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[摘　 要] 　 目的　 研究维甲酸相关孤核受体 α(RORα)调控小胶质细胞 M1 / M2 表型转换在脑梗死发病中的作用

机制。 方法　 ①定向诱导原代小胶质细胞向 M1 / M2 型转化,Western blot 检测细胞内 RORα 及 M1 标记物诱导型

一氧化氮合酶( iNOS)、M2 标记物精氨酸酶 1(Arg-1)的表达。 ②建立大脑中动脉栓塞(MCAO)小鼠模型,Western
blot 检测各个时间点(6 h、24 h、3 天和 7 天)脑组织中 iNOS、Arg-1、RORα 的表达。 ③小鼠侧脑室注射 RORα-
siRNA,72 h 后构建 MCAO 模型,缺血再灌注后 3 天,神经行为学评分(Longa 评分)对脑功能进行评估,取脑组织,
Western blot 检测脑组织中 iNOS、Arg-1、RORα 的表达。 ④侧脑室注射 RORα 过表达慢病毒,于 7 天后构建 MCAO
模型,缺血再灌注后 3 天,神经行为学评分(Longa 评分)评估小鼠脑功能。 结果　 脂多糖 / γ 干扰素(LPS / IFN-γ)可

诱导小胶质细胞向 M1 型转化,白细胞介素 4 / 白细胞介素 13( IL-4 / IL-13)可诱导小胶质细胞向 M2 型转化,与对照

组比较,RORα 在 M2 型小胶质细胞中表达显著升高,在 M1 型小胶质细胞表达显著降低(P<0. 01)。 脑缺血再灌注

后,与假手术组比较,iNOS 在 6 h 明显升高并达到高峰,随后表达逐渐下降,Arg-1 在 3 天、7 天逐渐升高,RORα 在

脑缺血再灌注后 3 天达到最高,7 天时明显降低,说明脑缺血损伤后早期以 M1 型小胶质细胞为主,脑缺血损伤晚

期以 M2 型小胶质细胞为主,RORα 在脑缺血损伤中期即 M1 / M2 型小胶质细胞共存期呈现高表达。 下调 RORα 表

达后,MCAO 小鼠神经行为学评分显著升高,脑功能损伤较为严重。 下调 RORα 后,Arg-1、RORα 蛋白表达量显著

下降,而 iNOS 蛋白表达明显增加;上调 RORα 表达后 MCAO 小鼠神经行为学评分明显下降,脑功能损伤得到改善;
过表达 RORα 后,Arg-1 的表达量显著升高,而 iNOS 的表达明显较少。 结论　 RORα 可通过调控小胶质细胞由 M2
型向 M1 转化参与脑梗死后脑损伤机制。
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[ABSTRACT]　 　 Aim　 To investigate the mechanism of cerebral infarction on regulating microglias M1 / M2 phenotypic
transformation by retinoid acid receptorrelated orphan receptor α (RORα). 　 　 Methods 　 (1) Directionally transform
microglias into the M1 state and the M2 state, the expression of RORα, M1 marker inducible nitric oxide synthase (iNOS)
and M2 marker arginase-1 (Arg-1) were deteced by Western blot. 　 (2) Middle cerebral artery embolism (MCAO) model
were established, the protein expression of RORα, iNOS, Arg-1 in brain tissues were detected by Western blot after ische-
mic brain injury at different time points (6 h, 24 h, 3 d and 7 d). 　 (3) RORα-siRNA was injected intracerebroventricu-
larly of mice and MCAO model were established 72 h later, brain function was evaluated by neurobehavioral score (Longa
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score), the protein expressions of iNOS, Arg-1 and RORα in brain tissues were detected by Western blot. 　 (4) RORα-
overexpressed lentivirus was injected intracerebroventricularly of mice, MCAO model were established 7 d later, brain func-
tion was evaluated by neurobehavioral score (Longa score), the protein expressions of iNOS, Arg-1 in brain tissues were
detected by Western blot. 　 　 Results　 Microglias can transform to M1 state induced by LPS / IFN-γ and transform to M2
state induced by IL-4 / IL-13. 　 Compared with the control group, RORα expression was significantly increased in M2 state
microglias and significantly decreased in M1 state microglias (P<0. 01). 　 After cerebral ischemia reperfusion, compared
with the Sham group, protein expression of iNOS were significantly increased and peaked in 6 h, then gradually decreased,
protein expression of Arg-1 gradually increased in 3 d and 7 d, protein expression of RORα were increased and peaked in 3
d, then significantly decreased in 7 d, the results suggested that M1 state microglias were dominant in cerebral ischemia in-
jury early stage, and M2 state microglias were dominant in cerebral ischemia injury late stage, RORα was highly expressed
in the medium stage of cerebral ischemia reperfusion. 　 After down-regulation of RORα expression, the neurobehavioral
score was significantly increased, brain function were injured seriously, the protein expression of Arg-1, RORα were signif-
icantly decreased and the protein expression of iNOS were significantly increased in MCAO group. 　 After up-regulation of
RORα expression, the neurobehavioral score of MCAO group were decreased significantly, the brain function injury was im-
proved. 　 The protein expression of Arg-1 were significantly increased and the protein expression of iNOS were significantly
decreased in MCAO group. 　 　 Conclusion　 RORα was involved in brain injury after cerebral infarction by regulating the
transformation of microglias from M2 state to M1 state.

　 　 脑卒中是一种较为常见的神经系统疾病,具有

较高的发病率、致残率、死亡率,其中约 87%是缺血

性卒中[1-2]。 目前,脑梗死的发病率呈逐年升高,但
由于其病后恢复时间长,预后不理想,给家庭带来

很大的经济负担。 维甲酸相关孤核受体 α(retinoid
acid receptorrelated orphan receptor α,RORα)是近年

来研究较多的一种核受体,它在人体中枢包括小脑

普肯耶细胞、嗅球、海马、丘脑、大脑皮层、下丘脑-视
交叉上核、视网膜神经节细胞中均有不同程度的表

达,具有多方面的生理功能。 诸多研究显示,RORα
与体内其他生物活性因子共同调节细胞的生长、增
殖、分化、凋亡[3-4],参与调节多种组织器官的发育
过程。 本研究以调控 RORα 的表达为干预措施,从
小胶质细胞 M1 / M2 表型转化的角度探索 RORα 调

控小胶质细胞 M1 / M2 表型转换在缺血性脑损伤中

的作用,为阐明缺血性脑损伤的其他关键分子和作

用机制提供新的理论依据,也为其防治提供新的作

用靶点。

1　 材料和方法

1. 1　 细胞株与实验动物

小胶质细胞 BV2 细胞系,购于中科院上海细胞

生物学研究所。 无特定病原体( SPF)级健康成年

C57BL / 6 小鼠,雌雄各半,体质量 22 ~ 25 g,自由饮

食,温度 20 ~ 25 ℃,湿度 60% ,适应性喂养 1 周后

用于实验。
1. 2　 试剂与仪器

DMEM 细胞培养基及胎牛血清(FBS)(Gibco &

Hyclone);脂多糖 ( LPS)、 γ 干扰素 ( interferon-γ,
IFN-γ)、白细胞介素 4( interleukin-4,IL-4)、白细胞

介素 13 ( interleukin-13, IL-13) (美国 Sigma);RNA
提取试剂盒(Promega);RIPA 裂解液(南京碧云天

生物技术有限公司);Trizol(日本 TaKaRa Bio 株式

会社);PMSF(美国 Thermo Scientific 公司);RORα
基因沉默试剂盒及 RORα 基因过表达慢病毒(Am-
bion);ECL 显影试剂盒(Promega);Western blot 试

剂盒(赛默飞世尔科技中国有限公司);诱导型一氧

化氮合酶( inducible nitric oxide synthase, iNOS)、精
氨酸酶 1(arginase-1, Arg-1)、RORα、β-actin 一抗及

HRP 标记的二抗(Millipore)。 MCO175 型 CO2 培养

箱、荧光倒置显微镜及超低温冰箱(日本 Sanyo 公

司);低温离心机(Eppendorf 公司);电热恒温水浴

箱(国华电器有限公司);超净工作台(德国 Heraeus
公司);Western blot 蛋白显影仪(美国 Protein Simple
公司)。
1. 3　 小胶质细胞培养

复苏细胞,在 5% CO2、37 ℃ 的培养箱中,用含

10%胎牛血清的 DMEM 培养基培养,1 ~ 2 天传代一

次,取对数生长期的细胞接种于 6 孔板,调节其浓度

均为 5×107 / L,待细胞生长至约 70% ~80%时,更换

培养液为普通培养基继续培养。
1. 4　 定向诱导激活小胶质细胞向不同功能活化状

态转变

取对数生长期的小胶质细胞分为对照组、LPS /
IFN-γ 组和 IL-4 / IL-13 组,LPS / IFN-γ 组在含 LPS /
IFN-γ(LPS 100 μg / L,IFN-γ 10 μg / L)的 DMEM 培

576CN 43-1262 / R　 中国动脉硬化杂志 2019 年第 27 卷第 8 期



养基中培养 24 h,诱导小胶质细胞向 M1 型转变,IL-
4 / IL-13 组在含 IL-4 / IL-13 ( IL-4 10 μg / L, IL-13 10
μg / L)的 DMEM 培养基中培养 24 h,诱导小胶质细

胞向 M2 型转变,对照组在含 10% 胎牛血清的

DMEM 培养基中正常培养 24 h;采用 Western blot 检
测细胞内 RORα 及 M1 型小胶质细胞标记物 iNOS、
M2 型小胶质细胞标记物 Arg-1 的蛋白表达。
1. 5 　 制备小鼠大脑中动脉栓塞 (middle cerebral
artery embolism, MCAO)模型

C57BL / 6 小鼠术前 12 h 禁食。 腹腔注射 10%
水合氯醛将小鼠麻醉,仰卧固定于恒温手术台,剪
掉颈部毛发,碘伏消毒,在颈部偏右行纵向切口,钝
性分离皮下组织,依次分离颈总动脉、颈内动脉、颈
外动脉。 在颈总动脉分叉近端约 5 mm 处剪一小

口,将线栓插入颈内动脉,感觉到有明显阻力时停

止,迅速结扎颈总动脉和颈外动脉,然后将线栓与

颈内动脉一起结扎固定,逐层缝合,碘伏消毒,缺血

1 h 后拔出线栓进行再灌注。 假手术组手术过程同

模型组,但是不插线栓。
1. 5. 1　 MCAO 模型小鼠 RORα、iNOS 和 Arg-1 蛋白

表达情况　 　 将 50 只 C57BL / 6 小鼠随机分为假手

术(Sham)组 ( n = 10) 和 MCAO 组 ( n = 40),其中

MCAO 组再次随机分为 4 组,于缺血再灌注后 6 h、
24 h、3 天、7 天分别取小鼠脑组织,Western blot 检测

半暗带脑组织中 RORα、iNOS 和 Arg-1 蛋白表达。
1. 5. 2 　 下调 RORα 表达对 MCAO 小鼠脑功能及

iNOS、Arg-1 蛋白表达的影响　 　 将 30 只 C57BL / 6
小鼠随机分为 MCAO 组、 siRNA 组和 scrRNA 组,
MCAO 组按 1. 5 项下方法造模;siRNA 组和 scrRNA
组侧脑室分别注射 RORα-siRNA 和 control-siRNA,
并于 72 h 后建造 MCAO 模型,于缺血后再灌注 3 天

后取脑组织,Western blot 检测半暗带脑组织中

RORα、iNOS 和 Arg-1 蛋白表达,并通过神经行为学

评分(Longa 评分)对脑功能进行评估。
1. 5. 3 　 上调 RORα 表达对 MCAO 小鼠脑功能及

iNOS、Arg-1 蛋白表达的影响　 　 将 20 只 C57BL / 6
小鼠随机分为 MCAO 组和 LV+MCAO 组,MCAO 组

按 1. 5 项下方法造模;LV+MCAO 组侧脑室注射

RORα 过表达慢病毒,并于 7 天后建造 MCAO 模型,
于缺血后再灌注 3 天后取脑组织,Western blot 检测

半暗带脑组织中 iNOS、Arg-1 蛋白表达,并通过神经

行为学评分(Longa 评分)方法评估脑功能。
1. 6　 Western blot
1. 6. 1　 细胞蛋白提取及定量　 　 取定向诱导后的

小胶质细胞,按照 1 ×107 / L 的密度接种于 96 孔板

中,细胞贴壁后,弃培养基,离心,PBS 漂洗 3 次,加
入裂解液置冰上充分裂解,14 000 r / min 离心 10
min(4 ℃),吸取上清液即为蛋白质提取物,采用

BCA 试剂盒测量蛋白质含量,加蛋白上样缓冲液,
95 ℃灭活 5 min,调整蛋白浓度后上样,SDS 凝胶电

泳,转移到 PVDF 上,5% FBS 室温封闭,加入一抗,4
℃孵育过夜,TPBS 清洗,加入抗鼠的 IgG 二抗,37
℃孵育 30 min,加入 ECL,在暗室中曝光显影。
1. 6. 2　 组织蛋白提取及定量　 　 取 MCAO 小鼠完

整的脑组织置于小鼠脑槽中,额叶前极向后 4 mm
作冠状面切片,后数 4 mm 再次进行冠状切片,两次

冠状切片之间脑组织,以脑中线腹侧一端为顶点,
右开 30°切取,即为缺血半暗带组织。 1 g / L 组织蛋

白裂解液匀浆脑组织,加蛋白上样缓冲液,95 ℃灭

活 5 min,调整蛋白浓度后上样,SDS 凝胶电泳,转移

到 PVDF 上,5% FBS 室温封闭,加入一抗,4 ℃孵育

过夜,TPBS 清洗,加入抗鼠的 IgG 二抗,37 ℃孵育

30 min,加入 ECL,在暗室中曝光显影。
1. 7　 神经行为学评分

采用双盲法,由其他知道实验分组的人员对

MCAO 小鼠进行神经行为学评分。 Longa 评分标

准:0 分:正常;1 分:左爪前爪不能完全伸直,轻度神

经功能缺损;2 分:行走时,向左侧(瘫痪侧)转圈,中
度神经功能缺损;3 分:行走时,向左侧(瘫痪侧)倾
倒,重度神经功能缺损;4 分:不能自发行走,有意识

丧失。
1. 8　 统计学方法

数据分析使用 SPSS19. 0 数据包,计数资料采

用 χ2 检验,计量资料采用 x±s 表示,组间比较采用

方差分析及 t 检验,P<0. 05 为差异有统计学意义。

2　 结　 果

2. 1　 体外定向诱导激活小胶质细胞后 iNOS、Arg-1
及 RORα 蛋白表达

不同细胞因子定向诱导激活小胶质细胞 24 h
后,Western blot 检测 RORα 及 M1 型标记物 iNOS
和 M2 型标记物 Arg-1 表达,结果表明,与对照组比

较,iNOS 在 LPS / IFN-γ 组表达最多,Arg-1 在 IL-4 /
IL-13 组表达最多,RORα 在 IL-4 / IL-13 组表达显著

升高,在 LPS / IFN-γ 组表达显著降低(图 1)。
2. 2　 RORα 对 MCAO 小鼠脑功能的影响

2. 2. 1 　 缺血再灌注损伤后不同时间点 iNOS、Arg-
1、RORα 的表达变化　 　 与假手术组比较,iNOS 的
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表达在脑缺血再灌注后 6 h 明显升高并达到高峰(P
<0. 01),随后表达逐渐下降;Arg-1 的表达在脑缺血

再灌注后 3 天、7 天显著升高(P<0. 05);RORα 的表

达在脑缺血再灌注后 3 天明显升高,在 7 天时却明

显降低;说明脑缺血损伤早期以 M1 型小胶质细胞

为主,所以 iNOS 表达在脑缺血再灌注后 6 h、24 h
显著升高,随着再灌注时间的延长其表达逐渐降

低,脑缺血损伤晚期以 M2 型小胶质细胞为主,所以

Arg-1 表达在脑缺血再灌注后 7 天表达量达到最高,
RORα 在缺血再灌注中期即 M1 / M2 型小胶质细胞

共存期呈现高表达(图 2)。
2. 2. 2　 下调 RORα 表达后 MCAO 小鼠脑功能评价

侧脑室注射 RORα-siRNA 72 h 后,与 MCAO 组相

比,RORα-siRNA 组小鼠神经行为学评分显著升高,
脑功能损伤较为严重(图 3);抑制 RORα 表达后,
RORα、Arg-1 蛋白表达明显下降,iNOS 蛋白表达明

显增加(图 4)。
2. 2. 3　 上调 RORα 表达后 MCAO 小鼠脑功能评价

与 MCAO 组相比,RORα 过表达慢病毒组神经行为

学评分明显下降,表明通过上调 RORα 的表达可以

改善 MCAO 小鼠的神经功能,发挥神经保护的作用

(图 5)。 过表达 RORα 后,Arg-1 的表达量显著升

高,而 iNOS 的表达明显较少(图 6)。

图 1. 定向诱导激活小胶质细胞后 iNOS、Arg-1及 RORα蛋

白表达　 　 a 为 P<0. 05,b 为 P<0. 01,与对照组比较。

Figure 1. Protein expression of iNOS, Arg-1 and RORα af-
ter targeted activation of microglia cells

图 2. 缺血再灌注损伤后不同时间点 iNOS、Arg-1 和 RORα
蛋白表达　 　 a 为 P<0. 05,b 为 P<0. 01,与假手术组比较。

Figure 2. Protein expression of iNOS, Arg-1 and RORα at
different time after ischemia reperfusion injury

图 3. 下调 RORα 表达后 MCAO 小鼠神经行为学评分变化

a 为 P<0. 01,与 MCAO 组比较。

Figure 3. Neurobehavioral scores of MCAO mice after down-
regulated RORα expression

图 4. 下调 RORα 表达后 MCAO 小鼠 iNOS、Arg-1 和

RORα蛋白表达　 　 a 为 P<0. 01,与 MCAO 组比较。

Figure 4. Protein expression of iNOS, Arg-1 and RORα in
MCAO mice after down-regulated RORα expression
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图 5. 上调 RORα表达后 MCAO 小鼠神经行为学评分变化

a 为 P<0. 01,与 MCAO 组比较。

Figure 5. Neurobehavioral scores of MCAO mice after up-
regulated RORα expression

图 6. 上调 RORα 表达后 MCAO 小鼠 iNOS、Arg-1 蛋白表

达变化　 　 a 为 P<0. 01,与 MCAO 组比较。

Figure 6. Protein expression of iNOS, Arg-1 in MCAO mice
after up-regulated RORα expression

3　 讨　 论

脑缺血损伤后的神经炎症是脑损伤病理发展

重要部分,强烈的神经炎症会引发脑部的继发性损

伤,所以抑制脑内神经炎症对脑梗死患者的治疗具

有重要意义[5-6]。 小胶质细胞是脑内固有的免疫细

胞,参与神经炎症的发生过程[7-8]。 脑缺血损伤后,
会刺激小胶质细胞迅速由静息状态转化为活化状

态,细胞形态和功能发生改变[9-10]。 M1 型小胶质细

胞会释放大量氧自由基及促炎因子,破坏神经元的

结构和功能[11-13];M2 型小胶质细胞则会分泌抗炎

因子及神经营养因子[14-15],吞噬或清除坏死的神经

元碎片[16-17],起到保护神经元的作用[18-20]。 因此,
调控小胶质细胞的活化状态使其由 M1 型向 M2 型

转换,减轻脑内神经炎症反应是防治脑缺血损伤的

新目标[21]。 RORα 广泛分布于机体脑组织,包括丘

脑、海马、大脑皮层、下丘脑-视交叉上核、视网膜神

经节细胞等,在对抗心血管疾病尤其是动脉粥样硬

化、慢性炎症、免疫功能不全、肿瘤等一些病理过程

中发挥作用。 研究显示, 小鼠胚胎发 育 早 期,
RORα1 能够诱导普肯耶细胞树突分化,使幼稚的双

极神经元逐步发育成为成熟的多极神经元[22]。 另

外,在炎症过程中发挥“负性调节”的有益作用[23]。
我们通过体外诱导小胶质细胞定向活化,结果

发现,LPS / IFN-γ 诱导的小胶质细胞向 M1 型转变,
IL-4 / IL-13 诱导的小胶质细胞向 M2 型转变;检测

M1 型和 M2 型小胶质细胞中 RORα 的表达,结果显

示,M2 型小胶质细胞中 RORα 表达较高,而 M1 型

小胶质细胞中 RORα 表达较低,这提示 RORα 表达

可能与小胶质细胞的活化状态有关,它可能是小胶

质细胞 M1 / M2 型表型转变的重要靶点。 通过体外

制造 MCAO 小鼠模型,检测缺血再灌注不同时间小

胶质细胞 M1、M2 产物及 RORα 表达情况,结果显

示,在脑缺血再灌注后 6 h、24 h,脑组织以 M1 型小

胶质细胞为主,3 天时 M1 / M2 型小胶质细胞共存,7
天时以 M2 型小胶质细胞为主。 而 RORα 却是在脑

缺血再灌注后 3 天时表达最高,此时正好是 M1 / M2
型小胶质细胞共存并逐步由 M1 型向 M2 型转化的

过渡期,与细胞实验的结果不完全相同,分析原因

可能是脑缺血后 RORα 的表达受到体内其他因素

的影响。 当通过注射 siRNA 下调 RORα 的表达后,
MCAO 小鼠神经行为学评分显著升高,RORα、Arg-1
蛋白表达明显下降,iNOS 蛋白表达明显增加,这说

明下调 RORα 的表达会加重缺血再灌注后神经功

能的损伤;侧脑室注射 RORα 过表达慢病毒后,
MCAO 小鼠神经行为学评分显著降低,Arg-1 蛋白表

达明显增加,iNOS 蛋白表达明显降低,这提示上调

RORα 的表达后对缺血再灌注后神经功能有保护

作用。
综上可知,小胶质细胞 M1 型向 M2 型的转化在

改善缺血性脑损伤中发挥重要作用,而 RORα 作为

调控小胶质细胞 M1 / M2 表型转换的新靶点分子为

探索脑梗死的作用机制提供了新的研究方向,也为

其防治提供了新的作用靶点。
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