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异鼠李素激活Sirt1/PGC-1α信号通路抑制MPP+诱导的

SH-SY5Y细胞损伤
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摘要: 研究异鼠李素 (isorhamnetin, ISO) 对 1-甲基-4-苯基吡啶离子 (1-methyl-4-phenylpyridiniumion, MPP+) 损

伤SH-SY5Y细胞的保护作用及机制。建立MPP+损伤SH-SY5Y细胞模型, MTT和LDH法检测细胞活力, 并测定细

胞内超氧化物歧化酶 (superoxide dismutase, SOD) 和谷胱甘肽过氧化物酶 (glutathione peroxidase, GSH-Px) 的活性,

考察细胞氧化应激水平。应用DCFH-DA和MitoSOX荧光探针检测细胞内活性氧自由基 (ROS) 和线粒体内超氧化

物水平, 应用 JC-1检测线粒体膜电位变化。Western blot和免疫荧光测定细胞中沉默信息调节因子 2相关酶 1 (silent

mating type information regulation 2 homolog 1, Sirt1) 和过氧化物酶体增殖物激活受体 γ辅助激活因子 1α (peroxi‐

some proliferator-activated receptor γ coactivator-1α, PGC-1α) 的蛋白表达, 并且采用Western blot对凋亡相关蛋白Bax

和Bcl-2的表达进行检测。500 μmol·L-1 MPP+损伤导致SH-SY5Y细胞存活率显著降低为 52.46%, LDH释放量显著

增加至 417.63%。5和 15 μmol·L-1 ISO通过增加Sirt1和PGC-1α的表达, 减轻MPP+诱导的SH-SY5Y细胞损伤, 降低

LDH释放, 显著减少MPP+诱导的细胞总ROS增加, 降低线粒体内超氧化物水平, 抑制线粒体膜电位下降, 其细胞存

活率分别增加到 61.61%和 67.55%。此外, ISO能够降低MPP+损伤所致Bax升高, 抑制Bcl-2的降低, 抑制MPP+引起

的 SH-SY5Y细胞凋亡。而 ISO所介导的细胞凋亡抑制, 能够被 Sirt1特异性抑制剂 Sirtinol所逆转。ISO通过激活

Sirt1/PGC-1α信号途径, 减轻氧化应激损伤, 抑制细胞凋亡, 发挥神经细胞保护作用。
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Abstract: We studied the protective effect and mechanism of isorhamnetin (ISO) on 1-methyl-4-phenylpyri‐

diniumion (MPP+)-induced SH-SY5Y cells injury. MPP+-induced SH-SY5Y cell injury model was established, and

cell viability was measured by MTT and LDH methods. The activity of superoxide dismutase (SOD) and gluta‐

thione peroxidase (GSH-Px) in cells were determined to investigate the level of oxidative stress. DCFH-DA and
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MitoSOX fluorescence probes were used to detect the levels of intracellular reactive oxygen species (ROS) and

mitochondria superoxide, respectively. JC-1 fluorescence probe was used to detect the changes of mitochondrial

membrane potential. Western blot and immunofluorescence methods were used to determine the expressions of

Sirt1 and PGC-1 proteins, as well as the expression levels of apoptosis-related proteins Bax and Bcl-2. MPP+ at the

dose of 500 μmol·L-1 significantly reduced SH-SY5Y cells viability to 52.46% and increased LDH release to

417.63%. ISO at 5 and 15 μmol·L-1 significantly increased the expression of Sirt1 and PGC-1α, inhibited LDH re‐

lease, reduced intracellular ROS and mitochondria superoxide, inhibited the decline of mitochondrial membrane po‐

tential and increased cell viability to 61.61% and 67.55%. In addition, ISO could downregulate the expression of

Bax and upregulate the expression of Bcl-2 to reduce cell apoptosis. ISO-mediated inhibition of apoptosis could be

reversed by Sirt1 specific inhibitor Sirtinol. Through activating Sirt1/PGC-1α signaling pathway, ISO could reduce

oxidative stress injury and inhibit cell apoptosis to protect cells from MPP+ injury.

Key words: isorhamnetin; silent mating type information regulation 2 homolog 1; peroxisome proliferator-

activated receptor γ coactivator-1α; neuroprotection

帕金森病 (Parkinson's disease, PD) 是一种以黑质

多巴胺能神经元变性缺失为主要特征的神经退行性疾

病[1]。氧化应激在帕金森病的发病机制中起着至关重

要的作用[2,3]。活性氧的产生 (reactive oxygen species,

ROS) 超过细胞抗氧化能力时, 会发生氧化应激损伤,

过度的氧化应激会引发一系列病理生理反应。ROS

参与帕金森病等神经退行性疾病的发生和发展, 抗氧

化药物有望用于帕金森疾病的治疗[4]。

沉默信息调节因子 2 相关酶 1 (silent mating type

information regulation 2 homolog 1, Sirt1) 是依赖于烟

酰胺腺嘌呤二核苷酸的组蛋白脱乙酰化酶, 在氧化应

激中起重要作用[5-7]。Sirt1可使多种蛋白脱乙酰化, 调

节细胞内氧化应激、凋亡和衰老等过程[8]。过氧化物

酶体增殖物激活受体 γ辅助激活因子 1α (peroxisome

proliferator-activated receptor γ coactivator-1α, PGC-1α)

是Sirt1去乙酰化底物, 参与线粒体生物合成及能量代

谢等通路的调节[9-11]。线粒体是细胞产生ROS的主要

来源, 去乙酰化的 PGC-1α可刺激线粒体生物合成, 因

此, Sirt1/PGC-1α信号通路在细胞防御氧化应激和线

粒体功能障碍中发挥重要作用。

异鼠李素 (isorhamnetin, ISO) 是一种黄酮类化合

物, 广泛存在于多种植物的花、果实和叶子中。研究表

明, ISO具有多种药理学活性, 能够抑制NF-κB信号通

路发挥抗炎作用[12], 能够清除自由基, 减轻氧化应激造

成的心肌细胞损伤[13]。然而, ISO能否通过Sirt1/PGC-

1α信号通路抑制 1-甲基-4-苯基吡啶离子 (1-methyl-4-

phenylpyridiniumion, MPP+) 诱导的SH-SY5Y细胞氧化

损伤, 未见报道。因此, 本实验建立MPP+损伤SH-SY5Y

细胞模型, 探讨 ISO 对 MPP+损伤 SH-SY5Y 细胞的保

护作用及机制, 为帕金森病等神经退行性疾病的治疗

提供新的思路。

材料与方法

试剂 异鼠李素购自上海源叶生物科技有限公司。

人神经母细胞瘤细胞 SH-SY5Y购自中国医学科学院

基础医学研究所。Dulbecco's modified eagle medium:

nutrient mixture F-12 (DMEM/F12) 培养基、胎牛血清

(fetal bovine serum, FBS)、2',7'-二氯荧光黄双乙酸盐

(2',7'-dichlorofluorescin diacetate, DCFH-DA) 和红色线

粒体超氧化物荧光探针 (MitoSOX red mitochondrial

superoxide indicator, MitoSOX)均购自Thermo Scientific

公司。MPP+、Hoechst 33258、Sirtinol、氮乙酰半胱氨酸

(N-acetylcysteine, NAC) 和MTT均购自Sigma公司; 乳

酸脱氢酶检测试剂盒 (LDH cytotoxicity assay kit, LDH)

和线粒体膜电位检测试剂盒 (JC-1 mitochondrial

membrane potential assay kit, JC-1) 均购自碧云天生物技

术公司。超氧化物歧化酶 (superoxide dismutase, SOD) 试

剂盒和谷胱甘肽过氧化物酶 (glutathione peroxidase,

GSH-Px) 试剂盒均购自南京建成生物工程研究所。

Sirt1、PGC-1α、β-actin、Bax、Bcl-2抗体和 anti-rabbit IgG

(H+L), F(ab')2 fragment、anti-mouse IgG (H+L), F(ab')2

fragment荧光二抗均购自Cell Signaling Technology公

司。Goat anti-rabbit IgG和Goat anti-mouse IgG均购自

江苏康为世纪生物科技有限公司。

细胞培养 用含 10% 胎牛血清 , 100 u·mL-1青霉

素和 100 µg·mL-1 链霉素的 DMEM/F12 培养液 , 在

37 ℃、5% CO2饱和湿度条件下培养SH-SY5Y细胞。

MTT检测细胞存活率 正常对照组细胞始终使

用完全培养基孵育。加药组给予不同浓度 ISO预孵育

2 h, 之后损伤组加入 500 μmol·L-1 MPP+, 孵育 24 h后

吸除培养液, 每孔加入 100 µL MTT工作液, 37 ℃培养

4 h后吸除MTT, 每孔加入 100 μL DMSO溶解结晶后,

490 nm处测定吸光度。
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LDH释放率检测 实验终点, 取细胞上清, 应用

碧云天生物技术公司提供的检测试剂盒测定 LDH释

放, 具体操作按照说明书进行。

细胞活性氧的检测 实验终点, 倾去培养液, PBS

洗涤 1次, 加入DCFH-DA和Hoechst 33258, 避光孵育

30 min后 PBS洗涤 3次, 应用高内涵细胞分析系统进

行检测。

线粒体膜电位检测 实验终点, 倾去培养液, PBS

洗涤 1次, 加入含 10 µg·mL-1 Hoechst 33258的 JC-1染

色工作液, 避光孵育 20 min后用染色缓冲液洗涤 2次。

最终加入 100 μL培养基, 应用高内涵细胞分析系统进

行检测。

SOD和GSH-Px活性测定 实验终点, 收集细胞

上清液, 根据南京建成科技有限公司提供的试剂盒, 测

定SOD和GSH-Px活性。

Western blot 检测蛋白表达 实验终点 , 磷酸缓

冲盐溶液 (phosphate buffer saline, PBS) 洗涤 1次, 加入

蛋白裂解液后冰上裂解 30 min, 提取细胞总蛋白。加

入 loading buffer后沸水浴 10 min。采用等量上样, 进

行聚丙烯酰胺凝胶电泳, 之后转印至聚偏二氟乙烯膜

(polyvinylidene fluoride, PVDF)。将转印后的PVDF膜

置于 5% 牛血清白蛋白 (bovine serum albumin, BSA)

封闭 2 h 后分别用稀释后的 Sirt1、PGC-1α、Bax、Bcl-2

和 β-actin抗体 4 ℃孵育过夜。接下来用Tris缓冲盐溶

液 (Tris buffered saline Tween, TBST) 洗涤 3次, 再置于

稀释后对应种属二抗中室温孵育 2 h, 最终TBST洗涤

3次后显色成像。

免疫荧光检测 Sirt1、PGC-1α蛋白表达 实验终

点, 吸除原培养液, PBS洗涤 1次, 加入多聚甲醛固定;

PBS 洗涤 1 次 , 加入 0.3% Triton-100 透化 ; PBS 洗涤

1 次 , 加入 5% BSA 封闭 ; 之后加入稀释后的 Sirt1 和

PGC-1α抗体孵育过夜; 回收抗体后用 PBS 洗涤 3 次 ,

然后加入对应的荧光二抗稀释液, 避光孵育 1.5 h; PBS

洗涤 3次后加入Hoechst 33258避光孵育 30 min; 最后

PBS洗涤1次, 置于高内涵分析仪进行检测。

统计学处理 结果以
-
x ± s表示, 对于统计学差异

分析, 使用GraphPad Prism version 7.0 (GraphPad Soft‐

ware, CA, USA) 软件中 one-way ANOVA (Tukey's post

hoc test) 方法进行统计处理。P<0.05表示具有显著的

统计学差异。

结果

1 ISO减轻MPP+诱导的SH-SY5Y细胞损伤

如图 1A 所示 , 与正常对照组相比 , 500 μmol·L-1

MPP+作用后 SH-SY5Y细胞存活率降低为正常对照组

的 52.46%, 5和 15 μmol·L-1 ISO及 5 mmol·L-1抗氧化阳

性药NAC能够显著提高细胞存活率, 细胞存活率分别

为正常对照组的61.61%、67.55%和63.39% (P<0.05、P<

0.001 和 P<0.05)。LDH 检测同样证实了 ISO 对 SH-

SY5Y 细胞的保护作用 , 如图 1B 所示 , MPP+损伤后

SH-SY5Y细胞中LDH释放量显著增加 (P<0.001), 5和

15 μmol·L-1 ISO 及 5 mmol·L-1 NAC 均能够显著抑制

MPP+诱导的LDH释放 (P<0.05)。

2 ISO增加MPP+损伤SH-SY5Y细胞中SOD和GSH-

Px的活性

如图 2所示, 与对照组相比, MPP+损伤 SH-SY5Y

细胞模型组 SOD和GSH-Px活性显著降低 (P<0.001)。

5和 15 μmol·L-1 ISO预处理能够显著提高SH-SY5Y细

胞中 SOD 的活性 (P<0.01, P<0.001), 以及 GSH-Px 的

活性 (P<0.05, P<0.01)。

3 ISO降低MPP+诱导的 SH-SY5Y细胞活性氧和线

粒体超氧化物产生

采用 ROS特异性荧光探针 DCFH-DA 对 MPP+损

伤 SH-SY5Y细胞后, 细胞内ROS的生成量进行检测。

如图 3A 和 B 所示 , 500 μmol·L-1 MPP+损伤后模型组

SH-SY5Y细胞中ROS释放量显著增加 (P<0.001), 而 5

和 15 μmol·L-1 ISO预处理均能显著降低MPP+损伤引

起的 ROS 释放 (P<0.01, P<0.001)。采用线粒体超氧

Figure 2 Effects of ISO on the activities of superoxide dismutase

(SOD, A) and glutathione peroxidase (GSH-Px, B). n = 4,
-
x ± s.

###P<0.001 vs control group; *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 vs MPP+

group

Figure 1 The effects of isorhamnetin (ISO) on SH-SY5Y cell

viability. A: Cell viability was determined using MTT assay; B:

LDH release was detected by the LDH cytotoxicity assay kit. n = 4,
-
x ± s. ###P<0.001 vs control group; *P<0.05, ***P<0.001 vs MPP+

group. NAC: N-Acetylcysteine; LDH: Lactate dehydrogenase;

MPP+: 1-Methyl-4-phenylpyridiniumion
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化物荧光探针 MitoSOX, 对 MPP+损伤 SH-SY5Y细胞

后线粒体内超氧化物水平进行检测。如图 3A和C所

示, MPP+损伤模型组细胞线粒体中MitoSOX荧光强度

显著高于正常对照组 (P<0.001), 5 和 15 μmol·L-1 ISO

能够显著降低线粒体中超氧化物水平 (P<0.001)。

4 ISO减缓MPP+损伤 SH-SY5Y细胞线粒体膜电位

下降

如图 4 所示 , 与正常对照组相比 , MPP+损伤 SH-

SY5Y细胞后线粒体膜电位显著降低 (P<0.001), 红色

荧光转变为绿色。ISO (5和 15 μmol·L-1) 可显著抑制

MPP+诱导的 SH-SY5Y细胞损伤, 减缓线粒体膜电位

下降 (P<0.05, P<0.001)。

5 ISO提高SH-SY5Y细胞中Sirt1和PGC-1α的蛋白

表达

采用 Western blot 和免疫荧光检测 ISO 对 SH-

SY5Y 细胞中 Sirt1/PGC-1α信号通路的影响。如图 5

所示, 与正常对照组相比, MPP+损伤 SH-SY5Y细胞模

型组中 Sirt1和 PGC-1α蛋白水平显著降低 (P<0.001)。

与模型组相比, ISO预孵育能够显著提高Sirt1和PGC-

1α的表达水平。Sirt1特异性抑制剂 Sirtinol能够部分

阻断 ISO引起的Sirt1和PGC-1α蛋白水平升高。

6 ISO抑制MPP+损伤引起的SH-SY5Y细胞凋亡

采用Western blot法对凋亡相关蛋白Bcl-2和Bax

的表达情况进行检测。如图 6所示, 与正常对照组比

较, MPP+损伤导致 SH-SY5Y细胞抗凋亡蛋白Bcl-2显

著降低, 促凋亡蛋白 Bax表达明显增加。ISO能够显

著降低MPP+导致的Bax表达升高, 抑制Bcl-2的降低,

抑制细胞凋亡, 而 ISO所介导的细胞凋亡抑制能够被

Sirt1特异性抑制剂Sirtinol所逆转。

讨论

1-甲基-4-苯基-1,2,3,6-四氢吡啶 (1-methyl-4-phenyl-

Figure 4 ISO increased mitochondrial membrane potential in

SH-SY5Y cells after MPP+ injury. A: Representative double immu‐

nofluorescent staining for JC-1; B: ISO increased the ratio of red

and green fluorescence intensity. n = 4,
-
x ± s. ###P<0.001 vs con‐

trol group; *P<0.05, ***P<0.001 vs MPP+ group. Scale bar = 20 μm

Figure 5 The effects of ISO on silent mating type information

regulation 2 homolog 1 (Sirt1) and peroxisome proliferator-activated

receptor γ coactivator-1α (PGC-1α) levels in MPP+-injured SH-

SY5Y cells. A: Sirt1 levels detected by Western blot; B: PGC-1α

levels detected by Western blot; C: Sirt1 and PGC-1 α levels

detected by immunofluorescence; D: The quantitative analysis of

Sirt1 fluorescence; E: The quantitative analysis of PGC-1α fluo‐

rescence. n = 4,
-
x ± s. ###P<0.001 vs control group; *P<0.05, **P<

0.01, ***P<0.001 vs MPP+ group; ^P< 0.05, ^^P<0.01, ^^^P<0.001

vs 15 μmol·L-1 ISO group. Scale bar = 20 μm

Figure 3 The effects of ISO on the MPP+ induced cellular reactive

oxygen species (ROS) and mitochondrial superoxide production.

A: Representative images of DCFH-loaded and MitoSOX-loaded

SH-SY5Y cells; B: Quantitative analysis of the production of

DCFH-DA; C: Quantitative analysis of the production of MitoSOX.

n = 4,
-
x ± s. ###P<0.001 vs control group; **P<0.01, ***P<0.001 vs

MPP+ group. Scale bar = 20 μm. DCFH-DA: 2', 7'-Dichlorofluo‐

rescin diacetate; MitoSOX: MitoSOX™ red mitochondrial super‐

oxide indicator
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1,2,3,6-tetrahydropyridine, MPTP) 是一种神经毒素, 可

经B型单胺氧化酶转换为MPP+, MPP+通过多巴胺转

运体被转运到细胞内, 并被多巴胺能神经元内的线粒

体吸收, 通过抑制线粒体电子传递复合物破坏细胞内

氧化磷酸化过程, 最终影响细胞内能量消耗和自由基

产生, 引起氧化应激损伤。SH-SY5Y细胞是具有多巴

胺能特性的神经瘤细胞。研究表明, ISO具有较好的

抗肿瘤、降血脂、抗氧化等药理学活性[14-17]。本实验采

用 MPP+处理 SH-SY5Y 诱导细胞损伤 , 研究 ISO 对

MPP+损伤 SH-SY5Y细胞的保护作用。通过检测细胞

活力, 发现 ISO 能够提高 MPP+损伤后 SH-SY5Y 细胞

存活率。LDH检测进一步证实了 ISO的保护作用, 与

MPP+损伤模型组相比, ISO预处理后LDH释放量显著

降低。并且, ISO能够增加 SOD和GSH-Px的活性, 抑

制MPP+损伤导致的细胞内活性氧和线粒体超氧化物

增加, 减缓SH-SY5Y细胞线粒体膜电位下降。以上结

果表明 , ISO 对 MPP+损伤的 SH-SY5Y 细胞具有明显

的保护作用。

激活 Sirt1在阿尔茨海默病和帕金森病等神经退

行性疾病的治疗中表现出良好作用[18-20]。Sirt1 的激

活 , 可以促进 PGC-1α活化 , 进而抑制氧化应激损伤 ,

改善线粒体功能。为了明确 ISO 对 MPP+损伤 SH-

SY5Y细胞的保护机制, 本实验通过加入 Sirt1特异性

抑制剂Sirtinol后采用Western blot和免疫荧光的方法,

考察Sirt1/PGC-1α信号通路是否参与 ISO对SH-SY5Y

的保护作用。实验结果表明, ISO通过Sirt1/PGC-1α信

号途径减弱MPP+诱导的 SH-SY5Y细胞中氧化损伤。

Sirtinol能够部分阻断 ISO引起的 Sirt1和 PGC-1α蛋白

表达升高。抗凋亡蛋白Bcl-2和促凋亡蛋白Bax是线

粒体凋亡途径的关键参与者。在本实验中, 通过 ISO

预处理可以逆转MPP+损伤模型组中Bcl-2蛋白水平降

低和Bax表达增加, 调节Bcl-2和Bax表达平衡, 抑制

细胞凋亡, 而 ISO所介导的细胞凋亡抑制, 能够被Sirt1

特异性抑制剂Sirtinol所逆转。

综上所述, ISO通过提高细胞存活率, 降低LDH释

放, 清除细胞氧自由基和线粒体超氧化物, 减缓线粒体

膜电位下降, 发挥 SH-SY5Y细胞的保护作用。ISO对

MPP+损伤后 SH-SY5Y细胞的保护作用, 可能是通过

激活Sirt1/PGC-1α信号通路实现的。
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