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  摘 要:目的 探讨Toll样受体2(TLR2)通过PI3K/Akt和NF-κB通路促进结肠癌细胞增殖、迁移、侵袭

发生的机制。方法 于陕西省咸阳市泾阳县医院普通外科采集20例配对的结肠癌组织及正常癌旁组织,其中

男12例,女8例,采用免疫组化染色法检测人结肠癌组织及正常癌旁组织中TLR2表达。采用TLR2激动剂

Pam3Cys
 

(P3C)(0.1、1.0、10.0
 

μg/mL)处理SW480及 HCT116细胞作为观察组(P3C组),未作处理的细胞

作为空白对照组。采用细胞计数试剂盒(CCK-8)检测人结肠癌细胞株 HCT116、SW480增殖情况。采用划痕

试验及Transwell小室检测细胞迁移能力及侵袭能力。采用蛋白免疫印迹法检测TLR2对结肠癌细胞
 

PI3K/
Akt

 

和
 

NF-κB通路的影响。结果 免疫组化染色结果显示:结肠癌组织中TLR2蛋白表达阳性率为80%(16/
20),明显高于正常癌旁组织的35%(7/20,P<0.05)。划痕试验结果显示:HCT116经P3C处理后48

 

h迁移

率显著高于0
 

h迁移率(P<0.05);SW480经P3C处理后48
 

h迁移率显著高于0
 

h迁移率(P<0.05)。Tran-
swell试验结果显示:HCT116经P3C处理后穿透基底膜细胞数明显高于空白对照组(P<0.01);SW480经

P3C处理后穿透基底膜细胞数明显高于空白对照组(P<0.01)。采用10.0
 

μg/mL
 

P3C刺激 HCT116、SW480
细胞,随着时间推移TLR2蛋白表达逐渐升高,磷酸化Akt及NF-κB表达显著升高。结论 TLR2高表达于结

肠癌组织,可通过
 

PI3K/Akt
 

和NF-κB
 

通路促进肿瘤细胞增殖、
 

迁移、
 

侵袭。
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Abstract:Objective To

 

explore
 

the
 

mechanism
 

of
 

TLR2
 

promoting
 

the
 

proliferation,migration
 

and
 

inva-
sion

 

of
 

colon
 

cancer
 

cells
 

through
 

PI3K/Akt
 

and
 

NF-κB
 

pathways.Methods Twenty
 

matched
 

cases
 

of
 

colon
 

cancer
 

tissues
 

and
 

normal
 

paracancerous
 

were
 

collected
 

from
 

the
 

department
 

of
 

general
 

surgery
 

of
 

Jingyang
 

County
 

Hospital
 

in
 

Shaanxi
 

Province,including
 

12
 

males
 

and
 

8
 

females,and
 

the
 

TLR
 

expression
 

was
 

detected
 

by
 

adopting
 

the
 

immunohistochemical
 

staining
 

method.SW480
 

and
 

HCT116
 

cells
 

were
 

treated
 

with
 

TLR2
 

ag-
onist

 

Pam3Cys
 

(P3C)
 

(0.1,1.0,10.0
 

μg/mL)
 

as
 

the
 

observation
 

group
 

and
 

untreated
 

cells
 

as
 

the
 

blank
 

con-
trol

 

group.The
 

cell
 

counting
 

kit
 

(CCK-8)
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

proliferation
 

of
 

human
 

colon
 

cancer
 

cell
 

lines
 

HCT116
 

and
 

SW480.The
 

scratch
 

test
 

and
 

Transwell
 

chamber
 

were
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

cell
 

migration
 

and
 

inva-
sion

 

abilities.The
 

effects
 

of
 

TLR2
 

signal
 

on
 

the
 

PI3K/Akt
 

and
 

NF-κB
 

pathway
 

in
 

colon
 

cancer
 

cells
 

were
 

de-
tected

 

by
 

Western
 

blot.Results The
 

immunohistochemical
 

staining
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

positive
 

rate
 

of
 

TLR2
 

protein
 

expression
 

in
 

colon
 

cancer
 

tissues
 

was
 

80%
 

(16/20),which
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

35%
(7/20)

 

in
 

normal
 

paracancerous
 

tissues
 

(P<0.05).The
 

scratch
 

test
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

48
 

h
 

migration
 

rate
 

of
 

the
 

HCT116
 

treated
 

with
 

P3C
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

the
 

0
 

h
 

migration
 

rate
 

(P<0.05),and
 

that
 

of
 

the
 

SW480
 

treated
 

with
 

P3C
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

the
 

0
 

h
 

migration
 

rate
 

(P<0.05).The
 

Transwell
 

experiment
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

number
 

of
 

basement
 

membrane
 

penetrating
 

cells
 

in
 

the
 

HCT116
 

treated
 

with
 

P3C
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

blank
 

control
 

group
 

(P<0.01);
 

the
 

number
 

of
 

basement
 

membrane
 

penetrating
 

cells
 

in
 

the
 

SW480
 

treated
 

with
 

P3C
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

blank
 

con-
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trol
 

group
 

(P<0.01).HCT116
 

and
 

SW480
 

cells
 

were
 

stimulated
 

by
 

10.0
 

μg/mL
 

P3C,the
 

expression
 

of
 

TLR2
 

protein
 

was
 

increased
 

with
 

time
 

elapse,and
 

the
 

expression
 

of
 

phosphorylated
 

Akt
 

and
 

NF-κB
 

was
 

in-
creased

 

significantly.Conclusion TLR2
 

colon
 

cancer
 

is
 

highly
 

expressed
 

in
 

colon
 

cancer,which
 

can
 

promote
 

the
 

proliferation,migration
 

and
 

invasion
 

of
 

cancer
 

cells
 

through
 

PI3K/Akt
 

and
 

NF-κB
 

pathways.
Key

 

words:TLR2; PI3K/Akt; NF-κB; colon
 

cancer; proliferation; migration; invasion

  结肠癌是目前世界上常见的恶性肿瘤之一,好发

于直肠与乙状结肠交界处,其发病率和病死率分别居

第3位和第4位,以40~50岁年龄发病率最高,男女

之比为(2~3)∶1[1]。多数患者就诊时已属于中晚

期,错过最佳治疗时期,对患者生命健康构成严重威

胁[2]。结肠癌发病机制尚未完全明确,目前认为其发

病与高脂肪及低纤维素饮食相关[3]。早期结肠癌患

者无任何症状,随着肿瘤细胞扩散及转移,患者逐渐

出现腹胀、消化不良、排便习惯改变、腹痛、黏液便、贫
血、乏力及消瘦,甚至出现恶病质[4]。临床常采用手

术治疗辅以放化疗治疗结肠癌患者,但患者5年生存

率小于50%,且预后较差,易反复发作[5]。Toll样受

体2(TLR2)作为Toll
 

样受体(TLR)家族蛋白成员之

一,可参与诱导细胞内信号级联反应并激活免疫炎性

反应[6]。临床研究显示 TLR2可表达于绝大多数结

肠癌病例中,在结肠癌组织中其表达显著上调,且其

高表达与结肠癌患者整体生存率显著相关[7]。PI3K/
Akt信号通路是细胞相应胞外生存和生长的信号转

导途径,其受多种机制高度调控,调节异常可导致信

号活动增加,这与一系列疾病如肿瘤密切相关[8]。核

因子κB(NF-κB)信号通路可参与调控早期免疫反应

及炎性反应各阶段的许多分子,其错误调节可导致自

身免疫性疾病、慢性炎症及多种肿瘤[9]。本研究旨在

探讨TLR2通过PI3K/Akt和NF-κB通路促进结肠

癌细胞增殖、迁移、侵袭的机制。细胞计数试剂盒

Cell
 

Counting
 

Kit-8(CCK-8)试 验 结 果 显 示:随 着

TLR2激动剂P3C水平增加,细胞增殖明显增强。
1 资料与方法

1.1 一般资料 人结肠癌细胞株 HCT116、SW480
(中科院上海细胞库)。于陕西省咸阳市泾阳县医院

普通外科采集20例配对的结肠癌组织及正常癌旁组

织,其中男12例、女8例,平均年龄(59.71±10.29)
岁。本研究经该院伦理委员会审批通过;并与患者签

订知情同意书。
1.2 主要试剂 RIPA

 

细胞裂解液(北京百奥莱博科

技有限公司)、SDS-PAGE
 

凝胶配制试剂盒(江苏凯基

生物技术股份有限公司),蛋白酶和磷酸酶抑制剂

(ThermoFisher
 

Scientific
 

公 司),免 疫 组 化 即 用 型
 

SABC-POD(兔
 

IgG)试剂盒
 

(博士德生物科技有限公

司),CCK-8试剂盒(武汉艾美捷科技有限公司),
PMSF

 

蛋白酶抑制剂(上海碧云天生物技术有限公

司),Western
 

blot
 

封闭液(上海碧云天生物技术有限

公司),ECL
 

发光液(Millipore
 

公司),Transwell
 

小室

(Corning
 

公司)。
1.3 方法 (1)采用免疫组化染色法检测人结肠癌

组织及正常癌旁组织中的TLR2表达。采用10%中

性甲醛固定标本,然后将标本进行脱水、包埋、切片、
浸泡、脱蜡、水化及修复处理。加一抗1∶200后4

 

℃
过夜,次日加辣根过氧化物酶进行二抗孵育。在显微

镜400倍视野下,随机选取5个视野进行观察,对阳

性细胞百分比进行评分:≤5%为0分;>5%~25%
为1分;>25%~50%为2分;>50%~75%为3
分;>75%为4分。对染色强度进行评分:无色为0
分;淡黄色为1分;黄色为2分;棕黄色为3分。评分

结果由阳性细胞百分比与染色强度相乘而得,0~4分

为阴性表达,5~12分为阳性表达。(2)采用TLR2激

动剂Pam3Cys(P3C)(0.1、1.0、10.0
 

μg/mL)处理

SW480及HCT116细胞作为观察组(P3C组),未作

处理的细胞作为空白对照组。(3)采用CCK-8检测

人结肠癌细胞株HCT116、SW480增殖情况。将两者

种植于96孔板内,置于37
 

℃细胞培养箱中过夜。将

细胞进行处理后每孔加入10
 

μL
 

CCK-8试剂,于37
 

℃条件下孵育1
 

h,采用酶标仪检测450
 

nm处的吸光

度值。(4)采用划痕试验及Transwell小室检测细胞

迁移能力及侵袭能力。采用10.0
 

μg/mL
 

P3C处理

SW480及 HCT116细胞,于200倍显微镜下随机选

取5个视野,计算穿透基底膜的细胞数,取平均数。
(5)采用蛋白免疫印迹法检测TLR2信号对结肠癌细

胞
 

PI3K/Akt
 

和
 

NF-κB通路的影响。在RIPA细胞

裂解液中加入PMSF蛋白酶抑制剂,然后低温裂解细

胞,提取蛋白质,采用凝胶电泳分离蛋白质,将其转移

到聚偏氟乙烯膜中,于室温下密封1
 

h;在4
 

℃条件下

一抗孵育,次日室温下进行二抗孵育,采用化学免疫

发光法显影,最后对所提取蛋白进行灰度定量。
1.4 统计学处理 采用

 

SPSS
 

23.0
 

软件对数据进行

分析,计量资料以x±s 表示,两组间比较采用t 检

验,多组间比较采用单因素方差分析;计数资料以例

数或百分率表示,组间比较采用χ2 检验;
 

以P<0.05
 

为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 结肠癌组织及正常癌旁组织中TLR2蛋白表达

阳性率比较 免疫组化染色结果显示:结肠癌组织中

TLR2蛋白表达阳性率为80%(16/20),正常癌旁组

织TLR2蛋白表达阳性率为35%(7/20),结肠癌组织

中TLR2蛋白表达阳性率明显高于正常癌旁组织,差
异有统计学意义(P<0.05)。见图1。
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图1  结肠癌组织及正常癌旁组织中TLR2表达情况比较

2.2 TLR2在结肠癌细胞增殖中的作用 CCK-8试

验结果显示:随着TLR2激动剂P3C水平增加,细胞

增殖明显增强。见表2。
表2  TLR2在结肠癌细胞增殖中的作用(x±s)

P3C水平

(μg/mL)

HCT116

增殖 P

SW480

增殖 P

0 1.003±0.002 1.002±0.003
0.1 1.069±0.060 0.059* 1.064±0.054 0.054*

1.0 1.439±0.049 <0.001* 1.240±0.039 <0.001*

10.0 1.860±0.075 <0.001* 1.507±0.040 <0.001*

  注:*代表与P3C水平为0
 

μg/mL时 HCT
 

116、SW480增殖水平

比较的P 值

图2  TLR2在结肠癌细胞迁移中的作用

2.3 TLR2在结肠癌细胞迁移中的作用 划痕试验

结果 显 示:HCT116 经 P3C 处 理 后 48
 

h 迁 移 率

[(65.44±16.63)%]显著高于0
 

h迁移率[(33.44±
12.43)%],差异有统计学意义(P<0.05);SW480组

经P3C处理后48
 

h迁移率[(73.11±12.89)%]显著

高于0
 

h迁移率[(46.78±7.24)%],差异有统计学意

义(P<0.05)。见图2。
2.4 TLR2在结肠癌细胞侵袭中的作用 Transwell
试验结果显示:HCT116经P3C处理后穿透基底膜细

胞数[(58.11±5.81)个]显 著 高 于 空 白 对 照 组

[(19.81±3.41)个],差异有统计学意义(P<0.01);
SW480经P3C处理后穿透基底膜细胞数[(81.41±
5.41)个]显著高于空白对照组[(31.41±3.81)个],
差异有统计学意义(P<0.01)。见图3。

图3  TLR2在结肠癌细胞侵袭中的作用

2.5 TLR2信号对结肠癌细胞
 

PI3K/Akt
 

和
 

NF-κB
通路的影响 采用10.0

 

μg/mL
 

P3C刺激 HCT116、
SW480细胞,随着时间推移 TLR2蛋白表达逐渐升

高,磷酸化Akt及NF-κB表达显著升高。见图4。

图4  TLR2信号对结肠癌细胞
 

PI3K/Akt和

NF-κB通路的影响

3 讨  论

  炎症与结肠癌的发生、发展密切相关,临床研究

显示TLR家族蛋白在肿瘤非特异性免疫中的作用显

著[10]。TLR是一种可识别多种外源性病原体和自身

内源性配体的人体免疫受体,当肿瘤发生时,其产生

被TLR识别的受体并通过TLR信号进行转导,最终

刺激抗肿瘤免疫反应的发生。由此可知TLR在肿瘤

免疫监测中具有重要意义。TLR2是一种可触发炎症

相关肿瘤免疫炎性反应的Ⅰ型跨膜转运蛋白,其可作

为一种固有免疫传感器,在肿瘤发生、发展过程中具

有重要作用。临床研究显示,TLR功能障碍与多种炎

症相关疾病有关,各种TLR激动剂和拮抗剂也越来

越受到重视[11]。例如,TLR2拮抗剂OPN305已被用

作胃癌和骨髓增生异常综合征临床试验的潜在治疗

靶点[12]。TLR2表达上调可增加胃癌患病风险,其基
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因多态性与肿瘤的发生、发展密切相关。
临床研究显示,TLR2高表达与结肠癌患者生存

率呈显著相关,在结肠癌的发生和发展中起着重要作

用,病原体刺激宿主引发宿主炎性反应并伴随正常细

胞损害[13]。目前人们认为促进肿瘤细胞增殖对机体

损伤修复具有重要作用,同时也将增加基因突变速

率[14]。这可能是TLR2信号通路与肿瘤炎性反应之

间的一种特殊联系。为支持这种观点,本研究采用免

疫组化染色法检测人结肠癌细胞株 HCT116、SW480
中TLR2表达,结肠癌组织中TLR2蛋白表达阳性率

为80%
 

(16/20),显著高于正常癌旁组织的35%(7/
20)(P<0.05)。说明TLR2在结肠癌患者中显著上

调。同时本研究采用CCK-8试验、划痕试验及Tran-
swell试验检测 TLR2对人结肠癌细胞株 HCT116、
SW480增殖、迁移及侵袭的影响。结果显示:随着

TLR2激动剂 P3C水平增加,细胞增殖明显增强;
HCT116组48

 

h迁移率[(65.44±16.63)%]显著高

于0
 

h迁移率[(33.44±12.43)%],差异有统计学意

义(P<0.05);SW480组经P3C处理后48
 

h迁移率

[(73.11±12.89)%]显著高于0
 

h迁移率[(46.78±
7.24)%],差异有统计学意义(P<0.05);HCT116组

穿透基底膜细胞数[(58.11±5.81)个]显著高于对照

组[(19.81±3.41)个],差异有统计学意义(P<
0.01);SW480组穿透基底膜细胞数[(81.41±5.41)
个]显著高于对照组[(31.41±3.81)个],差异有统计

学意义(P<0.01)。说明TLR2对结肠癌细胞增殖、
迁移及侵袭具有促进作用。PI3K/Akt信号通路具有

抑制结肠癌细胞凋亡并促进细胞生长的作用;而NF-
κB信号通路可通过 Wnt通路和信号转导子与激活子

3(STAT3)通路促进结肠癌细胞增殖[15],这与本文研

究结果 一 致。本 研 究 采 用 蛋 白 免 疫 印 迹 法 检 测

HCT116、SW480细胞中 TLR2蛋白表达与 PI3K/
Akt及NF-κB的关系,结果显示随着时间推移TLR2
蛋白表达逐渐升高,磷酸化 Akt及 NF-κB表达显著

升高。说明TLR2高表达与PI3K/Akt及 NF-κB通

路关系密切。
综上所述,TLR2高表达于结肠癌组织,可通过

 

PI3K/Akt
 

和及 NF-κB
 

通路促进肿瘤细胞增殖、
 

迁

移、
 

侵袭。
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