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毛蕊花糖苷抗缺氧缺糖/再灌注所致神经细胞损伤的

保护作用及核心药效团发现

张一驰 1#, 张晓雯 1#, 王丽超 1, 屠鹏飞 1, 王天文 2*, 曾克武 1*

(1. 北京大学药学院, 天然药物及仿生药物国家重点实验室, 北京 100191; 2. 重庆市中药研究院, 重庆 400065)

摘要: 探究毛蕊花糖苷抗缺氧缺糖/再灌注 (oxygen-glucose deprivation/reperfusion, OGD/R) 所致的PC12神经细

胞损伤的保护作用及核心药效团结构。以OGD/R诱导的PC12细胞作为神经细胞损伤模型, 通过MTT存活率及结

晶紫染色分析, 考察毛蕊花糖苷及其系列结构片段 (咖啡酸 3,4-二羟基苯乙酯、咖啡酸、3,4-二羟基苯乙醇) 对神经细

胞的保护作用; 通过Hoechst33258细胞凋亡染色、JC-1线粒体染色以及透射电镜分析, 考察毛蕊花糖苷及其系列结

构片段通过线粒体途径发挥神经细胞保护的可能性; 通过Western blot检测B淋巴细胞瘤2 (B cell lymphoma 2, Bcl 2)/

Bcl 2相关X蛋白 (Bcl 2 associated X protein, Bax) 介导的线粒体半胱天冬氨酸蛋白酶 3 (cysteinyl aspartate specific

proteinase 3, caspase 3)/DNA修复酶 (poly ADP-ribose polymerase, PARP) 凋亡通路蛋白表达, 考察毛蕊花糖苷及其

核心活性片段咖啡酸发挥神经细胞保护的分子机制。结果显示, 毛蕊花糖苷、咖啡酸 3,4-二羟基苯乙酯、咖啡酸均

可显著提高PC12细胞存活率并维持细胞正常形态, 同时还可显著逆转OGD/R诱导的PC12细胞凋亡, 抑制细胞线

粒体的去极化, 维持线粒体的正常结构。此外, 毛蕊花糖苷及其核心活性片段咖啡酸可明显抑制线粒体凋亡蛋白

caspase 3 和 PARP 的剪切, 下调 Bax 并提高 Bcl 2 蛋白的表达。综上表明, 毛蕊花糖苷能够通过线粒体 caspase 3/

PARP凋亡通路保护缺氧缺糖/再灌注所致的神经细胞损伤, 且咖啡酸可能是其发挥该作用的核心药效团结构。
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Abstract: To explore the protective effects and pharmacophore of verbascoside against oxygen-glucose

deprivation/reperfusion (OGD/R)-induced neuronal cells injury, we used OGD/R-induced PC12 cells as a neuronal

injury model. We investigated the neuroprotective effects of verbascoside and its structural fragments (caffeic acid

3, 4-dihydroxyphenethyl ester, caffeic acid, and 3, 4-dihydroxyphenylethanol) by MTT and crystal violet staining

analysis. Moreover, we studied the protection of verbascoside and its structural fragments on mitochondria by
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Hoechst33258 staining, JC-1 staining and transmission electron microscope analysis. The neuroprotective

mechanisms of verbascoside and its major active fragment caffeic acid were investigated by detecting B cell

lymphoma 2 (Bcl 2)/Bcl 2 associated X protein (Bax) -dependent mitochondrial cysteinyl aspartate specific

proteinase 3 (caspase 3)/poly ADP-ribose polymerase (PARP) apoptosis pathway by Western blot. The results

showed that verbascoside, caffeic acid 3, 4-dihydroxyphenethyl ester and caffeic acid significantly improved cell

viability and maintained normal PC12 cells morphology. These compounds also significantly reversed OGD/R-

induced PC12 cells apoptosis, inhibited cell mitochondria depolarization, and maintained normal mitochondria

structure. Furthermore, verbascoside and its major active fragment caffeic acid markedly inhibited the cleavage of

mitochondrial apoptotic proteins caspase 3 and PARP, down-regulated Bax, and increased Bcl 2 expression. These

results indicate that verbascoside protects OGD/R-induced neuronal cells injury via mitochondrial caspase 3/PARP

apoptosis pathway, and caffeic acid may function as the major pharmacophore structure.
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脑卒中又称“中风”, 临床表现为偏瘫、麻木、失语

及感觉障碍等, 其发病率高、起病急, 且致死率高, 是严

重危害现代社会人们生命健康的重大疾病[1]。缺血性

脑卒中是最常见的脑卒中类型 , 其发病机制极其复

杂[1,2]。现代研究认为, 该病主要是由脑部血液循环障

碍而导致脑组织缺血, 进而引起的一系列包括兴奋性

损伤、炎症反应、氧化应激以及钙超载等病理过程的综

合结果[3]。其中, 脑缺血再灌注后的神经元凋亡这一

病理过程已经成为当前研发抗缺血性脑卒中药物的热

点方向。

肉苁蓉 (Cistanche deserticola Y. C. Ma) 是列当科

肉苁蓉属的寄生植物, 作为一种传统中药, 它具有润肠

通便、补肾益精和抗衰益智的功效[4]。毛蕊花糖苷是

肉苁蓉中含量较高的苯乙醇苷类成分, 具有重要的药

用价值[5]。现代药理研究表明, 毛蕊花糖苷可能通过

对抗自由基损伤、增强端粒酶活性等发挥抗衰老作

用[6], 通过提高中枢胆碱能系统功能改善学习记忆障

碍[7], 但目前关于其抗脑缺血再灌注损伤的药理活性

及作用机制尚不清楚, 特别是毛蕊花糖苷发挥神经保

护作用的构效关系不清楚, 亟待揭示。本论文围绕毛

蕊花糖苷及其系列结构片段 (咖啡酸 3,4-二羟基苯乙

酯、咖啡酸、3,4-二羟基苯乙醇) 抗神经细胞缺氧缺糖/再

灌注 (oxygen-glucose deprivation/reperfusion, OGD/R)

损伤的保护作用及对线粒体凋亡通路的调节, 阐明了

毛蕊花糖苷治疗缺血性脑卒中的潜在药理作用、分子

机制及核心药效团, 最终对于抗缺血性脑卒中的创新

药物研究具有一定的借鉴意义。

材料与方法

试剂与仪器 化合物购自宝鸡市辰光生物科技有

限公司; Hoechst33258染色液购自北京索莱宝科技有

限公司; 线粒体膜电位染色试剂盒 (JC-1) 购自南京碧

云天生物技术公司 ; 结晶紫染色液购自北京雷根

(Leagene) 生物技术有限公司; DMEM 培养基和青链

霉素购自北京中科迈晨 (Macgene) 科技有限公司; 胎

牛血清购自北京百诺威生物科技有限公司; 溴化噻唑

蓝四氮唑 (MTT) 购自美国 Sigma公司; 蛋白抗体购自

美国 Cell Signaling Technology公司; ECL化学发光超

敏显色试剂盒购自上海翌圣 (Yeasen) 生物科技有限公

司; Tanon-5200Multi凝胶成像分析系统购自上海天能

公司; Sunrise-Basic酶标仪购自美国 Tecan公司; IX73

倒置荧光显微镜购自日本Olympus公司; HT7800透射

电镜购自日本Hitachi公司。

细胞培养与处理 PC12细胞系购自中国医学科

学院细胞中心。使用 DMEM 培养基 (含 10% 胎牛血

清、100 u·mL-1青霉素、100 μg·mL-1链霉素) 培养, 24 h

传代1次。

OGD/R模型 细胞密度约为 80%时开始诱导模

型, 吸去培养基并清洗细胞 3次。加入含药物 (2.5、5、

10 和 20 μmol·L-1) 的 Earle's 平衡盐溶液 (1× EBSS, 无

钙镁糖酚红), 将细胞置于日本三菱化学株式会社

2.5 L厌氧罐, 于 37 ℃培养 6 h。复氧时清洗细胞并加

入含相同浓度药物的DMEM完全培养基后于 37 ℃继

续培养24 h, 建立OGD/R损伤模型。

MTT 法检测细胞存活率 细胞给药处理到指定

时间后, 每孔加入100 μL含0.5 mg·mL-1 MTT的DMEM

培养基, 37 ℃避光孵育 4 h。取出孔板并吸去培养基,

每孔加 100 μL DMSO, 摇匀后用 Tecan 公司 Sunrise-

Basic酶标仪测量570 nm处吸光值。

结晶紫染色 细胞给药处理到指定时间后, 每孔

加入 500 μL 4% 多聚甲醛, 室温孵育 20 min 后用 PBS

清洗 3次, 每孔加入 500 μL 0.5% 结晶紫染液, 室温孵

育 30 min后加入 PBS清洗 3次, 用Olympus公司 IX73

倒置荧光显微镜观察细胞形态。
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Hoechst33258 染色 细胞给药处理到指定时间

后, 吸去培养基并加入 500 μL 4% 多聚甲醛室温固定

30 min。加入 PBS清洗后, 加入 1 mL Hoechst33258染

液, 室温避光孵育 30 min后 PBS清洗。用Olympus公

司 IX73倒置荧光显微镜 (激发波长 352 nm, 发射波长

461 nm) 观察细胞核形态。使用 Image J软件分析细胞

凋亡情况。

线粒体 JC-1染色 细胞给药处理到指定时间后,

吸去培养基并加入 1 mL JC-1染色工作液 (试剂盒提

供), 37 ℃避光孵育30 min, 加入PBS清洗。用Olympus

公司 IX73倒置荧光显微镜观察 JC-1单体的绿色荧光

(激发波长514 nm, 发射波长529 nm), 以及 JC-1聚合物

的红色荧光 (激发波长 585 nm, 发射波长 590 nm)。使

用 Image J软件分析检测线粒体膜电位变化情况。

透射电镜分析 细胞给药处理到指定时间后, 吸

去培养基并加入 3% 戊二醛室温孵育 2 h, 然后加入

1% 四氧化锇溶液室温孵育 1 h。对细胞沉淀进行丙

酮脱水、环氧丙烷渗透和树脂包埋处理, 包埋块切片,

采用枸橼酸铅和醋酸铀进行双染色 , 用 Hitachi 公司

HT7800透射电镜观察细胞线粒体结构。

蛋白免疫印迹 (Western blot) 分析 细胞给药处

理到指定时间后, 收细胞并加入RIPA裂解液 (含蛋白

酶抑制剂) 提取细胞总蛋白。用 8%～15% SDS-PAGE

分离总蛋白, 湿法转移至 PVDF 膜上。将 PVDF 膜放

入 5%脱脂奶粉, 室温封闭 30 min。洗涤后加入一抗,

室温孵育 2 h。充分洗涤后加入二抗 , 室温孵育 1 h。

充分洗涤, 用ECL显影液显影, 在凝胶成像系统 (Tanon-

5200Multi) 上拍照。使用 Image J 软件分析蛋白的相

对表达量。

分子对接 选取靶蛋白 CK2α'文件 (PDB ID:

5OOI), 蛋白质与小分子都赋予OPLS_2005力场, 采用

Schrödinger 2018 的 Covalent Docking 模块 , 以 Lys171

为反应氨基酸, 将 Lys171 定义为盒子中心, 在≤ 20 Å

内, 以Michael Addition反应类型进行共价对接。

统计学分析 所有数据用平均值 ± 标准差 (x̄ ± s)

表示。采用 GraphPad Prism 5 统计学软件进行 t 检验

和单因素方差分析, P < 0.05认为有统计学意义。

结果

1 毛蕊花糖苷及系列结构片段保护OGD/R诱导的神

经细胞损伤

毛蕊花糖苷的核心结构是咖啡酸 3,4-二羟基苯乙

酯, 即毛蕊花糖苷除去两个糖环后的结构。咖啡酸3,4-

二羟基苯乙酯可进一步水解为咖啡酸和 3,4-二羟基苯

乙醇 (图 1A)。因此, 本研究主要针对毛蕊花糖苷及其

3种结构片段——咖啡酸 3,4-二羟基苯乙酯、咖啡酸和

3,4-二羟基苯乙醇进行了 OGD/R 神经损伤的活性评

价。鉴于OGD/R模型可体外模拟缺血性脑卒中的病

理过程[8], 本研究首先利用MTT法和结晶紫染色分析

了毛蕊花糖苷及其系列结构片段对OGD/R模型的保

护作用。MTT 检测结果显示 (图 1B), OGD/R 显著降

低PC12细胞存活率, 毛蕊花糖苷及其结构片段咖啡酸

3,4-二羟基苯乙酯和咖啡酸可有效提升 PC12 细胞存

活率, 但 3,4-二羟基苯乙醇未见明显保护作用。此外,

结晶紫染色结果发现 (图 1C), OGD/R可导致神经细胞

形态明显改变, 主要为突触长度变短、数量减少及细胞

变圆、体积减小等, 而毛蕊花糖苷及其结构片段咖啡酸

3,4-二羟基苯乙酯和咖啡酸可以显著维持神经细胞正

常形态, 而 3,4-二羟基苯乙醇未见明显保护作用。上

述结果提示, 毛蕊花糖苷及其结构片段咖啡酸3,4-二羟

Figure 1 Verbascoside and its structural fragments protected

against oxygen-glucose deprivation/reperfusion (OGD/R) -induced

PC12 cells injury. A: Chemical structure of verbascoside and its

structural fragments; B: Verbascoside and its structural fragments

improved cell viability of PC12 cells exposed to OGD/R in a

dose-dependent manner in MTT assay; C: Verbascoside and its

structural fragments maintained normal morphology, increased the

length and volume of neurons exposed to OGD/R in crystal violet

staining assay (20×). n = 3, x̄ ± s. ##P < 0.01 vs control group; *P <

0.05, **P < 0.01 vs OGD/R group
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基苯乙酯和咖啡酸可以有效保护OGD/R所致的神经

细胞损伤。

2 毛蕊花糖苷及系列结构片段抑制 OGD/R 诱导的

PC12细胞凋亡

脑组织在缺血损伤情况下, 产生大量的氧自由基

和细胞毒性蛋白, 并导致细胞内Ca2+超载以及凋亡信

号通路的激活, 最终诱导神经元凋亡[9]。因此, 本实验

采用Hoechst33258染色法评价毛蕊花糖苷及系列结构

片段对 OGD/R 诱导的 PC12 细胞凋亡的保护作用。

Hoechst33258 是一种 DNA 结合染料 , 在凋亡细胞中 ,

染色体与Hoechst33258的结合增加, 呈现强蓝色荧光,

故常用于检测细胞凋亡[10]。结果表明 (图 2), 模型组细

胞核染色较深, 细胞核固缩、破碎, 表明ODG/R可导致

PC12细胞凋亡; 毛蕊花糖苷及其结构片段咖啡酸3,4-二

羟基苯乙酯和咖啡酸处理组可观察到Hoechst33258染

色明显减弱, 细胞核形态恢复正常, 即显著抑制了细胞

凋亡现象的发生, 而 3,4-二羟基苯乙醇未见上述保护

作用, 结果具有统计学意义。由此可见, 毛蕊花糖苷及

其结构片段咖啡酸 3,4-二羟基苯乙酯和咖啡酸具有抑

制OGD/R诱导神经细胞凋亡的作用。

3 毛蕊花糖苷及系列结构片段抑制 OGD/R 诱导的

PC12细胞线粒体损伤

当缺血性脑卒中发作时, 神经细胞发生氧化应激

反应, 产生的氧自由基损伤细胞线粒体, 导致线粒体膜

通透性增加[11,12]。为进一步探索毛蕊花糖苷及系列结

构片段对神经细胞线粒体损伤的保护作用, 本研究利

用 JC-1荧光染色和透射电镜对线粒体形态和功能进

行了评价。JC-1染色结果显示 (图3A), OGD/R可导致

PC12 细胞线粒体膜发生去极化 (表现为绿色荧光增

加), 而毛蕊花糖苷及其结构片段咖啡酸 3,4-二羟基苯

乙酯和咖啡酸可升高线粒体膜电位 (红色荧光增加 ,

绿色荧光减少), 3,4-二羟基苯乙醇未见明显保护作用,

结果具有统计学意义。此外, 透射电镜结果显示 (图 3B),

OGD/R显著损伤细胞线粒体形态, 表现为数量减少、

结构变圆膨胀、嵴结构消失以及亮度增加等, 而毛蕊花

糖苷及其结构片段咖啡酸 3,4-二羟基苯乙酯和咖啡酸

可维持线粒体原有结构, 同时 3,4-二羟基苯乙醇未表

现出明显保护作用。上述实验结果表明, 毛蕊花糖苷

及其结构片段咖啡酸 3,4-二羟基苯乙酯和咖啡酸可有

效抑制OGD/R诱导的PC12细胞线粒体损伤。

4 毛蕊花糖苷及核心活性片段咖啡酸抑制线粒体凋

亡信号通路激活

基于前期研究结果, 本课题组推测咖啡酸可能是

毛蕊花糖苷发挥神经保护活性的核心活性片段。因

此, 本研究进一步研究了这两个分子发挥抑制神经细

胞凋亡作用的分子机制。通过 Western blot检测半胱

天冬氨酸蛋白酶3 (cysteinyl aspartate specific proteinase

3, caspase 3)/DNA修复酶 (poly ADP-ribose polymerase,

PARP) 凋亡通路中关键蛋白的表达 , 结果显示 (图

4A、B), OGD/R 可导致 PC12 细胞内 B 淋巴细胞瘤 2

(B cell lymphoma 2, Bcl 2) 和 caspase 3 的表达减少 ,

Bcl 2相关 X 蛋白 (Bcl 2 associated X protein, Bax)、剪

切 态 caspase 3 和剪切态 PARP (cleaved caspase 3,

cleaved PARP) 的表达增加, 表明细胞线粒体凋亡通路

被激活。与模型组相比, 毛蕊花糖苷及咖啡酸可明显

逆转上述指标的变化 , 即升高 Bcl 2 的表达并抑制

Bax、剪切态 caspase 3和剪切态 PARP的增加, 且呈现

剂量依赖性, 结果具有统计学意义。综上所述, 毛蕊

花糖苷及咖啡酸表现出了显著抑制线粒体凋亡信号

通路的作用。

5 毛蕊花糖苷及咖啡酸的潜在神经保护作用靶点为

酪蛋白激酶2的α'亚基 (CK2α')

毛蕊花糖苷是肉苁蓉中另一成分松果菊苷的脱糖

产物。文献报道, 松果菊苷的作用靶点为酪蛋白激酶

2的 α'亚基 (casein kinase 2 α' subunit, CK2α')。松果菊

苷与 CK2α'的 171 位赖氨酸共价结合 , 通过靶向 CK2

蛋白促进线粒体融合, 从而发挥神经保护作用[13]。因

此推测, 毛蕊花糖苷及咖啡酸发挥神经保护作用的靶

Figure 2 Verbascoside and its structural fragments prevented OGD/R-induced PC12 cells apoptosis (20×). Verbascoside and its structural

fragments effectively reversed OGD/R-induced PC12 cells apoptosis in Hoechst33258 staining assay. n = 3, x̄ ± s. ###P < 0.001 vs control

group; ***P < 0.001 vs OGD/R group
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Figure 3 Verbascoside and its structural fragments inhibited OGD/R-induced mitochondria injury in PC12 cells. A: Verbascoside and its

structural fragments inhibited mitochondria depolarization in PC12 cells exposed to OGD/R by JC-1 staining assay (20×); B: Verbascoside

and its structural fragments maintained the normal structure of mitochondria in PC12 cells exposed to OGD/R by transmission electron

microscope assay (10 000×, 20 000×). n = 3, x̄ ± s. ###P < 0.001 vs control group; **P < 0.01, ***P < 0.001 vs OGD/R group

Figure 4 Verbascoside and its major active fragment caffeic acid inhibited mitochondrial cysteinyl aspartate specific proteinase 3 (caspase 3)/

poly ADP-ribose polymerase (PARP) apoptosis pathway. Verbascoside (A) and caffeic acid (B) inhibited the cleavage of caspase 3 and

PARP, down-regulated Bcl 2 associated X protein (Bax), and increased B cell lymphoma 2 (Bcl 2) expression. n = 3, x̄ ± s. #P < 0.05, ##P <

0.01, ###P < 0.001 vs control group; *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs OGD/R group. cas 3: Caspase 3; c-cas 3: Cleaved caspase 3; c-PARP:

Cleaved PARP
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点可能也是 CK2α'。为了验证这一假设 , 本研究以

CK2α'为靶蛋白选取其 PDB结构, 利用 Schrödinger分

别与毛蕊花糖苷及咖啡酸进行共价对接模拟。对接结

果显示, 毛蕊花糖苷 (图5A) 及咖啡酸 (图5B) 均可以其

α,β-不饱和羰基与Lys171上的氨基共价结合。除此之

外, 小分子中羰基及羟基还可与CK2α'上不同氨基酸形

成多个氢键相互作用, 进一步稳固小分子与靶蛋白的结

合。由此可以证明 , 毛蕊花糖苷及咖啡酸均有靶向

CK2α'的结构基础, 且具有共同的结合位点即Lys171上

的氨基, 因此其可能具有一致的发挥神经保护作用的潜

在靶点CK2α', 这也为咖啡酸可能是毛蕊花糖苷发挥神

经保护活性的核心活性片段的推测提供了依据。

讨论

缺血性脑卒中由于其起病急、致死致残率高等特

点, 严重威胁着中老年群体的生命健康。因此, 寻找有

效的治疗缺血性脑卒中的特效药物一直是当前临床医

学的热点问题。缺血性脑卒中发作时, 因局部脑组织

缺血缺氧, 引发神经细胞线粒体功能异常、数量减少,

受损的线粒体进而激活了下游 caspase凋亡信号通路,

最终导致神经细胞损伤。因此, 治疗缺血性脑卒中的

一个重要方向就是从保护神经线粒体功能入手, 发现

潜在的先导药物分子[14]。

本研究发现, 肉苁蓉关键药效成分毛蕊花糖苷及

其结构片段咖啡酸 3,4-二羟基苯乙酯和咖啡酸可以对

神经细胞线粒体结构、数量和功能起到良好的保护作

用, 进而可以抑制神经细胞凋亡、维持神经细胞形态,

而结构片段 3,4-二羟基苯乙醇未见明显保护作用。这

些结果提示, 咖啡酸 3,4-二羟基苯乙酯和咖啡酸可能

是毛蕊花糖苷发挥神经细胞保护作用的关键活性片

段。特别是咖啡酸是活性最好且结构最简单的化合

物, 同时其具有与毛蕊花糖苷相似的神经保护机制, 即

通过抑制Bcl 2/Bax介导的线粒体 caspase 3/PARP凋亡

通路发挥抗神经细胞OGD/R损伤的作用, 以及共同的

潜在作用靶点 CK2α'。由此可见, 咖啡酸可能是毛蕊

花糖苷的核心药效团结构, 对于今后深入探索毛蕊花

糖苷的神经保护药理机制及基于结构的抗脑缺血神经

保护药物研发具有较好的指导意义。

细胞凋亡在脑缺血损伤中十分重要, 抗凋亡蛋白

Bcl 2是细胞凋亡机制的主要靶点分子, 研究表明Bcl 2

的过表达可以减轻缺血性损伤, 而促凋亡蛋白Bax可

以抑制其表达。Caspase 3则是细胞凋亡的最终执行

者[15]。给药后剪切态 caspase 3 和 PARP 的回调表明

caspase 3/PARP 凋亡通路的启动减少 , 细胞凋亡受到

抑制。CK2是一种广泛调节多种信号蛋白的丝氨酸/

苏氨酸激酶, 参与许多细胞生命活动, 包括细胞增殖和

细胞凋亡等[16], 其 α'亚基 CK2α'可能通过促进线粒体

融合发挥抗脑缺血神经保护作用[13], 是毛蕊花糖苷及

咖啡酸的潜在作用靶点。

综上所述, 本研究揭示了肉苁蓉关键药效成分毛

蕊花糖苷发挥抗脑缺血再灌注损伤的保护作用及潜在

机制, 特别是提出了咖啡酸可能是毛蕊花糖苷发挥神

Figure 5 Verbascoside and caffeic acid covalently modify the Lys171 site of casein kinase 2 α' subunit (CK2α'). A: Docking analysis of

verbascoside covalent binding mode to CK2α'; B: Docking analysis of caffeic acid covalent binding mode to CK2α'
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经保护作用的关键药效团, 这对治疗缺血性脑卒中创

新药物的研发具有参考价值。
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