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Ｅｒａｓｔｉｎ 通过 ＭＡＰＫ 介导的氧化应激信号
通路诱导肺成纤维细胞铁死亡
王沂然１，张诗捷１，关予博２，李渺渺２，蔡汝忆３，武　 琦１

摘要　 目的　 探究 Ｅｒａｓｔｉｎ 对肺成纤维细胞铁死亡的作用机

制。 方法　 向小鼠肺成纤维细胞（Ｃ５７ ／ Ｂ６⁃Ｌ）中加入不同浓

度的铁死亡诱导剂 Ｅｒａｓｔｉｎ，通过细胞计数试剂（ＣＣＫ⁃８）检测

细胞活性、荧光显微镜观察氧化应激水平，蛋白质印迹法

（Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ）检测丝裂原活化蛋白激酶（ＭＡＰＫ）信号通路

相关蛋白表达，之后分别加入 ｐ３８ 和人细胞外信号调节激酶

（ＥＲＫ）的抑制剂 ＳＢ２０３５８０ 和 Ｕ０１２６，进一步验证 Ｅｒａｓｔｉｎ 诱

导肺成纤维细胞铁死亡的作用机制。 结果　 Ｅｒａｓｔｉｎ 在 １００
μｍｏｌ ／ Ｌ 药物浓度时，能够明显诱导肺成纤维细胞铁死亡，同
时伴有氧化应激表达增强，此外 ＭＡＰＫ 通路中的 ｐ３８ 和

ＥＲＫ 蛋 白 磷 酸 化 水 平 升 高 （ Ｐ ＜ ０. ０５ ）。 而 在 加 入

ＳＢ２０３５８０、Ｕ０１２６ 抑制剂后，肺成纤维细胞氧化应激水平明

显下降，同时细胞的活性明显升高 （Ｐ ＜ ０. ０５）。 结论 　
Ｅｒａｓｔｉｎ 能够诱导肺成纤维细胞铁死亡，其作用机制可能与

ＭＡＰＫ 信号通路介导的氧化应激有关。
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　 　 肺纤维化是一种由于肺泡外基质蛋白过度沉积

导致的肺部不可逆的结构和功能改变的疾病，表现

为纤维化重构和肺泡破坏［１］。 在肺泡和内皮细胞

损伤后，可释放多种细胞因子，在这些细胞因子刺激

下，肺成纤维细胞可被激活增殖并分化为肌成纤维

细胞，这可进一步导致肺纤维化的加重［２］。 通过各

种方式诱导肺成纤维细胞死亡，可能为肺纤维化的

治疗带来新的突破。
铁死亡是一种新发现的调节细胞死亡类型，主

要机制为铁积聚过多导致氧化应激水平增加，进而

引起细胞死亡。 目前研究［３］ 表明铁死亡与肺纤维

化疾病息息相关。 铁死亡在肺纤维化中的作用也逐

渐得到了证实，有研究［４］ 表明，肺纤维化患者肺组

织切片和博来霉素诱导的肺纤维化小鼠肺组织中的

铁积累均显著增加，铁的沉积程度与肺纤维化严重

程度呈明显正相关。 目前针对诱导肺成纤维细胞铁

死亡的研究较少，且其作用机制仍不明确。 因此，该
实验探究 Ｅｒａｓｔｉｎ 诱导肺成纤维细胞铁死亡的作用

机制，以期为肺纤维化发病机制和药物开发的探索

·０２８· 安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２４ Ｍａｙ；５９（５）



带来新的突破。

１　 材料与方法

１． １　 细胞来源　 小鼠肺成纤维细胞（Ｃ５７ ／ Ｂ６⁃Ｌ）购
自哈尔滨丰润生物科技有限公司。
１． ２　 药品与试剂 　 胎牛血清（货号 １６０００４６）购自

美国 Ｇｉｂｃｏ 公司；ＤＭＥＭ 培养基 （货号 Ｄ５７９６） 及

Ｕ０１２６ 抑制剂（货号 ６６２００５）购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司、
Ｎ⁃乙酰⁃Ｌ⁃半胱氨酸（Ｎ⁃ａｃｅｔｙｌ⁃Ｌ⁃ｃｙｓｔｅｉｎａｍｉｄｅ，ＮＡＣ）
（货号 Ａ７２５０）、胰蛋白酶⁃乙二胺四乙酸（ ｅｔｈｙｌｅｎｅ
ｄｉａｍｉｎｅ ｔｅｔｒａａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ， ＥＤＴＡ ） 消 化 液 （ 货 号

Ｃ０２０１）、活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ， ＲＯＳ）检测

试剂盒（货号 Ｓ００３３）、二氢乙锭 （ ｄｉｈｙｄｒｏｅｔｈｉｄｉｕｍ，
ＤＨＥ）超氧化物阴离子荧光探针（货号 Ｓ００６３）及蛋

白免疫印迹试验（Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ）相关试剂均购自上

海碧云天生物有限公司；细胞计数试剂盒 （ ｃｅｌｌ
ｃｏｕｎｔｉｎｇ Ｋｉｔ⁃８，ＣＣＫ⁃８）（货号 ＭＡ０２１８⁃１０）购自大连

美仑生物技术有限公司；Ｅｒａｓｔｉｎ 铁死亡诱导剂（货
号 ５７１２０３⁃７８⁃６） 及 ＳＢ ２０３５８０ 抑制剂 （货号 ＨＹ⁃
１０２５６）购自美国 ＭＣＥ 公司；一抗 Ｐｈｏｓｐｈｏ⁃ｐ４４ ／ ４２ ｐ⁃
ＥＲＫ（Ｔｈｒ２０２ ／ Ｔｙｒ２０４，货号 ４３７０）、ｐ４４ ／ ４２ 细胞外调

节蛋白激酶（ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅｓ，
ＥＲＫ） （１３７Ｆ５， 货号 ４６９５）、Ｐｈｏｓｐｈｏ⁃ｐ３８ （ Ｔｈｒ１８０ ／
Ｔｙｒ１８２， 货号 ４５１１）、 ｐ３８ （Ｄ１３Ｅ１， 货号 ５４４７０）、
Ｐｈｏｓｐｈｏ⁃ＪＮＫ ｃ⁃Ｊｕｎ 氨基末端激酶（ ｃ⁃Ｊｕｎ Ｎ⁃ｔｅｒｍｉｎａｌ
ｋｉｎａｓｅ， ＪＮＫ） （ Ｔｈｒ１８３ ／ Ｔｙｒ１８５， 货号 ４６９５ ）、 ＪＮＫ
（货号 ９２５２）、内参 β⁃ａｃｔｉｎ （１３Ｅ５，货号 ４９７０）均购

自美国 ＣＳＴ 公司。
１． ３　 细胞培养　 采用 Ｃ５７ ／ Ｂ６⁃Ｌ 细胞，使用 １％ 的

双抗溶液和 １０％ 胎牛血清 ＤＭＥＭ 高糖培养基培养

细胞，将细胞置于温度 ３７ ℃ 、５％ ＣＯ２ 饱和湿度的

细胞培养箱中，间隔 ２ ～ ３ ｄ 进行传带，传代比例为

１ ∶ ２。
１． ４　 ＣＣＫ⁃８ 细胞活性检测　 使用细胞活性检测试

剂盒（ＣＣＫ⁃８）检测细胞活性。 将肺成纤维细胞按 ６
× １０４ 个 ／ ｍｌ 的密度接种在 ９６ 孔板中，继续孵育 ２４
ｈ。 然后将细胞按照实验设计分组，给与不同浓度的

Ｅｒａｓｔｉｎ 孵育或 Ｅｒａｓｔｉｎ 与 ＳＢ ２０３５８０、Ｕ０１２６ 共同孵

育 ２４ ｈ。 使用 １０％的 ＣＣＫ⁃８ 工作液孵育 １. ５ ｈ，通
过酶标仪（Ｔｈｅｒｍｏ）检测在 ４５０ ｎｍ 处的吸光度值。
１． ５ 　 活性氧检测 　 通过 Ｒｅａｃｔｉｖｅ Ｏｘｙｇｅｎ Ｓｐｅｃｉｅｓ
Ａｓｓａｙ Ｋｉｔｈｅ 和 Ｄｉｈｙｄｒｏｅｔｈｉｄｉｕｍ 染色试剂盒检测细胞

内 ＲＯＳ ／ Ｏ２
－ 的变化。 将肺成纤维细胞密度调整至 ６

× １０４ 个 ／ ｍｌ，按照 ２ ｍｌ ／孔接种在 ６ 孔板，继续培养

２４ ｈ。 然后将细胞按照实验设计分组，给与不同浓

度的 Ｅｒａｓｔｉｎ 孵育或 Ｅｒａｓｔｉｎ 与 ＳＢ ２０３５８０、Ｕ０１２６ 共

同孵育 ４ ｈ。 将荧光探针按照１ ∶ １ ０００比例稀释后，
加入到细胞中，避光孵育 ３０ ｍｉｎ，弃去培养基，ＰＢＳ
清洗 ３ 次后，通过倒置荧光显微镜（Ｏｌｙｍｐｕｓ ＩＸ７３
∗）拍照，绿色 ４８０ ｎｍ，红色 ５５０ ｎｍ。
１． ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验 　 细胞经过不同的药物孵

育后，使用含有蛋白酶抑制剂的冰冷 ＲＩＰＡ 裂解缓

冲液进行裂解，提取总蛋白。 使用 ＢＣＡ 蛋白质检测

试剂盒测定蛋白浓度。 取 ２０ μｇ 蛋白进行电泳，转
膜，将蛋白转印到聚偏二氟乙烯（ｐｏｌｙｖｉｎｙｌｉｄｅｎｅ ｆｌｕ⁃
ｏｒｉｄｅ， ＰＶＤＦ）膜，然后用 ５％ 脱脂牛奶封闭 ４５ ｍｉｎ。
一抗（１ ∶ １ ０００）４ ℃下孵育过夜，ＴＢＳＴ 清洗后，二
抗（１ ∶ ２ ０００）室温孵育 ２ ｈ 后再次清洗，化学曝光。
１． ７　 统计学处理　 采用 ＳＰＳＳ １７. ０ 统计学软件进

行数据分析，结果以 �ｘ ± ｓ 表示，两组间差异的比较

采用 ｔ 检验，多组之间比较采用单因素方差分析，以
Ｐ ＜ ０. ０５ 表示差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 Ｅｒａｓｔｉｎ 对肺成纤维细胞铁死亡的影响　 将不

同浓度的 Ｅｒａｓｔｉｎ 加入到肺成纤维细胞中，结果显示

细胞出现了不同程度的死亡。 如图 １ 所示，通过

ＣＣＫ⁃８ 实验所得数据以及根据半数抑制，Ｅｒａｓｔｉｎ 诱

导肺成纤维细胞铁死亡的最适浓度为 １００ μｍｏｌ ／ Ｌ
（Ｐ ＜ ０. ０１，Ｆ ＝ ２０７. １４），此浓度为后续实验提供了

基础。

图 １　 ＣＣＫ⁃８ 检测 Ｅｒａｓｔｉｎ 诱导肺成纤维细胞铁死亡

与 Ｅｒａｓｔｉｎ ０ μｍｏｌ ／ Ｌ 组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

２． ２　 Ｅｒａｓｔｉｎ 对肺成纤维细胞氧化应激的影响　 目

前研究认为，氧化应激可能参与到细胞铁死亡的过

程。 为确定 Ｅｒａｓｔｉｎ 诱导肺成纤维细胞铁死亡是否

与氧化应激有关，加入 ＲＯＳ ／ Ｏ －
２ 荧光探针检测细胞

氧化应激水平。如图２所示，分别在 ０、１、２、４ ｈ 加
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入 １００ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 Ｅｒａｓｔｉｎ 后，绿色荧光显示的 ＲＯＳ
（Ｐ ＜ ０. ０１，Ｆ ＝ １６５. ９５）和红色荧光显示的 Ｏ －

２ （Ｐ ＜
０. ０１，Ｆ ＝ ３１. ５４）荧光强度明显增强，这表明 Ｅｒａｓｔｉｎ
诱导肺成纤维细胞铁死亡可能与氧化应激有关。
２． ３　 Ｅｒａｓｔｉｎ 对肺成纤维细胞 ＭＡＰＫ 信号通路的

影响　 目前研究表明，丝裂原活化蛋白激酶（ｍｉｔｏ⁃
ｇｅｎ⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅｓ， ＭＡＰＫ）信号通路在调

节氧化应激方面发挥着重要作用。 为验证这一结

论，在加入 Ｅｒａｓｔｉｎ 后在不同时间段观察 ＭＡＰＫ 通路

中的关键蛋白 ｐ３８、ＥＲＫ、ＪＮＫ 表达。 如图 ３ 所示，
ＭＡＰＫ 通路中 ｐ３８ 蛋白（Ｐ ＜ ０. ０５ 或 Ｐ ＜ ０. ０１，Ｆ ＝
６. ２０）和 ＥＲＫ 蛋白磷酸化水平 （Ｐ ＜ ０. ０５ 或 Ｐ ＜
０. ０１，Ｆ ＝ ３. ５１）显著升高，而 ＪＮＫ 则无明显的变化。
这表明 Ｅｒａｓｔｉｎ 诱导肺成纤维细胞氧化应激损伤可

能与 ＭＡＰＫ 通路中 ｐ３８ 信号通路和 ＥＲＫ 信号通路。
２． ４ 　 ＳＢ２０３５８０ 和 ＮＡＣ 对 Ｅｒａｓｔｉｎ 效果的影响 　
为进一步明确 ｐ３８ 的作用机制，加入了 ｐ３８ 的抑制

剂 ＳＢ２０３５８０ 进行验证。 如图 ４Ａ 所示，镜下可见加

入 Ｅｒａｓｔｉｎ 肺成纤维细胞出现了大量的死亡，而在此

基础上加入 ＳＢ２０３５８０ 后细胞的活性明显增加，图

４Ｂ 的 ＣＣＫ⁃８ 实验也验证这一结果（Ｐ ＜ ０. ０１，Ｆ ＝
４７. ４６）。 为验证 ｐ３８ 的抑制剂 ＳＢ２０３５８０ 的作用，使
用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 方法进行验证，如图 ４Ｃ 所示加入

ｐ３８ 抑制剂后，ｐ３８ 蛋白磷酸化水平降低，表明该抑

制剂可能通过 ｐ３８ 信号通路逆转肺成纤维细胞铁死

亡。 为验证 ＳＢ２０３５８０ 是否通过氧化应激发挥作

用，在此基础上加入了经典抗氧化剂 ＮＡＣ 作为对

照，图 ４Ｄ⁃Ｆ 结果显示 ｐ３８ 抑制剂和经典抗氧化剂

ＮＡＣ 抑制了 Ｅｒａｓｔｉｎ 诱导的 ＲＯＳ （ Ｐ ＜ ０. ０１， Ｆ ＝
５０. ００）和 Ｏ －

２ （Ｐ ＜ ０. ０１，Ｆ ＝ ４０. ２６）在肺成纤维细胞

中的表达。 以上研究表明 ｐ３８ 在 Ｅｒａｓｔｉｎ 诱导的肺

成纤维细胞中发挥着重要的作用，其作用机制可能

是与调节氧化应激水平有关。
２． ５　 Ｕ０１２６ 和 ＮＡＣ 对 Ｅｒａｓｔｉｎ 效果的影响　 如图

５Ａ 和 ５Ｂ 所示，当加入了 ＥＲＫ 的抑制剂 Ｕ０１２６ 之

后，Ｅｒａｓｔｉｎ 诱导的肺成纤维细胞铁死亡的水平明显

降低，细胞活性显著升高（Ｐ ＜ ０. ０１，Ｆ ＝ ５０. ５９）。 此

外，图 ５Ｃ 所示，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示加入 Ｕ０１２６
后，ＥＲＫ 蛋白磷酸化水平降低，表明该抑制剂可能

通 过ＥＲＫ信号通路逆转肺成纤维细胞铁死亡 。

图 ２　 Ｅｒａｓｔｉｎ 对肺成纤维细胞氧化应激的影响

Ａ： ＲＯＳ ／ Ｏ －
２ 荧光探针检测细胞氧化应激水平 × １００；Ｂ：荧光强度统计结果；与 ０ ｈ Ｏ －

２ 组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与 ０ ｈ ＲＯＳ 组比较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１

图 ３　 ＭＡＰＫ 相关蛋白表达

Ａ： Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＭＡＰＫ 相关蛋白的表达；Ｂ：Ｐ⁃ｐ３８ 蛋白相对表达量；Ｃ：Ｐ⁃ＥＲＫ 蛋白相对表达量；与 ０ ｈ 比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１
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图 ４　 ＳＢ２０３５８０ 和 ＮＡＣ 对 Ｅｒａｓｔｉｎ 效果的影响

Ａ： 电镜下观察细胞形态 × １００；Ｂ：ＣＣＫ⁃８ 检测细胞活性；Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 Ｐ⁃ｐ３８ 的表达；Ｄ：ＲＯＳ ／ Ｏ －
２ 荧光探针检测细胞氧化应激水平

× １００；Ｅ：ＲＯＳ 荧光强度统计结果；Ｆ：Ｏ －
２ 荧光强度统计结果；与 Ｅｒａｓｔｉｎ ０ μｍｏｌ ／ Ｌ 组比较： ∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组的 Ｅｒａｓｔｉｎ １００ μｍｏｌ ／ Ｌ 组比

较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１

为明确 ＥＲＫ 是否通过调节氧化应激水平发挥作用，
同样加入 ＮＡＣ 进行对照研究。 图 ５Ｄ⁃Ｆ 结果显示与

ＮＡＣ 结果相似，Ｕ０１２６ 能够抑制 Ｅｒａｓｔｉｎ 诱导肺成纤

维细胞氧化应激损伤 （Ｐ ＜ ０. ０１，Ｆ ＝ １２. ４２；Ｐ ＜
０. ０１，Ｆ ＝ １６. ３７）。

３　 讨论

　 　 近年来，肺纤维化的发病率呈明显升高的趋势，
可导致患者出现呼吸困难，甚至危及生命［５ － ６］。 此

外，多种呼吸系统疾病，包括哮喘、慢性阻塞性肺疾

病（ ｃｈｒｏｎｉｃ ｏｂｓｔｒｕｃｔｉｖｅ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｄｉｓｅａｓｅ，ＣＯＰＤ） 等

都常常伴随肺纤维化同时出现［７ － ９］。 然而，目前除

肺移植之外，尚无有效的药物治疗方法［１０］。 随着研

究的深入，铁死亡在肺纤维化中的作用作为潜在的

治疗靶点引起了越来越多的关注［１１］。
　 　 Ｅｒａｓｔｉｎ 是一种常用的铁死亡诱导剂，目前在诱

导细胞铁死亡的研究上被广泛使用［１２ － １３］。 该研究

通过向肺成纤维细胞中加入不同浓度的 Ｅｒａｓｔｉｎ，结
果显示，Ｅｒａｓｔｉｎ 可明显的抑制肺成纤维细胞生长并

可诱导其出现铁死亡。 目前研究表明，铁死亡与氧

化应激也存在着密切的关系。 铁过载通常与氧化应

激有关，氧化应激反映了活性氧的产生与生物系统

消除促氧化剂之间的失衡，氧化应激过强会导致细

胞铁死亡。 Ｃｈｅｎ ｅｔ ａｌ［１４］研究表明，氧化应激能够通

过激活 Ｂａｃｈ１⁃ＨＯ⁃１ 信号通路诱导铁过载从而致使

细胞凋亡。 该研究也同样表明，ＲＯＳ 和 Ｏ －
２ 在 Ｅｒａｓ⁃

ｔｉｎ 处理后荧光强度增加，这为明确铁死亡与氧化应

激的关系提供了一些依据。
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图 ５　 Ｕ０１２６ 和 ＮＡＣ 对 Ｅｒａｓｔｉｎ 效果的影响

Ａ： 电镜下观察细胞形态 × １００；Ｂ：ＣＣＫ⁃８ 检测细胞活性；Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 Ｐ⁃ＥＲＫ 的表达；Ｄ：ＲＯＳ ／ Ｏ －
２ 荧光探针检测细胞氧化应激水平

× １００；Ｅ：ＲＯＳ 荧光强度统计结果；Ｆ：Ｏ －
２ 荧光强度统计结果；与 Ｅｒａｓｔｉｎ ０ μｍｏｌ ／ Ｌ 组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１； 与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组的 Ｅｒａｓｔｉｎ １００ μｍｏｌ ／ Ｌ 组比

较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１

　 　 参与调解氧化应激的信号通路有多条。 目前研

究表明，ＭＡＰＫ 信号通路可能在其中起着关键作用。
Ｍａ ｅｔ ａｌ［１５］等研究表明利多卡因通过调节 ＭＡＰＫ 信

号通路来减轻缺氧复氧导致的肺上皮细胞铁死亡。
Ｗａｎａｓ ｅｔ ａｌ［ １６］等联合氯硝柳胺和吡非尼酮用药通

过抑制氧化应激及下调 ＭＡＰＫ 信号通路来减轻肺

纤维化。 然而，目前针对 ＭＡＰＫ 调解氧化应激的研

究多集中在癌症领域，针对肺成纤维细胞的研究较

少。 该研究通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 验证了 ＭＡＰＫ 通路中

的 ｐ３８ 和 ＥＲＫ 蛋白磷酸化水平升高，表明 ＭＡＰＫ 通

路可能与氧化应激有关。 为进一步验证这一结果，
该实验分别加入了 ｐ３８ 和 ＥＲＫ 的抑制剂 ＳＢ
２０３５８０、Ｕ０１２６，结果显示明显缓解了磷酸化水平以

及氧化应激，这更明确了 ＭＡＰＫ 信号通路在调节肺

成纤维细胞氧化应激中的作用。
该研究可为肺纤维化的发病机制和药物研发提

供一定的参考。 如果能够开发一种药物以 ＭＡＰＫ
信号通路为靶点，特异性的诱导肺成纤维细胞出现

铁死亡，可能会为肺纤维化的治疗带来一定的突破。
然而，该研究仅为细胞层面的实验，未涉及动物实验

及临床实验，未来该课题组会进行更深入地研究。
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