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芒柄花素通过激活 Nrf2/GPX4 通路抑制
氧糖剥夺/复氧诱导的 HT22 细胞铁死亡
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  摘要：目的 旨在揭示芒柄花素（Formononetin，FMN）是否通过激活 Nrf2/GPX4 通路抑制氧糖剥夺/复氧诱导的 HT22
细胞发生铁死亡。方法 构建 HT22 细胞氧-糖剥夺/再氧合 （Oxygen -glucose deprivation/reoxygenation，OGD/R）损伤模
型，将 HT22 细胞分为空白对照组（CON）、芒柄花素组（FMN）、模型组（OGD/R）、模型+芒柄花素组（OGD/R+FMN）、模
型+ML385（Nrf2 抑制剂）组（OGD/R+ML385）、模型+RSL3（GPX4 抑制剂）组（OGD/R +RSL3）；采用 CCK -8 法检测
细胞活力；DCFH -DA探针检测细胞内 ROS 水平；TUNEL染色和流式细胞仪检测细胞凋亡；比色法检测细胞内 Fe2 +含
量；Western blot检测 Nrf2 和 GPX4 的蛋白表达水平。结果 与 CON 组相比，OGD/R组中细胞增殖活性显著降低，Fe2 +含
量、ROS 水平和细胞凋亡比例显著增高，Nrf2 和 GPX4 的蛋白表达显著降低（P>0.05）；与 OGD/R 组相比，OGD/R +
FMN 组细胞增殖活性显著增加（P<0.05），Fe2 +含量、ROS 水平和细胞凋亡比例显著下降，Nrf2 和 GPX4 蛋白表达量显
著上升；与 OGD/R组相比，OGD/R +ML385 组和 OGD/R +RSL3 组的细胞增殖活性均显著降低（P<0.05），Fe2 +含量、
ROS 水平和细胞凋亡比例显著上升，OGD/R +ML835 组中 Nrf2 蛋白表达量显著降低（P<0.05），OGD/R +RSL3 组中
GPX4 蛋白表达量显著降低（P<0.05）。结论 芒柄花素可能通过激活 Nrf2/GPX4 通路抑制氧糖剥夺/复氧诱导的 HT22
细胞铁死亡。
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Formononetin Inhibits Ferroptosis Induced by Oxygen Glucose Deprivation/
Reoxygenation in HT22 Cells by Activating Nrf2/GPX4 Pathway
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Abstract：Objective To reveal whether Formononetin（FMN）inhibits ferroptosis in HT22 cells induced by oxygen glucose
deprivation/reoxygenation by activating the nuclear factor erythroid 2 -related factor 2（Nrf2）/Glutathione peroxidase 4（GPX4）？
pathway.Methods HT22 cells were subjected to oxygen -glucose deprivation/reoxygenation（OGD/R）damage to create an in
vitro model，and HT22 cells were divided into control group（CON），FMN group（FMN），model group（OGD/R），model +FMN
group（OGD/R+FMN），model +ML385 group（OGD/R+ML385），model +RSL3 group（OGD/R+RSL3）.The CCK-8 meth-
od was used to detect the cell viability.DCFH -DA probe was used to detect the level of intracellular ROS.TUNEL staining and
flow cytometry were used to detect the apoptosis.The colorimetric method was used to detect Fe2 + content in cells.Western blot
was used to detect the protein expression levels of Nrf2 and GPX4.Results Compared with those in the CON group，the cell pro-
liferation activity in the OGD/R group was significantly reduced，the Fe2 + content，ROS level and apoptosis ratio were significantly
increased，and the protein expressions of Nrf2 and GPX4 were significantly decreased（P>0.05）.Compared with the OGD/R
group，the OGD/R+FMN group had significantly increased cell proliferation activity（P<0.05），Fe2 + content，ROS level and ap-
optosis ratio significantly decreased and the expressions of Nrf2 and GPX4 proteins increased significantly.Compared with those
of the OGD/R group，the cell proliferative activity of the OGD/R+ML385 group and the OGD/R+RSL3 group was significantly
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decreased（P<0.05），the Fe2 + content，ROS level and apoptosis ratio were significantly increased，the expression of Nrf2 protein
in the OGD/R+ML835 group was significantly decreased（P<0.05），and the expression of GPX4 protein in the OGD/R+RSL3
group was significantly decreased（P<0.05）.Conclusion FMN may inhibit ferroptosis induced by oxygen glucose deprivation/
reoxygenation by activating the Nrf2/GPX4 pathway.

Keywords：Formononetin；Nrf2/GPX4 pathway；ferroptosis

  脑缺血再灌注（Cerebral ischemia/reperfusion，I/R）损伤是
最常见的卒中类型之一，通常会导致多种脑血管和心血管疾

病，从而在世界范围内导致较高的病死率［1］。而神经细胞损

伤和凋亡被认为是脑 I/R 损伤发病机制的第一步，一旦发生
脑 I/R，就会导致大量氧自由基引起的氧化应激和急性炎症反
应，导致细胞凋亡，从而加重缺血性脑组织损伤［2］。其中，过

量的脂质过氧化积累可能导致神经元的铁依赖性铁死亡［3］。

铁死亡是一种新发现的铁依赖性细胞死亡，由基于脂质的活性

氧（ROS）的积累引起［4］。而谷胱甘肽过氧化物酶 4（GPX4）作
为一种抗氧化防御酶，是多种细胞类型中铁死亡的关键调节因

子，研究发现 GXP4 消融能诱导铁死亡并触发前脑神经元神经
退行性病变［5］。而 NF -E2 相关因子 2（Nrf2）是一种抗氧化蛋
白，也参与对抗氧化应激，缓解脂质过氧化和铁死亡［6］。在正

常的无应激状态下，Nrf2 主要由其抑制剂 keap1 附着在细胞质
中，当氧化应激时则会导致 Nrf2 -keap1 复合物崩解和 Nrf2 转
位到细胞核中，在那里它结合抗氧化反应元件以启动下游抗氧

化基因的转录［7］。因此，寻找安全有效的药物通过 Nrf2/GPX4
通路来抑制缺血性脑卒中后铁死亡和改善生理功能成为潜在

的研究靶点。

芒柄花素（FMN）是阳雀花根（植物名锦鸡儿根）的主要活
性成分，属异黄酮类天然化合物，具有雌激素样作用，有植物雌

激素之称，具有多种药理作用，如抗癌、抗凋亡、抗炎和抗氧化

等，对脑缺血再灌注损伤具有良好的保护作用［8］。此外研究

还发现 FMN 能通过抑制铁死亡缓解肾小管损伤，改善慢性肾
脏病模型的肾功能［9］。然而，芒柄花素是否能通过激活 Nrf2/
GPX4 通路抑制氧糖剥夺/复氧诱导的 HT22 细胞铁死亡，从而
发挥对脑缺血的保护作用尚未见报道。本研究通过让 HT22
细胞遭受氧-葡萄糖剥夺/再氧合 （OGD/R）损伤来创建体外
模型，探讨 FMN 对 OGD/R诱导 HT22 细胞损伤的影响及其与
铁死亡的相关性。

1  材料与方法
1 .1  细胞 小鼠海马神经元细胞系 HT22 购于武汉尚恩生物
技术有限公司。

1 .2 药物与试剂 芒柄花素购于成都德思特生物技术有限公
司（批号：DM001 1）；RSL3（批号：HY -1 0021 8A ）和 ML385（批
号：HY -1 00523）购于 MCE 公司；CCK -8 试剂盒（批号：
CA1 21 0）、活性氧检测试剂盒（批号：CA1 41 0）、Cell Meter
TUNEL Apoptosis Assay Kit * Green Fluorescence*（批号：
T21 30）购于 Solarbio公司；Cell Cycle Staining Kit购于联科生物
科技有限公司（批号：CCS01 2）；Cell Ferrous Iron Colorimetric
Assay Kit购于武汉伊莱瑞特生物科技股份有限公司（批号：
E -BC -K881 -M）；RIPA 裂解液（批号：G2002）、BCA 蛋白浓
度测定试剂盒（批号：BL521 A）购于武汉塞维尔生物科技有限

公司；Beta -actin 单克隆抗体（批号：AC026）购于爱博泰克公
司；GPX4 单克隆抗体（批号：DF6701）和 Nrf2 单克隆抗体（批
号：AF0639）购于 affinity 公司；DAPI 购于赛默飞公司（批号：
62248）。
1 .3 仪器 酶标仪（Thermo 公司）；垂直蛋白电泳仪（君意电
泳公司）；凝胶成像仪（Bio -01 公司）；倒置显微镜（Nexcope 公
司）；CO2 恒温培养箱（Bluepard 公司）；Attune

TM NxT 流式细胞
仪（Thermo 公司）；ChemiScope 61 00 型化学发光成像系统和
ChemiScope Analysis 型图像采集软件（上海勤翔科学仪器有限
公司）。

1 .4 OGD/R损伤的 HT22 分组与模型制备 取状态良好的
HT22 细胞，随机将其分为 6 个组：空白对照组（CON）、芒柄花
素组（FMN）、模型组（OGD/R）、模型 +芒柄花素组（OGD/R +
FMN）、模型 +ML385 组（OGD/R +ML385）、模型 +RSL3 组
（OGD/R+RSL3）。将细胞用 PBS 洗 2 次，空白对照组不做任
何处理，芒柄花素组加入 1 0 μm 芒柄花素，后 4 组加入 DMEM
无糖培养液，置于 95% N2 和 5% CO2 缺氧小室中进行氧糖剥
夺培养 6 h，并把无糖培养液更换为含 1 0%FBS 的 DMEM高糖
培养液，放置于常规培养箱中培养 1 2 h 进行造模。同时模
型+芒柄花素组加入 1 0 μm芒柄花素，模型+ML385 组加入 1
μMML385，模型+RSL3 组加入 1 μMRSL3 处理细胞。
1 .5 CCK-8 法检测各组 HT22 细胞活力 取对数生长期的
细胞将密度调整到 1 ×1 05 cells/mL 后接入 96 孔板，按照分组
每孔加不同的培养基 200 μL：37 ℃培养箱中继续分别培养
24 h后，加入 CCK8 溶液 20 μL/孔；将培养板在培养箱内孵育 2
h后，用酶标仪测定在 450 nm处的吸光度。
1 .6 DCFH -DA探针检测各组细胞内 ROS 水平 根据 ROS
试剂盒说明书，取对数生长期的 HT22 细胞接入 6 孔板中，给
药 48 h，按照 1 ∶1 000 的比例用无血清培养液稀释 DCFH -DA
探针，使其终浓度为 1 0 μmol/L，每孔加入工作液 1 mL，避光孵
育 20 ～30 min，用无血清的培养液洗涤细胞，使用流式细胞仪
检测 ROS 含量。
1 .7 TUNEL染色检测凋亡 取对数生长期的 HT22 细胞并接
种于 1 2 孔板培养 24 h后弃培养液，PBS 洗涤 1 次，4%多聚甲
醛固定 30 min；PBS 洗涤 1 次，加入含 0.3% Triton X -1 00 的
PBS，室温孵育 5 min；PBS 洗涤 2 次，将 5 μL TdT 酶与 45 μL
荧光标记液混合配制成 50 μL TUNEL 检测液，加入孔中，37 ℃
避光孵育 60 min；PBS 洗涤 3 次，加入少量 DAPI 染色液，覆盖
住样品，室温放置 5 min，吸除 DAPI 染色液，PBS 洗涤 3 次；封
片后立即在荧光显微镜下观察。

1 .8 流式细胞仪检测细胞凋亡 收集细胞后离心弃上清，
PBS洗涤后再次离心弃上清。加入 1 mL DNA Staining Solution
和 1 0 μL Permeabilization Solution，涡旋振荡 1 0 s 混匀，于室温
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避光孵育 30 min后在流式细胞仪上进行检测，观察各组细胞
凋亡情况。

1 .9 比色法检测各组细胞内 Fe2 +含量 取对数生长期的
HT22 细胞将密度调整为 1 ×1 05 cells/mL 进行培养，按照实验
分组分别给药处理，并按照 Cell Ferrous Iron Colorimetric Assay
Kit试剂盒说明书进行检测，最后使用酶标仪在 593 nm 处检测
Fe2 +含量。
1 .1 0 Western blot检测各组 Nrf2 和 GPX4 蛋白表达 收集各
组细胞提取蛋白，采用 BAC 试剂盒测定蛋白浓度。制备蛋白
质电泳样品，经 SDS -PAGE 凝胶电泳、转膜、5%的脱脂奶粉
封闭后，加入一抗 4 ℃孵育过夜，二抗室温孵育 2 h，洗涤条带
后滴加 ECL发光液，成像系统曝光，测定条带灰度值。
1 .1 1  数据的统计分析 使用 SPSS 23.0 软件进行统计分析，
所有实验重复 3 次，结果以均数 ±标准差表示，多组间比较时
采用单因素方差分析进行统计分析，以 P<0.05 为差异有统计
学意义。

2 结果
2.1 CCK-8 法检测 FMN 对 OGD/R诱导的细胞增殖活性的
影响 CCK-8 实验检测 FMN 处理后对细胞株增殖活性的影
响。插页ⅩⅩⅤ图 1 结果显示，与 CON 组相比，FMN 组中细胞增
殖活性无显著性变化（P>0.05），OGD/R 组细胞增殖活性显
著降低（P<0.05）；与 OGD/R 组相比，OGD/R +FMN 组细胞
增殖活性显著增加（P<0.05），OGD/R +ML385 组和 OGD/
R+RSL3 组的细胞增殖活性均显著降低（P<0.05）。
2.2 DCFH -DA 探针检测 FMN 对 OGD/R诱导的 ROS 含量
的影响 通过 DCFH -DA探针检测 ROS 含量，如插页ⅩⅩⅤ图 2
所示，与 CON 组相比，FMN 组中 ROS 含量水平无显著性变化
（P>0.05），OGD/R组细胞中 ROS 含量显著上升（P<0.05）；
与 OGD/R 组相比，OGD/R +FMN 组中 ROS 含量显著下降
（P<0.05），OGD/R+ML385 组和 OGD/R+RSL3 组中 ROS 含
量均显著升高（P<0.05）。
2.3 流式细胞仪检测 FMN 对 OGD/R诱导的细胞凋亡的影响
 流式细胞仪检测各组细胞凋亡情况，如插页ⅩⅩⅤ图 3 所示，与
CON 组相比，FMN 组中细胞凋亡比例无显著性变化（P>
0.05），OGD/R组细胞凋亡比例显著上升（P<0.05）；与 OGD/
R组相比，OGD/R +FMN 组中细胞凋亡比例显著下降（P<
0.05），OGD/R +ML385 组和 OGD/R +RSL3 组中细胞凋亡比
例均显著升高（P<0.05）。见插页ⅩⅩⅥ图 4。
2.4 TUNEL染色检测 FMN 对 OGD/R 诱导的细胞凋亡的影
响 TUNEL 荧光染色结果显示，与 CON 组比较，FMN 组中细
胞凋亡比例无显著性变化（P>0.05），OGD/R组 HT22 细胞的
凋亡数目显著增多（P<0.05）；与 OGD/R 组相比，OGD/R +
FMN 组中细胞的凋亡数目显著下降（P<0.05），OGD/R +
ML385 组和 OGD/R+RSL3 组中细胞的凋亡数目均显著升高
（P<0.05）。
2.5 比色法检测 FMN 对 OGD/R诱导的 Fe2 +含量的影响 
如插页ⅩⅩⅦ图 5 所示，与 CON 组相比，FMN 组中 Fe2 +含量水平
无显著性变化（P>0.05），OGD/R组细胞中 Fe2 +含量显著上

升（P<0.05）；与 OGD/R 组相比，OGD/R +FMN 组中 Fe2 +含
量显著下降（P<0.05），OGD/R +ML385 组和 OGD/R +RSL3
组中 Fe2 +含量均显著升高（P<0.05）。
2.6 Western blotting 检测 FMN 对 OGD/R 诱导的 Nrf2 和
GPX4 蛋白表达的影响 通过 WB 检测各组细胞中 Nrf2 和
GPX4 的蛋白表达量，如插页ⅩⅩⅦ图 6 所示，发现与 CON 组相
比，FMN 组中 Nrf2 和 GPX4 的蛋白表达量无显著性变化（P>
0.05），OGD/R 组中的 Nrf2 和 GPX4 蛋白表达量显著降低
（P<0.05）；与 OGD/R 组相比，OGD/R +FMN 组的 Nrf2 和
GPX4 蛋白表达量显著上升（P<0.05），OGD/R +ML835 组中
Nrf2 蛋白表达量显著降低（P<0.05）；OGD/R +RSL3 组中
GPX4 蛋白表达量显著降低（P<0.05），其余均无显著性变化。
3 讨论

缺血性脑卒中是最常见的脑卒中类型，约占脑卒中总数的

87%，可导致较高残疾率和病死率，严重危害人类生命健
康［1 0］。而脑 I/R损伤是缺血性脑卒中的主要病理生理机制之
一。近年来研究发现许多中药及其复方对治疗脑 I/R损伤有
良好效果，如翻白草总黄酮［1 1］、大黄酸［1 2］和龙血素［1 3］等。

FMN 作为一种异黄酮，对治疗神经系统疾病，如创伤性脑损
伤、脊髓损伤、缺血性脑卒中、脑缺血再灌注、阿尔茨海默病和

神经肿瘤等具有良好疗效［1 4］。研究发现芒柄花素可改善大鼠

脑缺血再灌注损伤［1 5］，但其具体的机制有待探究。因此本研

究通过让 HT22 细胞遭受 OGD/R损伤来创建体外模型，深入
探究 FMN 治疗脑 I/R损伤的具体机制。

活性氧（ROS）的基础水平对于维持正常的生理功能至关
重要。然而，ROS 的过量产生会引起高度破坏，导致遗传毒
性、脂质过氧化和蛋白质降解。氧化应激作为脑 I/R损伤病理
过程中的重要机制，脑 I/R损伤会导致活性氧（ROS）产生过多
和氧化应激加剧，研究发现下调 ROS 水平是对抗 OGD/R诱导
损伤的有效方法［1 6 -1 8］。本实验中体外模型建立成功后模型组

中 ROS 含量和细胞凋亡率显著上升，经 FMN 处理后 ROS 含量
和细胞凋亡率显著下降。同样，有研究发现二氢杨梅素能通过

抑制 OGD/R 诱导的 HT22 细胞的氧化应激和凋亡，发挥二氢
杨梅素的神经保护作用［1 9］。表明 FMN 可通过降低 ROS 含量
和细胞凋亡从而缓解氧化应激，发挥抗脑 I/R损伤作用。

铁死亡是一种铁依赖性、过氧化驱动、非凋亡的调节性细

胞死亡形式，依赖于铁和 ROS，被认为是再灌注损伤的原
因［20］。有研究发现铁死亡由脂质过氧化氢衍生物 Fe2 +产生
的烷氧基引发［21］。在本实验中模型组中 Fe2 +水平显著上升，
经 FMN 处理后 Fe2 +水平显著下降。表明 FMN 可通过降低
Fe2 +水平从而缓解细胞铁死亡。而 GPX4 是铁死亡的关键调
节因子，在将脂质氢过氧化物转化为无毒脂质方面起着至关重

要的作用，此外 GPX4 失活会导致脂质氢过氧化物积累，最终
诱导铁死亡［22］。研究发现白藜芦可降低 ROS 水平，上调
GPX4 蛋白表达从而减少神经元 OGD/R损伤后线粒体结构的
破坏［23］。以及京尼平苷能通过提高 GPX4 的蛋白表达量激活
GPX4 信号通路，抑制 OGD/R 诱导的 SH -SY5Y 细胞氧化应
激与铁死亡［24］。在本研究中也有相似结果，表明 FMN 可通过
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提高 GPX4 的蛋白表达从而缓解细胞铁死亡。此外 RSL3 是一
种 GPX4 的抑制剂，可降低 GPX4 的表达，在本实验中 RSL3 处
理后也显著下调了 GPX4 蛋白水平。Nrf2 是一种重要的抗氧
化转录因子，可调节 GPX4 的表达［25］。ML385 作为 Nrf2 的一
种特异性抑制剂，本实验中 ML385 处理后也显著下调了 Nrf2
蛋白水平。此外本研究中 FMN 处理后 Nrf2 蛋白表达显著提
高同样。同样，右美托咪定也能通过以及恢复 I/R诱导的 Nrf2
表达抑制，减少 Fe2 +和 ROS 水平，显著改善 OGD/R 诱导的细
胞铁死亡，同时还发现 ML385 显著抑制右美托咪定促进的
Nrf2 核聚集与 Gpx4 蛋白表达，阻碍了右美托咪定的疗效［26］。

这均与本研究相同，表明 FMN 可通过提高 Nrf2 的蛋白表达从
而缓解细胞铁死亡，而ML385 具有促进 OGD/R 诱导的细胞铁
死亡作用。

4 结论
综上所述，本研究发现 FMN 可抑制 OGD/R诱导的 HT22

细胞铁死亡，导致细胞增殖活性显著增加，Fe2 +含量、ROS 水平
和细胞凋亡比例明显降低，其作用机制可能与激活 Nrf2/GPX4
信号通路有关。
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芒柄花素通过激活 Nrf2/GPX4 通路抑制氧糖剥夺/复氧诱导的 HT22 细胞铁死亡

（正文见 89 -92 页）

注：a表示与 FMN 组比较；b表示与 OGD/R组比较。
图 1 FMN 对 OGD/R诱导的细胞增殖活性的影响

注：a表示与 FMN 组比较；b表示与 OGD/R组比较。
图 2 FMN 对 OGD/R诱导的 ROS 含量的影响

注：a表示与 FMN 组比较；b表示与 OGD/R组比较。
图 3 FMN 对 OGD/R诱导的细胞凋亡的影响
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图 4 FMN 对 OGD/R诱导的细胞凋亡的影响
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注：a表示与 FMN 组比较；b表示与 OGD/R组比较。

图 5 FMN 对 OGD/R诱导的 Fe2 +含量的影响

注：a表示与 FMN 组比较；b表示与 OGD/R组比较。
图 6 FMN 对 OGD/R诱导的 Nrf2 和 GPX4 蛋白表达的影响


