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沉默 FABP4 通过调节 Nrf2/GPX4 轴减轻缺氧/复氧
诱导的肾小管上皮细胞铁死亡

白冰　谭州科　石彬　蒲涛　杨亦彬

【摘要】　目的　 探讨脂肪酸结合蛋白 4（FABP4）对缺氧/复氧（H/R）处理的人肾小管上皮细胞（HK-2）

铁死亡的影响及作用机制。 方法　 体外培养 HK-2 细胞，经缺氧处理 24 h 后再复氧不同时间（1、3、6 h），实

时 荧 光 定 量 聚 合 酶 链 反 应 和 蛋 白 质 印 迹 法 检 测 各 时 间 点 HK-2 细 胞 中 脂 肪 酸 结 合 蛋 白 4（FABP4） 信 使

RNA（mRNA）和蛋白水平。采用小干扰 RNA 技术沉默 HK-2 细胞中 FABP4 基因表达，再进行 H/R（缺氧 24 h
复氧 6 h）处理，或联合 Nrf2 抑制剂 ML385 处理。采用细胞计数试剂盒-8（CCK-8）检测各组细胞增殖活性，酶联

免疫吸附试验检测乳酸脱氢酶（LDH）水平，生化法检测丙二醛（MDA）、谷胱甘肽（GSH）和亚铁离子（Fe2+）
水平，2',7'-二氯二氢荧光素二乙酸酯荧光探针法检测活性氧簇（ROS）水平，蛋白质印迹法检测 FABP4、核因

子 E2 相关因子 2（Nrf2）、血红素加氧酶-1（HO-1）、谷胱甘肽过氧化物酶 4（GPX4）和溶质载体家族 7 成员
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11（SLC7A11）蛋白表达水平。 结果　 随着复氧时间的延长，HK-2 细胞中 FABP4 mRNA 和蛋白水平均升高

（均为 P<0.05）。H/R 处理可降低细胞增殖活性，升高细胞上清液中 LDH 水平，同时升高 HK-2 细胞中 MDA、

Fe2+及 ROS 水 平 ， 降 低 GSH 水 平 ， 降 低 Nrf2、HO-1、GPX4、SLC7A11 蛋 白 水 平 （ 均 为 P<0.05） 。 沉 默

FABP4 可升高 H/R 处理的 HK-2 细胞增殖活性（P<0.05），降低细胞中 MDA、Fe2+及 ROS 水平，升高 GSH 水

平，同时升高 Nrf2、HO-1、GPX4、SLC7A11 蛋白水平（均为 P<0.05）。而联合 ML385 处理后可逆转 FABP4
基因沉默对 H/R 处理的 HK-2 细胞铁死亡的改善作用。 结论　 沉默 FABP4 可减轻 H/R 诱导的 HK-2 细胞铁死

亡，其机制可能与激活 Nrf2/GPX4 轴有关。

【关键词】　脂肪酸结合蛋白 4；核因子 E2 相关因子 2/谷胱甘肽过氧化物酶 4 轴；缺氧/复氧；肾小管上皮细

胞；铁死亡；细胞增殖活性；活性氧簇；急性肾损伤
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Silencing FABP4 alleviated ferroptosis of renal tubular epithelial cells induced by hypoxia/reoxygenation through regulating
Nrf2/GPX4 axis　  Bai Bing*, Tan Zhouke, Shi Bin, Pu Tao, Yang Yibin. *Department of  Nephrology, Affiliated Hospital of  Zunyi
Medical University, Zunyi 563000, China
Corresponding author: Yang Yibin, Email: bb12124@163.com

【Abstract】  Objective    To  investigate  the  effects  and  mechanisms  of  fatty  acid  binding  protein  4  (FABP4)  on
ferroptosis in human renal tubular epithelial cells (HK-2) treated with hypoxia/reoxygenation (H/R). Methods   HK-2 cells
were cultured in vitro and subjected to hypoxia for 24 hours followed by reoxygenation for different durations (1, 3, 6 h).
The messenger RNA (mRNA) and protein levels of FABP4 in HK-2 cells were detected at each time point using real-time
fluorescent quantitative polymerase chain reaction and Western blotting. Small interfering RNA (siRNA) technology was
used to silence the expression of FABP4 gene in HK-2 cells, which were then treated with H/R (24 h of hypoxia and 6 h
of  reoxygenation)  or  treated with  the  Nrf2  inhibitor  ML385.  Cell  proliferation activity  was  assessed using cell  counting
kit-8  (CCK-8).  Lactate  dehydrogenase  (LDH)  levels  were  measured  by  enzyme-linked  immune  absorbent  assay.
Malondialdehyde  (MDA),  glutathione  (GSH)  and  ferrous  ion  (Fe2+)  levels  were  determined  by  biochemical  technology.
Reactive  oxygen  species  (ROS)  levels  were  detected  using  the  2',7'-dichlorodihydrofluorescein  diacetate  fluorescence
probe.  Protein  expression  levels  of  FABP4,  nuclear  factor  E2-related  factor  2  (Nrf2),  heme  oxygenase-1  (HO-1),
glutathione peroxidase 4 (GPX4) and solute carrier family 7 member 11 (SLC7A11) were measured by Western blotting.
Results     The  mRNA  and  protein  levels  of  FABP4  in  HK-2  cells  increased  with  prolonged  reoxygenation  time  (all
P<0.05).  H/R  treatment  reduced  cell  proliferation  activity,  increased  LDH  levels  in  the  cell  supernatant,  and  elevated
MDA, Fe2+ and ROS levels in HK-2 cells while decreasing GSH levels and the protein levels of Nrf2, HO-1, GPX4 and
SLC7A11 (all P<0.05). Silencing FABP4 enhanced the proliferation activity of H/R-treated HK-2 cells (P<0.05), reduced
MDA, Fe2+ and ROS levels, increased GSH levels, and elevated the protein levels of Nrf2, HO-1, GPX4 and SLC7A11 (all
P<0.05). However, these beneficial effects of FABP4 silencing on H/R-induced ferroptosis in HK-2 cells were reversed by
co-treatment with ML385. Conclusions   Silencing FABP4 alleviated H/R-induced ferroptosis in HK-2 cells, possibly by
activating the Nrf2/GPX4 axis.

【 Key  words】  Fatty  acid  binding  protein  4;  Nuclear  factor  E2-related  factor  2/glutathione  peroxidase  4  axis;
Hypoxia/reoxygenation;  Renal  tubular  epithelial  cell;  Ferroptosis;  Cell  proliferation  activity;  Reactive  oxygen  species;
Acute kidney injury

 

肾脏缺血-再灌注损伤（renal ischemia-reperfusion

injury，RIRI）是肾移植临床中常见的并发症之一，

易引发急性肾损伤（acute kidney injury，AKI），导致

移植肾功能及存活率下降，严重影响受者预后 [1-2]。

目前，针对 RIRI 的治疗选择仍是世界性公共卫生问

题之一，亟需开发更为有效的治疗策略，以减轻肾组

织损伤并改善肾功能。RIRI 的重要病理特征表现为

肾小管上皮细胞坏死和脱落[3]。铁死亡是近年研究较

多的一种可调控性细胞死亡类型，研究证实抑制铁死

亡可显著改善人肾小管上皮细胞的病理损伤[4-5]。在

缺血/再灌注（ischemia/reperfusion，I/R）诱导的 AKI

小鼠模型中，通过提高铁死亡关键调控因子谷胱甘肽
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过氧化酶 4（glutathione peroxidase 4，GPX4）的表达

水平，能有效缓解小鼠肾组织病理损伤及肾功能障

碍[6]。因此，靶向调控铁死亡或成为治疗 RIRI 的有

效途径。脂肪酸结合蛋白 4（fatty acid binding protein 4，

FABP4）是一种新发现的细胞内脂肪酸转运蛋白，参

与脂肪酸的摄取、储存和代谢，影响细胞能量平衡。

FABP4 被认为是多种疾病中铁死亡的关键调节剂，

Fan 等[7] 研究发现，抑制 FABP4 表达可以通过调节

过氧化物酶体增殖物激活受体 γ 介导的铁死亡来减轻

糖 尿 病 视 网 膜 病 变 中 的 脂 质 过 氧 化 和 氧 化 应 激 。

Chen 等[8] 根据活组织检查结果分析得出，FABP4 在

糖尿病肾病患者肾小管和肾小球中表达上调，且对高

糖 诱 导 的 人 肾 小 管 上 皮 细 胞 （HK-2） 模 型 采 用

FABP4 抑制剂 BMS309403 干预后，HK-2 细胞内活

性氧簇（reactive oxygen species，ROS）和铁离子水

平降低，铁死亡进程被抑制。由此推测，FABP4 可

能通过调控细胞铁死亡参与 RIRI 的病理过程。因

此，本研究拟建立 RIRI 体外细胞模型，采用小干扰

RNA（ small  interfering  RNA， siRNA） 技 术 沉 默

FABP4 基因的表达，探讨 FABP4 基因沉默对缺氧/复
氧（hypoxia/reoxygenation，H/R）暴露下 HK-2 细胞

铁死亡的影响及可能作用机制。

 1    材料与方法

 1.1    实验材料与试剂

HK-2 细胞购自中国典型培养物保藏中心细胞

库 。FABP4  siRNA 干 扰 质 粒 （ si-FABP4） 及 阴 性

对照质粒（si-NC）均购自汉恒生物科技（上海）有

限公司；Opti-MEM 培养基和 Lipofectamine™ 3 000
转染试剂均购自美国 Thermo Scientific 公司；细胞计

数试剂盒-8（cell counting kit-8，CCK-8）购自上海

碧 云 天 生 物 技 术 有 限 公 司 ； 乳 酸 脱 氢 酶 （ lactate
dehydrogenase，LDH）酶联免疫吸附试验（enzyme-
linked immune absorbent assay，ELISA）试剂盒购自

武汉灵思生物技术有限公司；逆转录试剂盒购自上海

翌圣生物科技股份有限公司；2',7'-二氯二氢荧光素

二 乙 酸 酯 （ 2',7'-dichlorodihydrofluorescein  diacetate，
DCFH-DA） 购 自 美 国 MedChemExpress 有 限 公 司 ；

丙 二 醛 （ malondialdehyde， MDA） 、 谷 胱 甘 肽

（glutathione，GSH）、亚铁离子（Fe2+）检测试剂

盒均购自北京索莱宝科技有限公司；FABP4、核因

子 E2 相关因子 2（nuclear  factor  E2-related factor  2，

Nrf2）、血红素加氧酶-1（heme oxygenase-1，HO-1）、

GPX4、溶质载体家族 7 成员 11（solute carrier family
7  member  11，SLC7A11） 和 甘 油 醛 -3-磷 酸 脱 氢 酶

（glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase，GAPDH）

抗体均购自英国 abcam 公司。本研究经遵义医科大学

附属医院伦理委员会审批，符合免除伦理审查要求。

 1.2    实验方法

 1.2.1   H/R 模型建立　待细胞融合率达到 80% 左右时

更换为无血清培养基，置于缺氧条件下（94% N2、

5% CO2 和 1% O2）培养 24 h[9]，然后更换新鲜完全培

养基并置于常规培养箱中复氧培养 6 h。

 1.2.2   实验分组　（1）将对数生长期 HK-2 细胞分

为 Control 组（正常条件培养）、H/R-1 h 组（缺氧

24 h 复氧 1 h）、H/R-3 h 组（缺氧 24 h 复氧 3 h）、

H/R-6 h 组（缺氧 24 h 复氧 6 h）；（2）将对数生长

期 HK-2 细 胞 分 为 Control 组 （ 正 常 条 件 培 养 ） 、

H/R 组（缺氧 24 h 复氧 6 h）、H/R+si-NC 组（将 si-
NC 转染至 HK-2 细胞后进行 H/R 处理）、H/R+si-
FABP4 组 （ 将 si-FABP4 转 染 至 HK-2 细 胞 后 进 行

H/R 处理）；（3）将对数生长期 HK-2 细胞分为 H/R
组（缺氧 24 h 复氧 6 h）、H/R+si-FABP4 组（将 si-
FABP4 转染至 HK-2 细胞后进行 H/R 处理）、H/R+
Nrf2 抑制剂（ML385）组（H/R 处理，开始复氧培

养时加入 5 μmol/L ML385 进行共孵育）、H/R+si-
FABP4+ML385 组（将 si-FABP4 转染至 HK-2 细胞后

进行 H/R 处理，开始复氧培养时加入 5 μmol/L ML385
进行共孵育）[10-11]。

 1.2.3   细胞培养与转染　HK-2 细胞培养于含有 10%

胎牛血清的 Dulbecco 改良的 Eagle 培养基/F12 培养

基中，培养条件为 5% CO2、37 ℃。细胞融合率达到

约 80% 时，按 1∶2 进行传代，取对数生长期细胞用

于后续实验。转染前，将 HK-2 细胞按每孔 5×105 个

细 胞 的 密 度 接 种 至 6 孔 板 ， 按 照 说 明 书 将 si-
FABP4、si-NC 与 Lipofectamine™ 3 000 分别加入到

250 μL Opti-MEM 培养基中，等体积混合后室温孵

育 15 min，加入至含 1.5 mL 无血清培养基的孔中，

培养 8 h 后更换新鲜培养基，继续培养 48 h，通过实

时 荧 光 定 量 聚 合 酶 链 反 应 （ real-time  fluorescent
quantitative  polymerase  chain  reaction，RT-qPCR）或

蛋白质印迹法验证转染效率。

 1.2.4   CCK-8 检测细胞增殖活性　收集细胞接种至

96 孔板中，每组 3 个复孔，设置空白对照组。培养
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过夜后按照实验需求分组处理，处理结束时每孔加

入 10 μL CCK-8 试剂，孵育 1 h 后在酶标仪上检测

450 nm 处的吸光度（A）值，计算各组细胞增殖活

性 。 细 胞 增 殖 活 性=（ A实 验 孔− A空 白 孔） /（ A对 照 孔−
A空白孔）×100%。

 1.2.5   ELISA 检测细胞上清液 LDH　收集各组细胞

培养液，离心后取上清。设置空白对照孔，按照试剂

盒说明书进行操作，检测各组细胞上清液中 LDH 水平。

 1.2.6   生化法检测细胞 MDA、GSH、Fe2+　收集各组细

胞，超声破碎后离心，取上清液置于冰上，按照试剂

盒说明书进行操作，检测各组细胞中 MDA、GSH、

Fe2+水平。

 1.2.7   DCFH-DA 荧光探针法检测细胞 ROS　收集细

胞接种至 12 孔板中，处理结束后离心收集细胞，用

PBS 洗涤 2 次。加入 DCFH-DA 染料工作液（终浓度

为 10 μmol/L），培养箱避光孵育 20 min，离心弃上

清，用 PBS 洗涤 2 次后重悬细胞，使用流式细胞仪

检测细胞中 ROS 水平。

 1.2.8    RT-qPCR 检测细胞 FABP4 信使 RNA 水平　

收集各组细胞，加入 Trizol 试剂提取细胞总 RNA，

采 用 逆 转 录 试 剂 盒 将 总 RNA 逆 转 录 合 成 cDNA。

以 GAPDH 为 内 参 ， 采 用 2－ △ △Ct 法 计 算 各 组 细

胞 中 FABP4 信 使 RNA（messenger  RNA，mRNA）

表 达 水 平 。 引 物 序 列 ： FABP4 上 游 引 物 5’-
CGCAGACGACAGGAAGGTGA  -3’， 下 游 引 物 5’-
TCCACCACCAGCTTGTCACC -3’；GAPDH 上游引

物 5’- TGTGTCCGTCGTGGATCTGA -3’，下游引物

5’- TTGCTGTTGAAGTCGCAGGAG -3’。
 1.2.9   蛋白质印迹法检测细胞中 FABP4、Nrf2、HO-1、
GPX4、SLC7A11 表达水平　收集各组细胞，裂解提

取总蛋白，测定蛋白浓度后进行电泳。电泳结束后移

膜，室温封闭 2 h，之后置于一抗（FABP4、Nrf2、

HO-1、GPX4、SLC7A11、GAPDH 抗体均 1∶1 000）

4 ℃ 孵育过夜。洗膜后二抗室温孵育 1 h。洗膜后滴

加化学发光试剂显影曝光，采用 Image J 软件分析蛋

白条带灰度值，以 GAPDH 为内参，计算蛋白表达

水平。

 1.3    统计学方法

采用 SPSS 26.0 及 GraphPad Prism 8 软件进行统

计学分析，符合正态分布的计量资料采用均数±标准

差表示，多组间数据比较采用单因素方差分析法，两

组间数据比较采用 LSD-t 法，P<0.05 为差异有统计

学意义。

 2    结　果

 2.1    FABP4 在 H/R 处理的 HK-2 细胞中表达上升

随着复氧时间的延长，与 Control 组比较，H/R-1 h

组、H/R-3 h 组和 H/R-6 h 组细胞增殖活性均降低

（均为 P<0.05）；与 H/R-1 h 组比较，H/R-3 h 组细

胞增殖活性降低，但差异无统计学意义（P>0.05），

H/R-6 h 组细胞增殖活性降低（P<0.05）；与 H/R-

3 h 组比较，H/R-6 h 组细胞增殖活性降低，但差异无

统计学意义（P>0.05，图 1A）。与 Control 组比较，

H/R-1 h 组、H/R-3 h 组和 H/R-6 h 组细胞上清液中

LDH 水平均升高（均为 P<0.05）；与 H/R-1 h 组比

较，H/R-3 h 组和 H/R-6 h 组细胞上清液中 LDH 水平

均升高（均为 P<0.05）；与 H/R-3 h 组比较，H/R-6 h

组细胞上清液中 LDH 水平升高（P<0.05，图 1B）。

与 Control 组 比 较 ，H/R-1h 组 、H/R-3  h 组 和 H/R-

6  h 组 细 胞 FABP4  mRNA 水 平 均 升 高 （ 均 为 P<

0.05）；与 H/R-1 h 组比较，H/R-3 h 组细胞 FABP4

mRNA 水平升高，但差异无统计学意义（P>0.05），

H/R-6 h 组细胞 FABP4 mRNA 水平升高（P<0.05）；

与 H/R-3 h 组比较，H/R-6 h 组细胞 FABP4 mRNA 水

平升高（P<0.05，图 1C）。与 Control 组比较，H/R-

1h 组、H/R-3 h 组和 H/R-6 h 组细胞 FABP4 蛋白水平

均升高（均为 P<0.05）；与 H/R-1 h 组比较，H/R-

3 h 组和 H/R-6 h 组细胞 FABP4 蛋白水平均升高（均

为 P<0.05） ； 与 H/R-3  h 组 比 较 ，H/R-6  h 组 细 胞

FABP4 蛋白水平升高（P<0.05，图 1D）。

 2.2    H/R 处理可诱导 HK-2 细胞铁死亡并抑制

Nrf2/GPX4 信号通路

随着复氧时间的延长，与 Control 组比较，H/R-

1 h 组、H/R-3 h 组和 H/R-6 h 组细胞中 MDA、Fe2+

和 ROS 水平均升高，GSH 水平则降低（均为 P<0.05，

图 2A、B）；与 H/R-1 h 组比较，H/R-3 h 组和 H/R-

6 h 组细胞中 MDA、Fe2+和 ROS 水平均升高，GSH

水平则降低（均为 P<0.05）；与H/R-3 h 组比较，H/R-

6 h 组细胞中 MDA、Fe2+和 ROS 水平均升高，GSH

水 平 则 降 低 （ P<0.05） 。 与 Control 组 比 较 ，H/R-

1 h 组、H/R-3 h 组和 H/R-6 h 组细胞中 Nrf2、HO-1、

GPX4、SLC7A11 蛋 白 水 平 均 降 低 （ 均 为 P<0.05，

图 2C）；与 H/R-1 h 组比较，H/R-3 h 组和 H/R-6 h
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组细胞中 Nrf2、HO-1、GPX4、SLC7A11 蛋白水平

均降低（均为 P<0.05）；与 H/R-3 h 组比较，H/R-

6 h 组细胞中 Nrf2、HO-1、GPX4、SLC7A11 蛋白水

平均降低（均为 P<0.05）。

 2.3    沉默 FABP4 可抑制H/R 处理的HK-2 细胞铁死亡

与 Control 组 比 较 ， si-FABP4 组 HK-2 细 胞

FABP4  mRNA 和 蛋 白 水 平 均 降 低 （ 均 为 P<0.05，

图 3），而 si-NC 组差异均无统计学意义（P>0.05），

提示干扰质粒转染成功。

与 Control 组比较，H/R 组 HK-2 细胞增殖活性

降低（P<0.05，图 4A），细胞中 ROS、MDA 和 Fe2+

水平均升高，GSH 水平降低（均为 P<0.05，图 4B、

C），而 Nrf2、HO-1、GPX4、SLC7A11 蛋白水平均

降低，FABP4 蛋白水平升高（均为 P<0.05，图 4D）；

与 H/R 组比较，H/R+si-FABP4 组 HK-2 细胞增殖活

性升高（P<0.05），细胞中 ROS、MDA 和 Fe2+水平

均降低，GSH 水平升高（均为 P<0.05），而 Nrf2、

HO-1、GPX4、SLC7A11 蛋白水平均升高，FABP4

 

注：A 图为各组细胞增殖活性；B 图为各组细胞上清液 LDH 水平；C 图为各组细胞 FABP4 mRNA 表达水平；D 图为

蛋白质印迹法检测各组细胞 FABP4 蛋白的表达水平及其量化结果。与 Control 组比较， aP<0.05；与 H/R-1 h 组比较，
bP<0.05；与 H/R-3 h 组比较，cP<0.05。

图 1    H/R 处理对 HK-2 细胞的影响及 FABP4 的表达

Figure 1    The effect of H/R treatment on HK-2 cell and the expression of FABP4
 

注：A 图为各组细胞 MDA、GSH 和 Fe2+水平；B 图为各组细胞 ROS 水平；C 图为蛋白质印迹法检测各组细胞 Nrf2/
GPX4 通路相关蛋白的表达水平及其量化结果。与 Control 组比较，aP<0.05；与 H/R-1 h 组比较，bP<0.05；与 H/R-3 h 组比

较，cP<0.05。

图 2    H/R 处理的 HK-2 细胞铁死亡相关指标及 Nrf2/GPX4 信号通路的检测

Figure 2    Detection of ferroptosis related indicators and the Nrf2/GPX4 signaling pathway in HK-2 cell treated with H/R
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蛋白水平降低（均为 P<0.05），而 H/R+si-NC 组差

异均无统计学意义（均为 P>0.05）。

 2.4    阻 断 Nrf2/GPX4 轴 可 逆 转 FABP4 沉 默 对

H/R 诱导 HK-2 细胞铁死亡的改善作用

与 H/R 组比较，H/R+si-FABP4 组 HK-2 细胞中

MDA、Fe2+和 ROS 水平均降低（均为 P<0.05），细

胞增殖活性和 GSH 水平均升高（均为 P<0.05），细

胞中 Nrf2、HO-1、GPX4、SLC7A11 蛋白水平均升高

（ 均 为 P<0.05） ， 而 H/R+ML385 组 HK-2 细 胞 中

MDA、Fe2+和 ROS 水平均升高，细胞增殖活性和 GSH

水平均降低，细胞中 Nrf2、HO-1、GPX4、SLC7A11

蛋白水平均降低（均为 P<0.05）；与 H/R+si-FABP4

组比较，H/R+si-FABP4+ML385 组HK-2 细胞中MDA、

Fe2+和 ROS 水平均升高，细胞增殖活性和 GSH 水平

均 降 低 ， 细 胞 中 Nrf2、HO-1、GPX4、SLC7A11 蛋

白水平均降低（均为 P<0.05，图 5A~D）。

 3    讨　论

在 RIRI 发生的病理过程中，流向肾脏的血流量

突然减少甚至完全中断，当血流恢复后，损伤程度进

一步加剧，并可能发展为包括 AKI 在内的严重肾

病[12]。RIRI 是诱发 AKI 最常见的原因，在心脏、主

动脉或移植等大型手术后 AKI 的发生率和病死率较

高[13]。RIRI 的具体发生机制尚未完全明确，现有研

究表明，细胞死亡、氧化应激、内质网应激和线粒体

功能障碍均是 RIRI 关键的分子病理机制。FABP4 是

一种在巨噬细胞和脂肪细胞中高表达的脂质结合伴

侣 ， 参 与 调 节 葡 萄 糖 和 脂 质 稳 态 、 炎 症 反 应 及

ROS 产生[14]。Hu 等[15] 提出 FABP4 是一种缺氧诱导

基因，体内研究发现 FABP4 抑制剂可以有效减轻肝

脏 IRI，提示 FABP4 可能作为治疗相关疾病的潜在靶

点。在氧糖剥夺/再灌注诱导的大鼠肾上腺髓质嗜铬

瘤分化细胞 PC-12 模型中同样检测到 FABP4 高表达

的现象，且沉默 FABP4 后炎症因子及 ROS 等氧化应

激相关指标水平均下降，表明 FABP4 siRNA 能够通

过缓解氧化应激减少细胞凋亡 [16]。Shi 等 [17] 研究表

明，I/R 诱导的 AKI 小鼠的肾小管细胞中 FABP4 表

达显著增加，使用 FABP4 抑制剂 BMS309403 后可有

效抑制内质网应激导致的细胞凋亡，表明选择性抑

制 FABP4 可能是 AKI 的潜在治疗方法，但治疗过程

是否涉及其他机制尚不明确。本研究采用 H/R 处理

HK-2 细胞后发现，随着复氧时间的延长，HK-2 细胞

中 FABP4 蛋白水平升高，细胞增殖活性降低，LDH

水平上升，表明 FABP4 异常表达可能促进 H/R 条件

下 HK-2 细胞受损与死亡。

铁死亡是一种非凋亡性细胞死亡形式，既往研究

表明，铁死亡抑制剂或靶向调控铁死亡相关基因可有

效改善各种器官 IRI[18-20]，在 I/R 相关 AKI 的病理生

理机制中，细胞铁死亡同样发挥了重要作用 [21-23]。

Xu 等[24] 研究发现，FABP4 在脂多糖处理的 HK-2 细

胞中表达显著上调，敲除 FABP4 后 Janus 激酶 2/转

录激活因子 3 信号通路失活，抑制了 HK-2 细胞中脂

多糖刺激诱导的炎症和铁死亡，进而成为治疗脓毒症

相关性 AKI 的潜在靶标，提示 FABP4 对细胞铁死亡

具有调控作用。铁过载和过度的脂质氧化反应是激活

铁死亡的关键因素[25-26]，缺血-再灌注损伤期间产生

大量 ROS，导致脂质过氧化并促进线粒体损伤，进

而致细胞死亡。I/R 常伴有铁稳态失衡[27-28]，过量的

游离铁加速 ROS 生成并通过芬顿反应催化自由基生

成，进一步放大氧化应激信号，加剧铁死亡，形成恶

性循环。MDA 作为脂质过氧化的特异性标志物，其

水平与铁死亡程度呈正相关。细胞内 GSH 含量减少

 

注：A 图为各组细胞 FABP4 mRNA 表达水平；B 图为蛋白质印迹法检测各组细胞 FABP4 蛋白的表达水平及其量化结

果。与 Control 组比较，aP<0.05。

图 3    FABP4 干扰质粒转染效率的验证

Figure 3    Validation of the transfection efficiency of FABP4 interference plasmid
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注：A 图为各组细胞增殖活性；B 图为各组细胞 ROS 水平；C 图为各组细胞 MDA、GSH 和 Fe2+水平；D 图为蛋白质

印迹法检测各组细胞 FABP4 蛋白及 Nrf2/GPX4 通路相关蛋白的表达水平及其量化结果。与 Control 组比较，aP<0.05；与

H/R 组比较，bP<0.05。

图 4    沉默 FABP4 后 H/R 处理 HK-2 细胞铁死亡相关指标及 Nrf2/GPX4 信号通路的检测

Figure 4    Detection of ferroptosis related indicators and the Nrf2/GPX4 signaling pathway in
HK-2 cell treated with H/R after FABP4 silencing
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将直接导致 GPX4 活性降低，削弱其对脂质过氧化物

的还原修复能力 [29]。本研究结果显示，H/R 处理的

HK-2 细 胞 中 MDA、ROS 和 Fe2+水 平 较 正 常 组 升

高，GSH 水平则降低，表明 H/R 可诱导 HK-2 细胞

发生铁死亡，通过 siRNA 干扰技术沉默 FABP4 基因

表达后，HK-2 细胞铁死亡相关指标水平降低，细胞

增殖活性升高，提示下调 FABP4 表达可抑制 H/R 处

理的 HK-2 细胞铁死亡。

Nrf2 在调节铁代谢过程中发挥重要作用，已被

证实是脂质过氧化和铁死亡的关键调节分子 [30-32]。

Nrf2 激活后，与抗氧化反应元件结合，上调铁死亡

相关下游基因 HO-1、GPX4、SLC7A11 的表达[33-35]。

研究发现，茯苓酸可以改善缺血-再灌注损伤导致的

AKI 小鼠的肾功能并修复肾损伤，保护机制可能与直

接或间接激活 Nrf2 以及上调其下游铁死亡相关蛋白

GPX4、SLC7A11 和 HO-1 抑制铁死亡有关[36]。Jiang

等[37] 研究表明，蒜氨酸能够通过调节 Nrf2/GPX4 轴

抑制铁死亡，提高细胞活力，减缓小鼠 AKI。本研究

发 现 ，HK-2 细 胞 经 H/R 处 理 细 胞 中 Nrf2、HO-1、

GPX4 和 SLC7A11 蛋白水平随着复氧时间延长而降

低，表明 H/R 处理的 HK-2 细胞铁死亡可能与抑制

Nrf2/GPX4 信号通路有关。Kim 等 [38] 研究显示，甘

草根中二苯甲酰甲烷在脂肪生成过程中能够下调前脂

肪细胞内 FABP4 等成脂因子表达，并显著增加 Nrf2

和 HO-1 蛋白的表达，有效减少细胞内 ROS 产生，

提示 FABP4 可能对 Nrf2 及其下游基因具有调控作

用。本研究结果显示，转染 si-FABP4 后经 H/R 处理

的 HK-2 细胞中 Nrf2/GPX4 轴相关蛋白表达水平升

 

注：A 图为各组细胞增殖活性；B 图为各组细胞中 MDA、GSH 和 Fe2+水平；C 图为各组细胞 ROS 水平；D 图为蛋白

质印迹法检测各组细胞 Nrf2/GPX4 通路相关蛋白的表达水平及其量化结果。与 H/R 组比较，aP<0.05；与 H/R+si-FABP4 组

比较，bP<0.05。

图 5    阻断 Nrf2/GPX4 轴沉默 FABP4 后 H/R 处理 HK-2 细胞铁死亡相关指标及 Nrf2/GPX4 信号通路的检测

Figure 5    Detection of ferroptosis related indicators and the Nrf2/GPX4 signaling pathway in HK-2 cell treated with H/R
after FABP4 silencing and blocking the Nrf2/GPX4 axis
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高，铁死亡被抑制。使用 Nrf2 抑制剂 ML385 进行联

合干预后，FABP4 沉默对 H/R 处理 HK-2 细胞铁死

亡的改善作用被显著逆转，说明沉默 FABP4 减轻

H/R 诱导的 HK-2 细胞铁死亡可能是通过激活 Nrf2/
GPX4 轴实现的。

综上所述，本研究通过建立 HK-2 细胞 H/R 模型

发现沉默 FABP4 可通过激活 Nrf2/GPX4 轴调节细胞

内铁稳态，抑制 H/R 处理的 HK-2 细胞铁死亡，上调

细胞增殖活性。该研究结果为减轻 RIRI 提供了新的

研究思路，未来将继续通过动物实验在体内水平中验

证此结论。
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