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揖摘要铱 摇 目的: 验证心肌细胞缺氧 / 复氧(H / R)损伤中是否有铁死亡的发生,以及探讨铁死亡抑制剂 Ferrostatin鄄1
(Fer鄄1)对心肌细胞 H / R 损伤的作用及其机制。 方法: 新生 1 ~ 3 d SD 乳鼠,提取原代心肌细胞,随机分为正常对

照组(Control)、H / R 组和 H / R+Fer鄄1 组。 H / R 组细胞培养 52 h 后,加入 4 mmol / L Na2S2O4溶液,缺氧 1 h 后,用含

10%小牛血清的 DMEM 培养液复氧培养 3 h。 H / R+Fer鄄1 组经 Fer鄄1 (2 滋mol / L)预处理 24 h 后再进行缺氧复氧处

理。 各组细胞应用紫外分光光度法检测乳酸脱氢酶(LDH)释放率,CCK鄄8 法检测细胞存活率,黄嘌呤氧化酶法检

测超氧化物歧化酶(SOD),化学比色法检测丙二醛(MDA),免疫荧光观测线粒体膜电位、活性氧(ROS)改变,West鄄
ern blot 检测铁死亡关键蛋白 ACSL4、GPX4 的表达。 结果: 与 control 组比较,H / R 组细胞活性、SOD 释放量和

MMP 水平均显著降低(P<0. 05),LDH、MDA、ROS 释放量均显著增加(P<0. 05),ACSL4 蛋白表达显著升高(P<
0. 05)、GPX4 蛋白表达显著下降(P<0. 05)。 与 H / R 组比较,H / R+ Fer鄄1 组细胞活性、SOD 释放量和 MMP 水平均

显著升高(P<0. 05),LDH、MDA、ROS 释放量均显著降低(P<0. 05),ACSL4 蛋白表达显著下降(P<0. 05)、GPX4 蛋

白表达显著升高(P<0. 05)。 结论: 心肌细胞 H / R 损伤中有铁死亡的发生,Fer鄄1 可通过调控 ACSL4 和 GPX4 抑制

细胞内 ROS 的产生,从而减轻铁死亡引起的原代心肌细胞缺氧复氧损伤。
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揖ABSTRACT铱 Objective: To investigate the effects of ferrostatin鄄1 (Fer鄄1) on cardiomyocyte hypoxia / reoxygenation injury and its
mechanisms. Methods: The original generation of myocardial cells were extracted from 1 ~ 3 d newborn SD rats, which were randomly
divided into normal control group (control), hypoxia reoxygenation (H / R) group and hypoxia reoxygenation + iron death inhibitors
group (H / R + Fer鄄1). After 52 h of culture, cells in H / R group were added with 4 mmol / L Na2S2O4 solution. After 1 h of hypoxia,
cells were reoxygenated with DMEM medium containing 10% calf serum for 3 h. The H / R+ Fer鄄1 group was pretreated with Fer鄄1 (2
滋mol / L) for 24 h and then subjected to hypoxia and reoxygenation. The release rate of lactate dehydrogenase (LDH) was measured by
UV spectrophotometry, the cell survival rate was measured by CCK鄄8 method, SOD was measured by xanthine oxidase method, MDA
was measured by chemical coloration, and the changes of mitochondrial membrane potential and reactive oxygen species (ROS) were
observed by immunofluorescence. Western blot was used to detect the expressions of ACSL4 and GPX4. Results: Compared with the
control group, the cell activity, SOD release and MMP level were decreased (P<0. 05), the levels of LDH, MDA and ROS were in鄄
creased (P<0. 05), the protein expression of ACSL4 was increased (P<0. 05), and the protein expression of GPX4 was decreased (P
<0. 05) in H / R group. Compared with the H / R group, the cell activity, SOD release and MMP level were increased (P<0. 05), the
level of LDH, MDA and ROS were decreased (P<0. 05), the protein expression of ACSL4 was decreased (P<0. 05), and the protein
expression of GPX4 was increased (P<0. 05) in H / R+Fer鄄1 group. Conclusion: Fer鄄1 can inhibit the production of intracellular reac鄄
tive oxygen species by regulating ACSL4 and GPX4, thereby alleviating the hypoxia and reoxygenation injury of primary cardiomyocytes
caused by iron death.
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摇 摇 缺血性心肌病对人类健康造成严重危害[1],而
缺血后的再通会使原有心肌受损加重,称为心肌缺

血 /再灌注损伤(myocardial ischemia / reperfusion in鄄
jury, MI / RI) [2,3]。 铁死亡是一种受调节的细胞死

亡,被确定为铁依赖性细胞死亡。 铁死亡不同于其
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他经典的非凋亡细胞死亡过程,其特征是线粒体缩

小及脂质过氧化的积累[4]。 研究发现,铁死亡已经

在心肌病、心肌梗塞和心力衰竭中起关键作用[5],
但其对心肌缺氧复氧损伤(myocardial hypoxia鄄reoxy鄄
genation injury, H / R)的影响及其机制尚不明确,本
研究拟利用原代心肌细胞制备 H / R 损伤模型,观测

铁死亡在心肌细胞 H / R 过程中的作用,探讨铁死亡

抑制剂 Ferrostatin鄄1 能否对 H / R 损伤心肌细胞起到

保护作用及其可能机制,旨在为临床治疗心肌缺血

性疾病提供实验支持和理论基础。

1摇 材料与方法

1. 1摇 材料与试剂

新生 1 ~ 3 d SD 乳鼠(牡丹江医学院医药研究

中心);铁死亡抑制剂 Ferrostatin鄄1(陶素药业有限公

司);Na2S2 O4(天津福晨化学试剂厂);LDH、CCK8
检测试剂盒(碧云天);MDA、SOD 检测试剂盒(南京

建成);细胞培养试剂(Hyclone 公司)。
1. 2摇 提取原代心肌细胞[6]

将新生 1 ~ 3 d SD 乳鼠放置在乙醇中消毒,取
心脏,置于冰上预冷的 D鄄hanks 中清洗残存血液。
弃心房,保留心室部分,经 0. 12% II 型胶原酶 37益
恒温水浴摇床中消化 10 min,重复 3 次以上直至所

有组织被消化完全,离心后取沉淀加入完全培养基

于正常培养箱中差速贴壁 1. 5 h 后,将细胞悬液置

于培养皿中培养 52 h 后进行相应检测。
1. 3摇 免疫荧光染色 cTnT 鉴定心肌细胞纯度

取原代心肌细胞悬液,细胞爬片培养 52 h 后,
用心肌特异性肌钙蛋白 T(cTnT)抗体染色阳性细胞

呈绿色,定位于胞浆,激光共聚焦显微镜观察。 计算

方法:cTnT 阳性细胞比率 =阳性细胞数 /总细胞数伊
100% ,即新生乳鼠原代心肌细胞的纯度[7]。
1. 4摇 活细胞成像仪监测心肌细胞动态变化

显微镜下选取 5 个视野,动态监测细胞收缩频

率的改变。
1. 5摇 分组

取培养 52 h 心肌细胞,随机分为 3 组,(1)正常

对照组(control):正常心肌细胞常规培养;(2)缺氧

复氧组(H / R):培养心肌细胞 52 h 后,加入终浓度

为 4 mmol / L Na2S2O4溶液,缺氧 1 h 后,换成含 10%
血清的完全培养基,复氧培养 3 h;(3)缺氧复氧+铁
死亡抑制剂组(H / R+Fer鄄1):细胞在缺氧复氧处理

前 24 h 给予 2 滋mol / L Fer鄄1 处理。
1. 6摇 细胞存活率及数量检测

将台盼蓝与细胞悬液以 1 颐 9 混匀进行 3 min

染色,从中取 20 滋l 滴到细胞计数板中。 对每次分

离得到的细胞进行计数,取平均值,计算出活细胞

数、总细胞数。 细胞存活率 (% )= 活细胞数 /总细

胞数伊100% 。
1. 7摇 CCK鄄8 法检测细胞活性

将 5伊105 cells / well 细胞接种于微孔板上,对照

组于正常培养箱中培养,实验组按上述方法处理后,
各孔加入 CCK鄄8 后 37益孵育 1 h,酶标仪 450 nm 处

测定光密度值。
1. 8摇 LDH、SOD 及 MDA 含量测定

各组细胞数量一致 1. 0伊106 cells / ml。 紫外分

光光度法检测 LDH 释放量,黄嘌呤氧化酶法检测

SOD 含量,TBA 法测定 MDA 活性,LDH 光密度值通

过分光光度计在 450 nm 波长处测定,酶标仪在 532
nm 和 450 nm 波长测定 MDA、SOD 光密度值[8]。
1. 9摇 细胞内 ROS 水平

各组样本中加入 5 滋mol / L DCFH鄄DA 工作液 2
ml 后孵育,离心 10 min,置于激光共聚焦显微镜下

观测并选取视野拍照。
1. 10摇 线粒体膜电位(MMP)检测

按照 105 cells / well 将原代心肌细胞接种到小皿

中,根据说明书配制 MMP 检测荧光探针( JC鄄1)工

作液,分组处理后,用 500 滋l 完全培养基重悬,然后

加荧光探针( JC鄄1)工作液 500 滋l 混匀细胞。 37益
避光孵育 15 min 后加入 JC鄄1 染色缓冲液洗 3 次,除
去游离的多余染料后上机检测。
1. 11摇 Western blot 检测 GPX4、ACSL4 蛋白表达

取各组细胞加入 RIPA 裂解液提取蛋白。 用

BCA 测定蛋白浓度,SDS鄄PAGE 凝胶电泳、转膜、封
闭、一抗过夜 ( 1 颐 2 000 )、 二抗孵育 2 h ( 1 颐
20 000),内参蛋白为 茁鄄actin,使用 Image J Lab V4. 0
软件分析 ECL 发光液显影后蛋白条带灰度值,以目

的蛋白条带灰度值与内参蛋白条带灰度值的比值作

为蛋白相对表达量。
1. 12摇 统计学处理

实验数据用均值 依标准差 ( 軃x 依 s) 表示,采用

Graphpad prism 8. 0、SPSS 25. 0 统计软件,组间分析

采用 t 检验。

2摇 结果

2. 1摇 原代心肌细胞形态

通过活细胞成像仪实时观测到细胞在 0 ~ 5 h
部分贴壁(图 1A);24 h 后细胞几乎完全贴壁,多数

贴壁细胞呈单一性搏动(图 1B);48 h 后伪足伸出

彼此缠绕成网状,并进行同步搏动(图 1C); 72 h 后
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形成合胞体,细胞同步搏动(图 1D)。

Fig. 1 摇 Morphology of primary cultured cardiomyocytes under
light microscope( 伊 200)
A: 0 ~ 5 h myocardial cell; B: 24 h myocardial cell; C:
48 h myocardial cell; D: 72 h myocardial cell

2. 2摇 原代心肌细胞 cTnT 染色

随机选取 5 个视野, 激光共聚焦显微镜下可见

cTnT 阳性细胞呈绿色(图 2A),DAPI 染细胞核呈蓝

色(图 2B),计算出 cTnT 阳性细胞率则得出所提取

的心肌细胞的纯度为(97. 35依0. 80)% 。

Fig. 2摇 Immunofluorescence staining of primary cardiomyocytes
(伊200)
A: cTnT positive cells is green; B: DAPI staining of the
nucleus is blue; C: A+B Merge

2. 3摇 不同浓度 NaS2O4对心肌细胞存活及 LDH 水

平影响的比较

如表 1 所示,与 control 组比较, Na2S2O4浓度为

4 mmol / L 时心肌细胞存活率明显下降(P< 0. 05),
LDH 释放量明显上升(P <0. 05),可见 4 mmol / L
Na2S2 O4 处理后效果最明显,故后续实验选用 4
mmol / L Na2S2O4进行造膜。
Tab. 1摇 Comparison of effects of different concentrations of Na2

S2O4 on cardiomyocyte survival and LDH level(軃x依s, n
=10)

Group OD value
(Cell survival)

Cell survival
(% )

LDH摇
(U / L)摇

Control 0. 220依0. 005 100 358依28

Na2S2O4 1 mmol / L 0. 217依0. 009* 97* 396依60*

Na2S2O4 2 mmol / L 0. 205依0. 003* 82* 423依41*

Na2S2O4 4 mmol / L 0. 190依0. 006** 79** 538依52**

Na2S2O4 8 mmol / L 0. 164依0. 003** 60** 557依48**

摇 摇 *P<0. 05, **P<0. 01 vs control

2. 4摇 4 mmol / L Na2S2O4与不同缺氧时间对心肌细

胞收缩频率影响的比较

正常收缩频率约 76 次 /分 (图 3鄄Control ); 4
mmol / L Na2S2O4给予相同心肌细胞缺氧 10 min,其

频率约 54 次 /分(图 3鄄10 min);缺氧 20 min,其频率

约 37 次 /分(图 3鄄20 min);缺氧 30 min,其频率约 28
次 / 分(图 3鄄30 min);缺氧 1 h,其频率约 1 次 /分(图
3鄄1 h);缺氧 1. 5 h,细胞死亡(图 3鄄1. 5 h)。 可见缺

氧 1 h 效果最明显,故选后续实验用缺氧 1 h 心肌细

胞。

Fig. 3摇 Comparison of the effects of 4 mmol / L Na2 S2 O4 and

different hypoxia time on the precontractile rate of cardio鄄
myocytes

2. 5摇 4 mmol / L Na2S2O4与缺氧 1 h /不同复氧时间

对心肌细胞存活率及 LDH 水平影响的比较

如表 2 所示,与 control 组比较,缺氧 1 h 复氧 3
h 可致细胞存活率显著降低(P<0. 05), LDH 释放

量显著上升(P<0. 05) 。 结果表明缺氧 1 h 复氧 3 h
效果最明显,故后续实验选用 4 mmol / L Na2 S2O4、
缺氧 1 h、复氧 3 h 心肌细胞。
Tab. 2摇 Comparison of the effects of 4 mmol / L Na2 S2 O4 and

hypoxia 1 h / different reoxygenation time on the sur鄄
vival rate and LDH level of cardiomyocytes(軃x依s, n =
10)

Group OD value
(Cell Survival)

Cell survival
(% )

LDH摇
(U / L)摇

Control 0. 248依0. 009 100 364依58

H / R(1 / 1) 0. 229依0. 008* 85* 507依39*

H / R(1 / 2) 0. 217依0. 005* 82* 538依44*

H / R(1 / 3) 0. 204依0. 004** 75** 571依53**

H / R(1 / 4) 0. 185依0. 004** 64** 629依47**

摇 摇 *P<0. 05,**P<0. 01 vs control

2. 6摇 不同浓度 Fer鄄1 对心肌细胞存活率和 LDH 水

平影响的比较

如表 3 所示,与 control 组比较,control+2 滋mol /
L Fer鄄1 组细胞存活率无统计学意义,说明该药物浓

度对正常细胞无影响,而 control+4 滋mol / L Fer鄄1 组

细胞存活率显著下降(P<0. 05)。 与 control 组比

较,H / R 组细胞存活率显著下降(P<0. 05)、LDH 释

放量显著上升(P<0. 05),与 H / R 组比较,H / R+Fer鄄
1 组(2 滋mol / L)细胞存活率显著升高(P<0. 05)、
LDH 释放量显著减少(P<0. 05)。 结果证实 Fer鄄1
(2 滋mol / L)处理组与 H / R 组比较有统计学意义且

对正常细胞损伤小,故后续实验选用 Fer鄄1(2 滋mol /
L)进行处理。
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Tab. 3摇 Comparison of the effects of different concentrations of
Fer鄄1 on the survival rate and LDH level of cardiomyo鄄
cytes(軃x依s, n=10)

Group OD value
(Cell survival)

Cell Survival
(% )

LDH
(U / L)

Control 0. 249依0. 007 100 327依74
Control+2 滋mol Fer鄄1 0. 245依0. 008 96 341依59
Control+4 滋mol Fer鄄1 0. 217依0. 005* 78* 462依41*

H / R 0. 204依0. 004* 65* 571依53*

H / R+1 滋mol Fer鄄1 0. 206依0. 002 67 558依65
H / R+2 滋mol Fer鄄1 0. 231依0. 006# 83# 386依89#

H / R+4 滋mol Fer鄄1 0. 234依0. 005# 85# 357依61#

H / R+8 滋mol Fer鄄1 0. 212依0. 003 71 439依48

摇 摇 *P<0. 05 vs control; #P<0. 05 vs H / R

2. 7摇 Fer鄄1(2 滋mol / L)对心肌细胞 H / R 中 MDA
及 SOD 活性的影响

如表 4 所示,与 control 组比较,H / R 组 MDA 释

放量显著增加(P<0. 05)、SOD 释放量显著下降(P<
0. 05);与 H / R 组比较,H / R+Fer鄄1 组 MDA 释放量

显著降低 (P < 0. 05)、 SOD 释放量显著升高 (P <
0. 05)。
Tab. 4摇 Effects of Fer鄄1 (2 滋mol / L) on the activities of MDA

and SOD in H / R of cardiomyocytes (軃x依s, n=10)

Group MDA
(滋mol / g)

SOD
(U / mg) ROS MMP

Control 6. 35依0. 27 23. 26依4. 63 7. 35依2. 46 17. 64依4. 27
H / R 12. 89依0. 46* 9. 77依6. 34* 39. 54依1. 61* 8. 53依2. 75*

H / R+Fer鄄1 8. 47依0. 39# 14. 69依5. 26# 11. 58依2. 74# 12. 61依3. 94#

摇 摇 *P<0. 05 vs control; #P<0. 05 vs H / R

2. 8 摇 Fer鄄1(2 滋mol / L)对心肌细胞 H / R 中 ROS
水平的影响

如表 4 所示,与 control 组比较,H / R 组绿色荧

光明显增强,说明细胞内 ROS 水平明显增高(P<
0. 05),表明有铁死亡的发生;与 H / R 组比较,H / R+
Fer鄄1 组 ROS 水平显著下降(P<0. 05),提示 Fer鄄1
能够显著降低心肌细胞 ROS 水平,减轻细胞膜脂质

过氧化的发生(图 4)。
2. 9摇 Fer鄄1(2 滋mol / L)对心肌细胞 H / R 中线粒体

膜电位(MMP)水平的影响

如表 4 所示, 与 control 组比较,H / R 组 MMP
水平显著降低(P<0. 05);与 H / R 组比较,H / R+Fer鄄
1 组 MMP 水平显著升高(P<0. 05),提示 Fer鄄1 能够

恢复心肌细胞 MMP 水平,减轻线粒体凋亡(图 5)。
2. 10摇 心肌细胞 ACSL4、GPX4 蛋白表达

如表 6 所示,与 control 组比较,H / R 组者 GPX4

蛋白表达显著下降(P<0. 05),ACSL4 蛋白表达显著

升高(P < 0. 05)。 与 H / R 组比较,H / R + Fer鄄1 组

GPX4 蛋白表达显著升高(P<0. 05),ACSL4 蛋白表

达显著下降(P<0. 05)。

Fig. 4摇 Effect of Fer鄄1 (2 滋mol / L) on ROS levels in H / R of
cardiomyocytes Ros fluorescence images, ROS (green fluo鄄
rescence), DAPI staining of the nucleus ( blue fluores鄄
cence),Merge is ROS+DAPI ( blue鄄green fluorescence),
scale ( =50 滋m)

Fig. 5 摇 Effect of Fer鄄1 (2 滋mol / L) on mitochondrial mem鄄
brane potential (MMP) level in H / R of cardiomyocytes the
representative fluorescence images of JC鄄1 staining, aggre鄄
gation (red fluorescence),monomer (green fluorescence),
DAPI staining of the nucleus ( blue fluorescence ) and
Merge is JC鄄1 aggregation + JC鄄1 monomer + DAPI ( Red鄄
Green鄄Blue fluorescence), (scale=50 滋m)

Fig. 6摇 Expressions of ACSL4 and GPX4 protein in cardiomyo鄄
cytes
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Tab. 6摇 Expressions of ACSL4 and GPX4 protein in cardiomyo鄄
cytes(軃x依s, n=5)

Group 摇 Gpx4 Acsl4
Control 0. 88依0. 09 0. 28依0. 07
H / R 0. 39依0. 01* 0. 63依0. 05*

H / R+Fer鄄1 0. 61依0. 01# 0. 37依0. 06#

摇 摇 *P<0. 05 vs control; #P<0. 05 vs H / R

3摇 讨论

心肌缺血目前占全球心血管疾病的前三,治疗

心肌缺血的重要方法是通过缺血 /再灌注进行血液

再通,伴随而来的缺血 /再灌注损伤是难以避免的。
心肌损伤过程中,常伴有细胞存活率和心肌酶的改

变,细胞存活率下降是心肌细胞损伤的典型表现;而
LDH 释放量与心肌细胞受损程度呈正相关。 连二

亚硫酸钠(Na2 S2O4)是一种强还原剂,能夺取空气

中的氧,将 Na2S2O4作为耗氧剂,可快速消耗细胞培

养基中的氧气,且不损伤心肌细胞膜,最终导致细胞

处于缺氧环境之中。 本实验给予 4 mmol / L Na2S2O4

模拟心肌缺氧复氧损伤模型,通过 CCK8 法检测细

胞存活率,结果表明与 control 组比较,H / R 组细胞

活性降低、LDH 水平升高,证明本实验成功复制了

心肌缺氧复氧损伤模型。
2012 年 Doxin[9]等正式提出并命名了一种不同

于其他的新的细胞死亡形式:铁死亡。 作为一种全

新的细胞死亡形式与自噬、凋亡、坏死、焦亡等细胞

死亡类型不同,其是一种铁依赖性细胞死亡形

式[10]。 这种细胞死亡形式的特征是细胞内铁积累、
谷胱甘肽 ( GSH) 的消耗、脂质过氧化和活性氧

(ROS)的聚集。 ROS 是一类具有高反应性的含氧

活性物质,过量 ROS 能导致细胞膜脂质过氧化及抗

氧化系统紊乱。 SOD 催化超氧阴离子自由基歧化

为过氧化氢和氧,是一种重要的氧自由基清除剂。
MDA 能反映机体氧化损伤程度。 长期缺血缺氧使

线粒体膜电位(MMP)降低和线粒体凋亡途径的激

活导致缺血细胞的进一步破坏。 因此,MMP、ROS、
MDA、SOD4 可作为反映细胞铁死亡的重要指标。
为了观察铁死亡对心肌缺氧复氧损伤的影响,本研

究采用原代心肌细胞建立 H / R 损伤模型,观测铁死

亡在心肌细胞 H / R 过程中的作用。 结果表明在心

肌细胞 H / R 损伤过程中 SOD 释放量升高,MDA、
ROS 释放量降低,线粒体膜电位(MMP)下降。 以上

结果表明,在心肌细胞 H / R 发生过程中有铁死亡的

发生。
有研究表明,铁死亡也是细胞生长的重要调控

因素,其主要由 ACSL4 、GPX4 调控,细胞膜上 AC鄄
SL4 属于长链脂酰辅酶家族,可以把 PUFA 中的花

生四烯酸催化成为花生四烯酰 CoA,并生成相关脂

质,随后进入脂质氧化环节,引起铁死亡;GPX4 是

一种含硒类的过氧化物还原酶,它能分解脂质过氧

化物为没有毒性的羟基脂质,是拮抗铁死亡的核心

蛋白酶。 本实验 Western blot 技术,结果表明心肌缺

氧复氧损伤导致心肌细胞中 ACSL4 表达增多、
GPX4 表达减少,提示心肌 ACSL4、GPX4 的表达参

与了心肌缺氧复氧损伤的发生发展。
有研究证实[11],减少氧化应激是改善心肌 H / R

损伤的关键治疗策略。 Ferrostatin鄄1 是一种抗氧化

剂,能有效抑制铁死亡引起的细胞损伤[12]。 我们的

实验结果发现,与 H / R 组比较,铁死亡关键指标

ACSL4 蛋白表达在 H / R+Fer鄄1 组下降,而 GPX4 蛋

白表达升高,H / R+Fer鄄1 组心肌细胞存活率升高,
SOD、MMP 水平升高,LDH、MDA、ROS 含量降低,表
明 Fer鄄1 可减轻脂质过氧化物的沉积,从而抑制氧

化应激的产生,进一步对心肌细胞起到保护作用。
综上所述,本实验成功复制了心肌缺氧复氧损

伤模型。 本实验结果表明心肌细胞缺氧 /复氧损伤

中有铁死亡的发生,心肌细胞存活率及 MMP 水平

显著降低,ROS 释放量显著增加。 铁死亡抑制剂

Ferrostatin鄄1 通过调控 ACSL4 和 GPX4 抑制细胞内

活性氧(ROS)的产生,心肌细胞存活率及 MMP 水

平显著增加,从而减轻铁死亡引起的原代心肌细胞

缺氧复氧损伤,降低了由铁死亡引起的临床上心肌

缺血相关疾病的发生。
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