
糖尿病肾病（diabetic nephropathy，DN）是一种
严重的糖尿病微血管并发症，影响约 40%的糖尿病
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摘要 目的：探讨铁死亡对高糖损伤人肾小管上皮（HK-2）细胞的影响。方法：将 HK-2细胞系分为正常对照组（Ctrl）、高糖组
（HG）、甘露醇组（MA）和高糖+Ferrostatin-1组（HG+Fer-1）。试剂盒检测细胞内活性氧簇（ROS）、铁离子（Iron）、丙二醛（MDA）和
谷胱甘肽（GSH）水平。透射电子显微镜观察细胞内线粒体形态学变化。qPCR和 Western印迹检测溶质载体家族 7成员 11
（SLC7A11）、谷氨酸-半胱氨酸连接酶催化亚基（GCLC）、谷胱甘肽过氧化物酶 4（GPX4）、转铁蛋白受体 1（TFR-1）mRNA和蛋白
表达。结果：与 Ctrl 组相比，HG组细胞内 ROS、Iron 和 MDA 水平升高（F=17.72、14.33、39.53，均 P约0.01），GSH含量下降（F=
18.24，P约0.001）；线粒体嵴断裂和膜密度增加；SLC7A11、GPX4和 GCLC mRNA 水平降低（F=22.22、19.43、22.3，均 P约0.001），
TFR-1 mRNA水平升高（F=10.01，P约0.01）；SLC7A11、GPX4和 GCLC蛋白水平降低（F=12.74、18.79、17.49，均 P约0.01），TFR-1蛋
白水平升高（F=15.08，P约0.01）。与 HG组相比，HG+Fer-1组细胞内 ROS、Iron和 MDA水平降低（P约0.05、P约0.01、P约0.001），GSH
含量增加（P约0.01）；线粒体形态恢复正常；SLC7A11、GPX4和 GCLC mRNA水平上调（P约0.01、P约0.01、P约0.001），TFR-1 mRNA
水平下调（P约0.05）；SLC7A11、GPX4和 GCLC蛋白水平上调（均 P约0.01），TFR-1蛋白水平下调（P约0.01）。结论：高糖诱导 HK-2
细胞铁死亡，促进细胞损伤。
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Exploring the mechanism of high glucose-induced injury in human renal tubular epithelial cells based on the
ferroptosis pathway
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Abstract Objective：To investigate the effect of ferroptosis on high-glucose injured human renal tubular epithelial（HK-2）cells.
Methods：HK-2 cell line was divided into four groups：normal control group（Ctrl），high glucose group（HG），mannitol group
（MA），and high glucose+Ferrostatin-1 group（HG+Fer-1）. The reagent kit was used to detect intracellular levels of reactive oxygen
species（ROS），iron ions（Iron），malondialdehyde（MDA），and glutathione（GSH）. Transmission electron microscopy was performed to
observe the morphological changes of intracellular mitochondria. qPCR and Western blotting were performed to detect the mRNA and
protein expression of solute carrier family 7 member 11（SLC7A11），glutathione peroxidase4（GPX4），glutamate-cysteine ligase
catalytic subunit（GCLC），and transferrin receptor 1（TFR-1）. Results：Compared with the Ctrl group，the HG group exhibited in原
creased levels of ROS，Iron and MDA（F=17.72，13.2，39.53，all P<0.01）and decreased level of GSH（F=18.24，P<0.001）；mito原
chondrial cristae rupture and membrane density were increased；SLC7A11，GPX4 and GCLC mRNA levels were decreased（F=
22.22，19.43，22.3，all P<0.001）and TFR-1 mRNA level was increased（F=10.01，P<0.01）；SLC7A11，GPX4 and GCLC protein
levels decreased（F=12.74，18.79，17.49，all P<0.01）and TFR-1 protein level was increased（F=15.08，P<0.01）. Compared with the
HG group，intracellular ROS，Iron and MDA levels were decreased in the HG+Fer-1 group（P约0.05，P约0.01，P约0.001），GSH content was
increased（P<0.01）；mitochondrial morphology was returned to normal；SLC7A11，GPX4 and GCLC mRNA levels were upregulated
（P<0.01，P<0.01，P<0.001），and TFR-1 mRNA levels were down-regulated（P<0.05）；SLC7A11，GPX4 and GCLC protein lev原
els were up-regulated（all P<0.01），and TFR-1 protein levels were down-regulated（P<0.01）. Conclusion：High glucose in原
duces ferroptosis and promotes cell injury in HK-2 cells.
Key words renal tubular epithelial cells; ferrostatin-1; high glucose; ferroptosis
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患者，已成为全球终末期肾病的主要原因[1]。由于其

存在复杂的代谢紊乱，一旦发展到肾功能衰竭，往

往比其他肾脏疾病的治疗更加棘手，造成卫生保健

系统和社会巨大财政负担，然而目前临床上尚缺乏

有效的防治手段[2]。因此，深入研究 DN的调控途径
有望成为改变 DN进程与结局的主要切入点，为寻
找更为安全有效的防治策略提供有力的科学依据。

DN进展为慢性肾功能衰竭的最终途径是肾小球硬
化和肾小管间质纤维化。研究表明，肾小管损伤在

DN早期就已出现，可独立于肾小球病变直接导致
肾功能恶化[3]。在尿糖、尿蛋白、氧化应激等病理刺

激下，肾小管上皮细胞发生慢性炎症以及纤维化等

变化而促进肾功能衰竭[4]。因此，肾小管上皮细胞被

认为是治疗 DN的关键。
糖尿病状态下，肾小管上皮细胞长期处于高糖

环境，过度的氧化应激导致质膜活性氧簇（reactive
oxygen species，ROS）蓄积[5]。过量的 ROS攻击蛋白
质、DNA和脂质等生物大分子，导致不同形式的细
胞死亡方式，包括自噬、凋亡和铁死亡[6]。然而，影响

糖尿病肾损伤的具体细胞死亡方式尚未明确。研究

发现，铁超载能够触发芬顿反应，导致细胞内 ROS
积累，进一步促进 DN发展[7]。在 DN患者和糖尿病
小鼠的近端肾小管溶酶体中检测到铁沉积，其可导

致肾组织功能障碍[8-10]。低铁饮食或铁螯合剂治疗可

以延缓大鼠 DN 的进展 [11]。此外，铁死亡促进肾缺

血-再灌注损伤，并在其他急性肾损伤模型中发挥
着重要作用，有效抑制铁死亡能够保护肾脏[12]。因

此，铁死亡这种以铁依赖性 ROS积聚为特征的细胞
死亡方式，为探索 DN 发病机制提供了一个新方
向。本研究旨在揭示铁死亡对 DN的重要作用，探索
DN发生、发展的新机制，为 DN治疗提供理论基础。
1 材料与方法

1.1 材料 人肾小管上皮（HK-2）细胞购于中国科
学院细胞库。DMEM低糖/高糖培养基购自天津中奥
天元科技有限公司（GIBCO）。胎牛血清（FBS）购于
中国依科赛生物有限公司。青-链霉素抗生素、RIPA
裂解液、DAPI 溶液、谷胱甘肽（GSH）和丙二醛
（MDA）检测试剂盒购于北京索莱宝科技有限公司。
Ferrostatin-1（Fer-1）购于美国 Selleck 生物科技有
限公司。2.5%戊二醛购于上海如吉生物科技发展有
限公司。四氧化锇、环氧树脂、乙酸铀酰和柠檬酸铅

购于天津化学试剂一厂。蛋白 Marker和即用型BCA
蛋白定量试剂盒（ZJ102）购于上海雅酶生物医药科
技有限公司。RNA提取试剂盒（AC0202）购于山东
思科捷生物技术公司。反转录试剂盒（CW2020）购

自康为世纪有限公司。2X Universal SYBR Green
Fast qPCR Mix购自武汉 Abclonal生物科技有限公
司。DCFH-DA和总铁（Iron）检测试剂盒购自南京建
成生物工程研究所。SLC7A11和 TFR-1抗体购于美
国 Affinity 公司。羊抗兔 IgG-HRP 购自武汉Abc-
lonal生物科技有限公司。倒置荧光显微镜（奥林巴
斯），H-500 型透射电镜（日立），曝光机（Tannon-
5200），实时荧光定量 PCR 仪（Applied biosystems
QuantStudio3）。
1.2 实验方法

1.2.1 细胞培养 将冻存于液氮罐内的 HK-2细胞
迅速取出，复苏于含 10%FBS、100 U/mL的青霉素
和链霉素的 DMEM 培养基中，置于含 5%CO2 的

37益恒温箱中培养。当细胞生长至 80%左右密度时
进行传代处理，将充分混匀的细胞悬液接种于洁净

的孔板中。当细胞密度达到 70%左右时，将细胞随
机分为正常对照组（Ctrl组，含 5.5 mmol/L葡萄糖），
高糖组（HG 组，含 30 mmol/L 葡萄糖），甘露醇组
（MA组，含 5.5 mmol/L葡萄糖+24.4mmol/L甘露醇）
和高糖+Fer-1组（HG+Fer-1组，含 30 mmol/L葡萄
糖和 1 滋mol/L Fer-1），24 h观察细胞状态并更换培
养基，48 h后收集各组细胞。
1.2.2 细胞透射电子显微镜成像 将 HK-2细胞培
养于洁净的 10 cm2大皿中，按照 1.2.1细胞分组处
理，收集细胞后用 2.5%的戊二醛常温固定 5 min，用
细胞刮沿同一个方向轻柔刮下细胞，将细胞团挑起

使其悬浮于固定液中。室温下用 1%四氧化锇固定
液固定 2 h，在 50%耀90%的乙醇中进行梯度脱水后
包埋于环氧树脂中，60益固化 48 h。制备 50 nm的超
薄切片，用 3%的乙酸铀酰-柠檬酸铅进行双染色，
最后用透射电子显微镜观察并拍照。

1.2.3 细胞内 Iron、MDA、GSH 测定 收集各组干

预完毕的细胞，通过超声细胞破碎仪将各组细胞均

质化。将破碎的细胞匀浆置于低温高速离心机中，

8 000 g 4益离心 10 min，取上清，置冰上待测。使用
即用型 BCA蛋白定量试剂盒于 562 nm波长测定蛋
白浓度。根据 Iron、GSH和 MDA检测试剂盒的说明
书，将上清液和足够的工作试剂转移到 96孔板中，
在 520、412、532 nm处的吸光度分别对应 Iron、GSH
和 MDA的光密度，最后用蛋白质浓度进行均一化
校准。

1.2.4 ROS测定 将 HK-2 细胞接种于提前放入
盖玻片的孔板中，按照 1.2.1做细胞分组处理。干预
完毕后用无菌 PBS轻柔清洗 2遍，锡箔纸包裹进行
避光处理。在黑暗条件下，加入用培养基稀释的
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DCFH-DA染液，移至 37益恒温培养箱染色 30 min。
染色完成后用 PBS轻柔漂洗 3次，每次 5 min。使用
4%多聚甲醛固定细胞 15 min后加入 DAPI染液避
光染色 30 min，PBS漂洗 3次，每次 5 min。提前在载
玻片上滴加适量的防荧光淬灭封片剂并做好标记，

DAPI 染色结束后用镊子轻柔夹出孔板中的盖玻
片，将有细胞的一面均匀附在载玻片上。在荧光显

微镜下观察 ROS荧光强度，使用 Image J软件进行
荧光强度定量分析。

1.2.5 qPCR检测 mRNA 水平 按照 1.2.1 做细胞
分组处理，培养 48 h后按照细胞 RNA快速提取试
剂盒说明书提取细胞总 RNA。测定 RNA浓度后，使
用康为世纪快速去基因组逆转录预混液在冰盒上

将 1 滋g RNA逆转录为 cDNA。将逆转录的 cDNA和
2伊Universal SYBR Green Fast qPCR Mix在冰上配制
为 20 滋L qPCR反应体系，每个样品设置 3个复孔，
彻底混匀后瞬时离心，将反应体系加入八连管中。

随后将八连管放入实时荧光定量 PCR仪，95益预变
性 3 min，随后 40个循环（95益变性 5 s，60益重复和
延伸 30 s），循环结束读取 CT值。得到数据后以
GAPDH为内参，采用 2-驻驻Ct法计算实验组各目的基

因的相对表达量。目的基因引物序列：GAPDH上游
引物为 5忆-GGCACCGTCAAGGCTGAGAAC-3忆，下
游引物为 5忆 -GGTGGCAGTGATGGCATGGAC-3忆；
SLC7A11 上游引物为 5忆 -TGTGTTCGCT GTCTC -
CAGGTTATTC-3忆，下游引物为 5忆-GAGAAGAGAT-
CACCATCGTCAGAG-3忆；GPX4 上游引物为 5忆-A原
GATCCACGAATGTCCCAAG-3忆，下游引物为 5忆-
CCTCCTCCTTAAACGCACAC-3忆；GCLC上游引物为
5忆-TCCAGGTGACATTCCAAGCC-3忆，下游引物为 5忆-
GAAATCACTCCCCAGCGACA-3忆；TFR-1上游引物为
5忆-TCGTGGAGACTACTTCCGT-GCTAC-3忆，下游引
物为 5忆-TCTTGGAGATACATA-GGGCGACAGG-3忆。
1.2.6 Western印迹 从恒温箱中取出干预完毕的

细胞，在冰上加入 RIPA裂解液获取各组蛋白样品，
使用即用型 BCA蛋白定量试剂盒测定每个样品的
蛋白浓度，采用 12% SDS聚丙烯酰胺凝胶进行电泳
分离后转至 PVDF膜上封闭 2 h。加入一抗 GAPDH
（1 颐 1 000）、SLC7A11（1 颐 1 000）、GPX4（1 颐 1 000）、
GCLC（1 颐 1 000）和 TFR-1（1 颐 1 000）于摇床上 4益
孵育过夜，使用 TBST在摇床上室温洗 3次，每次 5min。
加入羊抗兔 IgG-HRP二抗于摇床上室温孵育 2 h，
TBST洗 3次，每次 5 min。最后加入发光液在曝光
机中显色曝光，使用 Image J软件进行条带灰度扫
描并分析。

1.3 统计学处理 采用 GraphPad Prism 8.0进行统
计分析，各组实验独立重复 3次，实验数据均以 x依s
表示。多组间比较使用 ANOVA，P<0.05为差异有统
计学意义。

2 结果

2.1 抑制铁死亡对高糖诱导 HK-2 细胞中线粒体
形态的影响 如图 1所示，Ctrl组细胞线粒体膜完
整，线粒体嵴连续；HG组细胞线粒体膜密度增加，
线粒体嵴断裂甚至消失；经过 Fer-1治疗有效缓解
了高糖诱导 HK-2细胞中线粒体形态的特征性变化。

2.2 高糖对 HK-2细胞中 MDA、GSH和 Iron 水平
的影响 与 Ctrl组相比，HG组细胞中 Iron和 MDA
的水平明显增加（F=14.33、39.53，均 P<0.001），GSH
含量显著减少（F=18.24，P<0.001）；与 HG 组相比，
HG+Fer-1 组细胞内 Iron 和 MDA 的水平下调（P<
0.01，P<0.001），GSH含量上调（P<0.01）。相同渗透
压的甘露醇并不影响MDA、GSH和 Iron水平，见图2。
2.3 高糖对 HK-2细胞中 ROS水平的影响 如图

3所示，Ctrl组荧光强度较弱，与 Ctrl组相比，HG组
荧光亮度增强（F=17.72，P<0.01）；与 HG 组相比，
HG+Fer-1组荧光信号明显减弱（P<0.05）。
2.4 高糖损伤 HK-2 细胞中铁死亡相关因子的
mRNA表达情况 如图 4所示，与 Ctrl组相比，HG
组 SLC7A11、GPX4和 GCLC 的 mRNA 表达量下降
（F=22.22、19.43、22.3，均 P<0.001），TFR-1的表达
量升高（F=10.01，P<0.01）；与 HG组相比，HG+Fer-1
组 SLC7A11、GPX4和 GCLC的mRNA表达水平上调
（P<0.01，P<0.01，P<0.001），TFR-1的表达水平下调
（P<0.05）。相同渗透压的甘露醇并不影响 SLC7A11、
GPX4、GCLC和 TFR-1的 mRNA表达。

Ctrl组 HG组 HG+Fer-1组

注：Ctrl组：正常对照组；HG组：高糖组；HG+Fer-1组：Fer-1干
预的高糖培养组

图 1 各组细胞线粒体超微结构的变化

Fig.1 Changes of mitochondrial ultrastructure in HK-2 cells of
the indicated groups
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注：Ctrl组：正常对照组；HG组：高糖组；MA组：甘露醇组；HG+Fer-1组：Fer-1干预的高糖培养组；MDA：丙二醛；GSH：谷胱甘肽；Iron：铁
离子；与 Ctrl组相比：***P<0.001；与 HG组相比：###P约0.001，##P约0.01

图 2 不同处理组 HK-2细胞中MDA、GSH和 Iron的水平
Fig.2 Levels of MDA，GSH and Iron in HK-2 cells of the indicated groups
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图 3 各组 HK-2细胞中 ROS的水平
Fig.3 Levels of ROS in HK-2 cells of the indicated groups

Ctrl组 HG组 HG+Fer-1组

10 滋m 250

200

150

100

50

0

***
#

注：Ctrl组：正常对照组；HG组：高糖组；MA组：甘露醇组；HG+Fer-1组：Fer-1干预的高糖培养组；SLC7A11：溶质载体家族 7成员 11；
GCLC：谷氨酸-半胱氨酸连接酶催化亚基；GPX4：谷胱甘肽过氧化物酶 4；TFR-1：转铁蛋白受体 1；与 Ctrl组相比：***P<0.001，**P<0.01；与 HG
组相比：###P约0.001，##P约0.01，#P约0.05

图 4 各组细胞 SLC7A11、GPX4、GCLC和 TFR-1 mRNA的表达水平
Fig.4 Expression of SLC7A11，GPX4，GCLC and TFR-1 mRNA in HK-2 cells of the indicated groups
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2.5 高糖损伤 HK-2细胞中铁死亡相关因子的蛋
白表达水平 如图 5所示，与 Ctrl组相比，HG组SLC-
7A11、GPX4和 GCLC的蛋白表达水平降低（F=12.74、

18.79、17.49，P约0.01、P约0.001、P约0.001），TFR-1 的
表达量升高（F=15.08，P<0.01）；与 HG组相比，HG+
Fer-1组 SLC7A11、GPX4和 GCLC的蛋白相对表达

注：Ctrl组：正常对照组；HG组：高糖组；HG+Fer-1组：Fer-1干预的高糖培养组；DCFH-DA：2忆，7忆-二氯二氢荧光素二乙酸酯；DCF：2忆-7忆二
氯荧光素；DAPI：4忆，6-二脒基-2-苯基吲哚；Merge：合并；与 Ctrl组相比：**P<0.01；与 HG组相比：#P约0.05
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量增加（均 P<0.01），TFR-1的表达水平下降（P<
0.01）。相同渗透压的甘露醇并不影响 SLC7A11、
GPX4、GCLC和 TFR-1的蛋白表达。

3 讨论

DN是全球慢性肾脏病的首要病因，通常需要

血液透析或肾移植，给卫生保健系统和社会造成巨

大财政负担，然而目前临床上尚缺乏有效的防治手

段。DN进展至终末期肾病的主要病理基础是肾小
管病变。肾小管上皮细胞在糖尿病状态下产生过度

的氧化应激反应，导致细胞内 ROS聚集，引起不同
类型的细胞死亡[13]。肾小管上皮细胞在 DN早期就
已经发生了凋亡和坏死，研究表明，即使在 BAK、
caspases、RIPK3、MLKL 和 RIPK1 等与凋亡和坏死
相关因子缺乏的情况下，铁死亡仍然能够独立发生[14]。

因此，铁死亡这种以 ROS蓄积为特征的调节性细胞
死亡方式，可能是探索 DN发病机制新的突破口。

ROS蓄积是导致铁死亡的中心环节。过量 ROS
诱发细胞膜脂质过氧化损伤产生 MDA，导致脂质
双层的破坏和膜的损伤，引起细胞毒性，诱导铁死

亡[15]。健康肾脏产生的少量 ROS可被机体正常的抗
氧化系统清除，但是过量的 ROS会造成显著的肾损
伤[16]。在本研究中，与正常对照组相比，高糖培养的

HK-2细胞中 ROS含量显著增加，脂质过氧化产物
MDA水平升高。此外，在高糖培养的 HK-2细胞中
还观察到细胞线粒体皱缩，双层膜密度增加，线粒

体嵴减少或消失，提示高糖诱导 HK-2细胞产生了
铁死亡特征性形态学变化。与 HG组相比，HG+Fer-1
组细胞中上述铁死亡特征性变化得到了有效缓解，

提示铁死亡与 DN的发生、发展密切相关。GSH耗
尽是铁死亡的另一个关键机制，GSH作为三肽抗氧
化剂通过减少 ROS 产生来抑制铁死亡的发生 [17]。

SLC7A11调节的胱氨酸（GSH的前体）转运和谷氨
酰半胱氨酸连接酶（GCL）介导的半胱氨酸与谷氨酸
结合维持 GSH合成。SLC7A11作为氨基酸反向转
运体的成员之一，能够将胱氨酸转运到细胞质，维

持 GSH这种内源性抗氧化剂的生成。SLC7A11下
调会导致 GSH耗竭，GPX4的活性降低，脂质氧化
物无法在 GPX4催化的 GSH还原酶作用下进行代
谢，诱发铁死亡 [18-19]。GCLC作为 GSH合成限速酶
GCL的催化亚基和调节亚基，能催化谷氨酸和半胱
氨酸的连接从而抑制铁死亡，其表达的降低可能导

致细胞合成谷胱甘肽的能力下降[20]。本研究结果表

明，在高糖干预的 HK-2细胞中检测到 SLC7A11、
GPX4和 GCLC表达量减少和 GSH水平下降，提示
细胞抗氧化能力受损，对铁死亡的敏感性增加。

TFR-1在铁代谢的调控中发挥重要作用，与铁死亡
的发生密切相关[21]。循环中的 Fe3+与转铁蛋白结合

并通过 TFR-1 导入细胞，随后在胞内中转化为
Fe2+，Fe2+过量会通过芬顿反应产生 ROS促进脂质过
氧化反应，进而引起铁死亡[22]。该研究发现，高糖培

注：Ctrl组：正常对照组；HG组：高糖组；MA组：甘露醇组；HG+
Fer-1组：Fer-1干预的高糖培养组；SLC7A11：溶质载体家族 7成员
11；GCLC：谷氨酸-半胱氨酸连接酶催化亚基；GPX4：谷胱甘肽过氧
化物酶 4；TFR-1：转铁蛋白受体 1；与 Ctrl 组相比：***P<0.001，**P<
0.01；与 HG组相比：##P约0.01

图 5 各组细胞 SLC7A11、GPX4、GCLC和 TFR-1蛋白的表达水平
Fig.5 Expression of SLC7A11，GPX4，CLC and TFR-1 protein in

HK-2 cells of the indicated groups
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养的 HK-2细胞中 TFR-1的 mRNA和蛋白表达水
平显著升高，提示高糖诱导 HK-2细胞铁稳态失衡。
笔者也在高糖干预的 HK-2细胞中观察到铁超载现
象，表明高糖诱导细胞发生铁死亡。

综上所述，本研究结果表明脂质过氧化物堆

积、抗氧化能力减弱和铁超载这些铁死亡特征性指

标存在于高糖培养的 HK-2细胞中，而用 Fer-1抑
制铁死亡能够改善高糖对 HK-2细胞的损伤作用，
其具体的分子调控机制仍需进行深入研究。本研究

证实了铁死亡促进高糖诱导的 HK-2细胞损伤，为
研究 DN的发病机制提供了新思路。
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