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摘要　 目的　 探讨右美托咪定（Ｄｅｘ）对柠檬酸铁铵（ＦＡＣ）
诱导的小鼠海马神经元细胞（ＨＴ２２）铁超载毒性的保护作用

及相关机制。 方法　 选取状态良好的 ＨＴ２２ 细胞随机分为 ４
组：对照组（Ｃｔｒｌ 组）、ＦＡＣ 处理组（ＦＡＣ 组）、Ｄｅｘ 处理组（Ｄｅｘ
组）、铁死亡抑制剂 Ｆｅｒ⁃１ 处理组（Ｆｅｒ⁃１ 组）。 采用 ＦＡＣ 诱导

细胞制备铁超载模型。 随后采用 ＣＣＫ⁃８ 法检测 ＨＴ２２ 细胞

的增殖存活率；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测铁死亡标志性蛋白前列腺

素内过氧化物合酶 ２（ＰＴＧＳ２）、长链酯酰辅酶 Ａ 合成酶 ４
（ＡＣＳＬ４）、哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（ｍＴＯＲ）、转铁蛋白受

体 １（ＴＦＲ１）及膜铁输出蛋白（Ｆｐｎ）的蛋白表达；ｑＰＣＲ 检测

ＨＴ２２ 细胞内 ＰＴＧＳ２ 和 ＡＣＳＬ４ 的基因表达水平；ＤＨＥ 荧光探

针检测 ＨＴ２２ 细胞内的活性氧簇（ＲＯＳ）水平；ＭＤＡ 检测试剂

盒检测 ＨＴ２２ 细胞内脂质氧化水平；Ｍｉｔｏ⁃ＦｅｒｒｏＯｒａｎｇｅ—亚铁

离子探针检测 ＨＴ２２ 细胞内 Ｆｅ２ ＋ 水平；电镜检测细胞内超微

结构的改变。 结果　 Ｄｅｘ 组和 Ｆｅｒ⁃１ 组预处理 ２ ｈ 后细胞死

亡率明显下降，铁死亡标志物 ＰＴＧＳ２ 和 ＡＣＳＬ４ 蛋白表达和

基因表达水平显著降低，细胞超微结构损坏程度明显改善，
ＲＯＳ、脂质氧化以及 Ｆｅ２ ＋ 的水平明显低于 ＦＡＣ 组 （ Ｐ ＜
０. ０５）。 结论　 Ｄｅｘ 预处理可以减轻 ＦＡＣ 诱导的 ＨＴ２２ 细胞

铁超载毒性损伤，与其可能抑制铁死亡有关。
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　 　 铁死亡［１］ 是依赖铁的脂质过氧化物积累到毒

性水平导致细胞死亡的非凋亡的程序性死亡，铁是

否过量是铁死亡发生的关键［２］。 脑中铁沉积足以

引发脑出血 ［３］，免疫组化检测显示脑内的铁沉积随

年龄增加［４］。 脑铁水平过高会引起脂质氧化水平

升高造成神经中毒［５］。 ｍＴＯＲ（ｍａｍｍａｌｉａｎ ｔａｒｇｅｔ ｏｆ
ｒａｐａｍｙｃｉｎ）可以调节转铁蛋白受体 １ （ ｔｒａｎｓｆｅｒｒｉｎ ｒｅ⁃
ｃｅｐｔｏｒ１，ＴＦＲ１）的稳定性，维持细胞内铁的平衡状

态［６］。 在脑出血疾病的发病机制中发现 ｍＴＯＲ 介

导的铁代谢的证据，缺失会引起铁代谢紊乱，引起氧

化应激，产生细胞毒性。
　 　 右美托咪定（ｄｅｘｍｅｄｅｔｏｍｉｄｉｎｅ， Ｄｅｘ）作为高选

择性 α２ 肾上腺素能受体激动剂，能改善神经退行

性疾病和脑外伤中的氧化应激水平的异常增高［７］。
小鼠海马神经元（ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ｎｅｕｒｏｎｓ， ＨＴ２２）作为

中枢神经执行认知功能的神经元易受到应激刺激—
尤其是铁离子刺激，诱发氧化应激引起铁死亡，导致

神经系统疾病的发生［８］。 该研究拟探讨 Ｄｅｘ 对铁

超载造成的 ＨＴ２２ 细胞损伤的保护作用及其机制，
为麻醉药物治疗神经系统疾病提供实验依据。

１　 材料与方法

１． １　 细胞与主要试剂 　 小鼠海马神经元细胞系、
ＨＴ２２ 专用完全培养基购自中国武汉普诺赛（ Ｐｒｏ⁃
ｃｅｌｌ）生命科技有限公司；０． ２５％ 胰酶消化液购自

Ｇｉｂｃｏ 公司；右美托咪定购自扬子江药业（集团）有

限公司；ＤＨＥ 荧光探针购自 ｙｅａｓｅｎ 公司；丙二醛

（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）试剂盒购自碧云天生物技

术研究所；Ｍｉｔｏ⁃ＦｅｒｒｏＯｒａｎｇｅ 亚铁离子探针购自日本

Ｄｏｊｉｎｄｏ 分子技术有限公司；兔抗长链酯酰辅酶 Ａ 合

成酶 ４（ａｃｙｌ⁃ＣｏＡ ｓｙｎｔｈｅｔａｓｅ ｌｏｎｇ⁃ｃｈａｉｎ ｆａｍｉｌｙ ｍｅｍｂｅｒ
４，ＡＣＳＬ４）、兔抗 ＴＦＲ１、兔抗 ｍＴＯＲ 购自美国 Ａｂｃａｍ
公司。 兔抗 ｐ⁃ｍＴＯＲ、抗 β⁃ａｃｔｉｎ 和抗前列腺素内过

氧化物合酶 ２ （ ｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎ⁃ｅｎｄｏｐｅｒｏｘｉｄｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ
２，ＰＴＧＳ２）抗体、山羊抗兔免疫球蛋白（ＩｇＧ）辣根过

氧化物酶（ＨＲＰ）二抗购自中国武汉爱博泰克（Ａｂ⁃
ｃｌｏｎａｌ）生物科技有限公司。 ｍＴＯＲ、ＴＦＲ１、ＡＣＳＬ４、
ＰＴＧＳ２ 和 ＧＡＰＤＨ 引物由中国安徽通用生物科技公

司合成。
１． ２　 仪器 　 荧光倒置显微镜（德国 Ｚｅｉｓｓ 公司）；
Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ ５４２４ Ｒ 冷冻离心机 （德国 ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公

司）；Ｓｙｎｅｒｇｙ２ 酶标仪（美国 ＢｉｏＴｅｋ 仪器公司）；Ｂｉｏ⁃
ｓｈｉｎｅ ＣｈｅｍｉＱ 化学发光成像系统、ＣＦＸ Ｃｏｎｎｅｃｔ 实时
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定量 ＰＣＲ 仪（美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）； Ｔａｌｏｓ Ｌ１２０Ｃ Ｇ２
透射电子显微镜（美国 Ｔｈｅｒｍｏｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）。
１． ３　 方法　
１． ３． １　 细胞分组　 ＨＴ２２ 细胞随机分为 ４ 组：① 对

照组（Ｃｔｒｌ 组）：ＨＴ２２ 细胞使用 ＨＴ２２ 细胞专用培养

基进行培养；② ＦＡＣ 处理组（ＦＡＣ 组）：使用终浓度

为 １２５ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＦＡＣ 处理 ＨＴ２２ 细胞后培养 ２４ ｈ；
③ Ｄｅｘ 处理组（Ｄｅｘ 组）：使用终浓度为 ５ μｍｏｌ ／ Ｌ
Ｄｅｘ 预处理 ＨＴ２２ 细胞 ２ ｈ 后，使用终浓度为 １２５
μｍｏｌ ／ Ｌ ＦＡＣ 处理 ＨＴ２２ 细胞后培养 ２４ ｈ；④ 铁死亡

抑制剂 Ｆｅｒ⁃１ 处理组（ Ｆｅｒ⁃１ 组）：使用终浓度为 １
μｍｏｌ ／ Ｌ Ｆｅｒ⁃１ 预处理 ＨＴ２２ 细胞 ２ ｈ 后，使用终浓度

为 １２５ μｍｏｌ ／ Ｌ ＦＡＣ 处理 ＨＴ２２ 细胞后培养 ２４ ｈ。
１． ３． ２ 　 ＣＣＫ⁃８ 法检测 ＨＴ２２ 细胞活力 　 选取对数

生长期的 ＨＴ２２ 细胞，以 １ × １０４ 个 ／孔接种于 ９６ 孔

板上，培养 １２ ｈ 后，加入不同浓度 Ｄｅｘ （０. ２、１、５、２５
μｍｏｌ ／ Ｌ），此外设置对照组（Ｃｔｒｌ 组）和空白组（等量

细胞培养基和 ＣＣＫ⁃８ 试剂），每孔再设置 ４ 个复孔。
置于细胞培养箱中孵育 １２ ｈ 后，每孔加入 １０ μｌ
ＣＣＫ⁃８ 试剂（每孔内加入 １００ μｌ 培养基），于培养箱

中孵育 ２ ｈ 后使用酶标仪在 ４５０ ｎｍ 处测量吸光度

（ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ， Ａ）值，以此计算各孔的细胞相对存活

率。 相对存活率 ＝ （ Ａ实验组 － Ａ空白组 ） ／ （ Ａ对照组 －
Ａ空白组），实验重复 ３ 次。
１． ３． ３ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测蛋白表达 　 ＨＴ２２ 细胞

以 １ × １０５ 个 ／孔接种于 ６ 孔板，培养 １２ ｈ 后，按照上

述实验分组方法加入药物处理。 制取样品，经 ＰＢＳ
冲洗 ２ 次，加入含有蛋白酶抑制剂和磷酸酶抑制剂

的细胞裂解液，冰上裂解 ３０ ｍｉｎ，细胞刮刮下细胞，
置于 １. ５ ｍｌ ＥＰ 管中，１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ３０ ｍｉｎ。 取

上清液，将蛋白样品与 ５ × ＳＤＳ 上样缓冲液按 １ ∶ ４
体积混合，１００ ℃煮沸 １０ ｍｉｎ 变性，使温度降至室

温。 以每孔 １０ μｌ 的蛋白样品量进行蛋白电泳，将
蛋白转至 ＰＶＤＦ 膜上，使用 ５％脱脂奶粉室温封闭 ２
ｈ，ＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次，每次 １０ ｍｉｎ。 ＰＴＧＳ２、ＡＣＳＬ４、ｐ⁃
ｍＴＯＲ、ｍＴＯＲ、ＴＦＲ１ 抗体按 １ ∶ １ ０００稀释，置于 ４
℃过夜后，使用 ＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次，每次 １０ ｍｉｎ。 加入

１ ∶ １０ ０００稀释的二抗室温孵育 １ ｈ，使用 ＥＣＬ 发光

试剂盒显影。
１． ３． ４ 　 ｑＰＣＲ 检测 ＰＴＧＳ２ 和 ＡＣＳＬ４ 表达水平 　
ＨＴ２２ 细胞以 １ × １０５ 个 ／孔接种于 ６ 孔板，培养 １２ ｈ
后，按照上述实验分组方法加入药物处理。 制取样

品，加入 ＲＮＡ 裂解液裂解 ３０ ｍｉｎ，吹下细胞转至无

酶 ＥＰ 管中，加入氯仿萃取，１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ３０

ｍｉｎ。 取上清液加入等量异丙醇，置于 － ２０ ℃助沉 ２
ｈ。 随后１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ 得到 ＲＮＡ 沉淀，
洗涤干燥后定量，随后加入 Ｍｉｘ 进行逆转录合成

ｃＤＮＡ。 根据仪器的操作说明，利用特异性引物对单

个细胞样本的 ｃＤＮＡ 进行 ｑＰＣＲ 扩增。 以 β⁃ａｃｔｉｎ 作

为内参，比较分析各组 ｍＲＮＡ 的表达，见表 １。 采用

最优稀释和熔化曲线，以确保每一套引物扩增产物

的特异性。 所有表达式均使用 ２ － ΔΔＣｔ方法计算。 数

据分析使用 ｑＢａｓｅ ＋ （ Ｖｅｒｓｉｏｎ ３. ０， Ｂｉｏ Ｇａｚｅｌｌｅ，
Ｇｅｎｔ， Ｂｅｌｇｉｕｍ）。

表 １　 引物序列

基因名 序列（ ５′⁃３′）
ＡＣＳＬ４ Ｆ： ＧＴＴＧＧＴＣＴＡＣＴＴＧＧＡＧＧＡＡＣＧ

Ｒ： ＣＣＴＧＡＧＧＧＣＴＴＧＡＡＡＴＴＣＣ
ＰＴＧＳ２ Ｆ： ＴＧＴＧＡＣＴＧＴＴＡＣＣＣＧＧＡＣＴＧＧ

Ｒ： ＴＧＣＡＣＡＴＴＧＴＡＡＧＴＡＧＧＴＧＧＡＣ
β⁃ａｃｔｉｎ Ｆ： ＴＧＧＣＴＣＴＡＡＣＡＧＴＣＣＧＣＣＴＡＧ

Ｒ： ＡＧＴＧＣＧＡＣＧＴＧＧＡＣＡＴＣＣＧ

１． ３． ５ 　 ＭＤＡ 试剂盒测定脂质过氧化产物 　 将

ＨＴ２２ 细胞以 １ × １０５ ／孔接种在 ６ 孔板上，培养 １２ ｈ
后， 按照上述实验分组方法加入药物处理，置于 ３７
℃、５％ＣＯ２ 细胞孵育箱内孵育 ２４ ｈ，收集细胞至 ＥＰ
管中，１ ２００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，取上清液于冰上待

测，吸取 ３００ μｌ 上清液于 ９６ 孔板，使用酶标仪在

５３２ ｎｍ 处检测细胞的吸光度，根据标准曲线计算

ＭＤＡ 浓度。
１． ３． ６ 　 ＤＨＥ 免疫荧光染色检测 ＲＯＳ 生成 　 将

ＨＴ２２ 细胞以 １ × １０５ ／孔接种在 ６ 孔板上，培养 １２ ｈ
后，按照上述细胞分组方法加入药物处理，置于 ３７
℃、５％ＣＯ２ 细胞培养箱中孵育 ２４ ｈ 后，使用 ＰＢＳ 洗

２ 次，将终浓度为 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＤＨＥ 荧光染料加到

ＰＢＳ 中，放入细胞培养箱中孵育 ３０ ｍｉｎ 后用倒置荧

光显微镜进行观察并拍照。 选择 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件进行

荧光半定量分析，实验重复 ３ 次，对结果进行统计学

分析。
１． ３． ７　 Ｍｉｔｏ⁃ＦｅｒｒｏＯｒａｎｇｅ 荧光探针检测细胞内 Ｆｅ２ ＋

的变化　 以 １ × １０５ ／孔接种在 ６ 孔板上，培养 １２ ｈ
后， 按照上述细胞分组方法加入药物处理。 使用

ＤＭＳＯ 将 Ｍｉｔｏ⁃ＦｅｒｒｏＯｒａｎｇｅ 荧光探针溶解为 １ μｍｏｌ ／
Ｌ 的储存液，于 ６ 孔板上处理细胞，使用 ＨＢＳＳ 洗 ３
次后，每孔加入储存液使其终浓度为 １ μｍｏｌ ／ Ｌ，于
培养箱孵育 ３０ ｍｉｎ 后，置于共聚焦显微镜下观察各

组的荧光强度。
１． ３． ８　 电镜检测细胞超微结构的变化 　 将 ＨＴ２２
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细胞以 １ × １０６ 个 ／孔接种于培养瓶中，培养 １２ ｈ 至

细胞汇集到 ８０％ ～９０％ ，按上述实验分组方法处理

后孵育 ２４ ｈ，提取电镜样品，细胞刮刮下细胞置于

ＥＰ 管中，１ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，加入戊二醛固定

液固定细胞沉淀。 将标本置于电镜下观察各组线粒

体嵴、线粒体膜密度及细胞核的变化。
１． ３． ９　 低表达 ｍＴＯＲ 时 ＴＦＲ１ 蛋白水平变化　 将

ＨＴ２２ 细胞随机分为 ３ 组：① 对照组（Ｃｔｒｌ 组）：ＨＴ２２
细胞使用 ＨＴ２２ 细胞专用培养基进行培养；② ＦＡＣ
处理组（ＦＡＣ 组）：使用终浓度为 １２５ μｍｏｌ ／ Ｌ ＦＡＣ
处理 ＨＴ２２ 细胞后培养 ２４ ｈ；③ ＦＡＣ ＋ ＡＺＤ８０５５ 组：
使用终浓度为 １２５ μｍｏｌ ／ Ｌ ＦＡＣ 和终浓度为 ８０
ｎｍｏｌ ／ Ｌ ＡＺＤ８０５５ 处理 ＨＴ２２ 细胞后培养 ２４ ｈ。 根

据１． ３． ３项方法，使用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ｐ⁃ｍＴＯＲ 和

ＴＦＲ１ 的蛋白表达水平。
１． ４　 统计学处理 　 采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８. ０ 软件

进行统计，数据均来自 ３ 次独立实验，正态分布的计

量资料以均数 ±标准差（�ｘ ± ｓ）表示，两两比较采用 ｔ
检验，组间比较采用单因素方差分析（ＡＮＯＶＡ），Ｐ
＜ ０. ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 Ｄｅｘ 对 ＦＡＣ 暴露下 ＨＴ２２ 细胞存活率的影响

　 ＣＣＫ⁃８ 实验表明，０. ２、１、５ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｄｅｘ 对 ＨＴ２２
细胞活力有促进作用，而 ２５ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｄｅｘ 作用不显

著（Ｆ ＝ １３. ３１，Ｐ ＜ ０. ０５），见图 １Ａ。 ＦＡＣ 降低 ＨＴ２２
细胞的活力，而 １、５ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｄｅｘ 预处理抑制了

ＨＴ２２ 细胞活力的降低（Ｆ ＝ ０. ５７，Ｐ ＜ ０. ０５） ，见图

１Ｂ。 因此选取 ５ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｄｅｘ 作为后续实验剂量。
２． ２　 Ｄｅｘ 抑制 ＦＡＣ 引起 ＨＴ２２ 细胞发生铁死亡　
使用 ＦＡＣ 处理 ＨＴ２２ 细胞 ２４ ｈ 后，与 Ｃｔｒｌ 组相比，
ＦＡＣ 组铁死亡标志性蛋白 ＰＴＧＳ２ 和 ＡＣＳＬ４ 蛋白表

达明显升高，与 ＦＡＣ 组比较，Ｄｅｘ 组 ＰＴＧＳ２ 和 ＡＣ⁃
ＳＬ４ 蛋白表达下降，这一变化与 Ｆｅｒ⁃１ 组一致（Ｐ ＜
０. ０５），见图 ２Ａ，且 ＦＡＣ 组 ＰＴＧＳ２ 和 ＡＣＳＬ４ 的 ｍＲ⁃
ＮＡ 表达水平相比于 Ｃｔｒｌ 组也显著增加，与 ＦＡＣ 组

比较，Ｄｅｘ 组 ＰＴＧＳ２ 和 ＡＣＳＬ４ 的 ｍＲＮＡ 表达水平下

降，这一变化与 Ｆｅｒ⁃１ 组一致（Ｐ ＜ ０. ０５），见图 ２Ｂ。

图 １　 Ｄｅｘ 对 ＦＡＣ 暴露下 ＨＴ２２ 细胞存活率的影响

　 　 Ａ：ＣＣＫ⁃８ 法检测不同浓度 Ｄｅｘ 处理后细胞存活率；Ｂ：ＣＣＫ⁃８ 法

检测 Ｄｅｘ 预处理细胞后加入 ＦＡＣ 的细胞存活率；ａ：Ｃｔｒｌ 组；ｂ － ｅ：
０. ２、１、５、２５ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｄｅｘ 组；ｆ：ＦＡＣ 组；ｇ：０. ２ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｄｅｘ ＋ ＦＡＣ 组；
ｈ： １ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｄｅｘ ＋ ＦＡＣ 组；ｉ：５ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｄｅｘ ＋ ＦＡＣ 组；ｊ：２５ μｍｏｌ ／ Ｌ

Ｄｅｘ ＋ ＦＡＣ 组；与 Ｃｔｒｌ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５，＃＃Ｐ ＜ ０. ０１；与 ＦＡＣ 组比较：
∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

图 ２　 Ｄｅｘ 抑制 ＦＡＣ 引起 ＨＴ２２ 细胞发生铁死亡

　 　 Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ＨＴ２２ 细胞 ＰＴＧＳ２、ＡＣＳＬ４ 的表达；Ｂ：ｑＰＣＲ 法检测 ＨＴ２２ 细胞 ＰＴＧＳ２、ＡＣＳＬ４ 的 ｍＲＮＡ 表达；ａ：Ｃｔｒｌ 组；ｂ：ＦＡＣ 组；ｃ：

Ｄｅｘ ＋ ＦＡＣ 组；ｄ：Ｆｅｒ⁃１ ＋ ＦＡＣ 组；与 Ｃｔｒｌ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５，＃＃Ｐ ＜ ０. ０１，＃＃＃Ｐ ＜ ０. ００１；与 ＦＡＣ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１
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２． ３　 Ｄｅｘ 降低 ＨＴ２２ 细胞内 ＲＯＳ 水平 　 细胞内

ＲＯＳ 的水平增高会引起细胞发生氧化应激。 ＤＨＥ
荧光探针染色可检测细胞内 ＲＯＳ 水平，使用 １２５
μｍｏｌ ／ Ｌ ＦＡＣ 处理 ＨＴ２２ 细胞 ２４ ｈ 后，相较于 Ｃｔｒｌ
组，ＦＡＣ 组 ＲＯＳ 水平升高（Ｐ ＜ ０. ０１）；使用 Ｄｅｘ 和

Ｆｅｒ⁃１ 预处理 ２ ｈ 后，与 ＦＡＣ 组比较，Ｄｅｘ 组和 Ｆｅｒ⁃１
组 ＲＯＳ 水平降低（Ｆ ＝ ３５. ９０，Ｐ ＜ ０. ０５），见图 ３。

图 ３　 ＤＨＥ 荧光探针检测 ＨＴ２２ 细胞中的 ＲＯＳ 水平 × ４００

　 　 Ａ：Ｃｔｒｌ 组；Ｂ：ＦＡＣ 组；Ｃ：Ｄｅｘ 组；Ｄ：Ｆｅｒ⁃１ 组；与 Ｃｔｒｌ 组比较：＃＃Ｐ

＜ ０. ０１；与 ＦＡＣ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

２． ４ 　 Ｄｅｘ 减轻细胞内脂质氧化水平 　 使用 １２５
μｍｏｌ ／ Ｌ ＦＡＣ 处理 ＨＴ２２ 细胞 ２４ ｈ 后，相较于 Ｃｔｒｌ
组，ＦＡＣ 组脂质氧化水平升高 （Ｐ ＜ ０. ００１）；使用

Ｄｅｘ 预处理 ２ ｈ 后，与 ＦＡＣ 组比较，Ｄｅｘ 组脂质氧化

水平降低（Ｆ ＝ １６２. ２０，Ｐ ＜ ０. ００１），见图 ４。
２． ５　 Ｄｅｘ 降低细胞内 Ｆｅ２ ＋ 含量　 Ｍｉｔｏ⁃ＦｅｒｒｏＯｒａｎｇｅ
荧光探针检测 Ｆｅ２ ＋ 的变化，结果显示，与 Ｃｔｒｌ 组相

比，ＦＡＣ 组细胞内 Ｆｅ２ ＋ 浓度升高（Ｐ ＜ ０. ００１），而
Ｄｅｘ 组与 Ｆｅｒ⁃１ 组细胞内 Ｆｅ２ ＋ 浓度则显著下降（Ｐ ＜
０. ００１），表明 Ｄｅｘ 抑制了 ＦＡＣ 所引起的 Ｆｅ２ ＋ 浓度的

增加（Ｆ ＝ ０． ３６，Ｐ ＜ ０. ００１），见图 ５。

图 ４　 ＭＤＡ 试剂盒检测 ＨＴ２２ 细胞中脂质氧化程度

　 　 Ａ：Ｃｔｒｌ 组；Ｂ：ＦＡＣ 组；Ｃ：Ｄｅｘ 组；Ｄ：Ｆｅｒ⁃１ 组；与 Ｃｔｒｌ 组比较：＃＃＃Ｐ

＜ ０. ００１；与 ＦＡＣ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１

图 ５　 Ｍｉｔｏ⁃ＦｅｒｒｏＯｒａｎｇｅ Ｆｅ２ ＋ 荧光探针

检测 ＨＴ２２ 细胞中的 Ｆｅ２ ＋ 含量 × ６０
　 　 Ａ：Ｃｔｒｌ 组；Ｂ：ＦＡＣ 组；Ｃ：Ｄｅｘ 组；Ｄ：Ｆｅｒ⁃１ 组；与 Ｃｔｒｌ 组比较：
＃＃＃Ｐ ＜ ０. ００１；与 ＦＡＣ 组比较：∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１

２． ６　 Ｄｅｘ 减轻细胞超微结构损伤　 使用透射电子

显微镜观察 ＨＴ２２ 细胞中的超微结构改变，与 Ｃｔｒｌ
组比较，ＦＡＣ 组线粒体损伤严重，膜密度增厚，线粒
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体嵴消失，Ｄｅｘ 组和 Ｆｅｒ⁃１ 组细胞内线粒体损伤程度

减轻，见图 ６。

图 ６　 电子显微镜下 ＨＴ２２ 细胞中线粒体及细胞核

超微结构的变化情况 × １３ ５００
Ａ：Ｃｔｒｌ 组；Ｂ：ＦＡＣ 组；Ｃ：Ｄｅｘ 组；Ｄ：Ｆｅｒ⁃１ 组；箭头：线粒体

２． ７　 Ｄｅｘ 通过减轻铁超载毒性抑制铁死亡　 使用

ｍＴＯＲ 抑制剂 ＡＺＤ８０５５ 后， ＴＦＲ１ 表达上调 （ Ｆ ＝
７３. ０３，Ｐ ＜ ０. ０５），见图 ７Ａ；与 Ｃｔｒｌ 组比较，ＦＡＣ 组

ｍＴＯＲ 表达水平下调，ＴＦＲ１ 及 Ｆｐｎ 水平上调，铁蛋

白（Ｆｅｒｒｔｉｎ）表达降低；与 ＦＡＣ 组比较，Ｄｅｘ 组 ｍＴＯＲ
表达水平升高，ＴＦＲ１ 和 Ｆｐｎ 表达水平减少，而 Ｆｅｒ⁃
ｒｔｉｎ 表达活跃（Ｐ ＜ ０. ０５），见图 ７Ｂ。

３　 讨论

　 　 本研究根据文献［９］ 和 ＣＣＫ⁃８ 法检测结果确定

了 Ｄｅｘ 是一种安全无毒的麻醉药物，可以保护 ＨＴ２２
细胞免受毒性损伤。 采用 ＦＡＣ 诱导 ＨＴ２２ 细胞，建
立铁超载模型。 结果表明，与 Ｃｔｒｌ 组相比，ＦＡＣ 组

Ｆｅ２ ＋ 含量升高，提示铁超载模型建立成功。 本实验

采用 ５ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｄｅｘ 预处理，发生铁超载毒性的

ＨＴ２２ 细胞中 Ｆｅ２ ＋ 含量下降，提示 Ｄｅｘ 可以减轻铁

超载引起的 ＨＴ２２ 细胞损伤。
　 　 铁死亡是迄今为止发现的一种相对较新的死亡

方式，它与神经退行性疾病和脑缺血 ／出血性中风均

有密切关系［１０］，铁代谢紊乱可以认为是铁死亡的触

图 ７　 Ｄｅｘ 通过减轻铁超载毒性抑制铁死亡

　 　 Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ＨＴ２２ 细胞经 ＡＺＤ８０５５ 处理后 ｐ⁃ｍＴＯＲ、ＴＦＲ１ 的表达；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测铁代谢相关蛋白的表达；ａ：Ｃｔｒｌ 组；ｂ：
ＦＡＣ 组；ｃ：ＦＡＣ ＋ ＡＺＤ８０５５ 组；ｄ：Ｄｅｘ 组；ｅ：Ｆｅｒ⁃１ 组；与 Ｃｔｒｌ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５，＃＃Ｐ ＜ ０. ０１，＃＃＃Ｐ ＜ ０. ００１；与 ＦＡＣ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１，
∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１
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发阶段［１１］，影响细胞中 ＲＯＳ 和脂质氧化的水平。
ＨＴ２２ 细胞分离自大脑海马体，是铁死亡高度敏感的

细胞，目前广泛应用于神经系统疾病的研究。 ＦＡＣ
诱导的细胞外高铁浓度，使 ＨＴ２２ 细胞受到铁超载

毒性攻击。 ＨＴ２２ 细胞发生铁超载后，会产生过量脂

质氧化产物，加速细胞的损伤，引起氧化应激。 细胞

外高铁能增加 ＴＦＲ１ 入口的铁积累量，刺激 ＴＦＲ１ 通

道打开，大量铁流入细胞，细胞内 Ｆｅｒｒｔｉｎ 可以调节

细胞内铁水平，对其进行贮存，维持细胞内铁的稳

态。 一旦 Ｆｅｒｒｔｉｎ 降解，铁将变成游离态并促进 Ｆｅｎ⁃
ｔｏｎ 反应发生，生成脂质过氧自由基（ＰＵＦＡ⁃ＯＯ·），
并最终形成脂质氢过氧化物（ＰＵＦＡ⁃ＯＯＨ），加速脂

质积聚，最终导致铁死亡［１２］。 ＰＴＧＳ２ 和 ＡＣＳＬ４ 是

已知的铁死亡关键的标志性蛋白，参与上述脂质积

累的过程，本研究结果显示，与 Ｃｔｒｌ 组比较，ＦＡＣ 组

ＨＴ２２ 细胞 ＰＴＧＳ２ 和 ＡＣＳＬ４ 的蛋白和 ｍＲＮＡ 表达

水平升高，ＲＯＳ、脂质氧化水平和 Ｆｅ２ ＋ 水平表达升

高，细胞内线粒体结构损坏程度加重，提示 ＦＡＣ 可

以促进铁死亡的发生；且 Ｄｅｘ 能降低 ＦＡＣ 引起的

ＨＴ２２ 细胞中 ＰＴＧＳ２ 和 ＡＣＳＬ４ 的蛋白和 ｍＲＮＡ 表

达水平升高，减轻 ＲＯＳ、脂质氧化水平和 Ｆｅ２ ＋ 水平

表达的升高，以及缓解细胞内线粒体结构损坏程度，
提示 Ｄｅｘ 可能是通过抑制铁死亡的方式保护 ＨＴ２２
细胞。
　 　 ｍＴＯＲ 通路失控通常表现在脑出血、神经退行

性疾病和衰老等许多疾病中，因此靶向 ｍＴＯＲ 治疗

在近年来快速兴起 ［１３］， ｍＴＯＲ 在铁死亡的研究中

越发受到重视，许多研究者认为 ｍＴＯＲ 介导的铁代

谢与脑出血之间存在联系。 ｍＴＯＲ 作为调节铁离子

代谢的上游靶点已被证实［１４］，ｍＴＯＲ⁃ＴＦＲ１ 信号通

路作为调节铁离子代谢的关键通路，因此 ｍＴＯＲ 在

铁死亡的发生机制中具有重要作用。 细胞高铁浓度

会使 ｍＴＯＲ 的表达受到抑制，导致细胞内铁稳态失

衡，引起氧化应激诱发铁死亡［１５］。 本研究显示，在
ＨＴ２２ 细胞铁超载的模型中，使用 ｍＴＯＲ 抑制剂

ＡＺＤ８０５５ 处理，在 ｍＴＯＲ 表达量低的组别中下游

ＴＦＲ１ 蛋白表达水平升高，这表明在 ＨＴ２２ 细胞的铁

超载模型中存在该通路的调控；使用 Ｄｅｘ 处理后，由
ＦＡＣ 诱导的 ｍＴＯＲ 蛋白表达上调，下游的 ＴＦＲ１ 蛋

白表达被抑制，并且降低了 ＦＡＣ 引起的 ＨＴ２２ 细胞

中 Ｆｅｒｒｔｉｎ 和 Ｆｐｎ———铁相关的蛋白表达水平的上

调。 这说明 Ｄｅｘ 可能是通过调节铁代谢的方式影响

细胞存活，从而改善铁超载引起的 ＨＴ２２ 细胞损伤。
　 　 本研究证实 Ｄｅｘ 可以抑制 ＦＡＣ 诱导的 ＨＴ２２ 细

胞发生铁死亡，从而减轻 ＨＴ２２ 细胞的铁超载毒性，
其机制可能与激活 ｍＴＯＲ⁃ＴＦＲ１ 通路有关，自噬可

能参与其中，但本研究尚未证实。 本研究使用的

Ｄｅｘ 是商品针剂，对细胞实验存在一定影响；其次，
在细胞机制方面，本研究证实 Ｄｅｘ 对铁超载引起的

ＨＴ２２ 细胞氧化应激损伤具有明确的保护作用，但尚

未在原代神经元上验证；在动物体内 Ｄｅｘ 对铁超载

引起的认知和记忆功能障碍是否具有保护作用是本

课题组下一步的研究方向。
　 　 （致谢：本实验在安徽医科大学药学院教育部

抗炎免疫药物重点实验室完成，感谢各位老师和同

学的帮助。）
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ｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ｏｆ ＨＴ２２ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＣＣＫ⁃８ ｍｅｔｈｏｄ； Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ ｍａｒｋｅｒ ｐｒｏ⁃
ｔｅｉｎｓ ｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎ⁃ｅｎｄｏｐｅｒｏｘｉｄｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ ２ （ ＰＴＧＳ２ ） ａｎｄ ａｃｙｌ⁃ＣｏＡ ｓｙｎｔｈｅｔａｓｅ ｌｏｎｇ⁃ｃｈａｉｎ ｆａｍｉｌｙ ｍｅｍｂｅｒ ４
（ＡＣＳＬ４）． Ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ｍａｍｍａｌｉａｎ ｔａｒｇｅｔ ｏｆ ｒａｐａｍｙｃｉｎ （ｍＴＯＲ）， ｔｒａｎｓｆｅｒｒｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ １ （ＴＦＲ１）
ａｎｄ ｆｅｒｒｏｐｏｒｔｉｎ （Ｆｐｎ）； ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＰＴＧＳ２ ａｎｄ ＡＣＳＬ４ ｉｎ ＨＴ２２ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｑＰＣＲ；
Ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ （ＲＯＳ） ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ＨＴ２２ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＤＨＥ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｐｒｏｂｅ； ＭＤＡ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｋｉｔ
ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｌｉｐｉｄ ｏｘｉｄａｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ＨＴ２２ ｃｅｌｌｓ； Ｍｉｔｏ⁃ＦｅｒｒｏＯｒａｎｇｅ—ｆｅｒｒｏｕｓ ｉｏｎ ｐｒｏｂｅ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｆｅｒ⁃
ｒｏｕｓ ｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ＨＴ２２ ｃｅｌｌｓ； ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｕｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｃｈａｎｇｅｓ． Ｒｅｓｕｌｔｓ
　 Ｄｅｘ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ Ｆｅｒ⁃１ ｇｒｏｕｐ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｃｅｌｌ ｄｅａｔｈ ｒａｔｅ ａｆｔｅｒ ２ ｈ ｏｆ ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ， ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｇｅｎｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ ｍａｒｋｅｒｓ ＰＴＧＳ２ ａｎｄ ＡＣＳＬ４ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ． Ｔｈｅ ｄｅｇｒｅｅ ｏｆ ｃｅｌｌ ｕｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ
ｄａｍａｇｅ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｍｐｒｏｖｅｄ． Ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＲＯＳ， ｌｉｐｉｄ ｏｘｉｄａｔｉｏｎ ａｎｄ Ｆｅ２ ＋ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ
ｏｆ ｔｈｅ ＦＡＣ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０. ０５）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｄｅｘ ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｃａｎ ａｔｔｅｎｕａｔｅ ＦＡＣ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｉｒｏｎ ｏｖｅｒｌｏａｄ ｔｏｘｉｃｉｔｙ ｉｎ⁃
ｊｕｒｙ ｉｎ ＨＴ２２ ｃｅｌｌｓ， ｗｈｉｃｈ ｍａｙ ｂｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ　 ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ；ｄｅｘｍｅｄｅｔｏｍｉｄｉｎｅ；ｉｒｏｎ ｏｖｅｒｌｏａｄ；ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ｎｅｕｒｏｎｓ
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