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维生素D3通过激活Nrf2抑制氮芥诱导角质形成细胞铁死亡的作用研究
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［摘要］ 目的 探索铁死亡在维生素D3（vitamin D3，VD3）改善氮芥（nitrogen mustard，NM）诱导角

质形成细胞（HaCaT）毒性损伤中的作用及机制。方法 采用梯度浓度NM（5、10、20和 50 μmol/L）单独

或联合铁死亡抑制剂 ferrostatin-1 或 liproxstatin-1（10 μmol/L）、核因子-E2 相关因子 2（nuclear factor E2 
related factor 2，Nrf2）特异性激动剂 tBHQ（10 μmol/L）、VD3（10 nmol/L）处理 HaCaT 细胞。共培养 24 h
后，分别检测细胞增殖活力、细胞内谷胱甘肽（glutathione， GSH）和脂质过氧化物（malondialdehyde，
MDA）含量，以及Nrf2、xCT和GPX4等蛋白的表达水平。结果 NM以浓度依赖性方式抑制HaCaT细胞

增殖活力，当NM浓度为 20 μmol/L时，细胞增殖活力下降至约 55%（P<0. 05）。铁死亡抑制剂能够减轻

NM诱导的HaCaT细胞毒性损伤（P<0. 05）。此外，激活Nrf2可显著抑制NM对HaCaT细胞铁死亡的诱

导效应，表现为细胞内GSH水平的恢复和MDA含量的降低（P<0. 05）。同时，VD3能够靶向激活Nrf2信

号通路，上调 xCT和 GPX4蛋白的表达，从而有效抑制 HaCaT细胞的铁死亡，并缓解 NM 诱导的细胞毒

性。结论 VD3通过激活Nrf2抑制HaCaT细胞铁死亡，进而改善NM诱导的细胞毒性损伤。
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［Abstract］ Objective　To explore the role and mechanism of ferroptosis in vitamin D3 (VD3) 
improving the cytotoxicity of keratinocytes (HaCaT cells) induced by nitrogen mustard (NM).  
Methods　HaCaT cells were treated with gradient concentrations of NM (5, 10, 20, and 50 μmol/L) alone or 
in combination with ferroptosis inhibitor ferrostatin-1 or liproxstatin-1 (10 μmol/L), Nrf2-specific agonist 
tBHQ (10 μmol/L), and VD3 (10 nmol/L), respectively.  After co-culture for 24 h, cell viability was assessed, 
and the intracellular contents of glutathione (GSH) and malondialdehyde (MDA) were measured.  Additionally, 
the expression levels of Nrf2, xCT, and GPX4 were detected.  Results　NM exerted inhibitory effect on the 
proliferation of HaCaT cells in a dose-dependent manner, and the cell viability was reduced to approximately 
55% at an NM concentration of 20 μmol/L (P<0. 05).  Ferroptosis inhibitors significantly mitigated the 
cytotoxic damage induced by NM in HaCaT cells (P<0. 05), but activation of nuclear factor E2 related factor 2
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（Nrf2） markedly attenuated NM-induced ferroptosis, as indicated by the restoration of intracellular GSH level 
and the decrease in MDA content (P<0. 05).  VD3 specifically targeted the Nrf2 signaling pathway, 
upregulated the expression of xCT and GPX4 protein, thereby inhibiting ferroptosis and reducing NM-induced 
cytotoxicity in HaCaT cells.  Conclusion　VD3 mitigates NM-induced cytotoxicity in HaCaT cells by 
inhibiting ferroptosis via Nrf2 activation.  

［Key words］ nitrogen mustard； vitamin D3； nuclear factor E2 related factor 2； keratinocytes； 
ferroptosis
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氮芥（nitrogen mustard，NM）是一种细胞毒性强且

作用持久的糜烂性毒剂，其结构和功能与芥子气类

似。皮肤是 NM 主要的中毒靶器官之一，表现为难以

愈合的糜烂性创面，目前缺乏特效的抗毒剂［1］。然而，

NM引起的皮肤损伤的确切机制尚未阐明。铁死亡是

一种新发现的细胞程序性死亡方式，由铁依赖的脂质

过氧化物累积引起，与凋亡、焦亡和自噬等细胞死亡

方式不同。其核心特征是不稳定铁离子的增加和脂质

过氧化，超微病理表现为线粒体缩小、线粒体嵴消失、

双层膜密度增加及外层线粒体膜破裂［2］。高通量筛选

发现，铁死亡抑制剂 ferrostatin-1（Fer-1）和 liproxstatin-1
（Lip-1）通过减少脂质过氧化物蓄积，降低不稳定铁离

子含量，发挥抑制铁死亡的作用［3-4］。研究表明，氧化

应激持续存在可催化二价铁生成并诱导 ROS 大量积

累，是多种皮肤损伤和疾病进展的关键机制［5］。铁死

亡已被证明参与黑色素瘤和其他皮肤肿瘤的发生和

转移，以及牛皮癣［6］、系统性红斑狼疮［7］、紫外线暴

露［8］引起的皮肤炎症和老化等疾病的发生、发展。然

而，铁死亡在NM诱导的皮肤损伤中的作用尚不清楚。

维生素D3（vitamin D3，VD3）具有抗炎、抗氧化、维持机

体氧化还原平衡等作用。研究发现，VD3可通过激活

核因子-E2相关因子2（nuclear factor E2 related factor 2，
Nrf2）/谷胱甘肽过氧化酶 4（glutathione peroxidase 4，
GPX4）信号通路抑制成骨细胞铁死亡而改善年龄相

关性骨质疏松症［9］。同时也证实，VD3靶向调控Nrf2/
GPX4 信号通路及 NF-κB-铁调素轴，抑制斑马鱼肝细

胞铁死亡［10］。课题组前期研究发现，VD3能够显著抑

制 NM 诱导的 ROS 生成、促进皮肤损伤愈合［11］。然

而，铁死亡及其调控机制在 VD3改善 NM 诱导皮肤损

伤中的作用，尚缺乏相关报道。本研究通过体外构建

皮肤角质形成细胞（HaCaT）染毒模型，利用铁死亡抑

制剂及VD3干预等实验方法，以期对上述问题进行初

步解析和探讨。

1　材料与方法

1. 1　实验试剂

人皮肤角质形成细胞（HaCaT）购自中国科学院上

海细胞所；兔抗人 Nrf2 抗体（16396-1-AP）、兔抗人

SLC7A11/xCT 抗体（26864-1-AP）、兔抗人 GPX4 抗体

（30388-1-AP）和鼠抗人 β-actin 抗体（66009-1）购自武

汉三鹰生物技术公司；VD3（HY-10002）、tBHQ（HY-

100489）、Fer-1（HY-100579）和 Lip-1（HY-12726）购自

MCE生物公司；GSH检测试剂盒（S0053）和MDA检测

试剂盒（S0131S）购自碧云天生物公司；ECL化学发光

液、PVDF膜购自Merck Millipore公司。

1. 2　细胞处理

HaCaT细胞使用RPMI-1640培养基（含10%胎牛血

清）常规传代培养。实验分组及处理如下：NM组用梯度

浓度（5、10、20和50 μmol/L）NM处理24 h；NM+Fer-1组

用 10 μmol/L Fer-1 处理 1 h［12］后，加入 20 μmol/L NM
继续处理24 h；NM+Lip-1组用10 μmol/L Lip-1处理1 h
后，加入 20 μmol/L NM 继续处理 24 h；NM+tBHQ 组：

用 10 μmol/L tBHQ 处理 1 h 后，加入 20 μmol/L NM 继

续处理 24 h；NM+VD3组用 10 nmol/L VD3处理 1 h后，

加入 20 μmol/L NM 继续处理 24 h；NM+Fer-1+VD3 组

联合用 10 nmol/L VD3 和 10 μmol/L Fer-1 处理 1 h 后，

加入 20 μmol/L NM 继续处理 24 h；NM+tBHQ+VD3 组

联合用 10 nmol/L VD3 和 10 μmol/L tBHQ 处理 1 h 后，

加 入 20 μmol/L NM 继 续 处 理 24 h；tBHQ 组 加 入

10 μmol/L tBHQ处理24 h；对照组常规培养。

1. 3　细胞增殖活力测定

应用 CCK-8 检测试剂盒检测细胞增殖活力。当

HaCaT 细胞生长至 85% 融合度时，接种于 96孔板（细

胞密度1. 5×104个/孔）中培养24 h。各实验分组加入处

理因素后，按照指定时间每孔避光加入 CCK-8 溶液

20 μL 并混匀，继续培养1. 5 h后，用酶标仪检测450 nm
处的光密度值 D（450）。以空白对照组细胞增殖活力
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为参照，计算其他各组细胞的相对增殖活力。

1. 4　谷胱甘肽检测

利用 GSH 检测试剂盒测定细胞 GSH 含量。按照

1. 2 部分所述实验分组依次处理细胞，离心（4 ℃，

10 000×g，15 min）、收集细胞上清液。依次将样品或

标准品（100 μL/孔）加入 96 孔板，参照 GSH 检测试剂

盒说明书操作。检测 412 nm处各孔吸光度值，并计算

样本中GSH含量。

1. 5　脂质氧化物检测

利用MDA检测试剂盒测定细胞MDA含量。细胞

培养结束后，参照MDA检测试剂盒说明书操作收集细

胞上清液并于 532 nm处检测各孔吸光度值，计算样本

中MDA含量。

1. 6　蛋白表达检测

收集细胞，分别提取细胞核/质蛋白或总蛋白。蛋

白（40 μg/孔）变性后进行 SDS-PAGE 凝胶电泳；湿性

转印至 PVDF 膜后，5 %脱脂奶粉室温封闭 2 h；加入

Nrf2、xCT 和 GPX4 抗体稀释液（1∶∶1 000），4 ℃过夜孵

育；TBST 洗膜后，加入二抗稀释液（1∶∶2 000），室温孵

育 2 h；再次洗膜后，加入 ECL 化学发光液；采用

VILBER FUSION FX7成像系统曝光成像。

1. 7　统计学分析

计量资料用 x̄±s表示，采用 SPSS 20. 0统计软件对

数据进行单因素方差分析，P<0. 05表示差异具有统计

学意义。

2　结果

2. 1　NM诱导HaCaT细胞铁死亡

如图 1A所示，NM对HaCaT细胞的增殖活力具有

浓度依赖性的抑制作用。与对照组相比，当 NM 浓度

达到 20 μmol/L 时，细胞的增殖活力显著下降至约

55%。为了探究铁死亡在NM诱导的HaCaT细胞毒性

损伤中的作用机制，本研究检测了 GSH、MDA 等细胞

脂质过氧化标志物的含量，以及铁死亡核心蛋白 xCT
和 GPX4的表达水平。如图 1B~C所示，随着 NM 浓度

的增加，细胞内的 GSH 含量显著降低（P<0. 05），而

MDA含量显著增加（P<0. 05）。Western blot检测结果

发现，xCT和GPX4蛋白的表达水平在NM作用下被显

著抑制（图 1D~F）。此外，利用铁死亡抑制剂对细胞

进行预处理后，能够显著逆转 NM 引起的 HaCaT 细胞

毒性损伤（P<0. 05，图 2）。上述结果表明，NM 通过诱

导HaCaT细胞发生铁死亡，进而引发细胞毒性损伤。

2. 2　Nrf2在NM诱导HaCaT细胞铁死亡中的作用

与对照组相比，20 μmol/L NM显著降低了细胞核

和细胞质中 Nrf2 的表达水平（P<0. 05，图 3）。利用

Nrf2特异性激动剂 tBHQ预处理后，显著逆转了NM诱

1：对照组；2：5 μmol/L NM组；3：10 μmol/L NM组；4：20 μmol/L NM组；5：50 μmol/L NM组；a：P<0. 05，与对照组比较

A：CCK-8 法检测 NM 对 HaCaT 细胞增殖活力的影响；B：NM 对细胞 GSH 含量的影响；C：NM 对细胞 MDA 生成的影响；

D：Western blot 检测 xCT、GPX4蛋白的表达水平；E~F：xCT、GPX4蛋白相对表达量

图1　NM诱导HaCaT细胞铁死亡
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导的细胞 GSH 耗竭（P<0. 05，图 4A）和 MDA 生成效应

（P<0. 05，图 4B），同时上调 GPX4 和 xCT 蛋白的表达

（P<0. 05，图4C~F），并有效缓解NM暴露引起的细胞损

伤（P<0. 05，图4G）。上述结果表明，NM通过抑制Nrf2
而诱导HaCaT细胞铁死亡，最终发挥其毒性损伤效应。

2. 3　VD3 通过抑制铁死亡减轻 NM 诱导 HaCaT 细胞

毒性损伤

本研究进一步探索了铁死亡在VD3改善NM诱导

HaCaT 细胞毒性损伤中的作用。结果发现，与 NM 组

相比，VD3 能够显著增加细胞内 GSH 含量和 GPX4、
xCT 等蛋白表达量，减少 MDA 生成；同时逆转 NM 对

HaCaT 细胞增殖活力的抑制作用（P<0. 05，图 5）。上

述结果表明，VD3 通过抑制铁死亡改善 NM 诱导的

HaCaT细胞毒性损伤。

1：对照组；2：20 μmol/L NM 组；3：20 μmol/L NM 组+10 μmol/L tBHQ 组；4：10 μmol/L tBHQ 组；a：P<0. 05，与对照组比

较；b：P<0. 05，与NM组比较

A：细胞内 GSH 含量检测；B：细胞内 MDA 含量检测；C：Western blot 检测细胞核 Nrf2、xCT 和 GPX4 蛋白的表达水平；

D~F：细胞核 xCT 、GPX4和Nrf2蛋白相对表达量；G：细胞增殖活力检测

图4　Nrf2在NM诱导HaCaT细胞铁死亡中的作用

1：对照组；2：20 μmol/L NM 组；3：20 μmol/L NM 组 + 
10 μmol/L Fer-1 组；4：20 μmol/L NM 组+10 μmol/L Lip-1
组；a：P<0. 05，与对照组比较；b：P<0. 05，与 20 μmol/LNM
组比较

图2　铁死亡在NM诱导HaCaT细胞损伤中的作用

1：对照组；2：5 μmol/L NM组；3：10 μmol/L NM组；4：20 μmol/L NM组；5：50 μmol/L NM组；a：P<0. 05，与对照组比较

A：Western blot检测细胞核/质中Nrf2蛋白的表达水平；B~C：细胞核和细胞质中Nrf2蛋白相对表达量

图3　不同浓度NM对HaCaT细胞Nrf2蛋白表达的影响
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2. 4　Nrf2 介导的铁死亡在 VD3 改善 NM 诱导 HaCaT
细胞毒性损伤中的作用

如图 6 所示，NM 处理能够降低细胞内 GSH 含量

和 GPX4、xCT和 Nrf2等蛋白的表达（P<0. 05），同时促

进 MDA 生成（P<0. 05）；VD3 干预后，能部分逆转 NM

对上述指标的诱导作用（P<0. 05）；同时，Nrf2 激动剂

tBHQ 联合 VD3 能够协同抑制 NM 诱导 HaCaT 细胞铁

死亡（P<0. 05）。以上结果表明，VD3通过激活Nrf2而

有效抑制 HaCaT 细胞铁死亡，缓解 NM 诱导的细胞毒

性损伤。

1：对照组；2：20 μmol/L NM 组；3：20 μmol/L NM 组+10 nmol/LVD3 组；4：20 μmol/L NM 组+10 nmol/LVD3+10 μmol/L Fer-1
组；a：P<0. 05，与对照组比较；b：P<0. 05，与NM组比较

A：细胞内 GSH 含量检测；B：细胞内 MDA 含量检测；C：Western blot 检测 NM 对细胞核 xCT 和 GPX4 蛋白表达的影响；

D~E：细胞核 xCT和GPX4蛋白相对表达量；F：细胞增殖活力检测

图5　VD3通过抑制铁死亡改善NM诱导的HaCaT细胞损伤

1：对照组；2：20 μmol/L NM 组；3：20 μmol/L NM 组+10 nmol/LVD3组；4：20 μmol/L NM 组+10 nmol/LVD3+10 μmol/L tBHQ
组；a：P<0. 05，与对照组比较；b：P<0. 05，与NM组比较

A：细胞内 GSH 含量检测；B：细胞内 MDA 含量检测；C：Western blot 检测细胞核 Nrf2、xCT和 GPX4蛋白表达；D~F：细胞核

xCT 、GPX4和Nrf2蛋白相对表达量；G：细胞增殖活力检测

图6　VD3通过激活Nrf2抑制NM诱导的HaCaT细胞铁死亡
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3　讨论

高浓度 NM 接触皮肤后可迅速渗透，引起暴露部

位皮肤红肿、起疱、溃烂和病程迁延，属于难愈性皮肤

损伤。近年来，围绕 NM 致皮肤损伤作用开展了众多

研究，但其机制尚未阐明，限制了特效防治药物的研

发和应用。因此，探索 NM 暴露引起的皮肤损伤的确

切机制，对于靶向开发NM特效抗毒药物、改善防治策

略具有重要的科学价值和现实意义。

自DIXON等［13］在 2012年首次报道细胞铁死亡途

径以来，铁死亡的调控机制及在健康与疾病中的作用

受到广泛关注。研究证实，铁死亡参与多种疾病包括

肿瘤、炎症性疾病、脑卒中、缺血性心脏病和肝肾损伤

的发生、发展过程［14-18］。新近研究发现，黑色素瘤细

胞通过抑制过氧化物合成，降低对铁离子超载介导的

铁死亡敏感性，形成药物抵抗［19］。紫外线皮肤暴露后

可引起脂质过氧化介导坏死性皮炎，抑制铁死亡信号

靶点可有效预防和改善紫外线诱导的皮肤损伤［8］。皮

肤缺血/再灌注损伤诱发铁死亡促进细胞死亡、血管功

能障碍、炎性细胞浸润和氧化应激，导致皮肤褥疮形

成［20］。上述研究表明，铁死亡是皮肤疾病发生、发展的

关键环节。脂质过氧化是体内氧化还原体系破坏的特

征性表现，也是铁死亡级联反应的关键启动因子。目

前认为，NM 暴露后会导致小鼠皮肤细胞 GSH 耗竭和

脂质过氧化［21］。在本研究中，NM 染毒导致 HaCaT 细

胞内 GSH 含量降低及脂质过氧化物蓄积，GPX4、xCT
等铁死亡标志性蛋白表达水平显著下降，利用特异性

铁死亡抑制剂 Fer-1 干预可显著改善 NM 诱导细胞毒

性损伤效应。上述研究结果表明，铁死亡在 NM 诱导

皮肤角质形成细胞毒性损伤中发挥重要作用。

GSH是内源性抗氧化系统的重要组成部分，胱氨

酸/谷氨酸反向转运体是细胞内合成GSH的关键蛋白

复合体，特异性铁死亡诱导剂 erastin通过抑制该系统

致使GSH合成障碍诱导细胞铁死亡［13］。同时，GSH也

是 GPX4 蛋白酶活化的辅助因子，GSH 含量降低及

GPX4 功能障碍导致细胞内过氧化物的堆积，进而破

坏细胞膜脂质双分子层结构，引发细胞膜损伤和铁死

亡［22］。目前研究表明，Nrf2通过靶向转录调控 xCT和

GPX4 蛋白表达，降低脂质过氧化物的生成并阻断铁

死亡级联反应的进展。既往发现，Nrf2通过抑制细胞

铁死亡改善皮肤光老化［23］、促进皮瓣存活［24］和伤口修

复［25］，表明Nrf2介导的细胞铁死亡在皮肤损伤修复进

程中发挥重要作用。本研究利用 Western blot 检测了

NM 染毒对细胞核内 Nrf2 的影响，结果发现，NM 能够

显著抑制Nrf2的表达和核异位，进一步利用Nrf2特异

性激动剂 tBHQ 干预能够显著逆转 NM 对 HaCaT 细胞

GSH生成、GPX4和 xCT蛋白表达的抑制效应，同时减

轻细胞毒性损伤。上述结果表明，靶向抑制 Nrf2 是

NM 诱导角质形成细胞铁死亡的关键机制，恢复 Nrf2
功能有望成为改善NM致细胞毒性损伤的重要途径。

VD3是维持人体健康的必需营养素。研究发现，

VD3不仅在皮肤中合成和代谢，还能调节表皮的增殖

和分化，在多种皮肤损伤和疾病的修复与治疗中发挥

重要的作用。既往少量研究发现，VD3可通过抑制炎

症反应、降低氧自由基生成等机制改善NM诱导皮肤损

伤，但具体机制还有待进一步解析。LI等［26］发现VD3
通过激活Nrf/HO-1信号通路，有效防止海马神经元铁

死亡并改善认知障碍；敲低 Nrf2 或添加 GPX4 抑制剂

（RSL3）可促进骨细胞铁死亡并阻断了 VD3对 D-半乳

糖诱导的年龄相关性骨质疏松症和衰老的保护作

用［9］。本研究发现，VD3 能够显著降低 NM 对 HaCaT
细胞脂质过氧化物的生成，增加 GSH 含量，并上调

GPX4和 xCT蛋白表达水平，具有显著的保护效应。上

述结果提示，Nrf2 介导的铁死亡是 VD3 改善 NM 诱导

HaCaT 细胞毒性损伤的重要机制。课题组前期研究

发现，通过腹腔注射方式外源性补充 50 ng VD3 能够

显著促进 NM 诱导小鼠背部皮肤创面的修复进程［11］，
目前正积极开展 Nrf2 介导的铁死亡在 VD3 改善皮肤

损伤中的作用机制体内研究。

综上所述，NM通过抑制Nrf2表达，促进GSH耗竭

和脂质过氧化物生成，诱导角质形成细胞铁死亡。

VD3 靶向激活 Nrf2 抑制 NM 诱导的细胞铁死亡，最终

减轻细胞毒性作用。该研究成果对于进一步理解NM
毒性作用及更新防治对策具有重要的科学意义和潜

在的转化价值。
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