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毛蕊异黄酮对脑出血后继发急性炎症损伤的改善作用及机制 Δ
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摘 要 目的 探讨毛蕊异黄酮（CA）对脑出血后继发急性炎症损伤的改善作用及机制。方法 以雄性C57BL/6小鼠为对象，通过

基底节注射Ⅶ型胶原酶构建脑出血模型，分为假手术组（以磷酸盐缓冲液代替胶原酶）、模型组、不同剂量（15、30、60、120 mg/kg）CA

组。在以改良神经功能缺损程度（mNSS）评分筛选干预剂量的基础上，检测各组小鼠的脑出血体积、脑含水量，脑组织中离子钙结

合衔接分子1（Iba1）和脑组织中Toll样受体4（TLR4）及其下游炎症因子[肿瘤坏死因子α（TNF-α）、诱导型一氧化氮合酶（iNOS）、

白细胞介素1β（IL-1β）]的表达情况，以及脑组织中细胞的凋亡情况。体外培养原代小胶质细胞，检测其中TLR4及其下游炎症因

子的表达情况；体外共培养原代神经元与原代小胶质细胞，检测其中神经元的凋亡情况。结果 选取30、60 mg/kg作为CA的干预

剂量进行后续实验。与假手术组比较，模型组小鼠出现了脑出血现象，脑出血体积和脑含水量均显著升高（P＜0.05），脑组织中

Iba1蛋白的表达阳性率显著升高，脑组织中TLR4、TNF-α、IL-1β、iNOS蛋白的相对表达水平均显著上调，细胞凋亡率亦显著增加

（P＜0.05）；与模型组比较，30、60 mg/kg CA组小鼠上述指标均显著改善（P＜0.05）。CA显著降低了原代小胶质细胞中TLR4及其

下游炎症因子的相对表达水平，显著减少了原代神经元与原代小胶质细胞共培养体系中神经元的凋亡（P＜0.05）。结论 CA可发

挥脑保护作用，可能与抑制TLR4介导的炎症反应而减轻脑出血后继发的急性炎症损伤有关。
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ABSTRACT OBJECTIVE To investigate the improvement effect and mechanism of calycosin （CA） on acute inflammatory 

injury secondary to intracerebral hemorrhage. METHODS Male C57BL/6 mice were injected with type Ⅶ collagenase into the 

basal ganglia to establish an intracerebral hemorrhage model， which were divided into sham-operation group（phosphate buffered 

saline instead of collagenase）， model group， and different CA dose groups（15，30，60，120 mg/kg）. Based on the modified 

neurological severity score （mNSS） to screen the intervention doses， the volume of intracerebral hemorrhage， brain water content， 

the expressions of ionized calcium-binding adaptor molecule 1 （Iba1） in brain tissue， Toll-like receptor 4 （TLR4） and its 

downstream inflammatory factors [tumor necrosis factor-α （TNF-α）， inducible nitric-oxide synthase （iNOS）， interleukin-1β （IL-

1β）] in brain tissue， and the apoptosis of cells in brain tissue were detected. Primary microglia were cultured in vitro， and the 

expressions of TLR4 and its downstream inflammatory factors were detected. Primary neurons and primary microglia were co-

cultured in vitro， and the apoptosis of neurons was detected. RESULTS The doses of 30 mg/kg and 60 mg/kg were selected as 

intervention doses of CA for subsequent experiments. Compared with the sham-operation group， the mice in the model group had 

cerebral hemorrhage， the volume of cerebral hemorrhage and brain water content were significantly increased （P＜0.05）； the 

positive expression rate of Iba1 protein in brain tissue was 

significantly increased， and the relative expression levels of 

TLR4， TNF-α， IL-1β and iNOS protein in brain tissue were 

up-regulated significantly. The apoptosis rate also increased 

significantly （P＜0.05）. Compared with model group， the 

above indexes of the mice in the 30 and 60 mg/kg CA groups 

were significantly improved （P＜0.05）. CA significantly 

reduced the relative expression levels of TLR4 and its 
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downstream inflammatory factors in microglia， and reduced the apoptosis of neurons in the co-culture system of primary neurons 

and primary microglia （P＜0.05）. CONCLUSIONS CA can exert a protective effect on the brain， which may be related to 

relieving the secondary acute inflammatory injury after intracerebral hemorrhage by inhibiting TLR4-mediated inflammatory response.

KEYWORDS calycosin； intracerebral hemorrhage； secondary acute inflammatory injury； Toll-like receptor 4； microglia

脑出血是指非外伤导致的脑实质内血管破裂出血，

具有高发病率、高致残率和高病死率等特点[1]。在脑出

血的急性期，过度的炎症反应会导致小胶质细胞过度活

化，进而产生大量毒性促炎因子，破坏血脑屏障并加剧

脑水肿，最终导致神经元凋亡[2―3]。因此，抑制脑出血后

急性期过度的炎症反应可能是治疗脑出血的有效途

径[4]。脑出血后的炎症损伤机制十分复杂，涉及多个分

子和信号通路。其中，Toll样受体4（Toll-like receptor 4，

TLR4）是一种保守的天然免疫受体，在脑出血后的炎症

反应中具有重要作用，其表达下调与抑制脑出血后炎症

反应有关，是治疗脑出血的有效手段[5―6]。毛蕊异黄酮

（calycosin，CA）是从中药材黄芪中提取的黄酮类成分，

具有抗炎、抗氧化作用，对受损脑组织具有保护的作

用[7―8]。基于此，本研究通过构建脑出血小鼠模型，初步

探讨CA对脑出血的改善作用，并通过体外培养原代小

胶质细胞和原代神经元进一步探讨该成分是否能通过

抑制TLR4表达而减轻脑出血后继发的急性炎症损伤，

为进一步开发CA用于临床治疗脑出血提供实验基础。

1　材料

1.1　主要仪器

68025型脑立体定位仪购自深圳市瑞沃德生命科技

有限公司；2406-2型细胞 CO2培养箱购自美国 Thermo 

Fisher Scientific公司；LX71型荧光倒置显微镜购自日本

Olympus 公司；LB 942型多功能酶标仪购自德国 Ber‐

thold Technologies 公司；Transwell 板（12 孔，孔径 0.4 

μm）购自美国Corning公司；ChemiScope 6100型荧光及

化学发光成像系统购自上海勤翔科学仪器有限公司。

1.2　主要药品与试剂

CA对照品（货号WXHY-000687，纯度＞98%）购自

天津万象恒远科技有限公司；磷酸盐缓冲液（PBS）、牛血

清白蛋白（BSA）、Ⅶ型胶原酶（货号分别为 E607008、

A600332、A005332）均购自生工生物工程（上海）股份有

限公司；DMEM高糖培养基、胎牛血清（FBS）、B27添加

剂、Neurobasal培养基（货号分别为11995040、10099141、

17504044、21103049）均购自美国 Gibco 公司；一步法

TUNEL 细胞凋亡检测试剂盒、Triton X-100试剂、鼠源

β-actin单克隆抗体、红细胞（RBC）裂解液（货号分别为

C1088、P0096、AA128、C3702）均购自上海碧云天生物

技术有限公司；ACCUTASE 细胞消化液、多聚甲醛（货

号分别为A6964、P6148）均购自美国Sigma公司；兔源离

子钙结合衔接分子 1（ionized calcium-binding adaptor 

molecule 1，Iba1）多克隆抗体（货号019-19741）购自日本

WAKO公司；兔源TLR4、白细胞介素1β（interleukin-1β，
IL-1β）、神经元特异性核蛋白（neuron specific nuclear 

protein，NeuN）多 克 隆 抗 体（货 号 分 别 为 ab13556、

ab1234437、ab104225）均购自英国 Abcam 公司；兔源肿

瘤坏死因子 α（tumor necrosis factor α，TNF-α）、诱导型

一氧化氮合酶（inducible nitric-oxide synthase，iNOS）多

克隆抗体和Alexa Fluor 555标记的驴抗兔 IgG二抗（货

号分别为 11948S、13120S、4413）均购自美国Cell Signa-

ling Technology 公司；辣根过氧化物酶标记的山羊抗

小鼠 IgG 二抗、辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔 IgG

二抗（货号分别为 115-035-146、111-035-003）均购自美

国 Jackson ImmunoResearch公司；4′，6-二脒基-2苯基吲

哚（DAPI）、RIPA裂解和提取缓冲液（货号分别为62248、

89900）均购自美国Thermo Fisher Scientific公司。

1.3　实验动物

SPF级C57BL/6小鼠（雄性，体重22～25 g，8～10周

龄）、孕小鼠（体重 40～48 g，8周龄，其出生 1～3 d的乳

鼠用于提取原代小胶质细胞）均购自广东省医学实验动

物中心，动物生产许可证号为SCXK（粤）2018-0002。所

有动物均饲养于广州医科大学附属第二医院实验动物

中心（环境温度 20～26 ℃，相对湿度 40%～70%，12 h/

12 h明暗交替），自由摄食、饮水。本实验方案经广州医

科大学附属第二医院动物伦理委员会审查批准（审查编

号A2021-006）。

2　方法

2.1　CA药液的配制

取CA对照品适量，溶于二甲基亚砜（DMSO）中，配

制成CA储备液。取上述CA储备液适量，用9倍体积的

PBS 稀释至 DMSO 含量为 1%。根据实验需要，再用

PBS或培养基稀释成所需的浓度。

2.2　体内动物实验

2.2.1　小鼠分组、脑出血模型的构建和给药

将雄性小鼠随机分为假手术组、模型组和不同剂量

CA组。脑出血模型的制备参考文献方法[9]：将小鼠用异

氟醚麻醉后固定于脑立体定位仪（脑立体定位仪坐标为

前囟右侧 2.0 mm，前囟前 0.5 mm，腹侧 2.8 mm）上，将

0.2 U的Ⅶ型胶原酶（0.5 μL）缓慢注射到右侧基底节区，

注射时间为 1 min；假手术组小鼠同法注射 PBS（0.5 

μL）。注射后，针头于注射部位保持5 min后拔出，用骨

蜡密封，再用丝线缝合。上述过程中，小鼠体温应维持
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在37 ℃左右，并于术后自由摄食、饮水。以小鼠苏醒后

行为和功能异常，且改良神经功能缺损程度（modified 

neurological severity score，mNSS）评分明显下降为造模

成功[10]。在诱导脑出血20 min后，假手术组和模型组小

鼠一次性腹膜内注射PBS，不同剂量CA组小鼠分别一

次性注射相应剂量的药物（根据前期预实验设置给药剂

量分别为15、30、60、120 mg/kg）。小鼠脑出血造模实验

平行 2批进行，每批每组 12只（其中 2～3只备用）：第 1

批小鼠用于mNSS评分、脑出血体积计算和脑含水量测

量实验，第2批小鼠用于其余实验。

2.2.2　小鼠mNSS评分的测定

取假手术组、模型组和 15、30、60、120 mg/kg CA组

小鼠各8只（第1批编号前8只），分别于手术24、48、72 h

后对其进行mNSS评分。mNSS评分由运动实验，感觉

实验，反射丧失和不正常运动，以及癫病、肌阵挛、肌张

力障碍4个部分组成，4个部分得分相加即为总分（最高

18分），总分越高则神经功能缺损越严重[10]。

2.2.3　小鼠脑出血体积的计算

取假手术组、模型组和30、60 mg/kg CA组（CA组剂

量参考“2.2.2”项下结果设置，下同）小鼠各 4只（第 1批

编号前4只），于手术72 h后处死，取出脑组织，用PBS稀

释的 4%多聚甲醛固定后，制备连续脑切片（厚度约 1 

mm）并进行数字摄影，使用 Image-Pro Plus（Media Cy‐

bernetics）软件计算脑出血体积：脑出血体积＝每个切片

血凝块面积×切片厚度。

2.2.4　小鼠脑含水量的测定

取假手术组、模型组和 30、60 mg/kg CA组小鼠各 5

只（第 1批编号第 5～9只），于手术 72 h后处死，迅速取

出脑组织并称重，得湿重；随后，将脑组织于160 ℃下干

燥 24 h，再次称重，得干重，按下式计算脑含水量：脑含

水量（%）＝（湿重－干重）/湿重×100%。

2.2.5　小鼠脑组织中 Iba1蛋白表达阳性率的检测

采用免疫荧光染色法进行检测。取假手术组、模型

组和 30、60 mg/kg CA 组小鼠各 3只（第 2批编号前 3

只），于手术72 h后处死，取出脑组织，经固定、脱水后切

片（厚度约 15 μm）。上述切片用 PBS 稀释的 3%Triton 

X-100试剂在室温下孵育15 min，洗涤后再用PBS稀释的

5%BSA封闭1 h；加入 Iba1一抗（稀释比例为1∶1 000），于

4 ℃下孵育过夜；加入 Alexa Fluor 555标记的 IgG 二抗

（稀释比例为1∶ 1 000），在室温下孵育2 h；用PBS洗涤3

次，用 DAPI 复染细胞核 10 min，封片后使用显微镜观

察。除假手术组选择小鼠大脑右侧基底节区的脑组织

外，其余各组随机选择每张切片脑出血病变及周边区域

（包括脑出血损伤周围1 mm区域）5个不重叠的高倍（×

200）视野拍摄，计算每个视野中被染成红色的细胞数与

被染成蓝色的有核细胞数的比值，其平均值即为 Iba1蛋

白的表达阳性率，以该表达阳性率表示小胶质细胞的激

活程度。

2.2.6　小鼠脑组织中TLR4及其下游炎症因子蛋白表达

的检测

采用蛋白质印迹法进行检测。取假手术组、模型组

和 30、60 mg/kg CA 组小鼠各 4只（第 2批编号第 4～7

只），于手术 72 h后处死，取出脑组织，除假手术组选择

小鼠大脑右侧基底节区的脑组织外，其余各组选择小鼠

脑出血病变及周边区域脑组织（包括脑出血损伤周围 1 

mm区域），用RIPA裂解，收集蛋白样品；以BCA法测定

蛋白浓度后，于 100 ℃变性 5 min；取变性蛋白样品（30 

μg）进行 10%十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳分

离，并转移到聚偏二氟乙烯膜上，用含 5%BSA 的 1×

TBST 缓冲液于室温下封闭 1 h；加入 TLR4、TNF-α、
iNOS、IL-1β、β-actin 一抗（稀释比例均为 1∶1 000），于

4 ℃下孵育过夜；加入相应 IgG 二抗（稀释比例均为   

1∶10 000），孵育 1 h；以ECL试剂显色后，使用荧光及化

学发光成像系统成像。采用 Image J软件分析蛋白条带

灰度值，计算目标蛋白与内参蛋白（β-actin）的条带灰度

值比值，再以假手术组为标准作归一化处理，即得目标

蛋白的相对表达水平。

2.2.7　小鼠脑组织中凋亡细胞阳性率的检测

采用凋亡染色法进行检测。取假手术组、模型组和

30、60 mg/kg CA 组小鼠各 3 只（第 2 批编号第 8～10

只），于手术 72 h 后处死，取出脑组织并制作脑冰冻切

片。将上述切片放至湿盒中复温后，用PBS洗涤2次，再

用 4%多聚甲醛固定 30 min；用PBS洗涤 2次，加入PBS

稀释的 0.5%Triton X-100试剂，于室温下孵育 5 min；用

PBS 洗涤 2次，加入 TUNEL 检测液，于 37 ℃下孵育 60 

min；用 DAPI 室温避光孵育 5 min；用 PBS 洗涤 4次，滴

加含荧光淬灭剂的封片剂后封片，使用显微镜观察。除

假手术组选择小鼠大脑右侧基底节区的脑组织外，其余

各组随机选取每张切片脑出血病变及周边区域（包括脑

出血损伤周围 1 mm区域）5个不重叠的高倍（×200）视

野拍摄，计算每个视野中被染成绿色的细胞数与被染成

蓝色的有核细胞数的比值，其平均值即为凋亡细胞阳性

率，以该阳性率表示细胞的凋亡程度。

2.3　体外细胞验证实验

2.3.1　原代小胶质细胞中TLR4及其下游炎症因子蛋白

表达的检测

取刚出生1～3 d的C57BL/6乳鼠，分离出其大脑皮

层。将皮层组织在含有20%FBS和1%青-链霉素双抗的

DMEM高糖培养基中剪碎，用含有100 U/mL DNA酶Ⅰ
的ACCUTASE细胞消化液消化并重悬后，将所得细胞

接种到聚-D-赖氨酸包被的培养瓶中，于 37 ℃、5%CO2

条件下培养7 d；分离杂质并更换培养基，继续培养10～

14 d，收集小胶质细胞。将小胶质细胞以每孔100 000个

接种于 6孔板中，分为对照组、RBC 组和 20、40 μmol/L 

CA组（根据前期预实验结果设置药物浓度）。RBC组细

胞加入1 μg/mL的RBC裂解液以模拟体内脑出血状态，



中国药房  2023年第34卷第16期 China Pharmacy  2023 Vol. 34  No. 16  · 1939 ·

CA组细胞加入RBC裂解液和相应浓度的药液；培养72 

h后，收集各组细胞，按“2.2.6”项下蛋白质印迹法检测各

组细胞中TLR4、TNF-α、iNOS、IL-1β蛋白的相对表达水

平。上述实验重复4次。

2.3.2　原代神经元与原代小胶质细胞共培养中神经元

凋亡程度的检测

从15～18 d孕龄的C57BL/6孕小鼠中取出胚胎，分

离出胚胎鼠的大脑皮层。将皮层组织在含有 20%FBS

的DMEM高糖培养基中剪碎，用含有100 U/mL DNA酶

Ⅰ的ACCUTASE细胞消化液消化并重悬后离心、过滤；

用含有2%B27和1%谷氨酰胺的Neurobasal培养基重悬

后，将所得神经元接种到聚-D-赖氨酸包被的 12孔板

中。原代小胶质细胞提取和培养同“2.3.1”项下。使用

Transwell小室共培养原代神经元和原代小胶质细胞：在

Transwell上室接种20 000个原代小胶质细胞，下室接种

10 000个原代神经元。按“2.3.1”项下分组和给药，培养

72 h后弃去培养基，细胞用4%多聚甲醛固定30 min后，

用 PBS 稀释的 0.3%Triton X-100通透 20 min；用 PBS 洗

涤后，用含 5%BSA的PBS封闭 1 h；加入NeuN一抗（稀

释比例为 1∶1 000），于 4 ℃下孵育过夜；加入 Alexa 

Fluor 555标记的 IgG二抗（稀释比例为1∶1 000），继续孵

育 2 h；用 PBS 洗涤 3次后，滴加 DAPI 避光孵育 5 min，

PBS洗涤后封片并使用显微镜观察。随机选取每张荧

光染色图片5个不重叠的高倍（×200）视野拍摄，计算每

个视野中被染成红色的细胞数与被染成蓝色的有核细

胞数的比值，其平均值即为原代神经元的存活率。上述

实验重复3次。

2.4　统计学方法

采用SPSS 20.0软件对数据进行统计分析。计量资

料均以 x±s表示，多组间比较采用One-way ANOVA分

析 ，进一步两两比较采用 LSD-t 检验。检验水准

α＝0.05。

3　结果
3.1　体内动物实验结果

3.1.1　CA对小鼠mNSS评分的影响

手术 24、48、72 h 后，15 mg/kg CA 组小鼠的 mNSS

评分与模型组比较，差异均无统计学意义（P＞0.05）；

30、60、120 mg/kg CA 组小鼠的 mNSS 评分均较模型组

显著降低（P＜0.05），结果见图1。120 mg/kg CA组小鼠

的mNSS评分与60 mg/kg CA组差异较小，因此选取30、

60 mg/kg作为CA的干预剂量进行后续实验。

3.1.2　CA对小鼠脑出血体积和脑含水量的影响

假手术组小鼠无明显的脑出血区域；与假手术组比

较，模型组小鼠可见脑出血现象，其脑出血体积为

（7.82±0.52）mm3；与模型组比较，30、60 mg/kg CA组小

鼠的脑出血区域有所缩小，其脑出血体积 [分别为

（4.81±0.26）mm3、（2.33±0.19）mm3]均显著降低（P＜

0.05）。结果见图2。

与假手术组小鼠的脑含水量[（78.22±1.66）%]比

较，模型组小鼠的脑含水量[（85.22±2.85）%]显著升高

（P＜0.05）；与模型组比较，30、60 mg/kg CA组小鼠的脑

含水量[分别为（81.12±2.63）%、（80.26±2.59）%]均显

著降低（P＜0.05）。

3.1.3　CA对小鼠脑组织中 Iba1蛋白表达的影响

与假手术组小鼠脑组织中 Iba1蛋白的表达阳性率

[（4.84±0.78）%]比较，模型组小鼠脑组织中 Iba1蛋白呈

聚集现象，其表达阳性率 [（42.18±2.32）% ]显著升高

（P＜0.05）；与模型组比较，30、60 mg/kg CA组小鼠脑组

织中 Iba1蛋白有所减少，其表达阳性率[分别为（17.38±

1.86）%、（9.27±1.61）%]均显著降低（P＜0.05）。结果

见图3。

3.1.4　CA对小鼠脑组织中TLR4及其下游炎症因子表

达的影响

与假手术组比较，模型组小鼠脑组织中TLR4及其

下游炎症因子TNF-α、iNOS、IL-1β蛋白的相对表达水平

均显著升高（P＜0.05）；与模型组比较，30、60 mg/kg CA

组小鼠脑组织中上述蛋白的相对表达水平均显著降低

（P＜0.05）。结果见图4。
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a：与假手术组比较，P＜0.05；b：与模型组比较，P＜0.05。

图1　CA对小鼠脑出血后mNSS评分的影响（x±s，n＝8）

假手术组                      模型组                   30 mg/kg CA组           60 mg/kg CA组

图2　各组小鼠代表性脑切片图
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3.1.5　CA对小鼠脑组织细胞凋亡的影响

与假手术组小鼠脑组织中凋亡细胞阳性率[（4.74±

0.57）%]比较，模型组小鼠相应部位凋亡细胞增多，凋亡

细胞阳性率[（45.18±2.74）%]显著升高（P＜0.05）；与模

型组比较，30、60 mg/kg CA组小鼠相应部位凋亡细胞减

少，凋亡细胞阳性率[分别为（23.38±1.86）%、（10.87±

2.04）%]均显著降低（P＜0.05）。结果见图5。

3.2　体外细胞验证实验结果

3.2.1　CA对原代小胶质细胞中TLR4及其下游炎症因

子蛋白表达的影响

与对照组比较，RBC组细胞中TLR4及其下游炎症

因子TNF-α、iNOS和 IL-1β蛋白的相对表达水平均显著

上升（P＜0.05）；与RBC组比较，20、40 μmol/L CA组细

胞中TLR4及其下游炎症因子TNF-α、iNOS和 IL-1β蛋

白的相对表达水平均显著下降（P＜0.05），结果见图6。

3.2.2　CA对原代神经元和原代小胶质细胞共培养体系

中神经元凋亡的影响

与对照组共培养体系中神经元的存活率[（88.15±

4.42）%]比较，RBC 组共培养体系中神经元的存活率

[（32.85±3.45）%]显著降低（P＜0.05）；而与 RBC 组比

较，20、40 μmol/L CA组共培养体系中神经元的存活率

[分别为（53.38±4.57）%、（69.94±4.66）%]均显著升高

（P＜0.05）。结果见图7。

4　讨论
脑出血是一种极具破坏性的卒中亚型，可导致原发

性损伤和继发性损伤[1―2]。原发性脑损伤通常由于血肿

形成、压迫相邻的脑组织而造成机械性损伤；继发性脑

损伤则与炎症反应、氧化应激反应、铁的细胞毒性和凝

血酶等有关[11―12]。目前，微创手术可减少患者的原发性

脑损伤，但尚无有效手段缓解脑出血后继发性脑损伤。

炎症反应在脑出血后继发性脑损伤中起关键作

用[2，4]。当脑出血发生后，大量的RBC进入脑实质，并逐

渐裂解释放各种有毒物质（如游离血红素、铁离子等），

进而诱导炎症反应。TLR4参与各种炎症介质的分泌过

程和小胶质细胞的激活过程，该分子及其下游信号通路

都是导致脑出血后炎症损伤的关键因素[5―6]。已有动物

A.假手术组                                          B.模型组                                    C. 30 mg/kg CA组                               D. 60 mg/kg CA组
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图3　CA对小鼠脑组织中小胶质细胞激活影响的免疫荧光染色图（Iba1标记，×200）
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图4　CA 对小鼠脑组织中 TLR4及其下游炎症因子蛋

白表达的影响
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图5　CA对小鼠脑组织细胞凋亡的影响（TUNEL染色，×200）
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B.相关蛋白表达的柱形图（x±s，n＝4）

b

a

TNF-α

iNOS

IL-1β

TLR4

β-actin

26 kDa

131 kDa

31 kDa

90 kDa

42 kDa

蛋
白

相
对

表
达

水
平

10

8

6

4

2

0

对照组

RBC组

20 μmol/L CA组

40 μmol/L CA组

a

a

a

b
b

b b

b

b

b

a：与对照组比较，P＜0.05；b：与RBC组比较，P＜0.05。

图6　CA对原代小胶质细胞中TLR4及其下游炎症因子蛋白表达的影响
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图7　CA对原代神经元凋亡影响的免疫荧光染色图（NeuN标记，×200）
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实验表明，一方面血红素以TLR4依赖性方式激活小胶
质细胞和巨噬细胞，小胶质细胞激活后其特异性的标记
蛋白 Iba1表达显著升高[13]；另一方面血红素也可显著上
调小胶质细胞中TLR4和TNF-α等促炎因子的表达。小
胶质细胞是大脑中的主要免疫效应细胞，被激活后可分
泌大量促炎因子（TLR4、TNF-α、IL-1β等），从而加重炎
症损伤，可见激活的小胶质细胞是脑出血后促炎因子的
主要来源[14―15]，也是导致神经元凋亡的重要原因[11，16]。

敲除TLR4基因或应用TLR4抗体可抑制血红素诱导的
小胶质细胞活化，可显著改善小鼠的神经功能缺损和脑
水肿情况[17―18]。因此，TLR4是诱导脑出血后急性炎症
反应的主要信号分子，抑制TLR4介导的炎症反应可能
是治疗脑出血的重要有效途径[19]。本研究发现，CA 能
在体内下调脑出血病变及周边组织中TLR4及其下游促
炎因子的表达，抑制小鼠脑出血病变及周边组织中小胶
质细胞的激活；在体外下调RBC裂解液激活的小胶质细
胞中TLR4及其下游促炎因子的表达，减少了原代神经
元与原代小胶质细胞共培养体系中神经元的凋亡，这些
可能是脑出血后CA发挥脑保护作用的机制。

目前，脑出血仍缺乏有效的治疗药物，寻找有效、低
毒的治疗药物是临床亟待解决的问题。本研究发现，在
脑出血模型小鼠的体内实验中，CA能够减少其脑出血
体积、脑含水量、脑出血后的神经功能缺损；同时，在模
拟脑出血的原代神经元与原代小胶质细胞共培养体外
实验中，CA能够减少神经元的凋亡。

上述结果都证实了CA在脑出血中可发挥脑保护作
用，且这种作用与其抑制TLR4介导的炎症反应有关，可
见CA具有治疗脑出血的潜力。本研究存在一定的局限
性：TLR4介导的炎症反应信号通路的激活和调节是复
杂的，本研究未深入研究CA调控TLR4的具体机制，也
未使用TLR4基因敲除动物进行验证。总之，CA可以通
过抑制TLR4减少脑出血后继发的急性炎症损伤，但更
为详细的机制仍需进一步研究。
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