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激活 Toll样受体 2可以促进胃癌细胞中的 OXPHOS和糖酵解 *
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摘要目的：调查 TLR家族中哪种 TLR受体的配体依赖性激活可引起胃癌细胞的代谢重编程。方法：通过实时荧光定量 PCR

（RT-qPCR）和蛋白质印迹（WB）在一组人 GC细胞中测量 TLR家族成员的表达。通过进行 Seahorse生物能测定以及测量 L-乳酸

和活性氧（ROS）的产生，确定激动剂对不同 TLR（TLR2、4、9）诱导的人 GC细胞的代谢变化；通过 RT-qPCR在被刺激的 GC细胞

中分析了涉及氧化磷酸化和糖酵解的基因的表达；通过Western印迹表征 SOD2的表达。结果：由合成分子或全病原体抗原激活

的 TLR2信号传导增强了胃癌细胞中高表达 TLR2的细胞株的糖酵解活性和线粒体呼吸，而配体诱导的 TLR4和 TLR9活化抑制

了线粒体呼吸或细胞外酸化率。同时，涉及葡萄糖代谢和氧化还原系统调节的基因，例如 HIF1A，PFKFB3和 SOD2，在 TLRs下游

被上调。结论：由配体诱导的特定 TLRs的激活介导了人类 GC细胞中不同的代谢表型。 TLR2是唯一同时促进 OXPHOS和糖酵

解的家族成员，这可能导致肿瘤进展。
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Activation of Toll-like Receptor 2 Via Specific Agonists Promotes OXPHOS
and Glycolysis in Gastric Cancer Cells Rather than other Toll-like Receptors*

To investigate whose ligand dependent activation in the family of Toll-like receptor (TLR) is able to

reprogram metabolism of gastric cancer. The mRNA and protein expression level of TLR family members in human GC cells

were measured by RT-qPCR and Western blot respectively. Metabolic changes in human GC cells that were induced by agonists for

various TLRs (TLR2, 4, 9) were quantified by Seahorse bioenergetic assay and production of L-lactate and ROS. The expressions of

genes involved in the oxidative phosphorylation and glycolysis were also profiled in the stimulated GC cells by RT-qPCR. The protein

expression level of SOD2 was quantified by Western blot. The TLR2 signaling activated by either synthetic molecules or whole

pathogen antigen significantly enhanced glycolytic activity and mitochondrial respiration in the cells with high level of TLR2, whereas

ligand-induced activation of TLR4 and TLR9 inhibited mitochondrial respiration or extracellular acidification rate. Furthermore, the

expression of genes involved in the glucose metabolism and redox system regulation, such as HIF1A , PFKFB3 and SOD2, were
upregulated. Our study revealed that activation of various TLRs would lead to different metabolic phenotypes in the human

GC cells. Among them, TLR2 promotes both OXPHOS and glycolysis, which may contribute to the progression of gastric cancer.

Gastric cancer; Metabolism; Toll-like receptor; Toll-like receptor agonist; OXPHOS

*基金项目：国家自然科学基金项目（81472236；81673034）

作者简介：李雨哲（1993-），男，硕士研究生，主要研究方向：外科学，E-mail：1280537329@qq.com

△ 通讯作者：李继坤，男，硕士生导师，教授，主要研究方向：胃肠外科，E-mail：lijikunphd@163.com，电话：13386259836

（收稿日期：2021-04-27 接受日期：2021-05-23）

前言

胃癌（Gastric cancer，GC）是世界上致死率最高的癌症之

一，其发病率在东亚地区特别高[1]。GC的发生与病原微生物

（如幽门螺杆菌）感染后免疫系统失调有很强的联系，进而导致

以胃炎，萎缩，肠化生，异型增生并逐步进展为腺癌为特征的过

程[2]。病原性微生物参与胃肠道炎症和癌症发生主要与 Toll样

受体（Toll-like receptors, TLRs）相关，Toll样受体是宿主先天和

适应性免疫系统中关键的微生物传感器家族，也介导促进肿瘤

发生的慢性炎症反应[3]。 TLR具有独特的抗原识别域，可识别

病原体相关分子模式（pathogen-associated molecular patterns,

PAMPs）以及宿主来源的病原体，并引发促炎反应[3，4]。
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目前对该领域的研究集中在对微生物成分作出反应的免

疫细胞上。但是，上皮细胞，尤其是胃肠道上皮细胞，是通过

TLRs检测腔内病原体或微生物成分的一线宿主防御系统，也

是固有免疫反应的重要参与者[5]。上皮细胞中 TLR信号的异常

转导也可能导致疾病的许多进展[6-8]。我们先前的研究显示，肠

型 GC的特征之一—TLR2 表达的上调促进了胃上皮细胞的

存活和增殖，而与炎症无关。 TLR2在胃上皮癌细胞中的这

种致癌活性与 TLR2诱导的富含抗凋亡基因（例如 BCL2A1，

BCL3，BIRC3，CFLAR，IER3 和 TNFAIP39-10）的基因标签

（gene signature）相关。此外，我们提供的证据表明，合成配体在

具有高 TLR2表达的人 GC上皮细胞中诱导 TLR2活化，同时

增强了 OXPHOS和糖酵解，以及 SOD2强大的 STAT3依赖性

转录诱导作用。氧化还原线粒体蛋白表达的增强导致了更多的

糖酵解表型，并抑制了 TLR2诱导的氧化还原反应的活性氧

(reactive oxygen species , ROS)的产生[11]。与这些发现相吻合的

是，TLR2-SOD2轴与胃癌患者高恶性和低生存率的多个临床

参数有关[11]。但是，尚不清楚其他微生物成分是否诱导了 TLR

信号激活，从而导致 GC上皮细胞发生不同的代谢变化，进而

影响细胞功能。

本研究拟通过使用各种 TLR激动剂刺激人胃癌细胞，观

察这些细胞中代谢表型的改变，从而验证其糖酵解和氧化磷酸

化的能力是否会增加，并探讨与糖酵解、OXPHOS和线粒体蛋

白有关的基因表达和 TLR信号的关系。

1 材料和方法

1.1 细胞系培养

在含有 10％胎牛血清（fetal calf serum, FCS），1％青霉素 -

链霉素和 1％L-谷氨酰胺的培养基 Gibco RPMI 1640（赛默飞）

中培养了人类细胞系 AGS，AZ521，MKN28，N87，SNU16，TMK1

（美国典型培养物保藏中心，ATCC），MKN1，MKN7，NUGC4

（日本研究生物资源库）和 SUN601（韩国细胞系库）。通过短串

联重复序列分析（PowerPlex HS16 System kit，Promega）表征 /

鉴定细胞系，并在收到后 6个月以内传代。常规测试细胞系的

支原体污染（MycoAlert PLUS支原体检测试剂盒，Lonza）。

1.2 蛋白质提取和免疫印迹

使用具有磷酸酶和蛋白酶抑制剂混合物的 RIPA 裂

解缓冲液（新赛美）提取细胞裂解物。还原并变性的裂解

物在 10-12％ SDS-PAGE 凝胶上电泳，然后转移至 PVDF

膜（Milli pore）。使用针对 TLR2，TLR9，SOD2（Cell Signaling

Technology）和 TLR4（Santa Cruz Biotechnology，Santa Cruz，

CA）的抗体进行免疫印迹。还使用了肌动蛋白（Sigma-Aldrich）

和微管蛋白（Abcam）。蛋白条带使用 Odyssey红外成像系统

（LI-COR）进行可视化，并使用 Image J软件进行定量。

1.3 RNA分离和基因表达分析

使用 RNase Mini Kit（Qiagen）和 DNase处理（Qiagen）从人

GC细胞系中分离出总 RNA（total RNA）。然后使用 Transcrip-

tor High Fidelity cDNA Synthesis Kit（Roche）转录 RNA。使用

QuantStudioTM6 Flex系统（ThermoFisher）进行实时定量 PCR

（qPCR）。将基因表达相对于管家基因 18S的表达标准化。相对

倍数变化通过 QuantStudioTM实时 PCR软件使用比较阈值循环

（CT）方法（2-△ △ CT方法）进行转换。引物序列见表 1[11]。

gene forward 5→3 reverse 5→3

GCLC ACTTCATTTCCCAGTACCTTAACA CCGGCTTAGAAGCCCTTGAA

GSS GGAGGAAAGGCGAACTAGTGTT GCAATACTCCCTCAGCCAGG

MT-ATP6 GCACAGTGATTATAGGCTTTC CCTGCAGTAATGTTAGCGGT

MT-COX1 CAGGTTGAACAGTCTACCCT AAGAGGGGCGTTTGGTATTG

MT-CYTB ATGACCCCAATACGCAAAACT GGGAGGACATAGCCTATGAA

MT-ND1 CTACTCCTCATTGTACCCAT GTGAAGAGTTTTATGGCGTC

HIF1A ATCACCCTCTTCGTCGCTTC ACTTATCTTTTTCTTGTCGTTCGC

HK2 TCCAGAGGAGAGGGGACTTT TCATCGCCTTCCACCATGTC

PFKFB3 CCCTTCAGGAAAGCCTGTGG GAACACTTTTGTGGGGACGC

PKM2 AATGCAGTCCTGGATGGAGC CAAGTGGTAGATGGCAGCCT

CREB1 ACCAAGTTGTTGTTCAAGGTACT ACATGTTACCATCTTCAAACTGACG

PRARGC1A TCTGAGTCTGTATGGAGTGACAT CCAAGTCGTTCACATCTAGTTCA

TFAM CGCTCCCCCTTCAGTTTTGT CCAACGCTGGGCAATTCTTC

18S CGGCTACCACATCCAAGGAA GCTGGAATTACCGCGGCT

表 1用于 SYBR qPCR基因表达检测的引物序列

Table 1 Primer sequences used for SYBR qPCR gene expression assays

1.4 TLR刺激和检测试剂

GC 细胞系一式三份在 12 孔板中生长（1伊105个细胞 /

孔）。过夜无血清饥饿后，将细胞用磷酸盐缓冲液（PBS对照），

Pam3CSK4（P3C，InvivoGen）10 滋g/ mL，来自大肠杆菌 O111：

B4的脂多糖（LPS，Sigma）10 ng / mL，FSL- 1（Pam2CGDPKH-

PKSF，InvivoGen）1 滋g/ mL，热灭活的单核细胞增生李斯特菌
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图 1 TLR2，TLR4和 TLR9在 GC组织和细胞系中的表达

Fig. 1 Expression of TLR2, TLR4 and TLR9 in GC tissues and cell lines. (A-C) Relative mRNA expression of TLR2(A), TLR4(B) and TLR9(C) in a

diversity of human gastric cancer cell lines. Protein expression of TLR2 (D), TLR4 (E) and TLR9 (F) in GC cell lines were detected by Western blot.

（HKLM，InvivoGen）107-108细胞 / mL，ODN2006（ODN7909，刺

激性 CpG ODN，B级，InvivoGen）2 滋M，持续 24 h。还按照制造

商的说明，在 96孔板中使用 MTT测定法（Invitrogen）对 TLR

配体进行了细胞活力测定，以进行细胞数目均一化。

1.5 生物动力学检测

使用 XFe-96细胞外通量分析仪（Seahorse生物科学，Agi-

lent）测量实时氧气消耗率（oxygen consumption rate，OCAR）和

细胞外酸化率（extracellular acidification rate，ECAR）。细胞分别

以不同数量铺板（MKN1，每孔 1.5伊104；NUGC4，每孔 2.5伊104；

AGS，每孔 1伊104）。在过夜饥饿后，细胞被各种 TLR配体刺激。

在检测当天，正常 RPMI 1640介质被改为 Seahorse测定介质，

具有 1 mM丙酮、2 mM谷氨酰胺和 10 mM葡萄糖（将 pH值调

整为 7.4），并在检测前 1小时在 37℃无 CO2孵化器中孵育。检

测试剂盒中的药物化合物在指示浓度下使用（寡糖霉素，1

滋M；FCCP，MKN1为 0.2 滋M，NUGC4和 AGS为 0.5 滋M，抗霉
素 A和转酮混合为 0.5 滋M）。
1.6 L-乳酸检测和 ROS测量

分析乳酸的产生，以确定有氧糖酵解率。L-乳酸由乳酸检

测试剂盒（Abcam）根据制造商的说明进行测量。乳酸生产通过

测量 450 nm的吸收量进行评估，并使用从标准曲线的线性回

归中获得的方程进行计算。根据试剂盒说明，使用 ROS检测试

剂盒（Abcam）测量了全细胞的 ROS。该测定在黑暗中于 37℃

温育 60分钟。从 96孔的 FLUOstar Omega酶标仪上测量 ROS

的荧光。

1.7 统计分析

所有数据均由 SPSS 21.0和 GraphPad Prism 7进行分析，

并表示为平均值依标准差。使用 student's t检验确定统计比较。

单因素和多因素 Cox回归模型用于分析患者预后的独立指标。

生存分析采用 Kaplan-Meier法和 log-rank检验[12]。P<0.05被认
为具有统计学意义。

2 结果

2.1胃癌细胞系中 TLR2、TLR4和 TLR9的差异表达

本研究在人类胃癌细胞系检测了 TLR2，TLR4和 TLR9的

mRNA和蛋白表达水平。实际上，TLR2，TLR4和 TLR9在 GC

细胞组中差异表达。MKN1和 MKN7的 TLR2 mRNA表达最

高，而 TLR4表达在 AGS、MKN1和 N87中高表达（图 1A，B）。

大多数 GC 细胞株在转录水平上表现出 TLR9 表达，而在

MKN28和 SNU601中的表达高于其他细胞系（图 1C）。此外，

如图 1D-F所示，通过Western blot证实了所有 TLRs蛋白的表

达水平。然后，分别选择MKN1和 AGS作为高 TLR2和 TLR4

表达的细胞系的代表。在以下实验中，选择 NUGC4代表 TLR9

高表达的细胞系。

2.2 GC细胞系中 TLR的激活介导 OXPHOS和糖酵解

为了评估 TLRs是否调节人 GC上皮细胞中的代谢变化，

将上述代表性细胞系用指示的 TLR配体（P3C（Pam3CSK4），

LPS或 CpG）刺激 24小时，并进行生物能功能测定。TLR2高表

达株系MKN1具有增加的基础耗氧率（OCR）（图 2B，第 1列）

且由质子离子载体 FCCP（解偶联剂）诱导的 OCR（测量最大呼

吸能力）对 P3C结合有反应（图 2A）。备用呼吸能力（SRC）（通

过基础 OCR和最大 OCR之差计算得出的参数）也得到了提

高，反映了细胞处理能量需求增加的能力增强（图 2B，列 3）。此

外，代表糖酵解活性的细胞外酸化率（ECAR）（图 2B，列 2）和
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通过细胞上清中来测量的 L-乳酸的产生（图 2G，列 1）都随着

P3C的刺激而升高。与 TLR2激活不同，经 LPS刺激的具有

TLR4高表达的 AGS中的 ECAR被下调，而 L-乳酸的产生没

有变化。尽管 ECAR和 FCCP诱导的 SRC发生了显着变化，但

LPS诱导的 TLR4 激活对 OXPHOS和 L-乳酸没有影响（图

2C，D，G）。相反，在具有高表达 TLR9的细胞系 NUGC4中，

OXPHOS和糖酵解均受到强烈抑制。如图 2E-G所示，在 CpG

刺激 24 小时后，NUGC4 细胞的基础和最大 OCR、ECAR 和

SRC均被下调。然后，本研究使用荧光信号在 TLR激活后的不

同细胞系中检测了 ROS的产生。有趣的是，在 P3C 处理的

MKN1中观察到 ROS产生的降低，而与线粒体活性的增强无

关，而 NUGC4中的 ROS在 CpG刺激下被降低（图 2H）。本研

究证实，这些结果不是由于细胞活力的差异造成（图 3A）。因

此，这些数据表明在激活不同的 TLRs信号通路后会诱导出多

种代谢表型。

图 2人 GC细胞受各种 TLR配体激活所产生的代谢表型和 ROS的变化

Fig. 2 Alteration of the metabolic phenotype and ROS production in human GC cells stimulated by various TLR ligands. (A, C and E) Oxygen

consumption rate was assayed using the Seahorse XF analyzer (Seahorse Bioscience) in GC cell lines, MKN1, AGS and NUGC4, stimulated with PBS,

TLR2 ligand P3C (10 滋g/mL), TLR4 ligand LPS (10 ng/mL), TLR9 ligand CpG (2 滋M/mL) for 24 h following sequential treatment with compounds

oligomycin, FCCP and a mix of antimycin A and rotenone. (B, D and F) basal oxygen consumption rate (basal OCR), basal extracellular acidification rate

(basal ECAR) and spare respiratory capacity (SRC) were measured in GC cells. (G) L-lactate production was measured in cell supernatant treated with

PBS or different TLR ligands respectively. (H) Total cellular ROS were measured using fluorescence-based ROS detection assay kits in two GC cell lines.

*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.0001.

2.3 TLR2在 GC细胞系中促进 OXPHOS和糖酵解，而不是其

他 TLR成员

除了这些 TLR配体在各自的高表达 TLR 细胞中的作用

外，我们还考虑了这些细胞系是否受到其他两种 TLR激动剂
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图 3通过MTT测定法进行 Seahorse细胞数目标准化

Fig. 3 Seahorse cell number normalization was performed by MTT assay

的影响。所有这些配体的使用浓度与之前相同。在 MKN1中，

LPS和 CpG 降低了基于 OCR、ECAR 和 SRC 的 OXPHOS 和

糖酵解能力（图 4A-B）。在 AGS中，P3C和 CpG仅对 SRC产生

影响，并显示出相反的改变（图 4C-D）。P3C极大地增强了

NUGC4细胞中 OXPHOS和糖酵解的能力，这是另一种可检测

到 TLR2表达的细胞系（图 1A, D），而 LPS的刺激没有明显影

响（图 4E-F）。乳酸和 ROS的产生显示在图 4G-H中，显示

TLR2激动剂 P3C在这些细胞系中变化最大。

2.4 来自不同来源的 TLR2激动剂在 GC细胞中诱导了可比的

代谢表型

由于 Pam3CSK4在 GC细胞中诱导了更大的代谢变化，本

研究进一步测试了完整病原体裂解物或合成脂蛋白这两类不

同 TLR2配体是否对MKN1细胞产生相似的作用。以指定浓度

（FSL1：1 滋g/ mL; P3C：10 滋g / mL）加入 FSL-1（一种被 TLR2 /

6异二聚体识别的合成二酰基脂肽）或 P3C（主要通过 TLR1 / 2

异二聚体识别）持续 24小时。与之前的观察一致，FSL-1或

P3C诱导的 TLR2活化促进线粒体活性和糖酵解，OCR，SRC，

ECAR和 L-乳酸的产生均增加(如图 5A-B所示)而在 FSL-1或

P3C刺激之后，从 MKN1上清液中的荧光信号检测到 ROS的

显著减少（图 5F）。此外，在 P3C和 FSL-1处理后的 NUGC4中

也观察到了类似的代谢表型改变（Fig. 6A-B）。

本研究评估了整个病原体裂解物诱导的 TLR2激活对细

胞氧化应激水平和糖酵解活性的影响。根据文献报道，热灭活

李斯特菌（Heat Killed Listeria monocytogenes，HKLM）是一种

以特定方法制备的细胞内革兰氏阳性细菌，主要被用于靶向

TLR2[16]。由制造商建议且文献中最常用的两种剂量为 107个细

胞 / mL和 108个细胞 / mL）。与前两种合成 TLR2激动剂一致，

OCR、ECAR、SRC和乳酸的生成均以剂量依赖的方式显著增

加（图 5C-D）。另外，在 HKLM刺激的两个MKN1细胞中，细胞

ROS水平均显着降低（图 5H）。此外，在 NUGC4中，对较高剂

量的 HKLM也有类似的观察结果（参见图 2C-D）。HKLM处理

的 NUGC4 细胞的乳酸生成（图 6E, G）和细胞 ROS 水平（图

6F, H）显示出与MKN1类似的趋势。然而，与未刺激的对照组

相比，在任何激动剂刺激的细胞系中细胞活力均未改变（图

3A-D）。综上所述，合成的配体或细菌衍生的激动剂在具有可

检测的 TLR2表达的 GC细胞系中激活固有的 TLR2信号传导

可引起强烈的代谢变化，包括 OXPHOS和糖酵解增强，产酸量

增加以及 ROS水平降低。

2.5 TLR2活化促进关键基因在控制生物能过程和重氧化系统

的表达

为探索 TLR激活在代谢重编程中的潜在机制[11]，本研究考

察了线粒体功能、糖酵解和氧化磷酸化等关键基因的表达。如

图 7A所示，对合成配体处理MKN1细胞的 qPCR分析表明，

与糖酵解有关的基因，如丙酮酸激酶同工酶M2（pyruvate ki-

nase isozyme M2，PKM2) 和 6-磷酸 -2-激酶 /果糖 -2、6-双磷

酸酶 3（6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2, 6-biphosphatase 3，

PFKFR3)显著升高。P3C刺激似乎对 OXPHOS基因有更大的

影响，如环磷腺苷效应元件结合蛋白 1（cyclic AMP-responsive

element-binding protein 1，CREB1)和过氧化物酶体增殖物激活

受体 酌辅激活因子 1琢（peroxisome proliferator-activated recep-
tor gamma coactivator 1-alpha，PPARGC1A）（图 7B）。此外，线粒

体染色体上的基因，如线粒体编码的 ATP合成酶 6（mitochon-

drially encoded ATP synthase 6，MT-ATP6）、线粒体细胞色素 b

（mitochondrial cytochrome b，MT-CYTB） 和线粒体编码的

NADH脱氢酶 1（mitochondrially encoded NADH dehydrogenase

1，MT-ND1）也被提升（图 7C）。

MKN1细胞中低剂量或高剂量的 HKLM刺激导致编码缺

氧诱导因子 1琢 （hypoxia-inducible factor 1 alpha，HIF1 琢）、
PKM2、己糖激酶 2（hexokinase 2，HK2）（图 7D）的基因表达显

著升高。同样，促进 OXPHOS 的基因 PPARGC1A 在两剂
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图 4细胞系由非特异性 TLR激动剂激活所产生的代谢参数

Fig. 4 Cell lines were stimulated by non-specific TLR agonists and several metabolic parameters were shown.

(A-F) All those three cell lines MKN1, AGS and NUGC4 were stimulated by two of the TLR2, 4 and 9 agonists in the same manner as the specific TLR

ligand did. OCR, ECAR and SRC were measured and compared in bar charts. (G-H) L-lactate and ROS production were detected in these cell lines.

*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.0001.

HKLM处理细胞（图 7E）中显著增加。HKLM的存在显著调节

了我们研究的所有线粒体编码基因的表达（图 7F）。然而，不论

观察到的生物能测定变化如何，HIF1A 和 PFKFB3 分别只在

LPS刺激的高 TLR4表达细胞系 AGS和 CpG刺激的高 TLR9

表达细胞系 NUGC4中表达增高（图 2C-F，图 8A, B）。

本研究分析了其他抗氧化系统中涉及的关键基因，包括锰

依赖型 SOD2基因、谷氨酸 -半胱氨酸连接酶催化亚基（gluta-

mate-cysteine ligase catalytic subunit，GCLC）和谷胱甘肽合成酶

（glutathione synthetase，GSS）。qPCR显示，所有激动剂刺激 24

小时后在高 TLR2表达细胞系 MKN1细胞中 SOD2转录增强

（图 7G）。在MKN1和 NUGC4细胞系中，SOD2蛋白在某些配

体引起的 TLR2活化后表现出显著的增加，但未对另一些 TLR

激动剂刺激做出反应（图 7G-H）。相比之下，无论使用任何 TLR

激动剂，SOD2的表达在 AGS中未显示任何改变（图 7H）。综上

所述，来自多个抗氧化系统的关键基因参与调节 TLR2依赖性

生物能改变。

3 讨论

免疫细胞氧化磷酸化和糖酵解之间的代谢重编程的发现

为机体对微生物成分的免疫反应机制提供了重要思路[17，18]。先

前的研究表明，TLR2的过度表达与晚期疾病的多个临床参数

有关，包括远处转移、微血管侵犯以及胃癌的低生存率。TLR2

的激活可增强胃癌细胞中的 OXPHOS和糖酵解。然而，关于其

他 TLR信号的代谢改变和癌症上皮细胞的相互作用，以及上
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图 5 TLR2配体的激活改变了人类 GC细胞的代谢表型和 ROS产生

Fig. 5 TLR2 ligands stimulation changed metabolic phenotype and ROS production in human GC cells. (A) MKN1 were stimulated with PBS, TLR2

ligand P3C (10 滋g/mL) and FSL-1 (1 滋g/mL) for 24 h following sequential treatment with compounds oligomycin, FCCP and a mix of antimycin A and

rotenone. (B) basal oxygen consumption rate (basal OCR), basal extracellular acidification rate (basal ECAR) and spare respiratory capacity (SRC) were

measured in MKN1. (C) MKN1 was stimulated with PBS, HKLM (107 and 108 cells/mL) for 24 h then were measured by Seahorse XF96 analyzer in

previous settings. (D) basal oxygen consumption rate (basal OCR), basal extracellular acidification rate (basal ECAR) and spare respiratory capacity (SRC)

were measured in MKN1 cells. (E, G) L-lactate production was measured in cell supernatant treated with PBS, P3C, FSL-1 and HKLM. (F, H) Total

cellular ROS were measured using fluorescence-based ROS detection assay kits in MKN1 cell lines. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.0001.

皮细胞中 TLR异常活化如何影响疾病进展的机制，仍然有待

解答。

本研究证明了在各种 TLR的激活中，TLR2对代谢表型产

生了最大的影响。无论是合成配体或病原体成分，TLR2活化都

促进糖酵解和氧化磷酸化。然而，在特定的配体依赖方式下，生

物能测定中的观察结果仍然存在差异。例如，FSL-1 导致

TLR2/TLR6异二聚体激活并没有表现出比 P3C更显著的代谢

表型诱导[19]。此外，HKLM对代谢改变的影响似乎比合成配体

更显著，这可能是由于在细胞中除 TLR2外还存在多个细菌衍

生分子的靶点[16]。因此，值得思考的是，癌细胞多样的生物结构

可能导致 TLR信号产生多种不同的代谢表型以响应宿主防御

反应，从而影响感染相关癌症如胃癌的发病机制[16]。

本研究发现细胞系对 TLR4 和 TLR9 配体的代谢变化的

相反结果。研究表明，TLR4在细胞表面定位，而 TLR9主要分

布在核内体和内质网 [20]。因此，TLR9需要刺激物，如微生物

DNA，转运到核内体中产生反应[21]，这与 TLR4的触发机制完

全不同。此外，TLR4和 TLR9都可以触发依赖MyD88通路，但

TLR4也可以触发非依赖MyD88通路，即通过茁干扰素 TIR结

构域衔接蛋白（TIR-domain-containing adapter-inducing interfer-

on-茁，TRIF），导致干扰素调节因子（interferon regulatory factor，

IRF）激活和抗病毒反应[22]。这表明 TLR信号的下游调节分子

可能有所不同，从而表现了不同的生物特征。此外，

JAK-STAT3、JNK MAPK和 NF-资B级联的参与促成了这种代
谢变化[11]，这可以被认为是细胞自主效应，AGS和 NUGC4细

胞系的突变也可能导致差异。综上所述，我们发现 TLR2活化

主要促进线粒体呼吸和减少 ROS产生以保护细胞，而 CpG抑

制了 OXPHOS和糖酵解的功能，这可能基于对 TLR2和 TLR9

不同作用的缘故。
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图 6 NUGC4受 TLR2配体激活的的代谢改变

Fig. 6 Metabolic alteration of NUGC4 treated with TLR2 ligands. (A) NUGC4 were stimulated with PBS, TLR2 ligand P3C (10 滋g/mL)

and FSL-1 (1 滋g/mL) for 24 h following sequential treatment with compounds oligomycin, FCCP and a mix of antimycin A and rotenone. (B) basal

oxygen consumption rate (basal OCR), basal extracellular acidification rate (basal ECAR) and spare respiratory capacity (SRC) were measured in NUGC4.

(C) NUGC4 was stimulated with PBS, HKLM (107 and 108 cells/mL) for 24 h then were measured by Seahorse XF96 analyzer in previous settings. (D)

basal oxygen consumption rate (basal OCR), basal extracellular acidification rate (basal ECAR) and spare respiratory capacity (SRC) were measured in

NUGC4 cells. (E, G) L-lactate production was measured in cell supernatant treated with PBS, P3C, FSL-1 and HKLM. (F, H) Total cellular ROS were

measured using fluorescence-based ROS detection assay kits in two GC cell lines. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.0001.

本研究发现大多数编码线粒体蛋白的基因在 TLR2激活

后都被上调，这表明电子传递链的成分和随后的 ATP合成可

能主要受 TLR2而不是其他 TLR激活的影响[23，24]。有趣的是，

LPS和 CpG强烈诱导 HIF1A和 PFKFB3转录（图 6A，B）。这

两种分子被广泛报道为控制不同细胞类型葡萄糖代谢的关键

调节剂。在长期胰岛素和葡萄糖处理的人正常黑色素细胞的代

谢转化中，糖酵解通过增加 HIF1A的转录和降低 PFKFB3的

转录而得到修饰[25]。在癌细胞中，HIF1A和 PFKFB3在驱动葡

萄糖代谢重编程时控制两个不同的调节途径，这有助于限制

ROS的产生以及在通过MAPK14 /p38琢剥夺营养的情况下激
活自噬作用[26]。总之，在不同的细胞条件和细胞类型的背景下，

HIF1A和 PFKFB3在糖代谢中可能发挥不同的作用。

另外，根据图 S2A-D，SOD2表达受 TLR2信号诱导而非

TLR4 或 TLR9。根据我们之前的研究，SOD2 上调可以维持

TLR2诱导的代谢重编程后细胞氧化还原平衡[11]。 SOD2表达

升高还与胃癌和大肠癌的侵略性和转移增加有关[27，28]。 SOD2

的各种修饰后表达上调直接影响线粒体中 mtH2O2的生成、积

累和清除，表明 SOD2可能是 H2O2的主要生成者，离开线粒体

刺激可能促进更具攻击性的癌症表型的信号通路。我们先前的

研究阐明了 SOD2在氧化呼吸和糖酵解中的关键作用，这很可

能归因于 SOD2 对胃癌中细胞氧化还原平衡的调节。因此，

TLR2-SOD2轴可能是 GC细胞中的其他 TLR无法复制的特定

途径。

尽管没有证据表明这项研究中的任何配体激活的 TLR信

号可以促进 GC增殖或细胞活力，如图 3A-D所示，但我们仍然

不能排除 TLR信号可能通过肿瘤微环境中不同细胞类型之间

复杂的相互作用间接对癌上皮细胞产生致癌活性的可能性。需

要进一步阐明 TLR在肿瘤起始和进展中的非炎性作用，例如

增殖的增强。

我们目前的研究表明，胃癌细胞中不同的 TLR配体可以

诱导多种代谢表型。合成配体和热灭活细菌的成分都以 TLR2

依赖的方式增强细胞氧化磷酸化和糖酵解作用并且多种介导
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图 7代谢相关基因由于 TLR2激活而改变

Fig. 7 Metabolism related genes were changed due to TLR2 stimulation. (A-F) qPCR expression analyses of several genes mediating glycolysis, oxidative

phosphorylation and mitochondrial function in MKN1 cell treated by P3C, FSL-1 (A-C) and HKLM (D-F). (G) mRNA level of SOD2, GCLC and GSS in

MKN1 treated with P3C, FSL-1 and HKLM. (H) Protein level of SOD2 in MKN1, AGS and NUGC4 cells treated with different TLR ligands.

*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.0001.

代谢功能的关键基因的表达被上调。
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