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[摘　 要] 　 [目的] 　 探讨血管紧张素Ⅱ(AngⅡ)对白色脂肪细胞铁死亡的影响及其机制。 [方法] 　 通过诱导物

刺激的方法使 3T3-L1 脂肪前体细胞向白色脂肪细胞分化,实验分为对照组、AngⅡ组、AngⅡ+Fer-1(铁死亡抑制

剂)组和 AngⅡ+PFT-α(p53 抑制剂)组。 使用 AngⅡ处理细胞,利用 RT-qPCR 和 Western blot 检测细胞铁死亡因子

和脂肪因子表达水平,JC-1 试剂盒检测线粒体膜电位(MMP)水平,铁离子试剂盒检测细胞内铁含量,谷胱甘肽

(GSH)试剂盒检测 GSH 含量。 加入 Fer-1 和 AngⅡ处理细胞,检测细胞铁死亡水平变化。 检测 p53 和亚精胺 / 精胺

N1-乙酰转移酶 1(SAT1)蛋白表达。 随后加入 PFT-α 和 AngⅡ共处理细胞,检测 p53 和 SAT1 蛋白表达变化,观察

抑制 p53 表达对细胞铁死亡因子和脂肪因子表达水平的影响。 [结果] 　 通过刺激物诱导分化法成功将 3T3-L1 细

胞分化为白色脂肪细胞。 AngⅡ诱导白色脂肪细胞发生铁死亡。 RT-qPCR 结果显示,与对照组相比,AngⅡ组的抗

铁死亡因子谷胱甘肽过氧化物酶 4(GPX4)、溶质载体家族 7 成员 11(SLC7A11)和铁调节蛋白 1( IRP-1)的 mRNA
表达均下调,促铁死亡因子酯酰辅酶 A 合成酶长链家族成员 4(ACSL4)的 mRNA 表达上调。 Western blot 结果显

示,与对照组相比,AngⅡ组的 SLC7A11 和 GPX4 的蛋白表达均下调,ACSL4 的蛋白表达上调。 AngⅡ处理使细胞内

铁离子的含量增加,GSH 和 MMP 水平下降。 与 AngⅡ组相比,AngⅡ+Fer-1 组的 IRP-1 和 SLC7A11 的 mRNA 表达

均上调。 AngⅡ诱导白色脂肪细胞的脂肪因子表达谱改变。 Western blot 结果显示,与对照组相比,AngⅡ组的促炎

脂肪因子瘦素(LEP)、抵抗素(RETN)、白细胞介素 6( IL-6)和肿瘤坏死因子 α(TNF-α)的蛋白表达均上调,抗炎脂

肪因子脂联素(ADPN)和网膜素 1( ITLN1)的蛋白表达下调。 此外,AngⅡ使 p53 和 SAT1 蛋白表达增加。 抑制 p53
表达可改善 AngⅡ处理下白色脂肪细胞的铁死亡水平和脂肪因子表达水平。 Western blot 结果显示,与 AngⅡ组相

比,AngⅡ+PFT-α 组的 p53 和 SAT1 蛋白表达下调,SLC7A11 和 GPX4 蛋白表达上调,ACSL4 蛋白表达下调;AngⅡ+
PFT-α 组的 ADPN 蛋白表达上调,TNF-α、LEP 和 RETN 的蛋白表达均下调。 [结论] 　 AngⅡ通过激活 p53 / SAT1 信

号通路诱导白色脂肪细胞铁死亡。
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Angiotensin Ⅱ activates p53 / SAT1 signaling pathway to induce ferroptosis in white
adipocytes
DENG Wei, LIU Xiyan, GUO Liyuan, XU Qian, ZHOU Kun, ZHAO Yuanqin, WANG Zhaoyue, LI Xiang, DENG Xin-
mei, QIN Xinyi, REN Zhong, JIANG Zhisheng
Institute of Cardiovascular Disease, University of South China & Key Lab for Arteriosclerology of Hunan Province & Hunan
Province Arteriosclerotic Disease International Scientific and Technological Innovation Cooperation Base, Hengyang, Hunan
421001, China
[ABSTRACT]　 　 Aim　 To investigate the effect and mechanism of angiotensin Ⅱ (AngⅡ) on ferroptosis in white adi-
pocytes. 　 　 Methods　 The 3T3-L1 preadipocytes were differentiated into white adipocytes by inducer stimulation. 　 The
experiment was divided into control group, AngⅡ group, AngⅡ+ Fer-1( ferroptosis inhibitor) group and AngⅡ+ PFT-α
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(p53 inhibitor) group. 　 AngⅡwas used to treat cells. 　 RT-qPCR and Western blot were used to detect the expression
levels of ferroptosis factors and adipokines. 　 JC-1 kit was used to detect mitochondrial membrane potential (MMP) level.
Iron ion kit was used to detect intracellular iron content. 　 Glutathione (GSH) kit was used to detect GSH content. 　 Fer-1
and AngⅡ were added to treat cells to detect the the changes of ferroptosis level. 　 The expression of p53 and spermidine /
spermine N1-acetyltransferase 1 (SAT1) protein was detected. 　 Subsequently, PFT-α and AngⅡ were added to co-treat
cells to detect the changes of p53 and SAT1 protein expression, and to observe the effect of inhibiting p53 expression on the
expression levels of ferroptosis factors and adipokines. 　 　 Results 　 3T3-L1 cells were successfully differentiated into
white adipocytes by stimulator-induced differentiation. 　 AngⅡ induced ferroptosis in white adipocytes. 　 RT-qPCR results
showed that compared with control group, the mRNA expression of anti-ferroptosis factor glutathione peroxidase 4 (GPX4),
solute carrier family 7 member 11 (SLC7A11) and iron regulatory protein 1 (IRP-1) was down-regulated in AngⅡ group,
and the mRNA expression of pro-ferroptosis factor acyl-CoA synthetase of long-chain family member 4 (ACSL4) was up-
regulated. 　 Western blot results showed that compared with control group, the protein expression of SLC7A11 and GPX4
was down-regulated in AngⅡ group, and the protein expression of ACSL4 was up-regulated. 　 AngⅡ treatment increased
the content of intracellular iron ions and decreased the levels of GSH and MMP. 　 Compared with AngⅡ group, the mRNA
expression of IRP-1 and SLC7A11 was up-regulated in AngⅡ+Fer-1 group. 　 AngⅡ induced changes in the expression
profile of adipokines in white adipocytes. 　 Western blot results showed that compared with control group, the protein ex-
pression of pro-inflammatory adipokine leptin (LEP), resistin (RETN), interleukin-6 (IL-6) and tumor necrosis factor-α
(TNF-α) was up-regulated in AngⅡ group, and the protein expression of anti-inflammatory adipokine adiponectin (AD-
PN) and omentin 1 ( ITLN1) was down-regulated. 　 In addition, AngⅡ increased the protein expression of p53 and
SAT1. 　 Inhibition of p53 expression can improve the level of ferroptosis and adipokine expression in white adipocytes trea-
ted with AngⅡ. 　 Western blot results showed that compared with AngⅡ group, the protein expression of p53 and SAT1
was down-regulated in AngⅡ + PFT-α group, the protein expression of SLC7A11 and GPX4 was up-regulated, and the
protein expression of ACSL4 was down-regulated. 　 The protein expression of ADPN was up-regulated in AngⅡ+ PFT-α
group, and the protein expression of TNF-α, LEP and RETN was down-regulated. 　 　 Conclusion　 AngⅡ induces fer-
roptosis in white adipocytes through activating the p53 / SAT1 signaling pathway.
[KEY WORDS]　 white adipose tissue;　 angiotensin Ⅱ;　 ferroptosis;　 p53 / SAT1 signaling pathway

　 　 白色脂肪组织(white adipose tissue,WAT)是人

体内主要的脂肪储存形式,主要功能是储存能量、
保温、缓冲保护器官,并参与内分泌活动,可以分泌

一些 激 素 和 细 胞 因 子, 如 脂 联 素 ( adiponectin,
ADPN)、 瘦 素 ( leptin, LEP ) 和 抵 抗 素 ( resistin,
RETN)等,这些物质在调节食欲、炎症和能量代谢

等方面起着重要作用[1]。 研究发现,WAT 存在完整

的肾素-血管紧张素系统( renin-angiotensin system,
RAS)成分[2]。 血管紧张素Ⅱ(angiotensinⅡ,AngⅡ)作
为 RAS 的主要生物活性肽,对心血管系统、血压调

节以及水和盐的平衡具有重要影响[3]。 研究表明,
AngⅡ不仅参与血压调节,还与 WAT 的代谢和功能

有密切关系。 AngⅡ通过上调 WAT 的炎症反应,导
致胰岛素抵抗增加,这与肥胖和其相关的代谢性疾

病(如糖尿病、动脉粥样硬化等)密切相关[4]。 然而,
目前关于 AngⅡ调节 WAT 的研究较少,AngⅡ调节

WAT 的机制尚未阐明,进一步阐明 AngⅡ对 WAT 的

影响对于理解 AngⅡ如何参与肥胖及其相关的代谢

性疾病的发病具有重要意义。
近年来,AngⅡ与铁死亡之间的关系越来越受

到关注[5-7]。 铁死亡是一种依赖于铁和脂质过氧化

的细胞死亡方式,可以导致细胞膜和线粒体膜的损

伤与功能丧失[8]。 其发生与多种分子和信号通路

密切相关,谷胱甘肽(glutathione,GSH)与谷胱甘肽

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

互作用对于抑制脂质过氧化并防止铁死亡至关重

要;溶质载体家族 7 成员 11( solute carrier family 7
member 11,SLC7A11)通过调节半胱氨酸的转运,影
响 GSH 的合成,从而进一步调控细胞的抗氧化能力

和对铁死亡的敏感性。 铁调节蛋白 1(iron regulatory
protein-1,IRP-1)可以调控细胞内的铁稳态,影响铁

积累与氧化应激,从而参与铁死亡的调控。 而酯酰

辅酶 A 合成酶长链家族成员 4(acyl-CoA synthetase
of long-chain family member 4,ACSL4)通过促进多不

饱和脂肪酸的酰基化,增强脂质过氧化,进而推动

铁死亡的发生。 同时,铁死亡的一个标志性特征是

线粒体膜电位 ( mitochondrial membrane potential,
MMP)的丧失和线粒体功能障碍[8-10]。 随着研究的

不断深入,AngⅡ被发现通过增加氧化应激、调节铁

代谢、促进脂质过氧化和激活炎症反应等机制,促
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进铁死亡的发生。 铁死亡在一些疾病(特别是心血

管疾病)中的作用逐渐被认识到,AngⅡ可以通过这

种机制对心血管疾病的发生和发展产生影响。
然而,AngⅡ是否可以诱导 WAT 发生铁死亡尚

未可知。 因此,探索 AngⅡ与 WAT 铁死亡的关系,
有助于进一步阐明肥胖及其相关代谢性疾病的发

生机制,探索新的干预策略。

1　 材料和方法

1. 1　 主要材料

DMEM 培养基、IBMX、地塞米松、吲哚美辛和三

碘甲状腺原氨酸(3,3′,5-triiodo-L-thyronine,T3)购

自美国 Sigma 公司;重组人胰岛素溶液购自武汉普

诺赛生命科技有限公司;AngⅡ购自美国 APExBIO
公司;GSH 检测试剂盒购自北京康为世纪生物有限

公司;组织铁检测试剂盒购自南京建成生物研究

所;MMP 检测试剂盒(JC-1)购自上海百赛生物技术

有限公司;抗 GAPDH 多克隆抗体、抗 GPX4 多克隆

抗体、抗 SLC7A11 多克隆抗体、抗 ACSL4 多克隆抗

体、抗亚精胺 / 精胺 N1-乙酰转移酶 1 ( spermidine /
spermine N1-acetyltransferase 1,SAT1)多克隆抗体和

抗肿瘤坏死因子 α( tumor necrosis factor-α,TNF-α)
多克隆抗体购自美国 Proteintech 公司;抗 p53 多克

隆抗体购自美国 Sigma 公司;抗 RETN 多克隆抗体、
抗 LEP 多 克 隆 抗 体、 抗 网 膜 素 1 ( intelectin 1,
ITLN1)多克隆抗体和抗 ADPN 多克隆抗体购自武

汉云克隆科技公司;RT-qPCR 所用的引物均由上海

生工生物工程股份有限公司合成。
1. 2　 细胞培养与处理

3T3-L1 前脂肪细胞来源于中国科学院细胞研

究所。 细胞种板前,在 6 孔板中加入 0. 1% 明胶水

溶液,每孔 1 mL,孵育至少 30 min。 种板前弃去明

胶,细胞消化后将细胞悬液加入 6 孔板中,每隔两天

换液一次。 待细胞汇合度达到 70% ~ 90% 后,换
DMEM 基础培养基饥饿处理细胞 24 h。 随后进行

白色脂肪细胞诱导分化处理,向细胞中加入分化培

养基[1 mL DMEM 培养基 +10 μL IBMX(浓度为

500 μmol / L)+0. 1 μL 地塞米松(浓度为 1 μmol / L)+
1 μL 吲哚美辛(浓度为 125 μmol / L) +1 μL T3(浓
度为 1 nmol / L)],孵育 3 天。 分化过程中不需要更

换培养基。 3 天后,更换培养基为维持培养基[1 mL
DMEM 培养基+1 μL 胰岛素(浓度为 10 μg / L) +
1 μL T3(浓度为 1 nmol / L)]。 每两天更换一次维

持培养基。 在诱导分化后的第 6 ~ 7 天,油红 O 染

色观察 3T3-L1 细胞是否诱导分化为白色脂肪细胞,
若已诱导分化成功,换液回基础培养基,此时细胞

可做实验处理。
在第一部分体外实验中,将白色脂肪细胞分别与

不同浓度(0、0. 01、0. 1、1、10 μmol / L)和不同处理时

间(0、12、24、36、48 h)的 AngⅡ在 37 ℃、5% CO2 条件

下培养,选择最佳处理条件的 AngⅡ进行后续实验。
在第二部分实验中,实验分为对照组、AngⅡ组和

AngⅡ+PFT-α(p53 抑制剂)(浓度为 20 μmoL / L)组。
1. 3　 油红 O 染色

油红 O 工作液的配置:取 0. 5 g 油红 O 干粉溶

于 100 mL 异丙醇中,充分混匀得到油红 O 原液,按
原液与去离子水为 3 ∶ 2 的比例稀释原液,然后用滤

纸过滤稀释后的原液,得到油红 O 工作液。
将已进行诱导分化处理的细胞取出,用 PBS 溶

液润洗 3 遍,然后用 4% 多聚甲醛固定细胞 1 h,弃
去多聚甲醛,PBS 溶液润洗 3 遍。 加入油红 O 工作

液,室温染色 1 h,然后弃去多聚甲醛油红 O 工作

液,PBS 溶液润洗 3 遍。 使用 AFM-倒置光学显微镜

耦合系统(Olympus IX2)观察细胞并拍摄图像。
1. 4　 GSH 测定

还原型 GSH 可与二硫代二硝基苯甲酸(DTNB)
反应,生成一种黄色化合物,在 405 nm 波长下进行

比色定量可测定还原型 GSH 含量。 收集细胞,按照

微量还原型 GSH 测定试剂盒说明书进行检测。 实

验可分为空白孔(无细胞+培养基+不做实验处理)、
标准孔(细胞+培养基+不做实验处理)和测定孔(细
胞+培养基+做实验处理),分别加入说明书中试剂

后,轻轻震荡孔板混匀,静置 5 min,405 nm 处酶标

仪测定各孔吸光度值。
1. 5　 MMP 测定

MMP 检测试剂盒(JC-1)是一种以 JC-1 为荧光

探针,快速灵敏地检测细胞、组织或纯化的 MMP 变

化的试剂盒,可以用于早期的细胞凋亡检测。 在

MMP 较高时,JC-1 聚集在线粒体的基质中,形成聚

合物,可以产生红色荧光;在 MMP 较低时,JC-1 不

能聚集在线粒体的基质中,此时 JC-1 为单体,可以

产生绿色荧光。 可以通过荧光颜色的转变来检测

MMP 的变化。 本实验通过流式细胞仪检测 MMP,用
红绿荧光的相对比例来衡量线粒体去极化的比例。
1. 6　 铁含量测定

用胰酶消化细胞,加入裂解液裂解,离心取上

清液,按照组织铁检测试剂盒说明书分别加入试剂

混匀。 沸水浴 5 min,流水冷却后,离心取上清液,在
520 nm 波长处测定各管吸光度值。 并按照公式:细
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胞铁含量 = (测定 OD 值-空白 OD 值) / (标准 OD
值-空白 OD 值)×标准品浓度 / 待测样本蛋白浓度,
计算细胞内铁离子含量。
1. 7　 RT-qPCR

使用 TRIzol 试剂从白色脂肪细胞中提取总

RNA。 然后,使用 HiFiScriPt cDNA Synthesis Kit(康
为)将 RNA 反转录成 cDNA。 使用 Go Taq􀳏 qPCR
Master Mix 运行 RT-qPCR,使用 ABI Step One Plus
实时 PCR 扩增系统进行分析。 GAPDH 用于标准化

ACSL4、IRP1、GPX4 和 SLC7A11 水平。 采用 2-ΔΔCt 值

进行数据分析。 实验中各目的基因引物序列见表 1。

表 1. 各目的基因引物列表

Table 1. List of primers for each target gene

引物名称 引物序列

GPX4 上游 5′-ATACGCTGAGTGTGGTTTGC-3′

下游 5′-CTTCATCCACTCCACAGCG-3′

SLC7A11 上游 5′-TGGAACGAGGAGGTGGAGAA-3′

下游 5′-TGTGCTTTTTCCTTCACAGCG-3′

IRP-1 上游 5′-GAGACTCTCTTCCAGCCATCTT-3′

下游 5′-TGATCTCCTTCTGCATCCTGTC-3′

ACSL4 上游 5′-CTTCCTCTTAAGGCCGGGAC-3′

下游 5′-TGCCATAGCGTTTTTCTTAGATTT-3′

GAPDH 上游 5′-GCTGCCCAGAACATCATCCCT-3′

下游 5′-TGAAGTCGCAGGAGACAACC-3′

1. 8　 Western blot
使用含有 PMSF 的 RIPA 裂解液提取总蛋白,

并使用 BCA 蛋白定量试剂盒检测样本蛋白浓度。
蛋白经 10% SDS-PAGE 凝胶电泳后转移至 PVDF
膜。 用 5%脱脂奶粉室温封闭 2 h,加入不同一抗进

行抗体杂交,TBST 洗 3 次,每次 10 min,再加入与一

抗对应种属来源的二抗孵育 2 h,TBST 洗 3 次,每次

10 min,采用全自动化学发光成像分析系统显影,
Image J 软件对条带灰度值进行统计学分析。
1. 9　 铁死亡数据集获取

从 FerrDb V2(http: / / www. zhounan. org / ferrdb /
current / )数据库中下载铁死亡的驱动因子,然后利

用 STRING 数据库( https: / / cn. string-db. org)构建

和分析铁死亡的蛋白质相互作用网络 ( protein-
protein interaction network,PPI)。
1. 10　 统计学分析

所有数据采用 Graphpad Prism 10. 4. 1 软件进

行统计分析和作图。 两组间比较采用独立样本 t 检

验(Student􀆳s t test),三组及以上之间的组间比较采

用单因素方差分析(one-way ANOVA)。 实验数据均

以 x±s 表示。 以 P<0. 05 为差异有统计学意义。

2　 结　 果

2. 1　 AngⅡ诱导白色脂肪细胞铁死亡

通过刺激物诱导分化的方法,本研究成功将

3T3-L1 细胞诱导分化为成熟的白色脂肪细胞(图
1A)。 为了确定 AngⅡ处理白色脂肪细胞的最佳条

件,本研究首先进行了浓度梯度和时间梯度实验。
在浓度梯度实验中,RT-qPCR 实验结果显示 AngⅡ
呈浓度依赖性的方式刺激铁死亡相关因子的 mRNA
水平改变,在浓度为 1 μmol / L 时,这一变化最为显

著,此时,与对照组相比,AngⅡ组 ACSL4 的 mRNA
水平增加 26. 74% (P < 0. 05), SLC7A11、GPX4 和

IRP-1 的 mRNA 水平分别下降 15. 84% 、46. 14% 和

66. 64% (P<0. 01,图 1B ~ 1E)。 在 Western blot 实
验中,本研究得到了相似的结果,AngⅡ处理使铁死

亡相关因子的蛋白水平呈浓度依赖性变化,当浓度

为 1 μmol / L 时,ACSL4 的蛋白水平增加 57. 85%
(P<0. 01),SLC7A11 和 GPX4 的蛋白表达分别下降

58. 76%和 25. 58% (P<0. 01,图 1F ~ 1I)。 由于铁

离子过量蓄积会通过芬顿反应产生大量活性氧(re-
active oxygen species,ROS),从而促进铁死亡的发

生。 因此,本研究检测了白色脂肪细胞内铁离子的

蓄积情况,结果显示,AngⅡ显著刺激了细胞内铁离

子的蓄积,当浓度为 1 μmol / L,铁离子的含量增加

了 72. 40% (P<0. 01,图 1G)。
接着在时间梯度实验中,Western blot 结果显示

白色脂肪细胞中 GPX4 和 SLC7A11 的蛋白表达呈

时间依赖性下降,这一变化截点发生在 48 h,此时,
与对照组相比,两者的蛋白水平分别下降 36. 15%
和 57. 10% (P<0. 01,图 1K ~1N)。 根据这一部分实

验结果,本研究后续选择 1 μmol / L、48 h 作为 AngⅡ
处理白色脂肪细胞的最适条件。

铁死亡过程伴随着 GSH 含量下降和 MMP 的增

加,从而导致线粒体稳态失衡。 为了进一步证实

AngⅡ诱导白色脂肪细胞铁死亡,本研究检测了 GSH
和 MMP 的变化,结果显示,与对照组相比,AngⅡ组

的 GSH 含量下降 47. 50% (P < 0. 01),MMP 下降

26. 62% (P<0. 05,图 2A 和 2B)。 此外,本研究还观

察了添加铁死亡抑制剂(Fer-1)对 AngⅡ刺激的影

响,RT-qPCR 实验结果显示,Fer-1 缓解了 AngⅡ刺激

下的铁死亡,与 AngⅡ组相比,AngⅡ+Fer-1 组的
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IRP-1 和 SLC7A11 的 mRNA 水平分别升高 124. 1%
和 35. 36% (P<0. 01,图 2C 和 2D)。

以上实验结果证实 AngⅡ诱导了白色脂肪细胞

铁死亡。

图 1. AngⅡ诱导白色脂肪细胞铁死亡的浓度和时间梯度实验(n=3)
A 为油红 O 染色观察 3T3-L1 细胞诱导分化为成熟的白色脂肪细胞,左图为未诱导分化的 3T3-L1 细胞,右图为分化成熟的白色脂肪细胞,

Bar=200 μm;B ~ E 为 RT-qPCR 检测 AngⅡ不同浓度处理下白色脂肪细胞中 GPX4、IRP-1、SLC7A11 和 ACSL4 mRNA 表达变化;
F ~ I 为 Western blot 检测 AngⅡ不同浓度处理下白色脂肪细胞中 ACSL4、SLC7A11 和 GPX4 的蛋白表达及其量化分析结果;

J 为白色脂肪细胞的铁含量变化;K ~ N 为 Western blot 检测 AngⅡ处理不同时间白色脂肪细胞中

SLC7A11 和 GPX4 的蛋白表达变化及其量化分析结果。
a 为 P<0. 05,b 为 P<0. 01,与对照组(0 μmol / L AngⅡ或 AngⅡ处理 0 h)比较。

Figure 1. Concentration and time gradient experiment of AngⅡ-induced ferroptosis in white adipocytes(n=3)
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图 2. AngⅡ诱导白色脂肪细胞铁死亡(n=3)
A 为白色脂肪细胞中 GSH 含量变化;B 为白色脂肪细胞中 MMP 变化;C 和 D 为 RT-qPCR 检测加入 Fer-1 后

白色脂肪细胞中 IRP-1 和 SLC7A11 的 mRNA 表达变化。

Figure 2. AngⅡ induces ferroptosis in white adipocytes(n=3)

2. 2　 AngⅡ诱导白色脂肪细胞脂肪因子表达谱

改变

WAT 具有重要的内分泌功能,可分泌 ADPN、
LEP、RETN 和 ITLN1、TNF-α 和白细胞介素 6( inter-
leukin-6,IL-6)等激素和因子,在调节全身代谢、胰
岛素抵抗和与肥胖相关的低度系统性炎症中发挥

作用。 鉴于此,本研究检测了 AngⅡ处理下白色脂

肪细胞的脂肪因子表达变化。 Western blot 结果显

示,与对照组比较,AngⅡ组的抗炎脂肪因子 ADPN
和 ITLN1 的蛋白表达分别下降 12. 53% (P<0. 05)
和 25. 51% (P<0. 01),促炎脂肪因子 IL-6、TNF-α、
LEP 和 RETN 的蛋白表达增加 33. 82% 、104. 10% 、
10. 20%和 37. 82% (P<0. 05,图 3),这提示 AngⅡ
影响了白色脂肪细胞脂肪因子的表达,导致白色脂

肪细胞表达促炎脂肪因子增加,抗炎脂肪因子减少。

图 3. AngⅡ影响白色脂肪细胞的脂肪因子表达(n=3)
Figure 3. AngⅡ affects the adipokine expression of white adipocytes(n=3)
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2. 3　 AngⅡ激活白色脂肪细胞中 p53 / SAT1 信号通路

为了探究 AngⅡ诱导白色脂肪细胞铁死亡的机

制,本课题组通过文献复习发现抑癌基因 p53 与其

靶基因 SAT1 参与铁死亡的发生。 然而,AngⅡ是否

激活 p53 / SAT1 信号通路参与铁死亡尚未可知。 通

过 FerrDb 数据库和 STRING 数据库进行生物信息

分析,结果发现 p53 / SAT1 信号通路与铁死亡密切

相关(图 4A ~4C)。 本研究检测了白色脂肪细胞中

p53 和 SAT1 的蛋白表达,结果显示 AngⅡ显著促进

p53 和 SAT1 的蛋白表达,与对照组比较,分别增加

10. 60%和 50. 30% (P<0. 05,图 4D),表明 AngⅡ诱

导的白色脂肪细胞铁死亡可能与 p53 / SAT1 信号通

路激活有关。

图 4. AngⅡ激活白色脂肪细胞中 p53 / SAT1 信号通路

A 和 B 为 FerrDb 数据库显示 p53 和 SAT1 均促进铁死亡的发生,图中蓝色线表示促进作用,橙色线表示抑制作用。
C 为 PPI 网络分析显示 p53 与 SAT1 的调控关系。 D 为 Western blot 检测白色脂肪细胞中 p53 和 SAT1 的蛋白表达变化(n=3)。

Figure 4. AngⅡ activates the p53 / SAT1 signaling pathway in white adipocytes
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2. 4　 AngⅡ激活 p53 / SAT1 信号通路诱导白色脂肪

细胞铁死亡和脂肪因子表达改变

为了明确 p53 / SAT1 信号通路在 AngⅡ诱导的

白色脂肪细胞铁死亡中的作用,采用 p53 抑制剂

PFT-α 处理白色脂肪细胞。 Western blot 结果显示,
PFT-α 显著抑制了 p53 和 SAT1 的表达,与 AngⅡ组

相比,AngⅡ+PFT-α 组的 p53 和 SAT1 的蛋白表达

分别降低了 70. 90% 和 53. 18% (P<0. 01,图 5A)。
在 Western blot 结果中,本研究发现 PFT-α 显著改

善了 AngⅡ诱导的白色脂肪细胞铁死亡,与 AngⅡ

组相比,AngⅡ+PFT-α 组的 SLC7A11 和 GPX4 蛋白

表达分别上升 100. 9% 和 17. 07% ( P < 0. 01 ),
ACSL4 蛋白表达下降 53. 86% (P<0. 01,图 5B)。 同

时,PFT-α 还改善了白色脂肪细胞的脂肪因子表达

谱,与 AngⅡ组相比,AngⅡ+PFT-α 组的 ADPN 蛋白

表达上升 62. 25% (P<0. 01),TNF-α、LEP 和 RETN
蛋白表达分别下降 17. 56% 、30. 18% 和 16. 45%
(P<0. 05,图 5C)。 以上结果证实 AngⅡ通过激活

p53 / SAT1 信号通路诱导白色脂肪细胞铁死亡,并改

变其脂肪因子的表达。

图 5. AngⅡ激活 p53 / SAT1 信号通路诱导白色脂肪细胞铁死亡和脂肪因子表达改变(n=3)
A 为 Western blot 检测加入 PFT-α 后白色脂肪细胞中 p53 和 SAT1 的蛋白表达及其量化分析;

B 为 Western blot 检测加入 PFT-α 后白色脂肪细胞中 ACSL4、SLC7A11 和 GPX4 蛋白表达及其量化分析;
C 为 Western blot 检测加入 PFT-α 后白色脂肪细胞中脂肪因子的蛋白表达及其量化分析。

Figure 5. AngⅡ activates p53 / SAT1 signaling pathway to induce ferroptosis and adipokine expression
changes in white adipocytes(n=3)
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3　 讨　 论

铁死亡与多种分子、酶以及细胞功能密切相

关,特别是与抗氧化系统、铁代谢和脂肪酸代谢之

间的交互作用。 GSH 是维持细胞内抗氧化环境的

关键物质,能够提供电子,帮助 GPX4 还原脂质过氧

化物,GSH 水平下降会使抗氧化防御失效,从而促

进铁死亡[11]。 SLC7A11 是一种氨基酸转运蛋白,主
要负责谷氨酸的摄取和半胱氨酸的排出。 而半胱

氨酸是合成 GSH 的前体,因此,SLC7A11 对 GSH 合

成至关重要。 当 SLC7A11 的表达下降或功能失常

时,细胞内的半胱氨酸供应减少,从而导致 GSH 的

合成受限,抗氧化能力降低,促进铁死亡的发生[12]。
铁稳态失衡是铁死亡发生的主要机制之一,IRP-1
作为一种铁代谢调控蛋白,在铁的稳态调节中发挥

重要作用,它通过与铁调节元素( iron regulating ele-
ment,IRE)结合,调节铁代谢相关基因的表达,如转

铁蛋白受体 1(transferrin receptor 1,TFR1)和铁硫蛋

白(ferritin) [13]。 因此,IRP-1 在铁死亡中的作用是

通过调节铁的代谢来影响铁死亡的发生。 上述这

些分子之间相互作用,影响细胞的氧化还原状态、
铁代谢以及脂肪酸代谢,从而共同调控铁死亡的发

生。 在细胞功能层面,铁死亡的发生通常伴随着

MMP 的丧失。 铁和过量的 ROS 会损伤线粒体膜,
导致膜电位下降。 膜电位的丧失不仅破坏了 ATP
合成和细胞的能量供应,还进一步促进氧化应激和

脂质过氧化物的积累,从而推动铁死亡的发生[14]。
本研究发现,在体外利用 AngⅡ处理 3T3-L1 诱导而

来的白色脂肪细胞后,细胞内的 GPX4、 IRP-1 和

SLC7A11 表达水平以及 GSH 含量和 MMP 水平均显

著下调,ACSL4 的表达水平显著上调,且在加入 Fer-1
之后,其铁死亡水平得到了部分缓解,提示 AngⅡ诱

导了白色脂肪细胞的铁死亡,这可能为 AngⅡ参与

肥胖的发生和进展提供了新的研究视角。
除了储能和保温作用外,WAT 还是体内重要的

内分泌器官,分泌的 ADPN、LEP 和 RETN 等脂肪因

子,可参与调节胰岛素敏感性、代谢、炎症等重要生

理过程[15]。 例如,ADPN 是 WAT 分泌的主要脂肪

因子,具有提高胰岛素敏感性和抗炎特性,能够减

少动脉粥样硬化和 2 型糖尿病的发生风险。 RETN
被认为在胰岛素抗性中发挥重要作用,通过干扰胰

岛素信号传导路径,降低胰岛素的敏感性,增加血

糖水平。 RETN 还可以通过促进炎症因子的分泌

(如 TNF-α、IL-6)进一步加速代谢疾病的进展。 在

肥胖个体中,RETN 水平通常升高,可能与肥胖相关

的代谢异常和心血管疾病有关。 LEP 是由脂肪细

胞分泌的激素,尤其在 WAT 中大量合成。 LEP 通

过作用于下丘脑,调节食欲和能量平衡。 当体内脂

肪储存充足时,LEP 水平升高,抑制食欲并增加能

量消耗;反之,则刺激食欲[15]。 本研究发现,AngⅡ
改变了白色脂肪细胞的脂肪因子表达谱,使抗炎脂

肪因子 ADPN 和 ITLN1 表达降低,促炎脂肪因子

LEP、RETN、TNF-α 和 IL-6 表达升高。
在观察到 AngⅡ诱导白色脂肪细胞的铁死亡

后,其背后的分子机制亦值得让人深究。 p53 是一

种肿瘤抑制基因,通常与细胞周期、DNA 修复、凋亡

和衰老等生物学过程相关。 近年来的研究发现,
p53 也与铁死亡有着密切的联系[16]。 p53 上调可以

通过 SAT1 的激活,增加脂质过氧化和铁的积累,从
而促进铁死亡的发生[17]。 在抗肿瘤治疗中,调控

p53 诱导铁死亡来抑制肿瘤细胞的存活已成为一种

有效的策略[18]。 在神经退行性疾病和肝脏损伤等

疾病中,铁死亡的异常激活也可能与 p53 和 SAT1
的功能失调相关[19]。 因此,研究这两个因子的活

动,可能为挖掘铁死亡的机制提供思路。 本研究检

测了 AngⅡ诱导下的白色脂肪细胞内 p53 和 SAT1
的蛋白表达,结果显示两者的表达水平均升高。 在

加入 PFT-α 后,细胞内 p53 和 SAT1 的蛋白表达下

调,细胞内铁死亡水平和脂肪因子表达得到了改

善,这表明 AngⅡ通过激活 p53 / SAT1 信号通路诱导

白色脂肪细胞铁死亡和脂肪因子表达谱改变。
综上所述,本研究结果表明 AngⅡ通过激活

p53 / SAT1 信号通路诱导白色脂肪细胞铁死亡,为
AngⅡ参与肥胖和其相关的代谢性疾病提供了新的

研究视角。
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