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乙酰左旋肉碱通过激活Nrf2/GPX4通路抑制神经元

铁死亡并促进脊髓损伤修复
席回林1,2  吴佳俊1  田春平1  白心悦1  王青燕1  何盟泽1  杨彦玲1*

(1延安大学延安医学院, 延安 716000; 2延安大学附属医院心脑血管医院康复医学科, 延安 716000)

摘要      脊髓损伤(SCI)后发生一系列病理过程, 如铁死亡是导致SCI后神经元大量丢失以及功

能障碍的重要因素之一。该实验将探究乙酰左旋肉碱(ALC)对于SCI后神经元铁死亡及功能修复

的作用及机制。采用HI-0400脊髓打击器打击大鼠脊髓T10节段, 建立大鼠急性SCI模型。采用BBB
量表评价运动功能, HE染色观察大鼠脊髓组织形态学变化, 尼氏染色观察大鼠脊髓神经元存活情

况。通过检测Nrf2/GPX4信号通路相关分子及铁死亡标志蛋白的表达水平, 并在体外使用PC12细
胞评估铁死亡指标(MDA、GSH、Fe²⁺), 探究ALC的作用效果。结果显示, ALC可显著改善SCI大鼠

的运动功能及脊髓组织形态; 其机制与上调神经元Nrf2表达进而增强GPX4活性和提高GSH含量, 
同时降低脂质过氧化物MDA及Fe²⁺水平有关。Nrf2抑制剂Brusatol可逆转ALC的作用。ALC能促

进SCI大鼠运动功能恢复, 其机制主要是通过Nrf2/GPX4信号通路抑制神经元铁死亡, 从而发挥神

经保护作用。
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Acetyl-L-Carnitine Inhibits Neuronal Ferroptosis and Promotes Spinal Cord 
Injury Repair by Activating the Nrf2/GPX4 Pathway
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Abstract       After SCI (spinal cord injury), a series of pathological processes occur, such as the serious neu-
ronal ferroptosis, which is one of the important factors leading to functional disorders after SCI. Therefore, this ex-
periment is designed to explore the effect and mechanism of ALC (acetyl-L-carnitine) on neuronal ferroptosis and 
functional repair after SCI. The HI-0400 spinal cord impactor was used to impact the T10 segment of the spinal cord 
of rats to establish an acute SCI model in rats. The BBB scale was used to evaluate the motor function, HE staining 
was used to observe the morphological changes of the spinal cord tissue, and Nissl staining was used to observe the 
survival of spinal cord neurons. By examining the expression levels of molecules related to the Nrf2/GPX4 signaling 
pathway and ferroptosis marker proteins, and evaluating ferroptosis indicators (MDA, GSH, Fe²⁺) in PC12 cells in vi-
tro, the effects of ALC were investigated. The results showed that ALC could significantly improve motor function 
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and spinal cord tissue morphology in SCI rats. Its mechanism is related to upregulating neuronal Nrf2 expression, 
thereby enhancing GPX4 activity and improving GSH content, while simultaneously reducing lipid peroxidation 
MDA and Fe²⁺ levels. The Nrf2 inhibitor Brusatol could reverse the effect of ALC. ALC promotes the functional 
recovery in SCI rats, ALC inhibits neuronal ferroptosis through the Nrf2/GPX4 signaling pathway. 

Keywords       spinal cord injury; ferroptosis; Nrf2; acetyl-L-carnitine

脊髓损伤(spinal cord injury, SCI)是一种严重的

创伤性神经系统疾病, 残疾率极高且修复困难, 分为

创伤性脊髓损伤 (traumatic spinal cord injury, TSCI)
和非创伤性脊髓损伤 (non-traumatic spinal cord in-
jury, NTSCI)[1]。TSCI由交通事故、跌倒和运动损伤

等原因引起 , 而NTSCI主要归因于脊髓炎、椎管内

肿瘤和血管畸形等疾病 [2]。全球范围内 , SCI的人数

持续上升, 每年约新增20万例患者[3]。在中国, TSCI
的现患人数超过75万 , 每年新增病例约6万余例 [4]。

与此同时 , NTSCI的发病率也呈逐年上升趋势 , 其
中退行性病变已成为主要病因 [5]。SCI常导致运动、

感觉及自主神经功能障碍 , 并伴随慢性疼痛、痉挛

和内脏功能异常 , 严重影响生活质量并带来沉重的

医疗负担 [6-7]。现有治疗主要提供支持性管理 , 难以

逆转神经损害[8]。

从病理上看 , SCI由原发性机械损伤及其引发

的继发性损伤过程构成 , 后者包括缺血、炎症、氧

化应激、细胞死亡与瘢痕形成等[9], 是功能恶化的主

要原因。近年来, 多种程序性细胞死亡(programmed 
cell death, PCD)形式被证实参与继发性损伤过程。

其中包括经典的凋亡 , 以及调控性坏死形式如坏死

性凋亡和铁死亡, 此外, 自噬依赖性细胞死亡亦被认

为在其中发挥作用 [10]。因此 , 靶向减少神经元死亡

被视为改善SCI预后的重要策略[11]。

铁死亡是由Fe2+和脂质过氧化物过量积累所引

起的一种程序性细胞死亡方式 [12]。其核心机制是谷

胱甘肽 (glutathione, GSH)耗竭或谷胱甘肽过氧化物

酶4(glutathione peroxidase 4, GPX4)失活 [13], 导致细

胞内脂质过氧化失控并最终破坏细胞膜 [14]。SCI急
性期会出现红细胞破裂和大量ROS堆积 , 从而造成

铁过载并加速铁死亡过程 [15]。GPX4依赖GSH清除

脂质氢过氧化物 , 是抑制铁死亡的关键酶 [16-17]; 而转

录因子Nrf2通过上调GPX4等抗氧化基因, 维持细胞

的氧化还原平衡[18]。

乙酰左旋肉碱 (acetyl-L-carnitine, ALC)能够跨

越血脑屏障 , 具有清除自由基、增强抗氧化酶活性

和保护线粒体等作用 [19], 已在多种模型中显示出明

显的抗氧化和细胞保护效应[20-21]。

因此 , 激活Nrf2/GPX4通路并抑制铁死亡 , 可能

是ALC促进脊髓损伤修复的潜在机制。本研究的科

学问题在于: ALC能否通过激活Nrf2/GPX4通路, 抑制

SCI后的神经元铁死亡 , 从而促进神经修复与功能恢

复。本研究的重要意义与创新性体现在首次将ALC
的神经保护作用与铁死亡这一细胞死亡模式在SCI背
景下联系起来 , 并聚焦于Nrf2/GPX4这一具体信号通

路进行机制探讨。这不仅为阐明ALC在SCI中的作用

提供了新视角 , 也为开发以抑制铁死亡为策略的SCI
靶向治疗提供了潜在候选方案和理论依据。

1   材料和方法
1.1   动物

SD雌性大鼠 , 购自西安交通大学 , 动物许可证号: 
SCXK(陕) 2018-001。体质量控制在(200±20) g。将其置

于SPF级动物饲养房房中饲养2周, 生活环境为12 h光照

和12 h暗室, 饲养期间给予其充足的水和食物, 且动物

实验中所涉及操作均已经得到延安大学实验动物伦

理委员会的批准(伦理批件为A-2025010号)。
1.2   脊髓损伤模型及乙酰左旋肉碱治疗

将实验动物随机分成 4组 : Sham组、SCI组、

SCI+ALC给药组、SCI+ALC+Brusatol组。大鼠腹

腔注射2%戊巴比妥钠 (0.3 mL/100 g)麻醉。判断大

鼠T10位置 , 以此为中心上下左右2~6 cm对大鼠进

行备皮及消毒。然后暴露脊柱 , 分离肌肉 , 使用咬骨

钳咬除其椎板。脊髓充分暴露后 , 将动物固定于脊髓

损伤打击器台面 , 对T10进行打击 , 打击力度设置为

200-kilodyne。完成打击后对大鼠进行由内至外的缝

合, 进而对大鼠伤口进行消毒。双后肢各注射5 mL生
理盐水用以补液, 任意一侧后肢肌肉注射氨苄青霉素

钠用以防止感染; 其术后3天内持续进行生理盐水补

充与氨苄青霉素。大鼠术后每一只进行单笼单独饲

养 , 每天进行早中晚人工排尿3次 , 定时观察大鼠术

后状态。
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将SCI+ALC组和SCI+ALC+Brusatol组的大鼠

腹腔注射ALC和Brusatol, ALC注射剂量为300 mg/kg, 
Brusatol的注射剂量为2 mg/kg。SCI模型建立成功后

2 h首次进行注射, 每天注射1次, 连续给药3天。

1.3   行为学评分

大鼠运动功能学评估采用BBB评分量表[22]。满

分为 21分 , 用于评判大鼠下肢各关节活动的情况。

在大鼠术前及术后的1天、3天、5天、7天、14天、

21天、28天分别进行BBB评分, 评分采用双盲制, 最
终分数取平均值计入。

1.4   组织制备

SCI后28天 , 对大鼠腹腔注射2%的戊巴比妥钠

(0.3 mL/100 g)进行麻醉, 然后将其固定在操作台上, 
暴露其心脏 , 使用生理盐水进行心脏灌注 , 直至大

鼠四肢及肝脏发白即可。以手术打击点为中心 , 上
下2 cm截断脊柱, 迅速将脊髓组织冲出, 部分组织用

于提蛋白 , 部分组织置于4%的多聚甲醛中固定 , 并
于4 ℃条件下固定24 h后用于切片。固定后将组织

依次放于梯度乙醇(70%、 85%、 95%、95%、100%、

100%)中进行脱水 , 脱水完成后放入二甲苯中至组

织透明, 采用包埋机进行石蜡包埋, 最后用石蜡切片

机切片。石蜡切片在室温下保存。

1.5   HE染色和尼氏染色

利用二甲苯对切片进行脱蜡, 于室温下置于梯度

浓度乙醇 (100%两次、95%两次、85%)中处理用于脱

水, 流水冲洗上述处理好的切片2 min。在室温条件下, 
先使用苏木素染色10 min, 蒸馏水冲洗5 s, 接着1%盐

酸乙醇分化2 s, 蒸馏水冲洗5 s, 伊红染色30 s。用中性

树胶进行封片 , 然后自然晾干备用。上述处理好的组

织切片尼氏染色液将组织切片染色3~10 min。使用

蒸馏水洗涤2次, 每次5 s。最后, 利用光学显微镜观察

在同一位置切片的脊髓前角尼氏体数的变化。

1.6   蛋白质印迹(Western blot, WB)
将脊髓组织取出 , 称取打击点附近0.1 g脊髓组

织, 加入PBS缓冲液超声破碎, 后放入预冷的高速离心

机 , 弃上清 , 加入适当的RIPA裂解液和蛋白酶抑制剂

(RIPA׃PMSF=1001׃)后离心(4 ℃、12 000 ×g、30 min), 
吸取上清至新离心管中并进行标记 , 后进行BCA定

量。根据BCA结果确定每组的上样量。通过十二

烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳分离蛋白质 , 然后

转移到PVDF膜中 , 并在室温下与5%脱脂牛奶封闭

缓冲液一起孵育2 h。之后 , 将膜与一抗在4 ℃下孵

育过夜, 一抗包括抗Nrf2(1000 1׃, Abcam, ab31163)、
抗GPX4(1000 1׃, 江苏亲科生物研究中心有限公

司, DF6701)、抗xCT(1000 1׃, Abcam, ab31163)。将

膜与二抗 武汉博士德生物工程有限公司 ,000 1׃1) , 
BA1060)在室温下孵育2 h, 并通过ECL超敏发光液

在化学发光中观察。

1.7   qRT-PCR
1.7.1   脊髓组织提取总RNA      取打击点附近的组

织0.1 g, 置于1.5 mL的EP管中。EP管中加入1 mL
的PBS, 使用小剪刀将组织充分剪碎。放入离心机 , 
离心 (4 ℃、3 000 r/min、5 min)两次。EP管中加入

Trizol、研磨珠后置于组织破碎仪上 , 使组织破碎。

EP管内加0.2倍体积的氯仿 , 混匀后放于冰上 , 静置

10 min后离心(4 ℃、12 000 ×g、15 min); 离心完成

后将上层水相移至新的EP管中。加入体积相等的异丙

醇, 混匀, 放于冰上静置10 min, 离心(4 ℃、12 000 ×g、
10 min)。离心完成后, RNA为白色沉淀。加入75%的乙

醇进行洗涤, 混匀, 然后离心(4 ℃、7 500 ×g、5 min), 弃
掉上清。打开管盖 , 使RNA晾干。加DEPC水使RNA
沉淀溶解, 酶标仪测RNA浓度。

1.7.2   RNA反转录      使用Evo M-MLV反转录预混

型试剂盒 (湖南艾科瑞生物工程有限公司 ), 按照去

除基因组DNA反应体系配制反应液 , 进行基因组

DNA去除反应。按照使用说明加入步骤 1反应液、

5× Evo M-MLVRT Reaction Mix和无酶水 , 20 μL体
系, 进行反转录反应。

1.7.3   实时定量PCR      引物设计见表1。按照qRT-
PCR扩增体系 , 在八联管中配制反应液。将反应液混

匀离心 (室温、4 000 r/min、5 s), 放入PCR反应仪中。

扩增程序为两步法, 95 ℃预变性5 min; 随后95 ℃变性

10 s, 60 ℃退火/延伸30 s, 共40个循环。熔解曲线程

序按仪器默认设置执行。

1.8   细胞培养

在37 °C和5% CO2细胞培养箱中 , 用含有10%
胎牛血清和 0.4%青霉素 –链霉素的 DMEM培养

PC12细胞。PC12细胞分为Control组、Erastin组、

Erastin+ALC组、Erastin+ALC+Brusatol组。Erastin
浓度为805 nmol/L, ALC浓度为20 μmol/L, Brusatol
浓度为5 nmol/L。
1.9   细胞活力测定

使用CCK-8测定细胞活力 , 评估药物对PC12细
胞的毒性。首先 , 将PC12细胞接种到96孔板 , 每孔
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5 000个细胞。用不同浓度的药物处理细胞 , 并在5% 
CO2和37 °C下培养12 h。然后, 加入10 μL CCK-8溶
液并孵育2 h。使用酶标仪在450 nm处测量每个孔

中的吸光度(D)值。

1.10   MDA测定

动物组织样本制备: 称取大约0.1 g组织, 加入1 mL
提取液进行冰浴匀浆, 8 000 ×g、4 ℃离心10 min取上清, 
置冰上待测 ; 细胞样本制备 : 收集细胞至离心管中 , 离
心后弃掉上清, 每5×106个细胞加入1 mL提取液, 后超声

破碎, 8 000 ×g、4 ℃离心10 min取上清, 置冰上待测; 根
据MDA检测试剂盒(北京索莱宝科技有限公司 , 货号

为BC0020)说明书进行操作, 计算MDA含量。

1.11   GSH测定

取组织用液氮速冻 , 然后研成粉末。按照GSH
试剂盒(上海碧云天生物技术有限公司, 货号为S0052)
中说明依次加入试剂, 4 ℃放置10 min后, 10 000 ×g、
4 ℃离心10 min, 取上清用于总谷胱甘肽的测定。PBS
洗涤细胞1次, 离心收集细胞, 弃掉上清。按照GSH试

剂盒说明依次加入试剂, 4 ℃或冰浴放置5 min。4 ℃、
10 000 ×g离心10 min。取上清用于总谷胱甘肽的测定。

1.12   Fe2+测定

称取约0.1 g组织, 加入1 mL提取液进行冰浴匀

浆。10 000 ×g、4 ℃离心10 min, 取上清置冰上待测。

按照1×107个细胞加入1 mL提取液, 冰浴超声波破碎

细胞; 然后10 000 ×g、4 °C离心10 min, 取上清置于

冰上待测。按照亚铁离子检测试剂盒 (北京索莱宝

科技有限公司 , 货号为BC5410)说明书依次操作 , 计
算亚铁离子含量。

1.13   统计学分析

本研究所有实验均独立重复 3次 ,  结果以

GraphPad Prism 8.0软件进行统计学处理和图表

绘制。用 x
_
±s表示数据结果。独立样本 t检验适用

于两组数据之间的比较 , 两组数据以上的比较使

用单因素方差分析 (One-Way ANOVA), 之后采用

Tukey’s检验进行比较 , 若数据不符合方差不齐数

据或正态分布 , 则使用非参数检验法进行分析。P
值表示数据的统计学意义 , 其中P<0.05则具有统

计学意义。

2   结果
2.1   ALC可以改善脊髓损伤大鼠运动功能和组织

形态

对SCI大鼠进行运动功能评定 , 其结果如图所

示 (图1)。Sham组只打开T10椎板 , 对于大鼠的运动

功能无影响 ; SCI后 , 其运动功能消失 , 随着术后时

间的推移 , 大鼠的评分开始逐渐上升 ; SCI+ALC组

与SCI组相比 , 前3天其运动功能基本丧失 , 从第3天
开始 , 给药组评分开始高于SCI组 , 其功能恢复要更

快 , 从第7天开始 , 出现明显的统计学差异 (P<0.01); 
对组织切片进行HE染色 (图2)。Sham组染色结果可

见蝴蝶形对称结构 , 形态完整 , 神经元胞体饱满 , 中
央管闭合完整; SCI组打击点有明显损伤, 组织破碎, 
灰质白质边界模糊, 神经元细胞核固缩、核碎裂; 与
SCI组相比 , ALC给药组可见打击点附近组织较紧

密 , 神经元存活数目多 , 结构较完整 ; 尼氏染色来观

察脊髓中神经元的变化 (图3)。Sham组可见灰质神

经元排列紧密 , 尼氏体丰富 , 均匀分布并且结构完

整; SCI组可见神经元稀疏, 密度降低, 尼氏体溶解或

消失, 表明神经元损伤; 与SCI组相比, ALC给药组可

见神经元排列紧密, 尼氏体的数目变多。

2.2   ALC通过增加Nrf2的表达水平来保护神经元

Nrf2是一种重要的抗氧化应激转录因子 , 我
们使用 WB检测了脊髓损伤以及给药后 Nrf2蛋白

的表达变化(图4)。结果发现 , 与Sham相比 , SCI后

表1   qRT-PCR引物序列

Table 1   qRT-PCR primer sequences
基因

Gene
方向

Direction
序列(5′→3′)
Sequence (5′→3′)

xCT F GTC TTC TCC AAT TCG GCA CCA G

R ACT CCT CTT CCT CTT GCT GTA GC

GPX4 F AAT TCG CAG CCA AGG ACA TCG

R GCC AGG ATT CGT AAA CCA CAC TC

β-actin F CAC TAT CGG CAA TGA GCG GTT C

R CAG CAC TGT GTT GGC ATA GAG G
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Nrf2蛋白的表达水平降低 , 具有显著的统计学意义

(P<0.001)。ALC给药后 , 与SCI组相比 , Nrf2蛋白的

表达水平升高, 具有明显的统计学意义(P<0.01)。这

表明ALC可以促进SCI大鼠脊髓中Nrf2蛋白的表达。

2.3   ALC抑制Erastin诱导PC12细胞铁死亡

WB结果(图5)发现, 与Control组相比, Erastin组

n=5; **P<0.01, ***P<0.001, 与SCI组比较。

n=5; **P<0.01, ***P<0.001 compared with the SCI group.
图1   各组大鼠BBB评分结果

Fig.1   BBB scores of rats in each group

图2   脊髓损伤大鼠28天后组织形态学变化

Fig.2   Histological changes in spinal cord injury rats at 28 days post-injury
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的PC12细胞GPX4、xCT蛋白表达含量均有不同程

度的降低, Erastin组的PC12细胞GPX4、xCT蛋白表

达较Control组具有显著的统计学差异 (P<0.001); 相
较于Erastin组 , Erastin+ALC组的PC12细胞GPX4、
xCT蛋白表达含量均有不同程度的升高 , Erastin组
GPX4、xCT蛋白表达较Erastin+ALC组具有统计学

意义(P<0.05, P<0.01)。
2.4   ALC可以改善Erastin诱导PC12细胞的形态

显微镜下如图6所示 , 正常组PC12细胞大小均

一 , 细胞饱满 , 轮廓清晰 , 折光性强 , 细胞贴壁紧密 , 
Erastin组正常细胞数量明显减少, 细胞大小不一, 呈
圆形, 细胞肿胀, 折光率差, Erastin+ALC组干预后正
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A: Erastin诱导PC12细胞铁死亡后GPX4、xCT蛋白的表达情况; B: GPX4蛋白的相对表达水平统计图; C: xCT蛋白的相对表达水平统计图。

n=3; **P<0.05, ***P<0.001; #P<0.05, ##P<0.01。
A: expression of GPX4 and xCT proteins in PC12 cells after Erastin-induced ferroptosis; B: statistical chart of the relative expression level of GPX4 
protein; C: statistical graph of the relative expression level of xCT protein. n=3; **P<0.05, ***P<0.001; #P<0.05, ##P<0.01.

图5   Erastin诱导PC12细胞铁死亡后GPX4、xCT蛋白的变化

Fig.5   Changes in GPX4 and xCT proteins after Erastin-induced ferroptosis in PC12 cells

A: 蛋白印迹检测脊髓损伤大鼠脊髓中Nrf2蛋白水平; B: 脊髓损伤大鼠脊髓中Nrf2蛋白表达情况。n=3, ***P<0.001, ##P<0.01。
A: Western blot detection of Nrf2 protein in the spinal cord of rats with spinal cord injury; B: expression of Nrf2 protein in the spinal cord of rats with 
spinal cord injury. n=3, ***P<0.001, ##P<0.01.

图4   脊髓损伤后3天大鼠脊髓组织中Nrf2蛋白的变化

Fig.4   Nrf2 protein expression in rat spinal cord tissue at 3 days post-injury
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常细胞数量增加, 细胞形态明显改善, 折光率增加。

2.5   ALC通过Nrf2-GPX4通路抑制Erastin诱导

PC12细胞铁死亡

为了探究 ALC是否通过 Nrf2-GPX4通路抑

制铁死亡 , 我们设置了 4个分组 : Control组、Eras-
tin组、Erastin+ALC组、Erastin+ALC+Brusatol
组。并进行WB实验 (图7)。与Erastin+ALC组相比 , 
Erastin+ALC+Brusatol组的Nrf2蛋白表达量降低 , 具
有统计学意义 (P<0.05), 表明Brusatol起到了抑制

Nrf2的作用。WB实验结果表明 , xCT、GPX4蛋白

在Erastin诱导PC12细胞铁死亡后表达量降低 , 具有

显著的统计学意义 (P<0.001), ALC干预后其表达

量上升 , 给予Nrf2抑制剂Brusatol后 , xCT、GPX4蛋
白的表达量较Erastin+ALC组下降 , 具有统计学意

义 (P<0.01、P<0.001)。这说明ALC通过Nrf2, 调控

xCT、GPX4蛋白的表达, 从而抑制铁死亡。

2.6   ALC可以抑制SCI后细胞铁死亡

WB实验结果发现 (图 8A~图 8C), 与正常组相

比 , SCI后铁死亡相关蛋白xCT和GPX4表达量降低 , 
具有明显的统计学意义 (P<0.01、P<0.001); ALC给
药后 , 与SCI组相比 , 增加了大鼠脊髓组织中铁死亡

相关蛋白xCT、GPX4蛋白的表达 , 具有统计学意义

(P<0.01、P<0.05)。这表明ALC可以促进SCI大鼠

脊髓组织中铁死亡相关蛋白 xCT、GPX4蛋白的表

达。

铁死亡的特征是亚铁离子的积累、脂质过

氧化以及谷胱甘肽的消耗。我们设置了 3个分组 : 
Sham组、SCI组、SCI+ALC组 , 进行测定 (图 8D~
图 8F)。与Sham组相比 , SCI组MDA、Fe2+含量上

升 , 具有统计学差异 (P<0.01、P<0.001); 与SCI组
相比 , SCI+ALC组MDA、Fe2+含量下降 , 具有统计

学意义 (P<0.05、P<0.01)。与Sham组相比 , SCI组

GSH含量降低, 具有统计学差异(P<0.001); 与SCI组
相比 , SCI+ALC组GSH含量上升 , 具有统计学差异

(P<0.01)。结果表明, ALC可以逆转亚铁离子的积累、

脂质过氧化以及谷胱甘肽的消耗。

qRT-PCR结果 (图8G和图8H)表明 , 与Sham组

相比 , SCI组GPX4和xCT的mRNA水平下降 , 具有显

著的统计学意义 (P<0.001); ALC给药后 , SCI大鼠脊

髓组织GPX4、xCT的mRNA表达水平升高 , 具有统

计学意义 (P<0.05、P<0.01)。这表明ALC可以增加

SCI后铁死亡相关蛋白 xCT、GPX4的mRNA表达水

平。

2.7   ALC通过Nrf2-GPX4通路抑制铁死亡促进

SCI修复

为了探究 ALC是否通过 Nrf2-GPX4通路抑

制铁死亡 ,  我们设置了 4个分组 :  Sham组、SCI
组、S C I + A L C组、S C I + A L C + B r u s a t o l组。

SCI+ALC+Brusatol组大鼠连续注射 Brusatol 3
天 , 并进行 WB实验 (图 9)。与 SCI+ALC组相比 , 
SCI+ALC+Brusatol组的Nrf2蛋白表达量降低 , 具有

统计学意义 (P<0.05), 表明Brusatol起到了抑制Nrf2
的作用。WB实验结果表明, xCT、GPX4蛋白在SCI
后表达量降低 , 具有统计学意义 (P<0.05), ALC干预

后其表达量上升 , 给予Nrf2抑制剂Brusatol后 , xCT、
GPX4蛋白的表达量较SCI+ALC组下降 , 具有统计

学意义 (P<0.05)。这说明ALC通过Nrf2, 调控xCT、
GPX4蛋白的表达, 从而抑制铁死亡。

免疫荧光双标结果(图10和图11)显示, SCI后损

伤区NeuN阳性神经元中Nrf2及GPX4表达水平显著

下降。ALC处理显著提升了神经元内Nrf2和GPX4
的表达水平 , 并恢复了Nrf2的核定位。Brusatol处理

能部分阻断ALC对Nrf2与GPX4的增强作用。定量

分析进一步证实ALC可上调神经元中Nrf2与GPX4

图6   显微镜观察Erastin诱导PC12细胞铁死亡后细胞形态的变化

Fig.6   Changes in cell morphology of PC12 cells after Erastin-induced ferroptosis observed under a microscope
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蛋白的表达 (P<0.05), 提示ALC通过促进神经元内

Nrf2-GPX4轴发挥抗铁死亡作用。

3   讨论
SCI后原发性损伤导致不可逆的细胞损伤和组

织坏死, 脊髓组织中病理改变引起继发性损伤, 继发

性损伤是神经功能不可逆恶化的关键阶段 , 其中包

括氧化应激、炎症反应、兴奋性毒性及铁稳态失衡

等一系列复杂病理过程 [23]。近年来 , 铁死亡作为一

种铁依赖性的细胞死亡方式被逐渐证实参与SCI急
性期与亚急性期的神经损伤 , 并可导致神经元大量

丢失、脂质过氧化加剧以及神经网络重构受限。因

此, 靶向调控铁死亡有望成为SCI继发性损伤干预的

重要策略。

本研究系统评估了ALC对 SCI后铁死亡的影

响。我们首先发现, SCI后大鼠脊髓组织中铁死亡相

关蛋白GPX4在术后第3天下降最显著 , 这一时相特

征与既往研究报道的铁死亡高峰一致 [24], 从而验证

了本研究取样时间点的合理性。在此基础上 , ALC
显著降低了Fe2+及脂质过氧化产物MDA的水平 , 同
时提高了GSH含量 , 这些结果表明ALC能够有效阻

断铁死亡典型特征, 如铁沉积与脂质过氧化[25-26]。

铁死亡的核心调控轴之一是System xc–/GSH/GPX4
系统, 该系统通过介导胱氨酸摄取, 为GSH合成提供前

体 , 进而维持GPX4活性以消除脂质过氧化物 [27-28]。

我们发现, ALC不仅上调了xCT与GPX4的表达, 还显

著提高了组织内GSH水平 , 说明ALC能够维持该抗

铁死亡轴的完整性。值得注意的是 , 已有研究表明 , 
调控GSH生物合成的多种关键酶受Nrf2直接调控 , 
而GPX4也是Nrf2的重要靶基因 [29-30]。因此 , 结合本

研究的蛋白表达变化 , 我们推测ALC可能通过激活

Nrf2信号通路发挥抑制铁死亡的作用[31]。

A: Nrf2抑制剂Brusatol对PC12细胞铁死亡蛋白Nrf2、xCT和GPX4蛋白表达的影响; B: Brusatol对Nrf2蛋白表达的影响; C: Brusatol对xCT蛋白表

达的影响; D: Brusatol对GPX4蛋白表达的影响; n=3; **P<0.01, ***P<0.001; ##P<0.01, ###P<0.001; ^P<0.05, ^^P<0.01, ^^^P<0.001。
A: effects of the Nrf2 inhibitor Brusatol on the expression of ferroptosis-related proteins Nrf2, xCT, and GPX4 in PC12 cells; B: effect of Brusa-
tol on Nrf2 protein expression; C: effect of Brusatol on xCT protein expression; D: effect of Brusatol on GPX4 protein expression; n=3; **P<0.01, 
***P<0.001; ##P<0.01, ###P<0.001; ^P<0.05, ^^P<0.01, ^^^P<0.001.

图7   Nrf2抑制剂Brusatol对PC12细胞铁死亡相关蛋白的影响

Fig.7   Effect of the Nrf2 inhibitor Brusatol on ferroptosis-related proteins in PC12 cells
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为进一步验证这一假设 , 本研究补充进行了

Nrf2-NeuN与GPX4-NeuN的免疫荧光双标实验。结

果显示 , SCI后神经元中Nrf2核定位信号减弱 , 而
ALC显著增强了神经元Nrf2信号并上调了神经元中

的GPX4表达, 提示ALC的保护效应在很大程度上直

接作用于神经元。更重要的是 , 当使用Nrf2抑制剂

Brusatol时, ALC对xCT与GPX4的促进作用被明显逆

转 , 进一步佐证了ALC通过Nrf2-GPX4轴抑制铁死

(А)

(B) (C)

(D) (E)

(G) (H)

(F)

**

**

**

***

***

***

***

#

#

#

##

##

##

##

1.5

1.0

0.5

   0

1.5

1.0

0.5

   0

1 500

1 000

500

0

150

100

50

0

0.25

0.20

0.15

0.10

0.05

 0

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

   0

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

   0

β-actin

GPX4

xCT
Sham SCI

SCI+ALC

Sham SCI

SCI+ALC
Sham SCI

SCI+ALC

Sham SCI

SCI+ALC
Sham SCI

SCI+ALC
Sham SCI

SCI+ALC

Sham SCI

SCI+ALC
Sham SCI

SCI+ALC

55 kDa

22 kDa

42 kDa

Ex
pr

es
sio

n 
of

 x
CT

 p
ro

te
in

Ex
pr

es
sio

n 
of

 G
PX

4 
pr

ot
ei

n

Fe
2+

 /n
m

ol
∙g

–1

G
SH

 co
nt

en
t /

μm
ol

∙m
L–1

M
D

A 
/n

m
ol

∙m
L–1

Re
la

tiv
e G

PX
4 

m
RN

A 
ex

pr
es

sio
n

Re
la

tiv
e x

C
T 

m
RN

A 
ex

pr
es

sio
n

A: 脊髓损伤大鼠铁死亡相关蛋白表达变化; B: 脊髓损伤大鼠铁死亡相关蛋白GPX4表达情况; C: 脊髓损伤大鼠铁死亡相关蛋白xCT表达情况; 
D: 脊髓损伤大鼠Fe2+表达变化; E: 脊髓损伤大鼠GSH表达变化; F: 脊髓损伤大鼠MDA表达变化; G: 脊髓损伤大鼠GPX4的mRNA表达情况; H:
脊髓损伤大鼠xCT的mRNA表达情况; n=3; **P<0.01, ***P<0.001; #P<0.05, ##P<0.01。
A: changes in ferroptosis-related protein expression in spinal cord-injured rats; B: expression of the ferroptosis-related protein GPX4 in spinal cord-
injured rats; C: expression of the ferroptosis-related protein xCT in spinal cord-injured rats; D: changes in Fe2 expression in spinal cord-injured rats; 
E: changes in GSH expression in spinal cord-injured rats; F: changes in MDA expression in spinal cord-injured rats; G: mRNA expression of GPX4 in 
spinal cord-injured rats; H: mRNA expression of xCT in spinal cord-injured rats; n=3; **P<0.01, ***P<0.001; #P<0.05, ##P<0.01.

图8   脊髓损伤大鼠铁死亡相关蛋白、mRNAs及铁死亡特征指标变化

Fig.8   Changes in ferroptosis-related proteins, mRNAs, and ferroptosis characteristic indicators in rats with spinal cord injury
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图9   Nrf2抑制剂Brusatol对脊髓损伤大鼠铁死亡相关蛋白的影响

Fig.9   Effects of Nrf2 inhibitor Brusatol on ferroptosis-related proteins in rats with spinal cord injury
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图10   免疫荧光检测脊髓损伤神经元的铁死亡

Fig.10   Immunofluorescence detection of ferroptosis in spinal cord injury neurons
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亡的关键作用, 因此, 以上实验结果说明了ALC通过

Nrf2-GPX4通路抑制神经元铁死亡 , 从而促进脊髓

损伤修复。

值得注意的是 , 铁死亡不仅发生于神经元 , 亦可

能广泛存在于少突胶质细胞、星形胶质细胞乃至小

胶质细胞中 [32]。这些细胞类型在SCI炎症调控、髓鞘

修复中具有重要地位。尽管本研究通过神经元特异

性的双标实验明确了ALC对神经元铁死亡的直接保

护作用 , 但其对其他神经胶质细胞铁死亡的影响仍有

待进一步证实。此外 , 本研究存在一定局限性。实验

设计中未单独设立“SCI+Brusatol”组, 因此无法完全排

除该抑制剂本身对病理的潜在非特异性影响。尽管

联合给药组蛋白未进一步恶化 , 且文献支持该剂量下

Brusatol主要发挥通路抑制作用 [33-35], 但仍需在未来研

究中通过设置独立对照组以提供更严谨的因果证据。

总体来看 , 本研究从行为学、组织学、细胞实

验到机制验证层面系统证实了ALC能够显著促进SCI
后神经功能恢复 , 其机制主要是通过激活Nrf2-GPX4
信号通路, 抑制神经元铁死亡, 从而减轻继发性损伤。

这一发现不仅为SCI治疗提供了新的理论依据 , 也提

示了ALC可能成为未来临床上可探索的神经保护候

选药物。然而 , 铁死亡的调控网络复杂 , 后续研究仍

需进一步明确ALC对多种细胞类型的作用, 以及其在

不同损伤阶段、不同剂量和给药方案下的长期效果。
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