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坐骨神经结扎大鼠脊髓组织Ｔｏｌｌ样受体４及下游细胞因子表达的变化
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［摘要］　目的：观察大鼠坐骨神经结扎（ＣＣＩ）后脊髓背角Ｔｏｌｌ样受体４（ＴＬＲ４）及脊髓内ＩＬ１β、ＴＮＦα表达的变化，探讨神经

病理性疼痛可能的治疗靶点。方法：结扎大鼠右侧坐骨神经，术后１、３、７、１０、１４ｄ观察大鼠热痛阈及机械性痛阈的变化，采用

实时定量ＲＴＰＣＲ、免疫荧光及 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹观察Ｌ４～Ｌ６段脊髓组织ＴＬＲ４基因及蛋白表达的变化，ＥＬＩＳＡ法测量脊髓组织

ＩＬ１β、ＴＮＦα表达的变化；以假手组大鼠作为对照。结果：坐骨神经结扎后，大鼠右足热痛阈及机械性痛阈明显降低，脊髓背

角ＴＬＲ４基因及蛋白表达明显增加，明显高于假手术组（Ｐ＜０．０５）；脊髓组织ＩＬ１β、ＴＮＦα的含量也明显升高，明显高于假手

术组（Ｐ＜０．０５）。结论：坐骨神经结扎可能通过诱导ＴＬＲ４表达，促进下游细胞因子释放，导致痛阈降低；ＴＬＲ４有望成为治

疗病理性疼痛的新靶点。
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　　神经病理性疼痛（ｎｅｕｒｏｐａｔｈｉｃｐａｉｎ）是由外伤、
炎症或其他疾病等引起神经损伤或病变所致的慢性

疼痛，其病理生理学特点是痛觉的反应性增高，主要
表现为痛觉过敏（ｈｙｐｅｒａｌｇｅｓｉａ）和超敏反应（ａｌｌｏ
ｄｙｎｉａ）。由于此类疼痛发生机制不明，因此难以治
疗，目前常用的强效麻醉性镇痛药很难奏效。

　　Ｔｏｌｌ样受体４（Ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ４，ＴＬＲ４）是

Ｔｏｌｌ家族之一，是细菌脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，

ＬＰＳ）胞内信号转导的重要通路［１］，是ＬＰＳ靶细胞膜
上的跨膜受体和自然免疫系统主要的病原模式识别

受体。ＴＬＲ４启动的胞内信号转导最终激活核因子
κＢ（ＮＦκＢ），从而诱导细胞释放炎性细胞因子如
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ＴＮＦα、ＩＬ１、ＩＬ６等，导致炎症反应的发生。而不少
研究［２３］证实炎性细胞因子如ＴＮＦα、ＩＬ１、ＩＬ６在疼
痛的发生、发展中起重要作用，正是这些细胞因子的
级联反应导致了痛觉过敏或异常疼痛的发生。Ｔａｎｇａ
等［４］发现人三叉神经的伤害感受器存在ＴＬＲ４的表
达，提示ＴＬＲ４在感染所致的疼痛中可能发挥重要作
用，但其在神经病理性疼痛中的作用仍不清楚。因
此，本研究通过观察坐骨神经结扎（ｃｈｒｏｎｉｃｃｏｎｓｔｒｉｃ
ｔｉｏｎｉｎｊｕｒｙ，ＣＣＩ）模型大鼠脊髓背角ＴＬＲ４表达及脊髓
内ＩＬ１β、ＴＮＦα的变化，以探讨ＴＬＲ４细胞因子通路
在神经病理性疼痛中的可能作用。

１　材料和方法

１．１　主要材料及试剂　ＴＬＲ４多克隆抗体为Ｓａｎｔａ
Ｃｒｕｚ公司产品，大鼠ＩＬ１β、ＴＮＦαＥＬＩＳＡ试剂盒
为上海晶美生物工程有限公司产品。ＢＭＥ４１０Ｃ光
热刺激仪及ＢＭＥ４０３ｖｏｎＦｒｅｙ纤维为中国医学科
学院生物医学工程研究所产品。

１．２　动物来源及分组　健康成年雄性ＳＤ大鼠，体
质量２００～２５０ｇ，购自第二军医大学实验动物中心。

４０只大鼠随机分为２组：假手术组（ｎ＝２０）和坐骨
神经结扎组（ＣＣＩ组，ｎ＝２０）。实验前禁食１２ｈ，自
由饮水，将ＣＣＩ组大鼠以戊巴比妥（４０ｍｌ／ｋｇ）腹腔
注射麻醉后，采用Ｂｅｎｎｅｔｔ等［５］的模型行坐骨神经

结扎术：分离右侧坐骨神经，用４０丝线在坐骨神经
的中段间隔２ｍｍ结扎４条线，仅留下缢痕而不阻
断神经血供，然后分层缝合皮肤，待动物清醒后归笼
饲养观察。假手术组仅暴露坐骨神经而不结扎。

１．３　热痛阈测定　依照 Ｈａｒｇｒｅａｖｅｓ等［６］的方法，
以大鼠在辐射热照射下出现缩爪反射的潜伏时间

（ｐａｗｗｉｔｈｄｒａｗａｌｌａｔｅｎｃｙ，ＰＷＬ）作为热痛阈，分别
于ＣＣＩ前１ｄ及术后１、３、７、１０、１４ｄ测定各组大鼠
双足热痛阈。测定值精确到０．１ｓ，所有动物照射内
侧第１足趾的着力点，每个时点测定３次，每次间隔

５ｍｉｎ，取平均值为热痛阈。单次照射时间不超过２０
ｓ，以免损伤照射部位。所有测定由一名不知情的实
验人员在相同时间点和相同实验条件下完成。

１．４　机械性痛阈的测定　将大鼠置于升高的金属
网上，盖以透明的有机玻璃罩。先让大鼠适应环境

１５ｍｉｎ，待大鼠的梳理和探究活动基本消失后，用一
系列标准化的ｖｏｎＦｒｅｙ纤维垂直刺激大鼠后肢足
底中部，使之稍成“Ｓ”形，持续６～８ｓ，观察是否出现
缩足反应。大鼠在刺激时间内或在移开ｖｏｎＦｒｅｙ
纤维时立即出现快速的缩足反应，记为阳性反应，而
身体活动所引起的缩足反应不记作阳性反应。以

“ｕｐａｎｄｄｏｗｎ”的方法，测量缩足反应阈值（ｐａｗ
ｗｉｔｈｄｒａｗａｌｔｈｒｅｓｈｏｌｄ，ＰＷＴ）。

１．５　实时定量ＰＣＲ测定 ＴＬＲ４基因的表达　取

Ｌ４～Ｌ６段脊髓组织抽提与纯化总ＲＮＡ，在紫外分光
光度计上测定纯度与浓度，逆转录合成第一条链

ｃＤＮＡ，以５′ＴＣＡＴＣＣＡＧＧＡＡＧＧＣＴＴＣＣＡＣ
３′，５′ＧＧＣＧＡＴＡＣＡＡＴＴＣＧＡＣＣＴＧＣ３′为引
物，实施实时定量ＰＣＲ，按预变性、ＰＣＲ反应、熔解
曲线分析３个步骤进行，反应结束后，确认扩增曲线
和熔解曲线，进行结果分析。

１．６　免疫荧光测定ＴＬＲ４蛋白的表达　实验动物
分别于结扎神经后１、３、７、１０、１４ｄ取大鼠用戊巴比
妥分批麻醉下剖胸，心脏插管灌流固定，先用约２００
ｍｌ生理盐水冲洗至流出液澄清，再用２００ｍｌ的４％
多聚甲醛灌流固定，然后取Ｌ４～Ｌ６段脊髓组织置于

４％多聚甲醛液中固定２４ｈ，２０％蔗糖脱水，３μｍ连
续冰冻切片，行ＴＬＲ４多克隆抗体免疫荧光染色，观
察脊髓组织病理学改变。

１．７　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹测定 ＴＬＲ４蛋白的表达　取

Ｌ４～Ｌ６段脊髓组织，匀浆后考马斯亮蓝测定总蛋白，
变性后经１０％聚丙烯酰胺凝胶电泳分离，电转移至
聚乙烯二氟膜上，滤膜封闭后，分别加入１∶１０００
稀释的抗ＴＬＲ４多克隆抗体过夜，后加入过氧化物
酶标记的二抗。用凝胶成像分析系统分析结果，计
算条带的积分光密度值（ＩＤ），ＩＤ值为平均光密度值
（Ｄ）×面积。

１．８　ＥＬＩＳＡ法测定脊髓组织ＩＬ１β、ＴＮＦα的变化

　取Ｌ４～Ｌ６段脊髓组织，匀浆后行总蛋白测定，采
用双抗体夹心 ＡＢＣＥＬＩＳＡ 法检测，将抗大鼠ＩＬ
１β、ＴＮＦα单抗包被于酶标板上，标准品和样品中的
大鼠ＩＬ１β、ＴＮＦα与单抗结合，加入生物素化的抗
大鼠ＩＬ１β、ＴＮＦα，形成免疫复合物连接在板上，辣
根过氧化酶标记的Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ与生物素结合，加
入酶底物 ＯＰＤ，出现黄色，加终止液硫酸，颜色变
深，在４９２ｎｍ处测Ｄ值，大鼠ＩＬ１β、ＴＮＦα浓度与

Ｄ值成正比，可通过绘制标准曲线求出标本中大鼠
脊髓组织中ＩＬ１β、ＴＮＦα水平。

１．９　统计学处理　计量资料以珚ｘ±ｓ表示，用ＳＡＳ
８．２统计软件进行分析，数据比较均采用近似Ｆ检
验（ＳＮＫｑ），Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。

２　结　果

２．１　大鼠痛阈的变化　坐骨神经结扎后１、３、７、

１０、１４ｄ，右足 ＰＷＬ 值降低，明显低于假手术组
（Ｐ＜０．０５，图１Ａ）；右足ＰＷＴ值也降低，明显低于
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假手术组（Ｐ＜０．０５，图１Ｂ）。结果提示，结扎大鼠出
现热诱发的痛觉过敏及机械性的痛觉超敏反应。

图１　坐骨神经结扎后大鼠热痛阈（Ａ）、

机械性痛阈（Ｂ）的变化

Ｆｉｇ１　Ｔｈｅｒｍａｌｈｙｐｅｒａｌｇｅｓｉａ（Ａ）ａｎｄ

ｍｅｃｈａｎｉｃａｌａｌｌｏｄｙｎｉａ（Ｂ）ｉｎＣＣＩｒａｔｓ
Ｐ＜０．０５ｖｓＳｈａｍｇｒｏｕｐ；ｎ＝２０，珚ｘ±ｓ

２．２　大鼠脊髓组织ＴＬＲ４表达的变化　实时荧光
定量ＰＣＲ结果（图２）表明：大鼠坐骨神经结扎后１
ｄ，ＴＬＲ４ｍＲＮＡ的表达明显增高（Ｐ＜０．０５），３ｄ时
表达至峰值，是假手术组的３倍以上。免疫荧光结
果（图３）显示：坐骨神经结扎后脊髓组织切片有不
同程度分布的ＴＬＲ４阳性细胞，主要分布于星形胶
质细胞，呈条索状。Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹结果（图４）证实

ＣＣＩ组ＴＬＲ４蛋白高表达（０．６９±０．１１），明显高于
假手术组（０．３８±０．０５），差异具有统计学意义（Ｐ＜
０．０５）。以上结果说明，坐骨神经结扎大鼠痛阈的变
化可能与ＴＬＲ４的高表达有关。

图２　实时定量ＰＣＲ测定脊髓ＴＬＲ４ｍＲＮＡ的表达

Ｆｉｇ２　ＲｅａｌｔｉｍｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＲＴＰＣＲａｎａｌｙｓｅｓ

ｏｆＴＬＲ４ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｓｐｉｎａｌｃｏｒｄ
Ｐ＜０．０５ｖｓｓｈａｍｇｒｏｕｐ；ｎ＝２０，珚ｘ±ｓ

图３　免疫荧光测定脊髓组织ＴＬＲ４蛋白的表达

Ｆｉｇ３　Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｈｏｗｅｄ

ＴＬＲ４ｉｎｓｐｉｎａｌｃｏｒｄｏｆｒａｔｓ
Ａ：ＣＣＩｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｓｈａｍｇｒｏｕｐ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

图４　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测脊髓组织ＴＬＲ４蛋白的表达

Ｆｉｇ４　ＬｅｖｅｌｓｏｆＴＬＲ４ｉｎｓｐｉｎａｌｃｏｒｄａｓ

ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ

２．３　坐骨神经结扎后大鼠脊髓ＩＬ１β、ＴＮＦα表达
的变化　ＥＬＩＳＡ结果（图５）显示：假手术组脊髓组
织中ＴＮＦα有少量表达，坐骨神经结扎后表达明显
增加，有统计学差异（Ｐ＜０．０５）；ＩＬ１β于坐骨神经
结扎后１ｄ开始表达，在整个观察期内都持续高表
达，明显高于假手术组（Ｐ＜０．０５）。

图５　大鼠脊髓组织ＩＬ１β（Ａ）、ＴＮＦα（Ｂ）表达的变化

Ｆｉｇ５　ＣｈａｎｇｅｓｏｆＩＬ１β（Ａ）ａｎｄＴＮＦα（Ｂ）

ｉｎｓｐｉｎａｌｃｏｒｄｏｆＣＣＩｒａｔｓ
Ｐ＜０．０５ｖｓｓｈａｍｇｒｏｕｐ；ｎ＝２０，珚ｘ±ｓ
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３　讨　论

　　神经病理性疼痛是由于伤害性刺激的持续传入
导致细胞内酶级联反应，引起主要的膜受体和通道
的磷酸化，最终导致脊髓内伤害性神经元的兴奋性
增强［７］。ＴＬＲ４是Ⅰ型膜受体，可识别病原微生物
进化中保守分子，如脂多糖、肽聚糖、酵母多糖以及
病原微生物的核酸等，激活免疫反应［８］。啮齿类动
物的中枢神经系统中可见ＴＬＲ４的表达［９］，其在小
胶质细胞中大量表达［１０］。ＴＬＲ４具有细胞外亮氨酸
重复区域和细胞内信号区域，胞外信号通过ＣＤ１４
激活 ＴＬＲ４，而活化的 ＴＬＲ４ 胞内与接头蛋白

ＭｙＤ８８的 ＴＬＲ４受体域结合，通过 ＭｙＤ８８死域
（ｄｅａｔｈｄｏｍａｉｎ）再与ＩＬ１受体相关激酶（ＩＬ１ｒｅ
ｃｅｐｔｏｒａｓｓｏｃｉａｔｅｄｋｉｎａｓｅ，ＩＲＡＫ）结合［１１］，导致ＩＲＡＫ
的自身磷酸化，从而激活肿瘤坏死因子受体相关因
子６（ＴＮＦαｒｅｃｅｐｔｏｒａｓｓｏｃｉａｔｅｄｆａｃｔｏｒ６，ＴＲＡＦ
６），而后通过激活ＩＫＫ 使ＩκＢ 家族α、β激酶活
化［１２］，导致ＩκＢ家族的广泛磷酸化而降解，使 ＮＦ
κＢ转位到胞核，其活性二聚体启动细胞因子（如ＩＬ
１、ＩＬ６、ＩＬ８、ＩＬ１２等）和辅助刺激分子 ＣＤ８０和

ＣＤ８６基因的转录、翻译，最终导致炎症因子释放。
实时荧光定量ＰＣＲ分析脊髓内的小胶质细胞显示，
在脊髓Ｌ５神经切除后ＴＬＲ４ｍＲＮＡ的表达升高［１］。

Ｔａｎｇａ等［１３］研究发现，神经病变小鼠小胶质细胞

ＴＬＲ４可能诱导痛觉过敏的发生。本研究发现，大
鼠坐骨神经结扎后，大鼠出现热诱发的痛觉过敏和
机械性的痛觉超敏反应，且脊髓ＴＬＲ４ｍＲＮＡ及蛋
白的表达均明显升高，鉴于ＴＬＲ４在免疫反应中的
重要作用，推测坐骨神经结扎后的ＴＬＲ４表达的上
调可能与外周神经损伤后脊髓内细胞的损害有关，
最终诱发病理性疼痛的发生。

　　ＴＮＦα、ＩＬ１β、ＩＬ１０和ＩＬ１８是ＴＬＲ４信号通
路下游的炎症因子，由 ＮＦκＢ活化后转位到核内，
启动相关基因的转录、翻译及蛋白的分泌。不少研
究［２３，１４］证实细胞因子在神经病理性疼痛的调控中

具有重要作用。ＴＮＦα可通过环加氧酶２（ｃｙｃｌｏｏｘ

ｙｇｅｎａｓｅ２，ＣＯＸ２）途径诱导ＰＧＥ２合成，并通过ＩＬ
１β、ＩＬ６、ＩＬ８的级联反应激活环加氧酶，加速ＰＧＥ２
生成。ＴＮＦα还可引发缓激肽、Ｐ物质、儿茶酚胺释
放，从而诱导痛觉敏化。ＩＬ１β也可上调Ｐ物质及神
经生长因子的表达，敏化脊髓后角神经元，诱发痛觉
过敏［１５］。而且ＩＬ１β和ＴＮＦα都可介导ＣＯＸ２和
一氧化氮合酶２（ｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅｓｙｎｔｈａｓｅ２，ＮＯＳ２）的
表达，后两者分别通过炎性介质和一氧化氮介导痛

觉过敏［１６１７］，鞘内注射ＩＬ１β和ＴＮＦα阻断剂可减
轻痛觉过敏的发生［１８］。本研究结果也发现，坐骨神
经结扎后大鼠脊髓ＩＬ１β、ＩＬ６表达增加，明显高于
假手术组。这表明神经损伤后细胞因子大量表达，
可能通过级联反应放大疼痛信号，从而诱发痛觉过
敏的发生。鉴于ＩＬ１β、ＴＮＦα位于 ＴＬＲ４信号的
下游，因此，推测ＩＬ１β、ＴＮＦα分泌的增加可能是
由于ＴＬＲ４高表达所致。结果提示坐骨神经结扎导
致ＴＬＲ４高表达，促进下游细胞因子ＩＬ１β、ＴＮＦα
等的释放，诱导大鼠痛觉的变化。理论上讲，上游信
号通路中任何环节的阻断，都将导致炎症因子的基
因表达、蛋白分泌的减少，ＴＬＲ４作为为跨膜受体蛋
白，是信号转导至细胞内的必经环节，是启动炎症反
应的“门户”［１９］，若阻断 ＴＬＲ４表达，理论上可以阻
断或减少信号的细胞内转导，减少ＩＬ１β和 ＴＮＦα
等细胞因子的分泌，从而缓解疼痛。因此，ＴＬＲ４有
望成为治疗神经病理性疼痛的一个新的良好靶位。

　　总之，本研究通过观察坐骨神经结扎大鼠脊髓
组织ＴＬＲ４及ＩＬ１β、ＴＮＦα表达的变化，发现神经
病理性疼痛产生的同时，ＴＬＲ４表达上调，ＩＬ１β、

ＴＮＦα分泌增加，提示ＴＬＲ４细胞因子信号通路在
神经病理性疼痛中发挥重要作用，ＴＬＲ４有望成为
治疗神经病理性疼痛的新靶点。

　　（志谢　本研究得到第二军医大学东方肝胆外
科医院麻醉科葛彦虎、何炎医生的支持和帮助，在此
一并表示感谢！）
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《危重病急救医学》和《前列腺癌家庭防治手册》已出版

　　《危重病急救医学》由杨兴易、霍正禄和陈学云主编，第二军医大学出版社出版，ＩＳＢＮ９７８７８１０６０７３０８，１６开，定价４６．００
元。

　　本书是第二军医大学附属长海医院、长征医院急诊医学、危重病急救医学专业的１３位教授和１０多位主治医师、讲师、５位

护士长以及２００多位其他医护人员从事本专业２０多年工作经验的总结。内容包括急诊医学和危重病急救医学的概念、运行

体制、专业范畴及需要掌握的诊疗技术等，其中专业范畴内的２０多个病种是上海市卫生局急诊、ＩＣＵ质控中心目前规定的急

诊科和ＩＣＵ收治的病种，也是国内外本专业学术界比较公认的专业范畴。

　　本书可作为医学本科生教材，也可供研究生和临床医护人员学习参考。

　　《前列腺癌家庭防治手册》由叶定伟主编，第二军医大学出版社出版，ＩＳＢＮ９７８７８１０６０８０４６，３２开，定价２０．００元。

　　本书作者是国内前列腺癌临床诊治领域的知名权威专家，长期工作在泌尿男性生殖系统肿瘤临床第一线，尤其擅长前列

腺癌、膀胱癌和肾癌的早期诊断、根治性手术和综合治疗。作者结合多年的专科临床经验撰写了本书，内容涵盖了前列腺癌的

发生原因、预防保健、诊断和治疗等方面的知识，较全面地反映了国内外前列腺癌研究的新进展，对患者最关注的问题进行了

深入浅出的解答，并辅以术中彩图示之，形象直观。

　　本书适合所有前列腺癌患者及家属阅读使用。

　　以上两书由第二军医大学出版社发行科发行，全国各大新华书店均有销售。

　　通讯地址：上海市翔殷路８００号，邮编：２００４３３
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