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【摘要】  目的　探讨核因子NF-E2相关因子（nuclear factor-erythroid 2-related factor, Nrf2）通路活化对胆红素脑病新

生大鼠海马神经元损伤的影响。方法　将新生SD大鼠随机分为对照组、模型组和Nrf2激活剂特丁基对苯二酚（tert-
Butylhydroquinone, TBHQ）组，每组20只。经小脑延髓池注射胆红素溶液，建立新生大鼠胆红素脑病模型，观察大鼠神经

行为变化，并测定脑组织含水量；采用尼式（Nissl）染色观察海马神经元损伤；TUNEL染色观察海马神经元凋亡情况；比色

法检测海马组织Caspase-3活性；化学法检测海马组织丙二醛（MDA）、还原型谷胱甘肽（GSH）含量和超氧化物歧化酶

（SOD）活性；qRT-PCR和Western blot检测海马组织Nrf2和血红素氧合酶1（heme oxygenase-l, HO-1）mRNA和蛋白表达水

平。结果　小脑延髓池注射胆红素后模型组和TBHQ组幼鼠出现不同程度神经异常行为表现，而对照组幼鼠无明显神经

异常行为。与对照组比较，模型组幼鼠神经元损伤严重，脑组织含水量以及海马神经元凋亡水平、Caspase-3活性以及

MDA含量升高（P<0.01），而SOD活性、GSH含量以及Nrf2 和HO-1 mRNA和蛋白表达水平降低（P<0.05）；与模型组比较，

TBHQ组幼鼠神经元损伤得到改善，脑组织含水量、海马神经元凋亡水平、Caspase-3活性以及MDA含量均降低（P<0.01），
而SOD活性、GSH含量以及Nrf2 和HO-1 mRNA和蛋白表达水平升高（P<0.05）。结论　Nrf2通路活化能改善胆红素脑病新

生大鼠海马神经元损伤，抑制神经元凋亡和机体氧化反应。
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【Abstract】   Objective　To  explore  the  effect  of  nuclear  factor-erythroid  2-related  factor  (Nrf2)  pathway
activation on hippocampal neuron damage in neonatal rats with bilirubin encephalopathy. Methods　Neonatal rats were
randomly  assigned  to  a  control  group  (Control),  a  model  group  (Model)  and  an  Nrf2  activator  TBHQ  (tert-
Butylhydroquinone)  group  (TBHQ),  with  20  rats  in  each  group.  Bilirubin  solution  was  injected  through  the
cerebellomedullary cistern to establish the neonatal rat model of bilirubin encephalopathy. Neurobehavioral changes were
observed in rats and the water content of the brain tissue was measured. Nissl staining was done to observe the damage of
hippocampal neurons. TUNEL staining was used to observe the apoptosis of hippocampal neurons. Colorimetric analysis
was done to determine the Caspase-3 activity in the hippocampus. The content of malondialdehyde (MDA) and reduced
glutathione  (GSH)  and  the  activity  of  superoxide  dismutase  (SOD)  in  the  hippocampus  were  examined  by  chemical
analysis. qRT-PCR and Western blot were done to measure the expression of Nrf2 and heme oxygenase-l (HO-1) mRNA
and proteins in the hippocampus. Results　After injection of bilirubin into the cerebellomedullary cistern, the young rats
in  the  Model  group  and  the  TBHQ  group  showed  different  degrees  of  neurological  abnormalities,  while  those  in  the
control group showed no significant neurobehavioral abnormalities. Compared with the Control group, the Model group
had severe neuronal damage, and the water content of brain tissue, the apoptosis of hippocampal neurons, the activity of
Caspase-3  and  the  content  of  MDA  content  significantly  increased  (P<0.01),  while  the  SOD  activity,  GSH  content,  the
expression  of  Nrf2  and  HO-1  mRNA  and  proteins  significantly  decreased  (P<0.05).  Compared  with  the  Model  group,
neuronal  damage  was  improved  in  the  TBHQ  group,  and  the  water  content  of  brain  tissue,  apoptosis  of  hippocampal
neurons, activity of Caspase-3 and MDA content were all significantly reduced (P<0.01), while SOD activity, GSH content
and the expression of Nrf2 and HO-1 mRNA and proteins were significantly increased (P<0.05). Conclusion　Activation
of  the  Nrf2  pathway  can  improve  hippocampal  neuronal  damage  in  neonatal  rats  with  bilirubin  encephalopathy  and
inhibit neuronal apoptosis and the oxidation reaction.
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高胆红素血症是新生儿的常见病，是由血清高水平

的非结合胆红素（unconjugated bilirubin, UCB）引起的[1]。

血液中高浓度的UCB容易穿过血脑屏障并损害神经元，

导致神经功能障碍甚至死亡[2]。在哺乳动物中，胆红素在

生理浓度下主要起抗氧化作用[3]。但在某些情况下，高水

平的UCB会引起严重的不良反应，其中最易受损的部位

是中枢神经系统，会产生多种神经功能缺损，临床也称为
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胆红素脑病[4]。但胆红素诱导的脑部区域细胞损伤的分

子机制尚不清楚。氧化应激（oxdative stress, OS）与多种

神经系统疾病的发展相关。过多的UCB通过破坏细胞和

线粒体膜、诱导髓磷脂碱性蛋白的丢失、产生活性氧

（reactive oxygen species, ROS）导致氧化性DNA氧化损伤

并激活Caspase-3，促进细胞凋亡[5]。尽管UCB诱导的神经

毒性机制尚不十分清楚，但UCB诱导的氧化应激和细胞

凋亡可能会造成相当严重的神经损伤 [ 6 ]。核因子NF-

E2相关因子（nuclear factor erythroid 2-related factor,

Nrf2）是OS的主要细胞传感器，主要对细胞氧化还原状态

的变化产生反应。Nrf2激活的一个主要特征是胞质中

Nrf2游离至细胞核中诱导其靶基因如血红素氧合酶1

（heme oxygenase, HO-1）表达上调。研究发现，Nrf2通过抗

氧化机制保护小胶质细胞免受脂多糖（lipopolysaccharide,

LPS）诱导的神经炎症和神经元毒性[7]。但Nrf2是否对胆

红素诱导的神经损伤也具有保护作用还未有研究报道。

因此，本研究通过构建胆红素脑病新生大鼠模型，探讨

Nrf2通路活性对胆红素诱导的神经元损伤的作用。 

1     材料与方法
 

1.1    实验动物

清洁级SD成年健康大鼠30只，7~8周龄，体质量

（250±30） g，购自湖南省动物实验中心，动物合格证编号：

SCXK（湘）2019-0023。按照雌雄比例1∶1合笼饲养，确定

雌鼠怀孕后立刻单笼饲养，足月自然分娩后，新生大鼠由

母鼠喂养至7 d。动物实验按照我国《实验动物福利伦理

审查指南（GB/T 35892-2018）》要求，规范落实实验动物福

利伦理。 

1.2    主要试剂和仪器

胆红素（纯度>98%，易溶于氯仿、苯、酸水溶液等）

购自美国Sigma公司；Nrf2激活剂特丁基对苯二酚（tert-

Butylhydroquinone, TBHQ）（纯度>98%，易溶于DMSO，溶

解度56.66 mg/mL）购自美国Med Chem Express公

司；Caspase-3活性检测试剂盒（比色法）、丙二醛（MDA）

检测试剂盒、还原型谷胱甘肽（GSH）检测试剂盒和超氧

化物歧化酶（SOD）活性检测试剂盒均购自北京雷根生物

技术有限公司；Nissl染色液购自北京索莱宝科技有限公

司；逆转录试剂盒和荧光定量PCR试剂盒均购自大连宝

生物工程公司；细胞核蛋白抽提试剂盒、TUNEL细胞凋

亡检测试剂盒、BCA蛋白浓度测定试剂盒购自上海碧云

天生物技术有限公司；兔抗人HO-1抗体和Histone 3H抗

体购自美国Cell Signaling Technology公司；兔抗人Nrf2抗

体和β-actin抗体均购自英国Abcam公司；BX51显微镜购

自日本OLYMPUS；RM2235切片机购自德国Leica；Mk3酶标仪

购自芬兰雷达；LightCycler 480荧光定量PCR仪购自瑞士

罗氏公司。 

1.3    方法 

1.3.1    动物造模及分组　将出生7 d的60只新生幼鼠，按

照随机数字表法分成对照组、模型组和Nrf2激活剂TBHQ

组（TBHQ组），每组20只。常规麻醉幼鼠，先用微量注射

器从小脑延髓池抽取20 μL脑脊液，防止颅内高压。然后

再用微量注射器向模型组和TBHQ组幼鼠小脑延髓池中

注射20 μL 胆红素溶液（20 μg/g）[8]，对照组注射20 μL生理

盐水。TBHQ组幼鼠在注射胆红素前1 d和1 h分别给予腹

腔注射20 mg/kg TBHQ [9]。 

1.3.2    神经行为学观察　在造模后0~6 h、9~12 h、21~24 h

观察幼鼠一般情况和神经行为改变。一般情况主要包括

幼鼠的精神状态、呼吸、心率、运动情况。神经行为改变

包括是否出现吃奶困难、俯伏、侧卧、转圈、爬行不稳和

四肢颤动等。 

1.3.3    脑组织含水量检测　造模24 h后，每组各取8只幼

鼠，断头取脑组织称湿重，然后置于电热恒温干燥箱中干

燥24 h至恒重，称干重。脑组织含水量（%）=（湿重−干重）/

湿重×100%。 

1.3.4    Nissl染色观察海马神经元损伤　造模24 h后，常规

麻醉幼鼠，剪开胸部，暴露心脏，剪开右心耳，将预备的生

理盐水注入左心室灌流至肺部灰白，然后用多聚甲醛灌

流至小鼠僵硬。断头取脑，分离海马区，置于多聚甲醛固

定24 h后，常规方法进行石蜡包埋，用切片机将石蜡块切

成10 μm厚度的薄片。脱蜡入水，加入甲基紫染色液染色

15 min，蒸馏水冲洗后，加入Nissl Differentiation分化8 s，

消除染色。用无水乙醇脱水，二甲苯充分透明后，中性树

脂封片，在显微镜下拍照观察，使用Image J软件统计切片

组织中尼氏小体数量，根据海马区尼氏小体数量来判断

神经元损伤情况。 

1.3.5    TUNEL染色观察海马神经元凋亡情况　取上述实

验中制备的海马区石蜡切片，二甲苯脱蜡，浓度梯度乙醇

水合后，用PBS冲洗3次。加入20 μg/mL蛋白酶K工作液覆

盖切片，置于37 ℃反应20 min，PBS冲洗3次。加入100 μL

TdT反应混合物覆盖切片，37 ℃反应1 h，PBS漂洗2次。

然后将石蜡切片浸入含3%H2O2的封闭液中5 min，PBS漂

洗2次。加入辣根过氧化物酶标记的链霉素亲和素复合

物室温孵育30 min，PBS漂洗2次。滴加二氨基联苯胺

（DAB）溶解液显色至浅棕色后，用去离子水冲洗，封固玻

片，在光学显微镜下观察染色，细胞核呈棕色为阳性细
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胞，即凋亡细胞。每组切片观察5个随机视野，每个视野计

数100个细胞，细胞凋亡率（%）=阳性细胞数量/总细胞数量。 

1.3.6    比色法检测海马组织Caspase-3活性　取10 mg大

鼠海马区组织，加入200 μL裂解液中，冰浴匀浆裂解后，

4 ℃ 16 000 ×g离心10 min取上清。根据Caspase-3活性检

测试剂盒说明书，取10~15 μL待测样品上清加入96孔板

反应体系（100 μL），孵育至肉眼可见溶液颜色发生变化，

即可上酶标仪检测405 nm波长处吸光度值（A405值），再根

据标准曲线计算Caspase-3活性。 

1.3.7    化学法检测海马组织MDA和GSH含量及SOD活性

取20 mg海马组织，按1∶9比例加入4 ℃生理盐水制备组

织匀浆液，取上清。根据MDA、GSH和SOD检测试剂盒

操作步骤，制备检测反应体系，用酶标仪检测各自对应波

长处的吸光值，计算海马组织MDA和GSH含量及SOD活性。 

1.3.8    qRT-PCR法检测Nrf2和HO-1 mRNA表达水平　取

50 mg海马组织，加1 mL预冷的Trizol试剂充分研磨至匀

浆，4 ℃ 12 000 ×g离心10 min取上清。经三氯甲烷、异丙

醇抽提组织总RNA，按逆转录试剂盒说明书将总RNA逆

转录成cDNA，再按荧光定量PCR试剂盒操作方法，以

cDNA为模板进行扩增。PCR引物序列，Nrf2 forward：5′-

GACCTAAAGCACAGCCAACACAT-3′，reversed：5′-CT

CAATCGGCTTGAATGTTTGTC-3′；HO-1 forward：5′-

T G T C C C A G G A T T T G T C C G A G - 3 ′， r e v e r s e d：5 ′ -

ACTGGGTTCTGCTTGTTTCGCT-3′；β-actin forward：5′-

A T G A A G T G T G A C G T T A C G C - 3 ′， r e v e r s e d：5 ′ -

CCTAGAAGCATTTGCGGTGCAC-3′。PCR扩增反应程

序：预变性 95 ℃，10 min；40次循环95 ℃，15 s，58 ℃，30 s；

72 ℃延伸40 s。最后根据所得Ct值，利用2−ΔΔCt 法计算目

的基因mRNA的相对表达量。 

1.3.9    Western blot法检测核蛋白Nrf2和全蛋白HO-1表

达水平　取50  mg海马组织，液氮碾碎脑组织，加入

RIPA全蛋白裂解液或细胞核蛋白抽提液，冰浴裂解30 min

后，4 ℃ 12 000 ×g离心20 min，取上清得到全蛋白或核蛋

白溶液，利用BCA分析法对蛋白进行定量。取25 μg蛋白，

加入上样buffer后，沸水变性5 min，用10%SDS-PAGE分离

蛋白质并转移到PVDF膜，然后在室温下用5%脱脂牛奶

封闭1 h，然后用兔抗Nrf2（1∶1 000）、兔抗HO-1（1∶

1 000）、β-actin（1∶2 000）和核内Histone 3H（1∶1 000）抗

体在4 ℃下孵育过夜，随后进行HRP结合二级抗体室温孵

育1 h。使用ECL分析试剂显影，经曝光、定影后，对条带

进行扫描分析。目的蛋白相对表达量=目的蛋白灰度值/

内参蛋白灰度值。 

1.4    统计学方法

x̄所有数据以 ±s表示。利用Shapiro-Wilk法正态分布

检验，数据均符合正态分布。采用单因素方差分析组间

差异，组间两两比较采用LSD-t检验，α=0.05。 

2     结 果

2.1    幼鼠神经行为学观察及脑组织含水量比较

胆红素脑病新生大鼠造模后0~6 h各组幼鼠并未出

现明显异常；9~12 h，对照组幼鼠无明显异常，模型组幼

鼠开始出现活动减少、呼吸不稳、对外界刺激反应低下、

俯伏等情况，而TBHQ组幼鼠的情况要略轻于模型组；21~

24 h，对照组幼鼠无明显异常，而模型组幼鼠的神经性受

损情况越来越严重，出现吃奶困难、尖叫、转圈、四肢颤

动等情况，TBHQ组幼鼠的神经性受损情况明显轻于模

型组。造模24 h后，与对照组比较，模型组大鼠脑组织含

水量提高（84.52%±3.44% vs. 64.53%±2.58%，P<0.01）；与

模型组比较， T B H Q 组大鼠脑组织含量水量降低

（72.18%±3.07% vs. 84.52%±3.44%，P<0.01）。 

2.2    海马组织神经元损伤观察

如图1所示，对照组大鼠海马区细胞排列紧密，层次
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图 1  Nissl染色观察海马组织神经元损伤（n=12）。×400

Fig 1  Nissl staining was done to observe neuronal damage in hippocampus (n=12) . × 400

**P<0.01, vs. control group ; #P<0.05, vs. model group.
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清晰，神经元胞质内有大量紫蓝色尼氏体；与对照组比

较，模型组大鼠海马区细胞排列稀疏紊乱，紫蓝色变浅，

尼氏体数量减少（P<0.01）；与模型组比较，TBHQ组大鼠

海马区细胞排列稀疏，尼氏体数量增多（P<0.05）。 

2.3    海马组织神经元凋亡情况

如图2所示，与对照组比较，模型组大鼠海马区细胞

凋亡率和Caspase-3活性升高（P<0.01）；与模型组比较，

TBHQ组大鼠海马区细胞凋亡率和Caspase-3活性降低

（P<0.01）。 

2.4    海马组织MDA、GSH和SOD活性变化

如表1所示，与对照组比较，模型组大鼠海马组织

MDA含量升高（P<0.05），而GSH含量和SOD活性降低

（P<0.05）；与模型组比较，TBHQ组大鼠海马组织MDA含

量降低（P<0.01），而GSH含量和SOD活性增加（P<0.05）。
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图 2  各组海马组织TUNEL染色和Caspase-3活性比较（n=12）

Fig 2  TUNEL staining was done for comparison of Caspase-3 activity in the hippocampus tissue of each group (n=12)

A: TUNEL staining to observe neuron apoptosis in the hippocampus (×200); B: Comparison of Caspase-3 activity in the hippocampus. **P<0.01, vs. control group;

##P<0.01, vs. model group.

表 1    各组海马组织MDA、GSH含量和SOD活性比较（n=12）

 Table 1    Comparsion of the content of MDA and GSH and the activity

of SOD in the  hippocampus of each group (n=12)

Group GSH/(μmol/mg) MDA/(nmol/mg) SOD/(U/mg)

Control 15.75±4.02 1.65±0.57 5.21±0.54

Model 7.24±3.26* 5.39±0.81* 1.12±0.30**

TBHQ 25.46±8.57# 3.07±1.04## 3.03±0.62##

F 7.46 15.55 49.21

P 0.023 6 0.004 2 0.000 2

*P<0.05, **P<0.01, vs. control group; # P<0.05, ##P<0.01, vs. model group.

2.5    海马组织Nrf2和HO-1 mRNA和蛋白表达水平变化

与对照组比较，模型组大鼠海马区组织Nrf2 和HO-1

mRNA表达水平以及核蛋白Nrf2和全蛋白HO-1表达水平

均降低（P<0.05）；与模型组比较，TBHQ组大鼠海马区组

织Nrf2 和HO-1 mRNA表达水平以及核蛋白Nrf2和全蛋

白HO-1表达水平增加（P<0.01）。见图3。 

3     讨论

OS参与诱导多种决定细胞命运的细胞信号转导途

径。在生理条件下，活性氧的产生和消除之间的平衡维

持了氧化还原敏感信号蛋白的正常功能。通常，氧化还

原稳态确保细胞对内源性和外源性刺激做出适当反应。

然而，当氧化还原稳态被扰乱时，OS可能导致异常的细

胞死亡并促使疾病发展[10]。研究已经证明OS参与了神经

细胞SH-SY5Y中UCB介导的细胞死亡[11]。临床研究发现[12]，

在复发性喘息和儿童哮喘患者中，炎症脂质介质和OS副
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产物与UCB 呈负相关，UCB 能通过炎症脂质和氧化应激

影响复发性喘息和儿童哮喘疾病的发展。表明OS是

UCB诱导疾病过程中的重要途径。本研究结果发现在胆

红素处理后，脑组织中检测到MDA升高、SOD降低、海马

区神经元损伤、细胞凋亡率增加，说明胆红素在体内能诱

导新生大鼠脑组织OS和脑损伤，与之前的研究结果

一致。

Nrf2信号途径代表了细胞对OS的主要反应，并且由

于Nrf2信号通路可上调细胞保护酶，这引起了人们的广

泛关注，成为对抗神经系统疾病的潜在靶标[13]。研究表

明，全反式维甲酸可降低神经母细胞瘤细胞中Nrf2的活

性，抑制HO-1表达，降低GSH水平[14]。HO-1作为抗氧化

酶能严格调节细胞内ROS水平。在人结肠癌细胞中，

Nrf2呈依赖方式促进ROS的产生，诱导HO-1的表达[15]。

这些数据表明Nrf2/HO-1和GSH在氧化应激过程中的抗

氧化作用。本研究结果表明，胆红素处理后，幼鼠大脑

Nrf2 mRNA及细胞核中Nrf2蛋白表达量降低，抑制下游

GSH合成，抗氧化剂酶HO-1表达减少。说明暴露于胆红

素的脑组织神经细胞的抗氧化反应基因被抑制，细胞氧

化还原状态失衡，进而导致脑损伤。为了确认Nrf2通路

活化对胆红素诱导的幼鼠脑损伤的作用，我们在胆红素

脑病幼鼠模型中加入了Nrf2激活剂TBHQ进行预处理，重

复了相同指标检测。结果发现，TBHQ能抑制模型组大

鼠脑组织MDA活性、促进SOD活性，抑制海马区神经元

损伤和细胞凋亡率。研究发现[16]，Nrf2 激活通过不依赖

线粒体的 ROS 产生减轻了顺铂诱导的氧化应激和细胞

凋亡。同时，TBHQ处理后，胆红素诱导幼鼠的脑组织

Nrf2和下游GSH和HO-1的表达量明显升高。这些结果说

明，Nrf2激活剂处理后，Nrf2在细胞核中高表达，进而通

过调控OS稳态，缓解胆红素诱导的脑损伤，抑制细胞凋亡。

综上所述，本研究报道了Nrf2通路活化通过抗氧化

反应缓解胆红素诱导的新生大鼠脑组织神经损伤，抑制

细胞凋亡，这可能与Nrf2活化、增加其下游GSH和HO-

1含量有关。

* * *
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A: qRT-PCR was done to examine the expression levels of Nrf2 and HO-1 mRNA; B: Western blot was done to examine the expression levels of nuclear protein Nrf2

and whole protein HO-1. *P<0.05, vs. control group; ##P<0.01, vs. model group.
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