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沉默髓系细胞触发受体1基因对神经病理性痛
大鼠的影响

曾令清 鲍红光 斯妍娜 张媛 景灵 耿圆 谢辉兰 孙蓓

  【摘要】 目的 探讨髓系细胞触发受体1(triggeringreceptorexpressedonmyeloidcells1,

TREM1)在大鼠神经病理性痛中的作用及可能机制。方法 成年雄性SD大鼠,体重220~300g,取
鞘内置管成功大鼠48只,随机分为四组(n=12):对照组(S组)、神经病理性痛组(CCI组)、TREM1
shRNA组(RNAi组)和阴性慢病毒组(Virus组)。采用慢性坐骨神经压榨性损伤法(CCI)制备神经

病理性痛 模 型。RNAi组 于 造 模 前1周 鞘 内 注 射 pGLVU6/RFP/Puro-shRNA30μl(1×109

IU/ml);Virus组、CCI组和S组分别鞘内注射等量阴性慢病毒和生理盐水。于造模前1d和造模后

1、3、7、14d测定机械缩足反应阈(MWT)和热缩足潜伏期(TWL)。于造模后14d痛阈测定结束后,

处死大鼠,取L4-5节段脊髓组织,采用 Westernblot法测定脊髓 TREM1、TLR4、MyD88、IκBα和p-
NF-κBp65蛋白含量,RT-PCR法测定脊髓IL-1β、TNF-α和IL-6mRNA表达量。结果 与S组比

较,CCI组和Virus组TREM1蛋白含量明显增加(P<0.05);与CCI组比较,RNAi组TREM1蛋白

含量明显降低(P<0.05)。与S组比较,CCI组、RNAi组和 Virus组造模后各时点 MWT 和TWL
明显降低(P<0.05);脊髓TLR4、MyD88和p-NF-κBp65蛋白含量明显增加,IκBα蛋白含量明显降

低(P<0.05);IL-1β、TNF-α和IL-6mRNA表达量明显升高(P<0.05)。与CCI组比较,RNAi组大

鼠造模后各时点 MWT和TWL明显升高(P<0.05);脊髓TLR4、MyD88和p-NF-κBp65蛋白含量

明显降低,IκBα蛋白含量明显增加(P<0.05);IL-1β、TNF-α和IL-6mRNA表达量明显降低(P<
0.05)。结论 干扰TREM1基因可以缓解大鼠神经病理性痛,其机制可能与抑制TLR4/MyD88/

NF-κB通路有关。
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【Abstract】 Objective Toinvestigatetheroleoftriggeringreceptorexpressedonmyeloidcells
1(TREM1)inratswithneuropathicpainanditspossiblemechanism.Methods Forty-eightmalea-
dultSprague-Dawleyrats,weighing220-300g,weresuccessfullyplacedintrathecalcatheters,and
thenrandomlydividedinto4groups(n=12):shamoperationgroup(groupS),neuropathicpain
group(groupCCI),TREM1shRNAgroup(groupRNAi)andnegativelentivirusgroup(groupVi-
rus).Theneuropathicpainwasinducedbychronicsciaticnervecompressioninjury(CCI).Ingroup
RNAi,30μlpGLVU6/RFP/Puro-shRNA(1×109IU/ml)wasinjectedintrathecally1weekbefore
modeling.GroupViruswasinjectedwith30μlnegativelentivirus,whereasgroupCCIandgroupS
withequalamountofnormalsaline.MWTandTWLweremeasured1daybefore(baseline)and1,3,
7,14dayaftermodeling.Whenbehavioraltestfinished,theexpressionlevelsofTREM1,TLR4,
MyD88,IκBαandp-NF-κBp65inspinalcordweredeterminedbyWesternblot.WhereasthemRNA
expressionlevelsofIL-1β,TNF-αandIL-6inspinalcordweremeasuredbyRT-PCR.Results Com-
paredwithgroupS,theexpressionlevelsofTREM1ingroupsCCIandVirussignificantlyincreased
(P<0.05).WhilecomparedwithgroupCCI,theTREM1expressionofgroupRNAiinspinalcord
significantlydecreased(P<0.05).ComparedwithgroupS,MWTandTWLofgroupsCCI,Virus
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andRNAiaftermodelingandtheexpressionofIκBαsignificantlydecreased(P<0.05),whereasthe
expressionofTLR4,MyD88,p-NF-κBp65increasedsignificantly(P<0.05),aswellastheexpres-
sionofIL-1β,TNFαandIL-6mRNA(P<0.05).ComparedwithgroupCCI,theMWTandTWLof
groupRNAiaftermodelingandtheexpressionofIκBαremarkablyincreased(P<0.05),whereasthe
expressionofTLR4,MyD88andp-NF-κBp65inthespinalcordremarkablydecreased(P<0.05),
aswellastheexpressionofIL-1β,TNF-αandIL-6mRNA(P<0.05).Conclusion TREM1knock-
downcanalleviateneuropathicpain,theunderlyingmechanism mightbetheinhibitionofTLR4/
MyD88/NF-κBsignalingpathway.

【Keywords】  Inflammation;Neuropathicpain;Triggeringreceptorexpressedonmyeloid
cells1;Toll-likereceptor4

  神经病理性痛(neuropathicpain,NP)的主要

临床表现为自发痛、痛觉过敏和痛觉超敏,严重影

响患者生存质量[1,2]。但目前临床药物干预和物理

治疗效果均不理想。研究表明,诱发 NP的初级损

伤往往伴随炎症激活、离子通道改变等“次级损

伤”,加剧神经病理性痛[3]。因此,炎症调控成为

NP治疗领域的研究热点。

Toll样受体4(Toll-likereceptor4,TLR4)介
导的炎 症 反 应 可 以 促 进 神 经 病 理 性 痛 的 进 展;

TLR4抑制剂可以显著降低神经病理性痛小鼠脊髓

炎症水平,缓解痛觉超敏[4]。髓系细胞触发受体1
(triggeringreceptorexpressedonmyeloidcells1,

TREM1)属于免疫球蛋白超家族受体,主要表达于

单核细胞、巨噬细胞、中性粒细胞及小胶质细胞。
研究表明,TREM1可以“放大”TLR4介导的炎症

反应,TREM1激动剂与LPS共刺激显著增加单核

细胞中 TNF-α和IL-1β表达水平[5]。但 TREM1
对神经病理性痛发生发展的影响未见报道。因此,
本研究拟探讨TREM1对神经病理性痛的影响及可

能机制。

材料与方法

实验动物 清洁级成年雄性SD大鼠,体重220
~300g,由南京医科大学附属南京医院动物实验中

心提供。饲养条件:昼夜交替,环境温度22~25℃,
相对湿度40%~70%,饮水和进食不限。

鞘内置管 大鼠腹腔注射10%水合氯醛350
mg/kg麻醉后,参照文献[6],于大鼠髂棘连线中点

作纵向切口。套管针从L5~6椎间隙进针,针尖指向

中线。特征性尾巴甩动或脑脊液流出标志置入成

功。然后向头端继续置入3cm,脑脊液流出通畅则

说明导管位于蛛网膜下腔,妥善固定。术后3d连

续肌注青霉素钠4×104U。置管后观察3d,排除

肢体瘫痪的大鼠。
神经病理性痛模型制备 选取鞘内置管成功

大鼠48只,按随机数字表法分为四组(n=12):对
照组(S组)、NP组(CCI组)、TREM1shRNA 组

(RNAi组)和阴性慢病毒组(Virus组)。RNAi组

于造 模 前 1 周 鞘 内 注 射 pGLVU6/RFP/Puro-
shRNA30μl(1×109IU/ml);Virus组、CCI组和S
组分别鞘内注射等量阴性慢病毒和生理盐水。CCI
组、RNAi组和 Virus组参照文献[7]制备CCI模

型。大鼠麻醉后,方法同鞘内置管,沿左侧股骨中

部作纵向切口,钝性分离股二头肌,游离坐骨神经

主干及其分支。用4-0铬制羊肠线环绕坐骨神经主

干,于坐骨神经分叉近端5mm 结扎4道,间隔1
mm,结扎时观察到小腿肌肉轻微搐动即可;S组仅

暴露坐骨神经,不结扎。然后分层缝合切口,术后3
d连续肌注青霉素钠4×104U。

行为学测定 于造模前1d(基础值)和造模后

1、3、7、14d测定机械缩足反应阈(MWT)和热缩足

潜伏期(TWL)[7]。大鼠置于金属丝网垫上,透明观

察笼中自由活动10~30min。将vonFrey纤维丝

对准左后足掌心,大鼠出现缩足、舔足等动作视为

阳性反应。初始刺激力度为2g,若出现阳性反应,
则刺激力度降低一个阶段;否则相反。采用序贯法

计算50%vonFrey反应阈值,即为 MWT,测量3
次取平均值。大鼠置于金属丝网垫上,透明观察笼

中自由活动10~30min。将热板仪激光束对准大

鼠左后足底掌心,记录照射至大鼠抬足的时间,即
为TWL,测量3次取平均值。

Westernblot法测定蛋白含量 行为学测试结

束后,每组随机取6只大鼠,断头处死,取L4~6脊髓

节段。加入适量RIPA和PMSF提取蛋白,BCA法

测定蛋白浓度。蛋白上样量40μg,经10%~12%
SDS-PAGE凝胶电泳后,转移到PVDF膜,然后室

温封闭1h。分别加入一抗:小鼠TREM1单抗(1∶
1000)、小鼠TLR4单抗(1∶1000)、兔 MyD88多抗

(1∶1000)、小鼠p-NF-κBp65单抗(1∶1000)单抗、
兔IκBα单抗(1∶1000)和小鼠 GAPDH 单抗(1∶
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2500),4℃孵育过夜。漂洗3遍后加入二抗(1∶
2000),室温孵育1h。漂洗3遍后显色曝光。采用

Imagelab图像软件分析蛋白条带灰度值,以目的蛋

白与 GADPH 的条带灰度值比值反映目的蛋白

含量。
荧光实时定量PCR(RT-PCR)测定炎性因子表

达水平 行为学测试结束后,每组随机取6只大鼠,
取L4~6脊髓节段。离心匀浆,按照试剂盒操作步

骤,Trizol试剂盒提取脊髓总 mRNA,逆转录试剂

盒合成cDNA。引物由上海吉玛生物有限公司合

成。IL-1β:上游引物序列5'-CCCAACTGGTACA-
TCAGCACCTCTC-3',下游引物序列5'-CTATG-
TCCCGACCATTGCTG-3';TNF-α:上游引物序列

5'-TCAGTTCCATGGCCCAGAC-3',下 游 引 物 序

列 5'-GTTGTCTTTGAGATCCATGCCT-3';IL-
6:上游引物序列5'-GATTGTATGAACAGCGAT-
GATGC-3',下游引物序列5'-AGAAACGGAACT-
CCAGAAGACC-3';GAPDH:上游引物序列5'-CC-
AATGTGTCCGTCGCGTGGATCT-3',下 游 引 物

序 列 5'-GTTGAAGTCGCAGGAGACAACC-3'。

PCR反应条件:95℃预变性20s,95℃变性3s,60
℃退火延伸30s,45个循环。采用Roche-LightCy-
cler96型荧光定量PCR仪测定IL-1β、TNF-α、IL-6
和GAPDH基因的CT 值,采用2-ΔΔCt法计算IL-1β、

TNF-α和IL-6mRNA的相对表达量。

表1 四组大鼠不同时点 MWT和TWL的比较(x±s)

指标 组别 只数 造模前1d 造模后1d 造模后3d 造模后7d 造模后14d

S组 12 13.4±1.1 13.9±1.2 13.5±0.9 13.1±1.1 13.6±1.0

MWT(g) CCI组 12 13.6±1.2 7.3±1.0ac 5.8±0.9ac 4.9±0.6ac 3.9±0.5ac

Virus组 12 13.3±0.9 6.9±1.1ac 6.7±0.7ac 5.1±0.8ac 3.3±0.4ac

RNAi组 12 13.7±1.2 10.1±0.7abc 9.1±0.5abc 8.4±0.7abc 6.5±0.6abc

S组 12 18.1±0.9 17.9±1.3 17.7±1.2 17.5±1.4 18.0±1.3

TWL(s) CCI组 12 18.3±1.2 10.3±0.9ac 7.7±2.5ac 5.3±1.9ac 4.9±1.5ac

Virus组 12 17.9±2.3 11.2±1.2ac 8.5±2.0ac 4.3±1.6ac 5.1±1.2ac

RNAi组 12 18.0±1.9 14.7±0.8abc 13.3±0.5abc 11.5±0.9abc 10.8±1.3abc

  注:与S组比较,aP<0.05;与CCI组比较,bP<0.05;与造模前1d比较,cP<0.05

统计分析 采用SPSS19.0统计学软件进行

分析。正态分布计量资料以均数±标准差(x±s)
表示,组间比较采用单因素方差分析。组内不同时

点采用重复测量方差分析。P<0.05为差异有统

计学意义。

结  果

与S组比较,CCI组和 Virus组 TREM1蛋白

含量明显增加(P<0.05);与CCI组比较,RNAi组

TREM1蛋白含量明显降低(P<0.05)(图1)。

    注:与S组比较,aP<0.05;与CCI组比较,bP<0.05

图1 四组大鼠TREM1蛋白含量的比较

与造模前比较,CCI组、RNAi组和 Virus组造

模后 各 时 点 MWT 和 TWL 均 明 显 降 低(P <
0.05),且明显低于S组(P<0.05),而RNAi组明

显高于CCI组(P<0.05)(表1)。
与S组比较,CCI组、RNAi组和Virus组大鼠

脊髓TLR4、MyD88和p-NF-κBp65蛋白含量明显

增加,IκBα蛋白含量明显降低(P<0.05);与CCI
组比较,RNAi组大鼠脊髓TLR4、MyD88和p-NF-
κBp65蛋白含量明显降低,IκBα蛋白含量明显增加

(P<0.05)(图2,3)。
与S组比较,CCI组、RNAi组和 Virus组IL-

1β、TNFα和IL-6mRNA 表达量明显增加(P<
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注:与S组比较,aP<0.05;与CCI组比较,bP<0.05

图2 四组大鼠p-NF-κBp65、IκBα蛋白含量的比较

注:与S组比较,aP<0.05;与CCI组比较,bP<0.05

图3 四组大鼠TLR4和 MyD88蛋白含量的比较

0.05);与 CCI组比较,RNAi组大鼠脊髓IL-1β、

TNFα和IL-6mRNA表达量明显减少(P<0.05)
(图4)。

注:与S组比较,aP<0.05;与CCI组比较,bP<0.05

图4 四组大鼠脊髓IL-1β、TNF-α和IL-6mRNA表达量的比较

讨  论

慢性坐骨神经压榨性损伤法可较好地模拟神

经病理性疼痛,是较理想的神经病理性痛模型[8]。
本研究中,大鼠造模后1d开始出现机械痛觉过敏

和热痛觉过敏,符合慢性坐骨神经压榨损伤的行为

学特征,表明模型制备成功。
神经病理性痛涉及炎症激活、中枢敏化等多个

方面[9]。其中,TLR4介导的炎症反应可以促进大

鼠神经病理性痛的发生发展,其机制与 MyD88/

NF-κB通 路 激 活,促 炎 因 子 释 放 增 加 有 关[10]。

Jursa等[4]发现,TLR4拮抗剂可以减轻CCI大鼠脊

髓小胶质细胞激活,降低TNF-α的表达水平,缓解

痛觉超敏。本研究表明 CCI组大鼠脊髓 TLR4、

MyD88和p-NF-κBp65水平升高,IκBα表达水平

降低,炎性因子转录水平升高,提示CCI组大鼠神

经病理性痛的进展可能与TLR4/MyD88/NF-κB通

路介导的炎症反应相关。

TREM1作为一种免疫模式受体,已被证实与

类风湿性关节炎、自身免疫性神经炎、感染性休克

等多种以炎症紊乱为特征的疾病有关。本研究中,

CCI组和 Virus组大鼠脊髓 TREM1表达显著增

加,说明TREM1可能与神经病理性痛的发生发展

相关。Ornatowska等[11]发现,TREM1siRNA 可

以显著抑制 RAW264.7细胞 TLR4信号通路中

CD14、MyD88、IL-1β等基因的表达。动物实验证

实,干扰 TREM1可以降低结肠炎小鼠病灶内IL-
1β、TNF-α、IL-6等炎性因子的转录水平,缓解结肠

炎症状[12]。由此可见,TREM1对炎症反应具有重
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要的调控作用。本研究通过鞘内注射干扰慢病毒

证实,干扰 TREM1可以缓解大鼠神经病理性痛。

RNAi组大鼠脊髓 TLR4、MyD88和p-NF-κBp65
表达减少,IκBα表达升高,炎性因子转录水平降低,
提示干扰TREM1可以降低脊髓炎症水平,缓解大

鼠神经病理性痛,其机制可能与抑制脊髓 TLR4/

MyD88/NF-κB通路介导的炎症反应有关。
综上所述,干扰TREM1可以缓解大鼠神经病

理性痛,其机制可能与抑制 TLR4/MyD88/NF-κB
炎症通路有关。
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·消息·

2018中国心胸麻醉大会(CCAC2018)
暨京津冀麻醉学协同发展论坛通知

由中国心胸血管麻醉学会心血管麻醉分会和中国心胸血管麻醉学会胸科麻醉分会联合主办,天津市胸科医院承办的

“2018中国心胸麻醉大会(CCAC2018)暨京津冀麻醉学协同发展论坛”将于2018年6月29日~7月2日在天津市梅江会展

中心隆重召开。届时将有心胸医学领域院士,著名国内外专家学者和麻醉同道齐聚津门,共襄盛事。本次大会还将同期举

办术中心脏超声 Workshop初级培训班、壁报评选和青年医生论文大赛等一系列活动。我们诚挚欢迎各位专家同道出席本次

会议,共襄盛举,携手促进我国心胸麻醉事业的发展!

报名网址:www.ccac2018.com。

网上注册缴费及汇款截止日期:2018年6月10日17∶00。

联系人:许平波(18017312996),金沐(13366600987),易杰(18612671787),王越夫(13811491035)。
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