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Ｔｏｌｌ作用蛋白（Ｔｏｌｌｉｐ）在急性阑尾炎时的表达

徐发良

重庆市肿瘤医院腹部外科，重庆市肿瘤研究所，重庆４０００３０

　　［摘要］　目的　分析Ｔｏｌｌ作用蛋白（Ｔｏｌｌｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，Ｔｏｌｌｉｐ）在阑尾组织的表达及其在急性炎症中的意义。方
法　选择急性阑尾炎３３例，以无炎症阑尾６例作对照（阑尾组织无炎性病理改变）；阑尾切除术前１ｈ检测脉搏、体温（ＢＴ）、白
细胞（ＷＢＣ）计数和中性粒细胞（ＮＥＵＴ）计数；阑尾标本经 ＨＥ染色和病理检查确诊后分为４组（Ａ组无炎症，Ｂ组单纯性炎

症、Ｃ组化脓性炎症、Ｄ组坏疽性炎症），采用免疫组化染色和数字图像分析法对Ｔｏｌｌｉｐ的蛋白表达进行定性、定位和半定量分

析，并统计分析Ｔｏｌｌｉｐ与脉搏、ＢＴ、ＷＢＣ及ＮＥＵＴ的相关性。结果　按照病理类型分组，组间ＢＴ、ＷＢＣ和ＮＥＵＴ存在显著
差异（Ｐ＜０．０５）；中性粒细胞低表达或不表达Ｔｏｌｌｉｐ，Ｔｏｌｌｉｐ主要表达于阑尾黏膜上皮和腺上皮细胞；阑尾从无炎症状态到发生

单纯性炎症、化脓性炎症以及坏疽性炎症的过程中，Ｔｏｌｌｉｐ的表达逐步升高，并与 ＷＢＣ显著相关（Ｐ＜０．０５）。结论　在急性
阑尾炎发生和发展过程中，阑尾组织局部的Ｔｏｌｌｉｐ表达上调并与 ＷＢＣ升高等炎症全身反应密切相关。

　　［关键词］　阑尾炎；Ｔｏｌｌｉｐ；基因表达；炎症反应；免疫组织化学
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　　炎症反应是重要的防御形式，但也具有潜在致
损伤能力。Ｔｏｌｌ样受体（Ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＴＬＲ）是
天然免疫系统介导炎症反应的重要受体，在炎症调
控中具有重要功能［１］。Ｔｏｌｌ作用蛋白（Ｔｏｌｌｉｎｔｅｒａｃ
ｔｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，Ｔｏｌｌｉｐ）作为 ＴＬＲ信号转导的负调节
因子，通过下调ＴＬＲ信号转导而抑制细胞活化和炎

症反应，从而在炎症反应的负调控中具有重要作
用［２］。鉴于急性阑尾炎被认为是研究人类急性炎症

的良好模型［３］，本研究以急性阑尾炎临床病例为模
型、采用单因素４水平计量资料设计和免疫组织化
学染色半定量分析技术，初步分析阑尾急性炎症发
生发展过程中Ｔｏｌｌｉｐ的表达变化及其临床意义。
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１　材料和方法

１．１　主要材料　阑尾组织石蜡包埋标本共３９例
（无炎症阑尾６例，急性阑尾炎３３例）。所有标本均
经病理 ＨＥ染色和病理检查确诊。按病理类型分
为：Ａ组，阑尾无炎症６（男４，女２）例，年龄１８～３３
岁，平均（２４．３±５．４）岁；Ｂ组，急性单纯性阑尾炎１３
（男９，女４）例，年龄１７～３５岁，平均（２１．５±７．２）
岁；Ｃ组，急性化脓性阑尾炎１３（男１０，女３）例，年龄

１６～３１岁，平均（２２．５±７．４）岁；Ｄ组，急性坏疽性
阑尾炎７（男５，女２）例，年龄１２～３９岁，平均
（２５．７±１０．６）岁。各组在年龄、性别构成上无显著
差异。自身免疫性疾病、脾切除术后、合并其他部位
感染、接受免疫抑制治疗及糖尿病诊断明确等情况，
排除在入选标准之外。

１．２　主要试剂　兔抗人Ｔｏｌｌｉｐ多克隆抗体购自美
国ＡＢＧＥＮＴ公司；ＳＰ免疫组化试剂盒、生物素标
记羊抗兔ＩｇＧ、内源性过氧化物酶阻断剂、封闭用正
常羊血清工作液、辣根过氧化物酶标记链霉卵白素
工作液和ＤＡＢ显色剂均购自北京中杉金桥生物技
术有限公司；ＨＥ染色采用常规国产试剂。

１．３　炎症全身反应指标的检测　手术前１ｈ测体
温（ＢＴ）和脉搏；采集外周静脉血３ｍｌ，用全自动血
液细胞分析仪进行白细胞（ＷＢＣ）计数和中性粒细
胞（ＮＥＵＴ）分类计数，作为评价炎症反应全身性改
变的参考指标。

１．４　免疫组织化学染色Ｔｏｌｌｉｐ半定量分析　阑尾
组织Ｔｏｌｌｉｐ免疫组化染色按ＳＰ试剂盒说明书采用
三步法进行。标本经４０ｇ／Ｌ甲醛固定，石蜡包埋，５

μｍ连续切片，脱蜡，３０ｍｌ／Ｌ Ｈ２Ｏ２室温孵育１５

ｍｉｎ；蒸馏水冲洗，ＰＢＳ浸泡５ｍｉｎ后０．１ｍｏｌ／Ｌ枸
橼酸缓冲液９５℃水浴１５ｍｉｎ、室温４０ｍｉｎ以修复抗
原。山羊血清封闭２０ｍｉｎ，加兔抗人Ｔｏｌｌｉｐ多克隆
抗体（１５０）４℃过夜。ＰＢＳ冲洗后，加生物素标记
羊抗兔ＩｇＧ室温反应３０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗，加辣根过
氧化物酶标记链霉卵白素３７℃孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲
洗，ＤＡＢ显色剂１～３ｍｉｎ，复染、脱水、透明、封片。
以空白试验和替代试验作阴性对照，确保实验特异
性和可靠性。全片在光学显微镜下观察，细胞膜或
细 胞 质 出 现 棕 黄 色 颗 粒 为 阳 性 染 色。 用

ＭｅｔａＭｏｒｐｈ／ＤＰ１０／ＢＸ５彩色显微图像分析仪进行
半定量分析。随机选取每张ＤＡＢ染色切片炎症中
心５个视野，测定阳性染色积分光密度值（ＩＯＤ，代
表Ｔｏｌｌｉｐ相对含量），取５个视野的平均值作为该切
片的ＩＯＤ值。ＩＯＤ值越高表明组织内 Ｔｏｌｌｉｐ含量
越高。

１．５　统计学处理　数据用ＳＰＳＳ１１．０软件进行单
因素方差分析和相关性分析，计量资料以珚ｘ±ｓ表
示，Ｐ＜０．０５认为差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　阑尾组织病理分型及炎症全身反应指标　经

ＨＥ染色病理检查确定诊断的３９个阑尾标本按炎
症病理类型分４组，组间炎症全身反应指标比较的
结果见表１。各组脉搏比较差异无统计学意义（Ｐ＞
０．０５），Ｄ 组 ＢＴ 显著升高（Ｐ＜０．０５），Ｄ 和 Ｃ 组

ＷＢＣ和ＮＥＵＴ显著升高（Ｐ＜０．０５）。提示按阑尾病
理类型分组，可以在一定程度上反映阑尾局部炎症
及炎症全身反应的情况。

表１　阑尾组织炎症病理分型及全身反应指标

Ｔａｂ１　Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃｓｔａｇｅｓｏｆａｃｕｔｅａｐｐｅｎｄｉｃｉｔｉｓａｎｄｓｙｓｔｅｍｉｃｉｎｄｉｃｅｓｆｏｒｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｒｅｓｐｏｎｓｅ
（珚ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ Ｐｕｌｓｅｆ／ｍｉｎ－１ ＢＴθ／℃ ＷＢＣ（×１０９·Ｌ－１） ＮＥＵＴ

Ａ ６ ８０．８±９．１ ３７．２０±０．５７ ７．８０±２．３１ ０．７１±０．０７
Ｂ １３ ７９．９±４．９ ３６．９５±０．６５ ９．０５±３．３３ ０．６７±０．１１
Ｃ １３ ８０．２±８．４ ３７．５０±０．７０ １３．２０±４．６４△ ０．７９±０．１１△

Ｄ ７ ８６．０±１０．０ ３７．９３±１．２２ １３．３１±４．８２△ ０．８４±０．０７△▲

　Ｐ＜０．０５ｖｓｇｒｏｕｐＡ；△Ｐ＜０．０５ｖｓｇｒｏｕｐＢ；▲Ｐ＜０．０５ｖｓｇｒｏｕｐＣ．Ａ：Ｎｏｎｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙａｐｐｅｎｄｉｘｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ａｃｕｔｅｓｉｍｐｌｅａｐｐｅｎｄｉｃｉｔｉｓ

ｇｒｏｕｐ；Ｃ：Ａｃｕｔｅｓｕｐｐｕｒａｔｉｖｅａｐｐｅｎｄｉｃｉｔｉｓｇｒｏｕｐ；Ｄ：Ａｃｕｔｅｇａｎｇｒｅｎｏｕｓａｐｐｅｎｄｉｃｉｔｉｓｇｒｏｕｐ．ＢＴ：Ｂｏｄｙｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ；ＷＢＣ：Ｗｈｉｔｅｂｌｏｏｄｃｅｌｌ；ＮＥＵＴ：

Ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌ

２．２　Ｔｏｌｌｉｐ在阑尾组织中的表达　免疫组化染色
显示，阑尾腔内渗出的中性粒细胞内几乎不能检出

Ｔｏｌｌｉｐ蛋白的表达（图１Ａ），提示炎症病灶内中性粒
细胞可能低表达或不表达Ｔｏｌｌｉｐ。在各种病理类型

的阑尾急性炎症组织中，Ｔｏｌｌｉｐ主要表达于阑尾黏
膜上皮细胞（图１Ｂ）和肠腺上皮细胞（图１Ｃ），呈颗
粒状分布于上皮细胞胞质内的腺腔面。

２．３　Ｔｏｌｌｉｐ表达与阑尾局部炎症的关系　免疫组化半
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定量分析显示，Ｔｏｌｌｉｐ组成性低表达于阑尾组织；当阑
尾组织发生急性炎症时 Ｔｏｌｌｉｐ表达显著升高（Ｐ＜
０．０５）；发生化脓性和坏疽性阑尾炎时Ｔｏｌｌｉｐ表达量进
一步升高（Ｐ＜０．０５）。提示阑尾组织Ｔｏｌｌｉｐ表达量与

局部炎症反应的严重程度密切相关。阑尾从无炎症到
发生单纯性炎症、化脓性炎症以及坏疽性炎症的过程
中，Ｔｏｌｌｉｐ的表达呈逐渐升高的趋势，随着炎症发展，

Ｔｏｌｌｉｐ表达量的上升趋势逐渐减慢（图２、图３）。

图１　Ｔｏｌｌｉｐ在阑尾组织的表达

Ｆｉｇ１　Ｔｏｌｌｉｐｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎａｐｐｅｎｄｉｘｔｉｓｓｕｅ（ＳＰ）

Ａ：Ｔｏｌｌｉｐｗａｓｎｏｔｄｅｔｅｃｔｅｄｉｎｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｓ；Ｂ：Ｔｏｌｌｉｐｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍｍｕｃｏｓａｏｆａｐｐｅｎｄｉｘ；Ｃ：Ｔｏｌｌｉｐｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｇｌａｎｄｕｌａｒｅｐｉ

ｔｈｅｌｉｕｍｏｆａｐｐｅｎｄｉｘ．Ｔｏｌｌｉｐｍａｉｎｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｏｎｔｈｅｃａｖｏｓｕｒｆａｃｅｏｆｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００（Ａ），×２００（Ｂ，Ｃ）

图２　Ｔｏｌｌｉｐ在不同病理类型阑尾组织的表达

Ｆｉｇ２　Ｔｏｌｌｉｐｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎａｐｐｅｎｄｉｘｔｉｓｓｕｅｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐａｔｈｏｌｏｇｉｃｔｙｐｅｓ（ＳＰ）

Ａ：Ｎｏｎｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙａｐｐｅｎｄｉｘ（ｗｉｔｈｏｕｔｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｃｈａｎｇｅ）ｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ａｃｕｔｅｓｉｍｐｌｅａｐｐｅｎｄｉｃｉｔｉｓｇｒｏｕｐ；Ｃ：Ａｃｕｔｅｓｕｐｐｕｒａｔｉｖｅａｐｐｅｎｄｉｃｉｔｉｓ

ｇｒｏｕｐ；Ｄ：Ａｃｕｔｅｇａｎｇｒｅｎｏｕｓａｐｐｅｎｄｉｃｉｔｉｓｇｒｏｕｐ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

图３　Ｔｏｌｌｉｐ在不同病理类型

阑尾组织表达的定量分析

Ｆｉｇ３　ＱｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆＴｏｌｌｉｐｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｉｎａｐｐｅｎｄｉｘｔｉｓｓｕｅｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐａｔｈｏｌｏｇｉｃｔｙｐｅｓ
Ａ：Ｎｏｎｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙａｐｐｅｎｄｉｘ （ｗｉｔｈｏｕｔｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃ

ｃｈａｎｇｅ）ｇｒｏｕｐ（ｎ＝６）；Ｂ：Ａｃｕｔｅｓｉｍｐｌｅａｐｐｅｎｄｉｃｉｔｉｓｇｒｏｕｐ（ｎ＝１３）；

Ｃ：Ａｃｕｔｅｓｕｐｐｕｒａｔｉｖｅａｐｐｅｎｄｉｃｉｔｉｓｇｒｏｕｐ（ｎ＝１３）；Ｄ：Ａｃｕｔｅｇａｎｇｒｅ

ｎｏｕｓａｐｐｅｎｄｉｃｉｔｉｓｇｒｏｕｐ（ｎ＝７）；Ｐ＜０．０５ｖｓｇｒｏｕｐＡ；珚ｘ±ｓ

２．４　Ｔｏｌｌｉｐ表达与炎症全身反应的关系　相关性分
析显示ＢＴ、ＷＢＣ和ＮＥＵＴ等炎症全身反应指标之

间存在显著的相关性（Ｐ＜０．０５），提示所采纳的病例
资料的ＢＴ、ＷＢＣ和ＮＥＵＴ互为佐证。阑尾发生急
性炎症、进而发展成坏疽性阑尾炎的过程中，尽管

Ｔｏｌｌｉｐ的表达与ＢＴ或 ＮＥＵＴ间并无显著差异，但
却与 ＷＢＣ之间存在显著相关性（Ｐ＜０．０５），提示

Ｔｏｌｌｉｐ表达可能与炎症导致的全身反应（如 ＷＢＣ升
高）有关（表２）。

表２　Ｔｏｌｌｉｐ表达量与炎症全身反应指标的相关性分析

Ｔａｂ２　ＣｏｒｒｅｌａｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆＴｏｌｌｉｐｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ａｎｄｓｙｓｔｅｍｉｃｉｎｄｉｃｅｓｏｆｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｒｅｓｐｏｎｓｅｓ

Ｉｔｅｍｓ ｒ Ｐ

ＢＴ／ＷＢＣ ０．４２３ ０．００４

ＢＴ／ＮＥＵＴ ０．５６０ ＜０．００１

ＷＢＣ／ＮＥＵＴ ０．７２６ ＜０．００１

Ｔｏｌｌｉｐ／ＢＴ ０．１０３ ０．２８８
Ｔｏｌｌｉｐ／ＮＥＵＴ ０．２５８ ０．０７７
Ｔｏｌｌｉｐ／ＷＢＣ ０．３４９ ０．０２５

　Ｐ＜０．０５ｉｎｄｉｃａｔｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｔｗｏｉｔｅｍｓ
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３　讨　论

　　已证实，炎症反应的发生发展与ＴＬＲ介导的信

号转导密切相关［１］。ＴＬＲ在配体作用下通过激活白

细胞介素１受体相关激酶１（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１ｒｅｃｅｐｔｏｒ

ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｋｉｎａｓｅ，ＩＲＡＫ１）而上调转录因子ＡＰ１和

核因子κＢ（ＮＦκＢ）的活性，进而介导炎症反应。

Ｔｏｌｌｉｐ对 ＴＬＲ 信号转导的负调控主要是基于对

ＩＲＡＫ１和ＴＬＲ４／ＴＬＲ２的结合而实现的［２，４］。生理

状态下人体脑心肾肝肺脾、骨骼肌、小肠以及多种腺

体组织都组成性表达ＴＬＲ和Ｔｏｌｌｉｐ［５］。

　　研究表明，肠上皮细胞通过高表达Ｔｏｌｌｉｐ、低表

达ＴＬＲ和降低ＩＲＡＫ１磷酸化而对肠道细菌产物

表现出低反应性，从而避免肠道内细菌源性的ＴＬＲ
配体诱导过度炎症反应［６］。但Ｔｏｌｌｉｐ在阑尾急性炎

症发生发展过程中的表达情况及意义尚不清楚。本

研究以急性阑尾炎为模型，发现 Ｔｏｌｌｉｐ表达于阑尾

黏膜上皮细胞和肠腺上皮细胞，阑尾组织组成性表

达Ｔｏｌｌｉｐ；阑尾组织发生急性炎症反应时，Ｔｏｌｌｉｐ的

表达上调；随着炎症的进一步发展，阑尾局部的

Ｔｏｌｌｉｐ表达进一步增强。就急性阑尾炎的全身反应

而言，Ｔｏｌｌｉｐ的表达与 ＷＢＣ的升高呈显著相关性，

提示Ｔｏｌｌｉｐ表达可能与炎症的全身反应有关。有研

究发现，在脂多糖（ＬＰＳ）作用下Ｔｏｌｌｉｐ表达上调，通

过抑制ＮＦκＢ而抑制ＴＬＲ信号转导及炎症反应［７］；

另一方面，Ｔｏｌｌｉｐ缺陷细胞在ＬＰＳ作用下释放的促

炎因子却较野生细胞少［８］，这表明 Ｔｏｌｌｉｐ对炎症信

号转导具有双向性调控作用，而非简单的抑制效应，

因此，阑尾组织Ｔｏｌｌｉｐ的表达可能不但与阑尾局部

炎症反应程度密切相关，而且与炎症的全身反应相

关；阑尾炎症发生发展过程中阑尾局部的 Ｔｏｌｌｉｐ本

身具有炎症抑制作用，从而避免炎症过度发展。

　　鉴于人体多种组织都组成性表达Ｔｏｌｌｉｐ
［５］，而黏

膜上皮细胞和肠腺上皮细胞具有分泌功能，我们似

乎有理由假设Ｔｏｌｌｉｐ可能通过上述细胞被分泌或释

放到胞外、甚或进入组织液，进而产生远程抗炎效

应。因此，对细胞外可能存在的Ｔｏｌｌｉｐ进行定性、定

位和定量分析，或许具有潜在的研究和应用价值。
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