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连翘酯苷 A通过 Akt/Nrf2信号通路发挥抗脑缺血氧化损伤作用研究 *
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摘要 目的：研究连翘酯苷 A（Forsythiaside A，FA）对缺血再灌注引起的脑细胞损伤的保护作用及机制。方法：采用 PC12细胞缺氧

再复氧模型（OGD/R），细胞分组为正常组，模型组，FA处理组（1.25, 2.5和 5滋mol/L），测定细胞存活率、凋亡率、ROS、MDA以及

抗氧化酶水平。采用Western blotting测定对 Akt和 Nrf2蛋白的影响，采用 Akt抑制 LY294002验证 FA的调节作用。结果：FA能

够有效抑制 OGD/R引起的存活率下降和凋亡率增加，同时可以抑制细胞内 ROS和 MDA水平，升高细胞内抗氧化酶（SOD、

GSH、GSH-Px和 CAT）水平。FA处理能够增加 Akt磷酸化水平以及 Nrf2和其下游蛋白 HO-1蛋白表达。进一步采用 LY294002

验证发现 FA通过 Akt调控 Nrf2发挥抗氧化作用从而抑制脑细胞损伤。结论：FA能够抑制缺血再灌注引起的脑细胞损伤，其作

用机制可能是通过促进 Akt磷酸化，调控 Nrf2下游抗氧蛋白酶表达，抑制氧化应激，从而保护脑细胞。
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Forsythiaside A Inhibited Cerebral Ischemic Induced Oxidative
Damage through Akt/Nrf2 Signaling Pathway*

To study the protective effect and mechanism of forsythiaside A (FA) on brain cell damage caused by is-

chemia/reperfusion. Oxygen Glucose Deprivation/reoxygenation (OGD/R)model was induced in PC12 cell and divided into

normal group, model group, and FA treatment group (1.25, 2.5, and 5 滋mol/L). Cell survival rate, apoptosis rate, ROS, MDA and antioxi-

dant enzyme levels were measured. Western blotting was used to determine the effect of FA on Akt and Nrf2, and Akt inhibition of

LY294002 was used to verify the regulation effects of FA. FA inhibited the decline of survival rate and the increase of apoptosis

rate caused by OGD/R. We also found that FA inhibited the levels of ROS and MDA, and increased the antioxidant proteins (SOD, GSH,

GSH-Px and CAT). FA treatment increased the phosphorylation level of Akt and the expression of Nrf2 and its downstream protein

HO-1. Further verification using LY294002 found that FA regulated Nrf2 through Akt to inhibit oxidative induced brain cell damages.

FA can inhibit brain cell damage caused by ischemia/reperfusion, and its mechanism may be through promotingAkt phos-

phorylation, regulating the expression of Nrf2 and its downstream antioxidant enzymes, thus inhibits oxidative stress and protects brain

cells.
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前言

连翘酯苷是中药连翘中主要的苯乙醇苷类化合物，是连翘

中的特征性成分，在抵抗细菌感染、抗病毒、抑制炎症反应等方

面发挥重要作用[1]。近年来，研究发现，连翘脂苷具有很好的抗

氧化作用。在 D-半乳糖诱导的小鼠衰老模型中，研究者们发现

连翘酯苷可有效增加组织中超氧化物歧化酶（SOD）和谷胱甘

肽过氧化物酶（GSH-Px）含量，增强机体总抗氧化能力

（T-AOC），抑制丙二醛（MDA）含量，表现出很好的抗氧化能力[2]。

同 时 ， 曲 欢 欢 采 用 1,1- 二 苯 基 苦 基 苯 肼

（1,1-Diphenyl-2-picryl-hydrazyl，DPPH）在体外测定了连翘酯苷

的清除自由基能力，发现连翘酯苷的清除自由基能力是维生素

C的 1.7倍[3]。这些证据表明，连翘酯苷具有优良的抗氧化能

力，是潜在的抗氧化剂。

脑卒中（Stroke）是由于血管闭塞或者出血引起的一类脑血

管事件，包括出血性脑卒中和缺血性脑卒中，其中缺血性脑卒

中占所有病例的 80%左右，是我国首要的致死和致残因素[4,5]。

目前，治疗缺血性脑卒中的主要治疗手段是溶栓治疗，但及其
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严苛的时间窗限制使患者受益率很低[6]。超时间窗用药虽然可

达到一定的治疗效果但易引起再灌注损伤，但再灌注同时会引

起氧自由基爆发，触发多种级联放大反应，最终导致脑组织损

伤[7,8]。因此，减轻氧化损伤，阻断级联反应，对于治疗缺血性脑

卒中具有积极意义。

为了研究连翘酯苷的抗氧化作用是否对于减轻缺血性脑

卒中具有保护作用，本研究在体外采用 PC12脑神经元细胞缺

氧 /再复氧模型模拟脑缺血 /再灌注过程，研究连翘酯苷的作

用，并在此基础上阐明其主要的作用机制。

1 材料与方法

1.1 细胞系

大鼠肾上腺嗜铬细胞瘤细胞 PC12细胞购自中国科学院

上海生命科学研究院细胞资源中心。

1.2 药物和试剂

连翘酯苷 A（Forsythiaside A，FA）购自北京索莱宝科技有

限公司（SF8080），胎牛血清（FBS）购自美国 GIBICO公司

（16000-048），DMEM 培 养 基 购 自 美 国 GIBICO 公 司

（11965-084），胰蛋白酶购自美国 GIBICO公司（25300-054），

SOD、GSH、CAT和 GSH-Px测定试剂盒购自南京建成生物科

技公司，凝胶配制试剂盒购自北京鼎国生物科技有限公司，活

性氧（Reactive oxygen species, ROS）测定试剂盒购自碧云天生

物科技有限公司，P-Akt，Akt，Nrf2，HO-1，NQO-1 兔抗大鼠一

抗购自美国 SANTA公司，羊抗兔二抗购自博士德公司。

1.3 仪器

凝胶电泳系统和化学发光系统（美国 Bio-Rad公司），二氧

化碳培养箱（美国 Thermo公司），全波长酶标仪（美国 Thermo

公司）。

1.4 方法

1.4.1 细胞培养 采用含 10%FBS 的 DMEM 培养基培养

PC12细胞，放置于 CO2培养箱，温度为 37℃，每隔一天换一次

培养基，细胞融合至 90%时，进行传代培养，待细胞进入对数期

生长时，用于后续实验研究。实验分组：正常组（Control，正常条

件培养），模型组（Model，缺氧再复氧培养），给药组（1.25，2.5

和 5 滋mol/L，细胞预处理 24 h后，进行缺氧再复氧）。

1.4.2 缺氧再复氧模型（OGD/R） 根据实验目的将细胞接种

于 96孔板或者 6孔板中，在正常条件下培养 24 h，细胞贴壁且

状态较好时，用药物预处理细胞 24 h，模型组采用相同培养基

处理。将培养基吸弃，换成缺血液，在含 95% CO2的缺血小室

中培养 4 h（缺氧），随后模型组换成正常培养基，药物处理组换

成含药培养基，继续培养 12h（再复氧），收集上清液或者细胞

用于后续实验。

1.4.3 细胞存活率测定 细胞以 1× 104/mL的密度接种于 96

孔板，每组设置 5个复孔，2个调零孔，每孔 100 滋L，培养 24 h

后进行药物处理和 OGD/R，再复氧结束后，吸弃培养基，加入

100 滋L稀释后的 CCK8溶液，培养箱中继续培养 3 h。最后，用

酶标仪在 450 nm处测定吸光度值。细胞存活率（%）=[（OD测

定 -OD测定调零）/（OD正常 -OD正常调零）]× 100%。

1.4.4 细胞凋亡率测定 细胞凋亡率采用流式 Annexin-FITC

/PI双染法测定。细胞以 5× 105/mL的密度接种于 6孔板，每孔

1.5 mL，培养 24h后进行药物处理和 OGD/R，再复氧结束后，吸

弃培养基，胰酶消化收集细胞。加入 100 滋L的 1× Binding

buffer 吹散细胞，加入 5 滋L Annexin-FITC溶液和 5 滋L PI溶

液，混合均匀，避光孵育 15 min，补充 400 滋L的 1× Binding

buffer，吹打均匀，上机测定。

1.4.5 ROS水平测定 细胞接种于 6孔板，细胞经过药物和造

模处理后，胰酶消化，离心收集细胞。ROS检测试剂盒中的染料

DCFH-DA 采用无血清培养基细胞室 1000 倍为工作液，用

DCFH-DA工作液悬浮细胞，吹打均匀，放置于 37℃培养箱孵

育 20 min，每 5 min混匀一次。孵育完成后，采用 PBS清洗细胞

三次，去除未结合的 DCFH-DA溶剂，用荧光酶标仪测定荧光

度值，计算与正常组荧光度值的比值。

1.4.6 抗氧化酶水平测定 细胞经过药物和 OGD/R处理后，

收集细胞，用裂解液充分裂解，4℃，12000× g，离心 10 min，收

集上清液用于测定。SOD、GSH、CAT和 GSH-Px含量分别按照

SOD、GSH、CAT和 GSH-Px试剂盒说明书进行操作。MDA含

量采用MDA测定试剂盒测定。采用酶标仪在 450 nm处测定

吸光度值，计算每组的酶活力或者含量。

1.4.7 Western blotting 细胞经过药物和 OGD/R处理后，收

集细胞，用裂解液充分裂解，离心收集总蛋白，用 BCA蛋白含

量测定试剂盒测定每组的蛋白质含量。样品经金属浴变性后，

每孔上样 30 滋g，10% SDS-PAGE电泳分离，湿法转膜至PVDF

膜。用 5%脱脂奶粉封闭 1 h后，TBST洗净后，孵育一抗（1:

1000一抗稀释液稀释），4℃过夜。TBST洗净后，孵育羊抗兔二

抗（1:5000稀释），37℃，1 h。TBST洗净残余二抗后，ECL发光

液进行显色，扫描灰度值，计算与正常组的比值。内参蛋白为

GAPDH。

1.4.8 数据处理 所有数据采用 Graphpad Prism 9.0处理，用

均值± 标准差（mean± SD）表示，各组间的比较采用单因素方

差分析检验，P<0.05表明差异具有显著性。

2 结果

2.1 FA对细胞存活率和凋亡率的影响

如图 1A所示，与正常组比较，OGD/R引起细胞存活率显

著下降（P<0.01），表明 OGD/R可引起细胞增殖抑制；与模型组

比较，FA可显著增加细胞存活率，且呈现剂量依赖关系（P<0.
01），表明 FA可降低 OGD/R对细胞的损伤作用。

如图 1B所示，OGD/R使模型组细胞凋亡率显著增加，与

正常组比较具有显著性差异（P<0.01），表明 OGD/R可引起细

胞凋亡；而 FA可显著降低细胞凋亡率（P<0.01），5 滋mol/L干
预效果最好，表明 FA可抑制细胞凋亡。

2.2 FA对 ROS和MDA水平的影响

如图 2所示，OGD/R引起细胞内 ROS（图 2A）和MDA（图

2B）水平增高，且与正常组比较具有显著性差异，表明 OGD/R

引起细胞内氧化损伤。与模型组比较，FA使 ROS和MDA水

平均显著降低，具有浓度依赖关系，表明 FA能够有效的减轻

OGD/R引起的氧化损伤。

2.3 FA对抗氧化酶水平的影响

随后，我们测定了 FA对细胞内抗氧化酶水平的影响。细

胞内 SOD、GSH、CAT和 GSH-Px的含量采用试剂盒测定。如
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图 1 FA减轻 OGD/R引起的细胞损伤

A.FA对细胞存活率的影响；B.FA对细胞凋亡率的影响。n=6. ##P<0.01
vs control group, **P<0.01 vs model group.

Fig.1 Effects of FA on OGD/R induced cell injuries

A. Effects of FA on cell viability; B. Effects of FA on cell apoptosis.n=6.
##P<0.01 vs control group, **P<0.01 vs model group.

图 2 FA对 PC12细胞内 ROS和MDA水平的影响

A. FA对 PC12细胞内 ROS水平的影响；B. FA对 PC12细胞内MDA

水平的影响。n=6. ##P<0.01 vs control group, **P<0.01 vs model group.
Fig.2 Effects of FA on the levels of ROS and MDA in the PC12 cells

A. Effects of FA on the ROS levels in the PC12 cells; B. Effects of FA on

the MDA levels in the PC12 cells.n=6. ##P<0.01 vs control group, **P<0.
01 vs model group.

图 3所示，模型组细胞内 SOD、GSH、CAT和 GSH-Px的含量

均显著降低，且与正常组比较具有显著性差异（P<0.01），表明
OGD/R引起细胞内抗氧化酶耗竭。而 FA处理组，SOD、GSH、

CAT和 GSH-Px的含量显著增加，与模型组比较具有显著性差

异（P<0.01），表明 FA能够调节细胞内抗氧化酶水平。

图 3 FA对 PC12细胞内抗氧酶水平的影响

A.FA对 PC12内 SOD含量的影响；B.FA对 PC12细胞内 GSH含量的影响；C.FA对 PC12细胞内 CAT含量的影响；D.FA对 PC12细胞内

GSH-Px含量的影响。n=6. ##P<0.01 vs control group, **P<0.01 vs model group.
Fig.3 Effects of FA on the antioxidant proteins levels in PC12 cells

A. Effects of FA on the SOD contents; B. Effects of FA on the GSH contents; C. Effects of FA on the CAT contents; D. Effects of FA on the GSH-Px

contents.n=6. ##P<0.01 vs control group, **P<0.01 vs model group.

2.4 FA对 Akt/Nrf2通路的影响

Akt/Nrf2信号通路在调控抗氧化酶表达过程中具有重要

作用，因此，我们测定了 FA对该通路的影响。Western blotting

测定了 Akt的磷酸化水平，以及 Nrf2及其下游 HO-1蛋白表达

情况（图 4）。结果发现，OGD/R使 Akt的磷酸化水平显著降低

（P<0.01），Nrf2和 HO-1表达有一定程度增加，但差异不明显。

FA处理组，Akt磷酸化水平（图 4A）以及 Nrf2和 HO-1蛋白表

达水平显著增加（图 4B），且与模型组比较具有显著性差异

（P<0.01），表明 FA可调控 Akt/Nrf2/HO-1信号通路。

2.5 FA通过 Akt调控 Nrf2发挥抗氧化作用

为验证 FA是否通过 Akt调控 Nrf2发挥抗氧化作用，采用

Akt的特异性抑制剂 LY294002抑制 Akt的磷酸化水平。结果

发现（图 5），与 FA处理组比较，FA+LY294002处理组，Nrf2和

HO-1的蛋白表达水平被显著抑制（图 5A），同时，我们还发现，

LY294002使 FA对 ROS的清除能力减弱（图 5B），失去对细胞

的保护作用（图 5C）。

3 讨论

脑组织对氧气极其敏感，脑组织重量虽然只占机体重量的

2%，但其耗氧量高达 20%，是对氧气最敏感的器官[9]。高血压、

高血脂等慢性疾病引起血栓形成，继而引起血管栓塞，造成组

织缺血，缺血不仅造成营养物质不能到达组织细胞，还造成氧

气供应下降甚至是中断。脑组织血流量大，但存储很少，缺血

后，脑组织中的氧气和葡萄糖等物质迅速减少，导致严重的脑

组织损伤，轻者致残，重者致死[10]。目前，临床治疗缺血性脑卒

中主要手段为血管内溶栓治疗，在 0-4.5 h内有效溶栓，能够有

效的减轻脑缺血性损伤，患者预后也较好[11,12]。但由于患者发现

较晚，就诊时间较长等因素，绝大部分患者能够溶栓治疗时已

严重超出时间窗，超时间窗溶栓虽然能够取得一定的治疗效

果，但会引起再灌注损伤，简称脑缺血再灌注损伤（Cerebral is-

chemia/reperfusion injury, CI/RI）[13]。引起 CI/RI的机制包括氧化

应激、兴奋性氨基酸毒性、炎症、凋亡等，其中氧化应激是主要

的始发环节[14,15]。如何减轻氧化应激，阻断脑损伤的级联反应，

是广大医药研究者关注的热点和重点方向。

在正常情况下，95%的 ROS（例如超氧阴离子和过氧化氢）

是线粒体通过氧化磷酸化反应产生 ATP的副产物，缺血会导

致线粒体膜电位失衡和离子梯度异常，使产生的 ROS过多[16]。

ROS可导致线粒体 DNA受损，破坏线粒体呼吸链，加剧线粒

体能量障碍，使脑细胞供能不足，加速脑组织损伤[17]。此外，脑

组织中脂质含量较高，ROS可导致脂质发生氧化，产生MDA[18]。

细胞 OGD/R模型采用不含血清和葡萄糖等物质的缺血液和缺

氧环境模拟缺血过程，恢复葡萄糖和氧气供应为再灌注过程，

可有效模拟缺血再灌注过程，研究药物对细胞的直接保护作

用。虽然前期研究表明，连翘酯苷具有抗氧化作用，能够有效保
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图 4 FA对 Akt, Nrf2和 HO-1的影响

A. FA对 Akt磷酸化水平的影响；B. FA对 Nrf2和 HO-1蛋白表达的影响。n=6. ##P<0.01 vs control group, **P<0.01 vs model group.
Fig.4 Effects of FA on the expression of Akt, Nrf2 and HO-1

A. Effects of FA on the phosphorylation level of Akt; B. Effects of FA on the expression levels of Nrf2 and HO-1.n=6.##P<0.01 vs control group, **P<0.01
vs model group.

图 5 FA通过 Akt调控 Nrf2发挥抗氧化作用

A. LY294002对 FA促 Nrf2和 HO-1表达作用的影响；B.LY294002减弱 FA的细胞存活率保护作用；C.LY294002减弱 FA对 ROS的抑制作用。

n=6. ##P<0.01 vs control group, **P<0.01 vs model group, &&P<0.01 vs FA group.

Fig.5 The antioxidative effects of FA wasmediated by Akt through Nrf2

A. Effects of LY294002 and FA on the expression levels of Nrf2 and HO-1; B. Effects of LY294002 and FA on the cell viability; C. Effects of LY294002

and FA on the ROS levels.n=6. ##P<0.01 vs control group, **P<0.01 vs model group, &&P<0.01 vs FA group.

护脑损伤，但其是否能够减轻脑缺血引起的氧化应激，从而减

轻 CI/RI，还没有研究报道。本研究采用 PC12体外 OGD/R模

型模拟在体 CI/RI，研究了 FA 的脑保护作用。结果发现，

OGD/R可引起 PC12细胞存活率显著下降，凋亡率显著增加，

同时脑细胞内 ROS和 MDA水平显著增加，而与模型组比较，

FA处理组细胞存活率增加，凋亡率降低，ROS和MDA水平同

样得到有效抑制。这些结果表明，FA可有效减轻 OGD/R引起

的细胞损伤和氧化应激。

正常情况下，脑组织中的抗氧化酶和氧自由基水平处于动

态平衡状态，缺血再灌注时，ROS爆发性增加，消耗过多的抗氧

化酶，致使抗氧化酶不足，从而导致氧化应激[19]。因此，增加抗

氧化酶水平将能够有效清除 ROS，减轻氧化应激引起的损伤。

SOD、GSH、CAT 和 GSH-Px 是细胞内主要的抗氧化酶，SOD

可以将细胞内超氧阴离子转化为 H2O2，随后形成的 H2O2被

CAT和 GSH-Px通过酶促反应清除[20]。CAT是一种位于过氧化

物酶体中的酶，可非常有效地促进 H2O2向 H2O和 O2的转化[21]。

GSH-Px 与 GSH 协同作用，后者以高浓度存在于细胞中，

GSH-Px将过氧化物分解为水，同时氧化 GSH[22,23]。本研究测定

了 PC12细胞内 SOD、GSH、CAT和 GSH-Px含量，结果发现，

OGD/R使 SOD、GSH、CAT和 GSH-Px 含量显著降低，而 FA

处理可使 SOD、GSH、CAT和 GSH-Px含量显著增加，表明 FA

可有效增加抗氧化酶含量，减少 ROS水平。

PI3K/Akt信号通路在细胞的增殖、凋亡和应激反应等过程

中具有重要的调控作用 [24]。已有多项研究结果表明，PI3K/Akt

信号通路对脑缺血具有明确的保护作用[25]。在缺血脑组织中，

PI3K/Akt的磷酸化水平在缺血后 1-4 h增加，但再灌注 24 h后
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表达减少[26]。Akt可通过促进 PGC-1琢磷酸化，调节线粒体相关
基因转录合成，促进线粒体数量增加，还可以促进线粒体电子

传递链相关酶的表达，促进 ATP产出，以满足机体需要[27,28]。

Nrf2是一种氧化还原敏感的转录因子，不仅调节亲电试剂诱导

的 2相酶基因表达，而且在调节各种抗氧化基因以应对氧化应

激方面也起着关键作用。在正常情况下，Nrf2 与细胞质中的

Keap1结合，定位于细胞质中。在氧化应激或其他潜在的应激

性刺激下，Nrf2从 Keap1释放并转运至细胞核，导致抗氧化反

应元件（Antioxidant reaction element，ARE）介导的抗氧化基因

的转录激活，促进一系列抗氧化蛋白酶表达。磷酸化的 Akt可

促进 Nrf2核转移，并与 ARE结合，促进下游抗氧化酶（HO-1

等）表达，从而清除氧自由基[29]。由此可见，激活 Akt/Nrf2信号

通路可调节抗氧酶水平，清除氧自由基。本研究结果发现，

OGD/R可显著抑制 Akt的磷酸化水平，而 FA可剂量依赖性的

增加 Akt磷酸化水平以及 Nrf2的蛋白表达水平，表明 FA可激

活 Akt/Nrf2信号通路。为了验证 FA是否通过该通路发挥细胞

保护作用，本研究采用 Akt的特异性抑制剂 LY294002抑制

Akt磷酸化，结果发现 LY294002不仅使 FA促 Nrf2表达作用

减弱，同时其细胞保护作用也被显著降低。

综上所述，FA对 OGD/R 引起的脑细胞损伤具有保护作

用，其作用机制可能是通过调节 Akt/Nrf2信号通路促进抗氧化

酶表达，从而减轻氧化损伤。
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