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  摘 要:目的 探讨弥漫大B细胞淋巴瘤(DLBCL)患者Toll样受体4(TLR4)、核因子κB(NF-κB)蛋白的

表达及临床意义。方法 选取2015年4月至2017年1月该院诊治的118例DLBCL患者作为观察组,118例

体检健康者作为健康对照组,对比2组研究对象TLR4、NF-κB蛋白的表达水平及与不同病理学特征的关系,并
分析与DLBCL患者预后的关系。结果 观察组的TLR4、NF-κB蛋白阳性表达率明显高于健康对照组(P<
0.05);DLBCL患者的临床分期、乳酸脱氢酶(LDH)及国际预后指数(IPI)与TLR4及NF-κB蛋白阳性表达率

有关(P<0.05),年龄、性别、结外累及、B症状等指标均与 TLR4、NF-κB蛋白阳性表达率无关(P>0.05);
TLR4、NF-κB蛋白表达为阳性的患者生存率显著低于阴性表达的患者(P<0.05)。结论 TLR4及NF-κB蛋

白在DLBCL患者中高表达,且与DLBCL患者的临床分期、LDH及IPI相关,可作为DLBCL发展及预后的评

定指标之一。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

expression
 

and
 

clinical
 

significance
 

of
 

Toll-like
 

receptor
 

4
 

(TLR4)
and

 

nuclear
 

factor-κB
 

(NF-κB)
 

protein
 

in
 

patients
 

with
 

diffuse
 

large
 

B-cell
 

lymphoma
 

(DLBCL).
Methods From

 

April
 

2015
 

to
 

January
 

2017,118
 

cases
 

of
 

DLBCL
 

patients
 

treated
 

in
 

this
 

hospital
 

were
 

selected
 

as
 

observation
 

group,and
 

118
 

cases
 

of
 

healthy
 

people
 

were
 

used
 

as
 

healthy
 

control
 

group.The
 

expression
 

lev-
els

 

of
 

TLR4
 

and
 

NF-κB
 

protein
 

and
 

their
 

relationship
 

with
 

different
 

pathological
 

characteristics
 

were
 

compared
 

in
 

the
 

two
 

groups,and
 

the
 

relationship
 

with
 

the
 

prognosis
 

of
 

DLBCL
 

patients
 

was
 

analyzed.Results The
 

posi-
tive

 

expression
 

rates
 

of
 

TLR4
 

and
 

NF-κB
 

proteins
 

in
 

the
 

observation
 

group
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

healthy
 

control
 

group
 

(P<0.05).The
 

clinical
 

stage,lactate
 

dehydrogenase
 

(LDH),and
 

interna-
tional

 

prognostic
 

index
 

(IPI)
 

of
 

patients
 

with
 

different
 

DLBCL
 

were
 

related
 

to
 

the
 

positive
 

expression
 

rates
 

of
 

TLR4
 

and
 

NF-κB
 

protein
 

(P<0.05).Age,gender,extranodal
 

involvement,and
 

B
 

symptoms
 

and
 

other
 

indica-
tors

 

were
 

not
 

related
 

to
 

the
 

positive
 

expression
 

rate
 

of
 

TLR4
 

and
 

NF-κB
 

protein
 

(P>0.05).The
 

survival
 

rate
 

of
 

patients
 

with
 

positive
 

TLR4
 

and
 

NF-κB
 

protein
 

expression
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

that
 

of
 

patients
 

with
 

negative
 

expression
 

(P<0.05).Conclusion TLR4
 

and
 

NF-κB
 

proteins
 

are
 

highly
 

expressed
 

in
 

patients
 

with
 

DLBCL,and
 

are
 

related
 

to
 

the
 

clinical
 

stage,LDH
 

and
 

IPI
 

of
 

DLBCL
 

patients.They
 

can
 

be
 

used
 

as
 

one
 

of
 

the
 

indicators
 

for
 

the
 

development
 

and
 

prognosis
 

of
 

DLBCL
 

disease.
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  弥漫大B细胞淋巴瘤(DLBCL)作为一种极为常 见的恶性淋巴瘤[1],在中国的发病率约占非霍奇金淋
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巴瘤患者的45%[2]。DLBCL无论是在组织形态学、
临床表现,还是在预后上均具有显著的特异性[3]。

Toll样受体4(TLR4)作为一种被研究最多的Toll样

受体之一,在天然免疫系统及肿瘤的发生、发展中均

发挥着积极的作用[4]。核因子κB(NF-κB)作为一种

细胞核转录因子,一般存在于多种肿瘤细胞中,能够

异质性地与免疫球蛋白κ链相结合,是一种在肿瘤形

成过程中发挥重要作用的活化因子[5]。然而有关

DLBCL
 

的发生、发展及预后与TLR4、NF-κB细胞通

路相关分子的研究仍较少。本研究通过检测并分析

118例DLBCL患者的TLR4、NF-κB蛋白表达情况,
旨在为DLBCL患者的预后与治疗提供一定的理论

依据。

1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2015年4月至2017年1月本

院就诊的118例DLBCL患者作为观察组。纳入标

准:(1)均符合中华医学会血液学分会2013年制订的

DLBCL诊断标准[6];(2)人类免疫缺陷病毒、血液、肝
脏、心脏等检查结果均正常;(3)年龄18~<80岁。
排除标准:(1)心、肝等器官功能严重损害者;(2)长期

进行激素药物治疗者;(3)有药物过敏史者。其中,男
61例,女57例;年龄19~72岁,平均(44.3±13.7)
岁。选取同期本院118例体检健康者纳入健康对照

组,其中男59例,女59例;年龄21~77岁,平均

(45.3±12.8)岁。2组研究对象在性别和年龄等一般

资料上差异均无统计学意义(P>0.05),具有可比性。
该项目所有参与试验的研究者及家属均签署知情同

意书,并已通过本院伦理委员会审查。

1.2 仪器与试剂 0.3%H2O2、甲醛、二甲苯及磷酸

盐缓冲溶液等均购自中国上海生工公司;TLR4、NF-
κB均为多克隆抗体,购自美国Sigma公司。

1.3 方法 采用10%甲醛溶液将标本组织固定后,
用石蜡包埋制成4

 

μm的切片,采用二甲苯进行石蜡

脱化,并加入0.3%H2O2 去除过氧化物酶,正常山羊

血清工作液封闭,添加一抗稀释溶液,4
 

℃过夜,磷酸

盐缓冲溶液清洗后,苏木精复染、乙醇脱水、二甲苯透

明、树胶封片,并在显微镜下查看。以磷酸盐缓冲液

一抗染色作为阴性对照,以DLBCL患者淋巴组织染

色作为阳性对照[7]。TLR4、NF-κB蛋白为阳性的主

要判断标准,细胞质或细胞核表现为黄色或棕黄色,
否则为阴性。然后随机选择5个高倍视野区,在显微

镜下查看具有代表性的视野,统计每100个细胞中阳

性细胞数,从而确定细胞的阳性率[8]。

1.4 统计学处理 本研究随访时间截止时间为2019
年5月,总生存时间指随访到任何原因的死亡或最后

1次随访的时间。采用SPSS19.0软件对所得数据进

行处理分析。计量资料以x±s表示,差异性分析采

用t检验,计数资料以例数或率表示,组间比较采用

χ2 检验;采用 Kaplan-Meier方法估计生存率,应用

Log-rank检验进行生存曲线的单因素分析[9]。P<
0.05表示差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 2组研究对象TLR4、NF-κB蛋白阳性表达率的

比较 结果显示,观察组的 TLR4、NF-κB蛋白阳性

表达率均明显高于健康对照组(P<0.05),见表1。
表1  2组研究对象TLR4、NF-κB蛋白阳性表达率的

   比较[n(%)]

组别 n TLR4 NF-κB

观察组 118 84(71.19) 76(64.41)

健康对照组 118 51(43.22) 33(27.97)

χ2 18.849 31.522

P 0.000 0.000

2.2 不同病理学特征的DLBCL患者TLR4、NF-κB
蛋白阳性表达率比较 DLBCL患者的临床分期、乳
酸脱氢酶(LDH)及国际预后指数(IPI)均与TLR4及

NF-κB蛋白阳性表达率有关(P<0.05),年龄、性别、
结外累及、B症状等指标均与TLR4、NF-κB蛋白阳性

表达率无关(P>0.05),见表2。
表2  不同病理学特征的DLBCL患者TLR4、

   NF-κB蛋白阳性表达率比较(n)

临床病理特征 n
TLR4(n=84)

+ - χ2 P

NF-κB(n=76)

+ - χ2 P

年龄(岁) 3.734 0.053 0.112 0.738

 ≤60 65 51 14 41 24

 >60 53 33 20 35 18
性别 1.098 0.295 0.012 0.912

 男 61 46 15 39 22

 女 57 38 19 37 20
临床分期(期) 7.355 0.007 4.099 0.043

 Ⅰ~Ⅱ 50 29 21 27 23

 Ⅲ~Ⅳ 68 55 13 49 19

LDH 6.517 0.011 5.360 0.021

 正常 48 28 20 25 23

 升高 70 56 14 51 19
结外累及 0.270 0.603 0.112 0.738

 <2处 65 45 20 41 24

 ≥2处 53 39 14 35 18

IPI指数 12.195 0.000 4.059 0.044

 ≤2 64 37 27 36 28

 >2 54 47 7 40 14

B症状 1.493 0.222 0.014 0.906

 无 26 21 5 17 9

 有 92 63 29 59 33

2.3 TLR4、NF-κB蛋白表达与DLBCL患者预后的

关系 DLBCL患者的生存时间从纳入研究开始统
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计,通过定期电话随访和门诊复诊等了解患者的预后

情况。结果显示,TLR4、NF-κB蛋白表达为阳性的患

者生存率显著低于阴性表达的患者(P<0.05),见
图1。

  注:A表示 DLBCL患者 TLR4蛋白表达的总生存曲线;B表示

DLBCL患者NF-κB蛋白表达的总生存曲线。

图1  不同DLBCL患者TLR4、NF-κB蛋白

表达的总生存曲线

3 讨  论

DLBCL作为一种大B淋巴细胞弥散性恶性增生

疾病,具有很强的异质性[10]。该病属于侵袭性淋巴

瘤,病情初期不易发现,而且病情发展较迅速,在患者

发病时淋巴结快速肿大,常伴发淋巴结外病和骨髓侵

犯等疾病,一旦确诊即是晚期,病死率较高[11]。
TRL通过从病毒及各种内源性分子中识别出不

同的病原相关分子模式,主要在单核细胞、巨噬细胞、
树突状细胞等固有免疫系统细胞表面表达[12]。已有

研究证实,TLR4作为 TRL家族被研究较深入的一

员,不仅广泛表达于自然杀伤细胞等免疫原性细胞,
而且也常见于宫颈癌等恶性肿瘤[13]。YANG等[14]报

道TRL4在人乳腺癌细胞中具有明显的高表达。NF-
κB蛋白因子通过与核内增强子κB部位特异性结合

从而促进相关蛋白的转录,在体液免疫及肿瘤的发生

中发挥重要作用[15]。
研究发现多种淋巴瘤细胞中都有TLR4表达[16],

但其具体作用机制及与淋巴瘤侵袭作用的相关性仍

尚不明确。NF-κB作为TLR4的经典下游分子,在肺

癌、淋巴瘤、乳腺癌中高表达[17]。本研究结果显示,观
察组的TLR4、NF-κB蛋白阳性表达率均明显高于健

康对照组(P<0.05),本研究证实了TLR4在DLBCL
患者肿瘤细胞增殖、迁移、侵袭中有着显著的高表达,

而高表达的TLR4又可显著增强DLBCL患者细胞增

殖、迁移与侵袭,TLR4激活后可促进肿瘤生长和抵抗

化学治疗。另外作为TLR4下游的NF-κB信号分子,
其会随着TLR4表达的改变而改变,TLR4信号途径

能够激活 NF-κB促进炎症因子的产生。通过激活

TLR4受体,NF-κB也随之激活,研究显示当 NF-κB
活性增强后,癌细胞活性也随之激活,同时诱导调控

白细胞介素-6等肿瘤生长因子[18],表明TLR4及NF-
κB可作为DLBCL发展及预后的评定指标之一,这与

本文的研究结果相一致。
此外,本研究表明不同DLBCL患者的临床分期、

LDH及IPI均与TLR4及NF-κB蛋白阳性表达率有

关(P<0.05)。DLBCL属于高侵袭性淋巴细胞瘤,肿
瘤的增殖指数等病理学参数一般也较高,TLR4及

NF-κB蛋白在淋巴瘤组织中的表达强度也较高,提示

TLR4及NF-κB蛋白在DLBCL疾病的发生、发展中

起重要作用。此外,TLR4、NF-κB蛋白表达为阳性的

患者生存率显著低于阴性表达的患者(P<0.05)。这

表明,TLR4及 NF-κB蛋白的高表达加快了DLBCL
的进展,对患者预后存在一定影响,TLR4能够识别包

括脂多糖在内的多种外源性配体,从而促进肿瘤细胞

增殖和细胞繁殖等,因此,阻止TLR4及NF-κB的激

活能减缓DLBCL肿瘤生长及延长患者的生存期。
4 结  论

综上所述,TLR4及 NF-κB蛋白在DLBCL患者

中高表达,且与DLBCL患者的临床分期、LDH及IPI
相关,可作为DLBCL发展及预后评定指标之一,有望

成为治疗及改善淋巴瘤预后的新靶点。
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力下降[15-16]。
4 结  论

不孕组女性与对照组女性HPV单一感染率无明

显差别,HPV感染率在不孕组与对照组同年龄段比

较,差异无统计学意义(P>0.05),HPV感染是否是

造成女性不孕的独立因素仍有待继续研究。
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