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Ｔｏｌｌ样受体３和 Ｔｏｌｌ样受体 ４在原发性 ＩｇＡ肾病患儿肾组织中的
表达及意义

朱小娟，韩玫瑰，张芳敏，黄　倩，赵德安，王凌超，韩子明
（新乡医学院第一附属医院儿科，河南　卫辉　４５３１００）

摘要：　目的　探讨 Ｔｏｌｌ样受体（Ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＴＬＲ）３和 ＴＬＲ４在原发性 ＩｇＡ肾病患儿肾组织中的表达及意
义。方法　选择２０１４年７月至２０１９年６月新乡医学院第一附属医院收治的６４例原发性ＩｇＡ肾病患儿为研究对象，
所有患儿于超声引导下定位穿刺获取肾组织标本行病理学检查，根据牛津分类法将患儿分为Ｍ０组（１０例）和Ｍ１组
（５４例）。另选择同期行肾脏切除的７例肾肿瘤患者为对照组，取距离肿瘤组织２ｃｍ以上的正常肾组织的肾皮质。
采用免疫组织化学法检测所有患儿肾组织中ＴＬＲ３和ＴＬＲ４的表达。结果　对照组患儿肾小管上皮细胞及肾小球系
膜细胞中可见少许ＴＬＲ３表达，Ｍ０组和Ｍ１组患儿肾小管上皮细胞和肾小球系膜细胞中 ＴＬＲ３表达升高。对照组患
儿肾小球系膜细胞、肾小管上皮细胞中ＴＬＲ４无明显表达；Ｍ０、Ｍ１组肾小管上皮细胞中 ＴＬＲ４表达明显升高，而肾小
球系膜细胞中有少量表达。Ｍ０组、Ｍ１组和对照组患儿肾组织中ＴＬＲ３阳性表达率分别为（６５．４９±７．００）％、（７０．６８±
６．８０）％和（９．９７±１．４１）％；Ｍ０组、Ｍ１组和对照组患儿肾组织中 ＴＬＲ４相对表达量分别为０．０２９±０．００８、０．０５９±
０．０１５和０．００３±０．００１；Ｍ１组患儿肾组织中ＴＬＲ３阳性表达率和ＴＬＲ４相对表达量显著高于Ｍ０组和对照组（Ｐ＜０．０５），
Ｍ０组患儿肾组织中ＴＬＲ３阳性表达率和ＴＬＲ４相对表达量显著高于对照组（Ｐ＜０．０５）。结论　ＴＬＲ３和ＴＬＲ４在原发
性ＩｇＡ肾病患儿肾组织中表达上调，且其表达水平可能与系膜增生程度有关。
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　　原发性ＩｇＡ肾病是以血尿为主要临床表现的最
常见的原发性肾小球疾病之一，其典型的病理表现

为光镜下系膜细胞增生和基质增多，以局灶节段性

系膜增生最为常见，少数呈弥漫性增生性肾小球肾

炎伴灶性新月体形成，免疫荧光检查显示肾小球系

膜区ＩｇＡ沉积或以 ＩｇＡ为主的免疫球蛋白沉积，电
镜检查显示不同程度的系膜细胞和基质增生致系膜

区扩大、系膜区或系膜旁区电子致密物沉积。原发

性ＩｇＡ肾病临床表现形式多样，呈慢性进展，部分患
儿进展至终末期肾脏病［１］。近年来研究发现，Ｔｏｌｌ
样受体（Ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒｓ，ＴＬＲ）参与 ＩｇＡ肾病的发
生与发展［２］，ＴＬＲ３、ＴＬＲ４在 ＩｇＡ肾病患儿肾组织及
外周血单个核细胞中表达上调［３］。贾妮旦等［４］研

究显示，ＴＬＲ１、ＴＬＲ３和 ＴＬＲ９ｍＲＮＡ在原发性肾病
综合征患儿外周血单个核细胞中表达显著增高，且

与病情活动有相关性。张芳敏等［５］研究显示，ＴＬＲ４
和ＴＬＲ７在原发性肾病综合征患者肾组织中表达升
高，且其表达与病理类型有关。本研究旨在探讨原

发性ＩｇＡ肾病患儿肾组织中 ＴＬＲ３、ＴＬＲ４的表达及
其与病理类型的关系。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选择２０１４年７月至２０１９年６月
新乡医学院第一附属医院儿内科收治的原发性 ＩｇＡ
肾病患儿为研究对象。病例纳入标准：（１）符合原
发性 ＩｇＡ肾病诊断标准［１］，并在超声引导下行肾穿

刺术获得肾组织经病理学检查确诊；（２）年龄 ＜１８
岁；（３）处于疾病活动期；（４）未使用过糖皮质激素
等免疫抑制剂；（５）病历资料完整。排除标准：（１）
合并遗传性肾病或家族性肾病等；（２）合并其他严
重疾病。本研究共纳入原发性ＩｇＡ肾病６４例，根据
牛津分类法［６７］将患儿分为 Ｍ０组和 Ｍ１组。Ｍ０组
１０例，男 ７例，女 ３例；年龄 ２．９～１６．０（９．２３±
４．４８）岁；镜下血尿３例，肉眼血尿７例；尿蛋白水平：
阴性２例，＜２５ｍｇ·ｋｇ－１３例，２５～５０ｍｇ·ｋｇ－１

２例，＞５０ｍｇ·ｋｇ－１３例。Ｍ１组５４例，男４１例，女
１３例；年龄３．２～１７．０（９．４５±３．１７）岁；镜下血尿
２１例，肉眼血尿 ３３例；尿蛋白水平：阴性 ５例，＜
２５ｍｇ·ｋｇ－１１０例，２５～５０ｍｇ·ｋｇ－１７例，＞
５０ｍｇ·ｋｇ－１３２例。２组患儿的性别、年龄、血尿情
况及尿蛋白水平比较差异均无统计学意义（Ｐ＞

０．０５），具有可比性。另选择同期于新乡医学院第
一附属医院儿外科行肾脏切除的７例肾肿瘤患儿作
为对照组（取距离肿瘤组织２ｃｍ以上的正常组织的
肾皮质），男６例，女１例；年龄１．２～１４．０（６．６６±
５．００）岁。３组患儿的性别、年龄比较差异无统计学
意义（Ｐ＞０．０５），具有可比性。本研究通过医院医学
伦理委员会批准，所有受试者家属签订知情同意书。

１．２　试剂与仪器　柠檬酸盐缓冲液、磷酸盐缓冲液
（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）、二氨基联苯胺购自
福州迈新生物技术开发有限公司，ＡｎｔｉＴＬＲ３抗体、
ＡｎｔｉＴＬＲ４抗体购自美国Ａｂｃａｍ公司，ＧＴＶｉｓｉｏｎＴＭ
Ⅲ抗兔／鼠通用型免疫组织化学检测试剂盒购自基
因科技（上海）股份有限公司，ＮｉｋｏｎＥＣＬＩＰＳＥ５０ｉ显
微成像系统购自日本 Ｎｉｋｏｎ公司，ＴＳ１２Ａ生物组织
自动脱水机购自孝感奥华医疗科技有限公司，

ＬＥＩＣＡＳＭ２４００推拉式切片机、ＬＥＩＣＡ１２１０摊片机
购自德国Ｌｅｉｃａ公司。
１．３　免疫组织化学法检测肾组织中 ＴＬＲ３和
ＴＬＲ４表达　采用免疫组织化学二步法检测肾组织
中ＴＬＲ３和ＴＬＲ４的表达，具体步骤如下：肾组织常
规烤片，脱蜡至水；ＰＢＳ冲洗３次，每次５ｍｉｎ；柠檬
酸盐缓冲液中行抗原修复，高火５ｍｉｎ，中火５ｍｉｎ，
冷却至常温；ＰＢＳ冲洗３次，每次５ｍｉｎ；过氧化氢清
除内源性过氧化物酶 １５ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗 ３次，每次
５ｍｉｎ；滴加山羊封闭血清１０ｍｉｎ，倾去血清，加入一
抗（滴度１１００），于湿盒内４℃过夜；复温３０ｍｉｎ，
ＰＢＳ冲洗３次，每次５ｍｉｎ；加入适量二抗，置湿盒内
３７℃孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗３次，每次５ｍｉｎ；二氨基
联苯胺显色，苏木素复染４０ｓ，流动水冲洗１ｍｉｎ，脱
水，封片，光学显微镜下观察。使用正常山羊血清代

替一抗进行阴性对照，以 ＰＢＳ液代替一抗作为空白
对照。

１．４　免疫组织化学结果判定　ＴＬＲ３阳性表达为细
胞核着色，ＴＬＲ４阳性表达为细胞质着色，ＴＬＲ３和
ＴＬＲ４阳性表达呈棕黄色或棕褐色。在固定光源亮
度和曝光条件下，每张切片随机采集 １０个高倍镜
（×４００）视野，采用 ＮｉｋｏｎＥＣＬＩＰＳＥ５０ｉ显微镜及成
像系统（日本Ｎｉｋｏｎ公司）拍照；计数每个高倍视野
中ＴＬＲ３阳性细胞数，并计算 ＴＬＲ３阳性表达率；应
用 ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ图像分析软件分析图像的吸光度
值，以吸光度值表示ＴＬＲ４的相对表达量。
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１．５　统计学处理　应用 ＳＰＳＳ１９．０进行数据统计
与分析。计量资料以均数 ±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，多
组间比较采用单因素方差分析，两两比较采用ＳＮＫ
ｑ检验；计数资料以例数和百分率表示，组间比较采
用χ２检验；Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

３组患儿肾组织中 ＴＬＲ３和 ＴＬＲ４的表达结果
见图１和表１。对照组患儿肾小管上皮细胞及肾小
球系膜细胞中可见少许 ＴＬＲ３表达，Ｍ０组和 Ｍ１组
患儿肾小管上皮细胞和肾小球系膜细胞中 ＴＬＲ３表
达明显升高。对照组患儿肾小球系膜细胞、肾小管

上皮细胞中ＴＬＲ４无明显表达；Ｍ０、Ｍ１组肾小管上皮
细胞中ＴＬＲ４表达明显升高，而肾小球系膜细胞中有少
量表达。Ｍ１组患儿肾组织中 ＴＬＲ３阳性表达率和
ＴＬＲ４相对表达量显著高于Ｍ０组和对照组，Ｍ０组患儿
肾组织中ＴＬＲ３阳性表达率和 ＴＬＲ４相对表达量显
著高于对照组，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

图１　３组患儿肾组织中ＴＬＲ３和ＴＬＲ４的表达
Ｆｉｇ．１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＬＲ３ａｎｄＴＬＲ４ｉｎｒｅｎａｌｔｉｓｓｕｅｓｏｆ
ｃｈｉｌｄｒｅｎｉｎｔｈｅｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ
表１　３组患儿肾组织中ＴＬＲ３和ＴＬＲ４表达比较
Ｔａｂ．１　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＬＲ３ａｎｄＴＬＲ４
ｉｎｒｅｎａｌｔｉｓｓｕｅｓｏｆｃｈｉｌｄｒｅｎａｍｏｎｇｔｈｅｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ（珋ｘ±ｓ）
组别 ｎ ＴＬＲ３阳性表达率／％ ＴＬＲ４相对表达量
对照组 ７ ９．９７±１．４１ ０．００３±０．００１
Ｍ０组 １０ ６５．４９±７．００ａ ０．０２９±０．００８ａ

Ｍ１组 ５４ ７０．６８±６．８０ａｂ ０．０５９±０．０１５ａｂ

Ｆ ２６８．７１４ ６９．５９９
Ｐ ＜０．０５ ＜０．０５

　　注：与对照组比较ａＰ＜０．０５；与Ｍ０组比较ｂＰ＜０．０５。

３　讨论

ＩｇＡ肾病是儿童常见的原发性肾小球疾病，临
床表现多样，目前，ＩｇＡ肾病的病因和发病机制尚不

完全清楚，近年来，越来越多的研究集中在其免疫发

病机制方面；然而，先天性免疫细胞，如树突状细胞、

巨噬细胞、自然杀伤细胞和一些先天性淋巴细胞对

于肾脏免疫稳态是必不可少的，先天性免疫反应提

供了由几类模式识别受体引发的宿主防御的第一道

防线，如细胞膜结合的 ＴＬＲ等［８］，ＴＬＲ在免疫应答
和炎症反应中起重要作用，而 ＩｇＡ肾病发病前常伴
有细菌或病毒感染，细菌或病毒感染之后出现血尿

或病情反复。

本研究结果显示，ＴＬＲ３和 ＴＬＲ４在原发性 ＩｇＡ
肾病患儿肾组织中的表达明显增多，且 Ｍ１组患儿
肾组织中ＴＬＲ３阳性表达率和 ＴＬＲ４相对表达量显
著高于Ｍ０组，结合前期研究发现 ＴＬＲ３和 ＴＬＲ４在
ＩｇＡ肾病外周血单个核细胞中表达增加［３］，提示

ＴＬＲ与ＩｇＡ肾病的发生和发展有关。有研究显示，
ＴＬＲ４途径可能通过诱导转录因子如核转录因子κＢ
（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒκＢ，ＮＦκＢ）而参与 ＩｇＡ肾病的进
展［９］。对ＩｇＡ肾病大鼠的研究发现，过氧化物酶体
增殖物激活受体γ激动剂可通过抑制ＴＬＲ４的表达
和活性而发挥抗炎作用［１０］。王缨等［１１］研究发现，

ＩｇＡ肾病大鼠肾组织中ＴＬＲ４、ＭｙＤ８８、ＮＦκＢ蛋白及
ｍＲＮＡ的表达均明显上调，同时 ＴＬＲ４表达与
ＭｙＤ８８、ＮＦκＢ的表达呈正相关。本研究结果显示，
ＴＬＲ４主要表达于肾小管，Ｍ１组患儿肾组织中ＴＬＲ４
相对表达量显著高于Ｍ０组，提示肾组织中ＴＬＲ４的
表达与系膜增生有关。

有研究显示，ＴＬＲ３与肾小球肾炎的发展有关，
应用人工合成的双链 ＲＮＡ类似物聚肌胞苷酸诱导
培养人正常的肾小球系膜细胞，发现人肾小球系膜

细胞表达中性粒细胞趋化因子［ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ（ＣＸＣ
ｍｏｔｉｆ）ｌｉｇａｎｄ１ｐｒｏｔｅｉｎ，ＣＸＣＬ１］，而干扰素β有助于
ＣＸＣＬ１表达，该过程中有 ＴＬＲ３、ＮＦκＢ和干扰素调
节因子３的参与，同时，ＩｇＡ肾病肾组织中也发现少
量ＣＸＣＬ１表达，提示ＴＬＲ３信号通路参与了人肾小
球系膜细胞表达 ＣＸＣＬ１［１２］。本研究结果显示，
ＴＬＲ３在ＩｇＡ肾病患儿肾组织的肾小球系膜细胞及
肾小管上皮细胞中表达，且 Ｍ１组患儿肾组织中
ＴＬＲ３阳性表达率显著高于 Ｍ０组，提示肾组织中
ＴＬＲ３的表达与系膜增殖有关。聚肌胞苷酸通过
ＴＬＲ３／Ｂ细胞活化因子（Ｂｃｅｌｌａｃｔｉｖａｔｉｎｇｆａｃｔｏｒ，
ＢＡＦＦ）信号通路，促进 ＩｇＡ肾病患者 ＩｇＡ分泌、ＩｇＡ
类别转换和ＩｇＡ肾小球沉积，而ＴＬＲ３和ＢＡＦＦ小干
扰ＲＮＡ可使分泌型 ＩｇＡ过度表达现象减弱［１３］。

ＳＡＩＴＯ等［１４］研究显示，ＩｇＡ肾病患者外周血单个核
细胞中ＴＬＲ３表达量显著高于薄基底膜肾病患者，
同时，ＴＬＲ３ｍＲＮＡ表达水平与ＩｇＡ肾病患者尿蛋白
排泄量相关。
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综上所述，ＴＬＲ３和 ＴＬＲ４在原发性 ＩｇＡ肾病患
儿肾组织中表达明显增多，且 Ｍ１组患儿肾组织中
ＴＬＲ３和ＴＬＲ４表达明显高于 Ｍ０组，提示 ＴＬＲ３和
ＴＬＲ４可能与ＩｇＡ肾病系膜增殖程度相关。本研究
只观察了ＴＬＲ３和ＴＬＲ４与系膜增殖情况的关系，未
进一步观察 ＴＬＲ３和 ＴＬＲ４与毛细血管内增生性病
变、节段性硬化粘连、间质纤维化及小管萎缩等的关

系，有待更大样本量的进一步研究。
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