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[摘要]　目的　探讨白藜芦醇(Res)对脑出血(ICH)后小胶质细胞功能的影响及其可能机制。方法　(1)动物实验：

将12周龄SD大鼠随机分为对照组、ICH组和Res组(n=9)；每组随机分为术后6、24、72 h三个亚组(n=3)。ICH组采用自

体血造模法建立ICH模型，对照组只进针而不注入自体血；Res组在ICH组的基础上腹腔注入50 mg/(kg.d)白藜芦醇。造

模成功后6、24、72 h对大鼠行改良神经功能缺损评分(mNSS)，采用组织切片和HE染色、尼氏染色、TUNEL染色及免

疫荧光法观察大鼠脑组织Toll样受体4(TRL4)、CD36、血红素加氧酶1(HO-1)及抗核转录因子红系2相关因子2(Nrf2)蛋白

表达情况。(2)细胞实验：取BV2小鼠小胶质细胞，分为对照组、Fe2+(FeSO4 10 μmol/L)组、Fe2++Res低剂量(25 μmol/L) 

组及Fe2++Res高剂量(50 μmol/L)组，培养至24、72 h时行Western blotting检测TLR4、CD36、Nrf2、p-Nrf2和HO-1蛋白

表达水平，行细胞免疫荧光定位观察Nrf2蛋白。结果　(1)mNSS评分显示，对照组大鼠神经功能正常，ICH组有明

显的神经功能障碍；ICH组大鼠mNSS分值明显高于对照组(P<0.01)；Res组大鼠24、72 h mNSS分值明显低于ICH组

(P<0.05，P<0.01)。HE染色结果显示，ICH组大鼠脑组织中红细胞浸润、炎性细胞浸润增多，Res组脑组织中红细胞和

炎性细胞浸润较ICH组改善。尼氏染色结果显示，ICH组大鼠脑组织尼氏小体溶解较对照组增多，Res组尼氏小体溶解

较ICH组减少。TUNEL染色结果显示，ICH组大鼠脑组织神经细胞凋亡指数较对照组上升(P＜0.05)，而Res组大鼠脑组

织神经细胞凋亡指数较ICH组降低(P＜0.05)。免疫荧光染色结果显示，ICH组大鼠脑组织中TLR4、CD36、Nrf2及HO-1

蛋白表达均高于对照组(P＜0.05)；与同一时间点ICH组比较，Res组大鼠脑组织中TLR4表达下降(P＜0.05)，CD36、

Nrf2和HO-1蛋白表达均上升(P＜0.05)。(2)与对照组比较，Fe2+组BV2细胞TLR4、CD36、HO-1蛋白相对表达量增高 

(P＜0.05)，72 h时Nrf2和p-Nrf2表达量增高(P＜0.05)，细胞核内Nrf2蛋白表达量增高(P＜0.01)；与Fe2+组比较，Fe2++Res低

剂量组和Fe2++Res高剂量组TLR4表达量降低(P＜0.001)，CD36、HO-1、Nrf2、p-Nrf2和细胞核内Nrf2蛋白表达量增高 

(P＜0.05)；与Fe 2++R es低剂量组比较，Fe 2++R es高剂量组HO -1、Nr f2、p-Nr f2和细胞核内Nr f2蛋白表达量均增高 

(P＜0.05)。结论　白藜芦醇可改善脑出血大鼠的神经功能；脑出血后72 h内Fe2+激活的小胶质细胞主要表现为促炎功

能；白藜芦醇可能通过调控Nrf2/HO-1信号通路，促进脑出血后小胶质细胞的功能向抗炎转变。

[关键词]　脑出血；小胶质细胞；Nrf2/HO-1信号通路；白藜芦醇
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[Abstract]　Objective　To investigate the effect of resveratrol (Res) on microglia function after intracerebral hemorrhage 
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(ICH) and its possible mechanism. Methods　(1) Animal experiment: 27 SD rats (12-week-old) were randomly divided into  

3 groups (9 each): control group, ICH group and Res group; each group was randomly divided into three subgroups (3 each) at 6 h, 

24 h and 72 h after operation. Rats in ICH group were modeled by autologous blood modeling method, while in control group were 

only injected with needles without autologous blood injection. Rats in Res group were intraperitoneally injected with 50 mg/(kg.d) 

resveratrol on the basis of ICH group, and 2% dimethyl sulfoxide (DMSO) solvent of the same volume were injected in control group 

and ICH group. 6 h, 24 h and 72 h after successful modeling, the corresponding rats were subjected to modified neurological severity 

score (mNSS). Then the rats in each subgroup were sacrificed and their brain tissues were taken from the same area and embedded in 

wax blocks. The expression of TRL4, CD36, HO-1 and Nrf2 protein in rat brain tissue was observed by tissue section, HE staining, 

Nissl staining, TUNEL staining and immunofluorescence method. (2) Cell experiment: BV2 mouse microglia cells were divided 

into control group, Fe2+ group (FeSO4 10 μmol/L) and Fe2++low dose resveratrol (25 μmol/L) group and Fe2++high dose resveratrol 

(50 μmol/L) group. The expression levels of TLR4, CD36, Nrf2, p-Nrf2, and HO-1 proteins were detected by Western blotting after 

incubation for 24 h and 72 h, respectively, and the localization of Nrf2 protein was observed by cell immunofluorescence. Results

　(1) mNSS score indicated that rats in ICH group had obvious neurological dysfunction while normal in control group. mNSS 

score of rats was significantly higher in ICH group than in control group (P<0.01). As time went by 24 h or 72 h, mNSS score of 

rats reduced significantly in Res group than in ICH group (P<0.05, P<0.01). HE staining of rat brain tissue indicated that increased 

infiltration of red blood cells and inflammatory cells were in ICH group, and the infiltration of red blood cells and inflammatory 

cells in the brain tissue of rats in Res group was improved compared with those in ICH group. Nissl staining of rat brain tissue 

showed that, compared with the control group, the dissolution of nissl corpuscles in brain tissue of ICH group increased, and in Res 

group decreased. TUNEL staining of rat brain tissue showed that the neurocyte apoptosis index in brain tissue of rats in ICH group 

increased significantly compared with that in control group (P<0.05), and it was significantly lower in Res group compared with ICH 

group (P<0.05). The immunofluorescence of proteins indicated that the expressions of TLR4, CD36, Nrf2 and HO-1 protein in rats' 

brain tissue in ICH group increased significantly compared with rats in control group (P<0.05). Compared with rats in ICH group, 

the expression of TLR4 protein in brain tissue of the rats in Res group decreased at the same time point (P<0.05), while the protein 

expressions of CD36, Nrf2 and HO-1 increased significantly (P<0.05). (2) Compared with the control group, the relative expression 

of TLR4, CD36 and HO-1 protein in BV2 cells of Fe2+ group increased (P<0.05), the expressions of Nrf2 and p-Nrf2 increased at 

72 h (P<0.05), the expression of Nrf2 protein in the nucleus increased (P<0.01); Compared with the Fe2+ group, the expression of 

TLR4 in the low dose group of Fe2++Res and the high dose group of Fe2++Res decreased (P<0.001), and the expression of CD36, 

HO-1, Nrf2, p-Nrf2 and nuclear Nrf2 protein increased (P<0.05). Conclusions　Intraperitoneal injection of resveratrol can 

improve the neurological function of rats after ICH. The microglia activated by Fe2+ within 72 hours after intracerebral hemorrhage 

mainly showed pro-inflammatory function. Resveratrol may regulate Nrf2/HO-1 signal pathway and promote the transformation of 

microglia function to anti-inflammatory after ICH.
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全球每年死于脑出血(intracerebral hemorrhage，
ICH)者约有280万人[1]。急性自发性脑出血是ICH
的常见类型，致残率和病死率较高。ICH所致脑损

伤可分为直接脑损伤和继发性脑损伤，直接脑损伤

源于ICH时形成的血肿压迫和破裂血管管理区域缺

血，而继发性脑损伤主要由于血肿形成后分解释放

的物质产生的局部炎症反应和血脑屏障损害[2-4]。 
小胶质细胞是神经系统的特异性免疫细胞，在继

发性脑损伤和相关的局部炎症反应中可发挥重要

作用[5]。ICH后血凝块中的红细胞可被小胶质细胞

吞噬，也可直接发生裂解，红细胞分解后可释放大

量亚铁离子(ferrous ion，Fe2+)，后者在继发性脑损

伤和局部炎症反应中发挥着重要作用[6]。白藜芦醇

(resveratrol，Res)是一种天然的多酚植物抗毒素，

可减轻脑血管意外后小胶质细胞的促炎作用[7]。在

ICH后期，大脑对红细胞裂解成分的防御能力逐渐

增强[8]，因此早期的红细胞溶解对ICH继发性脑损

伤产生主要影响。本研究观察了ICH早期红细胞裂

解释放Fe2+对小胶质细胞功能的影响以及白藜芦醇

的干预作用，并探讨可能的相关机制，以期为ICH
病理损伤机制及早期干预研究提供新的思路和理论

依据。

1　材料与方法

1.1　主要试剂及仪器　DMEM(高糖)培养基、胎

牛血清(美国Gibco公司)；白藜芦醇(粉剂)(成都曼

思特生物科技有限公司)；二甲基亚砜(DMSO)(美
国Sigma公司)；BCA蛋白浓度测定试剂盒、PBS溶
液(上海碧云天生物技术有限公司)；ECL化学发

光试剂、PVDF膜(美国Millipore公司)；抗CD36抗
体、抗Toll样受体4(Toll-like receptors 4，TLR4)抗
体、抗血红素加氧酶1(heme oxygenase-1，HO-1)
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抗体、抗核转录因子红系2相关因子2(nuclear factor 
erythroid 2-related factor 2，Nrf2)抗体、抗磷酸化

Nrf2(phospho-Nrf2，p-Nrf2)抗体及抗GAPDH抗体

(英国Abcam公司)；辣根过氧化物酶(HRP)标记的

山羊抗兔抗体、Cyanine 3(CY3)标记的羊抗兔抗体

(上海碧云天生物技术有限公司)；大鼠立体定向仪

(美国Stoleting公司)；扫描仪(日本Canon公司)；倒

置白光/荧光显微镜(日本Olympus公司)。
1.2　动物实验

1 . 2 . 1　实验动物及分组　1 2周龄雄性S D大鼠2 7
只，购自成都达硕实验动物有限公司[实验动物生

产许可证号：SCXK(川)2015-030]。将SD大鼠随机

分为对照组、模型(ICH)组和白藜芦醇治疗(Res)组
(n=9)；每组分别分为6、24、72 h三个亚组(n=3)；
如实验中途死亡，则立即补充新的大鼠入组。本研

究通过西南医科大学伦理委员会批准(批准文号：

2020021017)，实验过程符合国家和单位有关实验

动物的管理和使用规定。

1.2.2　ICH大鼠模型的建立　通过角膜反射、肌肉

反射判断大鼠麻醉成功后，将其固定于立体定向仪

上，脱毛膏脱去头顶毛发，暴露皮肤，消毒后纵向

切开头顶正中皮肤(长约3.5 cm)，用眼科镊将皮肤

拉开，充分暴露头正中颅骨及前囟点，使用电动

牙科钻于大鼠右侧基底节区尾状核对应点(中线旁

3.0 mm、前囟点靠后0.2 mm处)缓慢钻孔，稍有落空

感即停。将微量注射器固定于定位仪，放置于钻孔

点上方，调整定位仪，使其下移1 mm，若下移过程

无阻力，则提示钻孔成功。

将ICH组大鼠断尾后，微量注射器抽取50 μl不
凝血；将微量注射器固定于定位仪，放置于钻孔点

上方，调整定位仪，使其缓慢下移6 mm，于大鼠尾

状核处缓慢匀速注入自体血(10 μl/min)，第一次注

入20 μl，静置7 min后再次注入剩余的30 μl，注射

完毕留针10 min以防止血液返流。最后缓慢匀速出

针，缝合头部切口、包扎尾部切口。

大鼠苏醒后立即采用Longa评分法评估造模是

否成功(1~3分视为造模成功)，从第一次注入自体

血时视为ICH开始时间。造模全程密切观察大鼠呼

吸等生命体征，未到观察点死亡者视为造模失败，

予以重新造模补充。

对照组大鼠只进针，不注入自体血，其余步骤

与ICH组一致。参照文献[9]，Res组大鼠在判断造

模成功后即刻腹腔注射白藜芦醇50 mg/(kg.d)，对

照组和ICH组大鼠腹腔注入同等体积的2% DMSO。

1.2.3　改良神经功能缺损评分(modified neurological 
sever i t y  score，mNSS)评定大鼠神经功能障碍情 
况　术后6、24、72 h，分别对3组大鼠进行mNSS评

定[10]。评定人员为熟练掌握mNSS评分方法且对大

鼠分组不知情者。

1.2.4　制作大鼠脑组织切片观察脑组织病理损伤、

神经元代谢和细胞凋亡情况　(1)HE染色观察大鼠

脑组织病理损伤：到达观察时间点后，将对应大

鼠深度麻醉，分别用生理盐水(250 ml)和多聚甲醛

(200 ml)经胸主动脉灌洗后，取出脑组织放入4%多

聚甲醛固定24 h，然后行石蜡包埋，切片，HE染色

并观察拍照。(2)尼氏染色评估大鼠神经元代谢情

况：各组大鼠脑组织蜡块切片后，脱蜡、入水、

贴片，尼氏染液染色；水洗分化，9 5 %乙醇分化

5 min，直至细胞颗粒清晰可见；脱水，中性树胶

封片；最后镜检、拍照，观察蓝染的尼氏小体含量

情况。(3)TUNEL染色评估大鼠神经元凋亡情况：

于术后6、24、72 h分别取3组大鼠脑组织制成石蜡

切片，经脱蜡、修复、封闭、抗体孵育及中性树胶

封片后，在显微镜下观察凋亡细胞并拍照，每组切

片分别取5个高倍视野，每个视野计数200个细胞中

TUNEL染色阳性凋亡细胞数，以凋亡细胞百分率

的平均值作为凋亡指数。

1.2.5　组织免疫荧光染色检测TLR4、CD36、Nrf2
和HO-1蛋白表达情况　各组大鼠脑组织蜡块切片

后，将切片置于65 ℃烘箱中烘片2 h，脱蜡至水，

用PBS洗3次，每次5 min；切片置于EDTA缓冲液

中微波修复，中火至沸后断电，间隔10 min低火

至沸；自然冷却后PBS洗3次，每次5 min；切片置

于3%H 2O 2溶液中，室温下避光孵育10 min；PBS
洗3次，每次5  m i n；滴加1 0 %血清封闭液，室温

30 min；滴加一抗，4 ℃过夜；PBS清洗；滴加二

抗，37 ℃  30 min；滴加DAPI，室温孵育10 min；
PBS再次清洗；使用抗荧光衰减封片剂封片；采用

荧光扫描显微镜摄像系统对切片进行图像采集。采

用Image J(1.46r版)提取图像灰度值，计算平均光密

度(OD)值。

1.3　细胞实验

1.3.1　细胞培养与分组　BV2小鼠小胶质细胞购自

武汉普诺赛生命科技有限公司，培养液为含有10%
胎牛血清的DMEM(高糖)，放入37 ℃、21%O2、5% 
CO2的恒温箱中培养。2~3 d传代1次，取第3~6代细

胞用于实验。

将BV 2小胶质细胞分为对照组(常规培养)、
Fe 2 +组 ( 1 0  μm o l / L  Fe S O 4)、Fe 2 ++ R e s低剂量组

(10 μmol/L FeSO4+25 μmol/L Res)及Fe2++Res高剂量

组(10 μmol/L FeSO4+50 μmol/L Res)。
1.3.2　Western Blotting检测TLR4、CD36、Nrf2、
p-Nrf2和HO-1蛋白表达情况　各组细胞培养至24、
72 h时，采用  RIPA裂解液裂解细胞并提取蛋白，



Med J Chin PLA, Vol. 48, No. 4, April 28, 2023 423

BCA法蛋白浓度测定试剂盒检测浓度，加入蛋白

上样缓冲液，在100 ℃下煮沸样品10 min使蛋白变

性，使用1 2 %  PAG E凝胶电泳分离蛋白样本，转

膜，加入封闭液封闭1 h，加入一抗覆盖过膜，在 
4 ℃摇床上摇晃过夜。TBST 洗4次，轻轻吸干水分

后加入二抗，室温下摇床慢速摇1 h，滴加显影液扫

膜并分析目标条带，提取灰度值，以GAPDH 作为

上样内参照。

1 . 3 . 3　细胞免疫荧光染色检测细胞核内N r f 2蛋
白的含量　各组细胞培养至24、72 h，弃去培养

基，用PBS洗3次，每次5 min；4%多聚甲醛溶液固

定20 min，用PBS洗3次，每次5 min；用组化笔画

圈，防止后面过程孵育液流走；PBS洗3次，每次

5 min；用5%BSA按一定比例稀释抗体，滴加适量一

抗工作液，4 ℃过夜；复温，PBS清洗3次；滴加二

抗工作液，37 ℃水浴锅避光孵育40 min，PBS清洗3
次；滴加DAPI染核，室温避光孵育20~30 min，PBS
清洗；用抗荧光淬灭封片剂封片，显微镜下观察拍

照，提取图像灰度值，得出平均光密度值。

1.4　统计学处理　采用SPSS 25.0软件进行统计分

析，以GraphPad Prism 8.0软件作图。计量资料均符

合正态分布，以x±s表示，多组间比较采用ANOVA
分析法，进一步两两比较采用LSD-t检验。P＜0.05
为差异有统计学意义。

2　结　　果

2.1　白藜芦醇对ICH大鼠神经功能障碍的影响　

各组大鼠分别于术后6、24、72 h进行mNSS评分，

结果显示，对照组未见神经功能障碍，ICH组有明

显的神经功能障碍；与对照组比较，ICH组大鼠

mNSS分值明显升高(P<0.01)；与ICH组比较，Res
组大鼠mNSS分值在术后6 h无明显变化(P＞0.05)，
术后24 h和72 h则明显降低(P<0.05，P<0.01)(图1)。
2.2　白藜芦醇对ICH大鼠脑组织病理损伤的影响　

分别于造模成功后6、24、72 h取各组大鼠脑组织

图1　白藜芦醇对ICH大鼠神经功能障碍的影响

Fig. 1　Effect of resveratrol on neurological injury of rats with 

intracerebral hemorrhage
　　mNSS. 改良神经功能缺损评分；ICH. 脑出血；Res. 白藜芦

醇；与对照组比较，(1)P＜0.01；与ICH组比较，(2)P＜0.05， 

(3)P＜0.01
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切片行HE染色，200倍光镜下观察，结果显示，对

照组大鼠脑组织在3个时间点均结构完整，未见红

细胞浸润，炎性细胞浸润不明显。与对照组比较，

ICH组大鼠脑组织红细胞浸润较多，24 h红细胞浸

润最为明显，且“空泡状”圆形变多，炎性细胞浸

润明显。与ICH组比较，Res组大鼠脑组织也发生

类似变化，但红细胞浸润、“空泡状”圆形、炎性

细胞浸润均减少(图2)。
2.3　白藜芦醇对ICH大鼠神经元功能和细胞凋亡

的影响　造模成功后6、24、72 h，3组大鼠脑组

织切片尼氏染色后400倍光镜下观察发现，对照组

大鼠脑组织均可见较多呈多边形的神经元，核居

中，胞质富含蓝色斑块尼氏小体；与对照组比较，

ICH组大鼠脑组织中神经元肿胀，核偏位，核仁

明显，尼氏小体溶解呈透亮区域，且随着时间推

移更加明显；与ICH组比较，Res组大鼠脑组织中

神经元情况有所改善，且造模成功后24 h尼氏小体 
最少。

造模成功后6、24、72 h，3组大鼠脑组织切

片TUNEL染色后400倍光镜下观察发现，对照组

大鼠脑组织均未见明显的细胞凋亡；与对照组

比较， I C H组大鼠神经细胞凋亡指数明显升高 
(P＜0.001)，随着时间推移，凋亡指数逐渐降低；与

ICH组比较，Res组大鼠神经细胞凋亡指数显著降

低(P＜0.001)(图3)。
2.4　白藜芦醇对ICH大鼠脑组织TLR4、CD36蛋白

表达的影响　免疫荧光染色结果显示，与对照组比

较，ICH组大鼠脑组织细胞TLR4、CD36蛋白表达

水平均明显升高(P＜0.001)；与ICH组比较，Res组
TLR4蛋白表达水平明显降低(P＜0.001)，CD36蛋白

表达明显升高(P＜0.001)(图4)。
2.5　白藜芦醇对ICH大鼠脑组织Nrf2和HO-1蛋白

表达的影响　对3组大鼠脑组织中的Nr f2和HO -1
蛋白进行免疫荧光染色，结果显示，与对照组比

较，ICH组大鼠脑组织中Nrf2蛋白表达量明显升高

(P＜0.001)，HO-1蛋白表达量仅在24 h时明显升高 
(P＜0.05)；与ICH组比较，Res组Nrf2和HO-1蛋白

表达量均明显升高(P＜0.001)，且在24 h时达到最高

(图5)。
2 . 6　白藜芦醇和Fe 2 +对B V 2小胶质细胞C D 3 6、
TLR4蛋白表达的影响　Western blotting检测结果

显示，与对照组比较，Fe2+组CD36、TLR4表达量

均明显升高(P＜0.05，P＜0.001)；与Fe 2+组比较，

Fe2++Res低剂量组和Fe2++Res高剂量组CD36表达量

均明显增高(P＜0.05，P＜0.001)，TLR4表达量均明

显降低(P＜0.05，P＜0.001)；与Fe2++Res低剂量组比

较，Fe 2++R es高剂量组在72 h的CD36表达量明显
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增高(P＜0.001)，TLR4表达量明显降低(P＜0.01， 
图6)。
2 . 7　白藜芦醇和Fe 2 +对B V 2小胶质细胞H O - 1、
Nrf2、p-Nrf2表达的影响　Western Blotting检测结果

显示，与对照组比较，Fe2+组HO-1蛋白表达量明显

增高(P＜0.01，P＜0.001)，Nrf2和p-Nrf2表达量在72 h
时均明显增高(P＜0.05，P＜0.001)；与Fe2+组比较，

Fe2++Res低剂量组和Fe2++Res高剂量组HO-1、Nrf2
和p-Nrf2蛋白表达量均明显增高(P＜0.05，P＜0.01，
P＜0.001)；与Fe2++Res低剂量组比较，Fe2++Res高剂

量组HO-1、Nrf2和p-Nrf2蛋白表达量均明显增高 
(P＜0.01，P＜0.001，图7)。

细胞免疫荧光染色结果显示，与对照组比较，

Fe2+组细胞核内Nrf2蛋白表达量明显增高(P＜0.01，
P＜0 . 0 0 1 )；与Fe 2 +组比较，Fe 2 ++ R e s低剂量组和

Fe2++Res高剂量组细胞核内Nrf2蛋白表达量均明显

增高(P＜0.05，P＜0.01，P＜0.001)；与Fe2++Res低剂

量组比较，Fe2++Res高剂量组细胞核内Nrf2蛋白表

达量明显增高(P＜0.05，P＜0.001，图7)。

3　讨　　论

既往研究显示，I CH后继发性脑损伤是造成

相关严重并发症的重要原因 [ 1 1 ]。小胶质细胞作

为神经系统的常驻免疫细胞，占脑细胞总数的

5%~10%[12]。ICH后小胶质细胞被激活，具有处理

红细胞裂解后释放的Fe 2+的能力(它们高表达铁蛋

白以螯合铁[13-14])，同时Fe2+也有激活小胶质细胞的

作用 [15]，这可能是ICH后继发性神经损伤的重要 
原因。

被激活的小胶质细胞根据功能特点可分为M1
和M2两种表型[16]，其中M1型小胶质细胞的主要功

能是促进炎症反应和氧化应激，引起兴奋性毒性和

细胞毒性，可促进ICH炎性反应的发生，从而进一

步促进神经损伤[17]，而M2型小胶质细胞以抑制炎

症、吞噬异物、清除血肿和促进组织再生为主要功

能[16,18-19]。在大鼠ICH模型中，造模成功3 d内脑组

织内小胶质细胞主要为M1型，其后向M2型小胶质

细胞转化 [20]；而ICH急性期M1型小胶质细胞诱导

的神经炎症反应是ICH后继发性神经损伤的重要机

制，而向M2型小胶质细胞转化则是神经功能恢复

的关键。

TLR4是Toll样受体家族的一员，是存在于小胶

质细胞膜的Ⅰ型跨膜蛋白，具有识别外源性病原

体、诱导促炎细胞因子产生的作用[21-22]，可介导炎

症反应的发生 [23-24]。被激活的M1型小胶质细胞细

胞膜表面TLR4表达量明显升高[20,25]。M2型小胶质

细胞细胞膜表面主要表达CD36受体；该受体是公

认的小胶质细胞和巨噬细胞表面的膜蛋白和Ⅱ类清

道夫受体，能够介导吞噬损伤、凋亡和衰老的细 
胞[26]，是激活后小胶质细胞发挥吞噬作用时表达的

主要受体类型[26-27]。本研究中，ICH组大鼠脑组织

中TLR4表达量在术后6 h明显升高，在24、72 h时虽

图2　白藜芦醇对ICH大鼠脑组织病理损伤的影响(n=3，HE ×200)

Fig.2　Effect of resveratrol on brain histopathological changes of rats with intracerebral hemorrhage (n=3, HE ×200)
ICH. 脑出血；Res. 白藜芦醇
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图3　白藜芦醇对ICH大鼠神经元功能和细胞凋亡的影响

Fig.3　Effect of resveratrol on neuron function and apoptosis of nerve cells of rats with intracerebral hemorrhage
　　ICH. 脑出血；R es.  白藜芦醇；A . 脑组织尼氏染色(n=3，×400)；B.  脑组织TUNEL染色(n=3，×400)；与对照组比较， 

(1)P＜0.001；与ICH组比较，(2)P＜0.001
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图4　白藜芦醇对大鼠脑组织TLR4、CD36蛋白表达的影响(免疫荧光染色×400)

Fig.4　Effects of resveratrol on the expression of TLR4 and CD36 protein in rat's brain (Immunofluorescence staining ×400)
　　ICH. 脑出血；Res. 白藜芦醇；TLR4. Toll样受体4；A. TLR4表达情况，红色为TLR4蛋白，蓝色为DAPI荧光染料；B. CD36表达情

况，红色为CD36蛋白，蓝色为DAPI；与对照组比较，(1)P＜0.05，(2)P＜0.001；与ICH组比较，(3)P＜0.001
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图5　白藜芦醇对大鼠脑组织Nrf2和HO-1蛋白表达的影响(免疫荧光染色×400)

Fig.5　Effects of resveratrol on the expression of Nrf2 and HO-1 protein in rat's brain (Immunofluorescence staining ×400)
绿色为Nrf2蛋白，红色为HO-1蛋白，蓝色为DAPI荧光染料；与对照组比较，(1)P＜0.05，(2)P＜0.001；与ICH组比较，(3)P＜0.001
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图6　白藜芦醇和Fe2+对BV2小胶质细胞TLR4、CD36蛋白表达的影响

Fig.6　Effects of resveratrol and Fe2+ on the expression of TLR4 and CD36 protein in BV2 microglia
　　Res. 白藜芦醇；TLR4. Toll样受体4；与对照组比较，(1)P＜0.05，(2)P＜0.001；与Fe2+组比较，(3)P＜0.05，(4)P＜0.001；与Fe2++Res

低剂量组比较，(5)P＜0.01，(6)P＜0.001
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然有所下降，但仍明显高于对照组；另外，ICH组

大鼠术后6 h脑组织中CD36表达量也明显上升，在

24 h时下降明显，但72 h时脑组织中CD36表达量回

升。我们推测，在大鼠脑出血后的最初阶段，脑组

织中小胶质细胞被激活，主要表现为促炎功能，随

着时间推移，到72 h时，小胶质细胞的功能逐渐向

抗炎和吞噬作用转变，这与既往研究一致。ICH组

大鼠脑组织HE染色结果也提示，相较ICH后6 h和
24 h，72 h时大鼠脑组织内红细胞浸润减少，炎性

细胞也减少。这是ICH后脑组织较为常规的反应，

虽然ICH后小胶质细胞最初表现出的促炎作用对于

损伤起到了积极的防御作用，但因此而导致的炎症

级联反应也是引起继发性损伤的关键因素。本研究

的细胞实验中利用Fe2+刺激BV2细胞，结果显示其

TLR4和CD36表达变化与ICH大鼠脑组织中两种蛋

白的变化趋势相似，故我们推测，Fe2+对小胶质细

胞激活后的功能可能有重要影响。

ICH后导致小胶质细胞激活的因素较多，其中

就包括红细胞裂解后由血红素释放的大量Fe2+，过

量的Fe2+促使小胶质细胞释放炎性因子，产生炎症

级联反应[28]，同时促进活性氧(ROS)的释放。ROS
除使神经细胞发生氧化应激外，还可进一步介导铁

蛋白复合物释放Fe2+[29]。过多的Fe2+还可消耗谷胱

甘肽和产生自由基，从而进一步诱导脑损伤[30-31]。

另外，有研究显示，铁螯合剂可减轻ICH后小鼠

的神经损伤[32-33]。目前临床预防ICH后继发性损伤

的药物依然较为有限。多项研究显示，Res可改善

ICH后神经系统功能，促进其恢复，改变小胶质细

胞功能可能是Res发挥作用的重要途径[34]；目前尚

不清楚Res是否可通过改变ICH后Fe2+激活的小胶质

细胞的功能，进而减轻ICH后继发性脑损伤。本研

究显示，Res能够改善ICH后大鼠神经功能障碍，

减轻ICH后大鼠神经元的损伤，对于神经元的功能

具有一定保护作用；与同一时间点的ICH组大鼠比

较，Res组大鼠脑组织中TLR4表达量明显降低，而

CD36表达量明显升高。在大鼠脑组织HE染色中，

也观察到同一时间点Res组大鼠脑组织中红细胞和

炎性细胞较ICH组大鼠减少。在本研究的细胞实验

中，Fe2+引起的BV2小胶质细胞TLR4蛋白增加，经

Res处理后可降低；Res组CD36蛋白表达也较Fe 2+

组明显上升；且这些变化与Res添加时间和浓度呈

正相关。所以，我们推测，Res对ICH后神经功能

的保护作用与其改变Fe2+激活后的小胶质细胞功能 
有关。

Nrf2/HO-1信号通路是体内重要的抗炎抗氧化

信号通路，与ICH后的神经损伤修复密切相关[35]。

Nr f2是一种转录因子，通常与细胞质中的胞质蛋

白(Kelch-like ECH-associated protein-1，Keapl)以静

止状态结合，当受到一系列因素刺激时，Nr f2磷
酸化激活，进入细胞核与抗氧化元件(antiox idant 
responsive element，ARE)序列结合，调控下游产

物，发挥抗炎和抗氧化作用[36]。有研究显示，小胶

质细胞中Nrf2通路激活可减轻小胶质细胞所造成的

炎症反应，且与小胶质细胞的Fe2+毒性承受力增强
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图7　白藜芦醇和Fe2+对BV2小胶质细胞Nrf2、p-Nrf2、HO-1蛋白表达的影响

Fig.7　Effects of resveratrol and Fe2+ on the expression of Nrf2, p-Nrf2, and HO-1 protein in BV2 microglia
　　A. Nrf2、p-Nrf2和CD36蛋白表达情况；B. 细胞核内Nrf2蛋白表达情况；与对照组比较，(1)P＜0.05，(2)P＜0.01，(3)P＜0.001；与

Fe2+组比较，(4)P＜0.05，(5)P＜0.01，(6)P＜0.001；与Fe2++Res低剂量组比较，(7)P＜0.05，(8)P＜0.01，(9)P＜0.001
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有关[37]。HO-1是一种诱导型酶，是受Nrf2调控的

下游靶蛋白，大脑损伤时激活的小胶质细胞大量表

达HO-1[38]。HO-1在ICH中的作用仍存在争议，有

研究显示上调Nrf2/HO-1通路可使小胶质细胞发挥

抗炎作用[39]；但HO-1也是血红素代谢过程中的限

速酶，能将血红素分解为一氧化碳、Fe2+、胆绿素

等，进而增大ICH后继发性损伤的程度[40-41]。本研

究结果显示，ICH后大鼠脑组织中Nrf2和HO-1蛋白

表达较对照组升高，经Res治疗后，大鼠脑组织中

Nrf2和HO-1蛋白表达量较ICH组明显上升；细胞实

验结果也显示，Fe2+可刺激BV2小胶质细胞中Nrf2蛋
白含量、磷酸化和入核率的增高，而加入Res干预
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后，BV2细胞中的两种蛋白量、Nrf2的磷酸化和核

内阳性率均显著增高，且与Res的刺激时间和浓度

呈正相关。

综上，本研究发现，ICH后3 d内，脑组织中小

胶质细胞的防御反应以促炎功能为主，其引发的

一系列炎性级联反应可能是造成继发性脑损伤的

重要原因；而同期Res可使激活的小胶质细胞功能

由促炎向抗炎和吞噬转变，这种转变可能与激活

Nrf2/HO-1信号通路而阻断Fe2+对小胶质细胞的影

响有关。这一系列变化的确切机制有待后续进一步 
探讨。
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