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靶向治疗是当今
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转移基因水平的
研究可为分子靶
向治疗提供一定
的依据.

周勇, 冯潜, 石世代, 李恩亮, 李科浩, 吴荣寿, 邬林泉, 南
昌大学第二附属医院肝胆外科 江西省南昌市 330006
周勇, 黄文峰, 萍乡市人民医院普外科 江西省萍乡市 
337055
周勇, 主要从事肝胆胰脾疾病的诊治研究. 
作者贡献分布: 此课题由周勇、黄文峰及邬林泉共同设计; 实
验过程由周勇、冯潜、李恩亮、李科浩、吴荣寿及石世代完
成; 数据分析由周勇完成; 论文撰写由周勇、黄文峰及邬林泉
完成. 
通讯作者: 邬林泉, 教授, 主任医师, 330006, 江西省南昌市民
德路1号, 南昌大学第二附属医院肝胆外科. wulqnc@163.com
电话: 0791-86300249
收稿日期: 2015-04-05   修回日期: 2015-04-29
接受日期: 2015-05-08   在线出版日期: 2015-07-08 

Toll-like receptor 4 regulates 
hepatitis B virus related 
hepatic carcinoma cell 
proliferation by controlling 
cyclin-dependent kinase 4/6 
expression

Yong Zhou, Wen-Feng Huang, Qian Feng, 
Shi-Dai Shi, En-Liang Li, Ke-Hao Li, Rong-Shou Wu, 
Lin-Quan Wu

Yong Zhou, Qian Feng, Shi-Dai Shi, En-Liang Li, Ke-
Hao Li, Rong-Shou Wu, Lin-Quan Wu, Department 
of Hepatobiliary Surgery, the Second Affiliated Hospital 
of Nanchang University, Nanchang 330006, Jiangxi 
Province, China
Yong Zhou, Wen-Feng Huang, Department of General 
Surgery, Pingxiang People's Hospital, Pingxiang 337055, 
Jiangxi Province, China
Correspondence to: Lin-Quan Wu, Professor, Chief 
Physician, Department of Hepatobiliary Surgery, the 
Second Affiliated Hospital of Nanchang University, 1 
Minde Road, Nanchang 330006, Jiangxi Province, 
China. wulqnc@163.com
Received: 2015-04-05    Revised: 2015-04-29 
Accepted: 2015-05-08    Published online: 2015-07-08

Abstract
AIM: To explore the effect of Toll-like receptor 
4 (TLR4) on the proliferation of hepatitis B 
virus (HBV) related hepatic carcinoma cells 
and the underlying mechanism. 

METHODS: The expression of TLR4, cyclin-
dependent kinase (CDK) 4 and CDK6 protein 
in 36 HBV-related hepatic carcinoma tissues 
and matched adjacent tissues were detected 
by Western blot, and their correlations in 
carcinoma tissues were analyzed. Three TLR4 
specific siRNAs and a negative control were 
synthesized and transfected into hepatoma cells 
Hep-3B using liposomes. The siRNA sequence 
with the best performance was selected for 
Western blot analysis. The expression of TLR4, 
CDK4 and CDK6 proteins was measured by 
Western blot assay before and after transfection. 
The proliferation of hepatoma cells was 
observed by MTT assay and colony formation 
assay. 

RESULTS: The overall expression levels of 
TLR4, CDK4 and CDK6 proteins in HBV-
related hepatic carcinoma were significantly 
higher than those in the matched adjacent 
t issues (P < 0.05) . There was a posit ive 
correlation between TLR4 and CDK4 expression 
(r = 0.66, P < 0.05), and between TLR4 and 
CDK6 expression (r = 0.57, P < 0.05). Using the 
best interference sequence (TLR4-siRNA-03), 
it was found that the protein levels of CDK4 
and CDK6 were significantly decreased in the 
TLR4-siRNA group (P < 0.05), compared to the 
control group. In addition, the proliferation 
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■研发前沿
Toll样受体4(Toll-
like receptor 4, TLR4)
属于病原相关分
子模式(pathogen-
associated molecular 
pattern, PAMP)识
别受体, 是人们最
早发现的TLR, 在
人多种肿瘤中呈
过表达, TLR4 基
因及其信号通路
在肿瘤细胞增殖
过程中的作用是
目前肿瘤研究的
热点.

of Hep-3B cells and the colony formation rate 
were both decreased (P < 0.05) in the TLR4-
siRNA group. 

CONCLUSION: TLR4 may regulate the 
proliferation of HBV-related hepatic carcinoma 
cells by controlling the expression of CDK4 and 
CDK6. 

© 2015 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的: 探讨Toll样受体4(Toll-like receptor 4, 
TLR4)对乙型肝炎相关性肝癌细胞增殖的影
响及作用机制. 

方法: Wes te rn b lo t法检测36例乙型肝炎
相 关 性 肝 癌 患 者 组 织 及 相 应 癌 旁 组 织
中 T L R 4、周期蛋白依赖激酶 ( c y c l i n -
dependent kinase, CDK)4和CDK6的蛋白表
达水平, 并分析癌组织中TLR4与CDK4、
C D K6之间的关联性 .  构建3个特定干扰
TLR4的s iRNA序列和一个阴性对照序列, 
通过脂质体转染肝癌细胞Hep-3B, Western 
blot法筛选出最佳干扰序列. Western blot法
检测转染前后肝癌细胞中TLR4、CDK4和
CDK6的蛋白表达水平; MTT比色法、平板
克隆形成实验检测干扰T L R4表达后肝癌
细胞增殖能力. 

结果: 在乙型肝炎相关性肝癌患者组织中, 
TLR4、CDK4和CDK6蛋白的总体表达水平
高于相应癌旁组织(P <0.05), 且TLR4分别与
CDK4、CDK6的表达呈正相关性(r 1 = 0.66, 
r 2 = 0.57). 成功构建并筛选出最佳干扰序列
TLR4-siRNA-03. 转染TLR4-siRNA-03后, 与
Control组相比, TLR4-siRNA组中CDK4、
CDK6蛋白表达均随之降低(P <0.05), 肝癌细
胞Hep-3B的生长速度也明显下降(P <0.05), 
TLR4-siRNA组克隆形成率(18.77%±4.61%)

也明显下降(P <0.05). 

结论: 在乙型肝炎相关性肝癌中TLR4可能
通过调控CDK4、CDK6来影响其增殖. 

© 2015年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: Toll样受体4(Toll-l ike receptor 4, 
TLR4 )基因在人类多种肿瘤中呈过表达、在肝

癌中TLR4调控周期蛋白依赖激酶4/6(cycl in-
dependent kinase 4/6, CDK4/6)的表达影响肝癌

细胞增殖的研究目前未见报道, 本实验在组织

和细胞水平探讨TLR4调控CDK4/6的表达对乙

型肝炎相关性肝癌细胞增殖的影响. 
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0  引言

肝细胞性肝癌(hepatocellular carcinoma, HCC)
又称原发性肝癌(简称肝癌)是世界范围内发病

率最高、恶性程度最高和死亡率最高的恶性

肿瘤之一. 每年全球大概有60万人死于肝癌, 
我国约占55%[1]. 在我国, 肝癌的发生主要与乙

型病毒性肝炎有关, 在高发地区高达70%-80%
的持续性乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, HBV)
感染患者最终发展成肝癌. 大量研究[2-4]发现

HBV及其X基因产物可改变肝癌微环境, 促使

肝癌的发生发展. 
Toll样受体4(Toll-like receptors, TLR4)是

TLRs家族中的一员, TLR4可介导不同的信号

转导途径来影响肿瘤细胞的增殖、抑制肿瘤

细胞凋亡, 如胃癌[5,6]、结肠癌[7]和宫颈癌[8-11]

等. 研究[12-14]发现TLR4基因在多种肿瘤细胞

中存在过表达和基因多态性, 敲除该基因或

使用其拮抗剂可抑制肿瘤细胞的生长. 周期

蛋白依赖性激酶(cyclin-dependent kinases, 
CDKs)在细胞周期中起中心作用, 研究 [15,16]

发现C D K4/6在多种肿瘤细胞中过表达如鼻

咽癌、胃癌等, 特异性地降低CDK4/6表达可

使肿瘤细胞的生长速度明显减慢. 本研究通
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■相关报道
研究发现, TLR4
不仅可以促进肿
瘤 发 生 和 转 移 , 
而 且 参 与 了 肿
瘤 的 免 疫 逃 逸 . 
T L R 4 可能通过
促进肿瘤细胞增
殖、抑制肿瘤细
胞凋亡及免疫逃
逸等机制参与炎
症相关性肿瘤的
发生发展.

过收集乙型肝炎相关性肝癌组织标本, 检测

TLR4、CDK4和CDK6在肝癌组织中的表达

水平, 并分析其相关性. 采用Western blot法、

MTT实验和平板克隆实验, 在体外细胞水平

探讨肝癌细胞中TLR4调控CDK4、CDK6对
其增殖的影响及作用机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 2013-06/2014-09收集南昌大学第二附

属医院与乙型肝炎相关性肝癌及相应癌旁组

织(距离肿瘤组织>2 cm)标本36例, 所有患者均

经检验科和病理科检测确诊, 其中男25例, 女
11例, 患者平均年龄48.00岁±4.60岁. 标本收

集后立即液氮保存. 标本采集均经患者本人知

情同意和南昌大学第二附属医院伦理委员会

审核通过. Hep-3B肝癌细胞购自中国科学院

细胞库, 由江西省南昌大学第二附属医院分子

中心重点实验室冻存储备. 胎牛血清、胰酶和

1640培养基(Gibco公司), 两步法蛋白提取试

剂盒(普利莱), Western blot制胶盒(长城生物技

术有限公司), 兔抗人TLR4、CDK4和CDK6蛋
白多克隆抗体(Proteintech公司), 辣根过氧化

物酶标记羊抗兔IgG(中杉金桥公司), 脂质体

Lipofectamine™ 2000(Invitrogen公司), MTT检
测试剂盒(Sigma公司), 姬姆萨染液(博光生物

科技有限公司), 发光试剂盒(天根), BCA蛋白

定量分析检测试剂盒(碧云天). 由上海吉凯公

司设计并合成3对特异性干扰TLR4的siRNA序

列及阴性干扰序列如表1. 
1.2 方法

1.2.1 Western blot法检测组织、细胞总蛋白水

平的表达: 参照普利莱公司两步法蛋白提取

试剂盒说明分别提取组织和细胞总蛋白, 根据

BCA法测定蛋白浓度. 制胶(10%分离胶和5%
浓缩胶), 每孔蛋白上样30 μg, 进行SDS-PAGE
凝胶电泳, 湿转法将蛋白转膜至PVDF膜, 用
5%的脱脂奶粉封闭2 h, TBST稀释一抗(TLR4 
1∶2000, CDK4 1∶1000, CDK6 1∶1000)4 ℃
孵育过夜, 5%脱脂奶粉稀释二抗(1∶5000)室
温孵育2 h, 于暗室根据发光试剂盒说明书滴加

发光工作液, 胶片曝光, 显影, 定影后自然晾干

胶片, 拍照后采用Image-Proplus 6.0软件进行

灰度分析. 
1.2.2 细胞培养和转染: 将肝癌细胞Hep-3B接
种于含12%的胎牛血清的D M E M培养基中, 

于37 ℃、50 mL/L CO2培养箱中培养观察. 待
细胞融合度达80%-90%时, 根据Invitrogen公
司脂质体Lipofectamine™ 2000转染说明书, 
用不含血清的DMEM培养基进行转染, 转染

4-6 h后观察荧光蛋白情况, 更换成含12%胎

牛血清的DMEM培养基培养, 48 h后提取细胞

总蛋白. 
1.2.3 MTT法检测转染后肝癌细胞Hep-3B生

长曲线: 消化、收集Hep-3B细胞, 反复重悬

各组细胞, 计数并接种到96孔板(10000/孔), 
每组设5个复孔, 每孔加MTT溶液20 μL, 于
37 ℃、50 mL/L CO2孵箱中培养4 h, 终止培

养, 每孔加150 μL DMSO, 混匀10 min. 测定

各孔的吸光度(A )值(490 nm波长), 操作重复测

3次, 取平均值. 根据公式: 细胞生长抑制率 = 
(实验组平均A 490-对照组平均A 490)/对照组平

均A 490×100%, 计算细胞生长抑制率. 实验重

复3次. 
1.2.4 平板克隆观察转染后肝癌细胞Hep-3B克

隆形成能力: 消化、收集Hep-3B细胞, 反复重

悬各组细胞, 计数并接种到6孔板(1000/孔), 每
组设3个复孔, 于37 ℃、50 mL/L CO2培养箱中

培养2-3 wk. 终止培养, PBS清洗2遍, 甲醛固定, 
GIMSA染色液染色10-30 min, 清洗后晾干. 随
机选取10个镜下视野计算菌落数量, 取平均值. 
计算克隆形成率(%): 克隆形成率 = 克隆数/接
种细胞数×100%. 实验重复3次. 

统计学处理 数据分析采用SPSS19.0统计

软件进行, 定量数据进行正态性检验, 符合正

态分布时, 以mean±SD表示(本研究所有数据

均符合正态性). 配对t 检验(用于来源相同的

癌组织和癌旁组织蛋白表达水平的比较)、相

     

表  1  各组TLR4干扰序列及阴性干扰序列

序列名称 5' to 3'

TLR4-siRNA-01 F: ATTACCTACCAATGCATG

TLR4-siRNA-01 R: CATGCATTGGTAGGTAAT

TLR4-siRNA-02 F: ACTCAGCAAAGTCCCTGA

TLR4-siRNA-02 R: ATCAGGGACTTTGCTGAG

TLR4-siRNA-03 F: UUCGAGACUGGACAAGCC

TLR4-siRNA-03 R: UGGCUUGUCCAGUCACGA

siRNA(-) F: UUCUCCGAACGUGUCACG

siRNA(-) R: ACGUGACACGUUCGGAGA

F: 正义链; R: 反义链; TLR4: Toll样受体4.
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■创新盘点
本研究首次从组
织和细胞水平探
讨 T L R 4 与周期
蛋白依赖性激酶
(cyclin-dependent 
kinase, CDK)4/6
在乙型肝炎相关
性肝癌中的关系
及 T L R 4 对肝癌
细胞增殖的影响.

关性分析(探索肝癌组织中两蛋白表达的相关

性), 多组均数方差齐性检验和成组设计的方

差分析用于本实验数据分析, 方差分析后通过

最小显著法(LSD法)或Dunnett's T3进行两两比

较, P <0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 TLR4与CDK4、CDK6蛋白在乙型肝炎相

关性肝癌组织及相应癌旁组织中的表达及相

关性分析 Western blot法检测36例乙型肝炎相

关性肝癌及相应癌旁组织中TLR4、CDK4和
CDK6蛋白均表达, 且对36对组织的TLR4、

C D K4和C D K6蛋白经配对t 检验发现, 癌组

织中T L R4、C D K4和C D K6蛋白的总体表

达水平高于癌旁组织, 差异具有统计学意义

(P <0.05)(图1A, B). 
进一步经相关性分析发现, 36例患者中, 

有50%(18/36)患者TLR4蛋白高于癌旁组织

的同时, C D K4蛋白在癌组织中的表达也高

于癌旁组织, 且经相关性分析表明, TLR4与
CDK4表达呈正相关(r  = 0.66, P <0.05). 同样, 
55.6%(20/36)患者癌组织TLR4和CDK6表达水

平同时高于癌旁组织, 且在癌组织中二者的表

达水平呈正相关(r  = 0.57, P <0.05)(图1C, D). 
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图  1  TLR4与CDK4、CDK6蛋白在乙型肝炎相关性肝癌和相应癌旁组织中的表达及在癌组织中的相关性. A: TLR4、

CDK4和CDK6蛋白在乙型肝炎相关性肝癌及相应癌旁组织中的表达条带图, TLR4、CDK4和CDK6蛋白在癌组织的总体

表达水平高于相应癌旁组织(部分结果), A1-3为3个重复组; B: TLR4、CDK4和CDK6蛋白在癌组织及相应癌旁组织中的

表达统计分析柱状图; C: TLR4蛋白与CDK4蛋白在癌组织中的表达相关性分析图; D: TLR4蛋白与CDK6蛋白在癌组织

中的表达相关性分析图. aP<0.05 vs  癌旁组织. T: 癌组织; NT: 癌旁组织; TLR4: Toll样受体4; CDK: 周期蛋白依赖性激酶.
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■应用要点
根据研究推测沉
默TLR4基因表达
可能影响CDK4/6
表达来抑制乙型
肝炎相关性肝癌
细 胞 增 殖 能 力 , 
可以把TLR4基因
作为肝癌分子靶
向治疗的一个新
的靶点.

2.2 脂质体转染各组干扰序列后干扰效果的

检测

2.2.1 脂质体转染效率的检测: 利用脂质体转

染法转染干扰序列进入肝癌细胞Hep-3B后, 
在高倍(×100)视野下通过荧光显微镜观察

绿色荧光蛋白的表达情况, 随机抽取10个视

野, 观察转染细胞占正常细胞的百分比来描

述转染效率, 结果显示转染效率达88.00%±

3.47%(图2). 
2.2.2 Western blot法检测各组干扰序列转染后

对TLR4的干扰效果: 与正常细胞组和阴性干

扰序列组相比, 转染干扰序列TLR4-siRNA-03
后, 肝癌细胞Hep-3B中TLR4蛋白表达量明显

下降(P <0.05); 而正常细胞组和阴性干扰序列

组之间差异无统计学意义(P >0.05), 同时转染

干扰序列TLR4-siRNA-01、TLR4-siRNA-02的
干扰效果不如TLR4-siRNA-03干扰序列明显

(P <0.05, P <0.05)(图3). 
2.2.3 Western blot法检测TLR4-siRNA-03干扰

序列转染后肝癌细胞Hep-3B中TLR4、CDK4
和CDK6蛋白的表达情况: TLR4-siRNA组肝癌

细胞中TLR4降低的同时, CDK4和CDK6蛋白

的表达水平均较Control组明显降低(P <0.05), 
而Control组和siRNA(-)组肝癌细胞中TLR4、
CDK4和CDK6蛋白表达水平差异均无统计学

意义(P >0.05)(图4). 
2.2.4 转染TLR4-siRNA-03干扰序列后对肝癌

Hep3B细胞增殖能力的影响: 从生长曲线中

的结果可显示: 与Control组比较, siRNA(-)组
中肝癌细胞在12-36 h期间生长速度受到抑制

(P <0.05), 此后, 细胞增殖活力恢复, 差异无统

计学意义(P >0.05), 而TLR4-siRNA组肝癌细胞

图  2  脂质体转染法转染干扰序列24 h后荧光显微镜下
观察(×100).
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图  3  各转染组中TLR4蛋白的表达情况. A: TLR4在各转

染组中蛋白表达条带图; B: TLR4在各转染组中蛋白表达

灰度分析柱状图. aP<0.05 vs  Control组; cP<0.05 vs  TLR4-

siRNA-01; eP<0.05 vs  TLR4-siRNA-02. TLR4: Toll样受

体4.

CDK6

CDK4

TLR4

β-actin

Control            siRNA(-)        TLR4-siRNA

相
对

蛋
白

表
达

量

1.5

1.0

0.5

0.0

Control
siRNA(-)
TLR4-siRNA

a

a

a

TLR4                CDK4               CDK6

A

B

图  4  TLR4-siRNA组肝癌细胞中TLR4、CDK4和CDK6蛋白
的表达水平. A: TLR4、CDK4和CDK6在TLR4-siRNA组

肝癌细胞中的蛋白表达条带图; B: TLR4、CDK4和CDK6

在TLR4-siRNA组肝癌细胞中的蛋白表达灰度分析柱状

图. aP<0.05 vs  Control组. TLR4: Toll样受体4; CDK: 周期

蛋白依赖性激酶.
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■名词解释
PAMP: 是模式识
别受体识别结合
的配体受体 ,  主
要是指病原微生
物表面某些共用
的高度保守的分
子结构 ,  如G+菌
的脂多糖等.

在12 h后生长速度明显减慢, 增殖受到明显抑

制, 差异有统计学意义(P <0.05)(表2, 图5A). 
平板克隆结果显示: TLR4-s iRNA组、

Control组和siRNA(-)组的克隆形成率依次为

18.77%±4.61%、80.42%±8.23%、78.46%±

9.06%; 与Control组比较, 转染TLR4-siRNA-03
干扰序列后Hep-3B肝癌细胞的克隆集落数显

著减少, 差异有统计学意义(P <0.05)(图5B). 

3  讨论

目前, 临床上肝癌的发生年龄越来越年轻化, 
严重威胁着人类的健康. 肝癌具有恶性程度

高, 发展速度快, 复发转移性强, 预后差的特

点[17]. 尽管肝癌的治疗方式已是多元化, 但手

术治疗仍然是肝癌治疗的主要手段, 并可同

时结合放化疗、栓塞治疗等其他治疗手段 . 
近年来, 分子靶向治疗成了治疗肝癌的热点

和难点, 他是近年来传统治疗模式的突破. 在
我国肝癌与乙型肝炎病毒性肝炎密切相关 , 
乙型肝炎相关性肝癌的分子靶向治疗是我国

的大难题. 
最初, 在人类中发现TLR蛋白与果蝇Toll

蛋白具有高度的同源性 ,  然后命名为T L R4
蛋白. TLR4是病原相关分子模式(pathogen-

表  2  MTT法检测TLR4-siRNA-03转染对肝癌细胞生长活性的影响

     

时间
A 值(490 nm)

Control组 siRNA(-)组 TLR4-siRNA组

12 h 0.400±0.052 0.408±0.036 0.383±0.055

24 h 0.547±0.045  0.471±0.034a  0.390±0.058a

36 h 0.974±0.063  0.891±0.065a  0.523±0.051a

48 h 1.198±0.048 1.167±0.030  0.667±0.046a

60 h 1.493±0.042 1.456±0.041  0.834±0.062a

72 h 1.824±0.051 1.791±0.057  0.969±0.047a

aP<0.05 vs  Control组同一时间点. TLR4: Toll样受体4.

图  5  MTT及平板克隆结果. A: MTT法检测TLR4-siRNA-03转染对肝癌细胞生长活性的影响; B: 克隆形成实验检测

TLR4-siRNA-03转染对肝癌细胞克隆形成能力. TLR4: Toll样受体4.
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associated molecular pattern, PAMP)识别受

体中的一种 ,  属于TLR家族中的一员 ,  位于

9q32-33, 含有879个氨基酸, c D N A大小为

3811 bp. TLR4是一种由胞外区、胞质区和

胞内区组成的Ⅰ型跨膜蛋白. 目前已经证实

TLR4既可特异性结合外源性配体, 还可以与

内源性配体发生特异结合; TLR4识别以革兰

氏阴性菌表面的脂多糖和内毒素部分脂质A
为代表的外源性配体后, 形成同源或异源二

聚体, 这个过程需要LPS结合蛋白、CD14、
髓样分化因子2参与 [ 1 8 ] ,  继而激活丝裂原

激活的蛋白激酶(mitogen-activated protein 
kinase, MAPK)家族、AP-1、干扰素调节因

子(interferon regulatory factor, IRF)5以及核

因子-κB(nuclear factor κB, NF-κB)信号通路

等, 然后上调大量的炎性细胞因子, 如: 白介素-
6、基质酶、转化生长因子-β1等, 最后产生

炎症反应. TLR4还可以识别的内源性配体主

要有: 热休克蛋白、胎球蛋白A、纤维链接蛋

白中的EDA片段以及游离脂肪酸等, 参与非

感染性炎症反应[19,20]. 与TLR4有关的通路主

要分为髓样分化因子(myeloid differentiation 
f a c t o r  88,  M y D88)依赖性转导途径和非

MyD88依赖性转导途径两种. 在TLRs下游有

许多与肿瘤相关的重要信号分子, 如: NF-κB/
p38、MAPK、Jun/c-Jun氨基末端激酶(c-Jun 
N-terminal kinase, JNK)和细胞外信号调节激

酶(extracellular signal-regulated kinase 1/2, 
ERK1/2)等信号通路[21,22]. 特异性干扰前列腺

癌细胞PC3中TLR4表达可以有效控制MyD88
表达, 使产生的IFN-β和IRF-1的分泌下降, 从
而影响前列腺癌细胞的生长活力[23]. Wei等[24]

发现TLR4与慢性乙型肝炎的发生发展有关. 
曾治民等[25]进一步发现TLR4与HBV相关性

肝癌细胞的增殖有着密切的关系. 
CDKs是丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶家族中

的一组与细胞周期密切相关的蛋白集体. 目
前发现的CDKs家族有13个, CDK1-13, 相互

有着40%的同源性, 而只有C D K1、2、4、
6、7在细胞周期中有活性. 在细胞周期蛋白

参与下, cdks主要通过磷酸化其底物而对细

胞周期进行调控, CDK4主要是使Rb蛋白发

生磷酸化, 释放更多的E2F, 从而影响G1期细

胞的增殖[26]; 而CDK6可通过抑制p21表达来

诱导转录因子E2F1表达来影响细胞周期G1/S

期细胞的转化[27]. L iu等[28]发现CDK4/6在非

小细胞肺癌发病机制和演进中发挥着重要

的作用 .  目前已有多种C D K4/6抑制剂在抗

肿瘤中的研究得到很好的验证处于二期研

究状态, 如乳腺癌、套细胞淋巴瘤和卵巢癌

等[29-31]. 研究[32]报道显示在HCC中CDK4/6呈
现高表达 ,  通过抑制肝癌细胞中C D K4/6的
表达, 可阻滞细胞G1期引起细胞凋亡来抑制

细胞增殖 .  然而 ,  在乙型肝炎相关性肝癌中

TLR4与CDK4/6的表达及其关系目前还未有

文献报道. 
本实验收集36例乙型肝炎相关性肝癌

组织及相应癌旁组织标本发现 :  癌组织中

TLR4、CDK4和CDK6蛋白的总体表达水平高

于癌旁组织, 差异具有统计学意义(P <0.05). 且
在癌组织中TLR4与CDK4、CDK6的表达存在

正相关. 并通过体外实验发现干扰TLR4表达

后, CDK4、CDK6的表达均下降, 肝癌细胞的

生长速度明显减慢, 增殖收到明显抑制, 平板

克隆形成能力明显降低. 这些数据表明在乙型

肝炎相关性肝癌中TLR4可能调控肿瘤增殖相

关蛋白CDK4、CDK6对其增殖产生一定作用. 
因此, TLR4可能作为测定肝癌细胞增殖的一

个新指标, 为肝癌靶向治疗提供一个新靶点. 
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