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维生素D3对抗蛛网膜下腔出血后铁死亡减轻
早期脑损伤的机制探索
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摘 要：目的　研究维生素 D3（VitD3）对抗蛛网膜下腔出血（SAH）后铁死亡减轻早期脑损伤（EBI）的效果。方法　实验分为体内

和体外两部分，分别使用 54 只健康雄性 SD 大鼠和高分化 PC12 细胞。大鼠随机分为空白组、Vehicle 组、VitD3组，每组 18 只。采用

血管内刺破法建立 SAH 模型。大鼠在造模前 24 h 接受 VitD3（100 ng/kg）或 Vehicle 腹腔注射，造模成功后 2 h 再次注射，空白组仅

予麻醉处理。PC12 细胞随机分为空白组、Hemin 组、DMSO 组、VitD3 组，使用氯化血红素(Hemin)模拟血红蛋白对神经元细胞的影

响，DMSO组及VitD3组在造模前24 h，使用含有DMSO（含量为0.01%）或VitD3 (100 nmol/L)的完全培养基孵育，空白组及Hemin组仅做

换液处理。24 h后去除原有培养基溶液，使用Hemin刺激PC12细胞2 h，DMSO组及VitD3组，相应再次加入含原浓度DMSO或VitD3的

培养基液。在造模完成后 24 h，酶联免疫吸附分析检测脑组织和 PC12细胞中丙二醛(MDA)和活性氧(ROS)含量，Western blotting 检测

过氧化物酶体增殖物激活受体 γ（PPARγ）、核因子红细胞 2 相关因子 2（Nrf2）、谷胱甘肽过氧化物酶 4（GPX4）蛋白的表达情况，并

通过透射电镜观察线粒体形态学改变，Liperfluo 检测 PC12 细胞脂质过氧化物（LPO）的量，流式细胞仪检测细胞凋亡情况。结果　

与 Vehicle 组相比，VitD3 组大鼠 MDA、ROS 水平降低（P＜0.05），PPARγ、Nrf2、GPX4 蛋白表达水平升高（P＜0.05）。与 Hemin 组相

比，VitD3 组 PC12 细胞 MDA、ROS 水平降低，PPARγ、Nrf2、GPX4 蛋白表达升高，LPO 表达量降低，凋亡细胞数量减少(均 P＜0.05）。

结论　VitD3能够在 SAH 后抑制铁死亡，是一种可靠的早期神经细胞保护剂。
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Abstract：  Objective　To investigate the role of vitamin D3 （VitD3） in alleviating early brain injury （EBI） by combating 
ferroptosis after subarachnoid hemorrhage （SAH）. Methods　Both in vivo and in vitro experiments were conducted using 
54 healthy male Sprague-Dawley rats and highly differentiated PC12 cells， respectively. The rats were randomly divided 
into blank group， Vehicle group， and VitD3 group， with 18 rats in each group. The method of endovascular perforation was 
used to establish a model of SAH， and the rats were given intraperitoneal injection of VitD3 （100 ng/kg） or Vehicle at 24 
hours before modeling and at 2 hours after modeling， while the rats in the blank group were given anesthesia treatment 
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alone. PC12 cells were randomly divided into blank group， Hemin group， DMSO group， and VitD3 group， and Hemin was 
used to mimic the effect of hemoglobin on neuronal cells. 24 hours before modeling in the DMSO and VitD3 groups， cells 
were incubated with complete medium containing DMSO （0.01%） or VitD3 （100 nmol/L）. After 24 hours， the original 
medium was removed， and PC12 cells were stimulated with Hemin for 2 hours. Subsequently， the DMSO group and the 
VitD3 group were supplemented with culture medium containing the original concentrations of DMSO or VitD3， respectively.  
At 24 hours after modeling， ELISA was used to measure the levels of malondialdehyde （MDA） and reactive oxygen species 

（ROS） in brain tissue and PC12 cells； Western blotting was used to measure the protein expression levels of peroxisome 
proliferator-activated receptor gamma （PPARγ）， nuclear factor erythroid 2-related factor 2 （Nrf2）， and glutathione 
peroxidase 4 （GPX4）； transmission electron microscopy was used to observe mitochondrial morphological changes； 
Liperfluo was used to measure the level of lipid peroxide （LPO） in PC12 cells； flow cytometry was used to observe cell apoptosis. 
Results　Compared with the Vehicle group， the VitD3  group showed a decrease in MDA and ROS expression levels （P <0.05）， 
while the expression levels of PPAR γ， Nrf2， and GPX4 proteins increased （P <0.05）. Compared with the Hemin group， the 
VitD3 group showed a decrease in MDA and ROS expression levels in PC12 cells， an increase in PPARγ， Nrf2， and GPX4 
protein expression， a decrease in LPO expression， and a reduction in the number of apoptotic cells （all P <0.05）. Conclusions　

VitD3 can inhibit ferroptosis after SAH， and it can be used as a reliable neuroprotective agent in early brain injury.
Keywords： subarachnoid hemorrhage； ferroptosis； early brain injury； vitamin D3； PC12 cells

蛛网膜下腔出血（subarachnoid hemorrhage， SAH）作

为致死致残率较高的脑血管急症，中国年发病率为（1～
27）/10 万，呈现地域和性别差异，其中女性的发病率高于

男性且随年龄增长风险递增。我国流行病学调查显示

SAH 发病率存在明显地域聚集性，南方及北方地区尤为

突出［1-2］。

SAH 后 72 h 内发生的早期脑损伤（early brain injury， 
EBI）是影响预后的关键病理阶段［3-4］。研究证实铁死亡

——一种铁依赖性程序性细胞死亡方式——通过铁离子

蓄 积 、谷 胱 甘 肽 代 谢 异 常 及 溶 质 载 体 家 族 7 成 员 11
（solute carrier family 7 member 11， SLC7A11）（一种胱氨

酸-谷氨酸反转运蛋白）失活等机制介导 EBI 进程［5-8］。核

因 子 红 细 胞 2 相 关 因 子 2（nuclear factor-erythroid 2-
related factor 2， Nrf2）作为核心抗氧化调节因子，可通过

调 控 含 抗 氧 化 反 应 元 件（antioxidant response element， 
ARE）的 基 因 转 录 ，上 调 谷 胱 甘 肽 过 氧 化 物 酶 4

（glutathione peroxidase 4， GPX4）表达，有效拮抗铁死亡诱

导剂 Erastin 引发的脂质过氧化［9-10］。Dixon 等［11］指出，

Fe2+和活性氧（reactive oxygen species， ROS）是许多生物

和疾病中细胞死亡的重要启动剂和促进剂。值得注意的

是 ，过 氧 化 物 酶 体 增 殖 物 激 活 受 体 γ（peroxisome 
proliferator-activated receptor  gamma， PPARγ）可 激 活

Nrf2 来对抗氧化应激［12］。这表明，Nrf2/Kelch 样 ECH 相关

蛋 白 1（Kelch-like ECH-associated protein 1， KEAP1）
-GPX4-ROS 通路在 SAH 后铁死亡调控中具有关键作用。

维生素 D3（vitamin D3， VitD3）作为多效性脂溶性维生

素，具备多重生理功能。研究显示，VitD3能通过多种机制

保护脑细胞，包括调控巨噬细胞极化、增强 PPARγ 表达、

抑制脑血管痉挛和重塑、减少炎症介质表达［13-15］。最新

研究揭示 VitD3 可通过 Nrf2-KEAP1-GPX4 轴调控铁死亡

进程［16］。但其在 SAH 后 EBI 中的作用机制尚未阐明。本

研究旨在讨论 VitD3 治疗对 SAH 后 EBI 的保护效应及其

潜在的神经保护机制。

1　材料和方法

1. 1　材料

VitD3、氯 化 血 红 素（Hemin）、铁 死 亡 抑 制 剂

（Ferrostain-1，Fer-1）、聚 乙 二 醇 300（polyethylene glycol 
300， PEG300）、吐温 80（Tween 80）、双蒸水（distillation-
distillation H2O， ddH2O）及铁死亡诱导剂（Erastin）（均购

自山东思科捷生物技术有限公司）；二甲基亚砜（dimethyl 
sulfoxide， DMSO）（北京索莱宝）；PPARγ 抗体、Nrf2 抗体、

GPX4 抗 体（中 国 Affinity 公 司）；Liperfluo 着 色 剂（日 本

Dojindo 公司）；丙二醛（Malondialdehyde， MDA）、ROS 含

量检测酶联免疫吸附分析（ELISA）试剂盒（江苏酶免实业

有限公司）。

1. 2　实验分组

1. 2. 1　动物与分组

实验获得新乡医学院第一附属医院医学伦理委员会

的批准（NO.EC-023-237）。成年雄性 SD 大鼠 54 只，体重

260～280 g，购于河南斯克贝斯生物科技股份有限公司

［SCK（豫）2020-0005］。饲养条件：光照及黑暗环境各12 h，

摄食饮水自由，温度、湿度适宜。大鼠随机编码，然后随

机数字表法分为：空白组、Vehicle 组、VitD3组，每组 18 只。

1. 2. 2　细胞与分组

使用高分化的 PC12 细胞，购于武汉普诺赛生命科技

有限公司。孵育条件：高分化 PC12 细胞在含 10% 胎牛血
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清（fetal bovine serum， FBS）的 RPIM-1640 培养基培养，

置于培养箱中，定期换液。将培养皿随机编码，然后随机

数字表法分为：空白组、Hemin 组、DMSO 组、VitD3组。

1. 3　模型制作

1. 3. 1　大鼠SAH模型

采用血管内刺破法建立大鼠 SAH 模型。动物经腹腔

注射戊巴比妥钠（50 mg/kg）麻醉。Vehicle 组及 VitD3组均

采用颈正中切口，游离左侧颈内、颈外动脉，使用线绳结

扎颈外动脉，在颈外动脉近颈总动脉分叉处 3 mm，使用

显微剪剪破颈外动脉，将 MACO 线栓［构建大脑中动脉闭

塞模型（MCAO 模型）的工具］插入并将颈外动脉进行反

转，推进线栓，当有阻力时用力刺破血管并推进 2 mm，停

留 10 s，制造 SAH 大鼠模型。空白组大鼠仅予麻醉处理。

所有 SD 大鼠均置于（37.0±0.5）℃恒温垫上进行复苏。采

用 Takashi Sugawara 的评分方法对 SAH 大鼠模型出血严

重程度进行评估［17］。

1. 3. 2　PC12细胞SAH模型

首先检测 Hemin 的合适浓度。Hemin 溶液配制，采用

0.1 mol/L NaOH 溶解 Hemin，0.22 μm 滤器除菌后，用完全

培养基梯度稀释（Hemin 剂量范围为 20～140 μmol/L），最

终确定 Hemin 的最适诱导浓度为 100 μmol/L。然后通过

Hemin 进行诱导建立 SAH 模型，将 PC12 细胞系培养在含

有 10%FBS 的 RPIM-1640 中，当细胞密度达 50%～70%
时，更换为含有 100 μmol/L Hemin 的完全培养基继续孵

育，以模拟 SAH 后的神经病理改变。

1. 4　VitD3药物使用

在大鼠实验中，空白组大鼠仅行麻醉。Vehicle 组使

用 3 mL/kg 的 溶 剂（由 2 mL DMSO、6 mL PEG300、2 mL 
Tween 80、10 mL ddH2O 混合组成），VitD3组使用 100 ng/kg
的 VitD3 溶剂。Vehicle 组和 VitD3 组大鼠在造模前 24 h 和

造 模 成 功 后 2 h 分 别 用 Vehicle 和 VitD3 溶 剂 进 行 腹 腔

注射。

细胞实验中，通过 CCK-8 检测法确定 VitD3最适浓度

为 100 μmol/L。空白组常规培养，不接受任何药物处理，

Hemin 组在含有 100 μmol/L Hemin 的完全培养基中培养，

DMSO 组及 VitD3 组造模前 24 h，使用含有 DMSO（0.01%）

或 VitD3（100 nmol/L）的完全培养基孵育，空白组及 Hemin
组仅做换液处理。随后，当细胞密度达 50%～70% 时，空

白 组 仅 行 换 液 处 理 ，其 余 三 组 均 更 换 为 含 100 μmol/L 
Hemin 的培养基建立 SAH 模型。造模后 2 h，DMSO 组及

VitD3组，再次加入 DMSO（0.01%）或 VitD3（100 nmol/L）。

1. 5　流式细胞仪检测脂质过氧化物及细胞凋亡情况

将 PC12 细胞种植在培养皿内，采用 1.3.2 及 1.4 中的

细胞处理方式处理。24 h 后，加入 Liperfluo （10 μmol/L） 
的稀释液，在培养箱内对细胞染色 30 min，然后在流式细

胞仪检测脂质过氧化物（lipid peroxides， LPO）。将 PC12

细胞种植在培养皿内，采用同样的细胞处理方式处理。

24 h 后，加入 Annexin V-FITC/PI 后反应 10 min，并于 1 h
内进行流式检测。

1. 6　CCK-8计数试剂盒测PC12细胞存活率

将 PC12 细胞种入 96 孔板内，每组设置 5 个复孔，采

用 1.3.2 及 1.4 中的细胞处理方式处理，培养箱孵育 24 h
后，每孔加入 CCK-8 试剂，继续培养 4 h，然后使用酶标仪

测定 450 nm 下吸光度。

1. 7　ELISA法检测MDA和ROS含量

按照试剂盒说明书对脑组织和 PC12 细胞中 MDA 和

ROS 含量进行检测。

1. 8　透射电镜观察线粒体超微结构变化

动物实验中，取大鼠脑组织，经 4% 戊二醛和 1% 四氧

化锇酸固定，脱水后包埋并切片，染色后用透射电子显微

镜分析。细胞实验中，细胞在培养皿中培养并处理后，用

2.5% 戊二醛固定，刮取并离心得到细胞团，再固定后进行

相同后续处理。

1. 9　Western blotting测蛋白含量

动物实验：使用戊巴比妥钠麻醉 SD 大鼠，取脑组织，

剪碎后加入裂解液，用 BCA 法测定蛋白浓度。细胞实验：

去除培养液，加入裂解液，刮取细胞至 EP 管内吹打确保

裂 解 ，同 样 用 BCA 法 测 定 蛋 白 浓 度 。 通 过 Western 
blotting 法 测 定 PPARγ、Nrf2、GPX4 蛋 白 表 达 情 况 ，以

GAPDH 为内参，用 ImageJ 分析灰度值，计算相对表达量。

1. 10　统计学方法

数据采用 SPSS 27.0 软件分析，多组间差异比较采用

单因素方差分析，两两之间进一步比较采用t检验。以P＜0.05
表示差异有统计学意义。

2　结果

2. 1　SAH模型制作结果

SAH 造模成功后可见蛛网膜下腔有出血及血凝块，

并以 Takashi Sugawara 的评分方法，排除得分小于 7 分的

大鼠（图 1 A～D）。

2. 2　Hemin诱导PC12细胞的损伤情况

动物实验及细胞实验均采用该流程（图 2 A）。使用

CCK-8 法检测 Hemin 对 PC12 细胞的细胞毒性（图 2 B）。

使用半数致死量（LD50）处的 Hemin 浓度确定为 VitD3最适

使用浓度（图 2 C）。LPO 流式检测 Erastin 可诱导 LPO 含

量 增 加 ，而 使 用 Fer-1 后 被 抑 制（t=3.515，P=0.025）。

Hemin诱导的PC12细胞损伤同样被Fer-1所抑制（t=6.603，

P=0.003）（图 2 D～E）。

2. 3　3组大鼠脑组织中铁死亡特异性指标表达情况

3 组间 PPARγ（F=48.871，P=0.000）、Nrf2（F=96.372，

P=0.000）、GPX4（F=21.958，P=0.000）比较，差异有统计学

意义。与 Vehicle 组相比，VitD3 组 PPARγ、Nrf2、GPX4 蛋

白表达升高（P＜0.05）（图3 A～D）。3组间MDA（F=25.836，
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P=0.000）、ROS（F=17.933，P=0.000）表达存在统计学差异。

与Vehicle组相比，VitD3组MDA、ROS的含量减少（P＜0.05）
（图 3 E～F）。

2. 4　各组大鼠脑组织线粒体电镜下表现

与空白组相比，Vehicle 组大鼠脑组织线粒体肿胀呈

空泡状、嵴结构减少、基质电子密度降低等病理改变；与

Vehicle 组相比，VitD3 组大鼠脑组织线粒体未见明显肿

胀、嵴结构恢复、基质电子密度升高（图 4）。

2. 5　各组PC12细胞中铁死亡特异性指标表达情况

4 组间 PPARγ（F=52.058，P=0.000）、Nrf2（F=92.496，

P=0.000）、GPX4（F=77.342，P=0.000）表达水平比较，差异

有统计学意义。与 Hemin 组相比，VitD3 组 PPARγ、Nrf2、

GPX4蛋白表达水平较Hemin组升高（P＜0.05）（图5 A～D）。4
组间MDA（F=32.796，P=0.000）和ROS（F=23.492，P=0.000）表

达水平比较，差异有统计学意义。与 Hemin 组相比，VitD3
组 MDA、ROS 含量，相较于 Hemin 组含量减少（P＜0.05）

（图 5 E～F）。

2. 6　各组PC12细胞线粒体电镜下表现

与空白组相比。Hemin 组线粒体膜密度增加，线粒

体体积变小，并有线粒体嵴的断裂、缺失。DMSO 组线粒

体形态与 Hemin 组无异常。与 Hemin 组相比，VitD3 组线

粒体形态得到改善（图 6）。

2. 7　各组PC12细胞凋亡情况

4组间细胞凋亡率比较，差异有统计学意义（F=71.075，

P=0.000）。与Hemin组相比，VitD3组细胞凋亡率减少（P＜0.05）
（图 7 A～B）。4 组之间相对荧光强度比较，差异有统计

学意义（F=62.900，P=0.000）。与 Hemin 组相比，VitD3 组

相对荧光强度减低（P＜0.05）（图 7 C～D）。

A：未刺破血管；B：刺破血管；C：Takashi Sugawara 法 SAH 动物模型评分（0 分，无蛛网膜下腔血；1 分，微量 SAH；2 分，中度血凝
块，动脉清晰可辨；3分，血凝块覆盖了段内的所有动脉）（图中箭头示为不同部位血管）；D：得分为16分的SD大鼠脑标本。

图1　SAH造模后的大体标本及Takashi Sugawara法评分

A：模拟大鼠和PC12细胞SAH的实验模式图；B：Hemin最适浓度的CCK-8检测；C：VitD3最适浓度的CCK-8检测；D～E：LPO的
流式检测及定量分析。*表示组间比较，差异有统计学意义（P＜0.05）。

图2　铁死亡在体外Hemin诱导的神经元损伤
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A~D：各组 PC12细胞 PPARγ、Nrf2、GPX4蛋白表达水平及定量分析；E、F：各组 PC12细胞中 MDA、ROS的含量。*表示 Hemin组
与VitD3组比较，差异有统计学意义（P＜0.05）。

图5　各组PC12细胞中铁死亡特异性指标表达情况

白色箭头所指为线粒体，黄色箭头所指为突触小泡，蓝色箭头所指为肿胀的线粒体；红色箭头所指为神经纤维髓鞘。

图4　大鼠脑组织线粒体电镜下改变

A～D：各组大鼠脑组织中 PPARγ、Nrf2、GPX4 蛋白表达量；E、F：各组大鼠脑组织中 MDA、ROS 的含量。*表示组间比较，差异
有统计学意义（P＜0.05）。

图3　3组大鼠脑组织中铁死亡特异性指标表达情况

··5
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3　讨论

SAH 是神经外科常见的脑卒中疾病，约 80% 由颅内

动脉瘤破裂引发［18］，其病死率高达 25%～50%［19］。SAH
发生时，血液涌入蛛网膜下腔引发颅内压骤升、脑灌注压

下降、脑血管调节功能障碍和脑水肿［4］。这些变化引发

炎 症 和 自 由 基 反 应 ，继 而 激 活 损 伤 相 关 的 分 子 模 式

（damage associated molecular pattern， DAMP）介导的级联

炎症反应：①损伤细胞释放 ROS；②血红蛋白降解产物导

致铁超载；③纤维蛋白原激活模式识别受体，共同促进炎

症细胞浸润及内皮黏附分子上调［20-21］。上述病理改变在

SAH 后 72 h 内形成的 EBI 中尤为显著［4］。

EBI 的核心机制涉及氧化应激诱导线粒体功能障碍

及血红蛋白氧化级联，导致 ROS、Fe2+和 LPO 蓄积，最终通

过铁死亡途径加剧神经元损伤［22-23］。值得注意的是，

SAH 模型在 24 h 内即可检测到 GPX4 表达下调及脂质过

氧化标志物升高，印证铁死亡在 EBI 中的关键作用。该

死亡模式多种疾病相关，如肿瘤抑制、脑缺血再灌注损

伤［24-26］和出血模型中的继发性脑损伤［27-29］。

VitD3在 20 世纪 30 年代初被发现可用于治疗佝偻病，

其脂溶性特性使其能够穿越血脑屏障，作用于神经细胞

起到神经保护作用。其中作用机制包括：①调控巨噬细

胞表型促进血肿吸收［14］；②抑制脑血管痉挛及病理性重

A、B：流式细胞仪检测凋亡细胞图及定量分析；C、D：LPO流式检测图及定量分析。*表示 Hemin组与 VitD3组比较，差异有统计
学意义（P＜0.05）。

图7　各组PC12细胞凋亡情况

黄色箭头所指为细胞核，黑色箭头所指为线粒体，白色箭头所指为内质网，红色箭头所指为损伤线粒体，蓝色箭头所指为胞质
内自噬溶酶体。

图6　各组PC12细胞线粒体电镜下改变
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塑［30-31］；③在斑马鱼模型中拮抗肝细胞铁死亡［16］。本研

究 通 过 体 内 外 实 验 证 实 ，VitD3 预 处 理 可 抑 制 SAH 后

MDA、ROS 等铁死亡标志物表达，同时上调 PPARγ/Nrf2/
GPX4 通路相关蛋白表达水平，提示：①铁死亡在神经元

损伤中扮演关键角色；②抑制铁死亡可减轻 SAH 后的

EBI；③VitD3 能有效对抗铁死亡，减轻 SAH 后的 EBI。但

信号通路上下游调控时序仍需进一步验证。

综上所述，预给予 VitD3可以有效减轻 SAH 后的铁死

亡带来的神经损伤，减轻 EBI。
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