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白藜芦醇对高氧诱导早产儿外周血单个核细胞
氧化应激损伤的影响及其机制研究

杨熙　董文斌　李清平　康兰　雷小平　张莲玉　卢佑英　翟雪松

（四川医科大学附属第一医院新生儿科，四川 泸州　646000）

［摘要］　目的　探讨沉默接合型信息调节因子 2 同源蛋白 1（SIRT1）激动剂白藜芦醇（Res）对高氧诱

导早产儿外周血单个核细胞（PBMC）中 SIRT1 表达和活性氧簇（ROS）产生的影响。方法　采集胎龄 <32 周且

未吸氧的早产儿外周血分离 PBMC，随机分为对照组、空气 +Res 组、高氧组和高氧 +Res 组，在体外建模及培

养 48 h 后，采用激光共聚焦显微镜检测 PBMC 内 ROS 水平，全光谱分光光度仪检测培养液中丙二醛（MDA）

含量，细胞免疫荧光检测 SIRT1 定位，Western blot 检测 PBMC 内 SIRT1 蛋白表达水平。结果　与对照组相比，

空气+Res组中SIRT1表达水平明显增加（P<0.05）；高氧组中ROS、MDA水平及SIRT1转位率明显增加（P<0.05），
SRIT1 蛋白表达水平明显降低（P<0.05）。与高氧组相比，高氧 +Res 组中 ROS、MDA 水平及 SIRT1 转位率明

显降低（P<0.05），SIRT1 蛋白表达水平明显增加（P<0.05）。结论　在高氧诱导下，Res 可以通过提高早产儿

PBMC的SIRT1表达并抑制SIRT1核-浆穿梭从而增加早产儿抗氧化应激的能力，进而减少早产儿氧化应激损伤。

［中国当代儿科杂志，2016，18（1）：72-77］
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Resveratrol increases sirtuin 1 expression in peripheral blood mononuclear cells of 
premature infants and inhibits the oxidative stress induced by hyperoxia in vivo
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Abstract: Objective    To explore the effect of resveratrol on the levels of sirtuin 1 (SIRT1) and reactive oxygen 
species (ROS) in peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) of premature infants exposed to hyperoxia. Methods    
Peripheral blood and isolated PBMCs from premature infants (gestational age <32 weeks) without oxygen supplement 
were collected and were randomly assigned into four groups: control, air+resveratrol, hyperoxia, and hyperoxia + 
resveratrol. The PBMCs were cultured in vitro for 48 hours, then the ROS content in PBMCs was measured by laser 
scanning confocal microscopy. Malondialdehyde (MDA) content in the medium was measured by the whole spectrum 
spectrophotometer. SIRT1 positioning was assessed by immunofluorescence. SIRT1 expression levels in PBMCs 
were measured by Western bolt. Results    Compared with the control group, the level of SIRT1 in the air+resveratrol 
group increased significantly (P<0.05). The levels of ROS and MDA and the SIRT1 transposition rate in the hyperoxia 
group increased significantly, while the expression level of SIRT1 decreased significantly compared with the control 
group (P<0.05). The levels of ROS and MDA and the SIRT1 transposition rate decreased significantly (P<0.05), 
and the expression level of SIRT1 increased significantly in the hyperoxia+resveratrol group (P<0.05). Conclusions    
Resveratrol can increase SIRT1 expression in PBMCs and inhibit SIRT1 shuttle from nucleus to cytoplasm in order to 
increase the ability of antioxidative stress in premature infants exposed to hyperoxia, thereby reducing the oxidative 
stress injury in premature infants.                                                                [Chin J Contemp Pediatr, 2016, 18(1): 72-77]
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近年来随着机械通气等新型医疗技术的广泛

应用，使早产儿存活率明显提高，但是早产儿长

时间吸入高氧后常发生急慢性肺损伤、支气管肺

发育不良等严重并发症 [1-2]。沉默接合型信息调节

因子 2 同源蛋白 1（sirtuin1, SIRT1）是一类具有高

度保守性的依赖烟碱腺嘌呤二核苷酸（nicotinamide 

adenine dinucleotide, NAD+）的第三类组蛋白去乙酰

化酶，通过组蛋白 / 非组蛋白去乙酰化基的作用发

挥其抗氧化应激、抗炎、抑制细胞凋亡等作用，大

量研究已经证实 SIRT1 在氧化应激中具有保护作

用 [3-5]。白藜芦醇（resveratrol, Res）是目前发现

SIRT1 最有效的天然激动剂 [6-7]，可通过上调 SIRT1

表达参与细胞能量代谢、抑制细胞凋亡等 [8-11]，

但在高氧诱导早产儿氧化应激损伤中是否具有保

护作用，国内外尚无报道。本研究以早产儿外周

血 单 个 核 细 胞（peripheral blood mononuclear cell, 

PBMC）为研究对象，探讨 SIRT1 激动剂 Res 在高

氧诱导早产儿氧化应激损伤中是否具有保护作用，

从而为 Res 用于早产儿氧化应激损伤的保护提供实

验性理论依据。

1　材料与方法

1.1　主要材料与试剂

人外周血淋巴细胞分离液（天津灏洋）、Res（上

海国药）、胎牛血清（美国 Gibco Invitrongen）、

丙二醛（MDA）试剂盒（南京建成）、MitoSOXTM 

Red（Molecular Probes, 美国 Invitrogen），4% 多聚

甲醛、DAPI、抗荧光淬灭剂（上海碧云天），BSA（北

京索莱宝）、SIRT1 小鼠抗人抗体（武汉博士德）、

罗丹明标记山羊抗小鼠抗体（北京中杉金桥）、

ML- Ⅱ CB 数字智能测氧仪（北京航天鹏诚）、激

光共聚焦显微镜（德国 Leica TCS SP5）、荧光显

微镜（日本 OLYMPUS）、全光谱分光光度仪（美

国 Thermo）、医用低速离心机（河北白洋）。

1.2　实验分组及细胞高氧模型的建立

选取 2014 年 3 月至 2015 年 3 月在四川医科

大学附属第一医院新生儿科住院的胎龄 <32 周且

未吸氧的 40 例早产儿为研究对象，其中男 19 例，

女 21 例，出生体重 1 460±118 g。采集早产儿外

周血 1~2 mL，EDTA 抗凝，采用 Ficoll 密度梯度

离心法分离 PBMC，随机数字表法将分离得到的

PBMC 分为对照组、空气 +Res 组、高氧组、高氧

+Res 组。4 组标本所对应的早产儿性别、胎龄、

出生体重比较差异无统计学意义。对照组置于

5%CO2 培养箱中培养；空气 +Res 组：加入终浓度

为 6 μmol/L 的 Res（采用二甲基亚砜避光溶解，其

浓度为 1.4 g/L）后，置于 5%CO2 培养箱中培养；

高氧组：采用空气混合仪通入以 5 : 95 比例混合的

CO2和O2，10 min后置于5%CO2培养箱中密闭培养，

48 h 后采用 ML- Ⅱ CB 数字智能测氧仪检测培养瓶

中氧浓度，如培养瓶中氧浓度低于 90%，则将此

样本弃去；高氧 +Res 组：加入终浓度为 6 μmol/L

的 Res 后，通入高氧混合气 10 min 后置于 5%CO2

培养箱中密闭培养 48 h，离心收集各组 PBMC 及

培养液检测如下指标 [12-13]。本研究通过四川医科

大学附属第一医院伦理委员会批准，血液标本的

采集征得家属同意并签署知情同意书。

1.3　激光共聚焦检测 PBMC中活性氧簇水平

MitoSOXTM 是一种具有高度选择性的可检测

线粒体内活性氧簇（ROS）的荧光染料，其可自

由透过活细胞膜进入细胞内并选择性靶向线粒

体，并且可以被线粒体内的 ROS 氧化产生红色荧

光。（1）离心收集 PBMC：调整细胞浓度为 2×

106/mL，取 300 μL 细胞悬液均匀涂于载玻片上，

室温待干；（2）固定：4%多聚甲醛固定20 min后，

PBS 洗涤 3 次；（3）装载探针：按照说明书配制

MitoSOXTM Red 后，取 500 μL 均匀覆盖于细胞上，

37℃湿盒孵育 30 min，PBS 洗涤 3 次；（4）染核：

取 DAPI 500 μL 均匀覆盖于细胞上，3 min 后 PBS

洗涤3次；（4）封片：取30 μL抗荧光淬灭剂封片。

采用激光共聚焦显微镜在 510 nm/580 nm 处检测红

色荧光，采用 Image pro plus 6.0 图像分析软件对图

像进行分析处理，测定平均吸光度值，进行统计

分析。

1.4　硫代巴比妥酸比色法检测血清中MDA水平

氧化应激可以诱导大量氧自由基生成并且

引发脂质过氧化作用，由此形成脂质过氧化物

MDA。MDA 可以和硫代巴比妥酸缩合，形成红色

产物，在 532 nm 处有最大吸收峰。收集各组细胞

培养液，采用硫代巴比妥酸比色法（TBA），全光

谱分光光度仪检测培养液中 MDA 的含量 [14]。

1.5　免疫荧光检测 PBMC中 SIRT1 定位情况

采用细胞免疫荧光方法检测早产儿 PBMC
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中 SIRT1 蛋白的定位。细胞涂片和固定同上，

0.3%TritonX-100室温下打孔10 min，PBS洗涤3次，

3%BSA 室温下封闭 40 min，一抗（1 : 50）4℃湿盒

孵育过夜，PBS 洗涤 3 次，二抗（1 : 50）37℃孵育

1 h，PBS 洗涤 3 次，DAPI 染核，PBS 洗涤 3 次，

抗荧光淬灭剂封片，荧光显微镜检测 SIRT1 蛋白

的定位。

1.6　Western Blot 检测 PBMC 内 SIRT1 的表达

水平

分别提取各组细胞中的总蛋白，采用聚丙烯

氨酰胺凝胶电泳，经过 SDS-PAGE 分离蛋白质，

转移至 PVDF 膜上，用封闭液（5% 脱脂奶粉的

TBST 缓冲液）封闭 1 h，加入小鼠抗人 SIRT1 Amb

（1 : 1 000 稀释）和小鼠抗人 GAPDH Amb（1 : 3 000

稀释）4℃孵育过夜后，TBST 洗涤 3 次，每次

5 min，加入 HRP 标记的山羊抗小鼠 IgG（1 : 5 000

稀释），37℃孵育 1.5 h 后，TBST 洗涤 4 次，每次

5 min。进入暗室，擦去多余的发光剂，将胶片放

入显影液中，出现条带后放入定影液中，流水冲

洗后晾干。采用 UVP 凝胶图像处理系统 Lakworks 

4.6 软件分析目的条带的灰度值，结果以 SIRT1/

GAPDH 表示并做统计分析。

1.7　统计学分析

采用 SPSS 19.0 统计软件对数据进行统计学分

析，计量资料以均数 ± 标准差（x±s）表示，多

组间比较采用单因素方差分析，组间两两比较采

用 SNK-q 检验；计数资料用百分率（%）表示，

多组间比较采用卡方检验；P<0.05 为差异有统计

学意义。计数资料组间两两比较采用卡方分割法，

P<0.009 为差异有统计学意义。 

2　结果

2.1　氧暴露后各组早产儿 PBMC中 ROS 产生情

况

与对照组相比，空气 +Res 组细胞内 ROS 无

明显变化（P>0.05），高氧组细胞内 ROS 明显增

加（P<0.05）；与高氧组相比，高氧 +Res 组细胞

中的 ROS 明显降低（P<0.05），与对照组相比差

异无统计学意义（P>0.05）。见图 1，表 1。

 对照组                             空气 +Res 组                             高氧组                             高氧 +Res 组

蓝色荧光

红色荧光

合成荧光

图 1　Res 对氧暴露后早产儿 PBMC内 ROS水平的影响（激光共聚焦，×200）　　细胞核呈蓝色荧光，ROS 呈

红色荧光。与对照组相比，高氧组中红色荧光明显增强，代表ROS明显增加。与高氧组相比，高氧+Res组中红色荧光明显降低，

表示 ROS 明显降低。
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2.2　氧暴露后各组早产儿 PBMC培养液中MDA

的水平

与对照组相比，空气 +Res 组细胞内 MDA 无

明显变化（P>0.05），高氧组细胞内 MDA 明显增

加（P<0.05）；与高氧组相比，高氧 +Res 组细胞

中的 MDA 明显降低（P<0.05），但未达到对照组

水平（P<0.05）。见表 1。

2.3　氧暴露后 SIRT1 在各组早产儿 PBMC 中的

定位情况

与对照组相比，空气 +Res 组 SIRT1 转位率

无明显变化（P>0.009），高氧组转位率明显增加

（P<0.009）。与高氧组相比，高氧 +Res 组 SIRT1

转位率明显降低（P<0.009），但未达到对照组水

平（P<0.009）。见表 2，图 2。

表 1　Res 对氧暴露后早产儿PBMC内 ROS水平和MDA

水平的影响　（x±s）

组别 样本数 ROS MDA(nm/mol)

对照组 5 10.2±1.5 0.44±0.05

空气 +Res 组 5 10.3±1.1 0.46±0.07

高氧组 5 51.2±3.5a,b 1.17±0.08a,b

高氧 +Res 组 5 12.6±1.7c 0.65±0.15a,b,c

F 值 6 332.42 46.78

P 值 <0.01 <0.01

注：a 示与对照组相比，P<0.05；b 示与空气 +Res 组相比，
P<0.05；c 示与高氧组相比，P<0.05。

表 2　Res 对早产儿氧暴露后外周血单个核细胞内 SIRT1

转位率和 SIRT1 表达水平

组别 样本数 转位率 (%) SIRT1/GAPDH (x±s)

对照组 5 8.37 0.610±0.012

空气 +Res 组 5 8.51 0.717±0.017d

高氧组 5 88.66a,b 0.337±0.124d,e

高氧 +Res 组 5 15.66a,b,c 0.571±0.025e,f

χ2(F) 值 1 139.67 (62.96)

P 值 <0.01 0.02

注：a 示与对照组相比，P<0.009；b 示与空气 +Res 组相
比，P<0.009；c 示与高氧组相比，P<0.009；d 示与对照组相比
P<0.05；e 示与空气 +Res 组相比，P<0.05；f 示与高氧组相比，
P<0.05。

图 2　Res 对早产儿氧暴露后 PBMC中 SIRT1 转位的影响（免疫荧光，×400）　　细胞核呈蓝色荧

光，SIRT1 呈红色荧光。在对照组中，SIRT1 的红色荧光均匀分布在细胞核中，细胞质中未见分离的红色荧光，表

示SIRT1未发生蛋白转位。 在高氧组中，细胞质中出现分离的红色荧光，表示SIRT1开始从细胞核穿梭至细胞质中。

蓝色荧光

红色荧光

合成荧光

 对照组                            空气 +Res 组                             高氧组                             高氧 +Res 组
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2.4　氧暴露后早产儿 PBMC 细胞中 SIRT1 蛋白

表达水平

在Western blot 结果中，与对照组相比，空气+

Res 组 SIRT1 蛋白表达水平明显升高（P<0.05），

高氧组 SIRT1 蛋白表达水平明显降低（P<0.05）；

与高氧组相比，高氧 +Res 组 SIRT1 蛋白水平明显

升高（P<0.05），与对照组相比差异无统计学意义

（P>0.05）。见表 2，图 3。

图 3　Western blot 检 测 Res 对 早 产 儿 氧 暴 露 后

PBMC内 SIRT1 表达的影响

3　讨论

近年来随着呼吸机等新型医疗技术的广泛应

用，使得早产儿，特别是超低出生体重儿存活率

得到很大程度的提升，但这也同时使早产儿更多

暴露在高氧环境中。早产儿在长时间吸入高浓度

氧气时常发生急慢性肺损伤、支气管肺发育不良

等严重并发症。研究发现，氧化应激反应在高氧

肺损伤中扮演着非常重要的角色。氧暴露所致的

氧化应激可诱导机体产生大量 ROS，而早产儿缺

乏抗氧化应激酶，因此，当 ROS 的产生超过了自

身机体的清除能力时，常发生氧化应激损伤 [14-15]。

研究发现，大量 ROS 可以上调促凋亡蛋白表达，

促进线粒体通透性转变孔的开放，激活天冬氨酸

特异的半胱氨酸酶（caspase）诱导肺泡上皮细胞

凋亡 [16-17]。

SIRT1 是一类依赖 NAD+ 的第三类组蛋白去乙

酰化酶，通过去乙酰化组蛋白 / 非组蛋白赖氨酸残

基，如 P53、FOXO、NF-κB、eNOS，由此参与调

节细胞能量代谢、细胞凋亡及抵抗各种应激等[18-20]。

研究发现定位在细胞核上的 SIRT1 主要起到抗凋亡

作用，当在氧化应激条件下，SIRT1 从细胞核穿梭

至细胞质中依赖 caspase 途径促进细胞凋亡 [16,21-24]。

Res 是一种存在于葡萄、虎杖、花生等天然植物及

果实中的植物多酚类化合物，是目前发现的 SIRT1

最有效的天然激动剂，大量研究表明 Res 通过上

调 SIRT1 表达参与细胞能量代谢、抑制细胞凋

亡 [6-11]。

本研究以早产儿 PBMC 为对象，探讨 SIRT1

激动剂 Res 在高氧诱导下早产儿的氧化应激损伤

中是否具有保护作用，结果显示：与对照组相比，

空气 +Res 组中 ROS、MDA、SIRT1 转位率无明显

变化，SIRT1 表达水平明显增加；高氧组中 ROS、

MDA、SIRT1 转位率明显增加，SRIT1 蛋白表达

水平明显降低。与高氧组相比，高氧 +Res 组中

ROS、MDA、SIRT1 转位率明显降低，但仅 ROS

达到对照组水平，SIRT1 蛋白表达水平明显增加，

且与对照组比较差异无统计学意义。由此推测：

高氧诱导早产儿机体中产生大量 ROS、MDA，促

使 SIRT1 核 - 浆穿梭并抑制 SIRT1 表达，从而抑

制了 SIRT1 抗氧化应激的能力，进而增加了早产

儿氧化应激损伤。SIRT1 激动剂 Res 可以通过上调

SIRT1 表达及活性并抑制 SIRT1 核 - 浆穿梭，从而

增加 SIRT1 抗氧化应激的能力，进而减少了早产

儿氧化应激损伤。

综述所述，通过对 SIRT1 激动剂 Res 在影响

高氧诱导下早产儿 PBMC 内 SIRT1 变化及 ROS 产

生的探讨，证明了 Res 在早产儿氧化应激中具有

保护作用。本研究为 Res 用于早产儿氧化应激损

伤的保护提供了一定实验性理论依据，Res 可能成

为防治早产儿高氧肺损伤、支气管肺发育不良等

疾病的新药研发靶点，但其在早产儿抗氧化应激

中的具体信号通路及机制还需要进一步的探讨。
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