
2022 年 11 月

第 32 卷　 第 11 期
中国比较医学杂志

CHINESE
 

JOURNAL
 

OF
 

COMPARATIVE
 

MEDICINE
November,

 

2022
Vol.

 

32　 No.
 

11

王晓宏,孙凯,朴丽,等.
 

白藜芦醇通过 HIF-1α / BNIP3 介导的自噬信号通路促进小鼠缺氧性脑损伤修复
 

[J]. 中国比较医学杂

志,
 

2022,
 

32(11):
 

43-48.
Wang

  

XH,
 

Sun
  

K,
 

Piao
  

L,
 

et
 

al.
 

Protective
 

effect
 

and
 

mechanism
 

of
 

resveratrol
 

on
 

hypoxic
 

brain
 

injury
 

in
 

mice
 

[ J].
 

Chin
 

J
 

Comp
 

Med,
 

2022,
 

32(11):
 

43-48.
doi:

 

10. 3969 / j.issn.1671-7856. 2022. 11. 006

[基金项目]吉林省科技发展计划项目(20210506020ZP);吉林省卫生健康科技能力提升项目(2021JC008);吉林大学第一医院青年发展基

金(第十一届)(JDYY11202011)。
[作者简介]王晓宏(1986—),女,本科,研究方向:临床护理。 E-mail:

 

wxh19861217lw@ 163. com
[通信作者]夏美慧(1981—),女,博士,主治医师,研究方向:缺氧机制研究。 E-mail:

 

xiamh@ jlu. edu. cn

白藜芦醇通过 HIF-1α / BNIP3 介导的自噬信号通路
促进小鼠缺氧性脑损伤修复

王晓宏1,孙　 凯2,朴　 丽1,徐兆宁1,于秀丽1,林佳楠1,周　 莉1,夏美慧1∗

(1.吉林大学第一医院,长春　 130021;2.北大荒集团总医院,哈尔滨　 150088)

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨白藜芦醇通过 HIF-1α / BNIP3 介导的自噬信号通路促进小鼠缺氧性脑损伤修复的作用

机制。 方法　 利用 CQY-1 型小动物缺氧检测系统建立小鼠间歇性缺氧模型。 检测小鼠缺氧耐受时间、呼吸频率和

心率变化。 组织病理学染色检测大鼠脑组织形态学改变。 Western
 

blot 方法检测小鼠脑组织中 HIF-1α、P53、
BNIP3、Beclin

 

1、LC3、P62 的蛋白表达水平。 结果　 与缺氧组比,白藜芦醇能够延长小鼠缺氧耐受时间,增大缺氧

小鼠的呼吸频率,降低缺氧小鼠的心率,缓解海马区脑组织损伤,下调 HIF-1α、P53、Beclin
 

1、LC3 蛋白表达,上调

P62 蛋白表达。 结论　 白藜芦醇下调 HIF-1α / BNIP3 介导的自噬信号通路,达到促进小鼠缺氧性脑损伤修复的作用。
【关键词】 　 缺氧性脑损伤;白藜芦醇;HIF-1α / BNIP3;自噬
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　 　 【Abstract】 　
 

Objective 　 To
 

investigate
 

the
 

effect
 

of
 

resveratrol
 

on
 

the
 

repair
 

of
 

hypoxic
 

brain
 

injury
 

through
 

the
 

HIF-1α / BNIP3-mediated
 

autophagy
 

signaling
 

pathway
 

in
 

mice.
 

Methods 　 A
 

mouse
 

model
 

of
 

intermittent
 

hypoxia
 

was
 

established
 

using
 

the
 

CQY-1
 

small
 

animal
 

hypoxia
 

detection
 

system.
 

The
 

hypoxia
 

tolerance
 

time,
 

respiratory
 

rate,
 

and
 

heart
 

rate
 

changes
 

of
 

the
 

mice
 

were
 

detected.
 

Histopathological
 

staining
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

morphological
 

changes
 

to
 

the
 

mice
 

brain.
 

Western
 

blot
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

HIF-1α,
 

P53,
 

BNIP3,
 

Beclin
 

1,
 

LC3
 

and
 

P62
 

in
 

mice
 

brain
 

tissue.
 

Results　 Compared
 

with
 

the
 

findings
 

in
 

the
 

hypoxia
 

group,
 

resveratrol
 

prolonged
 

the
 

hypoxia
 

tolerance
 

time;
 

increased
 

the
 

respiratory
 

rate
 

and
 

reduced
 

the
 

heart
 

rate
 

of
 

hypoxic
 

mice;
 

alleviate
 

brain
 

tissue
 

damage
 

in
 

the
 

hippocampus;
 

down-regulated
 

HIF-1α,
 

P53,
 

Beclin
 

1
 

and
 

LC3
 

protein
 

expression;
 

and
 

up-regulated
 

P62
 

protein
 

expression.
 

Conclusions 　 Resveratrol
 

down-regulates
 

HIF-1α / BNIP3-mediated
 

autophagy
 

signaling
 

pathway
 

gene
 

expression
 

to
 

promote
 

the
 

repair
 

of
 

hypoxic
 

brain
 

injury
 

in
 

mice.
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　 　 临床上,缺氧是多种疾病导致组织病理改变的

共同始发因素,而脑组织是机体对缺氧最为敏感的

靶器官,在缺氧环境中很容易受到“伤害” [1] 。 脑缺

氧损伤过程中,缺氧诱导因子 HIF-1α 起到关键的作

用[2] 。 BNIP3 作为缺氧诱导因子 HIF-1α 下游直接

的靶分子,在缺氧状态下同样可以被诱导表达上

调[3] 。 近年来的研究显示,BNIP3 在调控自噬体-
 

溶酶体融合过程中发挥了关键作用[4] 。 还有报道

显示,BNIP3 是线粒体自噬途径中的受体,可以直接

与 LC3 相结合并诱导细胞自噬的发生[5] 。 白藜芦

醇(resveratrol,Re)具有抗炎、抗氧化、抗癌、心血管

保护等多种功能[6-8] 。 虽然有足够的证据表明白藜

芦醇在许多相关的功能和途径中发挥作用,但白藜

芦醇对缺氧暴露引起的脑损伤的作用机制还需要

进一步的探索。 本研究旨在研究白藜芦醇对小鼠

间接性缺氧导致的脑损伤的保护作用机制,为临床

治疗缺氧性脑损伤提供理论依据。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

　 　 20 只 SPF 级 BALB / c 小鼠,雄性,8 周龄,体重

20 ~ 22
 

g,购自长春市亿斯实验动物技术有限责任

公司[SCXK(吉)2020-0002]。 随机数字法将 20 只

BALB / c 小鼠分为对照组(Con)、缺氧组(Hypoxia)、
白藜 芦 醇 组 ( Re )、 缺 氧 + 白 藜 芦 醇 组 ( Re +
Hypoxia),每组 5 只,用于研究白藜芦醇对小鼠缺养

性脑损伤作用机制研究。 所有小鼠在建模前均适

应性常规喂饲 1 周,屏障环境设施中每天 07:00 ~
19:00 定时光照,昼夜规律。 依据预实验结果,白藜

芦醇组小鼠每日缺氧前 1
 

h 尾静脉注射 25
 

mg / kg
白藜芦醇溶液。 本研究经吉林大学基础医学院实

验动物福利伦理委员会批准 (( 2021 年) 研审第

(197)号),在吉林大学大学基础医学院动物实验中

心屏障动物实验设施进行[SYXK(吉)2018-0001]。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 白藜芦醇购自北京索莱宝科技有限公司(中

国);HIF-1α、P53、BNIP3、LC3、Beclin
 

1、P62、β-actin
一抗购自 Cell

 

signaling
 

technology 公司(美国);二抗

购自碧云天生物公司(中国)。 CQY-1 型小动物缺

氧检测系统购自中国成都仪器厂。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 小鼠间歇性缺氧模型的建立

　 　 利用 CQY-1 型小动物缺氧检测系统,将小鼠置

于缺氧瓶内,封闭好后,连接仪器,打开监测程序。
初始氧含量为 21. 21%,当氧含量降至 15%时,将小

鼠取出,连续进行 7
 

d。
1. 3. 2　 指标检测

　 　 (1)小鼠缺氧耐受时间。 记录每组小鼠从初始

氧含量 21. 21%降至 15%时所需的时间。
(2)小鼠呼吸频率。 利用软件计算小鼠瞬时呼

吸频率。
(3)小鼠心率。 利用软件计算小鼠瞬时心率。

1. 3. 3　 脑组织 HE 染色

　 　 实验结束后,二氧化碳吸入法对小鼠实施安乐

死,迅速分离脑组织,福尔马林固定,石蜡包埋切

片,HE 染色,显微镜下观察小鼠脑组织海马区病理

情况。
1. 3. 4　 Western

 

blot
　 　 取脑组织,RIPA 裂解液裂解脑组织。 测定蛋白

浓度后煮沸变性,SDS-PAGE 进行分离。 湿法转膜

120
 

V,30 min。 一抗、二抗孵育后使用 Syngene
 

Bio
 

Imaging
 

ECL 发光成像系统检测蛋白表达检测和观

察分析。
1. 4　 统计学方法

　 　 数据采用 SPSS
 

25. 0
 

软件处理。 计量资料用平

均数±标准差( 􀭰x±s)表示。 本研究中的所有测量值

均表示为至少 3 个独立实验的平均值。 使用

Student’s
 

t 检验或方差分析对组比较结果进行分

析。 如果 P<0. 05,所有差异均具有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 白藜芦醇对小鼠体重的影响

　 　 以缺氧 7
 

d 建立的小鼠间歇性缺氧模型开展实

验。 动物分组为:对照组、缺氧组、白藜芦醇组、缺
氧+白藜芦醇组。 比较各组小鼠体重差异,结果如

图 1 显示,与缺氧组相比,缺氧+白藜芦醇组小鼠的

体重有所上升,提示白藜芦醇可能具有保护作用。
2. 2　 小鼠缺氧耐受时间的比较

　 　 比较缺氧组和缺氧+白藜芦醇组小鼠缺氧耐受

能力。 结果如图 2 所示,与缺氧组相比,缺氧+白藜

芦醇组小鼠的缺氧耐受时长明显提高。 这提示,白
藜芦醇可能提高了小鼠脑组织中氧的利用率。
2. 3　 小鼠呼吸频率的变化

　 　 比较缺氧组和缺氧+白藜芦醇组小鼠呼吸频率

的变化。 利用软件分析缺氧组及缺氧+白藜芦醇组

小鼠每次缺氧时呼吸频率的变化。 结果如图 3 所
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示,与缺氧组小鼠相比,缺氧+白藜芦醇组小鼠的呼

吸频率显著降低。
2. 4　 小鼠心率的变化

　 　 比较缺氧组和缺氧+白藜芦醇组小鼠心率的差

异。 结果如图 4 显示,与缺氧组小鼠相比,缺氧+白
藜芦醇组小鼠的心率明显增加。 利用软件进行计

算,缺氧+白藜芦醇组小鼠的平均心率为 333
 

bpm,
明显高于缺氧 7

 

d 小鼠的平均心率为 298
 

bpm,但低

于对照组平均心率为 353
 

bpm。
2. 5　 小鼠脑组织海马区病理学改变

　 　 为了更直观的观察白藜芦醇对小鼠脑组织海

马区的影响。 HE 染色结果比较各组海马区的形

态。 如图 5 所示,与缺氧组相比,缺氧+白藜芦醇组

小鼠的海马区的神经细胞明显增多,且水肿情况得

到显著改善。 神经细胞和胶质细胞间的细胞间隙

明显变小,说明白藜芦醇对小鼠脑组织缺氧性损伤

具有保护作用。
2. 6　 缺氧标志蛋白表达水平

　 　 Western
 

blot 方法检测间歇性缺氧组小鼠缺氧

标志性蛋白 HIF-1α、P53 的表达水平。 检测结果如

图 6 所示,与缺氧组相比,缺氧+白藜芦醇组小鼠脑

组织中的 HIF-1α、P53 的基因表达水平显著降低。
2. 7　 白藜芦醇通过 HIF-1α/ BNIP3 介导的自噬信

号通路促进小鼠缺氧性脑损伤修复的机制

　 　 BNIP3 作为缺氧诱导因子 HIF-1α 下游直接的

靶分子,在缺氧状态下同样可以被诱导表达上调。
近年来的研究显示,BNIP3 在调控自噬体-溶酶体

融合过程中发挥了关键作用 。还有报道显示 ,

图 1　 小鼠体重变化

Figure
 

1　 Body
 

weight
 

of
 

mice

图 2　 小鼠缺氧耐受时间

Figure
 

2　 Hypoxia
 

tolerance
 

time
 

of
 

mice

图 3　 小鼠呼吸频率

Figure
 

3　 The
 

respiratory
 

rate
 

of
 

mice
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BNIP3 是线粒体自噬途径中的受体,可以直接与

LC3 相结合并诱导细胞自噬的发生。
为了分析白藜芦醇对小鼠间接性缺氧导致的

脑损伤的保护作用,采用 Western
 

blot 方法检测间歇

性缺氧对小鼠脑组织中 BNIP3 及其介导的自噬相

关蛋白表达的影响。 检测结果如图 7 和图 8 显示,

与对照组相比,缺氧组中 BNIP3、Beclin
 

1、LC3 表达

水平显著上调。 加入白藜芦醇预处理,上述蛋白表

达明显下调。 与对照组相比,缺氧组中 P62 表达水

平显著下调。 加入白藜芦醇预处理,P62 蛋白表达

明显上调。 这与 BNIP3、Beclin
 

1 等蛋白的作用相一

致 。P62作为自噬受体蛋白,在自噬过程中随着自

图 4　 小鼠心率水平

Figure
 

4　 Heart
 

rate
 

levels
 

of
 

mice

图 5　 小鼠脑组织海马体形态

Figure
 

5　 Morphology
 

of
 

hippocampus
 

of
 

mice
 

brain
 

tissue

图 6　 缺氧小鼠脑组织缺氧标志蛋白表达水平

Figure
 

6　 Expression
 

levels
 

of
 

hypoxia
 

marker
 

proteins
 

in
 

the
 

brain
 

tissue
 

of
 

hypoxic
 

mice
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图 7　 Western
 

blot 方法检测 BNIP3、Beclin
 

1 蛋白表达水平

Figure
 

7　 Western
 

blot
 

analysis
 

of
 

expression
 

levels
 

of
 

BNIP3
 

and
 

Beclin
 

1

图 8　 Western
 

blot 方法检测 LC3、P62 蛋白表达水平

Figure
 

8　 Western
 

blot
 

analysis
 

of
 

expression
 

levels
 

of
 

LC3
 

and
 

P62
 

protein

噬被降解,因此在自噬过程中 P62 表达水平下调。
以上结果说明,白藜芦醇可能通过 HIF-1α / BNIP3
途径影响缺氧损伤时小鼠脑组织中的自噬水平。

3　 讨论

　 　 由于疫情的发展,长时间的佩戴口罩,导致吸

入氧减少,动脉血氧分压降低,产生轻微的乏氧现

象,严重者会出现明显身体上的不适。 此外,高原

游已成为近年来大家向往的旅游热点地区。 当高

原平均海拔在 4000
 

m 以上时,就会出现空气稀薄,
含氧量低的状况,而脑组织是机体对缺氧最为敏感

的靶器官,在缺氧环境中很容易受到“伤害” [9-10] 。
本研究利用 CQY-1 型小动物缺氧检测系统,将

小鼠置于缺氧瓶内,封闭后,连接仪器,打开监测程

序。 初始氧含量为 21. 21%,当氧含量降至 15%时,
将小鼠取出,以建立小鼠间歇性缺氧模型。 正常海

平面氧浓度接近 21%,青海、西藏地区大约氧含量

为海平面氧含量的 2 / 3,所以实验选择在氧浓度

15%时,停止实验,以模拟进入高原时的低氧环境。
因系统中加入了钠石灰,可吸收缺氧过程中产生的

二氧化碳,避免导致小鼠出现呼吸性酸中毒。
脑组织是缺氧最易受累的靶器官[11] 。 脑缺氧

损伤过程中,缺氧诱导因子 HIF-1α 起到关键的作

用[12] 。 在正常状态下,被脯氨酰羟化酶( PHD) 调

控的缺氧诱导因子 HIF-1α 不表达或低表达[13] 。 当

组织细胞缺氧时,脯氨酰羟化酶调控被抑制,下游

的 HIF-1α 进入细胞核与 HIF-1β 相
 

结合并进一步

激活下游基因,调控包 EPO、NOS 等多种靶基因以
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应对缺氧环境[14-15] 。 本次研究利用 Western
 

blot 的
方法检测脑组织中 HIF-1α、P53 蛋白表达情况发

现,缺氧组 HIF-1α、P53 蛋白表达显著增高,提示小

鼠间歇性缺氧模型建立成功。
BNIP3 作为缺氧诱导因子 HIF-1α 下游直接的

靶分子, 在缺氧状态下同样可以被诱导表达上

调[3,16] 。 近年来的研究显示,BNIP3 在调控自噬体-
 

溶酶体融合过程中发挥了关键作用[17] 。 还有报道

显示,BNIP3 是线粒体自噬途径中的受体,可以直接

与 LC3 相 结 合 并 诱 导 细 胞 自 噬 的 发 生[18-20] 。
Western

 

blot 方法检测间歇性缺氧对小鼠脑组织中

BNIP3 及其介导的自噬相关蛋白表达的影响。 与对

照组相比,缺氧组中 BNIP3、Beclin
 

1、LC3 表达水平

显著上调。 加入白藜芦醇预处理,上述蛋白表达明

显下调。 与对照组相比,缺氧组中 P62 表达水平显

著下调。 加入白藜芦醇预处理,P62 蛋白表达明显

上调。
综上表明,白藜芦醇具有抗缺氧性脑损伤的作

用,其机制是通过下调 HIF-1α、P53 蛋白表达,抑制

BNIP3 途径下游自噬水平,达到促进小鼠缺氧性脑

损伤修复的作用。
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