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白藜芦醇对大鼠脑出血后血肿周围
组织细胞凋亡的影响研究鄢

王洪磊 1，张振兴 2，刘珩 3，冯旭 2，周青青 1，李洋 1

（1.辽宁医学院附属第一医院，辽宁 锦州 121001；2.辽宁医学院附属第一医院 神经外科，

辽宁 锦州 121001；3.沈阳市第四人民医院 病理科，辽宁 沈阳 110031）

摘要：目的 探讨白藜芦醇对大鼠脑出血后血肿周围组织细胞凋亡的影响及其作用机制。方法 采用二次

注血法制作脑出血模型。将大鼠随机分为治疗组、对照组和假手术组，每组分 3、6、12、24、48、72和 168 h共 7

个时间，每个时间 6只大鼠。利用蛋白印迹法和免疫组织化学法对 P-JAK2、P-STAT3、Bcl-XL、Caspase-3蛋白

做定量和定性分析。利用原位末端标记法检测细胞凋亡指数的变化。结果 治疗组在各个时间细胞凋亡指数低

于对照组（ <0.05），假手术组中细胞凋亡指数低于对照组与治疗组（ <0.05）。治疗组在各个时间的 P-JAK2、

P-STAT3、Bcl-XL蛋白的表达高于对照组（ <0.05），Caspase-3蛋白的表达低于对照组（ <0.05），假手术组中

4种蛋白表达低于对照组与治疗组（ <0.05）。结论 白藜芦醇可以促进 JAK2、STAT3的磷酸化，增加 Bcl-XL

表达，降低 Caspase-3表达，有抗细胞凋亡的作用。
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Effect of resveratrol on apoptosis of cells around hematoma
after intracerebral hemorrhage in rats鄢

Hong-lei Wang1, Zhen-xing Zhang2, Heng Liu3, Xu Feng2，Qing-qing Zhou1, Yang Li1

(1. The First A ffiliated Hospital, Liaoning Medical University, Jinzhou, Liaoning 121001,
China; 2. Department of Neurosurgery, the First A ffiliated Hospital, Liaoning Medical
University, Jinzhou, Liaoning 121001, China; 3. Department of Pathology, the Fourth

People's Hospital of Shenyang City, Shenyang, Liaoning 110031, China)

Abstract: Objective To investigate the effect of resveratrol on apoptosis of tissue around hematoma and
its mechanism in rats with intracerebral hemorrhage. Methods The cerebral hemorrhage model was made by
the two-step injection of blood. The rats were randomly divided into three groups including treatment group,
control group and sham-operation group. Each group was subdivided into 3-, 6-, 12-, 24-, 48-, 72- and
168-h groups with 6 rats in each group. The levels of p-JAK2, Bcl-xl, p-Stat3 and caspase-3 proteins were
quantitatively and qualitatively analyzed by Western blot and immunohistochemistry. TUNEL method was used
to detect the change of apoptosis index. Results The apoptosis index of the treatment group was lower than
that of the control group at each time point ( < 0.05). The apoptosis index in the sham-operation group was
lower than that of the control group and the treatment group ( < 0.05). The expressions of p-JAK2, p-Stat3
and Bcl-xl proteins were higher in the treatment group than in the control group at each time point ( <
0.05) whereas the expression of caspase-3 protein was lower than that of the control group ( < 0.05). The
expressions of the four proteins in the sham-operation group were lower than those in the control group and
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脑出血是神经外科的常见疾病[1]，尤其是脑组织

实质内出血对血肿周围细胞的损害非常大，细胞凋亡

是细胞在脑出血后的一种死亡方式，细胞凋亡不是一

件被动的过程，而是主动过程，受多种蛋白因子的调

控，如 Bcl-2家族、Caspase家族等[2-3]。Bcl-XL是 Bcl-

2家族中重要的成员，具有抑制细胞凋亡的作用；而

Caspase-3是 Caspase家族中的重要成员，与细胞的

凋亡密切相关。JAK/STAT信号转导通路是多种细胞

因子共用的途径，参与细胞的增殖、分化、凋亡及免

疫调节等多种病理生理过程[4]。白藜芦醇是一种多酚

类化合物，具有多种药理作用[5-7]，具有抗癌、抗突变、

延缓细胞衰老、抗氧化、抗自由基等众多药理作用。

本实验通过原位末端标记法（terminal-deoxynu-

cleoitidyl transferase mediated nick end labeling，

TUNEL）[8] 计量大鼠受损脑出血后周围脑细胞凋亡

指数的变化及应用蛋白印迹[9]、免疫组织化学技术[10]

检测伤后相关蛋白的表达，研究白藜芦醇的药理作

用及其作用机制，进而探讨其临床应用的可能性。

1 材料与方法

1.1 实验动物与分组

健康成年（8～12周）雄性 SD大鼠 126只，体重

200～250 g，由辽宁医学院动物实验中心提供，以标

准饲料喂养，按照随机化的原则分为治疗组、对照组

与假手术组，根据取材时间不同又分为 3、6、12、24、

48、72和 168 h 7个亚组，每个亚组 6只大鼠，每个

处理组共 42只大鼠。①治疗组：使用自体尾动脉血

二次注血法建立尾状核脑出血模型，给予白藜芦醇

（50 mg/kg）腹腔注射，术后注射 1次 /d，直至大鼠被

处死；②对照组：用相同的方法建立脑出血模型，术

后每天注射 1次等量的生理盐水，直至大鼠被处死；

③假手术组：只参与手术过程，但不建立脑出血模型。

术后各组大鼠正常进食。各处理组大鼠于术后 3、6、

12、24、48、72和 168 h被处死。

1.2 仪器及试剂

白藜醇芦（哈尔滨蓝天生物科技有限公司）使用

前用生理盐水稀释为 2%，磷酸化 JAK2多克隆抗

体、磷酸化 STAT3多克隆抗体、Bcl-XL多克隆抗体、

Caspase-3多克隆抗体购于美国 Assay Kits公司，罗

氏 TUNEL试剂盒、二氨基联苯胺（Diaminobenzidine，

DAB）试剂盒、增强化学发光法（enhanced chemilu-

minescence，ECL）试剂盒购于北京嘉美生物公司，免

疫组织化学试剂盒 [辣根过氧化物酶（horseradish

peroxidase，HRP）标记]购于武汉贝茵莱生物科技有

限公司，脑立体定位仪（上海玉研科学仪器公司）。

1.3 动物模型的制备及给药

所用大鼠用戊巴比妥（40 mg/kg）腹腔注射麻

醉，固定大鼠于立体定位仪上，剪去大鼠头部毛发，

碘伏消毒，矢状正中切开头皮，暴露顶部，利用立体

定位仪调整大鼠头部，使其前囟与后囟在同一平面，

前囟中心作为原点，于前囟前 0.2 mm，中线左旁开

3.0 mm处，用牙科钻钻透颅骨，温水加热大鼠尾 5 min

后距尾离心端 3cm处剪断鼠尾，微量进样器抽取未

抗凝血 50μl，沿颅骨孔进针深度 5 mm至尾状核处，

缓慢注射 10μl，停针 5 min，然后缓慢注射 40μl，停

针 5 min，再退针 2 mm，停针 5 min，最后缓慢将针头

全部退出，骨蜡封闭颅骨孔，缝合头皮，碘伏消毒，无

菌纱布包扎尾断端，放回笼内[11]。以上操作遵守无菌

原则，严格依照国际模型构建大鼠损伤模型，治疗组

与对照组自体血注射的部位及量一致。模型制作成功

标准：大鼠苏醒后，出现对侧肢体肌力减弱、下肢瘫

痪或下肢向右侧打转等，存活至实验规定时间。假手

术组只参与手术过程，不注射自体动脉血。大鼠清醒

后，进行 Longa评分[12]，0分、4分及术后死亡的大鼠

剔除掉，并随机补充。大鼠按实验要求进行分组，治疗

组于术后腹腔注射白藜芦醇，剂量为 50 mg/（kg·d），

白藜芦醇注射的方式及剂量参考周杰等 [13]的文献，

该剂量的白藜芦醇可达到实验所需的血浆药物浓度

及通过血脑屏障到达脑组织。

1.4 标本及组织切片的制备

在相应的时间用 10%水合氯醛（300 mg/kg）对各

组大鼠进行麻醉，迅速打开大鼠胸腔，生理盐水由左

心室灌注，直到由剪开的右心耳流出的液体由血色

逐渐变为无色为止，随后断头取脑，以针孔为中心取

1.5 cm×1.5 cm×0.3 cm脑组织块，一部分血肿区脑

组织标本留做蛋白印迹使用；一部分血肿区脑组织

the treatment group ( < 0.05). Conclusions The anti-apoptosis effect of resveratrol is to promote the phosphoryla原
tion of Stat3 and JAK2, and thus to increase the expression of Bcl-xl and reduce the expression of caspase-3.

Keywords: cerebral hemorrhage; p-JAK2; p-Stat3; Bcl-xl; caspase-3; resveratrol
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A：大鼠脑出血后 24 h血肿周围组织细胞 P-JAK2染色，胞浆呈

黄色；B：大鼠脑出血后 24 h血肿周围组织细胞 P-STAT3染色，胞浆

与胞核呈棕黄色；C：大鼠脑出血后 24 h血肿周围组织细胞 Bcl-XL染

色，胞浆呈棕黄色；D：大鼠脑出血后 24 h血肿周围组织细胞 Caspase-

3染色，胞浆呈棕黄色

图 1 大鼠脑出血后 24 h对照组 P-JAK2、P-STAT3、

Bcl-XL、Caspase-3蛋白免疫组织化学结果

（DAB染色×400）

A B

C D

标本制作成厚度为 2.50μm石蜡，用于原位末端标

记法检测凋亡细胞及免疫组织化学法。

1.5 免疫组织化学技术

Poly-Lysine在 60℃烤箱中 45 min防脱片处理，

常规脱蜡至水，3%过氧化氢室温孵育，热修复抗原

后，分别加入磷酸化 JAK2多克隆抗体（1∶100）、磷

酸化 STAT3多克隆抗体（1∶100）、Bcl-x单克隆抗

体（1∶100）、Caspase-3多克隆抗体（1∶100）37℃孵

育 1 h，滴加二抗（HRP-羊抗鼠 IgG），以上各步骤均

用 0.01mmol/L pH=7.4 磷酸盐缓冲溶液（phosphate

buffer saline，PBS）冲洗 5 min×3次，苏木素轻度复

染、脱水、透明、中性树胶封片，显微镜观察。设置免

疫组织化学阴性及阳性对照组。

1.6 细胞凋亡的检测

石蜡片经脱氧核糖核酸转移酶及荧光素标记的

脱氧核糖核苷酸液制备的 TUNEL 反应混合液，

37℃下孵育 1 h，滴加辣根过氧化物酶标记的抗荧光

素抗体，37℃下孵育 1 h，各步骤用 PBS漂洗 5 min×

3次。拍照后再用苏木素复染、冲洗、脱水、透明、中

性树胶封片。加一滴甘油在视野下，光学显微镜观

察凋亡细胞并拍照。

1.7 蛋白印迹技术

低温环境下将组织裂解，4℃、12 000 r/mim 离

心 20 min，吸取上清液，弃沉淀。二喹啉甲酸（bicin-

choninic acid，BCA）法测量总蛋白量，变性及还原蛋

白样本。使用明确表达目的蛋白作为阳性对照，使

用蛋白甘油醛 -3- 磷酸脱氢酶（glyceraldehyde-3-

phosphate dehydrogenase，GAPDH）作为内参对照。上

样与电泳后转移到聚偏二氟乙烯（polyvinylidene

fluoride，PVDF）膜上，5%牛血清蛋白（bovine serum

albumin，BSA）封闭液封闭膜，一抗孵育（1∶1 000稀

释），二抗孵育（1∶2 000稀释），室温 1～2 h，摇动，

ECL法染色，拍照分析。

1.8 结果分析

光学显微镜下，DAB染色，阳性细胞成棕黄色或

褐色。根据凋亡细胞分布情况，在 400倍光镜下每组

切片拍摄 5个阳性视野，每个视野计数 200个细胞，

以平均凋亡细胞数所占百分比作为凋亡指数。

1.9 统计学方法

采用 SPSS 19.0软件及 Graphpad Prism 5.0软

件进行数据分析，计量资料以均数±标准差（x±s）

表示，蛋白印迹的灰度值采用 Image J软件分析，结

果用目的蛋白的灰度值与内参蛋白灰度值的比表

示，实验中的所有数据采用重复测量资料的方差分

析方法， <0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 术后血肿周围组织免疫组织化学结果

免疫组织化学结果显示，大鼠脑出血术后 24 h，

JAK2蛋白已磷酸化为 P-JAK2蛋白，在细胞浆表达；

STAT-3蛋白已磷酸化 P-STAT3蛋白，在细胞浆与细

胞核均有表达；Bcl-XL蛋白、Caspase-3蛋白只在细

胞浆中表达。大鼠脑出血后 24 h血肿周围组织细胞

中 P-JAK2、P-STAT3、Bcl-XL 及 Caspase-3 蛋白表

达的位置见图 1。

2.2 术后血肿周围组织细胞凋亡检测

大鼠脑出血术后 6 h，血肿周围组织中已出现凋

亡细胞，细胞凋亡后染色质边聚，细胞核固缩，染成

棕黄色，苏木素复染后正常的细胞核为蓝色。从图 2

中可以看出正常细胞与凋亡细胞的差异。

大鼠脑出血术后，在对照组与治疗组中，血肿周

围组织细胞凋亡指数呈先升高后降低的走势，3 h开

始出现凋亡细胞，24 h达峰值，168 h后仍有细胞凋

亡出现，在术后的各个时间，治疗组的凋亡指数低于
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细箭头示细胞核固缩，染成棕黄色；粗箭头示正常的细胞核为蓝色

图 2 术后 6 h凋亡细胞 TUNEL染色 （×400）

图 4 3组中 P-JAK2、P-STAT3、Bcl-XL和 Caspase-3蛋白的表达

对照组，假手术组中血肿周围组织细胞凋亡指数不

因时间的变化而改变，在各个时间均低于对照组与

治疗组。见图 3。

2.3 术后血肿周围组织 P-JAK2、P-STAT3、Bcl-

XL、Caspase-3蛋白表达

蛋白印迹结果显示，假手术组中 P-JAK2、P-

STAT3、Bcl-XL及 Caspase-3蛋白只有少量表达，对

照组与治疗组中上述 4 种蛋白在术后各个时间均

出现明显表达。见图 4。

术后 P-JAK2、P-STAT3、Bcl-XL 及 Caspase-3

蛋白的相对灰度值随着时间的变化出现先增加后

减少的结果，3 h开始表达，24 h达高峰，168 h仍有

表达，治疗组中 P-JAK2、P-STAT3和 Bcl-XL蛋白各

个时间的相对灰度值高于对照组（见图 5A～C），治

疗组各个时间的 Caspase-3蛋白相对灰度值低于对

照组（见图 5D）。上述４种蛋白在假手术组中也有

表达，但相对灰度值不随时间的变化而变化，无峰值

治疗组 /h对照组 /h

P-JAK2

GAPDH

3 6 12 24 48 72 168假手术组 3 6 12 24 48 72 168

P-STAT3

GAPDH

3 6 12 24 48 72 168假手术组 3 6 12 24 48 72 168

Bcl-XL

GAPDH

3 6 12 24 48 72 168假手术组 3 6 12 24 48 72 168

治疗组 /h对照组 /h

治疗组 /h对照组 /h

Caspase-3

GAPDH

3 6 12 24 48 72 168假手术组 3 6 12 24 48 72 168

治疗组 /h对照组 /h

1）对照组与假手术组比较， <0.01；2）对照组与治疗组比较， <0.01；

3）治疗组与假手术组比较， <0.05；4）治疗组与假手术组比较， <0.01；

5）对照组与治疗组比较， <0.05

时间 /h

治疗组 对照组 假手术组40

30

20

10

0
3 6 12 24 48 72 168

5）

1）

1）

1）

1）

1）

1）

3）

2）

2）

2）

2）

2）

2）

4）

4）

4）

4）

3）
3）

4）

图 3 对照组、治疗组与假手术组不同

时间血肿周围细胞凋亡指数比较
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存在，且在各个时间均低于治疗组与对照组（见图 5A～D）。

3 讨论

JAK/STAT信号通路是一条由细胞因子刺激的

信号转导通路，使细胞外的化学信号跨越细胞膜并

将信息传送到细胞核内 DNA的基因启动子上，最终

引起细胞中 DNA转录与活性水平发生改变，是除第

二信使外最重要的信号传导途径[14-17]。细胞的增殖、

分化、凋亡、免疫调节等过程，都有该途径的参加。

大鼠在脑出血后，血肿周围组织细胞出现凋亡，并出

现 P-JAK2、P-STAT3、Bcl-XL、Caspase-3 蛋白的异

常表达。实验中用上述 4种蛋白的灰度值与 GADPH

蛋白灰度值之比（相对灰度值）来代表 P-JAK2、P-

STAT3、Bcl-XL、Caspase-3蛋白的相对表达量，随着

脑出血后时间的推移，P-JAK2、P-STAT3、Bcl-XL、

Caspase-3蛋白逐渐升高，24 h达峰值，免疫组织化学

结果也证实在术后 24 h血肿周围组织细胞有上述

4种蛋白的表达，而且术后细胞凋亡指数亦随着时间

的推移而逐渐升高，在24 h时达峰值，说明大鼠脑出

血后细胞出现凋亡的数量 - 时间关系与 P-JAK2、

P-STAT3、Bcl-XL、Caspase-3 4 种蛋白的表达量 -

时间关系密切相关。Diaz等[18]学者在研究通过药物

来他替尼阻断 JAK/STAT 信号转导通路抑制霍奇

金淋巴瘤的增殖并诱导其细胞凋亡的实验中，证实

阻断 JAK/STAT信号转导通路后，磷酸化的 JAK2与

STAT3蛋白表达降低，Bcl-XL蛋白表达减少，细胞

出现凋亡。Diaz等[18]学者证明 JAK2/STAT3信号转导

通路参与细胞凋亡过程。已有研究证明，细胞凋亡

时Caspase-3蛋白表达增多，Caspase-3蛋白具有促

进细胞凋亡的作用，Bcl-XL蛋白是 Bcl-2蛋白家族

中的一员，具有抑制细胞凋亡的作用[19]。本实验治疗

组经白藜芦醇处理后，在术后的各个时间，P-JAK2、

P-STAT3 和 Bcl-XL 蛋白的表达量高于对照组，

Caspasae-3蛋白表达量低于对照组，而假手术组中

上述 4种蛋白仅有少量表达，且不随时间的变化而

A：3组中不同时间 P-JAK2蛋白相对灰度值比较；B：3组中不同时间 P-STAT3蛋白相对灰度值比较；C：3组中不同时间 Bcl-XL蛋白相对

灰度值比较；D：3组中不同时间 Caspase-3蛋白相对灰度值比较。1） <0.05；2） <0.01

图 5 3组中 P-JAK2、P-STAT3、Bcl-XL和 Caspase-3蛋白不同时间的相对灰度值比较
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变化，在各个时间均低于治疗组与对照组，推测白

藜芦醇抗凋亡的作用是通过促进 JAK2、STAT3的磷

酸化，进而上调 Bcl-XL蛋白的表达，降低 Caspase-3

蛋白的表达来保护细胞，抑制细胞的凋亡，但是其中

的具体机制还有待进一步研究。

通过使用 TUNEL检测方法，发现大鼠脑出血后

有细胞凋亡的现象，与对照组比较，白藜芦醇治疗组

可以减少凋亡细胞的数量，通过实验数据可知，随着

大鼠脑出血后时间的推移，术后 24 h白藜芦醇的实

验效果最明显，考虑其中的一个原因是脑出血后随

着时间的推移，大鼠血脑屏障逐渐被破坏，经腹腔

注射后，白藜芦醇更容易到达血肿周围的组织细胞，

达到更好的治疗效果。实验中治疗组仅给予 50 mg/

（kg·d）甘露醇腹腔注射，若提高白藜芦醇的注射浓

度可能会有更好的效果，但本实验没有做剂量与效

果的相关性研究。

在进行对照组、治疗组、假手术组凋亡指数以及

P-JAK2、P-STAT3、Bcl-XL、Caspase-3 蛋白数据分

析时，本实验所有实验数据采用重复测量资料的方

差分析，不仅检验组内时间因素，也检验组间因素，

差异有统计学意义。证明在进行凋亡指数测量时，各

个时间的凋亡指数比较差异有统计学意义，同时对

照组、治疗组与假手术组的凋亡指数比较差异有统

计学意义，同样方法得到 P-JAK2、P-STAT3、Bcl-XL、

Caspase-3蛋白在不同时间的表达不同，在不同组之

间表达也不相同，该统计学方法使实验数据更有说

服力，进一步证明白藜芦醇的治疗作用。在进行目

的蛋白表达量的比较时，用目的蛋白灰度值与内参

蛋白灰度值相比的方法进行目的蛋白的定量分析，

也使实验数据更有说服力。

总而言之，白藜芦醇具有保护神经细胞，降低

细胞凋亡的作用，通过促进 JAK2、STAT3蛋白的磷酸

化，进而上调 Bcl-XL 蛋白的表达，降低 Caspase-3

蛋白的表达来达到治疗效果。对于 JAK/STAT信号

转导通路如何影响 Bcl-XL及 Caspase-3 蛋白的表

达的具体机制还有待进一步研究。影响细胞凋亡的

因素很多，白藜芦醇的药理作用也很多，对于白藜芦

醇影响细胞凋亡的具体机制还需要从更多方面进行

研究。
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