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神经妥乐平通过TLR4/NF-κB信号通路减轻白蛋白结合型

紫杉醇诱导的神经病理性疼痛
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摘要  目的 探讨神经妥乐平 （NTP） 对白蛋白结合型紫杉醇 （Nab-PTX） 诱导的神经病理性疼痛的作用及其机制。方法  将

40只SD大鼠随机分为对照组、Nab-PTX组、Nab-PTX联合NTP组 （Nab-PTX+NTP组） 和Nab-PTX联合核因子κB抑制剂PDTC组 

（Nab-PTX+PDTC组），检测4组大鼠机械缩足反射阈值 （MWT） 和热缩足潜伏期 （TWL）。取各组大鼠L4~6脊髓组织，通过酶联免

疫吸附试验检测炎性细胞因子肿瘤坏死因子α （TNF-α） 和白细胞介素-6 （IL-6） 的表达水平； 免疫荧光染色检测小胶质细胞活

化情况； 实时PCR和Western blotting分别检测TLR4、p65 mRNA和蛋白表达水平。结果  Nab-PTX诱导大鼠出现神经病理性疼

痛，表现为MWT、TWL下降； NTP和PDTC均能减轻Nab-PTX诱导的神经病理性疼痛，减少MWT、TWL下降幅度。与对照组相比，

Nab-PTX组TNF-α、IL-6、Iba-1水平升高，TLR4、p65 mRNA和蛋白表达水平升高 （P < 0.05）。与Nab-PTX组相比，Nab-PTX+NTP组

和Nab-PTX+PDTC组TNF-α、IL-6、Iba-1水平降低，TLR4、p65 mRNA和蛋白表达水平降低 （P < 0.05）。结论  NTP能够通过抑制

TLR4/NF-κB信号通路减轻大鼠炎症反应，进而减轻Nab-PTX诱导的神经病理性疼痛。
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Abstract  Objective To investigate the effect and mechanism of action of neurotropin （NTP） on neuropathic pain induced by albu-
min-bound paclitaxel （Nab-PTX）. Methods  Forty SD rats were randomly divided into the control，Nab-PTX，Nab-PTX+NTP，and 

Nab-PTX+PDTC groups. The mechanical withdrawal threshold （MWT） and thermal withdrawal latency （TWL） were measured in each 

group of rats. The L4-6 spinal cord tissues of rats in each group were sampled. The expression of inflammatory cytokines was detected by 

enzyme-linked immunosorbent assay，microglial activation by immunofluorescence staining，and the expression of TLR4 and p65 mRNA 

and protein by real-time PCR and Western blotting，respectively. Results  Nab-PTX induced neuropathic pain in rats，which manifested 

as a decrease in MWT and TWL. Both NTP and PDTC alleviated Nab-PTX-induced neuropathic pain and antagonized the magnitude of 

decrease in MWT and TWL. Compared with the control group，the levels of TNF-α，IL-6，and Iba-1，and expressions of TLR4 and p65 

mRNA and protein were increased in the Nab-PTX group （P < 0.05）. Compared with the Nab-PTX group，the levels of TNF-α，IL-6 and 

Iba-1 lower in the Nab-PTX+NTP and Nab-PTX+PDTC groups，and the expressions of TLR4 and p65 mRNA and protein were decreased

（P < 0.05）. Conclusion  Neurotropin can attenuate inflammatory response in rats by inhibiting the TLR4/NF-κB signaling pathway，

thereby reducing Nab-PTX-induced neuropathic pain.
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白蛋白结合型紫杉醇 （albumin-bound paclitaxel，

Nab-PTX） 是紫杉类抗肿瘤药物的新剂型，其过敏

反应发生率低，骨髓抑制程度轻，已用于多种实体

肿瘤的化疗［1］。然而，Nab-PTX极易引起程度不一

的神经病理性疼痛［2］，主要表现为感觉神经末梢受

累的对称性“手套”“袜套”样神经病变［3］。目前，临

床上这种神经痛的治疗效果并不理想。神经妥乐平 

（neurotropin，NTP） 是一种从接种牛痘病毒的家兔炎

症皮肤中提取的小分子生物活性物质，具有一定的

镇痛作用。国内外多项研究［4-5］表明，NTP可缓解腰

椎管狭窄引起的疼痛和糖尿病周围神经病变等。但

其在紫杉类化疗药物导致的神经病理性疼痛中的

作用及机制尚不明确。本课题组前期研究成功构建

了Nab-PTX诱导的神经病理性疼痛模型，发现6 mg/kg

的Nab-PTX给药后大鼠神经痛敏感。   

Toll样受体4 （Toll-like receptor 4，TLR4） /核因子

κB （nuclear factor κB，NF-κB） 信号通路介导炎症反

应，参与神经痛的发生过程［6］。研究［7］发现，NTP抑

制TLR4/MyD88/NF-κB通路，减弱炎症反应，改善痴

呆小鼠的认知功能障碍。活化的NF-κB诱导细胞因

子和黏附分子表达，加剧炎症损伤。选择性NF-κB抑

制剂吡咯烷二硫代甲酸铵 （pyrrolidine dithiocarbamate，

PDTC） 能够减轻坐骨神经慢性压迫损伤大鼠的神经

痛［8］。NTP能否通过调节TLR4/NF-κB通路缓解Nab-

PTX诱导的神经病理性疼痛尚不清楚。本研究通过

构建大鼠疼痛模型，观察NTP对大鼠疼痛行为学的

影响，观察PDTC抑制通路活性后神经痛的变化，并

进一步分析其机制。

1 材料与方法

1.1 试剂和仪器

注射用Nab-PTX （规格100 mg，产品批号B0422

10453） 购自石药集团欧意药业有限公司；NTP （规

格4.0 NU，注册证号S20140086） 购自日本脏器制药

株式会社；PDTC购自北京百奥莱博科技有限公司；

肿瘤坏死因子α （tumor necrosis factor α，TNF-α） 试剂

盒、白细胞介素-6 （interleukin-6，IL-6） 试剂盒购自武

汉伊莱瑞特生物科技股份有限公司；离子钙接头蛋

白1 （ionized calcium binding adaptor molecule-1，Iba-

1） 抗体购自江苏亲科生物研究中心有限公司；兔抗 

TLR4购自爱博泰克生物科技有限公司；兔抗 p65购

自北京博奥森生物技术有限公司；Marker购自美国

ThermoFisher Scientific公司。

von Frey纤毛机械刺激针购自意大利UGO公司；

KW-600热刺痛仪购自南京卡尔文生物科技有限公

司；全自动酶标仪、蛋白垂直电泳仪购自北京六一

生物科技有限公司；荧光PCR仪购自伯乐生命医学

产品 （上海） 有限公司；全自动化学发光图像分析系

统购自上海天能科技有限公司；荧光显微镜购自日

本OLYMPUS公司。

1.2 实验动物

SPF级成年雄性SD大鼠，体重300~350 g，购自

北京华阜康生物科技股份有限公司，许可证号为

SCXK （京） 2019-0008。饲养室温度为20~26 ℃，湿度

为40%~70%。小鼠每日自由摄食饮水，保证12 h昼夜

节律。本研究已获得内蒙古医科大学附属肿瘤医院

伦理委员会审核批准。

1.3 神经病理性疼痛大鼠模型制备

SPF级成年雄性SD大鼠16只，适应性饲养1周，

随机分为阴性对照组和模型组，每组8只。模型组大

鼠腹腔注射Nab-PTX （6 mg/kg），1次/周，连续3周 （第

1、8、15天），制 备Nab-PTX诱 导 的 神 经 病 理 性 疼 痛

大鼠模型。阴性对照组大鼠腹腔注射相同剂量的

0.9%生理盐水。分别在给药前 （第0天） 和给药第 7、

14、21、28天检测2组大鼠的机械缩足反射阈值 （me-

chanical withdrawal threshold，MWT） 和热缩足潜伏期 

（thermal withdrawal latency，TWL）。

1.4 实验分组

SPF级成年雄性SD大鼠40只，适应性饲养1周，

随机分为对照组、Nab-PTX组、Nab-PTX+NTP组、Nab-

PTX+PDTC组，每组10只。Nab-PTX组、Nab-PTX+NTP

组、Nab-PTX+PDTC组建立神经病理性疼痛大鼠模

型，方法同1.3。对照组大鼠腹腔注射相同剂量的

0.9%生 理 盐 水，方 法 同1.3。Nab-PTX+NTP组 大 鼠

除 腹 腔 注 射Nab-PTX （6 mg/kg，第1、8、15天） 外，给

予NTP （150 NU/kg） 灌胃，每周3次，连续3周 （第2、3、

4、9、10、11、16、17、18天）。Nab-PTX+PDTC组 大 鼠

除腹腔注射Nab-PTX （6 mg/kg，第1、8、15天） 外，给予

PDTC （100 mg/kg） 灌胃，每周1次，连续3周 （第2、9、

16天）。分别在给药前 （第0天） 和给药第 7、14、21、

28天检测2组大鼠的MWT和TWL。

1.5 疼痛行为学检测

中国医科大学学报  第55卷



·135·

1.5.1 MWT测定：将大鼠置于底部为金属网的有机

玻璃笼内，适应环境30 min。校准的von Frey纤维丝

以逐渐增强的力度 （1、2、4、6、8、10、15、26 g） 刺激大

鼠右后足底中央部位。纤维丝弯曲偏离轴线1 cm，维

持6~8 s，观察大鼠缩足反应。重复刺激5次，每次间

隔20 s。当5次刺激中大鼠至少出现3次缩足时，此时

的纤维丝刺激强度为大鼠的MWT ［9］ 。

1.5.2 TWL测定：将大鼠置于透明薄玻璃板上，外

罩有机可透光玻璃，适应环境30 min。KW-600热刺

痛仪设置温度55 ℃，光束照射大鼠右后足底部中央

部位，照射时长20 s。当大鼠出现舔足或提足等动作

时标记为阳性反应。重复照射3次，每次间隔20 min。

记录光束照射开始到出现阳性反应的时间间隔，取

平均值为大鼠的TWL［10］ 。

1.6 实验方法

第21天时，Nab-PTX组大鼠MWT出现最低值，故

于第21天处死4组大鼠，取L4~6脊髓组织，用于后续实

验。

1.6.1 酶联免疫吸附试验检测TNF-α和IL-6的表达

水平：用预冷PBS冲洗组织，称重后剪碎，研磨后离

心，取上清液待检测。使用酶标仪，按酶联免疫吸附

试验试剂盒说明书检测吸光度，通过测量所得的标

准曲线，计算4组大鼠脊髓组织中TNF-α和IL-6水平。

1.6.2 免疫荧光染色检测小胶质细胞活化情况：将

固定好的组织包埋、切片、烤片、脱蜡水化后进行高

压修复，自然冷却至室温。通透、封闭后加稀释的一

抗Iba-1 （1 ∶ 200），湿盒中4 ℃ 孵育过夜。次日，PBS

漂洗3次，吸干后加稀释的荧光二抗cy3 （1 ∶ 200），

湿盒中37 ℃ 孵育45 min。加DAPI避光孵育3 min，核

染后PBS洗涤、封片。荧光显微镜下观察，采集图像。

1.6.3 实时定量PCR检测TLR4和p65 mRNA表达水

平：采用TRIzol法提取大鼠脊髓组织总RNA并测定

浓度和纯度，逆转录合成cDNA，按说明书进行扩增。

引物序列由通用生物系统 （安徽） 股份有限公司合

成。GAPDH，正向5’-GACAACTTTGGCATCGTGGA-

3’，反向5’-ATGCAGGGATGATGTTCTGG-3’；TLR4，

正 向5’-CCAGAGCCGTTGGTGTATCT-3’，反 向5’-G

GCGATACAATTCGACCTGC-3’；p65，正向5’-CATA

CGCTGACCCTAGCCTG-3’，反向5’-GGGGTTCAGTT

GGTCCATTG-3’。反应条件：95 ℃预变性10 min，95 

℃变性10 s，58 ℃退火30 s，72 ℃延伸30 s，共40个循

环。采用2-△△Ct法分析mRNA相对表达量。

1.6.4 Western blotting检 测TLR4和p65蛋 白 表 达 水

平：将大鼠脊髓组织称重剪碎后加入RIPA裂解液提

取总蛋白，BCA法检测蛋白浓度。配置10%分离胶和

5%浓缩胶。取30 μg样品上样至SDS-PAGE凝胶进行

蛋白电泳，湿转法转至PVDF膜。封闭后加TLR4、p65 

（1 ∶ 1 000） 和actin （1 ∶ 2 000） 一抗，4 ℃孵育过夜。

次日，TBST漂洗3次，加入辣根过氧化物酶标记二

抗，37 ℃孵育1 h。洗膜后滴加增强化学发光荧光试

剂显影成像。以actin为内参，使用ImageJ软件对曝光

后的蛋白条带进行灰度测定和分析。    

1.7 统计学分析

应用SPSS 25.0和GraphPad Prism 9.0软件进行统

计分析和绘图。正态分布的计量资料以x-±s表示。组

内比较采用重复测量方差分析；同时间点2组比较

采用独立样本t检验；多组间比较采用单因素方差分

析，进一步两两比较采用LSD检验。P < 0.05为差异

有统计学意义。

2 结果

2.1 成功构建神经病理性疼痛大鼠模型

模型组大鼠腹腔注射Nab-PTX后MWT和TWL

下降，于第21天下降至最低值，Nab-PTX停药后，第

28天时升高。见表1。

2.2 NTP和PDTC减轻Nab-PTX诱导的神经病理性

疼痛

大鼠腹腔注射Nab-PTX后，MWT和TWL下降。与

对照组相比，Nab-PTX组大鼠于第21天时MWT、TWL

下降至最低值 （P < 0.05），Nab-PTX停药后，第28天时

MWT和TWL升高。与Nab-PTX组相比，Nab-PTX+NTP

组、Nab-PTX+PDTC组大鼠同时间点MWT和TWL升

高 （P < 0.05）。Nab-PTX+NTP组 与Nab-PTX+PDTC

组比较，MWT和TWL无统计学差异 （P > 0.05）。见表

2。

2.3 NTP和PDTC降低神经病理性疼痛大鼠模型脊

髓组织中促炎性细胞因子TNF-α和IL-6的表达水平

与对照组相比，Nab-PTX组、Nab-PTX+NTP组、

Nab-PTX+PDTC组TNF-α和IL-6水平升高 （P < 0.05）。

与Nab-PTX组相比，Nab-PTX+NTP组和Nab-PTX+PDTC

组TNF-α和IL-6水平降低 （P < 0.05）。Nab-PTX+NTP

组与Nab-PTX+PDTC组比较，TNF-α和IL-6水平无统
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计学差异 （P > 0.05）。见表3。

2.4 NTP和PDTC抑制神经病理性疼痛大鼠模型脊

髓组织中小胶质细胞的活化程度

本研究采用免疫荧光法检测Iba-1 （图1），评估小

胶质细胞的活化情况。与对照组相比，Nab-PTX组、

Nab-PTX+NTP组、Nab-PTX+PDTC组Iba-1表达水平

升高 （P < 0.05）；与Nab-PTX组相比，Nab-PTX+NTP

组和Nab-PTX+PDTC组Iba-1表达水平降低 （P < 0.05）。

Nab-PTX+NTP组与Nab-PTX+PDTC组比较，Iba-1表

达水平无统计学差异 （P > 0.05）。见表3。

表1  Nab-PTX给药后不同时间点大鼠MWT和TWL的比较

Tab.1  Comparisons of MWT and TWL in rats at different time points after administration of Nab-PTX 

Item n Day 0 Day 7 Day 14 Day 21 Day 28

MWT （g） 

  Negative control  8 21.88±5.69 21.25±6.73 20.50±5.88 19.88±6.75 21.25±6.73

  Model 8 21.88±5.69 13.75±2.311），2）   8.25±1.671），2）   3.00±1.071），2）   9.50±3.461），2） 

TWL （s） 

  Negative control 8 14.27±0.40 14.18±0.54 13.94±0.62 13.97±0.90 13.97±0.75

  Model 8 14.28±0.71 11.17±0.871），2）   9.34±1.311），2）   7.74±0.711），2）   9.67±1.171），2） 

1） P < 0.05 vs. day 0 within group；2） P < 0.05 vs. negative control group at the same time point.

表2  NTP和PDTC给药后不同时间点大鼠MWT和TWL的比较

Tab.2  Comparisons of MWT and TWL in rats at different time points after administration of NTP and PDTC 

Group n Day 0 Day 7 Day 14 Day 21 Day 28

MWT （g） 

 Control 10 18.40±5.68 17.80±5.87 18.70±6.63 18.20±7.11 18.80±7.89

 Nab-PTX 10 18.30±5.31   8.20±1.481），2）   5.20±1.031），2）   2.40±1.901），2）   8.30±2.831），2） 

 Nab-PTX+NTP 10 18.30±5.31 15.10±4.361），2），3） 12.30±2.911），2），3） 11.30±2.631），2），3） 16.60±6.961），2），3） 

 Nab-PTX+PDTC 10 18.30±5.31 14.90±5.091），2），3） 11.30±1.771），2），3） 12.10±3.141），2），3） 16.40±5.211），2），3） 

TWL （s） 

 Control 10 13.38±0.18 13.30±0.37 13.16±0.74 13.40±0.73 13.39±0.64

 Nab-PTX 10 13.06±0.46 10.53±0.421），2）   9.51±1.061），2）   9.25±0.881），2） 10.58±0.891），2） 

 Nab-PTX+NTP 10 13.05±0.38 12.26±0.911），2），3） 10.75±0.651），2），3） 10.72±0.561），2），3） 12.01±0.621），2），3） 

 Nab-PTX+PDTC 10 13.13±0.56 12.65±0.691），2），3） 10.47±0.661），2），3） 10.74±0.631），2），3） 11.94±1.0541），2），3） 

1） P < 0.05 vs. day 0 within group；2） P < 0.05 vs. control group at the same time point；3） P < 0.05 vs. Nab-PTX group at the same time point.

表3  NTP和PDTC给药后大鼠脊髓组织中TNF-α、IL-6、Iba-1水平以及TLR4和p65 mRNA和蛋白表达水平的比较

Tab.3  Comparisons of TNF-α，IL-6，and Iba-1 levels，as well as TLR4  and p65 mRNA and protein expression  levels  in  the spinal 

cord tissue of rats after administration of NTP and PDTC 

Group n TNF-α （pg/mL） IL-6 （pg/mL） Iba-1
TLR4 p65

mRNA Protein mRNA Protein

Control 10 74.90±1.12   372.64±9.13 0.27±0.04 1.00±0.03 0.61±0.03 1.00±0.05 1.09±0.04

Nab-PTX 10 93.92±0.861）   765.56±16.031） 0.68±0.091） 1.16±0.091） 0.98±0.071） 1.84±0.221） 1.55±0.111） 

Nab-PTX+NTP 10 77.39±0.541），2）   580.07±3.441），2） 0.37±0.051），2） 0.76±0.031），2） 0.80±0.101），2） 1.30±0.061），2） 1.24±0.161），2）

Nab-PTX+PDTC 10 73.68±0.521），2）   574.82±11.561），2） 0.33±0.041），2） 0.78±0.031），2） 0.74±0.021），2） 1.286±0.021），2） 1.20±0.101），2）

1） P < 0.05 vs. control group；2） P < 0.05 vs. Nab-PTX group.

2.5 NTP和PDTC降低神经病理性疼痛大鼠模型脊

髓组织中TLR4和p65 mRNA的表达水平

与对照组相比，Nab-PTX组、Nab-PTX+NTP组、

Nab-PTX+PDTC组TLR4和p65 mRNA表达水平升高 
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（P < 0.05）；与Nab-PTX组相比，Nab-PTX+NTP组和

Nab-PTX+PDTC组TLR4和p65 mRNA表达水平降低 

（P < 0.05）。Nab-PTX+NTP组 与Nab-PTX+PDTC组

比较，TLR4和p65 mRNA表达水平无统计学差异 （P > 

0.05）。见表3。

2.6 NTP和PDTC降低神经病理性疼痛大鼠脊髓组

织中TLR4和p65蛋白的表达水平

为进一步验证NTP是否通过抑制TLR4/NF-κB

通路发挥镇痛作用，采用Western blotting检测各组

大鼠脊髓组织中TLR4和 p65蛋白的表达变化。与对

照 组 相 比，Nab-PTX组、Nab-PTX+NTP组、Nab-PTX+

PDTC组TLR4和p65蛋白表达水平升高 （P < 0.05）；与

Nab-PTX组相比，Nab-PTX+NTP组和Nab-PTX+PDTC

组TLR4和p65 蛋白表达水平降低 （P < 0.05） 。Nab-PTX+

NTP组与Nab-PTX+PDTC组比较，TLR4和p65蛋白表

达水平无统计学差异 （P > 0.05） 。见表3、图2。

图1  4组大鼠脊髓小胶质细胞免疫荧光图  ×400

Fig.1  Immunofluorescence map of microglia in the spinal cord of rats in each group ×400 

3 讨论

当Nab-PTX化疗停止后，神经痛症状逐渐缓解。

这种剂量时间依赖性神经毒性往往与逆行性轴突

病变有关［11］。研究［12］发现，紫杉醇诱导大鼠出现机

械性异常疼痛及冷、热痛觉过敏。本研究结果显示，

Nab-PTX组大鼠较对照组机械痛和热刺痛敏感性增

加，与上述研究结果相似，表明神经痛模型构建成

功。经NTP治疗后，大鼠机械痛和热刺痛阈值升高，

提示NTP可以改善机械刺激和热刺激敏感性。

炎症反应参与神经病理性疼痛的发生和发展

过程。TLR4被激活，启动细胞内信号通路，激活下

游信号NF-κB，磷酸化释放二聚体p65，使神经胶质

细胞活化，释放促炎性细胞因子，诱发神经炎症，

DAPI Iba-1 Merge

Control

Nab-PTX

Nab-PTX+NTP

Nab-PTX+PDTC

1，control group；2，Nab-PTX group；3，Nab-PTX+NTP group；4，Nab-

PTX+PDTC group.

图2  Western blotting检测大鼠脊髓组织中TLR4和p65蛋白的表达

Fig.2  Expression of TLR4 and p65 proteins  in  the spinal cord 

tissue of rats detected by Western blotting

1  2  3  4

TLR4

p65

Actin
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加重神经痛程度［13］。本研究中，Nab-PTX组TNF-α、

IL-6和Iba-1水平，以及TLR4和p65 mRNA和蛋白表

达水平均明显升高。NTP处理后，TNF-α、IL-6和Iba-1

水平，以及TLR4和p65 mRNA和蛋白表达水平均明

显降低。NTP减轻神经痛时抑制TLR4/NF-κB信号通

路的表达，减轻炎症反应。PDTC可抑制TLR4/NF-κB

通路，降低脂多糖刺激的大鼠心肌成纤维细胞的炎

症反应，进而抑制纤维化发展［14］。为了进一步验证

TLR4/NF-κB信号通路在神经病理性疼痛中的作用，

本研究应用选择性NF-κB抑制剂PDTC处理大鼠。结

果发现，与Nab-PTX组相比，PDTC抑制TLR4/NF-κB

通路活性后，同样改善了大鼠的痛觉敏感状态，表

明TLR4/NF-κB通路在Nab-PTX诱导的神经病理性疼

痛中起关键作用。增强子、启动子诱导核小体重塑

决定了TLR4信号的转录反应，在TLR4激活过程中，

下游信号NF-κB起至关重要的作用。研究［15］发现，

NF-κB与多种诱导因子协同作用，有助于TLR4刺激

下诱导性核小体的选择性重塑，平衡增强子与启动

子。

综上所述，NTP能减轻Nab-PTX诱导的神经病

理性疼痛，其机制主要是抑制TLR4/NF-κB信号通

路，减轻神经病理性疼痛的炎症反应。
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