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基于 PPARγ-FUNDC1 信号轴调控线粒体自噬探讨川芎嗪改善 bEnd.3

细胞衰老的作用   
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摘  要：目的  探讨川芎嗪调控线粒体自噬抑制 bEnd.3细胞衰老的分子机制。方法  bEnd.3细胞随机分为对照组、模型组

和川芎嗪低、中、高浓度（25、50、100 µmol·L−1）组，除对照组外，使用 H2O2（200 μmol·L−1）诱导 bEnd.3细胞衰老，通

过免疫荧光双染检测 CD31/P53、CD31/P21蛋白的表达，Transwell实验检测细胞迁移能力，细胞流式实验检测细胞周期，血

管形成实验检测细胞成管能力，β-半乳糖苷酶染色检测细胞衰老，Western blotting检测 bEnd.3细胞 P53、P21、P16、核纤层

蛋白 B（Lamin B）、过氧化物酶体增殖物激活受体 γ（PPARγ）、FUN14结构域包含蛋白 1（FUNDC1）表达，荧光探针检测

线粒体与溶酶体共定位情况，用 Discovery Studio软件进行川芎嗪与 PPARγ的分子对接，用WeMol在线平台进行分子动力

学模拟。结果  模型组中 CD31/P53及 CD31/P21双阳性细胞比例较对照组显著增加（P＜0.01），证明模型构建成功；与对

照组比较，模型组细胞的迁移能力、细胞成管能力、PPARγ和 FUNDC1蛋白表达均明显减少，Lamin B蛋白显著减少，而

P53、P21、P16蛋白表达显著增加，β-半乳糖苷酶染色阳性细胞数量明显增加，细胞显著阻滞在 G0/G1期，差异均具有统计

学意义（P＜0.01）；线粒体和溶酶体共定位明显减少。与模型组比较，川芎嗪干预后，细胞的迁移能力、细胞成管能力、PPARγ

和 FUNDC1蛋白表达明显增加，Lamin B蛋白表达显著增加，而 P53、P21、P16 蛋白表达显著减少，β-半乳糖苷酶染色阳

性细胞数量明显减少，显著改善细胞在 G0/G1期阻滞，差异均具有统计学意义（P＜0.01），线粒体和溶酶体共定位明显增加；

分子对接与动力学模拟表明川芎嗪与 PPARγ具有较好的靶向作用力。结论  川芎嗪通过调控 PPARγ-FUNDC1信号轴增强

线粒体自噬，清除受损线粒体，从而抑制 bEnd.3细胞衰老。 
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Abstract: Objective  To explore the molecular mechanism by which tetramethylpyrazine regulates mitochondrial autophagy to inhibit 

senescence in bEnd.3 cells. Methods  bEnd.3 cells were randomly divided into a control group, a model group, and 

tetramethylpyrazine low-, medium-, and high-concentration (25, 50, and 100 µmol·L−1) groups. Except for the control group, bEnd.3 

cells were induced to senescence with H2O2 (200 μmol·L−1). The expression of CD31/P53 and CD31/P21 proteins was detected by 

immunofluorescence double staining. Cell migration ability was detected by Transwell assay. Cell cycle was detected by flow 

cytometry. Cell tube formation ability was detected by vascular formation assay. Senescent cells were detected by β-galactosidase 

staining. The expression of P53, P21, P16, lamin B, peroxisome proliferator-activated receptor γ (PPARγ), and FUN14 domain-

containing protein 1 (FUNDC1) in bEnd.3 cells was detected by Western blotting. The co-localization of mitochondria and lysosomes 
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was detected by fluorescence probe. Molecular docking and molecular dynamics simulation were performed using Discovery Studio 

software and WeMol online platform, respectively. Results  The proportion of CD31/P53 and CD31/P21 double-positive cells in the 

model group was significantly increased compared with the control group (P < 0.01), indicating successful model construction. 

Compared with the control group, the cell migration ability, cell tube formation ability, and the expression of PPARγ and FUNDC1 

proteins in the model group were significantly decreased, the expression of Lamin B protein was significantly decreased, while the 

expression of P53, P21, and P16 proteins was significantly increased, the number of β-galactosidase staining positive cells was 

significantly increased, and cells were significantly arrested in the G0/G1 phase, with statistically significant differences (P < 0.01). 

The co-localization of mitochondria and lysosomes was significantly decreased. Compared with the model group, after 

tetramethylpyrazine intervention, the cell migration ability, cell tube formation ability, and the expression of PPARγ and FUNDC1 

proteins were significantly increased, the expression of Lamin B protein was significantly increased, while the expression of P53, P21, 

and P16 proteins was significantly decreased, the number of β-galactosidase staining positive cells was significantly decreased, and 

the cell arrest in the G0/G1 phase was significantly improved, with statistically significant differences (P < 0.01). The co-localization 

of mitochondria and lysosomes was significantly increased. Molecular docking and molecular dynamics simulation indicated that 

tetramethylpyrazine had a good targeting force with PPARγ. Conclusion  Tetramethylpyrazine inhibits senescence in bEnd.3 cells by 

regulating the PPARγ-FUNDC1 signaling axis to enhance mitochondrial autophagy and remove damaged mitochondria. 

Key words: tetramethylpyrazine; PPARγ; FUNDC1; mitophagy; endothelial cell; senescence 

 

脊髓损伤是一种严重的中枢神经系统疾病，

常导致患者运动、感觉及自主神经功能不可逆性丧

失[1]，并引发多系统并发症，严重影响生存质量及

预后[2]。脊髓损伤的病理生理过程包括原发性机械

损伤和在其基础上产生的可逆性继发性损伤，其中

后者危害最大且持续进展[3]。脊髓损伤现主要采用

手术联合大剂量激素冲击，虽短期见效快，但长期

激素使用易致免疫抑制、感染及骨质疏松，而手术

创伤则可能引发胃肠功能障碍、继发感染和复发风

险，总体临床疗效欠佳[4]。流行病学数据显示发展

中国家脊髓损伤年发病率达每百万 55.95 个，且呈

年轻化趋势，凸显其重大社会负担[5]。血脊髓屏障

（（BSCB）是位于脊髓与周围血管间的屏障结构，主

要由血管内皮细胞构成，它通过调控血液与脊髓实

质的选择性物质交换，对维持脊髓稳态和抵御外源

性损伤至关重要[6]。脊髓损伤后，BSCB的结构破坏

会引发炎症细胞浸润与神经元死亡，从而加剧神经功

能损伤。这一病理过程与血管内皮细胞衰老密切相关
[7]：脊髓损伤会加速内皮细胞衰老，而衰老的内皮细胞

又会进一步削弱 BSCB的完整性，形成一种恶性循环。

在此循环中，屏障功能障碍会导致血管渗漏加剧，进

而恶化神经损伤。因此，靶向调控血管内皮细胞衰老

以维持 BSCB完整性，是改善脊髓损伤预后的重要

策略。线粒体自噬是一个特异性的选择过程，通过

多因子协同作用实现细胞内受损线粒体的精准清

除，该过程对维持细胞器稳态和保障细胞正常生理

功能具有关键调控作用[8]。靶向介导线粒体自噬可

抑制细胞衰老，另有研究发现[9]，抑制血管内皮细

胞衰老能有效减少衰老相关分泌表型（（SASP）的产

生，进而减轻神经炎症并促进神经功能恢复，该策

略在脊髓损伤防治中发挥重要作用。 

川芎嗪是从川芎中提取的主要活性生物碱，具

有抗炎、抗氧化、抗血小板聚集、扩张冠状动脉及

保护血管内皮等多重药理作用[10]。课题组前期研究

发现，川芎嗪可显著改善脊髓损伤大鼠运动功能，

并抑制内皮细胞衰老标志物 P16的表达[11]，其保护

机制可能涉及调控炎症免疫反应、促进神经修复机

制及激活细胞信号通路等多重途径，通过减轻氧化

应激等损伤，最终减少细胞凋亡并改善神经功能损

伤[12]。此外，李姝君等[13]研究也证实，川芎嗪能有

效改善脊髓损伤小鼠的运动功能，其作用机制可能

与减轻炎症反应和抑制胶质瘢痕形成有关，这些研

究从不同角度共同支撑了川芎嗪的多靶点治疗潜

力。然而，川芎嗪是否通过过氧化物酶体增殖物激

活受体 γ（PPARγ）-FUN14 结构域包含蛋白 1

（（FUNDC1）轴调控线粒体自噬进而抑制内皮细胞衰

老，目前尚未阐明。本研究聚焦 PPARγ-FUNDC1介

导的线粒体自噬机制，旨在探讨川芎嗪对血管内皮

细胞衰老的调控作用及其分子途径，为揭示中医药

多靶点治疗脊髓损伤的机制提供新参考。 

1  材料 

1.1  主要仪器 

TS-1水平摇床（（江苏海门其林贝尔仪器制造有

限公司）；CytoFLEX流式细胞仪（（美国 Beckman公

司）；Mini-protean Tetra System电泳仪和电泳槽（Bio-

Rad公司）；IX51倒置显微镜（日本 Olympus公司）；
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DNP-9162恒温培养箱（上海精宏实验设备）。 

1.2  细胞 

小鼠脑内皮细胞系 bEnd.3 购于普诺赛生命科

技有限公司（货号 CL-0598）。 

1.3  主要药物与试剂 

川芎嗪（（北京索莱宝生物科技公司，质量分数

98%，货号 ST8120），购于中国食品药品检定研究

院；Matrigel（（货号 356234）、BCA蛋白定量试剂盒

（（货号 PC0020）、GAPDH抗体（（货号 K200057M），

北京索莱宝生物科技公司；β-半乳糖苷酶（货号

C0602），上海碧云天生物技术股份有限公司；

Transwell小室（Millipore公司，货号 GLS3396）；

MitoTracker® Green FM（货号 40742ES50）、

LysoTracker Red DND-99（货号 40739ES50），上海

翊圣生物科技有限公司；P53 抗体（博士德生物公

司，货号 BM4095）；P21抗体（批号 ab109199）、

PPARγ抗体（批号 310323），Abcam公司；P16抗

体（货号 28416-1-AP）、核纤层蛋白 B（Lamin B）

抗体（（货号 12987-1-AP），武汉三鹰生物科技公司；

FUNDC1 抗体（美国 Cell Sighaling Technology 公

司，批号 49240S）。 

2  方法 

2.1  细胞分组与衰老模型的诱导 

将 bEnd.3细胞悬液按每孔 6×103个的密度接

种至 96孔培养板中，待细胞增殖至 75%融合度时，

分为对照组、模型组和川芎嗪低、中、高浓度（25、

50、100 µmol·L−1）组[14-15]。除对照组外，使用 Li

等[9]的方法用 H2O2诱导 bEnd.3细胞衰老模型，吸

去上清液，用磷酸盐缓冲溶液（PBS）洗去残留培

养基，使用完全培养基配制 200 μmol·L−1的 H2O2溶

液处理 bEnd.3 细胞，置入 37 ℃、5% CO2的恒温

培养箱中进行培养。川芎嗪各组先用 H2O2 诱导

bEnd.3 细胞衰老模型 4 h，再加入相应的药物干预

48 h，模型组先用 H2O2诱导 bEnd.3细胞衰老模型

4 h，再加入等量的培养液培养 48 h，对照组无需使

用 H2O2诱导，全程使用培养液培养。 

2.2  CD31/P53、CD31/P21 免疫荧光双染[8] 

将 bEnd.3 细胞悬液按每孔 5×104个的密度接

种到已放置爬片的 12 孔板孔中，分为对照组和模

型组，按照“2.1”项方法处理后，经 4%多聚甲醛

固定 15 min、0.3% TritonX-100室温通透 10 min后，

以5%牛血清白蛋白（（BSA）封闭1 h。孵育一抗[CD31

（（1∶200）＋P53/P21（（1∶150）]4 ℃过夜，次日加

入对应的二抗（（1∶150），室温孵育 1 h，DAPI染核

后封片。显微镜下随机选取 3个视野观察并拍照，

采用 Image J分析双阳性细胞比例。 

2.3  Transwell 测定细胞迁移能力[16] 

将制备好的细胞悬液以 5×104 个的密度接种

至 Transwell 小室中，每孔接种体积为 100 μL，每

个实验样本设置 4个复孔，按照（“2.1”项方法分组

及给药，置于 37 ℃恒温培养箱内培养 24 h。迁移

结束后，将 Transwell小室在 4%多聚甲醛中室温条

件下固定 20 min，固定完成后，去除固定液，用结

晶紫染液室温避光下染色 15 min。染色完毕后，用

PBS清洗晾干，在显微镜下观察迁移至小室下表面

的细胞，随机选取 3个视野进行观察并拍照记录。 

2.4  细胞流式实验检测细胞周期[16] 

取对数生长期的细胞以 1×105个·mL−1、每

孔 2 mL的密度接种于 6孔板，按照（“2.1”项方法

处理后，收集细胞，经预冷 PBS洗涤 2次，再加入

70%预冷乙醇，于 4 ℃固定过夜。固定后细胞经PBS

洗涤去除固定液，用 PI染色液重悬细胞，置于 37 ℃

避光孵育 30 min，最后，使用流式细胞仪检测并分

析各组细胞周期的分布。 

2.5  血管形成实验检测细胞成管能力 

按照“2.1”项方法分组及处理 bEnd.3细胞，

处理 48 h后收集细胞，用预冷的 PBS洗涤。在预

冷的 96孔板中，每孔均匀铺覆 50 μL Matrigel基

质胶，置于 37 ℃恒温培养箱中孵育 30 min，使

其充分聚合形成基底膜基质。聚合完成后，将细

胞悬液调整密度，每孔接种 2×104 个，置于

37 ℃、5% CO2培养箱中孵育 6 h。每孔加入 4%

多聚甲醛固定后，用 PBS洗涤孔板 3次。加入结

晶紫染色，室温染色 15 min后，于显微镜下随机

选取 3 个视野进行观察并拍照，用 Image J 软件

分析管腔形成情况。 

2.6  β-半乳糖苷酶染色检测 

细胞接种及处理方法同（“2.4”项，处理结束后

吸除细胞培养液，用 PBS洗涤 1次，每孔加入 1 mL

染色固定液，室温固定 15 min；吸除细胞固定液，

用 PBS洗涤细胞 3次，每次 3 min。吸除 PBS，每

孔加入 1 mL染色工作液，37 ℃孵育过夜后即可在

普通光学显微镜下观察并拍照，使用 Image pro plus 

6.0计数染色阳性细胞数。 

2.7  Western blotting 检测相关蛋白表达 

细胞接种及处理方法同（“2.4”项，处理结束后
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提取各组细胞总蛋白，采用 BCA 法测定各组细胞

蛋白浓度，然后用十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶

电泳（（SDS-PAGE）进行分离。将蛋白质转移到聚偏

氟乙烯（（PVDF）膜上，用 50 g·L−1脱脂奶粉在 TBST

缓冲液中封闭 1 h，然后用相应的一抗在 4 ℃过夜

孵育。洗涤 3 次后用相应的 HRP 标记的二抗在室

温下孵育 1 h，然后用 ECL发光底物进行检测。用

Image J软件进行定量分析。 

2.8  荧光探针检测线粒体与溶酶体共定位情况[17] 

将 bEnd.3细胞密度调整到 1×105个·mL−1，在

预先放置好爬片的 12孔板中接种 1 mL，按照（“2.1”

项方法分组及给药，在 37 ℃、5% CO2培养箱培养

过夜，吸除培养液加入 37 ℃预热的 MitoTracker® 

Green FM和 LysoTracker Red DND-99染色工作液

（（200 nmol·L−1）。在 37 ℃、5% CO2培养箱中孵育

30 min，置于荧光显微镜下观察拍照。 

2.9  分子对接和分子动力学模拟 

从 PubChem数据库获得物质的二维结构，并

以“SDF”格式存储。从蛋白质数据库（PDB）中

检索关键靶标的 3D结构，并以“PDB”格式保存

为蛋白质受体。用 Discovery Studio软件进行分子

对接操作并下载 PDB格式导入 PyMOL软件用于

可视化对接结果，将对接结果以 PDB 格式导入

WeMol在线平台中进行时长 100 ns的分子动力学

模拟。 

2.10  统计学处理 

使用 SPSS 22.0软件对数据进行统计学分析，

计量资料均采用 x s （表示。方差齐时多组间比较

采用单因素方差分析，进一步组内比较用 LSD-t检

验，方差不齐用秩和检验。 

3  结果 

3.1  H2O2诱导bEnd.3细胞衰老模型的CD31/P53、

CD31/P21 双染验证 

使用 bEnd.3细胞借助 H2O2诱导衰老模型，细

胞干预处理结束后使用 CD31/P53、CD31/P21免疫

双染。如图 1 所示，对照组 CD31/P21、CD31/P53

双染的细胞显著少于模型组（（P＜0.01）。结果表明，

使用 H2O2成功诱导衰老细胞模型。 

 

与对照组比较：##P＜0.01。 

##P < 0.01 vs control group. 

图 1  H2O2诱导 bEnd.3 细胞衰老的免疫双染验证 (×200， x±s，n＝6) 

Fig. 1  Immunodouble staining validation of H2O2 induced bEnd.3 cell senescence (×200， x±s，n＝6) 
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3.2  川芎嗪对 bEnd.3 细胞迁移能力的影响 

Transwell实验结果表明，与对照组比较，模型

组细胞的迁移能力明显下降（P＜0.01）；与模型组

相比，川芎嗪干预后细胞的迁移能力明显增加，且

差异有统计学意义（P＜0.01）。结果见图 2。 

3.3  川芎嗪改善 bEnd.3 细胞周期阻滞 

如图 3所示，细胞流式实验结果表明，与对照

组比较，模型组细胞显著阻滞在 G0/G1 期（P＜ 

 

与对照组比较：##P＜0.01；与模型组比较：**P＜0.01。 

##P < 0.01 vs control group; **P < 0.01 vs model group. 

图 2  川芎嗪对 bEnd.3 细胞的迁移能力的影响 (×100， x±s，n＝6) 

Fig. 2  Effect of tetramethylpyrazine on migration ability of bEnd.3 cells (×100， x±s，n＝6) 

 
与对照组比较：##P＜0.01；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01。 

##P < 0.01 vs control group; *P < 0.05  **P < 0.01 vs model group. 

图 3  川芎嗪对细胞周期阻滞的影响 ( x±s，n＝6) 

Fig. 3  Effect of tetramethylpyrazine on cell cycle arrest ( x±s，n＝6) 
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0.01）；与模型组比较，川芎嗪干预后明显改善了细

胞在 G0/G1期阻滞的情况（P＜0.05、0.01）。 

3.4  川芎嗪增加 bEnd.3 细胞成管能力 

血管形成实验结果发现，与对照组相比，模型

组细胞成管能力明显下降（P＜0.01）；与模型组相

比，川芎嗪干预后细胞成管能力明显增加（P＜

0.01）。结果见图 4。 

3.5  川芎嗪对bEnd.3细胞β-半乳糖苷酶染色的作用 

如图 5所示，β-半乳糖苷酶染色结果发现，相

比于对照组，模型组 β-半乳糖苷酶染色阳性细胞数 

 
与对照组比较：##P＜0.01；与模型组比较：**P＜0.01。 

##P < 0.01 vs control group; **P < 0.01 vs model group. 

图 4  川芎嗪对 bEnd.3 细胞成管能力的影响 (×100， x±s，n＝6) 

Fig. 4  Effect of tetramethylpyrazine on tube forming ability of bEnd.3 cells (×100， x±s，n＝6) 

 

与对照组比较：##P＜0.01；与模型组比较：**P＜0.01。 

##P < 0.01 vs control group; **P < 0.01 vs model group. 

图 5  川芎嗪对 β-半乳糖苷酶染色阳性细胞率的影响 (×100， x±s，n＝6) 

Fig. 5  Effect of tetramethylpyrazine on positive cell rate of β-galactosidase staining (×100， x±s，n＝6) 
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量明显增加（P＜0.01）；与模型组相比，川芎嗪组 β-

半乳糖苷酶染色阳性细胞数量明显减少（P＜0.01）。 

3.6  川芎嗪对 bEnd.3 细胞衰老的影响 

与对照组比较，模型组 P53、P21、P16 蛋白

表达显著增加（P＜0.01），Lamin B蛋白显著减少

（P＜0.01）；川芎嗪各组较模型组 P53、P21、P16蛋

白表达显著减少（P＜0.01），Lamin B 蛋白显著增

加（（P＜0.01），结果见图 6。结果表明川芎嗪具有抑

制 bEnd.3细胞衰老的作用。 

3.7  川芎嗪对 PPARγ 和 FUNDC1 蛋白表达的影响 

Western blotting结果表明，与对照组比较，模型

组 PPARγ和 FUNDC1蛋白表达显著下降（P＜0.01）；

与模型组比较，川芎嗪干预后 PPARγ和 FUNDC1蛋

白表达显著增加（P＜0.01）。结果见图 7。 

 

与对照组比较：##P＜0.01；与模型组比较：**P＜0.01。 

##P < 0.01 vs control group; **P < 0.01 vs model group. 

图 6  川芎嗪对细胞衰老相关蛋白表达的影响 ( x±s，n＝6) 

Fig. 6  Effect of tetramethylpyrazine on expression of aging related proteins in cells ( x±s，n＝6) 

 

与对照组比较：##P＜0.01；与模型组比较：**P＜0.01。 

##P < 0.01 vs control group; **P < 0.01 vs model group. 

图 7  川芎嗪对 PPARγ 和 FUNDC1 蛋白表达的影响 ( x±s，n＝6) 

Fig. 7  Effect of tetramethylpyrazine on PPARγ and FUNDC1 proteins expression ( x±s，n＝6) 
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3.8  川芎嗪对线粒体和溶酶体共定位的影响 

荧光探针检测线粒体和溶酶体共定位发现，相

较于对照组，模型组线粒体和溶酶体共定位明显减

少；与模型组相比，川芎嗪干预后线粒体和溶酶体

共定位明显增加。结果见图 8。 

3.9  川芎嗪与 PPARγ 的分子对接与动力学模拟 

使用分子对接分析川芎嗪与 PPARγ 的靶向

关系，结果发现川芎嗪与 PPARγ 对接活性能为

−25.2 kJ·mol−1，川芎嗪通过 SER429、LEU421、

PHE432等残基与 PPARγ发生相互作用，表明川芎

嗪与 PPARγ具有较好的靶向作用力，将上述对接产

物进行时长 100 ns、步长 0.002 ns的分子动力学模

拟。以 RMSD来评价蛋白质与配体的构象稳定性；

以RMSF分析蛋白质在特定压力和温度下的位置变 

 

图 8  川芎嗪对线粒体和溶酶体共定位的作用 (×200) 

Fig. 8  Effect of tetramethylpyrazine on mitochondrial and lysosomal co-localization (×200) 

化。结果表明 RMSD 曲线在 100 ns 的运行时间表

现出良好的稳定性，川芎嗪与 PPARγ在 20 ns后开

始趋于稳定；RMSF中的峰值表明这些区域在整个

模拟时间内波动最大，结果表明大部分残基的

RMSF值较少，表明灵活性较低。回旋半径较小，

表明体系紧凑稳定。在模拟过程中川芎嗪与 PPARγ

至少形成了一个氢键，而在某些框架下，氢键数量

增加到 3个。分子动力学模拟有力的支持了对接结

果的有效性，结果见图 9。 

4  讨论 

脊髓损伤在中医学中虽无直接对应病名，但根

据（ 灵枢·寒热病》中（“身有所伤，血出多，若有

所堕坠，四肢懈惰不收，名曰体惰”的描述，可归

属为（“体惰”或（“痿证”范畴。督脉损伤、肾阳不

足、气滞血瘀是脊髓损伤的主要病机[18]，川芎辛散

温通，善行血中滞气，破除脊髓损伤后局部瘀血，

改善（“不通则痛”“不荣则痛”之症；督脉为（“阳脉

之海”，川芎（“上行头目”之性可透达督脉，振奋阳

气，推动气血濡养脊髓；肝藏血、肾藏精，川芎入

肝经，疏肝气以助血行，间接补肾填精。而川芎嗪

是从中药川芎中提取出来的主要有效成分，是活血

行气祛瘀的一种活性生物碱。本研究发现，川芎嗪

通过 PPARγ-FUNDC1 信号轴增强线粒体自噬，不

仅减少了活性氧（ROS）积累，还显著恢复内皮细

胞迁移与成管能力，也体现了（“祛瘀生新”的中医

治则。 

线粒体自噬是清除受损线粒体、维持细胞稳态

的关键过程。本研究发现，川芎嗪显著上调 PPARγ

和 FUNDC1蛋白表达，同时增强线粒体与溶酶体的

共定位，表明川芎嗪通过激活 PPARγ-FUNDC1 轴

促进线粒体自噬通量。FUNDC1作为线粒体外膜受

体，直接参与自噬小体对受损线粒体的识别和包

裹，而 PPARγ可能通过转录调控增强 FUNDC1的

表达或稳定性[19]，形成正向反馈环路。分子对接结 
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A-川芎嗪与 PPARγ分子对接；B-川芎嗪与 PPARγ分子动力学模拟 RMSD；C-川芎嗪与 PPARγ分子动力学模拟 RMSF；D-川芎嗪与 PPARγ

分子动力学模拟的旋转半径；E-川芎嗪与 PPARγ分子动力学模拟的氢键。 

A-Docking of tetramethylpyrazine with PPARγ molecule; B-Tetramethylpyrazine and PPARγ molecular dynamics simulation RMSD; C- 

Tetramethylpyrazine and PPARγ molecular dynamics simulation RMSF; D-Rotation radius of tetramethylpyrazine and PPARγ molecular dynamics 

simulation; E-Hydrogen bonding between tetramethylpyrazine and PPARγ molecular dynamics simulation. 

图 9  川芎嗪与 PPARγ 的分子对接与动力学模拟 

Fig. 9  Molecular docking and dynamics simulation of tetramethylpyrazine and PPAR γ 

果进一步表明，川芎嗪通过关键残基（SER429、

LEU421、PHE432）与 PPARγ活性位点特异性结合

（（结合能−25.2 kJ·mol−1），RMSD在模拟 20 ns后趋

于平稳，回旋半径变化平稳，提示川芎嗪与 PPARγ

的结合具有较高亲和力和构象稳定性，揭示其可能

直接靶向激活 PPARγ的转录活性。这一发现与王虎

清等[20]研究一致，其发现 PPARγ 激动剂可通过激

活下游自噬相关基因改善神经元退行性变，即

PPARγ的激活能够调控自噬过程。此外，川芎嗪干

预后衰老标志物（P53、P21、P16）的显著减少与

Lamin B蛋白的增加，提示线粒体自噬的激活可减

轻核膜完整性破坏，结合细胞周期分析中发现

G0/G1期阻滞缓解，以及 β-半乳糖苷酶染色阳性细

胞率的下降，说明川芎嗪通过增强线粒体自噬清除

了功能异常的线粒体，减少 ROS积累及 DNA的损

伤反应，从而逆转内皮细胞衰老表型，最终改善内

皮细胞功能。这与 Ma 等[19]的研究一致，其发现

PPARγ 激动剂可增强线粒体自噬并改善内皮细胞

功能。 

bEnd.3细胞衰老是 BSCB破坏的关键因素。本

研究通过 Transwell 实验、血管形成实验及 β-半乳

糖苷酶染色证实，川芎嗪显著提升内皮细胞迁移和

成管能力，并降低衰老细胞比例。推测其机制可能

与线粒体自噬介导的代谢重编程有关：通过清除受

损线粒体，恢复三磷酸腺苷（（ATP）合成效率，激活

磷脂酰肌醇 3-激酶（（PI3K）和蛋白激酶 B（（Akt）等

促生存信号通路，进而促进细胞迁移和血管新生。

虽然未直接检测 ATP 水平或 PI3K/Akt 通路活性，

但线粒体自噬量的提升及衰老标志物的显著抑制，

间接支持了线粒体功能恢复对细胞活力及迁移能
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力的促进作用，与吴梦瑶等[21]关于线粒体自噬调

控能量代谢的结论相呼应。同时，PPARγ作为核受

体，可能通过调控下游抗氧化基因[如超氧化物歧

化酶（SOD）、过氧化氢酶（CAT）]表达，协同增

强内皮细胞的氧化应激耐受能力，从多途径拮抗衰

老进程。 

本研究首次揭示了川芎嗪通过激活 PPARγ-

FUNDC1信号轴增强线粒体自噬的抗衰老机制，为

中药多靶点调控衰老的分子机制研究提供了新视

角。既往研究[22]虽已证实川芎嗪具有抑制炎症因子

释放和拮抗氧化损伤的作用，从而保护血管内皮功

能，但其是否调控线粒体自噬尚未明确。本研究不

仅从蛋白水平发现川芎嗪显著上调 PPARγ 和

FUNDC1，增强线粒体与溶酶体共定位，促进受损

线粒体的清除，还进一步在功能层面确认其对细胞

衰老标志物 P16的抑制作用，与课题组前期发现的

川芎嗪下调 P16的结果一致，本研究扩展了其作用

靶点，提示川芎嗪可能通过抗炎、抗氧化与促进自

噬等多通路协同发挥抗内皮衰老效应。值得注意的

是，Ye 等[23]报道低强度脉冲聚焦超声（FLIPUS）

可通过 PGAM5/FUNDC1信号轴增强软骨细胞线粒

体自噬、改善骨关节炎进程，提示 FUNDC1在不同

组织类型中均可能扮演着关键自噬调控节点的角

色。与 FLIPUS依赖机械生物力学刺激激活的间接

调控方式不同，川芎嗪作为小分子化合物，可通过

PPARγ 依赖的转录调控机制直接上调 FUNDC1 表

达，从而更精准地诱导线粒体自噬、清除功能障碍

的线粒体、改善细胞稳态。 

本研究存在一定的局限性。首先，通过线粒体

与溶酶体的共定位证明了线粒体自噬的启动，但未

来研究需要通过检测微管轻链Ⅰ蛋白 3-Ⅱ型（LC3-

Ⅱ）的转换率及 p62 的降解动力学来进一步确认自

噬流的通畅性；其次，尽管本研究观察到川芎嗪处

理可浓度相关性地上调 PPARγ与 FUNDC1蛋白表

达，但缺乏直接结合证据证实川芎嗪与 PPARγ之间

的直接靶向结合关系，此外，PPARγ是否直接转录

调控 FUNDC1 表达亦需要通过染色质免疫共沉淀

（（ChIP）等实验进一步验证。后续研究将在动物模型

层面进一步验证川芎嗪通过调控线粒体自噬延缓

内皮细胞衰老的效应，并且综合利用计算生物学、

蛋白互作分析及线粒体组学技术，深入阐明川芎嗪

与 PPARγ 的相互作用模式及 PPARγ 下游调控线粒

体自噬的具体分子机制。 

本次研究证实川芎嗪可通过靶向激活 PPARγ，

上调线粒体自噬受体 FUNDC1的表达，进而增强线

粒体自噬活性，清除功能异常的线粒体，最终延缓

bEnd.3细胞衰老并改善其功能。该发现不仅从（“祛

瘀生新”角度深化了川芎嗪活血化瘀作用的现代生

物学内涵，揭示了其在线粒体质量控制中的新机

制，也为脊髓损伤后 BSCB恢复提供了潜在药物靶

点和治疗策略。 
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