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小胶质细胞PTGS2/Hepcidin炎症通路在神经元
铁死亡中的作用机制
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【摘 要】目的 探讨BV2小胶质细胞前列腺素内过氧化物酶2（prostaglandin-endoperoxide synthase 2，PTGS2）对HT22海马神经元铁死亡

的调控及可能的分子机制。 方法 DMEM培养基培养BV2细胞，待BV2小胶质细胞进入对数生长期后，将其分为模型组（CELE组、CELE+LPS

组和LPS组）与对照组（Control组），Control组继续常规培养，CELE组和CELE+LPS组加入2.5 μM塞来昔布，LPS组加入等体积完全培养基。

24 h后换液，LPS组和CELE+LPS组给予脂多糖（lipopolysaccharide，LPS）（100 ng/mL）孵育12 h。收集各组培养液上清，以1∶1比例与完全培养

基混合培养对应各组HT22细胞24 h。MTT法检测细胞活力，酶联免疫吸附测定法（Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay ，ELISA）检测ROS

及炎症因子TNF-α等。比色法检测神经元铁含量。Western blotting、qPCR法检测相关蛋白及mRNA表达。 结果 LPS处理后，BV2细胞活

化标志物离子化钙结合适配分子1（ionized calcium binding adapter molecule 1，IBA-1）、PTGS2表达升高，其培养基上清液中炎症因子TNF-α、
IL-1β、IL-6表达增加，与对照组比差异具有统计学意义（P < 0.01）。CELE+LPS组PTSG2、TNF-α、IL-1β、IL-6表达降低，与LPS组比差异具

有统计学意义（P < 0.05）。LPS组HT22细胞活力降低，丙二醛（malonic dialdehyde，MDA）、Fe2+水平升高，铁转运蛋白1（ferroportin 1，FPN1）、

铁调素（hepcidin）表达增加，STAT3磷酸化（p-STAT3）增加，与对照组相比差异具有统计学意义（P < 0.01），CELE + LPS组HT22细胞活力增

加，铁死亡水平降低，FPN1、hepcidin及p-STAT3减少。 结论 小胶质细胞PTGS2上调细胞炎症，促进神经元铁死亡。其机制可能与PTGS2促

进STAT3磷酸化，增加hepcidin表达，诱导神经元铁稳态失衡有关。
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Microglia PTGS2/Hepcidin inflammatory pathway mediates
ferroptosis of neurons
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【Abstract】Objective To investigate the regulation of ferroptosis in HT22 hippocampal neurons by BV2 microglia prostaglandin-
endoperoxide synthase 2（PTGS2）and its underlying molecular mechanism. Methods BV-2 cells were cultured by using DMEM and
divided into the model group（CELE group，CELE+LPS group and LPS group）and the control group. The inflammation model of BV2
microglia and the inhibition model of PTGS2 were established by lipopolysaccharide（LPS）and the selective PTGS2 inhibitor cele‑
coxib. HT22 neurons were incubated with the supernatant of the model medium. MTT assay was used to detect cell viability，and ELISA
assay was used to detect oxidative stress and inflammatory factors. Iron concentration in neurons was determined by colorimetry. West‑
ern blotting and qPCR were used to detect the expression of related proteins and mRNA. Results After LPS treatment，the microglia ac‑
tivation markersIBA-1 and PTGS2 were increased in BV2 cells，and the expressions of inflammatory factors TNF-α，IL-1β and IL-6 in
the supernatant of the culture medium were increased，which had statistical significance compared with the control group（P < 0.01）.
PTSG2，TNF-α，IL-1β，and IL-6 expression was decreased in the CELE+LPS group，and the difference was statistically significant
compared with that in the LPS group（P < 0.05）. Cell viability decreased，concentration of MDA and Fe2+，expression of ferroportin 1
（FPN1），hepcidin and STAT3 phosphorylation（p-STAT3）were increased in HT22 cells of LPS group，which was statistically signifi‑
cant compared with the control group（P < 0.01）. In CELE+LPS group，cell viability was increased，the level of ferroptosis，FPN1，hep‑
cidin and p-STAT3 were decreased in HT22 cells. Conclusion Microglia PTGS2 up-regulated cellular inflammation and promoted fer‑
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铁死亡（ferroptosis）是一种由活性氧（reactive oxy‑
gen species，ROS）和游离铁驱动的调节性非凋亡性细

胞死亡形式，其主要特征包括线粒体功能失调和脂质

过氧化等[1-2]。神经元铁死亡参与多种病理生理状态

下的神经退行性改变进程，介导认知功能障碍等多种

症状发展。在衰老过程中，铁蛋白功能失调导致神经

元Fe2+积累，增加细胞发生铁死亡的风险[3-4]。既往的

研究提示，小胶质细胞可能是神经炎症过程中神经元

铁代谢的重要参与者[5-8]，但神经炎症是否促进铁死亡

目前尚不清楚。

小胶质细胞源于中胚层，是中枢神经系统的主要

免疫细胞，能对各种病理生理刺激做出反应[9]，是调节

中枢神经系统疾病最合适的靶点[10]。在静息状态下，

小胶质细胞呈现梭形或椭圆形，有数条树枝样突起。

而在衰老[11]、手术麻醉[12]和神经退行性疾病[13]过程中，

小胶质细胞可发生极化激活，胞体变大呈现阿米巴样，

诱导型一氧化氮合酶（inducible nitric oxide synthase，
iNOS）表达水平显著上升，导致ROS和促炎细胞因子爆

发性释放[14]，在神经炎症的发生发展中起重要作用[15]。
此外脂多糖（lipopolysaccharide，LPS）处理的小胶质细

胞将显著增加共培养条件神经元细胞的铁含量[6]，腹腔

注射 LPS可破坏小鼠中枢神经系统铁稳态，促进神经

元发生铁死亡，并最终损害认知功能[16-17]，提示神经元

处于炎症条件下，可以增加其对铁死亡诱导剂的易

感性。

炎症条件下铁稳态的主要调节者是铁调素（hepci‑
din），通过完全阻断铁外排途径以抑制铁运输，被认为

是全身铁稳态的主要调节器[18]。hepcidin表达增加可

诱导 SH-SY5Y细胞内铁输出蛋白（ferroportin1，FPN1）
的内化，并增加二价金属转运蛋白 1（recombinant diva‑
lent metal transporter1，DMT1），铁蛋白重链（ferritin
heavy chain，FTH）和线粒体铁蛋白（mitochondrial ferri‑
tin，FTMT）的水平，抑制细胞内铁输出，增加铁蓄积，扰

乱神经元铁稳态[5]。前列腺素内过氧化物合酶 2
（prostaglandin-endoperoxidesynthase2，PTGS2）是 病 理

情况下合成前列腺素的关键基因，被认为是铁死亡的

标志物之一[19]，并参与炎症级联反应，增加TNF-α、IL-
1β、IL-6等炎症因子的释放[20]，增强 STAT3磷酸化[21]，
而 p-STAT3 易位到细胞核中，促进 hepcidin 基因

（HAMP）的表达[7]。塞来昔布等选择性 PTGS2抑制剂

可以抑制炎症级联反应，改善神经退行性改变所导致

的认知功能损伤。然而小胶质细胞PTGS2能否通过调

节hepcidin影响神经元铁代谢进而调节神经元铁死亡，

目前仍不清楚。本研究旨在通过体外实验，运用BV2、

HT22细胞探讨小胶质细胞PTGS2/hepcidin炎症轴对神

经元铁死亡的作用机制与影响。

1 材料与方法

1.1 主要试剂

组织铁测试盒、丙二醛（malondialdehyde，MDA）测

定试剂盒（南京建成生物工程研究所，中国），TNF-α、
IL-1β Elisa检测试剂盒及MTT试剂盒（索莱宝科技有

限公司，中国），高糖 DMEM培养基以及胎牛血清

（Gibco，美国），LPS（From Escherichia coli 055:B5，索莱

宝科技有限公司，中国）。BCA试剂盒（碧云天生物技

术有限公司，中国）。

1.2 细胞培养

BV2的培养：BV2细胞在含有 10% FBS、1%青霉

素/链霉素双抗的DMEM普通高糖培养基中进行培养，

24 h换液一次，待细胞处于对数生长期，进行后续实验。

HT22的培养：HT22细胞在含有10%FBS、1%青霉

素/链霉素双抗的DMEM普通高糖培养基中培养，24 h
换液一次，待细胞处于对数生长期，进行后续实验。

塞来昔布预处理 BV2细胞：将 BV2细胞接种于

100 mm培养皿，至汇合度达 30%左右，以 2.5 μM塞来

昔布预处理24 h后，进行后续实验。

1.3 实验分组

待BV2小胶质细胞进入对数生长期后，将其分为

模型组（CELE组、CELE+LPS组和 LPS组）与对照组

（Control 组），Control 组继续常规培养，CELE 组和

CELE+LPS组加入2.5 μM塞来昔布，LPS组加入等体积

完全培养基。24 h后换液，LPS组和CELE+LPS组给予

LPS（100 ng/mL）孵育12 h。收集各组培养液上清，以1∶1
比例与完全培养基混合培养对应各组HT22细胞24 h。
1.4 MTT法检测细胞活性

建模完成后BV-2、HT22细胞每孔加入10 μL MTT
溶液，孵育4 h，弃去上清，每孔加入110 μL Formazan溶
解液，充分溶解后在490 nm处测定吸光度，即A490值。

细胞存活率 =（A490实验组 - A490空白组）/（A490对
照组 - A490空白组）× 100%。

1.5 PTGS2、IBA-1、STAT3、p-STAT3蛋白检测

Western blotting 法检测目标蛋白。建模完成

后，收集BV-2、HT22细胞，使用RIPA裂解液充分裂解，

11 000 × g离心10 min后收集上层清液作为样品，使用

BCA法测定细胞蛋白含量，使用浓度为5%的上层胶和

浓度为10%的下层胶进行SDS-PAGE凝胶电泳。湿法

转膜、5%脱脂牛奶封闭，加入一抗4 ℃孵育过夜，甘油

醛-3-磷酸脱氢酶（glyceraldehyde-3-phosphate dehy‑

roptosis in neurons. The mechanism might be related to the promotion of STAT3 phosphorylation by PTGS2，the increase of hepcidin ex‑
pression，and the induction of iron homeostasis imbalance in neurons.

【Key words】 Ferroptosis；Microglia；Prostaglandin-endoperoxide synthase 2；Hepcidin；Iron homeostasis
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drogenase，GAPDH）作为内参。洗膜 3次，加入二抗

37 ℃孵育2 h，洗膜3次，保存于TBST中。使用ECL化
学发光法显影。

1.6 GPX4、FTH1、DMT1、PTGS2 mRNA相对表达量

测定

实时荧光定量 PCR法检测。建模完成后，收集

BV-2、HT22细胞，使用 Trizol试剂提取细胞总 RNA。

将RNA反转录为 cDNA后立即进行实时荧光定量PCR
检测。根据试剂盒说明书制备20 μL反应体系。同一

样品设置 3个重复孔，GAPDH为内参基因。使用到的

基因特异性引物序列见表1所示。使用三步法进行扩

增反应，具体条件为：95 ℃预变性120 s，95 ℃变性15 s、
60 ℃退火 30 s、72 ℃延伸 10 s，40个循环后 72 ℃延伸

10 min。

引物名称

PTGS2

DMT1

GPX4

FTH1

GAPDH

引物序列（5'→3'）

正向

TGAGCAACTATTCCAAACCAGC

TATCTAGATGACCAACAGCC

GTACTGCAACAGCTCCGAGT

TCCATAGTAGAGACGGTTCC

ATGGTGAAGGTCGGTGTGAACG

反向

GCACGTAGTCTTCGATCACTATC

ATCTTACCCAAACTGGCACG

GTGACGATGCACACGAAACC

GCACAAAAGACTAAAGCCC

CGCTCCTGGAAGATGGTGATGG

表1 目的基因特异性引物序列
Table 1 Primer Sequences of Target Genes

1.7 TNF-α、IL-1β含量检测

上述各组细胞建模完成后，收集各组BV2及HT22
细胞培养上清及细胞，酶标板洗板后加入标准品及样

品，置于 37 ℃孵育 90 min，加生物素化抗体 37 ℃孵育

60 min。加入TMB显色后测定吸光度A450，绘制标准

曲线并根据样本吸光度计算各组TNF-α、IL-1β含量。

1.8 ROS含量检测

配置浓度为 10 μmol/L的 2，7-二氯荧光素二乙酸

酯（2'，7'-dichlorodihydrofluorescein diacetate，DCFH-
DA）荧光探针孵育细胞 20 min。使用激光共聚焦显微

镜直接观察。回收细胞并使用不含血清的细胞培养液

清洗细胞3次，充分去除细胞外的DCFH-DA。荧光酶

标仪激发波长设置为 488 nm，发射波长设置为 525 nm
检测荧光的强度。以对照组计算各组相对ROS含量。

1.9 细胞内铁水平的检测

采用比色法，各组细胞处理完成后，收集并使用

PBS重悬BV-2、HT22细胞，超声破碎后，2 500 × g离心

10 min，收集上清液，加入检测试剂后，沸水浴5 min，测
量各组样品在波长520 nm的吸光度，即A520。

采用比色法检测细胞内铁水平。各组细胞处理完

成后，收集并使用PBS重悬BV-2、HT22细胞。超声破

碎后，2 500 × g离心 10 min，收集上清液，使用BCA法

检测细胞蛋白浓度。加入铁检测试剂后，沸水浴 5
min，测量各组样品在波长 520 nm的吸光度，即A520。
使用公式计算细胞内铁含量：铁含量（mg/g）=（A实验

组 - A空白组）/（A标准组 - A空白组）× C标准（mg/L）/
带测定样本蛋白浓度（g/L）。
1.10 统计学分析

使用Graphpadprism 9.0进行统计分析并绘制统计

图表。所有研究数据均使用均数 ± 标准差（x ± s）表

示 ，多 个 组 比 较 采 用 单 因 素 方 差 分 析（one-way

ANOVA），两两比较采用Sidak检验，P < 0.05表示差异

具有统计学意义。

2 结果

2.1 LPS、塞来昔布对BV2细胞活力的影响

4个组 BV2细胞活力比较差异具有统计学意义

（F = 633.5，P < 0.001）。与对照组相比，LPS处理组其

BV2小胶质细胞活力比值为 0.87 ± 0.04，明显降低

（P ＜ 0.001）。塞来昔布（CELE，25 μmol/L）单独处理

的BV2细胞活力比值为0.98 ± 0.02，不能引起小胶质细

胞活力明显变化，差异无统计学意义（P > 0.05）。

CELE+LPS组细胞活力比值为 0.85 ± 0.06，CELE可在

一定程度改善 LPS导致的 BV2小胶质细胞活力下降

（P＜ 0.001），见图1。

图1 BV2细胞活力检测结果（n = 5）
Figure 1 Viability of BV2 Cells（n = 5）

注：***表示LPS组分别与Control组及CELE+LPS组比较，P <
0.001。
2.2 LPS、塞来昔布对BV2细胞活化的影响

Western blotting检测结果显示，与对照组比较，

LPS组 BV2细胞 Iba-1及 PTGS2蛋白表达显著上升

（P < 0.001）。与 LPS组相比，CELE+LPS组 BV2细胞

Iba-1及 PTGS2蛋白表达下降（P < 0.001，P < 0.05），

见图2。
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2.3 LPS、塞来昔布对BV2细胞炎症因子的影响

Elisa结果显示，与对照组细胞相比，LPS组BV2细
胞TNF-α、IL-1β表达水平显著升高（P < 0.001）。CELE
组无显著变化（P > 0.05）。与LPS组相比，CELE+LPS组
TNF-α、IL-1β表达水平显著下降（P < 0.001），见表2。

表2 各组BV2细胞上清液炎症因子含量比较（n = 5，x ± s）
Table 2 Inflammatory factors in BV2 cell supernatant（n = 5，x ± s）

组别

Control

CELE

LPS

CELE+LPS

F
P

TNF-α（pg/mL）

145.39 ± 1.40

135.68 ± 3.97

274.56 ± 6.44a

197.99 ± 7.41b

566.9

< 0.001

IL-1β（pg/mL）

141.79 ± 5.35

134.19 ± 6.29

196.52 ± 4.86a

131.72 ± 4.97b

128.6

< 0.001

注：a 表示 Control 组与 LPS 组比较，P < 0.001。b 表示 Control

组与CELE+LPS组比较，P < 0.001。

2.4 炎症暴露对HT22细胞活力的影响

收集各组BV2细胞上层清液用于培养对应组小鼠

海马神经元系HT22细胞。结果显示：4个组HT22细胞

活力比较差异具有统计学意义（F = 303.4，P < 0.001）。

与对照组相比，LPS组 HT22细胞活力比值为 0.80 ±
0.05，明显降低，差异具有统计学意义（P ＜ 0.001）。

CELE组HT22细胞活力比值为0.96 ± 0.04，神经元细胞

活力未出现明显变化（P > 0.05）。CELE+LPS组细胞活

力比值为 0.90 ± 0.06，神经元细胞活力显著下降（P＜

0.001），但与LPS组相比，细胞活力下降程度明显减轻，

差异具有统计学意义（P < 0.001），见图3。

图3 HT22细胞活力检测结果（n = 5）
Figure 3 Viability of HT22 Cells（n = 5）

注：***表示LPS组分别与Control组及CELE+LPS组比较，P < 0.001。

2.5 炎症暴露对HT22细胞铁死亡影响

检测各组HT22细胞铁死亡相关指标。qPCR结果

显示 LPS组 PTGS2、DMT1、FTH1 mRNA水平升高（P <

0.001，P = 0.005，P < 0.001），GPX4 mRNA表达下调

（P = 0.002），氧化应激 ROS水平升高（P < 0.001）。

CELE组HT22细胞各指标未见显著差异。与LPS组相

比 ，qPCR 结 果 显 示 CELE+LPS 组 PTGS2、DMT1、
FTH1mRNA 水 平 降 低（P = 0.015，P = 0.026，P =
0.003），GPX4 mRNA表达上调（P = 0.037），ROS水平降

低（P < 0.001），见图4、图5。

图4 HT22细胞GPX4、FTH1、DMT1、PTGS2 mRNA表达情况（n = 3）
Figure 4 mRNA expression levels of GPX4，FTH1，DMT1 and

PTGS2 in HT22 cells（n = 3）
注：*表示LPS组与CELE+LPS组比较，P < 0.05；**表示Control组

与LPS组比较，P< 0.01；***表示Control组与CELE组比较，P < 0.001。

A B
图5 各组HT22细胞ROS荧光检测（n = 3）
Figure 5 ROS detection of HT22 cells（n = 3）

注：***表示LPS组分别与Control组及CELE+LPS组比较，P < 0.001。

2.6 BV2细胞PTGS2对HT22细胞铁稳态影响

4个组HT22细胞铁含量比较差异具有统计学意义

（F = 88.84，P < 0.001）。与对照组比较，LPS组HT22细

图2 BV2细胞IBA-1，PTGS2蛋白水平比较（n = 3）
Figure 2 Protein expression level of IBA-1 and PTGS2 in BV2 Cells（n = 3）

注：*表示LPS组与CELE+LPS组比较，P < 0.05，***表示LPS组分别与Control组及CELE+LPS组比较，P < 0.001。
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胞内铁水平升高，差异具有统计学意义（P < 0.001）。

与 LPS组相比，CELE+LPS组细胞内铁水平显著降低

（P < 0.001），见图6。提示神经炎症参与神经元铁稳态

失衡，而抑制小胶质细胞 PTGS2将改善铁稳态失衡。

Western blotting检测结果显示：与对照组比较，LPS组
HT22细胞 hepcidin、p-STAT3显著上调（P = 0.005，P <
0.001），FPN1显著下调（P < 0.001），总STAT3无显著差

异；CELE组hepcidin、p-STAT3无显著差异（P > 0.05）。

与 LPS组比较，CELE+LPS组 HT22细胞 hepcidin、p-
STAT3显著下调（P < 0.001，P = 0.005），FPN1上调

（P < 0.001），总STAT3无显著差异（P > 0.05），见图7。

图6 HT22细胞Fe2+含量（n = 3）
Figure 6 Fe2+ levels in HT22 cells（n = 3）

注：***表示LPS组分别与Control组及CELE+LPS组比较，P < 0.001。

图7 HT22细胞蛋白表达情况（n = 3）
Figure 7 Protein expression levels in HT22 cells（n = 3）

注：**表示 LPS 组分别与 Control 组及 CELE+LPS 组比较，P <

0.01；***表示LPS组分别与Control组及CELE+LPS组比较，P < 0.001。

3 讨论

神经退行性改变常导致认知能力下降等后果，极

大降低人们的社会参与度和生活幸福感，增加社会和

家庭的经济负担。神经炎症是研究较为广泛的神经退

行性疾病防治靶点[22]，在神经退行性疾病中，广泛存在

的神经炎症与神经元铁死亡的联系[23-24]。目前研究多

认可神经炎症与神经元铁稳态呈双向调节，但大多集

中在铁超载诱发氧化应激，促进小胶质细胞活化等方

面[25-26]。本课题组研究结果显示：小胶质细胞 PTGS2
导致神经元铁稳态失衡，进而促进神经炎症条件下的

神经元铁死亡。

本研究首先建立了LPS诱导BV2的小胶质细胞神

经炎症模型。BV2细胞是常用的小胶质细胞模型，其

高度纯化且基本具备了原代小胶质细胞的形态及功

能，是一种相对容易培养的永生化小胶质细胞系。实

验中常用 LPS诱导 BV2细胞活化进行神经炎症的建

模[27-28]。与既往报道一致，本实验结果证明，LPS导致

BV2小胶质细胞活化，产生大量炎症因子，而BV2细胞

活力并未明显降低，证实 LPS诱导的神经炎症模型适

宜进行下一步研究。

塞来昔布是选择性PTGS2抑制剂，能迅速穿过血

脑屏障，到达中枢神经系统发挥PTGS2抑制效应、减少

小胶质细胞活化和炎症因子释放[29]。我们使用LPS和
塞来昔布构建了神经炎症模型和PTGS2抑制的神经炎

症下调模型。塞来昔布是PTGS2的活性抑制剂，本身

不直接减少 PTGS2的表达量，然而我们观察到 PTGS2
在塞来昔布+LPS处理后的BV2细胞中表达下降，这提

示在 BV2细胞中，极有可能存在神经炎症的正反馈

途径。

使用上述模型的培养基上清液干预HT22神经元

细胞。与细胞凋亡、自噬和焦亡不同的是，铁死亡是新

近发现的氧化应激依赖性的程序性细胞死亡，由铁积

累导致脂质过氧化引起[1]。因此，我们检测了氧化应激

指标ROS、GSH、SOD和脂质过氧化指标MDA。结果显

示LPS组神经元铁死亡增加，而CELE+LPS组神经元铁

死亡减少，这提示神经炎症促进神经元铁死亡发生，而

通过塞来昔布抑制PTGS2后，神经炎症减轻，神经元铁

死亡随之降低。

为了探索神经元铁死亡的机制，进一步检测了铁

代谢相关蛋白 hepcidin和FPN1。结果提示，神经炎症

可促进 hepcidin蛋白的表达，抑制FPN表达。hepcidin
是一种抗菌肽，主要由肝脏在铁超载和炎症的条件下

合成分泌，也广泛分布于不同的脑区，包括皮层、嗅球、

丘脑、下丘脑及海马等区域，hepcidin与FPN1结合，完

全阻断铁外排途径以抑制铁运输[30]。hepcidin受到磷

酸化STAT3调节[31]，因此，继续探索神经炎症对STAT3
磷酸化的影响。Western blotting检测结果显示，STAT3
总量不受影响，然而神经炎症提升STAT3磷酸化水平，

即 p-STAT3增加，PTGS2抑制剂塞来昔布可以降低

STAT3的磷酸化水平。

本研究也存在一些不足，首先本研究仅在细胞水
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平探讨了BV2小胶质细胞与神经元铁死亡的关系。机

体环境复杂，受到多种体内外因素调控，因此在活体动

物层面的继续深入研究有助于进一步揭示小胶质细胞

在神经元铁死亡中的作用机制。本实验设计上也存在

一定缺陷，使用 LPS诱导BV2细胞产生炎症因子以干

预HT22细胞，但 LPS对HT22细胞的潜在影响不能完

全排除。因此，寻找合适的分离技术去除 LPS或增加

实验对照的方式将更好的指导未来进行深入的研究。

4 结论与启示

在神经炎症条件下，小胶质细胞活化促进神经元

铁死亡，可能与小胶质细胞PTGS2通过增加 STAT3磷
酸化影响神经元 hepcidin表达有关，造成神经元铁蓄

积，导致神经元铁死亡。抑制PTGS2可能是治疗神经

退行性改变的潜在靶点，有待更充分、更深入的研究探

讨和最终实现临床转化。
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