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摘要 目的：评估茴香烯缓解缺血-再灌注引起的神经元线粒体功能损伤及分子机制。方法：通过氧葡萄糖缺乏/再氧合（OGD/R）
处理 PC12细胞，构建 OGD/R模型。将细胞分为对照组、OGD/R组、OGD/R和茴香烯处理组。采用 MTT法和乳酸脱氢酶（LDH）
活性测定法检测茴香烯对 OGD/R诱导的 PC12细胞生存率的影响。利用流式细胞术分析 OGD/R模型中的细胞凋亡情况。通过
JC-1染色、检测活性氧簇（ROS）水平和 ATP水平评估线粒体功能。此外，采用免疫印迹法研究茴香烯对细胞外信号调节激酶
（ERK）/丝裂原活化蛋白激酶（MAPK）通路的影响。结果：与对照组相比，OGD/R组细胞活力显著降低，而 OGD/R和茴香烯处理
组细胞活力增加（F=10.11，P<0.01）。与对照组相比，OGD/R组 LDH活性增加，与 OGD/R组相比，OGD/R和茴香烯处理组 LDH
组活性降低（F=11.38，P<0.001）。与对照组相比，OGD/R组细胞凋亡率增加，与 OGD/R组相比，OGD/R和茴香烯处理组细胞凋
亡率降低（F=5.98，P<0.001）。与对照组相比，OGD/R组线粒体功能受损。与 OGD/R组相比，OGD/R和茴香烯处理组线粒体功能
改善。与对照组相比，OGD/R组 ROS过度生成，ATP水平下降（F=11.82，P<0.001），与 OGD/R组相比，而 OGD/R和茴香烯处理
组 ROS水平增加，ATP升高（F=17.55，P<0.01）。与对照组相比，OGD/R组 p-ERK1/2和 p-p38MAPK升高，与 OGD/R组相比，
OGD/R和茴香烯处理组 p-ERK1/2和 p-p38MAPK降低（p-ERK1/2：F=9.48，P<0.001；p-p38MAPK：F=7.49，P<0.001）。结论：茴香
烯通过抑制 ERK/MAPK通路缓解缺血-再灌注引起的神经元线粒体功能损伤。
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Fenchone relieves mitochondrial functions damage induced by ischemia and reperfusion in neuronal via
inactivation of the ERK/MAPK pathway
GU Shuzhen，PAN Haopu，ZHANG Xiaohong
（Department of Neurological Function，Luoyang Central Hospital Affiliated to Zhengzhou University，Luoyang 471000，China）
Abstract Objective：To evaluate the effects of Fenchone relieves mitochondrial functions damage induced by ischemia and reperfu原
sion in neuronal and investigate the mechanism. Methods：Oxygen glucose deprivation/reoxygenation（OGD/R）was used to induce an
OGD/R model in PC12 cells. PC12 cells were divided into control，OGD/R and OGD/R+Fenchone groups. MTT assay and lactate dehy原
drogenase（LDH）activity assay were performed to detect the effect of fenchone on the survival rate of OGD/R-induced PC12 cells. Flow
cytometry was used to analyze cell apoptosis in the OGD/R model. JC-1 staining，reactive oxygen species（ROS）levels，and ATP lev原
els were measured to assess mitochondrial function. Additionally，immunoblotting was used to investigate the effects of fenchone on the
extracellular regulated kinase（ERK）/mitogen-activated protein kinase（MAPK）pathway. Results：Compared with the control group，
cell viability in the OGD/R group increased，compared with the OGD/R group，the cell viability in the OGD/R +Fenchone group decreased
（F=10.11，P<0.001）.Compared with the control group，the LDH activityin the OGD/R group increased，compared with the OGD/R
group，the LDH activity in the OGD/R and +Fenchone group decreased（F=11.38，P<0.001）. Compared with the control group，the
apoptosis rate in the OGD/R group increased，compared with the OGD/R group，the apoptosis rates in the OGD/R +Fenchone t group
decreased（F=5.98，P<0.001）. Compared with the control group，the mitochondrial function in the OGD/R group was impaired，compared
with the OGD/R group，the mitochondrial function of the OGD/R +Fenchone group improved. Compared with the control group，ROS
was overproduced and ATP levels decreased in the OGD/R group（F=11.82，P<0.001）. Compared with the OGD/R group，ROS levels
increased and ATP increased in the OGD/R+Fenchone group（F=17.55，P<0.01）. Compared with the control group，p-ERK1/2 and p-
p38MAPK in the OGD/R group increased，compared with the OGD/R group，p-ERK1/2 and p-p38MAPK in the OGD/R+Fenchone
group decreased（p-ERK1/2：F=9.48，P<0.001；p-p38MAPK：F=7.49，P<0.001）. Conclusion：Fenchone relieves mitochondrial
functions damage induced by ischemia and reperfusion in neuronal via inactivation of the ERK/MAPK pathway.
Key words cerebral ischemia-reperfusion；Fenchone；oxygen glucose deprivation/reoxygenation；mitochondrial function；ERK/MAPK
pathway
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大脑血液供应中断，尤其是葡萄糖和氧气的供

应不足，可引发多种病理状况[1]。恢复血液循环后，

部分大脑可恢复血供[2]。然而，在恢复过程中，脑组

织往往会遭受进一步的损伤，这一现象被称为脑缺

血-再灌注损伤[3]。血液供应的不足可导致神经元的

损伤或死亡，进而破坏血脑屏障并加剧脑组织的损

害[2]。氧葡萄糖缺乏（OGD）与随后的再氧合（R）所引
起的神经细胞损伤，已被广泛应用于脑缺血-再灌
注机制的研究中，并作为典型的细胞模型[4]。线粒体

拥有一套质量控制系统，能够通过多种机制维持其

功能，并根据外部压力作出选择性反应 [5]。研究表

明，活性氧簇（ROS）过量积累能够破坏线粒体的功
能，激活一系列信号转导途径，导致神经元钙稳态

的紊乱，最终引发神经元凋亡[2]。因此，减少 ROS积
聚并恢复线粒体的正常功能，对于避免神经元细胞

的凋亡具有重要意义。

茴香烯是从茴香中提取的单萜类化合物，因其

具有多种药理活性而受到广泛关注[6]。研究表明，茴

香烯具有抗氧化、抗炎、镇痛等作用，尤其在神经保

护方面展现潜力[6-7]。在神经退行性疾病和脑血管疾

病中，茴香烯展现了减轻氧化应激和炎症、缓解神

经元损伤的潜力[8-9]。在阿尔茨海默病（AD）的动物模
型中，已证明茴香烯可以保护脑组织，减少氧化损

伤并抑制炎症[10-11]。此外，茴香烯还能够调节炎症因

子的表达，从而抑制神经元的凋亡，发挥神经保护

作用[11]。相关研究表明，茴香烯的这些效应可能与其

抗氧化、抗炎作用密切相关，这使其在神经系统疾

病的治疗中具有一定的应用前景。

在本研究中，对 PC12细胞进行 OGD/R处理，
建立脑缺血-再灌注的细胞模型，观察茴香烯在缺
血-再灌注中的作用并分析其机制。
1 材料与方法

1.1 材料和仪器 PC12 细胞购自美国 ATCC 公
司；多功能酶标仪购自美国 Tecan公司；茴香烯购自
美国 Sigma公司；DMEM培养基、无葡萄糖 DMEM、
Hank忆s平衡盐溶液（HBSS）购自美国 Gibco公司；3-
（4，5-二甲基噻唑-2-基）-2，5-二苯基四唑溴化物
（MTT）试剂、乳酸脱氢酶（LDH）细胞毒性检测试剂
盒购自中国北京碧云天公司；JC-1染色试剂购自中
国上海叶森生物公司；ROS检测试剂盒（ab139476）
购自英国 Abcam 公司；ATP 检测试剂盒购自中国
北京碧云天公司；细胞凋亡检测试剂盒（含 Annexin
V/PI）购自美国 Sigma-Aldrich 公司；磷酸化细胞外
信号调节激酶（p-ERK）1/2、细胞外信号调节激酶

（ERK）1/2、磷酸化 p38 丝裂原活化蛋白激酶（p-
p38MAPK）、p38 丝裂原活化蛋白激酶（MAPK）及
茁-actin抗体购自英国 Abcam公司；HRP标记二抗
购自美国 Cell Signaling Technology公司；RIPA裂解
液购自美国 Thermo Fisher公司；BCA蛋白浓度测定
试剂盒购自中国北京碧云天公司；流式细胞仪购自

美国 BD Biosciences公司；共聚焦激光扫描显微镜
购自德国蔡司公司；低氧培养箱（三气培养箱）购

自美国Thermo Scientific公司；电泳仪、转膜装置购
自美国 Bio-Rad公司；化学发光成像系统购自美国
GE Healthcare公司；离心机购自德国 Eppendorf公
司；96孔板、6孔板、细胞培养皿购自美国 Corning
公司；PVDF膜购自美国 Millipore公司；SDS-PAGE
凝胶预制胶购自中国上海雅酶生物公司。

1.2 方法

1.2.1 OGD/R模型构建 在 PC12细胞中建立OGD/
R模型。首先，使用 HBSS洗涤 PC12细胞，然后将细
胞培养在无葡萄糖的 DMEM中，置于气体组成为
94% N2、5% CO2、1% O2的低氧环境中，37益下处理
以实现氧气和葡萄糖的缺乏。在再灌注过程中，去

除无葡萄糖的培养基，添加完全 DMEM，并在常氧
条件下（75% N2、5% CO2、20% O2）培养 24 h。对照组
细胞未进行 OGD/R处理。细胞分为对照组、OGD/R
处理组、OGD/R联合茴香烯处理组。茴香烯（溶解于
DMSO中）在 OGD 开始时加入，浓度分别为 0、10、
20、40和 80 滋mol/L，并在整个缺氧期间维持该浓度。
1.2.2 细胞活性检测 细胞以 3伊103个细胞/孔的
密度接种到 96孔板中。处理后，向每个孔加入 MTT
溶液以检测细胞活性。洗涤 PBS后，加入 MTT并继
续培养 4 h。然后使用酶标仪在 490 nm处测定吸光
度值。处理组的吸光度值与对照组的吸光度值进行

归一化。

1.2.3 LDH检测 LDH活性检测采用 LDH细胞毒
性检测试剂盒进行，实验时收集 OGD/R处理后的
细胞培养上清液，经 1 000伊g离心 5 min后取上清，
按照试剂盒说明书与反应液等体积混合，避光孵育

30 min，最后使用酶标仪在 490 nm波长处测定吸
光度值，通过标准曲线计算 LDH活性，以评估细胞
损伤程度。

1.2.4 细胞凋亡检测 细胞凋亡检测采用 Annexin
V-FITC/PI双染法，实验时收集各组细胞，经胰酶消化
后 PBS洗涤两次，重悬于 1伊结合缓冲液（含 10mmol/L
HEPES/NaOH，140 mmol/L NaCl，2.5 mmol/L CaCl2，
pH 7.4），分别加入 5 滋L Annexin V-FITC和 10 滋L
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PI染液（20 滋g/mL），室温避光孵育 15 min后立即上
机检测，使用流式细胞仪分析 10 000个细胞，通过
FlowJo 10.0软件统计凋亡率（Annexin V+/PI-为早
期凋亡细胞，Annexin V+/PI+为晚期凋亡细胞），每
组实验重复 3次以确保数据可靠性。
1.2.5 线粒体膜电位（MMP）评估 MMP检测采用
JC-1荧光探针法，实验时将各组细胞接种于共聚焦
培养皿中，待细胞贴壁后加入终浓度为 5 滋g/mL的
JC-1染液，37益避光孵育 30 min，PBS 洗涤 3 次去
除游离染料，立即使用共聚焦激光扫描显微镜观察

并采集图像，其中绿色荧光（激发/发射波长：485/
530 nm）代表 JC-1单体，反映线粒体膜电位下降，
红色荧光（激发/发射波长：540/590 nm）代表 JC-1
聚集体，反映正常线粒体膜电位，采用 Image J 1.52a
软件分析红绿荧光比值，每组随机选取 5个视野进
行定量分析，实验独立重复 3次。
1.2.6 ROS水平测定 使用 ROS检测试剂盒测定
ROS水平。将细胞处理与 ROS检测混合液，加入实
验药物或 ROS诱导剂（吡咯氰菌素）在适当的浓度
下孵育 30 min后，移除混合液，细胞用洗涤缓冲液
清洗两次。使用滤光片（Ex/Em = 490/525 nm）进行氧
化应激的检测。

1.2.7 ATP水平测定 ATP水平使用基于荧光素酶
的 ATP检测试剂盒进行检测，按生产商的协议进行
操作。细胞裂解后，离心去除细胞 debris（12 000伊g，
5 min）。收集上清液并加入 ATP检测溶液。使用自
动微孔板发光仪测量发光强度，通过已知浓度的

ATP标准曲线计算 ATP水平。
1.2.8 免疫印迹分析 细胞用 RIPA裂解液收集。
离心后，使用 BCA蛋白浓度测定试剂盒（测定蛋
白浓度。然后，将蛋白分离并通过 10% SDS-PAGE
凝胶电泳，转移至聚偏二氟乙烯（PVDF）膜上。膜在
含 5% BSA的 Tris缓冲液中封闭 1 h后，分别用 p-
ERK1/2（1 颐 1 000）、ERK1/2（1 颐 1 000）、p-p38（1 颐
1 000）、p38（1 颐 1 000）、以及兔抗 茁-actin（1 颐 10 000）
抗体孵育过夜。用 HRP标记的二抗（1 颐 1 000）孵育
2 h，使用 TBST洗涤 15 min。信号通过 ECL检测试
剂盒显影。

1.3 统计学处理 使用 GraphPad Prism5.0版软件
进行统计分析。数据以 x依s表示。采用单因素方差分
析（ANOVA）检验评价组间差异。P<0.05为差异有
统计学意义。

2 结果

2.1 茴香烯减轻OGD/R诱导的 PC12细胞活性损伤

CCK-8实验表明，与对照组相比，不同浓度茴香烯
对 PC12细胞没有显著的损伤（P>0.05，图 1A），以下
实验采用 40 滋mol/L茴香烯处理。与对照组相比，
OGD/R组细胞活力显著降低，而 40 滋mol/L茴香烯
OGD/R和茴香烯处理组细胞活力增加（F=10.11，P<
0.01，图 1B）。与对照组相比，OGD/R组 LDH活性
增加，与 OGD/R组相比，OGD/R和茴香烯处理组
LDH组活性降低（F=11.38，P<0.001，图 1C）。

2.2 茴香烯抑制 OGD/R诱导的细胞凋亡 与对照

组相比，OGD/R组细胞凋亡率，与 OGD/R组相比，
OGD/R和茴香烯处理组细胞凋亡降低（F=5.98，P<
0.001，图 2）。
2.3 茴香烯恢复 OGD/R诱导的细胞线粒体功能
与对照组相比，OGD/R组线粒体功能受损。与 OGD/R
组相比，OGD/R 和茴香烯处理组线粒体功能改善
（图 3A）。如图 3B、3C所示，与对照组相比，OGD/R组
ROS过度生成，ATP水平下降，与 OGD/R组相比，
OGD/R 和茴香烯处理组 ROS 水平增加，ATP 升高
（F=11.82，P<0.001；F=17.55，P<0.01）。

150

100

50

0

150

100

50

0

***

##

茴香烯

注：A：通过 CCK-8法检测茴香烯对 PC12细胞在 OGD/R处理
下的影响；B：OGD/R处理及茴香烯处理对细胞存活率的影响；C：
通过 LDH实验检测 PC12细胞在 OGD/R处理下的 LDH释放水平；
与对照组相比，***P<0.001；与 OGD/R组相比，##P<0.01，###P<0.001；
CCK-8：细胞计数试剂盒-8；OGD/R：氧葡萄糖缺乏/再氧合；LDH：乳
酸脱氢酶

100
80
60
40
20
0

###

***

图 1 茴香烯提高 OGD/R诱导的 PC12细胞活力
Fig.1 Fenchone promotes OGD/ R-induced cell viability in

PC12 cells
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2.4 茴香烯通过抑制 ERK/MAPK信号通路发挥线
粒体保护作用 与对照组相比，OGD/R组 p-ERK1/
2和 p-p38升高，与 OGD/R组相比，OGD/R和茴香
烯处理组 p -ERK1/2 和 p -p38MAPK 降低，（p -
ERK1/2：F=9.48，P<0.001；p -p38MAPK：F=7.49，P<
0.001，图 4）。

3 讨论

脑缺血会导致脑组织及其功能的损伤，这种损

伤的程度取决于缺血的持续时间及血流恢复的情

况。短期的非完全缺血通常引起可逆性损伤，而长

时间或严重的缺血则可能引发脑梗死的发生。脑组

织在缺血时常见的病理变化包括脑水肿和脑细胞

坏死。脑缺血-再灌注损伤会导致脑功能严重受损，
且缺血-再灌注损伤时间越长，兴奋性神经递质含
量越低，脑组织的超微结构改变越明显，如线粒体
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图 2 茴香烯抑制 OGD/R诱导的细胞凋亡

Fig.2 Fenchone suppresses OGD/ R-induced apoptosis in PC12 cells
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图 3 茴香烯恢复 OGD/R诱导的 PC12细胞线粒体功能
Fig.3 Fenchone restores OGD/ R-induced mitochondrial

function in PC12 cells

1.5

1.0

0.5

0

###
***

2.0

1.5

1.0

0.5

0

###

***

p-ERK1/2

ERK1/2

p-p38MAPK

p38MAPK

茁-actin

注：OGD/R：氧葡萄糖缺乏/再氧合；ERK1/2：细胞外信号调节激
酶 1/2；MAPK：丝裂原活化蛋白激酶；与对照组相比，*** P<0.001；与
OGD/R组相比，###P<0.001

图 4 茴香烯通过抑制 ERK/MAPK信号通路发挥线
粒体保护作用

Fig.4 Fenchone plays a role in mitochondrial protection by
inhibiting ERK/MAPK signaling pathway
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肿胀、钙盐沉积及线粒体脊突断裂。近年来，脑缺

血-再灌注损伤的发生率逐渐增加，且该疾病具有
较高的致死率。因此，揭示脑缺血-再灌注损伤的分
子机制并寻找有效的治疗药物显得尤为重要。值得

注意的是，本研究发现茴香烯可能成为治疗脑缺

血-再灌注损伤的潜力药物。
在本研究中，通过 OGD/R处理 PC12细胞，构

建了体外 OGD/R模型。该模型已广泛用于研究脑
缺血-再灌注损伤等相关疾病的病理过程。研究表
明 Annexin-1可以通过 CK2信号通路介导小胶质
细胞的激活以及迁移[12]；OGD处理通过调控内质网
应激（UPR）诱导 PC12细胞自噬[13-14]。此外，生长激

素抑制了缺氧条件下下丘脑神经元细胞的凋亡[15]。

通过 OGD/R模型，进一步验证了茴香烯在脑缺血-
再灌注损伤中的保护作用。

一系列体外实验表明，茴香烯在缺血-再灌注损
伤引起的线粒体功能损伤中起重要作用。线粒体功

能的损伤被认为是缺血-再灌注损伤的关键因素之
一[16-17]。茴香烯具有多种生物学功能，包括抗氧化、

抗炎、抗菌、抗肿瘤等作用[10-11，18]。研究表明，茴香烯

通过抑制自由基的生成，减少氧化应激，从而保护

细胞免受损伤[19-20]。此外，茴香烯还能通过调节免疫

反应，减轻炎症，并在某些情况下对抗细菌和真菌

感染。它还被发现具有一定的抗肿瘤活性，通过影

响肿瘤细胞的增殖、迁移和凋亡过程，抑制肿瘤生

长[6]。因此，茴香烯在药物开发和保健品领域具有潜

在的应用前景[6]。在本研究中，进一步检测了茴香烯

对OGD/R模型中神经炎症的影响。在 OGD/R模型
中，也观察到茴香烯对 ROS水平的调控，进一步确
认了其在维持线粒体功能中的作用。此外，茴香烯

还通过抑制细胞凋亡在大鼠心脏中发挥保护作用。

然而，结果表明，茴香烯对脑缺血-再灌注损伤的保
护作用可能通过不同的机制进行，具体的机制仍需

进一步探讨。

茴香烯在神经保护方面具有潜力[8，21]。例如，研

究表明茴香烯具有抗氧化和抗炎作用，能够减轻神

经炎症并保护神经细胞使其免受氧化损伤[8]。此外，

茴香烯还能通过调节小胶质细胞的活性，减缓神经

退行性疾病中的炎症，从而起到一定的神经保护

作用[6]。本研究发现，茴香烯通过靶向 ERK/MAPK
信号通路恢复了 OGD/R诱导的 PC12 细胞的线粒
体功能。

但本研究仍然存在一些局限性，亟需在未来的

研究中进一步探讨。首先，本研究主要基于体外细

胞模型，虽然 OGD/R模型在脑缺血-再灌注损伤的

研究中得到广泛应用，但在体内环境中的作用和临

床疗效仍需进一步验证。因此，未来可以通过动物

实验模型来评估茴香烯在脑缺血-再灌注损伤中的
治疗效果，尤其是对神经功能恢复、脑组织修复和

长期生存率的影响。其次，茴香烯通过 ERK/MAPK
信号通路发挥其生物学效应，但这一通路可能与其

他多个信号途径相互作用，涉及的分子机制尚未完

全揭示。未来研究应进一步探索茴香烯在其他相关

信号通路中的作用，特别是它对细胞凋亡、氧化应

激和线粒体功能等方面的综合影响，以更全面地理

解其神经保护作用。

另外，茴香烯作为一种天然化合物，其药代动

力学性质、毒性以及安全性等方面的研究仍显不

足。今后研究需要对茴香烯的药理学特征、剂量依

赖性效应、安全性和潜在不良反应等问题进行详细

评估，以便为其在临床中的应用提供科学依据。

综上所述，本研究发现，茴香烯能够增加 OGD/R
诱导的 PC12细胞的存活率，并抑制细胞凋亡。同
时，茴香烯恢复了 OGD/R诱导的 PC12细胞的线粒
体功能，并抑制 ERK/MAPK信号通路。茴香烯作为
一种潜力药物，可能成为治疗脑缺血-再灌注损伤
的有效药物。
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