
书书书

ＤＯＩ：１０．１６０１６／ｊ．２０９７０９２７．２０２２０４１４０

ＮＣＯＡ４介导的铁蛋白自噬参与ＬＰＳ诱导的心肌细胞铁死亡
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　　［摘要］　目的　探讨核受体辅激活因子 ４（ｎｕｃｌｅａｒｒｅｃｅｐｔｏｒｃｏａｃｔｉｖａｔｏｒ４，ＮＣＯＡ４）介导的铁蛋白
（Ｆｅｒｒｉｔｉｎ）自噬是否参与脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）诱导的脓毒症心肌细胞铁死亡的发生。方法　
采用不同剂量（５、１０、２０μｇ／ｍＬ）的ＬＰＳ诱导大鼠心肌细胞 Ｈ９ｃ２形成脓毒症心肌细胞损伤体外模型，
以正常Ｈ９ｃ２细胞作为Ｃｏｎｔｒｏｌ组。应用试剂盒检测心肌细胞活力、Ｆｅ２＋、心肌酶释放水平变化与氧化应
激水平；荧光探针检测细胞线粒体膜电位水平变化；免疫荧光检测ＮＣＯＡ４、Ｆｅｒｒｉｔｉｎ在心肌细胞中的表达
定位；应用小干扰ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）降低 Ｈ９ｃ２细胞中的 ＮＣＯＡ４的表达，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测铁死亡调控蛋
白、自噬蛋白表达水平。结果　不同剂量ＬＰＳ刺激后Ｈ９ｃ２细胞活力明显降低（Ｐ＜０．０５），Ｆｅ２＋浓度升高
（Ｐ＜０．０５），丙二醛（Ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）、活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）等细胞氧化应激的水
平升高（Ｐ＜０．０５），线粒体膜电位降低（Ｐ＜０．０５），荧光镜下观察到 ＮＣＯＡ４Ｆｅｒｒｉｔｉｎ共定位表达增加（Ｐ＜
０．０５），铁死亡调控蛋白 ＮＣＯＡ４表达增加（Ｐ＜０．０５），Ｆｅｒｒｉｔｉｎ、ＳＬＣ７Ａ１１、ＧＰＸ４的表达水平下降（Ｐ＜
０．０５），自噬蛋白ＬＣ３Ⅱ表达增加（Ｐ＜０．０５）。慢病毒敲低 ＮＣＯＡ４表达，Ｆｅｒｒｉｔｉｎ、ＳＬＣ７Ａ１１、ＧＰＸ４的表
达增加（Ｐ＜０．０５），ＬＣ３Ⅱ表达水平下降（Ｐ＜０．０５）。结论　ＮＣＯＡ４介导的铁蛋白自噬参与了脓毒症心
肌细胞铁死亡的发生过程。
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　　脓毒症作为一种高致死疾病，是导致重症监护室
（ＩＣＵ）患者死亡的主要原因之一［１］。最新的脓毒症和

感染性休克管理国际指南强调脓毒症所致的多器官功

能障碍，同时规范了脓毒症诊疗方面的临床实践［２］。

心肌损伤是脓毒症的严重并发症之一，与脓毒症的高

死亡率直接相关［３］。其复杂发病机制包括炎症介质

失调、线粒体功能障碍、氧化应激、钙调节紊乱、自主神

经系统失调和内皮功能障碍、内质网应激、自噬等［４］。

铁死亡是一种新型依赖活性氧和铁的调节性细胞死亡

形式，其本质是由于细胞内的脂质氧化物自身代谢发

生障碍，在器官损伤和肿瘤靶向治疗中发挥重要作

用［５］。ＮＣＯＡ４是铁蛋白选择性自噬周转的选择性货
物受体，通过促进铁蛋白的储存或释放来维持细胞内

铁稳态［６］。

　　铁死亡已被证实参与各种病理生理过程，包括急
性肾功能衰竭、肝损伤、心脏病以及脓毒症等［７－９］。然

而，其在脓毒症心肌细胞损伤中的具体作用机制尚不

清楚，ＮＣＯＡ４介导的铁蛋白自噬是否参与其中亦尚未
被阐述。本研究采用脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）
刺激Ｈ９ｃ２大鼠心肌细胞的方法，建立脓毒症心肌损
伤细胞模型，探讨 ＮＣＯＡ４介导的铁蛋白自噬是否参
与ＬＰＳ诱导的脓毒症心肌细胞铁死亡的发生，为脓毒
症心肌损伤的诊断与治疗开拓新的方向。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
　　Ｈ９ｃ２大鼠心肌细胞购自武汉普诺赛生命科技有
限公司（ＣＬ００８９）；ＤＭＥＭ培养基购自美国 Ｇｉｂｃｏｇ公

司；胎牛血清购自以色列ＢＩ公司；青霉素链霉素购自
美国 ＨｙＣｌｏｎｅ公司；大肠杆菌内毒素 ＬＰＳ购自美国
ｓｉｇｍａ公司；ＣＣＫ８细胞活力检测试剂盒购自东仁化学
科技（上海）有限公司；铁离子比色法检测试剂盒

Ｅ１０４２购自北京普利莱基因技术有限公司；乳酸脱氢
酶（ｌａｃｔａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＬＤＨ）试剂盒、肌酸激酶同工
酶（ｃｒｅａｔｉｎｅｋｉｎａｓｅｉｓｏｅｎｚｙｍｅｓ，ＣＫＭＢ）测试盒、还原型
谷胱甘肽（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ，ＧＳＨ）测定试剂盒、细胞丙二醛
（ＭＤＡ）测定试剂盒均购自南京建成生物工程研究所
有限公司；ＤＣＦＨＤＡ活性氧（ＲＯＳ）荧光探针、ＪＣ１线
粒体荧光探针、蛋白抽提试剂盒均购自北京索莱宝科

技有限公司；ＤＡＰＩ染液、抗荧光淬灭封片剂均购自武
汉赛维尔生物科技有限公司；兔抗 ＮＣＯＡ４、Ｆｅｒｒｉｔｉｎ、
ＳＬＣ７Ａ１１、ＧＰＸ４、ＬＣ３Ⅱ抗体购自艾比玛特医药科技
（上海）有限公司；βａｃｔｉｎ抗体、山羊抗鼠和山羊抗兔
二抗购自北京中杉金桥生物技术有限公司。本研究经

石河子大学医学院第一附属医院实验动物伦理委员会

审批（Ａ２０２２１０４０１）。
１．２　细胞培养和处理
　　将Ｈ９ｃ２大鼠心肌细胞接种在ＤＭＥＭ完全培养基
（含１０％胎牛血清、１％青霉素链霉素双抗）、３７℃、
５％ＣＯ２的培养瓶中，将大肠杆菌 ＬＰＳ溶解于双蒸水
中，浓度分别为 ５、１０、２０μｇ／ｍＬ。将 Ｈ９ｃ２细胞分为
４组：Ｃｏｎｔｒｏｌ组、ＬＰＳ５μｇ／ｍＬ组、ＬＰＳ１０μｇ／ｍＬ组、
ＬＰＳ２０μｇ／ｍＬ组。根据图１结果以及文献［１０］，在后
续荧光实验中使用１０μｇ／ｍＬ的ＬＰＳ，干预２４ｈ。
１．３　Ｈ９ｃ２心肌细胞活力、Ｆｅ２＋检测
　　采用ＣＣＫ８试剂盒检测心肌细胞活力，采用铁离

２０４２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（２３）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



子比色法检测心肌细胞 Ｆｅ２＋变化。将 Ｈ９ｃ２细接种于
９６孔板中过夜培养，然后用不同浓度 ＬＰＳ处理 ２４ｈ
后，按照试剂盒说明书向每个孔中加入对应试剂。最

后使用酶标仪测量细胞活力、Ｆｅ２＋浓度变化。
１．４　Ｈ９ｃ２心肌细胞损伤、氧化应激、脂质过氧化检测
　　采用检测试剂盒检测心肌细胞 ＬＤＨ、ＣＫＭＢ、
ＧＳＨ、ＭＤＡ释放变化；采用ＤＣＦＨＤＡ荧光探针测定心
肌细胞ＲＯＳ水平。Ｈ９ｃ２细胞接种于 ９６孔板中过夜
培养，再用不同浓度 ＬＰＳ处理２４ｈ后，根据各操作手
册，加入相关检测工作液，最后使用酶标仪测定上清液

中的心肌酶、氧化应激变化水平；根据荧光探针操作手

册处理后，加入相应检测工作液，３７℃下孵育 ３０ｍｉｎ
后洗涤细胞２次，最后在荧光显微镜观察并分析。其
中绿色荧光强度变化代表心肌细胞内ＲＯＳ的水平。
１．５　ＮＣＯＡ４小干扰ＲＮＡ（ＮＣＯＡ４ｓｉＲＮＡ）转染
　　为了产生 ＮＣＯＡ４基因敲除细胞，首先构建
ＮＣＯＡ４片段和突变体，然后进行慢病毒生产和稳定转
染。Ｈ９ｃ２细胞用 ５μＬ／孔的 ＮＣＯＡ４ｓｉＲＮＡ转染 ４８ｈ
以降低基因表达。然后用 １０μｇ／ｍＬＬＰＳ刺激 Ｈ９ｃ２
细胞２４ｈ。慢病毒转导后，用５μｇ／ｍＬ嘌呤霉素筛选
细胞，将 Ｈ９ｃ２细胞分为 ４组：ＣｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ组、
ＮＣＯＡ４ｓｉＲＮＡ组、ＣｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ＋ＬＰＳ１０μｇ／ｍＬ组、
ＮＣＯＡ４ｓｉＲＮＡ＋ＬＰＳ１０μｇ／ｍＬ组。最后采用铁离子比
色法检测心肌细胞Ｆｅ２＋变化、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｏｌｔ法检测各组
蛋白表达变化。

１．６　免疫荧光
　　将 Ｈ９ｃ２细胞种于６孔板，细胞爬片，细胞用 ４％
多聚甲醛固定，在含 １％ＢＳＡ的 ＰＢＳ中于室温封闭
１ｈ，孵育一抗４℃过夜然后洗涤３次和孵育二抗，室
温孵育５０ｍｉｎ。用 ＤＡＰＩ染液对细胞核进行染色，避
光室温孵育１０ｍｉｎ，洗涤３次，每次５ｍｉｎ。玻片稍甩
干后用抗荧光淬灭封片剂进行封片。荧光显微镜下观

察并采集图像分析。

１．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｏｌｔ测定心肌细胞铁死亡相关蛋白表达
　　细胞蛋白提取采用 ＲＩＰＡ裂解液，用超微量分光
光度计对细胞提取物的浓度进行定量。Ｆｅｒｒｉｔｉｎ、ＬＣ３
Ⅱ、ＧＰＸ４蛋白在 １２％的 ＳＤＳＰＡＧ凝胶中电泳，其余
蛋白在 １０％的 ＳＤＳＰＡＧ凝胶中电泳。然后转移到
ＰＶＤＦ膜上。电转后用牛血清白蛋白在室温下封闭膜
２ｈ，与一抗在 ４℃孵育过夜。一抗 ＮＣＯＡ４、Ｆｅｒｒｉｔｉｎ、
ＬＣ３Ⅱ、ＧＰＸ４、ＳＬＣ７Ａ１１和 βａｃｔｉｎ抗体稀释度均为
１∶１０００。洗膜后，二抗室温孵育 １ｈ。二抗山羊抗鼠
和山羊抗兔抗体稀释度均为１∶１００００，洗膜，根据生产
说明书用高敏ＥＣＬ化学发光试剂盒１∶１配制显影液，

曝光，获取图像并使用 ＩｍａｇｅＬａｂ软件对每个波段的
强度进行量化分析。

１．８　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ２６．０统计软件对实验数据进行分析，
ＩｍａｇｅＪ１．８．０软件分析 ＮＣＯＡ４、Ｆｅｒｒｉｔｉｎ、ＬＣ３Ⅱ、
ＧＰＸ４、ＳＬＣ７Ａ１１的表达定量及 ＦｅｒｒｉｔｉｎＮＣＯＡ４免疫荧
光阳性染色区域，计量资料用 珋ｘ±ｓ表示，两个样本均数
比较采用ｔ检验，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＬＰＳ诱导Ｈ９ｃ２细胞损伤并抑制细胞活力
　　分别用等剂量双蒸水、５μｇ／ｍＬＬＰＳ、１０μｇ／ｍＬ
ＬＰＳ、２０μｇ／ｍＬＬＰＳ进行干预后，实验结果如图 １所
示，与Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，ＬＰＳ５μｇ／ｍＬ组、ＬＰＳ１０μｇ／ｍＬ
组、ＬＰＳ２０μｇ／ｍＬ组Ｈ９ｃ２细胞的活力随 ＬＰＳ浓度梯
度刺激的增加而降低。相比于 ＬＰＳ５μｇ／ｍＬ组，ＬＰＳ
１０μｇ／ｍＬ组和ＬＰＳ２０μｇ／ｍＬ组细胞活力降低更为明
显（Ｐ＜０．０５）。同时发现，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，ＬＰＳ干预
各组心肌酶ＣＫＭＢ和ＬＤＨ释放量升高（Ｐ＜０．０５），心
肌细胞损伤加重。相比于 ＬＰＳ５μｇ／ｍＬ组，ＬＰＳ
１０μｇ／ｍＬ组和ＬＰＳ２０μｇ／ｍＬ组心肌酶增多更为明显
（Ｐ＜０．０５）。提示脓毒症心肌细胞活力与 ＬＰＳ浓度存
在一定依赖性。铁死亡发生有不同于凋亡等死亡方式

的典型形态学改变，线粒体膜电位的异常改变不仅是

线粒体损伤的重要标志，也是铁死亡发生的早期预警。

采用１０μｇ／ｍＬ的 ＬＰＳ浓度进行进荧光探针实验，测
量各组细胞的线粒体膜电位改变情况。如图１所示，
ＪＣ１染色表明，与Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，ＬＰＳ１０μｇ／ｍＬ组细
胞线粒体ＪＣ１聚合物降低，红色荧光减弱（Ｐ＜０．０５），
线粒体膜电位降低。结果表明ＬＰＳ可导致Ｈ９ｃ２细胞
的线粒体损伤和细胞活力下降。

２．２　ＬＰＳ诱导Ｈ９ｃ２细胞铁死亡
　　如图２所示，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，不同浓度的 ＬＰＳ
干预后脂质过氧化物 ＭＤＡ的释放增加（Ｐ＜０．０５）、
Ｆｅ２＋浓度增加（Ｐ＜０．０５）、ＲＯＳ荧光增强（Ｐ＜０．０５），
ＧＳＨ的释放有所下降（Ｐ＜０．０５），细胞铁死亡标记物
水平升高。相比于ＬＰＳ５μｇ／ｍＬ组，ＬＰＳ１０μｇ／ｍＬ组
和ＬＰＳ２０μｇ／ｍＬ组细胞氧化应激水平明显增强（Ｐ＜
０．０５），脂质过氧化物 ＭＤＡ水平增加更为明显（Ｐ＜
０．０５）。ＭＤＡ、ＲＯＳ等铁死亡标记物水平与 ＬＰＳ剂量
浓度存在一定依赖性（Ｐ＜０．０５）。提示 ＬＰＳ可在体外
上调脓毒症心肌细胞 Ｆｅ２＋浓度，引起氧化应激并激活
铁死亡。

３０４２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（２３）



! " # $

组别

!%%

&%

'%

$%

"%

%

细
胞
活
力
（
(

）

)

)*

)*

! " # $

组别

"%%

!+%

!%%

+%

%

心
肌
酶

,
-
!
.
/
0
1

·
2

3
!

)

)*

)*

! " # $

组别

"%%

!+%

!%%

+%

%

心
肌
酶

2
4
5
6
1

·
2

3
!

)

)*

)*

+% !7 +% !7

+% !7

+% !7

+% !7

+% !7

8,!!

聚合物
8,!!

单体 整合

,
9
:
;
<
9
=

组
2
>
?
!
%
!
@
6
7
2

组

,

4

A

/

Ａ：各组心肌细胞活力变化；Ｂ：各组细胞心肌酶ＣＫＭＢ释放变化；Ｃ：各组细胞心肌酶ＬＤＨ释放变化；Ｄ：Ｃｏｎｔｒｏｌ组
与ＬＰＳ１０μｇ／ｍＬ组线粒体膜电位变化　 １：Ｃｏｎｔｒｏｌ组；２：ＬＰＳ５μｇ／ｍＬ组；３：ＬＰＳ１０μｇ／ｍＬ组；４：ＬＰＳ２０μｇ／ｍＬ
组；ａ：Ｐ＜０．０５，与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＬＰＳ５μｇ／ｍＬ组比较

图１　ＬＰＳ诱导Ｈ９ｃ２细胞损伤并抑制细胞活力
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图２　ＬＰＳ诱导Ｈ９ｃ２细胞铁死亡

４０４２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（２３）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



２．３　ＬＰＳ通过促进铁蛋白自噬诱导Ｈ９ｃ２细胞铁死亡
　　通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ｃｏｎｔｒｏｌ组、ＬＰＳ５μｇ／ｍＬ
组、ＬＰＳ１０μｇ／ｍＬ组、ＬＰＳ２０μｇ／ｍＬ组铁死亡、自噬
标志蛋白相对表达量。与Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，不同浓度的
ＬＰＳ干预后细胞 ＮＣＯＡ４、ＬＣ３Ⅱ表达升高（Ｐ＜０．０５），
Ｆｅｒｒｉｔｉｎ、ＳＬＣ７Ａ１１和ＧＰＸ４表达降低（Ｐ＜０．０５）。相比
于ＬＰＳ５μｇ／ｍＬ组，ＬＰＳ１０μｇ／ｍＬ组和ＬＰＳ２０μｇ／ｍＬ
组细胞铁死亡调控蛋白 ＳＬＣ７Ａ１１和 ＧＰＸ４表达水平
明显降低（Ｐ＜０．０５）。ＮＣＯＡ４介导的铁蛋白自噬参与

了多种疾病的发病机制，为验证 ＬＰＳ对铁蛋白自噬的
影响，使用了荧光共聚焦显微镜观察 ＮＣＯＡ４与
Ｆｅｒｒｉｔｉｎ在ＬＰＳ诱导的细胞中的改变。如图３所示，荧
光镜下观察，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，ＬＰＳ１０μｇ／ｍｌ组中
ＮＣＯＡ４与Ｆｅｒｒｉｔｉｎ共定位表达明显，荧光斑增加，表明
ＬＰＳ可引发Ｈ９ｃ２细胞铁蛋白自噬。提示脓毒症心肌
细胞铁死亡的水平与 ＬＰＳ剂量浓度存在一定依赖性
（Ｐ＜０．０５），ＬＰＳ可通过激活铁蛋白自噬促进 Ｈ９ｃ２细
胞铁死亡。
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图３　ＬＰＳ通过促进铁蛋白自噬诱导Ｈ９ｃ２细胞铁死亡

５０４２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（２３）



２．４　ＮＣＯＡ４介导的铁蛋白自噬参与脓毒症心肌细胞
铁死亡

　　ＮＣＯＡ４作为选择性自噬货物受体，通过与铁蛋白
结合将ＮＣＯＡ４铁蛋白复合物转移到溶酶体，介导铁
蛋白的降解，并将铁蛋白结合的铁转化为游离铁，从而

诱导铁死亡。为了产生 ＮＣＯＡ４基因敲除细胞并验证
转染效果，使用 ＮＣＯＡ４ｓｉＲＮＡ稳定转染 Ｈ９ｃ２细胞，
结果表明ＮＣＯＡ４ｓｉＲＮＡ组细胞中ＮＣＯＡ４蛋白表达较
ＣｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ组明显降低（Ｐ＜０．０５）。在前期实验发
现ＬＰＳ刺激诱导ＮＣＯＡ４上调，下调铁蛋白水平，促进
Ｆｅ２＋的释放（Ｐ＜０．０５）。为进一步探索 ＬＰＳ促进心肌
细胞铁死亡的分子机制，使用 ｓｉＲＮＡ抑制 ＮＣＯＡ４的
表达，采用 ＬＰＳ１０μｇ／ｍＬ建立脓毒症心肌铁死亡模
型 。结果如图４所示，抑制ＮＣＯＡ４可显著改变ＬＰＳ诱

导的铁蛋白下调及ＬＣ３Ⅱ上调（Ｐ＜０．０５）。此外，慢病毒
敲低 ＮＣＯＡ４表达后，铁死亡相关蛋白 ＳＬＣ７Ａ１１和
ＧＰＸ４表达降低（Ｐ＜０．０５）。上述实验结果表明，ＮＣＯＡ４
促进ＬＰＳ诱导的 Ｈ９ｃ２细胞铁蛋白自噬，抑制 ＮＣＯＡ４
介导的铁蛋白自噬可减轻细胞铁死亡。

３　讨论

　　脓毒症目前被定义为由于宿主对感染的反应失调
进而危及生命的全身器官损伤和功能障碍［１１］。脓毒

症引起的心肌功能障碍是脓毒症患者最常见的并发症

之一，当患者出现休克时，心肌损伤将会进一步加

重［１２］。ＬＰＳ是革兰阴性细菌的主要结构组成部分，可
诱发脓毒症，其中心肌功能障碍是公认的主要表现之

一，已广泛用于脓毒症模型的制备［１３］。本研究通过
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Ａ：各组心肌细胞Ｆｅ２＋浓度变化；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测慢病毒敲低后ＮＣＯＡ４表达变化；Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测慢病毒
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图４　ＮＣＯＡ４介导的铁蛋白自噬参与脓毒症心肌细胞铁死亡

６０４２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（２３）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



ＬＰＳ刺激Ｈ９ｃ２心肌细胞诱导脓毒症心肌细胞损伤模
型，研究发现心肌细胞活力、心肌酶释放量均与 ＬＰＳ
存在一定浓度依赖性。

　　ＲＯＳ的过度积聚在脓毒症心肌细胞损伤的发病
机制中起着至关重要的作用［１４］。其中脂质过氧化物

ＭＤＡ的水平间接反映了 ＲＯＳ的产生和细胞损伤的严
重程度。与此同时，机体会分泌ＧＳＨ等以此防御和减
轻ＲＯＳ所致损伤［１５］。因此，在本研究中，通过检测细

胞中ＧＳＨ、ＲＯＳ和相关蛋白的水平来检测铁死亡和氧
化应激。结果表明，随着 ＬＰＳ浓度增加，抗氧化物
ＧＳＨ的活性明显减少，ＭＤＡ水平升高，同时荧光显微
镜下观察不同浓度的 ＬＰＳ干预后心肌细胞 ＲＯＳ呈递
增趋势。这些结果提示 ＬＰＳ可能通过刺激 ＲＯＳ的产
生、ＭＤＡ的堆积从而导致脓毒症相关的心肌细胞损伤
和氧化应激。

　　胱氨酸／谷氨酸逆向转运体（ＳｙｓｔｅｍＸｃ）受阻、铁
代谢障碍、脂质过氧化物的积累在铁死亡的发生和发

展过程中扮演着关键角色［１６］。目前，李浩甲等［１７］的

研究发现去铁胺（ｄｅｆｅｒｏｘａｍｉｎｅ，ＤＦＯ）处理１周可降低
糖尿病大鼠血糖水平，降低心肌肌钙蛋白（ｃａｒｄｉａｃ
ｔｒｏｐｏｎｉｎ，ｃＴｎ）浓度，抑制心肌细胞内铁蛋白重链
（Ｆｅｒｒｉｔｉｎｈｅａｖｙ，ＦＴＨ）和ＮＣＯＡ４的表达，抑制铁死亡通
路，改善心肌细胞损伤。本课题组前期的研究发现［１８］

Ｈ２Ｓ缓释型供体 ＧＹＹ４１３７可以通过改善脓毒症所致
小鼠肺组织病理改变，减轻氧化应激，增加肺组织

ＧＰＸ４和ＳＬＣ７Ａ１１的表达来减轻脓毒症症所致的急性
肺损伤的铁死亡，由此可见 Ｘｃ系统活性即 ＳＬＣ７Ａ１１
和ＧＰＸ４可能是铁死亡发生的关键调控者。已有研究
表明［１９］，ＬＰＳ刺激可引起肾小管细胞内 Ｆｅ２＋和脂质过
氧化积聚、降低 ＧＰＸ４、Ｘｃ和 ＮＣＯＡ４蛋白的表达，增
加肾小管线粒体损伤，表现为线粒体形态变小，膜密度

增加，线粒体嵴功能或破坏。这与本实验结果是相似

的，本课题组在体外用 ＬＰＳ诱导 Ｈ９ｃ２大鼠心肌细胞
铁死亡的模型中也同样发现了ＬＰＳ干预后Ｈ９ｃ２细胞
活力下降，心肌酶释放增加，细胞中 Ｆｅ２＋浓度升高，脂
质过氧化物ＭＤＡ增加，线粒体膜电位异常变化，ＪＣ１
单体显著增加，铁死亡关键调控蛋白 ＳＬＣ７Ａ１１和
ＧＰＸ４表达降低，提示铁死亡参与了 ＬＰＳ诱导的心肌
细胞损伤过程。

　　自噬是一种进化上保守的降解途径，可维持体内
平衡［２０］。ＨＯＵ等［２１］证明自噬通过降解成纤维细胞和

癌细胞中的铁蛋白而导致铁死亡，敲除自噬基因限制

了铁死亡诱导剂伊拉斯汀（Ｅｒａｓｔｉｎ）诱导的铁死亡，细
胞内亚铁水平降低，脂质过氧化减轻。ＩＴＯ等［２２］在心

力衰竭小鼠模型中的研究发现小鼠心脏中 ＮＣＯＡ４的

缺失降低了铁蛋白噬体介导的铁死亡，保护了心脏免

受血流动力学应激，显著缓解压力超负荷诱导的野生

型小鼠扩张型心肌病的发展。总而言之，这些发现为

自噬和铁死亡之间的相互作用提供了新的见解。在本

实验中也出现了相同的现象，随着 ＬＰＳ干预后 Ｈ９ｃ２
细胞浓度的增加，ＮＣＯＡ４、ＬＣ３Ⅱ蛋白表达水平逐渐
升高，Ｆｅｒｒｉｔｉｎ表达水平降低，镜下发现 ＮＣＯＡ４Ｆｅｒｒｉｔｉｎ
荧光共定位表达增强。抑制 ＮＣＯＡ４的表达减轻了铁
蛋白降解，抑制了 ＬＰＳ诱导的心肌细胞铁死亡。以上
实验表明ＮＣＯＡ４介导的铁蛋白自噬在 ＬＰＳ诱导的心
肌细胞铁死亡这一过程中起关键作用。

　　综上所述，本研究发现，脓毒症心肌细胞损伤中，
氧化应激指标升高，脂质过氧化物堆积，抗氧化物成分

活性降低，自噬相关蛋白表达水平升高，铁死亡调控蛋

白表达水平降低。基于以上结果，本研究推测 ＮＣＯＡ４
介导的铁蛋白自噬铁死亡参与了脓毒症心肌细胞损
伤的形成，靶向干预心肌细胞铁死亡可能是未来预防

脓毒症心肌细胞损伤的一种治疗策略，但其具体作用

机制有待进一步研究。
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