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[摘要] 目的:利用大鼠颞下颌关节炎症(temporomandibular
 

joint
 

inflammation,TMJI)模型,检测Toll样受体4
 

(Toll-like
 

receptor
 

4,TLR4)及其信号通路在三叉神经节中的动态表达,探究神经系统TLR4信号通路在TMJI
及疼痛反应中的作用。方法:颞下颌关节下腔注射完全弗氏佐剂法建立大鼠TMJI动物模型,应用苏木精-伊红

(hematoxylin-eosin
 

staining,HE)染色法观察TMJI进展,免疫组织化学染色法检测三叉神经节中TLR4与髓样

分化因子88(myeloid
 

differentiation
 

primary
 

response
 

gene
 

88,MyD88)的表达变化。结果:完全弗氏佐剂诱发TM-
JI后,三叉神经节神经元TLR4与 MyD88的表达显著增加,且两者表达呈低度相关性。结论:三叉神经节

 

TLR4-
MyD88信号通路参与TMJI诱发的神经免疫反应,神经元TLR4的激活可能通过 MyD88依赖途径进行信号转导。
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TLR4-MyD88
 

Signal
 

Pathway
 

in
 

Trigeminal
 

Ganglia
 

Involved
 

in
 

Immunoreactivity
 

Induced
 

by
 

Temporomandibular
 

Joint
 

Inflammation
 

in
 

Rats.
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[Abstract] Objective:

 

To
 

investigate
 

the
 

dynamic
 

expression
 

of
 

TLR4
 

and
 

its
 

signal
 

pathway
 

in
 

trigeminal
 

ganglia
 

(TG)
 

by
 

using
 

a
 

temporomandibular
 

joint
 

inflammation
 

(TMJI)
 

animal
 

model
 

in
 

rats,
 

and
 

further
 

to
 

explore
 

the
 

role
 

of
 

TLR4
 

signal
 

pathway
 

involved
 

in
 

the
 

neural
 

immune
 

response
 

during
 

process
 

of
 

TMJI
 

and
 

accompanied
 

pain.
  

Methods:
 

Rats
 

model
 

of
 

TMJI
 

were
 

established
 

by
 

intra-articular
 

injection
 

of
 

Freund's
 

adjuvant
 

complete.
 

His-
topathological

 

examination
 

showed
 

the
 

progressive
 

pathological
 

changes
 

in
 

the
 

TMJ
 

were
 

detected
 

by
 

HE
 

staining,
 

and
 

the
 

expression
 

of
 

TLR4
 

or
 

MyD88
 

in
 

TG
 

were
 

observed
 

by
 

immunohistochemistry.
  

Results:
 

The
 

expression
 

of
 

TLR4
 

and
 

MyD88
 

in
 

TG
 

increased
 

significantly
 

post
 

TMJI.
 

Correlation
 

analysis
 

showed
 

low
 

correlation
 

between
 

TLR4
 

and
 

MyD88
 

expression.
  

Conclusion:
 

TLR4-MyD88
 

signal
 

pathway
 

in
 

TG
 

involved
 

in
 

neural
 

immune
 

re-
sponse

 

during
 

TMJI.
 

The
 

signal
 

transduction
 

of
 

activation
 

of
 

TLR4
 

in
 

neurons
 

may
 

be
 

mediated
 

by
 

MyD88
 

depend-
ent

 

pathway.
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  颞下颌关节炎症(temporomandibular
 

joint
 

in-
flammation,TMJI)可导致关节组织退化性疾病,表
现为关节疼痛、滑膜炎症、软骨进行性退变等。颞下

颌关节病变发病机制复杂,关节病变及疼痛的治疗

仍然是临床难题。研究证明,神经因素对 TMJI
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及痛觉过敏的发生、发展与预后起到重要作用。前

期研究表明,三叉神经节(trigeminal
 

ganglia,
 

TG)
神经细胞在口腔颌面部损伤及痛觉过敏的发生及发

展中发挥重要作用[1],TG中降钙素基因相关肽、趋
化因子CX3CL1等均参与外周组织炎症诱发的神

经免疫反应[2]。

  Toll样受体(Toll-like
 

receptors,TLRs)在炎

症反应、细胞信号转导、细胞凋亡等多种生理进程中

发挥重要的作用。Toll样受体4(Toll-like
 

recep-
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tors
 

4,TLR4)是 TLRs家族的重要跨膜式识别受

体。近年来越来越多的研究发现 TLR4不仅表达

于固有免疫细胞,在中枢神经系统的小胶质细胞、初
级感觉神经元细胞上也存在TLR4的表达,在神经

免疫反应中发挥重要的作用。髓样分化因子88
(myeloid

 

differentiation
 

factor
 

88,MyD88)是

TLR4信号通路中重要的转导蛋白。越来越多的研

究结果提示,神经系统存在TLR4,其信号转导通路

可能在外周炎症诱发的神经免疫应答及疼痛反应中

起重要作用,以TLR4为靶点调控神经免疫反应可

能成为疾病治疗的新策略。

  本研究通过颞下颌关节腔注射完全弗氏佐剂

(complete
 

Freund's
 

adjuvant,CFA),建 立 大 鼠

TMJI模型,应用苏木精-伊红(hematoxylin-eo-
sin

 

staining,HE)染色、免疫组织化学染色等方法观

察TLR4及其信号通路在TG中的动态表达,探究

神经系统TLR4信号通路在TMJI及疼痛反应中的

作用。

1 材料与方法

1.1 实验动物 由大连医科大学重大疾病基因工

程模式动物研究所提供的成年雄性Sprague-Daw-
ley(SD)大鼠18只随机分组,于颞下颌关节上腔注

射CFA,建立TMJI动物模型。正常对照组(Naive
组)大鼠不进行任何处理。

1.2 实验试剂 小鼠抗大鼠 TLR4单克隆抗体

(Abcam公司,ab22048);兔抗大鼠 MyD88多克隆

抗体(上海生工,D121009);CFA(Sigma
 

公司);生
物素-链霉卵白素免疫组织化学检测试剂盒(中杉

金桥,SP9001、SP9002)、浓缩型二氨基联苯胺(dia-
minobenzidine,DAB)试剂盒(中杉金桥,ZLI9018)。

1.3 方法

1.3.1 建立大鼠TMJI模型 10%水合氯醛腹腔

注射麻醉大鼠(0.3
 

mL/100
 

g体重),消毒大鼠双侧

颞下颌关节区域,以外耳眼眶连线上1
 

mm与耳前

2
 

mm交点处为进针点,沿前、上、内方向进针,止于

颞窝壁,稍后退,回抽无血后缓慢注射50
 

μL
 

CFA
乳化液(CFA∶生理盐水,1∶1)于关节上腔(图1)。

1a:TMJI模型示意图;1b:TMJI模型建立解剖示意图

图1 大鼠颞下颌关节炎模型建立示意图

Fig.
 

1 Schematic
 

diagram
 

of
 

establishment
 

of
 

TMJI
 

model
 

in
 

rats.

1.3.2 标本制备 实验组大鼠分别于CFA注入后

72
 

h、1、2、4和6周,乙醚全身麻醉至呼吸停止后立

即将大鼠仰卧位置于操作台上,迅速经胸骨柄处打

开胸腔,暴露心脏,经左心室依次灌注生理盐水和

4%多聚甲醛磷酸盐缓冲液进行灌流固定,取颞下颌

关节及TG,于新鲜的4%多聚甲醛磷酸盐缓冲液进

行固定。剖取的TG经20%蔗糖隔夜浸润、包埋,
制备厚10

 

μm的连续冰冻切片。

1.3.3 免疫组织化学染色 取TG切片,磷酸缓冲

液(phosphate
 

buffer
 

saline,PBS)清洗后,柠檬酸钠

水浴抗原修复20
 

min,用含有0.3%H2O2 的甲醇

溶液固定组织并灭活内源性过氧化物酶,PBS清洗

后滴加标准驴血清封闭非特异性抗原。滴加一抗兔

抗大鼠TLR4
 

抗体(1∶500)或MyD88
 

(1∶50)4
 

℃
过夜(阴性对照组以等量PBS替代一抗),PBS清洗

后加入生物素标记的山羊抗小鼠/兔IgG,孵育1
 

h。

PBS漂洗后滴加辣根过氧化物酶标记链酶卵白素

工作液体,孵育1
 

h,漂洗后DAB显色,梯度酒精脱

水,中性树胶封片,Olympus
 

BX-43显微镜下观察

取像。TLR4与
 

MyD88阳性细胞率统计 每个

TG 标 本 依 次 选 取 6~10 个 组 织 切 片 (间 隔

100
 

μm),每个切片镜下选取3~4个独立视野,分
别计数每个视野内TLR4或 MyD88阳性神经元细

胞数及总神经元数,分别计算TLR4
 

及 MyD88阳

性细胞率。

1.4 统计学分析 数据采用
 

SPSS
 

19.0软件进行

统计学分析,各组间比较采用ANOVA检验及相关

性分析,以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 HE染色结果 如图2所示,CFA作用72
 

h
后,滑膜增生,且滑膜皱褶明显增多(箭头所示区

域)。CFA作用6周后,髁突软骨细胞层次紊乱,局
部纤维层剥脱、软骨缺损(方框处),提示CFA诱发

大鼠TMJI及继发颞下颌关节骨关节炎。

2a:实验组72
 

h;2b:实验组6周

图2 苏木精-伊红染色显示CFA诱发的颞下颌关节病理进程(×

40)

Fig.
 

2 HE
 

staining
 

showed
 

the
 

CFA-induced
 

pathological
 

pro-

gress
 

in
 

temporomandibular
 

joint
 

(×40).
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3a:Naive组;3b:实验组72
 

h;3c:实验组1周;3d实验组2周;3e:实验组4周;3f:实验组6周

图3 TMJI后TG中TLR4的动态表达(×20)

Fig.
 

3 Dynamic
 

expression
 

of
 

TLR4
 

in
 

TG
 

post
 

TMJI
 

(×20).

4a:Naive组;4b:实验组72
 

h;4c:实验组1周;4d实验组2周;4e:实验组4周;4f:实验组6周

图4 TMJI后TG中 MyD88的动态表达(×20)

Fig.
 

4 Dynamic
 

expression
 

of
 

MyD88
 

in
 

TG
 

post
 

TMJI
 

(×20).

2.3 CFA 诱发 TMJI后 TG中 TLR4的表达 
Naive组与实验组大鼠 TG 都存在 TLR4表达,

TLR4阳性神经元散在分布于 TG中,表达 TLR4
的神经元主要为中、小型神经元。TLR4阳性信号

主要表达在细胞浆中(图3所示)。TLR4阳性神经

元细胞率统计学分析结果显示,CFA 作用72
 

h
(27.93±2.91)后,TLR4表达显著增加并达到峰

值,持续到2周(22.34±0.97),于4周(15.94±
0.46)时恢复至正常水平,6周(20.57±0.63)时再

次显著增加。各组与Naive组(12.91±0.63)比较

差异有统计学意义(P<0.01)。

2.4 CFA诱发大鼠TMJI后TG中 MyD88的表

达 免疫组织化学染色结果显示,TG内 MyD88阳

性神经元主要为中、小型神经元。MyD88阳性信号

主要表达在细胞浆中(图4)。MYD88阳性神经元

细胞 率 统 计 学 分 析 结 果 显 示,CFA 作 用 72
 

h
(31.60±1.49)后,MyD88阳性神经元细胞数显著

增加,在2周(32.31±1.22)达到峰值,持续至4周

(27.42±1.33)。各组与Naive组(14.54±1.66)比
较差异有统计学意义(P<0.01)。

2.5 TG内TLR4
 

与
 

MyD88表达的相关性分析 
TLR4与 MYD88阳性神经元细胞率相关性分析结

果显示,TLR4
 

与
 

MyD88
 

之间呈低度相关性(r=
0.392,P<0.05)。
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3 讨论

  目前,国内外有多种诱导TMJI动物模型的实

验方法。本实验采用颞下颌关节上腔注射CFA法,
属于非手术方法,可以消除对关节组织的过度破坏

及影响,更加符合TMJI病理进程。CFA注射法具

有创伤小,药物能够迅速到达颞下颌关节腔内,从而

快速稳定诱导TMJI等优点,但该方法对实验者注

射技术和方法要求较高。本课题组前期研究结果显

示,CFA诱发大鼠TMJI后,TG神经元内疼痛相关

因子降钙素基因相关肽(calcitonin
 

gene-related
 

peptide,CGRP)表达显著增强,神经元内CGRP的

表达于CFA致炎72
 

h开始增加,2周时达到峰值,
提示 CFA 诱导 TMJI炎性疼痛[3]。本研究通过

HE组织病理染色证实,注射CFA
 

72
 

h后,TMJ滑

膜增生,滑膜皱褶增多;6周后突软骨细胞层次紊

乱,局部纤维软骨剥脱,出现骨质缺损。这些结果提

示我们成功构建大鼠颞下颌关节炎模型。

  TLR4是TLRs家族重要成员。TLR4已确认

为在关节炎发病机制中的一个重要影响因素。有研

究也证实TLR4在类风湿性关节炎滑膜中过度表

达[4]。此外,在大鼠坐骨神经慢性压榨性模型中,应
用TLR4抑制剂可以减轻神经性疼痛症状[5]。进一

步的研究结果显示在创伤性脑损伤动物模型中,

TLR4基因敲除,有助于巨噬细胞向具有抗炎修复

功能型巨噬细胞转化,并减弱创伤性脑损伤程度[6]。

TLRs被认为与感觉神经元对局部外周炎症反应的

疼痛检测相关。以往的研究证明,大鼠小胶质细胞

上表达的 TLR4影响中枢疼痛反应。大鼠后足注

射CFA,分别诱导脊髓OX-42和TLR4的表达增

加,引起显著的疼痛过敏反应并伴随后足水肿以及

脊髓背角小胶质细胞的活化[7]。Owens等[8]报道,
在神经损伤反应中,TLR1、TLR2和TLR4在中枢

神 经 系 统 中 表 达 上 调,可 导 致 促 炎 细 胞 因 子

(TNF-α、IL-1β)和趋化因子释放。本研究证实

成年大鼠TMJI过程TG神经元中TLR4及相关分

子的动态表达。本研究结果也同样支持一种机制,
即TG伤害感受器可以通过TLR4检测并应对外周

组织的致病性攻击。

  本研究结果表明,TLR4在TG神经元细胞上

表达而非神经胶质细胞,因此提示在CFA诱发的

TMJI病理进程中,神经元细胞激活是TLR4信号

通路参与引发神经免疫及疼痛反应的主要通道。基

于目前的研究结果,TLR4的活化可能直接且优先

地在神经元伤害感受器上发生。神经元具有可以直

接检测和响应致病性配体的能力,这代表了其对急

性伤害感受器具有显著快速激活反应机制的能力,
并产生致敏且可以改变神经元及非神经元细胞之间

的通讯。此外,感觉神经元还具有检测损伤相关模

式分子的潜力,已经由研究者分别在对TG和背根

神经节感觉神经元的实验中所证实。同时,以往的

研究证实,神经元的损伤可以导致促炎因子的释放,
微环境的变化进一步促进神经元细胞的活化及可塑

性反应,从而维持慢行疼痛的发展。在牙髓炎动物

模型的研究中证实,炎症牙髓组织表达的热休克蛋

白(heat
 

shock
 

protein
 

70,
 

Hsp70)可以通过神经轴

突被逆行转运到TG神经元,Hsp70结合TLR4进

一步增强神经元兴奋性,导致疼痛[9]。

  早期的研究结果表明,TLR4的激活通常触发

两个典型的信号级联,分别是 MyD88依赖途径与

MyD88非依赖性途径,两条信号 通 路 分 别 涉 及

MyD88 和/或 β 干 扰 素 TIR 结 构 域 衔 接 蛋 白

(TIR-domain
 

containing
 

adaptor
 

inducing
 

inter-
feron.B,

 

TRIF)的初始募集。随后两种信号的转

导最 终 导 致 核 因 子 -κB(nuclear
 

factor-κB,

NF-κB)核转移并产生促炎症细胞因子的释放。

Ohara等[10]报道,TLR4信号传导参与大鼠急性牙

髓炎后TG伤害感受反应,受损牙髓同侧的TG与

牙髓中的TLR4、TLR7及其下游信号分子 MyD88、

TRIF、NF-κB以及TNF-α、IL-1β等细胞因子

表达均增加。本研究结果表明,TLR4、MyD88免疫

阳性反应主要在中、小型神经元细胞体中。同时,神
经元细胞体中 TLR4与 MyD88表达均显著增加,
且两者具有相关性。CFA诱发TMJI后,TG神经

元的TLR4激活反应可以通过 MyD88依赖途径传

导,TLR4-MyD88信号通路参与TMJI诱发的神

经免疫反应。

  TLR4信号转导通路是目前科学研究发现的重

要的传导信号通路之一,TLR4信号通路参与许多

疾病的发生、发展过程,而其下游的炎症信号的传导

式反应也会使疾病向不利于患者的方向转变。其相

关作用机制不断地被阐明,等带来突破性的进展,有
望为临床TLR4相关疾病的治疗和判断预后等提

供新的思路和治疗途径。因此,TLR4信号通路可

能成为治疗TMJI的新方向和策略。
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