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白藜芦醇对大鼠运动性肝损伤的保护作用
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(1. 常州大学,江苏 常州　 213164;2. 北京联合大学,北京　 100101;3. 北京联合大学生物活性物质

与功能食品北京市重点实验室,北京　 100191;4. 北京体育大学,北京　 100084;5. 北京工商大学,北京　 100037)

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨白藜芦醇保护大鼠运动性肝损伤的可能机制。 方法 　 7 周龄雄性 SD 大鼠 32 只,SPF
级,随机分为安静对照组(C 组)、白藜芦醇对照组(R 组)、运动性肝损伤模型组(M 组)和白藜芦醇干预组(RM
组),每组 8 只。 C 组、R 组不进行运动干预,其余两组进行 4 周大强度跑台训练(坡度 10°,以 10 m / min 速度起始,
每5 min 速度递增 5 m / min,至 35 m / min 不再增加,运动至力竭)。 每次训练前 1 h,R 组、RM 组灌胃白藜芦醇溶液

(150 mg / (kg·bw),5 mL / (kg·bw)),其余两组灌胃等体积溶剂。 末次训练结束后 24 h,取大鼠血及肝。 全血生化

仪检测血清谷丙转氨酶(ALT)、谷草转氨酶(AST)活性;HE 染色后观察肝组织形态;免疫组化法检测肝核因子 E2
相关因子 2(Nrf2)、血红素氧合酶 1(HO-1)、凋亡相关蛋白 B 淋巴细胞瘤因子-2(Bcl-2)和 Bcl-2 相关 X 蛋白(Bax)
蛋白质表达水平;TUNEL 法检测肝细胞凋亡水平;比色法检测肝超氧化物歧化酶(SOD)活性和丙二醛(MDA)水
平。 结果　 与 M 组相比,RM 组大鼠肝损伤标志物血清 ALT、AST 活性及肝 MDA 和细胞凋亡水平显著降低(P <
0. 05 或 P < 0. 01),肝 Nrf2 与 HO-1 蛋白质表达水平、SOD 活性及 Bcl-2 / Bax 比值显著升高(P < 0. 05 或 P <
0. 01),且肝病理性改变有效改善。 结论　 4 周白藜芦醇干预可有效改善大鼠运动性肝损伤,其机制可能是通过激

活肝 Nrf2 信号通路,拮抗氧化应激诱导的细胞凋亡过度发生。
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【Abstract】　 Objective　 To investigate the mechanism of resveratrol protecting exercise-induced liver injury in rats.
Methods　 Thirty-two 7-week-old male SPF SD rats were randomly divided into a control group (Group C), resveratrol
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control group (Group R), exercise-induced liver injury model group (Group M), and resveratrol treatment group (Group
RM) with eight rats in each group. Group C and Group R did not undergo any exercise. Group M and Group RM underwent
4 weeks of high-intensity treadmill training (10° slope; velocity started from 10 m / min, which was increased by 5 m / min
every 5 min and would not increase until 35 m / min, and then the rats were trained to exhaustion). One hour before
training, Group R and Group RM were intragastrically injected with 150 mg / (kg·bw) resveratrol in 5 mL / (kg·bw). Group
C and Group M were injected with an equal volume of solvent at the same time point. Rats were sacrificed at 24 hours after
the end of the last training session, and blood and liver were collected. Serum alanine aminotransferase ( ALT) and
aspartate aminotransferase (AST) activity were detected by an automatic biochemical analyzer. Hepatic histomorphology was
observed by hematoxylin-eosin (HE) staining. Hepatic nuclear factor-E2-related factor 2 (Nrf2), heme oxygenase-1 (HO-
1), apoptosis-related protein B-cell lymphoma-2 (Bcl-2), and bcl-2-associated X protein (Bax) protein expression was
detected by immunohistochemistry. Hepatic apoptosis was detected by TdT-mediated dUTP nick-end labeling. Hepatic
superoxide dismutase (SOD) and malondialdehyde (MDA) activity was detected by colorimetry. Results　 Compared with
Group M, serum ALT, AST activity, the hepatic MDA level, and hepatic apoptosis were significantly decreased in Group
RM (P < 0. 05 or P < 0. 01), hepatic Nrf2 and HO-1 protein expression, SOD activity, the and Bcl-2 / Bax ratio were
increased significantly (P < 0. 05 or P < 0. 01), and liver histopathological changes had effectively improved. Conclusions
Four weeks of resveratrol treatment alleviates exercise-induced liver injury in rats, and the mechanism of its protective effect
might be related to activation of the Nrf2 signaling pathway, which relieved oxidative stress in the liver, thereby
antagonizing excessive occurrence of apoptosis induced by oxidative stress.

【Keywords 】 　 resveratrol; high-intensity exercise; liver injury; rat; nuclear factor-E2-related factor 2
signaling pathway
Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest.

　 　 肝是众多生理过程的关键枢纽,包括能量代

谢、免疫系统支持及脂质稳态平衡等,其对运动应

激敏感性极强[1-2]。 相关研究证实,长时程、大强度

运动刺激将加剧肝组织氧化应激及细胞凋亡,是运

动性肝损伤的主要机制[3-4]。 核因子 E2 相关因子 2
(Nrf2)是机体抗氧化系统的关键调控因子,活化后

的 Nrf2 进入细胞核与抗氧化反应元件(ARE)结合,
调控抗氧化相关基因,拮抗氧化应激[5]。 同时,Nrf2
参与诱导 B 淋巴细胞瘤因子-2(Bcl-2)基因型表达,
调控细胞生命进程,预防外源性刺激下的过度细胞

凋亡[6-7]。 白藜芦醇具有广泛的生物学作用和药理

活性,同时也是 Nrf2 的天然激动剂[8-9]。 本研究通

过长时程、大强度训练建立运动性肝损伤大鼠模

型,探究白藜芦醇对肝组织形态、肝损伤标志物、肝
Nrf2 信号通路蛋白质表达及氧化应激水平、肝细胞

凋亡及相关凋亡因子蛋白质表达水平的影响,以期

为运动性肝损伤的防控提供新思路,为全民科学健

身保驾护航。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

32 只 SPF 级 7 周龄 SD 雄性大鼠,体重 280 ~

300 g,购自斯贝福(北京)生物技术有限公司【SCXK
(京)2019-0010】。 标准固体饲料饲养,室温 20 ~
24℃,相对湿度 55% ~ 75%,12 h 明暗交替周期,饲
养于北京体育大学 SPF 级动物实验中心 【 SYXK
(京)2021-0053】。 动物实验操作符合北京体育大

学运动科学实验伦理委员会要求(2019095H)。
1. 1. 2　 主要试剂与仪器

白藜芦醇(华中海威(北京)基因科技,货号:
R21350,纯度 ≥ 99%),羟甲基纤维素钠(国药集团

化学 试 剂, 货 号: 30036328 ), 超 氧 化 物 歧 化 酶

(SOD)和丙二醛(MDA)试剂盒(北京华英生物技

术,货号:HY-M0001,HY-M0003);TUNEL 细胞凋亡

检测试剂盒(武汉赛维尔生物科技有限公司,货号:
G1507);Nrf2 一抗(英国 Abcam,货号:ab89443);血
红素氧合酶 1(HO-1)一抗(武汉赛维尔生物科技,
货号:GB11104);Bcl-2、Bcl-2 相关 X 蛋白(Bax)一

抗(美国 Santa,货号:sc-7382,sc-7480)。
RM 2016 病理切片机(德国,Leica);Pannoramic

MIDI 病理切片扫描仪(匈牙利 3D,HISTECH);DR-
200BS 酶标分析仪(无锡华卫德朗);SIGMA 3K15
高速冷冻离心机(美国,Sigma);AU480 生化分析仪

(美国,Beckman);BX51F32H01 光学显微镜(日本,
OLYMPUS)。
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1. 2　 方法

1. 2. 1　 动物分组

经 7 d 适应性饲养、训练,满足实验要求的大鼠

被随机分为安静对照组(C 组)、白藜芦醇对照组(R
组)、运动性肝损伤模型组(M 组)和白藜芦醇干预

组(RM 组),每组 8 只,共 32 只。
1. 2. 2　 干预方案

C 组和 R 组不进行运动干预,其余两组采用改

良后的 4 周大强度跑台训练方案[10] 进行造模。 坡

度 10°,速度以 10 m / min 起始,每 5 min 速度递增

5 m / min,至 35 m / min 不再增加,运动至力竭,每天

1 次,每周 5 次。 经毛刷驱赶大鼠不能坚持运动,停
止运动后大鼠身体趴伏地面且翻正反射迟缓即判

断为力竭。 根据文献[11-12] 及预实验确定训练期间

R 组和 RM 组的白藜芦醇最佳灌胃剂量为 150 mg /
(kg·d),体积为 5 mL / kg。 其余两组灌胃等体积溶

剂(0. 5%羧甲基纤维素钠)。 灌胃时间点为训练前

1 h,每天 1 次,共进行 4 周。
1. 2. 3　 实验取材

末次训练结束后 24 h,2%戊巴比妥钠麻醉大

鼠,腹主动脉取血,自然凝固后 4℃ 离心 10 min,
3000 r / min,提取血清。 迅速取出肝,生理盐水清洗

后取部分肝组织,4%多聚甲醛固定,制作石蜡切片。
其余部分研磨后经超声破碎,4℃ 离心 5 min,5000
r / min,取上清。
1. 2. 4　 肝功能及肝氧化应激指标

全血生化仪检测血清谷丙转氨酶(ALT)、谷草

转氨酶(AST)活性;比色法检测肝 SOD 活性及 MDA
水平。
1. 2. 5　 肝组织形态

HE 染色后观察肝组织形态。 石蜡切片脱蜡

后,经苏木素、伊红染色后脱水封片,待采集图像。
1. 2. 6　 肝细胞凋亡水平

原位末端转移酶标记(TUNEL)法检测肝细胞

凋亡水平。 石蜡切片经脱蜡、修复、破膜后放入湿

盒,加入末端脱氧核苷酸转移酶 ∶脱氧尿苷三磷酸

= 2 ∶29,37℃孵育 2 h 后将切片放入 3%过氧化氢溶

液孵育 15 min 以阻断内源性过氧化物酶。 洗涤后

加适量 converter-POD 液覆盖组织, 37℃ 孵育 30
min。 显色后,苏木素复染细胞核,冲洗、返蓝、脱水、
透明后封片。 切片经全视野扫描后分析组织化学

评分(H-score) [13]。 H-score = (浅黄色-弱阳性细胞

密度 × 1) + (棕黄色-中阳性细胞密度 × 2) + (深

棕色-强阳性细胞密度 × 3)。
1. 2. 7　 相关蛋白质表达水平

免疫组化法检测肝 Nrf2、HO-1、Bcl-2 和 Bax 蛋

白质的表达水平。 石蜡切片脱蜡至水,经抗原修

复、血清封闭后,加入一抗(稀释比分别为 1 ∶ 100,
1 ∶1000, 1 ∶50,1 ∶50),4℃孵育过夜。 加入与一抗对

应种属的 HRP 标记二抗,室温孵育 50 min。 显色后

复染细胞核,脱水封片。 切片经全视野扫描后分析

计算 H-score,方法同 1. 2. 6。
1. 3　 统计学分析

数据以平均值 ± 标准差 ( 􀭰x ± s) 表示, SPSS
22. 0 软件统计分析,多组间比较采用单因素方差分

析,方差齐 /不齐分别采用 LSD / Tamhane’ s T2 法。
P < 0. 05 为差异具有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 白藜芦醇对大鼠肝损伤标志物的影响

血清 ALT 活性: M 组显著高于 C 组 ( P <
0. 01);RM 组显著低于 M 组(P < 0. 01)。 血清 AST
活性:M 组显著高于 C 组(P < 0. 01);RM 组显著低

于 M 组(P < 0. 05)。 C 组、R 组间各指标无显著性

差异(P > 0. 05)(见表 1)。

表 1　 白藜芦醇干预对大鼠肝损伤标志物的

影响(􀭰x ± s,n = 8)
Table 1　 Effect of resveratrol on indicators of liver

injury of rats(􀭰x ± s,n = 8)
组别
Groups

血清 ALT(U / L)
Serum ALT(U / L)

血清 AST(U / L)
Serum AST(U / L)

C 组
Group C 27. 36 ± 3. 79 122. 06 ± 24. 80

R 组
Group R 28. 95 ± 3. 06 127. 14 ± 24. 56

M 组
Group M 43. 49 ± 7. 74∗∗ 186. 87 ± 27. 12∗∗

RM 组
Group RM 33. 55 ± 6. 21## 159. 78 ± 22. 83#

注:与 C 组比较,∗∗P < 0. 01;与 M 组比较,#P < 0. 05,##P < 0. 01。
(下表同)
Note. Compared with group C, ∗∗P < 0. 01. Compared with group M,
#P < 0. 05, ##P < 0. 01. (The same in the following tables)

2. 2　 白藜芦醇对大鼠肝组织形态的影响

肝组织形态:C 组、R 组结构正常,肝细胞染色

均匀,排列规律,肝索清晰。 M 组肝出现较明显损

伤,肝细胞染色不均,出现空泡化,肝索尚清晰,但
部分肝血窦扩张较明显。 RM 组肝细胞排列较规

则,仍可见部分空泡化肝细胞,损伤程度较 M 组明

显改善(见图 1)。
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注:白色箭头:肝细胞空泡化;黑色箭头:肝血窦扩张。

图 1　 白藜芦醇对大鼠肝组织形态的影响(HE)
Note. White arrow. Hepatocyte vacuolation. Black arrow. Hepatic sinusoid dilatation.

Figure 1　 Effect of resveratrol on hepatic histomorphology of rats (HE)

2. 3　 白藜芦醇对大鼠肝 Nrf2 信号通路及氧化应激

相关指标的影响

肝 Nrf2 蛋白质表达:M 组显著低于 C 组(P <
0. 01);RM 组显著高于 M 组(P < 0. 05)。 肝 HO-1
蛋白质表达:M 组显著低于 C 组(P < 0. 01);RM 组

　 　 　 　 　 　 　 　

显著高于 M 组(P < 0. 01)。 肝 SOD 活性:M 组显

著低于 C 组(P < 0. 01);RM 组显著高于 M 组(P <
0. 01)。 肝 MDA 水平:M 组显著高于 C 组 ( P <
0. 01);RM 组显著低于 M 组(P < 0. 05)。 C 组、R 组

间各指标无显著性差异(P > 0. 05)(见表 2,图 2)。

表 2　 白藜芦醇对大鼠肝 Nrf2 信号通路及氧化应激相关指标的影响(􀭰x ± s,n = 8)
Table 2　 Effect of resveratrol on hepatic Nrf2 signaling pathway and oxidative stress-related indicators of rats(􀭰x ± s,n = 8)

组别
Groups Nrf2 H-score HO-1 H-score SOD (U / mg) MDA (nmol / mg)

C 组
Group C 145. 78 ± 12. 97 136. 47 ± 9. 86 9. 10 ± 0. 59 0. 24 ± 0. 06

R 组
Group R 144. 95 ± 12. 95 137. 02 ± 10. 96 9. 62 ± 0. 42 0. 27 ± 0. 09

M 组
Group M 114. 92 ± 10. 60∗∗ 99. 70 ± 8. 30∗∗ 6. 64 ± 0. 76∗∗ 0. 58 ± 0. 18∗∗

RM 组
Group RM 127. 20 ± 10. 60# 120. 96 ± 8. 62## 8. 25 ± 0. 76## 0. 46 ± 0. 10#

注:A: 肝 Nrf2 免疫组化结果; B: 肝 HO-1 免疫组化结果。

图 2　 白藜芦醇对大鼠肝 Nrf2 信号通路相关蛋白质表达水平的影响(IHC-P)
Note. A. Immunohistochemistry results of hepatic Nrf2. B. Immunohistochemistry results of hepatic HO-1.

Figure 2　 Effect of resveratrol on expression levels of hepatic Nrf2 signaling pathway-related protein of rats (IHC-P)

2. 4　 白藜芦醇对大鼠肝细胞凋亡及相关蛋白质表

达水平的影响

肝细胞凋亡水平:M 组显著高于 C 组 ( P <
0. 01);RM 组显著低于 M 组(P < 0. 05)。 肝 Bcl-2
蛋白质表达:M 组显著低于 C 组(P < 0. 01);RM 组

显著高于 M 组(P < 0. 01)。 肝 Bax 蛋白质表达:M
组显著高于 C 组(P < 0. 01);RM 组显著低于 M 组

(P < 0. 01)。 肝 Bcl-2 / Bax:M 组显著低于 C 组(P
< 0. 01);RM 组显著高于 M 组(P < 0. 01)。 C 组、R
组间各指标无显著性差异(P > 0. 05)(表 3,图 3)。
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表 3　 白藜芦醇对大鼠肝细胞凋亡及相关蛋白质表达水平的影响(􀭰x ± s,n = 8)
Table 3　 Effect of resveratrol on hepatic apoptosis and related protein expression levels of rats(􀭰x ± s,n = 8)

组别
Groups Apoptosis H-score Bcl-2 H-score Bax H-score Bcl-2 / Bax

C 组
Group C 59. 37 ± 3. 70 81. 36 ± 6. 32 21. 04 ± 2. 64 3. 94 ± 0. 69

R 组
Group R 62. 40 ± 4. 30 80. 70 ± 6. 00 20. 70 ± 3. 70 4. 01 ± 0. 78

M 组
Group M 87. 63 ± 4. 45∗∗ 51. 36 ± 9. 63∗∗ 40. 96 ± 6. 32∗∗ 1. 28 ± 0. 32∗∗

RM 组
Group RM 81. 13 ± 6. 62# 75. 37 ± 8. 95## 31. 54 ± 4. 64## 2. 43 ± 0. 42##

注:A:肝细胞凋亡 Tunel 染色结果;B:肝 Bcl-2 免疫组化结果;C:肝 Bax 免疫组化结果。

图 3　 白藜芦醇对大鼠肝细胞凋亡及相关蛋白质表达水平的影响(TUNEL / IHC-P)
Note. A. TUNEL results of hepatic apoptosis. B. Immunohistochemistry results of hepatic Bcl-2. C. Immunohistochemistry results of hepatic Bax.

Figure 3　 Effect of resveratrol on hepatic apoptosis and related protein expression levels of rats (TUNEL / IHC-P)

3　 讨论

肝作为人体最大的实体器官,在众多生理过程

中发挥重要作用[14]。 长时程、大强度运动中,运动

的持续进行会导致活性氧(ROS)大量生成;运动后

恢复阶段,血液再灌注导致肝耗氧增加,亦导致

ROS 大量生成。 当多源性 ROS 在肝内潴留,超出肝

正常的生理清除范围时,极易引发肝氧化应激损

伤,并加剧细胞凋亡,进而损伤肝结构和功能[3-4]。
组织形态诊断是肝损伤诊断的金标准,ALT 和

AST 是反映肝功能的敏感标志物[15]。 本研究中,
M 组大鼠血清 ALT、AST 活性均显著高于 C 组大

鼠,结合肝病理诊断结果,说明 4 周大强度跑台训练

成功诱发大鼠肝结构和功能损伤,造模成功。 Nrf2
是一种功能强大的核转录因子,可以协调氧化应激

和抗氧化反应之间的平衡[5]。 在正常细胞条件下,
Nrf2 与 Kelch 样 ECH 相关蛋白-1(Keap1)结合并保

持无活性状态。 Keap1 所富含半胱氨酸可被 ROS
氧化从而改变构象,释放 Nrf2 导致其发生核易位,
与 ARE 上特定的碱基序列结合,激活 HO-1、SOD 等

与抗氧化和解毒反应相关的基因[16]。 研究表明,氧
化应激是细胞凋亡的重要诱因,Nrf2 / HO-1 信号通

路对 ROS 诱导的内皮细胞损伤及细胞凋亡具有保

护作用[7]。 Bcl-2 家族蛋白作为细胞凋亡的主要调

节因子,正常情况下抑凋亡蛋白质 Bcl-2 和促凋亡

蛋白质 Bax 表达相对稳定,二者间的平衡关系影响

细胞生命进程,当 Bcl-2 / Bax 比值降低时,大量细胞

色素 C 将从线粒体中进入细胞质,参与形成凋亡活

化复合物,激活半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶,诱发细

胞凋亡[17]。 本研究结果表明,4 周大强度跑台训练

加剧 M 组大鼠肝氧化应激,Nrf2 与 HO-1 蛋白质表

达水平、SOD 活性及 Bcl-2 / Bax 比值显著降低,MDA
及细胞凋亡水平显著升高,结合肝损伤标志物和病

理诊断结果,进一步证实氧化应激增强所致细胞凋
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亡是运动性肝损伤的重要原因。
白藜芦醇可有效保护氧化应激诱发的肝损

伤[18]。 Hosseini 等[19]的研究证实,白藜芦醇通过提

高 Nrf2 及其下游抗氧化酶和Ⅱ相解毒酶基因及蛋

白质表达水平,缓解氧化应激,改善非酒精性脂肪

肝小鼠肝损伤。 Rubiolo 等[20] 的研究发现,大鼠原

代肝细胞经白藜芦醇预处理,可有效提高 Nrf2 基因

及蛋白质表达水平并诱导其转移至细胞核,进而提

高下游抗氧化酶的活性,改善细胞氧化应激损伤。
此外,白藜芦醇可通过减弱亲电子羰基诱导的 Nrf2
翻译后修饰,避免修饰后的 Nrf2 被泛素化-蛋白酶

体降解,从而维持 Nrf2 的核转位水平,有效减弱氧

化应激诱发的细胞损伤[21]。 上述研究表明,Nrf2 信

号通路是白藜芦醇发挥抗氧化作用的重要途径。
本研究中,R 组、C 组间肝 Nrf2、HO-1 蛋白质表达及

氧化应激相关指标水平无显著性差异,说明 4 周白

藜芦醇干预未对静态大鼠肝 Nrf2 及其下游蛋白产

生显著影响;而 RM 组较 M 组相关指标均明显改

善,表明白藜芦醇可通过 Nrf2 信号通路对运动应激

所致肝氧化应激增强发挥调控作用。 赵丽云等[22]

的研究中,白藜芦醇可以通过降低 MDA 水平,提高

SOD 活性,上调 Bcl-2 蛋白质表达水平,下调 Bax 及

半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶-3 蛋白质表达水平,抑制

氧化应激及其所致细胞凋亡,保护肝。 Nrf2 活化可

增加抗凋亡蛋白 Bcl-2 的表达,抑制促凋亡蛋白 Bax
向线粒体易位,从而减轻线粒体细胞色素 C 的释放

和下游凋亡蛋白酶的活化[23]。 Niture 等[24] 研究证

实,通过与 Bcl-2 基因上特定结构域结合,Nrf2 可以

上调其蛋白质表达水平,同时下调 Bax 蛋白质表达

水平,增加细胞存活。 本研究发现,RM 组大鼠 Bcl-
2 / Bax 比值显著升高,结合血清 ALT、AST 活性及肝

MDA 和细胞凋亡水平显著降低,肝 Nrf2 与 HO-1 蛋

白质表达水平、SOD 活性显著升高,且肝病理性变

化明显改善,表明 4 周白藜芦醇干预可能通过激活

Nrf2 信号通路,拮抗氧化应激及其诱发的肝细胞凋

亡,发挥对大鼠运动性肝损伤的保护作用。

4　 结论

4 周白藜芦醇干预通过激活肝 Nrf2 信号通路,
拮抗大强度运动所致氧化应激诱导的细胞凋亡过

度发生,保护肝结构和功能。
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