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甲状腺乳头状癌中 TLR4对 Foxp3表达的调控作用分析
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摘要 目的：探讨人甲状腺乳头状癌（PTC）细胞中 TLR4信号通路对 Foxp3表达的调控作用。方法：以人甲状腺乳头状癌 K1细胞

株为实验材料，选用脂多糖 (LPS) 作为配体来激活 TLR4信号通路，采用 RT-PCR方法检测 LPS在不同浓度（0, 5, 10, 20, 40

滋g/mL）和不同时间点（12, 24, 36, 48 h）Foxp3的 mRNA表达量，流式细胞术检测相应浓度和时间点的 Foxp3蛋白和 TLR4蛋白

表达量的变化；加入 LPS抑制剂多粘菌素 B（PMB）后 Foxp3和 mRNA和蛋白的表达量分别利用 RT-PCR和流式细胞术检测。结

果：10 滋g/mL的 LPS可以显著上调 PTC细胞中 Foxp3 mRNA和蛋白的表达量（P<0.05），在第 24小时达到最佳；LPS作用下，

TLR4表达量上调；PMB阻断 TLR4信号通路后，Foxp3蛋白表达量较未阻断组显著降低（P<0.05）。结论：在甲状腺乳头状癌 K1

细胞株中，TLR4作为上游信号调控因子，通过自身表达量改变，进而参与调控 Foxp3的表达。
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Regulation Analysis of Foxp3 Expression by TLR4 in Papillary Thyroid
Carcinoma

To investigate whether the expression of Foxp3 in human's Papillary thyroid carcinoma (PTC) cells could

be regulated by TLR4 signaling pathway activation. We used human's thyroid carcinoma K1 cells as the research object, and

choose lipopolysaccharide (LPS) as a ligand to activate TLR4 signaling pathway. The mRNA expression level of Foxp3 was detected by

RT-PCR method in different LPS concentrations (0, 5, 10, 20, 40 滋g/mL) and at different time points (12, 24, 36, 48 h). The protein

expression level of Foxp3 and TLR4 were detected by flow cytometry. The expression level of Foxp3 mRNA and protein were detected

by RT-PCR and flow cytometry respectively after adding LPS inhibitor polymyxin B (PMB). The mRNA level of Foxp3 was

significantly increased by 10 滋g/mL LPS at 24 hours (P<0.05). And the protein level of TLR4 was significantly increased by LPS

activation. After the PMB blocking TLR4 signaling pathway, the expression of Foxp3 mRNA and protein were significantly decreased

than that of without blocking group (P<0.05). In human's Papillary thyroid carcinoma (PTC) K1 cells, TLR4 as the

upstream signaling molecules, it could be involved in regulation of Foxp3 by its own expression changed.
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前言

甲状腺癌是当今人类发病率增加最快的头颈部肿瘤之一，

其中最为常见的是甲状腺乳头状癌（Papillary thyroid carcino-

ma, PTC），约占 85% [1,2]。Foxp3 作为叉头状转录因子家族

（Forkhead box protein, Fox）中的一员，是控制 Tregs细胞（Reg-

ulatory T cells, Tregs）发育和行使功能的关键调节因子[3]。研究

证实 Foxp3+Tregs参与了包括 PTC在内的多种肿瘤的免疫逃

逸，其数量与肿瘤的发展显著相关 [4]。TLR4是 Toll样受体

（Toll like receptors, TLRs）蛋白家族中最先被发现一员，近年来

的研究表明其在部分肿瘤细胞或者组织中也有表达[5]。肿瘤细

胞中的研究发现，TLR4信号通路可以诱导免疫微环境中肿瘤

细胞的免疫耐受，从而促进肿瘤的免疫逃逸[6-8]。有研究证实，当

LPS激活 TLR4信号通路后可显著增强 Tregs的免疫抑制作用
[9]，而 Foxp3又是 Tregs发挥功能的决定因子，因此我们推测

PTC细胞中 Foxp3蛋白的表达受到 TRL4信号通路的调控。因

此，我们以人 PTC K1细胞株为研究对象，分别选用脂多糖

（Lipopolysaccharide, LPS） 活化和多粘菌素 B（Polymyxin,

PMB）阻断 TLR4信号通路，通过检测 Foxp3在基因和蛋白水

平表达量的变化，进而探讨 TLR4信号通路与 Foxp3表达的调

控作用。

1 材料与方法

1.1 实验材料及试剂
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人甲状腺癌 K1细胞株为西安交通大学基础医学院癌症

研究所保存提供。1640培养基购自 Invitrogen公司，胰酶购自

Sigma 公司，MMLV 反转录酶购自 Takara 公司，Anti-hu-

manTLR4/MD2抗体购自 eBioscience公司，小鼠抗人 Foxp3单

克隆荧光抗体、小鼠抗人 TLR4单克隆荧光抗体和 Normal hu-

man IgG购自 Santa公司。

1.2 K1细胞株的复苏和培养

取出保存于液氮罐中的 PTC K1细胞，迅速于 37℃水浴融

化，经过低速离心（1000 rpm, 5 min），悬浮培养于含有 4 mL

25%的新鲜小牛血清的 1640培养液的 25 mL的培养瓶中，置

于恒温培养箱（37℃, 5% CO2）中培养。待细胞融合度达到

70-80%时，用 0.25%的胰酶消化，并加入完全培养基中和，此后

按 1:3传代培养。

1.3 RT-PCR检测 PTC细胞中 Foxp3 mRNA的表达

按照 LPS浓度不同，共分为 5组，浓度分别为 0、5、10、20、

40 滋g/mL，各组加入相应浓度 LPS处理后，置于恒温培养箱中

培养 24 h后提取 RNA，检测 mRNA表达量。按照检测时间点

不同，共分为 5组，除对照组（0 h）不加 LPS，其余 4组菌各加入

10 滋g/mL LPS处理，分别在培养 0 h、12 h、24 h、36 h和 48 h时

提取细胞 RNA，检测 mRNA表达量。每组 3个重复处理。

K1细胞总 RNA利用 TRIzol方法提取，反转录成 cDNA，

再以 cDNA作为扩增的模板，常规 PCR反应扩增目的基因片

段，以 茁-actin作为内参基因。PCR反应条件，茁-actin：94℃预变
性 2 min；94℃变性 30 s，50℃退火 30 s，72℃延伸 1 min，此阶

段 25 次循环；最后 72℃延伸 10 min。Foxp3：94℃预变性 2

min；94℃变性 30 s，58℃退火 30 s，72℃延伸 1 min，此阶段 25

次循环；最后 72℃延伸 10 min。所用引物序列如下（表 1）：

1.4 流式细胞术检测 PTC下包中 Foxp3和 TLR4蛋白的表达

计数细胞为 1× 106，PBS 洗涤一次后 1 500 rpm 离心 3

min；加入 4%的多聚甲醛 500 滋L用以固定细胞，于 4℃环境下

孵育 30 min。然后用 PBS清洗细胞，低速离心弃去上清；用破

膜剂稀释（1:100）小鼠抗人 Foxp3单克隆荧光抗体或用 PBS稀

释（1:100）小鼠抗人 TLR4单克隆荧光抗体，再于 4℃环境下孵

育 60 min。PBS洗涤 3次后，加入 350 滋L 2%的多聚甲醛固定

细胞，然后上流式细胞仪检测细胞内平均荧光强度（MFI）。

1.5 统计学处理

数据统计处理采用统计学软件 SPSS17.0软件完成，计量

资料以均数± 标准差（x依s）表示，以 P<0.05为差异具有统计学

意义。

2 结果与分析

2.1 LPS最佳作用浓度分析

LPS设置 5个不同的浓度（0, 5, 10, 20, 40 滋g/mL）分别作
用于人甲状腺乳头状癌 K1细胞，24 h后 RT-PCR检测 Foxp3

mRNA表达结果显示，不同浓度 LPS（除 0 滋g/mL）作用下，
Foxp3 mRNA的表达均有上调，但是以 10和 20 滋g/mL时上调
幅度显著，较 LPS 0 滋g/mL组差异显著（P<0.05），其中 LPS浓

度为 10 滋g/mL时，上调作用最为明显，见图 1。

2.2 LPS最佳作用时间分析

以 10 滋g/mL作为 LPS的有效浓度，利用 RT-PCR方法分

别于第 12、24、36和 48 h时间点检测 Foxp3 mRNA的表达量。

检测结果显示，Foxp3 mRNA的表达量在四个时间点均有不同

程度的上调，且在 24 h时间点处达到最大值（P<0.05），见图 2。

这一结果提示在 LPS激活了 K1 细胞的 TLR4 信号通路后，

Foxp3 mRNA表达上调的最佳时间为 24 h。

2.3 最有效 LPS浓度作用下最佳时间时 Foxp3蛋白表达量分析

以 10 滋g/mL作为 LPS的有效浓度刺激 K1细胞，在 24 h

处利用流式细胞术检测 Foxp3蛋白的表达量。结果显示，LPS

浓度 10 滋g/mL组（352± 18）较 0 滋g/mL组（267± 20）MFI显著

增强，差异显著（P<0.05），见图 3。这一结果在 RT-PCR检测基

础上进一步说明了激活 TLR4信号通路调控 Foxp3的表达上

调。

Gene Primer sequence (5'-3')

Foxp3 F: GCCACCATGCCCAACCCCAGGCCTGG

R: TCAGGGGGCCAGGTGTAGGGTTGGAAC

茁-actin F: CTACAATGAGCTGCGTGTGG

R: AAGGAAGGCTGGAAGAGTGC

表 1 RT-PCR各基因引物序列

Table 1 Primer sequences of the gene by RT-PCR

图 1不同浓度 LPS作用对 K1细胞 Foxp3 mRNA表达的影响

注:与 0 滋g/mL相比, *P<0.05.

Fig.1 The effect of different concentrations of LPS on mRNA expression of

Foxp3 in K1 cells

Note: *P<0.05, compared with LPS 0 滋g/mL group.

图 2不同时间 K1细胞中 Foxp3 mRNA表达分析

注:与 0 滋g/mL相比, *P<0.05。

Fig.2 Analysis of Foxp3 mRNA expression at different time in K1 cells

Note: *P<0.05, compared with LPS 0 滋g/mL group.
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图 4 LPS对 K1细胞 TLR4蛋白表达影响

Fig.4 The effect of LPS on protein expression of TLR4 in K1 cells

注:与 0 滋g/mL相比, *P<0.05.Note: *P<0.05, compared with LPS 0 滋g/mL group

2.4 不同浓度 LPS作用下 TLR4蛋白表达变化

为进一步分析 TLR4蛋白在调控 K1细胞中 Foxp3蛋白表

达过程中的变化趋势，设置 5个不同的浓度（0, 5, 10, 20, 40

滋g/mL）的 LPS分别作用于人甲状腺癌乳头状癌 K1细胞，采用

流式细胞术在最佳刺激时间 24 h处检测对应浓度下 TLR4蛋

白表达量变化。结果显示 LR4蛋白的表达量随着 LPS浓度的

升高而增大，但在 10 滋g/mL时表达量达到峰值，此后随着 LPS

浓度上升这种上调作用进入停滞期，见图 4。10、20、40 滋g/mL
组相较于 0 滋g/mL组MFI值差异明显（P<0.05），但三组间无明

显差异（P>0.05）。这表明，随着 LPS激活作用增强，TLR4的表

达量也随之增加，但这种上调作用有一定的限定。

2.5 PMB作用后 Foxp3 mRNA表达量分析

上述研究结果表明 LPS可以激活 TRL4通路，上调 TRL4

的表达量，同时 Foxp3的表达量也显示有上调的趋势。为进一

步探究 Foxp3表达的上调是否由 TLR4信号通路激活而引起

的，本研究选用 50 滋g/mL的 PMB阻断 TLR4信号通路的激

活，再用最有效浓度的 LPS（10 滋g/mL）刺激 K1细胞，利用

RT-PCR检测阻断前后 Foxp3 mRNA的表达量情况。结果显

示，相较于未阻断组（LPS, 10 滋g/mL），PMB阻断组中 Foxp3

mRNA的表达量显著下降，差异具有统计学意义（P<0.05），见

图 5。这一结果表明 PMB阻断 TLR4信号通路的激活可抑制

图 3最有效浓度 LPS作用 K1细胞 Foxp3蛋白表达分析

Fig.3 Analysis of the most effective concentration of LPS on protein

expression of Foxp3 in K1 cells

注：与 0 滋g/mL相比, *P<0.05。

Note: *P<0.05, compared with LPS 0 滋g/mL group.
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图 5 PMB阻断 TLR4信号通路前后 Foxp3 mRNA表达分析

注:与 0 滋g/mL相比, *P<0.05;与 LPS(10)+PMB(50)组相比, #P<0.05.

Fig.5 Analysis of Foxp3 mRNA expression before and after the PMB

blocking TLR4 signaling pathway

Note: *P<0.05, compared with LPS(0) group; #P<0.05, compared with

LPS(10)+PMB(50) group.

图 6 PMB阻断 TLR4信号通路前后 Foxp3蛋白表达分析

注:与 0 滋g/mL相比, *P<0.05;与 LPS(10)+PMB(50)组相比, #P<0.05.

Fig.6 Analysis of Foxp3 protein expression before and after the PMB blocking TLR4 signaling pathway

Note: *P<0.05, compared with LPS(0) group; #P<0.05, compared with LPS(10)+PMB(50) group.

Foxp3 mRNA的表达上调。

2.6 PMB作用后 Foxp3蛋白表达量分析

为进一步在蛋白水平探究 Foxp3表达的上调是否由 TLR4

通路激活而引起的，利用 PMB阻断 TLR4信号通路的激活，采

用流式细胞术检测阻断前后 Foxp3的表达变化。检测结果显

示，当 PMB阻断 TLR4信号通路的激活后，Foxp3蛋白的表达

量显著下降，差异具有统计学意义（P<0.05），这与 mRNA水平

的变化是一致的，见图 6。蛋白水平的检测结果进一步证明了

阻断 TLR4信号通路的激活后可抑制 Foxp3的表达上调。

3 讨论

Foxp3 作为控制 Tregs细胞（Regulatory T cells）发育和行

使功能的关键调节因子，在维持生物机体自身免疫过程中起着

重要作用[10]。Foxp3的功能减弱会导致 Tregs细胞的减少，最终

导致免疫系统发生自身免疫反应；但 Foxp3功能过度表达又会

抑制机体的正常免疫功能，从而导致免疫缺陷[3]。有研究表明包

括消化系统肿瘤、肺癌在内的多种恶性肿瘤细胞能够自身表达

Foxp3 [11-13]，且证实 Foxp3+Tregs参与了包括 PTC 在内的多种

肿瘤的免疫逃逸[3]。French等[14]的研究发现 Tregs细胞介导的免

疫抑制效应随着 PTC 肿瘤细胞的浸润而增强，这也说明了

Foxp3+Tregs是通过其免疫抑制功能进而在 PTC的发生过程

中发挥作用的。但是，目前的研究中关于调控肿瘤细胞中

Foxp3的表达机制并不是很明确。

TLR4是 Toll样受体家族中的一员，在多种肿瘤细胞中有

表达[5]，且发现肿瘤细胞表面表达的 TLR4蛋白与肿瘤的发生

和恶化密切相关[15,16]。肿瘤细胞中的研究发现，TLR4信号通路

可以诱导免疫微环境中肿瘤细胞的免疫耐受，从而促进肿瘤的

免疫逃逸[6-8]。而相关的体外研究也表明，TLR4与 Tregs的功能

发生有着密切联系 [17,18]，在 Tregs中可以通过 LPS激活 TLR4

信号通路，引发相关因子的释放，进而增强 Tregs细胞的增殖

和生存能力 [19]，同时提高了 Tregs的免疫抑制效率，促进了

Tregs的免疫抑制效应[20]。基于此，我们推测在 PTC肿瘤细胞

中，Foxp3+Tregs参与的免疫逃逸是否是由于 TLR4信号通路

激活而引起的呢？为此，本研究以 LPS作为配体激活 TLR4信

号通路，以及利用 PMB作为阻断剂抑制 TLR4信号通路，通过

Foxp3蛋白的表达变化分析两者之间存在的关系。

结果显示，通过 LPS的刺激作用，PTC细胞中 Foxp3的表

达在基因水平和蛋白水平均发生显著上调，结果具有一致性。

且 LPS最佳作用浓度是 10 滋g/mL，在第 24小时作用效果达到

最佳。这也初步表明了，PTC细胞 TLR4信号通路的激活可能

诱导 Foxp3的表达上调。为进一步证明 TLR4信号通路的上调
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作用，本研究利用 PMB阻断 LPS对 TLR4信号通路的激活作

用，结果发现与激活组相比，Foxp3在基因和蛋白水平的表达

均发生显著下调，与未加 LPS激活剂组水平相近。这一结果说

明，只有在 TLR4信号通路被激活的情况下，Foxp3的表达才会

发生上调。这也进一步证明 TLR4对 Foxp3的表达存在调控作

用。而 LPS对 TLR4 表达的影响结果显示，在一定范围内，

TLR4 的表达量会随着 LPS 激活作用的增强而增加，这与

Foxp3的表达上调具有一致性。这一结果提示到，TLR4可能是

通过上调自身蛋白的表达量，进一步对 Foxp3的表达起到调控

作用。

基于本研究结果，在人体 PTC肿瘤局部微环境下，肿瘤细

胞 TLR4信号通路被激活，TLR4通过上调自身的表达水平，

诱导了信号通路下游 Foxp3的表达上调，进而促进肿瘤的免疫

逃逸，加速了 PTC的恶化。但 TLR4信号通路调控 Foxp3的表

达这一途径，是否还有其他因子的参与，尚需进一步研究。Foxp3

在临床上已被作为一个免疫治疗的靶点，本研究结果为降低

Foxp3的表达来增强肿瘤免疫的疫苗制备提供了新的思路。
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