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摘要：目的　探讨灵孢多糖（ＧＬＰＳ）对过氧化氢（Ｈ２Ｏ２）诱导的小鼠海马神经元
（ＨＴ２２）细胞铁死亡的影响及其机制。方法　通过 Ｈ２Ｏ２诱导建立细胞损伤模

型。将ＨＴ２２细胞分为正常组（常规培养）、Ｈ２Ｏ２组（２００μｍｏｌ·Ｌ
－１Ｈ２Ｏ２）、

ＧＬＰＳ组（２００μｍｏｌ·Ｌ－１Ｈ２Ｏ２＋１００μｇ·ｍＬ
－１ＧＬＰＳ）、Ｈ２Ｏ２＋Ｆｉｎ５６组（２００

μｍｏｌ·Ｌ－１Ｈ２Ｏ２＋５μｍｏｌ·Ｌ
－１Ｆｉｎ５６）、Ｈ２Ｏ２＋Ｆｉｎ５６＋ＧＬＰＳ组（２００μｍｏｌ·Ｌ

－１

Ｈ２Ｏ２＋５μｍｏｌ·Ｌ
－１Ｆｉｎ５６＋１００μｇ·ｍＬ－１ＧＬＰＳ）。用酶联免疫吸附试验

（ＥＬＩＳＡ）法检测氧化应激标志物水平，用蛋白质印迹法检测铁死亡标志物和核
因子Ｅ２相关因子２（Ｎｒｆ２）、血红素加氧酶 －１（ＨＯ－１）的蛋白相对表达水平。
结果　正常组、Ｈ２Ｏ２组、ＧＬＰＳ组、Ｈ２Ｏ２＋Ｆｉｎ５６组和 Ｈ２Ｏ２＋Ｆｉｎ５６＋ＧＬＰＳ组中
丙二醛（ＭＤＡ）含量分别为（５５６±０６１）、（１５５３±０８３）、（６５１±０２９）、
（２０９２±１０３）和（１３６５±０７０）ｎｍｏｌ·ｍＬ－１，超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）含量分别
为（３７９３±１３７）、（２２４８±０５９）、（３７８１±２５６）、（１６１０±２２８）和
（２２２１±２９９）μｇ·ｍＬ－１，Ｆｅｒｒｉｔｉｎ蛋白相对表达水平分别为 １５２±００３、
１２２±００７、１４２±００６、０６４±００２和０９３±０１３，ＧＰＸ４蛋白相对表达水平
分别为３２９±０３４、１９１±０１８、２９９±０２２、１１３±００７和２４５±００５，Ｎｒｆ２蛋
白相对表达水平分别为０９０±００１、２２４±００２、２９７±００７、２４５±００７和
２７６±０１１，ＨＯ－１蛋白相对表达水平分别为 １５８±００２、１７６±００４、
２２９±００６、１６７±００２和２０３±００６。Ｈ２Ｏ２组的上述指标与正常组、Ｈ２Ｏ２＋
Ｆｉｎ５６组比较，ＧＬＰＳ组的上述指标与 Ｈ２Ｏ２组比较，Ｈ２Ｏ２＋Ｆｉｎ５６＋ＧＬＰＳ组的上
述指标与 Ｈ２Ｏ２＋Ｆｉｎ５６组、ＧＬＰＳ组比较，在统计学上差异均有统计学意义
（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１）。结论　ＧＬＰＳ能够通过激活Ｎｒｆ２／ＨＯ－１途径来改善Ｈ２Ｏ２
诱导的ＨＴ２２细胞脂质过氧化物积累和铁代谢紊乱，从而抑制铁死亡的发生。
关键词：灵孢多糖；小鼠海马神经元细胞；过氧化氢；铁死亡；脂质过氧化；核因子

Ｅ２相关因子２／血红素加氧酶－１通路
ＤＯＩ：１０１３６９９／ｊｃｎｋｉ１００１－６８２１２０２５０６０１１
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文章编号：１００１－６８２１（２０２５）０６－０８０５－０６
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（ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌｃｕｌｔｕｒｅ），Ｈ２Ｏ２ｇｒｏｕｐ（２００μｍｏｌ·Ｌ

－１Ｈ２Ｏ２），ＧＬＰＳ
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ａｎｄＨ２Ｏ２＋Ｆｉｎ５６＋ＧＬＰＳｇｒｏｕｐｗｅｒｅ（５５６±０６１），（１５５３±０８３），（６５１±０２９），（２０９２±１０３）ａｎｄ
（１３６５±０７０）ｎｍｏｌ·ｍＬ－１；ｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ（ＳＯＤ）ｗｅｒｅ（３７９３±１３７），（２２４８±０５９），
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０９０±００１，２２４±００２，２９７±００７，２４５±００７ａｎｄ２７６±０１１；ＨＯ－１ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｗｅｒｅ
１５８±００２，１７６±００４，２２９±００６，１６７±００２ａｎｄ２０３±００６，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＨ２Ｏ２ｇｒｏｕｐｗａｓｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ
ｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐａｎｄＨ２Ｏ２＋Ｆｉｎ５６ｇｒｏｕｐ，ＧＬＰＳｇｒｏｕｐｗａｓｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＨ２Ｏ２ｇｒｏｕｐ，Ｈ２Ｏ２＋Ｆｉｎ５６＋ＧＬＰＳｇｒｏｕｐｗａｓ
ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＨ２Ｏ２＋Ｆｉｎ５６ｇｒｏｕｐａｎｄＧＬＰＳｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｗｅｒｅｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１）
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＧＬＰＳｃａｎｉｍｐｒｏｖｅｌｉｐｉｄｐｅｒｏｘｉｄｅａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎａｎｄｉｒｏｎｍｅｔａｂｏｌｉｓｍｄｉｓｏｒｄｅｒｉｎｄｕｃｅｄｂｙＨ２Ｏ２ｉｎＨＴ２２
ｃｅｌｌｓｂｙａｃｔｉｖａｔｉｎｇＮｒｆ２／ＨＯ－１ｐａｔｈｗａｙ，ｔｈｅｒｅｂｙｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇｔｈｅｏｃｃｕｒｒｅｎｃｅｏｆｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｇａｎｏｄｅｒｍａｌｕｃｉｄｕｍｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ；ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌｎｅｕｒｏｎａｌｃｅｌｌｌｉｎｅ；ｈｙｄｒｏｇｅｎｐｅｒｏｘｉｄｅ；ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ；
ｌｉｐｉｄｐｅｒｏｘｉｄａｔｉｏｎ；ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｅｒｙｔｈｒｏｉｄ２－ｒｅｌａｔｅｄｆａｃｔｏｒ２／ｈｅｍｅｏｘｙｇｅｎａｓｅ－１ｐａｔｈｗａｙ

　　铁死亡是一种铁依赖性调节型细胞死亡形式，其
特征是线粒体萎缩和脂质过氧化物堆积［１］。中枢神

经系统（ｃｅｎｔｒａｌｎｅｒｖｏｕｓｓｙｓｔｅｍ，ＣＮＳ）需要铁作为氧化
还原金属产生能量并保持高水平的新陈代谢，这一过

程伴随大量自由基的产生，此时大量游离铁和脂质过

氧化物的积累能够引发炎症激活、神经元变性乃至死

亡等一系列事件［２］。铁死亡是 ＣＮＳ疾病的重要驱动
因素。灵孢多糖（ｇａｎｏｄｅｒｍａｌｕｃｉｄｕｍｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ，
ＧＬＰＳ）作为灵芝的主要有效成分，具有抗氧化、抗炎、
神经保护和免疫调节等作用［３］。研究发现，ＧＬＰＳ能
够保护神经元免受体外缺氧／复氧的损伤［４－５］。本研

究通过体外构建过氧化氢（ｈｙｄｒｏｇｅｎｐｅｒｏｘｉｄｅ，Ｈ２Ｏ２）
诱导的小鼠海马神经元细胞（ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌｎｅｕｒｏｎａｌ，
ＨＴ２２）细胞铁死亡模型，旨在探讨 ＧＬＰＳ对神经元铁
死亡的影响及作用机制。

材料与方法

１　材料
细胞　ＨＴ２２细胞，购于武汉普诺赛生物公司。
药品与试剂　ＧＬＰＳ注射液，规格：每支 ２ｍＬ／

４５ｍｇ，批号：２１１２０１，批准文号：国药准字Ｈ２０００３５１０，山
西国润制药有限公司生产；铁死亡诱导药 Ｆｉｎ５６，批
号：２６０８３，规格：每支２５ｍｇ，纯度：９８０３％，购于美国
ＭｅｄＣｈｅｍｅｘｐｒｅｓｓ生物科技公司。细胞计数试剂盒 －８
（ｃｅｌｌｃｏｕｎｔｉｎｇｋｉｔ－８，ＣＣＫ－８），购于上海碧云天生物

技术有限公司；Ｈ２Ｏ２溶液，购于南京化学试剂股份有
限公 司；聚 偏 二 氟 乙 烯 （ｐｏｌｙｖｉｎｙｌｉｄｅｎｅｆｌｕｏｒｉｄｅ，
ＰＶＤＦ）膜，购于美国 Ｍｉｌｌｏｐｒｅ公司；丙二醛（ｍａｌｏｎｄｉａｌ
ｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）、超 氧 化 物 歧 化 酶 （ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ
ｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）、过氧化氢酶（ｃａｔａｌａｓｅ，ＣＡＴ）、谷胱
甘肽过氧化物酶（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＧＳＨ－Ｐｘ）试
剂盒，均购于上海凡科维生物有限公司；细胞 Ｆｅ２＋比
色法测试盒、细胞总铁比色法测试盒，均购于武汉伊

莱瑞特生物科技股份有限公司；乳酸脱氢酶（ｌａｃｔａｔｅ
ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＬＤＨ）、活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，
ＲＯＳ）检测试剂盒，均购于北京索莱宝科技有限公司；
转铁蛋白受体（ｔｒａｎｓｆｅｒｒｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒ１，ＴｆＲ１）抗体，购于
武汉Ａｂｃｏｎａｌ公司；核受体辅活化子４（ｎｕｃｌｅａｒｒｅｃｅｐ
ｔｏｒｃｏａｃｔｉｖａｔｏｒ４，ＮＣＯＡ４）抗体，购于江苏亲科生物研
究中心有限公司；铁蛋白（Ｆｅｒｒｉｔｉｎ），购于美国 Ａｂｃａｍ
公司；核因子Ｅ２相关因子２（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｅｒｙｔｈｒｏｉｄ２－
ｒｅｌａｔｅｄｆａｃｔｏｒ２，Ｎｒｆ２）、血红素加氧酶 －１（ｈｅｍｅ
ｏｘｙｇｅｎａｓｅ－１，ＨＯ－１），均购于美国ＣＳＴ公司；二价金
属离子转运体 （ｄｉｖａｌｅｎｔｍｅｔａｌ－ｉｏｎｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ－１，
ＤＭＴ１）抗体、谷胱甘肽过氧化物酶 ４（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ
ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ４，ＧＰＸ４）抗体，均购于武汉三鹰生物技术
有限公司；Ｍ５ＨｉＰｅｒＵｎｉｖｅｒｓａｌＲＮＡＭｉｎｉＫｉｔ组织／细
胞ＲＮＡ快速提取试剂盒、２ＸＭ５ＨｉＰｅｒＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘ
ＥｓＴａｑ，均购于北京聚合美生物科技有限公司。引物，
由上海生工生物工程有限公司合成。

仪器　ＣＦＸ９６ＯｐｔｉｃｓＭｏｄｕｌｅ实时定量聚合酶链
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Ｖｏｌ４１Ｎｏ６Ｍａｒｃｈ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４２８）

反应（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅａｌ－ｔｉｍｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，
ｑＲＴ－ＰＣＲ）仪，美国Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司产品；ＡｃｃｕｒｉＣ６流
式细胞仪，美国ＢＤ公司产品；Ｆｏｒｍａ３１１１ＣＯ２细胞培
养箱，美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司产品；ＪＢ－１３
加热磁力搅拌器，上海仪电科学仪器股份有限公司产

品；１６５－８００４电泳仪，美国 Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司产品；
ＭｕｌｔｉｓｋａｎＳｋｙＨｉｇｈ多功能酶标仪，美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司产品。
２　实验方法
２１　模型构建、细胞分组与处置方法［６－９］

将ＨＴ２２细胞加入２００μｍｏｌ·Ｌ－１的Ｈ２Ｏ２并放置
于恒温ＣＯ２细胞培养箱孵育２４ｈ建立细胞损伤模型。

将生长状态良好的 ＨＴ２２细胞分为正常组、Ｈ２Ｏ２
组、ＧＬＰＳ组、Ｈ２Ｏ２＋Ｆｉｎ５６组、Ｈ２Ｏ２＋Ｆｉｎ５６＋ＧＬＰＳ
组。正常组细胞进行常规培养；Ｈ２Ｏ２组用 ２００
μｍｏｌ·Ｌ－１Ｈ２Ｏ２处理；ＧＬＰＳ组用２００μｍｏｌ·Ｌ

－１Ｈ２Ｏ２
和１００μｇ·ｍＬ－１ＧＬＰＳ处理［９］；Ｈ２Ｏ２＋Ｆｉｎ５６组用
２００μｍｏｌ·Ｌ－１Ｈ２Ｏ２处理后，加入５μｍｏｌ·Ｌ

－１Ｆｉｎ５６
干 预 １０ ｈ［６］；Ｈ２ Ｏ２ ＋ Ｆｉｎ５６ ＋ ＧＬＰＳ 组 用
２００μｍｏｌ·Ｌ－１Ｈ２Ｏ２处理后，５μｍｏｌ·Ｌ

－１Ｆｉｎ５６＋
１００μｇ·ｍＬ－１ＧＬＰＳ进行处理。
２２　铁试剂盒测定细胞内铁含量［１０－１１］

各组ＨＴ２２细胞处理２４ｈ后，收集细胞，按照细胞数
量加入适量的缓冲液，混匀后放置在冰盒上裂解１０ｍｉｎ，
以１２×１０４ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ，取上清液加入铁离子
显色液于３７℃孵育１０ｍｉｎ（测定总铁孵育４０ｍｉｎ），在
５９３ｎｍ处测定各孔光密度值，计算细胞铁含量。
２３　酶联免疫吸附试验（ｅｎｚｙｍｅ－ｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒ
ｂｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）法检测氧化应激标志物的改变［１２－１３］

各组ＨＴ２２细胞处理２４ｈ后，收集细胞以３０００
ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ，按照相应的说明书检测细胞上
清液中 ＳＯＤ、ＣＡＴ、ＭＤＡ、ＧＳＨ－Ｐｘ的含量，计算各组
氧化应激标志物的浓度。

２４　透射电子显微镜观察细胞线粒体形态变化［１４］

各组ＨＴ２２细胞（细胞密度不超过７０％）弃去培
养基，加入 ０２５％含 ＥＤＴＡ胰酶消化，以 １０００
ｒ·ｍｉｎ－１离心３～５ｍｉｎ后，弃去上清液，加入电镜固
定液吹散重悬细胞，固定并用乙醇梯度脱水后，将样

品包埋并制备成５０～１００ｎｍ的超薄切片，通过透射
电子显微镜观察线粒体的形态变化。

２５　流式细胞术测定细胞内ＲＯＳ含量［１５］

各组ＨＴ２２细胞处理２４ｈ后，去除细胞培养基，加入
用无血清培养液稀释后的１０μｍｏｌ·Ｌ－１ＤＣＦＨ－ＤＡ，
置于恒温ＣＯ２细胞培养箱孵育２０～３０ｍｉｎ，用无血清

培养液洗涤细胞３次，收集各组细胞，用流式细胞仪
检测ＲＯＳ水平，并计算平均荧光强度。
２６　ｑＲＴ－ＰＣＲ法检测各组细胞 Ｎｒｆ２、ＨＯ－１、
ＴｆＲ１、ＤＭＴ１、Ｆｅｒｒｉｔｉｎ、ＮＣＯＡ４和 ＧＰＸ４ｍＲＮＡ的表
达情况［１６］

将各组 ＨＴ２２细胞处理 ２４ｈ后，用 Ｍ５ＨｉＰｅｒ
ＵｎｉｖｅｒｓａｌＲＮＡＭｉｎｉＫｉｔ组织／细胞ＲＮＡ快速提取试剂
盒提取细胞总 ＲＮＡ，测定 ＲＮＡ浓度。根据制造商的
说明书，用 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ预混液将提取后的总
ＲＮＡ反向转录合成 ｃＤＮＡ，在 ｑＲＴ－ＰＣＲ系统上进行
ＰＣＲ扩增，以β－ａｃｔｉｎ作为内参，用２－ΔΔＣｔ方法计算基
因相对表达水平。

２７　蛋白质印迹法检测各组细胞 Ｎｒｆ２、ＨＯ－１、
ＴｆＲ１、ＤＭＴ１、Ｆｅｒｒｉｔｉｎ、ＮＣＯＡ４和 ＧＰＸ４蛋白的表达
情况［１７］

各组ＨＴ２２处理２４ｈ后，收集细胞加入 ＲＩＰＡ裂
解液、蛋白酶抑制药以及磷酸化蛋白酶抑制药，置于

冰上裂解２０～３０ｍｉｎ，于４℃下，以１５×１０４ｒ·ｍｉｎ－１

离心１５ｍｉｎ收取上清液，测定并统一蛋白浓度后制胶
上样，通过凝胶电泳分离蛋白并转膜至 ＰＶＤＦ膜上，
使用５％脱脂牛奶室温摇床封闭１～２ｈ，加入稀释好
的Ｎｒｆ２、ＨＯ－１、ＴｆＲ１、ＤＭＴ１、Ｆｅｒｒｉｔｉｎ、ＮＣＯＡ４和 ＧＰＸ４
一抗，放入４℃冰箱摇床缓慢孵育１２ｈ。次日 ＴＢＳＴ
洗涤３次后加入二抗，室温摇床孵育２ｈ，用ＥＣＬ超敏
发光液和化学成像发光系统检测目标条带。

３　统计学处理
用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８０软件进行统计分析。计量

资料以 珋ｘ±ｓ表示。多组间比较用单因素方差分析，组
间两两比较用多重ｔ检验。

结　　果

１　ＧＬＰＳ对Ｈ２Ｏ２诱导的ＨＴ２２细胞内铁含量和相关

蛋白相对表达水平的影响

正常组给予常规培养；Ｈ２Ｏ２组给予２００μｍｏｌ·Ｌ
－１

Ｈ２Ｏ２；ＧＬＰＳ组给予 ２００μｍｏｌ· Ｌ－１Ｈ２Ｏ２ ＋１００
μｇ·ｍＬ－１ＧＬＰＳ；Ｈ２Ｏ２＋Ｆｉｎ５６组给予２００μｍｏｌ·Ｌ

－１

Ｈ２Ｏ２＋５μｍｏｌ·Ｌ
－１Ｆｉｎ５６；Ｈ２Ｏ２＋Ｆｉｎ５６＋ＧＬＰＳ组给

予 ２００μｍｏｌ·Ｌ－１ Ｈ２Ｏ２ ＋５μｍｏｌ·Ｌ
－１ Ｆｉｎ５６＋

１００μｇ·ｍＬ－１ＧＬＰＳ。
Ｈ２Ｏ２组与正常组比较，ＧＬＰＳ组与 Ｈ２Ｏ２组比较，

Ｆｅ２＋、总铁含量和 ＴｆＲ１、ＤＭＴ１、ＮＣＯＡ４、Ｆｅｒｒｉｔｉｎ、ＧＰＸ４
蛋白相对表达水平在统计学上差异均有统计学意义

（均Ｐ＜００５），见表１。
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表１　灵孢多糖（ＧＬＰＳ）对Ｈ２Ｏ２诱导的ＨＴ２２细胞内铁含量和铁死亡标志物蛋白相对表达水平的影响（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｇａｎｏｄｅｒｍａｌｕｃｉｄｕｍｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ（ＧＬＰＳ）ｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆｉｒｏｎｃｏｎｔｅｎｔａｎｄｉｒｏｎｄｅａｔｈｍａｒｋｅｒｐｒｏｔｅｉｎｉｎ
ＨＴ２２ｃｅｌｌｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙＨ２Ｏ２（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ Ｆｅ２＋（ｎｍｏｌ·１０－６） Ｆｅ（ｎｍｏｌ·１０－６） ＴｆＲ１ ＤＭＴ１ Ｆｅｒｒｉｔｉｎ ＮＣＯＡ４ ＧＰＸ４

Ｎｏｒｍａｌ ６ ０１８±００１ ０４８±００２ ０５５±００１ ０５７±０００ １１３±００１ １０６±００３ １２６±００６
Ｈ２Ｏ２ ６ ０３０±００１ ０８４±００１ ０７９±００３ ０８４±００２ ０８８±００２ １３４±００５ ０９３±００１

ＧＬＰＳ ６ ０２３±００３＃＃ ０５７±００１＃＃ ０６５±００４＃＃ ０６２±００３＃＃ １１４±００４＃＃ ０９９±００３＃＃ １１９±００４＃＃

Ｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ：Ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌｃｕｌｔｕｒｅ；Ｈ２Ｏ２ｇｒｏｕｐ：２００μｍｏｌ·Ｌ－１Ｈ２Ｏ２；ＧＬＰＳｇｒｏｕｐ：１００μｇ·ｍＬ－１ＧＬＰＳ；ＴｆＲ１：Ｔｒａｎｓｆｅｒｒｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒ１；ＤＭＴ１：

Ｄｉｖａｌｅｎｔｍｅｔａｌ－ｉｏｎｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ－１；ＮＣＯＡ４：Ｎｕｃｌｅａｒｒｅｃｅｐｔｏｒｃｏａｃｔｉｖａｔｏｒ４；ＧＰＸ４：Ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ４；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００５，
Ｐ＜００１；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＨ２Ｏ２ｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１

２　ＧＬＰＳ对Ｈ２Ｏ２诱导的ＨＴ２２细胞线粒体形态结构
变化的影响

Ｈ２Ｏ２组与正常组比较，细胞线粒体双层膜密度增
加、线粒体嵴断裂，部分外膜破裂；ＧＬＰＳ组与 Ｈ２Ｏ２组
比较，线粒体形态损伤得到明显改善，双层膜密度降

低、嵴增加，内外膜较完整；而 Ｈ２Ｏ２＋Ｆｉｎ５６组相较于
Ｈ２Ｏ２组线粒体结构损伤进一步加重，出现嵴消失和外
膜塌陷现象；Ｈ２Ｏ２＋Ｆｉｎ５６＋ＧＬＰＳ组与Ｈ２Ｏ２＋Ｆｉｎ５６组
比较，线粒体结构损伤得到轻微改善，但相比于 ＧＬＰＳ
组双层膜密度依然较厚且嵴断裂消失显著，见图１。
３　ＧＬＰＳ对Ｈ２Ｏ２诱导的ＨＴ２２细胞氧化应激水平的
影响

Ｈ２Ｏ２组与正常组比较，ＧＬＰＳ组、Ｈ２Ｏ２＋Ｆｉｎ５６组
　　

与Ｈ２Ｏ２组比较，Ｈ２Ｏ２＋Ｆｉｎ５６＋ＧＬＰＳ组与 ＧＬＰＳ组比
较，细胞内ＳＯＤ、ＣＡＴ、ＭＤＡ含量和 ＧＳＨ－Ｐｘ活性，在
统计学上差异均有统计学意义（Ｐ＜００１，Ｐ＜００５）；
Ｈ２Ｏ２＋Ｆｉｎ５６＋ＧＬＰＳ组与 Ｈ２Ｏ２＋Ｆｉｎ５６组比较，细胞
内ＳＯＤ、ＣＡＴ、ＭＤＡ含量，在统计学上差异均有统计学
意义（Ｐ＜００１，Ｐ＜００５），见表２。
４　ＧＬＰＳ对Ｈ２Ｏ２诱导的ＨＴ２２细胞ＲＯＳ水平的影响

正常组、Ｈ２Ｏ２组、ＧＬＰＳ组、Ｈ２Ｏ２＋Ｆｉｎ５６组、Ｈ２Ｏ２＋
Ｆｉｎ５６＋ＧＬＰＳ组 的 细 胞 内 ＲＯＳ水 平 分 别 为
１１２８±３１１、３４９８±１５６、１２６０±２１６、４８７３±０５９和
２３４５±３８８，Ｈ２Ｏ２组与正常组比较，ＧＬＰＳ组、Ｈ２Ｏ２＋
Ｆｉｎ５６组与 Ｈ２Ｏ２组比较，Ｈ２Ｏ２＋Ｆｉｎ５６＋ＧＬＰＳ组与
Ｈ２Ｏ２＋Ｆｉｎ５６组、ＧＬＰＳ组比较，在统计学上差异均有
　　

图 １　用透射电子显微镜观察各组细胞线粒体结构形态的变化（×２０×１０４）
Ｆｉｇｕｒｅ１　 Ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙｗａｓｕｓｅｄｔｏｏｂｓｅｒｖｅｔｈｅｃｈａｎｇｅｓｏｆｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅａｎｄｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ
（×２０×１０４）
Ｒｅｄａｒｒｏｗ：ＴｈｅｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌａｎｄｓｔｒｕｃｔｕｒａｌｃｈａｎｇｅｓｏｆｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｉｎＨＴ２２ｃｅｌｌｓ；Ｈ２Ｏ２＋Ｆｉｎ５６ｇｒｏｕｐ：２００μｍｏｌ·Ｌ－１Ｈ２Ｏ２＋５μｍｏｌ·Ｌ－１Ｆｉｎ５６；

Ｈ２Ｏ２＋Ｆｉｎ５６＋ＧＬＰＳｇｒｏｕｐ：２００μｍｏｌ·Ｌ－１Ｈ２Ｏ２＋５μｍｏｌ·Ｌ－１Ｆｉｎ５６＋１００μｇ·ｍＬ－１ＧＬＰＳ

表２　ＧＬＰＳ对各组细胞氧化应激水平的影响（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ２　ＥｆｆｅｃｔｏｆＧＬＰＳｏｎｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓｏｆｃｅｌｌｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ ＳＯＤ（μｇ·ｍＬ－１） ＣＡＴ（ｐｇ·ｍＬ－１） ＭＤＡ（ｎｍｏｌ·ｍＬ－１） ＧＳＨ－Ｐｘ（ｎｇ·ｍＬ－１）

Ｎｏｒｍａｌ ６ ３７９３±１３７ ４１５６０１±１２６３５ ５５６±０６１ １０７７０±３０７
Ｈ２Ｏ２ ６ ２２４８±０５９ ３１８４３５±２９６９２ １５５３±０８３ ８３８７±１１４

ＧＬＰＳ ６ ３７８１±２５６＃＃ ４２４９７７±２２０５５＃＃ ６５１±０２９＃＃ １０１３０±３５０＃＃

Ｈ２Ｏ２＋Ｆｉｎ５６ ６ １６１０±２２８＃ ２４５０２９±１１５５５＃ ２０９２±１０３＃＃ ５７９１±４７３＃＃

Ｈ２Ｏ２＋Ｆｉｎ５６＋ＧＬＰＳ ６ ２２２１±２９９＠＠＆ ３２２８１９±２２８０２＠＠＆＆ １３６５±０７０＠＠＆＆ ６５００±４４３＠＠

Ｄｏｓｅｒｅｆｅｒｔｏｆｉｇｕｒｅ１；ＳＯＤ：Ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ；ＣＡＴ：Ｃａｔａｌａｓｅ；ＭＤＡ：Ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ；ＧＳＨ－Ｐｘ：Ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｎｏｒｍａｌ
ｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００１；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＨ２Ｏ２ｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＧＬＰＳｇｒｏｕｐ，＠＠Ｐ＜００１；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＨ２Ｏ２＋Ｆｉｎ５６ｇｒｏｕｐ，
＆Ｐ＜００５，＆＆Ｐ＜００１



ＣｈｉｎＪＣｌｉｎＰｈａｒｍａｃｏｌ 　８０９　　

Ｖｏｌ４１Ｎｏ６Ｍａｒｃｈ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４２８）

表３　ＧＬＰＳ对各组细胞中核因子Ｅ２相关因子２／血红素加氧酶－１（Ｎｒｆ２／ＨＯ－１）信号途径及铁死亡相关标志物的ｍＲＮＡ表达水
平的影响（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ３　ＥｆｆｅｃｔｏｆＧＬＰＳｏｎｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｅｒｙｔｈｒｏｉｄ２－ｒｅｌａｔｅｄｆａｃｔｏｒ２（Ｎｒｆ２）／ｈｅｍｅｏｘｙｇｅｎａｓｅ－１（ＨＯ－１）
ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙａｎｄｉｒｏｎｄｅａｔｈｒｅｌａｔｅｄｍａｒｋｅｒｓｉｎｃｅｌｌｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ＴｆＲ１ ＤＭＴ１ Ｆｅｒｒｉｔｉｎ ＮＣＯＡ４ ＧＰＸ４ Ｎｒｆ２ ＨＯ－１

Ｎｏｒｍａｌ １０１±０２１ １００±００５ １００±００４ １００±００４ １００±００３ １０１±００８ １０１±００９
Ｈ２Ｏ２ ３１０±００７ ２４３±０１４ ０４２±００４ ４１２±０６２ ０４９±００２ １２２±００７ １３２±００９

ＧＬＰＳ １２７±００８＃＃ １０８±００５＃＃ ０８８±００３＃＃ １３４±００６＃＃ ０９０±００６＃＃ ２２９±０１８＃＃ １８１±００５＃＃

Ｈ２Ｏ２＋Ｆｉｎ５６ ６７６±０５３＃＃ ３９４±０２５＃＃ ０２８±００１＃＃ ５６５±０３７＃ ０１６±０００＃＃ １５４±０１２＃ １３６±００８
Ｈ２Ｏ２＋Ｆｉｎ５６＋ＧＬＰＳ ４５７±０２７＠＠＆＆ ２４４±０１５＠＠＆＆ ０５１±００２＠＠＆＆ ４０９±０２１＠＠＆＆ ０２８±００１＠＠＆＆ １８７±００３＠＆ １５７±００４＠＆

Ｄｏｓｅａｎｄｎｒｅｆｅｒｔｏｔａｂｌｅｔ２；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＨ２Ｏ２ｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ

ＧＬＰＳｇｒｏｕｐ，＠Ｐ＜００５，＠＠Ｐ＜００１；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＨ２Ｏ２＋Ｆｉｎ５６ｇｒｏｕｐ，＆Ｐ＜００５，＆＆Ｐ＜００１

表４　ＧＬＰＳ对各组细胞中Ｎｒｆ２／ＨＯ－１信号途径及铁死亡相关标志物的蛋白相对表达水平的影响（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ４　ＥｆｆｅｃｔｏｆＧＬＰＳｏｎＮｒｆ２／ＨＯ－１ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｉｒｏｎｄｅａｔｈｒｅｌａｔｅｄｍａｒｋｅｒｓｉｎｃｅｌｌｓｏｆｅａｃｈ
ｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ＴｆＲ１ ＤＭＴ１ Ｆｅｒｒｉｔｉｎ ＮＣＯＡ４ ＧＰＸ４ Ｎｒｆ２ ＨＯ－１

Ｎｏｒｍａｌ ０５０±００２ ０４７±００２ １５２±００３ １１７±００４ ３２９±０３４ ０９０±００１ １５８±００２
Ｈ２Ｏ２ １１３±００３ ０８８±００４ １２２±００７ １３４±００５ １９１±０１８ ２２４±００２ １７６±００４

ＧＬＰＳ ０４４±００１＃＃ ０６９±００３＃＃ １４２±００６＃ １１７±００２＃ ２９９±０２２＃＃ ２９７±００７＃＃ ２２９±００６＃＃

Ｈ２Ｏ２＋Ｆｉｎ５６ １５９±０１４＃＃ １１４±００５＃＃ ０６４±００２＃＃ １６７±００４＃＃ １１３±００７＃＃ ２４５±００７＃ １６７±００２
Ｈ２Ｏ２＋Ｆｉｎ５６＋ＧＬＰＳ １０９±００５＠＠＆＆ ０９３±００４＠＠＆＆ ０９３±０１３＠＠＆＆ １４４±００８＠＠＆＆ ２４５±００５＠＆＆ ２７６±０１１＠＆＆ ２０３±００６＠＠＆＆

Ｄｏｓｅａｎｄｎｒｅｆｅｒｔｏｔａｂｌｅｔ２；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＨ２Ｏ２ｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ

ＧＬＰＳｇｒｏｕｐ，＠Ｐ＜００５，＠＠Ｐ＜００１；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＨ２Ｏ２＋Ｆｉｎ５６ｇｒｏｕｐ，＆Ｐ＜００５，＆＆Ｐ＜００１

统计学意义（均Ｐ＜００５）。
５　ＧＬＰＳ对Ｈ２Ｏ２诱导的 ＨＴ２２细胞中 Ｎｒｆ２／ＨＯ－１
信号途径及铁死亡相关标志物的 ｍＲＮＡ和蛋白相对
表达水平的影响

Ｈ２Ｏ２组与正常组比较，ＧＬＰＳ组、Ｈ２Ｏ２＋Ｆｉｎ５６组
与Ｈ２Ｏ２组比较，Ｈ２Ｏ２＋Ｆｉｎ５６＋ＧＬＰＳ组与 Ｈ２Ｏ２＋
Ｆｉｎ５６组、ＧＬＰＳ组比较，细胞内 ＴｆＲ１、ＤＭＴ１、Ｆｅｒｒｉｔｉｎ、
ＮＣＯＡ４、ＧＰＸ４、Ｎｒｆ２、ＨＯ－１ｍＲＮＡ和蛋白相对表达水
平，在统计学上差异均有统计学意义（Ｐ＜００１，
Ｐ＜００５），见表３和表４。

讨　　论

研究表明，神经元铁过载可能是导致神经元损伤

不可逆的关键事件［１８］。针对这种现象，以改善氧化

应激诱导的细胞铁死亡为切入点，揭示ＣＮＳ疾病的机
制并寻找有效的干预措施已成为当前的研究热点。

本研究用 Ｈ２Ｏ２诱导 ＨＴ２２细胞，结果发现，Ｈ２Ｏ２
组细胞存活率较正常组明显降低，Ｆｅ２＋和总铁含量明
显增加，铁代谢相关蛋白平衡稳态被打破，提示 Ｈ２Ｏ２
能够诱导 ＨＴ２２细胞发生铁死亡，经 ＧＬＰＳ处理后能
够有效改善 ＨＴ２２细胞的铁死亡。Ｆｉｎ５６是一种特异

性的铁死亡诱导药，能够通过诱导 ＧＰＸ４降解来引发
铁死亡。因此，为进一步明确 ＧＬＰＳ在治疗铁死亡中
发挥的作用及分子机制，本研究用 Ｆｉｎ５６干预 ＨＴ２２
细胞进行了探索。

铁死亡作为一种独特的氧化应激诱导的细胞死

亡途径，线粒体结构异常被认为是其典型形态特征，

铁过载和氧化应激能够触发细胞铁死亡［１９］。在本研

究中，Ｈ２Ｏ２组较正常组铁含量明显增加，铁代谢平衡
稳态被打破，线粒体结构受损严重，氧化应激水平显

著升高，抗氧化酶活力显著降低；经 ＧＬＰＳ处理后，有
效逆转了这一改变；而经Ｆｉｎ５６干预后，细胞线粒体结
构和氧化应激反应进一步加重；加入 ＧＬＰＳ轻微改善
了上述现象。

细胞具有内源性抗氧化防御系统，能够维持机体

氧化还原动态平衡。研究发现，激活细胞内源性抗氧

化途径是防治铁死亡的有效方法［２０］。最具代表性的

就是 Ｎｒｆ２／ＨＯ－１信号通路，对于维持细胞内氧化还
原平衡至关重要，其中Ｎｒｆ２是通过上调抗氧化基因来
对抗组织氧化应激的主要调节因子，活化的Ｎｒｆ２能够
易位到细胞核，激活抗氧化基因的转录，而 ＨＯ－１作
为Ｎｒｆ２的下游靶激酶，通过降解细胞内促氧化血红
素，产生胆红素的前体胆绿素来发挥抗氧化和细胞保
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护作用，但 Ｎｒｆ２在神经元中的表达较弱，往往缺乏足
够的抗氧化蛋白对抗氧化应激反应［２１－２２］。在本研究

中，Ｈ２Ｏ２组的 Ｎｒｆ２／ＨＯ－１表达水平均较正常组显著
升高；经Ｆｉｎ５６干预后被进一步激活；而在 Ｆｉｎ５６干预
前后，ＧＬＰＳ都能有效地激活 Ｎｒｆ２／ＨＯ－１信号通路。
这说明ＧＬＰＳ能够激活Ｎｒｆ２／ＨＯ－１信号途径，增强细
胞内源性抗氧化能力，改善细胞铁死亡。

本研究提示，ＧＬＰＳ能够通过减轻氧化应激反应，
平衡铁稳态和改善线粒体结构损伤来改善Ｈ２Ｏ２诱导
的ＨＴ２２细胞铁死亡，其作用机制可能与Ｎｒｆ２／ＨＯ－１
通路的激活有关。
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ｔｈｅＰＩ３Ｋ／Ｎｒｆ２／ＨＯ１ｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］ＩｎｔＪＭｏｌＭｅｄ，２０２２，４９

（４）：５３

［２２］　ＬＥＶＩＮＧＳＤＣ，ＰＡＴＨＡＫＳＳ，ＹＡＮＧＹＭ，ｅｔａｌＬｉｍｉｔｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｏｆＮｒｆ２ｉｎｎｅｕｒｏｎｓａｃｒｏｓｓｔｈｅｃｅｎｔｒａｌｎｅｒｖｏｕｓｓｙｓｔｅｍ［Ｊ／ＯＬ］Ｒｅｄｏｘ

Ｂｉｏｌ，２０２３，６５：１０２８３０２０２３－０７－２６［２０２４－０８－２３］

ｈｔｔｐｓ：／／ｐｕｂｍｅｄｎｃｂｉｎｌｍｎｉｈｇｏｖ／３７５４４２４５／

（收稿日期２０２４－１０－１０）


