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ＴＬＲ７ 通过 ＮＦ⁃κＢ 炎症通路调控 ＩＯＮ⁃ＣＣＩ 模型大鼠
三叉神经痛的机制

张宏伟１，沈　 莲１，吴贝贝１，王元银１，王烈成２

摘要　 目的　 研究 Ｔｏｌｌ 样受体 ７（ＴＬＲ７）在 ＳＤ 大鼠三叉神

经疼痛中的作用，并初步探讨 ＴＬＲ７ 在疼痛过程中通过激活

核因子⁃κＢ（ＮＦ⁃κＢ）通路介导相关炎症因子的作用机制。 方

法　 采用眶下神经缩窄术（ ＩＯＮ⁃ＣＣＩ）建立大鼠三叉神经痛

（ＴＮ）模型。 通过实时荧光定量聚合酶链反应（ｑＲＴ⁃ＰＣＲ）及
免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ）检测三叉神经节（ＴＧ）内 ＴＬＲ７ 表

达变化。 经灌胃给药方式向 ＩＯＮ⁃ＣＣＩ 大鼠给予 ＴＬＲ７ 抑制

剂羟基氯喹（ＨＣＱ），检测抑制后 ＴＧ 内 ＴＬＲ７ 及其下游信号

通路 ＮＦ⁃ κＢ 亚基 ｐ６５、ｐ⁃ｐ６５ 及炎症因子 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β 表达

的变化。 结果　 结扎眶下神经所致的三叉神经损伤后，大鼠

ＴＧ 内的 ＴＬＲ７ 表达增加（Ｐ ＜ ０. ０５）。 在给予 ＴＬＲ７ 抑制剂

后，大鼠 ＴＧ 内 ＴＬＲ７ 和 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β 表达降低，并且 ｐ６５
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核内移位和磷酸化减弱，ＮＦ⁃κＢ 信号通路激活被抑制，ＩＯＮ⁃
ＣＣＩ 诱导的雄性 ＳＤ 大鼠的机械疼痛得到缓解（Ｐ ＜ ０. ０５）。
结论　 ＴＧ 内 ＴＬＲ７ 通过激活初级感觉神经元中的 ＮＦ⁃κＢ 介

导炎症因子 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β 的表达参与调控神经病理性疼痛。
关键词　 Ｔｏｌｌ 样受体 ７；ＮＦ⁃κＢ；三叉神经痛；炎症因子
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　 　 三叉神经痛（ ｔｒｉｇｅｍｉｎａｌ ｎｅｕｒａｌｇｉａ，ＴＮ）是发生在

三叉神经分布区可引起剧烈的面部疼痛。 卡马西平

作为 ＴＮ 的一线药物治疗［１ － ２］，长期使用具有药物

依赖性和相关并发症的发生［３］。 因此，需要对这种

病理机制不明且痛感强烈的疾病有更好的治疗方

案。 Ｔｏｌｌ 样受体 ７（Ｔｏｌｌ⁃ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ７，ＴＬＲ７）是 Ｔｏｌｌ
样家族成员之一，通过增加感觉神经元的兴奋性参

与疼痛和瘙痒［４ － ５］。 ＴＬＲ７ 在受损背根神经节中表

达水平升高并促进神经性疼痛［６ － ７］，但 ＴＬＲ７ 是否

参与三叉神经病理性疼痛尚不清楚。 有证据［８］ 表

明，核因子⁃κＢ（ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ ｋａｐｐａ⁃Ｂ，ＮＦ⁃κＢ）在神
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经性疼痛发生中起关键作用。 哺乳动物 ＮＦ⁃κＢ 家

族由 ５ 种转录因子组成：ｐ６５（也称为 ＲｅｌＡ）、ＲｅｌＢ、
ｃ⁃Ｒｅｌ、ｐ１０５ ／ ｐ５０ 和 ｐ１００ ／ ｐ５２，其中 ＲＥＬＡ（ｐ６５）⁃ｐ５０
异二聚体最常被检测到，并且负责最多的转录活

性［９］。 同时，炎症因子如 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β 也是产生和

维持神经病理性疼痛的原因［１０］。
该研究建立大鼠 ＴＮ 模型，通过检测 ＴＬＲ７、

ｐ６５、ｐ⁃ｐ６５ 及炎症因子（ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β）水平的变化

验证 ＴＬＲ７ 通过激活感觉神经元中的 ＮＦ⁃κＢ 而调控

神经病理性疼痛。

１　 材料与方法

１． １　 主要试剂、仪器　 Ｖｏｎ Ｆｒｅｙ ｈａｉｒ 纤毛刺激丝购

自美国 Ｓｔｏｅｌｔｉｎｇ 科技有限公司（货号：Ｎ５２１０）；高速

低温组织研磨仪购自武汉赛维尔生物科技有限公司

（货号： ＫＺ⁃Ⅲ⁃Ｆ）；实时荧光定量聚合酶链反应

（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ，ｑＲＴ⁃
ＰＣＲ）仪购自美国 ＢＩＯ⁃ＲＡＤ 公司（货号：９７００）；Ｐｒｉ⁃
ｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴ ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ、ＴＢ Ｇｒｅｅｎ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑⅡ
（Ｔｌｉ ＲＮａｓｅＨ Ｐｌｕｓ）购自日本 ＴａＫａＲａ 生物科技有限

公司；ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 引物购自上海生工生物工程科技有

限公司；ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶配制试剂盒、ＢＣＡ 蛋白浓度

测定试剂盒购自上海碧云天生物技术有限公司；
ＴＬＲ⁃７ 抑制剂 Ｈｙｄｒｏｘｙｃｈｌｏｒｏｑｕｉｎｅ Ｓｕｌｆａｔｅ 购自上海

蓝木化工公司 （货号：ＮＳＣ ４３７５）；ＴＬＲ７ Ａｎｔｉｂｏｄｙ 购

自美国 Ａｆｆｉｎｉｔｙ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ 公司 （货号：ＤＦ６１７３）；
Ｐｈｏｓｐｈｏ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ Ａｎｔｉｂｏｄｙ 购自合肥千俞生物科

技有限公司（货号：Ｓ５３６）；ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ Ａｎｔｉｂｏｄｙ 购自

上海磐超生物科技有限公司（货号：ＹＭ３１１１）；ＴＮＦ⁃
α Ａｎｔｉｂｏｄｙ 购自武汉塞维尔生物科技有限公司（货
号：ＧＢ１１１８８）；ＩＬ⁃１β Ａｎｔｉｂｏｄｙ 购自北京博奥森生物

科技有限公司（货号：ＢＳ⁃０８１２Ｒ）。
１． ２　 实验动物及 ＴＮ 模型的构建

１． ２． １　 实验动物　 选用由安徽医科大学实验动物

中心提供的成年雄性 Ｓｐｒａｎｇｅ⁃Ｄａｗｌｅｙ（ＳＤ）大鼠，体
质量（１８０ ～ ２００）ｇ ，常规饲料饲养，饲养温度控制在

（２３ ～ ２８）℃，１２ ｈ ／ １２ ｈ 明暗交替光照，自由饮水饮

食。 动物实验通过安徽医科大学实验动物伦理委员

会批准（批号：ＬＬＳＣ２０１９０７０５）。
１． ２． ２　 ＴＮ 模型的构建　 选用颧骨下入路眶下神经

缩窄术（ ｉｎｆｒａｏｒｂｉｔａｌ ｎｅｒｖｅ⁃ｃｈｒｏｎｉｃ ｃｏｎｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ，
ＩＯＮ⁃ＣＣＩ）建立 ＴＮ 动物模型。 为了最大限度地减少

行为结果测量的个体内和个体间的变异性，实验分

组前对大鼠适应性训练一周，剔除对 Ｖｏｎ Ｆｒｅｙ 纤毛

刺激丝反应过于敏感或迟钝的大鼠。 大鼠称重后腹

腔注射 １０％水合氯醛，剂量按每 １００ ｇ 体质量 ０. ３５
ｍｌ 计算。

待大鼠睫毛反射消失后，在左侧眶下颧弓和鼻

骨结合处、大鼠触须垫下方作一长约 ６ ｍｍ 切口，用
血管钳钝性分离肌肉周边筋膜，再用玻璃分针分离

眶下神经使其暴露出 ３ ｍｍ 左右。 手术组（ＣＣＩ 组）
大鼠用两根 ５⁃０ 缝合线结扎眶下神经，结扎线前后

间距约 ２ ～ ３ ｍｍ。 结扎时注意力度适中，使眶下神

经受到压迫直径略微变细，但未阻断其传导及血液

循环为宜。 结扎完成后用 ３⁃０ 缝合线缝合皮肤创

口。 假手术（Ｓｈａｍ）组大鼠使用同样的操作手法，仅
暴露眶下神经无需结扎。
１． ３　 实验分组

１． ３． １ 　 ＴＬＲ７ 在 ＴＮ 大鼠三叉神经节 （ ｔｒｉｇｅｍｉｎａｌ
ｇａｎｇｌｉｏｎ，ＴＧ）中的表达　 将 ＳＤ 大鼠随机分成 ２ 组，
即 ＣＣＩ 组及 Ｓｈａｍ 组，６ 只 ／组。 采用 Ｖｏｎ Ｆｒｅｙ ｈａｉｒ
纤毛刺激丝分别测试大鼠术前 １、０ ｄ 和术后 ８ 个时

间点（１、３、５、７、９、１２、１４、１６ ｄ）术侧触须垫区域的机

械痛阈，记录阈值并对大鼠不同时间点的机械痛阈

进行统计分析。 通过 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 及 免 疫 印 迹 法

（Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ）检测术侧三叉神经节（ＴＧ）内 ＴＬＲ７
和 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５、ｐ⁃ｐ６５ 及炎症因子（ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β）表
达变化。
１． ３． ２　 抑制 ＴＬＲ７ 表达后对 ＴＮ 大鼠的影响　 将眶

下神经损伤后的 ＳＤ 大鼠随机分成 ３ 组，即 ＣＣＩ 组、
ＣＣＩ ＋ ＮＳ 组（ＣＣＩ ＋生理盐水组）及 ＣＣＩ ＋ 羟基氯

喹（ ｈｙｄｒｏｘｙｃｈｌｏｒｏｇｕｉｎｅ， ＨＣＱ） 组，６ 只 ／组。 ＣＣＩ 组

造模当天（０ ｄ）开始灌胃给药，药物现配现用，连续

１４ ｄ，每天给药 １ 次，剂量为 １００ ｍｇ ／ ｋｇ。 使用 Ｖｏｎ
Ｆｒｅｙ ｈａｉｒ 纤毛刺激丝进行机械痛阈测定。 通过

ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 方法对各组大鼠 ＴＧ 中

ＴＬＲ７ 和 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５、ｐ⁃ｐ６５ 及炎症因子（ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃
１β）表达量进行检测及对比。
１． ４　 机械痛阈测定和阳性标准判定　 术后或每次

ＨＣＱ 给药后 ４ ｈ，使用 Ｖｏｎ Ｆｒｅｙ ｈａｉｒ 纤毛刺激丝进

行机械痛阈测定。 每日测定机械痛阈时间为上午

１０：００—１２：００，将大鼠置于安静环境中用 Ｖｏｎ Ｆｒｅｙ
ｈａｉｒ 纤毛刺激丝刺激大鼠术侧触须垫（刺激强度从

小到大依次进行，分别为（０. ００８、０. ０２、０. ０４、０. ０７、
０. １６、０. ４０、０. ６０、１. ００、１. ４０、２. ００ ｇ），每根毛刷重

复刺激 ５ 次，每次刺激间隔时间大于 ３０ ｓ，刺激标准

是使纤维细丝刚好弯曲，直到某一毛刷激发大鼠重

复出现阳性反应 ３ 次。
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动物的阳性行为主要包括：① 快速缩头、躲避

毛刷避开刺激；② 连续搔抓触须垫部；③ 快速抓咬

毛刷的攻击行为。 此时记录该毛刷所对应的克数即

为机械痛阈。
１． ５　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ　 将大鼠采用 １０％水合氯醛腹腔注

射过量麻醉致死，麻醉剂量以每 １００ ｇ 体质量 ０. ７
ｍｌ 的比例计算，采集大鼠术侧 ＴＧ，采用 Ｔｉｓｓｕｅ ＲＮＡ
Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ Ｋｉｔ Ｐｌｕｓ 提取 ｍＲＮＡ ；ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＴＭ ＲＴ
Ｒｅａ⁃ ｇｅｎｔ Ｋｉｔ、ＴＢ Ｇｒｅｅｎ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ Ⅱ进行 ｃＤ⁃
ＮＡ 的合成和 ＰＣＲ 的扩增；荧光定量 ＰＣＲ 仪检测 ＴＧ
中 ＴＬＲ７ 及炎症因子 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β 的表达情况。 使

用 ２ － ΔΔＣｔ计算其相对表达水平。 实验所用荧光定量

ＰＣＲ 基因引物序列见表 １。

表 １　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 基因引物序列

目的基因 引物序列（５′⁃３′）
β⁃ａｃｔｉｎ Ｆ： ＧＧＡＧＡＴＴＡＣＴＧＣＣＣＴＧＧＣＴＣＣＴＡ

Ｒ： ＧＡＣＴＣＡＴＣＧＴＡＣＴＣＣＴＧＣＴＴＧＣＴＧ
ＴＬＲ⁃７ Ｆ： ＧＧＴＡＴＧＣＣＡＣＣＧＡＡＴＣＴＡＡＣＧＡＣＴＣ

Ｒ： ＧＣＣＡＡＴＣＴＣＧＣＡＧＧＧＡＣＡＧＴＴＧ
ＴＮＦ⁃α Ｆ： ＡＴＧＧＧＣＴＣＣＣＴＣＴＣＡＴＣＡＧＴＴＣＣ

Ｒ： ＣＣＴＣＣＧＣＴＴＧＧＴＧＧＴＴＴＧＣＴＡＣ
ＩＬ⁃１β Ｆ：ＡＡＴＣＴＣＡＣＡＧＣＡＧＣＡＴＣＴＣＧＡＣＡＡＧ

Ｒ： ＴＣＣＡＣＧＧＧＣＡＡＧＡＣＡＴＡＧＧＴＡＧＣ

１． ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ　 以上述同样方法采集不同组大

鼠术侧 ＴＧ 组织编号称重后，每 １ ｍｇ 组织加入含

１％ ＰＭＳＦ 的 １０ μｌ ＲＩＰＡ 裂解液，置于 ＫＺ⁃Ⅲ⁃Ｆ 高速

低温组织研磨仪中研磨。 于 ４ ℃、１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 条

件下离心 １０ ｍｉｎ，吸取上清液并且按照比例加入蛋

白上样缓冲液，１００ ℃加热 １０ ｍｉｎ 使蛋白充分变性，
放置于 － ２０ ℃下保存待用。 使用 １０％ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ
凝胶配制试剂盒制备凝胶，上样行 ＳＤＳ 凝胶电泳后

将目的蛋白转移到 ＰＶＤＦ 膜上，ＴＢＳＴ 溶液漂洗 ３
次，每次约 １０ ｍｉｎ 后，将 ＰＶＤＦ 膜置于 ５％脱脂牛奶

中，室温下摇床封闭 ２ ｈ。 置于一抗稀释液中（ＴＬＲ⁃
７ Ａｎｔｉｂｏｄｙ １ ∶ ３ ０００； Ｐｈｏｓｐｈｏ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ Ａｎｔｉｂｏｄｙ
１ ∶ ３ ０００； ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ Ａｎｔｉｂｏｄｙ １ ∶ ３ ０００；ＴＮＦ⁃α Ａｎ⁃
ｔｉｂｏｄｙ １ ∶ ３ ０００；ＩＬ⁃１β Ａｎｔｉｂｏｄｙ １ ∶ ３ ０００）４ ℃下孵

育过夜。 ＰＶＤＦ 膜充分漂洗后置于已稀释好的二抗

中室温孵育 １. ２ ｈ。 将 ＰＶＤＦ 膜充分漂洗后放置于

显影机内设置条件曝光成像，最后使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件

对曝光后的蛋白条带图灰度值进行统计分析，检测

ＴＬＲ７ 和 ＮＦ⁃ κＢ ｐ６５ 、ｐ⁃ｐ６５ 及炎症因子（ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃
１β）蛋白的相对表达水平。
１． ７　 统计学处理 　 应用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８. ０ 对数

据进行统计分析。 机械痛阈测定结果采用双因素方

差分析，ＣＣＩ 组及 Ｓｈａｍ 组两组间 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 实验及

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验数据比较采用独立样本 ｔ 检验，
ＣＣＩ 组、ＣＣＩ ＋ ＮＳ 组及 ＣＣＩ ＋ ＨＣＱ 组 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 实验

和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验数据采用单因素方差分析，以 Ｐ
＜ ０. ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 行为学实验结果　 由 Ｖｏｎ Ｆｒｅｙ ｈａｉｒ 纤毛刺激

丝检测不同组大鼠机械痛阈测定结果显示：术后 ３
～ １６ ｄ ＣＣＩ 组大鼠的机械痛阈均低于 Ｓｈａｍ 组大鼠，
见图 １。 术后 ３ ｄ ＣＣＩ 组大鼠机械痛阈即开始降低

（ ｔ ＝ １. ５８１，Ｐ ＜ ０. ０５），于造模后 １４ ｄ 疼痛达到最高

峰（ ｔ ＝ １３. ５７２，Ｐ ＜ ０. ００１）。 ＣＣＩ 组术前及术后 ０、１
ｄ 机械痛阈与 Ｓｈａｍ 组比较，差异无统计学意义。

图 １　 两组大鼠术侧不同时间点机械痛阈的变化

与 Ｓｈａｍ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１

２． ２　 ＴＬＲ７、ＮＦ⁃κＢ ｐ６５、ｐ⁃ｐ６５ 及 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β在

大鼠术侧 ＴＧ 中的表达变化

２． ２． １　 术后 ＴＬＲ７ 表达量变化 　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 结果显

示术后第 １４ 天 ＣＣＩ 组大鼠 ＴＧ 中 ＴＬＲ７ ｍＲＮＡ 表达

较 Ｓｈａｍ 组升高（ ｔ ＝ ６. ７２４，Ｐ ＜ ０. ０１），见图 ２Ａ。
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示术后第 １４ 天 ＣＣＩ 组大鼠 ＴＧ
中 ＴＬＲ７ 蛋白表达较 Ｓｈａｍ 组升高（ ｔ ＝ ８. ２７，Ｐ ＜
０. ０１），见图 ２Ｂ。
２． ２． ２ 　 术后 ｐ６５ 及 ｐ⁃ｐ６５ 表达量变化 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 结果显示术后第 １４ 天 ＣＣＩ 组大鼠 ｐ６５ 表达量

与 Ｓｈａｍ 组相比差异无统计学意义（ ｔ ＝ ０. ５３３，Ｐ ＞
０. ０５），见图 ３Ａ。 术后第 １４ 天 ＣＣＩ 组大鼠 ＴＧ 中 ｐ⁃
ｐ６５ 蛋白表达较 Ｓｈａｍ 组升高（ ｔ ＝ ３. ７８５，Ｐ ＜ ０. ０５），
见图 ３Ｂ。
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２． ２． ３　 术后 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β 表达量变化 　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ
结果显示术后第 １４ 天 ＣＣＩ 组大鼠 ＴＧ 中 ＩＬ⁃１ ｍＲＮＡ
表达较 Ｓｈａｍ 组升高（ ｔ ＝ １６. ６４，Ｐ ＜ ０. ００１），见图

４Ａ。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示术后第 １４ 天 ＣＣＩ 组大鼠

ＴＧ 中 ＩＬ⁃１ 蛋白表达较 Ｓｈａｍ 组升高（ ｔ ＝ ４. ４１１，Ｐ ＜
０. ０５），见图 ４Ｂ。 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 结果显示术后第 １４ 天

ＣＣＩ 组大鼠 ＴＧ 中 ＴＮＦ⁃α ｍＲＮＡ 表达较 Ｓｈａｍ 组升

高（ ｔ ＝ １５. ３８，Ｐ ＜ ０. ００１），见图 ４Ｃ。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结

果显示术后第 １４ 天 ＣＣＩ 组大鼠 ＴＧ 中 ＴＮＦ⁃α 蛋白

表达较 Ｓｈａｍ 组升高（ ｔ ＝ ４. ６０５，Ｐ ＜ ０. ０１），见图 ４Ｄ。
２． ３　 ＨＣＱ 对不同组大鼠机械痛阈的表达的影响　
给药后第 ０ ～ ５ 天，机械痛阈组间比较，差异无统计

学意义（Ｐ ＞ ０. ０５）。 术后第 ７ 天，与 ＣＣＩ 组比较，
ＣＣＩ ＋ ＨＣＱ 组机械痛阈有所升高（Ｆ ＝ ９. ９４１，Ｐ ＜
０. ０１）；术后第 ９ 天 ＣＣＩ ＋ ＨＣＱ 组机械痛阈提高（Ｆ
＝ ３５. ９４３，Ｐ ＜ ０. ００１） 。ＣＣＩ组与ＣＣＩ ＋ ＮＳ组大鼠

图 ２　 ＴＬＲ７ 在 ＣＣＩ组大鼠术侧 ＴＧ 中的表达变化

Ａ：ＴＬＲ７ 在两组大鼠术侧 ＴＧ 内 ｍＲＮＡ 表达；Ｂ：ＴＬＲ７ 在两组大鼠术侧 ＴＧ 内蛋白表达；与 Ｓｈａｍ 组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

图 ３　 ｐ６５ 及 ｐ⁃ｐ６５ 在 ＣＣＩ组大鼠术侧 ＴＧ 中的表达变化

Ａ：ｐ６５ 在两组大鼠术侧 ＴＧ 内蛋白表达；Ｂ：ｐ⁃ｐ６５ 在两组大鼠术侧 ＴＧ 内蛋白表达；与 Ｓｈａｍ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５

图 ４　 ＩＬ⁃１ 及 ＴＮＦ⁃α在 ＣＣＩ组大鼠术侧 ＴＧ 中的表达变化

Ａ：ＩＬ⁃１ 在两组大鼠术侧 ＴＧ 内 ｍＲＮＡ 表达；Ｂ：ＩＬ⁃１ 在两组大鼠术侧 ＴＧ 内蛋白表达；Ｃ：ＴＮＦ⁃α 在两组大鼠术侧 ＴＧ 内 ｍＲＮＡ 表达；Ｄ：ＴＮＦ⁃

α 在两组大鼠术侧 ＴＧ 内蛋白表达；与 Ｓｈａｍ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１
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机械痛阈差异无统计学意义，见图 ５。 行为学结果

表明，抑制 ＴＬＲ７ 可提高降低的机械痛阈，对眶下神

经缩窄性损伤引起的 ＴＮ 有减轻作用。

图 ５　 各组大鼠在给予 ＴＬＲ７ 抑制剂 ＨＣＱ 后

不同时间点机械痛阈的变化

与 ＣＣＩ 组比较：∗∗ Ｐ ＜ ０. ０１，∗∗∗ Ｐ ＜ ０. ００１；与 ＣＣＩ ＋ ＮＳ 组比

较：＃＃＃Ｐ ＜ ０. ００１

２． ４ 　 ＨＣＱ 对大鼠 ＴＧ 中 ｐ⁃６５、ｐ⁃ｐ６５ 及 ＴＮＦ⁃α、
ＩＬ⁃１β表达的影响

２． ４． １　 ＨＣＱ 对 ＴＬＲ７ 表达量变化影响　 与 ＣＣＩ 组
及 ＣＣＩ ＋ ＮＳ 组相比，ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 结果显示，给药后第

１４ 天 ＣＣＩ ＋ ＨＣＱ 组大鼠 ＴＧ 中 ＴＬＲ７ ｍＲＮＡ 表达下

降（Ｆ ＝ ４０. ７９，Ｐ ＜ ０. ００１），见图 ６Ａ。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
结果显示，给药后第 １４ 天，与 ＣＣＩ 组及 ＣＣＩ ＋ ＮＳ 组

相比，ＣＣＩ ＋ ＨＣＱ 组大鼠 ＴＧ 中 ＴＬＲ７ 蛋白表达下

降（Ｆ ＝ ６. ３９４，Ｐ ＜ ０. ０５），见图 ６Ｂ。
２． ４． ２ 　 ＨＣＱ 对 ｐ６５ 及 ｐ⁃ｐ６５ 表达量变化影响 　
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示给药后第 １４ 天与 ＣＣＩ 组及

ＣＣＩ ＋ ＮＳ 组相比，ＣＣＩ ＋ ＨＣＱ 组大鼠 ＴＧ 中 ｐ６５ 蛋白

表达无统计学差异（Ｆ ＝ ０. １６２，Ｐ ＞ ０. ０５），见图 ７Ａ。
与 ＣＣＩ 组及 ＣＣＩ ＋ ＮＳ 组相比，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示

给药后第 １４ 天 ＣＣＩ ＋ ＨＣＱ 组大鼠 ＴＧ 中 ｐ⁃ｐ６５ 表达

下降（Ｆ ＝ ６. ８３５，Ｐ ＜ ０. ０５），见图 ７Ｂ。
２． ４． ３　 ＨＣＱ 对 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β 表达量变化影响　 与

ＣＣＩ 组及 ＣＣＩ ＋ ＮＳ 组相比， ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 结果显示术后

第 １４ 天 ＣＣＩ ＋ ＨＣＱ 组大鼠 ＴＧ 中 ＩＬ⁃１β ｍＲＮＡ 表达

下降（ ｔ ＝ ４３. ７４，Ｐ ＜ ０. ００１），见图 ８Ａ。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
结果显示给药后第 １４ 天 ＣＣＩ ＋ ＨＣＱ 组大鼠 ＴＧ 中

ＩＬ⁃１ 蛋白表达下降（Ｆ ＝ １３. ５８，Ｐ ＜ ０. ０１），见图 ８Ｂ。
ＣＣＩ 组及 ＣＣＩ ＋ ＮＳ 组相比，ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 结果显示给药

后第 １４ 天 ＣＣＩ ＋ ＨＣＱ 组大鼠 ＴＧ 中 ＴＮＦ⁃α ｍＲＮＡ
表达下降（ ｔ ＝ １２. ５７，Ｐ ＜ ０. ０１），见图 ８Ｃ。 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 结果显示给药后第 １４ 天 ＣＣＩ ＋ ＨＣＱ 组大鼠 ＴＧ
中 ＴＮＦ⁃α 蛋白质表达下降（Ｆ ＝ ５. ２９１，Ｐ ＜ ０. ０５），
见图 ８Ｄ。

图 ６　 ＴＬＲ７ 在不同组大鼠术侧 ＴＧ 中的表达变化

Ａ：ＴＬＲ７ 在各组大鼠术侧 ＴＧ 内 ｍＲＮＡ 表达；Ｂ：ＴＬＲ７ 在各组大鼠术侧 ＴＧ 内蛋白表达；ａ：ＣＣＩ 组；ｂ：ＣＣＩ ＋ ＮＳ 组；ｃ． ＣＣＩ ＋ ＨＣＱ 组；与 ＣＣＩ 组
比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１；与 ＣＣＩ ＋ ＮＳ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５，＃＃＃Ｐ ＜ ０. ００１

图 ７　 ｐ６５ 及 ｐ⁃ｐ６５ 在不同组大鼠术侧 ＴＧ 中的表达变化

Ａ：ｐ６５ 在各组大鼠术侧 ＴＧ 内蛋白表达；Ｂ：ｐ⁃ｐ６５ 在各组大鼠术侧 ＴＧ 内蛋白表达；ａ：ＣＣＩ 组；ｂ：ＣＣＩ ＋ ＮＳ 组；ｃ：ＣＣＩ ＋ ＨＣＱ 组；与 ＣＣＩ 组比

较：∗Ｐ ＜ ０. ０５；与 ＣＣＩ ＋ ＮＳ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５
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图 ８　 ＩＬ⁃１ 及 ＴＮＦ⁃α在不同组大鼠术侧 ＴＧ 中的表达变化

Ａ：ＩＬ⁃１ 在各组大鼠术侧 ＴＧ 内 ｍＲＮＡ 表达；Ｂ：ＩＬ⁃１ 在各组大鼠术侧 ＴＧ 内蛋白表达；Ｃ：ＴＮＦ⁃α 在各组大鼠术侧 ＴＧ 内 ｍＲＮＡ 表达；Ｄ：ＴＮＦ⁃
α 在各组大鼠术侧 ＴＧ 内蛋白表达；ａ：ＣＣＩ 组；ｂ：ＣＣＩ ＋ ＮＳ 组；ｃ：ＣＣＩ ＋ ＨＣＱ 组；与 ＣＣＩ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１；与 ＣＣＩ ＋
ＮＳ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５，＃＃Ｐ ＜ ０. ０１，＃＃＃Ｐ ＜ ０. ００１

３　 讨论

　 　 Ｔｏｌｌ 样受体（ＴＬＲｓ）家族通过识别病原体相关

分子模式和危险相关分子模式、在感染性病原体入

侵或组织损伤时启动炎症信号级联反应信号，在先

天免疫反应中发挥关键作用。 ＴＬＲｓ 在中枢神经系

统（ＣＮＳ）的非神经元和神经元细胞类型中表达，调
节疼痛和瘙痒的信号加工过程［１１］。 鉴于慢性疼痛

患病率以及受影响人群的痛苦，深入了解神经系统

中的 ＴＬＲ 信号将为临床疼痛的治疗开辟新的途径。
ＴＬＲ７ 表达于背根神经节（ＤＲＧ）神经元，结扎

第四腰（Ｌ４）脊神经（ＳＮＬ）所致周围神经损伤或坐

骨神经慢性损伤后，小鼠背根神经节 ＴＬＲ７ 在 ｍＲ⁃
ＮＡ 和蛋白水平的表达显著增加。 通过向同侧 Ｌ４
ＤＲＧ 微量注射表达 ＴＬＲ７ ｓｈＲＮＡ 的腺相关病毒

（ＡＡＶ）５ 来阻断这种增加，减轻 ＳＮＬ 诱导的雄性和

雌性小鼠的机械、热和冷痛过敏［７］。 ＴＬＲ７ ／ ８ 均通

过 ＭｙＤ８８ 发出信号，包括 ＩＬ⁃１ 受体相关激酶⁃４（ Ｉ⁃
ＲＡＫ⁃４）的募集，分别通过 ＮＦ⁃ｋＢ 和 ＩＲＦ７ 介导 ＩＦＮ
的产生，促进促炎细胞因子的信号转导［１２］。 Ｔｏｌｌ 样
受体 ７（ＴＬＲ７）通过其识别 ｓｓＲＮＡ 的能力触发抗病

毒免疫反应。 ＴＬＲ７ 蛋白的蛋白水解裂解是其在内

体区室中功能成熟所必需的。 结构研究表明，ＴＬＲ７
的 Ｎ 和 Ｃ 端结构域在裂解后连接并参与配体结合。
羟基氯喹（ ｈｙｄｒｏｘｙｃｈｌｏｒｏｑｕｉｎｅ，ＨＣＱ）是一种抗疟药

物，已被研究其抗病毒作用。 ＨＣＱ 可增加酸性细胞

器的 ｐＨ 值，据报道可有效抑制内体 ＴＬＲ７ 活化［１３］。
越来越多的数据表明，将受体介导的信号转移

到细胞核以调节促痛因子和抗痛因子的 ＮＦ⁃κＢ 与

神经性疼痛的过程有关［１０］。 ＮＦ⁃κＢ 在周围神经损

伤后在 ＤＲＧ 神经元中被激活，相关研究表明［１４］ 鞘

内注射 ＮＦ⁃κＢ 抑制剂（ＰＤＴＣ），减少促炎细胞因子

（ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃６）和神经生长因子在 ＤＲＧ 中

的表达，缓解神经性疼痛。 此外，有学者［１５］ 发现在

腰椎间盘突出症（ＬＤＨ）诱导的神经性疼痛中出现

ＤＲＧ 中的 ＮＦ⁃κＢ 激活，而 ｐ６５ 抑制剂 ＰＤＴＣ 对 ＮＦ⁃
κＢ 的下调显着减轻 ＬＤＨ 诱导的大鼠机械异常性疼

痛和热痛觉过敏。
本实验结果表明，与 Ｓｈａｍ 组相比，ＣＣＩ 组术后

第 ３ 天机械痛阈开始降低，术后第 １４ 天达到最低

值；术后第 １４ 天 ＣＣＩ 组 ＴＧ 中 ＴＬＲ７ ｍＲＮＡ 及蛋白

表达升高，提示 ＴＬＲ７ 参与了 ＴＮ 的发生。 为进一步

了解 ＴＬＲ７ 表达变化对 ＴＮ 大鼠的影响，在 ＣＣＩ 术后

第 １ 天后，当大鼠 ＴＮ 模型稳定构建时，对 ＣＣＩ ＋
ＨＣＱ 组及 ＣＣＩ ＋ ＮＳ 组大鼠经灌胃方式给予 ＨＣＱ 或

生理盐水，连续给药 １４ ｄ。 实验结果显示 ＨＣＱ 抑制

ＴＬＲ７ 后，ＴＮ 大鼠机械痛阈升高，ＴＧ 内 ＴＬＲ７ 表达

降低。 此外，ｐ⁃ｐ６５、ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β 的表达量也下降，
缓解 ＣＣＩ 诱导的 ＴＮ，从而确定了 ＴＬＲ７ 可能是 ＴＮ
潜在的治疗靶点。 ＴＬＲ７ 虽然参与了 ＴＮ，然而 ＴＬＲ７
抑制剂 ＨＣＱ 抑制 ＣＣＩ 诱导的 ＴＬＲ７ ／ ＮＦ⁃κＢ 通路的

激活，这一交错分子途径的更多细节，仍需要完成更
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严格和详细的实验设计。
综上，ＴＬＲ７ 是 ＴＮ 潜在的治疗靶点，该实验为

ＴＮ 的相关病因机制探究和临床治疗提供了新方向。
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