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摘要 目的 探讨 Toll 样受体 4(TLＲ4)和核因子 κB(NF-

κB)在肝内胆管结石相关的肝内胆管细胞癌组织中的表达
及其临床意义。方法 收集 110 例胆管病理组织蜡块，包括
40 例肝内胆管结石相关的肝内胆管细胞癌组织、40 例肝内
胆管结石旁胆管组织和 30 例正常肝内胆管组织(肝血管瘤
旁正常胆管组织或者肝外伤后切除肝组织的正常胆管组

织)，采用免疫组织化学(PV)法检测各组织中 TLＲ4 和 NF-

κB的表达情况并分析结果。结果 肝内胆管结石相关的肝
内胆管细胞癌组织中的 TLＲ4 和 NF-κB 表达量明显高于肝
内胆管结石旁胆管组织和正常肝内胆管组织(P ＜ 0. 05)。

在肝内胆管结石相关的肝内胆管细胞癌组织中 TLＲ4 和 NF-

κB的表达呈正相关( r = 0. 709)。TLＲ4 和 NF-κB 的表达与
患者的性别、年龄、肿瘤分化程度及淋巴结转移的组间比较，

差异无统计学意义(P ＞ 0. 05)。结论 TLＲ4 和 NF-κB的表
达与肝内胆管结石到肝内胆管结石相关的肝内胆管细胞癌

的逐步发展具有密切相关性，且两者表达呈正相关。
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肝内胆管细胞癌是来自于肝内胆管上皮细胞的

恶性肿瘤。有研究［1］表明，肝内胆管结石与肝内胆
管细胞癌的发生具有密切关系，但是由于在临床上

缺乏特异性的症状、体征以及检查依据，以至于肝内
胆管结石相关的肝内胆管细胞癌的早期诊断一直较

困难。脂多糖( lipopolysacoharides，LPS)-Toll样受体
4(Toll-like receptor 4，TLＲ4)-核因子 κB(nuclear fac-
tor kappa B，NF-κB)信号转导通路是目前发现的重
要的炎性通路之一，已有研究

［2］
表明 NF-κB 在肝内

胆管结石相关的肝内胆管细胞癌组织中呈现过度表

达，但是没有文献报道 TLＲ4 在肝内胆管结石相关

的肝内胆管细胞癌中的表达情况以及 TLＲ4 和 NF-
κB的相关性分析。该研究通过免疫组织化学(PV)
法检测 TLＲ4 和 NF-κB在肝内胆管结石相关的肝内
胆管细胞癌组织、肝内胆管结石旁胆管组织和正常
肝内胆管组织(肝血管瘤旁正常胆管组织或者肝外

伤后切除肝组织的正常胆管组织)中的表达情况，

并分析其相关性与临床意义。

1 材料与方法

1． 1 病例资料 收集安徽医科大学第一附属医院
病理科 2003 年 1 月 ～ 2013 年 1 月与本课题相关的
110 例肝内胆管组织蜡块标本，分为 3 组:Ⅰ组为 40
例肝内胆管结石相关的肝内胆管细胞癌组织;Ⅱ组
为 40 例肝内胆管结石旁胆管组织;Ⅲ组为 30 例正
常肝内胆管组织(肝血管瘤旁正常胆管组织或者肝

外伤后切除肝组织的正常胆管组织)。Ⅰ组在术前
未接受过任何放疗、化疗和抗炎治疗。
1． 2 方法
1． 2． 1 石蜡切片 将病理科切取的石蜡切片放置
于 98 ℃烤片机中 20 min，经二甲苯两次脱蜡，再经
由高到低的 3 种梯度乙醇水化，蒸馏水冲洗后待用。
1． 2． 2 抗原微波修复及处理 将切片置于柠檬酸
盐缓冲液中，放于微波炉中加热 20 min，取出冷却。
3%H2O2 去离子水室温下孵育 15 min，以阻断内源
性过氧化物酶，PBS 冲洗 3 min × 3 次。滴加一抗
(TLＲ4 的一抗工作浓度为 1 ∶ 120，NF-κB 的一抗工
作浓度为 1 ∶ 100)，4 ℃冰箱过夜。第 2 天取出后置
于 37 ℃温箱复温 40 min，PBS冲洗 3 min × 3 次。滴
加通用型 IgG抗体-HＲP 多聚体，37 ℃温箱孵育 20
min，PBS冲洗 3 min × 3 次。
1． 2． 3 显色和封片 应用 DAB 显色液显色，约 5
min 后置于水中终止反应。蒸馏水冲洗、复染、脱
水、透明封片。用 PBS 缓冲液代替一抗作为阴性对
照，试剂商提供的阳性片作为阳性对照。
1． 3 结果判定标准 采用荧光显微镜观察染色结
果。其中 TLＲ4 表达于胆管细胞膜和(或)细胞质
内，NF-κB表达于胆管细胞核和(或)细胞质内。染
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色结果判断采用半定量方法。首先根据染色强度打
分:细胞无染色为 0 分，浅黄色为 1 分，棕黄色为 2
分，棕褐色为 3 分。再次根据阳性细胞所占细胞的
百分比:阴性为 0 分，阳性细胞占总数≤10%为 1
分，11% ～50%为 2 分，51% ～75%为 4 分。依据染
色强度和阳性百分比分值相乘结果分为 4 个等级:0
～ 2 分为“－”，3 ～ 4 分为“+”，5 ～ 8 分为“”，9 ～
12 分为“”。≥3 分则为阳性。
1． 4 统计学处理 使用 SPSS 21. 0 统计软件进行
分析，采用 χ2 检验检测组间差异以及 P 值，相关性
分析则采用 χ2 检验及其列联系数法分析，检验水准
α = 0. 05。

2 结果

2． 1 3 组标本组织中的 TLＲ4 和 NF-κB 表达水平
比较 ① TLＲ4 表达:镜下可见胆管细胞膜和(或)
细胞质棕黄褐色均质和颗粒，肝细胞显示强阳性，见

图 1A1、B1、C1)。通过表 1 分析可得Ⅰ组和Ⅱ组比
较，差异具有统计学意义(χ2 = 4. 381，P ＜ 0． 05);Ⅱ
组和Ⅲ组比较，差异有统计学意义(χ2 = 4. 715，P ＜
0. 05);Ⅰ组和Ⅲ组比较，差异有统计学意义(χ2 =
16. 138，P ＜ 0. 01);由上可知 TLＲ4 在 3 组中的表达
强弱为Ⅰ组 ＞Ⅱ组 ＞Ⅲ组，差异有统计学意义。②
NF-κB表达:镜下可见胆管细胞核和(或)细胞质棕
黄褐色均质和颗粒，肝细胞显示强阳性，见图 1A2、

B2、C2。通过表 1 分析可得Ⅰ组和Ⅱ组比较，差异
有统计学意义(χ2 = 4. 114，P ＜ 0. 05);Ⅱ组和Ⅲ组
比较，差异有统计学意义(χ2 = 4． 755，P ＜ 0． 05);Ⅰ
组和Ⅲ组比较，差异有统计学意义(χ2 = 15. 522，P
＜ 0. 01);由上可知 NF-κB 在 3 组中的表达强弱为
Ⅰ组 ＞Ⅱ组 ＞Ⅲ组。

表 1 3 组标本组织中的 TLＲ4 和 NF-κB表达水平比较(n)

组别 n
TLＲ4 表达

阳性数 阴性数

NF-κB表达
阳性数 阴性数

Ⅰ 40 30 10 27 13
Ⅱ 40 21 19 18 22
Ⅲ 30 8 22 6 24

2． 2 肿瘤组织标本中的 TLＲ4 和 NF-κB的相关性
分析 利用统计学 χ2 检验及其列联系数法分析肿
瘤组织标本中的 TLＲ4 和 NF-κB 的表达情况，结果
显示二者呈正相关 ( χ2 = 20. 09，P ＜ 0. 01，r =
0. 709)，见表 2。

表 2 肿瘤组织标本中的 TLＲ4 和 NF-κB的相关性分析(n)

NF-κB表达
TLＲ4 表达

阳性 阴性
总计

阳性 26 1 27
阴性 4 9 13
总计 30 10 40

图 1 TLＲ4 和 NF-κB在 3 组不同胆管组织中的表达 PV × 200

A:肝内胆管结石相关的肝内胆管细胞癌组织中的表达;B:肝内胆管结石旁胆管组织中的表达;C:正常肝内胆管组织中的表达;1:TLＲ4;2:

NF-κB
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2． 3 肝内胆管结石相关的肝内胆管细胞癌组织中
TLＲ4 和 NF-κB的表达与临床病理参数的关系
得出 TLＲ4 和 NF-κB的表达与患者的性别、年龄、肿
瘤分化程度及淋巴结转移等的组间比较，差异无统

计学意义(P ＞ 0. 05)，见表 3。

表 3 肝内胆管结石相关的肝内胆管细胞癌组织中 TLＲ4 和

NF-κB的表达与临床病理参数的关系

项目 n
TLＲ4表达
阳性 阴性

χ2值 P值
NF-κB表达
阳性 阴性

χ2值 P值

性别

男 24 17 7 0． 556 0． 456 17 7 0． 304 0． 581
女 16 13 3 10 6
年龄(岁)

≤50 10 9 1 1． 600 0． 206 7 3 0． 038 0． 845
＞ 50 30 21 9 20 10
结石合并胆管癌肿瘤分化

高、中 23 15 8 3． 510 0． 061 16 7 3． 224 0． 073
低、未 17 6 11 7 10
淋巴结转移

有 25 7 18 0． 320 0． 572 8 17 0． 008 0． 931
无 15 3 12 5 10

3 讨论

肝内胆管细胞癌的发病率约为消化系统肿瘤的

3%［3］，而其中肝内胆管细胞癌的发病率约为整个
胆管癌的 5% ～ 10%［4］，而近年来的发病率依旧处
于上升趋势

［5］。肝内胆管可因结石的梗阻、胆汁淤
积而反复的发生细菌感染，导致胆道系统内慢性炎

症环境的持续存在，是肝内胆管上皮细胞癌变的主

要诱因
［6］。炎症是机体对于外界感染刺激所做出

的有益的回应，是先天性免疫系统的重要组成部分，

但同时慢性反复的炎性刺激又与癌症的发生发展具

有密切的关联
［7 － 9］。Sheen-Chen et al［10］发现胆道

感染的细菌谱主要是革兰阴性菌，如大肠杆菌、克雷
伯杆菌等，而革兰阴性菌的外壁层中具有一种特别

的化学成分 LPS，而 LPS 则是介导 TLＲ4 产生应答
的主要配体。

TLＲ4 是人类发现的第一个 Toll 样受体蛋白。
Toll样受体是一类病原识别受体，可感受入侵的病
原微生物，主要存在于免疫细胞。而近年的研究［11］

也表明其与肿瘤的发生发展具有不可分割的联系，

如肿瘤细胞可以通过 TLＲ 信号转导通路对细胞进
行调控。TLＲ配体可刺激炎症分子，尤其是 NF-κB
的活性，从而最终促进肿瘤的发生，其中 TLＲ4 是介

导内毒素 /LPS 应答的最重要受体。当 TLＲ4 与相
应配体结合后会将信号转导至翻译起始区(TIＲ 区
域)，然后进一步激活 NF-κB 和丝裂原活化蛋白激
酶信号通路，从而促进各种炎性细胞基因表达。

NF-κB在静息情况下以同源或者异源二聚体的
形式与细胞质抑制蛋白结合形成复合物

［12］，当细胞

受到外来的刺激时，复合物解离，NF-κB则会由胞质
中转移至核内发挥其调控作用。NF-κB作为慢性刺
激与癌变关系演变中的关键调控环节，在多种肿瘤

细胞的增殖侵袭调控中发挥重要作用。目前研
究
［2］
表明，NF-κB 在肝内胆管结石相关的肝内胆管

细胞癌组织中呈过表达，其上调多种细胞因子(抗

凋亡蛋白及白细胞介素 6 等)的表达，阻止细胞的
正常凋亡，促进细胞的增殖等从而诱发肿瘤的发生。
因此研究 TLＲ4 通路的阻断和抑制的方法也成为了
目前医学研究的热点课题之一。
关于 LPS-TLＲ4-NF-κB 转导通路，已知是目前

发现的重要的炎性通路之一，其转导过程与许多疾

病以及肿瘤的发生及发展具有密切联系，其下游的

炎症信号级联式反应的表达不同也常会使得疾病的

转归不同。
本研究中 TLＲ4 和 NF-κB分别在 3 组中的表达

均逐渐衰减，且在Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ组之间差异均有统计学
意义，同时分析可得两种因子在肝内胆管结石相关

的肝内胆管细胞癌组织的表达呈正相关，由此推测

LPS-TLＲ4-NF-κB通路在肝内胆管结石相关的肝内
胆管细胞癌发生中的作用，有利于肝内胆管结石相

关的肝内胆管细胞癌临床早期的预防和诊断。实验
结果为下一步寻找特异性的标志物检测肝内胆管结

石患者是否并发肝内胆管细胞癌提供了理论依据，

为研究该通路中关键分子的抑制物从而预防肝内胆

管结石患者的胆管上皮细胞癌变提供了理论依据。
通过对临床相关的病理参数的研究表明，肝内胆管

结石相关的肝内胆管细胞癌组织中 TLＲ4 和 NF-κB
的表达在性别、年龄、肿瘤分化程度及淋巴结有无转
移的组间比较，差异并无统计学意义，提示肝内胆管

结石相关的肝内胆管细胞癌中 LPS-TLＲ4-NF-κB 通
路在肿瘤的逐步发展过程中扮演重要角色，而与肿

瘤本身的特性无关。
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Expression and clinical significance of NF-κB and TLＲ4 in
intrahepatic lithiasis associated with intrahepatic cholangiocarcinoma

Chen Jia，Yu Hongzhu，Wang Zhenglin，et al
(Dept of General Surgery，The First Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230022)

Abstract Objective To investigate the expressions and clinical significance of NF-κB and TLＲ4 in intrahepatic
lithiasis associated with intrahepatic cholangiocarcinoma． Methods Collect bile duct histopathologic wax blocks of
liver tissues specimen of hepatectomy which were selected in department of pathology of the first affiliated hospital of
Anhui medical university in recent 10 years，including 40 cases of intrahepatic bile duct calculi of intrahepatic bile
duct carcinoma tissue，40 cases of intrahepatic biliary calculi by bile duct tissues and 30 cases of normal bile duct
tissues(normal bile duct tissues adjacent to liver hemangioma or liver trauma after resection of liver tissue of normal
bile duct tissues) ． Immune histochemical method (PV) was tested in organizations in NF-κB and the expression of
TLＲ4 and results were analyzed． Ｒesults The amount of NF-κB and TLＲ4 expression in intrahepatic biliary calcu-
li of intrahepatic bile duct carcinoma tissue was significantly higher than that in the intrahepatic bile duct stones
near bile duct tissues and normal bile duct tissue (P ＜ 0. 05) ． The expression of TLＲ4 and NF-κB in intrahepatic
biliary calculi of intrahepatic bile duct carcinoma was correlative and presents positive correlation( r = 0. 709) ． The
comparison between groups of patients' age，sex，tumor differentiation，tumor invasion and lymph node metastasis
that related the expression of TLＲ4 and NF-κB showed that there was no statistically significant difference (P ＞
0. 05) ． Conclusion The abnormal expression of TLＲ4 and NF-κB is closely associated with the gradual progress
of intrahepatic bile duct stones complicated with intrahepatic bile duct carcinoma，and both are positively correla-
ted．
Key words cholangiocarcinoma; TLＲ4; NF-κB; intrahepatic
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