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Ｔｏｌｌ样受体４信号通路在蛛网膜下腔出血后
早期脑损伤中的机制研究

王超，杨智勇，路华，王东，张胜平

昆明医学院第一附属医院神经外科，云南省昆明市　６５００３２

摘　要：目的　观察蛛网膜下腔出血（ＳＡＨ）后 Ｔｏｌｌ样受体４（ＴＬＲ４）、肿瘤坏死因子 α（ＴＮＦα）和干扰素 β（ＩＦＮβ）的表
达及其对 ＳＡＨ后早期脑损伤的影响，探讨 ＳＡＨ后早期脑损伤的可能发病机制。方法　健康成年雄性新西兰白兔 ３６只，

采用枕大池自体动脉血二次注血法制成蛛网膜下腔出血模型。实验动物随机分成对照组、ＳＡＨ组和给药组，每组 １２只。

对照组枕大池穿刺后注入生理盐水，ＳＡＨ组造成蛛网膜下腔出血模型，给药组在造蛛网膜下腔出血模型后静脉注入 Ｅｒｉｔｏ

ｒａｎ（Ｅ５５６４，１．５ｍｇ／ｋｇ）。每天行神经功能评定。取右侧海马行实时荧光定量聚合酶链反应法（ＱＰＣＲ）检测 ＴＬＲ４、ＴＮＦ

α和 ＩＦＮβ的 ｍＲＮＡ表达。结果　ＳＡＨ组中 ＴＬＲ４、ＴＮＦα和 ＩＦＮβ的 ｍＲＮＡ表达量较对照组明显增加（Ｐ＜０．０５），给药

组 ＴＬＲ４、ＴＮＦα和 ＩＦＮβ的 ｍＲＮＡ表达量较 ＳＡＨ组明显下降（Ｐ＜０．０５）。ＳＡＨ组神经功能缺损较对照组明显严重（Ｐ＜

０．０５），给药组经 Ｅ５５６４干预后神经功能较 ＳＡＨ组得到改善（Ｐ＜０．０５）。结论　ＴＬＲ４在蛛网膜下腔出血后的早期脑损

伤中起到重要作用，其具体机制可能是通过 ＴＬＲ４介导的信号通路，而 Ｅ５５６４对这一信号通路的抑制可减轻 ＳＡＨ后的脑

损伤。
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　 　 蛛 网 膜 下 腔 出 血 （ｓｕｂａｒａｃｈｎｏｉｄｈｅｍｏｒｒｈａｇｅ，
ＳＡＨ），是常见的脑血管疾病，占脑卒中的 ５％ ～
１０％［１］，其中高达 １２．４％的患者发病后即突然死
亡［２］，另有 ４０％ ～６０％的患者于初次出血后 ４８ｈ
内死亡，在幸存的患者中大多不同程度的遗留脑神

经功能缺损症状。蛛网膜下腔出血后可导致脑血

液动力学、脑代谢变化及脑损伤，而脑损伤是决定

其预后的主要因素之一。随着分子生物学的深入

研究，发现炎症反应在脑损伤的形成机制中起重要

作用。既往已明确 Ｔｏｌｌ样受体参与病原相关分子
的识别，是诱导炎症反应的关键因素，且有研究发

现 Ｔｏｌｌ样受体 ４（Ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ４，ＴＬＲ４）参与脑
卒中后炎症性脑损伤的发病过程［３］，故 ＴＬＲ４介导
的信号通路可能在 ＳＡＨ后的脑损伤机制中起到重
要作用［４］。现已明确内毒素可通过结合细胞表面

的 ＴＬＲ４并激活该受体，从而触发一系列炎症细胞
因子的连锁反应。所以与内毒素结构相似的 Ｅｒｉｔｏ
ｒａｎ（Ｅ５５６４）能选择性阻断 ＴＬＲ４信号通路从而阻
断下游的炎症反应。本研究通过采用实时荧光定

量聚合酶链反应（ｒｅａｌｔｉｍｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲ，ＱＰＣＲ）
检测海马中 ＴＬＲ４、ＴＮＦα和 ＩＦＮβ的 ｍＲＮＡ的表
达，探讨 ＴＬＲ４介导的信号通路是否在蛛网膜下腔
出血后脑损伤的形成机制中起到重要作用，为临床

治疗蛛网膜下腔出血后脑损伤提供实验及理论依

据。

１　材料与方法
１．１　主要材料与试剂

健康成年雄性新西兰白兔 ３６只（重量 １．８～
２．２ｋｇ，由昆明医学院动物中心提供）；所用引物由
美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司合成；荧光定量 ＰＣＲ仪（美国
ＡＢＩ公司 ７０００型）；ＲＮＡｐｒｅｐｐｕｒｅ组织 ＲＮＡ提取
试剂盒（北京天根生化公司）；ＱｕａｎｔｃＤＮＡ第一链
合成试剂盒（北京天根生化公司）；ＧｏｌｄｅｎＴａｑＰＣＲ
试剂盒（北京天根生化公司），ＲｅａｌＭａｓｔｅｒＭｉｘ荧光
定量试剂盒（北京天根生化公司）。

１．２　方法
１．２．１　动物分组　将动物随机分为３组（每组１２
只）：对照组、蛛网膜下腔出血（ＳＡＨ）组和给药组。
ＳＡＨ组采用枕大池自体动脉血二次注血法制备
ＳＡＨ；给药组在制备 ＳＡＨ模型后分两次静脉注入
Ｅ５５６４（１．５ｍｇ／ｋｇ）；对照组枕大池二次注入生理
盐水。３个组在建模后均饲养 ５ｄ后再处死。
１．２．２　模型的制作　采用枕大池自体动脉血二

次注血法［５］，在第 ０天给兔子静脉注射 ３％的戊巴
比妥钠（１ｍｌ／ｋｇ）麻醉，兔子取头胸侧卧位，暴露
寰枕筋膜外皮肤穿刺点，备皮后穿刺点常规消毒铺

巾，用 ７号针刺破穿刺点皮肤换钝头穿刺针穿刺，
刺破寰枕筋膜有突破感确定进入枕大池，可见清亮

脑脊液流出，留取 １．０ｍｌ，然后缓慢注入等量新鲜
非肝素化的同体耳缘动脉血，注射结束后拔出穿刺

针，压迫穿刺点 １ｍｉｎ。然后保持兔子头低位 ３０°
约 ３０ｍｉｎ，使血液均匀分布于基底池。并同时给予
兔子保暖麻醉复苏。４８ｈ后进行第二次相同操
作。给药组每次经枕大池注血后立即静脉注射

Ｅｒｉｔｏｒａｎ（Ｅ５５６４）一次，剂量为 １．５ｍｇ／ｋｇ；对照组
操作同 ＳＡＨ组，但注入无菌盐水。
１．２．３　神经功能评分　按照 Ｅｎｄｏ神经功能评分
标准［６］，观察每只兔子在 ＳＡＨ建模后 ５ｄ内的神经
缺损症状并进行功能评分。按 Ｅｎｄｏ标准将兔神经
功能缺损症状分为 ４级。Ⅰ级：无神经功能缺损，
评 ０分；Ⅱ级：轻度或者可疑神经功能缺损（嗜睡、
活动减少），评 １分；Ⅲ级：中度神经功能缺损（肢
体无力、跛行），评 ２分；Ⅳ级：重度神经功能缺损
（划圈运动或行走困难）评 ３分。
１．２．４　标本的采集　于第 ５天经兔子静脉注射
过量的 ３％戊巴比妥钠麻醉处死，然后取右侧海
马，立即将海马置于液氮中冰冻以行 ＱＰＣＲ检测。
１．２．５　ＱＰＣＲ检测海马 ＴＬＲ４、ＴＮＦα和 ＩＦＮβ的
ｍＲＮＡ表达　海马组织总 ＲＮＡ的提取及逆转录反
应 总 ＲＮＡ的提取及逆转录参照 ＲＮＡ提取及逆转
录试剂盒（北京天根生化公司）说明书进行。ＰＣＲ
反应 ＴＬＲ４、ＴＮＦα、ＩＦＮβ及 ＧＡＰＤＨ（内参对照）引
物序列利用 ＧｅｎＢａｎｋ数据库中提供的 ＴＬＲ４、ＴＮＦ

α、ＩＦＮβ及 ＧＡＰＤＨ基因序列，经 ＧｅｎＢａｎｋＢＬＡＳＴ
进行同源性检测。由美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司合成：ＧＡＰ
ＤＨＦ：５′ＧＧＴＣＴＣＣＴＣＴＧＡＣＴＴＣＡＡＣＡ３，ＧＡＰＤＨＲ：５′
ＧＡＧＧＧＴＣＴＣＴＣＴＣＴＴＣＣＴ３′；ＴＬＲ４Ｆ：５′ＡＡＧＣＣＧＡＡＡＧ
ＧＴＧＡＴＴＧＴＴＧ３′，ＴＬＲ４Ｒ：５′ＣＴＧＴＣＣＴＣＣＣＡＣＴＣＣＡＧＧ
ＴＡ３′； ＴＮＦαＦ： ５′ＧＴＣＴＴＣＣＴＣＴＣＴＣＡＣＧＣＡＣＣ３′，
ＴＮＦαＲ：５′ＴＧＧＧＣＴＡＧＡＧＧＣＴＴＧＴＣＡＣＴ３′；ＩＦＮβＦ：
５′ＴＴＣＴＴＣＡＧＣＣＴＣＡＣＴＣＴＣＴＣＣ３′，ＩＦＮβＲ：５′ＴＧＴＴ
ＧＴＣＡＣＴＣＴＣＣＴＣＴＴＴＣＣ３′．ＴＬＲ４、ＴＮＦα、ＩＦＮβ的 ＰＣＲ
反应体系（２５μｌ体系）如下：超纯水 １０．７５μｌ，２．５

ＲｅａｌＭａｓｔｅｒＭｉｘ／２０ＳＹＢＲｓｏｌｕｔｉｏｎ１１．２５μｌ，上游引
物（１０ｕＭ）１μｌ，下游引物（１０ｕＭ）１μｌ，模板 １

μｌ。共２５μｌ体系混合在一个０．２ｍｌＰＣＲ试管内。
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ＰＣＲ反应条件为预变性 ９５℃ ２ｍｉｎ后，变性 ９５℃
１５ｓ，退火６０．５℃ ３０ｓ，共４０个循环。溶解曲线阶
段，变性 ９５℃ １５ｓ，退火 ６０～６４℃ ３０ｓ，最后 ７２℃
延伸 ３０ｓ。ＴＬＲ４、ＴＮＦα和 ＩＦＮβ的 ｍＲＮＡ表达量
以 ２△△ＣＴ来表示，其值为以 ＴＬＲ４、ＴＮＦα和 ＩＦＮβ
的 ｍＲＮＡ表达量与 ＧＡＰＤＨ表达量的比值。再根据
２△△ＣＴ制成三线表格表示 ｍＲＮＡ的表达量。
１．３　统计学处理

数据均以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示，采用
ＳＰＳＳ１７．０软件进行方差分析和 ＬＳＤ检验比较组
间差异，Ｐ＜０．０５表示差异具有统计学意义。
２　结果
２．１　神经功能评分

按 Ｅｎｄｏ神经功能评分标准对照组术后未见神
经行为功能异常，评分 ０分。ＳＡＨ组评分（２．２±
０．６１）和给药组评分（１．２±０．４１）均显著高于对照
组（Ｐ＜０．０５）。给药组评分显著低于 ＳＡＨ组（Ｐ
＜０．０５）。
２．２　海马组织中 ＴＬＲ４、ＴＮＦα和 ＩＦＮβ的 ｍＲ
ＮＡ表达量

各实验组海马组织中 ＴＬＲ４、ＴＮＦα和 ＩＦＮβ
的 ｍＲＮＡ均有表达。ＳＡＨ组相对表达量与给药组
及对照组相比显著升高（Ｐ＜０．０５）。经单因素方
差分析显示，给药组相对表达量较 ＳＡＨ组显著降
低，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），见表 １。

表１　海马组织中ＴＬＲ４、ＴＮＦα和ＩＦＮβ的ｍＲＮＡ表达量　　（ｘ±ｓ）

组别 ＴＬＲ４ ＴＮＦα ＩＦＮβ
对照组 １．０２±０．１９ ０．９９±０．１２ ０．９４±０．２２
ＳＡＨ组 １．８２±０．１０! ２．３０±０．４２! １．７０±０．１１!

给药组 １．３５±０．０７△ １．５０±０．２７△ １．２０±０．１４△

　　注：
!

为与对照组及给药组比较，Ｐ＜０．０５；△为与ＳＡＨ组比较，

Ｐ＜０．０５。

３　讨论
Ｔｏｌｌ样受体（Ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒｓ，ＴＬＲｓ）是一类胞

外区富含亮氨酸重复序列、胞内区与白细胞介素１
受体 １（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１ｒｅｃｅｐｔｏｒ１，ＩＬ１Ｒ１）的胞内区
同源，称为 ＴＩＲ（ＴＩＲ／ＩＬＲ１ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓｒｅｇｉｏｎ）区的
跨膜受体。ＴＬＲｓ的信号传导可通过依赖接头分子
髓系分化因子 ８８（ｍｙｌｏｉｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ８８，
ＭｙＤ８８）和非依赖 ＭｙＤ８８的含有 ＴＩＲ结构能诱导
干扰素 β的接头分子（ｄｏｍａｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇａｄａｐｔｏｒｉｎｄｕ
ｃｉｎｇｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ，ＴＲＩＦ）ＴＲＩＦ两类信号通路［７］。前者

主要通过核因子 ＮＦκＢ进而启动炎症因子 ＴＮＦ

α、ＩＬ１、ＩＬ６和 ＩＬ８等的释放，而后者是激活 Ｉ型
干扰素的转录，从而触发下游的炎症反应。研究发

现 ＴＬＲ４介导的信号通路包括依赖 ＭｙＤ８８及非依
赖 ＭｙＤ８８的两种途径。

目前的研究证实 ＴＬＲ４在小胶质细胞、神经元、
星形胶质细胞、血管内皮细胞及少突胶质细胞中均

有表达。其信号通路除了在感染性疾病有关的免

疫反应中发挥重要作用外，还参于中枢神经系统自

身免疫、神经退行性变和神经组织损伤［８］。如 Ｑｉｕ
等［９］研究发现抑制 ＴＬＲ４介导的信号通路可以减少
脑缺血后炎症反应及组织损伤。Ｓｕｎ等［１０］认为

ＴＬＲ４和 ＴＬＲ２共同参与脑缺血再灌注损伤的炎症
反应过程，其机制可能是通过 ＴＬＲ４信 号 激 活
ＴＬＲ２，并且在 ＮＦκＢ的调节下 ＴＬＲ２直接参与到脑
缺血再灌注损伤中。而 Ｌｅｅ等［１１］认为除了脑血管

病外，ＴＬＲ４在阿尔茨海默病、亨廷顿病及帕金森病
等炎症有关的疾病中也发挥重要作用。

Ｅｒｉｔｏｒａｎ（Ｅ５５６４）是脂质 Ａ（内毒素分子的一
部分，与其炎症活性紧密相关）的第二代人工合成

类似物，与细胞表面 ＴＬＲ４受体选择性的结合阻断
ＴＬＲ４介导的炎症反应。蛛网膜下腔出血后必然导
致脑血液动力学和脑代谢变化及脑损伤。目前研

究已证实蛛网膜下腔出血后早期即出现血脑屏障

通透性的显著性升高，至 ３ｈ可达最高。故本实验
采用 Ｅ５５６４干预 ＴＬＲ４介导的信号通路。另外大
量研究发现炎症反应在脑损伤中起着很重要的作

用，如 ＭＡＣＸ通过实验发现在大鼠 ＳＡＨ模型中脑
组织内 ＴＬＲ４的 ｍＲＮＡ和蛋白及下游的炎症分子
（ＴＮＦα、ＩＬ１β、ＩＬ６）可呈阶段性升高［１２］。另外，

Ｚｈｏｕ等［４］的实验亦发现在 ＳＡＨ动物模型中脑内
ＴＬＲ４被大量激活，其特异性配体（氧化修饰低密
度脂蛋白、热休克蛋白 ６０、７０）在脑脊液中明显上
升。

本实验发现蛛网膜下腔出血后兔的海马组织

中 ＴＬＲ４、ＴＮＦα和 ＩＦＮβ的 ｍＲＮＡ表达较给药组
及对照组明显增加，且神经功能缺损评分在蛛网膜

下腔出血组与给药组之间存有显著差异。这提示

ＴＬＲ４信号通路在 ＳＡＨ后的早期脑损伤中起到重
要作用，而 Ｅ５５６４通过抑制 ＴＬＲ４信号通路能减少
下游炎症因子的产生，从而减轻 ＳＡＨ后的脑损伤，
改善神经功能缺损。这进一步证实了蛛网膜下腔

出血后炎症反应所导致的脑损伤机制可能是通过
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ＴＬＲ４介导的信号通路而实现，并且 ＴＬＲ４介导的
信号通路在蛛网膜下腔出血后的炎症反应中可能

包括依赖 ＭｙＤ８８及非依赖 ＭｙＤ８８的两种途径。
目前对蛛网膜下腔出血的治疗除外科治疗外，

主要是防止再出血及预防并发症，而蛛网膜下腔的

积血主要靠机体缓慢吸收，由于其细胞因子的毒性

作用常导致严重的脑损伤。所以对 ＴＬＲ４介导的
信号通路在蛛网膜下腔出血后炎症性脑损伤中的

作用研究将有助于明确蛛网膜下腔出血后炎症性

脑损伤的分子机制，这可能为临床治疗及研究蛛网

膜下腔出血提供新的方向和方法。本研究仅为初

步研究，今后我们将继续寻找更接近临床的 ＴＬＲ４
信号通路的干预措施，从而进一步确证 ＴＬＲ４信号
通路在蛛网膜下腔出血后炎症性早期脑损伤中的

作用及机制。
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