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毛蕊异黄酮苷调控 SIRT1信号通路缓解海马神经元细胞损伤的研究
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摘要：目的 探讨毛蕊异黄酮苷（CG）通过调控沉默信息调节因子 1（SIRT1）信号通路对氧糖剥夺再灌注（OGD/R）
海马神经元细胞损伤的保护作用。方法 将海马神经元细胞在无糖培养基中缺氧 8 h 后，在完全培养基中复氧

6 h 建立 OGD/R 模型。将细胞分为 4 组：正常对照组、氧糖剥夺再灌注组（OGD/R 组，模型组）、SIRT1 特异性

抑制剂组（EX527 组）、EX527+毛蕊异黄酮苷组（EX527+CG 组）。细胞处理结束后，采用 CCK-8 法测定细胞存

活率；分光光度法检测细胞上清液中乳酸脱氢酶（LDH）、超氧化物歧化酶（SOD）和丙二醛（MDA）的含量；荧光

法检测细胞中活性氧（ROS）含量、细胞凋亡率；Western Blot 及 ELISA 法检测 SIRT1 信号通路中相关蛋白的表

达水平。结果 与 OGD/R 组比较，EX527 组的细胞活力、SOD 含量及 SIRT1、叉头转录因子 1（FOXO1）、B 淋

巴细胞瘤-2（Bcl-2）、过氧化物酶体增殖物激活受体 γ 共激活因子-1α（PGC-1α）蛋白表达水平均明显降低（P＜

0.05），LDH 及 MDA 含量、细胞凋亡率、Bax 蛋白表达水平明显升高（P＜0.05）。与 EX527 组比较，EX527+CG
组的细胞活力及 FOXO1、Bcl-2 和 PGC-1α 蛋白表达水平均有升高，SOD 含量及 SIRT1 蛋白表达水平明显升高

（P＜0.05）；MDA 含量有降低，LDH 含量、细胞凋亡率及 Bax 蛋白表达水平明显降低（P＜0.05）。结论 毛蕊

异黄酮苷缓解海马神经元 OGD/R 损伤的机制与调控 SIRT1 信号通路有关。
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Calycosin- 7- O- β- D- glucoside Attenuate Hippocampal Neurons Injury by Regulating
SIRT1 Signaling Pathway
YAN Xiangli1，2，3，WANG Lisheng3，WANG Shengxin3，YU Aiming3，XU Erping1，2（1. Henan University of Chinese
Medicine，Academy of Traditional Chinese Medicine，Zhengzhou 450046 Henan，China；2. Henan Key Laboratory
for Modern Research on Zhongjing’s Herbal Formulae，Zhengzhou 450046 Henan，China；3. Guangzhou University
of Chinese Medicine，Guangzhou 510006 Guangdong，China）
Abstract：Objective To investigate the protective effect of Calycosin-7-O-β-D-glucoside（CG）on oxygen-glucose
deprivation/reperfusion（OGD/R） neurons by regulating SIRT1 signaling pathway. Methods The OGD/R model of
hippocampal neurons was established by hypoxia for 8 h in glucose free medium and reoxygenation in complete
medium for 6 h. The cells were divided into four groups：normal group（Control），OGD/R group，SIRT1 specific
inhibitor group（EX527）， SIRT1 specific inhibitor + Calycosin- 7- O- β- D- glucoside group（EX527 + CG）. After
treatment，CCK-8 method was used to determine the cell survival rate；spectrophotometry was used to detect the
contents of lactate dehydrogenase（LDH），superoxide dismutase（SOD）and malondialdehyde（MDA）；the content of
reactive oxygen species（ROS），the apoptosis rate were detected by fluorescence method；Western Blot and enzyme-
linked immunosorbent assay（ELISA）were used to detect the expression of SIRT1 related proteins. Results Compared
with OGD/R group， cell viability， SOD content， SIRT1 protein，FOXO1 protein，Bcl- 2 protein and PGC- 1α
protein levels were significantly decreased in EX527 group（P＜0.05），while LDH and MDA content，apoptosis rate
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脑血管疾病因其高发病率、高致残率、高复发率

的特点，成为严重威胁人类健康和影响社会经济发

展的疾病 [1-3]。缺血性脑中风是脑血管疾病的主体，

占脑血管疾病的 60%~80%。脑组织处于缺血缺氧的

病理状态下，大脑的结构和功能将出现严重的损伤

和破坏，而当用溶栓、扩张血管等手段重新补给血

液后，会进一步加剧脑组织的损伤并伴随一系列的

炎症反应，引起再灌注损伤[4]。沉默信息调节因子 1
（SIRT1）是一种烟酰胺腺嘌呤二核苷酸（NAD+）依赖的

蛋白去乙酰化酶类 [5-7]，可通过与过氧化物酶体增

殖物激活受体 γ 共激活因子（PGC-1α）、核转录因子

κB（NF-κB）、DNA 修复酶等底物相互作用[8-10]，参与

神经保护、抑制炎症反应及促进细胞增殖等多种生

命活动 [11]。毛蕊异黄酮苷（CG）是中药黄芪的主要

活性成分之一。有研究[12-15]报道，CG 具有抗氧化应

激和抗细胞凋亡活性，对神经细胞具有一定的保护

作用。本课题组前期通过 SIRT1 信号通路初步探讨

了 CG 对氧糖剥夺再灌注（OGD/R）损伤细胞模型的保

护作用及机制[16]，基于此，本研究拟利用 SIRT1 特异

性抑制剂 EX527 进一步探讨 CG 对海马神经元细胞

OGD/R 损伤模型的作用机制，以期为 CG 在治疗缺

血性脑中风的临床应用及进一步研发提供实验依据。

1 材料与方法
1.1 细胞 小鼠海马神经元细胞系，购自上海康朗生

物科技有限公司。

1.2 药 物 及 试 剂 CG（ 纯 度 ≥98% ， 批 号 ：

56411564），成都普菲德生物技术有限公司。DMEM
无糖培养基（批号：8116461），美国 Gibco 公司；

CCK-8 试剂盒（批号：GB904），日本同仁化学研究

所；SIRT1 特异性抑制剂 EX527（批号：CSN15833-
006），美国 CSNpharm 公司；乳酸脱氢酶（LDH）试剂

盒（批号：20190416）、超氧化物歧化酶（SOD）试剂盒

（批号：20190416）、丙二醛（MDA）试剂盒（批号：

20190408），均购自南京建成生物工程研究所；

SIRT1 抗体（货号：9475），美国 CST 公司；叉头转

录因子 1 抗体（FOXO1，货号：AF6416）、BCL2-
Associated X 抗体（Bax，货号：AF0120）、B 淋巴细

胞瘤-2 抗体（Bcl-2，货号：AF6139），均购自江苏

Affinity Biosciences 公司；过氧化物酶体增殖物激活

受体 γ 共激活因子-1α（PGC-1α）分析试剂盒（批号：

MB-5755A），江苏酶标生物科技有限公司；Annexin
V-FITC/PI 细胞凋亡检测试剂盒（批号：KGA105-
KGA108），江苏凯基生物科技有限公司；活性氧

（ROS）检测试剂盒（批号：20191011），上海贝博生物

科技有限公司；BCA 蛋白浓度测定试剂盒（批号：

011720190724），上海碧云天生物技术有限公司。

1.3 主要仪器 CCL-170T-8 型三气培养箱，新加坡

Esco 公司；TE2000-S 型荧光倒置显微镜，日本尼康

公司；缺氧小室，加拿大 Stemcell 公司；ELx800 型

酶联免疫检测仪，美国 BioTek 公司；FLV 1000 型激

光共聚焦显微镜，日本 Olympus 公司；1658003 型垂

直电泳槽、Criterion 蛋白转印系统、1708195 型成像

系统、1645052 型 Powerpac Basic 基础电源，美国

Bio-Rad 公司；BD FACS Aria Ⅲ流式细胞仪，美国

BD 公司。

1.4 细胞分组及给药 将海马神经元细胞共分为

4 组，即正常对照组、氧糖剥夺再灌注组（OGD/R
组，模型组）、SIRT1 特异性抑制剂组（EX527 组）、

EX527+毛蕊异黄酮苷组（EX527+CG 组）。正常对照

组细胞始终在正常条件下培养；OGD/R 组细胞在无

糖培养基中缺氧 8 h 后，将无糖培养基换成完全培养

基复氧 6 h；EX527 组细胞用含 40 μmol·L-1 EX527
的无糖培养基缺氧 8 h 后，将无糖培养基换成含

40 μmol·L-1 EX527 的完全培养基复氧 6 h；EX527+
CG 组细胞用含 40 μmol·L-1 EX527 的无糖培养基缺

氧 8 h 后，将无糖培养基换成含 40 μmol·L-1 EX527
和 33.6 μmol·L-1 CG 的完全培养基复氧 6 h。

and Bax protein level were significantly increased in EX527 group（P＜0.05）. Compared with EX527 group， cell
viability，FOXO1 protein，Bcl-2 protein and PGC-1α protein levels were increased in EX527 + CG group，SOD
content and SIRT1 protein levels were significantly increased（P＜0.05），MDA content was decreased，LDH content
and apoptosis rate and Bax protein level were significantly decreased（P＜0.05）. Conclusion The mechanism of CG
in alleviating OGD/R injury of hippocampal neurons is related to the regulation of SIRT1 signaling pathway.
Keywords：Calycosin-7-O-β-D-glucoside（CG）；hippocampal neurons；SIRT1 signaling pathway；SIRT1 specific
inhibitor；oxygen-glucose deprivation/reperfusion（OGD/R）injury
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1.5 细胞存活率测定 细胞处理结束后，吸弃原培养

基，PBS 清洗 3 次后，加入含 10% CCK-8 的完全培

养基；培养箱中孵育 2 h 后，用酶标仪测定各组在

450 nm 处的光密度（OD）值，计算：细胞存活率

（%）=（实验组 OD 值－空白对照孔 OD 值）/（正常对照

组 OD 值－空白对照孔 OD 值）×100%。

1.6 生化指标测定 细胞处理结束后，收集细胞上清

液于新的 96 孔板中，严格按照试剂盒说明书步骤进

行 LDH、SOD 活力及 MDA 含量的测定。

1.7 细胞内 ROS 含量测定 将 DCFH-DA 探针用于

细胞内 ROS 含量的测定。细胞处理结束后，加入

10 μmol·L-1 DCFH-DA工作液，37 ℃避光孵育 20 min，
无血清培养基清洗后，采用荧光酶标仪检测荧光强度。

1.8 细 胞 凋 亡 率 检 测 以 荧 光 素 FITC 标 记 的

Annexin V 作为荧光探针进行细胞凋亡率检测。细胞

处理结束后，胰蛋白酶消化收集细胞，Binding Buffer
悬浮细胞后，加入 Annexin V- FITC 和 Propidium
Iodide，室温、避光反应 5 min，采用流式细胞仪测

定细胞凋亡情况。

1.9 Western Blot 法检测 SIRT1 信号通路中关键

蛋白表达水平 采用 RIPA 裂解细胞后，以 BCA 法

测定总蛋白含量；蛋白样品制备完成后，进行 SDS-
聚丙烯酰胺凝胶电泳，随后转移目标蛋白至 PVDF
膜上。PVDF 膜用 5%的脱脂牛奶封闭 2 h 后，在兔

来源的一抗溶液中于 4 ℃孵育过夜，一抗孵育条件

分别为 SIRT1（1∶1 000）、 FOXO1（1∶1 000）、Bax
（1∶500）和 Bcl-2（1∶500）。TBST 充分漂洗后，用辣

根过氧化物酶（HRP）标记的二抗于室温孵育 1 h。
TBST 清洗后，以 ECL 发光液进行显影；以 β-actin
为内参，采用 ImageJ 软件对目的蛋白进行半定量

分析。

1.10 ELISA 法检测 PGC-1α 蛋白表达水平 细胞处

理结束后，严格按照试剂盒说明书步骤检测 PGC-1α

蛋白表达水平。

1.11 统计学处理方法 采用 SPSS 17.0 统计软件进行

数据分析，计量资料以均数±标准差（x ± s）表示；多

组间比较采用单因素方差分析（One-way ANOVA），

两两比较用 LSD 检验；以 P＜0.05 为差异具有统计

学意义。

2 结果
2.1 CG 对 OGD/R 海马神经元细胞存活率及上清液

中 LDH 的影响 结果见表 1、图 1。正常对照组细

胞轮廓清晰、立体感强、贴壁良好；OGD/R 组细胞

皱缩，呈枯树枝状，部分变圆的细胞漂浮在培养基

中；EX527 组细胞数目明显减少，且皱缩严重；CG
干预后，细胞形态趋于饱满，细胞数目增加。与正

常对照组相比，OGD/R 组的细胞活力明显降低

（P＜0.05）， 培 养 基 中 LDH 含 量 明 显 升 高（P＜

0.05）；与 OGD/R 组相比，EX527 组细胞活力明显

降低（P＜0.05），LDH 含量明显升高（P＜0.05），而

CG 干预后细胞活力升高，LDH 含量明显降低（P＜

0.05）。

表 1 毛蕊异黄酮苷对氧糖剥夺再灌注海马神经元细胞的

存活率及上清液中乳酸脱氢酶（LDH）的影响（x ± s，n=6）
Table 1 Effects of Calycosin- 7-O- β-D- glucoside on oxygen-
glucose deprivation/reperfusion injuried hippocampal neurons
viability and LDH in supernatant（x ± s，n=6）
组别

正常对照组

OGD/R 组

EX527+CG 组

EX527 组

细胞存活率/%
100.00 ± 3.82
46.39 ± 1.97*

45.49 ± 2.70
35.99 ± 2.55△

LDH/（mmol·L-1）

68.48 ± 7.51
122.42 ± 27.51*

162.72 ± 25.44#

257.42 ± 35.82△

注：OGD/R 组：氧糖剥夺再灌注组；EX527 组：SIRT1 特异性抑制剂

组；EX527+CG 组：EX527+毛蕊异黄酮苷组。与正常组对照组相

比，*P＜0.05；与 OGD/R 组相比，△P＜0.05；与 EX527 组相比，#P＜

0.05

a. 正常对照组 b. OGD/R 组 c. EX527+CG 组 d. EX527 组

注：OGD/R 组：氧糖剥夺再灌注组；EX527 组：SIRT1 特异性抑制剂组；EX527+CG 组：EX527+毛蕊异黄酮苷组

图 1 各组海马神经元细胞的形态学观察（×100）
Figure 1 Morphology of hippocampal neurons in each group（×100）
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2.2 CG 对 OGD/R 海马神经元细胞上清液中 SOD
活力及 MDA 含量的影响 结果见表 2。与正常对照

组相比，OGD/R 组的海马神经元细胞经氧糖剥夺再

灌注后，发生氧化应激损伤，表现为 SOD 活力明显

降低（P＜0.05），MDA 含量明显升高（P＜0.05）。与

OGD/R 组相比，EX527 组细胞上清液中的 SOD 活力

明 显 降 低（P＜0.05）， MDA 含 量 明 显 升 高（P＜

0.05），而 CG 干预后 SOD 活力明显升高（P＜0.05），

MDA 含量降低。

2.3 CG 对 OGD/R 海马神经元细胞中 ROS 含量的

影响 结果见图 2。与正常对照组相比，OGD/R
组细胞经氧糖剥夺再灌注后绿色荧光明显增强，

ROS 水 平 升 高（P＜0.05）。 与 OGD/R 组 相 比 ，

EX527 组细胞变圆，且漂浮在培养基中，荧光增

强，ROS 水平升高（P＜0.05）；而 CG 干预后细胞

形态趋于正常，绿色荧光明显减弱，ROS 水平降

低（P＜0.05）。

注：OGD/R 组：氧糖剥夺再灌注组；EX527 组：SIRT1 特异性抑制剂组；EX527+CG 组：EX527+毛蕊

异黄酮苷组。与正常组对照组相比，*P＜0.05；与 OGD/R 组相比，△P＜0.05；与 EX527 组相比，#P＜

0.05
图 2 毛蕊异黄酮苷对氧糖剥夺再灌注海马神经元细胞中活性氧（ROS）含量的影响（x ± s，

n=6）
Figure 2 Effects of Calycosin- 7- O- β- D- glucoside on ROS content in oxygen- glucose
deprivation/reperfusion injuried hippocampal neurons（x ± s，n=6）正常

对照组

OGD/R
组

EX527+
CG 组

EX527
组

RO
S相

对
含

量

3

2

1

0

*

#
△

a. 正常对照组 b. OGD/R 组 c. EX527+CG 组 d. EX527 组

表 2 毛蕊异黄酮苷对氧糖剥夺再灌注海马神经元细胞上清液

中超氧化物歧化酶（SOD）活力及丙二酫（MDA）含量的影响

（x ± s，n=6）
Table 2 Effects of Calycosin- 7- O- β- D- glucoside on SOD
activity and MDA content in oxygen- glucose deprivation/
reperfusion injuried hippocampal neurons supernatant（x ± s，n=6）
组别

正常对照组

OGD/R 组

EX527+CG 组

EX527 组

SOD/（U·L-1）

83.27 ± 7.09
49.37 ± 3.43*

60.60 ± 3.98#

31.92 ± 8.88△

MDA/（mmol·L-1）

176.03 ± 28.17
341.42 ± 20.67*

346.64 ± 19.12
701.60 ± 22.07△

注：OGD/R 组：氧糖剥夺再灌注组；EX527 组：SIRT1 特异性抑制剂

组；EX527+CG 组：EX527+毛蕊异黄酮苷组。与正常组对照组相比，

*P＜0.05；与 OGD/R 组相比，△P＜0.05；与 EX527 组相比，#P＜0.05

2.4 CG 对 OGD/R 海马神经元细胞凋亡率的影响

结果见图 3。与正常对照组相比，OGD/R 组细胞经氧

糖剥夺再灌注后，细胞凋亡率明显增加（P＜0.05）。

与 OGD/R 组相比，EX527 组细胞凋亡率明显增加

（P＜0.05），而 CG 干预后，细胞凋亡率明显降低

（P＜0.05）。
2.5 CG 对 OGD/R 海马神经元细胞 SIRT1 信号通路

中关键蛋白表达的影响 结果见图 4。与正常对照组

相比，OGD/R 组细胞经氧糖剥夺再灌注后，细胞中

的 SIRT1、FOXO1、Bcl-2 和 PGC-1α 蛋白表达水平

明显降低（P＜0.05），Bax 蛋白的表达水平明显升高

（P＜0.05）。与 OGD/R 组相比，EX527 组细胞中的

SIRT1、FOXO1、Bcl-2 和 PGC-1α 蛋白表达水平明

显降低（P＜0.05），Bax 蛋白的表达水平明显升高

（P＜0.05）；而经 CG 干预后，海马神经元细胞中

SIRT1 的蛋白表达水平明显升高（P＜0.05），Bax 蛋白

的表达水平明显降低（P＜0.05），FOXO1、Bcl-2 和

PGC-1α 蛋白表达水平有升高，但差异无统计学意义

（P＞0.05）。
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注：1. 正常对照组；2. 氧糖剥夺再灌注组（OGD/R）；3. SIRT1 特异性抑制剂组（EX527）；4. EX527+毛蕊异黄酮苷组（EX527+CG）。与正常对照组

相比，*P＜0.05；与 OGD/R 组相比，△P＜0.05；与 EX527 组相比，#P＜0.05
图 4 毛蕊异黄酮苷对氧糖剥夺再灌注海马神经元细胞 SIRT1信号通路中关键蛋白表达的影响（x ± s，n=6）
Figure 4 Effect of Calycosin-7-O-β-D-glucoside on the expression of key proteins in SIRT1 signaling pathway of oxygen-glucose
deprivation/reperfusion injuried hippocampal neurons（x ± s，n=6）
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3 讨论

缺血性脑中风的发病机制复杂，70%的中风是由

于血栓阻塞血管导致大脑局部缺血引起的。脑血栓

的形成源于动脉血管壁病变后斑块的产生，进而引

发氧化应激、兴奋性氨基酸毒性作用等一系列病理

反应 [17]。在治疗缺血性脑中风的用药历史中，益气

药、活血化瘀药、熄风药的使用频率最高 [18]。黄芪

是一味常用的补益药，为补中益气之要药。近年

来，黄芪在中枢神经系统疾病方面的应用研究取得

了显著进展。现代药理学研究 [19]表明，黄芪能清除

自由基，防止脂质过氧化引起的氧化应激损伤；

降低脑缺血后兴奋性氨基酸的产生，减轻脑损

注：OGD/R 组：氧糖剥夺再灌注组；EX527 组：SIRT1 特异性抑制剂组；EX527+CG 组：EX527+毛蕊异黄酮苷组。与正常对照组相比，
*
P＜

0.05；与 OGD/R 组相比，△P＜0.05；与 EX527 组相比，#P＜0.05
图 3 毛蕊异黄酮苷对氧糖剥夺再灌注海马神经元细胞凋亡率的影响（x ± s，n=6）
Figure 3 Effect of Calycosin-7-O-β-D-glucoside on apoptosis rate of oxygen-glucose deprivation/reperfusion injuried hippocampal
neurons（x ± s，n=6）
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伤；上调脑缺血后 Bcl-2 蛋白的表达，抑制脑缺

血引起的神经元凋亡。同时，黄芪及其活性成分

还具有抑制神经炎症反应，促进神经血管修复等

效应 [19]。毛蕊异黄酮苷（CG）是中药黄芪的代表性

成分之一，有研究 [20]报道，CG 具有抗炎、抗氧

化、抑制细胞凋亡的药理活性，然而其对海马神

经元细胞氧糖剥夺再灌注（OGD/R）损伤模型的保

护作用及机制尚不清楚。

脑缺血再灌注发生后，机体会产生大量的活性氧

（ROS），引起氧化应激反应。沉默信息调节因子 1
（SIRT1）可通过增加抗氧化酶如超过氧化氢酶

（CAT）、超氧化物歧化酶（SOD）的表达，减少丙二醛

（MDA）、乳酸脱氢酶（LDH）的产生，增加 ROS 的清

除 [21-23]。叉头转录因子（FOXO）家族是重要的转录调

控因子，与氧化应激、细胞凋亡等有密切关系。魏

毅君等[24]探讨了姜黄素后处理对脑缺血再灌注小鼠的

影响，结果表明，姜黄素后处理组小鼠脑组织梗死

区 SIRT1 的表达量明显增加，证实姜黄素可能通过

激活 SIRT1/FOXO1 信号通路降低氧化应激和细胞凋

亡，最终减轻脑缺血再灌注引起的损伤。过氧化物

酶体增殖物激活受体 γ 共激活因子-1α（PGC-1α）在

神经保护、促进线粒体的生物合成等过程中均发挥

重要作用 [25]。SOD 和线粒体脱偶连蛋白 2（UCP2）是

线粒体内 2 个重要的 ROS 清除酶，PGC-1α 可以通

过上调 SOD、UCP2 活性，减少 ROS 的产生，增强

细胞的抗氧化能力[26]。

本课题组前期研究[27]发现，CG 和芍药苷联用能

明显提高 OGD/R 损伤后 HT22 细胞的存活率，降低

LDH、MDA 的含量，提高 SOD 活力，对 OGD/R 诱

导的 HT22 细胞氧化应激损伤具有明显的保护作

用，其作用机制与调节 PI3K/AKT 信号有关。并且

发现 CG 能够提高 OGD/R 损伤后 HT22 细胞的活

力，降低氧化应激和神经元凋亡，其作用机制可

能与调控 SIRT1/FOXO1/PGC-1α 信号通路有关 [16]。

因此，本研究在前期工作的基础上，进一步利用

SIRT1 特异性抑制剂 EX527 探讨 CG 对海马神经元

细胞 OGD/R 损伤模型的作用机制。本研究结果显

示，SIRT1 特异性抑制剂 EX527 能够进一步降低

OGD/R 海马神经元细胞的活力及 SOD 活力，升高

LDH 及 MDA 含量、ROS 水平、细胞凋亡率，下调

OGD/R 海马神经元细胞 SIRT1、FOXO1、Bcl-2 和

PGC-1α 蛋白表达，上调 Bax 蛋白表达。而 CG 表

现出明显逆转 EX527 抑制剂的作用，能够升高

OGD/R 海马神经元细胞细胞活力及 SOD 活力，明

显降低 LDH 及 MDA 含量、ROS 水平、细胞凋亡

率，上调 OGD/R 海马神经元细胞 SIRT1、FOXO1、
Bcl-2 和 PGC-1α 蛋白表达，下调 Bax 蛋白表达。

综上所述，本研究进一步证明了 CG 可能通过调节

SIRT1 信号通路发挥对海马神经元细胞 OGD/R 损伤

模型的保护作用。
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