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  [摘要] 目的 探讨铁死亡抑制剂Ferrostatin-1(Fer-1)对心肌缺血再灌注损伤(MIRI)的影响及其机制。
方法 以大鼠H9c2心肌细胞作为研究对象,随机分为:Control组、H/R

 

medium组、H/R
 

medium+Fer-1组、

H/R
 

medium+Nec-1组、H/R
 

medium+emricasan组。采用电子显微镜观察细胞形态;CCK-8法、乳酸脱氢

酶(LDH)试剂盒检测细胞增殖活性;铁检测试剂盒测铁离子含量;流式细胞术检测各组活性氧(ROS)水平,Mi-
toSOXTM 探针经荧光染色检测线粒体超氧化物水平;Western

 

blot检测谷胱甘肽过氧化物酶4(GPX4)、酰基辅

酶A合成酶长链家族成员4(ACSL4)、烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸氧化酶(NOX1)、环氧化酶2(COX2)的表达

情况。结果 与Control组比较,H/R
 

medium组细胞毒性(LDH相对释放度)增加,细胞活性降低,差异有统

计学意义(P<0.05)。与H/R
 

medium组比较,H/R
 

medium+Fer-1组、H/R
 

medium+Nec-1组、H/R
 

medi-
um+emricasan组H9c2心肌细胞贴壁数目增加,空泡减少,活性增加,细胞毒性(LDH水平)降低。与Control
组比较,H/R

 

medium组H9c2心肌细胞内亚铁离子及总铁水平升高,差异有统计学意义(P<0.05);与 H/R
 

medium组比较,H/R
 

medium+Fer-1组H9c2心肌细胞内亚铁离子及总铁水平下降,差异有统计学意义(P<
0.05)。H/R

 

medium组H9c2心肌细胞内ROS水平高于Control组,H/R
 

medium+Fer-1组ROS水平低于

H/R
 

medium组,差异有统计学意义(P<0.05)。与Control组比较,H/R
 

medium组ACSL4、NOX1、环氧化

酶2水平升高,GPX4水平降低,差异有统计学意义(P<0.05);与 H/R
 

medium组比较,H/R
 

medium+Fer-1
组ACSL4、NOX1、环氧化酶2水平降低,GPX4水平升高,差异有统计学意义(P<0.05)。结论 铁死亡在

MIRI中发挥关键作用,Fer-1可通过抑制铁死亡,减轻氧化应激损伤,缓解 MIRI。
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  [Abstract] Objective To
 

investigate
 

the
 

effects
 

and
 

mechanism
 

of
 

Ferrostatin-1
 

(Fer-1),a
 

ferroptosis
 

inhibitor,on
 

myocardial
 

ischemia-reperfusion
 

injury
 

(MIRI).Methods Rat
 

H9c2
 

cardiomyocytes
 

were
 

ran-
domly

 

divided
 

into
 

five
 

groups:Control
 

group,H/R
 

medium
 

group,H/R
 

medium+Fer-1
 

group,H/R
 

medium+Nec-1
 

group,and
 

H/R
 

medium+emricasan
 

group.Cell
 

morphology
 

was
 

observed
 

using
 

electron
 

mi-
croscopy.Cell

 

proliferation
 

activity
 

was
 

assessed
 

via
 

CCK-8
 

assay
 

and
 

lactate
 

dehydrogenase
 

(LDH)
 

release.I-
ron

 

ion
 

levels
 

were
 

measured
 

using
 

an
 

iron
 

detection
 

kit.Reactive
 

oxygen
 

species
 

(ROS)
 

and
 

mitochondrial
 

su-
peroxide

 

levels
 

were
 

detected
 

by
 

flow
 

cytometry
 

and
 

MitoSOXTM
 

fluorescence
 

staining,respectively.Western
 

blot
 

was
 

employed
 

to
 

analyze
 

the
 

expression
 

of
 

glutathione
 

peroxidase
 

4
 

(GPX4),acyl-CoA
 

synthetase
 

long-
chain

 

family
 

member
 

4
 

(ACSL4),nicotinamide
 

adenine
 

dinucleotide
 

phosphate
 

oxidase
 

(NOX1),and
 

cycloox-
ygenase

 

2
 

(COX2).Results Compared
 

to
 

the
 

Control
 

group,the
 

H/R
 

medium
 

group
 

exhibited
 

significantly
 

increased
 

cytotoxicity
 

(LDH
 

levels)
 

and
 

reduced
 

cell
 

viability,with
 

statistically
 

significant
 

differences
 

(P<
0.05).Treatment

 

with
 

Fer-1,Nec-1,or
 

emricasan
 

in
 

the
 

H/R
 

medium
 

group
 

increased
 

cell
 

adherence,reduced
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vacuolization,enhanced
 

cell
 

viability,and
 

decreased
 

cytotoxicity
 

(LDH
 

relative
 

releasing
 

rate)
 

compared
 

to
 

the
 

H/R
 

medium
 

group.Intracellular
 

ferrous
 

iron
 

and
 

total
 

iron
 

levels
 

were
 

elevated
 

in
 

the
 

H/R
 

medium
 

group
 

compared
 

to
 

the
 

Control
 

group,with
 

statistically
 

significant
 

differences
  

(P<0.05),while
 

Fer-1
 

treatment
 

sig-
nificantly

 

reduced
 

these
 

levels
 

(P<0.05).ROS
 

levels
 

were
 

higher
 

in
 

the
 

H/R
 

medium
 

group
 

than
 

in
 

the
 

Con-
trol

 

group,and
 

Fer-1
 

treatment
 

attenuated
 

this
 

increase
 

(P<0.05).Western
 

blot
 

analysis
 

revealed
 

elevated
 

ACSL4,NOX1,and
 

COX2
 

levels,alongside
 

reduced
 

GPX4
 

levels,in
 

the
 

H/R
 

medium
 

group
 

compared
 

to
 

the
 

Control
 

group,with
 

statistically
 

significant
 

differences
 

(P<0.05).Fer-1
 

treatment
 

reversed
 

these
 

trends,de-
creasing

 

ACSL4,NOX1,and
 

COX2
 

levels
 

while
 

increasing
 

GPX4
 

expression,with
 

statistically
 

significant
 

differences
  

(P<0.05).Conclusion Ferroptosis
 

plays
 

a
 

critical
 

role
 

in
 

MIRI.Fer-1
 

mitigates
 

oxidative
 

stress
 

injury
 

and
 

alleviates
 

MIRI
 

by
 

inhibiting
 

ferroptosis.
[Key

 

words] ferrostatin-1;myocardial
 

ischemia-reperfusion
 

injury;ferroptosis;programmed
 

necrosis

  急 性 心 肌 梗 死 (acute
 

myocardial
 

infarction,

AMI)的发病率、致残率、致死率较高,一旦发生该疾

病,及时进行溶栓或经皮冠状动脉介入治疗(percuta-
neous

 

coronary
 

intervention,PCI)可有效提高患者生

存率[1]。有研究发现,心肌缺血恢复血流灌注后反而

会加重心肌损伤,这一过程被称为心肌缺血再灌注损

伤 (myocardial
 

ischemia
 

reperfusion
 

injury,MI-
RI)[2]。铁死亡是一种依赖于活性氧(reactive

 

oxygen
 

species,ROS)生成和铁超载而形成,脂质严重过氧化

的新型细胞死亡形式[3]。铁死亡发生时最明显的特

征是线粒体形态学变化,如线粒体膜密度浓缩、体积

缩小、线粒体嵴减少或消失等[4]。有研究表明[5-8],铁
死亡对神经病变、肿瘤、脑组织和肾脏组织的缺血/再

灌注损伤等疾病的发生、发展具有重要作用,但铁死

亡在 MIRI中的作用及机制仍需进一步研究。基于

此,本研究探讨了铁死亡抑制剂Ferrostatin-1(Fer-1)
通过抑制铁死亡减轻 MIRI的相关机制,现报道如下。

1 材料与方法

1.1 材料

大鼠H9c2心肌细胞系购于武汉大学中国典型培

养物保藏中心。复苏后的 H9c2心肌细胞置于含

10%胎牛血清(fetal
 

bovine
 

serum,FBS)和1%青霉

素/链霉素的DMEM培养基中,在37
 

℃、5%
 

CO2 的

培养箱中进行正常培养。

1.2 仪器与试剂

DMEM培养基(货号21068028,美国 Gibco公

司);FBS(货号F8318,美国Sigma公司);Fer-1、程序

性坏死抑制剂 Necrostatin-1(Nec-1)、泛半胱天蛋白

酶抑制剂emricasan(货号 HY-100579、HY-15760、

HY-10396,美 国 MedChemExpress公 司);兔 一 抗

GAPDH和兔二抗IgG 生物素化抗体(货号5174、

14708,美国Cell
 

Signaling
 

Technology公司);兔一抗

谷胱甘肽过氧化物酶4(glutathione
 

peroxidase
 

4,

GPX4)、酰基辅酶 A 合成酶长链家族成员4(long-
chain

 

acyl-coa
 

synthetase
 

4,ACSL4)、烟酰胺腺嘌呤

二核苷酸磷酸氧化酶(nadph
 

oxidase
 

1,NOX1)、环氧

化 酶 2 (货 号 ab125066、ab155282、ab131088、

ab179800,英国Abcam公司);MitoSOXTM 线粒体超

氧化物指示剂(货号 M36008,美国Invitrogen公司);

4’,6-二脒基-2-苯基吲哚(4’,6-diamidino-2-phenylin-
dole,DAPI,货 号 D9542,美 国 Sigma公 司);Lipid

 

ROS试剂盒、CCK-8试剂盒、LDH 细胞毒性检测试

剂盒(货号S0033S、C0038、C0017,上海碧云天生物技

术有限公司);铁检测试剂盒(货号ab83366,英国Ab-
cam公司)。高速离心机(型号5810R,德国Eppen-
dorf公司);多功能酶标仪(型号Elx808,美国Bio

 

Tek
公司);流式细胞仪(型号FACSCanto

 

Ⅱ,美国BD公

司);荧光显微镜(型号BZ-H4XD,日本基恩士公司);
凝胶成像仪(型号Gel

 

Doc
 

EZ,美国Bio
 

Tek公司)。

1.3 方法

1.3.1 实验建模与分组

取对数期生长状态良好的 H9c2心肌细胞,随机

分为5组。Control组:H9c2心肌细胞高糖培养基正

常培养;H/R
 

medium组:将正常高糖培养基换为低

糖培养基(98%低糖DMEM
 

+1%FBS+1%青霉素/
链霉素)放 置 到 三 气 培 养 箱(37

 

℃、95%
 

N2、5%
 

CO2)内孵育8
 

h后,再更换为高糖培养基并放到正常

培养箱内继续培养24
 

h,成功建立心肌细胞缺氧/复

氧模 型;H/R
 

medium+Fer-1组、H/R
 

medium+
Nec-1组、H/R

 

medium+emricasan组:另取正常培

养的 H9c2心肌细胞,分别 加 入 Fer-1、Nec-1、em-
ricasan继续正常培养12

 

h,再采用与 H/R
 

medium
组相同的方法分别处理各组细胞。

1.3.2 细胞活性的检测

将生长状态良好的细胞按3×105 个/mL浓度接

种于96孔板,100
 

μL/孔,高糖培养基正常培养至细
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胞密度70%~80%时,进行缺氧/复氧处理后取出孔

板,分别向每孔加入含10%体积CCK-8试剂的培养

基,置于细胞培养箱中继续培养2
 

h;取出96孔板,在
酶标仪450

 

nm波长下检测各孔吸光度[A(450)]。

1.3.3 乳酸脱氢酶(lactate
 

dehydrogenase,LDH)释

放检测

按照LDH试剂盒说明书,设置背景对照孔、标本

对照孔、标本最大酶活性对照孔及标本处理孔。待测

前1
 

h向标本最大酶活性对照孔加入10
 

μL
 

LDH释

放试剂,混匀后继续孵育。成功建模结束后,使用多

孔板离心机收集每孔上清液120
 

μL置于新的96孔

板中,再分别加入60
 

μL
 

LDH 检测工作液,混匀,室
温避光孵育30

 

min,酶标仪在490
 

nm处测定吸光度

[A(490)]。

1.3.4 显微镜下观察细胞结构

将各组细胞分别用戊二醛中固定,PBS缓冲液清

洗。将清洗后的各组实验细胞放置于显微镜玻璃台

上,调整倍率和焦距,通过相差显微镜观察细胞形态

和结构,照相。

1.3.5 铁离子水平测定

将Control组、H/R
 

medium组、H/R
 

medium+
Fer-1组细胞加入比例合适的铁分析缓冲液,冰上裂

解后离心,收集各组上清液待用。严格按照试剂盒的

说明书操作步骤,分别取80
 

μL的待测标本上清液加

入96孔板,逐步加入相应的工作液,混匀,37
 

℃孵育

10
 

min,然后在酶标仪593
 

nm 处测定各孔吸光度

[A(593)]。

1.3.6 ROS和线粒体超氧化物水平检测

稀释DCFH-DA试剂使终浓度为10
 

μmol/L,向
各组细胞中加入适当体积的DCFH-DA,在37

 

℃孵育

处理30
 

min。收集细胞,用流式细胞仪检测荧光信

号。向不同处理组的细胞内加入 MitoSOXTM 检测剂

工作液,在37
 

℃下避光孵育15
 

min,加入DAPI染色

细胞核,室温避光孵育10
 

min。于545
 

nm激发波长、

590
 

nm发射波长下,使用荧光显微镜拍照并检测荧

光信号强度。

1.3.7 Western
 

blot检测铁死亡相关蛋白表达

收集各组细胞提取总蛋白,采用BCA蛋白浓度

测定试剂盒测定蛋白浓度,取合适的蛋白标本加至十

二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶中进行电泳分离,再将

蛋白转印到聚偏二氟乙烯膜上,结束后置于5%脱脂

牛奶室温封闭2
 

h。分别与GPX4、ACSL4、NOX1、环
氧化酶2、GAPDH 一抗稀释液4

 

℃孵育过夜。用

TBST洗膜3次后,与兔二抗IgG(HRP)稀释液室温

下孵育1
 

h。采用全自动化学发光成像系统(Flu-

orChem
 

M)曝光、显影。以GAPDH为内参,Image
 

J
软件分析各组蛋白表达水平。

1.4 统计学处理

采用GraphPad
 

Prism8.0软件对实验数据进行

作图及统计分析。计量资料以x±s表示,两组间比

较采用t检验,多组间比较采用单因素方差分析,组
间两两比较采用Dunnett-t检验。各独立实验均重复

3次。以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 缺氧/复氧抑制H9c2心肌细胞的细胞活性

与Control组比较,H/R
 

medium组在低氧条件

下培养8
 

h,后在不同的复氧时间下培养均可抑制

H9c2心肌细胞活力,在复氧24
 

h时损伤最明显。后

续实验选用缺氧8
 

h、复氧24
 

h的处理时间构建H9c2
心肌细胞损伤模型。与Control组比较,H/R

 

medi-
um组细胞毒性(LDH相对释放率)增加,细胞活性降

低,差异有统计学意义(P<0.05),见图1。

2.2 铁死亡为缺氧/复氧诱导心肌细胞死亡的主要

机制

与 H/R
 

medium 组比较,H/R
 

medium+Fer-1
组、H/R

 

medium+Nec-1组、H/R
 

medium+em-
ricasan组H9c2心肌细胞贴壁数目增加,空泡减少,
活性增加,细胞毒性(LDH相对释放率)降低,表明加

入相关抑制剂后能抑制缺氧/复氧诱导的心肌细胞损

伤,见图2。同时,与 H/R
 

medium+Nec-1组、H/R
 

medium+emricasan组比较,H/R
 

medium+Fer-1组

H9c2心肌细胞更能挽救心肌细胞死亡。

2.3 Fer-1使缺氧/复氧诱导心肌细胞损伤后的铁离

子含量减少

与Control组比较,H/R
 

medium 组 H9c2心肌

细胞内亚铁离子及总铁水平升高,差异有统计学意义

(P<0.05);与H/R
 

medium组比较,H/R
 

medium+
Fer-1组H9c2心肌细胞内亚铁离子及总铁水平下降,
差异有统计学意义(P<0.05),见图3。

2.4 Fer-1抑制心肌细胞缺氧/复氧损伤中ROS的

产生

H/R
 

medium组H9c2心肌细胞内ROS水平高

于Control组,H/R
 

medium+Fer-1组ROS水平低

于H/R
 

medium组,差异有统计学意义(P<0.05)。
与Control组比较,H/R

 

medium组、H/R
 

medium+
Fer-1组荧光强度均增强,且 H/R

 

medium组的荧光

强度强于H/R
 

medium+Fer-1组,见图4。
 

2.5 Fer-1对心肌缺氧/复氧损伤中铁死亡相关蛋白

表达水平的影响

与 Control组 比 较,H/R
 

medium 组 ACSL4、

5921重庆医学2025年6月第54卷第6期



NOX1、环氧化酶2水平升高,GPX4水平降低,差异

有统计学意义(P<0.05);与 H/R
 

medium组比较,

H/R
 

medium+Fer-1组 ACSL4、NOX1、环氧化酶2

水平降低,GPX4水平升高,差异有统计学意义(P<
0.05),见图5。

  A:Control组与 H/R
 

medium组 H9c2心肌细胞活性比较;B:Control组与 H/R
 

medium组 H9c2心肌细胞毒性比较;a:P<0.05,与Control
组比较。

图1  H/R诱导对 H9c2心肌细胞活性的影响

  A:显微镜观察各组 H9c2心肌细胞结构形态;B:各组 H9c2心肌细胞活性比较;C:各组 H9c2心肌细胞毒性比较;a:P<0.05,与①比较;b:

P<0.05,与②比较;①:Control组;②:H/R
 

medium组;③:H/R
 

medium+Fer-1组;④:H/R
 

medium+Nec-1组;⑤H/R
 

medium+emricasan组。

图2  H/R单独或联合不同细胞死亡抑制剂对 H9c2心肌细胞的影响

  A:各组 H9c2心肌细胞亚铁离子表达水平比较;B:各组 H9c2心肌细胞总铁离子表达水平比较;a:P<0.05,与①比较;b:P<0.05,与②比较;

①:Control组;②:H/R
 

medium组;③:H/R
 

medium+Fer-1组。

图3  Fer-1对 H/R诱导的 H9c2心肌细胞铁离子水平的影响
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  A:各组 H9c2心肌细胞内ROS水平;B:各组H9c2心肌细胞中线粒体超氧化物水平;a:P<0.05,与①比较;b:P<0.05,与②比较;①:Control
组;②:H/R

 

medium组;③:H/R
 

medium+Fer-1组。

图4  Fer-1对 H/R诱导的 H9c2心肌细胞ROS生成的影响

  a:P<0.05,与①比较;b:P<0.05,与②比较;①:Control组;②:H/R
 

medium组;③:H/R
 

medium+Fer-1组。

图5  Fer-1对 H/R诱导的 H9c2心肌细胞铁死亡的影响

3 讨  论

AMI是一种常见且危险的心血管疾病[9]。研究

表明,尽早恢复血供可挽救缺血区心肌细胞,但也易

导致心肌炎症反应、细胞凋亡、氧化应激损伤、细胞内
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钙超载、能量代谢异常、线粒体自噬及免疫反应,这些

机制均可引起心肌细胞的不可逆损伤,即 MIRI[10-12]。
铁死亡是一种非凋亡类型的程序性细胞死亡,其

与脂质过氧化和铁代谢异常有关[13]。研究表明,MI-
RI发生时,心肌细胞内亚铁离子增加并产生大量的氧

自由基,氧自由基在亚铁离子催化下发生芬顿反

应[14-16],产生高活性的羟基自由基,与膜上多不饱和

脂肪酸发生脂质过氧化反应,导致心肌细胞发生铁死

亡[17]。Fer-1作为一种人工合成的抗氧化剂,主要通

过抗氧化作用清除机体内ROS,抑制脂质过氧化,减
少细胞中不稳定铁的产生,从而达到抑制细胞铁死亡

的目的[18-20]。然而,目前尚不清楚Fer-1是否对MIRI
具有保护作用。

因此,本研究建立 H9c2心肌细胞 MIRI模型并

进行相关研究。结果显示,H/R
 

medium组 H9c2心

肌细胞数目减少,有许多气泡状突出物,且心肌细胞

中LDH相对释放率明显升高,证明 H/R
 

medium组

心肌损伤严重。同时,H/R
 

medium 组中铁离子和

ROS相对释放率明显升高,说明 H/R
 

medium组心

肌细胞铁超载严重、氧化应激损伤明显,证明 MIRI后

心肌细胞发生铁死亡。分别给予Fer-1、Nec-1、em-
ricasan干预,表明铁死亡是 MIRI诱导心肌细胞死亡

的主要方式。Fer-1干预后,MIRI大鼠心肌细胞内的

总铁、ROS、线粒体超氧化物 水 平 明 显 降 低,说 明

Fer-1可减轻铁沉积和氧化应激损伤,抑制铁死亡,从
而减轻 MIRI心肌损伤,进一步验证了 MIRI后心肌

细胞发生铁死亡。
铁死亡中,脂质过氧化调控的关键靶点主要为

GPX4和胱氨酸/谷氨酸反向转运体(membrane
 

Na+
 

dependent
 

cystine/glutamate
 

reverse
 

transporter,

system
 

Xc)[21]。system
 

Xc/谷胱甘肽/GPX4通路是

调控铁死亡的最主要信号通路[22]。GPX4是一种能

够还原磷脂过氧化氢的抗氧化酶,抑制GPX4活性或

敲除GPX4表达均可提高ROS水平,最终引起细胞

铁死亡[23-25]。ACSL4能将多不饱和脂肪酸合成为磷

脂[26],随后其在铁及脂氧合酶的作用下转化为脂质过

氧化物,诱导铁死亡的发生[27-28]。环氧化酶2是前列

腺素物质合成过程中的一种限速酶,通过参与多种炎

症反应进而使产生的脂质过氧化[29];NOX1是NAD-
PH氧化酶家族的重要成员,其主要生物学功能是参

与ROS的产生和释放[30],其表达增加可能导致ROS
的积累和氧化损伤的加剧。

本研究结果显示,与Control组比较,H/R
 

medi-
um组 ACSL4、NOX1、环氧化酶2水平升高,GPX4
水平降低,表明H/R

 

medium组心肌细胞中铁死亡途

径被激活,抑制了 GPX4蛋白表达,并诱导 ACSL4、

NOX1、环氧化酶2等蛋白表达。与 H/R
 

medium组

比较,H/R
 

medium+Fer-1组 ACSL4、NOX1、环氧

化酶2水平降低,GPX4水平升高,说明Fer-1能够抑

制 MIRI诱导心肌损伤后的铁死亡途径,改善 MIRI
心肌损伤。

综上所述,铁死亡在 MIRI中发挥 关 键 作 用,

Fer-1可通过抑制铁死亡,减轻氧化应激损伤,缓解

MIRI。铁死亡的治疗可能是临床探究缺血性心肌病

病理机制的有效方向,Fer-1有可能成为防治缺血性

心肌病的有效措施。
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