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抑制周细胞铁死亡对脓毒症大鼠肺血管屏障功能的保护作用

刘奕言１，张紫森１，包代琴２，王洪晨１，李　涛１，刘良明１　　４０００４２重庆，陆军特色医学中心：野战外科研究部战伤
休克与输血研究室，创伤、烧伤与复合伤国家重点实验室１，麻醉科２

　　［摘要］　目的　探讨周细胞铁死亡在脓毒症大鼠肺血管屏障功能损伤中的作用及铁死亡抑制剂
（ｆｅｒｒｏｓｔａｔｉｎ１，Ｆｅｒ１）对脓毒症大鼠肺血管屏障功能的保护作用。方法　采用盲肠结扎穿孔术 （ｃｅｃａｌ
ｌｉｇａｔｉｏｎａｎｄｐｕｎｃｔｕｒｅ，ＣＬＰ）构建大鼠脓毒症模型。①将 １５６只 ＳＤ大鼠按随机数表法分为假手术组
（Ｓｈａｍ组）、盲肠结扎穿孔术组（ＣＬＰ组）和铁死亡抑制剂组（Ｆｅｒ１组）；Ｆｅｒ１组在ＣＬＰ术前１ｈ经腹腔
注射Ｆｅｒ１（１０ｍｇ／ｋｇ），流式细胞学实验取假手术组大鼠肺单细胞悬液增设空白未染色组（Ｂｌａｎｋ组）。
取肺微小静脉观察不同处理组大鼠肺血管周细胞数量变化，观察各组大鼠肺血管通透性、肺湿干质量比

以及肺病理结构变化；观察各组大鼠肺血管周细胞脂质过氧化物蓄积以及肺微小静脉脂质过氧化物

（ｌｉｐｉｄｐｅｒｏｘｉｄａｔｉｏｎ，ＬＰＯ）含量和铁死亡标志性蛋白表达变化。②提取原代周细胞分为正常对照组
（Ｎｏｒｍａｌ组）、脂多糖刺激组（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ组）和 Ｆｅｒ１组，Ｆｅｒ１组用２μｍｏｌ／ＬＦｅｒ１预处理
周细胞１２ｈ后，再用１０μｇ／ｍＬＬＰＳ处理周细胞１２ｈ。观察各组周细胞内 ＲＯＳ、ＬｉｐｉｄＲＯＳ和 Ｆｅ２＋含量
以及各组细胞铁死亡标志性蛋白ＧＰＸ４、ＣＯＸ２表达。结果　动物实验：肺血管周细胞内脂质过氧化物
蓄积，周细胞大量丢失，肺血管发生严重渗漏，伊文思蓝大量外渗，肺结构严重破坏伴随大量炎性细胞浸

润，肺湿干质量比显著上升，Ｆｅｒ１可减轻肺血管周细胞铁死亡，减少肺血管周细胞丢失，减轻肺血管渗
漏，改善肺病理结构，显著降低肺微小静脉周细胞内脂质过氧化物含量，减轻铁死亡。细胞实验：ＬＰＳ显
著降低周细胞活性，诱导周细胞内ＲＯＳ、ＬｉｐｉｄＲＯＳ和Ｆｅ２＋大量蓄积，周细胞ＧＰＸ４表达明显降低，ＣＯＸ２
表达明显升高；Ｆｅｒ１预处理可显著恢复周细胞活性，降低细胞内ＲＯＳ、ＬｉｐｉｄＲＯＳ和Ｆｅ２＋水平，恢复周细
胞ＧＰＸ４表达以及降低ＣＯＸ２表达。结论　脓毒症可引起肺血管周细胞铁死亡和丢失，导致肺血管平
屏障功能受损，铁死亡抑制剂Ｆｅｒ１可拮抗脓毒症后周细胞铁死亡，对脓毒症后肺血管屏障功能有重要
保护作用。

　　［关键词］　周细胞；脓毒症；铁死亡；肺血管屏障功能
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ｅｄｕ．ｃｎ

　　脓毒症是感染引起的全身炎症反应综合征，由机
体过度炎症所致，其本质是宿主对感染反应的失调，可

导致多器官、多系统损伤［１－２］。据统计，全球每年有脓

毒症患者逾３１００万，死亡人数更是高达６００万，由于
部分中、低收入国家脓毒症流行病学数据缺失，因此，

全球脓毒症发病率还可能更高［３］。目前针对脓毒症

虽有大量的研究，但其发病机制仍不十分明确，脓毒症

发生时机体存在剧烈的炎症反应，但临床应用炎症因

子抑制剂后脓毒症患者病死率仍居高不下［４－７］。近年

来有学者发现脓毒症除炎症风暴外还有大量氧化产物

堆积的特点，脓毒症时病原体及其毒素激活的炎症反

应以及宿主本身不断释放的炎症介质，可影响线粒体

氧化呼吸链的偶联过程，造成 ＲＯＳ生成增多，最终损
伤组织细胞及多个器官。因此，针对氧化还原失衡的

治疗可能有助于更好地救治脓毒症患者［８－９］。

　　铁死亡是一种被新发现的细胞死亡方式，其主要
机制是在二价铁或酯氧合酶的作用下，催化细胞膜上

高表达的不饱和脂肪酸，发生脂质过氧化，从而诱导细

胞死亡［１０］。此外，还表现在抗氧化体系（谷胱甘肽系

统）的调控核心酶ＧＰＸ４的表达降低［１１］。铁死亡抑制

剂（ｆｅｒｒｏｓｔａｔｉｎ１，Ｆｅｒ１）可以减轻脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓ
ａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）诱导的脓毒症大鼠急性肺损伤［１２］。

　　周细胞是血管周围的一群具有多能干性的壁细
胞，在调节多种微血管功能中起关键作用，如血管屏

障、血脑屏障、血管生成等，周细胞的丢失会导致血管

屏障功能的破坏。脓毒症后周细胞是否会发生铁死

亡，周细胞铁死亡是否在脓毒症后血管渗漏中起重要

作用，目前尚不清楚。因此，本研究拟采用脓毒症大鼠

模型和ＬＰＳ处理周细胞，探讨周细胞铁死亡在脓毒症
肺血管屏障功能中的作用及铁死亡抑制剂 Ｆｅｒ１对肺
血管屏障功能的保护作用。

１　材料与方法

１．１　主要试剂
　　肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）、白介素６（ＩＬ６）酶联
免疫吸附实验（ＥＬＩＳＡ）试剂盒购自中国Ｅｌａｂｓｃｉｅｎｃｅ公
司；脂质过氧化物（ＬＰＯ）ＥＬＩＳＡ试剂盒购自中国南京
建成生物工程研究所；活性氧检测试剂盒购自中国碧
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云天公司；脂多糖、伊文思蓝（Ｅｖｅｎｓｂｌｕｅ，ＥＢ）、Ⅰ型胶
原酶购自美国 ｓｉｇｍａ公司；Ｆｅｒ１购自美国 ＭｅｄＣｈｅｍ
Ｅｘｐｒｅｓｓ公司；山羊抗兔一抗、山羊抗兔二抗购自美国
ＬＩＣＯＲ公司；周细胞专用培养基购自美国Ｓｃｉｅｎｃｅｃｅｌｌ
公司；Ｆ１２培养基、胰蛋白酶购自美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司；
ＧＰＸ４、ＣＯＸ２抗体、ＰＦＧＦＲβ抗体、神经胶质抗原 ２
（ｎｅｕｒｏｎｇｌｉａａｎｔｉｇｅｎ２，ＮＧ２）抗体购自英国 Ａｂｃａｍ公
司；流式抗体染色液、ＣＤ１４６抗体、血小板衍生生长因
子 β（ｐｌａｔｅｌｅｔｄｅｒｉｖｅｄ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒｂｅｔａ，
ＰＤＧＦＲβ）抗体购自ＢＤ公司；二价铁离子检测探针购
自日本同仁化学公司，ＢＯＤＩＰＹＴＭ５８１／５９１Ｃ１１购自美
国赛默飞世尔科技公司。

１．２　实验动物及模型建立
　　健康成年ＳＤ大鼠，雌雄各半，体质量（２００±２２０）ｇ，
由陆军特色医学中心实验动物中心提供，自由饮食，实

验前禁食１２ｈ。本研究经陆军特色医学中心实验动物
管理委员会批准，动物处置过程符合伦理要求。

　　将１５６只ＳＤ大鼠按随机数字表法分为３组：假手
术组（Ｓｈａｍ组）、盲肠结扎穿孔术组（ＣＬＰ组）和铁死
亡抑制剂组（Ｆｅｒ１组）。ＣＬＰ组、Ｆｅｒ１组通过盲肠结
扎穿孔（ｃｅｃａｌｌｉｇａｔｉｏｎａｎｄｐｕｎｃｔｕｒｅ，ＣＬＰ）术制备大鼠
脓毒症模型［１３］，Ｆｅｒ１组在 ＣＬＰ术前１ｈ经腹腔注射
Ｆｅｒ１（１０ｍｇ／ｋｇ），Ｓｈａｍ组只进行探查操作，不进行盲
肠结扎和穿孔。各组术后均按 ５ｍＬ／２００ｇ剂量腹腔
注射无菌生理盐水。流式细胞学实验取假手术组大鼠

肺单细胞悬液增设空白未染色组（Ｂｌａｎｋ组）。
１．３　大鼠原代周细胞的提取、培养及模型建立
　　取初断乳大鼠视网膜，剪碎，转入２ｇ／Ｌ的Ⅰ型胶
原酶中，置于３７℃水浴锅消化３０ｍｉｎ后，立即加入含
有１０％ＦＢＳ的周细胞培养基终止消化。参照本实验室
之前的方法［１３－１４］进行过滤、收集、离心。获取的周细

胞，加入适量周细胞培养基，将沉淀吹散重悬，转入

２５ｃｍ３的细胞培养瓶中。待细胞长至８０％～９０％时消
化传代。实验分为正常对照组（Ｎｏｒｍａｌ组）、脂多糖刺
激组（ＬＰＳ组）和 Ｆｅｒ１组，ＬＰＳ组用１０μｇ／ｍＬＬＰＳ处
理周细胞１２ｈ，Ｆｅｒ１组用２μｍｏｌ／ＬＦｅｒ１预处理周细
胞１２ｈ后，再用１０μｇ／ｍＬＬＰＳ处理周细胞１２ｈ。
１．４　样本采集与指标测定
１．４．１　ＨＥ染色　　ＣＬＰ术后 １２ｈ，将大鼠麻醉固
定，在大鼠吸气末夹闭并结扎气管，使肺充盈，打开胸

腔，经心脏灌注等渗生理盐水直至肺组织几乎不见血

色，而后用 ４％多聚甲醛继续灌注。取下肺组织，用
４％多聚甲醛固定后，用石蜡包埋并切片。将肺组织石
蜡切片于６０℃烘烤，于二甲苯和梯度酒精中脱蜡并水
化。苏木精染细胞核，伊红染细胞质，脱水封片后在光

学显微镜下观察各组肺组织形态。

１．４．２　肺伊文思蓝（Ｅｖａｎｓｂｌｕｅ，ＥＢ）测定　　ＣＬＰ
术后 １２ｈ，将大鼠麻醉固定，经颈静脉插管注射 ＥＢ
６０ｍｇ／ｋｇ，３０ｍｉｎ后用生理盐水灌肺直至肺组织基本
不见血色，处死大鼠，取完整肺组织。用冷 ＰＢＳ漂洗
表面血液，滤纸吸干组织表面水分，拍照后取左肺上叶

称量，加入ＰＢＳ（组织质量∶ＰＢＳ体积＝０．０７ｍｇ／ｍＬ）
在冰上利用匀浆器匀浆，匀浆液移至离心机离心

（４℃、８０００×ｇ、１０ｍｉｎ），取上清液再次离心（４℃、
１６０００×ｇ、１０ｍｉｎ），取上清液利用全波长酶标测定仪
在５９０ｎｍ测定光密度值［Ｄ（５９０）］，根据 ＥＢ标准曲
线获得上清液ＥＢ浓度。另取上清液利用ＢＣＡ蛋白测
定试剂盒测定蛋白浓度，最终用 ＥＢ质量与蛋白质量
的比值作为肺血管通透性指标。

１．４．３　肺湿干质量比测定　　ＣＬＰ术后１２ｈ，将大鼠
麻醉固定并处死，打开胸腔，取左肺上叶，用滤纸吸干

肺组织表面血液，并称量，而后放置在锡箔纸上。

５０℃烤箱烘干７２ｈ后再次称量，以湿干质量比作为
评价肺水肿情况的指标。

１．４．４　ＴＮＦα和 ＩＬ６测定　　ＣＬＰ术后 １２ｈ，取各
组静脉血 ２ｍＬ，室温静置 ２ｈ后，离心取上层血清
（４℃、１０００×ｇ、１０ｍｉｎ）。ＥＬＩＳＡ试剂盒测定血清
ＴＮＦα和ＩＬ６水平。
１．４．５　肺组织细胞流式细胞术分析　　ＣＬＰ术后
１２ｈ，将大鼠麻醉固定并处死，打开胸腔，取右肺上叶，
生理盐水清洗后置于无血清１６４０培养基中。将肺置
于３～５ｍＬ肺组织消化液Ⅰ中，用眼科剪将肺组织剪
碎，置于 ３７℃水浴锅中 ３０ｍｉｎ，１ｍＬ移液器每隔
１０分钟吹打数次后过滤，剩余组织用消化液Ⅱ ３７℃
消化３０ｍｉｎ后过滤。取过滤液体４００×ｇ离心５ｍｉｎ，
收集沉淀，加入红细胞裂解液３～５ｍＬ，吹打混匀后室
温放置１０ｍｉｎ，４００×ｇ离心 ５ｍｉｎ。将细胞按 １００μＬ
每管分装到１．５ｍＬＥＰ管用于后续流式抗体染色。周
细胞标志性抗体染色：ＰＤＧＦＲβ（ＡＰＣ），按照１∶２０稀
释，ＣＤ１４６（ＰＥ），按照１∶２０稀释，室温避光放置３０ｍｉｎ
后，流式抗体染色液洗涤细胞，４００×ｇ离心５ｍｉｎ，重悬
细胞沉淀后上机检测。脂质过氧化物探针：用Ｌｉｐｅｒｆｌｕｏ
（１μｍｏｌ／Ｌ，３７℃）孵育细胞 １ｈ后洗涤，４００×ｇ离心
５ｍｉｎ，重悬细胞沉淀后上机检测。
１．４．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测相关蛋白表达　　ＣＬＰ术后
１２ｈ，显微镜下取肺微小静脉组织，提取组织总蛋白，
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＧＰＸ４、ＣＯＸ２、ＮＧ２和 ＰＤＧＦＲβ。经
电泳分离蛋白，转膜，脱脂牛奶封闭，孵育 ＧＰＸ４一抗
（稀释度１∶１０００）、ＣＯＸ２一抗（稀释度１∶１０００）、ＮＧ２
一抗（稀释度 １∶１０００）、ＰＤＧＦＲβ一抗（稀释度
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１∶１０００）、βａｃｔｉｎ一抗（稀释度１∶６０００），４℃冰箱过
夜。次日 ＴＢＳＴ洗膜 ３次，５ｍｉｎ／次，室温孵育二抗
（稀释度１∶２００００）。Ｏｄｙｓｓｅｙ红外激光扫描成像系统
（ＬＩＣＯＲ公司，美国）曝片。采用 ＩｍａｇｅＪ软件分析条
带灰度值，以目的条带灰度值与βａｃｔｉｎ条带灰度值的
比值反应目的蛋白的表达。

１．４．７　周细胞内ＲＯＳ检测　　接种周细胞于共聚焦
培养皿中，根据实验设计处理细胞。按照１∶１０００用无
血清Ｆ１２培养基稀释ＤＣＦＨＤＡ，使终浓度为１０μｍｏｌ／Ｌ。
去除培养基，加入１ｍＬ稀释好的ＤＣＦＨＤＡ。在３７℃，
５％ＣＯ２细胞培养箱内孵育 ２０ｍｉｎ。用无血清 Ｆ１２培
养基洗涤细胞 ３次，以充分去除未进入细胞内的
ＤＣＦＨＤＡ。在ＦＩＴＣ通道用激光共聚焦显微镜观察。
１．４．８　周细胞内 ＬｉｐｉｄＲＯＳ检测　　周细胞处理同
上。去除培养基后，用无血清 Ｆ１２培养基洗涤细胞
１次。加入１ｍＬ浓度为 １０μｍｏｌ／Ｌ的 ＢＯＤＩＰＹ工作
液，在３７℃，５％ＣＯ２细胞培养箱内孵育３０ｍｉｎ。去除
上清，无血清Ｆ１２培养基清洗３次后用激光共聚焦显
微镜观察［Ｎｏｎｏｘｉｄｉｚｅｄ（５９５ｎｍ），Ｏｘｉｄｉｚｅｄ（５２０ｎｍ）］。
１．４．９　周细胞内 Ｆｅ２＋检测　　周细胞处理同上。弃
去培养基，用无血清 Ｆ１２培养基洗涤细胞３次。加入
１ｍＬ浓度为１μｍｏｌ／Ｌ的ＦｅｒｒｏＯｒａｎｇｅ工作液，在３７℃，
５％ＣＯ２细胞培养箱内孵育３０ｍｉｎ。无需清洗，直接在
激光共聚焦显微镜下观察（Ｅｘ５４３ｎｍ，Ｅｍ５８０ｎｍ）。
１．４．１０　动物存活情况　　每组按随机数表法随机取
１６只ＳＤ大鼠，ＣＬＰ术后 １２ｈ开始算起，记录动物的
７２ｈ存活时间和计算７２ｈ存活率。
１．５　统计学分析
　　应用 ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行统计学处理，计量
资料以 珋ｘ±ｓ表示，多组比较采用单因素方差分析，组内
两两比较采用 ｔ检验，存活率和存活时间单独采用
ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ生存分析。检验水准 α＝０．０５。

２　结果

２．１　脓毒症后肺血管周细胞大量丢失及 Ｆｅｒ１的保
护作用

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，ＣＬＰ组脓毒症后肺微
小静脉周细胞标志物（ＰＤＧＦＲβ和 ＮＧ２）表达显著降
低，ＰＤＧＦＲβ和 ＮＧ２表达分别较假手术组降低了
７８．７３％和７２．４２％，见图１Ａ、Ｂ；表明肺微小静脉周细
胞大量丢失。Ｆｅｒ１能显著减少脓毒症后肺血管周细
胞丢失，表现为Ｆｅｒ１预处理后，周细胞标志物ＰＤＧＦＲβ
和ＮＧ２表达分别较 ＣＬＰ组分别增加了 １４６．３３％和
１６３．７１％。肺组织细胞流式结果显示：假手术组大鼠
肺周细胞占比约３．１１％，ＣＬＰ组脓毒症后肺血管周细

胞大量丢失，周细胞占比下降至０．８６％，Ｆｅｒ１预处理
组肺血管周细胞占比几乎恢复至正常水平，见图 １Ｃ。
结果表明，脓毒症可导致肺血管周细胞铁死亡和丢失，

铁死亡抑制剂Ｆｅｒ１可减少脓毒症后肺血管周细胞铁
死亡，减少周细胞丢失。

２．２　脓毒症急性肺损伤、肺血管通透性变化及 Ｆｅｒ１
的保护作用

　　ＨＥ染色结果显示（图２Ａ）：假手术组大鼠肺组织
结构完整，肺泡腔清晰可见，肺泡壁厚度正常，肺泡间

隔无水肿，无炎性细胞浸润。ＣＬＰ组大鼠出现明显的
肺损伤改变：肺泡出现大范围破裂伴局灶性肺不张，肺

泡壁水肿、增厚，间质和肺泡腔内有明显的炎性细胞浸

润。与ＣＬＰ组相比，Ｆｅｒ１组大鼠肺损伤减轻，肺泡破
裂情况明显减少，肺泡壁水肿减轻，厚度降低。肺湿干

质量比结果显示（图２Ｄ）：与假手术组大鼠相比，脓毒
症大鼠肺湿干质量比增加了２２．５０％（Ｐ＜０．０１）。Ｆｅｒ
１组大鼠肺湿干质量比较 ＣＬＰ组降低了９．１０％（Ｐ＜
０．０１）。ＥＢ结果显示（图 ２Ｂ、Ｃ）：正常组大鼠肺表面
光滑，几乎无蓝色斑点。脓毒症大鼠肺表面颜色暗淡，

ＥＢ大量外渗，全肺呈明显深蓝色，左肺上叶每毫克蛋
白内ＥＢ含量为（１３．３６±３．０１）ｎｇ，是假手术组的３．９４
倍。Ｆｅｒ１组大鼠肺表面色泽明显改善，蓝色斑点大幅
减少，左肺上叶单位蛋白 ＥＢ含量相较于 ＣＬＰ组降低
了５０．３９％（Ｐ＜０．０１）。表明脓毒症可导致明显的肺
组织损伤，肺血管通透性升高，铁死亡抑制剂 Ｆｅｒ１能
减轻脓毒症后急性肺损伤，对脓毒症后肺血管通透性

具有保护作用。

２．３　脓毒症肺血管周细胞铁死亡及Ｆｅｒ１的保护作用
　　脓毒症后肺血管铁死亡标志性蛋白ＣＯＸ２表达明
显升高，ＧＰＸ４显著下调，Ｆｅｒ１预处理能恢复ＧＰＸ４表
达，降低 ＣＯＸ２表达，减轻肺血管铁死亡（图 ３Ａ、Ｂ）。
脓毒症后肺血管组织内生成大量脂质过氧化物，ＬＰＯ
含量为 ４２．８３μｍｏｌ／ｍｇ，显著高于假手术组（Ｐ＜
０．０１），Ｆｅｒ１组 ＬＰＯ含量较 ＣＬＰ组降低了 ４７．０９％
（Ｐ＜０．０１，图３Ｃ）。肺血管周细胞目前缺乏特异性表
面标志物，本研究采用 ＰＤＧＦＲβ和 ＣＤ１４６共同标记
肺血管周细胞。肺组织流式结果显示：脓毒症后肺单

细胞悬液内ＣＤ１４６（＋）ＰＤＧＦＲβ（＋）细胞比例显著下
降，即周细胞大量丢失；Ｌｉｐｅｒｆｌｕｏ探针显示周细胞内
ＦＩＴＣ信号显著增强，即大量脂质过氧化物蓄积（图３Ｄ）。
Ｆｅｒ１能拮抗肺血管周细胞丢失且降低周细胞内脂质
过氧化物含量。表明脓毒症后肺血管周细胞存在严重

铁死亡，Ｆｅｒ１能拮抗脓毒症后肺血管周细胞铁死亡，
减少脓毒症后肺血管周细胞丢失。

０４０２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（２０）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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图１　各组大鼠肺微小静脉ＮＧ２和ＰＤＧＦＲβ蛋白表达的变化
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图２　Ｆｅｒ１对脓毒症急性肺损伤的作用　（ｎ＝８）
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图３　Ｆｅｒ１对脓毒症大鼠铁死亡的影响
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２．４　Ｆｅｒ１减轻脓毒症后炎症反应，提高脓毒症大鼠
存活率

　　大鼠血浆炎症因子检测结果显示（图４）：脓毒症
大鼠血浆ＴＮＦα和 ＩＬ６水平显著升高，分别是 Ｓｈａｍ
组的５．３２倍和５．８８倍，Ｆｅｒ１组和 ＣＬＰ组相比，血浆
ＴＮＦα和ＩＬ６水平分别降低了５８．９２％和６８．３９％。脓毒

症大鼠在２４ｈ内大量死亡，存活时间为（３４．８±４．２６）ｈ，
仅１只存活超过 ７２ｈ；铁死亡抑制剂 Ｆｅｒ１组大鼠仅
２只在２４ｈ内死亡，平均存活时间为（５７．７±４．６６）ｈ，
７２ｈ存活率为 ４３．７５％（７／１６），动物存活情况显著改
善。表明 Ｆｅｒ１可显著抑制脓毒症后炎症因子水平的
增加，抑制脓毒症后炎症反应，明显改善动物存活。
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图４　Ｆｅｒ１对脓毒症大鼠血清炎症因子水平和脓毒症大鼠存活的影响

２．５　周细胞的鉴定
　　使用细胞免疫荧光技术进行周细胞的鉴定，结果
显示：周细胞标志性蛋白，血小板衍生生长因子 β
（ＰＤＧＦＲβ），ａｌｐｈａ平滑肌肌动蛋白（ａｌｐｈａｓｍｏｏｔｈ
ｍｕｓｃｌｅａｃｔｉｎ，αＳＭＡ），神经胶质抗原 ２（ＮＧ２）呈阳性
表达；内皮细胞标志性蛋白血小板内皮细胞黏附分子
（ｐｌａｔｅｌｅｔｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌａｄｈｅｓｉｏｎｍｏｌｅｃｕｌｅ１，ＰＥＣＡＭ
１／ＣＤ３１）表达呈阴性。见图５。
２．６　ＬＰＳ诱导的周细胞铁死亡及Ｆｅｒ１的保护作用
　　ＬＰＳ处理周细胞 １２ｈ后周细胞活性显著降低
（图６Ａ），细胞内ＲＯＳ和 ＬｉｐｉｄＲＯＳ显著升高，周细胞
内Ｆｅ２＋大量蓄积，周细胞发生铁死亡；Ｆｅｒ１可拮抗
ＬＰＳ诱导的周细胞铁死亡（图 ６Ｂ、Ｃ），表现为周细胞
活性恢复，胞内 ＲＯＳ、ＬｉｐｉｄＲＯＳ和 Ｆｅ２＋含量均显著下
降（图６）。表明ＬＰＳ能诱导周细胞发生铁死亡，Ｆｅｒ１
能显著减轻ＬＰＳ诱导的铁死亡。

３　讨论

　　血管渗漏是严重创伤休克、脓毒症等临床重症致
多器官功能障碍综合征（ｍｕｌｔｉｐｌｅｏｒｇａｎｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ
ｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＭＯＤＳ）甚至死亡的关键因素，血管渗漏主
要是通过细胞旁途径和跨细胞（也称穿细胞）途径发

生，具体表现为进行性水肿、低血容量性及分布性休

克、非蛋白尿性低蛋白血症以及血液浓缩。目前针对

血管渗漏的救治措施效果有限，研究血管渗漏的调控

机制，寻找有效的防治措施，对提高脓毒症等临床重症

的治疗效果有重要意义。

　　周细胞是在１９世纪７０年代被发现的一群新的独
特的细胞类型，周细胞包裹着毛细血管，可以影响血管

的发育和结构稳定［１５］。毛细血管壁由内皮细胞和周

细胞共同构成，内皮细胞形成血管腔，周细胞则像“爪

子”一样环绕着内皮细胞，内皮细胞和周细胞之间由

３４０２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（２０）



基底膜隔开［１６］。周细胞在内皮细胞表面的覆盖率在

不同组织中有所不同，两者的比例在 １∶１～１∶１００之
间，血管周细胞密度以大脑和视网膜最高，骨骼肌最

低［１７－１８］。ＮＥＥＳ等［１９］发现左心室每单位体积的周细

胞数量超过心肌细胞数量。周细胞的数量及周细胞在

内皮细胞上的覆盖率对血管的屏障功能至关重要。我

们之前的研究发现，脓毒症时周细胞结构受到严重破

坏且数量急剧减少，可引起微血管发生严重渗漏［２０］。

同时，还发现外源性输注周细胞可以通过直接覆盖和

旁分泌机制显著改善脓毒症大鼠血管屏障功能，提高

动物存活率和延长存活时间［１３－１４］。

　　铁死亡是近年来新发现的一种调节性细胞死亡形
式，其特征是铁依赖性脂质过氧物积累到致死水

平［２１－２２］。铁死亡在细胞形态上主要表现为明显的线

粒体皱缩，膜密度增加和嵴减少，这与其他细胞死亡形

式明显不同。和自噬对比，铁死亡不会形成典型的封

闭双层膜结构（自噬小泡）［２３２５］。
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图５　共聚焦显微镜检测周细胞表面标志物表达
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Ａ：ＣＣＫ８测定周细胞细胞活性 （ｎ＝８）　 ａ：Ｐ＜０．０１，与Ｎｏｒｍａｌ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与ＬＰＳ组比较；Ｂ：共聚焦显微镜观察周细胞
内ＲＯＳ和Ｆｅ２＋含量；Ｃ：共聚焦显微镜观察周细胞内ＬｉｐｉｄＲＯＳ含量

图６　Ｆｅｒ１减轻ＬＰＳ诱导的周细胞铁死亡

５４０２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（２０）



　　铁死亡有三大生化特征：①活性铁池（ｌａｂｉｌｅｉｒｏｎ
ｐｏｏｌ）内游离铁蓄积和依赖铁的过氧化物酶激活；
②具有多不饱和脂肪酸酰基尾部和易发生过氧化反应
的双烯丙基碳的磷脂发生脂质过氧化；③脂质过氧化
还原、修复系统受损，包括 ＧＳＨＧＰＸ４，ＧＣＨ１ＢＨ４，
ＮＡＤＰＨＦＳＰＱＣｏＱ１０。铁死亡的调控途径非常复杂，
包括铁、脂质和氨基酸等在内的多代谢途径共同控制

着细胞对铁死亡的敏感性。脓毒症时铁代谢发生严重

紊乱，包括铁的转运、吸收以及外排，这可导致细胞内

大量铁的蓄积；铁大量蓄积一方面可以激活含铁脂氧

合酶，另一方面又可以催化芬顿反应（Ｆｅｎｔｏｎｒｅａｃｔｉｏｎ）
产生大量活性氧簇。大量研究表明铁蓄积不仅可以作

为脓毒症患者病情严重程度的有效评价指标还可以预

测脓毒症病人的预后情况［２６］。近年来有研究指出，脓

毒症后机体存在严重铁死亡，抑制铁死亡有望成为脓

毒症治疗的新靶点。ＬＩ等［２７］指出脓毒症后ＮＣＯＡ４介
导铁蛋白自噬可参与诱导心肌细胞铁死亡，造成心肌

损伤，ＸＩＡＯ等［１２］实验发现铁死亡抑制剂 Ｆｅｒ１通过
ＴＬＲ４／ＮＦκＢ通路显著改善脂多糖诱导的 ＳＤ大鼠心
肌损伤，靶向心肌细胞铁死亡有望成为治疗脓毒症后

心脏损伤的重要方法。ＷＥＩ等［２８］报道外源性补给鸢

尾素可通过抑制铁死亡保护脓毒症后肝脏功能；衣康

酸可通过 Ｎｒｆ２通路抑制巨噬细胞铁死亡拮抗脓毒症
急性肺损伤［２９］。本研究结果发现，脓毒症后肺微小静

脉周细胞铁死亡增加，周细胞大量丢失；ＥＢ实验发现
肺血管发生严重渗漏，通透性升高，肺组织严重受损。

铁死亡抑制剂Ｆｅｒ１能减轻脓毒症后肺血管周细胞铁
死亡，拮抗周细胞丢失，减轻肺血管渗漏，保护肺血管

屏障功能，显著改善动物存活。研究结果表明，周细胞

铁死亡在脓毒症肺血管屏障功能损伤中起重要作用，

铁死亡抑制剂对脓毒症肺血管屏障功能有重要保护

作用。

　　本实验进一步通过原代分离周细胞，观察 ＬＰＳ处
理对周细胞铁死亡的影响及铁死亡抑制剂 Ｆｅｒ１对
ＬＰＳ诱导周细胞铁死亡的拮抗作用。结果发现，ＬＰＳ
处理周细胞后，周细胞内 ＲＯＳ、ＬｉｐｉｄＲＯＳ和 Ｆｅ２＋含量
显著增加，铁死亡标志性蛋白 ＧＰＸ４表达显著降低，
ＣＯＸ２表达显著增加，结果表明 ＬＰＳ可诱导周细胞铁
死亡，铁死亡抑制剂Ｆｅｒ１能拮抗ＬＰＳ诱导的铁死亡，
但脓毒症后周细胞发生铁死亡的具体机制还需进一步

的研究。

　　微循环血管通透性的维护，依赖于血管内皮细胞
和周细胞的完整性，除了以往认为的“毛细血管渗漏”

外，小静脉和细小静脉在此过程中也发挥重要作

用［３０］。组胺、缓激肽等其他半衰期较短炎症介质造成

的速发短暂效应仅累及口径 ２０～６０μｍ的细静脉，此
时细动脉和毛细血管不受累。创伤、烧伤、休克、细菌

毒素等刺激造成的直接血管损伤，则可累及细静脉及

毛细血管［３１－３２］。因此，本研究采用在体视镜下显微分

离肺小静脉和细小静脉的方法研究铁死亡与血管屏障

功能的关系。
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