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Abstract
Objective: To study the effect of resveratrol on endoplasmic reticulum pathway in rats with cerebral ischemia reperfusion. Methods: 
Healthy SD rats were randomly divided into sham group, I/R group, 40mg Kg-1 D-1 RES group (RES-H group), 20mg Kg-1 D-1 RES 
group (RES-L group), with 8 rats in each group. The model of ventricular �brillation cerebral ischemia-reperfusion induced by esoph-
ageal alternating current stimulation was established 10 days before the model was established. CPR was performed 5 minutes later. 
The expression of caspase-12 Western blotting was detected in the brain tissues of rats in each group after the recovery of autonomous 
circulation (ROSC). Results: The expression of caspase-12 protein in I/R group, RES-H group and RES-L group was higher than that 
in SH group (p < 0.05), but the expression of caspase-12 protein in RES-L and RES-H group was lower than that in I/R group (p<0.05). 
Conclusion: Resveratrol attenuates cerebral ischemia-reperfusion injury in rats by down-regulating caspase-12 expression in endoplas-
mic reticulum pathway. 
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研究白藜芦醇对大鼠脑缺血再灌注内质网途径的影响　
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齐鲁医药学院 基础医学教学部，中国·山东 淄博 253000　

摘　要

目的：研究白藜芦醇对大鼠脑缺血再灌注内质网途径的影响。方法：将健康 SD 大鼠随机分为假手术组（Sham 组）、I/R 组
和 40mg·Kg-1·ｄ -1　RES 组 (RES-H 组）、20mg·Kg-1·ｄ -1　RES 组 (RES-L 组 )，8 只 / 组。造模前连续 10d 给
予药物干预建立食道交流电刺激诱发心室颤动脑缺血再灌注模型，5min 后行 CPR，待自主循环恢复（ROSC）后取各组大鼠
脑组织检测 caspase-12 的 Western blotting 表达。结果：I/R 组、RES-H 和 RES-L 组 caspase-12 蛋白表达量比 SH 组相对增
多，相比差异有统计学意义（p<0.05）, 而 RES-L 和 RES-H 组 caspase-12 蛋白表达量与 I/R 组相比相对下降，有统计学意
义（p<0.05）。结论：白藜芦醇通过下调内质网途径中 caspase-12 的表达来减轻大鼠脑缺血再灌注的损伤。　
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1 引言

脑缺血后再灌注可加重缺血脑组织的病理损害，使病

情恶化，这种现象被称为脑缺血再灌注损伤（Cerebral Isch-

emia-reperfusion Injury，CIRI）[1]。心脏骤停（cardiac  arrest, 

CA） 心 肺 复 苏（cardio-pulmonary resuscitation, CPR） 大 鼠

脑缺血再灌注后引起脑组织损害的病理机制复杂，主要与自

由基的生成、细胞内钙超载、兴奋性氨基酸毒性、凋亡通路

的激活等多种致病因素有关，目前尚未完全阐明。在缺血再

灌注损伤的凋亡途径研究中发现内质网途径发挥重要作用 [2-

3]，由于细胞凋亡启动阶段不同，其可分为线粒体途径、内质

网途径、死亡受体途径，三条途径中除了线粒体途径中的凋

亡诱导因子（ATF）途径，其他途径都可以经过 caspase 家族

的激活而实现。缺血缺氧等引起内质网功能失调从而触发内

质网应激（endoplasmic reticulum stress, ERS）。天冬氨酸特

异性半胱氨酸蛋白酶 -12（cysteinyl aspartate speci�c protein-

ase-12,caspase-12）存在于内质网上，在全身多种器官内均

有表达，是 ERS 诱导细胞凋亡的重要因子。近年来，白藜芦

醇（resveratol, RES）的神经药理作用研究成为热点。既往研

究发现，RES 在慢性脑缺血的神经保护、抗神经细胞凋亡方

面具有一定的积极作用［4-6］。RES 具有丰富生物活性，而且

是一种天然多酚［7］，在缺血再灌注（I/R）损伤中可能起到
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减少神经细胞凋亡的作用［8-9］。本研究旨在探讨 RES 对大鼠

短暂性脑缺血后内质网通路的影响。

2 材料与方法

2.1 材料

动物：健康 SD 大鼠。雌雄不限，体重为（300±50）g，

由济南金丰动物有限公司提供，实验前提供正常饮食，室温

25℃。试剂：兔抗大鼠 caspase-12 多克隆抗体（ab8117,Abcan

公司，英国），兔抗大鼠 Tubulin 单克隆抗体（EPR1330ab108342, 

Abcan 公 司， 英 国）。 仪 器：Bio-Rad 电 泳 仪（ 英 文 名：

Powersupplies, PowerPac 系列，产地：美国），脱色摇床（TS-1

型，中国）。

2.2 实验准备

实验动物及动物分组大鼠腹腔注射巴比妥钠（45µg/g, 

ip.）麻醉，经口气管内插入 14G 套管以备连接动物呼吸机

（ALC-V9，上海奥尔科特生物科技有限公司）。在左侧腹

股沟处备皮、消毒，切开皮肤，用钝性分离法分离股动脉和

静脉并切开，各置一根预先充满 5IU/ml 肝素钠生理盐水留置

管，动脉导管经压力换能器与 BL-420F 生物机能实验系统（四

川成都泰盟科技有限公司）相连接，监测有创动脉血压。股

静脉导管以备注入药物，四肢经皮下针头全程记录标准Ⅱ导

联心电图。手术后观察 10-15min, 待各组大鼠血流动力学稳

定后，采用经食管交流电诱导心脏骤停的方法建立 CA 模［10］：

CA 的标准：①动脉搏动消失且平均动脉压（MAP）＜ 10㎜

Hg； ②心电图为直线，心室颤动或无脉性电活动，CA 5 min

后行 CPR 至自主循环恢复（restoration of spontaneous circula-

tion ROSC）。ROSC 的标准：室性节律（包括窦性、房性或

交界性心律）并伴 MAP ＞ 20㎜ Hg，持续 5min 以上［11］。

ROSC 后大鼠脑供血恢复后取脑组织

2.3 RES 给药方法

采 用 无 水 乙 醇 溶 解 RES（ 美 国 Sigma 公 司）， 并 用

0.5% 临界胶束浓度（CMC）溶液稀释。RES 组给药剂量为

20mg·Kg-1·d-1　RES 组 (RES-L 组 )、40mg·Kg-1·d-1　

RES 组 (RES-H 组）1 次腹腔注射，造模前 10d 给药。Sham

组和 I/R 组给予腹腔注射 0.5%CMC，剂量和时间同给药组

2.4 指标测定及方法

Western Blotting 测定：在 ROSC 后快速断头取脑用 EP

管包裹做好标记直接投入液氮中迅速冷冻放入 -80℃超低温

冰箱保存备用。玻璃匀浆管用自来水洗净后用双蒸水冲洗后

高压 20 分钟，取出放进 60℃恒温箱中蒸干后冰浴中冷却备

用。冰上称取 0.1g 脑组织加入 10000μl RIPA( 蛋白酶裂解液 ) 

（上海碧云天生物技术有限公司，中国）和 100μl RSMF( 蛋

白酶抑制剂 ) （上海碧云天生物技术有限公司，中国），在冰

上静置半小时。将组织匀浆液转移到已高压 1.5ml 预冷的 EP 

管中，4℃ 下 12000rpm 离心 10min；吸取上清液并以 0.1ml

分装在已高压的 0.2ml 预冷的 EP 管中。将所提全蛋白保存

在 -80℃，避免反复冻融。蛋白变性：按照蛋白样品：上样

缓冲液 =4：1 的比例加入蛋白上样缓冲液混匀。混匀后放入

沸水中煮 5min 使蛋白充分变性。变形后蛋白样品室温下冷却，

放入 -20℃冰箱内冻存备用。取含总蛋白质 8μg 的样品进行

聚丙烯酰胺凝胶 (10%SDS-PAGE) 电泳分离后，根据 Marke

标记分子量的位置，切取相应分子量的凝胶条带。PVDF 膜

（聚偏二氟乙烯 PVDF 膜，Bedford, 美国），在甲醇中激活

PVDF 膜 1min，再将其和滤纸（长度和泳道数匹配）一起放

在电转液中平衡 10min。，按自下而上三层滤纸、PVDF 膜、

凝胶条带、三层滤纸顺序叠放，用玻璃棒碾压除去其间气

泡，接正负极和电源，0.09mA 恒流半干转。转完膜后用含有

0.05% Tween-20 的 PBS(PBST) 漂 洗 PVDF 膜，3×5min。 然

后放入溶有一抗 caspas-12（1:1000）的新配制的封闭液中，

4℃过夜用 PBST 漂洗 PVDF 膜 3×5 min，放入荧光素标记二

抗（LI-COR Biosciences）（1:10000） 中 2h。 然 后 用 PBST

漂洗 PVDF 膜 3×5min。用奥德赛成像分析系统（LI-COR 

Biosciences）扫描显影目标蛋白条带并计算 caspase-12 蛋白 /

内参蛋白（Tubulin）比值。

2.5 统计学处理

数据 以 SPSS 17.0 统计软件进行统计分析。实验结果用

均数 ± 标准差（Mean±SD）表示，方差齐性资料，多组间

比较采用 ANOVA 进行单因素方差分析，组间两两比较采用

LSD 检验。检验水准 α=0.05，p<0.05 表示差异有统计意义。

3 结果

RES 对 caspase-12 蛋白表达的影响  在自主循环恢复

后 I/R 组 caspase-12 蛋白表达高于 RESH 组和 RESL 组，有

统计学 差异 (n=8, p<0.05)。而 I/R 组和 RESH 组、RESL 组
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caspase-12 蛋白表达量高于 SH 组 (n=8, p<0.05)，RESH 组和

RESL 组 caspase-12 蛋白表达量无明显差异。

图 1A ROSC 后各组 caspase-12 蛋白表达和内参（Tubulin）

条带

图1B caspase-12蛋白表达柱状图， *与SH组比较，P＜0.05；

#与 I/R 组比较 P ＜ 0.05。

4 讨论

在脑缺血再灌注损伤发生发展中，神经细胞凋亡是重要

的损伤标志，干预细胞凋亡对脑缺血再灌注损伤发挥着较好

的防治作用。本研究结果显示 SH 组脑组织中 caspase-12 蛋

白表达量很少，而 I/R 组和 RESH 组、RESL 组 caspase-12

蛋白表达量明显高于 SH 组，给予 RES 干预后 caspase-12 蛋

白表达量明显减少。内质网通路，即由内质网失常引起，而

非以细胞膜或线粒体为靶点的凋亡信号触发。这支队伍分为

PERK 通路和 caspase-7 通路 [12],caspase-7：内质网是细胞内

蛋白质合成的主要场所，同时也是钙离子的主要储存库，内

质网钙离子平衡的破坏或者内质网蛋白质的过量积累是关键

步骤，他们会诱导内质网膜上的 caspase-12 的表达，同时诱

导胞质的 caspase-7 转移到内质网表面。caspase-7 可以激活

caspase-12，而 caspase-12 的激活可以进一步剪切 caspase-3

从而引发细胞凋亡 [13]。既往研究显示，RES 在缺血再灌注（I/R）

损伤中可能起到减少神经细胞凋亡的作用 [14] 其机制可能与降

低氧化应激反应和减轻炎症反应，增加抗氧化能力里有关，

但具体的作用机制仍在探索。本实验观察到使用 RES 明显抑

制 caspase-12 蛋白表达，提示 RES 可通过抑制 caspase-12 蛋

白表达，从而减少神经细胞凋亡。本实验不足之处在于，未

能揭示 RES 对 caspase-3 蛋白表达及凋亡小体的影响，尚需

要进一步深入研究。

5 结语

综上所述，本研究结果表明，I/R 前预防性给予 RES，

能改善内质网应激途径 caspase-12 蛋白的表达，其机制可能

是由于 RES 在慢性脑缺血的神经保护、抗神经细胞凋亡方面

的作用。
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