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去氧紫草素对小鼠原代神经元线粒体自噬的影响

路丁乙，李 婷，姚铖铖，陈佳意，赵 洁，韩秋影，李爱玲，潘 欣

（国家生物医学分析中心，北京 100850）

摘要：目的 基于定位于线粒体上的Keima（mt-Keima）荧光蛋白研究去氧紫草素对小鼠神经元线粒体

自噬的影响。 方法 分离mt-Keima转基因和 C57BL/6野生型胚胎小鼠大脑皮质神经元（分别命名为

mt-Keima神经元和C57BL/6神经元）。用激光共聚焦显微镜观察mt-Keima神经元在561和458 nm激发波

长下荧光信号，鉴定mt-Keima神经元mt-Keima荧光蛋白的表达。用自噬抑制剂巴弗洛霉素A1 100 nmol·L-1

处理mt-Keima神经元 24 h，用激光共聚焦显微镜观察神经元内的荧光信号，分析 561和 458 nm激发波长

下荧光强度比值，检测mt-Keima神经元评价线粒体自噬的可靠性。去氧紫草素100 nmol·L-1处理mt-Keima
神经元24 h，用激光共聚焦显微镜观察神经元荧光变化，分析561和458 nm激发波长下荧光强度比值，评价

去氧紫草素对线粒体自噬活性的影响。去氧紫草素100 nmol·L-1处理C57BL/6神经元24 h，免疫荧光法检

测C57BL/6神经元线粒体外膜受体蛋白Tom20的表达，四甲罗丹明甲酯染料染色后用激光共聚焦显微镜检测

线粒体膜电位的变化。结果 激光共聚焦显微镜结果显示，分离的mt-Keima神经元表达mt-Keima蛋白。与

二甲亚砜（DMSO）对照组相比，巴弗洛霉素A1 100 nmol·L-1处理组561和458 nm激发波长下的荧光强度比

值下降（P<0.01），表明线粒体自噬水平降低，mt-Keima神经元可用于检测神经元线粒体自噬活性。与

DMSO对照组相比，去氧紫草素100 nmol·L-1处理组mt-Keima神经元在561和458 nm激发波长下荧光强度

比值增强（P<0.01），表明 mt-Keima神经元线粒体自噬水平增加。免疫荧光结果表明，去氧紫草素

100 nmol·L-1处理，可使C57BL/6神经元 Tom20蛋白表达降低（P<0.01）；激光共聚焦显微镜观察结果显

示，去氧紫草素100 nmol·L-1处理，对C57LB/6神经元线粒体膜电位无明显影响。结论 去氧紫草素在不造

成线粒体损伤的前提下可促进小鼠原代神经元线粒体自噬。
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神经元主要依赖氧化磷酸化产生能量，因此线

粒体健康状态对神经元功能至关重要［1］。线粒体自

噬（mitophagy）通过自噬方式特异性去除受损的线

粒体，是维持线粒体质量控制的关键环节。鉴于神

经元的特殊功能，神经系统的线粒体自噬水平非常

活跃。神经元线粒体自噬与衰老和神经退行性疾

病密切相关，神经元线粒体自噬异常会导致细胞内

受损的线粒体累积，进一步诱导活性氧（reactive
oxygen species，ROS）产生，导致线粒体过度破

裂，引起细胞损伤，从而加速机体衰老进程［2］。因

此，通过药理学方法增加或者恢复线粒体自噬，为

延缓衰老及治疗神经退行性疾病探索新的治疗靶

点已成为研究热点［3-4］。

为开发潜在的促进线粒体自噬的化合物，本研

究从包含 502个天然小分子化合物库中筛选促进神

经元线粒体自噬的小分子，筛选得到去氧紫草素，该

化合物是从中药紫草中提取的活性物质，具有免疫调

节、抗炎和抗肿瘤等多种生物活性［5-7］，目前尚未见其

能促进神经元线粒体自噬的报道。本研究通过分离

具有全身线粒体定位的Keima蛋白（mitochondria-
targeted fluorescent protein Keima，mt-Keima）转

基因胚胎小鼠［8］和C57BL/6野生型胚胎小鼠大脑皮质

神经元，验证去氧紫草素对神经元线粒体自噬的促

进作用，为治疗神经退行性疾病提供新思路。

1 材料与方法

1.1 动物、试剂和仪器

mt-Keima转基因孕小鼠，孕龄14.5~16.5 d，美国
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杰克森实验室，库存号：028072，本实验室繁殖；

C57BL/6野生型孕小鼠，孕龄 14.5~16.5 d，北京维

通利华实验动物技术有限公司，动物许可证号

SCXK（京）2016-0006。神经元基础培养基、胎牛

血清、N-2、B27 无血清添加剂和DMEM 高糖培养

基，美国 Gibco 公司；马血清和荧光封片剂（含

DAPI），北京中杉金桥生物技术有限公司；青霉素-

链霉素双抗和多聚赖氨酸，中科迈晨北京科技有限

公司；巴弗洛霉素A1，美国Selleck生物科技有限公

司，实验前溶于二甲亚砜（DMSO），母液浓度为

100 μmol·L-1；去氧紫草素（含量 99.36%），上海陶素

生化科技有限公司，实验前溶于DMSO，母液浓度

为 100 μmol · L-1；胰蛋白酶和羰基氰化氯苯腙

（carbonyl cyanide 3-chlorophenylhydrazone，CCCP），

美国 Sigma公司；小鼠抗人线粒体外膜受体蛋白

Tom20单克隆抗体，美国 Santa Cruz公司；Alexa
Fluor 488 标 记 羊 抗 小 鼠 IgG 多 克 隆 抗 体 和

Hoechst 33342细胞核染料、Lab-Tek八腔室和四甲

罗丹明乙酯（tetramethylrhodamine，TMRM），美国

Thermo Fisher Scientific公司。激光共聚焦荧光显

微镜，德国Zeiss公司；倒置相差显微镜，日本Nikon
公司；黑色 96孔板和高内涵成像分析仪，美国

Perkin Elmer公司。

1.2 原代神经元的分离及培养

分离mt-Keima转基因和C57BL/6野生型胚胎

小鼠大脑皮质神经元［9］（分别命名为mt-Keima神经

元和 C57BL/6神经元），接种于含 10%胎牛血清、

10%马血清和 1%青霉素 -链霉素双抗混合液的

DMEM培养基中，于37℃，5% CO2恒温培养箱培养

6 h，换为神经元培养基（含2% B27、1% N-2、谷氨酰

胺以及青霉素-链霉素双抗混合液的Neurobasal基础

培养基）继续培养，培养6~7 d用于实验。

1.3 mt-Keima荧光蛋白在mt-Keima神经元中表

达的检测

分离得到的mt-Keima神经元按每孔 2×104均
匀接种于Lab-Tek八腔室中，在神经元培养基中培养

7 d，置激光共聚焦显微镜下观察，在波长为 561和
458 nm激发下检测荧光强度，反映mt-Keima荧光蛋

白的表达。

1.4 巴弗洛霉素A1抑制mt-Keima神经元线粒体自

噬的检测

分离得到的 mt-Keima神经元在体外分化第

6天时，分别用巴弗洛霉素A1 100 nmol·L-1和终浓

度为0.1%的DMSO（DMSO对照组）处理24 h后，置

激光共聚焦显微镜下观察，在波长为561和458 nm
激发下检测神经元荧光强度并拍照。用 Volocity软件

处理拍摄的图像，分析每个神经元中561和458 nm
荧光强度，该荧光强度比值为线粒体自噬指数，表

示神经元线粒体自噬活性。

1.5 去氧紫草素促进mt-Keima神经元线粒体自噬

的检测

分离得到的 mt-Keima神经元在体外分化第

6天时，分别用去氧紫草素 100 nmol·L-1和终浓度

为0.1%的DMSO（DMSO对照组）处理24 h，同1.4
测定神经元线粒体自噬活性。

1.6 C57BL/6神经元Tom20表达的检测

将Platinum Line Cover Glass玻片置 24孔板

内，加入多聚赖氨酸300 μL，置37℃培养箱培养1 h
后，每孔接种 4×104 C57BL/6神经元。在体外分化

第 6天时，分别用去氧紫草素 100 nmol·L-1和终浓

度为0.1%的DMSO（DMSO对照组）处理24 h。神

经元用 4%多聚甲醛于 37℃固定 15 min（多聚甲

醛需提前预温），用 1×PBS清洗 1次；用含 0.3%
Triton X-100的 PBS打孔 10 min，用含 3%羊血清

的PBS（封闭液）室温封闭 1 h，随后加入小鼠抗人

Tom20单克隆抗体（1∶400）4℃ 孵育过夜，用Alexa
Fluor 488标记羊抗小鼠 IgG多克隆抗体（1∶400）室

温孵育 1 h，最后用荧光封片剂（含DAPI）封片。室

温晾干后，置激光共聚焦显微镜下分析荧光强度，表

示Tom20蛋白表达水平。

1.7 C57BL/6神经元线粒体膜电位的测定

C57BL/6神经元在体外分化第6天时，分别用去

氧紫草素100 nmol·L-1处理24 h和CCCP 10 μmol·L-1

处理 12 h（CCCP为线粒体解偶剂，破坏线粒体膜

电位，为阳性对照）。溶剂DMSO（终浓度为 0.1%）
处理 24 h作为DMSO对照组。吸弃八腔室中的神

经元培养基，用神经元基础培养基稀释TMRM，配制

成 TMRM 染色液（终浓度为 100 nmol·L-1）。在

37℃孵育30 min后，吸弃染色液，用 PBS洗涤细胞

1次，培养液换成新的神经元培养基，Hoechst 33342
（1∶1000）溶于 PBS中染核 8 min，置激光共聚焦显

微镜下观察扫描，检测红色荧光强度，表示线粒体

膜电位水平。

1.8 统计学分析

实 验 结 果 数 据 以 x ± s 表 示 ，用 GraphPad
Prism6.0 软件进行统计学分析。多组间比较采用

单因素方差分析，两组间比较采用双样本 t检验。P<
0.05为差异具有统计学意义。

·· 12



中国药理学与毒理学杂志2022年1月第36卷第1期 Chin J Pharmacol Toxicol，Vol 36，No 1，Jan 2022

2 结果

2.1 mt-Keima荧光蛋白在mt-Keima神经元中表达

由图1所示，将分离的mt-Keima神经元体外培

养 7 d后，激光共聚焦荧光显微镜下观察发现，在

561 nm激发下有明显的点状聚集红色荧光，指示

进入酸性溶酶体中的线粒体；在 458 nm激发下，神

经元中有丝网状绿色荧光，指示中性胞浆中的线粒

体。由此表明，mt-Keima荧光蛋白在mt-Keima神
经元中表达。

2.2 mt-Keima荧光蛋白反映mt-Keima神经元线

粒体自噬活性的验证

在激光共聚焦荧光显微镜下检测mt-Keima荧
光强度。结果表明，与DMSO对照组相比，巴弗洛

霉素A1 100 nmol·L-1处理后，mt-Keima神经元红

色荧光信号减弱，线粒体自噬指数下降（P<0.01），

表明巴弗洛霉素 A1可抑制mt-Keima神经元线粒

体自噬，mt-Keima荧光蛋白可很好地反映线粒体自

噬活性（图2）。

2.3 去氧紫草素促进mt-Keima神经元线粒体自噬

mt-Keima神经元给予去氧紫草素100 nmol·L-1

处理后，与DMSO对照组相比，神经元中红色荧光

信号增强，线粒体自噬指数增加（P<0.01）（图3），表

明去氧紫草素可促进mt-Keima神经元线粒体自噬。

Fig. 1 Expression of mitochondrial-targeted form of
fluorescent reporter unit Keima（mt-Keima）in primary
neurons isolated from mt-Keima transgenic embryonic
mice detected by confocal fluorescence microscopy.
The neurons were excited with 458 nm laser（green）and 561 nm
laser（red）. Green fluoresce indicated mitochondria in neutral cyto⁃
plasm. Red fluoresce indicated mitochondria in lysosomes.

Fig.2 Effect of bafilomycin A1 on mitophagy in primary
neurons isolated from mt-Keima transgenic embryonic
mice detected by confocal fluorescence microscopy.
The primary neurons were treated with bafilomycin A1 100 nmol·L-1
for 12 h. Mitophagy index=red fluorescent intensity/green fluores⁃
cent intensity. B was the semi-quantitative result of A. x±s，n=55
（DMSO group），51（bafilomycin A1 group）. **P<0.01，compared
with DMSO group.

Fig.3 Effect of deoxyshikonin on mitophagy in primary
neurons isolated from mt-Keima transgenic embryonic
mice detected by confocal fluorescence microscopy. The
primary neurons were treated with deoxyshikonin 100 nmol·L-1 for
24 h. B was the semi-quantitative result of A. x±s，n=55（DMSO
group），45（deoxyshikonin group）. **P<0.01，compared with DMSO
group.
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2.4 去氧紫草素促进C57BL/6神经元Tom20的降解

免疫荧光法检测结果表明，与DMSO对照组相

比，去氧紫草素100 nmol·L-1处理后绿色荧光减弱，

提示 C57BL/6神经元 Tom20蛋白表达水平降低

（P<0.01）（图 4），表明去氧紫草素促进C57BL/6神
经元线粒体降解，线粒体自噬活性增强。

2.5 去氧紫草素对C57BL/6神经元线粒体膜电位

的影响

如图 5显示，与DMSO对照组比较，阳性对照

CCCP处理后，C57BL/6神经元红色荧光信号强度

降低，表明线粒体膜电位下降（P<0.01）；去氧紫草

素处理后，C57BL/6神经元均呈较强红色荧光，与

DMSO对照组相比无显著差异，表明去氧紫草素对

C57BL/6神经元线粒体膜电位无明显影响。

3 讨论

线粒体是细胞中的代谢中心和信号枢纽［10］。

研究表明，线粒体功能障碍是多种神经退行性疾病

的共同特征［11-13］。因此，清除受损的线粒体，维持

线粒体的正常功能，对于改善神经退行性疾病具有

重要意义。由于神经元的再生能力低，能量需求

高，线粒体自噬活性对神经元的健康状态至关重

要［14-15］。Keima蛋白具有 pH敏感性且不易被溶酶

体进行降解的特性，目前已被应用于检测线粒体自

噬。Katayama等［10］将线粒体定位序列与Keima进
行融合表达，将Keima定位于线粒体，用于指示线

粒体自噬。Sun等［8］构建了mt-Keima转基因小鼠

模型，可在体内更符合生理条件下分析线粒体自噬

Fig. 4 Effect of deoxyshikonin on expression of mito⁃
chondrial import receptor subunit Tom20 in primary
neurons isolated from C57BL / 6 wild-type embryonic
mice detected by immunofluorescence staining. See
Fig.3 for the neuron treatment. Nuclei were labelled with DAPI.
B was the semi-quantitative result of A. x±s，n=73（DMSO group），
46（deoxyshikonin group）. **P<0.01，compared with DMSO group.

Fig. 5 Effect of deoxyshikonin on mitochondrial mem⁃
brane potential (MMP) in primary neurons isolated
from C57BL/6 wild-type embryonic mice detected by
confocal fluorescence microscopy. The primary neurons
were treated with deoxyshikonin 100 nmol·L-1 for 24 h or carbonyl
cyanide 3-chlorophenylhydrazone (CCCP) 10 μmol·L-1 for 12 h
and stained with TMRM. Nuclei were labelled with Hoechst. B
was the semi-quatitative result of A. x±s，n=43（DMSO group），
49（deoxyshikonin group），41（CCCP group）. **P<0.01，com⁃
pared with DMSO group.
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过程。本研究分离mt-Keima转基因胚胎小鼠大脑

皮质神经元，经巴弗洛霉素A1处理后，神经元线粒

体自噬被抑制，表明mt-Keima蛋白可用于检测线

粒体自噬活性。

靶向线粒体自噬，通过药理学手段提高线粒体

自噬水平，为干预衰老及年龄相关疾病提供新的途

径，也是目前研究的热点［16-18］。天然化合物在自然

界中广泛存在，一般不良反应较小。目前报道的诱

导线粒体自噬的天然化合物，如尿石素A、亚精胺或

烟酰胺单核苷酸等，可保护细胞并达到延缓衰老的

作用［16，19-20］，然而在临床中可广泛应用的还非常少。

因此，开发新的促进神经元线粒体自噬的天然化合

物具有重要意义。本研究结果表明，基于mt-Keima
体系筛选得到的天然小分子化合物去氧紫草素能

促进mt-Keima神经元的线粒体自噬，并通过免疫荧

光实验用C57BL/6神经元得到进一步验证。

线粒体膜电位是反映细胞内线粒体功能状态

的重要参数之一。本研究结果表明，去氧紫草素

100 nmol·L-1处理C57BL/6神经元，并不影响线粒

体膜电位，表明其在不造成线粒体损伤的前提下可

促进神经元线粒体自噬。由于神经元较为敏感，高

浓度去氧紫草素可导致神经元死亡，因此本研究选

择 100 nmol·L-1进行实验。实验结果表明，该浓度

未导致神经元损伤，但可诱导线粒体自噬。

已知磷脂酰肌醇 3激酶（phosphoinositide 3-
kinase，PI3K）/蛋白激酶B（protein kinase B，Akt）/雷
帕霉素靶蛋白（mammalian target of Rapamycin，
mTOR）途径是细胞自噬的重要通路。目前有研究

表明，紫草素可通过抑制PI3K/Akt/mTOR信号通路

诱导宫颈癌细胞和乳腺癌细胞发生自噬［21-22］，从而

发挥杀伤肿瘤细胞的作用。因此，去氧紫草素促进

神经元线粒体自噬是否也靶向PI3K/Akt/mTOR信

号通路有待进一步研究。

综上所述，去氧紫草素可促进神经元线粒体自

噬，在延缓衰老和治疗神经退行性疾病方面可能具

有较好的应用前景。本研究为治疗衰老及年龄相

关疾病提供了新思路。
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Effect of deoxyshikonin on mitophagy of mouse primary neurons

LU Ding-yi, LI Ting, YAO Cheng-cheng, CHEN Jia-yi, ZHAO Jie, HAN Qiu-ying, LI Ai-ling, PAN Xin
(National Center of Biomedical Analysis, Beijing 100850, China)

Abstract: OBJECTIVE To explore the effect of deoxyshikonin on mitophagy of primary neurons
using the mitochondria-targeted fluorescent protein Keima (mt-Keima). METHODS To validate the reli⁃
ability of the mt-keima system, the primary cortical neurons isolated from mt-Keima transgenic embry⁃
onic mice (mt-Keima neurons) were treated with autophagy inhibitor bafilomycin A1 100 nmol·L-1 for 24 h,
and mt-Keima fluorescence signals were observed and quantitatively analyzed by confocal fluores⁃
cence microscopy. Then, mt-Keima neurons were treated with deoxyshikonin 100 nmol·L-1 for 24 h before
mt-Keima fluorescence signals were observed and quantitatively analyzed using the same method.
The expression of mitochondrial import receptor subunit Tom20 in primary neurons isolated from
C57BL/6 wild-type mbryonic mice (C57BL/6 neurons) was detected by immunofluorescence staining to
further reflect the changes in mitophagy 24 h after the neurons were treated with deoxyshikonin 100 nmol·L-1.
The changes in mitochondrial membrane potential of C57BL/6 neurons were also detected by confocal
fluorescence microscopy. RESULTS The results of confocal fluorescence microscopy showed that
mt-Keima neurons expressed mt-Keima fluorescent protein. Compared with the DMSO group, mt-Keima
displayed a lower fluorescence ratio (561 nm/458 nm) in the bafilomycin A1 100 nmol·L-1 group (P<0.01),
indicating that mt-Keima could be used to evaluate the extent of mitophagy. Compared with the DMSO
group, mt-Keima displayed a higher fluorescence ratio (561 nm/458 nm) in the deoxyshikonin group (P<
0.01). In addition, immunofluorescence showed that deoxyshikonin promoted the degradation of Tom20 of
C57BL/6 neurons (P<0.01). The results of confocal fluorescence microscopy showed that there was no
change in mitochondrial membrane potential of C57BL/6 neurons in the deoxyshikonin group compared
with the DMSO group. CONCLUSION Deoxyshikonin promotes mitophagy in mouse primary neurons
without causing any mitochondrial damage.
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