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脊髓Ｔｏｌｌ样受体４在慢性瘙痒中的作用研究


孔　敏，周　芳，党秀静，武静茹△

（徐州医学院／江苏省麻醉学重点实验室，江苏徐州２２１００２）

　　摘　要：目的　研究脊髓Ｔｏｌｌ样受体４（ＴＬＲ４）在重复使用唑酮引起的慢性瘙痒中的作用。方法　选择雄性昆明小鼠１５２

只，先随机分为３组：对照组、丙酮溶媒组和唑酮组，每组４０只，每组再分为首次刺激前、激发０、４、９、１１ｄ５个亚组，按模型制作

方法在相应时间点涂抹相应试剂，记录激发后３０ｍｉｎ行为学后处死小鼠，取脊髓颈膨大采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测ＴＬＲ４表达水

平。在确定唑酮致慢性瘙痒后９ｄ小鼠脊髓ＴＬＲ４表达水平接近高峰的基础上，为研究腹腔注射表没食子儿茶素没食子酸酯

（ＥＧＣＧ）的作用，小鼠随机分为４组（狀＝８），丙酮溶媒组（Ａ组）、丙酮溶媒＋ＥＧＣＧ组（Ａ＋Ｅ组），唑酮组（Ｏ组）和唑酮＋

ＥＧＣＧ组（Ｏ＋Ｅ组）。各组在第９天激发后８ｈ开始腹腔注射ＥＧＣＧ（４０ｍｇ／ｋｇ）或生理盐水，每８小时１次直到第１１天激发前，

共计６次，最后一次给药后立即激发，观察激发后３０ｍｉｎ内行为学改变，之后处死小鼠采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测颈段脊髓ＴＬＲ４

表达。结果　唑酮组在激发后各时间点搔抓行为明显多于对照组和丙酮溶媒组（犘＜０．０５），且脊髓ＴＬＲ４表达水平与搔抓行

为呈正相关（狉＝０．９４７）。结论　腹腔注射ＥＧＣＧ可以减少脊髓ＴＬＲ４表达水平与搔抓行为。脊髓ＴＬＲ４参与重复使用唑酮引

起的慢性瘙痒过程。
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　　瘙痒是危害人类健康、影响人类生活质量最常见的临床病

症之一。流行病学调查显示，普通人群瘙痒的发病率为８％～

１２％
［１］，临床上瘙痒症状可见于许多疾病及一些药物的不良反

应［２４］，其虽不致死却给患者生存和生活带来诸多不便［５］。最

近研究发现，Ｔｏｌｌ样受体（Ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＴＬＲ）家族参与瘙

痒过程，比如ＴＬＲ７介导了氯喹引起的急性瘙痒行为
［６］，ＴＬＲ２

参与了溢脂性皮炎的发病过程［７］。ＴＬＲ７与ＴＬＲ家族中另一

个成员ＴＬＲ４在脊髓均有丰富的表达且分享诸多下游信号通

路［８９］，而后者在瘙痒过程中的作用，尤其是慢性瘙痒过程中的

作用尚有待研究。因此，本研究拟探讨脊髓ＴＬＲ４在唑酮引

起的慢性瘙痒中的作用。

１　材料与方法

１．１　实验动物　选择雄性昆明小鼠１５２只，体质量１８～２０ｇ，

由徐州医学院实验动物中心提供。于２４℃下和昼夜交替的环

境中饲养，自由摄食、饮水。所有动物适应环境７ｄ后进行实

验。本研究获得徐州医学院动物实验伦理委员会批准。

１．２　主要试剂　唑酮购自Ｓｉｇｍａ公司，用丙酮溶解至０．

５％；表 没 食 子 儿 茶 素 没 食 子 酸 酯 （ｅｐｉｇａｌｏｃｔｅｃｈｉｎ３ｇａｌｌｔ，

ＥＧＣＧ）购自上海源叶生物科技有限公司；ＴＬＲ４和β肌动蛋白

（βａｃｔｉｎ）一抗购自Ａｂｃｏｍ公司，对应二抗和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ显色

试剂盒购自碧云天生物科技有限公司。

１．３　模型制作　按照文献［１０］的方法，实验前１ｄ，瘙痒部位
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脱毛。在动物颈背部脱毛处一次性涂抹唑酮（１０μＬ，０．５％，

溶于丙酮），７ｄ后（时间重新从零计数，因此，首次刺激当天记

作－７ｄ）开始激发，在第０、２、４、７、９、１１天给予同等剂量唑

酮进行激发，观察行为学和分子生物学改变。

１．４　行为学观察　所有实验动物在激发前均放入１５ｃｍ×１５

ｃｍ×１５ｃｍ的透明玻璃盒子中适应１ｈ，涂抹溶媒或唑酮后

重新放入盒子观察其搔抓行为。动物从后爪抬起到接触颈背

部皮肤，不管其在瘙痒部位搔抓多长时间均记为一次完整的搔

抓动作，最后以３０ｍｉｎ内完成的搔抓次数来衡量搔抓行为。

１．５　分组及处理　研究唑酮制慢性瘙痒模型，将小鼠随机

分为３组：对照组（Ｃ组）４０只，只在颈背部脱毛，不做任何处

理；丙酮溶媒组（Ａ组）４０只，颈背部脱毛处涂抹１０μＬ丙酮；

唑酮组（Ｏ组）４０只，颈背部脱毛处涂抹１０μＬ唑酮。每

组再分为－７、０、４、９、１１ｄ５个亚组（狀＝８），按模型制作方法涂

抹相应试剂，并在观察激发后３０ｍｉｎ内的行为学改变之后立

即处死小鼠取脊髓颈膨大检测ＴＬＲ４。在确定唑酮致慢性

瘙痒后９ｄ小鼠脊髓ＴＬＲ４表达水平接近高峰的基础上，为研

究腹腔注射 ＥＧＣＧ的作用，将小鼠随机分为丙酮溶媒组（Ａ

组）、丙酮溶媒＋ＥＧＣＧ组（Ａ＋Ｅ组）、唑酮组（Ｏ组）和唑

酮＋ＥＧＣＧ组（Ｏ＋Ｅ组），狀＝８。各组在第９天激发后８ｈ开

始腹腔注射ＥＧＣＧ（４０ｍｇ／ｋｇ）或生理盐水，每８小时１次，直

到第１１天激发前，共计６次，最后一次给药３０ｍｉｎ后激发，观

察激发后３０ｍｉｎ内的行为学改变，之后立即处死小鼠取脊髓

颈膨大检测ＴＬＲ４。

１．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　－７ｄ组在首次刺激后３０ｍｉｎ、其余

各组在激发３０ｍｉｎ后随机取６只小鼠，断头处死，快速取出脊

髓组织，匀浆后，４℃下１００００×ｇ离心３０ｍｉｎ，收集上清液，采

用ＢＣＡ（ｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｎｃａｃｉｄ）法测定蛋白浓度，蛋白样品于－８０

℃保存。蛋白样本按１∶４加入５×ＳＤＳＰＡＧＥ上样缓冲液，

９５℃变性５ｍｉｎ，每孔加样３０μｇ用１０％ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，转

至硝酸纤维素膜上。加入１∶５００稀释的抗 ＴＬＲ４或βａｃｔｉｎ

一抗４ ℃ 过夜，ＴＢＳＴ 缓冲液，１０× （ＴｒｉｓＢｕｆｆｅｒｅｄＳａｌｉｎｅ

Ｔｗｅｅｎ２０，１０×）洗膜后，加入１∶１０００稀释的碱性磷酸酶标

记的羊抗兔二抗（购自中国南京碧云天生物科技有限公司）室

温孵育１ｈ，ＮＢＴ／ＢＣＩＰ试剂盒（购自中国南京碧云天生物科技

有限公司）显色。扫描条带，采用 ＡｄｏｂｅＰｈｏｔｏｓｈｏｐ软件分析

各组灰度值，并以激发前ＴＬＲ４表达为整体进行标准化后反映

ＴＬＲ４的表达水平。

１．７　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１１．０软件进行统计学数据分

析，计量资料以狓±狊表示，组间比较采用狇检验，以犘＜０．０５

为差异有统计学意义。

２　结　　果

与首次激发前相比，激发后各时间点小鼠的脊髓ＴＬＲ４表

达逐渐增加（图１），且与搔抓行为呈正相关关系（狉＝０．９４７）。

３组小鼠在不同时间点３０ｍｉｎ内的搔抓次数见表１。

在ＥＧＣＧ腹腔注射实验中（图２～３），与唑酮组相比，

Ｏ＋Ｅ组小鼠搔抓次数明显减少（犘＜０．０５）、脊髓ＴＬＲ４表达明

显降低（犘＜０．０５），但仍高于丙酮溶媒组和 Ａ＋Ｅ组（犘＜

０．０５）。丙酮溶媒组和Ａ＋Ｅ组的搔抓次数及ＴＬＲ４表达水平

比较，差异无统计学意义（犘＞０．０５）。

图１　　首次刺激及激发后各时间点脊髓ＴＬＲ４表达

　　：犘＜０．０５，与Ａ组和Ａ＋Ｅ组比较；＃：犘＜０．０５，与Ｏ组比较。

图２　　４组小鼠搔抓次数比较

　　：犘＜０．０５，与Ａ组和Ａ＋Ｅ组比较；＃：犘＜０．０５，与Ｏ组比较。

图３　　４组小鼠脊髓颈膨大ＴＬＲ４表达水平比较

表１　　３组小鼠不同时间点３０ｍｉｎ内搔抓次数比较（狓±狊，次）

组别 狀 －７ｄ ０ｄ ４ｄ ９ｄ １１ｄ

对照组 ４０ ２．０３±０．２７ ２．１３±０．３５ ２．００±０．９３ ２．００±０．７６ ２．３８±０．７４

丙酮溶媒组 ４０ ２．２１±０．３７ ２．２２±０．３１ ３．６２±０．７４ ６．７５±１．９８ ７．２５±１．８３

唑酮组 ４０ ２．１３±０．２６ ２６．３７±５．３２ ７６．２５±１５．１１ １３９．２５±１５．５３ １７３．００±１３．８４

　　：犘＜０．０５，与唑酮组比较。
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３　讨　　论

２００９～２０１０年是脊髓水平瘙痒发病机制研究突飞猛进的

２年，有研究发现，脊髓背角表达谷氨酸转运体２（ｇｌｕｔａｍｉｎｅ

ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｔｙｐｅ２，ＶＧＬＵＴ２）的神经元参与组胺依赖性和非

组胺依赖性瘙痒的介导［１１１２］；ＧＲＰ／ＧＲＰＲ（ｇａｓｔｉｎｒｅｌｅａｓｉｎｇ

ｐｅｐｔｉｄｅ，ＧＲＰ；ｇａｓｔｉｎｒｅｌｅａｓｉｎｇｐｅｐｔｉｄｅｒｅｐｏｒｔｏｒ，ＧＲＰＲ）介导了

从外周到脊髓的瘙痒信号的转导，并且认为 ＧＲＰＲ可以作为

瘙痒的脊髓标志物［１３１４］，这些都提示，脊髓水平在瘙痒的发生

过程中起着重要的作用。

最近研究发现，ＴＬＲ７介导了氯喹引起的急性瘙痒
［６］。

ＴＬＲ家族成员分享诸多下游信号通路，如 ＭｙＤ８８作为ＴＬＲ７

和ＴＬＲ４的共同下游分子参与了诸多病理、生理过程
［８９］。但

ＴＬＲ４是否也参与瘙痒过程尚有待研究。慢性瘙痒较急性瘙

痒持续时间更长、危害更大，因此，研究慢性瘙痒的发病机制显

得更为重要和现实。小鼠颈背部皮肤局部反复涂抹唑酮可

以诱发慢性皮炎、引起搔抓行为，成功复制慢性瘙痒模型，在每

次涂抹唑酮后能产生在１ｈ内较为严重的搔抓行为，此后温

和的搔抓可持续至少８ｈ，并且模型较稳定
［１０，１５］。因此，本研

究采用上述模型，选取代表性时间点（－７ｄ，激发后０、４、９、１１

ｄ），研究脊髓ＴＬＲ４水平在慢性瘙痒过程中的表达变化。结果

发现动物搔抓行为与脊髓ＴＬＲ４表达呈正相关关系，相关系数

狉＝０．９４７。ＴＬＲ７通过进一步激活下游信号通路参与急性瘙

痒过程，但是在唑酮引起的瘙痒过程中ＴＬＲ４是否也同样是

通过这些下游通路发挥作用尚需进一步的研究证实。

ＥＧＣＧ是绿茶中的一种黄酮类物质，作为ＴＬＲ４的抑制剂

已经成熟应用于ＴＬＲ４相关的病理、生理过程的研究
［１６］。离

体和体实验均证实，ＥＧＣＧ可能是通过抑制ＴＬＲ４激活，进而

抑制ＴＬＲ４下游信号的传递发挥药理作用
［１７］。为进一步验证

脊髓ＴＬＲ４参与了唑酮引起的慢性瘙痒过程，本研究从唑

酮激发后第９天开始每８小时腹腔注射ＥＧＣＧ１次，每次剂量

（４０ｍｇ／ｋｇ），直到第１１天激发前，共计６次。结果发现，多次

注射ＥＧＣＧ可以部分抑制而不能完全抑制唑酮引起的搔抓

行为，说明还有其他机制参与唑酮引起的慢性瘙痒过程。

综上所述，本研究成功复制了局部皮肤涂抹唑酮致慢性

瘙痒模型，且发现脊髓ＴＬＲ４表达水平与瘙痒行为相关，腹腔

注射ＥＧＣＧ能抑制瘙痒行为和脊髓ＴＬＲ４表达。脊髓ＴＬＲ４

参与了唑酮引起的慢性瘙痒过程，丰富了慢性瘙痒的发生机

制，将为慢性瘙痒的治疗带来新的启示。
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