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重组胞红蛋白调控肝星状细胞LX2铁死亡作用的研究
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摘要: 胞红蛋白 (cytoglobin, Cygb) 过表达已被证实能减少细胞外基质沉积促进肝纤维化恢复, 但其机制尚未

明确。本研究构建表达细胞穿膜肽 TAT与 Cygb的融合蛋白 (TAT-Cygb), 探究其调控活化型肝星状细胞 (hepatic 

stellate cells, HSCs) 铁死亡作用。体外培养肝星状细胞系 LX2, 分别给予不同浓度的 TAT-Cygb 及铁死亡诱导剂 

(erastin) 处理, 台盼蓝染色、透射电镜、普鲁士蓝染色、试剂盒检测等考察TAT-Cygb对铁死亡表型包括细胞活力、细

胞形态特征、铁离子含量、脂质过氧化产物水平及抗氧化系统指标的影响; 同时采用铁死亡抑制剂 (ferrostain-1, Fer-1) 

进行反向验证, 给予TAT-Cygb和 Fer-1共同处理, 试剂盒法测定 Fe2+、活性氧自由基 (reactive oxygen species, ROS)、

丙二醛 (malondialdehyde, MDA)、4- 羟基壬烯醛 (4-hydroxynonenal, 4-HNE)、烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸 

(nicotinamide adenine dinucleotide phosphate, NADPH) 和还原型谷胱甘肽 (glutathione, GSH) 的水平, 蛋白印迹法检

测HSCs活化指标 α平滑肌肌动蛋白 (alpha smooth actin, α-SMA)、I型胶原蛋白 (collagen I)、纤连蛋白 (fibronectin) 

的表达水平, 免疫荧光观察促纤维化关键指标表皮生长因子受体 (epidermal growth factor receptor, EGFR)、肌间线

蛋白 (desmin) 的表达情况。结果显示, TAT-Cygb能显著降低LX2细胞活力, 并触发了细胞铁死亡相关事件, 包括促

进胞内 Fe2+堆积并诱导线粒体形态改变, 加剧脂质过氧化产物堆积, 降低抗氧化指标水平, 与 erastin发挥相似的作

用; 而 Fer-1显著削弱了TAT-Cygb诱导的 Fe2+、ROS、MDA、4-HNE水平的升高以及NADPH和GSH水平的降低, 同

时还减轻了TAT-Cygb诱导高表达的α-SMA、collagen I和 fibronectin水平, 下调了TAT-Cygb对EGFR、desmin的表达

抑制作用。这一细胞水平研究表明, TAT-Cygb能诱发活化型HSCs铁死亡事件。本研究揭示了TAT-Cygb抗肝纤维

化潜在的作用机制, 为深入研究TAT-Cygb通过调控铁死亡途径发挥其生物学功能的分子机制提供实验依据。
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deposition and promote liver fibrosis recovery, but its mechanism is not yet clear. This study constructed and 

expressed a fusion protein (TAT-Cygb) of cell penetrating peptide TAT and Cygb, to investigate the effect of fusion 

protein TAT-Cygb on regulating hepatic stellate cells (HSCs) ferroptosis. Cultured human hepatic stellate cells line 

(LX2) were treated with TAT-Cygb and erastin in vitro, respectively. The effects of ferroptosis phenotype in LX2 

cells induced by TAT-Cygb, including cell viability, cell morphology, iron ion (Fe2+ ) content, lipid peroxidation 

product levels, and antioxidant system indicators, were investigated using trypan blue staining, transmission 

electron microscopy, Prussian blue staining, and reagent kits detection. After co-treatment with TAT-Cygb and 

ferrostain-1, the levels of Fe2+ , reactive oxygen species (ROS), malondialdehyde (MDA), 4-hydroxynonenal 

(4-HNE), nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADPH) and glutathione (GSH) were measured by 

reagent kits. The protein expression levels of alpha smooth actin (α-SMA), collagen I and fibronectin were detected 

by Western blot, and the protein expression level of epidermal growth factor receptor (EGFR) and desmin relevant 

to fibrosis were observed by immunofluorescence. The results showed that TAT-Cygb could significantly reduce 

the viability of LX2 cells and trigger events relevant to ferroptosis, including promoting intracellular Fe2+ 

accumulation, and inducing mitochondrial morphological changes, and intensifying lipid peroxidation products 

accumulation, and decreasing the level of antioxidant indexes, which played a similar role as erastin; Fer-1 

significantly weakened the increase in Fe2+ , ROS, MDA, 4-HNE levels induced by TAT-Cygb, as well as the 

decrease in NADPH and GSH levels, while also weakening the TAT-Cygb-induced over-expression levels of 

α -SMA, collagen I and fibronectin, and TAT-Cygb-induced under-expression levels of EGFR and desmin. This 

cellular level study indicated that TAT-Cygb can induce ferroptosis of activated HSCs. This study revealed the 

potential mechanism of TAT-Cygb anti-liver fibrosis, and provided the experimental basis for further research on 

the molecular mechanism of TAT-Cygb realizing biological function by regulating the ferroptosis pathway.
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肝纤维化是多种慢性肝病发展为肝硬化甚至肝癌

的关键病理过程, 药物、毒物及酒精损伤、自身免疫性

缺陷及病毒性肝炎等都可能导致纤维化发生[1]。当

前, 肝纤维化的发生呈显著上升趋势, 更糟糕的是, 肝

纤维化及早期肝硬化无明显临床症状, 极易被忽视而

具有较高误漏诊率, 且肝脏穿刺的诊断方式有创伤性

且价格昂贵[2]。因此, 深入研究肝纤维化病理机制、干

预靶标, 并以此研发安全有效的防治药物具有重要临

床意义。肝纤维化的主要病理特征表现为肝脏内弥

漫性细胞外基质 (extracellular matrix, ECM) 过度沉

积, 汇管区大量纤维结缔组织异常增生, 破坏肝脏正

常结构及生理功能[3]。据报道 , 肝形状细胞 (hepatic 

stellate cells, HSCs) 激活及转化为肌成纤维样细胞 

(myofibroblastic-like cells, MFLCs) 是肝纤维化发生和

发展的核心环节, 活化型HSCs是ECM分泌的主要起

源, 并与周围肝细胞、肝窦内皮细胞等相互作用, 刺激

分泌炎性细胞因子、趋化因子等加剧肝纤维化程

度[4,5]。研究已明确 HSCs主要由氧化应激、细菌脂多

糖及促纤维化细胞因子等旁分泌激活后再转化为

MFLCs, 之后不断增殖并通过自分泌促纤维化因子去

激活静息状态的HSCs, 最终导致ECM稳态失衡, 大量

堆积于肝脏[6]。因此, 诱导活化型HSCs失活或清除是

抑制纤维化发生的重要策略。

铁死亡 (ferroptosis) 是依赖细胞内铁聚集或过载, 

引起细胞内脂质活性氧 (lipid reactive oxygen species, 

L-ROS) 的生成与代谢失衡所致的一种氧化性细胞死

亡形式[7]。基础与临床研究均证实, 铁死亡可通过调

节细胞内脂质过氧化程度及铁离子水平等影响肝脏疾

病的发展进程[8-10]。伴随肝纤维化发生机制逐渐被阐

明, 研究已证实肝纤维化并非不可逆, 抑制纤维化过程

中胶原沉积、炎症状况、应激状态等过程均是改善肝纤

维化的主要手段[11]。因此, 研究铁死亡与HSCs活化过

程的交叉通路, 并以此特异性调节活化型 HSCs铁死

亡或抑制 HSCs 活化可能成为治疗肝纤维化的新

策略[12]。

胞红蛋白 (cytoglobin, Cygb) 又名星状细胞激活

蛋白 (stellate cell activating protein, STAP)[13], 是一种珠

蛋白, 被研究发现在 HSCs中过表达可使其免受氧化

应激的作用, 并抑制其转化成MFLCs, 且Cygb的过表

达可减少由于肝损伤导致的以胶原为主的细胞外基质

沉积 , 并促进纤维化的恢复[14]。此外 , 研究已证实 , 

Cygb在癌细胞中能调控 p53介导的细胞铁死亡, 不可

忽视的是在 HSCs活化过程中也激活了 Cygb的表达, 

而 cygb基因上游存在HIF-1α结合位点能受到低氧胁

迫诱导而表达[15], 那么Cygb是否通过参与细胞铁死亡

调控实现生物学功能仍需进一步明确。
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综上所述, 本课题组前期对Cygb在抗炎症及抗肝

纤维化等生物学功能开展了部分研究[16,17], 但是对其

是否通过调控铁死亡通路发挥上述生物学功能及机制

方面揭示尚不充分。由于外源性Cygb限制了其功能

的发挥[18], 为此 , 本研究构建了细胞穿膜肽 TAT 与

Cygb的融合蛋白 TAT-Cygb, 并初步探究 TAT-Cygb胞

内是否具有调控 HSCs铁死亡作用, 从而为阐明其通

过调控铁死亡通路发挥抗肝纤维化作用分子机制提供

实验依据。

材料与方法

材料与试剂 台盼蓝 (T8070-5g, 北京索莱宝科技

有限公司); 普鲁士蓝染色试剂盒、cell counting kit-8 

(货号为 S0178、BA00208, Bioss 公司); Fe2+ 、丙二醛 

(malondialdehyde, MDA)、烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸 

(nicotinamide adenine dinucleotide phosphate, NADPH)、

还原型谷胱甘肽 (glutathione, GSH) 检测试剂盒 (货号

为A039-2-1、A003-1、A115-1-1、A006-1-1, 南京建成生

物工程研究所有限公司); human 4-HNE ELISA kit 

(MM-51443H2, 武汉酶免生物科技有限公司); 活性氧

自由基 (reactive oxygen species, ROS) 检测试剂盒、

BCA 蛋白浓度测定试剂盒、结晶紫 (货号为 S0033S、

P0010、C0121, 上海碧云天生物技术股份有限公司); 

erastin (E872563, 上海麦克林生化科技股份有限公

司); Fer-1 (R022075, 上海易恩化学技术有限公司); 

蛋 白 marker (26619-1, Fermentas 公 司); PVDF 膜 

(IPVH00010, Millipore 公司); ECL 底物液 (NCI5079, 

Thermo 公司); 胎牛血清、胰酶 (货号为 10099-141C、

25200072, Gibco 公司); DMEM (PM150210, Procell 公

司); DAPI (D9542, Sigma 公司); α平滑肌肌动蛋白 

(alpha smooth actin, α -SMA)、collagen I、fibronectin 抗

体 (货号为 bs-10196R、bs-0666R、b5-0578R, 北京博奥

森生物技术有限公司); 表达载体 pET22b-SUMO为本

实验室保存; 其他化学试剂均为国产分析纯。

主要仪器设备 超净工作台 (苏州安泰空气技术

有限公司); 显微镜 (日本奥林巴斯); 电泳仪电源、垂直

电泳槽、电转仪 (北京六一仪器厂); 水平摇床 (江苏海

门其林贝尔仪器制造有限公司), pH计 (瑞士梅特勒−
托利多仪器有限公司); 电子天平 (北京赛多利斯仪器

系统有限公司); 磁力搅拌器 (江苏省金坛市中大仪器

厂); 酶标仪 (美国赛默飞世尔科技公司); 离心机 (湖南

湘仪实验室仪器开发有限公司); 凝胶成像系统 (美国

伯乐生命医学产品有限公司); 全功能微孔板检测仪 

(美国珀金埃尔默仪器有限公司); 细胞计数仪 (上海赛

尔迈生命科技有限公司)。

表达载体 pET22b-SUMO-TAT-Cygb的构建 通

过 化 学 合 成 的 方 法 合 成 获 得 编 码 穿 膜 肽 TAT 

(YGRKKRRQRRR)、linker (GGGGS)、Cygb 的核苷酸

序列 (TAT-Cygb) 并经测序验证。通过引物设计软件

Premer 5.0设计目的基因 (TAT-Cygb) 的扩增引物扩增

目的基因序列 , 经目的片段回收、酶切后插入至

pET22b-SUMO(+)载体的BamH I和Xho I位点之间, 转

化入 E. coli DH5α后经菌落 PCR、酶切等方法筛选出

符合要求的阳性克隆, 提取重组质粒送江苏赛索飞生

物科技有限公司测序, 将测序正确的重组质粒命名为

pET22b-SUMO-TAT-Cygb。

TAT-Cygb 融合蛋白的诱导表达 将 pET22b-

SUMO-TAT-Cygb表达载体分别转化至 T7E和Rosetta

表达菌中过夜培养。次日 , 挑取单克隆菌落至 5 mL 

LB液体培养基中, 于 37 ℃、200 r·min-1恒温摇床中培

养 16 h, 再以 1∶100 接种到含相应抗性的新的 LB 液

体培养基中 , 待 OD600 nm=0.6～0.8 时 , 加入终浓度为

1 mmol·L-1 IPTG进行诱导, 分别在16或37 ℃、200 r·min-1

摇床培养 4 h使其表达蛋白, 活化成功后进行 16 ℃条

件培养过夜, 次日, 再接37 ℃条件菌液培养。10 000 r·min-1

离心收集表达菌液, 加入PBS超声裂解, 离心后上清液

标记为“NPE”, 沉淀用 PBS (含 8 mol·L-1尿素) 混匀标

记为“DPE”, 采用SDS-PAGE检测表达情况。

TAT-Cygb融合蛋白的纯化 将纯化填料加入重

力柱中, 待保存液 20%乙醇滴完, 加入 10倍柱体积超

纯水, 将乙醇冲洗干净, 最后加入 10倍柱体积 PBS pH 

7.5平衡重力柱; 堵住重力柱下端, 用待纯化样品将填

料悬匀后, 与样品混合, 放入结合摇床置于 4 ℃冰箱

中, 结合时间不小于 30 min; 将结合好的样品从结合摇

床取下, 于 4 ℃冰箱静置 10 min, 再将样品与填料的混

合物加到空柱, 并收集流穿样品 (FT) 并取 40 μL小样

以备 SDS-PAGE检测; 使用 10倍柱体积的 PBS pH 7.5

冲洗, 收集样品 (W1) 并取 40 μL小样以备 SDS-PAGE

检测; 不同浓度梯度的咪唑溶液淋洗后, 再用高浓度咪

唑 (含 PBS) 溶液每一个柱体积洗 1管, 总共洗 9管, 每

管取 40 μL小样以备SDS-PAGE检测; 根据SDS-PAGE

结果收集目标蛋白。

细胞培养 人肝星状细胞LX2实验室保藏 (传至

8～10代), LX2培养于含 10%胎牛血清、100 u·mL-1青

霉素及 100 mg·mL-1链霉素的DMEM培养基中维持活

化状态, 置于 37 ℃、5% CO2细胞培养箱中培养[19], 实

验所用的细胞均处于对数生长期。

细胞计数实验 细胞经处理到指定时间后, 消化、

离心、收集细胞于离心管中, 参照台盼蓝染色试剂盒说

明书制备细胞悬液并稀释调整每毫升细胞数至1×106个, 
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将细胞悬液与 0.4% 台盼蓝溶液以 9∶1混合, 吹匀, 在

3 min 内用自动细胞计数仪分别统计活细胞和死细

胞数。

Perls铁染色检测胞内铁沉积情况 提前在 24孔

板中铺设无菌盖玻片, 取对数生长期的LX2细胞接种

于 24孔板中培养。细胞经处理到指定时间后, 弃去培

养基, 参照 Perls染色试剂盒说明书制备样品, 用甲醇

固定 5 min或 4%多聚甲醛固定 15 min。然后, 用配制

好的 Perls染色液滴满涂片, 37 ℃孵育 30 min, PBS冲

洗 2 min。用 Perls 复染液滴染于涂片, 复染 1 min, 水

洗、晾干、镜检。

透射电镜检测 LX2 细胞线粒体形态变化 细胞

经处理到指定时间后, 去掉培养基并加入 2.5%常温戊

二醛固定液室温孵育 2 h, 然后加入 1%四氧化锇溶液

室温孵育 1 h, 刮下细胞后离心 2 min, 进行丙酮脱水、

环氧丙烷渗透和树脂包埋、切片, 采用枸橼酸铅和醋酸

铀进行双染色后, 在透射电镜下观察细胞线粒体形态

并拍照。

胞内 Fe2+、ROS、MDA、GSH、NADPH 及 4-HNE

水平检测 细胞经处理到指定时间后, 收集细胞, 按照

相应的检测试剂盒说明书进行裂解、制作检测样品, 酶

标仪检测不同波长的吸光度值。

蛋白免疫印迹 (Western blot) 分析 细胞经处理

到指定时间后, 收集细胞并加入RIPA裂解液 (含蛋白

酶抑制剂) 提取细胞总蛋白, 用BCA试剂盒测定蛋白

质浓度。10% SDS-PAGE分离总蛋白后, 采用湿法转

移至 PVDF膜, 5%脱脂奶粉室温封闭 30 min。洗涤后

加入 1% BSA/PBST稀释一抗 (1∶1 000), 4 ℃下孵育过

夜, 第二天充分洗涤后将PVDF膜放入用含 5%脱脂奶

粉 PBST 稀释辣根过氧化物酶标记的二抗 (1∶5 000) 

中, 室温摇床孵育 1 h。充分洗涤后, 用ECL显影液显

影, 在凝胶成像系统上拍照, 并使用 Image J软件分析

蛋白的相对表达量。

免疫荧光 (IF) 分析 细胞经处理到指定时间后, 

吸去原培养液, 用培养基重悬细胞, 取 20 μL细胞悬液

加入 20 μL台盼蓝进行计数, 每孔 4×104个细胞加到铺

有玻片的 24孔板中, 5% CO2、37 ℃过夜培养。在培养

板中用PBS浸洗 3次, 每次 3 min; 用 4%多聚甲醛固定

玻片30 min, PBS浸洗玻片3次, 每次3 min; 0.5% Triton 

X-100 (PBS 配制) 室温通透 20 min; PBS 浸洗玻片

3次, 每次 3 min, 吸水纸吸干 PBS, 在玻片上滴加正常

山羊血清, 室温封闭 30 min; 孵育一抗 4 ℃过夜, TBS

漂洗; 孵育Alex Flour 488标记的羊抗兔 IgG (H+L), 室

温 60 min, 漂洗; 孵育兔源 IgG, 室温 60 min, 漂洗; 加

入羊抗兔 IgG (H+L)的 Fab片段, 室温 30 min, 漂洗; 孵

育抗 MUC2 蛋白抗体 , 室温 120 min, 漂洗; 加荧光二

抗: 滴加稀释好的荧光二抗, Alex Flour 647标记的羊

抗兔 IgG (H+L), 室温孵育 60 min, TBS浸洗切片 3次, 

每次 3 min; 复染核: 滴加DAPI避光孵育 5 min, 对标本

进行染核, 用 PBST 洗去多余的 DAPI; 吸水纸吸干玻

片上的液体, 用抗荧光淬灭剂封片后, 在荧光显微镜下

观察采集图像。

统计学分析 本研究的数据整理与统计分析用

GraphPad Prism 8.0软件, 数据用均值 ± 标准差 (x̄ ± s) 

表示, 组间比较用单因素方差分析。P < 0.05具有统计

学意义。

结果

1　TAT-Cygb 重组蛋白的诱导表达及 Western blot

鉴定

将构建的重组质粒 pET22b-SUMO-TAT-Cygb 转

化至表达菌株, 在 16或 37 ℃条件下经 IPTG诱导培养

4 h 后 , 收集诱导和未诱导组样本进行 SDS-PAGE 分

析。结果如图 1A所示, 与未诱导组相比, 诱导组T7E

和 Rosetta 表达菌株在 37 ℃条件下诱导表达后的

“DPE”中有明显的蛋白条带 (32 kDa左右), 且Rosetta

表达菌株的表达效率更高。经Western blot鉴定 (图1B) 

显示在 32 kDa左右 (含SUMO、TAT、linker和Cygb) 处

出现一条特异性蛋白条带, 与目的蛋白分子量大小一

致 , 说明在常规诱导条件下 (37 ℃ , 1 mmol·L-1 IPTG, 

诱导 4 h), 即可成功表达 TAT-Cygb 重组蛋白, 绝大部

分重组蛋白存在于沉淀中, 且表达量较高。

2　TAT-Cygb体外诱导LX2细胞发生铁死亡

通过台盼蓝染色考察了不同质量浓度的TAT-Cygb 

(20、40、60 μg·mL-1) 对 LX2 细胞活力的影响 , 结果如

Figure 1　 Identification of TAT-Cygb recombinant protein by 

SDS-PAGE (A) and Western blot (B). TAT-Cygb: A fusion protein 

of cell penetrating peptide TAT and cytoglobin; M: Molecular 

weight marker; Ø: Non-induced bacteria culture (negative control); 

16 and 37 ℃: Incubation temperature during induction with IPTG; 

NPE: The soluble supernatant fraction; DPE: The supernatant of 

denatured protein; No. 2: T7E strain; No. 10: Rosetta strain; T: 

Target proteins
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图2A所示, TAT-Cygb和erastin明显降低了HSC-LX2细

胞活力 , TAT-Cygb 呈现浓度依赖性 , 40 和 60 μg·mL-1 

TAT-Cygb处理效果与 erastin (10 μmol·L-1) 的处理效果

类似。接下来探讨 TAT-Cygb 是否诱发铁死亡事件。

通过 Perls 染色考察了 TAT-Cygb 对 LX2 细胞内铁堆

积的影响 , 结果如图 2B 所示 , 随着 TAT-Cygb 浓度升

高, Perls染色的点状或片状蓝染区域明显增多, 40和

60 μg·mL-1 TAT-Cygb组与 erastin组呈现的效果类似。

此后 , 通过透射电镜观察 TAT-Cygb (40 μg·mL-1, 

下同) 对LX2细胞及线粒体形态的影响, 结果如图 2C

所示, TAT-Cygb和 erastin处理组的LX2细胞均呈现明

显的铁死亡细胞形态学变化, 线粒体发生明显变小、皱

缩、线粒体嵴消失及线粒体膜密度增加。继续检测

TAT-Cygb对 Fe2+浓度影响, 结果如图 2D所示, 与对照

组相比, TAT-Cygb和 erastin处理组的 LX2细胞中 Fe2+

浓度显著性上升 (P < 0.001)。此外 , 对各处理组的

ROS、MDA、4-HNE、NADPH、GSH 水平进行检测 , 结

果如图 2E～I 所示 , 与对照组相比 , TAT-Cygb 组 ROS 

(P < 0.01)、MDA (P < 0.001) 和 4-HNE (P < 0.001) 水平

显著升高, NADPH (P < 0.001) 和GSH (P < 0.01) 水平

显著降低, 与 erastin处理组的效果类似。综上结果表

明 , 一定浓度的 TAT-Cygb 可以体外诱导肝星状细胞

LX2发生铁死亡事件。

3　TAT-Cygb体外诱导LX2细胞铁死亡的验证

为了进一步验证 TAT-Cygb (40 μg·mL-1, 下同) 发

挥作用确实与其诱导肝星状细胞LX2铁死亡相关, 采

用铁死亡抑制剂 Fer-1 (1 μmol·L-1) 阻断细胞铁死亡进

行反向验证。将LX2细胞处理分为对照组、TAT-Cygb、

Fer-1和TAT-Cygb+Fer-1处理组, 然后检测铁死亡以及

HSCs 活化相关指标。首先考察了各处理组的 Fe2+、

ROS、MDA、4-HNE、NADPH、GSH 胞内水平 , 结果如

图 3A～F 所示 , 与对照组相比 , TAT-Cygb 组的 Fe2+ 

(P < 0.001)、ROS (P < 0.001)、MDA (P < 0.001) 和4-HNE 

(P < 0.001) 水平显著提高; 与 TAT-Cygb 组相比, TAT-

Figure 2　 Effects of TAT-Cygb on ferroptosis markers in LX2 cells. A: LX2 cells viability analyzed by trypan blue staining; B: Iron 

accumulation analyzed by Prussian staining (scale bars: 50 μm); C: Mitochondrial morphology observed by electron microscopy (×0.5 k: 

20 μm, ×8 k: 1 μm); D−I: The contents of Fe2+ (D), ROS (E), MDA (F), 4-HNE (G), NADPH (H), GSH (I) in LX2 cells. n = 3, x ± s. **P < 

0.01, ***P < 0.001 vs control group. ROS: Reactive oxygen species; MDA: Malondialdehyde; 4-HNE: 4-Hydroxynonenal; NADPH: 

Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate; GSH: Glutathione
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Cygb+Fer-1 组的 ROS (P < 0.01)、MDA (P < 0.001) 和

4-HNE (P < 0.001) 水平显著下降, NADPH (P < 0.001) 

和GSH (P < 0.01) 水平显著回升, 并趋近于对照组; 对

照组和 Fer-1组结果无显著差异。结果表明, Fer-1可

以明显减轻TAT-Cygb诱导的铁超载, NADPH、GSH表

达缺失及ROS、MDA、4-HNE堆积的作用, 阻断了TAT-

Cygb促进HSCs发生铁死亡的作用。

此外, 还考察了 TAT-Cygb对HSCs相关活化指标

的 影 响 , 通 过 Western blot 检 测 HSCs 活 化 指 标 

(α-SMA、collagen I 和 fibronectin) 的表达情况。结果

如图 3G～J 所示, 与对照组相比, TAT-Cygb 组 α-SMA 

(P < 0.001)、collagen I (P < 0.001) 和 fibronectin (P < 

0.01) 表达水平显著下调 , 与 TAT-Cygb 组相比 , TAT-

Cygb+Fer-1 组的 α -SMA (P < 0.01)、collagen I (P < 

0.01) 和 fibronectin (P < 0.05) 表达水平显著回升, 结果

表明 , TAT-Cygb 能显著下调 HSCs 活化指标 , 而 Fer-1

明显削弱了 TAT-Cygb对这些活化指标表达的抑制作

用。免疫荧光实验观察表皮生长因子受体 (epidermal 

growth factor receptor, EGFR)、肌间线蛋白 (desmin) 表

达情况。结果如图 3K、L 所示 , TAT-Cygb 组的 EGFR

和 desmin 表达水平显著下调 , Fer-1 显著减轻了 TAT-

Cygb对促纤维化关键指标表达的抑制作用。综上所

述 , 体外阻断铁死亡可以减轻 TAT-Cygb 诱导的抑制

HSCs活化的作用。

讨论

铁死亡作为一种新型细胞死亡方式, 可以通过铁

死亡诱导剂或抑制剂直接或间接调节铁代谢、脂质代

谢过程以及抗氧化系统指标影响铁死亡进程, 最新发

现硒、氨基酸、谷氨酰胺代谢及转录调控等均可影响铁

死亡进程[20,21]。当前报道指出铁死亡与癌症、退行性

疾病、创伤性脑损伤以及肾脏病变等各种病理过程密

切相关, 细胞铁死亡在肝细胞癌、血红蛋白沉着症、药

物肝毒性损伤、肝纤维化等肝脏病理进程中发挥着重

要作用[22,23]。因此, 调控细胞铁死亡已被视为预防及

治疗相关疾病的可行方案。

Figure 3　Fer-1 inhibits TAT-Cygb-triggered cellular changes. A−F: The contents of Fe2+ (A), ROS (B), MDA (C), 4-HNE (D), NADPH 

(E), GSH (F) in LX2 cells; G−J: Changes in protein expression levels of α-SMA, collagen Ⅰ and fibronectin after Fer-1 treatment; K and L: 

Immunofluorescence results of EGFR and desmin (scale bars: 100 μm). n = 3, x ± s. **P < 0.01, ***P < 0.001 vs control group; △P < 0.05, 
△△P < 0.01, △△△P < 0.001 vs TAT-Cygb group. α-SMA: Alpha smooth actin; EGFR: Epidermal growth factor receptor
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近年来, 随着肝纤维化发生机制逐渐被阐明, 证实

抑制HSCs活化、活化HSCs的清除与灭活已成为肝纤

维化治疗的潜在策略, 调控HSCs铁死亡参与其活化、

清除与灭活已成为有效途径[24]。本研究的Cygb作为

HSCs活化相关蛋白, 已被证实具有过氧化物酶活性和

清除氧自由基的功能, 通过调控 cygb基因的表达可实

现抑制肝纤维化[25]。然而, 外源Cygb难以通过细胞膜

实现生物学功能, 这成为Cygb作为改善肝纤维化药物

开发的阻碍, 本研究采用了HIV-1的 86个氨基酸的反

式激活因子中最短的转导有效序列中 11个氨基酸组

成的TAT47～57 (YGRKKRRQRRR), 被称作TAT蛋白

转导功能域, 可提高蛋白主动进入细胞效率[26], 并成功

构建表达了TAT-Cygb重组蛋白。

本研究通过体外实验鉴定 TAT-Cygb是否诱发活

化型HSCs铁死亡事件。首先, 评估TAT-Cygb对活化

型HSCs铁死亡相关指标的影响, 台盼蓝染色、普鲁士

蓝染色、电镜观察等实验结果揭示 TAT-Cygb 处理的

LX2呈现明显的细胞活力下降、线粒体皱缩及 Fe2+堆

积等现象。试剂盒检测结果显示, TAT-Cygb剂量依赖

性地调控脂质过氧化产物及抗氧化等铁死亡通路关键

指标的表达。为了明确TAT-Cygb通过介导LX2铁死

亡发挥作用 , 研究采用 Fer-1 体外阻断铁死亡后考察

TAT-Cygb 对 HSCs 活化指标的影响。实验结果显示

Fer-1 可以明显减轻 TAT-Cygb 诱导的铁死亡及 HSCs

活化抑制作用。由此可见, TAT-Cygb可以体外诱发活

化型 HSCs铁死亡, 而阻断铁死亡后则阻碍了其发挥

抑制HSCs活化的作用。

综上所述, 研究表明TAT-Cygb确实与诱导活化型

HSCs铁死亡有关, 依赖于铁死亡通路的调控, 这一结

果与Cygb通过铁死亡通路发挥抗肿瘤作用的研究结

果类似[27]。研究也证实了通过调控HSCs铁死亡发挥

抗肝纤维化作用是切实可行的, 这也与现有研究结果

不谋而合[28,29]。虽然TAT-Cygb确实能够诱发HSCs产

生铁死亡的表型, 但其通过何种信号通路及分子机制

影响铁死亡进程尚需进一步探讨。

有研究结果显示, Cygb能直接结合 p53, 阻断其泛

素化和随后的降解, 延长了 p53半衰期[30], 在结直肠癌

细胞中 Cygb 上调 p53 表达水平 , 从而导致 SLC7A11 

(solute carrier family 7 member 11) 表达下调, 抑制 system 

XC-转运氨基酸的功能并诱发铁死亡[27]。此外, 有研究

表明, 在丙型肝炎病毒感染引起的人肝纤维化进程加

剧过程中, Cygb阳性的细胞逐渐减少[31], 当突变Cygb

末端组氨酸 (His81) 后, 对胶原合成及自由基诱导的

HSCs活化的抑制效果减弱, 表明Cygb是调控纤维化

的一个重要靶点[32]。还有研究显示, 在HSCs被激活时

Cygb 表达也被激活, 而 cygb 基因上游存在 HIF-1α结

合位点, 能受到低氧胁迫诱导而表达[33], 同时Cygb过

表达后线粒体功能受损, 且Cygb具有与线粒体膜结合

的特性[34], 但是Cygb是否通过影响线粒体来实现铁死

亡的调控, 目前尚不得而知。本研究充分利用了TAT-

Cygb融合蛋白潜在的治疗能力和独特的穿膜性质, 下

一步研究将重点探索TAT-Cygb在调控HSCs铁死亡信

号通路及分子机制, 为日益增长和加速发生的肝纤维

化、肝癌等临床应用提供有价值的基础研究。
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