
论著·基础研究

ＴＬＲ４和ＮＦκＢ在脑出血大鼠炎症损伤中的表达及意义
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　　摘　要：目的　探讨Ｔｏｌｌ样受体４（ＴＬＲ４）和核因子κＢ（ＮＦκＢ）在脑出血（ＩＣＨ）大鼠炎症损伤中的表达和意义。方法　选取

雄性ＳＤ大鼠６０只，分为假手术（Ｓｈａｍ组）、ＩＣＨ术后１２ｈ（ＩＣＨ１２ｈ组）、２４ｈ（ＩＣＨ２４ｈ组）、７２ｈ（ＩＣＨ７２ｈ组）、７ｄ（ＩＣＨ７ｄ

组），每组１２只。采用自体血注入法制作脑出血模型，Ｇａｒｃｉａ法对各组大鼠进行神经行为功能学评分，干／湿质量法测定脑组织含

水量的变化，尼氏染色观察脑组织病理学变化，免疫组织化学及蛋白免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）观察大鼠脑出血后血肿周围

ＴＬＲ４和ＮＦκＢ的蛋白表达水平。结果　ＩＣＨ后１２ｈ，血肿周围ＴＬＲ４和 ＮＦκＢ开始阳性表达，随着时间的延续，表达逐渐增

多，７２ｈ达到高峰，出现严重脑组织水肿及神经功能损伤，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ显示ＴＬＲ４和ＮＦκＢ的表达量与之结果一致。结论　大

鼠ＩＣＨ可引起血肿周围脑组织炎症损伤，ＴＬＲ４可能通过激活ＮＦκＢ参与ＩＣＨ后引起的继发性炎症损伤。
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　　脑出血（ｉｎｔｒａｃｅｒｅｂｒａｌｈｅｍｏｒｒｈａｇｅ，ＩＣＨ）引起的血肿周围

脑组织继发性损伤在出血性脑损伤中的作用日益受到重视。

研究结果显示，脑组织水肿、炎性细胞浸润和细胞凋亡坏死等

因素均可参与ＩＣＨ继发性脑损伤的发病过程
［１］。其中血肿周

围继发性炎性反应在继发性ＩＣＨ损伤中发挥重要作用。杨继

文等［２］研究显示，Ｔｏｌｌ样受体４（ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ４，ＴＬＲ４）通

过跨膜结构将信号转导入细胞内，引起一系列级联信号反应，

启动ＩＬ１、ＩＬ６和肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）等促炎细胞因子的

表达［３］。核因子κＢ（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒκａｐｐａＢ，ＮＦκＢ）位于ＴＬＲ４

下游信号通路的枢纽位置，其活化水平直接反映着ＴＬＲ４的配

体识别和信号传导能力［４］。有实验证明［５６］，在大鼠脑缺血再

灌注损伤后，脑组织ＴＬＲ４和ＮＦκＢ阳性表达上调，且有显著

相关性。那么，大鼠ＩＣＨ后ＴＬＲ４和 ＮＦκＢ是否参与脑组织

继发性炎症损伤过程有待进一步研究。因此，本实验通过建立

大鼠ＩＣＨ模型，进一步研究ＩＣＨ后引起的继发性炎症损伤机

制，现报道如下。

１　材料与方法

１．１　材料　选取健康雄性ＳＤ大鼠６０只，体质量为２５０～３００

ｇ，ＳＰＦ级，购于北京华阜康生物科技股份有限公司，自由进食

饮水。大鼠分为假手术（Ｓｈａｍ 组）；ＩＣＨ（模型组）术后１２ｈ

（ＩＣＨ１２ｈ组）、２４ｈ（ＩＣＨ２４ｈ组）、７２ｈ（ＩＣＨ７２ｈ组）、７ｄ

（ＩＣＨ７ｄ组），每组１２只。

１．２　方法

１．２．１　ＩＣＨ模型制作　采用Ｆｒｅｄｒｉｋ法复制实验性ＩＣＨ 模

型［７］。大鼠给予１０％水合氯醛腹腔注射麻醉成功后，固定于

脑立体定位仪上，切开皮肤，暴露前囟，将微量注射器尖端定位

于前卤前０．２ｍｍ，中线右侧旁开３．０ｍｍ处。用牙钻在此钻

一直径约３．０ｍｍ的孔。用微量进样器沿钻孔进针，深度为

６．０ｍｍ，注入自体股动脉血５０μＬ，５ｍｉｎ注射完毕，留针１５

ｍｉｎ后缓慢将针退出，无菌骨腊封闭小孔，缝合。Ｓｈａｍ组模型

制作步骤相同，注射生理盐水。

１．２．２　神经功能障碍评分和脑含水量测定　采用 Ｇａｒｃｉａ法

进行神经功能行为学评分（ｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃｄｅｆｉｃｉｔｓｃｏｒｅ，ＮＤＳ），分数

越低，神经功能障碍越重。采用双盲法进行评定。脑组织含水

量（ｗａｔｅｒｃｏｎｔｅｎｔｏｆｂｒａｉｎ，ＢＷＣ）的测定：处死动物，取出大脑，

将脑组织用分析天平秤质量，后置入恒温箱中烘干，取出秤干

质量，ＢＷＣ＝（湿质量－干质量）／湿质量×１００％。

１．２．３　尼氏染色观察ＴＬＲ４和 ＮＦκＢ的阳性细胞表达　大

鼠ＩＣＨ模型，于术后１２ｈ、２４ｈ、７２ｈ、７ｄ各时间点将大鼠麻

醉，４％多聚甲醛磷酸盐缓冲液灌注后断头取脑，石蜡包埋，切
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片后行尼氏染色、分色、透明、封片。阳性染色为尼氏小体数量

减少甚至消失。

１．２．４　免疫组织化学染色观察ＴＬＲ４和 ＮＦκＢ的蛋白表达

　各组大鼠麻醉后，常规４％多聚甲醛磷酸盐缓冲液灌注后断

头取脑，石蜡包埋，切片后行免疫组织化学分析。一抗（ＴＬＲ４、

ＮＦκＢ多克隆抗体均由武汉博士德生物试剂公司提供），ＳＰ试

剂盒和３，３′二氨基联苯胺（ＤＡＢ）由福建迈新公司提供。ＤＡＢ

显色，苏木素复染细胞核，蒸馏水洗、脱水、透明、封片。阳性染

色为胞浆或胞核棕色颗粒。阴性对照以磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）

代替一抗，其余步骤同上。

１．２．５　蛋白免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）检测ＴＬＲ４和 ＮＦκＢ

的蛋白表达水平　将大鼠断头快速取脑，匀浆离心后取上清

液，采用ＢＣＡ法测定蛋白量。取３０μＬ处理后的蛋白样品采

用１２％聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）转移至聚偏氟乙烯

（ＰＶＤＦ）膜，以标准蛋白 Ｍａｋｅｒ为参照，５％脱脂奶粉封闭，相

应条 带 分 别 加 入 ＴＬＲ４ 抗 体 （１∶１０００）和 ＮＦκＢ 抗 体

（１∶１０００），４℃孵育过夜。ＥＣＬ显色，用荧光ＣＣＤ荧光相机

扫描。

１．２．６　图像分析　将已染好的切片在显微镜下放大１００倍，

随机选择不重叠的５个视野，统计阳性细胞数量并经图像分析

仪在计算机下测定其灰度值。

１．３　统计学处理　采用ＳＡＳ６．１２统计软件进行分析，计量资

料以狓±狊表示，采用方差分析和组间狋检验，以犘＜０．０５为差

异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　神经功能障碍评分和脑组织含水量分析　术后３ｈ左右

实验大鼠苏醒，各组大鼠在术后５ｈ采用Ｇａｒｃｉａ法进行神经功

能行为学评分。大鼠ＩＣＨ模型术后各组大鼠均出现严重神经

功能障碍，站立不稳，肢体无力，追尾等，ＢＷＣ明显升高，说明

有脑水肿形成，各时间点相比较７２ｈ时最为严重，差异有统计

学意义（犘＜０．０５），见表１。

表１　　大鼠ＮＤＳ和术后血肿周围ＢＷＣ情况（狀＝１２，狓±狊）

组别 ＮＤＳ ＢＷＣ

Ｓｈａｍ组 １７．２３±０．２５ ７８．２６±０．５６

模型组

　ＩＣＨ１２ｈ组 １４．６７±１．３８ ７８．８３±０．３４

　ＩＣＨ２４ｈ组 １１．８０±０．５３ ７９．２８±０．３８

　ＩＣＨ７２ｈ组 ９．３３±２．４６ ８２．１６±０．４６

　ＩＣＨ７ｄ组 １３．５６±１．２２△ ８０．４７±０．２１△

　　：犘＜０．０５，与Ｓｈａｍ组比较；△：犘＜０．０５，与ＩＣＨ７２ｈ组比较。

２．２　尼氏染色检测结果　Ｓｈａｍ组脑组织基底节区尼氏小体

大而且数量较多，ＩＣＨ７２ｈ组血肿周围神经细胞受到损伤，尼

氏小体数量明显减少甚至消失，差异有统计学意义（犘＜

０．０５），见表２。

表２　　ＴＬＲ４和ＮＦκＢ在尼氏染色中的阳性细胞

　　　　数量的变化（狀＝１２，狓±狊）

组别 ＴＬＲ４ ＮＦκＢ

Ｓｈａｍ组 １４．２８±１．２６ ８．６７±１．４５

模型组

　ＩＣＨ１２ｈ组 １８．３４±１．２２ １２．５８±１．６７

　ＩＣＨ２４ｈ组 ２２．３２±１．３８ １６．２７±１．３２

　ＩＣＨ７２ｈ组 ３４．５６±２．０３ ２８．３２±２．４５

　ＩＣＨ７ｄ组 ２１．２２±１．３２△ １６．４６±１．５７△

　　：犘＜０．０５，与Ｓｈａｍ组比较；△：犘＜０．０５，与ＩＣＨ７２ｈ组比较。

２．３　免疫组织化学检测结果　Ｓｈａｍ 组脑组织基底节区可见

丰富的神经细胞，胞体呈圆形，且排列整齐，结构致密，核仁清

晰，无水肿。模型组基底节区神经细胞数目明显减少，排列紊

乱、稀疏，其ＮＦκＢ阳性细胞为棕黄色。各时间点相比较，于

７２ｈ达到高峰，差异有统计学意义（犘＜０．０５），见表３。

表３　　ＴＬＲ４和ＮＦκＢ在免疫组织化学中的阳性细胞

　　　数量的变化（狀＝１２，狓±狊）

组别 ＴＬＲ４ ＮＦκＢ

Ｓｈａｍ组 １１．２６±０．３４ ７．５３±０．３２

模型组

　ＩＣＨ１２ｈ组 １６．３４±１．８３ １１．２６±１．５６

　ＩＣＨ２４ｈ组 ２３．１４±１．２４ １４．３４±１．２４

　ＩＣＨ７２ｈ组 ３１．４４±１．３４ ２６．３６±２．３５

　ＩＣＨ７ｄ组 ２０．２４±２．２５△ １７．５４±１．６３△

　　：犘＜０．０５，与Ｓｈａｍ组比较；△：犘＜０．０５，与ＩＣＨ７２ｈ组比较。

２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＴＬＲ４和 ＮＦκＢ的蛋白表达　ＴＬＲ４

电泳条带敏度分析，与Ｓｈａｍ组比较，模型组ＴＬＲ４基因表达

于ＩＣＨ后开始升高，在７２ｈ时达到高峰，ＩＣＨ７２ｈ组与Ｓｈａｍ

组比较差异有统计学意义（犘＜０．０５），ＮＦκＢ的蛋白表达量与

ＴＬＲ４相一致，见图１。

　　１：Ｓｈａｍ组；２：ＩＣＨ１２ｈ组；３：ＩＣＨ２４ｈ组；４：ＩＣＨ７２ｈ组；５：ＩＣＨ

７ｄ组；：犘＜０．０５，与Ｓｈａｍ组比较；△：犘＜０．０５，与ＩＣＨ７２ｈ组比较。

图１　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＴＬＲ４和ＮＦκＢ蛋白的表达

３　讨　　论

近年来，随着对ＩＣＨ损伤机制研究的深入，脑组织已经被

证实并非完全是免疫豁免区，ＩＣＨ 后引起炎性反应较非出血

性损伤更加明显。以往研究证明，ＩＣＨ 后脑内的病理生理变

化是一个错综复杂的过程，ＮＦκＢ在其中可能起中心环节作

用［１０］。有研究显示，ＮＦκＢ与靶基因上特定的κＢ序列结合，

从而启动核内相关基因转录出相应的 ｍＲＮＡ，继而合成释放

ＩＬ１、６、８、１０、ＴＮＦα等细胞炎症因子，引起机制局部或全身的

炎性反应。本实验通过研究发现，与Ｓｈａｍ组相比，模型组出

现严重神经功能障碍，脑组织含水量明显升高，ＮＦκＢ表达显

著增高（犘＜０．０５）。进一步验证ＮＦκＢ参与ＩＣＨ后引起的继

发性炎症损伤，研究ＮＦκＢ表达调控机制对于寻找ＩＣＨ的防

治策略有重要意义。

陈燕飞等［８］研究显示，ＴＬＲ４被称为人类发现的第一个天

然免疫受体，是脑内免疫炎性反应链条上的上游核心作用因

子。当受损组织和坏死细胞以及血管和细胞间质损伤后可释
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放ＴＬＲ４的内源性激活物，并进一步使ＴＬＲ４触发级联免疫炎

性反应［９１３］。有实验证实，ＩＣＨ后血肿周围脑组织ＴＬＲ４ｍＲ

ＮＡ表达量逐渐升高，７２ｈ达到高峰，持续到术后第７天。杨

继文等［２］证实，在外来信号（如炎症、缺血等）刺激下也可以激

活ＴＬＲ４的表达，而 ＴＬＲ４通过上调其下游因子 ＮＦκＢ的表

达调控了多种炎性因子的释放，从而使机体产生损伤。国外研

究表明，敲除ＴＬＲ４表达基因的老鼠，其炎性因子释放明显减

少，其组织学损伤相对减轻。为此，本研究通过大鼠ＩＣＨ 模

型，观察ＴＬＲ４和 ＮＦκＢ的表达情况。免疫组织化学结果显

示，随着时间的延续，与Ｓｈａｍ组比较，模型组ＴＬＲ４和ＮＦκＢ

均表达升高，脑组织损伤不断加重，神经功能损伤评分升高。

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示两者表达量与之相一致。提示激活

ＴＬＲ４可能是导致ＩＣＨ后脑组织周围ＮＦκＢ介导炎性反应的

一个重要原因。

综上所述，ＴＬＲ４和 ＮＦκＢ的表达在大鼠ＩＣＨ 后血肿周

围脑组织的继发性病理损伤过程中发挥重要作用，其表达的升

高加重了脑的继发性炎症损伤，那么找到抑制ＴＬＲ４和ＮＦκＢ

表达的药物，可为ＩＣＨ防治策略提供可靠理论依据。
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［Ｊ］．ＪＰａｒｋｉｎｓｏｎｓＤｉｓ，２０１３，３（２）：１６１１７２．

［１３］ＧａｈｒｉｎｇＬＣ，ＥｎｉｏｕｔｉｎａＥＹ，ＭｙｅｒｓＥＪ，ｅｔａｌ．Ｎｉｃｏｔｉｎｉｃｒｅ

ｃｅｐｔｏｒａｌｐｈａ７ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｄｅｎｔｉｆｉｅｓａｎｏｖｅｌｈｅｍａｔｏｐｏｉｅｔｉｃ

ｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒｌｉｎｅａｇｅ［Ｊ］．ＰＬｏＳＯｎｅ，２０１３，８（３）：ｅ５７４８１．

［１４］ＶｕｋｅｌｉｃＭ，ＱｉｎｇＸ，ＲｅｄｅｃｈａＰ，ｅｔａｌ．Ｃｈｏｌｉｎｅｒｇｉｃｒｅｃｅｐ

ｔｏｒｓｍｏｄｕｌａｔｅｉｍｍｕｎｅｃｏｍｐｌｅｘｉｎｄｕｃｅｄｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎｉｎ

ｖｉｔｒｏａｎｄｉｎｖｉｖｏ［Ｊ］．ＪＩｍｍｕｎｏｌ，２０１３，１９１（４）：１８００

１８０７．

［１５］ＴｈｏｍｓｅｎＭＳ，ＭｉｋｋｅｌｓｅｎＪＤ．Ｔｈｅα７ｎｉｃｏｔｉｎｉｃａｃｅｔｙｌｃｈｏ

ｌｉｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒｌｉｇａｎｄｓ ｍｅｔｈｙｌｌｙｃａｃｏｎｉｔｉｎｅ，ＮＳ６７４０ ａｎｄ

ＧＴＳ２１ｒｅｄｕｃｅｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｉｎｄｕｃｅｄＴＮＦαｒｅｌｅａｓｅ

ｆｒｏｍｍｉｃｒｏｇｌｉａ［Ｊ］．ＪＮｅｕｒｏｉｍｍｕｎｏｌ，２０１２，２５１（１／２）：６５

７２．

（收稿日期：２０１３０９２２　修回日期：２０１３１１１２）

６８５ 重庆医学２０１４年２月第４３卷第５期




