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【摘要】 目的 探究环泊酚调控应激诱导蛋白 2( SESN2) 表达量及其在氧糖剥夺 /复糖复氧
( OGD/Ｒ) 诱导的 HK-2细胞铁死亡中的作用。方法 选择野生型及 SESN2 基因敲低的人肾皮质近
曲小管上皮细胞( HK-2 细胞株) ，将所选细胞分为五组: 正常培养组( C 组) 、OGD/Ｒ 组( O 组) 、
OGD/Ｒ+环泊酚 50 μmol /L组( OC组) 、SESN2基因敲低+OGD/Ｒ组( SO组) 和 SESN2敲低+OGD/Ｒ+

环泊酚 50 μmol /L组( SOC组) 。其中 O组、OC组、SO组和 SOC组建立 OGD/Ｒ细胞损伤模型。采用
CCK-8法检测细胞存活率，荧光酶标仪检测 ＲOS 荧光强度。收集细胞，采用微板法检测丙二醛
( MDA) 含量，采用比色法检测谷胱甘肽( GSH) 、半胱氨酸( Cys) 含量; 收集细胞培养上清液，采用
ELISA法检测白细胞介素-6( IL-6) 、肿瘤坏死因子-α( TNF-α) 、乳酸脱氢酶( LDH) 浓度。提取细胞蛋
白和细胞 ＲNA，分别采用 Western blot和 qＲT-PCＲ法检测 SESN2、GPX4、FSP1 蛋白含量和 mＲNA 表
达量。结果 与 C组比较，O 组、OC 组、SO 组和 SOC 组细胞存活率、GSH、Cys 含量、GPX4、FSP1 蛋
白含量和 mＲNA 表达量明显降低( P＜0. 05) ，ＲOS 水平、MDA 含量、细胞培养上清液 IL-6、TNF-α、
LDH浓度、SESN2蛋白含量和 mＲNA表达量明显升高( P＜0. 05) 。与 O 组比较，OC 组细胞存活率、
GSH、Cys含量、SESN2、GPX4、FSP1蛋白含量和 mＲNA 表达量明显升高( P＜0. 05) ，ＲOS 水平、MDA
含量、细胞培养上清液 IL-6、TNF-α、LDH浓度明显降低( P＜0. 05) ; SO组细胞存活率、GSH、Cys含量、
SESN2、GPX4、FSP1蛋白含量和 mＲNA表达量明显降低( P＜0. 05) ，ＲOS 水平、MDA 含量、细胞培养
上清液 IL-6、TNF-α、LDH浓度明显升高( P＜0. 05) 。与 OC 组比较，SOC 组细胞存活率、GSH、Cys 含
量、SESN2、GPX4、FSP1蛋白含量和 mＲNA表达量明显降低( P＜0. 05) ，ＲOS 水平、MDA 含量、细胞培
养上清液 IL-6、TNF-α、LDH浓度明显升高( P＜0. 05) 。与 SO组比较，SOC组细胞存活率、GSH、Cys含
量、SESN2、GPX4、FSP1蛋白含量和 mＲNA表达量明显升高( P＜0. 05) ，ＲOS 水平、MDA 含量、细胞培
养上清液 IL-6、TNF-α、LDH浓度明显降低( P＜0. 05) 。结论 环泊酚可以减轻 HK-2细胞 OGD/Ｒ损
伤，降低铁死亡水平和细胞氧化应激反应，可能与上调 SESN2表达量有关。
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【Abstract】 Objective To explore the regulation of sestrin 2 ( SESN2) expression by ciprofol and

its role in ferroptosis in HK-2 cells induced by oxygen-glucose deprivation / reglucose and reoxygenation
( OGD/Ｒ) ． Methods The wild type and SESN2 knockdown HK-2 cell line were selected and divided into
five groups: normal culture group ( group C) ，OGD/Ｒ group ( group O) ，OGD/Ｒ + ciprofol 50 μmol /L
group ( OC group ) ，and SESN2 knockdown + OGD/Ｒ + ciprofol 50 μmol /L group ( SO group ) ，and
SESN2 knockdown + OGD/Ｒ + ciprofol 50 μmol /L group ( SOC group) ． OGD /Ｒ damage model was estab-
lished in groups O，OC，SO and SOC by OGD/Ｒ method． The cell survival rate was detected by CCK-8
method，and the fluorescence intensity of ＲOS was measured using a fluorescence microplate reader． The
cells were collected，and the MDA content was detected by microplate method，and the GSH and Cys con-
tents were detected by colorimetric method． The supernatant of the cell culture was collected，and the con-
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tents of IL-6，TNF-α，and LDH were detected by ELISA． After extracting cellular proteins and cellular
ＲNA，the protein contents and mＲNA expression levels of SESN2，GPX4，and FSP1 were detected by
Western blot and qＲT-PCＲ，respectively． Ｒesults Compared with group C，the cell survival rate，contents
of GSH and Cys，and the protein contents and mＲNA expression levels of GPX4 and FSP1 in groups O，
OC，SO，and SOC were significantly decreased ( P ＜ 0. 05) ，while the levels of ＲOS，the content of MDA，
the concentrations of IL-6，TNF-α，and LDH in the cell culture supernatant，the protein contents and mＲ-
NA expression levels of SESN2 were significantly increased ( P ＜ 0. 05) ． Compared with group O，the cell
survival rate，the contents of GSH and Cys，the protein contents and mＲNA expression levels of SESN2，
GPX4，and FSP1 in group OC were significantly increased ( P ＜ 0. 05) ，while the ＲOS level，the content
of MDA，and the concentrations of IL-6，TNF-α，and LDH in the cell culture supernatant were significantly
decreased ( P ＜ 0. 05) ． Compared with group O，the cell survival rate，the contents of GSH and Cys，pro-
tein contents and mＲNA expression levels of SESN2，GPX4，and FSP1 in group SO were significantly de-
creased ( P ＜ 0. 05) ，while the ＲOS level，the content of MDA，and the concentrations of IL-6，TNF-α，
and LDH in the cell culture supernatant were significantly increased ( P ＜ 0. 05) ． Compared with group OC，
the cell survival rate，the contents of GSH and Cys，the protein contents and mＲNA expression levels of
SESN2，GPX4，and FSP1 in group SOC were significantly decreased ( P ＜ 0. 05) ，while the ＲOS level，
the content of MDA，and the concentrations of IL-6，TNF-α，and LDH in the cell culture supernatant were
significantly increased ( P ＜ 0. 05) ． Compared with group SO，the cell survival rate，the contents of GSH
and Cys，the protein contents and mＲNA expression levels of SESN2，GPX4，and FSP1 in group SOC were
significantly increased ( P ＜ 0. 05) ，while the ＲOS level，the content of MDA，and the concentrations of
IL-6，TNF-α，and LDH in the cell culture supernatant were significantly decreased ( P ＜ 0. 05 ) ．
Conclusion Cyclopofol can alleviate OGD/Ｒ injury in HK-2 cells，reduce the level of ferroptosis and cel-
lular oxidative stress response，which may be related to the upregulation of SESN2 expression．
【Key words】 Sestrin 2 protein，human; Ferroptosis; Human kidney-2 cells; Oxygen-glucose depri-

vation / reoxygenation; Ciprofol

缺血－再灌注损伤( ischemia-reperfusion injury，
IＲI) 是器官供血受限，在血流恢复和再氧合后细胞
损伤反而加重的病理现象。肾脏主要通过高肾血
流量和耗氧量维持肾小球滤过率，是最容易受到

IＲI影响的器官之一。在肾移植、肾动脉栓塞、心脏
移植、大血管及肾血管手术、心脏骤停及休克等情
况下，均会出现不同程度的肾脏 IＲI［1－2］。不同于传
统的细胞死亡过程，铁死亡作为一种新的细胞死亡

调控方式，主要由氧化还原失衡引起，其主要特征

是谷胱甘肽过氧化物酶 4 ( glutathione peroxidase 4，
GPX4) 生成减少，谷胱甘肽( glutathione，GSH) 合成
减少，导致脂质过氧化介导的细胞死亡［3］。铁死亡
参与包括代谢性损伤［4］、IＲI［5］等多种组织、器官损
害等多种病理过程中，是目前 IＲI 的研究热点之一。
应激诱导蛋白 2( sestrin2，SESN2) 是一种应激诱导
的代谢调节因子和保守的抗氧化蛋白，可以减轻肠

道、肾脏 IＲI引起的铁死亡［6－7］。环泊酚与丙泊酚同
属 γ-氨基丁酸( γ-aminobutyric acid，GABA) 受体激
动药，通过激活 GABA 能神经元发挥中枢镇静作
用［8］。环泊酚对 GABA受体的亲和力优于丙泊酚，
对心脏功能的损伤更小、血流动力学更稳定，效价
强度是丙泊酚的 4 ～ 5 倍，具有起效快、恢复快的优
点［9］。然而，环泊酚对肾脏 IＲI的影响尚不清楚，且
目前少有关于环丙酚处理后铁死亡与 IＲI 之间联系

的研究报道。本实验研究通过氧糖剥夺 /复糖复氧
( oxygen-glucose deprivation / reoxygenation，OGD /Ｒ )
构建 HK-2细胞损伤模型，以模拟肾脏 IＲI，并观察
环泊酚对肾脏细胞 OGD /Ｒ 损伤的影响，以期为环
泊酚对肾脏 IＲI影响的研究提供参考。

材料与方法

细胞培养 人肾皮质近曲小管上皮细胞( HK-2
细胞株) ，置于含 100 U /ml 青霉素－链霉素溶液和
10%胎牛血清 DMEM 培养基中，培养于 37 ℃、含
5%CO2 的培养箱。待细胞融合度约 80%时，以
0. 25%胰蛋白酶消化，按照 1 ∶ 3 传代培养，选择对
数生长期细胞进行实验。
慢病毒转染 采用慢病毒敲低 HK-2细胞株的

SESN2基因，并建立稳定传代的 SESN2 基因敲低的
HK-2细胞，慢病毒转染后在荧光显微镜下可观察转
染成功的细胞呈绿色荧光，并采用 Western blot、
qＲT-PCＲ法检测表达效果。
实验分组与处理 将野生型和 SESN2 基因敲

低的 HK-2 细胞株正常培养 24 h，进行细胞计数后
将其分为五组: 正常培养组( C 组) 、OGD /Ｒ 组( O
组) 、OGD /Ｒ+环泊酚 50 μmol /L 组( OC 组) 、SESN2
基因敲低+OGD /Ｒ 组( SO 组) 、SESN2 基因敲低+
OGD /Ｒ+环泊酚 50 μmol /L组( SOC 组) 。C 组采用
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不含环泊酚的完全培养基，置于 37 ℃、5% CO2 的

培养箱中进行正常培养; O 组、OC 组、SO 组和 SOC
组采用 OGD /Ｒ制备模型，氧糖剥夺 4 h后复氧复糖
20 h，其中 OC组和 SOC 组全程使用含环泊酚的培
养基，造模成功后继续培养 24 h。
细胞存活率检测 将细胞以 1×105 个 /孔接种

于 96孔板，每组取 3 个复孔，按照实验分组进行处
理。处理完毕后每孔加入 CCK8试剂 10 μl，孵育 1 h
后置于酶标仪 450 nm 检测 OD 值并计算细胞存活
率。细胞存活率( %) = ( 实验组 OD 值－空白对照组
OD值) ÷( 对照组 OD值－空白对照组 OD值) ×100%。
细胞活性氧水平检测 将细胞以 1×105 个 /孔

接种于 96孔板，每组取 3 个复孔，按照实验分组进
行处理。按照 1 ∶1 000用无血清培养液稀释 DCFH-
DA荧光探针，使终浓度为 10 μmol /L，加入稀释后
的 DCFH-DA试剂至完全覆盖细胞，37 ℃细胞培养
箱内孵育 20 min，洗净未进入细胞内的 DCFH-DA
后使用荧光酶标仪检测细胞活性氧( reactive oxygen
species，ＲOS) 荧光强度。
铁死亡指标的检测 将细胞以 1×106 个 /孔接

种于 6孔板，每组取 3个复孔，按照实验分组进行处
理。经过分组处理后的各组细胞弃去细胞培养上
清，用细胞刮将细胞刮下，按说明书要求分别采用

玻璃匀浆器使细胞破碎制成悬液待测。参照试剂
盒说明书，采用微板法检测丙二醛 ( malondialde-
hyde，MDA) 含量，采用比色法检测 GSH、半胱氨酸
( cysteine，Cys) 含量。

ELISA法 将细胞以 1×106 个 /孔接种于 6 孔
板，每组取 3个复孔，按照实验分组进行处理。收集
经过分组处理后的细胞培养上清液，4 000 r /min 离
心 5 min，再次去除漂浮于培养基中的细胞得到上清
液待测。按照试剂盒说明书检测白细胞介素-6( in-
terleukin-6，IL-6) 、肿瘤坏死因子-α ( tumor necrosis
factor-α，TNF-α) 、乳酸脱氢酶( lactic dehydrogenase，
LDH) 浓度。

Western blot法 将细胞以 6×106 个 /孔接种于
10 cm细胞培养皿，每组取 3 个复孔，按照实验分组
进行处理。细胞经过分组处理后分别加入 ＲIPA 裂
解液 200 μl 充分裂解，4 ℃、12 000 r /min 离心 10
min( 离心半径 8. 214 cm) ，收集上清液，BCA蛋白定
量试剂盒进行定量检测蛋白质浓度，定量后蛋白质

经 95 ℃煮沸变性。取 15 μl进行 SDS-PAGE 电泳，
电泳结束后将分离的蛋白转至 PVDF 膜。封闭 30
min后，加一抗 SESN2 ( 1 ∶ 1 500) 、GPX4( 1 ∶ 1 000) 、

铁死亡抑制蛋白 1 ( ferroptosis suppressor protein 1，
FSP1) ( 1 ∶ 1 000) 、GAPDH( 1 ∶ 1 000) ，4 ℃孵育过
夜。第 2天洗膜后加入二抗( 1 ∶ 6 000) 孵育，室温
下轻摇 2 h，洗膜后于 ECL 化学发光法显色，ImageJ
图像分析软件分析细胞中 SESN2、GPX4、FSP1 蛋白
相对含量，以 GAPDH为内参。

qＲT-PCＲ法 将细胞以 6×106 个 /孔接种于 10
cm细胞培养皿，每组取 3 个复孔，按照实验分组进
行处理。提取细胞 ＲNA，采用 10 μl 的 qPCＲ 反应
体系参照说明书进行操作，采用荧光定量试剂盒进

行 qＲT-PCＲ，2－ΔΔCt法计算细胞 SESN2、GPX4、FSP1
mＲNA相对表达量。

表 1 qＲT-PCＲ引物序列

基因 引物序列

SESN2
上游 5'-AAGGACTACCTGCGGTTCG-3'

下游 5'-CGCCCAGAGGACATCAGTG-3'

GPX4
上游 5'-GAGGCAAGACCGAAGTAAACTAC-3'

下游 5'-CCGAACTGGTTACACGGGAA-3'

FSP1
上游 5'-GATGAGCAACTTGGACAGCAA-3'

下游 5'-CTGGGCTGCTTATCTGGGAAG-3'

GAPDH
上游 5'-GGAGCGAGATCCCTCCAAAAT-3'

下游 5'-GGCTGTTGTCATACTTCTCATGG-3'

统计分析 采用 SPSS 20. 0软件进行数据统计
分析，GraphPad Prism10 统计作图软件进行统计图
制作。正态分布计量资料以均数±标准差( �x±s) 表
示，组间比较采用单因素方差分析，方差不齐数据

采用 Welch法进行方差分析，多重比较采用 Dunnett
T3法进行分析。P＜0. 05为差异有统计学意义。

结 果

细胞存活率 与 C 组比较，O 组、SO 组、OC 组
和 SOC组细胞存活率明显降低( P＜0. 05) 。与 O组
比较，OC组细胞存活率明显升高，SO组细胞存活率
明显降低( P＜0. 05) 。与 OC 组比较，SO 组和 SOC
组细胞存活率明显降低( P＜0. 05) 。与 SO 组比较，
SOC组细胞存活率明显升高( P ＜ 0. 05 ) 。O 组和
SOC组细胞存活率差异无统计学意义( 图 1) 。

ＲOS 水平 O 组荧光强度为 1. 00，O 组、OC
组、SO 组和 SOC 组相对荧光强度分别为 2. 59 ±
0. 88，1. 43±0. 02，3. 70±0. 09，1. 88±0. 07。与 C 组
比较，O组、SO组、OC组和 SOC组 ＲOS水平明显升
高( P＜0. 05) 。
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注: 与 C组比较，aP＜0. 05; 与 O组比较，bP＜0. 05; 与 OC 组
比较，cP＜0. 05; 与 SO组比较，dP＜0. 05。

图 1 五组细胞存活率的比较

MDA、GSH、Cys 含量 与 C 组比较，O 组、SO
组、OC 组和 SOC 组 MDA 含量明显升高，GSH、Cys
含量明显降低( P＜0. 05) 。与 O组比较，OC 组 MDA
含量明显降低，GSH、Cys 含量明显升高( P＜0. 05) ，
SO组 MDA含量明显升高，GSH、Cys 含量明显降低
( P＜0. 05) 。与 OC组比较，SO组和 SOC组 MDA含
量明显升高，GSH、Cys含量明显降低( P＜0. 05) 。与
SO 组比较，SOC 组 MDA 含量明显降低，Cys、GSH
含量明显升高( P＜0. 05) ( 表 2) 。

表 2 五组细胞MDA、GSH、Cys含量的比较(�x±s)

组别 孔数
MDA
( nmol /ml)

GSH
( μmol /L)

Cys
( μmol /L)

C组 3 3. 52±0. 22 0. 856±0. 002 4. 59±0. 44

O组 3 9. 43±0. 23a 0. 478±0. 006a 2. 83±0. 13a

OC组 3 6. 51±0. 33ab 0. 525±0. 022ab 3. 63±0. 12ab

SO组 3 18. 66±0. 58abc 0. 284±0. 007abc 1. 64±0. 26abc

SOC组 3 12. 10±0. 42abcd 0. 431±0. 019acd 3. 10±0. 01abcd

注: 与 C组比较，aP＜0. 05; 与 O组比较，bP＜0. 05; 与 OC

组比较，cP＜0. 05; 与 SO组比较，dP＜0. 05。

细胞培养上清液 IL-6、TNF-α、LDH 浓度 与 C
组比较，O组、SO组、OC组、SOC组细胞培养上清液
IL-6、TNF-α、LDH 浓度明显升高( P＜ 0. 05 ) 。与 O
组比较，OC组细胞培养上清液 IL-6、TNF-α、LDH 浓
度明显降低( P＜0. 05) ，SO组细胞培养上清液 IL-6、
TNF-α、LDH浓度明显升高( P＜0. 05) 。与 OC 组比
较，SO 组和 SOC 组细胞培养上清液 IL-6、TNF-α、
LDH浓度明显升高( P＜0. 05) 。与 SO 组比较，SOC
组细胞培养上清液 IL-6、TNF-α、LDH浓度明显降低
( P＜0. 05) ( 表 3) 。
细胞 SESN2、GPX4、FSP1蛋白含量 与 C 组比

较，O组和 OC 组 SESN2 蛋白含量明显升高，SO 组

表 3 五组细胞培养上清液 IL-6、TNF-α、LDH浓度的

比较(�x±s)

组别 孔数
IL-6
( pg /ml)

TNF-α
( pg /ml)

LDH
( gprot /ml)

C组 3 1. 23±0. 03 33. 18±0. 55 0. 49±0. 01

O组 3 3. 26±0. 16a 91. 03±0. 81a 2. 44±0. 19a

OC组 3 2. 62±0. 05ab 55. 14±0. 51ab 1. 04±0. 05ab

SO组 3 8. 69±0. 33abc 128. 19±0. 31abc 5. 41±0. 23abc

SOC组 3 5. 70±0. 41abcd 103. 13±1. 19abcd 2. 96±0. 06abcd

注: 与 C组比较，aP＜0. 05; 与 O组比较，bP＜0. 05; 与 OC

组比较，cP＜0. 05; 与 SO组比较，dP＜0. 05。

和 SOC组 SESN2 蛋白含量明显降低( P＜0. 05) ; O
组、SO组、OC组和 SOC 组 GPX4、FSP1 蛋白含量明
显降低( P ＜ 0. 05 ) 。与 O 组比较，OC 组 SESN2、
GPX4、FSP1 蛋白含量明显升高( P＜ 0. 05 ) ; SO 组
SESN2、GPX4、FSP1蛋白含量明显降低( P＜0. 05) 。
与 OC组比较，SO 组和 SOC 组 SESN2、GPX4、FSP1
蛋白含量明显降低( P＜0. 05) 。与 SO 组比较，SOC
组 SESN2、GPX4、FSP1 蛋白含量明显升高 ( P ＜
0. 05) ( 图 2—4) 。

注: 与 C组比较，aP＜0. 05; 与 O组比较，bP＜0. 05; 与 OC 组

比较，cP＜0. 05; 与 SO组比较，dP＜0. 05。

图 2 五组细胞 SESN2蛋白含量的比较

细胞 SESN2、GPX4、FSP1 mＲNA 表达量 与 C
组比较，O组和 OC 组 SESN2 mＲNA 表达量明显升
高，SO 组和 SOC 组 SESN2 mＲNA 表达量明显降低
( P＜0. 05) ; O组、SO 组、OC 组、SOC 组 GPX4、FSP1
mＲNA表达量明显降低( P＜0. 05) 。与 O 组比较，
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注: 与 C组比较，aP＜0. 05; 与 O组比较，bP＜0. 05; 与 OC 组

比较，cP＜0. 05; 与 SO组比较，dP＜0. 05。

图 3 五组细胞 GPX4蛋白含量的比较

注: 与 C组比较，aP＜0. 05; 与 O组比较，bP＜0. 05; 与 OC 组

比较，cP＜0. 05; 与 SO组比较，dP＜0. 05。

图 4 五组细胞 FSP1蛋白含量的比较

OC组 SESN2、GPX4、FSP1 mＲNA 表达量明显升高
( P＜0. 05) ; SO组 SESN2、GPX4、FSP1 mＲNA表达量
明显降低( P＜0. 05) 。与 OC 组比较，SO 组和 SOC
组 SESN2、GPX4、FSP1 mＲNA 表达量明显降低( P＜
0. 05) 。与 SO 组比较，SOC 组 SESN2、GPX4、FSP1
mＲNA表达量明显升高( P＜0. 05) ( 图 5—7) 。

讨 论

肾脏 IＲI的病理机制复杂，涉及细胞自噬、细胞
凋亡、铁死亡、细胞代谢异常等诸多方面，围术期麻
醉药物处理是目前预防 IＲI 的热点。体外研
究［10－12］表明，丙泊酚在临床使用中具有抗炎、抗氧
化和抗癌特性。丙泊酚对肾脏 IＲI 具有保护作

注: 与 C组比较，aP＜0. 05; 与 O组比较，bP＜0. 05; 与 OC 组

比较，cP＜0. 05; 与 SO组比较，dP＜0. 05。

图 5 五组细胞 SESN2 mＲNA表达量的比较

注: 与 C组比较，aP＜0. 05; 与 O组比较，bP＜0. 05; 与 OC 组

比较，cP＜0. 05; 与 SO组比较，dP＜0. 05。

图 6 五组细胞 GPX4 mＲNA表达量的比较

注: 与 C组比较，aP＜0. 05; 与 O组比较，bP＜0. 05; 与 OC 组

比较，cP＜0. 05; 与 SO组比较，dP＜0. 05。

图 7 五组细胞 FSP1 mＲNA表达量的比较

用［13－14］，已用于临床围术期减轻肾脏 IＲI［15］。环泊
酚是在丙泊酚的基础上引入环丙基的一类静脉麻

醉药，在心肌 IＲI中的保护作用也已经有研究［16］证
实，但在肾脏 IＲI 中的作用鲜有报道。本研究结果
显示，OGD /Ｒ处理后的细胞出现 IＲI，SESN2蛋白表
达量升高以发挥内源性保护作用，同时抑制 GPX4
和 FSP1表达，促使细胞发生铁死亡。在 SESN2 敲
低后，OGD /Ｒ处理导致的损伤更加显著，而环泊酚
处理可以减轻 ODG /Ｒ 引起的细胞损伤，减少炎性
因子释放、氧化应激反应发生和铁死亡水平，一定
程度上逆转 SESN2 敲低后细胞内源性保护作用的
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缺失，同时促进 GPX4、FSP1表达以对抗铁死亡。
铁死亡是细胞死亡的一种调节形式［17］，铁死亡

发生时表现出几种氧化还原活性酶的异常表达，其

特征在于铁依赖性脂质过氧化的积累。许多疾病
的发生和发展，如神经退行性变［18］、炎症和感染［19］

等损伤都伴随着铁死亡。铁死亡在肾脏 IＲI 过程中
发挥关键的调控作用。本课题的前期研究参考文
献［20］方法，在造模过程加入不同细胞死亡途径的
抑制剂，包括细胞凋亡抑制剂 Z-VAD-FMK、铁死亡
抑制剂 Fer-1、细胞坏死抑制剂 Nec-1、自噬抑制剂
3-MA，结果提示使用 Fer-1抑制铁死亡进展后，细胞
损伤较抑制其他通路显著减轻，说明铁死亡在

OGD /Ｒ诱导 HK-2 细胞损伤的过程中发挥了重要
作用，ODG /Ｒ触发了细胞内铁蓄积，造成氧化应激
及细胞损伤，进行 OGD /Ｒ 处理的细胞出现显著的
氧化应激反应和细胞损伤，表现为 ＲOS、MDA、
LDH、TNF-α、IL-6 水平升高。基于上述实验结果，
本研究在 OGD /Ｒ 的同时加入环泊酚处理，结果显
示环泊酚可以明显缓解上述损伤。OC 组细胞的损
伤程度较未使用环泊酚处理的细胞明显减轻，LDH、
TNF-α、IL-6水平明显明显降低，ＲOS、MDA 水平同
样明显降低，而环泊酚处理后一定程度上逆转了上

述损伤，同时 SESN2蛋白含量及 mＲNA表达量也升
高，提示环泊酚在肾脏 IＲI过程中产生了保护作用，
该保护作用与 SESN2 蛋白表达量上调相关。随着
铁死亡发生及细胞损伤加重，刺激细胞 SESN2 蛋白
表达量升高，产生内源性保护作用，抑制细胞铁死

亡，减轻细胞损伤。
SESN2是一种应激诱导的代谢调节因子和保

守的抗氧化蛋白，在氧化应激［21－22］、内质网应
激［23］、线粒体功能障碍［24］等病理情况下，均可使
SESN2表达上调从而发挥内源性保护作用［25］。
SESN2可以减轻肠道、肾脏 IＲI 引起的铁死亡［6－7］;
还可以通过维持肾小管细胞自噬稳态减轻急性肾

损伤，通过减轻氧化应激改善糖尿病肾脏损伤［26］。
在脂多糖( lipopolysaccharides，LPS) 诱导的细胞损
伤模型中，SESN2 遗传缺陷的小鼠铁死亡损伤加
重［27］，表现为 SESN2敲低后 ＲOS升高、GSH耗竭加
剧，最终导致铁死亡损伤加剧，证明 SESN2 抑制了
脓毒症所导致的铁死亡。Park 等［28］关于肝脏铁死
亡损伤的研究也表明，SESN2 可减轻 Erastin 诱导的
肝细胞铁死亡损伤，表现为 MDA 含量降低，GSH 水
平升高，GPX4蛋白相对表达量升高等。
为验证环泊酚在肾脏 IＲI 中的保护作用与

SESN2表达量的相关性，本实验研究引入慢病毒转
染的方法进行 SESN2 基因敲低处理，结果显示
SESN2基因敲低的 HK-2 细胞进行 OGD /Ｒ 处理后
损伤较单纯进行 OGD /Ｒ 的细胞明显加重，氧化应
激水平和炎性因子表达明显升高，GSH、Cys 明显降
低，SESN2 蛋白相对表达量明显降低，说明细胞对
抗铁死亡的能力有所下降。而环泊酚处理则逆转
了该作用，提示环泊酚处理可以减轻细胞氧化应

激，降低铁死亡水平以保护 HK-2 细胞免受 OGD /Ｒ
损伤，该作用与 SESN2表达量有关。

GPX4和 FSP1 构成铁死亡的两大主要防御系
统。本实验研究观察了环泊酚对 GPX4 和 FSP1 的
影响，OGD /Ｒ处理显著降低 HK-2 细胞中的 GPX4
和 FSP1 蛋白水平，环泊酚处理后细胞中 GPX4 和
FSP1水平回升。同样地，在 SESN2 敲低的 HK-2细
胞中 GPX4和 FSP1的表达量降低，提示细胞对抗铁
死亡和氧化应激的能力下降，环泊酚则逆转了

OGD /Ｒ处理导致的 GPX4 、FSP1 表达下调。Park
等［28］研究提出，铁死亡诱导剂 Erastin 处理后
SESN2表达的升高受转录调控，核转录因子红系 2
相关因子 2 ( nuclear factor-erythroid 2-related factor
2，Nrf2) 是 SESN2 表达的重要转录因子，Nrf2 缺失
则抑制 Erastin诱导的细胞中 Sesn2 的表达，Nrf2 的
表达水平与铁死亡的敏感性直接相关，Nrf2 表达量
增加可以抑制铁死亡［24，29］。因此，还需要进一步的
研究来确定铁死亡引起的 SESN2 上调是否介导了
Nrf2激活发挥保护作用。
本研究不足之处: 本实验研究观察到环泊酚与

SESN2和铁死亡的相关性，但在直接作用机制上未
进行进一步探索，且研究局限于体外细胞研究，仍

需进行直接通路研究，并在动物、临床试验中加以
证明。
综上所述，环泊酚可以改善 HK-2细胞 OGD /Ｒ

损伤，降低铁死亡水平和细胞氧化应激反应，可能

与上调 SESN2表达量有关，其具体作用机制还需要
深入研究，环泊酚抑制铁死亡或是减轻肾脏 IＲI 的
一个有意义的靶点。
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