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铁死亡在支气管哮喘气道重塑中的作用
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摘要:目的　 通过建立卵清蛋白(ｏｖａｌｂｕｍｉｎꎬ ＯＶＡ)诱导的哮喘小鼠模型ꎬ研究铁死亡在支气管哮喘气道重塑发病

中的作用ꎬ为治疗哮喘气道重塑提供新的靶点ꎮ 方法　 将 ２４ 只雌性 Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠随机分为 ４ 个组:对照组、哮喘

模型组(ＯＶＡ 组)、干预组(Ｆｅｒ￣１ 组)及 Ｆｅｒ￣１ 联合哮喘组(Ｆｅｒ￣１＋ＯＶＡ 组)ꎬ每组 ６ 只ꎬ通过建立 ＯＶＡ 诱导哮喘小

鼠模型联合公共数据库筛选的对照组和 ＯＶＡ 诱导的 ＯＶＡ 组小鼠肺组织差异表达谱ꎬ探索铁死亡与哮喘的联系ꎮ
应用铁离子检测试剂盒和普鲁士蓝铁染色法对小鼠肺组织中的铁表达进行测定ꎬ通过免疫印记及免疫组化评估

肺组织谷胱甘肽过氧化物酶 ４(ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ ４ꎬ ＧＰＸ４)蛋白的表达ꎬ检测小鼠肺组织脂质过氧化代谢物丙

二醛(ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅꎬ ＭＤＡ)的表达ꎬ透射电子显微镜观察小鼠气道上皮超微结构改变ꎬ应用 ＭＡＳＳＯＮ 组织染

色法对小鼠气道上皮下胶原沉积进行观察ꎮ 为了进一步验证铁死亡抑制剂对哮喘气道重塑的影响ꎬ给予哮喘模

型小鼠铁死亡抑制剂干预后ꎬ对气道周围胶原沉积情况及肺组织 ＧＰＸ４ 蛋白表达进行评估ꎬ并分析气道重塑指标

的改变ꎮ 结果　 生物信息学分析显示ꎬ哮喘小鼠肺组织中铁死亡通路较对照组明显富集ꎬＯＶＡ 组小鼠气道上皮中

ＧＰＸ４ 表达较对照组显著降低ꎬ表明铁死亡可能参与哮喘的发病过程ꎮ ＯＶＡ 组小鼠肺组织中铁含量增加ꎬ气道上

皮 ＧＰＸ４ 表达降低ꎬ肺组织 ＭＤＡ 表达升高ꎬ气道上皮下胶原沉积增加ꎬ伴有小鼠气道上皮特征性超微结构改变ꎬ
表明铁死亡与哮喘气道重塑密切相关ꎮ 铁死亡抑制剂干预哮喘小鼠后ꎬ气道上皮 ＧＰＸ４ 表达升高ꎬ气道上皮下胶

原沉积减轻ꎬ气道重塑标志蛋白表达降低ꎬ上皮标志蛋白表达升高ꎮ 结论　 铁死亡参与支气管哮喘气道重塑的发

病过程ꎬ铁死亡抑制剂 Ｆｅｒ￣１ 可减轻哮喘气道重塑的结构改变ꎬ为治疗支气管哮喘气道重塑提供新靶点ꎮ
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Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ ｐａｒｔｉｃｉｐａｔｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ ｏｆ ａｓｔｈｍａ ａｉｒｗａｙ ｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇꎬ ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ Ｆｅｒ￣１ ａｔｔｅｎ￣
ｕａｔｅｓ ａｉｒｗａｙ ｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇ ｉｎ ａｓｔｈｍａꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｆｅｒ￣１ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ａ ｎｅｗ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｔａｒｇｅｔ ｆｏｒ ａｓｔｈｍａｔｉｃ ａｉｒｗａｙ
ｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ａｓｔｈｍａꎻ Ａｉｒｗａｙ ｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇꎻ Ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓꎻ Ｆｅｒｒｏｓｔａｔｉｎ￣１ꎻ Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｔａｒｇｅｔ

　 　 支气管哮喘是一种以气道高反应、气道炎症

和气道重塑为特征的异质性疾病ꎬ随着疾病的进

展ꎬ气道重塑导致哮喘患者肺功能进行性下降和

不可逆的气流受限[１￣２] ꎮ 铁死亡是一种由代谢和

生化过程异常引起的铁依赖性细胞死亡形式ꎮ 细

胞内铁稳态失调与谷胱甘肽过氧化物酶 ４( ｇｌｕｔａ￣
ｔｈｉｏｎｅ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ ４ꎬ ＧＰＸ４)等因子导致抗氧化系

统紊乱ꎬ引起胞内活性氧和脂质过氧化代谢物丙

二醛(ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅꎬ ＭＤＡ) 累积ꎬ导致铁死亡

的发生[３] ꎮ 大量研究表明ꎬ铁死亡参与了哮喘及

其他呼吸系统疾病的发病过程[４￣６] ꎮ 哮喘患者支

气管肺泡灌洗液中铁负荷细胞数量增加ꎬ与下降

的一秒率具有相关性ꎬ表明哮喘气流受限与铁死

亡关系密切[７] ꎮ 另有研究表明ꎬ气道上皮中 １５￣脂
氧合酶 １(１５￣ｌｉｐｏｘｙｇｅｎａｓｅ １ꎬ １５￣ＬＯ１)与磷脂酰乙

醇胺结合蛋白 １( ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｅｔｈａｎｏｌａｍｉｎｅ￣ｂｉｎｄｉｎｇ
ｐｒｏｔｅｉｎ １ꎬ ＰＥＢＰ１)结合诱发铁死亡的发生ꎬ导致哮

喘的 Ｔｈ２ 型炎症恶化[８]ꎮ 到目前为止ꎬ哮喘气道重

塑中关于铁死亡的作用研究较少ꎮ 本研究建立了卵

清蛋白(ｏｖａｌｂｕｍｉｎꎬ ＯＶＡ)诱导的哮喘小鼠模型ꎬ通
过观察小鼠肺组织中的铁含量、ＧＰＸ４、脂质过氧化

产物 ＭＤＡ 蛋白的表达ꎬ对小鼠气道上皮细胞超微

结构及气道重塑的组织学变化进行分析ꎬ并应用铁

死亡抑制剂( ｆｅｒｒｏｓｔａｔｉｎ￣１ꎬ Ｆｅｒ￣１)观察对小鼠气道上

皮 ＧＰＸ４ 表达、气道胶原沉积及气道重塑病理改变

的影响ꎬ旨在探讨铁死亡在哮喘气道重塑发病中的

作用ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料

１.１.１　 实验动物

２４ 只健康雌性小鼠 (Ｃ５７ＢＬ / ６)ꎬ７ ~ ８ 周龄ꎬ
１８~２０ ｇꎬ购买于济南朋悦实验动物有限公司ꎬ所有

动物实验程序均经山东第一医科大学第一附属医院

医学伦理审查委员会批准(２０２２￣Ｓ０１２)ꎮ
１.１.２　 主要试剂与仪器

ＯＶＡ、Ｆｅｒ￣１购自美国 Ｓｉｇｍａ￣Ａｌｄｒｉｃｈ 公司ꎻＡｌ(ＯＨ)３

购自美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ 公司ꎻ铁含量检测试剂盒购

自武汉伊莱瑞特生物科技公司ꎻ抗 ＧＰＸ４ 单克隆抗

体购自美国 Ａｂｃａｍ 公司ꎻＭＡＳＳＯＮ 染色试剂盒购

自北京索莱宝科技有限公司ꎻＭＤＡ 检测试剂盒购

自上海碧云天生物科技有限公司ꎻ抗 ＧＰＸ４ 单克隆

抗体、抗 ＧＡＰＤＨ 单克隆抗体购自英国Ａｂｃａｍ公司ꎻ
抗 Ｅ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ 单克隆抗体、抗 Ｎ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ 单克隆抗

体、抗 α￣ＳＭＡ 单克隆抗体购自美国 ＣＳＴ 公司ꎻ抗
Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ 单克隆抗体购自杭州华安生物技术有限

公司ꎻ细胞铁死亡 ＰＣＲ 阵列购自上海沃吉基因科技

有限公司ꎮ
动物雾化仪(北京亚都科技服务公司)ꎻ组织匀



孙丛丛ꎬ等.铁死亡在支气管哮喘气道重塑中的作用 ３　　　　 　

浆仪(中国天根公司)ꎻ低温离心机(美国贝克曼公

司)ꎻ轮转式切片机(德国 Ｌｅｉｃａ 公司)ꎻ石蜡包埋机

(德国 Ｌｅｉｃａ 公司)ꎬＪＥＭ￣１００ｃｘⅡ透射电子显微镜

(日本电子株式会社)ꎻ蛋白电泳仪(美国 Ｂｉｏ￣Ｒａｄ
公司)ꎻＣｈｅｍｉｄｏｃ 化学发光仪(美国 Ｂｉｏ￣Ｒａｄ 公司)ꎻ
酶标分析仪(日本 Ｂｉｏｔｅｃ 公司)ꎻ分光光度计(美国

ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ 公司)ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 生物信息学分析

本研究从基因表达数据库 (Ｇｅｎｅ Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
Ｏｍｎｉｂｕｓꎬ ＧＥＯ)中对数据集(ＧＳＥ６８５８)进行检索ꎬ
筛选了对照小鼠和 ＯＶＡ 诱导小鼠的 ＲＮＡ 图谱ꎬ使
用 Ｒ 语言的 Ｌｉｍｍａ 软件包(版本:３.４０.２)进行差异

基因分析ꎬ使用 Ｒ 语言 ｇｇｐｌｏｔ２ 包绘制可视化的气

泡图ꎮ Ｐ<０.０５ 定义为筛选基因差异有统计学意义ꎮ
１.２.２　 哮喘小鼠模型构建

将 ２４ 只小鼠随机分为 ４ 个组:对照组、哮喘模

型组(ＯＶＡ 组)、干预组(Ｆｅｒ￣１ 组)及 Ｆｅｒ￣１ 联合哮

喘组(Ｆｅｒ￣１＋ＯＶＡ 组)ꎬ每组 ６ 只小鼠ꎮ 建模方法如

下:ＯＶＡ 组小鼠应用免疫佐剂 Ａｌ(ＯＨ) ３ 和 ＯＶＡ 腹

腔注射致敏ꎬ在第 １、７ 和 １４ 天对 ＯＶＡ 组小鼠与

Ｆｅｒ￣１＋ＯＶＡ 组小鼠进行腹腔注射ꎬ对照组以及 Ｆｅｒ￣１
组小鼠给予腹腔注射等体积的生理盐水ꎮ 第 ２１ 天

后ꎬＯＶＡ 组与 Ｆｅｒ￣１＋ＯＶＡ 组小鼠雾化吸入 ＯＶＡ 溶

液(每隔 １ ｄ)ꎬ直至第 ５６ 天ꎬ对照组及 Ｆｅｒ￣１ 组小鼠

雾化吸入等量的生理盐水ꎮ Ｆｅｒ￣１ 组与 Ｆｅｒ￣１＋ＯＶＡ
组小鼠雾化后给予腹腔注射浓度为 ２.５ μｍｏｌ / ｋｇ 的

Ｆｅｒ￣１ꎬ对照组及 ＯＶＡ 组小鼠给予腹腔注射等量的

无菌盐水ꎮ 末次激发后 ２４ ｈ 内无痛处死小鼠ꎬ收集

肺组织标本及血液ꎮ
１.２.３　 采用铁离子试剂盒和普鲁士蓝铁染色测定

各组小鼠肺组织中的铁表达

１.２.３.１　 铁离子试剂盒法

取新鲜肺组织块 ０.１ ｇꎬ裂解液裂解后离心取上

清ꎬ吸取不同浓度的标准品及样本ꎬ加入 １５０ μＬ 显

色液ꎬ振荡混匀ꎬ孵育后酶标仪测定 ５９３ ｎｍ 处的吸

光度值ꎮ
１.２.３.２　 普鲁士蓝铁染色法

肺组织切片常规脱蜡至水ꎬ浸入普鲁士蓝染色

液ꎬ染色 ２０ ｍｉｎꎬ蒸馏水冲洗后ꎬ加入伊红染液中染

色 ２ ｍｉｎꎬ经不同浓度的乙醇溶液进行逐级脱水ꎬ置
入二甲苯溶液透明ꎬ最后应用中性树胶封片ꎮ
１.２.４　 采用免疫组织化学法检测小鼠肺组织 ＧＰＸ４

蛋白的表达

小鼠肺组织石蜡切片烘烤后逐步脱蜡至水化ꎬ

固定于枸橼酸修复液中进行抗原修复ꎬ封闭内源性

过氧化物酶、山羊血清封闭内源性抗原后ꎬ加入抗

ＧＰＸ４ 抗体(用 ＰＢＳ 按 １ ∶２００ 稀释)ꎬ４ ℃冰箱过夜

后ꎬ加入二抗工作液ꎬ室温下孵育 １ ｈꎬ加入 ＤＡＢ 显

色液ꎬ于显微镜下观察显色结果ꎬ显微镜下观察并控

制显色时间ꎬ及时将切片浸入 ＰＢＳ 终止显色ꎬ加入

苏木素复染ꎬ经不同浓度的乙醇溶液进行逐步脱水ꎬ
置入二甲苯溶液透明ꎬ最后应用中性树胶封片ꎬ应用

显微镜镜检ꎬ图像采集分析ꎮ
１.２.５　 透射电子显微镜( ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏ￣

ｓｃｏｐｅꎬ ＴＥＭ)观察气道上皮超微结构改变

小鼠气道黏膜组织置于戊二醛固定液固定 ２ ｈ
后ꎬ再次置于 １％锇酸固定液中 ２ ｈꎬ经不同浓度的乙

醇溶液进行逐级脱水ꎬ后用丙酮浸透包埋ꎬ超薄切片

机切片ꎬ经醋酸铀－枸橼酸铅双染色后用 ＴＥＭ 镜

检ꎬ图像采集分析ꎮ
１.２.６　 检测肺组织脂质过氧化代谢物 ＭＤＡ 水平

将新鲜肺组织块中加入 ＲＩＰＡ 裂解液ꎬ离心后

取上清液进行 ＢＣＡ 蛋白定量ꎬ收集剩余样品按照

ＭＤＡ 试剂盒说明书进行加样ꎬ在 ５３２ ｎｍ 波长测定

各孔的 ＯＤ 值ꎮ
１.２.７　 采用 ＨＥ 染色法评估气道炎症

肺组织切片浸入苏木素染液中染细胞核ꎬ盐酸

乙醇分化后浸入伊红染液中染细胞质ꎬ乙醇－二甲

苯溶液逐级脱水透明ꎬ中性树胶封片ꎮ 显微镜镜检ꎬ
图像采集分析ꎮ
１.２.８　 采用 ＰＡＳ 染色法评估气道黏液高分泌

肺组织石蜡切片脱蜡ꎬ浸入 ＰＡＳ 氧化剂中后置

于 Ｓｃｈｉｆｆ 试剂中染色ꎬ苏木素染液染细胞核ꎬ盐酸乙

醇分化ꎬ乙醇－二甲苯溶液逐级脱水透明ꎬ中性树胶

封片ꎮ 显微镜镜检ꎬ图像采集分析ꎮ
１.２.９　 采用ＭＡＳＳＯＮ 染色法评估气道胶原沉积情况

肺组织石蜡切片放入媒染液ꎬ６０ ℃恒温下媒染

１ ｈꎬ流水冲洗 １０ ｍｉｎꎬ依次给予天青石蓝染色

２.５ ｍｉｎꎬＭａｙｅｒ 苏木素染色 ２.５ ｍｉｎꎬ盐酸乙醇分化

液中浸泡ꎬ丽春红染色 ５ ｍｉｎꎬ浸入磷钼酸水溶液

５ ｍｉｎꎬ后浸入苯胺蓝液染色 ３ ｍｉｎꎬ弱酸溶液洗去苯

胺蓝 １ ｍｉｎꎮ 乙醇－二甲苯溶液逐级脱水透明ꎬ中性

树胶封片ꎮ 显微镜镜检ꎬ图像采集分析ꎮ
１.２.１０　 应用组织免疫荧光染色法检测肺组织 ＧＰＸ４、

气道重塑指标 Ｎ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｅ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ、α￣ＳＭＡ
的表达

小鼠肺组织石蜡切片烘烤后逐步脱蜡至水化ꎬ
固定于枸橼酸修复液中进行抗原修复ꎬ封闭内源性

过氧化物酶ꎬ山羊血清封闭内源性抗原后ꎬ加入一抗
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(抗 ＧＰＸ４、Ｎ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｅ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ、α￣ＳＭＡ 抗体ꎬ用
ＰＢＳ 按 １ ∶２００ 稀释)４ ℃孵育过夜ꎬＰＢＳ 漂洗后加入

荧光二抗孵育 １ ｈꎬ加入 ＤＡＰＩ 染液染细胞核ꎬ加入

防荧光淬灭剂后使用树脂封片ꎬ应用荧光显微镜镜

检ꎬ图像采集分析ꎮ
１.２.１１　 采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 测定肺组织 ＧＰＸ４ 与

气道重塑指标 Ｅ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ 的蛋

白表达水平

取新鲜肺组织块加入 ＲＩＰＡ 裂解液研磨至匀浆

状态ꎬ离心后进行 ＢＣＡ 蛋白浓度测定ꎬ取部分蛋白

样品加入十二烷基磺酸钠－聚丙烯酰胺凝胶电泳胶

的泳道内ꎬ恒压条件下电泳ꎬ转膜时间及电流大小依

据所需蛋白分子量大小而定ꎬ５％脱脂奶粉室温封闭

９０ ｍｉｎꎬ 分 别 加 入 一 抗 ( 抗 ＧＰＸ４、 Ｅ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ、
Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎꎬ按照说明书进行稀释)４ ℃冰箱孵育ꎬ洗
涤缓冲液洗涤后加入 １ ∶５ ０００ 稀释的二抗ꎬ孵育后

经洗涤缓冲液洗涤ꎬＥＣＬ 发光液按照 １ ∶１的比例配

制显色ꎬ采集图片ꎬ分析蛋白灰度ꎮ
１.３　 统计学处理

数据分析采用 ＳＰＳＳ ２２.０ 软件ꎬ应用 Ｇｒａｐｈｐａｄ
Ｐｒｉｓｍ ８.４ 软件绘制数据图表ꎬ计量资料以平均数±
标准差 表 示ꎮ 两 组 间 数 据 比 较 采 用 ｔｗｏ￣ｓｉｄｅｄ
Ｓｔｕｄｅｎｔ ｔ ｔｅｓｔꎻ多组间的比较采用单因素方差分析ꎮ

Ｐ<０.０５ 为差异有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 ＯＶＡ 组小鼠存在铁过载现象

相比于对照组小鼠ꎬ铁死亡信号通路在 ＯＶＡ
组小鼠肺组织中显著富集ꎬ表明铁死亡在哮喘中发

挥关键作用ꎮ ＯＶＡ 组小鼠肺组织中 ＧＰＸ４ 的表达

显著低于对照组(Ｐ<０.０１)ꎮ 基于上述结果ꎬ本研究

利用 ＯＶＡ 建立了哮喘小鼠模型ꎬ结果发现ꎬ与对照

组相比ꎬＯＶＡ 组小鼠肺组织匀浆中的总铁、Ｆｅ２＋ 和

Ｆｅ３＋浓度显著升高(Ｐ< ０.０１)ꎬＯＶＡ 组小鼠肺组织

中非血红素铁的表达显著升高ꎮ 见图 １ꎮ
２.２　 哮喘小鼠模型造模成功

ＨＥ 染色结果显示ꎬＯＶＡ 组小鼠较对照组小鼠

气道周围炎症细胞浸润增多ꎬ伴有气道上皮破坏、脱
落ꎬ血管周围出现水肿及炎症细胞增多ꎮ ＰＡＳ 染色

结果显示ꎬＯＶＡ 组小鼠出现气道杯状细胞增生ꎬ伴
有黏液高分泌ꎮ ＭＡＳＳＯＮ 染色结果显示ꎬＯＶＡ 组

小鼠较对照组小鼠气道上皮下胶原沉积显著增多ꎬ
Ｆｅｒ￣１＋ＯＶＡ 组小鼠气道上皮下胶原沉积减轻ꎮ 上

述病理改变在对照组与 Ｆｅｒ￣１ 组之间差异无统计学

意义ꎮ 见图 ２ꎮ
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图 １　 ＯＶＡ 组小鼠存在铁过载现象
Ａ:ＫＥＧＧ 富集分析结果显示 ＯＶＡ 组小鼠铁死亡信号通路显著富集ꎻ Ｂ:ＧＰＸ４ 在对照组小鼠和 ＯＶＡ 组小鼠之间的差
异表达分析ꎻ Ｃ:各组小鼠肺组织匀浆中的铁表达ꎻ Ｄ:小鼠肺组织切片普鲁士蓝铁染色图片ꎮ
放大倍数:×２００ꎻ 比例尺:５０ μｍꎮ∗Ｐ<０.０１ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｉｒｏｎ ｏｖｅｒｌｏａｄ ｅｘｉｓｔｅｄ ｉｎ ＯＶＡ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ａｓｔｈｍａ
Ａ: ＫＥＧＧ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｅｎｒｉｃｈｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ＯＶＡ
ｇｒｏｕｐꎻ Ｂ: Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＧＰＸ４ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ａｎｄ ＯＶＡ ｇｒｏｕｐｓꎻ Ｃ: Ｔｈｅ ｉｒｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓ￣
ｓｕｅ ｈｏｍｏｇｅｎａｔｅｓꎻ Ｄ: Ｐｒｕｓｓｉａｎ ｂｌｕｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｓｌｉｃｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅ.
Ｏｒｉｇｉｎａｌ ｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎꎬ ×２００. Ｓｃａｌｅ ｂａｒｓꎬ ５０ μｍ. ∗Ｐ<０.０１.

图 ２　 Ｆｅｒ￣１ 减轻哮喘模型小鼠气道炎症和重塑
Ａ:小鼠肺组织切片 ＨＥ、ＰＡＳ、ＭＡＳＳＯＮ 染色结果ꎻ Ｂ:ＨＥ 染色气道炎症定量分析ꎻ Ｃ:ＰＡＳ 染色气道黏液分泌定量分析ꎻ
Ｄ:ＭＡＳＳＯＮ 染色气道胶原沉积定量分析ꎮ 放大倍数:×２００ꎬ比例尺:５０ μｍꎮ∗∗∗Ｐ<０.００１ ｖｓ. 对照组ꎻ ＃＃Ｐ<０.０１ ｖｓ. ＯＶＡ 组ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｆｅｒ￣１ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ ｒｅｌｉｅｖｅｄ ＯＶＡ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ａｉｒｗａｙ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇ ｉｎ ｍｉｃｅ
Ａ: ＨＥꎬ ＰＡＳꎬ ａｎｄ ＭＡＳＳＯＮ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｅｖａｌｕａｔｅ ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌｓꎻ Ｂ: Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ
ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ａｉｒｗａｙ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｅｖａｌｕａｔｅｄ ｂｙ ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇꎻ Ｃ: Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ａｉｒｗａｙ ｍｕｃｕｓ ｈｙｐｅｒｓｅｃｒｅｔｉｏｎ
ｅｖａｌｕａｔｅｄ ｂｙ ＰＡＳ ｓｔａｉｎｉｎｇꎻ Ｄ: Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃｏｌｌａｇｅｎ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ａｉｒｗａｙ ｅｖａｌｕａｔｅｄ ｂｙ ＭＡＳＳＯＮ ｓｔａｉｎｉｎｇ.
Ｏｒｉｇｉｎａｌ ｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎꎬ ×２００. Ｓｃａｌｅ ｂａｒꎬ ５０ μｍ. ∗∗∗Ｐ<０.００１ ｖｓ. ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎻ ＃＃Ｐ<０.０１ ｖｓ. ｔｈｅ ＯＶＡ ｇｒｏｕｐ.
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２.３　 ＯＶＡ 组小鼠中铁死亡与气道重塑共同存在

免疫组化结果显示ꎬＯＶＡ 组小鼠气道上皮中的

ＧＰＸ４ 表达显著低于对照组ꎮ 蛋白质印迹结果进一步

验证了 ＯＶＡ 组小鼠肺组织匀浆中 ＧＰＸ４ 的蛋白表达

显著低于对照组(Ｐ< ０.０５)ꎮ ＴＥＭ 结果显示ꎬＯＶＡ 组

小鼠气道上皮细胞线粒体体积减小ꎬ线粒体嵴减少或

消失ꎬ线粒体外膜破裂ꎬ线粒体膜密度浓缩ꎬ而细胞质

膜没有破裂、气泡现象ꎬ细胞核正常ꎬ染色质未凝聚ꎬ符
合铁死亡的特征性超微结构改变ꎮ ＯＶＡ 组小鼠肺组

织中ＭＤＡ 的表达显著高于对照组(Ｐ< ０.０１)ꎮ 上述结

果均表明铁死亡在 ＯＶＡ 组小鼠中的表达显著高于对

照组ꎮ 同时ꎬＯＶＡ 组小鼠气道周围胶原沉积显著高于

对照组ꎬ表明铁死亡与哮喘气道重塑共同存在ꎬ提示铁

死亡可能参与了哮喘气道重塑的发病过程ꎮ 见图 ３ꎮ

图 ３　 ＯＶＡ 组小鼠中铁死亡与气道重塑共同存在
Ａ:免疫组织化学染色观察小鼠肺组织 ＧＰＸ４ 的水平ꎻ Ｂ:Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测小鼠肺组织 ＧＰＸ４ 蛋白的表达情况ꎻ Ｃ:应
用 ＴＥＭ 观察气道上皮特征性超微结构改变ꎬ红色单箭头指向正常线粒体ꎬ红色双箭头指向损伤的线粒体ꎻ Ｄ:小鼠肺组
织中 ＭＤＡ 的表达水平ꎻ Ｅ:ＭＡＳＳＯＮ 染色法检测气道周围胶原沉积情况ꎮ 放大倍数:×２００ꎻ 比例尺:５０ μｍꎮ ∗Ｐ<０.０５ꎬ
∗∗Ｐ<０.０１ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ａｉｒｗａｙ ｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇ ｃｏ￣ｅｘｉｓｔｅｄ ｉｎ ＯＶＡ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ａｓｔｈｍａ ｍｉｃｅ
Ａ: Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＧＰＸ４ ｐｒｏｔｅｉｎꎻ Ｂ: Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ａｓｓｅｓｓｅｄ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＧＰＸ４ ａｎｄ
ｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓꎻ Ｃ: ＴＥＭ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｕｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｂｒｏｎｃｈｉａｌ ｅｐｉ￣
ｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ. Ｓｉｎｇｌｅ ｒｅｄ ａｒｒｏｗｓ ｐｏｉｎｔｅｄ ｔｏ ｎｏｒｍａｌ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａꎬ ａｎｄ ｐａｉｒｅｄ ｒｅｄ ａｒｒｏｗｓ ｐｏｉｎｔｅｄ ｔｏ ｉｍｐａｉｒｅｄ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａꎻ
Ｄ: Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｔｈｅ ｌｉｐｉｄ ｐｅｒｏｘｉｄａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔ ＭＤＡꎻ Ｅ: ＭＡＳＳＯＮ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｃｏｌｌａｇｅｎ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ
ａｉｒｗａｙ. Ｏｒｉｇｉｎａｌ ｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎꎬ ×２００. Ｓｃａｌｅ ｂａｒｓꎬ ５０ μｍ. ∗Ｐ<０.０５ꎬ ∗∗Ｐ<０.０１.
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２.４　 铁死亡抑制剂 Ｆｅｒ￣１ 减轻 ＯＶＡ 诱导哮喘小鼠

气道重塑的病理改变

Ｆｅｒ￣１ 干预后ꎬ哮喘小鼠气道重塑标志物、胶原

沉积水平伴随铁死亡水平显著下降ꎮ ＯＶＡ 组小鼠

气道上皮中 ＧＰＸ４ 的表达显著低于对照组ꎬ气道

重塑蛋白 Ｎ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ、α￣ＳＭＡ表达升高以及上皮标

志蛋白 Ｅ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达降低ꎮ 而在加入 Ｆｅｒ￣１ 干预

后ꎬ ＧＰＸ４ 和 Ｅ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ 的表达显著升高ꎬ Ｎ￣ｃａｄ￣

ｈｅｒｉｎ、α￣ＳＭＡ的表达显著降低ꎮ 蛋白质印迹与免

疫荧光得到了一致的结果ꎬＦｅｒ￣１＋ＯＶＡ 组小鼠肺

组织 ＧＰＸ４ 的表达高于 ＯＶＡ 组ꎬＦｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ 表达

下降ꎬ Ｅ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达升高(Ｐ< ０.０１)ꎮ 而上述蛋

白在 Ｆｅｒ￣１ 组的表达差异无统计学意义ꎮ 上述结

果表明ꎬ铁死亡参与哮喘气道重塑的发病过程ꎬ
Ｆｅｒ￣１ 可显著减轻哮喘气道重塑的病理改变ꎮ 见

图 ４ꎮ

图 ４　 铁死亡抑制剂 Ｆｅｒ￣１ 减轻 ＯＶＡ 诱导哮喘小鼠模型气道重塑的病理改变
Ａ:免疫荧光染色法检测 ＧＰＸ４、Ｎ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｅ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ、α￣ＳＭＡ 等气道重塑指标的变化ꎻ Ｂ:Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测小鼠肺
组织 ＧＰＸ４、Ｅ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ 蛋白的水平ꎻ Ｃ:Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测小鼠肺组织 ＧＰＸ４、Ｅ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ 蛋白
的定量分析ꎮ 放大倍数:×２００ꎻ 比例尺:５０ μｍꎮ∗Ｐ<０.０５ꎬ ∗∗Ｐ<０.０１ ｖｓ. 对照组ꎻ ＃Ｐ<０.０５ꎬ ＃＃Ｐ<０.０１ ｖｓ. ＯＶＡ 组ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｆｅｒ￣１ ｒｅｌｉｅｖｅｄ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ａｉｒｗａｙ ｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇ ｉｎ ＯＶＡ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ａｓｔｈｍａ ｍｉｃｅ
Ａ: Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ａｉｒｗａｙ ｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇ ｉｎｄｉｃａｔｏｒ ｐｒｏｔｅｉｎｓ (ＧＰＸ４ꎬ Ｅ￣ｃａｄｈｅｒｉｎꎬ Ｎ￣ｃａｄｈｅｒｉｎꎬ
ａｎｄ α￣ＳＭＡ)ꎻ Ｂ: Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ａｓｓｅｓｓｅｄ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＧＰＸ４ꎬ Ｅ￣ｃａｄｈｅｒｉｎꎬ ａｎｄ Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎꎻ Ｃ: Ｑｕａｎｔｉｔａ￣
ｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＧＰＸ４ꎬ Ｅ￣ｃａｄｈｅｒｉｎꎬ ａｎｄ Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ ｅｖａｌｕａｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ａｓｓａｙ.
Ｏｒｉｇｉｎａｌ ｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎꎬ ×２００. Ｓｃａｌｅ ｂａｒｓꎬ ５０ μｍ. ∗Ｐ < ０.０５ꎬ ∗∗Ｐ< ０.０１ ｖｓ. ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎻ ＃Ｐ<０.０５ꎬ ＃＃Ｐ<０.０１ ｖｓ. ｔｈｅ
ＯＶＡ ｇｒｏｕｐ.



　 ８　　　　 山　 东　 大　 学　 学　 报　 (医　 学　 版) ６２ 卷 ７ 期　

３　 讨　 论

近年来ꎬ支气管哮喘患者的数量逐年增加ꎬ支气

管哮喘已成为我国第二大呼吸道疾病ꎬ２０１９ 年发表

在«柳叶刀»期刊的研究数据显示ꎬ我国成人(２０ 岁

及以上)哮喘患者总人数达 ４ ５７０ 万ꎬ其中 ２６.２％的

哮喘患者肺功能结果提示存在气流受限[９]ꎮ 随着

哮喘疾病进展ꎬ气道重塑逐渐加重ꎬ导致不可逆性气

流受限ꎮ 哮喘气道重塑的主要病理变化包括气道上

皮细胞变化和黏液腺增生[１０]、上皮细胞下成纤维细

胞活化[１１]、气道平滑肌细胞增殖与迁移[１２]、气道壁

血管增生等[１３]ꎮ 气道重塑增加哮喘急性发作的频

率ꎬ与哮喘的病情严重程度显著相关ꎮ 已有研究表

明ꎬ与健康对照人群相比ꎬ重症哮喘患者气道壁显著

增厚ꎬ伴有气道管腔显著狭窄[１４]ꎮ 目前ꎬ糖皮质激

素、长效 β２ 受体激动剂等药物可在一定程度上减

轻气道炎症[１５]ꎬ但仍有部分哮喘患者病情反复发

作ꎬ考虑与气道重塑出现后患者对上述治疗药物反

应性降低有关[１６]ꎮ 因此ꎬ需要寻找针对哮喘气道重

塑的治疗靶点ꎬ为哮喘的个体化治疗提供新的方

向[１７]ꎮ
铁死亡是不同于坏死、凋亡和自噬的一种新型

细胞死亡方式ꎬ其主要特征是铁离子依赖和脂质过

氧化ꎬ铁诱导的脂质活性氧积聚导致细胞发生过氧

化反应[１８]ꎮ 已有研究发现ꎬ铁死亡参与了多种疾病

组织重塑的发病过程ꎮ 血管紧张素Ⅱ导致高血压模

型小鼠收缩压升高、肾铁死亡和肾间质纤维化的发

生ꎬ铁死亡抑制剂能有效减轻高血压模型小鼠血管

紧张素Ⅱ诱发的上述改变[１９]ꎮ 此外ꎬ在博来霉素诱

导的肺纤维化小鼠模型中ꎬ二型肺泡上皮细胞发生

铁死亡ꎬ铁死亡抑制剂及铁螯合剂可显著减轻博来

霉素诱导的肺纤维化ꎬ提示铁死亡在肺纤维化的发

病过程中发挥一定作用[２０￣２１]ꎮ 然而铁死亡在哮喘

气道重塑发病中的作用尚不明确ꎬ因此ꎬ我们针对铁

死亡与气道重塑之间的关系进行了相关研究ꎮ
为明确铁死亡是否与哮喘发病有关ꎬ本研究首

先对公共数据库中筛选的对照组和 ＯＶＡ 诱导的哮

喘模型小鼠肺组织中的差异表达谱进行了分析ꎮ 结

果显示ꎬＯＶＡ 组小鼠铁死亡信号通路表达显著高于

对照组ꎬ且 ＯＶＡ 组小鼠 ＧＰＸ４ 表达与对照组小鼠相

比显著降低ꎬ提示铁死亡参与了哮喘疾病进展ꎮ 为

进一步明确铁死亡是否参与了哮喘气道重塑的发病

过程ꎬ本研究构建了 ＯＶＡ 诱导的哮喘小鼠模型ꎬ结
果发现 ＯＶＡ 组小鼠的肺组织匀浆总铁、Ｆｅ２＋、Ｆｅ３＋

水平明显高于对照组ꎬ且 ＯＶＡ 组小鼠肺组织非血

红素铁表达较对照组显著升高ꎮ 上述结果提示ꎬ哮
喘模型小鼠中存在铁过载现象ꎮ 既往研究发现ꎬ哮
喘患者气道上皮转铁蛋白受体 １、转铁蛋白受体 ２
的表达显著高于对照组[７]ꎬ与本研究结果一致ꎮ 本

研究还发现ꎬＯＶＡ 组小鼠气道上皮及肺组织中的

ＧＰＸ４ 表达显著低于对照组ꎮ ＧＰＸ４ 作为一种抗氧

化剂ꎬ通过消除细胞内脂质活性氧从而抑制铁死亡

的发生[２２]ꎮ ＧＰＸ４ 活性下降后会导致细胞无法清除

累积的脂质过氧化物ꎬ从而导致铁死亡ꎮ 研究发现ꎬ
母体血清硒浓度下降会降低胎儿气道上皮 ＧＰＸ４ 的

表达ꎬ引起抗氧化系统失衡ꎬ导致哮喘的发生[２３]ꎮ
铁死亡的特征是脂质过氧化的铁依赖性积累达

到一定程度ꎬ最终诱发细胞死亡ꎮ 体外研究发现ꎬ哮
喘气道上皮细胞中的 １５￣ＬＯ 与 ＰＥＢＰ１ 结合导致铁

死亡的发生ꎬ提示在哮喘的发病过程中脂质过氧化

反应起了一定作用[２４]ꎮ 本研究结果显示ꎬＯＶＡ 组

小鼠肺组织 ＭＤＡ 水平显著升高ꎮ 通过应用 ＴＥＭ
观察 ＯＶＡ 组小鼠肺组织病理改变ꎬ发现 ＯＶＡ 组小

鼠气道上皮细胞线粒体体积减小ꎬ线粒体嵴减少或

消失ꎬ线粒体外膜破裂ꎬ线粒体膜密度浓缩ꎬ而细胞

质膜没有破裂、气泡现象ꎬ细胞核正常ꎬ染色质未凝

聚ꎬ符合铁死亡的特征性超微结构改变ꎮ
已有研究证实ꎬ铁死亡抑制剂 Ｆｅｒ￣１ 可抑制

ＩＬ￣１３、 ＩＬ￣６、 屋尘螨诱导的哮喘模型中 的 铁 死

亡[２５￣２７]ꎮ 本研究首次在 ＯＶＡ 诱导的哮喘小鼠模型

中应用了铁死亡抑制剂 Ｆｅｒ￣１ꎬ发现 Ｆｅｒ￣１ 治疗后ꎬ
哮喘小鼠气道上皮中 ＧＰＸ４ 的表达水平上调ꎬ气道

周围胶原沉积及气道重塑减轻ꎬ进一步验证了铁死

亡在哮喘气道重塑中的作用ꎮ
本研究通过建立 ＯＶＡ 诱导的哮喘小鼠模型ꎬ

发现哮喘模型小鼠肺组织铁含量高于对照组ꎬ伴随

着 ＧＰＸ４ 表达下降、ＭＤＡ 累积、气道上皮铁死亡特

征性超微结构变化及气道重塑指标改变ꎮ 铁死亡抑

制剂 Ｆｅｒ￣１ 减轻了哮喘小鼠气道重塑的组织学改

变ꎮ 因此ꎬ本研究结果表明ꎬ铁死亡参与哮喘气道重

塑的发病过程ꎬ铁死亡抑制剂可能成为今后哮喘气

道重塑治疗的新靶点ꎬ其具体分子机制还有待于进

一步深入研究ꎮ
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