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摘要：目的　探讨姜黄素对脑出血小鼠脑内铁死亡及神经功能损伤的影响，并阐
明其潜在分子机制。方法　将４０只小鼠分为假手术组、模型组、实验组及抑制
剂组，每组１０只。用尾静脉自体血注射法构建小鼠脑出血模型。假手术组注射
等量生理盐水，模型组建模并注射等量生理盐水，实验组造模后每日灌胃

２００ｍｇ·ｋｇ－１姜黄素，抑制剂组在２００ｍｇ·ｋｇ－１姜黄素基础上，每日腹腔注射５
ｍｇ·ｋｇ－１分泌型磷蛋白１（ＳＰＰ１）抑制剂溶液。给药结束后，用 Ｌｏｎｇａ评分标准
进行神经功能缺损评分，用酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）法检测血清Ｆｅ２＋、丙二醛
（ＭＤＡ）及超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）水平；用免疫荧光法检测脑组织活性氧（ＲＯＳ）
相对荧光强度；用蛋白质印迹法检测Ｂ细胞淋巴瘤因子２（ＢＣＬ－２）、ＢＣＬ－２相
关Ｘ蛋白（Ｂａｘ）、核因子红细胞２相关因子２（Ｎｒｆ２）和谷胱甘肽过氧化物酶４
（ＧＰＸ４）表达水平；用免疫组化法检测脑组织ＳＰＰ１相对阳性水平。结果　假手
术组、模型组、实验组及抑制剂组的神经功能缺损评分分别为（０±０）、
（３２０±０４２）、（１４０±０５２）和（２１０±０５７）分；血清中 Ｆｅ２＋水平分别为
（２２０３５±２６１７）、（４３２４０±６５２８）、（２７６５２±３３２０）和（３２９１５±４５７１）

μｍｏｌ·ｋｇ－１；血清中 ＭＤＡ水平分别为（５３７５±７６２）、（１２０３６±１８２２）、
（７２６８±１１２３）和（８９４４±１３１６）ｎｍｏｌ·ｍｇ－１；血清中 ＳＯＤ水平分别为
（６３７８±９８０）、（２０８６±３４１）、（５１１８±７３０）和（３７３５±５０８）Ｕ·ｍｇ－１；
ＲＯＳ相对荧光强度分别为１００±００９、３８７±０５６、１５２±０２２和２４３±０３８；
脑组织中 Ｂａｘ相对表达水平分别为 １００±０１１、２９５±０３３、１５８±０２６和
２３７±０２９；ＢＣＬ－２相对表达水平分别为１００±０１５、０２０±００４、０６５±０１２
和０４３±００７；Ｎｒｆ２相对表达水平分别为１００±０１３、０３３±００５、０６５±０１０
和０５４±００９；ＧＰＸ４相对表达水平分别为１００±０１４、０２１±００４、０５８±００９
和０４５±００６；ＳＰＰ１相对阳性水平分别为１００±０１３、０３０±００５、０７６±０１２
和０４３±００７，模型组与假手术相比、实验组与模型组相比、抑制剂组与实验组
相比，上述指标在统计学上差异均有统计学意义（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，
Ｐ＜０００１）。结论　姜黄素能减轻脑出血后神经细胞凋亡与铁死亡，改善小鼠神经
功能损伤，其机制可能与上调ＳＰＰ１表达，进而激活Ｎｒｆ２／ＧＰＸ４通路激活有关。
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ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐｗａｓｉｎｔｒａｇａｓｔｒｉｃａｌｌｙａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｅｄｗｉｔｈ２００ｍｇ·ｋｇ－１ ｃｕｒｃｕｍｉｎ，ａｎｄｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐｗａｓ
ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｌｙｉｎｊｅｃｔｅｄｗｉｔｈ５ｍｇ·ｋｇ－１ ｓｅｃｒｅｔｏｒｙｐｈｏｓｐｈｏｐｒｏｔｅｉｎ１（ＳＰＰ１）ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓｏｌｕｔｉｏｎｏｎｔｈｅｂａｓｉｓｏｆ
２００ｍｇ·ｋｇ－１ｃｕｒｃｕｍｉｎＡｔｔｈｅｅｎｄｏｆｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ，Ｌｏｎｇａｓｃｏｒｅｗａｓｕｓｅｄｔｏｅｖａｌｕａｔｅｔｈｅｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌｄｅｆｉｃｉｔ；ｔｈｅ
ｓｅｒｕｍｌｅｖｅｌｓｏｆＦｅ２＋，ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ（ＭＤＡ）ａｎｄｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ（ＳＯＤ）ｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｅｎｚｙｍｅ－ｌｉｎｋｅｄ
ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ（ＥＬＩＳＡ）；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙｏｆｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ（ＲＯＳ）ｉｎｂｒａｉｎｔｉｓｓｕｅｗａｓ
ｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｍｅｔｈｏｄ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＢ－ｃｅｌｌｌｙｍｐｈｏｍａ２（ＢＣＬ－２），ＢＣＬ－２－
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄＸｐｒｏｔｅｉｎ（Ｂａｘ），ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｅｒｙｔｈｒｏｉｄ２－ｒｅｌａｔｅｄｆａｃｔｏｒ２（Ｎｒｆ２）ａｎｄｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ（ＧＰＸ４）
ｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ； ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｌｅｖｅｌｏｆＳＰＰ１ ｉｎ ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ
ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙＲｅｓｕｌｔｓ　Ｔｈｅｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌｄｅｆｉｃｉｔｓｃｏｒｅｓｏｆｓｈａｍｇｒｏｕｐ，ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐａｎｄ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐｗｅｒｅ（０±０），（３２０±０４２），（１４０±０５２）ａｎｄ（２１０±０５７）ｓｃｏｒｅｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｓｅｒｕｍＦｅ２＋

ｌｅｖｅｌｓｗｅｒｅ（２２０３５±２６１７），（４３２４０±６５２８），（２７６５２±３３２０）ａｎｄ（３２９１５±４５７１）μｍｏｌ·ｋｇ－１，
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｓｅｒｕｍＭＤＡｌｅｖｅｌｓｗｅｒｅ（５３７５±７６２），（１２０３６±１８２２），（７２６８±１１２３）ａｎｄ（８９４４±１３１６）
ｎｍｏｌ·ｍｇ－１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｓｅｒｕｍ ＳＯＤｌｅｖｅｌｓｗｅｒｅ（６３７８±９８０），（２０８６±３４１），（５１１８±７３０）ａｎｄ
（３７３５±５０８）Ｕ·ｍｇ－１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｉｅｓｏｆＲＯＳｗｅｒｅ１００±００９，３８７±０５６，
１５２±０２２ａｎｄ２４３±０３８，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＢａｘｉｎｂｒａｉｎｔｉｓｓｕｅｗｅｒｅ１００±０１１，
２９５±０３３，１５８±０２６ａｎｄ２３７±０２９，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＢｃｌ－２ｗｅｒｅ１００±０１５，
０２０±００４，０６５±０１２ａｎｄ０４３±００７，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＮｒｆ２ｗｅｒｅ１００±０１３，
０３３±００５，０６５±０１０ａｎｄ０５４±００９，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＧＰＸ４ｗｅｒｅ１００±０１４，
０２１±００４，０５８±００９ａｎｄ０４５±００６，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｐｏｓｉｔｉｖｅｌｅｖｅｌｓｏｆＳＰＰ１ｗｅｒｅ１００±０１３，０３０±００５，
０７６±０１２ａｎｄ０４３±００７，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＴｈｅｒｅｗｅｒｅｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｉｎｔｈｅａｂｏｖｅｉｎｄｉｃａｔｏｒｓｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅ
ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｓｈａｍｏｐｅｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ，ｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，ａｎｄｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
ｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１）Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｃｕｒｃｕｍｉｎｃａｎａｌｌｅｖｉａｔｅｎｅｕｒｏｎａｌ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓａｎｄｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓａｆｔｅｒＩＣＨ，ａｎｄｉｍｐｒｏｖｅｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌｆｕｎｃｔｉｏｎｉｎｊｕｒｙｉｎｍｉｃｅＴｈｅｕｎｄｅｒｌｙｉｎｇｍｅｃｈａｎｉｓｍｍａｙｂｅ
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｔｈｅｕｐ－ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＳＰＰ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，ｗｈｉｃｈｉｎｔｕｒｎａｃｔｉｖａｔｅｓｔｈｅＮｒｆ２／ＧＰＸ４ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｃｕｒｃｕｍｉｎ；ｉｎｔｒａｃｅｒｅｂｒａｌｈｅｍｏｒｒｈａｇｅ；ｓｅｃｒｅｔｅｄｐｈｏｓｐｈｏｐｒｏｔｅｉｎ１；ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｅｒｙｔｈｒｏｉｄ２－ｒｅｌａｔｅｄｆａｃｔｏｒ２／
ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅｐｅｒｏｘｉｄａｓｅｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ；ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ

　　脑出血（ｉｎｔｒａｃｅｒｅｂｒａｌｈｅｍｏｒｒｈａｇｅ，ＩＣＨ）是一种高
致死、致残率的脑卒中类型［１］。其继发性脑损伤涉及

复杂的病理过程，其中，以细胞内铁超载和脂质过氧

化物累积为特征的铁死亡，在神经炎症与氧化应激级

联反应中扮演关键角色，成为干预新靶点［２］。分泌型

磷蛋白１（ｓｅｃｒｅｔｅｄｐｈｏｓｐｈｏｐｒｏｔｅｉｎ１，ＳＰＰ１）作为一种
多功能糖蛋白，已被报道可能参与调控铁死亡

进程［３］。姜黄素作为一种天然多酚，已被证实具有抗

炎、抗氧化及抗铁死亡的潜力［４］。然而，姜黄素是否

通过调控 ＳＰＰ１来发挥神经保护作用，特别是其是否
通过影响核因子红细胞２相关因子 ２（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒ
ｅｒｙｔｈｒｏｉｄ２－ｒｅｌａｔｅｄｆａｃｔｏｒ２，Ｎｒｆ２）／谷胱甘肽过氧化物
酶４（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＧＰＸ４）这一关键抗铁死亡
通路来减轻ＩＣＨ损伤仍需进一步研究。因此，本研究

旨在构建小鼠 ＩＣＨ模型，探讨姜黄素对神经功能／铁
死亡的影响，并重点阐明 ＳＰＰ１及 Ｎｒｆ２／ＧＰＸ４通路在
其神经保护机制中的作用，以期为ＩＣＨ治疗提供新的
理论依据和潜在药物靶点。

材料与方法

１　材料
动物　６～８周龄雄性 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠４０只，体质

量１８～２２ｇ，购自山东泰安鸿菲尔生物科技有限公
司，实验动物生产许可证号：ＳＣＸＫ（鲁）２０２４０００６，本
实验经山东大学附属山东省立第三医院伦理委员会

批准，伦理批号：ＳＹＤＷ－２０２４０１３。
药品与试剂　姜黄素，规格：每瓶 ２５ｇ，纯度：

９５％，货号：Ｓ１９２４５，上海源叶生物科技有限公司生
产；ＳＰＰ１抑制剂，货号：ＨＹ－１４６０６４，美国 ＭｅｄＣｈｅ
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ｍＥｘｐｒｅｓｓ公司生产；血清铁浓度试剂盒、超氧化物歧
化酶（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）试剂盒、丙二醛
（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）试剂盒，均由上海酶联生物
科技有限公司生产；Ｂ细胞淋巴瘤因子 ２（Ｂ－ｃｅｌｌ
ｌｙｍｐｈｏｍａ２，ＢＣＬ－２）相关Ｘ蛋白（ＢＣＬ－２－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄＸ
ｐｒｏｔｅｉｎ，Ｂａｘ）、ＢＣＬ－２、Ｎｒｆ２、ＳＰＰ１、甘油 －３－磷酸脱
氢酶（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ－３－ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，
ＧＡＰＤＨ）抗体，均由英国 Ａｂｃａｍ公司生产；ＧＰＸ４
抗体，德国Ｍｅｒｃｋ公司生产。

仪器　Ｒｔ－６１００多功能酶标仪，美国 Ｒａｙｔｏ公司
产品；ＢＸ６３荧光显微镜，日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公司产品；
１６５８０３３蛋白电泳仪，美国Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司产品。
２　实验方法
２１　小鼠脑出血模型的构建［５］

将小鼠麻醉后，头部进行消毒，纵向切开头皮组

织，钝性分离骨膜以充分暴露前囟、后囟及冠状缝结

构，参照小鼠脑立体定位图谱，确定右侧基底节尾状

核坐标（前囟前０２ｍｍ，矢状缝右侧２０ｍｍ）。用微
型颅钻低速钻孔（直径约 １ｍｍ），注意保护硬脑膜。
用２６Ｇ针头穿刺尾动脉，以１００μＬ微量进样器采集
非肝素化新鲜自体血５０μＬ；用微量注射泵，深度位于
硬膜下３０ｍｍ，以 ２μＬ·ｍｉｎ－１的速率注入自体全
血，为防止血液反流导致的漏出，注射完成后留针

５ｍｉｎ后缓慢拔针，按压止血并缝合头皮。
２２　动物分组与处理方法

将小鼠按照随机数表法分为４组，假手术组在相
同部位注射等量等渗生理盐水，不进行其他操作；模型

组按照“２１”方法进行造模并注射生理盐水，不给药；
实验组在造模成功后，每只小鼠灌胃２００ｍｇ·ｋｇ－１的
姜黄素，每日１次，连续给药３ｄ［６］；抑制剂组在造模成
功后，每只小鼠灌胃２００ｍｇ·ｋｇ－１的姜黄素，并腹腔
注射５ｍｇ·ｋｇ－１的ＳＰＰ１抑制剂溶液，每日１次，连续
给药３ｄ。
２３　神经功能缺损评分［７］

参照 Ｌｏｎｇａ评分标准对各组小鼠进行神经功能
缺损评分，具体标准如下：０分，无神经功能缺损症状，
小鼠活动正常、步态平稳；１分，轻度神经功能缺损，小
鼠不能完全伸展对侧前肢；２～３分，小鼠行走时向对
侧转圈或倾倒；４分，小鼠意识障碍或无法自主行走，
２分以上表示模型构建成功。
２４　 酶联免疫吸附测 定 法 （ｅｎｚｙｍｅ－ｌｉｎｋｅｄ
ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）法检测小鼠血清中
Ｆｅ２＋、ＭＤＡ和ＳＯＤ水平

采集小鼠血清样本，严格按照试剂盒说明书进行

操作，用酶标仪测定光密度，并根据标准曲线计算样

本中Ｆｅ２＋、ＭＤＡ和ＳＯＤ含量。
２５　苏木精 －伊红染色法 （ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ－ｅｏｓｉｎ，
ＨＥ）染色法观察小鼠脑组织病理形态变化

将小鼠脑组织用多聚甲醛固定，制备石蜡切片，

浸入苏木素染液室温染色，随后经伊红染液室温染

色，蒸馏水冲洗，封片后，用显微镜观察。

２６　免疫荧光法检测小鼠脑组织中 ＲＯＳ相对荧光
强度

取小鼠脑组织切片，用磷酸盐缓冲液洗涤后，滴

加适量稀释好的二氢乙锭（ｄｉｈｙｄｒｏｅｔｈｉｄｉｕｍ，ＤＨＥ）荧
光探针，避光孵育后，再用磷酸盐缓冲液洗涤，抗荧光

淬灭封片剂封片后，用荧光显微镜观察并采集图像。

２７　蛋白质印迹法检测小鼠脑组织中凋亡及 Ｎｒｆ２／
ＧＰＸ４通路相关蛋白表达水平

用裂解液提取小鼠脑组织的总蛋白，测定蛋白浓

度并定量准备上样。每孔上样蛋白２０μｇ，经十二烷
基硫酸钠－聚丙烯酰胺凝胶电泳分离，转印至聚偏二
氟乙烯膜。５％脱脂牛奶室温封闭１ｈ，弃封闭液，分
别加入稀释好的一抗 Ｂａｘ（１∶１０×１０４）、ＢＣＬ－２
（１∶２０００）、Ｎｒｆ２（１∶５０００）及 ＧＰＸ４（１∶１０×１０４），次
日，ＴＢＳＴ洗涤后，加入辣根过氧化酶标记羊抗兔 ＩｇＧ
二抗（１∶５０００稀释），室温孵育１ｈ。再次洗涤后，滴
加化学发光显色液，于凝胶成像系统采集蛋白条带图

像，并使用ＩｍａｇｅＪ１５３ｔ软件分析蛋白条带灰度值
２８　免疫组化法检测小鼠脑组织中 ＳＰＰ１相对阳性
水平

取小鼠脑组织石蜡切片，脱蜡至水后使用柠檬酸

抗原修复缓冲液热修复，过氧化氢封闭，胎牛血清封

闭，加入一抗４℃孵育过夜，次日加入二抗室温孵育，
二氨基联苯胺显色，苏木素复染细胞核，封片后，用荧

光显微镜观察。用ＩｍａｇｅＪ１５３ｔ软件对染色结果进行
半定量分析，以平均光密度值表示ＳＰＰ１的表达水平。
３　统计学处理

用 ＳＰＳＳ２５０软件进行统计分析。计量资料用
珋ｘ±ｓ表示，组内比较用配对样本ｔ检验，组间比较用独
立样本ｔ检验。

结　　果

１　姜黄素对脑出血小鼠神经功能缺损评分的影响
假手术组、模型组、实验组和抑制剂组的神经功

能缺损评分 分 别 为 （０±０）、（３２０±０４２）、
（１４０±０５２）和（２１０±０５７）分。与假手术组相比，
模型 组 小 鼠 的 神 经 功 能 缺 损 评 分 显 著 下 降
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Ｖｏｌ４２Ｎｏ８Ａｐｒｉｌ２０２６（ＳｅｒｉａｌＮｏ４５４）

（Ｐ＜０００１）；与模型组相比，试验组小鼠的神经功能
缺损评分显著上升（Ｐ＜０００１）；与实验组相比，抑制
剂组小鼠的神经功能缺损评分显著下降（Ｐ＜００５）。
２　姜黄素对脑出血小鼠血清中 Ｆｅ２＋、ＭＤＡ和 ＳＯＤ
水平的影响

ＥＬＩＳＡ实验法显示：与假手术组相比，模型组小
鼠血 清 中 Ｆｅ２＋ 和 ＭＤＡ 含 量 均 显 著 升 高 （均
Ｐ＜０００１），ＳＯＤ含量显著降低（Ｐ＜０００１）；与模型
组相比，试验组小鼠血清中 Ｆｅ２＋和 ＭＤＡ含量含量均
显著降低 （均 Ｐ＜０００１），ＳＯＤ含量显著升高
（Ｐ＜０００１）；与试验组相比，抑制剂组小鼠血清中
Ｆｅ２＋和 ＭＤＡ含量均显著升高（均 Ｐ＜００１），ＳＯＤ含
量显著降低（Ｐ＜０００１），见表１。
３　姜黄素对脑出血小鼠脑组织病理形态的影响

ＨＥ染色法显示，假手术组小鼠脑组织形态结构
完整，未见明显病理变化；与假手术组相比，模型组小

鼠脑组织形态结构不完整，神经细胞变性，排列不规

则，细胞核皱缩；与模型组相比，实验组小鼠脑组织整

体病变程度减轻；与实验组相比，抑制剂组小鼠脑组

织病理损伤程度明显加重，见图１。
４　姜黄素对脑出血小鼠脑组织中ＲＯＳ水平的影响

免疫荧光法显示，假手术组、模型组、实验组和抑制

剂组的ＲＯＳ相对荧光强度分别为１００±００９、３８７±０５６、
　　

１５２±０２２和２４３±０３８。与假手术组相比，模型组小
鼠脑组织中ＲＯＳ相对荧光强度显著增强（Ｐ＜０００１）；与
模型组相比，实验组小鼠脑组织中ＲＯＳ相对荧光强度显
著减弱（Ｐ＜０００１）；与实验组相比，抑制剂组小鼠脑组织
中ＲＯＳ相对荧光强度显著增强（Ｐ＜０００１）。
５　姜黄素对脑出血小鼠脑组织中凋亡相关蛋白表达
水平的影响

蛋白质印迹法显示，与假手术组相比，模型组小

鼠脑组织中 Ｂａｘ蛋白相对表达水平显著上升
（Ｐ＜０００１），ＢＣＬ－２、Ｎｒｆ２和ＧＰＸ４蛋白相对表达水
均显著下降（均Ｐ＜０００１）；与模型组相比，实验组小
鼠脑组织中 Ｂａｘ蛋白相对表达水平显著下降
（Ｐ＜０００１），ＢＣＬ－２、Ｎｒｆ２和ＧＰＸ４蛋白相对表达水
平均显著上升（均Ｐ＜０００１）；与实验组相比，抑制剂
组小鼠脑组织中 Ｂａｘ蛋白相对表达水平显著上调
（Ｐ＜０００１），ＢＣＬ－２、Ｎｒｆ２和 ＧＰＸ４蛋白相对表达水
平均显著下调（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１），见表２。
６　姜黄素对脑出血小鼠脑组织中 ＳＰＰ１相对阳性水
平的影响

免疫组化法显示，假手术组、模型组、实验组和抑

制剂组的 ＳＰＰ１相对阳性水平分别为 １００±０１３、
０３０±００５、０７６±０１２和０４３±００７。与假手术组
相比，模型组小鼠脑组织中 ＳＰＰ１相对阳性水平显著
　　

表１　各组小鼠血清中亚铁离子（Ｆｅ２＋）、丙二醛（ＭＤＡ）和超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）水平的比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｆｅｒｒｏｕｓｉｏｎ（Ｆｅ２＋），ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ（ＭＤＡ）ａｎｄｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ（ＳＯＤ）ｌｅｖｅｌｓｉｎｓｅｒｕｍａｍｏｎｇｍｉｃｅｇｒｏｕｐｓ
（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ Ｆｅ２＋（μｍｏｌ·ｋｇ－１） ＭＤＡ（ｎｍｏｌ·ｍｇ－１） ＳＯＤ（Ｕ·ｍｇ－１）

Ｓｈａｍ １０ ２２０３５±２６１７ ５３７５±７６２ ６３７８±９８０
Ｍｏｄｅｌ １０ ４３２４０±６５２８ １２０３６±１８２２ ２０８６±３４１

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ １０ ２７６５２±３３２０＃＃＃ ７２６８±１１２３＃＃＃ ５１１８±７３０＃＃＃

Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ １０ ３２９１５±４５７１▲▲ ８９４４±１３１６▲▲ ３７３５±５０８▲▲▲

Ｓｈａｍｇｒｏｕｐ：Ｔｈｅｓａｍｅａｍｏｕｎｔｏｆｉｓｏｔｏｎｉｃｓａｌｉｎｅｗｉｔｈｏｕｔｏｔｈｅｒｏｐｅｒａｔｉｏｎｓ；Ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ：Ｍｏｄｅｌｅｄ；Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ：Ｍｏｄｅｌｅｄａｎｄａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｅｄｗｉｔｈ
２００ｍｇ·ｋｇ－１ｃｕｒｃｕｍｉｎｏｎｃｅａｄａｙｆｏｒ３ｄａｙｓ；Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐ：Ｍｏｄｅｌｅｄａｎｄａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｅｄｗｉｔｈ２００ｍｇ·ｋｇ－１ｃｕｒｃｕｍｉｎａｎｄ５ｍｇ·ｋｇ－１ＳＰＰ１ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
ｓｏｌｕｔｉｏｎ，ｏｎｃｅａｄａｙｆｏｒ３ｃｏｎｓｅｃｕｔｉｖｅｄａｙｓ；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｓｈａｍｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，＃＃＃Ｐ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｅｘｐｅｒｉｍｅｎ

ｔａｌｇｒｏｕｐ，▲▲Ｐ＜００１、▲▲▲Ｐ＜０００１

图 １　苏木精－伊红染色法（ＨＥ）染色法观察小鼠脑组织病理形态变化（５０×）
Ｆｉｇｕｒｅ１　 Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｏｆｍｉｃｅｂｒａｉｎｔｉｓｓｕｅｓｏｂｓｅｒｖｅｄｂｙｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ－ｅｏｓｉｎ（ＨＥ）ｓｔａｉｎｉｎｇ（５０×）
１：Ｓｈａｍｇｒｏｕｐ；２：Ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ；３：Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ；４：Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐ
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降低（Ｐ＜０００１）；与模型组相比，实验组小鼠脑组织
中ＳＰＰ１相对阳性水平显著升高（Ｐ＜０００１）；与实验

组相比，抑制剂组小鼠脑组织中 ＳＰＰ１相对阳性水平
显著降低（Ｐ＜０００１），见图２。

表２　各组小鼠脑组织中Ｂ细胞淋巴瘤因子２（ＢＣＬ－２）、ＢＣＬ－２相关Ｘ蛋白（Ｂａｘ）和核因子红细胞２相关因子２（Ｎｒｆ２）／谷胱甘
肽过氧化物酶４（ＧＰＸ４）通路相关蛋白相对表达水平的比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ２　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＢ－ｃｅｌｌｌｙｍｐｈｏｍａ２（ＢＣＬ－２），ＢＣＬ－２－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄＸｐｒｏｔｅｉｎ（Ｂａｘ）ａｎｄｎｕｃｌｅａｒ
ｆａｃｔｏｒｅｒｙｔｈｒｏｉｄ２－ｒｅｌａｔｅｄｆａｃｔｏｒ２（Ｎｒｆ２）／ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ（ＧＰＸ４）ｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｉｎｂｒａｉｎｔｉｓｓｕｅｓｏｆｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｍｉｃｅｇｒｏｕｐｓ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ Ｂａｘ ＢＣＬ－２ Ｎｒｆ２ ＧＰＸ４

Ｓｈａｍ １０ １００±０１１ １００±０１５ １００±０１３ １００±０１４
Ｍｏｄｅｌ １０ ２９５±０３３ ０２０±００４ ０３３±００５ ０２１±００４

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ １０ １５８±０２６＃＃＃ ０６５±０１２＃＃＃ ０６５±０１０＃＃＃ ０５８±００９＃＃＃

Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ １０ ２３７±０２９▲▲▲ ０４３±００７▲▲▲ ０５４±００９▲ ０４５±００６▲▲

Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｓｈａｍｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，＃＃＃Ｐ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ，▲Ｐ＜００５，▲▲Ｐ＜００１，
▲▲▲Ｐ＜０００１

图 ２　免疫组化法检测小鼠脑组织中分泌型磷蛋白１（ＳＰＰ１）相对阳性水平（１００×）
Ｆｉｇｕｒｅ２　 Ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｐｏｓｉｔｉｖｅｌｅｖｅｌｓｏｆｓｅｃｒｅｔｅｄｐｈｏｓｐｈｏｐｒｏｔｅｉｎ１（ＳＰＰ１）ｉｎｍｉｃｅｂｒａｉｎｔｉｓｓｕｅｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ（１００×）
１：Ｓｈａｍｇｒｏｕｐ；２：Ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ；３：Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ；４：Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐ

讨　　论

脑出血是高致残率、高致死率的神经系统疾病，

继发性脑损伤由红细胞碎片及其降解产物触发［８－９］，

其内在机制是探寻该疾病新型治疗靶点的核心。姜

黄素作为中药姜黄的主要活性成分，在多种疾病中具

有强效药理活性［１０］。研究表明，姜黄素可以降低脑

出血大鼠血清炎症因子水平发挥抗炎作用［１１］，还能

通过调控自噬、缓解氧化应激在脑缺血中产生神经保

护效应［１２］。因此，本研究构建小鼠 ＩＣＨ模型，探究姜
黄素对ＩＣＨ后铁死亡的抑制及神经保护机制，为临床
治疗策略优化奠定基础。

铁死亡是一类由氧化应激诱导、受 ＧＰＸ４调控的
程序性细胞死亡，其在形态学上的典型特征表现为线

粒体皱缩、线粒体膜密度增高，而细胞核形态则相对

完整［１３］。铁死亡的生化特征以铁蓄积与 ＲＯＳ介导的
脂质过氧化为核心，细胞内过度的氧化应激与抗氧化

系统功能失活是诱发铁死亡的主要诱因［１４］。细胞凋

亡作为ＩＣＨ后神经细胞死亡的重要形式之一，与铁死
亡共同参与继发性脑损伤的病理进程，Ｂａｘ作为

ＢＣＬ－２家族促凋亡蛋白，可以通过线粒体途径启动凋
亡信号；而ＢＣＬ－２作为抗凋亡蛋白，可以稳定线粒体
膜完整性，抑制凋亡通路激活，２者的表达平衡直接调
控细胞凋亡进程［１５］。本研究显示，与假手术组相比，

模型组小鼠血清中 Ｆｅ２＋、ＭＤＡ含量与 Ｂａｘ蛋白相对
表达水平均显著升高、ＳＯＤ含量和 ＢＣＬ－２蛋白相对
表达水平均显著降低，而姜黄素干预后可以逆转这些

效应，表明姜黄素可以通过清除过量 ＲＯＳ、减轻脂质
过氧化损伤，发挥抗铁死亡效应，且姜黄素对 ＩＣＨ后
的神经细胞保护作用可能同时涉及抗凋亡与抗铁死

亡２条途径。研究表明，ＳＰＰ１在中枢神经系统修复中
发挥着多方面的神经保护作用［１６］。研究发现，ＲＯＳ
过量蓄积可以激活 ＳＰＰ１，而 ＳＰＰ１反过来又可调控细
胞内ＲＯＳ水平，关键的是，过量ＲＯＳ可以直接驱动铁
死亡并构成其分子机制基础，提示抑制 ＳＰＰ１炎症小
体可能在病理状态下减轻铁死亡［１７］。本研究中，与

假手术组相比，模型组小鼠脑组织ＲＯＳ相对荧光强度
显著增强；姜黄素干预可以显著下调ＲＯＳ的相对荧光
强度；而与实验组相比，抑制剂组的 ＲＯＳ相对荧光强
度显著增强，该结论与上述研究一致，证实了姜黄素

可能通过抑制 ＩＣＨ诱导的 ＳＰＰ１异常激活，阻断 ＲＯＳ
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Ｖｏｌ４２Ｎｏ８Ａｐｒｉｌ２０２６（ＳｅｒｉａｌＮｏ４５４）

与ＳＰＰ１之间的正反馈放大，从而减轻氧化应激、抑制
铁死亡与细胞凋亡，最终发挥神经保护作用。本研究

免疫组化实验显示，模型组小鼠脑组织 ＳＰＰ１相对阳
性水平显著降低，姜黄素干预后，ＳＰＰ１表达显著上
调，提示ＳＰＰ１可能参与姜黄素对 ＩＣＨ的保护效应。
ＧＰＸ４作为关键抗氧化酶，可抑制脂质过氧化、负向调
控铁死亡，其功能异常会诱发铁死亡，而 Ｎｒｆ２可调控
ＧＰＸ４等抗氧化基因表达［１８－２０］。研究发现，与假手术

组相比，模型组小鼠脑组织Ｎｒｆ２和ＧＰＸ４蛋白相对表
达水平均显著降低，姜黄素干预可以显著上调２者相
对表达水平；而抑制剂组与实验组比较，Ｎｒｆ２和 ＧＰＸ４
相对表达水平均显著降低，表明 ＳＰＰ１抑制剂可以逆
转姜黄素对Ｎｒｆ２／ＧＰＸ４通路的激活，提示姜黄素通过
上调ＳＰＰ１激活该通路，抑制铁死亡、减轻ＩＣＨ后继发
性脑损伤的相关调控机制。本研究存在局限性，

ＳＰＰ１是否通过直接结合Ｎｒｆ２或调控其上游激酶影响
其核转位与激活未能被证实，需后续通过免疫共沉淀

等实验探索；且仅探讨姜黄素对铁死亡与凋亡的影

响，其是否调控自噬等其他程序性细胞死亡途径仍需

进一步研究。

本研究提示：姜黄素可以通过上调 ＳＰＰ１、激活
Ｎｒｆ２／ＧＰＸ４通路，抑制 ＩＣＨ后神经细胞铁死亡与凋
亡，减轻脑损伤、改善神经功能，明确了姜黄素治疗

ＩＣＨ的分子靶点与信号通路，为ＩＣＨ临床治疗提供了
新的实验依据。
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