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木犀草素通过抑制Ｄｒｐ１活性改善自噬流过程减少脑缺血再灌注后氧化应激损伤
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　　［摘要］　目的　探究木犀草素（ｌｕｔｅｏｌｉｎ）对脑缺血再灌注氧化应激损伤的保护机制。方法　通过
靶向药物评分方法筛选出对脑缺血再灌注损伤具有潜在治疗效果的抗氧化剂并在大脑中动脉栓塞

（ｍｉｄｄｌｅｃｅｒｅｂｒａｌａｒｔｅｒｙｏｃｃｌｕｓｉｏｎ，ＭＣＡＯ）小鼠模型中验证木犀草素的保护效果；在缺氧缺糖／复氧复糖
（ｏｘｙｇｅｎ／ｇｌｕｃｏｓｅｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎａｎｄｒｅｏｘｙｇｅｎ／ｇｌｕｃｏｓｅ，ＯＧＤ／Ｒ）诱导的神经母细胞瘤 ＳＨＳＹ５Ｙ细胞中使用
不同浓度（１０和５０μｍｏｌ／Ｌ）木犀草素药物处理，检测 ＭＴＴ细胞活力及氧自由基 ＲＯＳ含量变化；通过
免疫荧光、蛋白印迹等方法检测木犀草素处理后 ＯＧＤ／Ｒ诱导的 ＳＨＳＹ５Ｙ细胞自噬流情况及线粒体
形态变化，观察木犀草素对 ＯＧＤ／Ｒ后 ＲＯＳ生成和清除过程的影响。结果　木犀草素对脑缺血再灌
注靶向药物评分为 ９６．８６分。ＴＴＣ染色结果显示木犀草素明显减少 ＭＣＡＯ小鼠脑梗死面积（Ｐ＜
０．０５）。ＯＧＤ／Ｒ后ＳＨＳＹ５Ｙ细胞ＭＴＴ值约为正常对照组的５０％，使用５０μｍｏｌ／Ｌ的木犀草素处理后
ＭＴＴ值增加至８３％（Ｐ＜０．０５），并且木犀草素显著减弱 ＯＧＤ／Ｒ诱导的 ＲＯＳ的产生，且呈剂量依赖性
（Ｐ＜０．０５）。激光共聚焦结果显示５０μｍｏｌ／Ｌ木犀草素处理 ＯＧＤ／Ｒ诱导的 ＳＨＳＹ５Ｙ细胞后自噬小体
荧光强度增高６４．６％（Ｐ＜０．０５），自噬小体与溶酶体共定位情况提高１．５６倍（Ｐ＜０．０５）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
结果显示木犀草素明显抑制 ＯＧＤ／Ｒ后 Ｄｒｐ１Ｓｅｒ６１６磷酸化水平及 Ｄｒｐ１线粒体转位（Ｐ＜０．０５），改善
ＯＧＤ／Ｒ后ＳＨＳＹ５Ｙ细胞线粒体形态（Ｐ＜０．０５）。结论　木犀草素对于脑缺血再灌注后氧化应激损伤
具有明显保护作用，一方面它可以通过改善自噬流过程促进线粒体自噬小体的降解，加速 ＲＯＳ的清除
效率；另一方面它还可以通过抑制Ｄｒｐ１活性保护线粒体形态，减少ＲＯＳ的产生。
　　［关键词］　木犀草素；脑缺血再灌注；线粒体；氧自由基；Ｄｒｐ１；自噬流
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　　脑缺血再灌注（ｃｅｒｅｂｒａｌｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ，ＩＲ）
是指脑缺血致脑细胞损伤，恢复血液再灌注后细胞损

伤出现进一步加重的现象［１］。再灌注会引起氧自由

基（ＲＯＳ）堆积、线粒体钙超载以及炎症反应过度激活，
导致脑水肿和脑细胞坏死等继发性损伤，最终造成脑功

能障碍甚至死亡［２］。对于缺血再灌注损伤的发生机制

目前尚不清楚，再灌注损伤的防治还处于实验研究阶

段。木犀草素（ｌｕｔｅｏｌｉｎ）是一种天然四羟基黄酮化合物，
具有多种药理活性，广泛存在于蔬菜和水果中，常以糖

基化形式存在。据报道，木犀草素不仅能抑制肿瘤细胞

增殖，诱导肿瘤细胞凋亡［３］，还能作为还原剂增强生物

体抗氧化系统的活性，减少神经病变的发生，对神经系

统具有保护作用［４］。以往研究显示，木犀草素可以通过

改善能量代谢、减少神经元凋亡、抑制炎症反应等多种

途径改善缺血性脑组织的细胞功能［５］。最近研究发现

木犀草素对于线粒体功能具有潜在调节作用［６］，但具体

调节机制有待深入研究。为此，本研究旨在探讨木犀草

素是否可以通过线粒体途径直接保护神经元细胞免受

缺血再灌注后氧化应激损伤，并深入探究其对线粒体

ＲＯＳ产生和清除的潜在调控机制。

１　材料与方法

１．１　主要试剂和仪器及实验分组
　　神经母细胞瘤（ＳＨＳＹ５Ｙ）来源于中国科学院上
海细胞库，传代并液氮保存于重庆医科大学第三临床

实验中心。木犀草素（ｌｕｔｅｏｌｉｎ，纯度９８％以上）购于美
国Ｃａｙｍａｎ化学公司（货号：１０００４１６１），使用二甲基亚
砜（ＤＭＳＯ）溶解稀释后保存于－２０℃中。木犀草素的
给药方式如下：①动物水平：在大脑中动脉栓塞（ｍｉｄｄｌｅ
ｃｅｒｅｂｒａｌａｒｔｅｒｙｏｃｃｌｕｓｉｏｎ，ＭＣＡＯ）＋木犀草素组，每组
８只动物，大脑中动脉线栓抽出开始再灌注过程同时
腹腔注射５ｍｇ／ｋｇ木犀草素孵育２４ｈ，ＭＣＡＯ组和正
常组均腹腔注射同等剂量生理盐水孵育２４ｈ。②细胞
水平：在缺氧缺糖／复氧复糖（ｏｘｙｇｅｎ／ｇｌｕｃｏｓｅｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ
ａｎｄｒｅｏｘｙｇｅｎ／ｇｌｕｃｏｓｅ，ＯＧＤ／Ｒ）＋木犀草素组，ＳＨＳＹ５Ｙ
细胞缺氧缺糖阶段结束后更换为含有不同剂量木犀草

素（１０和５０μｍｏｌ／Ｌ）的完全培养基孵育１２ｈ［７］，ＯＧＤ／Ｒ
组和正常组仅更换为完全培养基孵育１２ｈ。ＴＴＣ染色
试剂（货号：Ｔ８１７０）购于上海索莱宝公司。ＭＴＴ细胞
增殖及细胞毒性检测试剂盒（货号：Ｃ０００９）和活性氧
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检测试剂盒（货号：Ｓ００３３）均购于上海碧云天公司。线
粒体自噬检测试剂盒（货号：ＭＤ０１）购于日本Ｄｏｊｉｎｄｏ公
司。Ｄｒｐ１抗体（货号：ａｂ５６７８８）、βａｃｔｉｎ抗体（货号：
ａｂ８２２６）、ＡＮＴ抗体（ａｄｅｎｉｎｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｔｒａｎｓｌｏｃａｓｅ，货
号：ａｂ１０２０３２）均购于美国 Ａｂｃａｍ公司。线粒体染料
（ＭｉｔｏＴｒａｃｋｅｒＤｅｅｐＲｅｄＦＭ，货号：８７７８）和Ｄｒｐ１Ｓｅｒ６１６抗
体（货号：３４５５）均购于美国Ｃｅｌｌｓｉｇｎａｌｉｎｇ公司。线粒体
分离提取试剂盒（货号：ＭＭ０３８）购于美国Ｉｎｖｅｎｔ公司。
共聚焦显微镜（ＬｅｉｃａＴＣＳＳＰ５，美国）；双色红外荧光成
像系统（Ｏｄｙｓｓｅｙ，美国）；－７０℃超低温冰箱（中科美菱，
中国）；超纯水系统（ＨｅａｌＦｏｒｃｅ，中国香港）；酶联免疫检
测仪（Ｔｈｅｒｍｏ，美国）。
１．２　脑缺血再灌注ＭＣＡＯ模型制备方法
　　取９只 Ｃ５７雄鼠（８周龄，２１～２５ｇ），１０％水合氯
醛（１ｍＬ／１００ｇ）腹腔麻醉后，将小鼠仰卧固定在手术
台上；颈部备皮，取小鼠颈部正中切口，暴露左侧颈总

动脉、颈外动脉和颈内动脉，将颈总动脉和颈内动脉分

别放置显微动脉夹，将线栓经左颈外动脉切口插入颈

内动脉，轻柔推进７～８ｍｍ以阻止血液流入颈总动脉；
将线栓与颈内动脉接近一条直线，移除颈内显微动脉

夹，线栓至颈内动脉颅内段时迅速推进，遇到轻微阻力

即可停止，阻断大脑中动脉。左侧大脑中动脉阻断１ｈ
后将线栓抽出以实现颈内动脉血液再灌注２４ｈ。
１．３　ＯＧＤ／Ｒ模型制备
　　将ＳＨＳＹ５Ｙ细胞接种在培养皿中，然后将培养基
更换为低糖无血清培养基，待贴壁完全、细胞覆盖率在

５０％以上后，置于３７℃密封罐中，进行缺氧处理。缺
氧步骤为先通入缺氧气体（９５％氮气和５％二氧化碳）
１５ｍｉｎ后关闭通气阀，１０ｍｉｎ后重新开启通入缺氧气
体，重复４次直到密封罐内氧气浓度低于０．２％并维持
缺氧状态４ｈ。然后将培养基更换为完全培养基模拟
复糖复氧状态，转入３７℃培养箱中孵育１２ｈ［８］。
１．４　靶向药物筛选分析
　　利用 ＣＭａｐ数据库（ｈｔｔｐｓ：／／ｃｌｕｅ．ｉｏ／ｑｕｅｒｙ），对
ＧＳＥ６３数据集中的抗氧化剂＋ＩＲ组与 ＩＲ组进行比对，
获得差异基因，上传到 ＣＭａｐ数据库 ｑｕｅｒｙ工具中，与
其他药物基因表达谱数据进行比对并绘制比对曲线。

筛选得到的药物相关实验次数越多，正数富集分数越

高（通常选择９０分以上），作用机制与抗氧化剂在ＩＲ治
疗中的作用越类似。按实验次数＞３，Ｐ＜０．０５进行筛选。
１．５　ＴＴＣ染色方法
　　将每组用于ＴＴＣ染色的小鼠脑组织取出，在－２０℃
条件下冷冻１～２ｈ，在冰盒上用刀片去除绣球和小脑，
将大脑平均切成５片薄片，放入 １％ＴＴＣ染液中（ＰＢＳ

配制，注意避光），３７℃染 １０～１５ｍｉｎ，期间不断翻动
切片，保证切片均匀着色，再将切片有顺序地摆放整

齐，拍摄照片，通过软件计算梗死面积。

１．６　ＭＴＴ细胞活力检测
　　将 ＳＨＳＹ５Ｙ细胞接种在９６孔板中，待细胞贴壁
单层铺满孔底后，加入由 ＤＭＳＯ稀释不同浓度的木犀
草素药物１００μＬ，设５个复孔。进行 ＯＧＤ／Ｒ处理后
每孔加入１０μＬＭＴＴ溶液（５ｍｇ／ｍＬ），继续培养４ｈ。
小心吸去孔内培养液，终止培养。每孔加入１００μＬ二
甲基亚砜，置摇床上低速振荡１０ｍｉｎ，使结晶物充分溶
解。在酶联免疫检测仪４９０ｎｍ处测量各孔的光密度
值［Ｄ（４９０）］。同时设置调零孔（只加培养基１００μＬ，
ＭＴＴ１０μＬ，二甲基亚砜１００μＬ）和空白孔（ＳＨＳＹ５Ｙ
细胞、ＤＭＳＯ、培养基１００μＬ、ＭＴＴ１０μＬ、二甲基亚砜
１００μＬ）。计算公式为细胞活力ＭＴＴ值＝［实验组Ｄ（４９０）
值－空白组 Ｄ（４９０）值］／［对照组 Ｄ（４９０）值－空白组
Ｄ（４９０）值］。
１．７　线粒体ＲＯＳ含量测定
　　将ＳＨＳＹ５Ｙ细胞接种在共聚焦培养皿中，贴壁后
进行不同处理。ＰＢＳ洗涤后，加入 １％的 ＲＯＳ荧光探
针，３７℃孵育 ３０ｍｉｎ。孵育结束后用 ＰＢＳ重复洗涤
３次，将培养皿置于共聚焦显微镜下观察（绿色荧光激
发波４８８ｎｍ，红色荧光激发波６３３ｎｍ）。
１．８　线粒体自噬流检测
　　将ＳＨＳＹ５Ｙ细胞接种在共聚焦培养皿中，贴壁后
进行不同处理。ＰＢＳ洗涤后，按照试剂盒说明书［９］进

行操作，在共聚焦显微镜下分别检测线粒体自噬小体

形成和自噬溶酶体形成的完整自噬流过程。其中红色

荧光强度代表自噬小体含量，反映自噬小体形成情况；

而紫色荧光标记的线粒体和绿色荧光标记的溶酶体共

定位情况代表线粒体自噬溶酶体含量，反映自噬溶酶

体形成情况。

１．９　免疫荧光观察线粒体形态
　　将ＳＨＳＹ５Ｙ细胞接种在共聚焦培养皿中，待贴壁
完全细胞覆盖率在 ５０％左右时，进行木犀草素和
ＯＧＤ／Ｒ处理。用ＰＢＳ清洗３次后，加入用无血清培养
基稀释ＭｉｔｏＴｒａｃｋｅｒＤｅｅｐＲｅｄＦＭ染料（１∶１００００），３７℃
孵育３０ｍｉｎ，然后用无钙台式液清洗３次后，在激光共
聚焦显微镜下观察细胞中线粒体形态。红色荧光激发

波为６３３ｎｍ，可见范围为６５５～６７０ｎｍ。使用ＩｍａｇｅＪ软
件对共聚焦图片中ＭｉｔｏＴｒａｃｋｅｒ标记的线粒体的长度进
行统计。

１．１０　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｄｒｐ１表达变化
　　用刮板将经过处理的 ＳＨＳＹ５Ｙ细胞从培养瓶壁
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上刮下收集在１０ｍＬ离心管中。４℃条件下１２００×ｇ
离心１５ｍｉｎ，取上清加入上样缓冲液混匀后，１０５℃加
热６ｍｉｎ使蛋白变性，冰上降温后放入蛋白盒－４℃保
存。制备蛋白样品后使用１０％的ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳
分离蛋白（１００Ｖ恒压，２４０ｍｉｎ）。湿转法将蛋白转移
到ＰＶＤＦ膜上（３５０ｍＡ恒流，９０ｍｉｎ）。用 ５％脱脂奶
粉封闭 ２ｈ后，用 ＴＢＳＴ洗涤 ３次，Ｄｒｐ１抗体、βａｃｔｉｎ
抗体和ＡＮＴ抗体４℃孵育过夜，ＴＢＳＴ洗涤３次，二抗
室温孵育１ｈ，ＴＢＳＴ洗涤４次后，使用 Ｏｄｙｓｅｙ双色红
外荧光成像系统检测膜上目的蛋白表达变化。

１．１１　统计学分析
　　使用 ＳＰＳＳ１７．０统计软件。定量资料以 珋ｘ±ｓ表
示，两组间均数比较采用独立样本ｔ检验，多组间均数
比较采用单因素方差分析，采用ＳＮＫ法或者ＬＳＤ法进
行多重比较。检验水准α＝０．０５。

２　结果

２．１　靶向药物筛选发现木犀草素可能对脑缺血再灌
注损伤有保护作用

　　利用ＣＭａｐ公共数据库（ｈｔｔｐｓ：／／ｃｌｕｅ．ｉｏ／ｑｕｅｒｙ）对
缺血再灌注损伤具有潜在治疗效果的抗氧化剂进行筛

选。发现木犀草素作为具有 ＰＩ３Ｋ抑制效果的抗氧化
剂，靶向药物分数为９６．８６，评分＞９０，提示在脑缺血再
灌注治疗中可能具有重要作用（表１、图１Ａ）。利用经
典ＭＣＡＯ模型在动物水平模拟脑缺血再灌注，ＴＴＣ染
色结果显示ＭＣＡＯ组脑梗死面积为０．４０６８ｃｍ２，梗死
率为１５．７５％，与正常组比较差异具有统计学意义（Ｐ＜

０．０５）。而使用木犀草素（５ｍｇ／ｋｇ）干预后脑梗死面
积减少为０．１５０３ｃｍ２，与ＭＣＡＯ组比较差异具有统计
学意义（Ｐ＜０．０５，图１Ｂ、Ｃ），证实木犀草素对于脑缺血
再灌注损伤有一定的治疗效果。

２．２　木犀草素减少 ＯＧＤ／Ｒ诱导的氧化应激损伤并
且具有剂量依赖性

　　利用ＯＧＤ／Ｒ处理ＳＨＳＹ５Ｙ细胞在细胞水平模拟
脑缺血再灌注模型，通过ＭＴＴ细胞活力测定方法观察
木犀草素是否可以减少 ＯＧＤ／Ｒ诱导的细胞损伤。结
果显示，ＯＧＤ／Ｒ后ＳＨＳＹ５Ｙ细胞的ＭＴＴ值约为正常对
照组的５０％，使用不同剂量木犀草素（１０～１００μｍｏｌ／Ｌ）
处理后 ＭＴＴ值呈剂量依赖性增加。使用 ５０μｍｏｌ／Ｌ
的木犀草素处理ＳＨＳＹ５Ｙ细胞后，ＭＴＴ值增加至８３％
（Ｐ＜０．０５）。而使用 １００μｍｏｌ／Ｌ的木犀草素处理
ＳＨＳＹ５Ｙ细胞后，ＭＴＴ值并没有进一步增加（Ｐ＞０．０５，
图２Ａ）。结果显示木犀草素可以保护 ＯＧＤ／Ｒ后的细
胞功能，并且５０μｍｏｌ／Ｌ的木犀草素对ＯＧＤ／Ｒ诱导细
胞损伤的保护效果已经达到了饱和状态。

　　同时观察木犀草素对 ＯＧＤ／Ｒ后 ＲＯＳ产生的影
响。激光共聚焦结果显示ＯＧＤ／Ｒ后ＳＨＳＹ５Ｙ细胞中
ＤＣＦＨＤＡ荧光标记的ＲＯＳ含量明显增加（Ｐ＜０．０５），
而木犀草素可以显著减弱ＯＧＤ／Ｒ诱导的ＲＯＳ的产生。
ＯＤＧ／Ｒ＋木犀草素（１０μｍｏｌ／Ｌ）组ＲＯＳ含量是ＯＧＤ／Ｒ
组的５３．８％（Ｐ＜０．０５），ＯＤＧ／Ｒ＋木犀草素（５０μｍｏｌ／Ｌ）
组ＲＯＳ含量是ＯＧＤ／Ｒ组的３２．１％（Ｐ＜０．０５），差异均
具有统计学意义，且存在剂量依赖性（图２Ｂ）。

表１　脑缺血再灌注损伤抗氧化剂靶向药物筛选

分数 ＰｕｂｃｈｅｍＩＤ号 名称 　　　　　功能描述

９０．５７ ＢＲＤＫ１９２２０２３３ ＪＮＫ９Ｌ ＪＮＫ／ｐ３８抑制剂

９１．６２ ＢＲＤＫ００３１７３７１ ＲＩＴＡ ＭＤＭ抑制剂

９１．９０ ＢＲＤＫ９１６２３６１５ ＡＢＴ７５１ Ｔｕｂｕｌｉｎ微管抑制剂

９２．２４ ＢＲＤＫ９２９９１０７２ ＰＡＣ１ Ｃａｓｐａｓｅ激动剂

９３．３８ ＢＲＤＫ６３６０６６０７ ｂｕｆａｌｉｎ（布法林） ＡＴＰａｓｅ抑制剂

９３．３９ ＢＲＤＫ８８５６８２５３ ｉｐｒｏｎｉａｚｉｄ（异丙嗪） 单胺氧化酶抑制剂

９３．６４ ＢＲＤＫ５９７５３９７５ ｖｉｎｄｅｓｉｎｅ（长春地辛） Ｔｕｂｕｌｉｎ微管抑制剂

９４．４２ ＢＲＤＡ１３１２２３９１ ｔｒｉｐｔｏｌｉｄｅ（雷公藤内酯） ＲＮＡ聚合酶抑制剂，具有抗炎效果

９４．７９ ＢＲＤＡ２４５４３８５１ ｎｏｒｎｉｃｏｔｉｎｅ（去甲烟碱） 乙酰胆碱受体激动剂

９５．７９ ＢＲＤＫ８２１０９５７６ ｖｉｎｃｒｉｓｔｉｎｅ（长春新碱） Ｔｕｂｕｌｉｎ微管抑制剂

９５．９４ ＢＲＤＵ８２５８９７２１ ＨＧ５１１３０１ 蛋白激酶抑制剂

９６．７３ ＢＲＤＫ７９０９０６３１ ＣＧＰ６０４７４ ＣＤＫ／ＶＥＧＦＲ２／ＰＫＣ抑制剂

９６．８６ ＢＲＤＭ１６７６２４９６ ｌｕｔｅｏｌｉｎ（木犀草素） ＰＩＫ７５／蛋白激酶抑制剂／ＰＩ３Ｋ抑制剂

９７．９６ ＢＲＤＵ５１９５１５４４ ＺＧ１０ ＪＮＫ／ｐ３８抑制剂

９７．９９ ＢＲＤＡ１１７０２９６５ ｃｈｒｏｍｏｍｙｃｉｎａ３ ＤＮＡ结合剂
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Ａ：ＭＴＴ法测定木犀草素对ＯＧＤ／Ｒ处理ＳＨＳＹ５Ｙ细胞活力的影响（ｎ＝５）；Ｂ：ＤＣＦＨＤＡ荧光探针检测木犀草素对ＯＧＤ／Ｒ处理
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１：正常组；２：ＯＧＤ／Ｒ组；３：ＯＧＤ／Ｒ＋木犀草素１０μｍｏｌ／Ｌ组；４：ＯＧＤ／Ｒ＋木犀草素５０μｍｏｌ／Ｌ组

图２　木犀草素对ＯＧＤ／Ｒ处理ＳＨＳＹ５Ｙ细胞活力及ＲＯＳ产生的影响

１８７１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（１８）



２．３　木犀草素通过改善自噬流减少 ＯＧＤ／Ｒ后破损
线粒体ＲＯＳ堆积

　　为了探究木犀草素影响 ＯＧＤ／Ｒ后破损线粒体的
堆积过程，首先在正常情况下检测自噬小体和自噬酶

体形成情况，发现正常情况下自噬流过程是顺畅的

（图３）。激光共聚焦结果显示，ＯＧＤ／Ｒ后线粒体自噬
小体含量明显增多（红色荧光增强），但与溶酶体共定

位情况明显减少（Ｐ＜０．０５，图４Ａ），提示 ＯＧＤ／Ｒ后自
噬流被明显抑制，破损线粒体被自噬小体包裹后生成

大量线粒体自噬小体，但是无法及时有效地被溶酶体

降解，造成破损线粒体的大量堆积。而木犀草素可以

显著改善ＯＧＤ／Ｒ后的自噬流过程（Ｐ＜０．０５），减少破
损线粒体的堆积，有助于 ＯＧＤ／Ｒ后 ＲＯＳ的清除。
ＯＤＧ／Ｒ＋木犀草素（１０μｍｏｌ／Ｌ）组和 ＯＤＧ／Ｒ＋木犀草
素（５０μｍｏｌ／Ｌ）组线粒体自噬小体荧光强度比ＯＧＤ／Ｒ
组分别减少３１．３％和 ６４．６％（Ｐ＜０．０５），而自噬小体
与溶酶体共定位情况分别提高 ０．９３和 １．５６倍（Ｐ＜
０．０５），提示木犀草素对ＯＧＤ／Ｒ后自噬流的改善作用
同样具有剂量依赖性（图４Ｂ）。
２．４　木犀草素通过抑制 Ｄｒｐ１活性减少 ＯＧＤ／Ｒ后线

粒体ＲＯＳ产生
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，ＯＧＤ／Ｒ后尽管 Ｄｒｐ１蛋白

表达没有明显变化（Ｐ＞０．０５），但是Ｄｒｐ１活性（Ｓｅｒ６１６）明
显增高。木犀草素（１０和 ５０μｍｏｌ／Ｌ）处理后 Ｄｒｐ１
Ｓｅｒ６１６磷酸化水平分别减少 ４４．４％和 ８５．２％（Ｐ＜
０．０５），提示木犀草素对 ＯＧＤ／Ｒ后 Ｄｒｐ１活性有明显
抑制作用。我们将线粒体成分蛋白分离提取后，Ｗｅｓｔ
ｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，ＯＧＤ／Ｒ后线粒体成分蛋白中 Ｄｒｐ１
表达明显增加（Ｐ＜０．０５），细胞质成分蛋白中 Ｄｒｐ１表
达明显减低（Ｐ＜０．０５），而使用木犀草素处理后可以明
显抑制 ＯＧＤ／Ｒ后 Ｄｒｐ１的线粒体转位情况（Ｐ＜０．０５，
图５Ａ～Ｃ）。
　　进一步观察木犀草素对ＯＧＤ／Ｒ后ＳＨＳＹ５Ｙ细胞
线粒体形态的影响，结果显示，ＯＧＤ／Ｒ后活化Ｄｒｐ１发
生线粒体转位后会造成线粒体碎片化，导致破损线粒

体数量增加，线粒体长度明显缩短（Ｐ＜０．０５），而木犀
草素处理后线粒体形态和数量明显改善（Ｐ＜０．０５，
图５Ｄ～Ｅ），提示木犀草素可以通过抑制 Ｄｒｐ１活性减
少破损线粒体的产生，进而抑制了 ＯＧＤ／Ｒ后 ＲＯＳ的
过度生成。结果显示木犀草素除了可以通过改善自噬

流增加ＯＧＤ／Ｒ后ＲＯＳ的清除效率，还可通过保护线
粒体形态减少ＲＯＳ产生，而这个过程可能与木犀草素
对线粒体分裂蛋白Ｄｒｐ１的活性抑制有关。

线粒体

自噬小体

（
!"#

）

线粒体
自噬小体形成

自噬溶酶体形成

自噬流过程

$ !%

溶酶体

↑：示指自噬小体形成；：示指自噬溶酶体形成

图３　正常情况下ＳＨＳＹ５Ｙ细胞完整自噬流过程
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Ａ：共聚焦显微镜观察木犀草素对ＯＧＤ／Ｒ后自噬流的影响；Ｂ：木犀草素处理 ＯＧＤ／Ｒ诱导的 ＳＨＳＹ５Ｙ细胞后自噬小体和自噬
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ａ：Ｐ＜０．０５，与正常组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＯＧＤ／Ｒ组比较

图４　木犀草素对ＯＧＤ／Ｒ后自噬小体和自噬溶酶体形成的影响
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果；Ｂ：各组Ｄｒｐ１活性变化；Ｃ：各组成分蛋白Ｄｒｐ１表达变化；Ｄ、Ｅ：激光共聚焦观察木犀草素处理ＯＧＤ／Ｒ
诱导的ＳＨＳＹ５Ｙ细胞后线粒体形态变化及统计分析结果（ｎ＝３）　１：正常组；２：ＯＧＤ／Ｒ组；３：ＯＧＤ／Ｒ＋木犀草素１０μｍｏｌ／Ｌ组；
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图５　木犀草素对ＯＧＤ／Ｒ后Ｄｒｐ１活性及ＳＨＳＹ５Ｙ细胞线粒体形态的影响

３　讨论

　　木犀草素是一种天然黄酮类化合物，广泛存在于
西兰花、芹菜、苹果皮、卷心菜、胡萝卜等多种水果和蔬

菜中［４］。由于其高效性和低副作用，木犀草素的药理

学作用及机制近年来受到了广泛的关注。前期研究表

明，木犀草素作为一种 ＰＩ３Ｋ抑制剂可以通过抑制肿
瘤细胞增殖、诱导细胞凋亡以及增敏抗癌药物活性等

途径对于多种人类恶性肿瘤都有不同程度治疗效

果［１０－１１］。近年来，大量研究表明木犀草素还是一种良

好的神经保护剂，ＸＵ等［１２］的研究发现２ｎｍｏｌ／Ｌ的木

犀草素可以增强海马齿状回的突触传递，引发长时程

增强，保护神经系统的学习和记忆能力。５ｍｇ／ｋｇ木
犀草素急性给药可以增加十字迷宫实验中小鼠进入开

放臂区的次数和孔板实验中小鼠的探头次数，具有明

显抗焦虑效果［１３］。最新研究显示［１４］，木犀草素对于

线粒体功能具有潜在调节作用，但具体机制并未完全

阐明。本研究发现木犀草素可以通过线粒体保护机制

改善脑缺血再灌注后氧化应激损伤，并且对于“活化

Ｄｒｐ１诱导的破损线粒体增多导致 ＲＯＳ过度生成”过
程和“自噬流受阻引起的破损线粒体无法及时降解导

致ＲＯＳ清除减少”过程都有明显调节作用。
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　　Ｄｒｐ１是ＧＴＰａｓｅ超家族成员，作为一种机械化学
蛋白参与了线粒体分裂及线粒体功能调控等多种生命

过程。近年来研究表明 Ｄｒｐ１不同位点活性变化对于
Ｄｒｐ１蛋白功能、线粒体稳态调节以及疾病的发生、发
展都具有重要影响。我们前期在心脏［１５］、血管［１６－１７］

和肠道［１８］的缺血性损伤中均发现线粒体分裂蛋白

Ｄｒｐ１活化后可以诱导线粒体过度分裂，导致ＲＯＳ大量
生成。活性氧（ＲＯＳ）是由氧连续单电子还原产生的一
系列具有活泼化学反应的中间产物，具有双重效应，高

浓度ＲＯＳ可引起脂类过氧化、破坏蛋白质核酸结构和
功能，引起机体损伤；而低浓度 ＲＯＳ可以充当信号分
子参与机体正常生命活动。为防御 ＲＯＳ对机体造成
的损害，体内存在辅酶Ｑ、谷胱甘肽等抗氧化物质可以
及时清除自由基而维护机体正常生理情况下 ＲＯＳ产
生和清除平衡。在脑缺血再灌注后，线粒体损伤会导

致ＲＯＳ过度生成，通过诱导 ＮＬＲＰ３等一系列炎症反
应造成机体继发性损伤［２］。因此，降低线粒体ＲＯＳ水
平、及时清除受损线粒体、减少氧化应激损伤对脑缺血

再灌注后细胞功能保护具有重要意义。本研究我们在

ＯＧＤ／Ｒ处理的 ＳＨＳＹ５Ｙ细胞中同样观察到 Ｄｒｐ１活
性增高及破损线粒体增多的现象，而木犀草素可以抑

制Ｄｒｐ１活性，减少其线粒体转位，最终达到保护脑缺
血再灌注损伤后线粒体形态、减少ＲＯＳ产生的效果。
　　线粒体自噬流包括线粒体自噬小体形成和自噬溶
酶体降解两个过程。当饥饿、缺氧、应激等多种因素诱

导自噬启动后，细胞内双层膜结构会包裹受损细胞器、

变性蛋白核酸等物质形成自噬小体，再通过酸化与溶

酶体融合形成自噬溶酶体，最终被各种溶解酶降

解［１９］。正常情况下线粒体自噬流可通过调控线粒体

分裂融合，清除整个损坏或多余的线粒体，促进线粒体

更新及ＲＯＳ清除，对线粒体质量控制和防止氧化应激
损伤具有重要意义。研究表明在多种神经系统疾病中

均存在线粒体自噬异常，导致损伤线粒体聚集引起神

经轴突退化变性、神经元萎缩及死亡等［２０－２２］。本研究

发现木犀草素可以改善 ＯＧＤ／Ｒ后的自噬流过程，促
进线粒体自噬小体的降解，最终达到加速脑缺血再灌

注损伤后破损线粒体清除，减少ＲＯＳ堆积的目的。我
们前期研究发现活化Ｄｒｐ１对于谷胱甘肽代谢、辅酶Ｑ
等ＲＯＳ清除机制也有重要影响［１８，２２］，并且我们在缺血

损伤的血管组织中发现Ｄｒｐ１活化后可以通过Ｃｌｅｃ１６ａ
抑制Ｐａｒｋｉｎ的线粒体转位，对于线粒体自噬通路也有
重要调节作用［１６］。在线粒体去极化后，Ｄｒｐ１和 ＰＡＲ
ＫＩＮ会共同募集到线粒体外膜 ＰＩＮＫ１周围介导自

噬［２３］。在心肌缺血损伤中，Ｕｌｋ１诱导的高尔基体膜上
磷酸化Ｒａｂ９还可以与受损线粒体外膜上Ｒｉｐ１诱导的
活化Ｄｒｐ１结合形成Ｕｌｋ１Ｒａｂ９Ｒｉｐ１Ｄｒｐ１蛋白复合体
参与线粒体自噬过程［２４］。提示木犀草素对于脑缺血

再灌注氧化应激损伤的保护机制中内在联系还需要深

入探究。

　　综上，本研究发现木犀草素作为一种抗氧化剂对
于脑缺血再灌注后氧化应激损伤具有明显保护作用，

一方面它可以通过改善自噬流过程促进线粒体自噬小

体的降解，加速 ＲＯＳ的清除效率；另一方面它还可以
通过抑制 Ｄｒｐ１活性保护线粒体形态，减少 ＲＯＳ的产
生，最终防止脑缺血再灌注后 ＲＯＳ大量堆积，减少脑
损伤。本研究为脑缺血再灌注损伤“清除与减少自由

基”的防治策略及相关药物研发提供了实验依据，并

且进一步证实“氧自由基稳态调节”是脑缺血再灌注

防治的关键靶点。而针对木犀草素抑制 ＲＯＳ生成机
制和加速ＲＯＳ清除机制之间的内在联系，还需要后续
深入探究。
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