
现代生物医学进展 biomed.cnjournals.com Progress inModern Biomedicine Vol.20 NO.19 OCT.2020

doi: 10.13241/j.cnki.pmb.2020.19.008

白藜芦醇后处理对大鼠脑缺血再灌注损伤海马 CA1区 Bax、Bcl-2的影响 *
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摘要 目的：探讨白藜芦醇后处理对大鼠脑缺血再灌注损伤 Bax、Bcl-2表达的影响。方法：清洁级雄性 SD大鼠 60只随机分为假

手术组（n=12）、I/R组（n=12）、白藜芦醇组（n=36），白藜芦醇组按不同剂量分为低剂量、中剂量、高剂量组（10 mg/kg、20 mg/kg、40

mg/kg），每组 12只。假手术组：仅暴露大鼠颈外动脉，不做缺血处理；I/R组：采用改良线栓法制备大鼠大脑中动脉缺血再灌注损

伤模型（缺血 2 h，再灌注 24 h）；白藜芦醇组：造模方法同 I/R组，在大鼠缺血 2h后，将不同剂量白藜芦醇腹腔注射入大鼠体内，比

较各组 SD大鼠神经功能缺损评分、采用 Western blotting法、免疫组化法对大鼠脑组织缺血侧海马 CA1区 Bax和 Bcl-2表达进

行比较。结果：白藜芦醇低、中、高剂量组神经功能缺损评分均低于 I/R组，随着白藜芦醇剂量的增加，神经功能缺损评分逐渐降

低，其中白藜芦醇高剂量组神经功能缺损评分降低最为明显；白藜芦醇组与 I/R组相比，不同剂量白藜芦醇组 Bax表达逐渐减少，

而 Bcl-2表达明显增加，其中以白藜芦醇高剂量组改变最为明显。结论：高剂量白藜芦醇可以降低大鼠神经功能缺损评分，减轻脑

缺血再灌注损伤，对大鼠脑缺血再灌注损伤具有保护作用，其机制与 Bax、Bcl-2的表达有关。

关键词：白藜芦醇；脑再灌注损伤；后处理；Bax；Bcl-2

中图分类号：R-33；R285.5；R743；R338.26 文献标识码：A 文章编号：1673-6273（2020）19-3644-05

Effects of Resveratrol Post-processing on the Bax and Bcl-2 in Hippocampal
CA1 Expressions of Cerebral Ischemia Reperfusion Rats*

To investigate the effects of resveratrol post-treatment on Bax and Bcl-2 expression in rats with cerebral is-

chemia reperfusion injury. Sixty clean grade male SD rats were randomly divided into sham surgery group (n=12), I/R model

group (n=12) and resveratrol group (n=36). Resveratrol group was divided into low dose, medium dose and high dose groups (10 mg/kg,

20 mg/kg, 40 mg/kg) according to different doses, with 12 rats in each group.In sham operation group, only external carotid artery was

exposed and no ischemic treatment was performed. In the I/R model group, rat middle cerebral artery ischemia-reperfusion injury model

(ischemia for 2 h, reperfusion for 24 h) was prepared by the improved line plug method. Resveratrol group: modeling method was the

same as I/R model group. After 2h of ischemia, different doses of resveratrol were intraperitoneally injected into rats to compare the score

of nerve function defects in SD rats in each group. Western blotting and immunohistochemical methods were used to compare the expres-

sions of Bax and Bcl-2 in the hippocampal CA1 area of ischemic brain tissue in rats. The scores of neurological deficits in the

low, medium and high dose groups were all lower than those in the I/R model group. With the increase of resveratrol dose, the scores of

neurological deficits decreased gradually, among which the scores of neurological deficits in the high dose group decreased most signifi-

cantly. In the resveratrol group, compared with the I/R model group, Bax expression gradually decreased in the resveratrol group with dif-

ferent doses, while Bcl-2 expression significantly increased, with the most significant change in the resveratrol high-dose group.

The high dose resveratrol can reduce the score of neural function defect in rats, reduce cerebral ischemia-reperfusion injury, and

have protective effect on cerebral ischemia-reperfusion injury in rats. Its mechanism is related to the expression of Bax and Bcl-2.

*基金项目：河北省教育厅科研基金项目（QN2017119）；2017年政府资助省级临床医学优秀人才课题（白藜芦醇对脑缺血再灌注大鼠的保护

作用及机制研究）；河北省中医药管理局项目（2017205）；华北理工大学青年科学研究基金项目（Z201605）

作者简介：张萌（1991-），女，硕士研究生，主要研究方向：脑血管病临床与基础，E-mail：zmxiaomengmeng@163.com

△ 通讯作者：张晋霞，女，硕士生导师，副教授，主要研究方向：脑血管病临床与基础，E-mail：zjxncmc@126.com

（收稿日期：2020-02-27 接受日期：2020-03-23）

3644· ·



现代生物医学进展 biomed.cnjournals.com Progress inModern Biomedicine Vol.20 NO.19 OCT.2020

Resveratrol; Cerebral ischemia reperfusion; Post-processing; Bax; Bcl-2

前言

脑梗死又称缺血性脑卒中，是指由于各种颅内血管病变导

致脑组织血液供应障碍，使脑组织缺血、缺氧坏死，而迅速出现

相应的神经功能缺损的一类临床综合征[1]。针对急性期脑梗死，

积极的治疗方法包括静脉溶栓、血管内治疗等，其中最重要恢

复血流的措施是静脉溶栓[2]，然而由于病变血管再通后的快速

再灌注会加重脑细胞功能代谢障碍，甚至细胞结构的破坏，在

缺血损伤的基础上，进一步导致再灌注损伤[3]。细胞凋亡在脑缺

血再灌注损伤中发挥重要作用[4]，Bax、Bcl-2是两种凋亡相关蛋

白[5]，参与细胞凋亡，与脑缺血再灌注损伤有着密切的联系。近

年来，脑再灌注损伤研究日益增多，药物治疗脑缺血再灌注损

伤的方式引起了广泛关注，白藜芦醇（Resveratrol，Res）又称三

酚，是非黄酮类的多酚化合物，具有抗炎、抗氧化、抗肿瘤、抗细

胞凋亡等作用[6]，有研究表明[7]，白藜芦醇预处理对缺血再灌注

导致的细胞损伤具有保护作用，但临床实际工作中多数情况下

难以提前进行干预治疗，故本研究旨在通过后处理，观察白藜

芦醇对脑缺血再灌注损伤 Bax、Bcl-2的影响，探讨白藜芦醇后

处理对脑组织保护作用机制。

1 材料与方法

1.1 实验动物和药品

清洁级健康雄性 SD大鼠 60只，体重在 200-250 g，鼠龄 8

周，由华北理工大学实验动物中心提供，动物许可证编号：

SCXK（军）2014-000，适应性饲养 1周，室温 23℃左右，相对湿

度 55%。术前 12 h禁食，4 h禁水；白藜芦醇（美国 Sigma公司）；

Bax、Bcl-2多克隆抗体试剂盒（武汉博士德生物有限公司）。

1.2 方法

1.2.1 动物分组与模型制备 采用随机数字表法把大鼠随机

分为 3组，分别为假手术组（n=12）、I/R组（n=12）、白藜芦醇组

（n=36），白藜芦醇组按剂量不同分为低剂量、中剂量、高剂量组

（10 mg/kg、20 mg/kg、40 mg/kg），每组 12 只，6 只做 Western

blotting检测，6只做免疫组化。采用腹腔注射 10%水合氯醛

350 mg/kg麻醉，假手术组：仅暴露颈外动脉，不实行缺血处理，

24 h后处死大鼠。I/R组：采用 Zealonga线栓法加以改良制备

大鼠右侧大脑中动脉缺血再灌注模型[8]，不分离颈内动脉（In-

ternal carotid artery, ICA），暴露颈总动脉（Common carotid

artery, CCA）后，结扎颈外动脉（External carotid artery, ECA）远

端，并夹闭 ICA近心端与 CCA远心端，然后直接将圆头栓线

插入颈总动脉内，向上经颈内动脉约 18-20 mm时遇到轻微阻

力停止进线，缺血 2 h时缓慢拔出栓线。并向腹腔内注射医用生

理盐水 1 mL。白藜芦醇组：造模方法同上，于大鼠脑缺血 2 h时

缓慢拔出线栓，形成再灌注，立即向 3组各鼠腹腔内分别注射

10 mg/kg、20 mg/kg、40 mg/kg的白藜芦醇。I/R组及白藜芦醇组

大鼠均于再灌注 24 h处死。

1.2.2 大鼠神经行为学评估 参照 Zealonga评分法[8]，在大鼠

清醒后，由不了解分组情况的两名观察者进行神经行为学的评

分，0分：无神经功能缺损症状及体征，活动自如；1分：梗死部

位对侧前肢不能自由活动（左前爪）；2分：爬行时大鼠向左侧

转圈；3分：大鼠行走时向左侧倾倒；4分：不能行走，甚至昏迷；

5分：死亡，其中 0-3分的大鼠纳入实验。

1.2.3 Western blotting 检测 Bax、Bcl-2 蛋白的表达用 BCA

法测定蛋白浓度，各样本等量蛋白严格按照试剂说明书进行

SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳分离，将已分离的蛋白转至聚偏二

氟乙烯膜(PVDF膜)，然后用 5 %脱脂奶粉 TBS缓冲液封闭 1 h

后，分别加入 Bax、Bcl-2的一抗，4℃孵育过夜，然后进行充分

清洗，再分别加入二抗 37℃孵育 1 h，然后进行暗室曝光、胶片

显影，最后对条带进行扫描，用 Quantity One图像分析软件分

析结果。

1.2.4 免疫组织化学法测定 Bax、Bcl-2阳性细胞数 用常规

方法制作完成的海马组织标本石蜡切片，并预热 20 min使石

蜡标本脱腊至水化。用 3% H2O2室温孵育 20 min，抑制内源性

过氧化酶，采用微波热修复 10 min，滴加稀释后的一抗 Bax、

Bcl-2抗体（1:200），放入 4℃冰箱中，第 2天滴加二抗，37℃温

箱孵育 20 min，再加 DAB显色，苏木素轻度复染细胞核，最后

中性树胶封片。分析图像并判定结果，每只大鼠随机取 2张切

片，并在高倍显微镜下（× 400）分别随机观察大鼠缺血侧海马

CA1区 5个相互不重叠的视野，计数阳性细胞数，单位以个

/HP表示。

1.3 统计学处理

用 SPSS22.0统计学软件分析结果，均数± 标准差（x± s）
表示计量资料，组间比较采用方差分析。P＜0.05提示差异有统

计学意义。

2 结果

2.1 各组大鼠神经功能缺损评分

假手术组大鼠活动自如，评分均为 0分；I/R组与白藜芦醇

各组间的 2 h神经功能缺损评分比较差异不具有统计学意义

（P＞0.05）。I/R组与白藜芦醇组低、中剂量组 24 h神经功能缺

损评分比较差异不具有统计学意义（P＞0.05），而与白藜芦醇

高剂量组比较差异具有统计学意义（P＜0.05）。见表 1。

2.2 Bax、Bcl-2蛋白的表达

I/R组与白藜芦醇组相比，白藜芦醇组中 Bcl-2的表达逐渐

增多，而 Bax的表达逐渐降低，其中白藜芦醇中、高剂量组比

I/R组 Bcl-2的表达明显增多，Bax的表达明显降低，差异具有

统计学意义（P＜0.05），且白藜芦醇高剂量组 Bcl-2增多、Bax

降低最明显。见表 2、图 1。

2.3 各组大鼠缺血侧海马区 CA1区 Bax、Bcl-2阳性细胞表达

结果

各组大鼠脑组织经染色后，凋亡细胞的胞核呈棕色，而正

常的细胞经复染后胞核呈蓝色。I/R组的 Bax阳性细胞最多，排

列紧密，分布密集（见图 2），其他各组 Bax阳性细胞数较少；I/R

组的 Bcl-2阳性细胞数最少，排列疏松，分布散乱（见图 3），其

他各组 Bcl-2阳性细胞数较多。白藜芦醇低、中、高剂量组与I/R
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图 1 各组大鼠脑缺血区 Bax、Bcl-2蛋白表达

Fig.1 The expression of Bax and Bcl-2 in each group

Note: 1:The sham-operation group; 2: I/R model group; 3: The Res low

does group; 4: The Res middle does group; 5: The Res high does group.

Note: Compared with I/R model group, *P＜0.05.

Note: Compared with I/R model group, *P＜0.05.

组相比，Bax阳性细胞数逐渐减少，而 Bcl-2阳性细胞数逐渐增

加，其中白藜芦醇中、高剂量组比 I/R组 Bax阳性细胞数明显

减少，Bcl-2阳性细胞数表达明显增加，差异具有统计学意义

（P＜0.05），见表 3。

表 1 各组大鼠神经功能缺损评分（x± s）
Table 1 Scores of neurological defects in each group(x± s)

Groups n Dosage（mg/kg）
2-hour neurological defect

score（points）

24-hour neurological defect

score（points）

The sham-operation group 12 - 0.00± 0.00 0.00± 0.00

I/R model group 12 - 2.38± 0.53 2.42± 0.47

The Res low does group 12 10 2.42± 0.59 2.38± 0.57

The Res middle does group 12 20 2.29± 0.33 2.08± 0.51

The Res high does group 12 40 2.33± 0.33 1.96± 0.50*

表 2 各组大鼠 Bax、Bcl-2蛋白的表达（x± s）
Table 2 Expression of Bax and Bcl-2 in each group(x± s)

Groups n Bax Bcl-2

The sham-operation group 6 0.19± 0.08 0.21± 0.06

I/R model group 6 0.88± 0.17 0.47± 0.14

The Res low does group 6 0.85± 0.13 0.49± 0.15

The Res middle does group 6 0.70± 0.09* 0.66± 0.13*

The Res high does group 6 0.67± 0.11* 0.72± 0.20*

3 讨论

由于脑代谢率高，储氧量低，能量储备不足，故在发生脑缺

血事件时，敏感区域极易（如海马区）发生不可逆转的神经元损

伤。其中海马 CA1区易感性最强，这一过程被称为 "迟发型神

经细胞死亡 "[9]。由于再灌注本身也可以造成脑再灌注损伤，因

此对大脑内源性保护机制的研究是目前缺血保护的研究热点，

即缺血预处理（Ischemic Preconditioning,IP）和缺血后处理（Is-

chemic Postconditioning,IPost C）。因缺血预处理需在缺血事件

发生之前实施，临床工作中脑缺血的发生具有不可预知性，所

以多数情况下难以行预处理进行干预治疗[10,11]，故针对缺血后

处理的研究在临床实际工作中更具有应用价值。

脑缺血再灌注损伤可引起多种病理生理改变，如氧化应

激、炎性反应、血脑屏障破坏、血小板活化、细胞凋亡等[12-14]。其

中氧化应激在脑缺血再灌注损伤中起重要作用[15]，氧化应激主

要是由于自由基与抗氧化系统失衡导致[16]。线粒体产生三磷酸

腺苷（adenosine triphosphate ATP），在氧化应激中起着重要的

作用[17,18]。当缺乏 ATP时，细胞在应对以上病理生理改变时效

果差，严重时导致细胞凋亡[19]。细胞凋亡是多基因调控的细胞

程序性死亡，脑缺血再灌注引起的迟发型神经细胞死亡多以细

胞凋亡为主，缺血半暗带区为著，脑缺血再灌注损伤的严重程

度、脑梗死体积的大小与其密切相关[20]。白藜芦醇又称三酚，化

Note: Compared with I/R model group, *P＜0.05.

表 3 各组大鼠 Bax、Bcl-2阳性细胞比较（x± s，个 /HP）

Table 3 Result of Bax and Bcl-2 in each group(x± s, a/HP)

Groups n Bax Bcl-2

The sham-operation group 6 8.33± 2.66 9.17± 2.99

I/R model group 6 38.67± 8.29 21.33± 7.03

The Res low does group 6 36.67± 4.41 22.83± 7.03

The Res middle does group 6 30.50± 3.02* 30.33± 5.68*

The Res high does group 6 27.83± 5.31* 32.17± 6.37*
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图 3 各组大鼠缺血侧海马 CA1区 Bcl-2阳性细胞

Fig.3 The Bcl-2 expression in CA1 area of ischemic hippocampus of rats in each group

Note: A2: Localization of CA1 region of hippocampus in the ischemic side of rats; B2: The sham-operation group; C2: I/R model group;

D2: The Res low does group; E2: The Res middle does group; F2: The Res high does group.

学名为 3, 4', 5-三羟基 -1, 2-二苯乙烯，是非黄酮类的多酚化合

物[6,21]，存在于虎杖中，也大量存在于红酒和红葡萄皮中，具有

抗氧化、抗炎、抗血小板聚集、抗动脉粥样硬化等作用[22-24]。有研

究[25]发现白藜芦醇可以增加抗氧化物的活性，提高清除自由基

的能力，使脂质过氧化的程度减轻，降低细胞氧化应激所导致

的损伤。Pineda-Ram侏rez[26]等认为，白藜芦醇通过抑制 AMPK途

径，减少过氧化物的产生，阻止细胞内钙超载，减轻线粒体损

伤，对脑组织损伤起到保护作用。Yan等[27]探讨白藜芦醇预处

理对大鼠脑缺血后急性期的影响和机制，结果发现白藜芦醇可

降低血清 IL-6和 TNF-琢水平，减轻炎性损伤，抑制细胞凋亡，
从而减轻脑组织损伤。王峰等[28]研究表明，白藜芦醇可以提高

大鼠脑组织对氧自由基清除的能力，从而减轻大鼠脑缺血再灌

注损伤的行为评分及脑梗死体积。在本研究中，白藜芦醇给药

后，与 I/R组相比，白藜芦醇高剂量组 24 h神经功能缺损评分

明显降低，提示白藜芦醇后处理可抑制细胞凋亡，缩小脑梗死

体积，降低神经功能评分，从而发挥脑保护作用。

Bcl-2与 Bax是一对相互拮抗的凋亡因子，前者具有抑制

凋亡的作用，后者则可诱导细胞凋亡。Bcl-2及 Bax主要是通过

调控线粒体膜通透性及凋亡相关蛋白的释放[29]。Bcl-2抑制细

胞凋亡的作用主要与减少自由基的产生、降低线粒体膜通透性

有关，阻止促凋亡蛋白的释放，Bax诱导凋亡的机制是 Bax基

因活化后使线粒体渗透性转孔开放，膜通透性增加，促进细胞

色素 C的释放，而细胞色素 C存在于线粒体内膜，是氧化呼吸

链的重要蛋白，线粒体膜的破坏，使细胞 ATP合成减少，最终

导致细胞凋亡[30-33]。在本研究中，白藜芦醇给药后，与 I/R组相

比，白藜芦醇各组的 Bcl-2表达水平均升高，Bax表达水平均降

图 2 各组大鼠缺血侧海马 CA1区 Bax的表达

Fig.2 The Bax expression in CA1 area of ischemic hippocampus of rats in each group

Note: A1: Localization of CA1 region of hippocampus in the ischemic side of rats; B1: The sham-operation group; C1: I/R model group;

D1: The Res low does group; E1: The Res middle does group; F1: The Res high does group.
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低，其中以白藜芦醇高剂量组最为明显，随着白藜芦醇剂量的

增加，Bcl-2阳性细胞表达逐渐增多，Bax阳性细胞表达逐渐减

少，提示白藜芦醇能够通过上调抗凋亡蛋白 Bcl-2，下调促凋亡

蛋白 Bax的表达参与凋亡的发生发展，以上趋势均表明在发生

脑缺血再灌注损伤后，白藜芦醇影响 Bcl-2、Bax蛋白表达水平，

抑制细胞凋亡，减轻再灌注损伤，从而起到对神经保护作用。
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