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ＨＡｄＶ７感染诱导肺泡上皮细胞铁死亡
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　　［摘要］　目的　探究人７型腺病毒（ｈｕｍａｎａｄｅｎｏｖｉｒｕｓｔｙｐｅ７，ＨＡｄＶ７）感染对肺泡上皮细胞发生
铁死亡的诱导作用。方法　体外培养肿瘤性肺泡上皮细胞（Ａ５４９）和正常人肺泡Ⅱ型上皮细胞
（ＨＰＡＥｐｉＣ），感染ＨＡｄＶ７（２４、４８、７２ｈ）后，ＣＣＫ８检测细胞活性变化，电子透射显微镜观察胞内线粒
体形态，活性氧 （ＲＯＳ）探针、脂质过氧化物（ＭＤＡ）检测试剂盒分别检测细胞 ＲＯＳ和 ＭＤＡ水平，胞内
亚铁离子荧光探针观察胞内Ｆｅ２＋水平，实时荧光定量ＰＣＲ（ＲＴｑＰＣＲ）和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测铁死亡通路中
关键分子的表达水平。ＨＡｄＶ７滴鼻感染 ＣＤ４６人源化小鼠后，普鲁士蓝染色和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分别检测
肺组织的铁沉积和铁死亡相关蛋白的表达水平。体内外予铁死亡抑制剂后，ＣＣＫ８检测 ＨＡｄＶ７感染
肺泡上皮细胞后细胞活性变化，ＨＥ染色观察 ＨＡｄＶ７感染 ＣＤ４６人源化小鼠肺组织病理情况改变。
结果　ＨＡｄＶ７感染导致Ａ５４９、ＨＰＡＥｐｉＣ细胞活性降低，细胞线粒体出现体积缩小，线粒体嵴减少等铁
死亡特征性改变，ＨＡｄＶ７组感染后４８、７２ｈＲＯＳ水平显著高于对照组（Ｐ＜０．０１）；感染后４８ｈ的ＭＤＡ
水平也明显升高（Ｐ＜０．０５）。ＨＰＡＥｐｉＣ细胞感染后胞内铁离子显著高于对照组（Ｐ＜０．０１）。ＲＴｑＰＣＲ
结果显示，ＨＡｄＶ７感染降低了两种细胞胱氨酸／谷氨酸逆向转运蛋白溶质载体家族 ７成员 １１
（ＳＬＣ７Ａ１１，也称为 ｘＣＴ）（Ｐ＜０．０１）、谷胱甘肽过氧化物酶 ４（ＧＰＸ４）（Ｐ＜０．０５）、膜铁转运蛋白
（ＳＬＣ４０Ａ１）（Ｐ＜０．０５）、铁蛋白重链 １（ＦＴＨ１）（Ａ５４９：７２ｈ，Ｐ＜０．０１；ＨＰＡＥｐｉＣ：４８、７２ｈ，Ｐ＜０．０１）等基
因的表达，而上调了铁调素（ＨＡＭＰ）基因的表达（Ａ５４９：７２ｈ，Ｐ＜０．０１；ＨＰＡＥｐｉＣ：Ｐ＜０．０５）。
ＨＰＡＥｐｉＣ细胞感染后ｘＣＴ和ＧＰＸ４的蛋白表达水平降低。ＨＡｄＶ７感染ＣＤ４６人源化小鼠后，肺组织铁
染色加深，而 ｘＣＴ（Ｐ＜０．０５）和 Ｇｐｘ４（Ｐ＜０．０１）表达显著下调。予以铁死亡抑制剂，ＤＦＯ能够抑制
ＨＡｄＶ７诱导的肺泡上皮细胞死亡（ＨＰＡＥｐｉＣ：Ｐ＜０．０１），Ｆｅｒ１抑制细胞死亡的作用更明显（Ａ５４９：Ｐ＜
０．０５；ＨＰＡＥｐｉＣ：Ｐ＜０．０１）。此外，Ｆｅｒ１能够明显改善 ＨＡｄＶ７感染 ＣＤ４６人源化小鼠肺损伤状态。
结论　ＨＡｄＶ７感染致使肺泡上皮细胞铁离子累积、脂质过氧化物增加，从而诱导细胞发生铁死亡，肺
泡上皮细胞的铁死亡可能参与了ＨＡｄＶ７感染所致的肺损伤。
　　［关键词］　 人７型腺病毒；肺泡上皮细胞；铁死亡
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Ｆｅｒ１ｔｒｅａｔｍｅｎｔｃｏｕｌｄｅｆｆｅｃｔｉｖｅａｍｅｌｉｏｒａｔｅｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｄａｍａｇｅｓｉｎｔｈｅＣＤ４６ｈｕｍａｎｉｚｅｄｍｉｃｅａｆｔｅｒＨＡｄＶ７
ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＨＡｄＶ７ｉｎｆｅｃｔｉｏｎｉｎｃｒｅａｓｅｓｉｒｏｎａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎａｎｄｌｉｐｉｄｐｅｒｏｘｉｄｅｓ，ａｎｄｔｈｕｓｉｎｄｕｃｅｓ
ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓｉｎａｌｖｅｏｌａｒｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ｗｈｉｃｈｍａｙｂｅｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎｌｕｎｇｉｎｊｕｒｙｃａｕｓｅｄｂｙＨＡｄＶ７ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｈｕｍａｎａｄｅｎｏｖｉｒｕｓｔｙｐｅ７；ａｌｖｅｏｌａｒｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ；ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＧｅｎｅｒａｌＰｒｏｇｒａｍｏｆＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（３２０７１１２３），ｔｈｅＰｒｏｊｅｃｔｏｆＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇ
（ｃｓｔｃ２０２０ｊｃｙｊｍｓｘｍＸ０２３９）ａｎｄｔｈｅＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇＥｄｕｃａｔｉｏｎＣｏｍｍｉｔｔｅｅ（ＫＪＱＮ２０１９００４４５）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＺＡＮＧＮａ，
Ｅｍａｉｌ：ｚａｎｇｎａ１２１４＠１２６．ｃｏｍ

　　人腺病毒（ｈｕｍａｎａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ，ＨＡｄＶ）是引起儿童
重症肺炎的最重要的病毒病原之一［１］，感染后易并发

急性呼吸窘迫综合征［２］、中枢神经系统功能障碍［３－４］

等急性危重疾病，致死率达 ５０％以上［５］，严重危害儿

童生命健康。目前，人腺病毒已发现至少 １００个基因
型（ｈｔｔｐ：／／ｈａｄｖｗｇ．ｇｍｕ．ｅｄｕ／），分为 ７个亚属（Ａ～
Ｇ）。其中，ＨＡｄＶ７是引起全球范围内儿童重症腺病
毒肺炎最常见的基因型［５－７］。课题组前期研究发现在

急性呼吸道感染患儿中 Ｂ亚属 ＨＡｄＶ７检出率约
４５％，其中 ３１．３％患儿发生重症肺炎，２７．５％并发呼吸
衰竭［８］。然而，临床上缺乏特异性的抗腺病毒药物，

且ＨＡｄＶ７感染引起严重肺损伤的分子机制尚不清
楚。而肺泡上皮细胞是外界环境与肺组织的界面，在

屏障保护、产生黏液和表面活性剂、启动免疫反应、肺

损伤及修复等方面发挥重要作用［９－１１］。由于 ＨＡｄＶ７
通过空气传播，肺泡上皮细胞很容易受到感染而成为

ＨＡｄＶ７主要的靶细胞和效应细胞。肺泡上皮细胞的
活性对维持肺泡结构完整性至关重要，其正常活性丧

失和功能紊乱是急性肺损伤发展的主要驱动因素［１２］。

已有研究显示，肺泡上皮细胞的凋亡、坏死性凋亡等多

种死亡方式参与了流感病毒感染、脂多糖等引起的肺

损伤［１３－１６］。铁死亡（ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ）是一种全新的可调节
的细胞死亡形式，其实质是大量铁累积和脂质过氧

化［１７］。铁死亡已被证实参与了多种急慢性疾病的发

生发展过程，抑制铁死亡逐渐成为多种疾病治疗和干

预的重要靶点［１８－２１］。然而，ＨＡｄＶ感染所致肺损伤中

７４１２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（２１）



肺泡上皮细胞死亡启动方式和作用机制尚不清楚。本

研究拟探讨ＨＡｄＶ７感染是否导致肺泡上皮细胞铁累
积、脂质氧化物增加，并诱导肺泡上皮细胞发生铁死

亡，初步明确铁死亡参与 ＨＡｄＶ７感染所致肺损伤的
过程，以期为临床治疗重症腺病毒感染提供一种新的

思路和干预途径。

１　材料与方法

１．１　实验材料
　　肿瘤性肺泡上皮细胞（Ａ５４９）和正常人肺泡Ⅱ型
上皮细胞（ＨＰＡＥｐｉＣ）均购自 ＡＴＣＣ，由重庆医科大学
附属儿童医院儿科研究所儿童呼吸病学研究室稳定传

代后保存提供。ＣＤ４６人源化小鼠设计和繁殖购自赛
业生物科技有限公司。ＤＭＥＭ培养基、胎牛血清（ＦＢＳ）、
胰酶、青霉素、链霉素购自美国Ｇｉｂｃｏ公司。氯化铯购
自默克公司，氯化铯离心柱购自伯乐（ＢｉｏＲａｄ）公司。
ＣＣＫ８试 剂 盒、Ｄｅｆｅｒｏｘａｍｉｎｅ（ＤＦＯ）、Ｆｅｒｒｏｓｔａｔｉｎ１
（Ｆｅｒ１）和细胞内活性氧（ＲＯＳ）的探针（Ｈ２ＤＣＦＤＡ）均
购自ＭＣＥ公司。ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒和脂质氧
化（ＭＤＡ）检测试剂盒购自碧云天生物公司。电镜专
用 戊二醛固定液（２．５％）和胞内亚铁离子荧光探针
ＦｅｒｒｏＯｒａｎｇｅ分别购自森贝伽生物科技和东仁化学科
技公司，ＲＮＡ快速提取试剂盒购自奕杉生物，反转录
试剂盒购自 ＴａＫａＲａ公司，ＳＹＢＲｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ购
自南京诺唯赞生物公司。全蛋白提取试剂盒购自江苏

凯基生物公司，一抗稀释液、快速转膜液及快速封闭液

均购自新赛美公司。预制胶和 ＭＯＰＳＳＤＳＲｕｎｎｉｎｇ
Ｂｕｆｆｅｒ购自 ＡＣＥ公司。一抗 ＡｎｔｉｘＣＴｒａｂｂｉｔａｎｔｉｂｏｄｙ
购自 Ａｂｃａｍ公司，ＡｎｔｉＧＰＸ４ｒａｂｂｉｔａｎｔｉｂｏｄｙ、Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ二抗（山羊抗兔）和直标内参 ＧＡＰＤＨ、βａｃｔｉｎ购
自成都正能生物公司，超敏ＥＣＬ发光液购自美伦生物
公司。普鲁士蓝染色液（ＤＡＢ增强法）试剂盒购自北
京索莱宝科技有限公司。

１．２　病毒分离与纯化
　　从重庆医科大学附属儿童医院呼吸科１名确诊腺
病毒感染的住院患儿的鼻咽抽吸物（ｎａｓｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌ
ａｓｐｉｒａｔｅｓ，ＮＰＡｓ）中分离ＨＡｄＶ７（ＣＱ４５），体外培养扩
增，采用氯化铯密度梯度离心法纯化病毒［２２］，按照 ＦＵ
等［５］和ＣＨＩＫＨＡＬＹＡ等［２３］的计算方法，最终得到的病

毒浓度为３×１０１１ｖｐ／ｍＬ。
１．３　细胞培养
　　Ａ５４９和 ＨＰＡＥｐｉＣ细胞在添加１０％ＦＢＳ和１％青
霉素／链霉素的 ＤＭＥＭ高糖培养基培养，待细胞长至
８０％～９０％时，做传代和铺板等处理。如进行病毒感
染，则使用含 ２％ＦＢＳ和 １％青霉素／链霉素的 ＤＭＥＭ

培养基培养，根据实验设计的时间点进行感染后的实

验。细胞均放置于３７℃、５％ＣＯ２的孵箱进行培养。
１．４　细胞活性检测
　　实验细胞以 ２０００个／孔，１００μＬ／孔的培养基铺
９６孔板。待细胞汇合度达７０％～８０％，将腺病毒按１０
感染复数（ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙｏｆｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，ＭＯＩ）感染细胞。根
据实验设计（ＤＦＯ工作浓度为５０μｍｏｌ／Ｌ），在各时间
点向每孔加入含１０％ＣＣＫ８溶液的培养基；将培养板
置于培养箱内孵育０．５～２ｈ；用酶标仪测定在４５０ｎｍ
处的光密度值。按公式计算细胞存活率：细胞存活率＝
［（Ａｓ－Ａｂ）／（Ａｃ－Ａｂ）］×１００％；Ａｓ：实验孔光密度值
（含细胞、培养基、ＣＣＫ８溶液和腺病毒处理）；Ａｃ：对
照孔光密度值（含细胞、培养基、ＣＣＫ８溶液，无腺病
毒）；Ａｂ：空白孔吸光度值（含培养基、ＣＣＫ８溶液，不
含细胞和腺病毒）。

１．５　透射电镜观察细胞的线粒体结构
　　按３×１０５／孔接种细胞于６孔板，培养２４ｈ后，以
１０ＭＯＩ感染 Ａ５４９和 ＨＰＡＥｐｉＣ细胞，感染后４８ｈ观
察到细胞发生腺病毒感染的典型病变后才用胰酶消化

并收集于离心管中，１０００ｒ／ｍｉｎ，５ｍｉｎ离心。然后弃
去上清液，用吸管沿管壁缓慢加入１∶５（２．５％戊二醛∶
０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ缓冲液）稀释的固定液，重悬细胞。
４℃，静置５ｍｉｎ。将细胞悬液转移至１．５ｍＬ尖底离
心管中，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心 １０ｍｉｎ，轻轻弃去上清液，
高速离心后的样品体积不小于半颗绿豆大小。用吸管

沿管壁缓慢加入２．５％戊二醛固定液，放置于４℃环
境中，用装有冰袋的泡沫盒运送至成都里来生物医学

实验中心进行投射电镜扫描。

１．６　ＲＯＳ水平检测
　　细胞按照 ３×１０５／孔接种于 ６孔板，２４ｈ后以
１０ＭＯＩＨＡｄＶ７病毒感染细胞，感染后４８ｈ，对照组和
腺病毒感染组均添加含Ｈ２ＤＣＦＤＡ（终浓度１０μｍｏｌ／Ｌ）
的培养基，３７℃避光孵育３０ｍｉｎ。然后用０．０５％胰蛋白
酶消化，含２％胎牛血清培养基中和后收集，２５００ｒ／ｍｉｎ
离心５ｍｉｎ。最后重悬于新鲜培养基中，立即用流式细
胞仪分析。

１．７　ＭＤＡ水平检测
　　首先配制 ＴＢＡ储存液：２５ｍｇＴＢＡ用 ６．７６ｍＬ
ＴＢＡ配制液配制，最终浓度即为０．３７％。金属浴加热
到７０℃，再剧烈震荡以促进溶解。然后配制 ＭＤＡ检
测工作液：根据待测定的样品数（含对照），在临检测

前新鲜配制适量的 ＭＤＡ检测工作液（一次加样量：
１５０μＬＴＢＡ稀释液，５０μＬＴＢＡ储存液，３μＬ抗氧化
剂）。再取适量标准品用蒸馏水稀释标准品至１、２、５、
１０、２０、５０μｍｏｌ／Ｌ，于各１．５ｍＬ离心管中加入０．１ｍＬ
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稀释成不同浓度的标准品和待测样品，随后加入

０．２ｍＬＭＤＡ检测工作液。混匀后，９９℃金属浴加热
１５ｍｉｎ后，水浴冷却至室温，１０００×ｇ室温离心
１０ｍｉｎ。取２００μＬ上清加入到 ９６孔板中，酶标仪在
５３２ｎｍ测定吸光度。通过标曲计算出样品溶液中的
ＭＤＡ含量后，以单位重量的蛋白含量（ＢＣＡ法）来表
示最初样品中的ＭＤＡ含量（μｍｏｌ／ｍｇ）。
１．８　细胞二价铁离子检测
　　ＨＰＡＥｐｉＣ细胞以 １×１０５／ｍＬ接种在 ３５ｍｍ激光
共聚焦培养皿中，在 ３７℃，５％ＣＯ２培养箱中孵育过
夜。ＨＡｄＶ７以 １０ＭＯＩ感 染 ４８ｈ后，将 含 有
ＦｅｒｒｏＯｒａｎｇｅ（１μｍｏｌ／Ｌ）的ＨＢＳＳ溶液添加到细胞中，
３７℃，５％ＣＯ２培养箱中孵育３０ｍｉｎ。在荧光共聚焦显
微镜下观察细胞。

１．９　细胞总ＲＮＡ提取及实时荧光定量ＰＣＲ
　　按照奕杉生物 ＲＮＡ快速提取试剂盒说明书提取
细胞总的ＲＮＡ，使用 ＮａｎｏＤｒｏｐｏｎｅ超微量分光光度
计测定所提取的ＲＮＡ浓度，然后以１０００ｎｇ总量按照
ＴａＫａＲａ反转录试剂盒说明将 ＲＮＡ逆转录为 ｃＤＮＡ。
使用ＣＦＸ９６Ｔｏｕｃｈ荧光定量 ＰＣＲ仪 进行实时荧光定
量ＰＣＲ，以 ＧＡＰＤＨ为内参，２－ΔΔＣｔ法分析各目的基因
ｍＲＮＡ相对表达水平。具体的引物序列见表１。

表１　各目的基因及内参基因序列

引物名称 引物序列（５′→３′） 最适温度

ＳＬＣ７Ａ１１
上游：ＡＡＧＧＴＧＣＣＡＣＴＧＴＴＣＡＴＣＣＣ
下游：ＡＴＧＡＣＧＡＡＧＣＣＡＡＴＣＣＣＴＧＴ

５９℃

ＧＰＸ４
上游：ＡＣＡＡＧＡＡＣＧＧＣＴＧＣＧＴＧＧＴＧＡＡ
下游：ＧＣＣＡＣＡＣＡＣＴＴＧＴＧＧＡＧＣＴＡＧＡ

５９℃

ＨＡＭＰ
上游：ＣＴＧＡＣＣＡＧＴＧＧＣＴＣＴＧＴＴＴＴＣＣ
下游：ＡＡＧＴＧＧＧＴＧＴＣＴＣＧＣＣＴＣＣＴＴＣ

６５℃

ＳＬＣ４０Ａ１
上游：ＧＡＧＡＣＡＡＧＴＣＣＴＧＡＡＴＣＴＧＴＧＣＣ
下游：ＴＴＣＴＴＧＣＡＧＣＡＡＣＴＧＴＧＴＣＡＣＡＧ

５９℃

ＦＴＨ１
上游：ＴＣＣＴＡＣＧＴＴＴＡＣＣＴＧＴＣＣＡＴＧＴ
下游：ＧＴＴＴＧＴＧＣＡＧＴＴＣＣＡＧＴＡＧＴＧＡ

５９℃

ＧＡＰＤＨ
上游：ＡＴＣＡＡＧＡＡＧＧＴＧＧＴＧＡＡＧＣＡＧＧＣ
下游：ＴＣＡＡＡＧＧＴＧＧＡＧＧＡＧＴＧＧＧＴＧＴＣ

５９℃

１．１０　细胞蛋白提取及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
　　实验细胞（３×１０５／孔）铺于 ６孔板，感染 ＨＡｄＶ７
后２４、４８、７２ｈ后，用全蛋白提取试剂盒提取各组细胞
总蛋白，并以 ＢＣＡ蛋白浓度检测试剂盒检测各组总蛋
白浓度。蛋白质在４％～２０％预制胶浓缩分离，然后转
移到聚偏二氟乙烯（ＰＶＤＦ）膜上，快速封闭液封闭
１５ｍｉｎ后，孵育一抗（ＧＰＸ４，１∶５０００；ｘＣＴ，１∶２０００）于
４℃过夜，取出膜以 １×ＴＢＳＴ洗脱后，室温孵育二抗
（ＧＡＰＤＨ，１∶１００００），使用化学发光（ＥＣＬ）法获得蛋

白条带，用于比较分析。

１．１１　动物实验
１．１１．１　腺病毒感染动物模型建立　　将 ６～８周龄
的１２只ＣＤ４６人源化小鼠［赛业（苏州）生物科技有限
公司］按完全随机分组分为对照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ）、腺病毒
感染组（ＨＡｄＶ７）、铁死亡抑制剂组（Ｆｅｒ１）和铁死亡
抑制剂预处理后腺病毒感染组（ＨＡｄＶ７＋Ｆｅｒ１）。称
量小鼠质量后，Ｆｅｒ１组和 ＨＡｄＶ７＋Ｆｅｒ１组腹腔注射
Ｆｅｒ１（１０ｍｇ／ｋｇ），１ｈ后予以 １０％水合氯醛溶液 ３～
５μＬ／ｇ腹腔注射麻醉小鼠，ＨＡｄＶ７组和 ＨＡｄＶ７＋
Ｆｅｒ１组予以８０μＬ（２０μＬ／次×４次）含３×１０１１ｖｐ／ｍＬ
病毒工作液滴鼻接毒，Ｃｏｎｔｒｏｌ组和 Ｆｅｒ１组则以同等
体积的病毒液溶剂滴鼻。

１．１１．２　肺组织石蜡切片制备及 ＨＥ染色　　感染
３ｄ后，１０％水合氯醛溶液麻醉处死小鼠，摘取眼球取
血后取出上述实验小鼠左肺组织放入的４％多聚甲醛
中，固定２４ｈ以上。脱水后以肺门朝下将肺组织包埋
成组织蜡块，４μｍ切片，然后进行肺组织 ＨＥ染色，封
片后于显微镜下采集图像。

１．１１．３　肺组织普鲁士蓝染色　　石蜡切片脱蜡至水
（同肺组织ＨＥ染色），按照 １∶１的比例配置 Ｐｅｒｌｓ染
色工作液，滴加到切片上至完全覆盖组织，湿盒内

３７℃孵育２０ｍｉｎ后，蒸馏水轻轻冲洗３次，每次１０ｓ。
按照 １∶９配置孵育工作液，覆盖组织后盒内 ３７℃孵
育 １０～２０ｍｉｎ；１×ＰＢＳ轻轻浸洗３次，每次１ｍｉｎ。按
照１９∶１的比例配置增强工作液，滴加至完全覆盖组
织，置于湿盒内 ３７℃孵育 １０～２０ｍｉｎ，再１×ＰＢＳ轻轻
浸洗３次，每次 ５ｓ，滴加复染液染色 ３～５ｍｉｎ，蒸馏水
浸洗１０ｍｉｎ。最后，脱水封片（同ＨＥ染色）。
１．１１．４　肺组织蛋白提取及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　　称
取适量的肺组织按照凯基生物的全蛋白提取试剂盒说

明书提蛋白，根据标本数以１ｍＬ∶５μＬ∶５μＬ∶１μＬ的
比例依次取 ＬｙｓｉｓＢｕｆｆｅｒ、磷酸酶抑制剂、１００ｍｍｏｌ／Ｌ
ＰＭＳＦ和蛋白酶抑制剂配置蛋白裂解液。每个肺组织
标本中按０．１ｇ／１ｍＬ蛋白裂解液，电动匀浆器研磨肺
组织（冰上低温操作），然后冰水中超声５ｍｉｎ×２次后，
４℃，１４０００ｒ／ｍｉｎ，离心２０ｍｉｎ，取上清转移至１．５ｍＬ
离心管。使用赛默飞 ＮａｎｏＤｒｏｐｏｎｅ超微量分光光度
计测定所提取的蛋白浓度，以计算蛋白上样量。根据

蛋白液加入 ５×ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ，离心、震荡、离心混匀，
９９℃加热１０ｍｉｎ后瞬时离心，分装后保存于－８０℃冰
箱。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ步骤同细胞实验。
１．１１．５　肺组织炎症病理评分　　光学显微镜下，主
要评估气管、细支气管、血管周围及肺间质的炎症，炎

症病理评分参照 ＤＥＮＧ等［２４］使用的方法，采用 ０～
３分制，具体评分标准见表２。

９４１２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（２１）



表２　肺组织炎症病理评分标准

　　　　　　　　　　　　　肺组织部位及炎症情况 评分

气管、细支气管：以套囊样炎症浸润厚度表示炎症程度，每张切片计数若干个管腔，取平均值

　无浸润 ０分

　≤２个细胞厚度 １分

　３～５个细胞厚度 ２分

　＞５个细胞厚度 ３分

血管周围：以套囊样炎症浸润厚度表示炎症程度，每张切片计数若干个管腔，取平均值

　无浸润 ０分

　≤４个细胞厚度 １分

　５～７个细胞厚度 ２分

　＞７个细胞厚度 ３分

肺间质：肺泡间隔的炎症浸润，每张切片计数若干个视野，取平均值

　无浸润 ０分

　炎症浸润但无增厚 １分

　明显炎症浸润及轻度增厚 ２分

　明显炎症浸润及显著增厚 ３分

１．１１．６　肺组织损伤评分　　根据 ＨＯＮＧ等［２５］和

ＴＡＮＡＫＡ等［２６］标准进行肺组织损伤评分，在光学显微

镜下随机选取１０个视野，采用０～４分制，平均得分为
肺损伤病理评分，具体评分标准见表３。

表３　肺组织损伤评分标准

评估项目 损伤程度 评分

肺泡充血 无损伤 ０分

出血 轻度损伤 １分

炎症细胞浸润或聚集 中度损伤 ２分

肺泡间隔增厚或透明膜形成 重度损伤 ３分

极重度损伤／弥漫性损伤 ４分

１．１２　统计学分析
　　数据用 ＧｒａｐｈｐａｄＰｒｉｓｍ８．０软件进行统计分析，
计量资料以 珋ｘ±ｓ表示；多组间比较采用单因素方差分
析，两组间比较采用ｔ检验，以Ｐ＜０．０５为差异有统计
学意义。

２　结果

２．１　ＨＡｄＶ７感染对肺泡上皮细胞活性的影响
　　采用 ＣＣＫ８法检测各组细胞活性，结果显示，
ＨＡｄＶ７感染Ａ５４９和ＨＰＡＥｐｉＣ细胞后２４、４８、７２ｈ，两
种细胞的细胞活性均明显降低，且随着感染时间延长

细胞活性降低更明显（图１）。
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图１　ＨＡｄＶ７感染后不同时间两种细胞活性变化

２．２　ＨＡｄＶ７感染肺泡上皮细胞后细胞线粒体改变
　　透射电镜下观察，ＨＡｄＶ７感染Ａ５４９和ＨＰＡＥｐｉＣ
细胞后，与对照组比较，感染组的线粒体体积变小，嵴

减少甚至消失，外膜破裂，出现了铁死亡特征性形态改

变（图２），提示 ＨＡｄＶ７感染可能诱导了肺泡上皮细
胞发生了铁死亡。

２．３　ＨＡｄＶ７感染肺泡上皮细胞后ＲＯＳ和ＭＤＡ水平
　　ＨＡｄＶ７感染Ａ５４９细胞后，ＲＯＳ水平较对照组升
高，感染后４８ｈ和７２ｈ时差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０１，
图３Ａ）。ＲＯＳ化学性质活泼，极易攻击胞膜、核酸、蛋
白质等多种细胞成分，对细胞造成致命损伤，ＲＯＳ与
细胞膜的多不饱和脂肪酸发生过氧化反应生成脂质过

氧化物（ＭＤＡ）。ＨＡｄＶ７感染 Ａ５４９细胞后 ４８ｈ，
ＭＤＡ水平显著增加（Ｐ＜０．０５，图３Ｃ）。在ＨＰＡＥｐｉＣ细
胞中，ＨＡｄＶ７感染同样增加了胞内 ＲＯＳ累积（４８、
７２ｈ，Ｐ＜０．０１，图３Ｂ）以及ＭＤＡ水平（Ｐ＜０．０５，图３Ｄ）。

０５１２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（２１）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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图２　透射电镜观察ＨＡｄＶ７感染前后肺泡上皮细胞形态
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ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较
Ａ、Ｂ：各组细胞的ＲＯＳ水平；Ｃ、Ｄ：各组细胞的ＭＤＡ水平

图３　ＨＡｄＶ７感染后不同时间各组Ａ５４９和ＨＰＡＥｐｉＣ细胞的ＲＯＳ和ＭＤＡ水平

２．４　ＨＡｄＶ７感染肺泡上皮细胞后胞内二价铁离子
水平

　　运用胞内亚铁离子荧光探针 ＦｅｒｒｏＯｒａｎｇｅ检测
ＨＰＡＥｐｉＣ细胞中的Ｆｅ２＋水平，发现感染组较对照组细
胞内ＦｅｒｒｏＯｒａｎｇｅ荧光强度增加（Ｐ＜０．０１，图４），说明
ＨＡｄＶ７感染细胞导致胞内Ｆｅ２＋累积。
２．５　ＨＡｄＶ７感染肺泡上皮细胞后铁死亡相关分子

的基因表达水平

　　实时荧光定量ＰＣＲ的检测结果（图５Ａ、Ｆ）显示，
与非感染组相比，Ａ５４９和ＨＰＡＥｐｉＣ细胞感染ＨＡｄＶ７
后，ＳＬＣ７Ａ１１／ｘＣＴ的ｍＲＮＡ表达水平显著降低（Ａ５４９
和ＨＰＡＥｐｉＣ：２４、４８、７２ｈ，Ｐ＜０．０１）。如图 ５Ｂ、Ｇ所
示，ＨＡｄＶ７感染同时降低了ＧＰＸ４的ｍＲＮＡ表达水平
（Ａ５４９：２４、７２ｈ，Ｐ＜０．０１，４８ｈ，Ｐ＜０．０５；ＨＰＡＥｐｉＣ：
２４、４８、７２ｈ，Ｐ＜０．０１）。由此可见，ＨＡｄＶ７感染致使宿
主细胞的 ＳＬＣ７Ａ１１／ｘＣＴ和 ＧＰＸ４在转录水平受到抑

制而出现表达下调。同时，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显
示，ＨＰＡＥｐｉＣ细胞感染 ＨＡｄＶ７后 ＳＬＣ７Ａ１１／ｘＣＴ和
ＧＰＸ４蛋白表达水平降低（图６）。此外，两种细胞感染
后，铁调素（ＨＡＭＰ）表达上调（Ａ５４９：７２ｈ，Ｐ＜０．０１；
ＨＰＡＥｐｉＣ：２４ｈ，Ｐ＜０．０５，４８、７２ｈ，Ｐ＜０．０１，图 ５Ｃ、
Ｈ），说明 ＨＡｄＶ７感染上皮细胞后，胞内铁动员增加。
膜铁转运蛋白（ＳＬＣ４０Ａ１）是负责细胞铁输出，然而，
ＨＡｄＶ７感染后２４、４８、７２ｈ，两种细胞的编码膜铁转
运蛋白的基因表达下调（Ａ５４９：２４、４８、７２ｈ，Ｐ＜０．０１；
ＨＰＡＥｐｉＣ：２４ｈ，Ｐ＜０．０５，４８、７２ｈ，Ｐ＜０．０１，图５Ｄ、Ｉ）。
另一方面，感染组的铁蛋白重链 １（ＦＴＨ１）的ｍＲＮＡ水
平较对照组降低（Ａ５４９：７２ｈ，Ｐ＜０．０１；ＨＰＡＥｐｉＣ：
４８、７２ｈ，Ｐ＜０．０１，图５Ｅ、Ｊ），提示ＨＡｄＶ７感染后肺泡
上皮细胞阻止铁参与Ｆｅｎｔｏｎ反应，抗细胞氧化损伤的
能力减低。

１５１２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（２１）
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图４　ＦｅｒｒｏＯｒａｎｇｅ检测细胞内Ｆｅ２＋水平
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ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较

Ａ～Ｅ：分别为Ａ５４９细胞中ＳＬＣ７Ａ１１／ｘＣＴ、ＧＰＸ４、ＨＡＭＰ、ＳＬＣ４０Ａ１和ＦＴＨ１ｍＲＮＡ的相对表达水平；Ｆ～Ｊ：分别为
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图５　ＨＡｄＶ７感染后不同时间各组细胞铁死亡相关基因的表达水平
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图６　ＨＡｄＶ７感染ＨＰＡＥｐｉＣ细胞后各组铁死亡相关分子的蛋白表达水平
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２．６　ＨＡｄＶ７感染ＣＤ４６人源化小鼠后肺组织铁染色
和铁死亡关键蛋白的表达水平

　　肺组织普鲁士蓝染色结果显示，与对照组相比，
ＨＡｄＶ７感染小鼠的肺组织有更多的非血红素铁沉积
（图７Ａ）。ＨＡｄＶ７感染小鼠后肺组织谷胱甘肽过氧
化物酶４（ＧＰＸ４）（Ｐ＜０．０５）与胱氨酸／谷氨酸逆向转
运蛋白溶质载体家族７成员１１（ＳＬＣ７Ａ１１）（Ｐ＜０．０１）
表达水平较非感染组均降低（图７Ｂ～Ｄ），提示ＨＡｄＶ７
感染可能抑制谷氨酸胱氨酸反向转运体（ＳｙｓｔｅｍＸｃ），
致使直接失活 ＧＰＸ４且表达降低，从而导致宿主氧化
防御能力降低并导致铁死亡。

２．７　予铁死亡抑制剂后，ＨＡｄＶ７感染的肺泡上皮细胞
存活情况和ＣＤ４６人源化小鼠肺组织病理情况

　　为进一步证实铁死亡在腺病毒感染中的作用，在
体外实验中引入铁死亡特异性抑制剂 ＤＦＯ和 Ｆｅｒ１，
观察抑制铁死亡后细胞的活性变化（图８Ａ、Ｂ）。ＤＦＯ
能够抑制 ＨＡｄＶ７诱导的肺泡上皮细胞死亡，在
ＨＰＡＥｐｉＣ中差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。同样
地，ＨＡｄＶ７＋Ｆｅｒ１组的细胞活性显著高于 ＨＡｄＶ７组
（Ａ５４９：Ｐ＜０．０５；ＨＰＡＥｐｉＣ：Ｐ＜０．０１）。ＣＤ４６人源化
小鼠肺组织ＨＥ染色结果显示，与对照组相比，ＨＡｄＶ
７感染小鼠后，细支气管周围和管腔、血管周围出现明
显炎症细胞浸润，主要以中性粒细胞浸润为主（图

８Ｃ），提示ＨＡｄＶ７感染引起了严重的肺损伤；进一步
在体内予以Ｆｅｒ１后，ＨＡｄＶ７感染后肺组织病理炎症
明显减轻，且肺损伤有所改善，见图８Ｃ～Ｅ。

３　讨论

　　人腺病毒是儿童病毒性肺炎的主要原因，占儿童
肺炎的４％～１０％［７，２７］，腺病毒感染后不仅引起急性呼
吸窘迫综合征（ａｃｕｔｅｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｄｉｓｔｒｅｓｓｓｙｎｄｒｏｍｅ，
ＡＲＤＳ）等急性危重症，还会导致闭塞性细支气管炎等
慢性肺部疾病［２８］，给患儿家庭和社会造成沉重的负

担。由于目前还没有针对腺病毒感染的特异性治疗药

物［２９］，对于腺病毒引发重症肺炎和多种并发症的机制

亟待深入研究。

　　ＨＡｄＶ７引发的下呼吸道感染常伴有严重的肺部
炎症和肺损伤。急性肺损伤（ＡＬＩ）以弥漫性肺泡损伤
为特征，可导致肺泡上皮细胞和血管内皮的损伤和死

亡，激活炎症细胞［１５，３０－３１］。本研究结果显示，ＨＡｄＶ７
感染导致了肺泡上皮细胞系 Ａ５４９、ＨＰＡＥｐｉＣ细胞活
性降低，提示ＨＡｄＶ７诱导肺泡上皮细胞死亡，进而导
致肺损伤。既往对肺损伤的研究多关注肺部炎症细胞

的死亡，如在脓毒症所致肺损伤小鼠实验模型中，抑制

中性粒细胞凋亡可促进肺损伤［３２］；川芎嗪可通过抑制

肺泡巨噬细胞焦亡和凋亡减轻急性肺损伤等［３３］。肺泡
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图７　ＨＡｄＶ７感染ＣＤ４６人源化小鼠后肺组织铁染色和铁死亡关键蛋白表达水平

３５１２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（２１）



! " # $ % &

组别

!%'

!''

%'

'

细
胞
存
活
率
（
(

）

)

*

! " # $ % &

组别

!%'

!''

%'

'

细
胞
存
活
率
（
(

）

*

+

)

!'

,

&

$

"

'

肺
损
伤
评
分

! " # $

)

*

组别
$

#

"

!

'

炎
症
病
理
评
分

! " # $

组别

-./01.2 3456!7

891!! 3456!7:891!!

;

4 <

=

-

4%$> 3?4=@A-

%' !B %' !B

%' !B %' !B

Ａ、Ｂ：予以铁死亡抑制剂后各组细胞存活情况　１：Ｃｏｎｔｒｏｌ组；２：ＤＦＯ组；３：Ｆｅｒ１组；４：ＨＡｄＶ７组；５：ＨＡｄＶ７＋
ＤＦＯ组；６：ＨＡｄＶ７＋Ｆｅｒ１组；ａ：Ｐ＜０．０１，与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，ｃ：Ｐ＜０．０１，与 ＨＡｄＶ７组比较；Ｃ：ＨＥ染色
观察各组肺组织形态变化（×２００）；Ｄ、Ｅ：肺组织炎症病理评分和肺损伤评分　１：Ｃｏｎｔｒｏｌ组；２：Ｆｅｒ１组；３：ＨＡｄＶ７
组；４：ＨＡｄＶ７＋Ｆｅｒ１组；ａ：Ｐ＜０．０１，与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＨＡｄＶ７组比较

图８　铁死亡抑制剂对各组细胞活性及小鼠肺组织病理情况的影响

上皮细胞作为肺损伤的重要靶细胞，其死亡方式在肺

损伤中的研究较少，但仍有研究报道，肺泡上皮细胞的

凋亡［１５］、坏死［３４］等参与了肺损伤的病理生理，而铁死

亡作为一种新的死亡方式则鲜有报道。有临床研究报

道，ＡＲＤＳ的严重程度与铁以及铁相关蛋白的水平有
关［３５］。本研究中ＨＡｄＶ７感染肺上皮细胞系，细胞线
粒体均发生铁死亡特征性形态变化，ＭＤＡ、ＲＯＳ以及
胞内亚铁离子增加，同时铁死亡通路中的关键基因表

达水平改变，提示 ＨＡｄＶ７感染引起了肺泡上皮细胞
的铁死亡，但 ＨＡｄＶ７诱导铁死亡的机制仍待深入研
究。最近研究报道，ＳＡＲＳＣｏＶ２诱导免疫激活的同时
会引发炎症因子风暴，尤其是 ＩＬ６的大量增加，刺激
ＨＡＭＰ，进而阻断ＳＬＣ４０Ａ１编码的膜铁转运蛋白，导致
细胞内铁过载，而诱导铁自噬触发不稳定铁池的增加，

最终通过多聚多不饱和脂肪酸（ＰＬＰＵＦＡ）过氧化促进
铁死亡的发生［３６］。本研究结果中，ＨＡｄＶ７感染后
ＨＡＭＰ表达上调，ＳＬＣ４０Ａ１表达上调，表明ＨＡｄＶ７感染
与ＳＡＲＳＣｏＶ２类似，增加胞内铁动员而铁输出受到抑

制。同时，肺泡上皮细胞感染 ＨＡｄＶ７后，ＦＴＨ１表达
降低，提示胞内维持机体铁离子的可溶和非毒性状态

的贮铁蛋白减少。由此可见，ＨＡｄＶ７感染触发了铁
代谢紊乱，过多的铁通过 Ｆｅｎｔｏｎ反应产生大量的活性
氧致使肺泡上皮细胞损伤甚至死亡，这也与油酸所致

肺损伤小鼠模型中报道的铁超载结果一致［３７］。此外，

研究报道氧葡萄糖剥夺／再灌注（ＯＧＤ／Ｒ）通过抑制
ＳＬＣ７Ａ１１和ＧＰＸ４，导致神经元发生铁死亡［３８］，本研究

也得到类似的结果，ＨＡｄＶ７感染降低 ｘＣＴ的表达而
抑制半胱氨酸的输入，导致谷胱甘肽的消耗，从而导致

抗氧化酶 ＧＰＸ４的失活，ＲＯＳ累积使细胞内的抗氧化
能力不足促进靶细胞铁死亡发生。总之，ＨＡｄＶ７感
染可引起细胞内铁离子过载、ｘＣＴＧＰＸ４轴耗竭所致
的ＲＯＳ过量产生和抗氧化系统障碍。
　　予以铁死亡抑制剂，ＨＡｄＶ７感染所致的细胞死
亡和肺部损伤明显改善，这与抑制铁死亡可以减轻脓

毒症模型中的肺损伤、心脏损伤和肝脏损伤等［２０，３９－４１］

研究报道一致，从而提示靶向肺泡上皮细胞的铁死亡

４５１２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（２１）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



可能是治疗 ＨＡｄＶ７感染所致肺损伤的新策略，而抑
制铁死亡可能是临床治疗 ＨＡｄＶ７重症感染的重要靶
点。因此，亟需更多的科学探索以确认铁死亡在

ＨＡｄＶ７感染相关疾病发病机制中的作用。本研究显
示，Ａ５４９和 ＨＰＡＥｐｉＣ两种细胞在 ＨＡｄＶ７感染后铁
死亡相关分子表达量及应用铁死亡抑制剂的效应等方

面略有差异，可能是由于两种细胞的来源不同。Ａ５４９
是一种肿瘤性细胞，主要用于肺腺癌的研究，其本身的

死亡方式与正常肺泡上皮就有所不同，用 Ａ５４９研究
肺损伤模型中的铁死亡，可能存在偏倚。于是本研究

采用正常的人肺泡上皮细胞进行了平行试验，两种细

胞所得结果在腺病毒感染与非感染组之间的趋势是一

致的。

　　目前，对于铁死亡的研究仍处于初级阶段，还需要
在不同实验模型以及临床实验中进一步研究探索。例

如，铁死亡主要通过炎症和氧化应激引起细胞损伤，而

在本实验还未涉及ＨＡｄＶ７感染后续炎症反应与铁死
亡的关系；在 ＨＡｄＶ７感染模型中可能会存在其他死
亡方式，而其他形式的细胞死亡方式与铁死亡的相互

作用以及这种相互作用在肺损伤的作用尚不明确，仍

待进一步探究。

　　综上，本研究结果显示，ＨＡｄＶ７感染导致肺泡上
皮细胞铁累积、抗氧化系统破坏，从而引起肺泡上皮细

胞发生铁死亡；阻断铁死亡能够减轻 ＨＡｄＶ７感染所
致肺部损伤，这可能为临床重症腺病毒感染的治疗提

供新的思路。
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