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红景天苷调控非泛素化 FUNDC1线粒体自噬途径
抑制 HT22细胞糖氧剥夺 /复氧后铁死亡

杜秋思，廖君*

( 湖南中医药大学 医学院，湖南 长沙 410208)

［摘要］ 基于线粒体自噬受体 FUN14结构域蛋白 1( FUNDC1) 是否是线粒体自噬与神经元铁死亡的关联靶点，探讨红景天苷
( Sal) 是否可以通过诱导 FUNDC1的表达，调控线粒体自噬从而抑制氧糖剥夺 /复氧( OGD/Ｒ) 后神经元铁死亡，起到神经系统
保护作用。建立 HT22 细胞 ODG/Ｒ 培养制作神经元缺血再灌注损伤模型，进行 3 部分实验: ①对照组、OGD/Ｒ 组、铁抑素
( Fer-1) 组、过表达 FUNDC1( OV-FUNDC1) 组、OV-FUNDC1+Fer-1组; ②对照组、OGD/Ｒ 组、自噬抑制剂 3-甲基腺嘌呤( 3MA)
组、Sal组、Sal+3MA组;③对照组、OGD/Ｒ组、Sal组、沉默 FUNDC1( Si-FUNDC1) 组、Sal+Si-FUNDC1组。第一部分实验，CCK-8
法检测各组细胞存活率; 蛋白免疫印迹法检测螯合体 1( p62) 、微管相关蛋白轻链 3( LC3) 、酰基辅酶 A合成酶长链家族成员 4
( ACSL4) 、谷胱甘肽过氧化物酶 4( GPX4) 蛋白水平。结果显示，与对照组相比，OGD/Ｒ 组 p62、GPX4 蛋白表达显著降低( P＜
0. 05，P＜0. 01) ，ACSL4蛋白表达显著升高( P＜0. 01) ; 与 OGD/Ｒ 组相比，OV-FUNDC1 组 LC3、GPX4 蛋白表达显著升高( P＜
0. 05，P＜ 0. 01) ，p62 和 ACSL4 蛋白表达显著降低( P＜ 0. 05，P＜ 0. 01) 。第二部分实验，Sal 干预后蛋白免疫印迹法检测
FUNDC1、p62、LC3、ACSL4、GPX4蛋白水平，JC-1检测线粒体膜电位变化。结果显示，与 OGD/Ｒ组相比，Sal组 FUNDC1、LC3、
GPX4蛋白表达显著升高( P＜0. 01) ，p62、ACSL4蛋白表达显著降低( P＜0. 01) ，线粒体膜电位显著升高( P＜0. 01) ; 3MA组线粒
体膜电位显著降低( P＜0. 01) 。第三部分实验，沉默 FUNDC1后，使用亚铁离子( Fe2+ ) 试剂盒检测细胞中 Fe2+含量; 流式细胞
术检测细胞活性氧( ＲOS) 水平; MitoTracker Ｒed检测线粒体功能; 试剂盒检测细胞三磷酸腺苷( ATP ) 、谷胱甘肽( GSH) 含量;
免疫荧光检测 ACSL4、GPX4表达; 蛋白免疫印迹法检测 p62、LC3、ACSL4、GPX4蛋白水平。结果显示，与 Si-FUNDC1 组相比，
Sal组 Fe2+浓度显著降低( P＜0. 01) ; ＲOS表达显著降低( P＜0. 01) ; MitoTracker Ｒed检测荧光强度显著升高( P＜0. 01) ; GSH含
量显著升高( P＜0. 01) ; ACSL4荧光强度显著下降( P＜0. 01) ，GPX4荧光强度显著上升( P＜0. 01) ; LC3、GPX4 蛋白表达显著升
高( P＜0. 01) ，p62、ACSL4蛋白表达显著降低( P＜0. 01) 。该研究揭示 FUNDC1可能是缺血再灌注后神经元线粒体自噬与铁死
亡的关联靶蛋白，而 Sal干预可通过促进非泛素化 FUNDC1线粒体自噬途径抑制神经元缺血再灌注后铁死亡。
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Salidroside suppresses ferroptosis in HT22 cells following oxygen-glucose
deprivation /reoxygenation through regulation of non-ubiquitinated

FUNDC1-dependent mitophagy pathway

DU Qiu-si，LIAO Jun*

( Medical School，Hunan University of Chinese Medicine，Changsha 410208，China)

［Abstract］ This study aims to investigate whether the mitophagy receptor FUN14 domain-containing 1 ( FUNDC1) serves as a
molecular link between mitophagy and neuronal ferroptosis，and to determine whether salidroside ( Sal) can inhibit neuronal ferroptosis
after oxygen-glucose deprivation / reoxygenation ( OGD/Ｒ) by inducing FUNDC1 expression and regulating mitophagy，thereby exerting
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neuroprotective effects． An in vitro model of neuronal ischemia-reperfusion injury was established with HT22 cells subjected to OGD/Ｒ．
The experiment consisted of three parts: ① control，OGD/Ｒ，ferrostatin-1 ( Fer-1) ，FUNDC1 overexpression ( OV-FUNDC1) ，and
OV-FUNDC1+Fer-1 groups; ② control，OGD/Ｒ，3-methyladenine ( 3MA，an autophagy inhibitor) ，Sal，and Sal+3MA groups; ③
control，OGD/Ｒ，Sal，FUNDC1 silencing ( Si-FUNDC1) ，and Sal+Si-FUNDC1 groups． In the first part of the experiment，the survival
rate of cells in each group was detected by the CCK-8 assay，and the protein levels of p62，microtubule-associated protein light chain
3 ( LC3) ，acyl-CoA synthetase long-chain family 4 ( ACSL4) ，and glutathione peroxidase 4 ( GPX4) were measured by Western blot．
The results showed that compared with the control group，the OGD/Ｒ group had down-regulated protein levels of p62 and GPX4 ( P＜
0. 05，P＜0. 01) and up-regulated protein level of ACSL4 ( P＜ 0. 01) ; compared with the OGD/Ｒ group，the OV-FUNDC1 group
showed increased protein levels of LC3 and GPX4 ( P＜0. 05，P＜0. 01) and decreased protein levels of p62 and ACSL4 ( P＜0. 05，P＜
0. 01) ． In the second part of the experiment，after Sal intervention，the protein levels of FUNDC1，p62，LC3，ACSL4，and GPX4
were determined by Western blot，and changes in mitochondrial membrane potential were measured via JC-1． The results showed that
compared with the OGD/Ｒ group，the Sal group had up-regulated protein levels of FUNDC1，LC3，and GPX4 ( P＜0. 01) ，down-
regulated protein levels of p62 and ACSL4 ( P＜0. 01) ，and increased mitochondrial membrane potential ( P＜0. 01) ; the 3MA group
showed decreased mitochondrial membrane potential ( P＜0. 01) ． In the third part of the experiment，after silencing of FUNDC1，the
intracellular Fe2+ content was measured via a ferrous ion assay kit; reactive oxygen species ( ＲOS) levels were measured by flow
cytometry; the mitochondrial function was assessed via MitoTracker Ｒed; adenosine triphosphate( ATP) and glutathione ( GSH) levels
were detected using assay kits; the expression of ACSL4 and GPX4 was detected by immunofluorescence; the protein levels of p62，
LC3，ACSL4，and GPX4 were measured by Western blot． The results showed that compared with the Si-FUNDC1 group，the Sal group
had decreased Fe2+ concentration ( P＜0. 01) ，reduced ＲOS level ( P＜0. 01) ，increased MitoTracker Ｒed fluorescence intensity ( P＜
0. 01) and GSH content ( P＜0. 01) ，weakened ACSL4 fluorescence intensity ( P＜0. 01) ，enhanced GPX4 fluorescence intensity ( P＜
0. 01) ，up-regulated protein levels of LC3 and GPX4 ( P＜0. 01) ，and down-regulated protein levels of p62 and ACSL4 ( P＜0. 01) ．
This study reveals that FUNDC1 may be a key protein linking mitochondrial autophagy and ferroptosis in neurons after ischemia-
reperfusion injury，and Sal intervention can inhibit neuronal ferroptosis after ischemia-reperfusion by promoting the non-ubiquitinated
FUNDC1-dependent mitophagy pathway．
［Key words］ cerebral ischemia-reperfusion injury; mitophagy; ferroptosis; salidroside
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缺血性脑卒中是由各种原因导致的脑组织血液

供应障碍，并由此产生缺血缺氧性坏死，进而出现神

经功能障碍的一组临床综合征［1］。在我国，脑卒中
患病率整体呈上升趋势，患病人数高居世界首位，因

其病死率及复发率较高，给社会经济和患者本身带

来巨大负担［2］。脑缺血再灌注是缺血后的血流再
通和复氧引发一系列脑部的“瀑布式”级联效应，自
由基、钙超载、兴奋性氨基酸、炎症等进一步加重脑
组织损伤［3］。因此，亟需阐明缺血性脑卒中神经元
死亡相关机制，研发有效的神经保护药物。
值得注意的是，在缺血性脑卒中神经元死亡的

复杂机制中，线粒体自噬与铁死亡途径的交互作用

已成为研究焦点。线粒体自噬是选择性自噬的一种
形式，自噬泡识别受损线粒体并进行特异性降解，防

止过量的活性氧( ＲOS) 产生和细胞死亡，以维持细
胞的代谢稳定［4］。FUN14 结构域蛋白 1( FUNDC1)
是一种非泛素依赖型线粒体自噬相关蛋白，能直接

与自噬体膜上的微管相关蛋白轻链 3( LC3) 相互作
用，从而介导线粒体自噬［5］。在缺氧条件下
FUNDC1的过表达在损伤早期增强神经元线粒体自
噬，改善线粒体损伤，从而减少神经元凋亡［6］。研
究表明，组织型纤溶酶原激活剂 ( tPA ) 诱导的
FUNDC1依赖的线粒体自噬可抑制脑缺血再灌注的
神经元损伤［7］。铁死亡是铁依赖的，诱导脂质过氧
化物生成的程序性细胞死亡方式［8］。研究发现，铁
死亡参与了多器官缺血再灌注损伤的病理机制，而

铁死亡抑制剂可靶向铁死亡调节基因，起到减轻缺

血再灌注损伤的作用［9］。研究发现，铁死亡与线粒
体自噬密切相关: 破坏线粒体铁硫簇合物( ISCs) 后，
铁调节蛋白 1 ( IＲP1) 可抑制抗凋亡蛋白 B 细胞超
大淋巴瘤( Bcl-xL) 翻译，导致磷酸甘油酸变位酶 5
( PGAM5) 与 Bcl-xL 分离，可启动 FUNDC1 介导的
线粒体自噬［10］。短期高脂摄入会导致 FUNDC1 缺
失，诱导特异性蛋白 1( SP1) -酰基辅酶 A 合成酶长
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链家族成员 4( ACLS4) 轴调控的铁死亡［11］。
红景天作为一种传统中药用于医学治疗已有上

千年历史，2020年版《中国药典》记载红景天“益气
活血，通脉平喘”，可用于治疗“气虚血瘀，胸痹心
痛，中风偏瘫，倦怠气喘”［12］。红景天苷作为红景天
中主要的活性成分，多项研究证明其具有抗氧化应

激、保护血脑屏障损伤、抗细胞凋亡、保护神经元的
作用［13］。研究表明，红景天苷可通过抑制氧化应
激，通过线粒体保护作用逆转大鼠肾上腺髓质嗜铬

瘤分化细胞株( PC12细胞) 的缺氧损伤［14］。红景天
苷可通过抗氧化应激降低线粒体通透性和线粒体损

伤，促进线粒体自噬从而清除受损的线粒体［15］。且
有研究指出红景天苷可以通过减少神经元铁死亡发

挥神经保护作用［16］。本研究聚焦于红景天苷调控
线粒体自噬与铁死亡的交互作用，为缺血性脑卒中

治疗提供创新性药物研发策略与理论依据。
1 材料
1. 1 细胞株 小鼠海马神经元细胞系 HT22 细胞
系购自武汉普诺赛生命科技有限公司，批号 CL-
0697。
1. 2 药品与试剂 红景天苷购自上海源叶生物科
技有限公司，批号 B20504-20mg; DMEM 培养基、胰
酶购自武汉普诺赛生命科技有限公司，批号分别为

PM151210、PM180226; 3-甲基腺嘌呤( 3MA) 、铁抑
素( Fer-1) 购自美国 MedChemExpress 公司，批号分
别为 HY-19312、HY-100579; 兔谷胱甘肽过氧化物
酶 4 ( GPX4) 抗体、兔 β-actin 抗体、兔 LC3 抗体、兔
螯合体 1( p62) 抗体、兔 ACSL4 抗体、兔 FUNDC1 抗
体购自武汉三鹰生物科技有限公司，批号分别为

30388-1-AP、20536-1-AP、14600-1-AP、31403-1-AP、
22401-1-AP、28519-1-AP ; ＲIPA裂解液、蛋白磷酸酶
抑制剂混合物、蛋白酶抑制剂混合物购自康为世纪
生物 科 技 有 限 公 司，批 号 分 别 为 CW2333、
CW2383S、CW2200S; 超敏 ECL 化学发光底物购自
上海万盛昊天生物技术有限公司，批号 EZWB01-2;
细胞亚铁比色法试剂盒、增强型细胞活力检测试剂
盒购自武汉伊莱瑞特生物科技股份有限公司，批号

分别为 E-BC-K881-M、E-CK-A362; ＲOS 试剂盒购自
上海碧云天生物技术有限公司，批号 S0033S; 三磷
酸腺苷( ATP) 、谷胱甘肽( GSH) 含量测试盒购自南
京建成生物工程研究所，批号分别为 A095-1-1、
A006-2-1。

1. 3 仪器 CO2 培养箱( 型号 150i) 、水套式三气
培养箱( 型号 Forma Steri-Cycle i160) 、微量台式高
速冷冻离心机( 型号 SorvallTM LegendTM Micro 21Ｒ)
购自美国赛默飞世尔科技有限公司; mini PＲOTE-
ANTetra Cell电泳槽、mini Trans-Blot Ⓡ Cell 转膜槽
及电源购自美国 Bio-Ｒad 公司，型号 mini-sub Cell
GT。
2 方法
2. 1 细胞培养 HT22细胞培养遵循标准神经元细
胞体外培养方案，具体条件如下: 细胞置于 37 ℃、
5% CO2 的恒温恒湿培养箱中培养，定期观察细胞

贴壁状态及增殖情况。采用高糖型 DMEM 培养基，
补充 10%胎牛血清( FBS) 、1%青霉素-链霉素双抗
溶液( 100 U·mL－1青霉素和 100 μg·mL－1链霉素) ，

充分混匀后经 0. 22 μm滤膜过滤除菌。
2. 2 细胞转染 过表达 FUNDC1 及敲低 FUNDC1
由苏州海星生物科技有限公司构建，序列分别为 5'-
TGTATTTGGCCACAGTTCCG-3'、5'-TGTGATGTGAC-
CCTGATGCC-3'。取状态良好的对数生长期细胞消
化离心去上清液，使用 PBS 重悬计数并取 1×106 个

细胞至 EP 管，离心获得细胞沉淀。使用电转缓冲
液重悬细胞，并加入质粒充分混匀。输入最适电转
参数，对上述混合物进行电转，并在同样参数下电转

增强型绿色荧光蛋白( EGFP ) 对照组。将电转后的
各组细胞分别转移至对应的培养器皿中，放置培养

箱培养 24 h后观察细胞状态，并根据 EGFP 对照组
情况判断本次电转效率。使用含药培养基，继续培
养稳转细胞株进行扩大培养。使用 qPCＲ 验证转染
效率，过表达 FUNDC1 的相对表达量是对照组的
206. 33倍; 敲低 FUNDC1的相对表达量为对照组的
0. 05倍。
2. 3 氧糖剥夺 /复氧( OGD /Ｒ) 模型建立与给药
待细胞生长密度大约至 90%，除对照组外，去掉上
清液，用 PBS清洗 1次，加入 100 μL无糖培养基，置
于 37 ℃，94% N2、1% O2、5% CO2 的三气培养箱中

培养 2 h后去除上清培养基，用 PBS洗涤 2次，加入
100 μL正常完全培养基或含相应药物( 1 μmol·L－1

Fer-1、5 mmol·L－1 3MA、红景天苷) 的培养基，置于
37 ℃，5% CO2 培养箱中培养 24 h。
2. 4 CCK-8 检测细胞活力 T25cm 培养瓶中细胞
数达到 80%以上时，PBS清洗 2次加入胰酶消化后，
离心重悬，取 10 μL细胞悬液进行计数，将细胞稀释
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为每毫升 5 000个后以每孔 100 μL接种至 96 孔板
中，随后置于 37 ℃，5% CO2 细胞培养箱中至细胞

对数生长期。每孔加入 10 μL CCK-8 试剂，混合均
匀后，置于 37 ℃，5% CO2 培养箱中孵育 2 h，随后取
出孔板，全程避光，使用多功能酶标仪在 450 nm 波
长处测定吸光度 ( A ) 。细胞存活率 = ( A样品孔 －
A空白孔) / ( A对照孔－A空白孔) ×100%。
2. 5 JC-1 线粒体膜电位检测 HT22 细胞培养于
10% FBS+ 1%双抗的 DMEM 培养基中，37 ℃，5%
CO2 饱和湿度培养箱中培养。离心后，细胞悬液每
5×105 ～ 1×106 个细胞需 0. 5 mL JC-1 染色工作液。
取适量 JC-1( 200×) ，按照每 50 μL JC-1( 200×) 加入
8 mL 超纯水的比例稀释 JC-1，充分溶解并混匀
JC-1，然后再加入 2 mL JC-1染色缓冲液( 5×) ，混匀
后即为 JC-1染色工作液。用 JC-1染色缓冲液( 1×)
洗涤 2次，加入 1 mL JC-1 染色缓冲液( 1×) 重悬细
胞，4 ℃，600×g 离心 5 min，沉淀细胞，弃上清液。
再加入 1 mL JC-1染色缓冲液( 1×) 重悬细胞，4 ℃，
600×g 离心 5 min，沉淀细胞，弃上清液。再用 JC-1
染色缓冲液( 1×) 重悬后，用流式细胞仪分析。
2. 6 亚铁离子( Fe2+ ) 试剂盒检测 Fe2+含量 取收
集好的细胞按约每 1×106 个加入 0. 2 mL试剂一，混
匀后于冰上裂解 10 min，15 000×g离心 10 min，取上
清液备用。标准管: 取 80 μL 不同浓度标准品分别
加入酶标板的相应孔中。测定管: 取 80 μL 不同浓
度待测样本分别加入酶标板的相应孔中。对照孔:
取 80 μL待测样本，加入酶标板相应孔中。向对照
孔中加入 80 μL 试剂二，向测定孔、标准孔中加入
80 μL试剂三。混合均匀，37 ℃孵育 10 min，在酶标
仪 593 nm处测定 A。
2. 7 流式细胞术检测细胞 ＲOS 水平 HT22 细胞
培养于 10% FBS+1%双抗的 DMEM 培养基中，37
℃，5% CO2 饱和湿度培养箱中培养。取对数生长
期细胞消化铺板在培养皿中，待细胞贴壁后进行分

组处理。按照 1 ∶ 1 000 用无血清培养液稀释
DCFH-DA( 母液浓度 10 mmol·L－1 ) ，使终浓度为 10
μmol·L－1，以上处理的细胞离心得细胞沉淀，加入
500 μL 配制好的工作液重悬细胞，在 37 ℃细胞培
养箱内孵育 30 min。用无血清细胞培养液洗涤细
胞，以充分去除未进入细胞内的 DCFH-DA，用 PBS
冲洗细胞 3次，最终流式细胞仪上机检测荧光强度。
2. 8 MitoTracker Ｒed 检测线粒体功能 将细胞接

种于 6 孔板，密度为每毫升 5 × 104 ～ 1 × 105 个，于

37 ℃，5% CO2 培养至贴壁( 通常为 24 h) 。实验前
检查细胞状态，至细胞生长密度达 60% ～ 80%。吸
除原培养基，用预热的 PBS 轻柔洗涤细胞 1 次，加
入含 MitoTracker Ｒed工作液的新鲜培养基( 体积以
覆盖细胞为准，如每孔 1 mL) ，避光条件下，37 ℃、
5% CO2 孵育 15 ～ 30 min。吸除染色液，用预热的
PBS洗涤细胞 3次，每次 5 min，去除未结合的染料，
加入新鲜完全培养基，继续避光孵育 10 min 以平衡
细胞状态。
吸除培养基，加入预冷的 4%多聚甲醛，室温避

光固定 15 min，PBS 洗涤 3 次，每次 5 min，加入含
DAPI的抗荧光淬灭封片剂，封片后避光保存于
4 ℃，于激发波长 579 nm，发射波长 599 nm 的条件
下用荧光显微镜观察，使用 ImageJ 软件进行荧光强
度分析。
2. 9 试剂盒检测细胞 ATP、GSH 含量 使用合适
的离心管收集细胞，2 ～ 8 ℃，1 000×g 离心 5 min 去
除上清液，用 1×PBS 轻柔重悬细胞，2～8 ℃，1 000×g
离心 5 min 去除上清液，加入一定量的冷双蒸水。
然后经过超声破碎破坏细胞膜后，2 ～ 8 ℃，5 000×g
离心 5 min 取上清液，上清液可立即检测; 或进行分
装，将标本放于－20 ℃保存，但应避免反复冻融。解
冻后的样品再次离心，然后检测。随后进行 BCA定
量检测各组蛋白的浓度，以标准品的浓度为纵坐标，

A为横坐标，使用 Curve Expert 软件进行分析，并根
据提示制作标准曲线，计算 ATP、GSH浓度。
2. 10 免疫荧光检测 取对数生长期 HT22 细胞，
接种于预先放置好爬片的 6 孔板中，每毫升 5×104

个，生长密度为 30%～50%时进行 OGD /Ｒ及药物干
预。首先将爬片用 4%多聚甲醛固定 30 min，取出
爬片后，PBS冲洗 6 次，每次 5 min，随后用 0. 3%曲
拉通 37 ℃通透 30 min; PBS 漂洗 3 次，每次 3 min;
配制 5% PBS-BSA溶液( 现配现用) ，滴加 PBS-BSA
溶液到细胞上，37 ℃封闭 60 min; PBS 漂洗 3 次，每
次 3 min; 滴加适当稀释的一抗，稀释比例 1 ∶ 200，
4 ℃孵育过夜。PBS漂洗 3次，每次 5 min; 滴加50～
100 μL抗兔-IgG标记荧光抗体，37 ℃孵育 60 min，
PBS漂洗 3次，每次 5 min; DAPI 工作液 37 ℃染核
10 min，PBS漂洗 3 次，每次 5 min; 缓冲甘油封片。
避光保存，或荧光显微镜下观察。使用 ImageJ 软件
分析各组细胞的平均荧光强度。
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2. 11 蛋白免疫印迹法检测 FUNDC1、p62、LC3、
ACSL4、GPX4 蛋白水平 提取细胞蛋白，使用 BCA
法测定蛋白浓度，并将其配制成 4 μg·μL－1的蛋白

样品。取约 10 μL蛋白样品，根据蛋白相对分子质
量选用 12% SDS-PAGE 胶进行电泳，分离蛋白样
品。将胶上的蛋白转移到 PVDF 膜上。电转结束
后，将 PVDF膜浸泡在含 5%脱脂奶粉的封闭液中，
室温条件下孵育 2 h。使用 TBST 洗膜 5 次，每次
5 min; 加入相应的一抗( GPX4，1 ∶ 1 000; p62，1 ∶
2 000; LC3，1 ∶ 2 000; ACSL4，1 ∶ 5 000; FUNDC1，1 ∶
5 000; β-actin，1 ∶5 000) 4 ℃孵育过夜。TBST洗膜 3
次，每次 10 min; 加入相应的辣根过氧化物酶标记的
二抗，将 PVDF 膜与新鲜配制的 ECL 溶液反应数
秒，快速于暗室中曝光显影。使用 ImageJ 软件分析
条带。所有数据进行归一化处理。
2. 12 统计学分析 数据分析和图形绘制使用
GraphPad Prism 8. 0. 2。对于符合正态性的数据，采
用单因素方差分析进行比较，若符合方差齐性，则采

用 LSD 检验; 若不符合方差齐性，则采用 Games
Howell检验。对于不符合正态性的数据，采用非参
数检验。P＜0. 05认为差异有统计学意义。
3 结果
3. 1 过表达 FUNDC1 后对 HT22 细胞活力的影
响 与对照组相比，OGD /Ｒ 组细胞存活率显著
下降( P＜0. 01 ) ; 与 OGD /Ｒ 组相比，Fer-1 组、过
表达 FUNDC1 组、过表达 FUNDC1 + Fer-1 组细
胞存活率显著升高( P＜ 0. 01 ) ; 过表达 FUNDC1
组细胞存活率较 Fer-1 组有所升高但差异无统
计学意义( 表 1 ) 。

表 1 过表达 FUNDC1后各组细胞活力( �x±s，n= 3)
Table 1 Cell viability in each group after overexpression of
FUNDC1( �x±s，n= 3) %

组别 细胞存活率

Con 100. 20±2. 23

OGD /Ｒ 48. 04±1. 112)

Fer-1 69. 30±0. 974)

OV-FUNDC1 75. 15±0. 614)

OV-FUNDC1+Fer-1 79. 90±1. 754)

注: Con．对照; OGD /Ｒ．氧糖剥夺 /复氧( 图 1 ～ 5，表 2、4 ～ 12 同) 。

Fer-1．铁抑素; OV-FUNDC1．过表达 FUN14 结构域蛋白 1 ( 图 1、表 2

同) 。与对照组相比1) P＜ 0. 05，2) P＜ 0. 01; 与 OGD /Ｒ 组相比3) P ＜

0. 05，4) P＜0. 01( 表 2、4～12同) 。

3. 2 过表达 FUNDC1 后细胞中 p62、LC3、GPX4 和
ACSL4蛋白的表达 HT22 细胞经 OGD /Ｒ 处理后，
与对照组相比，OGD /Ｒ组 p62、GPX4 水平显著降低
( P＜ 0. 05，P ＜ 0. 01 ) ，ACSL4 水平显著升高 ( P ＜
0. 01) 。与 OGD /Ｒ 组相比，过表达 FUNDC1 组 LC3
及 GPX4 水平显著升高( P＜0. 05，P＜0. 01) ，p62 和
ACSL4水平显著下降( P＜0. 05，P＜0. 01) ; 过表达
FUNDC1+Fer-1 组 GPX4 水平显著升高( P＜0. 01) ，
ACSL4水平显著降低( P＜0. 01) ; Fer-1 组 GPX4 表
达显著升高( P＜0. 01) ，ACSL4 表达显著降低( P＜
0. 01) 。与 Fer-1组相比，过表达 FUNDC1组 LC3表
达显著升高( P＜0. 01) ( 图 1、表 2) 。

图 1 细胞中 p62、LC3、GPX4和 ACSL4的蛋白条带
Fig．1 Bands of p62，LC3，GPX4，and ACSL4 proteins in cells

3. 3 红景天苷最佳浓度选择 与对照组相比，各浓
度的红景天苷对于正常细胞的细胞存活能力并无显

著影响 ( 表 3 ) 。与对照组相比，HT22 细胞经
OGD /Ｒ处理后细胞存活率显著降低( P＜0. 01) ; 红
景天苷干预后能增加 OGD /Ｒ 处理后的 HT22 细胞
存活率，其中以 25 μmol·L－1浓度增加最明显( P＜
0. 01) ( 表 4) 。因此，以该浓度的红景天苷进行后续
实验。
3. 4 红景天苷调节 OGD/Ｒ 后 HT22 细胞中
FUNDC1、p62、LC3、ACSL4、GPX4 的蛋白表达 与对
照组相比，OGD/Ｒ 组 p62、GPX4 表达显著下降( P＜
0. 05，P ＜ 0. 01 ) ; 与 OGD/Ｒ 组相比，红景天苷组
FUNDC1、LC3、GPX4 表达显著升高( P＜0. 01) ，p62、
ACSL4表达显著降低( P＜0. 01) ; 与红景天苷组相比，
3MA组 FUNDC1、GPX4 表达显著下降( P ＜ 0. 01) ，
p62、ACSL4表达显著升高( P＜0. 01) ( 图 2、表 5) 。
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表 2 过表达 FUNDC1后细胞中 p62、LC3、GPX4和 ACSL4的蛋白表达( �x±s，n= 3)
Table 2 Proteins expression of p62，LC3，GPX4，and ACSL4 in cells after overexpression of FUNDC1( �x±s，n= 3)

组别 p62 /β-actin LC3 /β-actin GPX4 /β-actin ACSL4 /β-actin

Con 1. 00±0. 09 1. 00±0. 08 0. 91±0. 05 1. 00±0. 06

OGD /Ｒ 0. 78±0. 101) 1. 11±0. 11 0. 56±0. 052) 1. 53±0. 182)

Fer-1 0. 68±0. 08 1. 18±0. 03 0. 99±0. 134) 0. 69±0. 144)

OV-FUNDC1 0. 51±0. 063) 1. 52±0. 033，5) 0. 87±0. 094) 0. 68±0. 064)

OV-FUNDC1+Fer-1 0. 66±0. 05 1. 36±0. 07 0. 99±0. 114) 0. 58±0. 144)

注: 与 Fer-1组相比5) P＜0. 01。

表 3 不同浓度红景天苷对正常细胞存活率的影响( �x±s，
n= 3)
Table 3 Effects of different concentrations of salidroside on via-
bility of normal cells( �x±s，n= 3)

红景天苷 /μmol·L－1 细胞存活率 /%

0 100. 50±6. 21

25 97. 48±8. 98

50 89. 68±4. 92

75 87. 20±7. 81

100 87. 55±5. 39

200 93. 64±7. 71

表 4 不同浓度红景天苷对 OGD/Ｒ处理后细胞存活率的影
响( �x±s，n= 3)
Table 4 Effects of different concentrations of salidroside on cell
viability after OGD /Ｒ treatment( �x±s，n= 3)

组别 剂量 /μmol·L－1 细胞存活率 /%
Con － 100. 10±6. 18
OGD /Ｒ － 68. 64±3. 222)

Sal 25 82. 81±3. 864)

50 75. 83±2. 88
75 73. 95±3. 62
100 72. 16±3. 19
200 62. 57±10. 92

注: Sal．红景天苷( 图 2～5、表 5～12同) 。

3MA．3-甲基腺嘌呤( 表 5、6同) 。

图 2 细胞中 FUNDC1、p62、LC3、ACSL4和 GPX4的蛋白条带
Fig．2 Bands of FUNDC1，p62，LC3，ACSL4，and GPX4 pro-
teins

3. 5 红景天苷调节 OGD /Ｒ 后 HT22 细胞 JC-1 线
粒体膜电位 与对照组相比，OGD /Ｒ 组 JC-1绿 /红
荧光比值显著升高( P＜0. 01) ，表明线粒体膜电位显
著降低; 与 OGD /Ｒ 组相比，红景天苷组 JC-1 绿 /红
荧光比值显著降低( P＜0. 01) ，线粒体膜电位显著升
高，3MA 组 JC-1 绿 /红荧光比值显著升高 ( P ＜
0. 01) ，线粒体膜电位显著降低; 与红景天苷组相
比，3MA 组 JC-1 绿 /红荧光比值显著升高 ( P ＜
0. 01) ，线粒体膜电位显著降低( 表 6) 。

表 5 各组细胞 FUNDC1、p62、LC3、GPX4和 ACSL4的蛋白表达( �x±s，n= 3)
Table 5 FUNDC1，p62，LC3，GPX4，and ACSL4 proteins expression of cells in each group( �x±s，n= 3)

组别 FUNDC1 /β-actin p62 /β-actin LC3 /β-actin GPX4 /β-actin ACSL4 /β-actin

Con 0. 57±0. 03 1. 09±0. 04 0. 57±0. 03 0. 78±0. 04 0. 95±0. 01

OGD /Ｒ 0. 50±0. 06 0. 96±0. 022) 0. 50±0. 06 0. 59±0. 021) 1. 03±0. 06

Sal 1. 03±0. 014) 0. 60±0. 034) 1. 03±0. 014) 0. 92±0. 094) 0. 70±0. 054)

3MA 0. 67±0. 015) 0. 92±0. 025) 0. 67±0. 01 0. 40±0. 045) 1. 02±0. 095)

Sal+3MA 0. 79±0. 03 0. 74±0. 02 0. 79±0. 03 0. 63±0. 12 0. 83±0. 01

注: 与 Sal组相比5) P＜0. 01( 表 6、7、10、11同) 。
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表 6 各组细胞绿 /红荧光比值的比较( �x±s，n= 3)
Table 6 Comparison of green / red fluorescence ratio of cells in
each group( �x±s，n= 3)

组别 JC-1绿 /红荧光比值
Con 1. 12±0. 34
OGD /Ｒ 10. 60±0. 302)

Sal 6. 13±0. 354)

3MA 20. 53±0. 744，5)

Sal+3MA 15. 31±0. 53

3. 6 沉默 FUNDC1 后 HT22 细胞 Fe2+浓度 与对
照组比较，OGD /Ｒ组 Fe2+浓度显著升高( P＜0. 01) ;
与 OGD /Ｒ 组比较，红景天苷组和红景天苷+沉默
FUNDC1组 Fe2+浓度显著降低( P＜0. 01) ; 与红景天
苷组比较，沉默 FUNDC1 组 Fe2+浓度显著升高( P＜
0. 01) ( 表 7) 。

表 7 各组细胞 Fe2+浓度的比较( �x±s，n= 3)
Table 7 Comparison of Fe2+ concentrations of cells in each
group( �x±s，n= 3)

组别 Fe2+ / ×10－6 nmol
Con 0. 17±0. 03
OGD /Ｒ 0. 30±0. 032)

Sal 0. 19±0. 034)

Si-FUNDC1 0. 39±0. 025)

Sal+Si-FUNDC1 0. 26±0. 024)

注: Si-FUNDC1．沉默 FUN14结构域蛋白 1( 表 8～12、图 3～5同) 。

3. 7 沉默 FUNDC1后 HT22 细胞 ＲOS 荧光强度
与对照组相比，OGD /Ｒ 组 ＲOS 荧光强度显著升高

( P＜0. 01) ; 与 OGD /Ｒ 组相比，红景天苷组 ＲOS 荧
光强度显著降低( P＜0. 01) ; 与沉默 FUNDC1 组相
比，红景天苷组、红景天苷+沉默 FUNDC1组 ＲOS荧
光强度显著降低 ( P ＜ 0. 01 ) ; 与红景天苷 +沉默
FUNDC1组比较，红景天苷组 ＲOS 荧光强度显著降
低( P＜0. 01) ( 表 8) 。

表 8 各组细胞 ＲOS荧光强度的比较( �x±s，n= 3)
Table 8 Comparison of ＲOS fluorescence intensity of cells in
each group( �x±s，n= 3)

组别 ＲOS荧光强度

Con 1 430±36

OGD /Ｒ 4 936±632)

Sal 2 394±694，5，6)

Si-FUNDC1 6 178±55

Sal+Si-FUNDC1 3 630±705)

注: 与 Si-FUNDC1 组相比5) P ＜ 0. 01 ( 表 9、12 同) ; 与 Sal + Si-

FUNDC1组相比6) P＜0. 01( 表 9～12同) 。

3. 8 沉默 FUNDC1 后 HT22 细胞 MitoTracker Ｒed
荧光强度 与对照组比较，OGD /Ｒ 组 MitoTracker
Ｒed荧光强度显著降低( P＜0. 01) ; 与 OGD /Ｒ 组相
比，红景天苷组、红景天苷+沉默 FUNDC1 组 Mito-
Tracker Ｒed 荧光强度显著升高( P ＜ 0. 01 ) ，沉默
FUNDC1组 MitoTracker Ｒed荧光强度显著降低( P＜
0. 01) ; 与红景天苷+沉默 FUNDC1 组比较，红景天
苷组 MitoTracker Ｒed荧光强度显著升高( P＜0. 01)
( 图 3、表 9) 。

图 3 MitoTracker Ｒed检测线粒体( ×200)
Fig．3 MitoTracker Ｒed detection for mitochondrion ( ×200)
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表 9 各组细胞 MitoTracker Ｒed 荧光强度的比较( �x ± s，
n= 3)
Table 9 Comparison of MitoTracker Ｒed fluorescence intensity
of cells in each group( �x±s，n= 3)

组别 MitoTracker Ｒed荧光强度

Con 712 214±14 298

OGD /Ｒ 233 665±10 8192)

Sal 581 723±12 0774，5，6)

Si-FUNDC1 96 032±4 3774)

Sal+Si-FUNDC1 399 546±14 1344)

3. 9 沉默 FUNDC1后 HT22细胞 ATP、GSH的含量
与对照组相比，OGD /Ｒ 组 ATP、GSH 含量显著降
低( P＜0. 01) ; 与 OGD /Ｒ 组相比，红景天苷组 ATP、
GSH 含量显著升高( P ＜ 0. 01 ) ，沉默 FUNDC1 组
ATP、GSH含量显著下降( P＜0. 05) ; 与红景天苷组
相比，沉默 FUNDC1组 ATP、GSH含量显著降低( P＜
0. 01) ; 与红景天苷+沉默 FUNDC1 组相比，红景天
苷组 GSH含量显著升高( P＜0. 01) ( 表 10) 。

表 10 各组细胞 ATP、GSH含量的比较( �x±s，n= 3)
Table 10 Comparison of ATP and GSH content of cells in each
group( �x±s，n= 3) μmol·g－1

组别 ATP GSH

Con 142. 50±9. 71 18. 35±0. 96

OGD /Ｒ 57. 26±6. 682) 8. 50±0. 522)

Sal 108. 60±11. 524，6) 14. 13±1. 404，6)

Si-FUNDC1 34. 46±1. 873，5) 5. 56±0. 533，5)

Sal+Si-FUNDC1 82. 61±8. 25 10. 88±0. 39

3. 10 沉默 FUNDC1后 HT22细胞 ACSL4、GPX4荧
光强度 与对照组相比，OGD /Ｒ 组 ACSL4 荧光强
度显著升高( P＜ 0. 01) ，GPX4 荧光强度显著降低
( P＜0. 01) ; 与 OGD /Ｒ 组相比，红景天苷组 ACSL4
荧光强度显著降低( P＜0. 01) ，GPX4 荧光强度显著
升高( P＜0. 01) ; 与红景天苷组比较，沉默 FUNDC1
组 ACSL4荧光强度显著升高( P＜0. 01) ，GPX4 荧光
强度显著降低( P＜0. 01) ; 与红景天苷+沉默 FUNDC1
组比较，红景天苷组 ACSL4 荧光强度显著降低( P＜
0. 01) ，GPX4 荧光强度显著升高( P ＜ 0. 01) ( 图 4、
表 11) 。
3. 11 沉默 FUNDC1 后 HT22 细胞 p62、LC3、AC-
SL4、GPX4 蛋白表达 与对照组相比，OGD /Ｒ 组

ACSL4蛋白表达显著升高( P＜0. 01) ，GPX4 蛋白表
达显著降低( P＜0. 01) ; 与 OGD /Ｒ 组比较，红景天
苷组 LC3、GPX4蛋白表达显著升高( P＜0. 01) ，p62、
ACSL4蛋白表达显著降低( P＜0. 01) ，沉默 FUNDC1
组 p62蛋白表达显著升高( P＜0. 01) ，GPX4 蛋白表
达显著降低( P＜0. 01) ; 与红景天苷+沉默 FUNDC1
组比较，红景天苷组 LC3、GPX4 蛋白表达显著升高
( P ＜ 0. 01 ) ，p62、ACSL4 蛋白表达显著降低 ( P ＜
0. 01) ( 图 5、表 12) 。
4 讨论
目前缺血性脑卒中再灌注损伤过程的发病机制

涉及多种病理过程的复杂网络，包括氧化应激、神经
炎症和线粒体损伤等［17］。其中线粒体自噬的激活
有助于清除功能失调的线粒体，缓解氧化应激，发挥

保护作用［18］。
研究表明，通过调控线粒体自噬相关的信号通

路，可减轻缺血性脑卒中再灌注引起的神经元细胞

损伤，从而减缓脑卒中的进展［19］。在缺血性脑卒中
病理进程中，线粒体动力学失衡引发的 ATP 合成障
碍与 ＲOS 暴发形成恶性循环，可激活线粒体自
噬［20］。线粒体自噬的调控通路主要分为 2 类:①泛
素依赖型，以 PINK1 /Parkin 通路为代表，卒中后
Parkin表达下调导致受损线粒体清除受阻，加剧神
经元损伤［21-22］;②非泛素依赖型，即受体介导型，依
赖 NIX、BNIP3、FUNDC1 等线粒体膜蛋白直接与
LC3 结合，推进线粒体自噬的进程［6，23］。其中
FUNDC1 作为一种线粒体相关膜蛋白，缺氧条件下
可直接与 LC3 相互作用调节线粒体自噬［24］。研究
发现通过抑制过度激活的酪氨酸激酶( Src) 可增加
FUNDC1 介导的神经元线粒体自噬，起到缺血性脑
卒中后神经元保护作用［25］。
铁死亡作为一种铁依赖性程序性细胞死亡方

式，其特征在于脂质过氧化物的异常蓄积［26］。该过
程由铁代谢紊乱引发的级联反应所驱动，过量铁离

子通过 Fenton反应催化 ＲOS暴发性生成，导致线粒
体氧化磷酸化功能受损并引发神经元死亡［27］。细
胞膜上胱氨酸 /谷氨酸逆转运体( system xc-) 摄取胱
氨酸合成 GSH，进而激活 GSH-GPX4 抗氧化轴，抑
制脂质氧化酶( LOX) 活性清除过氧化脂质，构成铁
死亡防御机制［28］。ACSL4 通过促进多不饱和脂肪
酸整合至细胞膜磷脂，显著增强膜结构对脂质过氧

化的敏感性，这一促氧化机制与 GPX4 介导的抗氧
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图 4 免疫荧光检测 ACSL4、GPX4荧光强度( ×400)
Fig．4 ACSL4 and GPX4 fluorescence intensity detected by immunofluorescence( ×400)

表 11 各组细胞 ACSL4、GPX4荧光强度的比较( �x±s，n= 3)
Table 11 Comparison of ACSL4 and GPX4 fluorescence inten-
sity of cells in each group( �x±s，n= 3)

组别 ACSL4荧光强度 GPX4荧光强度
Con 2 977±430 19 289±400

OGD /Ｒ 15 699±3912) 6 176±2582)

Sal 7 969±2624，6) 14 884±4034，6)

Si-FUNDC1 21 943±4415) 2 129±2055)

Sal+Si-FUNDC1 11 810±252 10 883±224

化系统形成动态平衡，共同调控铁死亡的进程方

向［29］。研究发现，OGD /Ｒ 处理 HT-22 细胞后，M2
型小胶质细胞来源的外泌体( M2-exos) 可被 HT-22
细胞内化，通过上调 FUNDC1 增强线粒体自噬，进
而抑制铁死亡［30］。因此，本研究探讨 FUNDC1 是否
为神经元线粒体自噬与铁死亡关联靶蛋白。本实验
构建 FUNDC1 基因过表达的 HT22 细胞 OGD /Ｒ 模
型，Fer-1为阳性对照，检测发现 FUNDC1 过表达显
著增加 LC3 蛋白表达，促进线粒体自噬; 同时，

图 5 各组细胞 p62、LC3、ACSL4、GPX4蛋白条带
Fig．5 Bands of p62，LC3，ACSL4，and GPX4 proteins of cells
in each group

FUNDC1过表达与铁死亡抑制剂( Fer-1) 2 种不同干
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表 12 各组细胞 p62、LC3、ACSL4、GPX4蛋白表达的比较( �x±s，n= 3)
Table 12 Comparison of p62，LC3，ACSL4，and GPX4 proteins expression of cells in each group( �x±s，n= 3)

组别 p62 /β-actin LC3 /β-actin ACSL4 /β-actin GPX4 /β-actin

Con 0. 67±0. 04 0. 59±0. 02 0. 74±0. 01 1. 19±0. 09

OGD /Ｒ 0. 66±0. 01 0. 68±0. 022) 0. 87±0. 032) 0. 31±0. 032)

Sal 0. 50±0. 034，5，6) 1. 11±0. 084，5，6) 0. 67±0. 024，5，6) 1. 02±0. 034，5，6)

Si-FUNDC1 1. 01±0. 024) 0. 52±0. 063) 0. 90±0. 03 0. 18±0. 034)

Sal+Si-FUNDC1 0. 66±0. 03 0. 84±0. 06 0. 80±0. 03 0. 58±0. 03

预，均促进 GPX4 和抑制 ACSL4 表达，抑制铁死亡。
结果显示，缺血再灌注后 FUNDC1 可能通过促进神
经元线粒体自噬，抑制铁死亡。
传统中医药在缺血性脑卒中治疗中积累了丰富

的经验，其多组分、多靶点的作用特征可通过调控神
经网络实现综合治疗效应［31-32］。现代药理学研究
揭示，红景天的核心活性成分红景天苷通过抑制氧

化应激反应有效减轻血脑屏障损伤，同时可以维持

线粒体膜电位稳定性、促进受损线粒体自噬清除，显
著改善 PC12 细胞的缺氧耐受能力［33-34］。研究发
现，红景天苷能特异性调节铁死亡关键通路，通过降

低 ACSL4表达和增强 GPX4 活性双重机制，减少脂
质过氧化物蓄积［35］。最新卵母细胞转录组学和微
量蛋白质组学分析显示，红景天苷通过增强高龄小

鼠卵母细胞的线粒体自噬来改善卵母细胞质量［36］。
本研究通过 OGD /Ｒ后红景天苷及自噬抑制剂 3MA
分别干预 HT22 细胞发现，红景天苷干预可促进
FUNDC1、LC3蛋白表达，抑制 p62蛋白表达，促进线
粒体自噬，同时增加 GPX4 表达，减少 ACSL4 表达，
抑制铁死亡; 与 3MA 组相比，红景天苷干预增加
FUNDC1蛋白表达，减少 p62 蛋白表达，可促进非泛
素化 FUNDC1的线粒体自噬，同时增加 GPX4 蛋白
表达，减少 ACSL4 蛋白表达，抑制铁死亡。推测红
景天苷干预可增加 FUNDC1 依赖的线粒体自噬并
抑制铁死亡。进一步实验通过红景天苷及红景天
苷+沉默 FUNDC1分别干预后显示，与红景天苷+沉
默 FUNDC1组，红景天苷显著提高线粒体 ATP 生
成，促进 LC3 蛋白表达，抑制 p62 蛋白表达，同时降
低 Fe2+浓度、ＲOS荧光强度，减少 ACSL4 蛋白表达，
增加 GPX4蛋白表达，具有增强线粒体自噬及抑制
铁死亡的作用。由此推测，红景天苷可能是通过靶
向 FUNDC1，起到促进线粒体自噬而抑制铁死亡的
神经元保护作用。

综上，本研究揭示 FUNDC1 可能是缺血再灌注
后神经元线粒体自噬与铁死亡的关联靶蛋白，而红

景天苷干预可通过促进非泛素化 FUNDC1 线粒体
自噬途径抑制神经元缺血再灌注后铁死亡。
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