰＣＲ 扩增，产物凝胶电
泳后置凝胶成像系统分析。 因内对照 β唱ａｃｔｉｎ 的 ｍＲＮＡ 分别与
ＴＬＲ４、ＨＩＦ唱１α、ＨＰＶ１６ Ｅ７ 的 ｍＲＮＡ 在同一体系共同扩增，以降
低干扰因素对实验结果的影响，凝胶在图像系统上分析出所有
ｍＲＮＡ的密度后，将β唱ａｃｔｉｎ的密度作为内对照，目的基因与内对
照的密度之比为目的基因表达的相对值。 每组实验重复三次，
取平 均 值。 ＴＬＲ４ 上 游 引 物 ５′唱ＡＡＴＣＴＡＧＡＧＣＡＣＴＴＧＧＡＣ唱
ＣＴＴＴＣＣ唱３′，下游引物 ５′唱ＧＧＧＴＴＣＡＧＧＧＡＣＡＧＧＴＣＴＡＡＡＧＡ唱３′；
ＨＩＦ唱１α上游引物 ５′唱ＴＣＡＡＡＧＴＣＧＧＡＣＡＧＣＣＴＣＡ唱３′，下游引物 ５′唱
ＣＣＣＴＧＣＡＧＴＡＧＧＴＴＴＣＴＧＣＴ唱３′；Ｅ７ 上游引物 ５′唱ＡＴＧＡＧＣＡＡＴ唱
ＴＡＣＣＣＧＡＣＡＧＣ唱３′，下游引物 ５′唱ＡＧＣＣＣＡＴＴＡＡＣＡＧＣＴＣＴＴＧＣ唱
３′；β唱ａｃｔｉｎ 上游引物 ５′唱ＡＡＧＡＧＡＧＧＣＡＴＣＣＴＣＡＣＣＣＴ唱３′，下游引
物 ５′唱ＴＡＣＡＴＧＧＣＴＧＧＧＧＴＧＴＴＧＡＡ唱３′。

３．统计学分析：所有的数据都输入 ＳＰＳＳ １３畅０ 软件，组间比
较采用方差分析，同时采用了线性相关分析法。
二、结果
１．ＴＬＲ４的 ＲＮＡ含量的变化：ＲＴ唱ＰＣＲ 结果显示，从正常宫

颈组织，到感染 ＨＰＶ１６的宫颈炎性组织，再到 ＣＩＮ组织，最后到
宫颈癌组织，ＴＬＲ４ 的表达逐渐增加，对照组显著减少（图 １）。
各组的 ＴＬＲ４相对表达值分别如表 １ 所示，差异有统计学意义
（P＝０畅００４１）。

２．ＨＩＦ唱１α的 ＲＮＡ含量的变化：ＨＩＦ唱１α在各组中 ＲＮＡ的含
量与 ＴＬＲ４相似，各组的 ＨＩＦ唱１α表达值经统计分析差异有统计
学意义（P＝０畅００７２）（表 １，图 ２）。

３．ＨＰＶ１６ Ｅ７ 的 ＲＮＡ 含量的变化：ＨＰＶ１６ Ｅ７ 在各组中
ＲＮＡ的含量经灰度值分析，从正常宫颈到宫颈炎性组织再到宫
颈癌，ＨＰＶ１６ Ｅ７的表达有上升趋势，但差异无统计学意义（表１，
图 ３）。
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　　４．宫颈癌组织中 ＴＬＲ４ 和 ＨＩＦ唱１α表达含量的相关性分析：
对宫颈癌组织中的 ＴＬＲ４和 ＨＩＦ唱１α的基因含量进行双因素线性
相关分析，结果为 r ＝０畅４９１，呈正相关，经对相关系数的假设检
验，P＜０畅０５。

表 1　ＴＬＲ４和 ＨＰＶ１６ Ｅ７的基因在宫颈
各组组织中的表达比较（珋x±s）

组别 ＴＬＲ４ 倐ＨＩＦ唱１α ＨＰＶ１６ Ｅ７ 怂
正常宫颈 ０ 厖厖畅３２ ±０ w畅０２ ０ 祆祆畅１９ ±０ 揶畅０３ ０ yy畅２７ ±０ k畅０１

宫颈炎 ０ 厖厖畅４８ ±０ w畅０３ ０ 祆祆畅３７ ±０ 揶畅０５ ０ yy畅３６ ±０ k畅０２

ＣＩＮ ０ 厖厖畅６５ ±０ w畅０４ ０ 祆祆畅５９ ±０ 揶畅０４ ０ yy畅４３ ±０ k畅０６

宫颈癌 ０ 厖厖畅８３ ±０ w畅１２ ０ 祆祆畅７５ ±０ 揶畅１２ ０ yy畅５１ ±０ k畅０８

F 值 １６   畅２３ １５ yy畅４２ ２ 蝌蝌畅１３

P 值 ０ 种种畅００４１ ０ ==畅００７２ ０ 适适畅０５２６

　　５．ＴＬＲ４和 ＨＰＶ１６ Ｅ７表达含量的相关性分析：对宫颈癌组
织中的 ＴＬＲ４和 ＨＰＶ１６ Ｅ７ 的基因含量进行双因素线性相关分
析，结果为 r＝０畅１２１，经对相关系数的假设检验，P＝０畅０６１２。

６．ＨＩＦ唱１α和 ＨＰＶ１６ Ｅ７ 表达含量的相关性分析：对宫颈癌
组织中的 ＨＩＦ唱１α和 ＨＰＶ１６ Ｅ７的基因含量进行双因素线性相关
分析，结果为 r＝０畅２０７，经对相关系数的假设检验，P＝０畅０５６３。

三、讨论
宫颈癌是迄今人类所有癌症中惟一明确病因的癌症。 几乎

所有宫颈癌患者的宫颈组织中，均可以找到高危型 ＨＰＶ 存在。
流行病学调查和实验室研究数据均显示，ＨＰＶ感染是子宫颈癌
的主要流行因素，特别是 ＨＰＶ１６ 型高危病毒［５唱６］ 。 人体感染
ＨＰＶ后，病毒基因 Ｅ７或 Ｅ６可整合到宫颈的上皮细胞内，可能发
生两种转归：对于机体免疫功能正常的人群来讲，感染的期限比
较短暂，通常在 ８ ～１０ 个月左右会通过自身免疫系统会将病毒
清除掉，也就是“一过性感染”。 而当机体免疫系统无力将其清
除，致使感染持续存在，进而引起宫颈细胞的增生、异型性变，最
终发生癌变［７］ 。 即 ＨＰＶ１６ 感染宫颈致病的主要原因在于局部
免疫调节失衡。

宫颈癌发生过程中经历了炎性反应过程，这种过程由天然
免疫防御 ＴＬＲｓ通路介导，一方面其尽可能识别感染的 ＨＰＶ 病
毒并将其清除，另一方面，参与反应的许多炎症趋化因子又可以
促进宫颈上皮不典型增生，最终甚至癌变［８］ 。 研究表明 ＴＬＲ４在

许多皮肤黏膜表面表达，通过识别病原微生物激活天然免疫防
疫反应，调控致炎因子的释放，在皮肤及黏膜的免疫反应中发挥
重要的作用［９］ 。 同时，其介导的炎症反应是许多重要疾病的公
共通路。
丝裂原活化的蛋白激酶（Ｐ４４／４２ＭＡＰＫ）途径的活化广泛地

受增殖和炎症信号调控［１０唱１１］ ；在单核细胞和巨噬细胞中，细菌的
ＬＰＳ通过模式识别受体（ｐａｔｔｅｒｎ ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＰＲＲ）诱导
Ｐ４４／４２的活化，激活 ＮＦ唱κＢ，调控机体的炎症信号通路，其中包
括 ＨＩＦ唱１α信号通路，后者参与了宫颈癌的发生发展［１２］ 。 而识
别细菌 ＬＰＳ的模式识别受体 ＴＬＲ４在很多疾病中都有高表达，其
调控的信号通路不仅可以激发机体的先天免疫［１３］ ，同时对后续
的继发免疫反应发生发展具有一定的作用。
我们的研究发现，ＴＬＲ４ 在 ＨＰＶ 感染后的宫颈病变中随着

病变严重程度增加，表达上升，差异有显著性（F ＝１６畅２３，P ＝
０畅００４１），说明 ＴＬＲ４在宫颈中的表达与宫颈癌的发生发展有关。
而 ＨＰＶ１６ Ｅ７在宫颈病变中的表达虽随病变严重程度有升高趋
势，但差异无显著性（F＝２畅１３，P＝０畅０５２６），说明 ＨＰＶ１６ 触动了
宫颈病变的发生，但宫颈病变的严重程度与 ＨＰＶ的负荷量不一
定相关（当然，实验只检测了 ＨＰＶ１６而未全面检测ＨＰＶ负荷量，
也可能导致结果出现一定的偏倚）。 相关分析的结果表明，
ＴＬＲ４在宫颈癌中的表达与 ＨＰＶ１６ Ｅ７ 无关 （ r ＝０畅１２１，P ＝
０畅０６１２），这暗示 ＴＬＲ４ 信号通路可能未直接参与清除 ＨＰＶ 过
程，而其介导其他病原体感染产生的细胞因子可能间接介导了
ＨＰＶ的持续感染并致癌的过程；即其他病原体感染通过 ＴＬＲ４
途径发生的免疫调节反应协同了 ＨＰＶ 的致病作用。 同样研究
也发现 ＨＩＦ唱１α与宫颈癌发展密切相关（F＝１５畅４２，P＝０畅００７２），
而其在宫颈癌中的强表达和 ＴＬＲ４ 的表达存在很强的正相关
（r＝０畅４９１，P ＜０畅０５），而与 ＨＰＶ１６ Ｅ７ 的表达无关（ r ＝０畅２０７，
P＝０畅０５６３），这表明 ＨＩＦ唱１α在宫颈癌发生发展中的作用与
ＴＬＲ４介导的免疫反应有关。

ＴＬＲｓ是感知外源性微生物刺激的“哨兵”，ＴＬＲｓ 广泛存在
于天然免疫细胞膜上，与其配体结合在微生物感染或组织损伤
引起的天然免疫和适应性免疫应答中起决定性作用。 ＴＬＲｓ 在
正常情况下绝大部分表达在抗原提呈细胞表面，如吞噬细胞（包
括巨噬细胞、中性粒细胞、树突状细胞）表面高表达 ＴＬＲｓ。 ＴＬＲ
家族中至少有 １３ 种成员，其中 ＴＬＲ４ 则主要识别入侵机体的
细菌［１４］ 。

因此，结合我们的研究发现 ＴＬＲ４ 在 ＨＰＶ 相关宫颈病变中
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高表达，但这种表达与 ＨＰＶ１６无关，而与 ＨＩＦ唱１α有关。 说明，可
能有其他病原体感染如细菌等触动 ＴＬＲ４途径的免疫调节反应，
而这种反应间接促进了 ＨＰＶ１６促发的宫颈病变过程，ＨＩＦ唱１α与
ＴＬＲ４在宫颈癌发展过程中的作用有关。 即 ＨＰＶ１６ 虽然是触动
宫颈病变发生发展的主因，宫颈癌的发生可能还有其他病原体
感染的参与。 这些病原体激活了 ＴＬＲ４信号通路，触发了炎症反
应信号系统，导致局部的免疫环境紊乱，这加重了宫颈病变
过程。
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