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  [摘 要] 目的 探讨毛蕊花糖苷(ACT)对帕金森病(PD)细胞模型的保护作用,并揭示其可能的机制。
方法 应用鱼藤酮(ROT)和6-羟基多巴胺(6-OHDA)干预PC-12和SH-SY5Y细胞构建PD细胞模型,采用

MTT比色法检测不同浓度ACT对PC-12细胞活性的影响;流式细胞技术分别检测ACT对6-OHDA和ROT
损伤的SH-SY5Y细胞凋亡的作用。利用激光共聚焦显微镜观察ACT对NRK和PC-12细胞线粒体自噬的影

响。应用分子对接技术预测ACT与PINK1、Parkin的对接姿势和能量。结果 ACT对PC-12细胞作用24
 

h
的IC50 值为695.5

 

μM;ACT能降低ROT和6-OHDA损伤的SH-SY5Y细胞的凋亡发生率,差异有统计学意

义(P<0.01),且明显提高NRK和PC-12细胞的线粒体自噬水平;ACT对PINK1和Parkin均具有较强的对

接亲和力,其亲和能量均为-9.0
 

kcal/mol。结论 ACT可能通过抑制细胞凋亡和调节PINK1/Parkin介导的

线粒体自噬而保护PD神经细胞。
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[Abstract] Objective To

 

explore
 

the
 

protective
 

effects
 

and
 

the
 

possible
 

underlying
 

mechanism
 

of
 

acte-
oside

 

(ACT)
 

on
 

the
 

cell
 

model
 

of
 

Parkinson's
 

disease
 

(PD).Methods The
 

PD
 

cell
 

model
 

was
 

constructed
 

by
 

intervening
 

PC-12
 

and
 

SH-SY5Y
 

cells
 

with
 

rotenone
 

(ROT)
 

and
 

6-hydroxydopamine
 

(6-OHDA).MTT
 

color-
imetric

 

assay
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

effect
 

of
 

different
 

concentrations
 

of
 

ACT
 

on
 

PC-12
 

cell
 

activity.Flow
 

cy-
tometry

 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

effect
 

of
 

ACT
 

on
 

apoptosis
 

of
 

SH-SY5Y
 

cells
 

injured
 

by
 

6-OHDA
 

and
 

ROT.
Molecular

 

docking
 

techniques
 

were
 

used
 

to
 

predict
 

the
 

docking
 

posture
 

and
 

energy
 

of
 

ACT
 

with
 

PINK1
 

and
 

Parkin.Results The
 

IC50 value
 

of
 

ACT
 

on
 

PC-12
 

cells
 

for
 

24
 

h
 

was
 

695.5
 

μM.ACT
 

decreased
 

apoptosis
 

rate
 

of
 

SH-SY5Y
 

cells
 

injured
 

by
 

6-OHDA
 

and
 

ROT
 

(P<0.01).ACT
 

significantly
 

enhanced
 

mitophagy
 

levels
 

of
 

the
 

NRK
 

and
 

PC-12
 

cells.ACT
 

had
 

stronger
 

docking
 

effects
 

and
 

affinity
 

energy
 

between
 

both
 

PINK1
 

and
 

Par-
kin,both

 

of
 

them
 

had
 

the
 

same
 

binding
 

energy
 

of
 

-9.0
 

kcal/mol.Conclusion ACT
 

may
 

protect
 

PD
 

neurons
 

by
 

inhibiting
 

apoptosis
 

and
 

regulating
 

PINK1/Parkin-mediated
 

mitophagy.
[Key

 

words] Acteoside; Parkinson's
 

disease; Apoptosis; Mitophagy; Molecular
 

docking

  帕金森病(PD)是一种慢性、进行性神经退行性疾

病,临床表现为运动迟缓、静止性震颤、言语障碍、肌
肉僵硬和姿势不稳等[1]。PD对患者和家属生活质量

的影响巨大,甚至会给全社会造成沉重 的 经 济 负
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担[2]。截至2020年,在全球范围内已被注册和正在

进行临床试验的PD候选药物有145种[3],这些药物

虽然能缓解症状、减缓疾病的进程,但随着病情的发

展和恶化,可用的药物和对症治疗方案会越来越有

限,甚至无效[3-4]。中医药对复杂性疾病的治疗有其

独特的理论依据和治疗效应,在预防和延缓PD和其

他老年性痴呆等神经退行性疾病方面具有较好的疗

效[5]。毛蕊花糖苷(ACT)是肉苁蓉[6]、生地黄[7]和老

鼠簕[8]等多种中草药的重要活性成分之一,具有抗氧

化[8]、抗病毒[9]、抗肿瘤[10]、免疫调整[11]和神经保

护[8,12]等多种生物效应和药理学活性,化学结构式见

图1。目前,关于 ACT改善PD的作用机制尚不清

楚。故本研究分别应用鱼藤酮(ROT)和6-羟基多巴

胺(6-OHDA)干预PC-12和SH-SY5Y细胞构建PD
细胞模型,探讨ACT改善PD的作用,采用基因转染

和激光共聚焦显微镜观察等技术分析ACT对线粒体

自噬的影响,进一步运用分子对接技术讨论 ACT通

过调节线粒体自噬改善PD的分子机制,为 ACT在

药物研发中的发展提供理论和实验依据。

图1  ACT的化学结构式

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验材料及试剂 ACT(HPLC法检测纯度

大于或等于99.9%,#Y03F9H54484)购自上海源叶

生物科技有限公司,大鼠肾上腺嗜铬细胞瘤细胞PC-
12和人神经母细胞瘤SH-SY5Y细胞购自中国科学

院上海细胞生物学研究所细胞库。GFP-LC3(细胞自

噬相关蛋白)载体和TOM20(一种线粒体外膜蛋白)-
GFP稳定表达的大鼠肾细胞 NRK为清华大学俞立

教授提供。二甲基亚砜(DMSO,#D2447)、四甲基偶

氮唑盐(MTT,#CT02)为日本 Sigma公司产 品。

DMEM高糖培养基(#8122122)为美国 Gibco公司

产品,胎牛血清(#2176404)为以色列Biological
 

In-
dustries公司产品,马血清(#16050122)为美国In-
vitrogen公司产品,胰蛋 白 酶(#15050065)为 美 国

Gibco公司产品。Annexin
 

V-PE/7-AAD双染色细胞凋

亡检测试剂盒(#559763)为美国BD公司产品,ROT
(#28875)、6-OHDA(#H4381)为日本Sigma公司产

品,线粒体红色荧光探针 Mito-Tracker
 

Red
 

CMXRos
(#C1049B)为碧云天生物技术公司产品,溶酶体红色

荧光探针LysoTracker
 

Red
 

DND-99(#L-7528)为美国

Life
 

Technologies公司产品,细胞通透性细胞核复染剂

Hoechst
 

33342(#45885A)和遗传素(Geneticin,G418,

#10131027)为美国Invitrogen公司产品。

1.1.2 仪器 二氧化碳培养箱:美国Thermo
 

Scien-
tific公司(HERAcell􀆿150i/240i),生物安全柜:美国

Thermo公司(HERA
 

SAFE
 

KS),酶标仪:美国Thermo
 

Scientific公司(Multiskan
 

FC),四工位磁力搅拌水浴锅:
上海赫田科学仪器有限公司(HJ-M4),倒置显微镜:中
国舜宇公司(XD),低温高速离心机:美国Sigma公司

(3-18KS),细胞核转染系统:瑞士Lonza公司(D-Nucle-
ofectorTM),流式细胞仪:美国BD公司(LSRⅡ),激光共

聚焦显微镜:日本尼康公司(Ti-E
 

C2+)。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养 PC-12细胞、SH-SY5Y 细胞和

NRK细胞置于二氧化碳(CO2)培养箱(37
 

℃,50
 

mL/L
 

CO2)内培养,对SH-SY5Y细胞和 NRK细胞

给予含有10%(v/v)胎牛血清的DMEM 完全培养基

(简称培养基),其内另加0.292
 

μg/mL谷氨酸、100
 

U/mL青霉素及100
 

μg/mL链霉素;对于PC-12细

胞的培养,其培养基成分除了上述DMEM 完全培养

基所含成分外还要加入5%(v/v)马血清。视细胞增

殖状况,1~3
 

d后进行换液、传代,细胞复苏后继续传

3代,当细胞增殖进入对数生长期时,可以进行冻存或

实验;ACT、6-OHDA 和 ROT 临用前以 DMSO 溶

解,配成浓度分别为250、200、500
 

mmol/L的母液,
其工作液用培养基稀释成不同浓度药物,同时保证培

养基中DMSO浓度小于或等于0.5%。

1.2.2 检测ACT对PC-12细胞活性的影响 取对

数增长期的PC-12细胞,用2.5
 

g/L胰蛋白酶消化培

养细胞,用含有10%(v/v)胎牛血清和5%(v/v)马血

清的培养基重悬成单个细胞悬液,以每孔5×103 个

细胞密度接种于96孔培养板,将培养板置放于CO2
培养箱,在37

 

℃、5%
 

CO2 及饱和湿度条件下常规培

养。10~16
 

h后弃掉旧培养基,每孔加入浓度分别为

25、50、100、200、400、800
 

μmol/L的含药培养基200
 

μL,并另设对照组(含同浓度DMSO的培养基)和空

白组(只含培养基,不含细胞和药物),以上各组均设4
个复孔。分别将各组细胞继续培养24

 

h后,弃上清

液,用PBS洗涤1遍,在避光条件下,每孔加入 MTT
溶液(0.25

 

g/L)200
 

μL,继续培养4
 

h,弃掉 MTT溶

液,每孔加入150
 

μL
 

DMSO,轻轻振荡10
 

min,使结

晶充分溶解,用酶联免疫标记分析仪在490
 

nm波长

处测定各孔的吸光度值(A 值)。细胞存活率=(A
值处理组-A 值空白组)/A (A 值对照组 -A 值空白组 )×
100%。

1.2.3 检测 ACT对神经毒素损伤的SH-SY5Y细

胞凋亡的影响 取对数增长期的SH-SY5Y细胞经胰
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蛋白酶消化后,以每孔(1~5)×105 个细胞密度接种

于6孔培养板培养,10~16
 

h后弃掉旧培养基,分别

加入浓度为40
 

μmol/L
 

6-OHDA、1
 

μmol/L
 

ROT、50
 

μmol/L
 

ACT,40
 

μmol/L
 

6-OHDA+50
 

μmol/L
 

ACT和1
 

μmol/L
 

ROT+50
 

μmol/L
 

ACT的培养基

2
 

mL,并设空白对照组(含同浓度DMSO的培养基),
为每组设置3个复孔,继续培养24

 

h后收集细胞,离
心(

 

2
 

000
 

r/min,4
 

℃)
 

5
 

min,弃 上 清 液,取2~
10)×105 细胞悬浮液,同样条件离心、弃上清液,加入

400
 

μL的1×Binding
 

Buffer重悬,分别加入5
 

μL
 

7-
AAD和5

 

μL
 

PE
 

Annexin
 

V,轻轻混匀。在室温下,
避光反应5~15

 

min,在1
 

h内进行流式细胞仪检测。

1.2.4 构建GFP-LC3稳定表达的PC-12细胞系及

观察线粒体自噬 预先配制转染质粒载体的缓冲液,
并提前清理和灭菌处理电转杯备用。培养PC-12细

胞,当细胞进入增殖旺盛的对数生长期时,用胰蛋白

酶消化并离心后,用细胞转染缓冲液悬浮细胞并转至

电转杯,加入一定浓度(1~2
 

λ)的GFP-LC3载体,紧
接着用Lonza电穿孔仪进行转染,随后把细胞接种到

4孔玻璃底培养皿中,置入CO2 培养箱孵育24
 

h后,
在激光共聚焦显微镜下观察绿色荧光,确定电转染是

否成功。实验中所使用的GFP-LC3载体具有 G418
抗性,因此本研究按照这个特点对转染后的细胞进行

纯化。分别培养TOM20-GFP稳定表达的NRK细胞

和上述GFP-LC3稳定表达的PC-12细胞,药物干预后

用100
 

nmol/L溶酶体或线粒体红色荧光探针、200
 

nmol/L细胞核复染剂进行染色,在1
 

h内进行激光共

聚焦显微镜观察并采集图像,图中红色和绿色荧光共定

位位点的数量和强度表明线粒体自噬发生的强度。

1.2.5 分子对接分析 为了探讨ACT改善ROT诱

导的神经细胞线粒体自噬异常的确切作用机制,对
ACT与线粒体自噬相关关键蛋白质进行分子对接分

析。(1)采集配体(ACT)和受体(蛋白质)的分子信

息:查找调节线粒体自噬相关的主要蛋白质,应用相

应数据库下载 ACT(https://www.ncbi.nlm.nih.
gov/pccompound/)和 蛋 白 质(https://www.rcsb.
org/)相关文件,并用 MGLTools-1.5.6、AutoDock-
Tools和PyMOL[13]对文件进行格式转换。(2)配体

与蛋白质分子的自动对接:分别应用AutoDockTools
和AutoDock

 

Vina[14]对ACT和每一种蛋白质分子进

行对接。(3)分子对接可视化分析:应用PyMOL对

ACT和对应蛋白质进行结合,并把结果调整为最清

楚的可视化状态后保存,进一步应用蛋白质-配体识别

分析服务器[15]进行分析。

1.3 统计学处理 采用GraphPad
 

Prism
 

5统计分析

软件进行数据分析,实验计量数据以x±s表示,对各

组重复数据进行非参数单因素方差分析,半数抑制浓

度(IC50)的计算用非线性回归(拟合曲线)分析,P<
0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 ACT对PC-12细胞活性的影响 分别用不同

浓度的ACT对PC-12细胞作用24
 

h后,ACT在0~
100

 

μmol/L
 

浓度内对细胞没有毒性作用(图2A);对
实验数据进行回归分析可知,ACT对PC-12细胞作

用24
 

h后,IC50 值为695.5
 

μmol/L
 

(图2B)。实验结

果显示,ACT很有可能是在0~100
 

μmol/L
 

浓度内

对神经细胞具有一定程度的治疗效应。

  A.细胞存活率(与对照组比较,aP<0.01);B.细胞抑制率。

图2  ACT对PC-12细胞活性的影响

2.2 ACT对神经毒素损伤的SH-SY5Y细胞凋亡的

影响 图3所示,与空白对照组相比,50
 

μmol/L
 

ACT对PC-12细胞干预24
 

h后没有诱导细胞凋亡,
40

 

μmol/L
 

6-OHDA和1
 

μmol/L
 

ROT对PC-12细

胞作用24
 

h后明显诱导细胞凋亡,分别对2种模型组

加入50
 

μmol/L
 

ACT处理细胞24
 

h后明显降低细胞

凋亡发生率,差异均有统计学意义(P<0.01)。结果

显示,50
 

μmol/L
 

ACT对神经细胞具有损伤修复作

用,其损伤修复功能可能是通过抑制细 胞 凋 亡 而

实现。
2.3 ACT对线粒体自噬的影响 图4所示,与空白

对照组相比,50
 

μmol/L
 

ACT对 TOM20-GFP稳定

表达的NRK细胞干预4
 

h后,明显提高了线粒体和

溶酶体的共定位概率,表明ACT明显诱导NRK细胞

的线粒体自噬水平。图5所示,与空白对照组相比,
50

 

μmol/L
 

ACT对 GFP-LC3稳定表达的PC-12细

胞干预24
 

h后,明显提高了定位在溶酶体的红色荧光

位点与自噬体的GFP-LC3绿色荧光位点的共定位频

率;虽然0.2
 

μmol/L
 

的ROT对PC-12细胞作用24
 

h
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后同样也能提高线粒体自噬,但是可以发现细胞受到

了一定的损伤;ROT与ACT共干预细胞24
 

h后,由
ROT引起的细胞损伤得到了实质性的改善,同时发

生线粒体自噬。此结果表明,ACT对ROT损伤PC-
12细胞的保护作用很有可能是通过调节线粒体自噬

异常而实现。

  A.流式细胞术检测ACT对6-OHDA和ROT损伤的SH-SY5Y细胞凋亡的作用;B.ACT对6-OHDA损伤的SH-SY5Y细胞凋亡作用的统计

分析结果(与空白对照组比较,aP>0.05,bP<0.01;与6-OHDA组比较,cP<0.01);C.ACT对ROT损伤的SH-SY5Y细胞凋亡作用的统计分析

结果(与空白对照组比较,aP<0.01;与ROT组比较,bP<0.01)。

图3  ACT对神经毒素损伤的SH-SY5Y细胞具有抗凋亡作用

  注:ACT对TOM20-GFP稳定表达的NRK细胞作用4
 

h后明显提高线粒体自噬(比例尺10
 

μm)。

图4  ACT对NRK细胞作用提高线粒体自噬

2.4 ACT与线粒体自噬相关蛋白之间的分子对接

分析 本研究中选择线粒体自噬相关关键蛋白质

PINK1(一种泛素激酶)和Parkin(一种E3泛素连接

酶),与ACT进行分子对接分析。结果显示,ACT对

PINK1和Parkin均具有潜在的结合模式和亲和能量,
它们之间的亲和能量均为-9.0

 

kcal/mol(图6),说明

ACT可能是通过激活PINK1/Parkin依赖性线粒体自

噬途径而保护神经细胞,需要进一步实验验证。
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  注:ACT对GFP-LC3稳定表达的PC-12细胞作用24
 

h后明显提高线粒体自噬。

图5  ACT对PC-12细胞作用提高线粒体自噬

  A.ACT对PINK1(PDB
 

ID:5OAT)的分子对接分析结果;B.ACT对Parkin(PDB
 

ID:6HUE)的分子对接分析结果。

图6  ACT与线粒体自噬相关蛋白之间的分子对接分析
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3 讨  论

PD是中脑黑质致密部多巴胺能神经元的变性和

丢失为主要病理特征的慢性神经退行性疾病[16]。神

经系统老化、环境污染、脑部损伤和遗传因素是引起

PD的主要病因。GHAVAMI等[17]研究显示,神经细

胞自噬和凋亡功能的障碍与PD发病密切相关。本研

究发现,ACT均能减少由6-OHDA和ROT损伤的

神经细胞凋亡发生率。研究报道,线粒体自噬的发生

能选择性清除已受损的线粒体而维持细胞正常生理

功能[18]。家族性和散发性PD发病过程中,神经细胞

的破坏性病变集中于线粒体自噬途径上[19]。本研究

中,ACT不仅提高了 NRK细胞的线粒体自噬水平,
而且还明显提高了PC-12细胞的线粒体自噬水平,同
时保护细胞免受ROT损伤。

文献报道,线粒体自噬可分为PINK1/Parkin依

赖性和非依赖性2种途径[20]。其中,PINK1/Parkin
依赖的线粒体自噬是线粒体质量控制的最佳途径[20]。

PINK1定位于线粒体外膜,是一种丝氨酸/苏氨酸蛋

白激酶。Parkin定位在细胞质中,是自身抑制的,需
要通过PINK1激活,激活后可诱导线粒体自噬的发

生,清除细胞内已受损的线粒体[21],Parkin与PD密

切相 关[22]。本 研 究 分 子 对 接 结 果 表 明,ACT 与

PINK1和Parkin之间具有较高的分子对接亲和能

量,均为-9.0
 

kcal/mol,这进一步验证了 ACT改善

PD可能是通过介导PINK1/Parkin途径。本研究提

示ACT可能是通过提高或调节PINK1/Parkin依赖

性的线粒体自噬而保护PD神经细胞。
综上所述,ACT对神经毒素损伤的神经细胞具

有明显的修复和保护作用,这很可能是通过抑制细胞

凋亡和诱导线粒体自噬,清除细胞内损伤线粒体的过

程而实现;同时,ACT调节的线粒体自噬很可能是属

于PINK1/Parkin依赖型线粒体自噬。本研究并未能

确认ACT通过调节PINK1/Parkin依赖的线粒体自

噬途径而改善线粒体受损的神经细胞,从而治疗PD,
后期需要进一步实验验证。
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