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摘 要：探讨血筒素（schisanlactone E，SE）通过磷酸酯酶与张力蛋白同源物（phosphatase and tensin homolog，

PTEN）/哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（mammalian target of rapamycinm，mTOR） /缺氧诱导因子1亚基α

（hypoxia-inducible factor 1α，HIF-1α）通路调节PC12细胞自噬抗氧糖剥夺（oxygen-glucose deprivation，

OGD）的机制研究。本研究构建OGD-PC12细胞体外模型，分为正常组（Con）、OGD组、SE组、PTEN抑

制剂（bisperoxovanadium，Bpv）组、Bpv+SE组。通过噻唑蓝染色（MTT）法、流式细胞术、透射电镜法、

单丹磺酰尸胺荧光染色（monodansylcadaverine，MDC）法、Western blot法检测相关指标。结果表明，与

OGD组相比，SE组细胞存活率提高（P<0.01），凋亡率降低（P<0.01），SE组和Bpv组细胞自噬小体和溶

酶体数量均减少（P<0.01），自噬小体的荧光强度均减弱（P<0.01），螯合体1（sequestosome1，p62）、

磷酸化雷帕霉素靶蛋白（p-mTOR）/mTOR蛋白表达量均升高（P<0.01或P<0.05），微管相关蛋白轻链3-II/I

（microtubule-associated protein1 light chain 3-II/I，LC3-II/LC3-I）、苄氯素1（recombinant beclin1，Beclin1）、

PTEN、HIF-1α蛋白表达量均降低（P<0.01）；与Bpv组相比，Bpv+SE组细胞自噬小体及溶酶体数量减少（P

＜0.01），自噬小体荧光强度减弱（P＜0.01），p62、p-mTOR/mTOR蛋白表达量升高（P＜0.01或P＜0.05），

LC3-II/LC3-I、Beclin1、PTEN、HIF-1α蛋白表达量降低（P＜0.01）。提示，SE在0.1 μmol/L浓度下能够达

到抗神经元自噬损伤最佳效果，发挥抑制OGD-PC12细胞自噬损伤的作用；通过加入PTEN抑制，能够上调

mTOR，继而下调HIF-1α，并且在SE与PTEN抑制剂联合用药后效果更为明显。本研究可为地方天然民族产

物SE研发和其抗缺血性脑卒中（ischemic stroke，IS）缺血损伤的分子机制提供一定实验室依据，并对地方

民族天然产物服务人类健康、促进地方经济发展累积经验。
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Abstract: This study aims to investigate the mechanism of the regulation of oxygen-glucose deprivation (OGD) in

PC12 cells by schisanlactone E (SE) via phosphatase and tensin homolog (PTEN)/mammalian target of

rapamycinm (mTOR)/hypoxia-inducible factor 1α(HIF-1α) pathway. In this study, OGD-PC12 cells models were

constructed in vitro, which were divided into control group (Con), OGD group, SE group, bisperoxovanadium

(Bpv) group, and Bpv+SE group. Relevant indexes were detected by thiazolyl blue staining (MTT) method, flow

cytometry, transmission electron microscopy, monodansylcadaverine (MDC), and western blot. The results

indicate that, compared to the OGD group, the SE group exhibited a marked improvement in cell survival rate

(P<0.01) and a corresponding decrease in apoptosis rate (P<0.01), both the SE and Bpv groups showed a reduction

in the number of autophagosomes and lysosomes (P<0.01), as well as a diminished fluorescence intensity of

autophagosomes (P<0.01), there was an elevation in the expression levels of sequestosome1 (p62) and

p-mammalian target of rapamycinm (p-mTOR)/mTOR proteins (P<0.01 or P<0.05), the microtubule-associated

protein1 light chain 3-II/I (LC3-II/LC3-I), recombinant beclin1(Beclin1), PTEN, and HIF-1α protein levels were

significantly decreased (P < 0.01). The Bpv+SE group showed a decrease in the number of autophagosomes and

lysosomes compared to the Bpv group (P＜0.01), the fluorescence intensity of autophagosomes also decreased (P

＜ 0.01), while the expression levels of p62 and p-mTOR/mTOR proteins increased (P＜ 0.01 or P＜ 0.05).

Additionally, the expression levels of LC3-II/LC3-I, Beclin1, PTEN, and HIF-1α proteins decreased (P＜0.01). At

a concentration of 0.1 μmol/L, SE can achieve the optimal effect in protecting neurons from autophagic injury and

exert an inhibitory effect on OGD-PC12 cell autophagic damage. By adding PTEN inhibitor, mTOR can be

upregulated, leading to downregulation of HIF-1α. The combined use of SE and PTEN inhibitor shows more

significant effects. This study can provide a certain experimental basis for the research and development of local

natural ethnic products SE and its molecular mechanism against ischemic stroke (IS) ischemic injury. It also

accumulates experience in serving human health with local ethnic natural products and promoting local economic

development.
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缺血性脑卒中（ischemic stroke，IS）是由脑血管血供氧不足引起的神经系统疾病，世

界中风组织最新报道，每年新增IS病例超过950万例，几乎60%的新病例发生在70岁以下的

人群，已成为世界范围内的第二大死亡原因[1,2]。目前治疗方案主要集中在改善脑血循环和

神经保护这两方面，而唯一获准用于治疗溶栓的药物只有组织纤维溶酶原激活剂，由于其治

疗时间窗窄，禁忌证限制，并发症危险，仅少数患者能够获益，尚无药物能够很好地改善IS



引起的神经损伤[3,4]。

氧糖剥夺（oxygen-glucose deprivation，OGD）是常用于体外模拟缺氧/缺血的模型[5]。

PC12细胞具有神经元特性，广泛用于模拟神经元损伤病理过程[6]。自噬对于维持细胞稳态至

关重要，并且参与IS的发生发展[7]。通过抑制自噬可缓解OGD诱导的细胞损伤，从而发挥保

护作用[8]。磷酸酯酶与张力蛋白同源物（phosphatase and tensin homolog，PTEN）可以通过

抑制丝氨酸/苏氨酸激酶（protein kinase B，AKT）/哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（mammalian target

of rapamycinm，mTOR）通路来调控自噬[9]。有研究表明[10]，AKT/mTOR/缺氧诱导因子1亚

基 α（ hypoxia-inducible factor 1α， HIF-1α） 通 路 也 可 以 调 控 自 噬 。 以 上 提 示 ，

PTEN/mTOR/HIF-1α信号通路可能参与了细胞自噬的调控。

土家族医药植物根于土家族地区，血筒是我国湘北土家族常用的药用植物，其主要成分

包括三萜、木脂素、倍半萜等，具有活血化瘀、行气补血功效[11]。据药理学研究，从血筒中

提取出的天然产物具有神经保护等药理活性[12]。血筒素（schisanlactone E，SE）（结构见图

1）是从药用部位藤茎中分离提取的天然产物，其毒性低，具有一定神经保护作用[13,14]。但

有关SE如何调控影响神经元自噬，发挥抗OGD损伤保护作用的具体机制尚未见报道。

本研究构建OGD-PC12细胞模型进行体外实验研究，通过噻唑蓝染色（MTT）法、流式

细胞术、透射电镜法、单丹磺酰尸胺荧光染色（monodansylcadaverine，MDC）法、Western

blot法检测相关指标。从而探明SE调控PTEN/mTOR/HIF-1α通路影响神经元自噬作用的潜在

分子机制，为SE防治IS机制累积理论依据，为土家民族药二次研发积累一定的实验室数据。

图 1 SE结构式

Fig. 1 Structure diagram of SE

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 细胞

大鼠肾上腺嗜铬细胞瘤（高分化）PC12细胞，购自中国科学院细胞库。

1.1.2 药品与试剂

SE（纯度＞98.0%，自制[15,16]）；PTEN抑制剂（bisperoxovanadium，Bpv）（批号：98953，



上海MCE公司）；胎牛血清（批号：SA240119）、DMEM高糖培养基（批号：WHB824X231）、

DMEM无糖培养基（批号：WH1023K241）、青霉素-链霉素溶液（批号：WH2622F081）、

胰酶（批号：WHAB23K011）、磷酸盐缓冲液（PBS）（批号：WHB823U281）（武汉普

诺赛有限公司）；吐温-20（批号：223Y011）、蛋白Marker（批号：20231106）、二甲基亚

砜（批号：401Q0313）、细胞自噬MDC试剂盒（批号：20220601）（北京索莱宝有限公司）；

通用型抗体稀释液（批号：20221110，苏州新赛美有限公司）；30％烯酰胺/甲叉双丙烯酰

胺（批号：23107998，安徽兰杰柯有限公司）；浓缩胶（批号：01415/13322）、分离胶（批

号：01413/31222）、上样缓冲液（批号：01411/13123）（江苏康为世纪公司）；微管相关

蛋白轻链3（microtubule-associated protein1 light chain 3，LC3）（批号：00136661）、苄氯

素1（recombinant beclin1，Beclin1）（批号：100008909）、磷酸化雷帕霉素靶蛋白（p-mammalian

target of rapamycinm，p-mTOR）（批号：10028462）、mTOR（批号：10024437）、β-肌动

蛋白（β-actin）（批号：10025459）（武汉三鹰生物有限公司）；HIF-1α（批号：GR3368586-26，

英国Abcam公司）；螯合体1（sequestosome1，p62)（批号：3522050721，武汉爱博泰克有

限公司）。

1.1.3 仪器

CCL-170B-8型二氧化碳培养箱（新加坡CelCulture公司）；150i型三气培养箱（美国

Thermo公司）；Trans-Biot Turbo System型转膜仪（美国BIO-RAD公司）；JY300E型电泳装

置（北京君意电泳设备公司）；7A-23B型电动吸引器（上海鱼跃公司）；MS105DU型电子

天平（瑞士METTLER TOLEDO公司）；JC-1型高通量细胞检测系统、PO Box998型微孔板

分光光度计（美国BioTek Instruments公司）；K2 Image Cytometer型双荧光细胞分析仪（美

国Cellometer公司）。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养

提前将恒温水浴箱预热至37 ℃，并在洁净操作台备好含完全培养基的EP管和培养瓶，

将冻存的细胞于水浴箱迅速解冻，吸移至EP管中离心，弃上清，接种于培养瓶中，轻吹混

匀后置于CO2培养箱（37 ℃、5％CO2、95％湿空气）中培养，次日换液。

1.2.2 OGD模型制备

待细胞生长状况良好，取出细胞，电子显微镜下观察后置于细胞操作台，小心吸弃原有

培养基，依据参考文献制备OGD模型[17]，加入等量的无糖培养基，置于三气培养箱（94%N2，

5%CO2，1%O2）中培养6 h。



1.2.3 MTT法检测细胞存活率

待细胞处于对数生长期，细胞计数后，均匀接种于96孔板中。设置正常组（Con）、OGD

组、SE（0.001、0.01、0.1、1、10 μmol/L）组，置于CO2培养箱中培养，待细胞贴壁，吸弃

原有培养基，加入对应浓度的SE，培养24 h后，Con组更换完全培养基，其余组更换无糖培

养基，分别置于CO2培养箱和三气培养箱中培养6 h，采用MTT法在490 nm波长处检测吸光

度（A），并计算细胞存活率（R）。

R=[（AS－AB）/（AC－AB）]×100%

式中，AS、AB和AC分别代表实验组、空白组和正常组的吸光度。

1.2.4 流式细胞术检测细胞凋亡率

待细胞处于对数生长期，细胞计数后，均匀接种于6 cm培养皿中，按“1.2.3”项分组培养，

取出细胞置于操作台，胰酶消化至EP管，4 ℃离心机1 000 r/min离心3 min，预冷PBS清洗重

悬2次，按凋亡试剂盒说明染色后立即上机。

1.2.5 透射电镜法观察细胞自噬小体及溶酶体

待细胞处于对数生长期，细胞计数后，均匀接种于10 cm培养皿中，设置Con组、OGD

组、SE组、Bpv组、Bpv+SE组。置于CO2培养箱中培养24 h后，SE（0.1 μmol/L）进行干预，

Bpv（5 μmol/L）分别在加SE前30 min加入，各组干预24 h后，Con组更换完全培养基，其余

组更换无糖培养基，分别置于CO2培养箱和三气培养箱中培养6 h后取出细胞，PBS清洗并吸

干，胰酶消化，细胞收集至EP管中，4 ℃离心机1 000 r/min离心10 min，弃上清，延壁缓慢

加入电镜固定液，置于4 ℃冰箱过夜。隔日取材、固定、脱水、浸泡、包埋、固化、切片、

染色、拍片。

1.2.6 MDC荧光染色法观测细胞自噬小体荧光强度

待细胞处于对数生长期，细胞计数后，均匀接种于6孔板中，按“1.2.5”项分组培养，取

出细胞，PBS清洗并吸干，加入MDC染液后，PBS清洗3遍，避光上机观测自噬小体荧光强

度。

1.2.7 Western blot检测相关蛋白表达情况

待细胞处于对数生长期，细胞计数后，接种于10 cm培养皿中，按“1.2.5”项分组培养，

取出细胞置于冰袋上，预冷PBS清洗3遍吸干，加入细胞裂解液，用细胞刮将细胞刮下，收

集至EP管中，置于4 ℃冰箱裂解30 min，离心后取上清，定量，配样，点样，跑胶，转膜，

封闭，置于4 ℃冰箱孵育一抗过夜，隔日孵育二抗，TBST清洗3遍后上机显影。

1.2.8 统计学分析



采用Graphpad prism和SPSS软件分析并作图。数据用以均数±标准差（x ± s, n = 3）表

示，采用成组t检验，P＜0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 细胞存活率

OGD组的细胞存活率与Con组相比明显降低（P<0.01）；SE 0.001、0.01、0.1、1 μmol/L

的细胞存活率与OGD组相比均有明显的提高（P<0.01），而SE 10 μmol/L的细胞存活率无明

显差别（P>0.05），结果见图2。

图 2 不同浓度 SE对 OGD-PC12细胞存活率的影响（x ± s, n = 3）

Fig. 2 Effects of different concentrations of SE on the survival rate of OGD-PC12 cells（x ± s, n = 3）

注：与 Con组相比，##P<0.01；与 OGD组相比，*P<0.05，**P<0.01，下同。

Note: Compared with Con group, ##P<0.01 ; Compared with OGD group,*P<0.05, **P<0.01, the same below.

2.2 细胞凋亡率

Con组的细胞凋亡率极少；OGD组的细胞凋亡率与Con组相比明显提高（P<0.01）；

SE 0.001、0.01、0.1、1 μmol/L组的细胞凋亡率与OGD组相比均有明显的降低（P<0.05或

P<0.01），而SE 10 μmol/L的细胞凋亡率并无明显差别（P>0.05），结果见图3。



图 3 不同浓度 SE对 OGD-PC12细胞凋亡率的影响（x ± s, n = 3）

Fig. 3 Effects of different concentrations of SE on apoptosis rate of OGD-PC12 cells（x ± s, n = 3）

2.3 自噬小体与溶酶体个数

Con组几乎无自噬小体、自噬溶酶体和自噬空泡；OGD组的自噬小体、自噬溶酶体和自

噬空泡数量与Con组相比明显增加（P<0.01）；SE组和Bpv组的自噬小体、自噬溶酶体和自

噬空泡数量与OGD组相比均减少（P<0.05或P<0.01）；Bpv+SE组的自噬小体、自噬溶酶体

和自噬空泡数量与Bpv组相比均减少（P<0.05），结果见图4。



图 4 SE和 Bpv对 OGD-PC12细胞中自噬小体与自噬溶酶体数量的影响（x ± s, n = 3）

Fig. 4 Effects of SE and Bpv on the number of autophagosomes and autolysosomes in OGD-PC12 cells

（x ± s, n = 3）

注：与 Bpv组相比，▲P＜0.05，▲▲P＜0.01，下同。

Note: Compared with Bpv group, ▲P＜0.05, ▲▲P<0.01, the same below.

2.4 细胞自噬小体荧光强度

Con组的绿色荧光斑点极少；OGD组的绿色荧光斑数量及强度与Con组相比明显增加

（P<0.01）；SE组和Bpv组的绿色荧光斑点数量及强度与OGD组相比有所减少（P<0.01）；

Bpv+SE组的绿色荧光斑数量及强度与Bpv组相比明显减少（P<0.01），结果见图5和表1。



图 5 SE和 Bpv对 OGD-PC12细胞中自噬小体荧光强度的影响（x ± s, n = 3）

Fig. 5 Effects of SE and Bpv on the fluorescence intensity of autophagosomes in OGD-PC12 cells（x ± s, n = 3）

表 1 OGD-PC12细胞中自噬小体荧光强度（x ± s, n = 3）

Table 1 The fluorescence intensity of autophagosomes in OGD-PC12 cells（x ± s, n = 3）

组别

Group

荧光强度

Fluorescence intensity（FIU）

Con 12.28±1.03

OGD 122.66±0.79##

SE 73.96±0.62**

Bpv 106.70±0.77**

Bpv+SE 76.10±0.45▲▲

2.5 细胞自噬相关蛋白表达比较

OGD组细胞中p62、p-mTOR/mTOR蛋白表达量与Con组相比明显降低（P<0.01），而微

管相关蛋白轻链3-II/I（microtubule-associated protein1 light chain 3-II/I，LC3-II/LC3-I）、Beclin1、

PTEN、HIF-1α蛋白表达量则升高（P<0.01）；SE组和Bpv组细胞中p62、p-mTOR/mTOR蛋

白的表达量与OGD组相比明显升高（P<0.01），而LC3-II/LC3-I、Beclin1、PTEN、HIF-1α

蛋白表达量则降低（P<0.01）；Bpv+SE组细胞中p62、p-mTOR/mTOR蛋白的表达量与Bpv

组相比明显升高（P<0.01），而LC3-II/LC3-I、Beclin1、PTEN、HIF-1α蛋白表达量则降低

（P<0.01），结果见图6。



图 6 SE和 Bpv对 OGD-PC12细胞自噬相关蛋白表达的影响（x ± s, n = 3）

Fig. 6 Effects of SE and Bpv on autophagy-related protein expression in OGD-PC12 cells（x ± s, n = 3）

3 讨论与结论

IS在世界范围内造成了巨大的健康负担，其患病率和死亡率很高[18]。IS最终病理变化是

神经元死亡，神经元是人体中最易缺血的细胞，在完全缺氧后几分钟内就会发生不可逆的细

胞损伤和细胞死亡[19]。自噬是降解功能失调的细胞器和蛋白质聚集体的主要细胞途径，在

神经元中尤其重要[20]。研究表明[21]，适当的自噬可能是神经退行性疾病中一种很好的神经

保护策略，而自噬水平不足或过量会促进细胞死亡。



PTEN是染色体10号上缺失的磷酸酶与张力蛋白同源物基因，具有磷酸酯酶的活性，在

中枢神经系统中广泛表达[9]，且与IS密切相关[22]。PTEN是mTOR的上游负调节因子，已被证

明参与自噬的发生发展过程[23]。mTOR是一种丝氨酸/苏氨酸激酶，在调节自噬中起着至关

重要的作用。mTOR由mTORC1和mTORC2组成，mTORC1是自噬诱导的关键蛋白质复合物

[24]。有研究表明，通过调控mTOR通路可抑制OGD诱导的细胞自噬[25]。细胞自噬的功能转

化与mTOR和HIF-1α通路之间密切相关[26]。HIF-1α是氧稳态的敏感调节剂，在缺氧/缺血后

迅速诱导其表达，它在IS的病理生理学中发挥着广泛的作用[27]。研究表明[28]，HIF-1α介导的

自噬参与了缺氧预处理诱导的神经保护作用。以上提示，PTEN/mTOR/HIF-1α信号通路可能

参与了细胞自噬的调控。

土家乃国家之重医，国学亦华民之良法。血筒是我国湘北土家药，药用部位为南五味子

Kadsura heteroclita(Roxb)Craib藤茎，在3 kg藤茎粉末中可提取分离出1 080 mg的SE[16]，分子

式为C30H44O4，分子量为468.67，具有神经保护作用，目前国内对SE的研究大多集中在抗炎

方面，其在IS中自噬方面的研究较少、具体作用通路及靶点研究尚不明确。

Bpv是一种有效的PTEN抑制剂。研究报道，神经元损伤后自噬被激活，PTEN抑制剂可

以抑制自噬，从而促进损伤神经元的修复[29]。PTEN抑制剂能够抑制PTEN和激活磷脂酰肌

醇-3-激酶（phosphatidylinositol 3-kinase，PI3K）/AKT/mTOR信号通路，从而减少体外原发

性脊髓神经元损伤模型中的细胞死亡，发挥神经元保护的作用[30]。同样也有研究表明，

PTEN/mTOR对于控制缺血性脑损伤后的神经元细胞死亡至关重要，在大鼠大脑中动脉栓塞

模型中PTEN抑制剂可以通过激活mTOR通路减少缺血性脑损伤诱导的神经元细胞的死亡，

显著减少梗死体积[22]。

本研究结果显示，PC12细胞与OGD组相比，在SE（0.001、0.01、0.1、1 μmol/L）的干

预下，细胞存活率提高、凋亡率降低，并且在0.1 μmol/L浓度下能够发挥抗神经元自噬损伤

最佳效果。OGD组与Con组相比，自噬小体及溶酶体增多，自噬荧光增强，LC3-II/LC3-I、

Beclin1、PTEN、HIF-1α蛋白表达量增加，p62、p-mTOR/mTOR蛋白表达量减少。由此可见，

PC12细胞在OGD后自噬增强、PTEN蛋白表达上升。通过加入PTEN抑制剂进一步验证PTEN

在OGD-PC12细胞中的作用及其与细胞自噬关系。结果表明，抑制PTEN后能够减少

OGD-PC12细胞自噬，降低LC3-II/LC3-I、Beclin1、HIF-1α蛋白表达量，增加 p62、

p-mTOR/mTOR蛋白表达量。说明通过抑制PTEN，继而上调mTOR，下调HIF-1α。SE药物干

预后，与PTEN抑制剂联合用药效果更为明显。

综上所述，IS最终病理变化将导致神经元细胞缺氧缺血死亡，而自噬在IS后的神经保护



中发挥非常重要作用，通过抑制自噬可缓解OGD诱导的细胞损伤。而自噬在IS中需要启动

一系列信号分子通路来完成，大量研究提示自噬与IS的发生、发展密切相关，但具体机制尚

不明确。本研究天然产物SE可通过PTEN/mTOR/HIF-1α信号通路抗OGD细胞自噬损伤，发

挥细胞保护作用。未来可为挖掘地方天然民族药物，展开IS防治有效天然产物探究及分子机

制的新篇章，随着研究的深入，自噬在IS中的作用机制将逐渐明晰，这对IS的临床治疗具有

重要意义。
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