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摘要 ：

[ 背景 ]　砷可通过诱导神经元丢失导致神经毒性，但其是否可诱导神经细胞铁死亡尚不清楚。

[ 目的 ]　探讨亚砷酸钠（NaAsO2）诱导人神经母细胞瘤细胞 SH-SY5Y 铁死亡发生规律，为研究
NaAsO2 神经毒性发生机制提供依据。

[ 方法 ]　选用 SH-SY5Y 细胞，将实验分为空白对照组（加入正常培养基）、阳性对照组（加入
终浓度为 10 µmol·L-1 的铁死亡诱导剂 Erastin）、NaAsO2 染毒组（NaAsO2 终浓度分别为 20、
40、80 µmol·L-1）、抑制剂组［终浓度 20 µmol·L-1 凋亡抑制剂 Z-VAD-FMK，10 µmol·L-1 特异性铁
死亡抑制剂 Fer-1，100 µmol·L-1 特异性铁死亡抑制剂去铁胺（DFO），20 µmol·L-1 坏死性凋亡抑
制剂 Nec-1］、干预组 （在阳性对照组及 NaAsO2 各染毒组基础上分别加入 4 种抑制剂，剂量同
抑制剂组），共 25 组，染毒 24 h。实验重复 3 次。采用 CCK-8 法检测各组细胞存活率 ；试剂盒
检测细胞内丙二醛（MDA）含量、超氧化物歧化酶（SOD）活性、谷胱甘肽（GSH）含量、谷胱
甘肽过氧化物酶（GPXS）活性及 Fe2+ 含量 ；流式细胞仪检测脂质活性氧（ROS）水平。

[ 结果 ]　 随 NaAsO2 染毒剂量增加，SH-SY5Y 细胞存活率呈下降趋势（b=-0.984，P < 0.001）；
20、40、80 µmol·L-1 NaAsO2 染毒组及 Erastin 组细胞存活率［（85.15±1.32）%、（72.63±2.67）%、

（65.28±1.71）%、（74.34±2.07）%］均 明 显 低 于 对 照 组 存 活 率（P < 0.01）。Z-VAD-FMK 干 预
使 20、40、80 µmol·L-1 NaAsO2 染 毒 组 及 Erastin 处 理 组 细 胞 存 活 率 上 升 至（88.30±1.92）%、

（81.72±2.43）%、（77.72±1.05）%、（85.28±1.97）%（P < 0.05），脂 质 ROS、MDA 含 量 下 降（P < 
0.05），SOD 活性上升（P < 0.05），但 GSH 含量、GPXS 活性、Fe2+ 含量均无明显变化（P > 0.05）。
Fer-1、DFO 干预使 40 µmol·L-1 和 80 µmol·L-1 NaAsO2 染毒组、Erastin 处理组细胞存活率分别上
升至（86.33±2.31）%、（82.24±1.24）%、（88.76±2.87）% 和（82.83±2.55）%、（79.66±0.67）%、

（87.38±1.23）%（P < 0.01），脂质 ROS 水平、MDA 下降（P < 0.05），SOD 活性上升（P < 0.05），同
时 GSH 含量、GPXS 活性上升（P < 0.05），Fe2+ 含量降低（P < 0.05）。Nec-1 干预 NaAsO2 各染毒
组及 Erastin 处理组后，细胞存活率、脂质 ROS 水平、MDA 含量、SOD 活性、GSH 含量、GPXS

活性及 Fe2+ 含量均无明显变化（P > 0.05）。

[ 结论 ]　NaAsO2 暴露可诱导 SH-SY5Y 细胞凋亡，随着暴露剂量的增加可诱导细胞铁死亡。
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Abstract: 

[Background] Arsenic can cause neurotoxicity by inducing neuronal loss, but it is not clear 
whether it can induce ferroptosis in nerve cells. 

[Objective] This experiment is designed to study the ferroptosis patterns in SH-SY5Y human 
neuroblastoma cells, and provide insights to study the mechanism underlying neurotoxicity 
induced by sodium arsenite (NaAsO2). 

[Methods] SH-SY5Y cells were divided into a blank control group (with normal medium), a 
positive control group (with a final concentration of 10 µmol·L-1 ferroptosis inducer Eratin), three 
NaAsO2 exposure groups (with a final concentration of 20, 40, 80 µmol·L-1 NaAsO2, respectively), 
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four inhibitor groups [with a final concentration of 20 µmol·L-1 apoptosis inhibitor Z-VAD-FMK, 10 µmol·L-1 specific ferroptosis inhibitor 
Fer-1, 100 µmol·L-1 specific ferroptosis inhibitor deferoxamine (DFO), and 20 µmol·L-1 necrotic apoptosis inhibitor Nec-1, respectively], 
and sixteen intervention groups (four inhibitors were added to a group with the same positive control treatment and three groups with 
the same NaAsO2 exposure treatments respectively at the same dose of the inhibitor groups). A total of 25 groups were exposed following 
the designed protocol for 24 h. The experiment was repeated three times. CCK-8 method was used to detect cell survival rate of each group; 
corresponding kits were used to detect malondialdehyde (MDA) content, superoxide dismutase (SOD) activity, glutathione (GSH) content, 
glutathione peroxidase (GPXS) activity, and Fe2+ content; flow cytometry was used to detect lipid reactive oxygen species (ROS) level.

[Results] The survival rate of SH-SY5Y cells showed a decreasing trend with the increasing NaAsO2 exposure concentration (b=-0.984, 
P < 0.001). The cell survival rates of the 20, 40, and 80 μmol·L-1 NaAsO2 exposure groups and the Erastin group were (85.15±1.32)%, 
(72.63±2.67)%, (65.28±1.71)%, and (74.34±2.07)%, respectively, and were lower than that of the control group (P < 0.01). The Z-VAD-
FMK intervention increased the survival rates of the cells exposed to 20, 40, and 80 μmol·L-1 NaAsO2 and the Erastin-treated cells to 
(88.30±1.92)%, (81.72±2.43)%, (77.72±1.05)%, and (85.28±1.97)%, respectively (P < 0.05), decreased the lipid ROS level and the MDA 
content (P < 0.05), and elevated the SOD activity (P < 0.05), but did not change the GSH content, GPXS activity, and Fe2+ content (P > 0.05). 
The Fer-1 intervention increased the cell survival rates of the 40 µmol·L-1 and 80 µmol·L-1 NaAsO2 exposure groups and the Erastin group 
to (86.33±2.31)%, (82.24±1.24)%, and (88.76±2.87)%, respectively, and the DFO intervention increased the rates to (82.83±2.55)%, 
(79.66±0.67)%, and (87.38±1.23)%, respectively (P < 0.01); the two inhibitors also decreased the lipid ROS level and MDA content (P < 0.05), 
increased the SOD activity, GSH content, and GPXS activity (P < 0.05), and decreased the Fe2+ content (P < 0.05). The Nec-1 intervention did 
not change the cell survival rate, lipid ROS level, MDA content, SOD activity, GSH content, GPXS activity, and Fe2+ content in each NaAsO2 
exposure group and the Erastin treatment group (P > 0.05). 

[Conclusion] NaAsO2 exposure can induce apoptosis of SH-SY5Y cells, and with the increase of exposure dose it can induce ferropotsis.

Keywords: NaAsO2; human neuroblastoma cell; ferroptosis

砷是一种天然存在的类金属，广泛分布于土壤、
水、矿物、植物中。地方性砷中毒已经成为人们高度
重视的公共卫生问题之一，世界卫生组织国际癌症研
究机构将砷和无机砷化合物列为 I 类致癌物［1］。研究
表明，砷可通过血脑屏障对中枢神经系统造成危害，
引起人群或动物神经发育、认知能力及神经行为学改
变［2-5］。砷通过诱导神经细胞凋亡、坏死［6-7］导致神经
元丢失，是砷引起神经毒性的主要机制［8］。

2012 年，Dixon 等［9］研究小分子物质 Erastin 杀死
含有致癌基因 RAS 突变的癌细胞时发现了一种铁依
赖性的细胞死亡形式—铁死亡（ferroptosis）。近年
来，国内外研究发现，许多有害因素和药物如 PM2.5、
铝、甲醛、谷氨酸、索拉非尼、顺铂等也可以诱导细
胞发生铁死亡，为细胞死亡的主要形式之一［10-13］。铁
死亡主要诱因是铁代谢功能障碍，Fe2+ 含量异常升高，
然而铁稳态及代谢需要与转铁蛋白、转铁蛋白受体、
二价金属蛋白及膜铁转运蛋白等多种蛋白相互协调，
通过铁摄取、铁储存、胞内的铁代谢及铁释放等途径
共同维持，但铁代谢障碍具体机制尚不明确［9］。有研
究表明，铁死亡本质是谷胱甘肽（glutathione，GSH）
耗竭，谷胱甘肽过氧化物酶（glutathione peroxidase，
GPXS）酶活性下降，脂质氧化物不能通过 GPXS 催化
GSH 还原反应代谢，在 Fe2+ 的催化下异常代谢，与 H2O2

发生芬顿反应，产生 Fe3+ 及高反应自由基，从而诱导
产生大量脂质活性氧（reactive oxygen species，ROS），

破坏细胞内氧化还原平衡，触发细胞死亡［14］。并且，
Erastin 可以诱导氧化应激和半胱天冬酶（caspase）-9

依赖性细胞凋亡［15］。Z-VAD-FMK 是一种细胞渗透性的、
不可逆的泛 caspase 抑制剂，是研究细胞凋亡的一种
关键化合物［16］。Nec-1 是一种有效的、选择性的和可
渗透细胞的坏死性凋亡抑制剂，通过抑制坏死性凋亡
途径中受体相互作用蛋白激酶 1 激酶起作用［17］。Fer-1

是铁死亡特异性抑制剂，通过阻断胱氨酸和谷胱甘肽
产生，抑制脂质 ROS 的产生，减少细胞的氧化应激反
应，从而抑制铁死亡发生［18］。去铁胺（defetoxamine，
DFO）作为铁螯合剂能够与铁离子结合，降低细胞内
的铁含量，阻止脂质 ROS 与铁发生反应，从而减少细
胞铁死亡的发生［19-20］。所以本研究通过参考文献［7］
报道的剂量及根据前期预实验结果，将存活率控制在
60%~90% 范围内，选用 Erastin 作为阳性对照，分别用
Z-VAD-FMK、Fer-1、DFO、Nec-1 4 种抑制剂进行干预，
检 测 SH-SY5Y 细 胞 存 活 率、脂 质 ROS 水 平、MDA 含
量、SOD 活性、GSH 含量、GPXS 活性及 Fe2+ 含量，探讨
NaAsO2 诱导 SH-SY5Y 细胞死亡方式及发生规律，为进
一步研究砷的神经毒性发生机制提供依据。

1   材料与方法
1.1   主要试剂与仪器

亚砷酸钠（Merck 公司，德国），人神经母细胞瘤
细胞株 SH-SY5Y（武汉 Procell 公司，中国），特级胎牛
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血清、最低必需培养基（MEM）/F12 培养基、胰蛋白
酶、青霉素链霉素（武汉普诺赛生命科技有限公司，
中国），Z-VAD-FMK、Fer-1、DFO、Nec-1（MCE，美国），
丙 二 醛（malondialdehyde，MDA）、超 氧 化 物 歧 化 酶

（superoxide dismutase，SOD）、GSH、GPXS、Fe2+ 检 测
试剂盒（南京建成，中国）、脂质 ROS （Thermo Forma，
美国），DNM-9602G 酶标分析仪（北京普朗新公司，中
国），流式细胞仪（Beckman Coulter，美国）。
1.2   细胞培养与分组

选 取 SH-SY5Y 细 胞，加 入 MEM/F12 培 养 液（ 含
10% 特级胎牛血清、1% 青霉素链霉素）置于 37℃、
5%CO2 的培养箱中培养 3~4 d，融合度达到 80%~85%，
0.25% 胰蛋白酶消化，进行细胞接种染毒及传代。

设空白对照组，加入正常培养基 ；阳性对照组，加
入终浓度为 10 µmol·L-1 的铁死亡诱导剂 Erastin ；NaAsO2

染毒组，NaAsO2 终浓度分别为 20、40、80 µmol·L-1 ；抑
制 剂 组，终 浓 度 20 µmol·L-1 凋 亡 抑 制 剂 Z-VAD-FMK，
10 µmol·L-1 特异性铁死亡抑制剂 Fer-1，100 µmol·L-1 特
异性铁死亡抑制剂 DFO，20 µmol·L-1 坏死性凋亡抑制剂
Nec-1 ；干预组，在阳性对照组及 NaAsO2 各染毒组基础
上分别加入 4 种抑制剂，即终浓度 20 µmol·L-1 凋亡抑制
剂 Z-VAD-FMK，10 µmol·L-1 特异性铁死亡抑制剂 Fer-1，
100 µmol·L-1 特异性铁死亡抑制剂 DFO，20 µmol·L-1 坏死
性凋亡抑制剂 Nec-1。
1.3   CCK-8 法检测细胞活力

将 细 胞 以 1×105·mL-1 接 种 于 96 孔 板 中，待 细 胞
进入对数生长期，根据分组，分别加入相应药物，每
个浓度设置 3 个复孔。染毒 24 h 后，每孔加入 10 μL 

CCK-8 溶液，1 h 后用酶标分析仪在 450 nm 波长检测各
孔光密度值（D），计算各组细胞活力，实验重复 3 次。
1.4   细胞内脂质 ROS 水平、MDA 含量、 SOD 活性、
GSH 含量、GPXS 活性、Fe2+ 含量测定

将细胞以 1×106·mL-1 接种于 6 孔板中，每孔 2 mL，
待细胞进入对数生长期，根据分组，分别加入相应药
物，24 h 后测定相应指标。

用不含乙二胺四乙酸（EDTA）的胰蛋白酶消化收集
细胞，每组加入含有 10 µmol·L-1 C11-BODIPY 荧光探针的
无血清培养基，37℃、5%CO2 的培养箱中培养 30 min，
采用流式细胞仪，在 488、510 nm 发射波长下，用异
硫氰酸荧光素（FITC）参数设置检测 DCF，得出脂质
ROS 水平，进行 3 次重复。

用磷酸盐缓冲液（PBS）清洗细胞 2 次，裂解取上

清液，采用生化法，按照试剂盒说明书测定并计算出
MDA 含量、 SOD 活性、GSH 含量、GPXS 活性及 Fe2+ 含
量（均以蛋白计），酶标分析仪检测各个浓度光密度
值，设置 3 个平行样。
1. 5   统计学分析

用 SPSS 20.0 软件对数据进行统计学分析。组间比
较采用单因素方差分析，两两比较采用 LSD-t 法，趋势
检验采用线性回归分析。检验水准 α=0.05。

2   结果
2.1   细胞活力

线性回归分析表明，单独染毒 NaAsO2 组随染毒剂
量增加，SH-SY5Y 细胞存活率呈下降趋势（b=-0.984，P < 

0.001）；20、40、80 µmol·L-1 NaAsO2 染毒组及 Erastin 处理
组细胞存活率分别为（85.15±1.32）%、（72.63±2.67）%、

（65.28±1.71）%、（74.34±2.07）%，均 明 显 低 于 对 照
组（ 均 P < 0.01）。Z-VAD-FMK 干 预 使 20、40、80 µmol·L-1 

NaAsO2 染毒组及 Erastin 处理组细胞存活率分别升高
至（88.30±1.92） %、（81.72±2.43）%、（77.72±1.05）%、

（85.28±1.97）% ；Fer-1 干 预 使 40、80 µmol·L-1 NaAsO2 染
毒组及Erastin处理组细胞存活率升高至（86.33±2.31）%、

（82.24±1.24）%、（88.76±2.87）% ；DFO 干 预 使 40、
80 µmol·L-1 NaAsO2 染毒组及 Erastin 处理组细胞存活率升
高 至（82.83±2.55）%、（79.66±0.67）%、（87.38±1.23）% ；
均高于同浓度 NaAsO2 染毒组（均 P < 0.05）。Nec-1 干预
后，NaAsO2 各染毒组及 Erastin 处理组细胞存活率均无
明显变化（均 P > 0.05）。结果如图 1 所示。

 

［注］** ：与空白对照组相比，P  < 0.01 ；与同浓度 NaAsO2 染毒组相比，
# ：P < 0.05，## ：P < 0.01 ；☆☆ ：与 Erastin 组相比，P < 0.01。

［Note］**: Compared with the blank control group, P < 0.01; Compared 

with the same concentration NaAsO2 exposure group, #: P < 0.05, 

##: P < 0.01; ☆☆ : Compared with the Erastin group, P < 0.01.

图 1   SH-SY5Y 细胞活力的变化
Figure 1   Changes in cell viability of SH-SY5Y cells
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2.2   脂 质 ROS 水 平、MDA 含 量、 SOD 活 性、GSH 含
量、GPXS 活性、Fe2+ 含量

随 NaAsO2 染毒剂量增加，SH-SY5Y 细胞脂质 ROS

水平、MDA 及 Fe2+ 含量逐渐升高（b=0.996，P < 0.001 ；
b=0.863，P < 0.001 ；b=0.921，P < 0.001），SOD 活 性、
GSH 含量、GPXS 活性逐渐降低（b=-0.973，P < 0.001 ；
b=-0.967，P < 0.001 ；b=-0.969，P < 0.001）。Z-VAD-FMK

干预组与相应各 NaAsO2 染毒组相比较，脂质 ROS 水

［注］与空白对照组相比，* ：P < 0.05，** ：P < 0.01 ；与同浓度 NaAsO2 染毒组相比，# ：P < 0.05，## ：P < 0.01 ；☆☆ ：与 Erastin 组相比，P < 0.01。
［Note］Compared with the blank control group, *: P < 0.05, **: P < 0.01; Compared with the same-concentration NaAsO2 exposure group, #: P < 0.05, ##: P < 

0.01; ☆☆ : Compared with the Erastin group, P < 0.01.

图 2   SH-SY5Y 细胞脂质 ROS 水平（A）、MDA（B）、SOD（C）、GSH（D）、GPXS（E）、Fe2+（F）含量的变化
Figure 2   Changes of lipid ROS (A), MDA (B), SOD (C), GSH (D), GPXS (E), and Fe2+ (F) levels in SH-SY5Y cells
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F

平、MDA 含 量 下 降（ 均 P < 0.05），SOD 活 性 上 升（P < 

0.05），但不引起 GSH 含量、GPXS 活性及 Fe2+ 含量变
化（ 均 P > 0.05）；干 预 Erastin 组，仅 脂 质 ROS 水 平
下 降（P < 0.05）。Fer-1、DFO 干 预 组 与 40、80 µmol·L-1 

NaAsO2 染毒组及 Erastin 组比较，不仅脂质 ROS 水平、
MDA 含 量 下 降（ 均 P < 0.05），SOD 活 性 上 升（ 均 P < 

0.05），而且 GSH 含量、GPXS 活性也上升（均 P < 0.05），
同时 Fe2+ 含量下降（均 P < 0.01）。结果如图 2 所示。
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3   讨论
本研究发现，NaAsO2 染毒 SH-SY5Y 细胞 24 h 后，

可导致细胞存活率明显下降 ；当凋亡抑制剂 Z-VAD-

FMK 及特异性铁死亡抑制剂 Fer-1、DFO 抑制后，细胞
存活率明显升高 ；20 µmol·L-1 NaAsO2 暴露可诱导 SH-

SY5Y 细胞凋亡，随着暴露剂量的增加可诱导细胞铁
死亡。

砷具有直接的神经毒性作用，可以通过破坏血脑屏
障的完整性进入中枢神经系统，导致神经元损伤［21-23］。
以往的研究表明长期砷暴露可致大鼠海马神经元凋
亡，呈现核膜皱缩、核仁消失和染色质凝聚等表现［24］。
铁死亡作为一种新发现的死亡方式，受到越来越多的
关注。铁死亡是一种铁离子依赖的、以脂质过氧化产
物和致死 ROS 的积累为特点的非典型细胞死亡方式，
与凋亡、坏死和自噬在形态学、生物化学和遗传学等
方面均有差异，典型的特征为线粒体变小，但双层膜
的密度增加［25-26］。有研究显示，砷暴露可引起肝癌
HepG2 细胞铁死亡［27］，但其是否可以通过诱发神经细
胞铁死亡而发挥神经毒性作用还不是很清楚。本研究
选用的 SH-SY5Y 细胞来源于神经系统发育的神经嵴，
是一种分化程度较低的神经母细胞瘤，其细胞形态和
生理生化功能与正常神经细胞相似［28-29］。该细胞易获
得且数量稳定，具有多种酶活性，其表面有多种受体，
参与相应的生理活动，已被广泛用于神经毒性及机制
的研究［30］。

随 NaAsO2 染毒剂量增加，SH-SY5Y 细胞存活率下
降，表明 NaAsO2 染毒可导致细胞某种形式的死亡。三
研究分别用 Z-VAD-FMK、Fer-1、DFO、Nec-1 四种抑制
剂进行干预，从而判断细胞的死亡形式。结果表明 ：
Erastin 处理组存活率为（74.34±2.07）%，Z-VAD-FMK、
Fer-1、DFO 干预后，Erastin 处理组存活率分别提高了
14.7%、19.4%、17.5% ；Z-VAD-FMK 干预后仅脂质 ROS

水 平 明 显 下 降，Fer-1、DFO 干 预 后 细 胞 脂 质 ROS 水
平 及 MDA、Fe2+ 含 量 均 下 降，SOD 活 性、GSH 含 量 及
GPXS 活性上升，说明 Erastin 可引起 SH-SY5Y 细胞铁死
亡和凋亡的发生。

当 NaAsO2 浓 度 为 20 µmol·L-1 时， 仅 Z-VAD-FMK

干 预 可 使 细 胞 存 活 率、SOD 活 性 升 高，脂 质 ROS 水
平、MDA 含量均明显下降，GSH 含量、GPXS 活性、Fe2+

含量均无明显变化，说明此时细胞的死亡方式为凋
亡 ；但 当 NaAsO2 浓 度 为 40 µmol·L-1 及 80 µmol·L-1 时，
Z-VAD-FMK、Fer-1、DFO 干预后，均可逆转细胞生长

抑制，干预 40 µmol·L-1 NaAsO2 染毒组存活率分别提高
了 12.5%、18.9% 和 14.0%，干 预 80 µmol·L-1 NaAsO2 染
毒组存活率分别提高了 19.1%、26.0% 和 22.0%，铁死
亡抑制剂对细胞生长抑制的逆转比例高于凋亡抑制
剂 ；Z-VAD-FMK 干 预 40 µmol·L-1 及 80 µmol·L-1 NaAsO2

染毒组后可使 SOD 活性升高，脂质 ROS 水平、MDA 含
量下降，GSH 含量、GPXS 活性、Fe2+ 含量依旧无明显
变化，但 Fer-1、DFO 干预后不仅可使细胞 SOD 活性升
高，脂质 ROS 水平、MDA 含量下降，还能引起 GSH 含
量、GPXS 活性升高，Fe2+ 含量下降，并且变化趋势与
Erastin 处理组一致，表明随 NaAsO2 染毒剂量的增加，
SH-SY5Y 细胞死亡形式由凋亡转为铁死亡和凋亡并存，
且死亡方式主要为铁死亡 ；而 Nec-1 干预 NaAsO2 各
染毒组细胞存活率、氧化抗氧化指标均无明显变化，
表明 NaAsO2 染毒没有诱导坏死性凋亡的发生。

综上，本研究显示 NaAsO2 暴露可诱导 SH-SY5Y 细
胞凋亡，随着暴露剂量的增加可诱导细胞铁死亡。其
机 制 可 能 为 SH-SY5Y 细 胞 内 GSH 耗 竭，GPXS 活 性 降
低，深入机制还需进一步研究。
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