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敲除 LCN2基因抑制脓毒症小鼠肝脏 cGAS⁃STING 通路和铁自噬减

轻铁死亡的发生
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［摘要］ 目的：探究 cGAS‑STING 通路和铁自噬在脂质运载蛋白 2（lipocalin‑2，LCN2）基因敲除小鼠脓

毒症肝脏损伤铁死亡中的变化及机制。方法：SPF 级雄性 C57BL/6J 小鼠 36 只随机分为假手术（WT）组、盲

肠结扎穿刺（CLP）组、LCN2 基因敲除（LCN2‑/‑）组、LCN2‑/‑后 CLP 处理（LCN2‑/‑+CLP）组，每组 9 只。CLP
造 模 24 h 后 H&E 染 色 观 察 肝 脏 结 构 的 病 理 变 化 ；检 测 各 组 血 清 丙 氨 酸 氨 基 转 移 酶（alanine 
aminotransferase，ALT）、天 冬 氨 酸 氨 基 转 移 酶（aspartate aminotransferase，AST）水 平 、肝 脏 组 织 丙 二 醛

（malondialdehyde，MDA）、超氧化物歧化酶（superoxide dismutase，SOD）水平；DHE 荧光染色观察肝脏组织

活性氧水平；Western blot 检测肝脏组织 LCN2、GPX4、FTH1、NCOA4、LC3B、cGAS、STING 蛋白表达水

平。结果：CLP 术后，H&E 染色结果显示小鼠肝脏细胞气球样变和炎症细胞浸润，LCN2 基因敲除后有所缓

解。与 WT 组相比，CLP 组 ALT、AST、MDA 水平升高，SOD 水平降低（P<0.001）；肝脏组织 GPX4、FTH1
蛋白表达水平降低，LCN2、NCOA4、LC3BⅡ/LC3BⅠ、cGAS、STING 蛋白表达水平升高（P<0.01）。与

CLP 组相比，LCN2‑/‑+CLP 组的 ALT、AST、MDA 水平降低，SOD 水平升高（P<0.01）；GPX4、FTH1 蛋白

表达水平升高，NCOA4、LC3BⅡ/LC3BⅠ、cGAS、STING 蛋白表达水平降低（P<0.05）。结论：敲除 LCN2
基因通过抑制铁自噬及 cGAS‑STING 通路减轻脓毒症小鼠肝细胞铁死亡的发生。
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Knockout of LCN2 gene alleviates ferroptosis by inhibiting ferritinophagy and cGAS⁃STING 
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were randomly divided into 4 groups： the sham surgery （WT） group， the cecal ligation and puncture （CLP） group， the LCN2 
gene knockout （LCN2‑/‑） group， and the LCN2‑/‑ with CLP treatment （LCN2‑/‑+CLP） group， with 9 in each group. After 24 
hours of CLP modeling， liver tissue pathological changes were observed using H&E staining. The levels of serum alanine amino‑
transferase （ALT） and aspartate aminotransferase （AST）， as well as the levels of liver malondialdehyde （MDA） and superoxide 
dismutase （SOD） were analyzed. Reactive oxygen species levels in liver tissue were assessed using the DHE probe. The protein 
expression levels of LCN2， GPX4， FTH1， NCOA4， LC3B， cGAS， and STING in liver tissues were detected by Western blot. 
Results： After CLP surgery， the result of H&E staining revealed balloon‑like degeneration of hepatocytes and inflammatory cell 
infiltration in liver tissues， which were alleviated after LCN2 gene knockout. Compared to the WT group， the CLP group showed 
increased levels of ALT， AST， and MDA， and a decreased level of SOD （P<0.001）， as well as decreased expression levels of 
GPX4 and FTH1 proteins in liver tissue， and increased expression levels of NCOA4， LC3B Ⅱ/LC3B Ⅰ ， cGAS， and STING 
proteins （P<0.01）. Compared to the CLP group， ALT， AST， and MDA levels decreased， SOD level increased （P<0.01）； 
CPX4 and FTH1 protein expression levels increased， and NCOA4， LC3B Ⅱ/LC3B Ⅰ， cGAS， and STING protein expression 
levels decreased （P<0.05） in the LCN2‑/‑+CLP group. Conclusion： Knockout of the LCN2 gene alleviates ferroptosis in hepato‑
cytes of septic mice by inhibiting ferritinophagy and the cGAS‑STING pathway.

［Key words］ Lipocalin‑2 （LCN2）； Ferritinophagy； Sepsis； Ferroptosis

脓毒症是由宿主对病原体及其毒素免疫反应

失调引发的全身炎症反应综合征，其特点是同时出

现过度炎症和免疫抑制［1］。脓毒症全身炎症反应可

导致微循环功能障碍，损伤肝脏、心脏、肾脏等多个

器官，引发多器官功能障碍，增加死亡风险［2］。全球

每年有超 1 800 万严重脓毒症病例，且发病率以

1.5%~8.0% 的速度持续上升，是全球高病死率的

主要病因之一［3］。在脓毒症的发展过程中大量炎症

细胞因子和异位肠道菌群作用于肝脏，使其成为最

易受损的器官。在脓毒症发展的多个阶段都可发

生急性肝损伤，是多器官功能障碍的重要标志之

一［4，5］。因此，明确脓毒症诱发肝损伤的保护机制对

恢复肝功能及降低脓毒症死亡率至关重要。

铁死亡是一种铁依赖性的细胞死亡模式，主要

由游离铁和活性氧（reactive oxygen species，ROS）
诱导，破坏抗氧化防御系统。谷胱甘肽/谷胱甘肽

过氧化物酶 4（glutathione peroxidase 4，GPX4）轴在

抗氧化中起重要作用，GPX4 是清除脂质 ROS 的关

键酶，敲低 GPX4 会导致脂质过氧化物积累，促进铁

死亡［6］。铁蛋白重链（ferritin heavy chain 1，FTH1）
作为铁离子的载体，通过结合游离铁维持细胞内铁

稳态。FTH1 表达减少是铁稳态失调的一个重要因

素［7］。核受体共激活因子 4（nuclear receptor coacti‑
vator 4，NCOA4）是一种选择性自噬受体，通过铁自

噬降解 FTH1，释放 Fe2+，破坏细胞内铁稳态。这一

过程增加了羟基自由基的产生，引发芬顿反应导致

氧化损伤，最终诱发铁死亡［8］。在铁死亡过程中线

粒体损伤可释放 DNA 至胞质，激活环 GMP‑AMP
合成酶（cGAS）‑干扰素基因刺激因子（STING）通

路，是介导炎症的关键通路之一。cGAS 识别胞质

DNA（包括外源和宿主来源的 DNA）并产生第二信

使 cGAMP，随后激活 STING 以触发免疫反应［9，10］。

脂质运载蛋白 2（lipocalin‑2，LCN2）是一种分

泌型糖蛋白，可诱导多种趋化因子参与炎症反应，

并在各种生物过程中发挥关键作用［11］。LCN2 在各

种细胞应激条件下上调，是哺乳动物铁代谢、氧化

应激和炎症的重要调节因子［12］。本课题组前期已

报道 LCN2 与脓毒症小鼠心脏细胞铁死亡的发展有

关［13］，LCN2 参与的脓毒性肝脏细胞铁死亡的机制

仍不明晰，是否与铁自噬和 cGAS‑STING 通路的激

活有关还待进一步验证。

因此，本研究使用盲肠结扎穿刺（cecal ligation 
and puncture，CLP）诱导小鼠脓毒症模型，通过敲除

小鼠 LCN2 基因以阐明其在小鼠脓毒症肝脏损伤铁

死亡中的作用，进一步分析是否有 cGAS‑STING 通

路和铁自噬的参与，为脓毒性肝损伤的潜在机制提

供新的见解。

1 材料与方法  
1.1　动物分组

36 只 SPF 级雄性 8 周龄 C57BL/6J 小鼠，体重

20~23 g，其中正常小鼠购于杭州子源实验动物科

技有限公司，LCN2 基因敲除（LCN2‑/‑）小鼠购于长

沙赛业生物科技有限公司。将小鼠按照随机数字

表法分为假手术（WT）组、盲肠结扎穿刺（CLP）组、

LCN2‑/‑组 、LCN2 基 因 敲 除 后 CLP 处 理（LCN2‑/‑

+CLP）组。通过麻醉开腹、暴露盲肠、结扎穿孔、

补液复苏步骤制备小鼠 CLP 模型［14］，WT 组小鼠仅

做开腹处理。

本研究经蚌埠医科大学实验动物管理和伦理

委员会许可，伦理批号：伦动科批字［2023］第 520号，

动物的护理和处理严格遵守《实验动物管理条例》。
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1.2　检测指标及方法

1.2.1　肝脏形态观察　CLP 操作 24 h 后取小鼠肝

脏置于 4 ℃磷酸盐缓冲液中清洗，4% 多聚甲醛固

定，乙醇梯度脱水，石蜡包埋切片，苏木素‑伊红（he‑
matoxylineosin， H&E）染色，显微镜下观察。

1.2.2　血清丙氨酸氨基转移酶（alanine aminotrans‑
ferase，ALT）、天冬氨酸氨基转移酶（aspartate ami‑
notransferase，AST）含量　异戊烷麻醉小鼠后眼球

取血离心，根据试剂盒说明测定血清中 ALT、AST
水平。

1.2.3　肝脏组织丙二醛（malondialdehyde，MDA）和

超 氧 化 物 歧 化 酶（superoxide dismutase，SOD）含

量　取 10 mg 肝脏组织匀浆，离心取上清，按试剂盒

检测 MDA（TBA 法）和 SOD（WST‑1 法）含量。

1.2.4　 超 氧 阴 离 子 荧 光 探 针（dihydroethidium， 
DHE）法检测肝组织 ROS 情况　取肝脏组织 OCT
包埋后冷冻切片，避光环境下 DHE 染色，荧光显微

镜观察并记录组织荧光强度。

1.2.5　Western blot检测肝脏组织 LCN2（R&D Sys‑
tems 1∶1 500）、GPX4（Abcam 1∶3 000）、NCOA4
（Abcam 1∶2 000）、FTH1（Affinity 1∶2 000）、LC3B
（CST 1∶1 000）、cGAS（Proteintech 1∶2 000）和

STING（Proteintech 1∶2 000）蛋白表达　取 10 mg 肝

脏组织匀浆、裂解、离心，二喹啉甲酸法测蛋白浓度

并统一上样量，电泳、转膜、孵育一抗二抗后显影，

ImageJ分析蛋白表达量。

1.3　统计学处理

采用 GraphPad Prism 9.0 统计软件处理和分析

数据，计量资料以 x̄ ± s 表示，组间比较采用单因素

方差分析，P<0.05 为差异具有统计学意义。

2 结果  
2.1　肝组织形态学改变

H&E 染色结果显示，WT 组小鼠肝脏组织形态

完整，细胞排列紧密，无组织间充质水肿。与 WT
组相比，CLP 组可见肝细胞不同程度气球样变且存

在大量炎症细胞浸润。与 CLP 组相比 ，LCN2‑/‑

+CLP 组肝脏细胞结构损伤减轻，中性粒细胞浸润

的情况有所缓解，见图 1A。

2.2　血清 ALT、AST 水平和肝脏组织 MDA、SOD
水平变化

WT 组 ALT、AST 水平与 LCN2‑/‑组差异无统

计学意义（P>0.05）。与 WT 组相比，CLP 组小鼠

血清 ALT、AST、MDA 水平明显升高（P<0.001），

SOD 水平明显降低（P<0.001）；与 CLP 组相比，

LCN2‑/‑+CLP 组小鼠血清 ALT、AST、MDA 水平

明 显 降 低（P<0.01），SOD 水 平 明 显 升 高（P<
0.001），见图 1B、C。

A：肝脏组织 H&E 染色；B：血清 ALT、AST 水平；C：肝脏组织 MDA、SOD 水平；**P<0.01，***P<0.001
图 1　各组小鼠肝脏组织 H&E 染色，血清 ALT、AST 水平和肝脏组织 MDA、SOD 水平

Fig 1　Liver tissue H&E staining， serum levels of ALT and AST， and liver tissue levels of MDA and SOD of mice in each 
group
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2.3　肝脏组织 ROS 荧光强度变化

WT 组与 LCN2‑/‑组肝脏 DHE 水平差异无统计

学意义（P>0.05）。与 WT 组相比，CLP 组小鼠肝

组织 DHE 荧光强度明显升高（P<0.001）；与 CLP
组相比，LCN2‑/‑+CLP 组小鼠肝组织 DHE 荧光强

度明显降低（P<0.001），见图 2A、B。

2.4　肝脏组织相关蛋白的表达

与 WT 组相比，CLP 处理后小鼠肝组织 FTH1、
GPX4 蛋 白 水 平 明 显 降 低（P<0.01），LCN2、
NCOA4、LC3BⅡ/LC3BⅠ、cGAS、STING 蛋白表

达水平明显升高（P<0.01）。敲除 LCN2 基因后再

进行 CLP 干预，上述蛋白的表达水平有不同程度的

逆转（P<0.05），见图 3、4。

A：肝脏组织 ROS 荧光强度；B：ROS 荧光水平；*P<0.05，***P<0.001
图 2　各组小鼠肝脏组织 ROS 荧光强度和 ROS 荧光水平

Fig 2　Liver tissue ROS fluorescence intensity and ROS fluorescence level of mice in each group

A：Western blot结果；B：肝脏组织 LCN2、FTH1、GPX4 蛋白表达水平；*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001
图 3　各组小鼠 Western blot 结果和肝脏组织 LCN2、FTH1、GPX4 蛋白表达水平

Fig 3　Western blot results and protein expression levels of LCN2， FTH1， and GPX4 of mice in each group

A：Western blot结果；B：肝脏组织 NCOA4、cGAS、STING、LC3B 蛋白表达水平；*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001
图 4　各组小鼠 Western blot 结果和肝脏组织 NCOA4、cGAS、STING、LC3B 蛋白表达水平

Fig 4　Western blot results and protein expression levels of NCOA4， cGAS， STING， and LC3B of mice in each group
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3 讨论  
脓毒症是由感染引发的免疫反应失调，可导致

具有生命威胁器官功能障碍的发生。脓毒症引起

的肝损伤是重症患者死亡的独立预测因子［15］。通

过破坏铁代谢稳态，导致细胞内游离铁水平升高，

促进铁死亡和炎症反应，进而造成组织损伤［16］，因

此探讨铁死亡在脓毒症肝脏损伤中的机制具有重

要意义。

本研究采取脓毒症动物模型的“金标准”CLP
诱发小鼠脓毒症肝脏损伤，结果显示 CLP 术后 24 h，
小鼠肝脏出现炎症细胞浸润和胆道结构形变，血清

ALT、AST 水平升高，肝组织中 MDA、SOD 异常，

DHE 染色显示 ROS 水平升高，表明 CLP 诱发肝损

伤的同时伴随明显的氧化应激损伤。课题组前期

已发现 LCN2 与脓毒症肝损伤相关［14］，因此选用

LCN2 基因敲除小鼠进行后续研究。本研究发现脓

毒症小鼠肝脏 LCN2 表达明显升高，GPX4 水平有

所下降；敲除 LCN2 后 CLP 小鼠肝脏 LCN2 蛋白表

达量极低，GPX4 水平也有所回升，这提示在脓毒症

肝脏损伤中 LCN2 参与了 GPX4 介导的铁死亡，且

LCN2 基因的敲除可通过降低 GPX4 减轻铁死亡的

发生。

正常生理状态下，细胞内未被利用的 Fe2+ 被

FTH1 氧化为 Fe3+，储存于铁蛋白或通过铁转运蛋

白 1 输出［17］。通过选择性降解 FTH 调控细胞内游

离铁水平，这种铁特异性的自噬形式被称为铁自

噬。NCOA4 是介导铁自噬的关键分子，可与 FTH
结合形成复合体，复合体与 LC3 受体结合形成自噬

体，在溶酶体完成铁自噬。NCOA4 含量可以反映

铁自噬强度［18，19］。这些级联反应可以被 NCOA4 抑

制剂阻断，有效减少 Fe2+和 ROS 的异常积累，从而

抑制铁死亡的发生［20］。本研究发现脓毒症小鼠肝

脏组织中 NCOA4、LC3B Ⅱ/LC3B Ⅰ 蛋白水平升

高，FTH1 蛋白水平降低，提示铁自噬的发生；在

LCN2 基因敲除的 CLP 小鼠中，这 3 个蛋白的表达

水平出现逆转，一方面进一步验证了脓毒症小鼠肝

脏损伤中有 LCN2 的参与，同时敲除 LCN2 基因后

抑制 NCOA4 介导的铁自噬，减轻脓毒症肝脏损伤，

提示 LCN2 基因缺失可能通过抑制铁自噬降低铁死

亡的发生、发展。

铁死亡发生时，胞内 Fe2+含量上升破坏氧化还

原平衡诱导 ROS 产生，过量 ROS 损伤线粒体释放

线粒体 DNA［21］。正常机体免疫系统通过复杂的生

物过程网络识别并消灭病原体，维持机体平衡。

DNA 作为免疫刺激因子被模式识别受体识别后启

动先天性免疫反应，进一步诱导适应性免疫的形

成。这种双重免疫机制共同协作，为机体提供了有

效的防御屏障，参与调控微生物感染、自身免疫、炎

症、器官退化等多种病理过程［22］。cGAS‑STING 通

路是识别胞质 DNA 的关键途径，也是先天性免疫

中重要的信号级联反应［23］。下调或沉默 cGAS‑ 
STING 通路可有效改善心血管、脂肪组织炎症反

应，降低心血管疾病、肝脏疾病等慢性疾病的严重

程度［24］。本实验检测了 cGAS、STING 蛋白在各组

中的表达含量，发现在小鼠脓毒症肝损伤中，cGAS
和 STING 蛋 白 的 表 达 有 所 升 高 ，表 明 存 在

cGAS‑STING 通路的激活。LCN2 基因敲除后再

进行 CLP 处理的小鼠肝脏中 cGAS 和 STING 蛋白

的表达有所降低，表明 LCN2 缺失后脓毒症小鼠肝

脏中 cGAS‑STING 通路的激活受到抑制，可改善肝

脏损伤。

综上所述，脓毒症小鼠肝损伤时，铁自噬介导

的铁死亡发生，同时存在 cGAS‑STING 通路的激

活。敲除 LCN2 基因可以减轻脓毒症小鼠肝脏铁死

亡从而减轻肝脏损伤，与抑制铁自噬和的 cGAS‑ 
STING 通路密切相关。敲除 LCN2 基因通过抑制

铁自噬和 cGAS‑STING 通路减轻脓毒症肝脏损伤，

有希望成为脓毒症肝脏损伤新的治疗靶点。关于

铁自噬与 cGAS‑STING 通路的上下游关系还有待

进一步深入研究。
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