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摘要　目的　探讨急性呼吸窘迫综合征（ＡＲＤＳ）中内质网
应激（ＥＲｓ）诱导的铁死亡机制。方法　为了确定 ＬＰＳ对小
鼠毛细血管肺泡上皮细胞（ＭＬＥ１２细胞）氧化应激和Ｆｅ２＋水
平的影响，用 ＬＰＳ（０、１、２、５μｇ／ｍｌ）处理细胞 ２４ｈ。将
ＭＬＥ１２细胞分为对照（Ｃｏｎ）组、脱铁抑制剂（Ｆｅｒ１）组、ＬＰＳ
组和ＬＰＳ＋Ｆｅｒ１组以验证铁死亡在脂多糖（ＬＰＳ）诱导的细
胞死亡中的作用。ＬＰＳ＋Ｆｅｒ１组用１０μｍｏｌ／ＬＦｅｒ１预处理
６ｈ，随后将细胞暴露于５μｇ／ｍｌＬＰＳ２４ｈ；Ｃｏｎ组用融媒ＤＭ
ＳＯ处理２４ｈ，Ｆｅｒ１组用１０μｍｏｌ／ＬＦｅｒ１预处理６ｈ，随后用
ＤＭＳＯ处理２４ｈ；ＬＰＳ组将细胞暴露于５μｇ／ｍｌＬＰＳ２４ｈ。将
ＭＬＥ１２细胞分为 Ｃｏｎ＋载体（Ｖｅｃｔｏｒ）组、Ｃｏｎ＋序列相似性
家族 １３４成员 Ｂ（ＦＡＭ１３４Ｂ）组、ＬＰＳ＋Ｖｅｃｔｏｒ组、ＬＰＳ＋
ＦＡＭ１３４Ｂ组，细胞用Ｖｅｃｔｏｒ或ＦＡＭ１３４Ｂ过表达质粒转染４８
ｈ后，暴露或不暴露于５μｇ／ｍｌＬＰＳ２４ｈ。使用 ＣＣＫ８法测
定细胞活力；测量不同组的丙二醛（ＭＤＡ）、谷胱甘肽和铁的
水平，以及铁死亡标志物［环加氧酶２（ＰＴＧＳ２）、谷胱甘肽过
氧化物酶 ４（ＧＰＸ４）］和 ＥＲｓ标志物［葡萄糖调节蛋白 ７８
（ＧＲＰ７８）、活化转录因子 ４（ＡＴＦ４）和 Ｃ／ＥＢＰ同源蛋白
（ＣＨＯＰ）］的蛋白水平；为了进一步证实体外细胞实验结果，
将４０只小鼠随机分成 Ｃｏｎ＋Ｖｅｃｔｏｒ组、Ｃｏｎ＋ＦＡＭ１３４Ｂ组、
ＬＰＳ＋Ｖｅｃｔｏｒ组、ＬＰＳ＋ＦＡＭ１３４Ｂ组，每组 １０只，在 ＬＰＳ＋
Ｖｅｃｔｏｒ组、ＬＰＳ＋ＦＡＭ１３４Ｂ组小鼠中建立 ＬＰＳ诱导的脓毒症
模型，并通过免疫荧光染色和蛋白质印迹评估肺组织中

ＧＰＸ４和 ＥＲｓ水平。结果　ＬＰＳ处理的 ＭＬＥ１２细胞中
ＰＴＧＳ２和 ＭＤＡ水平以剂量依赖性增加，ＧＰＸ４和谷胱甘肽
（ＧＳＨ）水平剂量依赖性降低；与 ＬＰＳ组相比，ＬＰＳ＋Ｆｅｒ１组
细胞活力、ＧＰＸ４和ＧＳＨ水平增加（Ｐ＜００５），ＰＴＧＳ２蛋白水
平和ＭＤＡ水平降低（Ｐ＜００５）；与ＬＰＳ＋Ｖｅｃｔｏｒ组相比，ＬＰＳ
＋ＦＡＭ１３４Ｂ组细胞活力增加（Ｐ＜００５），ＭＤＡ水平和
ＰＴＧＳ２蛋白水平降低（Ｐ＜００５），ＧＰＸ４和ＧＳＨ水平增加（Ｐ
＜００５）；动物实验中，与 ＬＰＳ＋Ｖｅｃｔｏｒ组相比，ＬＰＳ＋
ＦＡＭ１３４Ｂ组小鼠肺组织中４ＨＮＥ、ＡＴＦ４和 ＣＨＯＰ表达水平
降低（Ｐ＜００５），ＧＰＸ４、ＦＡＭ１３４Ｂ表达水平增加（Ｐ＜００５）。

结论　ＬＰＳ以剂量依赖的方式诱导 ＭＬＥ１２细胞铁死亡和
ＥＲｓ通过激活内质网自噬相关 ＦＡＭ１３４Ｂ受体有助于抑制
ＥＲｓ，并减轻细胞铁死亡。
关键词　内质网应激；急性呼吸窘迫综合征；脂多糖；肺泡上
皮细胞；铁死亡；内质网自噬
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　　急性呼吸窘迫综合征（ａｃｕｔｅｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｄｉｓｔｒｅｓｓ
ｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＡＲＤＳ）是一种复杂的病理生理综合征，发
病率高，但其发病机制仍有待探讨［１］。铁死亡是一

种独特的铁依赖形式的程序性细胞死亡，其生化特

征主要包括细胞内铁的积聚和大量脂质过氧化［２］。

目前，铁死亡被认为是参与脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒ
ｉｄｅｓ，ＬＰＳ）诱导的急性肺损伤（ａｃｕｔｅｌｕｎｇｉｎｊｕｒｙ，
ＡＬＩ）的重要因素，用铁抑制素１（ｆｅｒｒｏｓｔａｔｉｎ１，Ｆｅｒ１）
抑制铁死亡可显著缓解 ＡＬＩ［３］。因此，阻断铁死亡
可能作为 ＡＲＤＳ的一个新的治疗靶点。研究［４］表

明，铁死亡受内质网应激（ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍ
ｓｔｒｅｓｓ，ＥＲｓ）的调节，如蛋白激酶 ＲＮＡ样 ＥＲ激酶
（ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＲＮＡｌｉｋｅＥＲｋｉｎａｓｅ，ＰＥＲＫ）激活转
录因子４（ａｃｔｉｖａｔｉｎｇｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ４，ＡＴＦ４）途径
参与介导铁死亡。在 ＥＲｓ情况下，内质网形状和功
能通过内质网部分的选择性自噬得到良好维持［５］。

内质网自噬由各种受体介导；其中，序列相似性家族

１３４成员Ｂ（ｆａｍｉｌｙｗｉｔｈｓｅｑｕｅｎｃｅｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ１３４ｍｅｍ
ｂｅｒＢ，ＦＡＭ１３４Ｂ）是在哺乳动物细胞中发现的第一
个自噬体受体，其能靶向自噬体中的片段化内质网

膜，用于溶酶体降解［６］。最近研究［７］显示ＦＡＭ１３４Ｂ
介导的内质网自噬保护脓毒症诱导的小鼠心肌损

伤。此外，ＦＡＭ１３４Ｂ介导的内质网自噬参与激活肝
细胞癌铁死亡［８］。该研究通过探讨 ＦＡＭ１３４Ｂ介导
的 ＥＲ自噬和铁死亡之间的相互作用，旨在揭示
ＥＲｓ相关铁死亡在ＡＲＤＳ肺损伤中的作用机制。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　　细胞　小鼠肺泡上皮细胞（ａｌｖｅｏｌｅｐｉｔｈｅｌｉ
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ａｌｃｅｌｌｓ，ＡＥＣｓ）系ＭＬＥ１２细胞购自美国模式培养物
集存库。

１．１．２　实验动物　４０只 ＳＰＦ级成年雄性 Ｃ５７ＢＬ／
６Ｊ小鼠（６周龄，２２～２４ｇ）购自湖南斯莱克景达实
验动物有限公司。所有小鼠饲养在湿度为５０％ ～
６０％、温度为２４～２６℃且光照／黑暗周期为１２ｈ的
受控环境中。

１．１．３　主要材料　ＣＣＫ８试剂盒（货号：ＣＡ１２１５
１００Ｔ）、二甲苯（货号：ＤＭ０１０５）、苏木精和曙红（货
号：Ｇ１１２０）、ＴｒｉｔｏｎＸ１００（货号：Ｐ１０８０）和二甲基亚
砜（ｄｉｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｘｉｄｅ，ＤＭＳＯ）（货号：Ｄ８３７０）购自北
京 Ｓｏｌａｒｂｉｏ公司，脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）
（货号：Ｌ２８８０）、脂质过氧化丙二醛（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅ
ｈｙｄｅ，ＭＤＡ）分析试剂盒（货号：ＭＡＫ０８５）购自美国
Ｓｉｇｍａ公司，铁分析试剂盒（货号：Ｄ１５３６）、谷胱甘
肽（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ，ＧＳＨ）试剂盒（货号：Ａ００６２）购自南
京建成生物工程研究所，抗谷胱甘肽过氧化物酶４
（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ４，ＧＰＸ４）（货号：ＣＬ５９４
６７７６３）、β肌动蛋白（货号：ｂｓｍ３３０３６Ｍ）、环加氧酶
２（ｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎｅｎｄｏｐｅｒｏｘｉｄｅｓｙｎｔｈａｓｅ２，ＰＴＧＳ２）（货
号：６６３５１１Ｉｇ）、葡萄糖调节蛋白７８（ｇｌｕｃｏｓｅｒｅｇｕｌａ
ｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ７８，ＧＲＰ７８）（货号：６６５７４１Ｉｇ）、ＡＴＦ４（货
号：６００３５１Ｉｇ）、ＣＣＡＡＴ增强子结合蛋白同源蛋白
（Ｃ／ＥＢＰｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓｐｒｏｔｅｉｎ，ＣＨＯＰ）（货号：６６７４１１
Ｉｇ）、ＦＡＭ１３４Ｂ（货号：２１５３７１ＡＰ）、ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ５６８
偶联的次级抗体（货号：Ａ２０１８５）购自美国 Ｐｒｏｔｅｉｎ
ｔｅｃｈ公司，ＤＡＰＩ（货号：Ｈ１２００）购自美国 ＶｅｃｔｏｒＬａ
ｂｏｒａｔｏｒｙ公司，组织蛋白提取物缓冲液（货号：
８９９００）、ＢＣＡ蛋白测定试剂盒（货号：２３２２７）购自美
国ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司，４羟基壬烯醛（４ＨＮＥ）（货
号：ＧＰ２０３５）、山羊抗兔 ＩｇＧ二抗（货号：ＧＢ２５３０３）、
兔抗小鼠ＩｇＧ二抗（货号：ＧＢ２３３０３）购自武汉Ｓｅｒｖｉ
ｃｅｂｉｏ公司。Ｖｅｃｔｏｒ、ＦＡＭ１３４Ｂ过表达质粒（货号：
Ｄ０２００８、Ｍ－２１５４２）购自上海吉玛制药技术有限公
司。

１．１．４　主要仪器　ＤＭ２０００荧光显微镜购自德国
Ｌｅｉｃａ公司，ＴａｎｏｎＶ８快速蛋白质印迹系统购自上海
Ｔａｎｏｎ公司。
１．２　方法
１．２．１　细胞分组与处理　ＭＬＥ１２细胞在３７℃下
在含有２％新生小牛血清的ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基中培
养。当细胞达到细胞培养瓶体积的８０％ ～９０％时，
在６孔板中培养细胞。用 ＬＰＳ（０、１、２、５μｇ／ｍｌ）处
理细胞２４ｈ以确定ＬＰＳ对ＭＬＥ１２氧化应激和Ｆｅ２＋

水平的影响。为了验证铁死亡在 ＬＰＳ诱导的细胞
死亡中的作用，将细胞分为对照（Ｃｏｎ）组、铁死亡特
异性抑制剂（Ｆｅｒ１）组、ＬＰＳ组和ＬＰＳ＋Ｆｅｒ１组；ＬＰＳ
＋Ｆｅｒ１组在ＬＰＳ处理前６ｈ，用１０μｍｏｌ／ＬＦｅｒ１预
处理，随后将细胞暴露于５μｇ／ｍｌＬＰＳ（预实验确定
的在２４ｈ诱导几乎一半的 ＭＬＥ１２细胞活力降低的
浓度）２４ｈ，Ｃｏｎ组用融媒 ＤＭＳＯ处理２４ｈ，Ｆｅｒ１组
用１０μｍｏｌ／ＬＦｅｒ１预处理６ｈ，随后用 ＤＭＳＯ处理
２４ｈ，ＬＰＳ组将细胞暴露于５μｇ／ｍｌＬＰＳ２４ｈ；为了
研究ＥＲ自噬在 ＬＰＳ引起的细胞铁死亡中的作用，
将细胞分为 Ｃｏｎ＋载体（Ｖｅｃｔｏｒ）组、Ｃｏｎ＋ＦＡＭ１３４Ｂ
组、ＬＰＳ＋Ｖｅｃｔｏｒ组、ＬＰＳ＋ＦＡＭ１３４Ｂ组，细胞用Ｖｅｃ
ｔｏｒ或ＦＡＭ１３４Ｂ过表达质粒转染４８ｈ后，暴露或不
暴露于５μｇ／ｍｌＬＰＳ２４ｈ。
１．２．２　ＣＣＫ８法测定细胞活力　采用 ＣＣＫ８试剂
盒说明书检测所有组ＭＬＥ１２细胞活力。
１．２．３　铁含量测定　使用按照铁分析试剂盒说明
书测量不同浓度（０、１、２、５μｇ／ｍｌ）ＬＰＳ处理组和
Ｃｏｎ组、Ｆｅｒ１组、ＬＰＳ组和 ＬＰＳ＋Ｆｅｒ１组细胞的铁
浓度。将ＭＬＥ１２细胞（２×１０６个细胞）在６倍体积
铁分析缓冲液中快速匀浆，加入相关试剂。最后，在

５９３ｎｍ处测量吸光度，并使用标准曲线计算铁浓
度。

１．２．４　实验动物分组和处理　将４０只小鼠随机分
成Ｃｏｎ＋Ｖｅｃｔｏｒ组、Ｃｏｎ＋ＦＡＭ１３４Ｂ组、ＬＰＳ＋Ｖｅｃｔｏｒ
组、ＬＰＳ＋ＦＡＭ１３４Ｂ组，每组１０只；ＬＰＳ＋Ｖｅｃｔｏｒ组、
ＬＰＳ＋ＦＡＭ１３４Ｂ组小鼠用１％戊巴比妥钠（４０ｍｇ／
ｋｇ）进行麻醉，腹腔注射 ３０ｍｇ／ｋｇＬＰＳ诱导脓毒
症［９］。Ｃｏｎ＋Ｖｅｃｔｏｒ组、Ｃｏｎ＋ＦＡＭ１３４Ｂ组小鼠腹腔
注射相同剂量的 ＰＢＳ，Ｃｏｎ＋ＦＡＭ１３４Ｂ组和 ＬＰＳ＋
ＦＡＭ１３４Ｂ组小鼠在腹腔注射ＬＰＳ前３天，用经鼻滴
注的方法将基于腺相关病毒（ａｄｅｎｏａｓｓｏｃｉａｔｅｄｖｉｒｕｓ，
ＡＡＶ）的 ＦＡＭ１３４Ｂ过表达质粒（１×１０１２ｖｇ／ｍｌ，６０
μｌ）对小鼠进行干预，用于特异性表达 ＦＡＭ１３４Ｂ，腹
腔注射ＬＰＳ１２ｈ后处死小鼠。
１．２．５　ＨＥ染色和免疫组化染色　将小鼠的整个
左肺固定在 ４％多聚甲醛中，石蜡包埋，并切成 ４
μｍ的切片。然后将切片进行ＨＥ染色、４羟基壬烯
醛（４Ｈｙｄｒｏｘｙｎｏｎｅｎａｌ，４ＨＮＥ）免疫组化染色和
ＧＰＸ４免疫荧光分析。对于ＨＥ染色，将切片用苏木
精和曙红染色，并固定在载玻片上，通过显微镜观

察。对于免疫组化染色，组织切片首先在６０℃下烘
烤２ｈ，然后用二甲苯脱蜡，并通过乙醇梯度再水合。
然后在枸橼酸盐缓冲液中于９５℃加热３０ｍｉｎ并冷
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却至室温，对载玻片进行抗原修复，阻断内源性过氧

化物酶活性和血清封闭后，将切片与抗４ＨＮＥ单克
隆抗体（１∶５０）４℃孵育过夜，随后，将切片与生物
素化连接的第二抗体在３７℃孵育１ｈ，然后用 ＤＡＢ
显色溶液进行 ＤＡＢ显色反应，细胞核复染和脱水
后，用倒置显微镜拍摄组织切片图像。

１．２．６　免疫荧光染色　切片用 １０％山羊血清和
０１％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００３７℃封闭１ｈ，然后加入抗ＧＰＸ４
（１∶１００）初级抗体，４℃孵育过夜，然后将切片与
ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ５６８偶联的次级抗体在３７℃孵育１ｈ，
用ＤＡＰＩ对细胞核进行染色。在荧光显微镜下观察
并拍摄图像。

１．２．７　Ｆｅ２＋水平、ＭＤＡ和 ＧＳＨ测定　收集肺组织
（１０ｍｇ）或 ＭＬＥ１２细胞（１×１０６个细胞），并使用
Ｆｅ２＋、脂质过氧化 ＭＤＡ分析试剂盒和 ＧＳＨ试剂盒
测量ＭＤＡ、ＧＳＨ含量。
１．２．８　蛋白质印迹法　采用组织蛋白提取物缓冲
液制备小鼠肺组织及所有组的细胞的总蛋白，并使

用ＢＣＡ蛋白测定试剂盒进行定量。根据蛋白质分
子大小使用１０％或１５％ ＳＤＳＰＡＧＥ分离目标蛋白
质，然后将蛋白质结合到 ＰＶＤＦ膜上，随后用５％脱
脂乳封闭３ｈ。此外，根据制造商提供的参考浓度，
将ＰＶＤＦ膜与特异性一抗 β肌动蛋白（１∶２０００）、
ＰＴＧＳ２（１∶８００）、ＧＰＸ４（１∶１０００）、ＧＲＰ７８
（１∶１２００）、ＡＴＦ４（１∶１０００）、ＣＨＯＰ（１∶１０００）和
ＦＡＭ１３４Ｂ（１∶１０００）在４℃孵育过夜，ＴＢＳＴ洗涤３
次后，ＰＶＤＦ膜与山羊抗兔或兔抗小鼠 ＩｇＧ二抗
（１∶２００００）在室温下孵育２ｈ。最后，使用 ＥＣＬ蛋
白印迹检测系统测定铁死亡标记物 ＰＴＧＳ２和
ＧＰＸ４、ＥＲｓ标志物ＧＲＰ７８、ＡＴＦ４和ＣＨＯＰ以及介导
内质网自噬的主要受体之一的 ＦＡＭ１３４Ｂ的蛋白水
平。

１．３　统计学处理　　采用 ＳＰＳＳ２２０进行统计分
析。所有数据均表示为 珋ｘ±ｓ。两组之间的比较采
用ｔ检验。多组间比较采用重复测量方差分析或单
因素方差分析，随后通过 ＳＮＫ法进行两两比较。Ｐ
＜００５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＬＰＳ对 ＭＬＥ１２细胞活力、铁死亡、氧化应激
和Ｆｅ２＋水平的影响　　ＣＣＫ８实验检测结果显示，
ＬＰＳ处理以剂量依赖性降低 ＭＬＥ１２细胞活力（Ｆ＝
２３５４，Ｐ＜０００１），并且当 ＬＰＳ的浓度为 ５μｇ／ｍｌ
时，ＭＬＥ１２细胞活力下降至５２％（图１）。ＬＰＳ处理

以剂量依赖性增加 ＰＴＧＳ２和降低 ＧＰＸ４水平（Ｆ＝
２１７７、２８７２，均Ｐ＜０００１）（图２），表明 ＬＰＳ暴露
导致细胞铁死亡。此外，ＬＰＳ处理还导致 ＭＬＥ１２细
胞中 ＭＤＡ、Ｆｅ２＋的剂量依赖性增加（Ｆ＝１２１９、
１０９６，均Ｐ＜０００１）（图３Ａ、Ｂ），表明 ＬＰＳ暴露导
致细胞内大量脂质过氧化和铁的积聚。此外，ＬＰＳ
处理以剂量依赖的方式降低了 ＭＬＥ１２细胞中的
ＧＳＨ水平（Ｆ＝１８６４，Ｐ＜０００１）（图３Ｃ），表明ＬＰＳ
处理使ＭＬＥ１２细胞抗氧化系统受损。

图１　不同浓度ＬＰＳ对ＭＬＥ１２细胞活力的影响

　　与０μｇ／ｍｌ比较：Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１；与１

μｇ／ｍｌ比较：＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１，＃＃＃Ｐ＜０００１；与２μｇ／ｍｌ比较：＆Ｐ

＜００５，＆＆＆Ｐ＜０００１；与５μｇ／ｍｌ比较：＄＄＄Ｐ＜０００１

图２　蛋白质印迹分析检测不同浓度ＬＰＳ对

ＭＬＥ１２细胞铁死亡的影响

　　与０μｇ／ｍｌ比较：Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１；与１

μｇ／ｍｌ比较：＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１，＃＃＃Ｐ＜０００１；与２μｇ／ｍｌ比较：＆Ｐ

＜００５

·３９４·安徽医科大学学报　ＡｃｔａＵｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓＭｅｄｉｃｉｎａｌｉｓＡｎｈｕｉ　２０２４；５９（３）



图３　不同浓度ＬＰＳ处理ＭＬＥ１２细胞中丙二醛、Ｆｅ２＋含量和相对谷胱甘肽的比较

与０μｇ／ｍｌ比较：Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１；与１μｇ／ｍｌ比较：＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１，＃＃＃Ｐ＜０００１；与２μｇ／ｍｌ比较：＆Ｐ＜００５

２．２　Ｆｅｒ１减轻 ＬＰＳ诱导的 ＭＬＥ１２细胞活力降
低、铁死亡、氧化应激和Ｆｅ２＋水平的增加　　如图４
－６所示，与Ｃｏｎ组相比，ＬＰＳ组活力降低降低（ｔ＝
４２８，Ｐ＜０００１），ＰＴＧＳ２蛋白水平、ＭＤＡ和 Ｆｅ２＋水
平增加（ｔ＝１２０３、５５２、８１７，均 Ｐ＜０００１），ＧＰＸ４
蛋白和ＧＳＨ水平降低（ｔ＝４６０、４９８，Ｐ＜０００１）；
与ＬＰＳ组相比，ＬＰＳ＋Ｆｅｒ１组细胞活力增加（ｔ＝
３５１，Ｐ＝０００５），ＰＴＧＳ２蛋白水平、ＭＤＡ和 Ｆｅ２＋水
平降低（ｔ＝６９０、３０７、３５０，均Ｐ＜００５），ＧＰＸ４蛋
白和 ＧＳＨ水平增加（ｔ＝３３９、３４５，Ｐ＝０００８、
０００６）。提示 Ｆｅｒ１能够减轻 ＬＰＳ诱导的 ＭＬＥ１２
细胞活力降低、铁死亡、氧化应激和 Ｆｅ２＋水平的增
加。

图４　Ｆｅｒ１对ＬＰＳ诱导的ＭＬＥ１２细胞活力降低的影响

与Ｃｏｎ组比较：Ｐ＜０００１；与ＬＰＳ组比较：＃＃Ｐ＜００１

２．３　ＦＡＭ１３４Ｂ通过抑制 ＥＲｓ改善 ＬＰＳ诱导的细
胞活力降低、铁死亡和氧化应激增加　　 ＬＰＳ处理
以剂量依赖性增加 ＭＬＥ１２细胞中 ＧＲＰ７８、ＡＴＦ４和
ＣＨＯＰ水平 （Ｆ＝１１６３、２４９２、１０１０，均 Ｐ＜
０００１），降低ＦＡＭ１３４Ｂ水平（Ｆ＝１９７２，Ｐ＜０００１）
（图７）。表明ＬＰＳ诱导ＭＬＥ１２细胞ＥＲｓ并抑制内

图５　Ｆｅｒ１对ＬＰＳ诱导的ＭＬＥ１２细胞铁死亡的影响

与Ｃｏｎ组比较：Ｐ＜０００１；与ＬＰＳ组比较：＃＃＃Ｐ＜０００１

质网自噬。与ＬＰＳ＋Ｖｅｃｔｏｒ组相比，ＬＰＳ＋ＦＡＭ１３４Ｂ
组细胞中ＡＴＦ４、ＣＨＯＰ和ＰＴＧＳ２蛋白水平降低（ｔ＝
６５０、５８３、５３８，Ｐ＜０００１），ＧＰＸ４和 ＦＡＭ１３４Ｂ蛋
白水平增加（ｔ＝６２２、６６５，Ｐ＜０００１），细胞活力增
加（ｔ＝３５２６，Ｐ＝０００４）（图８－１０）。同时，ＬＰＳ＋
ＦＡＭ１３４Ｂ组细胞的 ＭＤＡ水平低于 ＬＰＳ＋Ｖｅｃｔｏｒ组
（ｔ＝３１１，Ｐ＝００２１），和 ＧＳＨ水平高于 ＬＰＳ＋Ｖｅｃ
ｔｏｒ组（ｔ＝３４１，Ｐ＝０００６）（图１１）。提示ＦＡＭ１３４Ｂ
通过抑制ＥＲｓ改善ＬＰＳ诱导的细胞活力降低、铁死
亡和氧化应激增加。

·４９４· 安徽医科大学学报　ＡｃｔａＵｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓＭｅｄｉｃｉｎａｌｉｓＡｎｈｕｉ　２０２４；５９（３）



图６　Ｆｅｒ１对ＬＰＳ诱导的ＭＬＥ１２细胞氧化应激和Ｆｅ２＋水平增加的影响

与Ｃｏｎ组比较：Ｐ＜０００１；与ＬＰＳ组比较：＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１

图７　不同浓度ＬＰＳ对ＭＬＥ１２细胞ＥＲｓ和内质网自噬的影响

　　与０μｇ／ｍｌ比较：Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１；与１μｇ／ｍｌ比较：＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１，＃＃＃Ｐ＜０００１；与２μｇ／ｍｌ比较：＆Ｐ＜

００５，＆＆Ｐ＜００１

图８　ＦＡＭ１３４Ｂ对ＬＰＳ诱导的ＭＬＥ１２细胞ＥＲｓ和内质网自噬抑制的影响

与Ｃｏｎ＋Ｖｅｃｔｏｒ组比较：Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１；与ＬＰＳ＋Ｖｅｃｔｏｒ组比较：＃＃＃Ｐ＜０００１

２．４　ＦＡＭ１３４Ｂ过度表达减轻 ＬＰＳ诱导的小鼠肺
部炎症损伤　ＨＥ染色分析结果显示，与 Ｃｏｎ＋Ｖｅｃ
ｔｏｒ组小鼠相比，ＬＰＳ＋Ｖｅｃｔｏｒ组小鼠肺组织中出现
中性粒细胞浸润、肺泡隔膜增厚、肺泡水肿。

ＦＡＭ１３４Ｂ＋ＬＰＳ组小鼠肺组织中中性粒细胞浸润、
肺泡隔膜增厚以及肺泡水肿较 ＬＰＳ＋Ｖｅｃｔｏｒ组减轻

（图１２Ａ）；与Ｃｏｎ＋Ｖｅｃｔｏｒ组小鼠相比，ＬＰＳ＋Ｖｅｃｔｏｒ
组小鼠肺组织中４ＨＮＥ、ＡＴＦ４和ＣＨＯＰ表达水平增
加（ｔ＝５３６、３８７、４３５，均 Ｐ＜００１），ＧＰＸ４、
ＦＡＭ１３４Ｂ表达水平降低（ｔ＝５０７、５６４，均 Ｐ＜
０００１）。说明ＬＰＳ诱导小鼠肺组织 ＥＲｓ并抑制内
质网自噬。与ＬＰＳ＋Ｖｅｃｔｏｒ组相比，ＬＰＳ＋ＦＡＭ１３４Ｂ
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图９　ＦＡＭ１３４Ｂ对ＬＰＳ诱导的ＭＬＥ１２细胞活力降低的影响

　　ａ：Ｃｏｎ＋Ｖｅｃｔｏｒ组；ｂ：Ｃｏｎ＋ＦＡＭ１３４Ｂ组；ｃ：ＬＰＳ＋Ｖｅｃｔｏｒ组；ｄ：

ＬＰＳ＋ＦＡＭ１３４Ｂ组；与Ｃｏｎ＋Ｖｅｃｔｏｒ组比较：Ｐ＜０００１；与ＬＰＳ＋

Ｖｅｃｔｏｒ组比较：＃＃Ｐ＜００１

图１０　ＦＡＭ１３４Ｂ对ＬＰＳ诱导的ＭＬＥ１２细胞铁死亡的影响

　　与Ｃｏｎ＋Ｖｅｃｔｏｒ组比较：Ｐ＜０００１；与 ＬＰＳ＋Ｖｅｃｔｏｒ组比

较：＃＃Ｐ＜００１，＃＃＃Ｐ＜０００１

组小鼠肺组织中 ４ＨＮＥ、ＡＴＦ４、ＣＨＯＰ表达水平降
低（ｔ＝３８８、３５５、５６１，均 Ｐ＜００１），ＧＰＸ４、
ＦＡＭ１３４Ｂ表达水平增加（ｔ＝２８７、５０７，均 Ｐ＜
００５）（图 １２ＢＧ）。说明 ＦＡＭ１３４Ｂ过度表达减轻
ＬＰＳ诱导的小鼠肺部炎症损伤。

３　讨论

　　铁死亡是最近发现的一种氧化性细胞死亡，其
特征是铁依赖性脂质过氧化，并与多种疾病过程有

关，包括癌症、缺血再灌注损伤、感染和神经退行性

图１１　ＦＡＭ１３４Ｂ对ＬＰＳ诱导的ＭＬＥ１２细胞氧化应激的影响

　　ａ：Ｃｏｎ＋Ｖｅｃｔｏｒ组；ｂ：Ｃｏｎ＋ＦＡＭ１３４Ｂ组；ｃ：ＬＰＳ＋Ｖｅｃｔｏｒ组；ｄ：

ＬＰＳ＋ＦＡＭ１３４Ｂ组；与Ｃｏｎ＋Ｖｅｃｔｏｒ组比较：Ｐ＜０００１；与ＬＰＳ＋

Ｖｅｃｔｏｒ组比较：＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１

疾病［５］。肺中的各种细胞类型，包括上皮细胞和巨

噬细胞，可以产生铁代谢相关蛋白，以调节铁稳态，

保护肺组织免受氧化应激［２］。铁代谢紊乱与 ＡＲＤＳ
患者的肺组织损伤密切相关［３］，即过多的铁可以通

过芬顿反应产生活性氧和细胞毒性。临床研究［１０］

表明，ＡＲＤＳ的严重程度与铁和铁相关蛋白的水平
有关。研究［１１］表明，血液制品中的铁会导致受血者

体内铁的增加，从而促进输血相关 ＡＬＩ的发生。在
ＡＲＤＳ患者的支气管肺泡灌洗液中可以检测到Ｆｅ２＋

和铁调节剂水平升高［１２］。由于肺泡上皮细胞死亡

可能是ＡＲＤＳ中肺泡损伤的一个关键特征，受损的
ＡＥＣｓ产生过量活性氧进一步加重 ＡＲＤＳ肺损
伤［１３］。因此，本研究选择 ＭＬＥ１２细胞作为体外研
究对象。先前研究［１４］表明Ｆｅｒ１抑制脂质过氧化减
轻了ＬＰＳ诱导的人支气管上皮细胞系 ＢＥＡＳ２Ｂ细
胞死亡。本研究发现 ＬＰＳ以剂量依赖的方式诱导
ＭＬＥ１２细胞活力降低、铁死亡、氧化应激增加，这与
先前的研究一致。

　　众所周知，内质网是一种重要的细胞器，对活性
氧敏感。活性氧在内质网中的持续积聚引发 ＥＲｓ，
可能是导致ＡＬＩ进展的重要机制［４］。证据［３］表明，

抑制ＥＲｓ可以改善脓毒症相关的肺损伤。ＧＲＰ７８
是ＥＲｓ的主要调节蛋白，ＡＴＦ４在ＥＲｓ中显著上调，
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图１２　ＦＡＭ１３４Ｂ过度表达对ＬＰＳ诱导的小鼠肺部损伤的影响（ｎ＝６）

　　Ａ：ＨＥ染色分析小鼠肺部损伤 ×５０；Ｂ、Ｃ：免疫组化染色分析小鼠肺部４ＨＮＥ表达及定量 ×５０；Ｄ、Ｅ：免疫荧光分析小鼠肺部ＧＰＸ４表达

及定量 ×２００；Ｆ、Ｇ：小鼠肺中ＡＴＦ４、ＣＨＯＰ、ＦＡＭ１３４Ｂ的代表性蛋白质印迹图像及定量；ａ：Ｃｏｎ＋Ｖｅｃｔｏｒ组；ｂ：Ｃｏｎ＋ＦＡＭ１３４Ｂ组；ｃ：ＬＰＳ＋Ｖｅｃ

ｔｏｒ组；ｄ：ＬＰＳ＋ＦＡＭ１３４Ｂ组；与Ｃｏｎ＋Ｖｅｃｔｏｒ组比较：Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１；与ＬＰＳ＋Ｖｅｃｔｏｒ组比较：＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１，＃＃＃Ｐ＜０００１

促进ＣＨＯＰ等因子表达，这些因子通常被视为 ＥＲｓ
的生物标志物［３］。本研究发现，随着 ＬＰＳ剂量的增
加，ＧＲＰ７８、ＡＴＦ４和 ＣＨＯＰ的表达水平增加，表明
ＬＰＳ可以诱导ＭＬＥ１２细胞的 ＥＲｓ。近年来，证据［７］

表明 ＥＲｓ增 加 与 ＬＰＳ诱 导 的 铁 死 亡 相 关。
ＦＡＭ１３４Ｂ作为介导内质网自噬的主要受体之一，在
ＥＲｓ情况下，可以通过螯合进入自噬体来介导 ＥＲ
进入溶酶体。ＦＡＭ１３４Ｂ可以通过其膜弯曲能力促
进膜重塑和减轻ＥＲｓ破坏，并通过与ＬＣ３的结合诱
导内质网自噬，ＦＡＭ１３４Ｂ的下调将导致内质网的扩
张［７］。此外，研究［１５］表明，未折叠蛋白反应（ｕｎｆｏｌ
ｄｅｄｐｒｏｔｅｉｎｒｅｓｐｏｎｓｅ，ＵＰＲ）可以激活 ＦＡＭ１３４Ｂ的表
达以识别内质网腔中错误折叠或聚集的蛋白质。本

研究发现ＬＰＳ激活了 ＭＬＥ１２细胞中的 ＥＲｓ和抑制
内质网自噬，通过上调 ＦＡＭ１３４Ｂ，减轻了 ＬＰＳ诱导
的ＭＬＥ１２细胞活力降低、铁死亡和氧化应激增加，
提示内质网自噬抑制参与介导 ＬＰＳ诱导的 ＭＬＥ１２
细胞铁死亡。此外，本研究通过体内研究验证了体

外发现，ＬＰＳ诱导的小鼠肺部组织中４ＨＮＥ上调和
ＧＰＸ４表达抑制，伴随着ＥＲｓ激活和 ＦＡＭ１３４Ｂ水平
的下降，而 ＦＡＭ１３４Ｂ预处理逆转了 ＬＰＳ诱导的这

些变化。研究［７］表明，脓毒症相关肺损伤中４ＨＮＥ
超载通过上调ＥＲｓ基因（如ＡＴＦ４、ＣＨＯＰ）激活所有
ＵＰＲ途径，并促进铁死亡。因此，上调 ＦＡＭ１３４Ｂ对
于抑制ＡＲＤＳ病理过程相关的铁死亡至关重要。
　　总之，本研究显示 ＬＰＳ以剂量依赖的方式诱导
ＭＬＥ１２细胞铁死亡和ＥＲｓ。通过激活内质网自噬相
关ＦＡＭ１３４Ｂ受体有助于抑制ＥＲｓ，并减轻细胞铁死
亡。本研究的发现为ＬＰＳ诱导的ＡＲＤＳ提供了新的
见解，这有助于更好地理解ＡＲＤＳ相关病理机制，并
作为寻找预防 ＡＲＤＳ的有效策略的基础。然而，本
研究主要集中在 ＦＡＭ１３４Ｂ自噬受体上，不能排除
其他受体以及其他形式的自噬（如铁蛋白自噬）是

否参与ＬＰＳ诱导的肺上皮细胞铁死亡，未来需要更
多研究以扩展本研究发现。
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ｇｒｏｕｐ，ｗｉｔｈ１０ｍｉｃｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ．ＬＰＳｉｎｄｕｃｅｄｓｅｐｓｉｓｍｏｄｅｌｓｗｅｒｅｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄｉｎＬＰＳ＋ＶｅｃｔｏｒｇｒｏｕｐａｎｄＬＰＳ＋
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ｌｅｖｅｌｄｅｃｒｅａｓｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ（Ｐ＜００５）．ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＬＰＳ＋Ｖｅｃｔｏｒｇｒｏｕｐ，ＬＰＳ＋ＦＡＭ１３４Ｂｇｒｏｕｐｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙ（Ｐ＜００５），ｄｅｃｒｅａｓｅｄＰＴＧＳ２ｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌ（Ｐ＜００５）ａｎｄｉｎｃｒｅａｓｅｄＧＰＸ４ｌｅｖｅｌ（Ｐ＜
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乙醇脱氢酶１Ａ和血管内皮生长因子Ａ在肝细胞癌中的表达
薛乐乐，井玉莹，杨凯歌，祁力文，吴　桐，任琳，臧翌辰，王良海，张海俊，梁伟华，胡建明

摘要　目的　探讨乙醇脱氢酶１Ａ（ＡＤＨ１Ａ）和血管内皮生
长因子Ａ（ＶＥＧＦＡ）在肝细胞癌（ＨＣＣ）中的表达和临床意
义。方法　通过基因表达谱交互（ＧＥＰＩＡ）分析 ＡＤＨ１Ａ和
ＶＥＧＦＡ在ＨＣＣ以及癌旁正常组织中的表达情况及相关性；
肿瘤基因组图谱（ＴＣＧＡ）和基因富集分析（ＧＳＥＡ）探讨
ＡＤＨ１Ａ在ＨＣＣ中的相关通路；收集８４例 ＨＣＣ患者的样本
及临床病理资料，并选取５４例癌旁正常组织样本做对照，分
析ＡＤＨ１Ａ和ＶＥＧＦＡ与ＨＣＣ中临床病理参数的相关性；采
用免疫组化法检测并分析病例组和对照组 ＡＤＨ１Ａ和 ＶＥＧ
ＦＡ的蛋白表达情况，结合临床病理参数并通过ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ
法分析ＡＤＨ１Ａ和ＶＥＧＦＡ的表达与ＨＣＣ患者的临床进展和
预后的关系。结果　生物信息学分析发现 ＡＤＨ１Ａ在 ＨＣＣ
中低表达而 ＶＥＧＦＡ在 ＨＣＣ中高表达，并且两者呈负相关

２０２４－０２－２３接收

基金项目：国家自然科学基金（编号：８１９６０４３５）；兵团指导性科技计

划项目（编号：２０２３ＺＤ０２７）；石河子大学医学院第一附属

医院临床－基础联合基金项目（编号：ＬＪ２０２２０２）；石河子

大学医学院第一附属医院青年基金项目 （编号：

ＱＮ２０２００３）；国家大学生创新创业训练项目（编号：

２０２３１０７５９０１８）

作者单位：石河子大学医学院病理学系／石河子大学第一附属医院病

理科，石河子　８３２０００

作者简介：薛乐乐，女，硕士研究生；

胡建明，男，教授，博士生导师，责任作者，Ｅｍａｉｌ：ｊｉａｎｍｉｎｇ．

１２０＠１６３．ｃｏｍ

关系（Ｐ＜０００１）；免疫组化检测结果显示 ＡＤＨ１Ａ在 ＨＣＣ
组织中的表达率低于癌旁正常组织（Ｐ＜００１），而 ＶＥＧＦＡ
在ＨＣＣ组织中表达率高于癌旁正常组织（Ｐ＜００１）；ＨＣＣ
组织中ＡＤＨ１Ａ高表达组的脉管癌栓及 ＨＣＣ患者的复发比
例更低（Ｐ＜００５）；ＨＣＣ组织中 ＶＥＧＦＡ高表达组的肿瘤直
径＞５ｃｍ、高ＴＮＭ分期、有微卫星以及Ｇ２Ｇ３分化程度比例
更高（Ｐ＜００５）；ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ生存分析显示，ＡＤＨ１Ａ高表
达同时ＶＥＧＦＡ低表达患者的五年生存率较高。结论　ＨＣＣ
患者肿瘤组织中ＡＤＨ１Ａ的低表达以及 ＶＥＧＦＡ的高表达与
肿瘤的进展有关，可作为ＨＣＣ患者预后评估指标之一。
关键词　肝细胞癌；乙醇脱氢酶；血管内皮生长因子Ａ；肿瘤
复发；生物信息学；预后

中图分类号　Ｒ７３５７
文献标志码 Ａ 文章编号 １０００－１４９２（２０２４）０３－０４９９－０７
ｄｏｉ：１０．１９４０５／ｊ．ｃｎｋｉ．ｉｓｓｎ１０００－１４９２．２０２４．０３．０２０

　　肝癌是常见的恶性消化系统肿瘤之一，其病死
率位居全球高发肿瘤的第三位，预后较差［１］。尽管

最近在肝癌诊断和治疗方面有所突破，但多数肝癌

患者在确诊时均为中晚期癌，接收手术切除的患者

只占２０％ ～３０％，术后５年转移／复发率达６０％ ～
７０％。虽然目前越来越多学者对肝癌发病和演进机
制进行深入研究，但肿瘤复发、转移机制仍未完全明

确。目前，病毒性肝炎和饮酒是肝细胞癌（ｈｅｐａｔｏ
ｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）发生的主要原因。乙醇脱
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