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· 论著 ·

自噬通过核受体共激活因子4调控代谢相关脂肪性肝病中

肝细胞铁死亡的分子机制
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摘要  目的 探讨自噬能否通过核受体共激活因子4 （NCOA4） 调控代谢相关脂肪性肝病 （MAFLD） 中肝细胞铁死亡。方法 使

用1 mmol/L游离脂肪酸 （FFA） 干预L02肝细胞，建立MAFLD体外细胞模型，将L02肝细胞分为对照组、模型组和氯喹组。采用油

红O染色以及甘油三酯 （TG）、总胆固醇 （TC）、天冬氨酸氨基转移酶 （AST） 和丙氨酸氨基转移酶 （ALT） 检测评估模型效果。采用

Western blotting和实时定量PCR检测各组肝细胞中SLC7A11、GPX4、FTH1、TFR1、LC3B、LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ、ATG7、NCOA4的表达。

将12只C57BL/6小鼠随机分为对照组 （WT组）和模型组 （HFCFD组），通过高脂肪/胆固醇/果糖饲料喂养建立小鼠MAFLD模型。

采用免疫组织化学染色检测各组小鼠肝组织中LC3B、NCOA4、FTH1、SLC7A11的表达。结果 FFA干预后，肝细胞中脂滴聚集，

TG、TC、AST、ALT含量增加 （均P < 0.0001）。与对照组相比，模型组肝细胞中SLC7A11、GPX4、FTH1表达水平降低 （均P < 0.05），

TFR1、LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ、ATG7、NCOA4表达水平升高 （均P < 0.05）；与模型组相比，氯喹组肝细胞中SLC7A11、GPX4、FTH1表达

水平降低 （均P < 0.05），TFR1、LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ、ATG7、NCOA4表达水平升高 （均P < 0.05）。与WT组相比，HFCFD组小鼠肝组织中

LC3B、NCOA4表达水平升高 （均P < 0.05），FTH1、SLC7A11表达水平降低 （均P < 0.05）。结论 自噬能通过抑制NCOA4蛋白表达，减

少FTH1降解，进而抑制MAFLD中肝细胞铁死亡。
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Abstract  Objective To determine whether autophagy regulates ferroptosis in hepatocytes in metabolic associated fatty liver disease 

（MAFLD） via nuclear receptor coactivator factor 4 （NCOA4）. Methods L02 hepatocytes were treated with 1 mmol/L free fatty acid （FFA） 

to establish an in vitro MAFLD cell model and were divided into control，model，and chloroquine groups. The effectiveness of the model 

was evaluated using oil red O staining and the levels of triglyceride （TG），total cholesterol （TC），aspartate aminotransferase （AST），and ala-
nine aminotransferase （ALT）. Western blotting and quantitative real-time PCR were used to detect SLC7A11，GPX4，FTH1，TFR1，LC3B，

LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ，ATG7，and NCOA4 expression in the hepatocytes from each group. Twelve C57BL/6 mice were randomly divided into 

control （WT） and model （HFCFD） groups. Mice in the HFCFD group were fed a high fat/cholesterol/fructose diet. Immunohistochemical 

staining was used to detect the expression of LC3B，NCOA4，FTH1，and SLC7A11 in mouse liver tissues. Results After FFA treatment，

lipid droplets were found to accumulate in hepatocytes and the levels of TG，TC，AST，and ALT increased （P < 0.05）. In the model group，

the expression of SLC7A11，GPX4，and FTH1 in the hepatocytes decreased （P < 0.05），and the expression of TFR1，LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ，

ATG7，and NCOA4 increased （P < 0.05） compared to the control group. In the chloroquine group，the expression of SLC7A11，GPX4，and 

FTH1 in the hepatocytes decreased （P < 0.05），and the expression of TFR1，LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ，ATG7，and NCOA4 increased （P < 0.05） 
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compared to the model group. In the HFCFD group，the expression of LC3B and NCOA4 in the mouse liver tissue increased （P < 0.05），

and the expression of FTH1 and SLC7A11 decreased （P < 0.05） compared to the WT group.  Conclusion Autophagy inhibits ferroptosis 

in liver cells in MAFLD by suppressing NCOA4 protein expression and reducing FTH1 degradation.

Keywords  hepatocyte； ferroptosis； autophagy； nuclear receptor coactivator factor 4； metabolic associated fatty liver disease

代谢相关脂肪性肝病 （metabolic associated fatty 

liver disease ，MAFLD） 最终可导致肝硬化和肝癌，严

重影响人类的生命和健康。因此，阐明MAFLD的病

理机制至关重要。铁死亡是一种铁依赖的程序性细

胞死亡，可通过脂质和铁的异常代谢促进MAFLD进

展［1］。铁死亡的关键抑制因子有溶质载体家族7成员

11 （solute carrier family 7 member 11，SLC7A11）、谷胱

甘肽过氧化物酶4 （glutathione peroxidase 4，GPX4） 和

铁重链蛋白1 （ferritin heavy chain 1，FTH1）。核受体

共激活因子4 （nuclear receptor coactivator 4，NCOA4） 

能够识别FTH1，并将其传递至自噬体溶解，从而释

放铁［2］。在生理条件下，细胞中铁吸收主要由转铁

蛋白受体1 （transferrin receptor 1，TFR1） 控制，TFR1

被认为是铁死亡发生的标志蛋白［3］。自噬是一种进

化上保守的溶酶体介导的细胞内降解过程。自噬相

关 蛋 白7 （autophagy-related protein 7，ATG7） 参 与 了

自噬小泡的形成，在自噬过程中扮演着核心角色。

微管相关蛋白1轻链3 （microtubule-associated protein 

1 light chain 3，LC3），对自噬囊泡的形成起关键作

用，是评价自噬水平的关键指标［4］。铁蛋白自噬是

指铁蛋白选择性自噬降解，导致胞质铁以Fe2+形式

积累，最终导致细胞铁死亡［5］。本研究探讨了自噬

能否通过NCOA4调控MAFLD中肝细胞铁死亡，延缓

MAFLD进展。

1 材料与方法

1.1 材料

L02肝细胞，购自中国科学院典型培养物保藏

委员会细胞库；C57BL/6野生型小鼠，购自山西省人

民医院实验动物中心。RPMI-1640培养基、SYBR 

Green qPCR Master Mix Ⅱ，购自赛文创新 （北京） 生

物科技有限公司；胎牛血清，购自以色列Biological 

Industries公 司；丙 氨 酸 氨 基 转 移 酶 （alanine ami-

notransferase，ALT）、天冬氨酸氨基转移酶 （aspartate 

aminotransferase，AST）、甘油三酯 （triglyceride，TG）、

总胆固醇 （total cholesterol，TC） 试剂盒，购自南京建

成生物工程研究所；FTH1抗体，购自英国abcam公

司；NCOA4抗体，购自美国Sigma-Aldrich公司。

1.2 细胞模型构建与分组

采用游离脂肪酸 （free fatty acids，FFA） 干预L02

肝细胞，分别干预24、48 和72 h，构建MAFLD体外肝

细胞模型。通过测定肝细胞内ALT、AST、TG、TC含量

以及油红O染色，评价造模效果。

将L02肝细胞分为对照组、模型组和氯喹组。

对照组，细胞用正常培养液培养；模型组，细胞用1 

mmol/L FFA培养24 h；氯喹组，细胞用1 mmol/L FFA

培养24 h后，添加50 µmol/L氯喹干预4 h。

1.3 小鼠模型构建与分组

将12只6~8周龄雄性C57BL/6小鼠随机分为对

照组 （WT组） 和模型组 （HFCFD组），每组6只。WT组

小鼠正常饮食，持续14周；HFCFD组小鼠高脂肪/胆

固醇/果糖饲料 （35%脂肪，47%碳水化合物，2%胆固

醇，34%果糖，南通特洛菲饲料科技有限公司） 喂养，

持续14周。本研究的动物实验均经山西医科大学第

一医院实验动物福利伦理委员会批准 （DWLL-2024-

031）。

1.4 方法

1.4.1 油红O染色：固定液固定细胞40 min，60%异

丙醇漂洗20 s，油红O染料浸染40 min，再用60%异丙

醇漂洗20 s，苏木素复染3 s，加油红O缓冲液维持1 

min，蒸馏水包裹细胞，显微镜下观察。

1.4.2 肝细胞中TG和TC含量的测定：收集、消化6孔

板中的细胞，按照试剂盒说明书处理，37 ℃孵育10 

min，采用酶标仪测定波长510 nm处的光密度值。

1.4.3 肝细胞中AST和ALT含量的测定：收集、消化

6孔板中的细胞，按照试剂盒说明书处理，室温放置

15 min，采用酶标仪测定波长510 nm处的光密度值。

1.4.4 实时定量PCR：采用TRIzol法提取各组细胞

总RNA，按照逆转录试剂盒说明书合成cDNA。设

计GAPDH、GPX4、SLC7A11、FTH1、TFR1、ATG7、
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LC3B-Ⅱ、NCOA4引物，建立10 μL的反应体系，体外

扩增。引物序列：GAPDH，正向5’-GCGGGGCTCTCC

AGAACATC-3’，反 向5’-TCCACCACTGACACGTTG

GC-3’；GPX4，正 向5’-TCCCAGTGAGGCAAGACCG

A-3’，反 向5’-GGTTACACGGGAAGGCCAGG-3’；

SLC7A11，正向5’-TGCCTTCCCTGGGCAACAAG-3’，

反向5’-CCCCACACACCGTCCAGATG-3’；FTH1，正

向5’-TGCCTCCTACGTCTATCTGTC-3’，反 向5’-GT

CATCACGGTCTGGTTTCTTT-3’；TFR1，正 向5’-AC

CCATTCGTGGTGATCAAT-3’，反向5’-CGTTTCCAA

CTGCCCTATGA-3’；ATG7，正向5’-GAAAATAATGG

CGGCAGCTACGG-3’，反 向5’-TCGGGCCATCTCAG

ATGGTCTCATC-3’；LC3B-Ⅱ，正 向5’-GCGCCGAA

CCTTCGAACAGA-3’，反 向5’-TTGAGCTGCAAGCG

CCTTCT-3’；NCOA4，正 向5’-GAGGTGTAGTGATG

CACGGA-3’，反 向5’-GACGGCTTATGCAACTGTGA

A-3’。

1.4.5 Western blotting：提取各组细胞总蛋白，BCA

法测定蛋白浓度。总蛋白经电泳分离，冰浴转膜，5%

脱脂奶粉室温封闭2 h，一抗 4 ℃孵育过夜，二抗室

温孵育2 h，ECL发光液曝光，检测相应蛋白。

1.4.6 免疫组织化学染色：小鼠肝组织石蜡标本连

续切片，厚度4 μm，切片依次经二甲苯脱蜡和梯度

乙醇水化处理，采用柠檬酸盐修复液进行抗原修

复。应用内源性过氧化物酶阻断剂室温孵育10 min，

滴 加LC3B、NCOA4、FTH1、SLC7A11一 抗，4 ℃孵 育

过夜，二抗37 ℃孵育20 min，DAB显色，苏木素复染，

自来水冲洗反蓝，1%盐酸乙醇分化，梯度乙醇脱水，

二甲苯透明及封片，显微镜下观察。

1.5 统计学分析

采用SPSS 25.0软件进行统计学分析。计量资料

用x-±s表示，多组间比较采用单因素方差分析，进一

步两两比较采用LSD检验。采用GraphPad Prism 8.0

软件作图。P < 0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 MAFLD体外肝细胞模型效果评价

油红O染色结果显示，随着FFA处理时间延长，

肝细胞内脂滴大量聚集且呈逐渐增多的趋势，见图

1。在FFA处理肝细胞24 h、48 h、72 h时，与FFA处理

0 h相比，肝细胞内TG、TC含量及AST、ALT活性均呈

时间依赖性增加 （均P < 0.001），见表1。因此，后续实

验采用FFA干预细胞 24 h。

2.2 L02肝细胞中铁死亡和自噬相关基因表达水

A，0 h；B，24 h；C，48 h；D，72 h.

图1  光学显微镜下观察油红O染色后肝细胞中脂滴变化  ×200

Fig.1  Changes in lipid droplets in hepatocytes after oil red O staining observed under an optical microscope  ×200

表1  L02肝细胞中TG、TC、AST、ALT水平的比较

Tab.1  Comparison of the levels of TG，TC，AST，and ALT in L02 hepatocytes 

Time point TG  （mmol/g prot） TC  （mmol/g prot） AST  （U/g prot） ALT  （U/g prot） 

0 h 0.088±0.025 0.093±0.004   5.982±0.729   4.016±0.011

24 h 0.297±0.0071） 0.209±0.0091） 10.350±0.8281） 10.090±0.3851） 

48 h 0.414±0.0081），2） 0.326±0.0071），2） 15.040±0.9521），2） 16.470±0.0001），2）

72 h 0.485±0.0101），2），3） 0.429±0.0121），2），3） 19.360±0.7591），2），3） 28.550±0.6581），2），3） 

1）  P < 0.001 vs. 0 h；2）  P < 0.001 vs. 24 h；3）  P < 0.01 vs. 48 h.

A B C D
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平的变化

实时定量PCR结果显示，模型组、氯喹组与对照

组比较，氯喹组与模型组比较，L02肝细胞中铁死亡

相关基因GPX4、SLC7A11、FTH1的表达水平降低，

TFR1的表达水平升高，自噬相关基因LC3B、ATG7、

NCOA4的表达水平升高 （均P < 0.05）。见表2。

Western blotting结果显示，模型组、氯喹组与对照

组比较，氯喹组与模型组比较，肝细胞中NCOA4蛋白

表达水平、LC3Ⅱ/LC3Ⅰ水平升高，而FTH1、SLC7A11

蛋白表达水平降低 （均P < 0.05）。见表2、图2。

表2  L02肝细胞中铁死亡和自噬相关基因和蛋白表达水平的比较

Tab.2  Comparison of the expression levels of ferroptosis- and autophagy-related genes and proteins in L02 hepatocytes

Item Control group Model group Chloroquine group

SLC7A11

  mRNA 1.011±0.041 0.852±0.0121）   0.647±0.0111），2） 

  Protein 0.323±0.007 0.221±0.0021）   0.089±0.0031），2） 

FTH1

  mRNA 1.005±0.046 0.902±0.0161）   0.614±0.0171），2）

  Protein 0.561±0.002 0.421±0.0031）   0.319±0.0031），2）

NCOA4

  mRNA 0.998±0.028 1.130±0.0161）   1.494±0.0221），2）

  Protein 0.422±0.004 0.621±0.0021）   0.927±0.0061），2）

GPX4 mRNA 1.006±0.038 0.751±0.0121）   0.688±0.0281），2）

TFR1 mRNA 1.002±0.033 1.201±0.0151）   4.297±0.0201），2）

ATG7 mRNA 1.009±0.042 4.187±0.0791） 15.105±0.0701），2）

LC3B mRNA 1.017±0.035 5.052±0.0831） 20.081±0.0561），2） 

LC3Ⅱ/LC3Ⅰ 0.222±0.005 0.327±0.0061）   0.525±0.0061），2）

1）  P < 0.05 vs. control group；2）  P < 0.05 vs. model group.

2.3 HFCFD组小鼠肝组织内铁死亡及自噬相关蛋

白表达水平的变化

免疫组织化学染色结果显示，与WT组小鼠肝

组织相比，HFCFD组小鼠肝组织中铁死亡相关蛋白

FTH1、SLC7A11的表达水平降低 （均P < 0.05）；自噬相

关蛋白NCOA4、LC3B的表达水平升高 （均P < 0.05）。

见图3、表3。

1，control group；2，model group；3，chloroquine group.

图2  Western blotting检测铁死亡和自噬相关蛋白表达

Fig.2  Expression of ferroptosis- and autophagy-related proteins detected by Western blotting

1  2  3

LC3Ⅱ/LC3Ⅰ

NCOA4

SLC7A11

FTH1

GAPDH
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图3  小鼠肝组织中铁死亡和自噬相关蛋白的表达

Fig.3  Expression of ferroptosis- and autophagy-related proteins in mouse liver tissue

表3  小鼠肝组织中铁死亡和自噬相关蛋白表达水平的比较

Tab.3  Comparison of the expression levels of ferroptosis- and autophagy-related proteins in mouse liver tissue

Group n FTH1 SLC7A11 NCOA4 LC3B

WT 6 0.212±0.006 0.217±0.008 0.123±0.024 0.095±0.018

HFCFD 6 0.162±0.0101） 0.174±0.0071） 0.166±0.0151） 0.168±0.0251） 

1）  P < 0.01 vs. WT group.

WT group

×200 ×200×400 ×400

HFCFD group

3 讨论

MAFLD肝脏中存在大量的脂质沉积，脂质在肝

脏异常堆积是疾病发生、发展的基础。在肝细胞中，

FFA可以通过β氧化在线粒体内生成ATP或合成酮

体，也可以通过酯化形成TG，存储为肝细胞脂滴。研

究［6］发现，与健康受试者相比，单纯肝脂肪变性和脂

肪性肝炎患者的肝脏总脂质中油酸和棕榈酸的含

量增加，提示油酸和棕榈酸参与了MAFLD的发生。

因此，本研究使用1 mmol/L的混合FFA溶液 （油酸∶

棕榈酸=2 ∶ 1） 处理L02肝细胞，构建肝细胞脂肪变

性模型。本研究发现，随着FFA处理时间延长，肝细

胞内红色脂滴数量增多、体积增大，且肝细胞内TG、

TC含量和AST、ALT活性显著升高，提示肝细胞内脂

质积聚和肝细胞损伤加剧，说明肝细胞脂肪变性模

型成功构建。

细胞内脂质的异常堆积会改变自噬体和溶酶

体的膜脂质组成，降低自噬体与溶酶体融合的能

力，导致自噬通量降低。自噬通量的阻断可能进一

步增加细胞内脂质堆积。这种因过量摄入引起脂质

堆积与自噬通量受损间的恶性循环，加速了肝细胞

脂肪变性的发展。与龙康等［7］的研究结论一致，本

研究发现，L02肝细胞中LC3B与ATG7 mRNA表达水

平随FFA作用时间延长而增加，提示FFA可使肝细

胞自噬通量减少，加速MAFLD肝细胞脂质堆积。氯

喹是一种常见的自噬抑制剂，主要通过阻断溶酶体

FTH1

SLC7A11

NCOA4

LC3B
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的酸化，抑制自噬细胞与溶酶体结合形成自噬性溶

酶体的过程，从而抑制自噬［8］。此外，氯喹可以抑制

ATG7和LC3B的降解，使ATG7和LC3B在细胞中累积，

从而阻碍晚期自噬［9］。本研究结果显示，加入氯喹

后，L02肝细胞中LC3B、ATG7 mRNA和蛋白表达水

平显著高于对照组和模型组，提示肝细胞内自噬被

进一步抑制。

肝细胞中异常脂质积累引起的慢性肝细胞死

亡，可能在MAFLD进展过程中起重要作用。在低蛋

氨酸/胆碱饮食诱导的代谢相关脂肪性肝炎小鼠模

型中加入铁死亡激活剂RSL-3，加剧了肝脏脂肪变

性、炎症和细胞凋亡［10］，而铁死亡抑制剂Fer-1则减

轻代谢相关脂肪性肝炎小鼠的肝损伤［11］。在棕榈酸

诱导的代谢相关脂肪性肝炎体外模型中，GPX4对

铁死亡的调节可以影响肝脏病变程度［12］。这表明肝

细胞铁死亡在代谢相关脂肪性肝炎进展过程中起

促进作用。与上述研究结果一致，本研究结果显示，

L02肝细胞中SLC7A11、GPX4、FTH1 mRNA表达水平

随FFA处理时间的延长逐渐降低，TFR1 mRNA表达

水平逐渐升高，提示FFA干预可以导致肝细胞发生

铁死亡，加速MAFLD进展。

铁蛋白自噬是由NCOA4介导的铁蛋白自噬降

解，与铁蛋白结合的铁以Fe2+的形式释放，最终导致

铁死亡。2014年，MANCIAS等［13］利用定量蛋白质

组学揭示了NCOA4是介导铁自噬的特定受体，并提

出了铁自噬的概念，将自噬与铁死亡联系起来。研

究［14］表明，敲除NCOA4可抑制铁蛋白降解而阻止

铁死亡；相反，过表达NCOA4促进了铁蛋白的降解

和铁死亡。本研究中，HFCFD组小鼠肝组织中自噬

相关蛋白NCOA4、LC3B表达水平升高，而铁死亡相

关蛋白SLC7A11、FTH1表达水平降低；FFA与氯喹

共同干预的L02肝细胞中，同样发现NCOA4、LC3B 

mRNA和蛋白表达水平升高，SLC7A11、FTH1 mRNA

和蛋白表达水平降低。提示肝组织中自噬水平的降

低，可以通过提高肝细胞内铁死亡水平进一步加速

MAFLD进展。本研究存在一定的局限性，仅进行了

细胞实验和动物实验，未来研究应通过肝穿刺活检

进行人体组织的验证。

综上所述，本研究揭示了自噬和铁死亡在肝细

胞和小鼠MAFLD模型中的重要作用，提示可通过激

活自噬抑制MAFLD铁死亡，为MAFLD的治疗提供了

新思路。
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