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嗅觉黏膜间充质干细胞通过上调GPX4抑制铁死亡减轻脑缺血再灌注损伤
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［摘要］ 目的 探究嗅觉黏膜间充质干细胞（olfactory mucosa mesenchymal stem cells，OM-MSCs）
通过谷胱甘肽氧化酶4（glutathione peroxidase 4，GPX4）改善氧糖剥夺/复氧（oxygen and glucose deprivation/
reperfusion，OGD/R）诱导的神经元细胞铁死亡。方法 收集鼻息肉患者的中鼻道正常嗅觉黏膜组织，

并提取 OM-MSCs，采用流式细胞仪检测人嗅觉黏膜分离培养的原代细胞表面标志物 CD34、CD45、
CD73、CD90、CD105、CD146，显微镜下观察细胞形态学。将小鼠海马神经元细胞HT22细胞按随机数字

表法分为：对照组、OGD/R 组、OGD/R+OM-MSCs 组、OGD/R+sh-NC 组、OGD/R+sh-GPX4 组、OGD/R+
sh-GPX4+OM-MSCs组。对HT22细胞进行OGD/R处理，并给予OM-MSCs共培养和/或GPX4敲低处理。

采用流式细胞仪检测HT22细胞凋亡，CCK-8法检测HT22细胞活力，试剂盒检测HT22细胞中铁死亡相

关指标 MDA、ROS、GSH、Fe2+，qPCR及 Western blot检测 GPX4表达。结果 人嗅觉黏膜分离培养的原

代细胞表面CD34及CD45呈阴性，CD73、CD90、CD105、CD146呈阳性，细胞贴壁生长并呈梭状，细胞表

面标志物及形态学符合OM-MSCs特征。在HT22细胞方面，对照组、OGD/R组、OGD/R+OM-MSCs组在

细胞活力、MDA、ROS、GSH、Fe2+、GPX4方面具有统计学差异（P<0. 05）；OGD/R组与对照组相比，细胞活

力和 GSH 降低（P<0. 05），MDA、ROS、Fe2+升高（P<0. 05），GPX4 下调（P<0. 05）；OGD/R+OM-MSCs 组与

OGD/R 组相比（P<0. 05），细胞活力和 GSH 升高（P<0. 05），MDA、ROS、Fe2+降低（P<0. 05），GPX4 上调。

OGD/R+sh-GPX4 组与 OGD/R-sh-NC 组相比，细胞活力和 GSH 降低（P<0. 05），MDA、ROS、Fe2+升高（P<
0. 05），并伴随有GPX4下调（P<0. 05），OM-MSCs可逆转以上变化。结论 OM-MSCs通过上调GPX4在

HT22细胞中的表达抑制OGD/R诱导的HT22细胞铁死亡。

［关键词］ 脑缺血再灌注损伤；铁死亡；谷胱甘肽氧化酶4；嗅觉黏膜间充质干细胞；神经元

［中图法分类号］ R338. 1；R345；R743. 31 ［文献标志码］ A

Olfactory mucosal mesenchymal stem cells inhibit ferroptosis and attenuate 
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［Abstract］ Objective　To investigate whether olfactory mucosa mesenchymal stem cells (OM-MSCs) 
attenuate oxygen glucose deprivation and recovery (OGD/R) -induced ferroptosis in neurons through 
glutathione oxidase 4 (GPX4).  Methods　The middle nasal tissue were collected from a patient with nasal 
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polyps admitted in our hospital, and then OM-MSCs were isolated from the tissue, which were confirmed by 
morphological observation under light microscopy and phenotypic characterization through flow cytometry for 
surface markers, including CD34, CD45, CD73, CD90, CD105, and CD146.  Mouse hippocampal neuronal cell 
line HT22 was randomly divided into control, Control, OGD/R, OGD/R+OM-MSCs, OGD/R+sh-NC, OGD/R+sh-

GPX4 and OGD/R+sh-GPX4+OM-MSCs groups.  After the cells were subjected to OGD/R modeling, the cells 
were subsequently co-cultured with OM-MSCs and/or knockdown of GPX4.  Neuronal apoptosis was quantified 
by flow cytometry, while cell viability was assessed using CCK-8 assay.  Biochemical markers associated with 
ferroptosis, including MDA, ROS, GSH, and Fe²⁺ levels, were measured with corresponding reagent kits.  The 
GPX4 expression at both mRNA and protein levels was determined through qPCR and Western blotting, 
respectively.  Results　The isolated and primarily cultured OM-MSCs showed typical characteristics of OM-

MSCs in cell surface markers (negative expression of CD34 and CD45 but positive expression of CD73, CD90, 
CD105, and CD146 on cell surface) and morphology (adherent cells in a spindle-like shape).  Significant 
differences were observed among the control, OGD/R, and OGD/R+OM-MSCs groups in terms of cell viability, 
MDA, ROS, GSH, Fe2+ and GPX4 (P<0. 05).  The OGD/R group showed notable decreases in cell activity and 
GSH (P<0. 05), increases in MDA, ROS, and Fe2+ (P<0. 05), and down-regulation of GPX4 when compared 
with the control group (P<005).  Co-culture with OM-MSCs enhanced cell activity and GSH (P<0. 05), 
decreased MDA, ROS, and Fe2+ (P<0. 05), and up-regulated GPX4 as compared to the conditions in the OGD/R 
group (P<0. 05).  While, OGD/R+sh-GPX4 treament developed the decreases in cell viability, GSH, and 
GPX4 and the increases in MDA, ROS, and Fe2+ as compared to the OGD/R+sh-NC group (P<0. 05), however, 
all of these could be reversed by OM-MSCs.  Conclusion　OM-MSCs inhibit OGD/R-induced ferroptosis in 
HT22 cells by up-regulating GPX4.  

［Key words］ cerebral ischemia reperfusion injury； ferroptosis； glutathione peroxidase 4； olfactory 
mucosa mesenchymal stem cells； neurons
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脑缺血再灌注损伤是常见的脑血管内治疗并发

症［1-3］。脑缺血再灌注损伤诱导神经元细胞大量死

亡，进而导致不可逆的组织损伤，造成脑部功能严重

受损。间充质干细胞（mesenchymal stem cells，MSCs）
移植在脑缺血再灌注损伤中发挥重要的治疗作用。

在脑缺血再灌注损伤中，MSCs 既可显著抑制受损脑

组织处的氧化应激及炎症反应，又能通过分泌生长因

子和营养因子促进神经发生及血管生成［4-7］。除此之

外MSCs还直接分化为成熟的神经元细胞。嗅觉黏膜

间充质干细胞（olfactory mucosa mesenchymal stem cells，
OM-MSCs）是一种源自鼻腔黏膜的MSCs类型，取材方

便且利于自体移植，是干细胞移植的主要候选细胞。

有研究表明，OM-MSCs 移植可通过 UbiA 异戊二烯基

转移酶结构域蛋白 1（UbiA prenyltransferase domain-

containing protein 1，UBIAD1）介导的线粒体功能障碍

抑制氧化应激和炎症反应，从而改善脑缺血再灌注损

伤［8］。此外 OM-MSCs 也可抑制脑缺血再灌注损伤小

鼠脑组织中的高尔基体肿胀及分解，从而减少神经元

细胞死亡的发生［9］。尽管 OM-MSCs 在脑缺血再灌注

损伤中展现出明确的神经保护作用，但其确切机制仍

未完全阐明。

铁死亡是一种 Fe2+依赖性细胞死亡形式，其机制

涉及细胞代谢紊乱导致抗氧化系统受损，并诱导 Fe2+

积聚，从而引起 ROS 大量产生，ROS 破坏细胞膜表面

的多不饱和脂肪酸产生过氧化，继而形成脂质 ROS，
触发细胞铁死亡［10-13］。铁死亡是促进脑缺血再灌注

损伤的重要原因［14-15］。小鼠实验表明，脑缺血再灌注

损伤小鼠的脑组织伴随有铁死亡细胞形态学改变，抑制

铁死亡可有效改善再灌注诱导的神经损伤［16］。在氧糖

剥夺/复氧（oxygen and glucose deprivation/reperfusion，
OGD/R）诱导的脑缺血再灌注损伤细胞模型中，铁死

亡抑制剂可有效提高细胞活力并抑制细胞死亡［17］。
由此可见，铁死亡是促进脑缺血再灌注损伤的重要细

胞内机制。

谷胱甘肽过氧化物酶 4（Glutathione peroxidase 4，
GPX4）在铁死亡机制中至关重要。GPX4是一种抗氧
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化酶，可催化磷脂过氧化物还原为磷脂醇［18］。GPX4
是维持细胞膜脂质稳态的关键蛋白，可有效预防多不

饱和脂肪酸过氧化和铁死亡，然而在病理状况下

GPX4 失活或表达下调促进脂质过氧化物积累，并因

此促进铁死亡发生。脑缺血再灌注损伤伴随有GPX4
表达下调，而促进 GPX4 上调可有效抑制神经元细胞

铁死亡，并有效改善再灌注诱导的脑损伤［19-21］。因此

GPX4是抑制铁死亡并改善脑缺血再灌注损伤的重要

靶点。

已有研究证实，OM-MSCs在伴随有铁死亡的神经

元细胞中通过抑制铁死亡发挥抗氧化作用。HUANG
等［22］研究采用血晶素诱导的神经元细胞模拟脑出血，

并将其与OM-MSCs共培养，结果表明OM-MSC可显著

抑制血晶素诱导的神经元细胞铁死亡，并提高神经元

细胞活力。该研究同样证实 OM-MSCs 可上调 GPX4
在神经元细胞中的表达，提示在病理状况下OM-MSCs
可能通过GPX4介导的铁死亡机制改善血晶素诱导的

神经元损伤。然而，目前尚无证据证实 GPX4 介导

OM-MSCs在脑缺血再灌注损伤中的神经保护机制。

本研究旨在初步探讨 OM-MSCs 对 GPX4 表达的

调控作用，并证实OM-MSCs通过GPX4改善OGD/R诱

导的神经元细胞铁死亡，以期为脑缺血再灌注神经元

损伤提供潜在的治疗手段，为OM-MSCs临床应用提供

科学依据。

1　材料与方法

1. 1　材料与试剂

DMEM/F12 培养基（#D6500，北京索莱宝）；胎牛

血清（#S9020，北京索莱宝）；CD34-FITC（#ab131589，
美国 Abcam）；CD73-FITC（#ab239246，美国 Abcam）；

CD45-FITC（#11-0451-82，美国 Invitrogen）；CD90-FITC
（#11-0909-42， 美 国 Invitrogen） ； CD105-FITC
（#ab11415，美国 Abcam）；CD146-FITC（#ab78451，美
国 Abcam）；小鼠海马神经元细胞 HT22购自武汉普诺

赛公司；青链霉素混合液（#P1400）购自北京索莱宝公

司；DMEM 培养基（#11995）购自北京索莱宝公司；

CCK-8 试剂盒（#C0038，上海碧云天）；DCFH-DA 探针

（#S0033S，上海碧云天）；Western blot裂解液（#R0100，
北京索莱宝）；BCA蛋白浓度测定试剂盒（#PC0020，北
京索莱宝）；MDA试剂盒（#S0131S，上海碧云天）；GSH
及GSSG检测试剂盒（#S0053，上海碧云天）；细胞亚铁

离子检测试剂盒（#BC5410，北京索莱宝）；Trizol 提取

液（#R0016，上海碧云天生物）；一步法逆转录-荧光定

量 PCR试剂盒（#T2210，北京索莱宝）；0. 22 μm PVDF
膜（美国 Millipore）；Western blot 封闭液（#P0023B，上

海碧云天）；GPX4 抗体（#52455，美国 Cell signaling 
techenology）β-actin（#ab8227，美国 Abcam）；山羊抗兔

抗 体（#ab6721，美 国 Abcam）；ECL 显 色 试 剂 盒

（#P0018S，上海碧云天）。

1. 2　实验方法

1. 2. 1　原代OM-MSCs分离及鉴定　　人嗅觉黏膜组

织采集中南大学湘雅医学院附属海口医院收治的 1例

鼻息肉患者。获得患者知情同意后，采集患者中鼻道

正常嗅觉黏膜组织。排除标准：鼻腔恶性肿瘤、鼻黏

膜损伤、鼻炎、有哮喘史、阿司匹林过敏史、皮肤过敏

原试验阳性，及术前 2周内使用抗生素及类固醇激素

等。鼻内镜下收集人嗅觉黏膜组织，采用 DMEM/F12
培养基清洗。将组织剪成约 1 mm3体积的碎块，加入

含 10%胎牛血清的DMEM/F12培养基消化组织，低速

离心后弃上清，加入含 10%胎牛血清的DMEM/F12培

养基重悬沉淀，37 ℃孵育细胞，每隔 2 d天更换 1次培

养基。取P5代细胞，消化后采用DMEM/F12培养基重

悬，取7管离心管，每管加入0. 1 mL细胞悬液，其中1管

作为阴性对照，加入 IgG-FITC，另外 6 管作为检测组，

分别加入 CD34-FITC（稀释度：1∶∶25）、CD73-FITC（稀

释度：1∶∶20）、CD45-FITC（稀释度：1∶∶20）、CD90-FITC
（稀释度：1∶∶20）、CD105-FITC（稀释度：1∶∶10）、CD146-

FITC（稀释度：1∶∶40），采用流式细胞仪检测人嗅觉黏

膜分离培养的原代细胞表面标志物 CD34、CD73、
CD45、CD90、CD105、CD146的表达。本研究已获中南

大学湘雅医学院附属海口医院伦理委员会批准［2025-

（伦审）-030］。

1. 2. 2　HT22细胞培养、分组及处理　　HT22细胞培

养于含 10% 胎牛血清+1% 青链霉素混合液的 DMEM
培养基，37 ℃孵育至生长状况良好。将 HT22 细胞分

为对照组、OGD/R 组、OGD/R+OM-MSCs 组、OGD/R+
sh-NC 组、OGD/R+sh-GPX4 组、OGD/R+sh-GPX4+OM-

MSCs组，每组处理如下：对照组，细胞正常培养，不进

行额外处理；OGD/R 组，接受 OGD/R 处理；OGD/R+
OM-MSCs组，HT22细胞先进行OGD/R处理，后与OM-

MSCs 共培养；OGD/R+sh-NC 组，通过脂质体法转染

shRNA 阴性对照（sh-NC），48 h 后进行 OGD/R 处理；

OGD/R+sh-GPX4 组，通过脂质体法转染 GPX4 特异性

shRNA（sh-GPX4），48 h 后进行 OGD/R 处理；OGD/R+
sh-GPX4+OM-MSCs 组，通过脂质体法转染 sh-GPX4，
48 h 后依次进行 OGD/R 处理及 OM-MSCs 共培养。

OGD/R 处理［23］：脱氧无糖 Hank’s 平衡盐溶液培养，

37 ℃、95%N2+5%CO2下孵育 4 h，移除Hank’s溶液，加

入含 10% 胎牛血清+1% 青链霉素混合液的 DMEM 培

养基，37 ℃、95%空气+5%CO2下复原 24 h。OM-MSCs
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与HT22共培养方法：取HT22并接种于Transwell细胞

池 下 室 ，进 行 OGD/R 处 理 ，糖 氧 复 原 24 h 后 在

Transwell 细胞池上室接种 OM-MSCs 细胞，37 ℃下共

培养24 h。
1. 2. 3　CCK-8 法检测 HT22 细胞活力　　取 HT22 细

胞并接种于 96孔板，分组后给予相应实验处理。处理

24 h后，采用 CCK-8试剂盒检测细胞活力。向每孔加

入 10 μL CCK-8工作液，37 ℃孵育 1 h。使用酶标仪检

测［D（490）］，计算各样品孔的细胞活力（%）。

1. 2. 4　检测 HT22 细胞中 MDA、ROS、GSH、Fe2+的表

征　　ROS检测：移除细胞培养基，加入 DCFH-DA探

针以标记细胞 ROS，37 ℃孵育 20 min，采用酶标仪检

测。MDA检测：移除细胞培养基，加入裂解液，冰浴下

裂解 10 min，12 000×g离心 5 min，取上清液，采用BCA
蛋白浓度测定试剂盒测定上清液中蛋白浓度，采用

MDA 试剂盒检测细胞 MDA 水平。GSH 检测：收集细

胞，加入蛋白去除试剂，4 ℃下放置 5 min，10 000×g离

心 10 min 后取上清液，采用 GSH 及 GSSG 检测试剂盒

检测细胞GSH水平。Fe2+检测：收集细胞，冰浴超声破

碎细胞 5 min，4 ℃下 10 000×g离心 10 min，取上清液，

采用细胞亚铁离子检测试剂盒检测细胞Fe2+含量。

1. 2. 5　HT22 细胞的总 RNA 提取　　细胞接种于

6 孔板，并根据分组设计进行相应实验处理。小心吸

去细胞培养基，加入Trizol提取液，待细胞全部裂解后

吸取细胞裂解液至离心管中，4 ℃下 12 000×g 离心

10 min，吸取裂解产物至新离心管。向离心管中加入

氯仿试剂，混匀后放置 2~3 min，4 ℃下 12 000×g 离心

15 min，吸取上层无色水相至新离心管，加入异丙醇，

室温沉淀 10 min，4 ℃下 12 000×g离心 10 min，移除上

清液，使用 75%乙醇洗涤沉淀，收集沉淀加入DEPC水

溶解，-70 ℃下保存。

1. 2. 6　qPCR 实验　　取 HT22 细胞的总 RNA 样品，

使用分光光度计检测［D（260）］和［D（280）］，选择

［D（260）］/［D（280）］>1. 6 的样品并用于 qPCR 定量。

使用一步法逆转录-荧光定量PCR试剂盒进行RNA逆

转录及荧光定量。采用 GAPDH 为内参基因，通过

2-ΔΔCt 法进行标准化处理。PCR 反应程序如下：逆转

录，50 ℃，20 min；预变性，95 ℃，3 min；变性，95 ℃，

10~20 s，退火/延伸，60 ℃，20~60 s，持续40次循环。

1. 2. 7　Western blot实验　　取各组HT22细胞，，移除

细胞培养基，加入 Western blot 裂解液，冰浴下裂解

10 min，12 000×g 离心 5 min，取上清液用于蛋白印迹

法。采用 BCA 蛋白浓度测定试剂盒测定上清液中蛋

白浓度。采用伯乐电泳凝胶分离系统分离蛋白，冰浴

下使用湿式转膜仪将蛋白转移至 PVDF 膜，加入

Western blot封闭液，室温摇床封闭 1 h。移除封闭液，

洗涤 3 次后加入稀释的一抗（GPX4 抗体：1∶∶1 000；
β -actin 抗体： 1∶∶5 000），4 ℃孵育过夜。回收一抗，洗

涤 3 次后加入 HRP 交联的山羊抗兔抗体（稀释度：

1∶∶10 000），37 ℃孵育 1 h。2抗孵育结束后洗涤 PVDF
膜 3 次，加入 ECL 显色试剂盒，避光孵育 1~2 min。上

机，采用X射线蛋白凝胶成像系统进行显像定影。本

研究以 β -actin 为内参蛋白计算 GPX4 的蛋白相对

水平。

1. 3　统计学分析

采用 GraphPad 9. 0 软件进行实验数据可视化处

理，使用 SPSS 23. 0 软件进行统计学分析。对两组间

差异比较，采用独立样本 t 检验。对三组及三组以上

组间差异分析，采用单因素方差分析，事后两两比较

用 LSD-t 检验。所有统计学检验均为双尾检验，P<
0. 05表明差异具有统计学意义。

2　结果

2. 1　原代OM-MSC细胞鉴定

形态学结果表明，细胞贴壁生长，呈梭状，符合

OM-MSCs 形态学（图 1A）。流式细胞仪结果显示， 
CD34 及 CD45 呈阴性，CD73、CD90、CD105、CD146 呈

阳性，符合OM-MSCs表面标志物特征（图1B）。

2. 2　OGD/R处理诱导HT22细胞铁死亡

CCK-8实验显示，OGD/R 组细胞活力较对照组降

低。qPCR检测结果显示，OGD/R组GPX4相对表达量

较对照组降低（t=7. 888，P<0. 05）。Western blot 检测

结果表明，OGD/R 组 GPX4 蛋白相对水平低于对照组

（t=23. 300，P<0. 05）。OGD/R组MDA、ROS、Fe2+均高于

对照组，而OGD/R组GSH低于对照组（P<0. 05，图 2）。

上述结果表明，OGD/R处理可诱导HT22细胞铁死亡。

2. 3　OM-MSCs抑制OGD/R诱导的HT22细胞铁死亡

为明确 OM-MSCs对 OGD/R 诱导的神经元铁死亡

的影响，检测细胞活力、氧化应激指标及铁死亡标志

物进行了系统分析，结果显示 OGD/R+OM-MSCs 组细

胞 活 力 较 OGD/R 组 升 高（P<0. 05）。 OGD/R+OM-

MSCs 组 MDA、ROS、Fe2+较 OGD/R 组降低，而 GSH 升

高（P<0. 05，图 3）。上述结果表明，OM-MSCs 抑制

OGD/R诱导的HT22细胞铁死亡。

2. 4　OGD/R 下 OM-MSCs 上调 GPX4 在 HT22 细胞中

的表达

qPCR 定量结果显示， OGD/R 组 GPX4 相对表达

量较对照组下调（P<0. 05），OM-MSCs+OGD/R组GPX4
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相对表达量较OGD/R组上调（P<0. 05，图4A）。Western 
blot检测结果显示，OGD/R组GPX4蛋白相对水平较对

照组降低，OGD/R+OM-MSCs 组 GPX4 蛋白较 OGD/R
组升高（P<0. 05，图 4B）。上述结果表明，OGD/R处理

导致GPX4在HT22细胞中表达下调，OM-MSCs可诱导

GPX4表达上调。

2. 5　OM-MSCs 通过上调 GPX4 抑制 OGD/R 诱导的

HT22细胞铁死亡

为进一步验证 OM-MSCs 通过 GPX4 调控神经元

铁死亡的调控机制，本研究基于RNA干扰技术构建了

CD34-FITC荧光 CD73-FITC荧光 CD45-FITC荧光

CD146-FITC荧光CD105-FITC荧光CD90-FITC荧光
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A：OM-MSCs形态学；B：流式细胞术检测细胞表面分子CD34、CD73、CD45、CD90、CD105、CD146
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图2　OGD/R处理对神经元细胞铁死亡的影响
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GPX4 敲低的 HT22 细胞模型，并在此基础上进行

OGD/R 处理及 OM-MSCs 治疗。qPCR 及 Western blot
检测结果显示，sh-GPX4 组 GPX4 表达低于 sh-NC 组，

表明 GPX4 特异性 shRNA 序列成功抑制 GPX4 表达

（图 5A、B）。CCK-8结果显示，OGD/R组与OGD/R+sh-

NC 组间的细胞活力无显著性差异（P>0. 05），表明

shRNA转染方式不造成客观误差，OGD/R+sh-GPX4组

细胞活力低于OGD/R+sh-NC组（t=4. 572，P<0. 05），而

OGD/R+sh-GPX4+OM-MSCs 组细胞活力高于 OGD/R+
sh-GPX4 组（t=2. 124，P<0. 05，图 5C）。GPX4 敲低进

一步增强了 OGD/R 对细胞活力的抑制效应，而 OM-

MSCs可逆转GPX4敲低的影响。GPX4基因定量分析

结果显示，OGD/R+sh-GPX4 组 GPX4 表达低于 OGD/
R+sh-NC 组（t=9. 384，P<0. 05），而 OGD/R+sh-GPX4+
OM-MSCs 组 GPX4 高于 OGD/R+sh-GPX4 组（t=2. 522，
P=0. 008），因此在 OGD/R 状况下 OM-MSCs 可上调

GPX4 表达，GPX4 蛋白丰度变化与之相似（P<0. 05，
图 5D、E）。此外，OGD/R+sh-GPX4 组 MDA（t=3. 346，
P<0. 05）、ROS（t=8. 951，P<0. 05）、Fe2+（t=8. 435，P<

0. 05）高于 OGD/R+sh-NC 组，GSH（t=6. 554，P<0. 05）
低于 OGD/R+sh-NC 组，而 OGD/R+sh-GPX4+OM-MSCs
组 MDA（t=5. 423，P<0. 05）、ROS（t=1. 997，P<0. 05）、

Fe2+（t=5. 641，P<0. 05）低于 OGD/R+sh-GPX4 组，GSH
（t=1. 058，P<0. 05）高于OGD/R+sh-GPX4组（图5F~I）。

以上结果表明， OM-MSCs通过上调GPX4抑制OGD/R
诱导的HT22铁死亡。

3　讨论

3. 1　OM-MSCs 有助于提高 OGD/R 状况下的 HT22 细

胞活力

OM-MSCs 在脑缺血再灌注损伤中具有神经保护

作用。本研究结果证实，OM-MSCs可抑制ODG/R诱导

的氧化应激，并提高HT22细胞活力，表明OM-MSCs与
神经元细胞共培养有助于恢复未彻底死亡神经元的

细胞活力，改善再灌注引起的神经损伤。OM-MSCs对
神经元细胞的保护作用可能与其自身的旁分泌能力

紧密相关。OM-MSCs 可通过外泌体运输功能调控因

子至目的细胞内，从而调控目的细胞的相应功能或活
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动。HUANG 等［24］研究表明，OM-MSC 在外泌体介导

下分泌缺氧诱导因-1α 至 OGD/R 处理的小胶质细胞

内，从而抑制小胶质细胞介导的神经炎症。XUN等［25］

指出 OM-MSCs源性外泌体含有胰岛素生长因子结合

蛋白 4/5、表皮生长因子受体、神经源性基因座缺口同

源蛋白 2等蛋白质，OM-MSCs源性外泌体进入细胞后

释放内容物，进而参与调控目的细胞的增殖、生长、迁

移等生物学功能，促进神经生成及血管再生。OM-MSCs
对神经元细胞具有类似的调控机制［26］。因此在脑缺

血再灌注损伤中 OM-MSCs旁分泌是其调控神经元细

胞死亡和生长的重要机制。

3. 2　OGD/R下OM-MSCs可上调铁死亡关键因子GPX4
OM-MSCs 也与受体细胞基因组学关系密切。本

研究结果表明，OM-MSCs可上调 GPX4在神经元细胞

中的表达。这一现象可能与其外泌体介导的表观遗

传调控密切相关。OM-MSCs 源性外泌体中富含蛋白

质和 RNA，RNA 中的非编码 RNA 在外泌体运输下进

入受体细胞，进而在表观遗传学上调控靶基因转录表
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图5　在OGD/R状况下OM-MSCs逆转GPX4敲低对神经元的影响
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达。ZHUO等［27］研究指出，miR-18在OM-MSCs外泌体

中高度富集，外泌体miR-181a进入神经元细胞后靶向

抑制 GRP78 及 Bcl-2，从而抑制 OGD/R 诱导的神经元

细胞死亡。因此，OM-MSCs可通过旁分泌作用运输非

编码RNA等转录调控因子至目的细胞，从而发挥表观

遗传调控作用。为后续研究指明了方向：通过外泌体

miRNA 测序和靶基因预测，筛选可能调控 GPX4表达

的关键分子。

3. 3　OM-MSCs 可抑制 OGD/R 诱导的 HT22 细胞铁

死亡

再灌注导致脑缺血组织处ROS大量生成，从而触

发 Fe2+依赖性神经元铁死亡。本研究证实，OM-MSCs
移植可显著抑制 OGD/R 诱导的 ROS 生成和脂质过氧

化，同时降低细胞内 Fe2+水平。上述结果表明 OM-

MSCs 可显著抑制 OGD/R 诱导的神经元细胞铁死亡。

GPX4 介导 OM-MSCs 对神经元细胞铁死亡的调控作

用。GPX4 是铁死亡的关键调控因子，在抑制脂质过

氧化方面发挥显著作用。铁死亡往往伴随GPX4下调

或失活。本研究结果表明，GPX4 上调可有效升高

HT22 细胞活力，并逆转 OGD/R 诱导的铁死亡。进一

步研究证实 OM-MSCs 通过上调 GPX4 表达抑制 OGD/
R 诱导的 HT22 细胞铁死亡。基于此，OM-MSCs 可能

是通过上调GPX4抑制OGD/R状况下的神经炎症及组

织损伤。

3. 4　研究局限性

本研究仍存在以下局限性：①本研究未能深入挖

掘 OM-MSCs对 GPX4表达的确切机制，后续研究拟从

外泌体入手探究直接靶向 GPX4 转录表达的上游因

子；②本研究未结合动物模型验证 OM-MSCs 通过

GPX4 介导的铁死亡改善脑缺血再灌注，后续将建立

脑缺血再灌注小鼠模型，观察OM-MSCs移植对模型小

鼠脑组织病理学、神经功能、神经元铁死亡的影响；

③未对其他铁死亡相关因子进行进一步探索，后续可

进一步研究诸如 ACSL4 及 SLC7A11 等铁死亡相关因

子，以期更为全面地了解OM-MSCs对神经元细胞铁死

亡的影响。

综上，本研究证实 OM-MSCs 显著上调 GPX4 表

达，并有效抑制脑缺血再灌注诱导的神经元细胞铁死

亡，GPX4上调是 OM-MSCs抑制细胞铁死亡的主要原

因。本研究首次揭示了 OM-MSCs 基于 GPX4 依赖性

铁死亡的神经保护机制，为OM-MSCs治疗脑缺血再灌

注损伤提供了有力的理论依据。
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