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肝豆灵调控SIRT1/FoxO3信号通路抑制铁死亡
改善肝豆状核变性小鼠脑损伤
武凯健 1，王 妮 1，赵大鹏 2，魏汪云 1，张婉青 1，张 静 1

1. 安徽中医药大学第一附属医院脑病一科，安徽 合肥 230031
2. 青岛大学附属泰安市中心医院神经内科，山东 泰安 271000

［摘 要］　目的 : 通过调控沉默信息调节因子 1（SIRT1）/叉头框蛋白质 O3
（FoxO3）信号通路介导的铁死亡探讨肝豆灵抗肝豆状核变性（又称威尔逊病）脑损

伤的作用机制。方法:TX 小鼠随机分为六组：模型对照组、肝豆灵组、白藜芦醇

（SIRT1激活剂）组、肝豆灵+白藜芦醇组、EX-527（SIRT1抑制剂）组、肝豆灵+EX-527
组，DL 小鼠作为空白对照组。适应性饲养后，进行四周干预治疗，随后通过莫里

斯水迷宫实验、悬挂实验和爬杆实验评估小鼠的神经功能；TUNEL 法检测基底节

组织细胞凋亡水平；2'，7'-二氯荧光素二乙酸酯（DCFH-DA）法分析小鼠基底节组

织中活性氧水平，比色法检测基底组织中亚铁离子和丙二醛水平，免疫荧光法测定

组织中 SIRT1和 FoxO3荧光强度，蛋白质印迹法检测 SIRT1、FoxO3、谷胱甘肽过氧

化物酶 4（GPX4）、溶质载体超家族 7 成员 11（SLC7A11）、长链酰基辅酶 A 合成酶 4
（ACSL4）、铁蛋白重链 1（FTH1）及 P53蛋白的表达水平；定量逆转录聚合酶链反应

（qRT-PCR）检测 Sirt1 和 Foxo3 的 mRNA 表达。结果:与空白对照组比较，模型对

照组神经功能损伤明显（小鼠逃逸时间延长，平台穿越频次减少，抓握评分降低，

转向和爬杆时间延长），神经细胞凋亡增加，Sirt1 转录和表达水平下降（均 P<
0.01），Foxo3的转录（P<0.05）和表达水平升高（P<0.01），且小鼠基底节组织中活性

氧、亚铁离子、丙二醛水平上升（均 P<0.01），抑铁死亡相关蛋白（GPX4、SLC7A11、
FTH1）表达水平下降（均 P<0.01），促铁死亡相关蛋白（P53、ACSL4）表达水平上升

（均 P<0.05）。肝豆灵和白藜芦醇单独干预后均能显著逆转上述现象，两者效果相

当（均 P>0.05），且肝豆灵与白藜芦醇联合干预呈现协同增效。EX-527 则加剧模

型小鼠的神经功能损伤、细胞凋亡和铁死亡（均 P<0.05），而肝豆灵与 EX-527联用

后与模型对照组间的差异无统计学意义（均 P>0.05）。结论 : 肝豆灵通过调控

SIRT1/FoxO3信号通路抑制模型鼠神经细胞铁死亡的发生，从而改善其神经功能。
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Chinese medicine Gandouling attenuates brain injury in 
hepatolenticular degeneration mice by inhibiting ferroptosis 
via the SIRT1/FoxO3 signaling pathway
WU Kaijian1, WANG Ni1, ZHAO Dapeng2, WEI Wangyun1, ZHANG Wanqing1, ZHANG 
Jing1 （1. First Department of Encephalopathy, the First Affiliated Hospital of Anhui 
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Municipal Central Hospital Affiliated to Qingdao University, Tai’an 271000, Shandong 
Province, China）
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［Abstract］  Objective: To investigate the mechanism by which the Chinese medicine 
Gandouling protects against brain injury in hepatolenticular degeneration (Wilson disease) 
through regulation of the silence information regulator 1 (SIRT1)/forkhead box protein O3 
(FoxO3) pathway-mediated ferroptosis. Methods: TX mice were randomly divided into 
six groups: model control, Gandouling, resveratrol (SIRT1 activator), Gandouling+
resveratrol, EX-527 (SIRT1 inhibitor), and Gandouling+EX-527 groups, with DL mice 
serving as the blank control group. After four weeks of intervention, neurological function 
was assessed using the Morris water maze test, wire hanging test, and pole test. Apoptosis 
in basal ganglia tissue was detected by TUNEL assay. Reactive oxygen species (ROS) 
levels in basal ganglia tissue were measured using the DCFH-DA method, while ferrous 
iron (Fe²+ ) and malondialdehyde (MDA) levels were determined by colorimetric assays. 
Immunofluorescence was used to evaluate the fluorescence intensity of SIRT1 and FoxO3. 
The protein expression levels of SIRT1, FoxO3, glutathione peroxidase 4 (GPX4), solute 
carrier superfamily 7 member 11 (SLC7A11), acid-CoA synthetase long-chain family 4 
(ACSL4), ferritin heavy chain 1 (FTH1), and P53 were assessed by Western blotting, and the 
mRNA expression levels of Sirt1 and Foxo3 were quantified by qRT-PCR. Results: 
Compared with the blank control group, the model control group exhibited significant 
neurological impairments (prolonged escape latency, reduced platform crossing frequency, 
decreased grip score and prolonged turning and pole-climbing time), increased neuronal 
apoptosis, decreased transcription and expression of Sirt1 (both P<0.01), increased 
transcription (P<0.05) and expression (P<0.01) of Foxo3, and elevated levels of ROS, Fe²⁺, 
and MDA in basal ganglia tissue (all P<0.01). Expression levels of ferroptosis-inhibiting 
proteins (GPX4, SLC7A11, FTH1) were decreased (all P<0.01), while those of ferroptosis-

promoting proteins (P53, ACSL4) were increased (both P<0.05). Both Gandouling and 
resveratrol monotherapy significantly reversed the above alterations with comparable 
efficacy between the two treatments (all P>0.05) and combined Gandouling and resveratrol 
treatment exhibited synergistic effects. EX-527 exacerbated neurological impairments,
neuronal apoptosis and ferroptosis (all P<0.05). However, no significant differences were 
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observed between the Gandouling+EX-527 group and the model control group (all P>
0.05). Conclusion: Gandouling inhibits neuronal ferroptosis by regulating the SIRT1/
FoxO3 signaling pathway, thereby improving neurological function in model mice.

［Key words］ Hepatolenticular degeneration; Wilson disease; Gandouling; Injury 
of nerve; Ferroptosis; SIRT1/FoxO3 signaling pathway; Mice

[J Zhejiang Univ (Med Sci), 2026, 55(3): 198-209.]
［缩略语］ 威尔逊病（Wilson disease，WD）；铜转运 ATP 酶 β（ATPase copper trans-

porting beta，ATP7B）；谷胱甘肽过氧化物酶4（glutathione peroxidase 4，GPX4）；沉默信

息调节因子 1（silence information regulator 1，SIRT1）；叉头框蛋白质 O3（forkhead box 
protein O3，FoxO3）；溶质载体超家族 7成员 11（solute carrier superfamily 7 member 11，
SLC7A11）；烟酰胺腺嘌呤二核苷酸（nicotinamide adenine dinucleotide，NAD）；磷酸

盐缓冲液（phosphate buffered solution，PBS）；免疫球蛋白 G（immunoglobulin G，

IgG）；甘油醛-3-磷酸脱氢酶（glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase，GAPDH）；

原位末端转移酶标记（terminal-deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP-biotin nick 
end labeling，TUNEL）；长链酰基辅酶 A 合成酶 4（acid-CoA synthetase long-chain 
family 4，ACSL4）；铁蛋白重链 1（ferritin heavy chain 1，FTH1）；增强化学发光

（enhanced chemiluminescence，ECL）；乙二胺四乙酸（ethylene diamine tetraacetic acid，

EDTA）；聚合酶链反应（polymerase chain reaction，PCR）；4'，6-二脒基-2-苯基吲

哚（4'，6-diamidino-2-phenylindole，DAPI）；2'，7'-二氯荧光素二乙酸酯（2'，7'-
dichlorodihydrofluorescein diacetate，DCFH-DA）；酪 胺 信 号 放 大 技 术（tyramide 
signal amplification，TSA）；定量逆转录 PCR（quantitative reverse transcription PCR，

qRT-PCR）；信使 RNA（message RNA，mRNA）；互补脱氧核糖核酸（complementary 
DNA，cDNA）；十二烷基硫酸钠（sodium dodecyl sulfate，SDS）；SDS聚丙烯酰胺凝胶电

泳（sodium dodecylsulfate-polyacrylamide gel electrophoresis，SDS-PAGE）；磷脂酰肌

醇 3 激酶（phosphoinositide 3-kinase，PI3K）；蛋白激酶 B（protein kinase B，PKB，

Akt）；核因子 κB（nuclear factor-κB， NF-κB）；哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（mammalian 
target of rapamycin，mTOR）

肝豆状核变性又称 WD，是一种由 ATP7B 基

因突变引发机体铜代谢稳态失衡的常染色体隐

性遗传病，全球患病率为 1/50 000~1/30 000［1］。

该病致使铜在大脑、肝脏等组织中过度累积［2］，从

而引起肝、脑、肾等多器官损坏。神经功能损伤

是 WD 的核心症状，也是 WD 的重要诊断标准［3］。

研究发现，WD 患者存在广泛神经元丢失、轴突断

裂和多灶性脱髓鞘等特征性改变［4-5］。如未及时

治疗，将严重影响 WD 患者的生活质量，甚至危及

生命［6］。因此，抑制 WD 导致的神经损伤对于 WD
治疗及患者预后具有重要意义。

目前，WD 的一线治疗方案仍以金属螯合剂

D-青霉胺为主，其驱铜疗效显著，但带来的神经

毒性、血液及免疫系统损害等诸多不良反应严重

限制了其在临床的应用，特别是对脑型 WD 患者，

不推荐其作为首选治疗方案［7-8］。肝豆灵片（简称

肝豆灵）作为治疗 WD 的中成药，临床应用已有数

十年，对脑型 WD 患者疗效显著，且安全性高［9-10］。

该药由大黄、黄连、姜黄、郁金、丹参以及莪术六

味药材组成，临床研究证实其能显著改善 WD 患

者的神经功能［9，11］，但具体机制尚需进一步明确。

现代研究发现，铁死亡参与 WD 患者神经元

损伤的发生及发展［12］。铁死亡是一种由铁离子

催化的程序性细胞死亡方式，其主要特征是细胞

内铁离子浓度增加、脂质过氧化物反应加剧以及

抗氧化防御系统失调［13-14］。在 WD 患者中，铜代
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谢紊乱与铁代谢紊乱并存［15-16］。机体内过度铜累

积会影响胱氨酸吸收，诱导 GPX4 自噬降解，进而

降低 GPX4 活性，扰乱细胞的抗氧化系统，活性氧

大量积累，导致细胞内脂质、蛋白质、DNA 进一步

氧化损伤［17］，发生神经细胞铁死亡，从而损害 WD
患者的神经功能。因此，调节铁死亡对于改善

WD 患者的神经功能至关重要。SIRT1/FoxO3 信

号通路是铁死亡的重要调控通路。SIRT1 作为

NAD⁺依赖的去乙酰化酶，可通过对 FoxO3 去乙酰

化修饰精确调控其转录活性［18-19］。研究表明，该

通路在增强抗氧化防御、维持铁稳态以及保护线

粒体功能方面发挥重要作用［20］。进一步研究显

示，SIRT1/FoxO3 信号通路与铁死亡密切相关：在

氧化应激状态下，FoxO3 可抑制 SLC7A11 的转录

活性，导致脂质过氧化物过度累积，从而诱导大

鼠神经元发生铁死亡［21-22］。

本研究基于 SIRT1/FoxO3 信号通路介导的铁

死亡，通过 WD 模型小鼠探讨肝豆灵对 WD 脑损

伤的保护机制，以便更好地了解 WD 神经元分子

水平的调节机制，并为肝豆灵作为改善 WD 神经

功能药物提供科学证据。

1　材料与方法

1. 1　实验动物

54 只 ６ 月 龄 TX 雄 性 小 鼠（品 系 号 C3He-

Atp7btxJ）和 9 只 6 月龄同系野生型 DL 雄性小鼠均

购自美国 Jackson Laboratory 实验中心。所有小鼠

均饲养在合肥综合性国家科学中心大健康研究

院 无 特 定 病 原 体 级 动 物 房 ，湿 度 控 制 在 50%~
70%，温度控制在 18~22 ℃，12 h 光暗交替循环的

环境下适应性喂养 1 周，所有小鼠单笼饲养，并允

许自由活动和进食。

1. 2　药物、试剂和仪器

肝豆灵为安徽中医药大学第一附属医院制

剂中心产品（批准文号 Z20050071）；SIRT1 激活剂

白藜芦醇（R817263-25g）、无水硫酸铜（C805233-

250g）为中国上海麦克林生化科技股份有限公司

产品；选择性 SIRT1 抑制剂 EX-527（HY-15452）为

美国 MedChemExpress 公司产品；PBS 粉末（ZLI-
9062）、辣根过氧化物酶标记山羊抗小鼠 IgG（ZB-

2305）、辣根过氧化物酶标记山羊抗兔 IgG（ZB-

2301）、小鼠抗 GAPDH mAb（TA-08）为中国北京中

杉金桥生物技术有限公司产品；放射免疫沉淀裂

解液（P0013B）、Western 快速转膜液（P0575-10L）、

BCA 蛋白浓度测定试剂盒（P0010S）、抗荧光淬灭

封片剂（P0126）均为中国上海碧云天生物技术公

司 产 品 ；蛋 白 酶 K（B030）、抗 荧 光 淬 灭 封 片 剂

（B024）、TUNEL 细 胞 凋 亡 检 测 试 剂 盒（B014）、

0.5% Triton X-100（B025）为中国安徽欣乐生物技

术有限公司产品；抗 ACSL4 抗体（ab155282）和重

组抗 SIRT1 抗体（ab189494）为英国 Abcam 公司产

品；P53 单克隆抗体（60283-2-Ig）为美国 Proteintech
公司产品；抗 SLC7A11 抗体（bs-6883R）、抗 FTH1
兔单抗（bsm-54108R）、抗 GPX4 抗体（bs-3884R）、

抗 FOXO3A 重组兔单抗（bsm-52076R）为中国北

京博奥森生物技术有限公司产品；丙二醛测定试

剂盒（A003-1）为中国南京建成生物工程研究所

有限公司产品；亚铁离子比色法测试盒（E-BC-

K773-M）为中国武汉伊莱瑞特生物科技股份有

限 公 司 产 品 ；ECL 超 敏 发 光 试 剂 盒（BL520A）、

TRIVDS-EDTA 抗原修复液（BL617A）为中国北京

兰杰柯科技有限公司产品；辣根过氧化物酶标记

鼠/兔二抗（KIT-5030）为中国福州迈新生物技术

开发有限公司产品。

流式细胞仪（CytoFLEX）为美国 Beckman 公司

产品；电泳仪（EPS-300）、电泳槽（VE-180）、转移电

泳槽（VE-186）为中国上海天能生命科学有限公司

产品；离心机（80-2）为中国上海和欣科教设备有限

公司产品；高速冷冻离心机（JW-3021HR）为中国

安徽嘉文仪器装备有限公司产品；PikoRealTM实时

定量 PCR 检测系统 TCR0096 为美国 ThermoFisher 
Scientific 公司产品；OneDrop 1000+超微量分光光

度计为中国南京五义科技有限公司产品；生物组

织自动脱水机（ZT-12M）、生物组织石蜡包埋机

（YB-7LF）、摊烤片机（YT-7FB）为中国孝感市亚

光 医 用 电 子 技 术 有 限 公 司 产 品 ；徕 卡 切 片 机

（RM2016）为德国 Leica 公司产品；电热恒温鼓风

干燥箱（DHG-9070）、隔水式恒温培养箱（GNP-

9080）为中国上海三发科学仪器有限公司产品；

数字切片扫描仪（Pannoramic MIDI Ⅱ）为匈牙利

3DHISTECH 公司产品；激光共聚焦显微镜（LSM 
900）为德国 Zeiss 公司产品。

1. 3　动物分组及处理

将 54 只 TX 小鼠随机分为六组：模型对照组、

肝豆灵组、白藜芦醇组、肝豆灵+白藜芦醇组、

EX-527 组、肝豆灵+EX-527 组，每组 9 只。将与上
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述小鼠同品系的 9 只 6 月龄野生型 DL 雄性小鼠

作为空白对照组。其中，肝豆灵为灌胃给药，每

日给予 0.486 g/kg；白藜芦醇为腹腔注射给药，每

日给予 50 mg/kg；EX-527 为腹腔注射给药，每日

给予 5 mg/kg；空白对照组和模型对照组用等量等

渗氯化钠溶液灌胃。以上药物每日均分为两次

给予，连续给药四周后进行行为学检测。行为学

实验结束后所有小鼠禁食 12 h，然后腹腔注射 1%

戊巴比妥钠（50 mg/kg）麻醉，取出基底节组织，用

4% 多聚甲醇溶液固定或液氮处理，并于－80 ℃
冰箱保存备用。

1. 4　莫里斯水迷宫实验评估模型鼠空间学习和

记忆能力

给药结束后第 1 天开始进行莫里斯水迷宫

实验，包括定位航行能力检测和空间探索能力

检测两部分，具体方法如下：首先进行定位航行

能力训练，将小鼠面向水迷宫的池壁放入水中，

记录小鼠找到水下隐藏平台的时间，即逃逸时

间。小鼠每天训练四次，为期 4 d，每次游泳间隔

时间 15 min 以上。每次实验结束，待小鼠休息

10 s 后，将其擦干并放回饲养笼。第 5 天，所有

动物完成定位航行能力检测后，进行空间探索

能力检测。撤去池中水下平台，将小鼠从远离

原平台的位置放入水中，运用数码相机观察并

记录小鼠在 60 s 内平台穿越频次。

1. 5　悬挂和爬杆实验评估模型鼠共济协调情况

给药结束后第 1 天开始进行悬挂实验和爬杆

实验。悬挂实验：将小鼠的两个前肢悬挂在直径

为 1.5 mm 的水平金属线上，观察其两只后爪抓握

金属线的情况并评分。若小鼠两只后爪均能抓住

金属线记 3 分，1 只后爪抓住金属线记 2 分，两只

后爪均不能抓住记 1 分，小鼠跌落记 0 分。爬杆实

验：制作一根直径为 8 mm、高度为 50 cm 的直木

杆，杆的顶端装有用纱布包裹的小球，将小鼠放于

木杆的顶端，使其头部位置向上，记录小鼠完全向

下旋转和下降到地板所需的时间（分别为转向时

间和爬杆时间）。所有小鼠都在测试前接受为期

3 d（每天两次）的下杆行为训练，实验时连续测定

五次，取平均值。

1. 6　TUNEL 法观察模型鼠基底节组织细胞凋亡

将固定在 4% 多聚甲醛溶液中的基底节组

织依次进行石蜡包埋、切片（5 μm）、脱蜡、PBS 洗

涤后，在 0.3% Triton X-100 中渗透 30 min，加入

TUNEL 反应液，37 ℃避光反应 1 h 后，加入 DAPI
复染，避光孵育 10 min 后封片，荧光显微镜拍照，

每张切片选择 6 个视野，使用 ImageJ 统计每个视

野中基底节组织中阳性细胞率（即凋亡细胞率）。

1. 7　DCFH-DA 法检测模型鼠基底节细胞中活性

氧水平

将冻存的小鼠基底节组织制备成单细胞悬

液，经 1000×g 离心 10 min 后获得细胞沉淀，加入

浓度为 10 μmol/L 的 DCFH-DA，在 37 ℃恒温下孵

育 20 min，过程中多次混匀细胞，使其与探针充分

结合，用 PBS 洗细胞两次，去除未进入细胞内的

DCFH-DA，使用流式细胞仪检测活性氧水平，实

验结果以荧光强度均值表示，实验重复三次。

1. 8　比色法检测模型鼠基底节组织中亚铁离子

和丙二醛水平

取适量冻存的小鼠基底节组织，组织匀浆后

1000×g 离心 10 min 后取上清液，按照亚铁离子比

色法测试盒和丙二醛测定试剂盒操作说明书测定

亚铁离子和丙二醛水平。在 593 nm波长下测定样

本中的铁离子与探针结合产物的吸光度值，并根

据标准曲线计算亚铁离子水平。在 532 nm 波长

下测定硫代巴比妥酸法生成的红色产物的吸光

度值，换算为丙二醛含量。结果均按湿重或蛋白

质浓度进行标准化处理。

1. 9　TSA 免疫荧光法评估模型鼠基底节组织中

SIRT1 和 FoxO3 蛋白表达

将 1.6 的小鼠基底节组织切片经 pH 值为 9.0
的 EDTA 抗原修复液进行抗原修复并脱蜡后，滴

加山羊血清封闭液室温避光孵育 30 min，加入一

抗 SIRT1（1∶300 稀释）、FoxO3（1∶800 稀释），37 ℃
避光孵育 60 min 后用 PBS 冲洗三次，加入二抗避

光孵化 30 min，滴加适量稀释的 TSA 荧光染料，室

温避光孵育 10 min，DAPI 染色细胞核后封片，使

用荧光显微镜进行图像采集。使用 ImageJ 软件

分析免疫荧光图片中 SIRT1、FoxO3 阳性区域面

积，并计算平均荧光强度。

1. 10　qRT-PCR 检测模型鼠基底节组织中 Sirt1
和 Foxo3 mRNA 表达

采用 TRIzol 法抽提小鼠基底节组织的 RNA，

进行逆转录反应，以 RNA 逆转录形成的 cDNA 为

模板进行 PCR。反应体系 10 μL：2×SYBR Green 
预混液 5 μL，上游、下游引物各 1 μL，cDNA 1 μL，

无 RNA 酶水 2 μL。反应条件：95 ℃预变性 1 min；
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95 ℃变性 20 s，60 ℃退火 40 s，72 ℃延伸 1 min，共

40 个循环。通过 2－ΔΔCt 法以 β -actin 为内参计算

Sirt1、Foxo3 mRNA 表达，引物序列见表 1。

1. 11　蛋白质印迹法检测模型鼠基底节组织中

SIRT1/FoxO3 信号通路和铁死亡相关蛋白表达

取小鼠基底节组织 100 mg，置离心管中，加

入含 0.6 mmol/L 苯甲基磺酰氟的放射免疫沉淀

裂解液 600 μL 及适量研磨珠，低温冷冻研磨仪研

磨后（65 Hz、60 s），冰上静置裂解 30 min。4 ℃、

12 000×g 离心 15 min，取上清液，按 1∶4 加 5×SDS-

PAGE 上 样 缓 冲 液 ，沸 水 浴 15 min 变 性 。 配 制

10% SDS-PAGE 胶及电泳液、转膜液，采用垂直电

泳 系 统 上 样 ：浓 缩 胶 80 V 恒 压 30 min，分 离 胶

120 V 恒压 60 min。湿转法 300 mA 恒流转膜至聚

偏二氟乙烯膜，5% 脱脂奶粉室温封闭 2 h。4 ℃
下 加 入 一 抗 GAPDH（1∶1000 稀 释）、SIRT1（1∶
1000 稀释）、FoxO3（1∶1000 稀释）、SLC7A11（1∶
1000 稀释）、ACSL4（1∶2000 稀释）、FTH1（1∶2000
稀释）、P53（1∶5000 稀释）、GPX4（1∶1000 稀释）孵

育过夜，二抗（1∶20 000 稀释）室温孵育 1.2 h，再次

用含吐温-20 的 Tris 缓冲液洗涤三次。滴加 ECL
显色试剂，化学发光成像系统曝光。ImageJ 软件

定量分析目标蛋白质和内参 GAPDH 条带灰度值，

以两者比值表示目标蛋白质相对表达水平。

1. 12　统计学方法

采用 SPSS 23.0 软件进行统计分析，并使用

GraphPad Prism 9.5.1 软件绘图。符合正态分布的

计量资料以均数±标准差（x̄±s）表示，多组间比较

采用单因素方差分析，两组独立样本比较采用

t 检验，两组数据间的相关性使用 Pearson 相关系

数检验，P<0.05 为差异具有统计学意义。

2　结 果

2. 1　肝豆灵改善模型鼠行为学实验结果

莫里斯水迷宫实验结果显示，与空白对照组

比较，模型对照组逃逸时间延长、平台穿越频次

减少（均 P<0.01）。与模型对照组比较，肝豆灵组

和白藜芦醇组逃逸时间均缩短，平台穿越频次均

增加（均 P<0.01），肝豆灵组和白藜芦醇组间差异

均无统计学意义（均 P>0.05）；肝豆灵+白藜芦醇

组逃逸时间进一步缩短，平台穿越频次进一步增

加。与模型对照组比较，EX-527 组逃逸时间延

长（P<0.01）、穿越平台频次减少（P<0.05），而肝

豆灵+EX-527 组与模型对照组间的差异无统计学

意义（均 P>0.05）。见表 2。

悬挂实验结果显示，与空白对照组比较，模

型对照组抓握评分降低（P<0.01）；与模型对照组

比较，肝豆灵组和白藜芦醇组抓握评分均增加

（均 P<0.05），肝豆灵组和白藜芦醇组

间差异无统计学意义（P>0.05）；肝豆

灵 + 白 藜 芦 醇 组 抓 握 评 分 进 一 步 增

加。与模型对照组比较，EX-527 组抓

握评分降低（P<0.05），而肝豆灵+EX-

527 组与模型对照组间的差异无统计

学意义（P>0.05）。见表 2。

表1　引物序列
Table 1　Sequences of primers
基因名称

β-actin

Sirt1

Foxo3

正向引物（5'→3'）
CCCATCTATGAGGGTTACGC
TGACCTCCTCATTGTTATTGG
TGTCTATAACTTTGTGCTGCTG

反向引物（5'→3'）
TTTAATGTCACGCACGATTTC
ATTATGACATCGCAGTCTCCA
CGGGAGGGCGTACGATT

β-actin：β-肌动蛋白；SIRT1：沉默信息调节因子 1；FoxO3：叉头框蛋白质 O3.

表2　各组行为学实验结果比较
Table 2　Behavioral experiment results in mice

（x̄±s，n=9）
组 别

空白对照组

模型对照组

肝豆灵组

白藜芦醇组

肝豆灵+白藜芦醇组

EX-527 组

肝豆灵+EX-527 组

逃逸时间（s）
23.72±2.73**

48.63±4.43
32.97±4.16**

31.10±4.06**

26.37±4.32**

51.38±4.95**##

46.50±7.91△△

平台穿越频次（次/min）
8.33±1.50**

3.56±1.33
6.44±1.42**

5.56±0.88*

7.89±1.17**

2.56±0.73*##

3.67±1.22△

抓握评分

2.78±0.44**

1.44±0.53
1.89±0.93*

1.89±0.60*

2.44±0.73
1.00±0.71*

1.44±0.88

转向时间（s）
5.67±1.41**

19.33±4.18
10.33±2.29**

11.44±2.79**

6.67±1.58**#

21.00±4.66*##

20.33±4.74△

爬杆时间（s）
10.67±1.58**

36.44±5.03
19.56±3.36**

21.56±3.50**

14.00±3.24**#

39.22±3.90*#

35.11±4.73△

与模型对照组比较，*P<0.05，**P<0.01；与肝豆灵组比较，#P<0.05，##P<0.01；与 EX-527 组比较，△P<0.05，△△P<0.01.

·· 203



浙江大学学报（医学版） Journal of Zhejiang University（Medical Sciences）
爬杆实验结果显示，与空白对照组比较，模型

对照组转向、爬杆时间明显延长（均 P<0.01）；与模

型对照组比较，肝豆灵组和白藜芦醇组转向和爬

杆时间均缩短（均 P<0.01），肝豆灵组和白藜芦醇

组间差异均无统计学意义（均 P>0.05）；肝豆灵+白

藜 芦 醇 组 转 向 和 爬 杆 时 间 进 一 步 缩 短（均 P<
0.05）。与模型对照组比较，EX-527 组转向和爬杆

时间延长（均 P<0.05），而肝豆灵+EX-527 组与模

型对照组结果相似（均 P>0.05）。见表 2。

上述结果表明，肝豆灵能改善模型鼠的空间

学习、记忆和共济协调能力，提示模型鼠神经功

能得到改善。

2. 2　肝豆灵减少模型鼠基底节组织细胞凋亡

空白对照组基底节组织区域内细胞未见明

显凋亡细胞（0.03±0.01），模型对照组（0.45±0.07）
细胞凋亡相比空白对照组增多（P<0.01）。

与模型对照组比较，肝豆灵组（0.23±0.04）
和白藜芦醇组（0.24±0.03）细胞凋亡均减少

（均 P<0.01），肝豆灵组与白藜芦醇组细胞

凋 亡 相 当（P>0.05）；肝 豆 灵 + 白 藜 芦 醇 组

（0.13±0.01）细胞凋亡进一步减少。EX-527
组（0.70±0.06）细胞凋亡较模型对照组增多

（P<0.01），而肝豆灵+EX-527 组（0.43±0.07）
细胞凋亡与模型对照组相近（P>0.05）。见

图 1。结果提示，肝豆灵可以减轻模型鼠基

底节组织细胞凋亡。

2. 3　肝豆灵抑制模型鼠基底节组织细胞铁

死亡

与空白对照组比较，模型对照组基底节

组织中活性氧、丙二醛和亚铁离子水平均升高

（均 P<0.01）；与模型对照组比较，肝豆灵组和白

藜芦醇组活性氧、丙二醛和亚铁离子水平均下降

（均 P<0.05），肝豆灵组与白藜芦醇组结果相近

（均 P>0.05）；肝豆灵+白藜芦醇组活性氧、丙二醛

和亚铁离子水平进一步降低（均 P<0.01）。活性

氧、丙二醛和亚铁离子水平 EX-527 组较模型对照

组升高（均 P<0.01），而肝豆灵+EX-527 组与模型

对照组结果相近（均 P>0.05）。见表 3。结果提

示，肝豆灵可以有效抑制模型鼠基底节组织细胞

铁死亡发生。

2. 4　肝豆灵调控模型鼠基底节组织铁死亡相关

蛋白质的表达

与空白对照组比较，模型对照组基底节组织

中 SLC7A11、GPX4 和 FTH1 表达均减少，P53 和

D
A
PI

TU
N
EL

�
�
	

����� ����� ���� �����
���+
����� EX-527�

���+
EX-527�

蓝色荧光指示细胞核；绿色荧光指示 TUNEL 阳性细胞（即凋亡细胞）. 空白对照组未见明显 TUNEL 阳性细胞，模型对照组

TUNEL 阳性细胞数明显增多 . 与模型对照组比较，肝豆灵组、白藜芦醇组 TUNEL 阳性细胞数明显减少，肝豆灵+白藜芦醇组阳性

细胞数进一步减少；EX-527 组 TUNEL 阳性细胞数明显增多；肝豆灵+EX-527 组 TUNEL 阳性细胞数相近 . 标尺=50 μm. TUNEL：原

位末端转移酶标记；DAPI：4'，6-二脒基-2-苯基吲哚 .
图1　各组基底节组织细胞凋亡情况（TUNEL 法）
Figure 1　Apoptosis of basal ganglion cells in mice (TUNEL assay)

表3　各组基底节组织中活性氧、丙二醛和亚铁离子水平比较
Table 3　Levels of reactive oxygen species, malondiadehyde, and 

Fe2+ in basal ganglia tissues in mice
（x̄±s，n=9）

组 别

空白对照组

模型对照组

肝豆灵组

白藜芦醇组

肝豆灵+白藜芦醇组

EX-527 组

肝豆灵+EX-527 组

活性氧
（a.u.）

27 851±891**

108 070±967
67 654±1253**

73 631±1090**

40 769±685**##

127 815±2902**##

87 869±3156△△

丙二醛
（nmol/mg 蛋白）

0.96±0.27**

11.14±0.68
4.34±0.22**

4.63±0.49**

2.57±0.29**##

16.11±1.10**##

11.39±0.78

亚铁离子
（μmol/kg 湿重）

128±15**

812±41
543±17**

535±21*

305±29**##

962±36**##

833±18△

与模型对照组比较，*P<0.05，**P<0.01；与肝豆灵组比较，##P<0.01；与

EX-527 组比较，△P<0.05，△△P<0.01.
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ACSL4 表达增加（均 P<0.05）；与模型对照组比

较 ，肝豆灵组和白藜芦醇组 SLC7A11、GPX4 和

FTH1 表达均增加，P53 和 ACSL4 表达均减少（均

P<0.01），肝豆灵组与白藜芦醇组结果相似（均 P>
0.05）；肝 豆 灵 + 白 藜 芦 醇 组 SLC7A11、GPX4 和

FTH1 表达进一步增加（均 P<0.01），P53 和 ACSL4
表达进一步减少（均 P<0.01）。与模型对照组比

较，EX-527 组 SLC7A11、GPX4 和 FTH1 表达减少，

P53 和 ACSL4 表达增加（均 P<0.01），而肝豆灵+
EX-527 组与模型对照组结果相似（均 P>0.05）。

见图 2 和表 4。结果提示，肝豆灵可以通过调控

铁死亡相关蛋白表达抑制铁死亡发生。

2. 5　肝豆灵调控模型鼠基底节组织 SIRT1/FoxO3
信号通路

与空白对照组比较，模型对照组 Sirt1 转录和

表 达 减 少（均 P<0.01），Foxo3 转 录 和 表 达 增 加

（均 P<0.05）；与模型对照组比较，肝豆灵组和白

藜芦醇组 Sirt1 转录和表达均增加（均 P<0.05），而

Foxo3 转录和表达均减少（均 P<0.01），肝豆灵组

和白藜芦醇组结果相似（均 P>0.05）；肝豆灵+白

藜芦醇组进一步激活 Sirt1 转录和表达（P<0.01），

并 抑 制 Foxo3 转 录 和 表 达（P<0.01）；EX-527 组

Sirt1转录和表达减少（均 P<0.05），Foxo3转录和表

达增加（均 P<0.01），而肝豆灵+EX-527 组与模型

对照组相似（均 P>0.05）。Sirt1 与 Foxo3 转录水平

呈负相关（R=－0.9621，P<0.01）。见图 3 和表 5。

结果表明，肝豆灵通过 SIRT1/FoxO3 信号通路调

控铁死亡相关蛋白表达，从而抑制铁死亡的发生。

3　讨 论

本文资料显示，SIRT1/FoxO3 通路介导的铁

死亡与模型鼠的神经损伤关系密切，肝豆灵可通

过调节 SIRT1/FoxO3 信号通路抑制神经细胞活性

氧产生，减轻氧化应激反应，阻碍铁死亡发生，从

而改善模型鼠的神经功能。

研究选用的 TX 小鼠为 ATP7B 基因突变小

鼠，因其与人有共同的突变位点常被应用于 WD
的实验研究［23］。运用莫里斯水迷宫、爬杆、抓握

实验评估模型鼠神经功能，并应用 SIRT1/FoxO3
信 号 通 路 的 激 活 及 抑 制 来 进 一 步 验 证 SIRT1/
FoxO3 信号通路对模型鼠的神经功能调控作用。

行为学研究发现，激活 SIRT1/FoxO3 信号通路可

明显改善模型鼠的神经功能，而抑制该通路模型

鼠神经功能损害进一步加重。肝豆灵能明显改

善模型鼠神经功能，联合 SIRT1 激活剂白藜芦醇

可 增 强 疗 效 ，而 联 合

SIRT1 抑 制 剂 EX-527 则

会降低疗效。以上结果表

明，肝豆灵改善模型鼠神

经功能的机制可能与激活

SIRT1/FoxO3 信 号 通 路

有关。

本文资料显示，肝豆

灵可通过抑制铁死亡及

其信号转导来抑制基底

节 组 织 的 神 经 元 损 伤 。

既往研究发现，ATP7B 基

因突变导致铜蓝蛋白合

GAPDH 36 000
A B C D E F G

SIRT1 110 000

FoxO3 74 000

P53 53 000

SLC7A11 57 000

GPX4 22 000

ACSL4 79 000

FTH1 20 000

A：空白对照组；B：模型对照组；C：肝豆灵组；D：白藜

芦醇组；E：肝豆灵+白藜芦醇组；F：EX-527 组；G：肝豆灵+
EX-527 组 . GAPDH：甘油醛-3-磷酸脱氢酶；SIRT1：沉默信

息调节因子 1；FoxO3：叉头框蛋白质 O3；SLC7A11：溶质载

体超家族 7 成员 11；GPX4：谷胱甘肽过氧化物酶 4；ACSL4：

长链酰基辅酶 A 合成酶 4；FTH1：铁蛋白重链 1.
图2　各组基底节组织中铁死亡相关蛋白质电泳图
Figure 2　Electrophoresis diagram of ferroptosis-related 

proteins in the basal ganglion tissues in mice 
表4　各组基底节组织中铁死亡相关蛋白质表达水平比较
Table 4　Levels of ferroptosis-related proteins in the basal ganglion tissues in mice

（x̄±s，n=9）
组 别

空白对照组

模型对照组

肝豆灵组

白藜芦醇组

肝豆灵+白藜芦醇组

EX-527 组

肝豆灵+EX-527 组

P53
0.14±0.03**

0.67±0.03
0.50±0.03**

0.50±0.02**

0.35±0.02**

0.94±0.03**##

0.76±0.02△△

ACSL4
0.11±0.01*

0.46±0.06
0.35±0.03**

0.34±0.03**

0.21±0.02**#

0.72±0.04**##

0.55±0.05△

SLC7A11
0.84±0.09**

0.35±0.02
0.60±0.04**

0.60±0.01**

0.71±0.03**

0.25±0.03**##

0.45±0.04

GPX4
0.93±0.06**

0.39±0.04
0.59±0.02**

0.59±0.03**

0.80±0.03**#

0.28±0.04**##

0.51±0.05△

FTH1
0.97±0.02**

0.52±0.05
0.69±0.10**

0.68±0.06**

0.80±0.10**

0.41±0.03**##

0.60±0.04
与模型对照组比较，*P<0.05，**P<0.01；与肝豆灵组比较，#P<0.05，##P<0.01；与 EX-527 组比

较，△P<0.05，△△P<0.01. ACSL4：长链酰基辅酶 A 合成酶 4；SLC7A11：溶质载体超家族 7 成员 11；

GPX4：谷胱甘肽过氧化物酶 4；FTH1：铁蛋白重链 1.

·· 205



浙江大学学报（医学版） Journal of Zhejiang University（Medical Sciences）

成受阻，引发次级铁超载［24］，同时活性氧是铁死

亡的核心驱动因素，铜离子可以通过芬顿反应催

化羟基自由基生成，抑制 GPX4 活性，加剧细胞膜

多不饱和脂肪酸过氧化［25-26］。这种氧化应激和

铁代谢紊乱的恶性循环最终诱发神经元铁死亡，

微观表现为线粒体结构受损、膜密度增加及脂质

过氧化产物丙二醛水平明显上升［27］，最终导致

WD 机体运动协调障碍和认知功能下降。此外，

铜蓄积可通过抑制铁调素表达上调转铁蛋白受

体 1，从而导致细胞内游离铁池扩大［28］。在这种

铁代谢紊乱与铜诱导的线粒体功能障碍共同作

用下，ACSL4 表达上调，催化多不饱和脂肪酸生

成磷脂酰乙醇胺-花生四烯酸，并提高细胞膜对

脂 质 过 氧 化 的 敏 感 性 ，进 而 导 致 铁 死 亡 发

D
A
PI

SI
RT
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�
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���+
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���+
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A

B

A：SIRT1 蛋白；B：FoxO3 蛋白 . 蓝色荧光指示细胞核，红色荧光指示 SIRT1 蛋白，绿色荧光指示 FoxO3 蛋白 . 与空白对照组比

较，模型对照组 SIRT1 荧光强度减弱，FoxO3 荧光强度增强；与模型对照组比较，肝豆灵组、白藜芦醇组 SIRT1 荧光强度均有所增

强，FoxO3 荧光强度均减弱，两者联用后效果更加明显；相反，加入 EX-527 后 SIRT1 荧光强度减弱，FoxO3 荧光强度增强；与肝豆灵

组比较，肝豆灵+EX-527 组 SIRT1 荧光强度降低，FoxO3 荧光强度增强 . 标尺=50 μm. SIRT1：沉默信息调节因子 1；FoxO3：叉头框蛋

白质 O3；DAPI：4'，6-二脒基-2-苯基吲哚 .
图3　各组基底节组织中 SIRT1 和 FoxO3 蛋白表达情况（免疫荧光法）
Figure 3　Expression of SIRT1 and FoxO3 in the basal ganglion tissues in mice （immunofluorescence method）

表5　各组基底节组织中 SIRT1 和 FoxO3 蛋白和 mRNA 表达水平比较
Table 5　Levels of SIRT1 and FoxO3 protein and mRNA in the basal ganglion tissues in mice

（x̄±s，n=9）
组 别

空白对照组

模型对照组

肝豆灵组

白藜芦醇组

肝豆灵+白藜芦醇组

EX-527 组

肝豆灵+EX-527 组

蛋白质（免疫荧光法）

SIRT1
106.74±14.10**

20.71±2.83
47.88±6.53**

48.46±4.59**

72.83±6.59**##

8.55±2.06**##

17.04±3.88△△

FoxO3
12.23±2.30**

68.78±13.38
31.85±6.27**

32.82±6.50**

12.79±3.02**#

82.31±8.30**##

63.61±14.61△

蛋白质（蛋白质印迹法）

SIRT1
0.82±0.05**

0.24±0.03
0.53±0.08**

0.55±0.05**

0.65±0.06**##

0.14±0.02**##

0.40±0.03

FoxO3
0.10±0.01**

0.60±0.02
0.47±0.04**

0.44±0.02**

0.32±0.02**##

0.72±0.02*##

0.89±0.02

mRNA（qRT-PCR）

Sirt1

1.00±0.05**

0.60±0.05
0.79±0.05*

0.77±0.02**

0.91±0.02**##

0.46±0.04*#

0.59±0.04

Foxo3

1.01±0.18*

2.74±0.15
1.93±0.12**

1.92±0.13**

1.58±0.16*#

3.41±0.04**##

2.69±0.11
与模型对照组比较，*P<0.05，**P<0.01；与肝豆灵组比较，#P<0.05，##P<0.01；与 EX-527 组比较，△P<0.05，△△P<0.01. SIRT1：沉默信息

调节因子 1；FoxO3：叉头框蛋白质 O3；mRNA：信使 RNA；qRT-PCR：定量逆转录聚合酶链反应 .
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生［29-30］。本文资料显示，应用肝豆灵后模型鼠基

底节组织细胞凋亡改善明显，其作用效果与白藜

芦醇相当，且联合白藜芦醇可进一步抑制细胞凋

亡，而联合 EX-527 时两者作用相互拮抗。表明肝

豆灵可通过调控 SIRT1/FoxO3 信号通路抑制模型

鼠基底节组织细胞凋亡水平。本文资料还显示，

模型鼠基底节组织中亚铁离子、丙二醛及活性氧

水平升高，GPX4、SLC7A11 和 FTH1 表达下调，而

ACSL4 和 P53 表达上调，考虑铁死亡是参与 WD
神经损伤的重要作用机制，肝豆灵可逆转上述现

象，进一步证实了肝豆灵对 WD 基底节组织细胞

铁死亡的调控。

SIRT1/FoxO3 信号通路在铁死亡的调控中具

有重要作用。SIRT1作为一种高度保守的 NAD+依
赖性脱乙酰酶，在细胞代谢、衰老、凋亡、炎症反应

和氧化应激等过程中起着关键的调节作用，激活

SIRT1 可以导致 FoxO3 转录因子去乙酰化修饰，

促进 FoxO3 与超氧化物歧化酶 2 抗氧化基因启动

子区域结合［22，31］。FoxO3 是叉头框蛋白质转录因

子家族的重要成员，广泛参与调节细胞增殖、分

化和代谢等过程［32］，并且对细胞的稳态调节具有

关键作用。在急性脑损伤中，FoxO3 表达影响了

SLC7A11 启动子的转录水平，促进了细胞氧化应

激反应及铁死亡发生［20，33］，并且其还受 SIRT1 去

乙酰化调节，亦与 PI3K-Akt 等多条信号转导通路

存在相互作用关系［34-35］。SIRT1 通过去乙酰化修

饰增强 FoxO3 的 DNA 结合能力，能促进其靶基因

锰超氧化物歧化酶和过氧化还原蛋白 3 转录，从

而增强线粒体的抗氧化防御能力［36］。本文资料

显示，肝豆灵可升高模型鼠基底节组织中 Sirt1 转

录和表达，抑制 Foxo3 转录和表达，与 SIRT1 激活

剂白藜芦效果相当，而与 SIRT1 抑制剂 EX-527 作

用相反；且肝豆灵联合白藜芦醇可进一步激活

SIRT1/FoxO3 信号通路；而联合 EX-527 时，肝豆灵

的通路激活作用受到了阻碍。以上结果证实，肝

豆灵可通过激活 SIRT1/FoxO3 信号通路抑制基底

节 组 织 细 胞 铁 死 亡 ，从 而 改 善 模 型 鼠 的 神 经

功能。

本文资料中肝豆灵的效果是否存在剂量依

赖性仍需进一步研究；SIRT1/FoxO3 信号通路可

能与 P53、NF-κB、mTOR 等其他诸多与细胞死亡

和应激反应密切相关的信号网络存在交叉对话，

肝豆灵是否通过同时调节多个并行通路来协同

抑制铁死亡有待探索。尽管如此，肝豆灵具有激

活 SIRT1/FoxO3 信号通路、抑制铁死亡信号转导

进而改善 WD 神经功能损伤功能，这为其改善

WD 患者神经功能提供了科学证据。

本文附加文件见电子版。
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· 学术动态 ·
张丹教授、王睿研究员、李蓉教授领衔多中心研究结果为补充
维生素D能否改善多囊卵巢综合征患者体外受精结局提供
循证医学证据

2026 年 2 月 17 日，浙江大学张丹教授与澳大利亚悉尼大学王睿研究员、北京大学李蓉教授合作在《英国医学杂志》

（The British Medical Journal）发表了题为“Vitamin D supplementation before in vitro fertilisation in women with polycystic 

ovary syndrome: multicentre, double blind, placebo controlled, randomised clinical trial”的中国多中心随机对照试验论文

（DOI：10.1136/bmj-2025-087438），为补充维生素 D 能否改善多囊卵巢综合征（PCOS）女性的体外受精结局这一问题提供

了循证依据。

研究纳入 2020 年 10 月至 2022 年 2 月中国 24 家生殖医学中心计划接受体外受精胚胎移植术治疗的 876 例 PCOS 女

性受试者。受试者按 1∶1 比例随机分配至干预组（口服维生素 D，4000 IU/d）或安慰剂组，干预持续至扳机日，最长不超过

90 d。研究主要结局指标为首次胚胎移植后的活产率。在改良意向性分析人群中（干预组 435 例，安慰剂组 430 例），两组

活产率分别为 52.0%（226/435）和 50.2%（216/430），经中心校正后风险比（aRR）为 1.03（95%CI：0.91~1.18），组间差异无统

计学意义。干预组血清维生素 D 从基线平均 16.5 ng/mL 升高至扳机日 32.3 ng/mL，高于安慰剂组同期水平（18.2 ng/mL），

校正后平均差值为 13.6 ng/mL（95%CI：10.9~16.3）。在严格遵循研究方案的受试者中（干预组 327 例，安慰剂组 319 例），

两组活产率分别为 56.9% 和 51.1%（aRR=1.11，95% CI：0.97~1.28），数值差异比意向性分析有所扩大，具有不可忽视的临

床意义。安全性结局结果显示，两组严重卵巢过度刺激综合征及其他严重不良事件发生率均较低，组间比较无显著差

异，表明每日补充 4000 IU 维生素 D 在此人群中的安全性良好。

浙江大学医学院附属妇产科医院/北京大学第三医院胡凯伦博士、浙江大学医学院附属妇产科医院廖婷婷博士、江西

省妇幼保健院伍琼芳教授、南京医科大学附属第一医院马翔教授为论文第一作者。研究得到国家自然科学基金等资助。
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