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LPIN1/PPARA 通过抑制 SLC47A1 介导的神经元铁死亡缓解 
帕金森病模型大鼠病情进展的机制研究

曹明月 1，王 巍 1，周美宁 2 （1. 大庆龙南医院 / 齐齐哈尔医学院第五附属医院检验科，黑龙江大庆 163453； 
2. 西安医学院第三附属医院神经内科，西安  710068）

摘  要：目的 探究脂蛋白 1（lipin1，LPIN1）对帕金森病（Parkinson’s disease，PD）模型大鼠病情进展的影响及其调

控的可能分子机制。方法 采用 6- 羟基多巴胺（6-hydroxydopamine hydrobromide，6-OHDA）注射大鼠单侧的内侧前

脑束构建 PD 大鼠模型，并稳定转染 LPIN1 过表达腺病毒，评估大鼠行为学变化；检测大鼠脑组织中 Fe2+ 和还原型谷

胱甘肽（glutathione，GSH）含量及酪氨酸羟化酶（tyrosine hydroxylase，TH）蛋白水平；HE 染色观察大鼠脑组织病理

变化。构建体外 PD 细胞模型，检测细胞中 TH，α- 突触核蛋白 (α-synuclein，α-syn)，LPIN1 蛋白水平及细胞活力；

转染 LPIN1 小干扰 siRNA 序列和过表达载体及过氧化物酶增殖物激活受体 A（peroxisome proliferator-activated receptor A，

PPARA）小干扰 RNA（small interfering RNA，siRNA）和过表达载体，或用铁死亡诱导剂 Erastin 处理细胞 24 h，后用

6-OHDA 处理细胞 48 h。检测各组细胞中 Fe2+ 含量、活性氧（reactive oxygen species，ROS）、丙二醛（malondialdehyde，
MDA）、GSH 和炎症因子水平以评估铁死亡；CCK-8 检测细胞增殖活力，Western blot 法检测铁死亡相关蛋白表达。

通过 STRING 数据库预测 LPIN1 的互作蛋白 PPARA，利用 Co-IP 分析进行验证；JASPAR 生物信息学网站预测 PPARA
与溶质载体蛋白家族 47 成员 A1（solute carrier family 47 member 1，SLC47A1）启动子的结合位点，利用 Ch-IP 分析进

行验证。结果 模型组大鼠皮毛悚立，表现出身体持续震颤、动作迟缓、活动能力减弱等 PD 症状；LPIN1 组大鼠运动

行为及 PD 症状较模型组改善 / 减轻。与假手术组相比，模型组大鼠运动总路程缩短、平均速度降低、步长减小、总

静止时间延长、步宽增宽、步态变异率增大，差异具有统计学意义（t=6.816，7.026，26.556，7.454，8.503，7.971，
均 P<0.05）；模型组大鼠脑组织中 Fe2+ 含量升高，GSH 含量及 TH 蛋白表达降低，差异具有统计学意义（t=8.305，
13.305，7.709，均 P<0.05）。LPIN1 组大鼠行为学评估、各指标水平及脑组织病理改变较模型组明显改善 / 减轻。6-OHDA
呈剂量依赖性降低 PC-12 细胞活力及 TH，LPIN1 蛋白水平，升高α-syn 蛋白水平，差异具有统计学意义（F=31.023，7.350，
9.124，15.841，均 P<0.05）。沉默 LPIN1 加剧了 6-OHDA 对 PC-12 细胞活力的抑制作用（t=2.209，P<0.05），过表达

LPIN1 则可抵消 6-OHDA 的作用（t=4.989，P<0.05）。过表达 LPIN1 降低 IL-1β，IL-6 分泌，升高 SLC47A1 和 GPX4
蛋白水平，降低 Fe2+，MDA 含量和 ROS 水平，升高 GSH 含量（t=3.013 ～ 11.639，均 P<0.05）；Erastin 可逆转 LPIN1
过表达对铁死亡的抑制作用，降低 PC-12 细胞活力（t=3.087 ～ 7.581，均 P<0.05）。LPIN1 与 PPARA 蛋白互作并促进

PPARA 表达，PPARA 与 SLC47A1 启动子结合并促进 SLC47A1 转录激活。过表达 PPARA 可抵消 LPIN1 沉默对 PC-12
细胞的影响。结论 过表达 LPIN1 可能通过抑制 PPARA/SLC47A1 轴介导的铁死亡，减少神经元细胞凋亡，进而缓解

PD 模型大鼠的病情进展。
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Abstract：Objective	 To	investigate	the	effect	of	lipin1	(LPIN1)	on	the	progression	of	Parkinson’s disease (PD) in rats and the 
possible molecular mechanism of its regulation. Methods The PD rat model was established by injection of 
6-Hydroxydopamine hydrobromide (6-OHDA) into the medial forebrain tract of rats, and the LPIN1-overexpressing adenovirus 
was stably transfected to evaluate the behavioral changes of rats. The content of Fe2+ and Glutathione (GSH) and the protein level 
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of tyrosine hydroxylase (TH) in rat brain were detected, and HE staining was used to observe the pathological changes in rat 
brains. The PD cell model was constructed in vitro, and TH, α-synuclein (α-syn), LPIN1 protein levels and cell viability were 
detected. LPIN1 small interfering siRNA sequence and overexpression vector and peroxisome proliferator-activated receptor 
(PPARA) small interfering (siRNA) and overexpression vector were transfected, or ferroptosis inducer erastin was used to treat 
cell for 24 h, then cells were treated with 6-OHDA for 48h. The levels of Fe2+, reactive oxygen species (ROS), malondialdehyde 
(MDA),	GSH	and	inflammatory	factors	in	cells	were	detected	to	evaluate	ferroptosis.	Cell	viability	was	detected	with	CCK-8,	
and the expressions of ferroptosis related proteins were detected with Western blot. The interacting protein PPARA of LPIN1 was 
predicted	by	STRING	database	and	verified	by	Co-IP	analysis.	The	binding	site	of	PPARA	to	the	promoter	of	solute	carrier	family	
47	member	1(SLC47A1)	was	predicted	by	JASPAR	bioinformatics	and	verified	by	Ch-IP	analysis.	Results The fur of the rats 
in the model group was frightened, and PD symptoms such as continuous tremor, slow movement and weakened activity were 
shown. The motor behavior and PD symptoms of LPIN1 group were improved/alleviated compared with the model group. 
Compared with the sham operation group, the total distance of the model group was shortened, the average speed was reduced, 
and the step length was reduced, while the total resting time was prolonged, the step width was widened, and the gait variation 
rate	was	increased,	and	the	differences	were	significant	(t=4.470 ～ 26.556, all P<0.05). Compared with sham operation group, 
Fe2+ content in brain tissue of model group was increased, while GSH content and TH protein expression were decreased, with 
significance	differences	(t=8.305, 13.305, 7.709, all P<0.05). Compared with the model group, the behavioral evaluation, the 
level of indexes and the pathological changes of brain tissue in LPIN1 group were improved/alleviated. In addition, 6-OHDA 
decreased PC-12 cell viability, reduced the levels of TH and LPIN1 protein, and increased the level of α-syn protein in a dose-
dependent	manner,	and	the	differences	were	significant	(F=31.023, 7.350, 9.124, 15.841, all P<0.05).	Silencing	LPIN1	intensified	
the	inhibitory	effect	of	6-OHDA	on	the	viability	of	PC-12	cells	(t=2.209, P<0.05), and overexpression of LPIN1 could counteract 
the effect of 6-OHDA. Overexpression of Lpin1 decreased the secretion of IL-1β and IL-6, increased the protein levels of 
SLC47A1 and GPX4, decreased the levels of Fe2+, MDA and ROS, and increased GSH content (t=3.013 ～ 11.639, all P<0.05). 
Erastin reversed the inhibitory effect of Lpin1 overexpression on ferroptosis, and reduced the viability of PC-12 cells 
(t=3.087 ～ 7.581, all P<0.05). LPIN1 interacted with PPARA protein and promoted PPARA expression, while PPARA bound to 
SLC47A1 promoter and promoted SLC47A1 transcriptional activation. Overexpression of PPARA counteracted the effect of 
Lpin1 silencing on PC-12 cells. Conclusion Overexpression of LPIN1 may reduce neuronal cell apoptosis by inhibiting 
ferroptosis mediated by PPARA/SLC47A1 axis, thus alleviating the progression of PD model rats.
Keywords：Parkinson’s disease；LPIN1；PPARA；SLC47A1；ferroptosis

帕金森病（Parkinson’s disease，PD）是第二常

见的慢性神经退行性疾病，其特征是黑质中路易体

的形成和多巴胺能神经元的丧失 [1-4]。目前，药物

只能改善 PD 症状，尚无治愈的方法 [5]，因此迫切

需要开发新的靶点来改善 PD 治疗和诊断。铁死亡

（ferroptosis）在神经退行性疾病的发病机制中起着

重要作用 [6]。铁对于细胞增殖和存活至关重要，铁

的过度积累会增加多巴胺的氧化，导致 PD 中多巴

胺能神经元的损失 [7]。铁死亡是一种与细胞死亡相

关的铁依赖性脂质过氧化过程，它与谷胱甘肽过氧

化物酶 4（glutathione peroxidase 4，GPX4）活性的

降低和膜脂上活性氧的积累有关 [8]。然而，PD 中

铁死亡的潜在机制尚未完全阐明。脂蛋白 1（lipin1，

LPIN1）被认为是影响体内脂质代谢的关键基因。

生物信息学分析表明 LPIN1 可能为 PD 中铁死亡相

关生物标志物 [9]。相关研究也报道，LPIN1 可以将

磷脂酸（phosphatidic acid，PA）转化为甘油二酯

(diacylglycerol，DAG)，在维持正常的周围神经传

导功能中起重要作用 [10-11]。LPIN1 表达下调会加剧

神经元异常，促进糖尿病周围神经病变发生，在坐

骨神经异常中发挥神经保护作用 [12-13]。基于研究报

道 LPIN1 与 PD 铁死亡相关及其在神经系统中发挥

重要作用，本研究通过构建 PD 动物和细胞模型，

探究了 LPIN1 对 PD 进展的影响以及潜在的调节机

制，期望为 PD 诊断和治疗开发新的生物靶标。

1 材料与方法

1.1 研究对象

1.1.1 实验动物：60 只 8 周龄雄性 SD 大鼠，体

重 250 ± 20 g，由西安交通大学实验动物中心提

供，饲养在 12h 明暗交替环境下，温度 20℃，湿度

60% 左右。动物程序按照美国国立卫生研究院出版

的《实验动物护理和使用指南》进行，并在本院伦

理委员会批准后执行。

1.1.2 实验细胞：PC-12 细胞由中国科学院干细胞

库提供，在含 10g/dl 胎牛血清的 RPMI 1640（100 
U/ml 青霉素 - 链霉素）培养液中 37℃培养，每 48 
h 更换一次培养液，待细胞生长密度达到 70% 以上

时传代培养。实验均在具备完成条件且标准规范的
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实验室完成。

1.2 主要试剂与仪器 TRIzol 试 剂，PrimeScript 
RT Master Mix 试剂盒（美国 Invitrogen 公司）；胎

牛血清（美国 Thermo Fisher 公司）；铁死亡诱导剂

Erastin（美国 AbMole 公司）；CCK-8 试剂盒，Fe2+ 

测 定 试 剂 盒（ 美 国 BioVision 公 司）； 还 原 型 谷

胱 甘 肽（glutathione，GSH）， 白 细 胞 介 素 -1β

（interleukin-1β，IL-1β）、白细胞介素 -6（interleukin- 
6，IL-6）、丙二醛（malondialdehyde，MDA）及活 
性氧（reactive oxygen species，ROS）测定试剂盒（南

京建成生物工程研究所）；HE 染色试剂盒（北京

Solarbio 公司）；LPIN1，过氧化物酶增殖物激活

受体 A（peroxisome proliferator activated receptor A，

PPARA），GPX4，SLC47A1 一抗（英国 Abcam 公 
司 ）；OE-LPIN1，si-LPIN1，OE-PPARA，si-
PPARA，si-NC（广州锐博生物科技有限公司）；

LPIN1 腺 病 毒 载 体 及 阴 性 对 照（vector）（ 上 海

GenePharma 公 司 ）；ABI Prism®7500 荧 光 定 量

PCR 仪（美国 Applied Biosystems 公司）；酶标仪（美

国 Bio-Rad 公司）。

1.3 方法

1.3.1 动物实验方法

1.3.1.1 实验动物分组及 PD 模型构建：将 60 只实

验大鼠随机分为假手术组（n=20）和造模组（n=40），

造模组注射 25 μg 的 6- 羟基多巴胺（6-hydroxydo-
pamine hydrobromide，6-OHDA）溶液到大鼠单侧

的内侧前脑束以建立 PD 大鼠模型 [14]，末次注射

12h 后，密切观察大鼠行为运动，以出现运动能力

减弱、行动迟缓、身体持续震颤、尾僵直等症状，

即判定为造模成功。造模成功后将造模组随机均分

为模型组和 LPIN1 组，每组 20 只，LPIN1 组通过

颅骨上的转孔分别将空载体和 LPIN1 过表达腺病毒

载体注射入大鼠大脑中，模型组和假手术组用等体

积含 0.2g/dl 抗坏血酸的 PBS 溶液处理。所有大鼠

饲养 28 天后进行行为学评价，然后麻醉处死，取

尾静脉血液样本，分离脑组织进行分析。

1.3.1.2 实验大鼠行为学评估：①旷场实验：将大

鼠放在装有摄像头的 90 cm×90 cm×30 cm 大小的

旷场装置中 10 min，待大鼠适应环境后打开摄像

机，将大鼠放在装置内边缘区域任意固定位置，追

踪记录大鼠自动运行轨迹，连续记录 5 min，得到

大鼠运动总路程、总静止时间及平均速度，评价其

运动能力；②步态分析：在大鼠前肢涂抹红色染料，

后肢涂抹蓝色染料，然后引导大鼠沿 10 cm 宽，50 
cm 长的封闭跑道（跑道上垫相应宽度白纸）从一

端跑向另一端，选择连续且清晰的 3 个趾印，测量

计算大鼠步宽、步长及平均步态变异率。

1.3.1.3 大鼠脑组织 Fe2+，GSH 含量检测：取大鼠

脑组织约 10 mg，加入裂解液处理提取上清液，根

据 Fe2+ 检测试剂盒说明书和 GSH 测定试剂盒说明

书检测 Fe2+ 和 GSH 含量。

1.3.1.4 大鼠脑组织病理 HE 染色：取大鼠脑组织

样本，4g/dl 多聚甲醛固定制成石蜡切片，切片后

使用 HE 染液按照试剂盒操作说明进行染色，显微

镜下观察神经元细胞及组织病理学变化。

1.3.2 细胞实验

1.3.2.1 实验细胞分组：将 PC-12 细胞分为对照组

（不做任何处理）、6-OHDA 组（仅采用 6-OHDA
处理细胞 48h）、NC siRNA 组（转染敲低 LPIN1
阴性对照载体）、si-LPIN1 组（转染敲低 LPIN1 小

干 扰 RNA 载 体）、vector-LPIN1 组（ 转 染 LPIN1
空 载 体）、OE-LPIN1 组（ 转 染 LPIN1 过 表 达 载

体）、OE-LPIN1+Erastin 组（转染 LPIN1 过表达载

体 +1 μg/ml 铁死亡诱导剂处理）、vector-PPARA
组（转染 PPARA 空载体）、OE-PPARA 组（转染

PPARA 过 表 达 载 体）、NC siRNA+vector-PPARA
组（共转染敲低 LPIN1 阴性对照载体 +PPARA 空

载体）和 si-LPIN1+OE-PPARA 组（共转染 LPIN1
小干扰 RNA 载体 +PPARA 过表达载体）。除对照

组和 6-OHDA 组，其余各组细胞在转染相应载体或

Erastin 后 24h，再次采用 40 μmol/L 的 6-OHDA 处

理 48 h，然后收集细胞。

1.3.2.2 qRT-PCR 分 析 SLC47A1 mRNA 水 平： 使

用 Trizol 试剂盒提取细胞总 RNA，测定 RNA 浓度

及纯度。使用 PrimeScript RT Master Mix 试剂盒进

行 RNA 逆转录为 cDNA，以 cDNA 为模板，进行

PCR 扩增，反应条件为 95 ℃预变性 3 min，95 ℃

变性 30 s，58 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 30 s，进行

34 个循环。以 β-actin 作为参考，采用 2-ΔΔCt 计算

每个样本中目标基因的相对表达。引物序列如下：

SLC47A1-(F)：5’-CTGGTGCGTATCATCTTACG-3’，
(R)  5’ -CGACACACGATGGACGGAAG-3’；

β-actin-(F)：5’-TACCTCATGAAGATCCTCACC-3’，
(R) 5’-TTT CGTGGATGCCACAGGAC-3’。
1.3.2.3 Western blot 法检测酪氨酸羟化酶（tytosine 
hydroxylase, TH），α- 突触核蛋白（α-synuclein, 
α-syn），LPIN1，PPARA，SLC47A1，GPX4 蛋

白表达：加入 RIPA 裂解液提取 PC-12 细胞总蛋白，

BCA 法测定蛋白质浓度。SDS-PAGE 凝胶电泳分离

30μg 蛋白样品并转移到聚偏二氟乙烯（PVDF）膜

上，用 5g/dl 脱脂牛奶封闭 2h，分别加入 Anti-TH
（1∶1000），Anti-α-syn（1∶1 000），Anti-LPIN1（1∶ 

1 000），Anti-PPARA（1∶1 000），Anti-SLC47A1
（1∶1 000），GPX4（1∶1 000）一抗，4 ℃孵育过
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夜，次日加入 HRP 偶联二抗（1∶1 000），室温孵

育 1h，TBST 洗膜三次，以 GAPDH 为内参，采用

电化学发光（ECL）试剂盒在凝胶成像系统上进行

拍照，Image J 软件分析蛋白条带灰度值。

1.3.2.4 CCK-8 法检测细胞活力：将 PC-12 细胞培

养融合度达 70% 左右时，分别采用 0，20，40，

60，80 μmol/L 的 6-OHDA 处理细胞，然后收集细

胞，以 5×103 个 / 孔接种至 96 孔板培养 24 h，每

孔加入 10 µlCCK-8 溶液，继续培养 2 h，酶标仪检

测 450 nm 处吸光度（A 值）。选取 40 μmol//L 的

6-OHDA 处理细胞，进行后续实验。

1.3.2.5 生化指标检测：提取 PC-12 细胞裂解物，

按照制造商说明，分别采用对应的检测试剂盒检测

细 胞 中 IL-6，IL-1β，MDA，GSH，ROS 含 量 及

细胞内 Fe2+ 相对水平。

1.3.2.6 免疫共沉淀（Co-IP）测定：用蛋白酶抑制

剂洗涤细胞两次，并用标记缓冲液溶解。将裂解物

与 Anti-LPIN1 或 Anti-PPARA 抗体孵育 2 h，后与

30 μl 蛋白 A/G 磁珠在 4 ℃下培养 12 h。经过彻底

混合和洗涤，通过 Western blot 检测免疫复合物。

GAPDH 用于标准化，用 Image J 软件对免疫反应

条带进行定量。通过 STRING 数据库预测 LPIN1
与 PPARA 相互作用，行 Co-IP 分析验证。

1.3.2.7 染色质免疫沉淀（ChIP）测定：将 PC-12
细胞室温下与 1g/dl 甲醛交联 10 min，加入甘氨酸

猝灭 5 min。随后细胞裂解物通过超声破碎生成染

色质片段，用 Anti-PPARA 抗体或阴性对照 IgG 在

4 ℃下免疫沉淀过夜。纯化沉淀的 DNA，用 RT-
qPCR 进行检测。

1.3.2.8 荧 光 素 酶 报 告 基 因 检 测： 运 用 JASPAR

生 物 信 息 学 网 站（http://jaspar.genereg.net/） 预 测

PPARA 与 SLC47A1 启动子间的结合位点。合成

SLC47A1 启动子不同序列，插入 pGL3-control 荧光

素酶报告载体的下游。使用 Lipofectamine 3000 将

含不同 SLC47A1 启动子序列的荧光素酶宝基因载

体转染进 PC-12 细胞中，转染 48 h，使用荧光素酶

报告基因试剂盒检测荧光素酶活性。

1.4 统计学分析 通过 SPSS 21.0 进行数据统计分

析，实验结果以均数 ± 标准差（x±s）表示。组间

样本两两比较采用 Student’s t 检验；多组间样本比

较采用单因素方差分析，组间两两比较采用 LSD
检验。P < 0.05 为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 动物实验部分

2.1.1 一般状态及行为学评价：实验期间无大鼠死

亡，建模组大鼠均成功构建 PD 模型，建模成功率

100%。假手术组大鼠皮毛光滑、行动能力正常，

未见异常；模型组大鼠皮毛悚立，表现出弓背、身

体持续震颤、动作迟缓、活动能力减弱等症状；

LPIN1 组大鼠运动行为及上述症状较模型组有所改

善 / 减轻。进一步评价各组大鼠行为学，见表 1。

发现与假手术组相比，模型组大鼠运动总路程缩

短、平均速度降低、步长减小（t=6.816，7.026，

26.556），而总静止时间延长、步宽增宽、步态变

异率增大（t=7.454，8.503，7.971），差异具有统

计学意义（均 P<0.05）；与模型组相比，LPIN1 组

大鼠各指标结果均明显改善，差异具有统计学意义

（t=3.845，4.702，3.710，5.349，16.333，3.985，

均 P<0.05）。

表 1             各组大鼠旷场实验和步态分析结果比较（x±s）

项  目 假手术组 模型组 LPIN1 组 F P

运动总路程（cm） 3567.52±813.24 2 236.41±576.47 2 987.34±387.96 23.356 <0.001

总静止时间（s） 55.47±10.56 79.52±11.16 64.35±8.73 28.417 <0.001

平均速度（cm/s） 11.79±2.58 7.32±1.87 9.68±1.41 24.711 <0.001

步宽（cm） 2.79±0.23 3.41±0.25 3.02±0.21 36.953 <0.001

步长（cm） 7.66±0.27 5.53±0.24 6.84±0.25 358.829 <0.001

步态变异率（%） 0.11±0.02 0.17±0.03 0.14±0.02 31.765 <0.001

2.1.2 各 组 大 鼠 脑 组 织 Fe2+，GSH 含 量 及 TH 蛋

白水平比较：见表 2。与假手术组相比，模型组大

鼠 Fe2+ 含量明显升高，GSH 含量和 TH 蛋白水平明

显降低，差异具有统计学意义（t=8.305，13.305，

7.709，均 P<0.05）；与模型组相比，LPIN1 组大鼠

Fe2+，GSH 含量及 TH 蛋白水平明显得到改善，差

异具有统计学意义（t=5.423，7.369，7.092，均 P 
<0.05）。

表 2            各组大鼠脑组织 Fe2+，GSH 含量及 TH 蛋白水平比较（x±s）

项  目 假手术组 模型组 LPIN1 组 F P

Fe2+(μmol/g) 8.56±2.34 18.79±5.03 12.11±3.84 35.560 <0.001

GSH(ng/ml) 12.26±2.30 6.41±0.57 9.02±0.43 88.852 <0.001

TH 蛋白 1.02±0.02 0.52±0.23 0.98±0.27 36.704 <0.001
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2.1.3 各组大鼠脑组织病理变化：见图 1。HE 染

色显示，假手术组大鼠脑组织中神经元细胞排列整

齐、形态清晰完整，未见炎性细胞浸润及细胞坏死

发生；模型组大鼠脑组织见神经元细胞排列稀疏、

数量减少、形态结构模糊，出现细胞坏死及大量炎

性细胞浸润；LPIN1 组大鼠脑组织中神经元细胞数

量相较模型组有所增加，细胞排列相对整齐、形态

趋于正常，细胞损伤明显改善。 

图 1 HE 染色观察各组大鼠脑组织病理变化（×400）
2.2 细胞实验部分

2.2.1 LPIN1 在 6-OHDA 诱 导 的 PC-12 细 胞 中 表

达 下 调： 见 表 3。CCK-8 法 检 测 显 示，6-OHDA
对 PC-12 细胞活力的抑制作用呈浓度依赖性，40 
μmol/L 即可显著抑制 PC-12 细胞活力（F=31.023，

P<0.05）， 故 后 续 采 用 40 μmol/L 浓 度 6-OHDA
进行研究。同时发现，随着 6-OHDA 处理浓度的

升高，PC-12 细胞中 TH 和 LPIN1 蛋白呈剂量依赖

性逐渐降低，α-syn 蛋白呈剂量依赖性逐渐升高

（F=7.350 ～ 15.481，均 P<0.05）。
表 3          不同浓度 6-OHDA 处理对 PC-12 细胞中 TH，α-syn，LPIN1 蛋白表达的影响（x±s）

项目
6-OHDA 浓度（μmol/L）

F P
0 20 40 60 80

细胞活力 1.52±0.16 1.45±0.12 1.03±0.11a 0.78±0.08a 0.64±0.06a 31.023 <0.001

TH 蛋白 1.01±0.02 0.72±0.20 0.55±0.21a 0.42±0.16a 0.39±0.15a 7.350 0.005

α-syn 蛋白 1.00±0.01 1.71±0.22a 1.94±0.26a 2.14±0.30a 2.38±0.24a 15.841 <0.001

LPIN1 蛋白 1.01±0.01 0.70±0.18a 0.48±0.15a 0.41±0.20a 0.36±0.15a 9.124 0.002

注：a 与 0 μmol/L 相比，t 细胞活力 =5.385, 8.132, 9.671; tTH 蛋白=3.460, 4.437, 4.663, tα-syn 蛋白=3.786, 5.013, 6.080, 7.360; tLPINI 蛋白=2.477, 4.234, 4.794, 
5.193, 均 P<0.05。

2.2.2 沉 默 或 过 表 达 LPIN1 对 6-OHDA 诱 导 的

PC-12 细 胞 的 影 响： 见 表 4。Western blot 检 测 显

示， 沉默 LPIN1 组细胞中 LPIN1 蛋白表达明显降

低，过表达 LPIN1 组细胞中 LPIN1 蛋白表达明显

升高，差异具有统计学意义（t=4.424 ～ 18.259，

均 P<0.05），说明沉默或过表达 LPIN1 细胞系构

建成功。同时检测发现，6-OHDA 处理显著抑制了

PC-12 细胞活力和 TH 蛋白表达（t=5.630，5.509），

沉默 LPIN1 加剧了 6-OHDA 的抑制作用（t=2.209，

2.344），过表达 LPIN1 则逆转了 6-OHDA 的抑制

作用（t=4.989，5.040），差异具有统计学意义（均

P<0.05）。
表 4       沉默或过表达 LPIN1 对 6-OHDA 诱导的 PC-12 细胞活力及 TH 蛋白的影响（x±s）

项目 对照组 6-OHDA 组 NC siRNA 组 si-LPIN1 组 Vector-LPIN1 组 OE-LPIN1 组 F P
LPIN1 蛋白 1.00±0.01 0.48±0.15a 0.98±0.17b 0.43±0.14a 1.01±0.02 3.27±0.26 bc 142.875 <0.001

细胞活力 1.52+0.23 0.73+0.19a 0.71+0.17a 0.42+0.10ab 0.74+0.18a 1.43+0.13bc 19.962 <0.001

TH 蛋白表达 1.00+0.01 0.53+0.12a 0.50+0.10a 0.33+0.08ab 0.55+0.11a 0.96+0.15bc 20.212 <0.001

注：a 与 对 照 组 相 比，t=4.183, 4.585; 5.630, 5.773, 7.839, 5.559; 5.509, 5.861, 7.854, 5.275, 均 P<0.05；b 与 6-OHDA 组 相 比，t=4.022, 
22.442;2.209, 4.989; 2.344, 5.040, 均 P<0.05；c 与 vector-LPIN1 组相比，t=18.179, 4.917, 4.806, 均 P<0.05。

2.2.3 过表达 LPIN1 抑制 6-OHDA 诱导的神经元细

胞铁死亡：见表 5。结果显示，6-OHDA 处理显著

增加了 PC-12 细胞中 IL-1β 和 IL-6 分泌，抑制了

SLC47A1 和 GPX4 蛋白表达，差异具有统计学意

义（t=4.428 ～ 7.569，均 P<0.05）；过表达 LPIN1
逆转了 6-OHDA 的诱导作用（t=4.883 ～ 11.639，

均 P<0.05）；铁死亡诱导剂 Erastin 可抵消 LPIN1
过 表 达 的 作 用（t=4.350 ～ 6.739， 均 P<0.05）。

此 外，6-OHDA 处 理 显 著 增 加 了 Fe2+，MDA，

ROS 含 量， 抑 制 了 GSH 含 量 及 PC-12 细 胞 活 力

（t=4.208 ～ 9.437，均 P<0.05）；过表达 LPIN1 同

样逆转了 6-OHDA 的诱导作用（t=3.013 ～ 9.107，

均 P<0.05），Erastin 能够抵消过表达 LPIN1 的作

用（t=3.087 ～ 7.581，均 P<0.05），见表 6。过表

达 LPIN1 可能通过抑制 6-OHDA 诱导的铁死亡，

促进 PC-12 细胞增殖。
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表 5           各组细胞中 IL-1β，IL-6 分泌及 SLC47A1，GPX4 蛋白表达比较（x±s）

项目 对照组 6-OHDA 组 vector-LPIN1 组 OE-LPIN1 组 OE-LPIN1+Erastin 组 F P

IL-1β(pg/ml) 112.34±13.26 187.32±17.14a 187.32±19.43a 123.12±12.20bc 179.50±16.26d 16.160 <0.001

IL-6(pg/ml) 63.25±10.27 131.52±11.24a 132.61±11.59a 78.57±10.46bc 139.35±11.60d 30.761 <0.001

SLC47A1 蛋白 1.02±0.02 0.30±0.17a 0.34±0.15a 2.15±0.32bc 1.23±0.21d 43.515 <0.001

GPX4 蛋白 1.01±0.01 0.35±0.15a 0.32±0.13a 1.98±0.26bc 1.15±0.20d 47.434 <0.001

注：a 与对照组相比，t=5.784, 5.742; 7.569, 7.690; 4.428, 4.182; 4.648, 4.860, 均 P<0.05；b 与 6-OHDA 组相比，t=4.952， 53.871; 11.377, 
11.480, 均 P<0.05；c 与 vector-LPIN1 组相比，t=4.910, 5.992, 11.131, 11.691，均 P<0.05；d 与 OE-LPIN1 组相比，t=4.349, 6.739, 5.658, 5.282, 均

P<0.05。

表 6 各组细胞中 Fe2+，MDA，GSH，OS 含量及细胞活力比较（x±s）

项目 对照组 6-OHDA 组 vector-LPIN1 组 OE-LPIN1 组 OE-LPIN1+Erastin 组 F P

Fe2+(μmol/L) 2.21±0.84 6.19±1.23a 6.13±1.26a 3.34±1.09bc 6.26±1.31ad 8.198 0.003

GSH(nmol/mg) 113.45±13.46 48.67±9.75a 49.52±10.02a 106.54±12.48bc 55.13±11.30ad 23.917 <0.001

MDA(nmol/mg) 5.12±1.25 12.14±2.13a 12.03±2.06a 6.87±1.62bc 14.79±2.17ad 13.806 <0.001

ROS(%) 102.14±6.74 197.69±15.61a 195.97±14.73a 105.48±10.25bc 182.24±12.56ad 46.211 <0.001

细胞活力 1.52±0.23 0.73±0.19a 0.74±0.18a 1.43±0.26bc 0.96±0.15ad 10.080 <0.001

注：a 与对照组相比，t=4.208, 4.144, 4.282; 6.905, 6.815, 6.217; 4.573, 4.501, 6.299; 9.437, 9.267, 7.911; 4.704, 4.645, 3.335, 均 P<0.05；b 与

6-OHDA 组相比，t=3.013, 6.169, 3.433, 9.107, 4.168, 均 P<0.05；c 与 vector-LPIN1 组相比，t=2.950, 6.078, 3.361, 8.937, 4.109, 均 P<0.05；d 与

OE-LPIN1 组相比，t=3.087, 5.480, 5.159, 7.581, 2.799, 均 P<0.05。

2.2.4 LPIN1 与 PPARA 相互作用，并促进其表达：

研究通过 STRING 数据库预测发现，LPIN1 可能与

PPARA 相互作用，见图 2A。行 Co-IP 分析显示，

Anti-LPIN1 抗体下拉的复合物中不仅有 LPIN1 蛋

白，还有 PPARA 蛋白，见图 2B；Anti-PPARA 抗

体不仅下拉了 PPARA 蛋白，还下拉了 LPIN1 蛋白，

见图 2C。此外还发现，si-LPIN1 组细胞中 PPARA

蛋白表达（0.39±0.12）较对照组（1.01±0.02）和

NC siRNA 组（0.98±0.16）显著降低（F=27.230，

P<0.001）；OE-LPIN1 组细胞中 PPARA 蛋白表达

（3.05±0.31） 较 对 照 组（1.01±0.02） 和 vector-
LPIN1 组（1.00±0.01） 显 著 升 高（F=129.879，

P<0.001）， 见 图 2D。LPIN1 通 过 与 PPARA 蛋 白

相互作用促进 PPARA 表达。

A. LPIN1 和 PPARA 之间相互作用示意图；B-C. Co-IP 测定 LPIN1 与 PPARA 的相互作用；D. Western blot 检测各组细胞中 PPARA 蛋白表达。

图 2 LPIN1 通过与 PPARA 蛋白相结合促进 PPARA 表达

2.2.5 过表达 PPARA 逆转 LPIN1 沉默对神经元细

胞铁死亡的诱导作用：见表 7，表 8。结果显示，

沉 默 LPIN1 降 低 了 LPIN1，PPARA，SLC47A1 和

GPX4 蛋白表达（t=4.019 ～ 10.194，均 P<0.05），过
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表达 PPARA 可促进各蛋白表达（t=12.825 ～ 16.708，

均 P<0.05），但对 LPIN1 蛋白表达无影响。此外

发现，沉默 LPIN1 可升高 Fe2+ 和 MDA 含量，降低

GSH 含量和 PC-12 细胞活力（t=2.837 ～ 8.710，均

P<0.05）；过表达 PPARA 可以逆转沉默 LPIN1 对

PC-12 细胞铁死亡的诱导作用（t=6.285 ～ 12.571，

均 P<0.05）。

表 7       各组细胞中 LPIN1，PPARA，SLC47A1，GPX4 蛋白表达比较（x±s）

项目 NC siRNA+vector-PPARA 组 si-LPIN1 组 OE-PPARA 组 si-LPIN1+ OE-PPARA 组 F P

LPIN1 蛋白 1.01±0.11 0.33±0.11a 1.00±0.01b 0.35±0.12ac 66.288 <0.001

PPARA 蛋白 1.00±0.01 0.49±0.12a 3.12±0.25ab 1.34±0.14abc 162.297 <0.001

SLC47A1 蛋白 1.00±0.01 0.36±0.10a 2.57±0.23ab 1.45±0.13abc 130.208 <0.001

GPX4 蛋白 1.01±0.01 0.31±0.08a 2.26±0.19ab 1.24±0.12abc 137.074 <0.001

注：aNC siRNA+vector-PPARA 组相比，t=8.467, 8.218; 4.019, 16.708, 2.680; 5.546, 13.605, 3.900; 7.182, 12.825, 2.360, 均 P<0.05；b 与 si-LPIN1 组

相比，t=8.342; 20.727, 6.699; 19.151, 9.466; 20.007, 9.542, 均 P<0.05；c 与 OE-PPARA 组相比，t=8.093, 14.028, 9.706, 10.465, 均 P<0.05。

表 8             各组细胞中 Fe2+，MDA，GSH 含量及细胞活力比较（x±s）

项目 NC siRNA+vector-PPARA 组 si-LPIN1 组 OE-PPARA 组 si-LPIN1+ OE-PPARA 组 F P

Fe2+(μmol/L) 6.35±1.02 13.42±2.35a 4.87±1.23ab 7.96±1.74abc 15.061 0.001

MDA(nmol/mg) 12.54±1.62 23.12±1.36a 7.85±1.30ab 15.67±1.64abc 55.746 <0.001

GSH(nmol/mg) 49.12±9.76 25.06±7.88a 112.03±11.54ab 59.74±10.23abc 40.868 <0.001

细胞活力 0.70±0.11 0.41±0.09a 1.51±0.16ab 0.88±0.13abc 41.474 <0.001

注：a 与 NC siRNA+vector-PPARA 组相比，t=5.476, 2.921, 2.622; 8.710, 3.861, 2.577; 2.965, 7.752, 1.309; 2.837, 7.924, 2.734, 均 P<0.05；b 与 si-
LPIN1 组相比，t=7.397, 3.455; 12.571, 6.133; 10.716, 4.273; 10.761, 5.576, 均 P<0.05；c 与 OE-PPARA 组相比，t=3.943, 6.438, 6.443, 5.185, 均 P <0.05。

2.2.6 PPARA 与 SLC47A1 调控关系验证：JASPAR
生物信息学网站（http://jaspar.genereg.net/）分析发

现，PPARA 与 SLC47A1 启动子之间存在潜在的结

合位点，见图 3A。Ch-IP 分析发现，SLC47A1 在

Anti-PPARA 抗体下拉的复合物中显著富集，见图

3B。荧光素酶报告基因分析发现，与转染空载体的

细胞相比，含 PPARA 结合位点的 SLC47A1 启动

子序列载体的荧光素酶活性显著升高，见图 3C。

与 此 同 时，OE-PPARA 组 细 胞 中 SLC47A1 蛋 白

（2.33±0.38）和 mRNA（2.33±0.38）表达水平明

显 高 于 6-OHDA 组（0.30±0.17，0.30±0.17） 和

vector-PPARA 组（0.32±0.14，0.32±0.14），差异

有统计学意义（F=63.463，63.463，P<0.05），见

图 3D。PPARA 作为转录因子与 SLC47A1 启动子

结合，促进其转录激活。

A. JASPAR 生物信息学网站预测 PPARA 和 SLC47A1 启动子之间结合位点；B. Ch-IP 分析 PPARA 与 SLC47A1 启动子的结合；C. 荧光素

酶报告基因分析验证 PPARA 与 SLC47A1 启动子的结合；D. Western blot 检测各组细胞中 SLC47A1 蛋白表达。

图 3 PPARA 与 SLC47A1 启动子结合，促进 SLC47A1 转录激活
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3 讨论

PD 是中枢神经系统最常见的神经退行性疾病

之一 [2]，目前 PD 病因和发病机制尚未知。最近研

究表明，脑中铁含量升高，谷胱甘肽含量降低，脂

质过氧化增加与 PD 发病和铁死亡有关 [15]。铁死亡

是由多种因素引起的程序性细胞死亡形式，铁、

脂和氨基酸的代谢是调节铁死亡的主要途径，可

被 GPX4 和 SLC7A11 对抗 [16]。在不同疾病中，铁

死亡可由多种调控分子调节，如 GPX4，ACSl4，

SLC7A11，SLC47A1 和 TFR1[16-17]。研究还表明，

小分子如去铁氧胺和 Fer-1 也可以挽救铁死亡 [17]。

几种螯合剂治疗已经显示出很强的缓解 PD 的能力，

可防止 PD 中的神经退行性变 [15]。因此，进一步研

究 PD 中铁死亡的主要调控机制，可能为 PD 治疗

提供潜在的靶点。

目前由 6-OHDA 建立的黑质纹状体多巴胺能

神经元破坏经典模型普遍用于 PD 运动和生化功能

障碍的研究 [18]。研究报道，LPIN1 作为 PD 铁死

亡的生物标志物，其低表达与 PD 患者预后不良相

关 [9]。TH 是促进多巴胺合成的重要酶，其活性或

水平降低直接影响多巴胺合成，是 PD 早期发病的

重要指征 [19]。本研究通过建立 PD 大鼠模型发现，

PD 大鼠脑组织中 Fe2+ 含量升高，GSH 及 TH 蛋白

水平降低；病理观察也表明 PD 模型大鼠脑组织神

经元细胞数量减少、形态结构模糊，出现细胞坏死

及大量炎性细胞浸润，表明多巴胺能神经元细胞受

损严重。给予转染稳定 LPIN1 过表达腺病毒进行干

预后，大鼠一般症状减轻，行为学运动能力明显改

善，Fe2+ 及 TH 水平明显改善，多巴胺能神经元细

胞受损明显减轻，提示 LPIN1 过表达能够抑制铁

死亡，减轻神经元细胞凋亡，延缓 PD 进展。进一

步通过构建体外 PD 细胞模型，发现 TH，LPIN1，

α-syn 蛋白呈 6-OHDA 剂量依赖性逐渐降低 / 升

高，表明 LPIN1 异常低表达可以抑制铁死亡，这

与已有报道相一致 [20-21]。其次发现沉默 LPIN1 加剧

了 6-OHDA 对 PC-12 细胞活力的抑制作用，过表达

LPIN1 抵消了 6-OHDA 的抑制作用；过表达 LPIN1
抑制 6-OHDA 诱导的神经元细胞铁死亡。研究报道，

细胞中 α-syn 聚集可诱发铁浓度升高，其与 Fe2+

直接结合，一方面过表达 α-syn 可增加细胞内铁水

平，一方面铁超载荷可引起 α-syn 升高，降低铁负

荷能够减少 PD 小鼠多巴胺能神经元异常丢失 [22]。

GSH 合成受阻是诱发铁死亡的关键，SLC47A1 在

GSH 合成中发挥重要作用 [23-24]。

GPX4 作为调控铁死亡的重要因子通过提供还

原后的脂质醇，可避免脂质过氧化物堆积环境中铁

过载暴露，可发挥抗铁死亡作用 [23]。PD 中铁超载、

GSH 表达异常及脂质过氧化程度增高都是触发铁死

亡的主要因素 [15]。本研究提示 PD 过程中脂质过氧

化和铁过载激活了铁死亡途径，诱导铁死亡发生。

给予铁死亡诱导剂 Erastin 刺激后，抵消了 LPIN1
对 PC-12 细胞的保护作用。Erastin 作为一种经典的

铁死亡诱导剂，可以通过直接降低 GSH 活性来诱

导铁死亡，加速 PC-12 细胞中 ROS 的积累 [25-26]。

以上结果表明，LPIN1 过表达可以抑制 PD 铁死亡，

然其如何调节 PD 中铁死亡的具体机制尚不确定，

需要进一步探索。

研究通过生物信息学软件预测验证发现，LPIN1
与 PPARA 存在相互作用，沉默 LPIN1 通过诱导铁

死亡抑制 PC-12 细胞活力，过表达 PPARA 可逆转

LPIN1 沉默对细胞的影响。这一发现与 PPARA 在

PD 中的报道相一致 [27]。同时研究还发现，PPARA
与 SLC47A1 启动子结合并促进 SLC47A1 转录激活。

一篇关于单核 RNA 测序分析的报道显示，SLC47A1
在 PD 小 鼠 的 多 巴 胺 能 神 经 元 中 显 著 下 调 [28]。

SLC47A1作为脂质重塑的调节剂抑制铁死亡发生 [24]。

这与本研究结果一致，SLC47A1 在 6-OHDA 处理

的 PC-12 细胞中显著下调。本研究证实了 LPIN1 参

与 PD 发生进展的潜在作用机制，为 PD 研究及治疗

提供了新的靶点。然而本研究也存在一定不足，虽

然基于细胞实验证实了 LPIN1/PPARA/SLC47A1 轴

的作用，但具体调节机制仍需体内实验进一步探究 
阐明。

综 上 所 述，LPIN1 可 能 通 过 抑 制 PPARA/
SLC47A1 轴介导的铁死亡减少神经元细胞凋亡，

从而抑制 PD 进展。
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