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白藜芦醇在缺氧缺糖再灌注损伤不同时间窗对大鼠皮质神经元氧化应

激的影响

沈长波，黄家贵，张黎黎，刘　舒，徐　兰，杨　琴

重庆医科大学附属第一医院神经内科，重庆４０００１６

　　［摘要］　目的　研究白藜芦醇在缺氧缺糖再灌注损伤不同时间窗对大鼠皮质神经元氧化应激的影响。方法　大鼠皮
质神经元缺氧缺糖处理１５０ｍｉｎ，随即恢复正常培养２４ｈ。实验分为６组，即正常组、模型组、白藜芦醇预处理组（在缺氧缺糖

前加入白藜芦醇干预２４ｈ）、造模时处理组（从缺氧缺糖开始加入白藜芦醇干预直至再灌注损伤后２４ｈ）、造模后处理组（从缺

氧缺糖后加入白藜芦醇干预直至再灌注损伤后２４ｈ）和全程处理组（从缺氧缺糖前２４ｈ开始加入白藜芦醇干预直至再灌注损

伤后２４ｈ）。倒置显微镜下观察细胞形态，用化学比色法测定神经元超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）活性以及一氧化氮（ＮＯ）的含量，

免疫荧光检测观察核因子Ｅ２相关因子２（Ｎｒｆ２）的核移位情况，免疫印迹法检测神经元Ｎｒｆ２、血红素加氧酶１（ＨＯ１）和苯醌氧

化还原酶（ＮＱＯ１）蛋白表达。结果　培养至第６天，神经元立体感及折光性强。与模型组比较，在白藜芦醇全程处理组中，各
浓度（１０、２０、４０、６０、８０μｍｏｌ／Ｌ）白藜芦醇均可升高神经元ＳＯＤ活性（Ｐ＜０．０５），降低 ＮＯ含量（Ｐ＜０．０５），其中以４０μｍｏｌ／Ｌ
白藜芦醇作用最佳；在缺氧缺糖再灌注损伤的不同时间窗内给予白藜芦醇干预，均能减轻缺氧缺糖再灌注导致的细胞损伤，促

进Ｎｒｆ２蛋白从细胞质转移到细胞核，上调 Ｎｒｆ２、ＨＯ１和 ＮＱＯ１蛋白的表达，其中全程处理组作用最佳，其次为预处理组。

结论　白藜芦醇对缺氧缺糖再灌注损伤的神经元有剂量依赖性的抗氧化应激作用，而且全程处理组作用最佳，预处理组次
之。其机制可能是通过激活Ｎｒｆ２／抗氧化反应元件（ＡＲＥ）信号通路进而上调抗氧化蛋白的表达而实现。

　　［关键词］　白藜芦醇；氧化性应激；缺氧缺糖；再灌注损伤；神经元
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　　缺血性脑卒中是严重危害人类健康的疾病，其

病理生理机制十分复杂。其中氧化应激损伤是其核

心病理环节［１］。核因子Ｅ２相关因子２（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃ

ｔｏｒｅｒｙｔｈｒｏｉｄ２ｒｅｌａｔｅｄｆａｃｔｏｒ２，Ｎｒｆ２）／抗氧化反应

元件 （ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｒｅｓｐｏｎｓｅｅｌｅｍｅｎｔ，ＡＲＥ）信号通

路能调节抗氧化酶的转录和表达，增强细胞抗氧化

应激损伤能力，减轻脑缺血再灌注损伤［２］。白藜芦

醇是一种天然植物中的多酚类物质，具有抗氧化、清

除自由基等多种药理活性［３］。白藜芦醇预处理或后

处理均可减轻脑缺血再灌注损伤［４］，但在何时用药

效果最佳，其保护机制如何，目前尚不清楚。本实验

采用大鼠皮质神经元缺氧缺糖再灌注 （ｏｘｙｇｅｎｇｌｕ

ｃｏｓｅｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ／ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ，ＯＧＤ／ＲＰ）损伤模型

模拟体内脑缺血再灌注，在缺氧缺糖再灌注损伤不

同时间窗内给予白藜芦醇干预，观察其对神经元的

抗氧化应激作用、最佳给药时间以及对 Ｎｒｆ２／ＡＲＥ
信号通路的影响，探讨白藜芦醇的神经保护作用及

其机制。

１　材料和方法

１．１　动物及试剂　健康新生２４ｈ内ＳＤ大鼠，雌雄

不限，由重庆医科大学实验动物中心提供，动物合

格证号：ＳＣＸＫ（渝）２００７０００１。神经基础培养液、

Ｂ２７、Ｌ谷氨酰胺购自Ｇｉｂｃｏ公司，ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养

液、ＤＨａｎｋｓ液购自 ＨｙＣｌｏｎｅ公司，白藜芦醇（纯度

９９％）购自陕西慈缘生物技术有限公司。兔抗Ｎｒｆ２、

山羊抗苯醌氧化还原酶（ＮＱＯ１）多克隆抗体购自

Ａｂｃａｍ公司，兔抗血红素加氧酶１（ｈｅｍｅｏｘｙｇｅｎａｓｅ

１，ＨＯ１）多克隆抗体购自ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，超氧化

物歧化酶（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）、一氧化氮

（ｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅ，ＮＯ）检测试剂盒购自南京建成生物工

程研究所。

１．２　大鼠原代皮质神经元的培养　参考文献［５］的

方法，无菌条件下分离出ＳＤ大鼠大脑皮质，小心剥

离表面的脑膜和血管并去除海马部分，将其剪成约

１ｍｍ３的小块。加入０．１２５％ 胰蛋白酶后置于培养

箱中消化３０ｍｉｎ，用含有１０％ 胎牛血清的ＤＭＥＭ／

Ｆ１２培养液终止消化，用刻度吸管吹打制成细胞悬

液，并经过悬浮、离心、过滤等步骤收集细胞。用

０．４％锥虫蓝拒染法计数活细胞后，用含有１０％ 胎

牛血清的ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养液制成细胞悬液，将细胞

接种于预先用多聚赖氨酸处理的孔板中，置于３７℃、

５％ＣＯ２培养箱中培养。当细胞培养６ｈ贴壁后，将

培养液更换为含有２％ Ｂ２７、０．５ｍｍｏｌ／ＬＬ谷氨酰

胺、１００Ｕ／ｍＬ青霉素／０．１ｍｇ／ｍＬ链霉素的神经基

础培养液，以后每２ｄ换液１次。细胞培养至６ｄ时

可用于实验。

１．３　大鼠皮质神经元缺氧缺糖再灌注损伤模型的

构建　参考文献［５］的方法，除去神经基础完全培养

液，ＤＨａｎｋｓ液清洗３次，将培养液改为ＤＨａｎｋｓ
液，置于３７℃细胞缺氧培养箱培养１５０ｍｉｎ，通以厌

氧混合气体（９５％ Ｎ２和５％ ＣＯ２）。缺氧缺糖后将

细胞培养液更换为含有２％ Ｂ２７的神经基础培养液

并置于３７℃、５％ＣＯ２培养箱中培养２４ｈ。

１．４　实验分组与药物干预时间窗　（１）从缺氧缺糖

前２４ｈ开始加入不同浓度白藜芦醇（１０、２０、４０、６０、

８０μｍｏｌ／Ｌ）直至再灌注损伤后２４ｈ进行全程干预，

以摸索最佳保护浓度。（２）将细胞分为６组，即正常

（ｎｏｒｍａｌ）组，模型（ｍｏｄｅｌ）组，白藜芦醇预处理（ｐｒｅ

ｔｒｅａｔｍｅｎｔ）组、白藜芦醇造模时处理（ＯＧＤｔｒｅａｔ

ｍｅｎｔ）组、白藜芦醇造模后处理（ｐｏｓｔｔｒｅａｔｍｅｎｔ）组

和白藜芦醇全程处理（ｗｈｏｌｅｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ）组。白藜

芦醇预处理组在缺氧缺糖前加入白藜芦醇干预２４

ｈ；造模时处理组从缺氧缺糖开始加入白藜芦醇干预

直至再灌注损伤后２４ｈ；造模后处理组从缺氧缺糖

后加入白藜芦醇干预直至再灌注损伤后２４ｈ；全程

处理组从缺氧缺糖前２４ｈ开始加入白藜芦醇干预直

至再灌注损伤后２４ｈ。在实验过程中，应用倒置显

微镜观察细胞形态。

１．５　大鼠皮质神经元缺氧缺糖再灌注损伤后ＳＯＤ
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活性及ＮＯ含量的测定　大鼠皮质神经元再灌注损

伤２４ｈ后提取细胞蛋白，采用化学比色法测定ＳＯＤ
活性和ＮＯ含量，操作按照试剂盒说明进行。实验

重复４次，每次每组各设３个复孔。

１．６　免疫荧光检测观察Ｎｒｆ２的核移位情况　ＰＢＳ
洗涤３次，每次５ｍｉｎ；４％多聚甲醛溶液室温下固定

１５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤３次；０．３％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００室温下破

膜５～１０ｍｉｎ，再用ＰＢＳ洗涤３次，每次５ｍｉｎ；１０％ 山

羊血清封闭３０ｍｉｎ，吸去血清，不洗；各组加入兔抗

Ｎｒｆ２一抗４℃过夜，空白对照组用ＰＢＳ代替一抗；ＰＢＳ
洗涤３次，加入荧光标记二抗，室温孵育１ｈ，ＰＢＳ洗

涤３次，用ＰＩ染核２ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤３次，５０％ 甘油封

片，荧光显微镜观察拍照。实验重复３次。

１．７　免疫印迹法检测神经元Ｎｒｆ２、ＨＯ１及ＮＱＯ１
蛋白表达　收取细胞，加入２００μＬ添加了苯甲基磺

酰氟（ＰＭＳＦ）的细胞质蛋白抽提试剂Ａ，剧烈涡旋５

ｓ，冰浴１０ｍｉｎ；加入１０μＬ细胞质蛋白抽提试剂Ｂ，

剧烈涡旋 ５ｓ，冰浴 １ ｍｉｎ；剧烈涡旋 ５ｓ，４℃

１２０００×ｇ离心５ｍｉｎ，上清为抽提得到的细胞质蛋

白；完全吸尽上清，加入５０μＬ添加了ＰＭＳＦ的细胞

核蛋白抽提试剂，剧烈涡旋３０ｓ，冰上裂解３０ｍｉｎ，

每隔２ｍｉｎ再剧烈涡旋３０ｓ；４℃１２０００×ｇ离心１０

ｍｉｎ，上清即为抽提得到的细胞核蛋白。收取细胞，

加入 ＲＩＰＡ 细胞裂解液 ２００μＬ 及 １００ ｍｍｏｌ／Ｌ

ＰＭＳＦ２μＬ，冰上裂解３０ｍｉｎ，４℃１２０００×ｇ离心

１０ｍｉｎ，上清即为总蛋白。Ｂｒａｄｆｏｒｄ法检测蛋白浓

度。取３０～４０μｇ蛋白用ＳＤＳＰＡＧＥ分离后电转移

至ＰＶＤＦ膜上。取出膜用脱脂奶粉封闭１ｈ，然后

置于杂交袋中，加入兔抗Ｎｒｆ２或兔抗 ＨＯ１或山羊

抗ＮＱＯ１一抗４℃孵育过夜。ＴＢＳＴ漂洗１０ｍｉｎ×

３次，ＨＲＰ标记的二抗３７℃孵育１ｈ，ＴＢＳＴ漂洗

１０ｍｉｎ×３次。ＰＶＤＦ膜上覆盖足量 ＥＣＬ发光试

剂，化学发光显色，照相。用 ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ４．６．２
软件对图像进行分析，以目的条带与βａｃｔｉｎ光密度

的比值作为蛋白相对表达量。实验重复３次。

１．８　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计

学分析，实验数据以珚ｘ±ｓ表示，多组间比较采用单

因素方差分析，组内两两比较采用ＳＮＫｑ检验，检

验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　大鼠原代皮质神经元的生长　在倒置相差显

微镜下观察，接种初期皮质神经元呈圆形，体积小，

６ｈ时细胞全部贴壁，并有短小的突起生成。３～４ｄ
时细胞有明显增长的突起并相互连接形成稀疏的网

络，神经元以双极和多极神经元为主，胞体呈椭圆

形或三角形，６ｄ时神经元细胞体进一步增大，突起

增粗、增长，细胞立体感及折光性强。

２．２　白藜芦醇对神经元缺氧缺糖再灌注损伤后

ＳＯＤ活性及 ＮＯ含量的影响　检测结果（图１）显

示，与模型组相比，白藜芦醇全程处理组中，各浓度

（１０、２０、４０、６０、８０μｍｏｌ／Ｌ）白藜芦醇均能增强神经

元ＳＯＤ活性 （Ｐ＜０．０５），白藜芦醇浓度为４０μｍｏｌ／

Ｌ时ＳＯＤ活性最高；而各浓度白藜芦醇均能降低神

经元 ＮＯ 含量（Ｐ＜０．０５），白藜芦醇浓度为４０

μｍｏｌ／Ｌ时ＮＯ含量最低。结果表明４０μｍｏｌ／Ｌ白

藜芦醇的作用最佳。因此，我们选择４０μｍｏｌ／Ｌ白

藜芦醇进行后续研究。

图１　全程处理组各浓度白藜芦醇对神经元

缺氧缺糖再灌注损伤后ＳＯＤ活性和ＮＯ含量的影响

Ｆｉｇ１　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

ｏｎａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＳＯＤａｎｄｃｏｎｔｅｎｔｏｆＮＯａｆｔｅｒ

ｎｅｕｒｏｎａｌＯＧＤ／ＲＰｉｎｊｕｒｙｉｎｗｈｏｌｅｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇｇｒｏｕｐ

ＯＧＤ／ＲＰ：Ｏｘｙｇｅｎｇｌｕｃｏｓｅ ｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ／ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ；ＳＯＤ：

Ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ；ＮＯ：Ｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅ．Ｐ＜０．０５ｖｓｍｏｄ

ｅｌｇｒｏｕｐ；ｎ＝４，珚ｘ±ｓ

２．３　白藜芦醇在不同时间窗对神经元缺氧缺糖再

灌注损伤后细胞形态学的影响　在倒置相差显微镜

下观察，正常组神经元立体感强，突起相互连接成
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网（图２Ａ）。模型组细胞经过缺氧缺糖再灌注损伤

后，轮廓模糊，胞体肿胀，突起变短或者消失，有部分

细胞死亡（图２Ｂ）。与模型组相比，白藜芦醇各组细

胞轮廓相对清晰，仍可见细胞间网络，死亡以及肿胀

细胞数目减少，其中以全程处理组细胞损伤最小，预

处理组次之（图２Ｃ～２Ｆ）。

图２　各组大鼠神经元缺氧缺糖再灌注损伤后细胞形态学变化

Ｆｉｇ２　Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｅｓｏｆｒａｔｎｅｕｒｏｎｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓａｆｔｅｒｏｘｙｇｅｎｇｌｕｃｏｓｅｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ／ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ（ＯＧＤ／ＲＰ）ｉｎｊｕｒｙ
Ａ：Ｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ；Ｃ：Ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ（ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌｆｏｒ２４ｈｐｒｉｏｒｔｏＯＧＤ）；Ｄ：ＯＧＤｔｒｅａｔ

ｍｅｎｔｇｒｏｕｐ（ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌｄｕｒｉｎｇ１５０ｍｉｎｏｆＯＧＤａｎｄ２４ｈｏｆｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ）；Ｅ：Ｐｏｓｔｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ（ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ

ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌｄｕｒｉｎｇ２４ｈｏｆｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ）；Ｆ：Ｗｈｏｌｅｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇｇｒｏｕｐ（ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌｆｏｒ２４ｈｐｒｉｏｒｔｏＯＧＤ，ｄｕｒｉｎｇ１５０

ｍｉｎｏｆＯＧＤ，ａｎｄ２４ｈｏｆｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ）．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

２．４　白藜芦醇对蛋白Ｎｒｆ２核移位的影响　免疫荧

光检测结果显示，在正常组，Ｎｒｆ２主要表达于细胞

质（图３Ａ、３Ｂ），经过缺氧缺糖再灌注损伤后，部分

Ｎｒｆ２转移到细胞核（图３Ｃ、３Ｄ）。在白藜芦醇预处

理组，不管是否经历缺氧缺糖再灌注损伤，Ｎｒｆ２均

转移到细胞核（图３Ｅ～３Ｈ）。

图３　免疫荧光检测白藜芦醇对蛋白Ｎｒｆ２核移位的影响

Ｆｉｇ３　ＩｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｅｆｆｅｃｔｏｆｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌｏｎＮｒｆ２ｎｕｃｌｅａｒｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎ
Ｎｒｆ２：Ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｅｒｙｔｈｒｏｉｄ２ｒｅｌａｔｅｄｆａｃｔｏｒ２；ＯＧＤ／ＲＰ：Ｏｘｙｇｅｎｇｌｕｃｏｓｅｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ／ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ．Ａ，Ｂ：Ｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ；Ｃ，

Ｄ：Ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ；Ｅ，Ｆ：ＰｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐｗｉｔｈｏｕｔＯＧＤ／ＲＰｉｎｊｕｒｙ；Ｇ，Ｈ：Ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ（ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌｆｏｒ
２４ｈｐｒｉｏｒｔｏＯＧＤ）．ＧｒｅｅｎｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓＮｒｆ２ｐｒｏｔｅｉｎｓ，ｒｅｄｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｎｕｃｌｅｕｓ，ａｎｄｙｅｌｌｏｗｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｏｆｒｅｄａｎｄ

ｇｒｅｅｎ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００
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２．５　白藜芦醇在缺氧缺糖再灌注损伤后不同时间

窗对Ｎｒｆ２及其下游蛋白表达的影响　免疫印迹检

测结果显示，与正常组相比，缺氧缺糖再灌注损伤

后，模型组神经元Ｎｒｆ２、ＮＱＯ１蛋白表达增加（Ｐ＜
０．０５）。与模型组相比，白藜芦醇各组神经元Ｎｒｆ２、

ＮＱＯ１蛋白的表达增加（Ｐ＜０．０５），白藜芦醇预处

理组和全程处理组ＨＯ１蛋白表达增加（Ｐ＜０．０５）；

其中全程处理组蛋白增加最明显，其次是预处理组。

见图４。

图４　白藜芦醇（４０μｍｏｌ／Ｌ）对Ｎｒｆ２、

ＨＯ１和ＮＱＯ１蛋白表达的影响

Ｆｉｇ４　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ（４０μｍｏｌ／Ｌ）ｏｎｐｒｏｔｅｉｎ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＮｒｆ２，ＨＯ１ａｎｄＮＱＯ１ａｆｔｅｒＯＧＤ／ＲＰｉｎｊｕｒｙ
Ｎｒｆ２：Ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｅｒｙｔｈｒｏｉｄ２ｒｅｌａｔｅｄｆａｃｔｏｒ２；ＨＯ１：

Ｈｅｍｅ ｏｘｙｇｅｎａｓｅ１；ＮＱＯ１： Ｑｕｉｎｏｎｅ ｏｘｉｄｏｒｅｄｕｃｔａｓｅ１；

ＯＧＤ／ＲＰ：Ｏｘｙｇｅｎｇｌｕｃｏｓｅ ｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ／ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ；Ｎｏｒ：

Ｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ；Ｍｏｄ：Ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ；Ｐｒｅ：Ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ

ｇｒｏｕｐ（ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌｆｏｒ２４ｈｐｒｉｏｒｔｏＯＧＤ）；

Ｐｏｓｔ：Ｐｏｓｔｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ（ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌｄｕｒｉｎｇ
２４ｈｏｆｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ）；ＯＧＤ：ＯＧＤｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ（ｔｒｅａｔｅｄ

ｗｉｔｈｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌｄｕｒｉｎｇ１５０ｍｉｎｏｆＯＧＤａｎｄ２４ｈｏｆｒｅｐｅｒｆｕ

ｓｉｏｎ）；ＷＰ：Ｗｈｏｌｅｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇｇｒｏｕｐ（ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｒｅｓｖｅｒａ

ｔｒｏｌｆｏｒ２４ｈｐｒｉｏｒｔｏＯＧＤ，ｄｕｒｉｎｇ１５０ｍｉｎｏｆＯＧＤ，ａｎｄ２４

ｈｏｆｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ）．Ｐ＜０．０５ｖｓＮｏｒ；△Ｐ＜０．０５ｖｓＭｏｄ．
ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　氧化应激是脑缺血再灌注损伤的核心病理环

节，氧化应激反应中产生的活性氧在脑缺血再灌注

损伤的发生、发展中起关键性作用［６７］。白藜芦醇具

有清除体内自由基、抗氧化等作用。动物实验显示

缺血性脑损害前预防性或损害后立即、１ｈ、３ｈ给于

白藜芦醇干预均能减轻脑损害，促进神经功能恢

复［８１０］，但最佳治疗时间窗尚不明确。缺血性脑血

管病发病机制复杂，目前已证实，在脑损伤后，ＮＯ
的产生增多，可引起神经细胞的毒性损伤［１１］，ＳＯＤ
则是生物体内重要的清除自由基物质［１２１３］。本实验

结果显示，在白藜芦醇全程处理组中，各浓度白藜

芦醇均可降低细胞内ＮＯ含量，同时使ＳＯＤ活性升

高，其中以４０μｍｏｌ／Ｌ白藜芦醇的作用最佳。结果

表明白藜芦醇可增加神经元缺氧缺糖再灌注损伤过

程中保护性物质的生成，同时降低有害物质的产生。

倒置相差显微镜下观察显示，经过缺氧缺糖再灌注

损伤后，模型组细胞轮廓模糊，胞体肿胀，突起变短

或者消失，部分细胞死亡；而在缺氧缺糖再灌注损伤

的不同时间内给予４０μｍｏｌ／Ｌ白藜芦醇，均可减少

细胞的肿胀以及死亡，其中以全程处理组细胞损伤

最小，预处理组次之。结果表明白藜芦醇能剂量依

赖性地减轻缺氧缺糖再灌注对神经元的损伤，既可

预防使用也可治疗使用，但最好是早期、全程使用，

效果更佳。

　　Ｎｒｆ２／ＡＲＥ信号通路在抗氧化过程中发挥着重

要作用［８，１４］。本实验结果显示，正常培养的神经元，

Ｎｒｆ２主要表达于胞质。经缺氧缺糖再灌注损伤后，

部分Ｎｒｆ２转移到细胞核。白藜芦醇预处理后，不论

是否经历缺氧缺糖再灌注损伤，均可促使Ｎｒｆ２转移

到细胞核，表明白藜芦醇可激活 Ｎｒｆ２／ＡＲＥ通路。

本研究结果与之前报道相吻合，即在生理状态下，

Ｎｒｆ２与细胞质中Ｋｅｌｃｈ样ＥＣＨ联合蛋白１（Ｋｅｌｃｈ

ｌｉｋｅＥＣＨａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１，Ｋｅａｐ１）蛋白结合，活

性处于相对抑制状态［１５］。氧化应激时，Ｎｒｆ２脱离

Ｋｅａｐ１，转移入细胞核，与 Ｍａｆ蛋白结合形成异二聚

体，异二聚体识别并结合ＡＲＥ，启动ＡＲＥ调控的抗

氧化酶基因，如谷胱甘肽Ｓ转移酶、ＨＯ１、ＮＱＯ１
等的转录［１６］。进一步实验结果显示，在缺氧缺糖再

灌注损伤的不同时间窗内给予４０μｍｏｌ／Ｌ白藜芦

醇，能提高细胞核蛋白 Ｎｒｆ２以及下游抗氧化蛋白

ＨＯ１、ＮＱＯ１的表达，其中以全程处理组作用最
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强，预处理组次之，表明白藜芦醇可通过Ｎｒｆ２／ＡＲＥ
通路保护神经元免受氧化应激损伤，但最好是早期、

全程使用，效果更佳。

　　本实验结果表明，白藜芦醇对缺氧缺糖再灌注

损伤的大鼠皮质神经元有剂量依赖性的抗氧化应激

作用，早期、全程使用，效果更佳，其保护机制可能

是通过激活Ｎｒｆ２／ＡＲＥ信号通路进而增强下游抗氧

化酶 ＨＯ１及ＮＱＯ１的表达而实现。
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