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【摘要】 目的探讨白藜芦醇改善失血性休克肠损伤的作用机制。方法SPF级雄性sD大鼠64只，
按随机数字表法分为假手术组(Sham组，麻醉后仅行动静脉置管术)、失血性休克模型组(模型组，大鼠麻醉

后行动静脉置管术，休克后给予0．3 mL溶剂)、白藜芦醇组(大鼠麻醉后行动静脉置管术，休克后给予白藜芦
醇15 m∥kg)、超氧化物歧化酶2(SOD：)特异性抑制剂(2一ME)组(在白藜芦醇组基础上加用2一ME，浓度为
0．1 mmoUL)。采用股动脉放血的方法复制大鼠失血性休克模型。大鼠给药后分成两批，一批用以观察各组
24 h存活率和存活时间；另一批在休克2 h后取血测定血清D一乳酸含量，取小肠组织观察病理学改变和Chiu

评分，并比较小肠组织紧密连接蛋白Oceludin、Claudin、ZO一1的蛋白表达水平和氧化应激相关指标SOD，活性
及还原型谷胱甘肽(GSH)、氧化型谷胱甘肽(GSSG)、丙二醛(MDA)含量的差异。结果与Sham组比较，模型

组大鼠存活率、SOD，活性、GSH、GSH／GSSG均降低，生存时间缩短，D一乳酸、Chiu评分和MDA含量均明显升
高，小肠组织紧密连接蛋白表达减少。与模型组比较，白藜芦醇组大鼠存活率明显升高[75．0％(6／8)比37．5％

(3／8)]，生存时间显著延长(h：21．0±4．3比lO．4±5．8，P<O，05)，血D一乳酸含量、小肠组织病理评分明显降低

[D一乳酸(“班)：380．18±70．59比500．88±97．53，Chiu评分(分)：1．75±0．71比4．00±0．53，均P<O．05]，紧
密连接蛋白表达、SOD，活性、GSH和GSH／GSSG明显升高[Oecludin蛋白(灰度值)：0．89±0．10比0．43±0．07，
Claudin蛋白(灰度值)：0．78±0．06比0．33±0．05，ZO一1蛋白(灰度值)：0．83±0．06比0．34±0．07，SOD，(kU／L)：

0．85±0．12比0．51±0．11，GSH(I-tmol／L)：7．25±1．01比3．86±0．54，GSH／GSSG：6．39±1．14比l-56±0．25，均

P<0．05]，MDA显著降低(ng／g：5．00±1．31比8．63±0．92，P<0．05 o与白藜芦醇组比较，2一ME组大鼠存活率

明显降低[50．0％(4／8)比75．O％(6／8)]，生存时间再度缩短(h：12．2±5．7比21．0±4．3，P<0．05)，D一乳酸含量

增加(”∥L：463．88±60．16比380．18±70．59)和Chiu评分评分升高(分：3．13±0．99比1．75±0．71，P<O．05)，
紧密蛋白表达降低[Occludin蛋白(灰度值)：0．55±0．04比0．89±0．10，Claudin蛋白(灰度值)：0．38±0．05比

0．78±0．06，ZO一1蛋白(灰度值)：0．41±0．04比0．83±0．06，均P<0．05]，SOD，活性、GSH、GSH／GSSG下降
【SOD，活性(kU／L)：0．58±0．13比0．85±0．12，GSH(p。mol／L)：4．49±0．52比7．25±1．01，GSH／GSSG：1．57±0．39

比6．39±1．14]，MDA含量增加(ng／g：6．25±1．04比5．00±1．31，P<0．05 o Sham组小肠组织基本正常未见明

显病理学改变；模型组小肠上皮绒毛倒塌，黏膜屏障破坏明显；自藜芦醇组小肠绒毛和小肠屏障的破坏明显
减轻；2-ME组病理学改变较白藜芦醇组明显。结论 白藜芦醇能改善失血性休克大鼠的肠屏障损伤，其机制

可能与激活SOD：有关。
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[Abstract] Objective To explore the protective effect of resveratrol(RSV)on intestine barrier injury induced

by hemorrhagic shock and its mechanism in rats． Methods According to random number table method．sixtv—four

SPF grade male Sprague-Dawley(SD)rats were divided into four groups：Sham operation group(only the catheters were

indwelled in arterial and venous passages after anesthesia)，hemorrhagic shock model group fmodel group，the catheters

were indwelled in arterial and venous passages after anesthesia，and 0．3 mL solvent was administrated after hemorrhagic

shock)．RSV group(the catheters were indwelled in arterial and venous passages after anesthesia，15 mg／kg RSV was

administered after hemorrhagic shock)，superoxide dismutase 2(SOD，)specific inhibitor，2-Methoxyoestradiolf2一ME)

group on the basic treatment of RSV group．0．1 mmol／L 2一ME was administered)．The hemorrhagic shock model was

reproduced by femoral artery bleeding．After drug administration．all rats were divided into two parts．0ne part was used

for observations on 24一hour survival rate and survival time，while in the other part，2 hours after the hemorrhagic shock，

the blood was collected for determination of the content of serum D—lactic acid，and afterward the rats were executed to

obtain small intestine tissues for the examination of histopathological changes and Chiu’s score．Moreover，differences of

expression levels of tight junction proteins fOccludin，Claudin，ZO一1)of small intestine tissue and the oxidative stress

related indexes SOD，activity and reduced glutathione(GSH)，oxidized glutathione(GSSH)，malonaldehyde fMDA)
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contents were compared among the groups． Results Compared with the sham group。the model group demonstrated

decreased suEvival rate，SOD，activity，GSH content、GSH／GSSH ratio、reduced survival time，significantly increased

serum D—lactic acid activity，Chiu’s score and MDA content，and decreased expressions of tight iunction proteins

in small intestine tissue．Compared with model group．the RSV group showed significant increased survival rate

[75．0％(6／8)vs．37．5％f3／8)】and prolonged survival time fhours：21．0±4．3 vs．10．4±5．8，P<0．05)，significantly
decreased seYnm D—lactic acid(“g，L：380．18±70．59 vs．500．88±97．53)and Cbiu。s score(1．75±0。71 vs．4．00±0．53)
in small intestine(both P<0．05)，obviously increased expressions of tight iunction proteins，SOD，activity，GSH and

GSH／GSSG『Occludin(gray value)：0．89±0．1 0 vs．0．43±0．77，Claudin(gray value)：0．78±0．06 vs．0．33±0．05，Z0—1

(gray value)：0．83±0．06vs．0．34±O．07，a11P<0．05]，andthe elevated SOD，activity(kU／L：0．85±0．12 vs．0．51±0．11，

尸<0．05]，as well as increased GSH content and GSH／GSSG ratio『GSH(rmaol／L)：7．25±1．01 vs．3．86±0．54，

GSH／GSSG：6．39±1．14 vs．1．56±0．25，both P<0．051 in the small intestine，and markedly reduced MDA content

(ng／g：5．00±1．31 vs．8．63±0．92，P<0．05)．Compared with RSV group，the 2一ME group demonstrated significantly

decreased survival rate『50．0％(4／8)vs．75．0％(6／8)1 and further shorter survival time hours：12．2±5．7 VS．21．0±4．3)，

inoreased serum D—lactic acid@g／L：463．88±60．16 vs．380．18±70．59)，obviously elevated Chiu’s score(3．13±0．99

vs．1．75±0．7l，P<0．05)，decreased expressions of tight iunction proteins fOccludin(gray value)：0．55±0．04 vs．

0．89±0．10，Claudin(gray value)：0．38±0．05 vs．0．78±0．06，ZO一1(gray value)：0．41±0．04 vs．0．83±0．06，aU

尸<0．051；moreover，the activity of SOD，，GSH content，GSH／GSSG ratio were greatly reduced『SOD，activity(kU／L)：
0．58±0．13 vs．0．85±0．12，GSH fp。mol／L)：4．49±0．52 vs．7．25±1．01．GSH／GSSG：1．57±O．39 vs．6．39±1．14，all P<

0．05]，and increased MDA content fng]g：6。25±1．04 vs．5．00±1．31，P<0．05)．The small intestine tissue was basically

noEInal in Sham group．and no significant pathological changes were seen；in the model group．the small intestine

epithelial microvilli were collapsed and the mucosal barrier was destroyed obviously；in the RSV group the damages

of small intestine microvilli and barrier were markedly alleviated；in 2一ME group the pathological changes were more

evident compared with those in the RSV group． Conclusion RSV can ireprove intestinal barrier iniury following

hemorrhagic shock in rats；its mechanism may be related to SOD，activation．

[Key wordsl Resveratrol； Superoxide dismutase 2；Hemorrhagic shock；Intestinal barrier；Tight junction

protem

急性肠损伤是失血I生休克再灌注后的主要并发

症之一，其发病机制尚未完全明确且缺乏特异性的

作用靶点¨’2j。有研究表明，肠屏障细胞的紧密连

接对于维持肠道正常生理功能起关键作用，肠屏障

功能的破坏可加重多器官损伤‘3 J。已知白藜芦醇

可通过激活超氧化物歧化酶2(SOD，)减轻失血性

休克后的肠损伤，但具体机制尚未完全明确¨J。本

研究旨在探讨白藜芦醇激活SOD：减少肠屏障损伤

的作用机制，报告如下。

1材料与方法

1．1实验分组和失血性休克动物模型的复制：选

择6。8周龄SPF级雄性SD大鼠64只，体质量

200—220 g，购自南方医科大学实验动物中心，动物
合格证号：SCXK(粤)2011-0015。将动物按随机

数字表法分为假手术组(Sham组，麻醉后仅行动静

脉置管术)、失血性休克模型组[模型组，大鼠麻醉

后行动静脉置管术，制模后给予0．3 mL溶剂(70％

乙醇、20％丙二醇、10％的NaHCOA白藜芦醇组

[大鼠麻醉后行动静脉置管术，制模后给予白藜芦

醇(购自美国Sigma公司)，给药剂量15 mg／kg¨j]、
SOD，特异性抑制剂(2-ME)组(在白藜芦醇组基础

上加用2-ME，浓度为0．1 mmol／L_51)。参照文献[4]

采用股动脉放血的方法复制大鼠失血I生休克模型。

本研究中动物处置方法符合动物伦理学标准。

1．2观察指标及方法

1．2．1存活率和存活时间：给药后每组取8只大

鼠观察24 h存活率和存活时间，以大鼠停止呼吸

1 min或满24 h为终点。

1．2．2 D一乳酸含量测定：每组取8只大鼠分离血

清，用酶联免疫吸附试验(ELISA)测定D一乳酸含

量，试剂盒购自武汉华美生物工程有限公司。

1．2．3小肠组织病理学观察和Chiu评分：取部分

小肠组织，用4％多聚甲醛水溶液固定，参照文献

[6]的方法，病理切片后行苏木素一伊红(HE)染色，

显微镜下观察小肠组织病理学改变，并行Chiu评分

评价回肠黏膜损伤程度。

1．2．4蛋白质免疫印迹试验(Western Blot)测定小

肠组织紧密连接蛋白Occludin、Claudin、ZO一1的蛋

白表达：取回盲部小肠组织，提取蛋白行凝胶电泳，

经转膜、脱脂奶粉封闭、加目的蛋白抗体和辣根过

氧化物酶(HRP)标记的二抗等后，用图像分析系统

测定灰度值，以目的蛋白与内参照3一磷酸甘油醛脱

氢酶(GAPDH)的灰度值比值表示目的蛋白表达量。

1．2．5小肠组织氧化应激相关指标超氧化物歧化

酶2(SOD：)活性和还原型谷胱甘肽(GSH)、氧化

型谷胱甘肽(GSSG)、丙二醛(MDA)含量测定：用

M5酶标仪检测小肠组织SOD，活性及GSH、GSSG、

MDA含量，操作按试剂盒说明书进行，SOD，活性

测定试剂盒购自日本东京同仁公司，GSH、GSSG、

MDA测定试剂盒购自上海碧云天生物技术有限公

司，各处理组SOD，活性以其与Sham组的比值表示。

1．3统计学处理：使用SPSS 20．0统计软件处理
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数据，符合正态分布的计量资料以均数±标准差

(夏±s)表示，组问比较用单因素方差分析，方差不齐

用Dunnetts检验，P<0．05为差异有统计学意义。

2结果

2．1各组大鼠存活率和存活时间比较(表1)：模型

组大鼠存活率较Sham组明显降低，存活时间明显

缩短；白藜芦醇组大鼠存活率较模型组明显升高，

存活时间较模型组明显延长；2-ME组存活率较白

藜芦醇组明显降低，存活时间较白藜芦醇组明显缩

短(均P<0．05 o说明白藜芦醇能提高失血性休克

大鼠的24 h存活率，延长存活时间。

表1各组大鼠存活率、存活时间和血清D一乳酸水平
及小肠组织Chiu评分比较(x±S)

孛只剐 动物数24h存活率存活时间 骖。虢酸- Chiu评努蝴。 帜) [％(只)] (h) Il||蘸黟 (分x

Sham组 8 100．0(8)24．0±0．0 176．88±17．67 0．88±0．64

模型组 8 37．5(3)8 10．4±5．8
8

500．88±97．53
8

4．00±0．53
8

白藜芦醇组8 75．0(6)“21．0±4．3”380．18±70．59“1．75±0．71“

2-ME组8 50．0(4)“L2_2±5．7”463．88±60．16”3．13±0．99”

注：与Sham组比较，ap<O．05；与模型组比较．bp<O．05；与白藜

芦醇组比较，。P<0．05

2．2各组大鼠血清D一乳酸水平比较(表1)：模型

组血清D一乳酸水平较Sham组明显升高，白藜芦醇

组D一乳酸水平均较模型组明显降低，2-ME组较白

藜芦醇组明显升高(均P<o．05 o

2．3各组大鼠小肠组织病理学观察及Chiu评分比

较(图1；表1)：Sham组小肠组织基本正常未见明

显病理学改变；模型组小肠上皮绒毛倒塌，黏膜屏

障破坏明显，Chiu评分较Sham组明显升高(P<

0．05)；白藜芦醇组小肠绒毛和小肠屏障的破坏明显

减轻，Chiu评分较模型组明显降低；2-ME组病理

学改变较白藜芦醇组明显增加，Chiu评分较白藜芦

醇组升高(P<0．05 o

一一
图1制模后各组大鼠小肠组织病理学变化

(1iE染色低倍放大)

2．4各组大鼠小肠组织紧密连接蛋白Occludin、

Claudin、ZO一1的蛋白表达水平比较(表2；图2)：

模型组小肠组织Occludin、Claudin、ZO一1的蛋白表

达水平均较Sham组明显降低(P<0．05)，白藜芦醇

组蛋白表达水平均较模型组升高(P<0．05)，说明白

藜芦醇处理后一定程度上恢复了上述紧密连接蛋白

的含量；2一ME组上述指标的表达水平较白藜芦醇

明显降低(P<0．05)，说明2-ME的添加阻碍了白藜

芦醇对紧密连接蛋白的保护作用。

表2各组大鼠小肠组织紧密连接蛋白Occludin、Claudin、
ZO一1的蛋白表达水平比较(i±S)

攀组别j蒸螫擎__专iji望堡雩登萋警警掣．_；__÷≤i：誊≯

注：与Sham组比较，aP<O．05；与模型组比较，6P<0．05；与白藜
芦醇组比较，‘P<0．05

Sham组 模型组 白藜芦醇组 2一ME组

ZO一1———-·．，·_一
Claudin-1●■I●■◆一-
Occludill●—●··●-●—●
GAPDH—■■——， 一一

图2 Western Blot检测各组大鼠小肠组织
紧密连接蛋白的蛋白表达水平

2．5各组大鼠小肠组织氧化应激指标SOD，活性和

GSH、GSH／GSSG、MDA含量比较(表3)：模型组小

肠组织SOD，活性和GSH含量以及GSH／GSSG均较

Sham组明显降低(均P<0．05)，MDA含量较Sham

组升高(P<0．05)，白藜芦醇组SOD，活性和GSH含

量以及GSH／GSSG均较模型组明显升高，MDA含量

较模型组明显降低，2-ME组SOD，活性和GSH含

量以及GSH／GSSG均较白藜芦醇组明显降低，MDA

含量较白藜芦醇组升高(均P<0．05 o

表3各组大鼠小肠组织SOD：活性
和GSH、GSH／GSSG、MDA含量比较(i±S)

渤赣笋镒器 盔G蒯SH j
GSmGSSG

j爹M茹D渺A j。

Sham组

模型组

白藜芦醇组

2一ME组

1．00±0．18 8．79±0．60 15．71±4．96 3．38±O．74

O．51±0．11
8

3．86±O．54
8

1．56±O．23
8

8．63±0．92
8

0．85±0．12
ab

7．25±1．01
ah

6t39±1．14
ab

5．0011．31
ab

O．58±0．13”4．49±0．52”1．57±0．39”6．25±1．04”

注：与Sham组比较，ap<0．05；与模型组比较，bp<O．05；与白藜

芦醇组比较，oP<O．05
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3讨论

肠黏膜具有机械屏障、生物屏障和免疫屏障的

作用"1。失血性休克后，肠道血流量减少，肠黏膜

组织供血供氧不足，组织代谢率升高，耗氧量增加，

使肠黏膜组织缺氧，肠上皮细胞内酸中毒，三磷酸腺

苷(ATP)合成减少，继而引起线粒体功能障碍，而再

灌注治疗后进一步加剧了这些过程№J。SOD是清

除超氧阴离子自由基损伤细胞的重要抗氧化酶旧J，

有SOD，、SOD：、SOD，3种类型，主要依靠位于线粒

体的抗自由基酶SOD，来发挥作用H，6。。本研究证实，

制模后小肠上皮细胞存在明显的病理学损伤。尤其

值得注意的是，肠屏障功能标志物D一乳酸含量显

著增加，SOD，活性降低，采用激活SOD，的药物能

够减轻小肠组织的氧化应激水平和组织损伤；而给

予SOD，活性抑制则出现了相反的结果。结合既往

文献和本研究结果，我们推测SOD，的活性降低促

进了失血|生休克后肠屏障损伤。

肠上皮细胞间紧密连接是维持肠黏膜屏障功

能的基础，包括紧密连接、缝隙连接、桥粒连接等，

其中以紧密连接最为重要o 7。。细胞间紧密连接主

要由紧密连接蛋白组成，包括咬合蛋白Occludin、闭

合蛋白Claudin家族、带状闭合蛋白ZO家族等，在

维持肠黏膜通透性中发挥关键作用。9 J。既往研究

表明，肠道紧密连接蛋白的丢失可加重肠屏障破坏，

促进失血性休克的多器官损伤。10。11 J。本研究证实，

模型组大鼠小肠组织上皮紧密连接蛋白(Occludin、

Claudin、ZO一1)含量明显减少，间接支持失血性休

克后存在广泛肠屏障功能破坏的理论。本研究通过

靶向激活SOD，活性，减少氧化应激，有效恢复紧密

蛋白表达量，提示保护肠紧密连接可能是防止细菌

和各种肠道毒素的一项重要措施，可作为失血性休

克后补救治疗的新选择。

白藜芦醇是一种作用靶点广泛的重要天然植物

多酚【l2。，可通过抗氧化作用治疗多个疾病模型¨3|，

然而白藜芦醇对失血I生休克肠损伤的保护机制尚未

完全明确¨4|。既往研究表明，口服白藜芦醇可在肠

道以白藜芦醇苷的形式吸收¨5|。也有研究报道，白

藜芦醇可通过激活SOD：保护小肠细胞线粒体功能

来减少上皮细胞损伤。4J。然而，白藜芦醇对于肠屏

障的作用尚未见报道。本研究发现，白藜芦醇显著

增加了SOD，的蛋白活性，提示白藜芦醇的抗氧化

作用与激活SOD：有关。表现为给予SOD：抑制剂

2一ME后，白藜芦醇抑制休克后小肠氧化应激和上

调紧密连接蛋白的作用显著降低，这些结果均表明

白藜芦醇对肠道的保护作用与激活SOD：有关。也

有文献报道，白藜芦醇对SOD，的影响可能是源于

对沉默信息调节因子2相关酶1／3的激活，间接激

活SOD，起作用的。16|。本研究显示，白藜芦醇组肠

道紧密连接蛋白的表达水平增加，提示白藜芦醇可

以通过保护小肠上皮细胞和肠道紧密连接的方式保

护肠屏障功能，这为白藜芦醇应用于肠屏障保护提

供了新的依据。本研究也显示，小肠组织SOD，活

性下降和肠紧密连接蛋白表达水平降低促进了失血

性休克后的肠损伤，白藜芦醇可减轻肠损伤和恢复

肠屏障功能，其肠保护作用机制与SOD：激活和紧

密蛋白表达水平恢复有关。

本研究也存在一些不足，如没有观察白藜芦醇

治疗失血性休克大鼠的最佳剂量及肠屏障保护对于

全身炎症反应和远隔器官如肺脏的影响。此外，尚

不明确SOD，和紧密连接蛋白是否存在直接作用关

系，这将是后续的研究方向。
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