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摘要 目的：探索细胞中Toll样受体4（Toll-like receptors, ，TLR4）TLR4在胃息肉中的表达及与幽门螺旋杆菌（Helicobacter pylori, ，HP）的关系，探索它们的相关性及意义。方法：选取2024年1月至2024年10月本院诊疗的胃息肉患者及健康患者86例为研究对象，包括45例胃底腺息肉患者、20例非胃底腺息肉患者，以及21例健康对照组（均接受胃镜检查），取患者内镜下切除组织标本2块。分别用Western印迹法、免疫组化方法检测TLR4，并测定纳入病例的HP感染情况。利用SPSS22.0软件进行方差分析、Spearman法分析。结果：TLR4在对照组、非胃底腺息肉组、胃底腺息肉组中表达水平呈递增趋势。非胃底腺息肉组、胃底腺息肉组HP阴性组与HP阳性组中TLR4的表达差别无统计学意义。非胃底腺息肉、胃底腺息肉组中TLR4表达水平与HP感染之间呈负相关。结论：TLR4在不同组织类型胃息肉中表达水平不同，且同组织类型胃息肉中的TLR4表达水平与幽门螺旋杆菌感染呈负相关。TLR4的调节可能对新的治疗策略产生影响。
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Relationship between Toll-like receptor 4 expression and Helicobacter pylori in gastric polyps#
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Abstract Objective: To explore the expression of TLR4 in gastric polyps and its relationship with Helicobacter pylori (HP), and to explore their relevance and significance. Methods: 86 gastric polyps patients and healthy patients treated in our hospital from January 2024 to October 2024 were selected as the study subjects, including 45 patients with gastric fundus polyps, 20 patients with non-gastric fundus polyps, and 21 healthy controls (all of whom underwent gastroscopy), and two tissue specimens were removed under endoscopy. TLR4 was detected by Western blotting and immunohistochemistry, and determine the HP infection in the included cases. Analysis of variance, Spearman method analysis using SPSS22. software. Results: The expression level of TLR4 was increased in control group, non-fundus polyps and fundus polyps. The expression of TLR4 in the HP negative group and the HP positive group. Inverse correlation between TLR4 expression levels and HP infection in non-gastric fundus gland polyps and gastric fundus gland polyp groups. Conclusion: The expression level of TLR4 was observed in gastric polyps of different tissues and varied, and the expression level of TLR4 in gastric polyps of the same tissue type was negatively correlated with H. pylori infection. The modulation of TLR4 may have implications for novel therapeutic strategies.
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胃息肉是胃黏膜表面的局限性隆起病变，临床上较为常见，目前高清内镜的普及显著提高了微小息肉的检出率。国外数据显示，胃息肉在胃良性病变中占比5%-10%。胃息肉好发于中年人，常见于胃窦和胃体，多数为良性，但部分可能恶变甚至进展为胃癌，威胁人们健康［1-2］。胃镜+病理是确诊胃息肉的金标准，依病理可分为胃底腺、增生性、炎性和腺瘤性息肉四类［3-4］，其中胃高级别上皮内瘤变属于癌前病变。Hp是革兰阴性微需氧菌，通过鞭毛定植胃黏膜并造成损害，全球感染率可超50%［5-6］，且Hp是一种能在胃部强酸环境下存活的顽固性细菌，与胃息肉等多种胃病密切相关。有研究显示，胃增生性息肉、胃炎性息肉与幽门螺旋杆菌感染呈正相关，胃底腺息肉与幽门螺旋杆菌感染呈负相关。Toll样受体(Toll-like receptors, TLR)作为模式识别受体（Pattern Recognition Receptors，PRRs）家族的关键成员，在免疫系统中扮演着至关重要的角色。它们通过LRR结构域（富含亮氨酸重复序列）识别特定分子模式，TLR是天然免疫中起关键作用的蛋白分子，是抵御感染的首道防线，同时连接先天免疫和适应性免疫。TLR4是Toll样受体的关键成员，在炎症反应、抗病毒防御、免疫调控及免疫细胞活化中发挥重要作用[7-10]。本试验以探索细胞中TLR4在胃息肉中的表达及与幽门螺旋杆菌的关系，评估它们的相关性及TLR4的调节是否可能对新的治疗策略产生影响。
1  材料与方法
1.1  研究对象  选取2024年1月至2024年10月本院诊疗的胃息肉患者及健康患者86例为研究对象，其中包括45例胃底腺息肉患者、20例非胃底腺息肉患者，以及21例健康对照组（均接受胃镜检查）。
纳入标准：①内镜检查符合胃息肉患者，可为多发或单发。②年龄18-70周岁，不限男女。③近6月内无HP感染治疗史。④无食管及胃肠道外科手术史。⑤无严重上消化道疾病：消化道出血、肿瘤、胃穿孔、卓-艾综合征、梗阻等。⑥近1周未使用抗凝药物者。该项研究已获本院医院伦理委员会批准。
1.2  标本采集
  取所纳入胃息肉组及对照组患者内镜下切除的两块组织标本，其中一块采用4 %中性甲醛固定，经石蜡包埋后切成3 μm厚的切片，用于后续免疫组化分析。另一块立即置于-80 ℃ 冰箱保存，行Western blot检测。
1.3  Western印迹检测TLR4表达，
对组织样本进行冻融、称重、研磨，使用蛋白裂解液对标本进行裂解1-2小时，离心，提取新鲜蛋白行蛋白浓度测定。取96孔板，加入蛋白质30 μg/孔及蛋白Marker10 μg/孔，加蛋白缓冲液，进行电泳，转膜，转膜结束后将电转膜置于5%脱脂奶粉中封闭1小时。配置一抗孵育液，将PVDF膜取出，放入TBST中涮掉多余的封闭液，结合一抗，4 ℃过夜孵育，取出后用TBST洗涤，配置二抗孵育液，结合一抗的PVDF膜置入二抗孵育液，4℃过夜孵育，洗摸、显影、曝光，对TLR4的表达进行分析。
1.4  免疫组化染色，
对待测标本进行脱蜡、水化等处理之后，将其在0.01 mol·L-1、95℃的枸橼酸缓冲液中浸泡，并进行热修复，3% H2O2环境下室温避光培育25 min，滴入山羊血清，26 ℃ 环境中培养30 min，抽离封闭液、滴加PBS按一定比例配好的一抗，切片平放于湿盒内4 ℃ 孵育过夜，次日玻片洗涤，滴加二抗，室温孵育50 min，清洗后进行二氨基联苯胺(DAB)显色、复染细胞核、脱水后封片。镜检：置于白光显微镜下进行结果判读。
1.5  统计学处理
  采用SPSS22.0软件进行统计分析。均数±标准差（ｘ±ｓ）表示计量数据，三组间及同组内差异采用单因素方差分析、卡方检验；非胃底腺息肉组、胃底腺息肉组组织中TLR4表达水平与Hp感染的关系以Spearman法分析。ＰP＜0.05表示差异有统计学意义。
2  结果
2.1 对照组、胃底腺息肉组、非胃底腺息肉组男女比例、年龄比较分析
选取胃息肉患者65例为胃息肉组，男22例，女43例，其中胃底腺息肉组45例，男14例，女31例，年龄34-69岁（56.73±9.08）。非胃底腺息肉组20例，男8例，女12例，年龄41-69岁（58.05±6.55）。另选取行胃镜检查的健康患者正常黏膜21例作为对照组，男9例，女12例，年龄25-68岁（52.15±8.65）。  
对照组、胃底腺息肉组、非胃底腺息肉组男女比例、年龄比较，差别无统计学意义（P＞0.05），见表1。 
表1正常组、胃底腺息肉组、非胃底腺息肉组一般情况比较
	项目
	正常
	胃底腺息肉
	非胃底腺息肉
	统计值
	P值

	性别（例）

	男
	9
	14
	8
	χ²=1.034
	0.596

	女
	12
	31
	12
	
	

	年龄（岁）
	52.15±8.65
	56.73±9.08
	58.05±6.55
	F=3.263
	0.821


2.2 对照组、非胃底腺息肉组、胃底腺息肉组HP感染情况分析
与对照组相比，非胃底腺息肉组、胃底腺息肉组阳性率增高（P＜0.05），与胃底腺息肉组相比，非胃底腺息肉组阳性率增高（P＜0.05），见表2。
表2 各组HP感染情况（例%）
	组别
	例数n
	HP感染

	
	
	阴性
	阳性

	对照组
	21
	14（66.67）
	7（33.33）

	非胃底腺息肉组
	20
	8（40.00）a
	12（60.00）a

	胃底腺息肉组
	45
	28（62.22）ab
	17（37.78）ab

	χ２
	
	1.875
	2.467

	P值
	
	0.013
	0.023


注：与对照组相比aP＜0.05；与非胃底腺息肉相比bP＜0.05。
2.3  Western blot印迹法分析TLR4在胃息肉、正常黏膜组织中的表达水平比较
TLR4不管是在HP阳性还是在HP阴性组中，它的表达在正常组织黏膜、非胃底腺息肉、胃底腺息肉中均呈递增趋势，而与正常黏膜组、非胃底腺息肉组、胃底腺息肉组HP阴性组相比，正常黏膜组、非胃底腺息肉组、胃底腺息肉组HP阳性组TLR4表达水平降低，见图1。
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2.4  免疫组化法分析TLR4在胃息肉、正常黏膜组织中的表达水平比较
结果判读：细胞核经苏木素染色呈蓝色，DAS显色阳性表达区域为棕黄色。采用H-score（组织化学评分）判断结果，TLR4蛋白染色判读标准：随机观察5个高倍镜下视野，据阳性细胞染色强度及阳性细胞率判定结果。①阳性细胞百分比评分：阳性细胞比例分级如下：0级（0～5%）、1级（6%～25%）、2级（26%～50%）、3级（51%～75%）和4级（＞>75%）。②根据着色强度评分：阴性（0分，无着色），弱阳性（1分，淡黄色），中度阳性（2分，棕黄色），强阳性（3分，棕褐色）。二者相乘计算结果，其中5分及以上为强阳性(+++)，3～4分为中等强度阳性(++)，2分为弱阳性(+)，0～1分为阴性(－)。H-score值介于0到300之间，数值越高，反映阳性染色的强度和阳性细胞数量的综合水平越高。
与对照组相比，非胃底腺息肉组、胃底腺息肉组表达水平TLR4表达水平增高（P＜0.05），与非胃底腺息肉组相比，胃底腺息肉组TLR4表达水平增高（P＜0.05）。非胃底腺息肉组、胃底腺息肉组HP阴性组与HP阳性组相比无统计学意义（P＞0.05）。见表3、图2。
表3 TLR4在胃息肉、正常黏膜组织中的表达
	组别
	HP阳性
	
	HP阴性

	
	例数n
	+++
	++
	+
	-
	阳性/%
	
	例数n
	+++
	++
	+
	-
	阳性/%

	对照组
	7
	0
	0
	1
	6
	14.2%
	
	14
	0
	0
	3
	11
	21.4%

	非腺息肉组
	12
	1
	2
	1
	8
	33.3%ac
	
	8
	2
	3
	0
	3
	62.5%a

	胃底腺息肉组
	17
	6
	4
	3
	4
	76.5%abc
	
	28
	14
	6
	4
	4
	85.7%ab

	[bookmark: _Hlk182904556]χ２χ2
	6.567
	
	9.274
	
	
	
	
	0.618
	
	1.650
	
	
	

	P值
	0.010
	
	0.002
	
	
	
	
	0.432
	
	0.199
	
	
	


注：与对照组相比，aP＜0.05；与非胃底腺息肉相比，bP＜0.05，与同组HP阴性相比，cP＞0.05[image: ]。图2


2.5  胃息肉中TLR4的表达水平和HP感染的关系
Spearman分析法显示，非胃底腺息肉、胃底腺息肉中TLR4的表达水平与HP呈负相关（P＜0.01），见表4。
表4 胃息肉中TLR4的表达水平与HP感染的关系
	指标
	HP阳性
	

	
	r值
	P值

	非胃底腺息肉
	TLR4
	-0.610
	P＜0.01

	胃底腺息肉
	TLR4
	-0.530
	P＜0.01



3  讨论
胃息肉属于临床常见病，且部分息肉有恶变的风险，目前人们对其重视度逐渐增加。Hp是一种能够在胃内长期存活的细菌，被世界卫生组织（WHO）认定为一类致癌物，具有强传染性和高致病率，与胃息肉、胃癌等多种胃部疾病存在密切联系。近年来，人们对幽门螺旋杆菌感染的重视度逐渐上升。1980年，Nusslein-Volhard等在研究果蝇胚胎发育时发现了一个关键基因-Toll基因，该基因调控果蝇的背腹侧分化。1988年，Hashimoto等人进一步揭示了Toll基因编码一种跨膜蛋白质，并解析了其结构。Toll受体在免疫细胞如巨噬细胞、树突状细胞和自然杀伤细胞表面广泛表达。TLR4是首个被发现的Toll样受体蛋白，当识别脂多糖（LPS）等刺激物时，会与CD14和MD-2结合形成三聚体并激活。活化的TLR4通过信号转导调控基因表达[11]。它不仅能够识别外来病原体，还能感应内源性物质及其代谢产物。TLR4在呼吸系统、消化系统恶性肿瘤及鼻息肉、肠道息肉中表现高表达，但在胃息肉中的表达研究信息很少。本试验中通过对不同组织类型胃息肉中TLR4的表达水平对比分析，TLR4在胃底腺息肉组织中表达高于非胃底腺息肉组，且二者均高于正常黏膜对照组，有显著差异性（P＜0.05）。可以说明TLR4在不同组织类型胃息肉中表达水平不同，且TLR4在胃息肉中异常表达，与胃息肉的发生发展具有一定的相关性。但在同组织类型胃息肉中，HP阴性组与HP阳性组比较分析，P值差异性不明显，考虑与试验周期短、样本量少相关性大。此外，由Spearman分析可以看出，同组织类型胃息肉中，TLR4的表达水平与HP感染呈负相关。考虑与幽门螺旋杆菌表面的脂多糖可拮抗TLR4的激活，使其在免疫逃避中发挥作用有一定的相关性。但目前关于TLR4促进胃息肉发生发展的相关分子机制及病理相关性的尚未完全阐明，有待进一步深入研究。且有研究显示，非胃底腺息肉与HP感染相关性胃炎关系较为密切，胃底腺息肉可分泌天然抗菌物质溶菌酶素抵抗HP，提示二者存在负相关性[12]。TLR4和HP感染均对胃息肉的发生发展产生作用，且二者之间又相互影响，可为胃息肉的预防和治疗提供新的思路，其作用机制需要进一步深入研究分析。
综上所述，TLR4参与了胃息肉的发生发展，在不同组织类型胃息肉中表达水平不同，且同时受幽门螺旋杆菌的影响。可对胃息肉及幽门螺旋杆菌感染提供新的思路及治疗策略。由于胃息肉的发生机制还受多方面因素的影响，胃息肉组织中TLR4的高表达及发生机制仍需进一步深入研究，但目前样本量相对较少，需要尽可能通过多中心、大样本研究进行验证。
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