
 中草药 2024 年 7 月 第 55 卷 第 14 期  Chinese Traditional and Herbal Drugs 2024 July Vol. 55 No. 14 ·4771· 

   

 

何首乌苷对大脑中动脉栓塞再灌注模型大鼠皮层线粒体自噬的调控作用及
神经保护机制4 

向  韵 1, 2，黄  丹 1, 2，雷  昌 1, 2，周梓洋 1, 2，邱  峰 1, 2，刘桐赫 1, 2，施佳仪 1, 2，谭开媚 1, 2，曾红雨 1, 2，

易  韬 1, 2，伍大华 3，张秀丽 1, 2* 

1. 湖南中医药大学，湖南 长沙  410208 

2. 湖南中医药大学 科技创新中心，湖南 长沙  410208 

3. 湖南省中医药研究院附属医院，湖南 长沙  410006 

摘  要：目的  研究何首乌苷（2,3,5,4′-tetrahydroxyl diphenylethylene-2-O-glucoside，THSG）在脑缺血再灌注（cerebral 

ischemia/reperfusion，CI/R）中对大鼠皮层神经元的保护作用。方法  采用线栓法建立大鼠短暂性大脑中动脉栓塞再灌注

（transient middle cerebral artery occlusion/reperfusion，tMCAO/R）模型。雄性 SD 大鼠随机分为假手术组、模型组和 THSG 低、

中、高剂量（10、20、40 mg/kg）组，每组 10 只。采用 Longa 5 分法评估神经功能缺损情况；TTC 染色检测大鼠脑梗死体

积百分比；苏木素-伊红（HE）染色检测神经元结构；Nissl 染色检测 Nissl 小体数量；Western blotting 检测半胱氨酸天冬氨

酸蛋白酶-3（cystein-asparate protease-3，Caspase-3）、B 淋巴细胞瘤-2 基因（B-cell lymphoma-2，Bcl-2）、Bcl-2 相关 X 蛋白

（Bcl-2-associated X protein，Bax）、PTEN 诱导的激酶 1（PTEN induced putative kinase 1，PINK1）、Parkin、微管相关蛋白 1

轻链 3（microtubule-associated protein 1 light chain 3，LC3）、p62 的蛋白表达；透射电镜观察皮层神经元线粒体自噬情况；免

疫荧光检测神经元 Parkin、LC3 的表达。结果  THSG 显著降低了 MCAO/R 大鼠脑梗死体积百分比和神经功能缺损评分（P＜

0.05、0.001），降低了 MCAO/R 大鼠皮层神经元结构损伤和 Nissl 小体丢失的现象，下调了皮层区 cleaved Caspase-3、Bax、

p62 蛋白表达（P＜0.05、0.01、0.001），上调了皮层区 Bcl-2、LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ蛋白表达（P＜0.01），促进皮层神经元中自噬体

的数量增加以及 PINK1、Parkin 蛋白表达（P＜0.05、0.001）。结论  THSG 能显著改善 MCAO/R 大鼠皮层神经元损伤，其

神经保护机制与促进 PINK1/Parkin 依赖性线粒体自噬途径有关。 
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Abstract: Objective  To investigate the protective effect of 2,3,5,4′-tetrahydroxyl diphenylethylene-2-O-glucoside (THSG) on 

cortical neurons in rats during cerebral ischemia/reperfusion (CI/R). Methods  The rat transient middle cerebral artery 

occlusion/reperfusion (tMCAO/R) model was established by the wire bolt method. Male SD rats were randomly divided into sham 
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group, model group and THSG low-, medium-, high-dose (10, 20, 40 mg/kg) groups, with 10 rats in each group. Longa quintile was 

used to assess neurological deficits; TTC staining was used to detect the volume percentage of cerebral infarction in rats. Hematoxylin-

eosin (HE) staining was used to detect neuronal structure. Nissl staining was used to detect the number of Nissl bodies; Western blotting 

was used to detect the protein expressions of cystein-asparate protease-3 (Caspase-3), B-cell lymphoma-2 (Bcl-2), Bcl-2-associated X 

protein (Bax), PTEN induced putative kinase 1(PINK1), Parkin, microtubule-associated protein 1 light chain 3 (LC3) and p62; 

Mitochondrial autophagy of cortical neurons was observed by transmission electron microscopy; Immunofluorescence assay was used 

to detect the expressions of Parkin and LC3 in neurons. Results  THSG significantly reduced the percentage of cerebral infarction 

volume and neurological deficit score in MCAO/R rats (P < 0.05, 0.001), reduced the structural damage and Nissl body loss of cortical 

neurons in MCAO/R rats, down-regulated the expressions of cleaved Caspase-3, Bax, and p62 proteins in cortical area (P < 0.05, 0.01, 

0.001), up-regulated the expressions of Bcl-2, LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ proteins in cortical area (P < 0.01), promoted the increase of 

autophagosomes in cortical neuron and expressions of PINK1 and Parkin proteins (P < 0.05, 0.001). Conclusion  THSG can 

significantly improve cortical neuronal damage in MCAO/R rats, and its neuroprotective mechanism is related to promoting 

PINK1/Parkin dependent mitochondrial autophagy pathway. 

Key words: 2,3,5,4′-tetrahydroxyl diphenylethylene-2-O-glucoside; cerebral ischemia/reperfusion; cortex; mitochondrial autophagy; 

PINK1/Parkin pathway 

脑卒中是全球第 2 大死亡和致残的主要病因，

根据世界卫生组织的数据，全球每年约 1 500 万人

患有卒中，给家庭和社会带来了巨大的负担[1]。脑

卒中病患约 87%为缺血性卒中，故及时恢复大脑的

血氧供应对于维持神经元活力至关重要。脑缺血再

灌注（cerebral ischemia/reperfusion，CI/R）是目前临

床上缺血性卒中患者主要的治疗方案，但再灌注治

疗过程中会引发新的损伤，该过程涉及线粒体功能

障碍、自噬激活、活性氧（reactive oxygen species，

ROS）产生和凋亡因子的释放等病理机制[2]，在细胞

和组织结构水平上加剧了脑损伤，导致不可逆损害

增加。重组组织纤溶酶原激活剂（rt-PA）仍然是目

前唯一批准治疗急性缺血性卒中的药物，研究显示

rt-PA 治疗在卒中发生（24 h 内）越早越好，而绝大

多数病患无法得到及早治疗[3]。因此，如何在缺血

性卒中后的再灌注期间提供神经保护，对于疾病管

理有着重要的意义。 

线粒体作为细胞呼吸的中心，在 CI/R 损伤过程

中发挥着重要作用，故与最终细胞死亡密切相关的

线粒体功能障碍被认为是 CI/R 损伤病理生理学的

基本因素[4]。线粒体自噬在消除受损或功能失调的线

粒体以及维持线粒体稳态方面发挥着重要作用，其

作为一个关键的细胞内过程，可以选择性地去除受

损的线粒体，以防止因积累而导致的神经元变性[5-6]。

PTEN 诱导的激酶 1（PTEN induced putative kinase 

1，PINK1）/Parkin 作为经典的线粒体自噬通路，在

体内外实验中已被证实参与改善 CI/R 中海马神经

元损伤 [7-8]。因此，寻找与开发合适的药物调控

PINK1/Parkin 依赖性线粒体自噬途径来改善 CI/R

损伤，可能为缺血性脑卒中的治疗提供新的方法。 

目前，西医通过干预线粒体自噬途径防治 CI/R

损伤多采用化学药治疗为主，虽然化学药具有起效

快、作用佳的优势，但相关的治疗方案尚未达成共

识，其临床用药安全性还有待阐明[9]；故将目标转

向具有疗效高、成本低、安全性高等优点的中药复

方及其有效成分。何首乌 Polygoni Multiflori Radix 

作为一种天然中药，在抗衰老及众多类型的疾病中

发 挥 了 良好 效 用 [10-11] 。 何 首 乌苷 （ 2,3,5,4′-

tetrahydroxyl diphenylethylene-2-O-glucoside ，

THSG）作为何首乌的主要活性成分，具有抗炎、抗

氧化[12-13]、抗细胞凋亡[14]、抗脑缺血损伤[15]作用，

在神经保护方面具有很好的应用前景以及潜在药用

价值，因此可列为治疗 CI/R 损伤的候选药物。本研

究拟采用短暂性大脑中动脉栓塞/再灌注（transient 

middle cerebral artery occlusion/reperfusion ，

tMCAO/R）模型大鼠为研究对象，探讨 THSG 对神

经元线粒体自噬的调节作用及改善 CI/R 损伤的潜在

作用机制，为中医药治疗 CI/R 损伤提供新的思路。 

1  材料 

1.1  动物 

SPF 级雄性 SD 大鼠，7～9 周龄，体质量 220～

250 g，购自湖南斯莱克景达实验动物有限公司，合

格证号 430727211102349131，饲养于湖南中医药大

学动物实验中心，许可证号 SYXK（湘）2019-0009。

大鼠于 SPF 级饲养条件、温度（22±3）℃、相对湿

度（50±5）%适应性喂养 7 d 后，进行后续实验。

动物实验经湖南中医药大学动物伦理委员会审查通

过（批准号 LLBH-202003270001），并遵守了有关动
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物伦理使用的所有适用的机构和政府法规。 

1.2  药品与试剂 

THSG（批号 H08J11E115101，质量分数≥98%）

购自上海源叶生物科技有限公司，结构式见图 1；

Parkin 抗体（批号 GR3318878-10）、微管相关蛋白

1 轻链 3（microtubule-associated protein 1 light chain 

3，LC3）抗体（批号 GR3338049-20）、β-actin 抗体

（批号 GR3249122-22）、Alexa Fluor 488 标记的驴抗

兔二抗（批号 GR3377607-2）、Alexa Fluor 594 标记

的驴抗小鼠二抗（批号 GR3235186-3）购自英国

Abcam 公司；半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶-3（cystein-

asparate protease-3，Caspase-3）抗体（批号 19）购

自美国 CST 公司；PINK1 抗体（批号 00115469）、

Bcl-2 相关 X 蛋白（Bcl-2-associated X protein，Bax）

抗体（批号 10005017）、B 淋巴细胞瘤-2 基因（B-

cell lymphoma-2，Bcl-2）抗体（批号 10022354）、

p62 抗体（批号 13916-1-AP）、HRP 标记的山羊抗

小鼠二抗（批号 20000575）、HRP 标记的山羊抗兔

二抗（批号 20000553）购自美国 Proteintech 公司；

NSE（批号 WC3238082）、Alexa Fluor Plus 555 标记

的山羊抗鸡二抗（批号WA316332）购自美国Thermo 

Fisher Scientific 公司；BCA 蛋白定量试剂盒（批号

UJ9BKYBUHU）购自 Elabscience 公司；NovoStart® 

SYBR qPCR SuperMix Plus（批号 5256502）购自

Novoprotein 公司。 

 

图 1  THSG 化学结构式 

Fig. 1  THSG chemical structure formula 

1.3  仪器 

LSM800 型激光共聚焦显微镜（德国 Zeiss 公

司）；Mini-PROTEAN Tetra 电泳仪、化学发光凝胶

成像系统（美国 Bio-Rad 公司）；HT7700 型透射电

镜（日本 Hitachi 公司）。 

2  方法 

2.1  tMCAO/R 模型大鼠建立[16] 

用 2%戊巴比妥钠麻醉大鼠，碘伏消毒，颈部中

线切口后，钝性分离皮下组织和神经。使用 MCAO

线拴插入右颈总动脉并通过颈内动脉推进以阻塞大

脑中动脉的起源。90 min 后，去除拴线以允许再灌

注 24 h。假手术组除 tMCAO/R 外，均进行了相同

的操作。 

2.2  分组与给药 

动物随机分为假手术组、模型组和 THSG 低、

中、高剂量（10、20、40 mg/kg）[17]组，每组 10 只。

除假手术组外，其他组大鼠均进行 tMCAO 处理，

并于再灌注开始阶段 ip THSG。再灌注 24 h 后大鼠

采取安乐处死，获取病变的大脑组织进行检测。 

2.3  指标检测 

2.3.1  TTC 染色检测  处死动物，快速将大脑剥

离，于−20 ℃条件下冷冻 30 min，将冷冻完成的大

脑切成 5 个 2 mm 厚的冠状切片。37 ℃下经 2% 

TTC 染色 20 min，拍照。通过 Image J 软件计算梗

死区域体积百分比。 

2.3.2  神经功能缺损评分   tMCAO/R 后，采用

Longa 5 分法[18]进行评分：0 分，无缺损；1 分，瘫

痪侧前爪不能完全伸展；2 分，行走时向瘫痪侧转圈；

3 分，行走时向瘫痪侧倾倒；4 分，无自发运动活动。 

2.3.3  苏木素-伊红（HE）染色检测  动物处死后，

将大脑取出并浸泡至 4%多聚甲醛中，随后进行石

蜡包埋、切片。石蜡切片依次放入梯度浓度的二甲

苯和乙醇溶液进行脱蜡处理，水洗去残余试剂。再

将切片依次进行苏木素、伊红染色操作，最后封片。

通过透射电镜进行图像的观察、采集和分析。 

2.3.4  Nissl 染色检测  石蜡切片完成脱蜡操作后，

浸入甲苯胺蓝染液中 2～5 min，经水洗、0.1%冰醋

酸分化操作，最后完成封片。通过透射电镜进行图

像的观察、采集和分析。 

2.3.5  Western blotting 检测相关蛋白的表达  取各

组大鼠皮层组织，匀浆后 14 000 r/min 离心 10 min，

收集上清液即为蛋白样品。以每孔 20 μg 蛋白样品

上样并电泳，转膜 90 min，封闭 2 h。分别加入

Caspase-3、Bcl-2、Bax、Parkin、PINK1、LC3、p62

一抗（1∶1 000），4 ℃摇床孵育过夜。次日加入对

应的二抗（1∶5 000），室温摇床孵育 1 h，凝胶成

像系统显影，使用 Image J 软件计算并分析各蛋白

条带灰度值。 

2.3.6  透射电镜观察自噬体  收集皮层组织，使用

2.5%戊二醛于 4 ℃固定 24 h，0.1 mol/L 磷酸盐缓

冲液漂洗，用 1%锇酸在 4 ℃继续固定 2 h。随后样
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品于梯度丙酮溶液中进行脱水，再于包埋液中

37 ℃浸泡 12 h。最后 37 ℃烘箱中固化过夜，60 ℃

固化 24 h。样品制成 50～100 nm 的切片，经 3%醋

酸铀、硝酸铅双染色，使用透射电镜观测。 

2.3.7  免疫荧光染色检测  石蜡切片进行脱蜡、抗

原修复、封闭等操作后，分别将 Parkin、LC3 的一

抗按照说明书稀释成相应的比例，4 ℃孵育过夜，

经 PBS 溶液漂洗 3 遍后，使用对应的荧光二抗室温

避光孵育 1 h，再使用 PBS 溶液漂洗 3 遍，最后用

Hoechst 33342 标记细胞核。通过荧光显微镜进行图

像的观察、采集和分析。 

2.4  统计学分析 

所有结果均以 x s 表示，使用独立 t 检验分析

两组之间的差异，并使用单因素方差分析评估多组

之间的比较。 

3  结果 

3.1  THSG对 tMCAO/R模型大鼠脑梗死体积和神

经功能缺损评分的影响 

如图 2 所示，与假手术组比较，模型组大鼠脑

梗死体积百分比明显增加（P＜0.001），神经功能缺

损评分显著升高（P＜0.001）；与模型组比较，THSG

（20、40 mg/kg）组脑梗死体积百分比明显减少（P＜

0.001），THSG（40 mg/kg）组神经功能缺损评分显

著降低（P＜0.05）。 

3.2  THSG 对 tMCAO/R 模型大鼠皮层神经元结

构、功能的影响 

如图 3 所示，模型组大鼠皮层神经元出现细胞

质水肿松动，细胞核固缩消失，轴突断裂等损伤现

象，另外 Nissl 小体也呈现浅着色和数量减少等状

况，但假手术组中并没有观察到上述改变。THSG 治

疗后，有效地减少了神经元结构受损，并且降低了

Nissl 小体丢失的现象；且效果随着 THSG 剂量增加

而增加。 

3.3  THSG对 tMCAO/R模型大鼠皮层神经元凋亡

相关蛋白 cleaved Caspases-3、Bax 和 Bcl-2 表达的

影响 

如图 4 所示，与假手术组比较，模型组大鼠皮

层神经元中 cleaved Caspases-3 和 Bax 蛋白表达水

平显著升高（P＜0.001），Bcl-2 蛋白表达水平显著

降低（P＜0.001）；与模型组比较，随着 THSG 给药

剂量的增加，cleaved Caspases-3、Bax 蛋白表达水平

逐步降低（P＜0.05、0.01），Bcl-2 蛋白表达水平逐

步增加（P＜0.01），表明 THSG 具有良好的抗神经

元凋亡效果。 

3.4  THSG对 tMCAO/R模型大鼠皮层神经元中线

粒体自噬发生的影响 

如图 5 所示，假手术组神经元的细胞核、线粒

体等细胞器结构清晰完整；模型组大鼠皮层神经元

 
与假手术组比较：#P＜0.05  ###P＜0.001；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001，下图同。 

#P < 0.05  ###P < 0.001 vs sham group; *P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs model group, same as below figures. 

图 2  各组大鼠脑梗死体积百分比 (A、B) 和神经功能缺损评分 (C) ( x s , n = 6) 

Fig. 2  Percentage of cerebral infarction volume (A, B) and neurological deficit score (C) of rats in each group ( x s , n = 6)
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A-HE 染色，蓝色箭头表示核固缩，绿色箭头表示神经元水肿；B-Nissl 染色，黑色箭头表示 Nissl 小体。 

A-HE staining, blue arrows indicate nuclear pyknosis, green arrows indicate neuronal edema; B-Nissl staining, black arrows indicate Nissl bodies. 

图 3  各组大鼠皮层神经元结构和功能情况 

Fig. 3  Structure and function of cortical neurons in rats of each group

 

图 4  各组大鼠皮层神经元中凋亡蛋白 cleaved Caspase-3、Bcl-2 和 Bax 的表达 ( x s , n = 3) 

Fig. 4  Expressions of apoptotic proteins cleaved Caspase-3, Bcl-2 and Bax in cortical neurons of rats in each group 

( x s , n = 3)
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蓝色箭头表示线粒体；绿色箭头表示溶酶体；红色箭头表示自噬小体；紫色箭头表示线粒体自噬。 

Blue arrows indicate mitochondria; Green arrows indicate lysosome; Red arrows indicate autophagosomes; Purple arrows indicate mitochondrial 

autophagy. 

图 5  各组大鼠皮层神经元中线粒体自噬发生的情况 

Fig. 5  Mitochondrial autophagy in cortical neurons of rats in each group

中线粒体出现水肿、碎裂等现象，细胞质中出现大

小不一的自噬泡；THSG（40 mg/kg）给药组神经元

自噬体数量进一步增加，并在其中发现由双层膜结

构包被的线粒体。 

3.5  THSG 对 tMCAO/R 模型大鼠皮层神经元中

PINK1 和 Parkin 表达的影响 

使用 Parkin 和 NeuN 抗体对大鼠脑切片进行免

疫共染色。如图 6 所示，模型组明显观察到皮层神

经元丢失，Parkin 开始在神经元中凝聚表达，提示

神经元中 Parkin 被激活；随着 THSG 给药剂量的增

加，神经元中 Parkin 活化情况进一步增加。 

同时采用 Western blotting 对大鼠皮层神经元中

PINK1、Parkin 蛋白表达水平进行检测，如图 7 所

示，与假手术组比较，模型组 PINK1、Parkin 蛋白

表达水平均显著降低（P＜0.001）；与模型组比较，

THSG 各剂量组 PINK1 蛋白表达水平显著升高（P＜

0.05、0.001），THSG 中、高剂量组 Parkin 蛋白表达

水平显著升高（P＜0.001），呈剂量相关性。 

3.6  THSG对 tMCAO/R模型大鼠皮层神经元线粒

体自噬相关蛋白 LC3 和 p62 表达的影响 

使用 LC3 和神经元标志物 NeuN 的抗体，对大

鼠脑切片进行免疫共染色。如图 8 所示，模型组观

察到 LC3 在皮层神经元中表达的增加；THSG 给药

后促进了 LC3 在神经元中的表达，并且随 THSG 的

给药剂量增加而逐步升高。 

采用 Western blotting 检测并分析各组大鼠皮层

区 LC3、p62 蛋白的表达，如图 9 所示，与假手术

组比较，模型组皮层中 LC3-II/LC3-I 水平显著增加

（P＜0.05），p62 蛋白表达水平显著降低（P＜0.001）；

与模型组比较，THSG 高剂量组 LC3-II/LC3-I 水平

显著增加（P＜0.01），THSG 各剂量组 p62 蛋白表

达水平显著降低（P＜0.001），呈剂量相关性。 

4  讨论 

THSG 作为从何首乌中提取的主要活性成分之

一，有较好的抗 CI/R 损伤的作用[19-20]。本研究对大

鼠进行 tMCAO/R 造模以模拟临床缺血性卒中患者

CI/R 损伤的病理变化。结果显示，与假手术组比较，

tMCAO/R 模型大鼠脑梗死体积和神经功能缺损增

加，缺血侧皮层神经元结构功能受损增加，神经元

凋亡增多，而 THSG 干预可显著降低 tMCAO/R 模

型大鼠的脑损伤，且效果随着 THSG 给药剂量的增

加而增加，验证了其良好的神经保护作用。 
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图 6  各组大鼠皮层神经元中 Parkin 的表达 (×400) 

Fig. 6  Expression of Parkin in cortical neurons of rats in each group (× 400) 

 

图 7  各组大鼠皮层中 PINK1、Parkin 蛋白的表达 ( x s , n = 3) 

Fig. 7  Expressions of PINK1 and Parkin proteins in cortical neurons of rats in each group ( x s , n = 3)
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图 8  各组大鼠皮层神经元中 LC3 的表达 (×400) 

Fig. 8  Expression of LC3 in cortical neurons of rats in each group (× 400) 

 

图 9  各组大鼠皮层神经元中自噬相关蛋白 LC3、p62 的表达 ( x s , n = 3) 

Fig. 9  Expressions of autophagy-related proteins LC3 and p62 in cortical neurons of rats in each group ( x s , n = 3)
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线粒体作为细胞中能量产生和凋亡调控的核心，与众

多神经退行性疾病和脑缺血所致病变密切相关[21]，已

有的研究[19-20]发现 THSG 能改善 CI/R 中细胞线粒

体的结构损伤和功能障碍，但对于线粒体自噬的影

响尚未涉及。本研究中透射电镜观察结果表明，

tMCAO/R 模型大鼠皮层神经元中线粒体结构被破

坏，并出现自噬小体；而 THSG 干预后不仅抑制了

模型大鼠皮层神经元的凋亡，并进一步增加了神经

元中线粒体自噬数量，在神经元中明显发现由双层

膜结构包被的线粒体。提示 THSG 对 tMCAO/R 模

型大鼠脑损伤的改善作用与促进皮层神经元线粒体

自噬的发生有关，这与 Jiao 等[22]、魏思灿等[23]的发

现一致，通过药物干预修复受损细胞形态、激活线

粒体自噬来改善 CI/R 后海马神经元的损伤。 

线粒体自噬是机体消除功能失调的线粒体、维

持线粒体环境平衡的重要途径。其中 PINK1/Parkin

通路是目前研究最广泛的泛素依赖性线粒体自噬途

径，在 CI/R 损伤的病理过程中发挥重要作用[24-25]。

线粒体蛋白 PINK1 参与线粒体形态、功能和自噬等

过程，在正常线粒体中 PINK1 不断转移到线粒体内

膜然后被降解，故 PINK1 表达太低而无法检测到[26]。

当线粒体去极化或受损时，PINK1 进入线粒体内膜

的路径被阻断，就稳定在线粒体外膜上，在那里它

募集和磷酸化 Parkin 及泛素分子，导致 Parkin 的酶

促激活，最终产生线粒体自噬的“吃我”信号[27]。

本研究中对 PINK1 和 Parkin 的蛋白表达水平检测

结果显示，tMCAO/R 模型组大鼠皮层神经元中

PINK1 和 Parkin 水平均下调，此结果与先前报道一

致 [28-29]；经 THSG 干预后模型大鼠皮层神经元

PINK1 和 Parkin 水平均上调，且与 THSG 的给药剂

量呈正相关，THSG 呈现促进线粒体自噬发生的作

用。但在免疫荧光检测结果中，发现 tMCAO/R 模

型组大鼠皮层神经元丢失，Parkin 明显被激活并聚

集于受损线粒体处，且随着THSG给药剂量的增加，

神经元中 Parkin 活化情况进一步增加。提示在大鼠

tMCAO/R 过程中线粒体自噬虽然激活，但线粒体自

噬功能受损严重，进而导致神经元凋亡，而 THSG

干预能通过促进线粒体自噬发生来抵抗神经损伤。 

此外，当 PINK1/Parkin 通路激活时，定位于线

粒体外膜的 Parkin 还可以通过募集 LC3、p62 等共

同参与泛素非依赖性线粒体自噬途径[30-31]。位于自

噬泡膜表面的 LC3 存在 2 种形式，自噬发生时由

LC3-I 转化成 LC3-II，参与自噬体膜的再生，故 LC3-

II 表达增加代表自噬率升高[32]。p62 是一种经典的

选择性自噬受体，可与自噬体上的 LC3 相互作用，

从而通过选择性自噬降解蛋白质聚集体、脂滴和受

损细胞器等大分子物质[33]。自噬功能的损害会引起

p62 的大量积累，继而形成 p62 和泛素阳性的聚集

体结构，促进疾病的发生发展[34]。本研究免疫荧光

和 Western blotting 检测结果显示，与模型组比较，

随着给药浓度的增加，THSG 组大鼠皮层神经元中

LC3 表达、LC3-Ⅱ/LC3-I 的比例增加，p62 水平降

低，再次验证了THSG 促进线粒体自噬的调节作用。

同样观察到，与假手术组相比，tMCAO/R 模型组大

鼠皮层神经元 LC3 的荧光表达增加，与 Parkin 的研

究结果一致；但是模型组 LC3-Ⅱ/LC3-I 的比例增加，

p62 水平降低，与 PINK1 和 Parkin 蛋白结果相反，

以上结果并不矛盾，LC3 和 p62 作为细胞自噬标志

蛋白与细胞内众多的自噬途径密切相关，而

PINK1/Parkin 途径介导的线粒体自噬仅作为其中之

一，二者呈现不同变化趋势更加证明在 CI/R 损伤过

程中神经元自噬调控途径是复杂多样的。 

综上，THSG 可能通过促进 PINK1/Parkin 途径

依赖的线粒体自噬发生，实现对 CI/R 损伤中神经元

的保护作用。 
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