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· 论著 ·

蓝萼甲素通过PINK1/Parkin信号通路激活脑缺血

再灌注损伤大鼠海马线粒体自噬

吴文，殷梦琪，张宇豪，邵卫
（华中科技大学同济医学院附属武汉市第一医院神经内科，武汉  430022）  

摘要  目的 探讨蓝萼甲素对脑缺血再灌注损伤 （CIRI） 大鼠海马线粒体自噬的影响及机制。方法  将大鼠随机分为假手术组、

CIRI组、蓝萼甲素低剂量组、蓝萼甲素高剂量组、血塞通组、蓝萼甲素高剂量+自噬抑制剂3-甲基腺嘌呤 （3-MA） 组，每组18只。

Zea-longa评分、Morris水迷宫实验分别检测大鼠神经功能和认知功能； 2，3，5-氯化三苯基四氮唑 （TTC） 染色检测大鼠脑梗死体

积占比；苏木素-伊红 （HE） 染色检测海马组织病理变化；试剂盒检测海马组织丙二醛 （MDA）、超氧化物歧化酶 （SOD） 水平；透射

电镜观察海马组织中线粒体自噬； Western blotting检测海马组织Beclin1、微管相关蛋白1轻链3 （LC3） -Ⅱ/LC3-Ⅰ、PTEN诱导假

定激酶1 （PINK1）、E3泛素连接酶 （Parkin） 蛋白表达。结果  与假手术组比较，CIRI组海马组织病理变化加重，穿越平台数减少，

逃避潜伏期延长，神经功能评分、脑梗死体积占比、海马组织MDA水平升高，SOD水平、线粒体自噬小体数量及Beclin1、LC3-Ⅱ/

LC3-Ⅰ、PINK1、Parkin蛋白表达降低 （P < 0.05）；与CIRI组比较，蓝萼甲素低、高剂量组和血塞通组海马组织上述指标结果均有

明显改善 （P < 0.05）；3-MA部分逆转了高剂量蓝萼甲素对CIRI大鼠氧化应激的抑制以及对线粒体自噬的激活作用。结论  蓝萼

甲素可通过激活PINK1/Parkin信号通路抑制CIRI大鼠氧化应激，促进线粒体自噬。
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Glaucocalyxin A activates mitochondrial autophagy in the hippocampus of rats with
cerebral ischemia-reperfusion injury through the PINK1/Parkin signaling pathway

WU Wen，YIN Mengqi，ZHANG Yuhao，SHAO Wei
（Department of Neurology，Wuhan First Hospital Affiliated to Tongji Medical College，Huazhong University of Science and Technology，Wuhan 430022，

China） 

Abstract  Objective To investigate the effects and mechanisms of glaucocalyxin A on mitochondrial autophagy in the hippocampus of 

rats with cerebral ischemia-reperfusion injury （CIRI）. Methods  Rats were randomly divided into sham，CIRI，low-dose glaucocalyxin 

A，high-dose glaucocalyxin A，Xuesaitong，and high-dose glaucocalyxin A+autophagy inhibitor 3-methyladenine （3-MA） groups，with 18 

rats in each group. Zea-longa scoring and the Morris water maze tests were used to assess the neurological and cognitive functions of the 

rats，respectively. 2，3，5-Trichloro-1，2，4-triazolylbenzene （TTC） staining was used to measure the proportion of cerebral infarct volume 

in the rats. Hematoxylin-eosin （HE） staining was used to detect pathological changes in hippocampal tissue. Malondialdehyde （MDA） and 

superoxide dismutase （SOD） levels were measured in hippocampal tissue. Transmission electron microscopy was used to observe mito-
phagy in hippocampal tissues. Western blotting analysis was performed to detect the protein expression of Beclin1，microtubule-associated 

protein 1 light chain 3 （LC3） -Ⅱ/LC3-Ⅰ，PTEN-induced putative kinase 1 （PINK1），and E3 ubiquitin ligase （Parkin） in hippocampal 

tissue. Results  Compared with the sham group，the CIRI group showed aggravated hippocampal tissue pathological changes，a reduced 

number of platform crossings，prolonged escape latency，and increased neurological function scores，proportion of cerebral infarct volume，

and hippocampal tissue malondialdehyde （MDA） levels； in contrast，SOD levels，the number of mitochondrial autophagosomes，and the 

expression of Beclin1，LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ，PINK1，and Parkin proteins decreased （P < 0.05）. Compared with the CIRI group，all of the above 

indicators in hippocampal tissue were significantly improved in the low- and high-dose glaucocalyxin A and Xuesaitong groups （P < 0.05）. 

3-MA partially reversed the inhibitory effect of high-dose glaucocalyxin A on oxidative stress in CIRI rats as well as its activation effect on 

mitochondrial autophagy. Conclusion  Glaucocalyxin A can inhibit oxidative stress in CIRI rats and promote mitophagy by activating the 
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PINK1/Parkin signaling pathway.
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血流重建是治疗脑缺血最有效的方法，但恢复

血液可能会加重损伤，即脑缺血再灌注损伤 （cere-

bral ischemia-reperfusion injury，CIRI）。CIRI机制复

杂，其中线粒体自噬在CIRI中发挥重要作用，目前仍

缺乏有效疗法，部分药物临床试验结果不一［1］。因

此，开发调控线粒体自噬的新药有重要意义。

蓝萼甲素属于二萜类成分，具有抗菌、抗炎、

抗氧化及神经保护作用，可通过减少细胞凋亡减轻

大鼠缺氧缺血性脑损伤［2］。但其对CIRI大鼠海马线

粒体自噬的影响鲜有报道。PTEN诱导假定激酶1 

（PTEN-induced putative kinase 1，PINK1） /E3泛素连接

酶 （E3 ubiquitin ligase，Parkin） 是神经系统疾病中线

粒体自噬的关键信号通路，激活该信号通路可通过

促进线粒体自噬缓解大鼠急性CIRI ［3］。已有研究［4］

表明，蓝萼甲素可调节该信号通路促进关节软骨细

胞自噬，但其是否通过此信号通路调控CIRI大鼠海

马线粒体自噬尚不清楚。因此，本研究拟探讨蓝萼

甲素对CIRI大鼠海马线粒体自噬的影响及机制，以

期为CIRI的临床治疗提供新的理论依据。

1 材料与方法

1.1 实验动物

SPF级雄性SD大鼠108只，体重210~220 g，由维

通达 （苏州） 生物技术有限公司提供，生产许可证号

SCXK （苏） 2024-0010。本研究获得我院实验动物伦

理委员会批准 （2024K0619）。

1.2 试剂及仪器

蓝萼甲素 （四川精萃天成药物科技有限公司）；

自噬抑制剂3-甲基腺嘌呤 （3-methyladenine，3-MA） 

（美国MCE公司）；血塞通 （湖南湘雅制药有限公司）；

2，3，5-氯化三苯基四氮唑 （2，3，5-trichloro-1，2，

4-triazolylbenzene，TTC） 染色液 （青岛捷世康生物科

技有限公司）；大鼠丙二醛 （malondialdehyde，MDA）、

超氧化物歧化酶 （superoxide dismutase，SOD） 试剂盒 

（武汉吉立德生物科技有限公司）；兔源一抗Beclin1、

微管相关蛋白1轻链3 （microtubule-associated protein 

1 light chain 3，LC3）、PINK1、GAPDH、Parkin及羊抗

兔二抗 （英国abcam公司）。

CX53光学显微镜 （日本奥林巴斯公司）；HT7800

透射电子显微镜 （日本日立公司）；DYCZ-28C蛋白电

泳仪 （北京六一生物科技有限公司）。

1.3 CIRI大鼠模型的构建

采用改良线栓法构建CIRI模型。麻醉大鼠后，

仰卧位固定，于颈部正中切口，分离颈外、颈总及颈

内动脉。结扎颈外动脉，在颈总动脉近心端剪一V形

切口，将线栓经颈总动脉插入颈内动脉，有轻微阻

力时停止 （约18 mm）。缺血2 h后抽出线栓，再灌注

24 h［5］。以大鼠神经功能评分1~3分为造模成功标

准。

1.4 分组与处理

将大鼠随机分为假手术组、CIRI组、蓝萼甲素

低剂量组、蓝萼甲素高剂量组、血塞通组、蓝萼甲素

高剂量+3-MA组，每组18只。假手术组不插入线栓，

其余各组均按照改良线栓法构建模型。建模前连续

7 d给药预处理，每日1次。蓝萼甲素低、高剂量组分

别腹腔注射1.665 mg/kg、6.66 mg/kg蓝萼甲素［6］；血

塞通组灌胃30 mg/kg血塞通［7］；蓝萼甲素高剂量+3-MA

组腹腔注射6.66 mg/kg蓝萼甲素和20 mg/kg 3-MA［8］；

假手术组、CIRI组大鼠以同样方式给予等量生理盐

水。末次给药2 h后进行造模。

1.5 Zea-longa评分检测神经功能

再灌注24 h后，采用 Zea-longa评分法评估大鼠

神经功能。0分，无神经功能损害；1分，抬起尾巴时，

左前肢无法完全伸展；2分，爬行时身体向左旋转；3

分，爬行时身体向左倾斜；4分，意识下降，无法自行

行走。

1.6 Morris水迷宫实验

将圆形水池 （水深30 cm） 分为4个象限，在任一

象限中放置低于水面2 cm的平台 （直径10 cm），连续

训练4 d，第5天记录大鼠找到平台的时间，即逃避潜

伏期。第6天撤去平台，记录大鼠60 s内穿越平台次

数。

1.7 脑组织TTC染色

各组随机取6只大鼠，收集完整脑组织，-20 ℃
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冷冻20 min，切成2 mm厚冠状面切片。用2% TTC在

37 ℃染色20 min，4%多聚甲醛固定过夜。采用Ima-

geJ软件计算脑梗死体积占比。

1.8 海马组织病理检测

各组随机另取6只大鼠，收集海马组织，用4%多

聚甲醛固定，石蜡包埋后制成5 μm厚切片，按照试剂

盒操作进行HE染色，光学显微镜观察组织病理变化。

1.9 海马组织中MDA、SOD水平检测

取各组剩余的6只大鼠，处死大鼠并收集海马

组织，按照试剂盒说明检测海马组织匀浆中MDA、

SOD水平。

1.10 透射电镜观察海马组织中线粒体自噬

取1.8中海马组织，用电镜固定液固定4 h，1%

锇酸室温固定2 h，乙醇梯度脱水后包埋于环氧树脂

中。制备80 nm切片，用醋酸铀酰和柠檬酸铅染色，透

射电镜观察海马组织中线粒体自噬，并统计自噬小

体数量。

1.11 海马组织中Beclin1、LC3、PINK1、Parkin蛋白

检测

取1.9中的海马组织，放射免疫沉淀试验提取组

织总蛋白，二喹啉甲酸法测定蛋白浓度。30 μg置于

十二烷基磺酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳分离，并转移

到聚偏二氟乙烯膜上。5%脱脂牛奶封闭1 h后，在4 

℃下 与Beclin1 （1 ∶ 5 000）、LC3 （1 ∶ 3 000）、PINK1 

（1 ∶ 4 000）、GAPDH （1 ∶ 2 000）、Parkin （1 ∶ 1 000） 

一抗孵育过夜。再与二抗 （1 ∶ 2 000） 共孵育1 h，增

强型化学发光试剂显影。ImageJ软件用于定量蛋白

灰度值。

1.12 统计学分析

采用SPSS 25.0软件进行统计分析，数据以x-±s

表示。多组间数据比较采用单因素方差分析，进一

步2组比较采用SNK-q检验。P < 0.05为差异有统计

学意义。

2 结果

2.1 蓝萼甲素对CIRI大鼠神经功能评分的影响

与假手术组 （0.00±0.00） 比较，CIRI组神经功

能评分 （2.85±0.14） 升高 （P < 0.05）；与CIRI组比较，

蓝萼甲素低剂量组 （2.32±0.11）、蓝萼甲素高剂量组 

（1.50±0.09）、血塞通组 （1.52±0.10） 神经功能评分

降低 （P < 0.05）；与蓝萼甲素高剂量组比较，蓝萼甲

素高剂量+3-MA组神经功能评分 （2.06±0.12） 升高 

（P < 0.05）。

2.2 蓝萼甲素对CIRI大鼠认知功能的影响

与假手术组比较，CIRI组大鼠穿越平台次数减

少，逃避潜伏期延长 （P < 0.05）；与CIRI组比较，蓝萼

甲素低、高剂量组和血塞通组大鼠穿越平台次数增

加，逃避潜伏期缩短 （P < 0.05）；与蓝萼甲素高剂量

组比较，蓝萼甲素高剂量+3-MA组大鼠穿越平台次

数减少，逃避潜伏期延长 （P < 0.05），见表1。

表1  蓝萼甲素对CIRI大鼠穿越平台次数、逃避潜伏期的影响

Tab.1  Effect of glancocalyxin A on the number of platform crossings and escape latency in CIRI rats

Group n Number of platform crossings Escape latency （s） 

Sham 18 6.39±0.34 10.11±0.56

CIRI 18 2.95±0.161） 23.88±1.251） 

Low-dose glaucocalyxin A 18 3.85±0.222） 18.89±0.972） 

High-dose glaucocalyxin A 18 5.69±0.312），3） 13.22±0.712），3） 

Xuesaitong 18 5.73±0.342），3） 13.54±0.782），3） 

High-dose glaucocalyxin A+3-MA 18 4.25±0.234） 16.71±0.914） 

1） P < 0.05 vs. sham group；2） P < 0.05 vs. CIRI group；3） P < 0.05 vs. low-dose glaucocalyxin A group；4） P < 0.05 vs. High-dose glaucocalyxin A group.

2.3 蓝萼甲素对CIRI大鼠脑梗死体积占比的影响

与假手术组 （0.00%±0.00%） 比较，CIRI组脑

梗死体积占比 （46.81%±2.35%） 升高 （P < 0.05）；与

CIRI组比较，蓝萼甲素低剂量组 （39.65%±1.94%）、

蓝萼甲素高剂量组 （20.56%±1.04%）、血塞通组 

（19.97%±0.89%） 脑梗死体积占比降低 （P < 0.05）；

与蓝萼甲素高剂量组比较，蓝萼甲素高剂量+3-MA

组脑梗死体积占比 （30.33%±1.52%） 升高 （P < 0.05），

见图1。

2.4 蓝萼甲素对CIRI大鼠海马组织病理的影响
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假手术组海马组织神经元形态规则，细胞核清

晰；CIRI组海马组织神经元排列紊乱，空泡变性，核

固缩严重；与CIRI组比较，蓝萼甲素低、高剂量组和

血塞通组海马组织上述病理损伤现象有所减轻；与

蓝萼甲素高剂量组比较，蓝萼甲素高剂量+3-MA组

海马组织神经元排列紊乱，空泡变性，核固缩加重，

见图2。

2.5 蓝萼甲素对CIRI大鼠海马组织中MDA、SOD水

A，sham group；B，CIRI group；C，low-dose glaucocalyxin A group；D，high-dose glaucocalyxin A group；E，xuesaitong group；F，high-dose glaucocalyxin 

A+3-MA group.

图1  大鼠完整脑组织TTC染色结果

Fig.1  TTC staining results of intact rat brain tissue

The sampled area is the CA1 region；red arrows indicate neuronal vacuolar degeneration，and black arrows indicate neurons with nuclear pyknosis.

图2  大鼠海马组织HE染色检测

Fig.2  HE staining of rat hippocampal tissues

×40

×200

Sham group CIRI group
Low-dose glaucoca-

lyxin A group
High-dose glaucoca-
lyxin A+3-MA group

Xuesaitong group
High-dose glaucoca-

lyxin A group

A B C D E F

平的影响

与假手术组比较，CIRI组海马组织中MDA水平

升高，SOD水平降低 （P < 0.05）；与CIRI组比较，蓝萼

甲素低、高剂量组和血塞通组海马组织中MDA水平

降低，SOD水平升高 （P < 0.05）；与蓝萼甲素高剂量

组比较，蓝萼甲素高剂量+3-MA组海马组织中MDA

水平升高，SOD水平降低 （P < 0.05），见表2。

2.6 蓝萼甲素对CIRI大鼠海马组织线粒体中自噬

小体数量的影响

与假手术组 （8.36±0.41） 比较，CIRI组海马组织

线粒体自噬小体数量 （1.25±0.11） 降低 （P < 0.05）；与

CIRI组比较，蓝萼甲素低剂量组 （3.43±0.14）、蓝萼

甲素高剂量组 （7.08±0.32）、血塞通组 （7.12±0.35） 

线粒体自噬小体数量升高 （P < 0.05）；与蓝萼甲素高

剂量组比较，蓝萼甲素高剂量+3-MA组线粒体中自

噬小体数量 （5.26±0.21） 降低 （P < 0.05），见图3。
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表3  蓝萼甲素对CIRI大鼠海马组织Beclin1、LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ、PINK1、Parkin蛋白的影响

Tab.3  Effect of glancocalyxin A on Beclin1，LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ，PINK1，and Parkin proteins in the hippocampal tissue of CIRI rats

Group n Beclin1/GAPDH LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ PINK1/GAPDH Parkin/GAPDH

Sham 6 1.89±0.17 0.91±0.07 1.39±0.14 0.88±0.07

CIRI 6 0.68±0.061） 0.25±0.021） 0.43±0.041） 0.19±0.011） 

Low-dose glaucocalyxin A 6 0.83±0.082） 0.39±0.032） 0.65±0.052） 0.36±0.032） 

High-dose glaucocalyxin A 6 1.57±0.162），3） 0.75±0.062），3） 1.18±0.122），3） 0.71±0.062），3） 

Xuesaitong 6 1.55±0.142），3） 0.77±0.062），3） 1.15±0.112），3） 0.73±0.072），3） 

High-dose glaucocalyxin A+3-MA 6 1.21±0.194） 0.58±0.054） 0.83±0.084） 0.52±0.054） 

1） P < 0.05 vs. sham group；2） P < 0.05 vs. CIRI group；3） P < 0.05 vs. low-dose glaucocalyxin A group；4） P < 0.05 vs. High-dose glaucocalyxin A group.

表2  蓝萼甲素对CIRI大鼠海马组织中MDA、SOD水平的影响

Tab.2  Effect of glancocalyxin A on MDA and SOD levels in hippocampal tissues of CIRI rats

Group n MDA （nmol/mg） SOD （U/mg） 

Sham 6 2.91±0.13 31.16±0.13

CIRI 6 9.83±0.391） 10.57±0.491） 

Low-dose glaucocalyxin A 6 8.19±0.372） 15.68±0.722） 

High-dose glaucocalyxin A 6 4.13±0.192），3） 26.33±1.292），3） 

Xuesaitong 6 4.20±0.212），3） 26.14±1.252），3） 

High-dose glaucocalyxin A+3-MA 6 6.56±0.314） 19.83±0.924） 

1） P < 0.05 vs. sham group；2） P < 0.05 vs. CIRI group；3） P < 0.05 vs. low-dose glaucocalyxin A group；4） P < 0.05 vs. High-dose glaucocalyxin A group.

A，sham group；B，CIRI group；C，low-dose glaucocalyxin A group；D，high-dose glaucocalyxin A group；E，xuesaitong group；F，high-dose glaucocalyxin 

A+3-MA group. The arrow points to the autophagosome.

图3  透射电镜观察大鼠海马组织线粒体自噬 ×10 000 

Fig.3  Transmission electron microscopy observation of mitophagy in rat hippocampal tissue ×10 000 

2.7 蓝萼甲素对CIRI大鼠海马组织中Beclin1、LC3-

Ⅱ/LC3-Ⅰ蛋白及PINK1/Parkin信号通路蛋白的影响

与假手术组比较，CIRI组海马组织中Beclin1、

LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ、PINK1、Parkin蛋 白 降 低 （P < 0.05）；

与CIRI组比较，蓝萼甲素低、高剂量组和血塞通组海

马组织中Beclin1、LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ、PINK1、Parkin蛋白

升高 （P < 0.05）；与蓝萼甲素高剂量组比较，蓝萼甲

素高剂量+3-MA组海马组织中Beclin1、LC3-Ⅱ/LC3-

Ⅰ、PINK1、Parkin蛋白降低 （P < 0.05），见表3、图4。

A

D

B

E

C

F
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3 讨论

近年来，缺血性卒中发病率上升，其发病后恢

复血流可加重脑损伤并触发CIRI。海马体是脑缺血

诱导的组织病理学损伤的主要部位［9］。本研究中

CIRI组大鼠海马组织神经元排列紊乱，空泡变性，核

固缩严重，证明大鼠海马组织发生了CIRI。线粒体是

能量中心，脑缺血再灌注发生后，线粒体内产生的

大量活性氧诱发氧化应激，加重线粒体损伤。通过

线粒体自噬消除异常线粒体对于维持缺血性中风

中的神经元功能至关重要［10］。LC3-Ⅰ转化为脂质

化的LC3-Ⅱ是自噬的典型标志，LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ蛋白

比例增加，表明自噬增强［11］；Beclin1作为重要的自

噬调节因子，在自噬激活中起关键作用。本研究中

CIRI组海马组织病理损伤加重、氧化指标水平增加、

线粒体自噬小体数量及相关蛋白表达降低，提示抑

制氧化应激及激活线粒体自噬对于改善CIRI具有重

要意义。蓝萼甲素是一种具有抗炎、抗氧化、神经保

护活性的天然化合物［12］。本研究结果显示，蓝萼甲

素可通过抑制氧化应激并激活线粒体自噬改善大

鼠CIRI，提示蓝萼甲素可能成为改善CIRI的潜在有

效药物。

大量研究［13-14］表明，PINK1/Parkin信号通路介

导的线粒体自噬对维持线粒体功能至关重要，激

活该通路可缓解CIRI。本研究中，蓝萼甲素可上调

CIRI大鼠海马组织中PINK1、Parkin蛋白表达，提示

其可能通过激活该信号通路抑制氧化应激、促进线

粒体自噬。为验证该推测，在高剂量蓝萼甲素基础

上联合自噬抑制剂3-MA干预，结果显示，3-MA减弱

了蓝萼甲素对氧化应激的抑制作用及对线粒体自

噬的激活作用，证实自噬激活是蓝萼甲素发挥保护

作用的关键环节。已有研究［4］证实蓝萼甲素可调控

PINK1/Parkin信号通路影响细胞自噬，因此推测蓝

萼甲素可能通过激活PINK1/Parkin信号通路抑制

CIRI大鼠氧化应激、促进线粒体自噬，从而发挥神经

保护作用。

综上所述，蓝萼甲素抑制CIRI大鼠氧化应激，

促进线粒体自噬的机制可能是通过激活PINK1/Par-

kin信号通路实现的，本研究可能为CIRI的临床治疗

提供新的理论参考依据。但上述结论在体外细胞模

型中是否依然成立有待进一步探究。
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