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摘要 目的：探讨白藜芦醇对氧糖剥夺 /再灌注(OGD/R)损伤的 PC12细胞的保护作用及其机制。方法：体外培养 PC12细胞，分为

对照组，白藜芦醇组，OGD/R组及 OGD/R+白藜芦醇组。以改良的噻唑蓝法测定细胞活性，采用 Annexin V-FITC/PI双染法检测

细胞的凋亡率，用双氢罗丹明（DHR）检测细胞内活性氧簇（ROS）的水平，采用蛋白印迹法(western blot)分析 SIRT1的蛋白表达情

况。结果：与对照组相比，经过 OGD/R损伤后，细胞活力显著降低。而在 OGD/R的同时给予 10 滋mol/L的白藜芦醇处理，可以明

显提高细胞活力。流式细胞仪检测发现，10 滋mol/L的白藜芦醇可以显著地减少 OGD/R引起的细胞凋亡，抑制细胞内的 ROS产
生。western blot的结果提示，与对照组比较，白藜芦醇可提高 SIRT1的蛋白表达水平。结论：白藜芦醇可以通过抑制 ROS的产生

和上调 SIRT1的表达等机制而发挥其对抗氧糖剥夺 /再灌注损伤的神经保护性作用。
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Protective Effect of Resveratrol on the Injury of PC12 Cells Induced by
OGD/R and Its Mechanisms*

To investigate the protective effect of resveratrol (RSV) on the injury of PC12 cells induced by oxygen

glucose deprivation /reperfusion (OGD/R) and its mechanisms. PC12 cells cultured in vitro were divided into control group,

RSV group, OGD/R group and OGD/R+RSV group. The cell viability was assessed by the modified MTT method. Annexin V-FITC/PI

double staining was used to detect apoptosis rate. DHR123 was used to measure cellular ROS levels. Western blot was used to study the

expression level of SIRT1. Compared to the normal control group, the cell viability decreased significantly after OGD/R and
giving 10 滋mol/L RSV during OGD/R could significantly increase cell viability. Based on the results of flow cytometry, we found 10

滋mol/L RSV markedly inhibited OGD /R-induced apoptosis and reduced intracellular ROS generation. Result of Western blot showed

that RSV could increase the expression of SIRT1 compared with control group. RSV was found to have a neuroprotective

effect against OGD/R-induced injury by attenuating ROS production and up-regulating the expression level of SIRT1.

Resveratrol; OGD/R; Apoptosis; ROS generation; SIRT1

前言

早期的溶栓治疗是目前公认的改善急性缺血性脑卒中预

后有效的药物治疗手段，但伴随产生的脑缺血 /再灌注损伤却

是溶栓治疗中不容忽视的一大问题。研究表明，氧化应激反应

参与脑缺血 /再灌注损伤的发生与发展[1]。有学者提出在溶栓

治疗的同时采用抗氧化治疗，或许将有利于提高溶栓治疗的安

全性和有效性[2]。近年来，白藜芦醇(resveratrol, RSV)作为一种

天然的抗氧化物，其在缺血性心脑血管疾病中所发挥的保护作

用及其作用机制正日益受到多方关注 [3-5]。因此，本研究采用

PC12细胞建立氧糖剥夺 /再灌注模型，以此模拟脑缺血 /再灌

注的病理过程，旨在探讨白藜芦醇对氧糖剥夺 /再灌注损伤的

神经元细胞是否能起到保护作用及其作用机制。

1 材料与方法

1.1 主要仪器及试剂

doi: 10.13241/j.cnki.pmb.2014.08.006
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二氧化碳培养箱(HERACELL 150i，美国 Thermo公司)，倒

置显微镜（日本 OLYMPUS公司），高速冷冻离心机(德国 Ep-

pendorf公司)，流式细胞仪(FACS Calibur，美国 BD公司)，全波

长酶标仪 (美国 BioTek公司)，白藜芦醇、MTT、DHR、DMSO

（美国 sigma 公司），DMEM 培养基、新生胎牛血清、0.25%胰
酶、DPBS(美国 Gibco公司)，AnnexinV-FITC/PI凋亡检测试剂

盒(美国 BD公司)，SIRT1单克隆抗体（美国 CST公司），茁-actin

抗体、辣根过氧化物酶标记山羊抗小鼠 IgG 抗体、辣根过氧化

物酶标记山羊抗兔 IgG抗体、RIPA 裂解液、BCA 蛋白浓度测

定试剂盒、SDS-PAGE蛋白上样缓冲液、SDS-PAGE 凝胶配制
试剂盒(中国碧云天公司)。
1.2 实验方法和步骤
1.2.1 细胞培养 高分化的 PC12细胞购于中国科学院上海生

命科学研究院细胞资源中心。细胞用含 10%胎牛血清的
DMEM高糖培养基，于 37℃、5%CO2条件下培养，选取对数生

长期细胞进行实验。

1.2.2 氧糖剥夺 /再灌注（OGD/R）模型的建立及实验分组 倾

去 DMEM高糖培养基，用预热的 DPBS漂洗细胞 3次，加入无

血清的 DMEM无糖培养基，置于厌氧培养箱中培养 12 h，随后
更换为预热的高糖 DMEM培养基，并置于 37℃、5%CO2的培

养箱内进行常氧培养 24 h，以此作为 OGD/R模型。细胞随机分

成以下 4组：①对照组（control）：细胞常规培养；②白藜芦醇组

（RSV）：细胞常规培养，培养基中始终含有一定浓度的白藜芦

醇；③OGD/R 组：细胞进行 OGD/R 处理；④OGD/R+RSV 组：

细胞进行 OGD/R处理，且培养基中始终含有一定浓度的白藜
芦醇。用倒置显微镜下观察各组细胞的形态学变化。

1.2.3 细胞活力的测定 采用改良噻唑蓝法 (modifled thiazole

blue test，MTT) 测定细胞活力。先检测不同浓度的白藜芦醇
(2.5、5、10、20、40 滋mol/L)对常规培养的 PC12细胞活力有无影

响(干预 24 h)。在此基础上，再选取对 PC12细胞活力无影响的
白藜芦醇的浓度，观察该浓度范围下的白藜芦醇对 OGD/R损

伤处理后 PC12细胞是否具有保护作用。具体方法：将细胞以
7000个 /每孔接种于 96孔板，待贴壁后，再进行加药处理，每

组设 5个复孔。处理结束后，各组细胞分别加入 20 滋L的MTT

标记液(5 mg/mL)培养 4h，随后再加入 150 滋L的 10%SDS，在

培养箱中培养过夜，待紫色结晶充分溶解后，在酶联免疫检测

仪测定每孔的吸光度 A值，检测波长为 562 nm。按公式：细胞

活力(%)=实验组 A值／对照组 A值× 100%，求出各组细胞的

活力。重复 3次。
1.2.4 细胞凋亡率的测定 采用 AnnexinV-FITC/PI双染法测

定细胞凋亡率。用 0.25%胰酶消化细胞，1000 rpm离心 5 min，

弃上清。用 4℃预冷 DPBS洗涤 2次，1000 rpm离心 5 min，弃

上清，用制备好的缓冲液 100 滋L将细胞制备成悬液，然后加入
5 滋LFITC 和 5 滋LPI混匀后，室温下避光孵育 15 min，再加入
400 滋L的缓冲液，l h内用流式细胞仪检测。重复 3次。
1.2.5 细胞内 ROS水平的测定 倾去 DMEM 高糖培养基，用

无血清的 DMEM高糖培养基洗 2次，加入用培养基稀释至终
浓度为 5 滋mol/L的 DHR，避光于 37℃孵育 1 h后，0.25%胰酶

消化并离心收集细胞，1000 rpm 离心 5 min，用 DPBS 洗涤 1

次，并以 DPBS重悬细胞。流式细胞仪分别检测各组罗丹明
123(rh123)的平均荧光强度(Mean fluorescent intensity，MFI)以
反映 ROS水平。激发波长：488 nm；发射波长：525 nm，每个样

品测定 10，000个活细胞。重复 3次。
1.2.6 蛋白印迹法（western blot）检测 SIRT1的表达 从收集的

细胞中提取总蛋白并定量，按照不同组分将等量蛋白分别添加

在不同泳道(30 滋g)。加入等量的 5× 上样缓冲液，100℃煮沸变

性后上样行聚丙烯酰胺凝胶电泳。电泳结束后，采用湿转移法

将凝胶中的蛋白转移至 PVDF膜上。5%脱脂牛奶封闭 1h，一抗
孵育过夜(SIRT1单抗，1：l 000；茁-actin单抗，1：1000)。TBST漂

洗 3次，每次 10 min。然后用辣根过氧化酶标记的二抗孵育
1h。用标准电化学发光法测定蛋白的表达水平。重复 3次。
1.3 统计学处理

实验数据经 SPSS 19.0统计软件进行统计分析，并使用
Graphpad 5.0进行图表绘制。数据用平均数± 标准差（x± s）表

示，多组间显著性检验采用单因素方差分析，组间两两比较采

用 LSD-t检验，以 P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 白藜芦醇对细胞形态的影响
对照组和 10 滋mol/L白藜芦醇组相比，细胞形态和密度无

明显差异，细胞呈梭形或多角形，外形饱满。经过 OGD/R处理

后，细胞密度明显降低，细胞突起有不同程度的缩短，同时较多

的细胞皱缩成圆形，细胞间连接减少。而 OGD/R+10 滋mol/L白

藜芦醇组细胞密度较之于 OGD/R组有所增加，圆形细胞数量

减少，细胞形态趋于正常，见图 1。

2.2 白藜芦醇对细胞活力的影响
2.5~20 滋mol/L的白藜芦醇分别作用于常规培养的 PC12

细胞 24 h 后，细胞活力依次为（98.51± 3.52）%、（101.00±
2.92）%、（101.17± 4.08）%、（91.31± 3.88）%，和对照组相比，差

图 1倒置显微镜观察不同处理条件下 PC12细胞的形态变化（100×）

Fig.1 Morphology of PC12 cells after different treatments observed by

inverted microscope (100× )

注：A 为 control 组，B 为 10 滋mol/L RSV 组，C 为 OGD/R 组，D 为

OGD/R+10 滋mol/L RSV组
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异无统计学意义（P>0.05）。说明白藜芦醇的浓度在 2.5~20

滋mol/L之间时对 PC12细胞活力无影响，即无毒剂量。而当白

藜芦醇浓度为 40 滋mol/L，可使细胞活力降低为（87.04±
4.23）%，与对照组相比，差异有统计学意义（P<0.05）。因此，在

之后建立 OGD/R模型时，给予白藜芦醇处理的浓度范围为
2.5~20 滋mol/L，见图 2。

给予 PC12细胞 OGD/R损伤处理后，可造成细胞活力的

显著降低，降为（63.80± 2.23）%, (P<0.01)。而在 OGD/R的同时

给予 2.5~20 滋mol/L的白藜芦醇处理，细胞活力有上升趋势，且

当白藜芦醇浓度为 10 滋mol/L 时，细胞活力最高，可达到

（78.30± 2.68）%，与 OGD/R 组相比，差异有统计学意义（P<0.

05），见图 3。
2.3 白藜芦醇对细胞凋亡率的影响

10 滋mol/L白藜芦醇组细胞的凋亡率为 (1.95± 0.21)%,与

对照组(2.25± 0.21)%相比，差异无统计学意义(P>0.05)，OGD/R

组凋亡率相较于对照组有显著上升（P<0.05），升高为(14.55±
2.19)%，而 OGD/R+10 滋mol/L白藜芦醇组凋亡率比 OGD/R组

有明显下降（P<0.05），降低至(5.25± 1.62)%，见图 4。

图 2 白藜芦醇对 PC12细胞活力的影响(n=3)

Fig.2 Effect of RSV on PC12 cells viability (n=3)

注：*P<0.05与对照组比较。

图 3 白藜芦醇对 OGD/R处理的 PC12细胞活力的影响(n=3)

Fig.3 Effect of RSV on PC12 cells viability during OGD/R (n=3)

注：**P<0.01与对照组比较，#P<0.05与 OGD/R组比较。

图 4 流式细胞仪检测各组细胞凋亡的结果(n=3)

Fig.4 Apoptotic rates of PC12 cells assessed by flow cytometry in different groups (n=3)

注：A为 control组，B为 10 滋mol/L RSV组，C为 OGD/R组，D为 OGD/R+10 滋mol/L RSV组。
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2.4 白藜芦醇对细胞内 ROS水平的影响

流式细胞仪检测细胞内荧光强度发现，对照组细胞内的平

均荧光强度为 (548.5 ± 26.1)，与 10μ mol/L 白藜芦醇组

（504.5± 10.6）相比较无显著性差异（P>0.05）；经 OGD/R 处理
后，平均荧光强度(781.4± 24.7)较对照组明显升高（P<0.05），表

明 OGD/R 损伤时 PC12 细胞内 ROS 的生成增加，而合用
10μ mol/L白藜芦醇后，PC12 细胞的平均荧光强度较 OGD/R

组有显著降低，低至（605.0± 22.6），(P<0.05)。表明白藜芦醇对
OGD/R诱导细胞内 ROS的生成具有抑制作用。见图 5。

2.5 白藜芦醇对 SIRT1表达的影响

对照组的 SIRT1 表达水平较低，10 滋mol/L白藜芦醇组
SIRT1表达有所上升，OGD/R组 SIRT1的表达水平明显增高，

而 OGD/R+10 滋mol/L白藜芦醇组 SIRT1表达水平最高。表明

白藜芦醇能够有效地增加 SIRT1的蛋白表达，同时我们也发

现，PC12细胞在 OGD/R损伤处理时，SIRT1的表达也会上升。

见图 6。

3 讨论

在我国，脑卒中已成为导致患者残疾和死亡的主要疾病之

一，每年新发卒中患者高达 150万以上。急性缺血性脑卒中是

其中最常见的类型，占全部脑卒中的 60%~80%。溶栓是治疗急

性缺血性卒中的有效方式，但由此引起的脑缺血 /再灌注损伤
一直是溶栓治疗的一大难题。脑缺血 /再灌注损伤主要是由氧

化应激反应所介导的，主要表现为血中抗氧化物的含量迅速减

少[6]，同时促使脑局部的氧化物产生，从而加重脑局部损伤并扩

大梗死范围[7]。因此，及时采用一些抗氧化治疗或许有利于提高

溶栓治疗的安全性和有效性。

白藜芦醇(resveratrol)，化学名称为 3，4，5-羟基苯二烯，是
一类广泛存在于葡萄、花生、藜芦、虎杖等植物中的多酚类物

质[8]，是植物为对抗紫外线照射、真菌感染等不利因素产生的一

种植物抗毒素。多项研究表明白藜芦醇具有调节脂质、抗炎症、

抗肿瘤、以及抗氧化等多种益于人类健康的重要功能[9-11]。最近

的一项动物实验表明，白藜芦醇这种天然的抗氧化物可以显著

地减少脑缺血再灌注损伤大鼠模型的脑梗死面积，并有助于改

善神经功能的恢复[12]。

本实验选用大鼠肾上腺嗜铬细胞瘤细胞 PC12建立氧糖

剥夺 /再灌注的损伤模型[13,14]，以此来模拟脑缺血 /再灌注损伤

的病理过程，探讨白藜芦醇对 OGD/R损伤处理的神经元细胞
是否能起到保护作用。结果发现，2.5~20 滋mol/L的白藜芦醇可

以改善 OGD/R处理的 PC12细胞的活力；其中，当白藜芦醇的

浓度为 10 滋mol/L时，细胞活力最高。为了进一步对白藜芦醇

的这种保护作用的机制进行探讨，我们用流式细胞仪测定了细

胞内的 ROS水平，结果发现 10 滋mol/L的白藜芦醇可以显著
减少 ROS的产生，减轻 OGD/R处理所引发的氧化应激损伤，

从而减少细胞凋亡的发生。

沉默信息调节蛋白 1 (silent information regulator protein 1,

SIRT1)是一种高度保守的依赖 NAD+的去乙酰化酶，该酶的类

似物首先在酵母中发现，其在抗氧化应激、抗细胞凋亡、调控基

因沉默、调节细胞周期、修复 DNA损伤、参与能量代谢等方面
均发挥重要作用[15]。有研究认为上调 SIRT1可以模拟脑缺血预

处理的过程，进而发挥保护细胞的作用[16,17]。脑缺血预处理是指

脑组织在经受一次或多次短暂性脑缺血 /再灌注后，脑组织产

生的一种较有力的内源性保护机制，通过降低细胞内包括 P53

在内的多种蛋白的乙酰化程度，使其对以后较长时间的缺血性

损伤产生显著的耐受。缺血预处理能有效地减少梗死面积，保

护细胞功能。本研究发现，白藜芦醇能有效增加 SIRT1的蛋白

表达，由此我们可以推测白藜芦可能是通过激活 SIRT1而发挥

内源性的细胞保护作用。

综上所述，我们的实验从细胞水平验证了白藜芦醇对

OGD/R处理的 PC12 细胞具有显著的保护作用, 其机制可能

是：（1）通过直接抑制活性氧的产生，对抗氧化应激反应；（2）有

效地上调 SIRT1,从而启动细胞的内源性保护机制。然而，考虑

到脑缺血 /再灌注损伤的机制较为复杂，本研究只是对白藜芦

醇的保护作用及其作用机制的一次初探，机制研究仍不够深

入。因此，白藜芦醇能否作为一种脑保护药物应用于临床亟需

动物实验和临床研究进行进一步地探讨。
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