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ACSL4 通过 AMPK/mTOR 通路抑制七氟醚诱导神经元 
铁死亡机制的实验研究

刘 成，赵 娟，贾 茜，谢生春，罗 彬，魏官锋（绵阳市人民医院麻醉科，四川绵阳  621000）

摘  要：目的 探讨酰基辅酶 A 合成酶长链家族成员 4（acyl-CoA syntbetase long chain family member 4，ACSL4）在

七氟醚（sevoflurane，Sev）诱导的神经元细胞损伤中的作用及机制。方法 以人神经母细胞瘤 SH-SY5Y 细胞为研究对

象，分别设置对照组（二甲基亚砜，10µmol/L）、Sev 组和 Sev+ 铁死亡抑制剂 Ferrostatin-1（Fer-1，10µmol/L）组，采

用 CCK-8 法检测细胞活性。体外构建 4.1% Sev 暴露的术后认知功能障碍模型，按照转染类别分为 Ctrol 组、Sev 组、

Sev+si-NC 组、Sev+si-ACSL4 组和 Sev+si-ACSL4+compound C 组。采用比色法检测各组细胞中丙二醛（malonaldehyde，
MDA）、4- 羟基壬烯醛（4-hydroxynonenal，4-HNE）、谷胱甘肽（glutathione，GSH）和 Fe2+ 含量；2’，7’- 二氯荧光

素二乙酸盐（DCFH-DA）荧光探针检测活性氧水平；实时荧光定量 PCR（qRT-PCR）检测 ACSL4，谷胱甘肽过氧化酶

4（glutathione peroxidase 4，GPX4）和溶质载体家族 7 成员 11（solute carrier family 7 member 11，SLC7A11）mRNA 表

达；蛋白免疫印迹法（WB）检测 ACSL4，GPX4，腺苷酸激活蛋白激酶（adenosine 5’-monophosphate-activated protein 
kinase，AMPK）、磷酸化（phosphorylated，p）-AMPK，哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（mammalian target of rapamycin）
mTOR 和 p-mTOR 蛋白表达。结果 CCK-8 结果显示，Sev 组细胞活力（0.41±0.11）较对照组（0.98±0.07）明显降低，

Sev+Fer-1 组细胞活力（0.83±0.09）较 Sev 组显著升高，差异具有统计学意义（t=7.572，5.118，均 P<0.01）。Sev 组

细胞中 Fe2+，MDA，4-HNE，ROS 水平和 p-AMPK/AMPK 比率以及 ACSL4 的 mRNA 和蛋白表达高于 Ctrol 组（t=5.900，
7.421，4.795，13.517，10.825，9.945，11.334），GSH，p-mTOR/mTOR 比率以及 SLC7A11，GPX4 的 mRNA 和蛋白

表达低于 Ctrol 组（t=20.438，3.551，11.460，12.211，6.845，8.287），差异具有统计学意义（均 P<0.05）。Sev+si-
ACSL4 组 Fe2+，MDA，4-HNE，ROS 水 平 和 p-AMPK/AMPK 比 率 以 及 ACSL4 的 mRNA 和 蛋 白 表 达 低 于 Sev+si-
NC 组（t=3.818，3.164，3.054，4.465，13.088，7.918，9.737）， 细 胞 活 力、GSH 含 量、p-mTOR/mTOR 比 率 以 及

SLC7A11，GPX4 的蛋白表达高于 Sev+si-NC 组（t=2.912，7.248，7.574，20.092，5.915），差异具有统计学意义（均

P<0.05）。Sev+si-ACSL4+compound C 组细胞活力、GSH 含量和 SLC7A11，GPX4 蛋白表达低于 Sev+si-ACSL4 组（t=4.435，
8.521，4.522，8.767），而 Fe2+，MDA，4-HNE 和 ROS 水平高于 Sev+si-ACSL4 组（t=10.046，4.004，2.957，3.752）， 
差异具有统计学意义（均 P<0.05）。结论 抑制 ACSL4 表达可通过激活 AMPK/mTOR 信号通路减轻 Sev 诱导的 SH-
SY5Y 细胞铁死亡。
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Experimental Study on the Mechanism of ACSL4 Inhibition of Sevoflurane- 
induced Neuronal Iron Death through the AMPK/mTOR Pathway

LIU Cheng, ZHAO Juan, JIA Qian, XIE Shengchun, LUO Bin, WEI Guanfeng（Department of Anesthesiology, 
Mianyang People’s Hospital, Sichuan Mianyang 621000, China）

Abstract: Objective To investigate the role and mechanism of acyl-CoA syntbetase long chain family member 4 (ACSL4) in 
Sevoflurane (Sev) induced neuronal cell damage. Methods Human neuroblastoma SH-SY5Y cells were used as the research 
object, and control group (dimethyl sulfoxide, 10 µmol/L), Sev group and Sev+iron death inhibitor Ferrostatin-1 (Fer-1, 10 µmol/
L) group were set up. CCK-8 method was used to detect cell activity in each group.4.1% Sev exposed postoperative cognitive 
dysfunction model was constructed in vitro and divided into Ctrol group, Sev group, Sev+si-NC group, Sev+si-ACSL4 group, 
and Sev+si-ACSL4+compound C group according to the transfection category.The contents of Malonaldehyde (MDA), 
4-hydroxynonenal (4-HNE), Glutathione (GSH) and Fe2+ in each group were detected by colorimetry. The level of reactive 
oxygen species was detected using a 2’ , 7’- dichlorofluorescein diacetate (DCFH-DA) fluorescent probe. Real time fluorescence 
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quantitative PCR（qRT-PCR）was used to detect the mRNA expression of ACSL4, glutathione peroxidase 4 (GPX4), and solute 
carrier family 7 member 11 (SLC7A11).Protein immunoblotting was used to detect the expression of ACSL4, GPX4, adenosine 
5’- monophosphate activated protein kinase (AMPK), phosphorylated (p) - AMPK, mammalian target of rapamycin(mTOR) and 
p-mTOR proteins. Results CCK-8 results showed that the cell viability of Sev group （0.41±0.11）was significantly lower 
than that of control group (0.98±0.07), and the cell viability of Sev+Fer-1 group（0.83±0.09）was significantly higher than 
that of Sev group (0.41±0.11), and the differences were statistically significant (t=7.572, 5.118, all P<0.01). The levels of Fe2+, 
MDA, 4-HNE, ROS and p-AMPK/AMPK ratios, as well as the mRNA and protein expression of ACSL4 in the Sev group cells, 
were higher than those in the Ctrol group（t=5.900, 7.421, 4.795, 13.517, 10.825, 9.945, 11.334）, the GSH conten, p-mTOR/
mTOR ratio, and mRNA and protein expression of SLC7A11 and GPX4 were lower than those in the Ctrol group (t=20.438, 
3.551, 11.460, 12.211, 6.845,8.287), and the differences were statistically significant (all P<0.05)repectively. The levels of Fe2+, 
MDA, 4-HNE, ROS, and p-AMPK/AMPK ratios, as well as the mRNA and protein expression of ACSL4 in the Sev+si-ACSL4 
group, were lower than those in the Sev+si-NC group （t=3.818, 3.164, 3.054, 4.465, 13.088, 7.918, 9.737）, the cell viability, 
GSH content, p-mTOR/mTOR ratio, and protein expression of SLC7A11 and GPX4 were higher than those in the Sev+si-NC 
group（t=2.912, 7.248, 7.574, 20.092, 5.915）, and the differences were statistically significant (all P<0.05), respectively. The 
cell viability, GSH content, SLC7A11, and GPX4 protein expression in the Sev+si-ACSL4+compound C group were lower than 
those in the Sev+si-ACSL4 group （t=4.435, 8.521, 4.522, 8.767）, while the levels of Fe2+, MDA, 4-HNE, and ROS were 
higher than those in the Sev+si-ACSL4 group（t=10.046, 4.004, 2.957, 3.752）,  and the differences were statistically significant 
(all P<0.05). Conclusion Inhibiting ACSL4 expression attenuates Sev-induced iron death in SH-SY5Y cells by activating the 
AMPK/mTOR signaling pathway.
Keywords：acyl-CoA synthetase long chain family member 4；neuronal；ferroptosis；sevoflurane；AMPK/mTOR pathway

术 后 认 知 功 能 障 碍（postoperative cognitive 
dysfunction，POCD）是外科手术后神经系统的严

重并发症，表现为精神错乱、焦虑、认知记忆功能

障碍和注意力丧失，严重者可能出现抑郁和痴呆 [1]，

影响患者的生活质量。七氟烷（sevoflurane，Sev）

作为临床常用麻醉药物，具有起效时间短、恢复快等

特点，但也有一定的神经毒性，可引起 POCD[2-3]。 
因此，减少 Sev 的副作用对防治 POCD 具有重要

意义。LU 等 [4] 发现，发育期大鼠短暂暴露于 Sev
可导致认知功能障碍，但不影响神经元凋亡，提示

Sev 可能通过诱导其他细胞死亡机制导致神经系统

损伤。铁死亡是近期发现的一种非凋亡性细胞死亡

过程，与多种人类神经系统疾病的发展密切相关 [5]。 
据报道，铁代谢紊乱与麻醉药物的毒性机制有关 [6]。 
然而，Sev 诱导的神经元铁死亡机制鲜有报道。

酰 基 辅 酶 A 合 成 酶 长 链 家 族 成 员 4（acyl-CoA 
syntbetase long chain family member 4，ACSL4）是

铁死亡的重要调节器，过表达 ACSL4 可诱发铁死

亡相关途径的激活 [7-8]。然而，ACSL4 与 Sev 诱导

的神经元铁死亡之间的关系尚未可知。本研究旨在

阐明 ACSL4 是否参与 Sev 诱导的神经元铁死亡及

其可能的机制。

1 材料与方法

1.1 细胞来源 人神经母细胞瘤细胞系 SH-SY5Y
购自中国科学院上海生命科学研究院细胞资源中

心。

1.2 仪器与试剂 Sev，铁死亡抑制剂 Ferrostatin-1 

（Fer-1），compound C，丙二醛（Malonaldehyde，

MDA）和 Fe2+ 含量测定试剂盒（美国 Sigma-Aldrich
公司）；DMEM/F12 培养液，胎牛血清（fetal bovine 
serum, FBS） 和 Lipofectamine 2000 转 染 试 剂 盒 
（ 美 国 Invitrogen 公 司）；ACSL4-siRNA 和 阴 性

对照（NC）-siRNA（上海吉凯基因有限公司）；

CCK-8 试剂盒（北京索莱宝科技有限公司）；4- 羟 
基壬烯醛（4-hydroxynonenal，4-HNE）、谷胱甘肽 
（Glutathione，GSH）含量测定试剂盒和 2’，7’- 二

氯荧光素二乙酸盐（2’，7’-Dichlorodihydrofluorescein 
diacetate，DCFH-DA）活性氧检测试剂盒，ACSL4， 
谷 胱 甘 肽 过 氧 化 酶 4（Glutathione peroxidase 4，

GPX4） 和 磷 酸 甘 油 醛 脱 氢 酶（Glyceraldehyde-
phosphate dehydrogenase，GAPDH）抗体（美国，

Abcam 公司）；腺苷酸激活蛋白激酶（adenosine 
5’-monophosphate-activated protein kinase，

AMPK），磷 酸 化（Phosphorylated，p）-AMPK，

哺 乳 动 物 雷 帕 霉 素 靶 蛋 白（mammalian target of 
rapamycin，mTOR）和 p-mTOR 抗体（美国，赛默

飞公司）。Cytation3 多功能酶标仪（美国 BioTek
公司）；Chemi Doc XRS 化学发光凝胶成像分析系

统（美国 Bio-Rad 公司）；NIB 910 光学显微镜（深

圳博士达器械设备有限公司）；HBS-ScanX 酶标仪

（南京德铁生物科技有限公司）。

1.3 方法

1.3.1 细胞培养：SH-SY5Y 细胞用添加 10g/dl 胎

牛 血 清（FBS），100U/ml 青 霉 素 和 100μg/ml 链
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霉 素 的 DMEM/F12 培 养 液 培 养， 并 置 于 37 ℃ 和

5ml/dl CO2 的湿度细胞培养箱中，待细胞长至对数

生长期后，进行后续实验。

1.3.2 CCK-8 法检测细胞活力：将 SH-SY5Y 细胞

以 1.5×103 个 / 孔的密度接种于 96 孔板，分别设置

二甲基亚砜（Dimethyl sulfoxide，DMSO，10 µmol/
L）对照组、Sev 组和 Sev+Fer-1（10 µmol/L）组以

及不接种细胞的培养孔为空白对照组，每组设置 3
个复孔，24h 后每孔加入 10μl 的 CCK-8 溶液孵育

2h，于酶标仪 450 nm 处测量吸光度（A）值，依照

以下公式计算各组细胞活力进行分析计算：细胞活

力 =（A 药物处理组 - A 空白对照组）/（A 对照组 - A 空白对照组）。

1.3.3 细胞转染和体外模型构建：将对数生长期的

SH-SY5Y 细胞以 2×105 个 / 孔细胞的密度接种于 6
孔板，当细胞达到 60% 融合时，使用 Lipofectamine 
2000 进行转染。设置对照（Ctrol）组、七氟烷处

理（Sev） 组、Sev+si-NC 组、Sev+si-ACSL4 组 和

Sev+si-ACSL4+compound C 组。Ctrol 组 和 Sev 组

细胞正常培养不进行转染处理，Sev+si-NC 组细胞

转染阴性对照（NC）-siRNA，Sev+si-ACSL4 组细

胞转染 ACSL4-siRNA，Sev+si-ACSL4+compound C
组细胞同时转染 ACSL4 siRNA 和 compound C，转

染时间为 12 h。除 Ctrol 组外，将其余组细胞暴露

于 4.1% Sev 中 6 h，构建 POCD 体外模型。

1.3.4 MDA，4-HNE，GSH 和 Fe2+ 含 量 测 定： 取

各组转染后的 SH-SY5Y 细胞，用磷酸缓冲盐溶液

（phosphate buffer solution，PBS）洗涤后重悬，超

声破碎并收集上清液，根据 MDA，4-HNE，GSH
和 Fe2+ 含量测定试剂盒操作说明加入相应的工作液

孵育，用酶标仪测定吸光度值。参考标准曲线计算

MDA，4-HNE，GSH 和 Fe2+ 含量。

1.3.5 细胞内活性氧水平检测：将各组 SH-SY5Y
细胞以 1.5×103 个 / 孔的密度接种于 96 孔板，细

胞贴壁后，弃去培养液。PBS 洗涤 2 次，加入 100 
μl 培养液配置的 DCFH-DA 探针（10 μmol/L），

在 37℃下避光孵育 45 min。用无血清培养液洗涤

细胞后，每个样本随机选取三个视野，通过荧光显

微镜观察并应用 Image J 软件计算荧光强度，激发

光与发射光波长分别为 488 nm 和 525 nm。

1.3.6 实 时 荧 光 定 量 PCR（qRT-PCR） 检 测

ACSL4，GPX4 和 SLC7A11 mRNA 表 达： 取 上 述

对数生长期的 Ctrol 组和 Sev 组细胞，PBS 洗涤三

次后，加入 1ml Trizol 裂解液反复吹打后将其转

移至无酶 PE 管，加入 200μl 氯仿，震荡 15s，在

4℃ 12 000×g 条件下离心 15min，将上清液转移

至新无酶 PE 管，加入 500μl 异丙醇，上下混匀，

4℃ 12 000×g 离心取沉淀，用 75ml/dl 乙醇洗涤沉

淀，焦碳酸二乙酯（diethyl pyrocarbonate，DEPC) 
水 溶 解 沉 淀 即 可 得 到 RNA, 吸 取 2μl RNA 样

品 检 测 其 纯 度。 使 用 反 转 录 试 剂 盒 合 成 第 一 链

cDNA， 用 合 成 的 cDNA 作 为 模 板 进 行 PCR 扩

增，扩增体系为 10µl，其中 SYBR®Green Realtime  
PCR Master Mix 5μl，cDNA 1μl，上下游引物各

0.2μl，DEPC 水 3.6μl；PCR 程序：95℃ 60s；95℃ 
 10s，62℃ 10s，72℃ 10s，循环 39 次，4℃保存备用。 
引物序列如下：ACSL4 F：5’-CATCCCTGGAGCAGA 
TACTCT -3’，R：5’-TCACTTAGGATTTCCCTGGTC 
C -3’；GPX4 F：5’-GGGCTACAACGTCAAAT 
TCG -3’，R：5’-TCCACTTGATGGCATTTCCC -3’；
溶质载体家族 7 成员 11（solute carrier family 7 mem 
ber 11，SLC7A11） F：5’-TGCTGGGCTGATTTTATC 
TTCG -3’，R：5’-GAAAGGGCAACCATGAAGAGG 
-3’；GAPDH F：5’-GGAGCGAGATCCCTCCAAAAT 
-3’，R：5’-GGCTGTTGTCATACTTCTCATGG -3’。 
按照 2–∆∆Ct 公式，以 GAPDH 为内参计算 ACSL4 和

GPX4 相对表达量。

1.3.7 Western blot 检 测 ACSL4，GPX4 和 AMPK/
mTOR 通路相关蛋白表达：利用含有蛋白酶抑制剂

和磷酸酶抑制剂的 RIPA 裂解液提取各组细胞蛋白

后，用 BCA 试剂盒对各组细胞总蛋白浓度进行定

量，加入 5×SDS 蛋白电泳上样缓冲液，100℃煮

样 10min 后，上样进行凝胶电泳分离蛋白（80V，

2h），电湿转（350mA，2h）将蛋白转移至聚偏二

氟乙烯（Polyviny lidene fluoride，PVDF) 膜上。8%
封闭液室温封闭 1h，4℃下用抗 ACSL4（1∶300）、

抗 GPX4（1 ∶ 200）、 抗 AMPK（1∶300）、 抗

p-AMPK（1∶500）、抗 mTOR（1∶300）和抗 p-mTOR
（1∶500）抗体孵育过夜。次日，洗膜后利用相对

应的 HRP 标记二抗室温孵育 1h，再次洗膜后利用

ECL 试剂盒并用胶片显影，保存图像用 Image J 进

行灰度值计算，用 GAPDH 作为内参，对目的蛋白

进行定量统计分析。

1.4 统计学分析 采用 SPSS 26.0 统计学软件对数

据进行分析。计量资料采用均数 ± 标准差（x±s）

表示，两组间比较采用独立样本 t 检验；多组间比

较采用单因素方差分析（one-way，ANOVA），然

后进行 Tukey’s post hoc 检验。以 P<0.05 为差异具

有统计学意义。

2 结果

2.1  Sev 暴露及对 SH-SY5Y 细胞活力的影响 对

照组、Sev 组和 Sev+Fer-1 组 SH-SY5Y 细胞活力分

别 为 0.98±0.07，0.41±0.11 和 0.83±0.09。 与 对

照组相比，Sev 组细胞活性明显降低（t=7.572）；

与 Sev 组 比 较，Sev+Fer-1 组 细 胞 活 力 显 著 升 高
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（t=5.118），差异具有统计学意义（均 P<0.01）。

2.2 Sev 暴 露 对 SH SY5Y 细 胞 内 Fe2+ 含 量 和

SLC7A11，GPX4 mRNA 水平的影响 与 Ctrol 组

SH-SY5Y 细胞相比，Sev 组细胞中 Fe2+ 水平升高 
（156.57±5.89 vs 100.23±6.93），SLC7A11（0.42± 
0.07 vs 1.03±0.06）和 GPX4 mRNA（0.45±0.08 vs  
1.02±0.12） 表 达 降 低，差 异 具 有 统 计 学 意 义

（t=10.730，11.460，6.845，均 P<0.01）。

2.3 干扰 ACSL4 基因表达对 SH-SY5Y 细胞 Sev

暴露后细胞活性的影响 见表 1。与 Ctrol 组 SH-
SY5Y 细 胞 相 比，Sev 组 细 胞 ACSL4 mRNA 和 蛋

白表达均升高，而细胞活力降低，差异具有统计学

意 义（t=9.445，11.334，4.995， 均 P<0.01）。 与

Sev+si-NC 组 比 较，Sev+si-ACSL4 组 细 胞 ACSL4 
mRNA 和蛋白表达均降低，而细胞活力升高，差

异 具 有 统 计 学 意 义（t=7.918，9.737，2.912， 均

P<0.05）。

表 1 各组 SH-SY5Y 细胞 ACSL4 表达和细胞活性比较（n=3，x±s）

项目 Ctrol 组 Sev 组 Sev+si-NC 组 Sev+si-ACSL4 组 F 值 P 值

ACSL4 mRNA 1.03±0.05 3.12±0.38 3.39±0.42 1.38±0.13 50.561 <0.001

ACSL4 蛋白 0.43±0.08 1.32±0.11 1.39±0.13 0.56±0.07 74.491 <0.001

细胞活力 /Ctrol 1.03±0.04 0.47±0.19 0.52±0.12 0.83±0.14 11.742 0.003

2.4 干扰 ACSL4 基因表达对 Sev 引起的 SH-SY5Y
细胞铁死亡的影响 见表 2。与 Ctrol 组 SH-SY5Y
细 胞 相 比，Sev 组 细 胞 中 Fe2+，MDA，4-HNE
和 ROS 水 平 均 升 高（t=5.900，7.421，4.795，

13.517），而 GSH 含量和 SLC7A11，GPX4 蛋白表

达均降低（t=20.438，12.211，8.287），差异具有

统计学意义（均 P<0.05）。与 Sev+si-NC 组比较，

Sev+si-ACSL4 组 细 胞 中 Fe2+，MDA，4-HNE 和

ROS 水平降低（t=3.818，3.164，3.054，4.465），

而 GSH 含 量 和 SLC7A11，GPX4 蛋 白 表 达 升 高

（t=7.248，20.092，5.915），差异具有统计学意义

（均 P<0.05）。
表 2 各组 SH SY5Y 细胞铁死亡相关指标水平比较（n=3，x±s）

项目 Ctrol 组 Sev 组 Sev+si-NC 组 Sev+si-ACSL4 组 F 值 P 值

Fe2+ 含量 /Ctrol 0.98±0.08 1.62±0.17 1.57±0.15 1.16±0.11 15.465 0.001

MDA 含量 /Ctrol 1.03±0.08 2.61±0.36 2.67±0.47 1.68±0.27 17.350 <0.001

ROS 产量 /Ctrol 0.96±0.03 3.08±0.27 3.27±0.58 1.68±0.21 32.739 <0.001

4-HNE 含量 /Ctrol 1.03±0.02 2.36±0.48 2.21±0.42 1.32±0.28 8.539 0.036

GSH 含量 /Ctrol 0.96±0.04 0.37±0.03 0.39±0.05 0.75±0.07 78.205 <0.001

SLC7A11 蛋白 0.88±0.09 0.23±0.02 0.25±0.03 0.83±0.04 138.064 <0.001

GPX4 蛋白 1.16±0.12 0.47±0.08 0.51±0.09 1.05±0.13 32.844 <0.001

2.5 干 扰 ACSL4 基 因 表 达 对 SH-SY5Y 细 胞

AMPK/mTOR 信号通路的影响 见表 3。与 Ctrol
组 SH-SY5Y 细 胞 相 比，Sev 组 细 胞 p-AMPK/
AMPK 比率升高，p-mTOR/mTOR 比率降低，差异

具有统计学意义（t=10.825，3.551，均 P<0.05）。

与 Sev+si-NC 组 比 较，Sev+si-ACSL4 组 细 胞

p-AMPK/AMPK 比 率 降 低，p-mTOR/mTOR 比 率

升高，差异具有统计学意义（t=13.088，7.574，均

P<0.01）。

表 3 各组 SH-SY5Y 细胞 AMPK/mTOR 信号通路相关蛋白表达比较（n=3，x±s）

项目 Ctrol 组 Sev 组 Sev+si-NC 组 Sev+si-ACSL4 组 F 值 P 值

p-AMPK/AMPK 1.03±0.12 2.28±0.16 2.21±0.38 1.32±0.21 20.821 <0.001

p-mTOR/mTOR 1.06±0.07 0.41±0.05 0.45±0.04 0.73±0.05 94.426 <0.001

2.6 抑制 AMPK/mTOR 信号通路对 Sev 暴露的

SH-SY5Y 细胞活性和铁死亡相关蛋白表达的影

响 见表 4。与 Sev+si-ACSL4 组 SH-SY5Y 细胞相

比，Sev+si-ACSL4+compound C 组 细 胞 的 活 性、

GSH 含量以及 SLC7A11 和 GPX4 蛋白表达降低，

Fe ，MDA，4-HNE 和 ROS 水平升高，差异具有统

计学意义（均 P<0.05）。
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表 4 各组 SH SY5Y 细胞活性和铁死亡相关蛋白表达的比较（n=3，x±s）

项目 Sev+si-ACSL4 组 Sev+si-ACSL4+compound C 组 t 值 P 值

细胞活力 /Ctrol 0.78±0.06 0.58±0.05 4.435 0.011

Fe2+ 含量 /Ctrol 1.18±0.04 1.47±0.03 10.046 0.001

MDA 含量 /Ctrol 1.52±0.23 2.34±0.27 4.004 0.016

ROS 产量 /Ctrol 2.03±0.12 2.67±0.27 3.752 0.020

4-HNE 含量 /Ctrol 1.42±0.26 2.06±0.27 2.957 0.042

GSH 含量 /Ctrol 0.74±0.02 0.52±0.04 8.521 0.001

SLC7A11 蛋白 3.72±0.91 1.32±0.13 4.522 0.011

GPX4 蛋白 2.63±0.11 1.43±0.21 8.767 0.001

3 讨论

Sev 作为临床常用麻醉药物可对神经元产生毒

性作用并导致持续性认知障碍，这一问题日益受到

关注 [9-10]。然而，迄今为止，它的神经毒性作用机

制尚未阐明。铁死亡是一种公认的以脂质过氧化和

活性氧积累为特征的细胞程序性死亡机制 [11]。研究

证实，铁死亡在麻醉药物诱导的神经毒性和认知功

能障碍中起着关键作用，并已成为麻醉药物神经毒

性防治的新靶点 [12]。SH-SY5Y 细胞是呈现出类似

原代神经元特征的细胞系，被广泛应用于研究化合

物对神经元的保护作用，可以作为 Sev 神经毒性机

制研究的模型。本研究利用 Sev 处理 SH-SY5Y 细

胞建立体外 POCD 模型，发现铁螯合剂 Fer-1 能够

明显抑制 Sev 诱导的 SH-SY5Y 细胞活力下降。提

示抑制 Sev 诱导的神经元铁死亡可能是防治 POCD
的关键机制。

ACSL4 是铁死亡通路上的关键基因，它能合

成花生四烯酰 CoA 和肾上腺酰 CoA，进而参与膜

磷脂合成。铁死亡诱导剂 RSL3 可使膜上的长链多

不饱和脂肪酸容易被氧化，从而引发细胞铁死亡，

因此 ACSL4 通过参与易被氧化的膜磷脂而成为铁

死亡发生的必需分子 [13]。MA 等 [14] 发现，ACSL4
上调可增加卵巢癌细胞对铁死亡诱导剂 Erastin 和

RSL3 诱导的铁死亡的敏感度。XU 等 [15] 指出，敲

除 ACSL4 可减少脂质过氧化，增加 GSH 和 GPX4
的表达，抑制铁蛋白分泌，最终减轻缺血再灌注诱

导的肺损伤。由此可见，ACSL4 是细胞铁死亡的

重要调控因子。本研究结果显示，Sev 暴露增加了

SH-SY5Y 细胞 ACSL4 的表达，沉默 ACSL4 可促

进 SH-SY5Y 细胞的活力，推测其可能和抑制铁死

亡相关。

研究发现，铁稳态可维持机体细胞正常的生理

功能，但当细胞内 Fe2+ 过载引起铁代谢紊乱时，能

够产生大量 ROS 破坏细胞的 DNA 和蛋白质等 [11]。

目前大量研究证实，可通过释放细胞内 Fe2+ 作为氧

化应激反应的催化剂，促进 ROS 生成对细胞产生

损伤，进而诱导铁死亡的发生 [16-17]。本研究结果显

示，Sev+si-ACSL4 组细胞中 Fe2+ 含量明显降低，

提示敲除 ACSL4 可通过抑制神经元中铁含量而抑

制细胞铁死亡，改善 Sev 诱导的神经毒性。铁死亡

依赖于铁的脂质过氧化，MDA 和 4-HNE 作为脂质

过氧化的产物，被视作铁死亡的标志之一 [18]。GSH
和 GPX4 等抗氧化分子能够抵抗铁死亡，两者共

同作用可将脂质过氧化物还原为无细胞毒性的脂质

醇。GSH 合成受阻时，GPX4 活性下降，细胞抗氧

化能力下降，导致 ROS 积累。本研究结果显示，

敲 除 ACSL4 后 细 胞 内 GSH 和 GPX4 水 平 增 加，

ROS，MDA 和 4-HNE 含量降低，这些结果提示敲

除 ACSL4 可能通过调节氧化应激抑制铁死亡，进

而改善 Sev 诱导的神经毒性。

作为一种中枢能量代谢开关，AMPK 在细胞

功能过程中发挥关键作用，如细胞增殖、死亡和存 
活 [19]。它对于维持线粒体内环境稳定至关重要，而

线粒体内环境稳态是控制铁死亡的重要因素 [20]。值

得注意的是，AMPK 可抑制乙酰辅酶 A 羧化酶街

道的多不饱和脂肪酸生物合成，从而抑制铁死亡 [21]。

近 期 研 究 表 明，SIRT3 缺 陷 可 抑 制 AMPK/mTOR
信号的激活，并增加 GPX4 表达，从而抑制滋养层

细胞中高糖和促胰岛素诱导的自噬依赖性铁死亡增 
多 [22]。此外，抑制 AMPK 可逆转 SIRT3 诱导的铁

死亡，这意味着 AMPK/mTOR 信号传导的激活可

诱导铁死亡。与这些研究结果一致，本研究表明，

Sev 抑制了 SH-SY5Y 细胞 AMPK/mTOR 信号通路

的激活，而敲低 ACSL4 则减弱了 Sev 的抑制作用。

重要的是，compound C 对 AMOK/mTOR 通路的抑

制可减轻 ACSL4 沉默对 Sev 诱导铁死亡的保护作

用。上述结果提示，ACSL4 敲低通过激活 AMOK/
mTOR 信号通路而显示出对 Sev 诱导的神经元铁死

亡的保护作用。

综上所述，本研究发现干扰 ACSL4 表达可通
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过激活 AMPK/mTOR 信号通路减轻 Sev 诱导的 SH-
SY5Y 细胞铁死亡。这些发现揭示了 ACSL4 在 Sev
诱导 POCD 中的新的分子机制，为临床治疗提供了

一个新的靶点。然而，目前的研究尚存在部分局限

性，未进行动物或人体组织验证实验，难以得出可

靠的结论，有待于接下来进一步研究。
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