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摘  要 

目的：探讨P62-Keap1-NRF2通路介导铁死亡在慢性肝衰竭中的作用，并观察铁死亡抑制剂Ferrostatin-
1的干预效应。方法：体外实验采用BRL3A大鼠肝细胞，分为对照组、CCl4模型组(2.5 μmol/L, 12 h)和
Fer-1干预组(10 μmol/L)。CCK-8法筛选最佳造模条件，免疫荧光检测细胞内Fe2+和活性氧(ROS)，生化

法检测丙二醛(MDA)，qPCR和Western blot检测P62、Keap1、NRF2的mRNA及蛋白表达。体内实验采

用SD大鼠，随机分为对照组、CLF模型组(50% CCl4橄榄油腹腔注射22周)和Fer-1干预组(造模后另使用

尾静脉注射Fer-1共2周)。HE及Masson染色观察肝组织病理变化，qPCR和Western blot检测肝组织中上

述指标。结果：CCK-8确定2.5 μmol/L CCl4处理12 h为最佳造模条件。体外实验显示，与对照组相比，

模型组细胞内Fe2+、ROS、MDA水平显著升高(均P < 0.05)，P62和NRF2的mRNA及蛋白表达降低，Keap1
表达升高(均P < 0.05)；Fer-1干预可显著逆转上述变化(均P < 0.05)。体内实验显示，模型组大鼠肝组织

出现典型假小叶、胶原沉积及坏死，P62和NRF2表达下降，Keap1表达升高；Fer-1干预可减轻病理损伤，

恢复通路分子表达(均P < 0.05)。结论：铁死亡在CLF中发挥重要作用，P62-Keap1-NRF2通路是其关键

调控轴，Fer-1可通过恢复该通路稳态逆转铁死亡效应，为CLF的靶向治疗提供了新思路。 
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Abstract 
Objective: To investigate the role of the P62-Keap1-NRF2 pathway in mediating ferroptosis in chronic 
liver failure (CLF) and to observe the interventional effect of the ferroptosis inhibitor Ferrostatin-1 
(Fer-1). Methods: For in vitro experiments, BRL3A rat hepatocytes were divided into control group, 
CCl4 model group (2.5 μmol/L, 12 h) and Fer-1 intervention group (10 μmol/L). The optimal modeling 
conditions were determined by CCK-8 assay. Intracellular Fe2+ and reactive oxygen species (ROS) 
levels were detected by immunofluorescence, malondialdehyde (MDA) content was measured by bi-
ochemical assay, and the mRNA and protein expression levels of P62, Keap1, and NRF2 were detected 
by qPCR and Western blot, respectively. For in vivo experiments, SD rats were randomly divided into 
control group, CLF model group (intraperitoneal injection of 50% CCl4 in olive oil for 22 weeks), and 
Fer-1 intervention group (tail vein injection of Fer-1 for an additional 2 weeks after modeling). Liver 
histopathological changes were observed by HE and Masson staining, and the above indicators in 
liver tissues were detected by qPCR and Western blot. Results CCK-8 assay determined that treat-
ment with 2.5 μmol/L CCl4 for 12 h was the optimal modeling condition. In vitro experiments showed 
that compared with the control group, the model group exhibited significantly elevated levels of in-
tracellular Fe2+, ROS, and MDA (all P < 0.05), decreased mRNA and protein expression of P62 and NRF2, 
and increased expression of Keap1 (all P < 0.05). Fer-1 intervention significantly reversed these 
changes (all P < 0.05). In vivo experiments showed that the liver tissues of rats in the model group 
displayed typical pseudolobule formation, collagen deposition and necrosis, with decreased expres-
sion of P62 and NRF2 and increased expression of Keap1. Fer-1 intervention alleviated the patholog-
ical damage and restored the expression of pathway molecules (all P < 0.05). Conclusion: Ferroptosis 
plays an important role in CLF, and the P62-Keap1-NRF2 pathway is a key regulatory axis. Fer-1 can 
reverse the ferroptosis effect by restoring the homeostatic function of this pathway, providing a new 
strategy for targeted therapy of CLF. 
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1. 前言 

慢性肝衰竭(chronic liver failure, CLF)是各类慢性肝病进展至终末期的严重综合征，以广泛肝细胞

坏死、肝功能失代偿和多器官功能障碍为特征，临床表现为在肝硬化基础上缓慢且持续出现的顽固性

腹水、高度黄疸及严重凝血功能障碍等一系列标志性症候群，CLF 患者病死率高，针对性治疗手段有
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限[1]。 
铁死亡(ferroptosis)是一种铁依赖性的程序性细胞死亡，其核心机制涉及铁代谢紊乱、脂质过氧化爆

发及抗氧化防御系统失效[2]。与凋亡、坏死性凋亡、焦亡等其他细胞死亡形式不同，铁死亡在形态、生

化及遗传调控方面均表现出独特特征。铁死亡的启动与演进是铁代谢异常、脂质过氧化连锁反应以及抗

氧化系统功能耗竭三者协同进展作用的结果，Ferrostatin-1 作为亲脂性自由基捕获抗氧化剂，可通过捕获

脂质过氧化自由基有效阻断铁死亡。 
研究表明，铁死亡参与酒精性肝病、非酒精性脂肪性肝病、肝纤维化和肝癌等多种肝脏疾病发生发

展[3] [4]。P62-Keap1-NRF2 通路是细胞抗氧化应激的核心防御系统，P62 作为自噬接头蛋白可竞争性结

合 Keap1，促进 NRF2 核转位并启动下游抗氧化基因(HO-1、NQO1 等)转录，从而抑制铁死亡[5]-[7]，然

而该通路在慢性肝衰竭中的作用尚不明确。本研究以大鼠原代肝细胞及 SPF 级 SD 大鼠作为研究对象，

通过四氯化碳(CCl4)刺激模拟慢性肝衰竭模型、Fer-1 构建铁死亡抑制剂干预模型，观察细胞层面及动物

个体产生的影响，检测铁死亡的特征性指标，旨在探究基于铁死亡的 P62-Keap1-NRF2 通路在慢性肝衰

竭中的作用机制，为 CLF 的临床治疗提供新的潜在靶点和理论依据。 

2. 材料与方法 

2.1. 实验材料 

2.1.1. 细胞与动物 
大鼠正常肝细胞株 BRL3A 购自南宁友辰生物科技有限公司。SPF 级 SD 雄性大鼠 60 只，体质量(200 

± 50) g，6~8 周龄，购自湖南长沙市天勤生物技术有限公司【SCXK(湘)2022-0011】，饲养于广西中医药

大学科学实验中心【SYXK(桂)2019-0001】。饲养环境：室内温度控制在 20℃~25℃，相对湿度控制在

50%~60%，12 h 光照昼夜交替，自由进食，常规饲料饲养。 

2.1.2. 主要试剂及厂商 
CCl4、Ferrostatin-1 (Selleck)；CCK-8 试剂盒(Biosharp)；Fe/ROS 双荧光检测试剂盒(碧云天)；MDA

检测试剂盒(碧云天)；Trizol 试剂(Invitrogen)；逆转录及 qPCR 试剂盒(PrimeScript/Takara)；P62、Keap1、
NRF2 及 β-actin 抗体(Affinity)；RIPA 裂解液、BCA 试剂盒(索莱宝)。 

2.2. 实验方法 

2.2.1. 细胞培养、分组及处理 
BRL3A 细胞培养于含 10%胎牛血清、1%青霉素–链霉素的 MEM 培养基，37℃、5% CO2培养箱内

培养。取对数生长期细胞，分为三组：对照组(Control 组，常规培养)、CLF 模型组(Model 组，2.5 μmol/L 
CCl4 处理 12 h)、Fer-1 干预组(Fer-1 组，10 μmol/L Fer-1 预处理 2 h，再加入 2.5 μmol/L CCl4 共处理 12 
h)。每组设 3 个复孔，实验独立重复 3 次。 

2.2.2. CCK-8 法筛选 CCl4最佳浓度和时间 
将 BRL3A 细胞以 3 × 103个/孔接种 96 孔板，培养 24 h 后加入含不同浓度 CCl4 (0, 0.75, 1.5, 2.5, 5.0, 

7.5 μmol/L)的培养基，分别处理 12 h 和 24 h。每孔加入 10 μL CCK-8 溶液，孵育 2 h，酶标仪测定 450 nm
吸光度，计算细胞增殖抑制率。 

2.2.3. 双免疫荧光检测细胞内 Fe2+和活性氧(Reactive Oxygen Species, ROS)含量 
多孔细胞板爬片经处理后，加入试剂盒复合染液体系，37℃避光孵育 2 小时，孵育结束后使用 PBS

洗涤、DAPI 染核，荧光显微镜观察相应细胞内 Fe2+和 ROS 荧光情况并采集图像，ImageJ 分析平均荧光
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强度。 

2.2.4. 细胞脂质过氧化物(Malondialdehyde, MDA)含量测定 
收集细胞，RIPA 裂解液裂解，BCA 法测定蛋白浓度。按 MDA 检测试剂盒说明书，取蛋白上清液加

入 TBA 工作液，100℃加热 15 min，冷却后离心，取上清于 532 nm 测吸光度，计算 MDA 含量(μmol/mg
蛋白)。 

2.2.5. 细胞 qPCR 检测基因表达 
Trizol 法提取总 RNA，逆转录合成 cDNA。采用 TB Green 法进行 qPCR，以 β-actin 为内参，2^-ΔΔCt

法计算相对表达量。内参基因及目的基因引物序列见表 1： 
 
Table 1. PCR primer sequences 
表 1. PCR 引物序列 

Primer name Forward (5’ to 3’) Reward (5’ to 3’) 

β-actin AGATCAAGATCATTGCTCCTCCTG CAGCTCAGTAACAGTCCGCC 

P62 AAGAGCGGGTACTGATCCCTG CCACCCTTGCGCAACTCTTC 

Keap1 TCTACATGCACTTCGGGGAG GCATGGAACACCTCGGACTC 

NRF2 CCCACATTCCCAAACAAGATGC GAATATCCAGGGCAAGCGAC 

2.2.6. 细胞 Western Blot 检测蛋白表达 
RIPA 裂解液提取总蛋白，BCA 定量。SDS-PAGE 电泳，转 PVDF 膜，5%脱脂奶粉封闭，一抗(P62、

Keap1、NRF2、β-actin，稀释比 1:2000) 4℃孵育过夜，二抗室温孵育 1 h，ECL 显影，ImageJ 分析条带灰

度值。 

2.2.7. 动物模型构建及分组 
60 只 SD 大鼠适应性喂养 1 周后，随机分为 3 组(每组 20 只)：对照组(腹腔注射等体积生理盐水)；

CLF 模型组(腹腔注射 50% CCl4橄榄油混合溶液，1.5 mL/kg，每周 2 次，连续 22 周)；Fer-1 干预组(同模

型组造模 22 周后，尾静脉注射 Fer-1 1 mg/kg，每周 2 次，再连续 2 周)。第 24 周末处死大鼠，采集肝脏

标本。 

2.2.8. 动物肝脏病理学检查 
肝组织 4%多聚甲醛固定，石蜡包埋，切片(4~5 μm)。HE 染色观察肝组织结构，Masson 染色观察胶

原沉积。光学显微镜下拍照，每张切片随机选取 5 个高倍视野(×200 或×400)进行图像采集。 

2.2.9. 动物组织 qPCR 和 Western Blot 
取肝组织约 50 mg，Trizol 法提取 RNA 或 RIPA 裂解液提取蛋白，qPCR 和 Western blot 步骤同 2.2.5

和 2.2.6。 

2.2.10. 统计学处理 
采用 SPSS 26.0 软件，计量资料以均值 ± 标准差( x s± )表示。在开展组间比较之前首先采用 Shapiro-

Wilk 检验评估各组数据的正态分布情况，并利用 Levene 检验判断方差是否齐性。若数据满足正态分布且

方差齐，则选用参数检验方法；若数据不满足正态分布或方差不齐，则采用相应的非参数检验方法。多

组间比较采用单因素方差分析，对照组、Fer-1 组与模型组相比较采用 LSD-t 检验。P < 0.05 差异有统计

学意义。 
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3. 结果 

3.1. CCK-8 法确定 CCl4最佳造模条件 

CCK-8 结果显示(见表 2)，在 12 h 干预时间点，CCl4浓度 ≥ 2.5 μmol/L 时细胞增殖抑制率显著升高，

结果有统计学差异(P < 0.001)，且呈浓度依赖性。2.5 μmol/L CCl4处理 12 h 的抑制率约为 45%~50%，细

胞形态出现铁死亡特征性改变(细胞变圆、漂浮)，适合后续干预实验。因此选用 2.5 μmol/L CCl4处理 12 
h 作为最佳造模条件。 
 
Table 2. Proliferation inhibition rate of BRL3A cells treated with different doses of CCl4 for different durations ( x s± , n = 
6) 
表 2. CCl4不同剂量不同时间处理 BRL3A 细胞的增殖抑制率( x s± , n = 6) 

组别 CCl4浓度(μmol/L) 12 h% 24 h% 

对照组 0 0.00 ± 0.006 0.00 ± 0.005 

CCl4 0.75 μm 0.75 2.97 ± 0. 57 72.58 ± 0.37*** 

CCl4 1.5 μm 1.5 2.84 ± 0. 43 83.36 ± 0.07*** 

CCl4 2.5 μm 2.5 39.67 ± 0.46*** 88.18 ± 0.25*** 

CCl4 5.0 μm 5.0 87.59 ± 0.49*** 91.64 ± 0.04*** 

CCl4 7.5 μm 7.5 90.63 ± 0.41*** 94.83 ± 0.29*** 

注：***P < 0.001，vs 对照组。 

3.2. Fer-1 降低 CCl4诱导的肝细胞内 Fe2+、ROS 和 MDA 水平 

免疫荧光及 MDA 检测结果(见图 1、图 2、表 3)显示，与对照组相比，模型组细胞内 Fe2+、ROS 和

MDA 含量均显著升高，结果有统计学差异(P < 0.05)。与模型组相比，Fer-1 干预后 Fe2+、ROS 和 MDA
水平显著降低，结果有统计学差异(P < 0.05)，且恢复至接近对照组水平。 
 

 
Figure 1. Determination of ROS and Fe levels, as ferroptosis-related cytokines, in cells of the control group, CLF model group, 
and Fer-1 group using dual immunofluorescence staining combined with DAPI staining (n = 3) 
图 1. 双免疫荧光染色及 DAPI 染色检测 CLF 模型组、Fer-1 组细胞与对照组细胞中铁死亡特征细胞因子 ROS、Fe 的

含量(n = 3) 
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注：* P < 0.05，vs 模型组。 

Figure 2. Statistical analysis of liver cell quantified mean fluorescence intensity data 
图 2. 肝细胞平均荧光强度量化数据统计分析图 

 
Table 3. Effects of the ferroptosis inhibitor Fer-1 on the levels of ferroptosis-related cytokines Fe, ROS, and MDA in hepato-
cytes ( x s± , n = 6) 
表 3. 铁死亡抑制剂 Fer-1 对肝细胞中铁死亡特征细胞因子 Fe、ROS、MDA 含量的影响( x s± , n = 6) 

组别 Fe2+/(μmol/mg protein) ROS/(μmol/mg protein) MDA/(μmol/mg protein) 

对照组 1.00 ± 0.18 1.00 ± 0.19 10.56 ± 1.60 

模型组 1.79 ± 0.32* 1.80 ± 0.31* 18.88 ± 1.76* 

Fer-1 组 1.22 ± 0.03△ 1.24 ± 0.04△ 13.78 ± 1.90△ 

注：*P < 0.05，vs 对照组；△P < 0.05，vs 模型组。 

3.3. Fer-1 调控 BRL3A 细胞中 P62-Keap1-NRF2 通路的基因和蛋白表达 

qPCR 检测结果(见表 4、图 3)显示，与对照组相比，模型组 P62 和 NRF2 mRNA 表达显著降低，Keap1 
mRNA 表达显著升高，结果有统计学差异(P < 0.05)；Fer-1 干预后，P62 和 NRF2 表达回升，Keap1 表达

下降，结果有统计学差异(P < 0.05)，但与对照组无显著差异(P > 0.05)。Western blot 结果(见表 5、图 4、
图 5)与 qPCR 趋势一致。 
 
Table 4. Effects of the ferroptosis inhibitor on gene expression levels of the P62-Keap1-NRF2 pathway in hepatocytes ( x s± , 
n = 3) 
表 4. 铁死亡抑制剂对肝细胞 P62-Keap1-NRF2 通路基因水平的影响( x s± , n = 3) 

组别 P62 (Relative Expression) Keap1 (Relative Expression) NRF2 (Relative Expression) 

对照组 1.00 ± 0.11 0.52 ± 0.12 1.03 ± 0.27 

模型组 0.65 ± 0.15*** 1.00 ± 0.14*** 0.50 ± 0.15*** 

Fer-1 组 0.82 ± 0.18△ 0.799 ± 0.38△ 0.81 ± 0.04△ 

注：*P < 0.05，vs 对照组，***P < 0.001，vs 对照组；△P < 0.05，vs 模型组。 
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注：*P < 0.05，vs 模型组，***P < 0.001，vs 模型组。 

Figure 3. Statistical analysis of liver cell qPCR quantification data 
图 3. 肝细胞 qPCR 量化数据统计分析图 

 
Table 5. Effects of the ferroptosis inhibitor on protein expression levels of the P62-Keap1-NRF2 pathway in hepatocytes 
( x s± , n = 3) 
表 5. 铁死亡抑制剂对肝细胞 P62-Keap1-NRF2 通路蛋白水平的影响( x s± , n = 3) 

组别 P62 (Relative Expression) Keap1 (Relative Expression) NRF2 (Relative Expression) 

对照组 0.93 ± 0.52 0.40 ± 0.12 0.91 ± 0.03 

模型组 0.37 ± 0.07*** 0.99 ± 0.03*** 0.39 ± 0.06*** 

Fer-1 组 0.64 ± 0.13△ 0.71 ± 0.07△ 0.65 ± 0.08△ 

注：*P < 0.05，vs 对照组，***P < 0.001，vs 对照组；△P < 0.05，vs 模型组。 
 

 
Figure 4. Effect of ferroptosis inhibitor on protein levels of the P62-
Keap1-NRF2 pathway in liver cell (n = 3) 
图 4. 铁死亡抑制剂对肝细胞 P62-Keap1-NRF2 通路蛋白水平的

影响(n = 3) 
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Figure 5. Statistical analysis of liver cell quantified band intensity data 
图 5. 肝细胞条带灰度值量化数据统计分析图 

3.4. Fer-1 减轻 CLF 模型大鼠肝脏病理损伤 

HE 染色(见图 6)显示，对照组大鼠肝小叶结构完整，肝细胞索排列整齐；模型组出现广泛假小叶形

成、肝细胞气球样变、点片状坏死及炎性细胞浸润；Fer-1 组肝组织损伤明显减轻，坏死灶减少，肝细胞

排列较规则。Masson 染色(见图 7)显示，模型组汇管区及小叶内大量蓝色胶原沉积，形成纤维间隔；Fer-
1 组胶原沉积显著减少。表明 Fer-1 可减轻 CCl4诱导的肝纤维化和坏死。 
 

 
Figure 6. Evaluation of pathomorphological changes in rat liver tissue by HE staining 
图 6. HE 染色评估大鼠肝组织病理形态学变化 
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Figure 7. Observation of hepatic fibrosis deposition by Masson staining 
图 7. Masson 染色观察肝纤维沉积情况 

3.5. Fer-1 调控 CLF 大鼠肝脏 P62-Keap1-NRF2 通路的基因和蛋白表达 

qPCR 结果(见表 6)显示，与对照组相比，模型组肝组织中 P62 和 NRF2 的 mRNA 表达降低、Keap1
表达升高，结果有统计学差异(P < 0.05)；Fer-1 干预后上述指标显著改善，结果有统计学差异(P < 0.05)。
Western blot 结果(见表 7、图 8~10)同样证实模型组 P62 和 NRF2 蛋白表达下降、Keap1 蛋白表达上升，

Fer-1 可恢复其表达水平，结果有统计学差异(P < 0.05)，同时结果与体外实验一致。 
 
Table 6. Effects of the ferroptosis inhibitor on gene expression levels of the P62-Keap1-NRF2 pathway in rat liver ( x s± , n 
= 3) 
表 6. 铁死亡抑制剂对大鼠肝脏 P62-Keap1-NRF2 通路基因水平的影响( x s± , n = 3) 

组别 P62 (Relative Expression) Keap1 (Relative Expression) NRF2 (Relative Expression) 

对照组 1.00 ± 0.12 0.54 ± 0.15 1.02 ± 0.24 

模型组 0.65 ± 0.14*** 1.03 ± 0.15*** 0.52 ± 0.16*** 

Fer-1 组 0.82 ± 0.12△ 0.80 ± 0.34△ 0.82 ± 0.10△ 

注：*P < 0.05, vs 对照组，***P < 0.001，vs 对照组；△P < 0.05，vs 模型组。 
 
Table 7. Effects of the ferroptosis inhibitor on protein expression levels of the P62-Keap1-NRF2 pathway in rat liver ( x s± , 
n = 3) 
表 7. 铁死亡抑制剂对大鼠肝脏 P62-Keap1-NRF2 通路蛋白水平的影响( x s± , n = 3) 

组别 P62 (Relative Expression) Keap1 (Relative Expression) NRF2 (Relative Expression) 

对照组 0.99 ± 0.08 0.34 ± 0.12 0.94 ± 0.98 

模型组 0.31 ± 0.06*** 0.99 ± 0.04*** 0.58 ± 0.06* 

Fer-1 组 0.54 ± 0.12△ 0.66 ± 0.09△ 0.88 ± 0.10△ 

注：*P < 0.05，vs 对照组，***P < 0.001，vs 对照组；△P < 0.05，vs 模型组。 
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Figure 8. Statistical analysis of liver qPCR quantification data 
图 8. 肝脏 qPCR 量化数据统计分析 

 

 
Figure 9. Effect of ferroptosis inhibitor on protein levels of the P62-Keap1-NRF2 pathway in rat liver (n = 3) 
图 9. 铁死亡抑制剂对大鼠肝脏 P62-Keap1-NRF2 通路蛋白水平的影响(n = 3) 

 

 
注：*P < 0.05，vs 模型组，*** P < 0.001，vs 模型组。 

Figure 10. Statistical analysis of liver quantified band intensity data 
图 10. 肝脏条带灰度值量化数据统计分析图 
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4. 讨论 

本研究通过构建 CCl4诱导的 CLF 细胞模型和大鼠模型，系统探讨了 P62-Keap1-NRF2 通路介导铁死

亡在 CLF 中的作用机制，并观察了铁死亡特异性抑制剂 Fer-1 的干预效应。研究主要发现：① CLF 模型

组细胞内 Fe2+、ROS 及 MDA 水平显著升高，呈现明显铁死亡特征；② 模型组 P62 和 NRF2 的 mRNA
及蛋白表达水平显著降低，Keap1 表达水平显著升高；③ Fer-1 干预可有效逆转上述指标变化，减轻肝

组织病理损伤，恢复通路分子表达水平。这些结果表明，铁死亡在 CLF 发生发展中发挥重要病理作用，

P62-Keap1-NRF2 通路是其关键调控信号轴，Fer-1 可通过恢复该通路稳态功能而抑制铁死亡，为 CLF 的

治疗提供了新的实验依据。 
铁死亡作为一种铁依赖性的程序性细胞死亡方式，其核心机制在于细胞内铁过载通过芬顿反应催化

ROS 大量生成，进而攻击膜磷脂中的多不饱和脂肪酸(polyunsaturated fatty acids, PUFAs)，引发脂质过氧

化链式反应，最终导致细胞膜破裂[3] [8]。本研究中，模型组细胞内 Fe2+、ROS 及 MDA 水平均显著升

高，与文献报道的铁死亡生化特征一致[9]。值得注意的是，在 CLF 大鼠模型中，Masson 染色显示大量

胶原纤维沉积及假小叶形成，表明 CCl4 诱导可部分模拟人类 CLF 的肝纤维化和肝硬化病理进程。Fer-1
干预后，铁死亡相关通路指标显著下降、肝纤维化和坏死程度明显减轻，提示铁死亡是 CLF 肝损伤的重

要驱动因素，抑制铁死亡可有效延缓疾病进展。 
P62-Keap1-NRF2 通路是细胞抗氧化应激的核心防御系统。在正常生理条件下，NRF2 与 Keap1 结合

并被泛素化降解，维持较低的基础活性。当细胞受到氧化应激刺激时，Keap1 半胱氨酸残基发生构象改

变，NRF2 得以稳定并转位入核，启动下游血红素加氧酶 1 (heme oxygenase, HO-1)、NAD(P)H:醌氧化还

原酶 1(NAD(P)H:quinone oxidoreductase 1, NQO1)、谷氨酸–半胱氨酸连接酶催化亚基(Glutamate-Cysteine 
Ligase Catalytic Subunit, GCLC)等抗氧化基因的转录，增强细胞对氧化损伤的抵抗能力[5] [10]。P62 作为

选择性自噬接头蛋白，可通过其 KIR 结构域竞争性结合 Keap1，从而阻止 Keap1 介导的 NRF2 降解，进

一步激活该通路[11]。本研究发现，在 CLF 细胞和大鼠模型中，P62 和 NRF2 的表达均显著下调，而 Keap1
表达上调，同时上述通路分子的表达变化与铁死亡关键指标之间存在显著的相关性，在细胞实验中，模

型组 P62 和 NRF2 mRNA 表达分别降至对照组的 65%和 50%，Keap1 表达升高至对照组的近 2 倍(见表

4)，同时 Fe2+、ROS 和 MDA 水平分别升高至对照组的 1.79 倍、1.80 倍和 1.79 倍(见表 3)。在大鼠肝脏中

也呈现一致趋势：模型组 P62 和 NRF2 蛋白表达分别降至对照组的 31%和 62%，Keap1 升高至对照组的

2.9 倍(见表 7)，而肝组织出现典型纤维化和坏死。经 Fer-1 干预后，上述通路分子和铁死亡指标均同步显

著逆转(均 P < 0.05)。这种同步变化提示，在 CLF 病理进程中，P62-Keap1-NRF2 通路的功能抑制(P62↓, 
NRF2↓, Keap1↑)与铁死亡的激活(Fe2+, ROS, MDA↑)高度关联，通路失代偿可能是铁死亡发生的重要上游

事件。这一现象与 P62-Keap1-NRF2 通路在应激条件下的经典激活模式相悖，主要考虑 CLF 是一个长期、

慢性的肝损伤过程，在疾病早期或轻度损伤时，细胞可通过上调 P62 和 NRF2 发挥代偿性保护作用；然

而，当损伤因素持续存在且强度超过代偿能力时，抗氧化系统逐渐耗竭，导致 P62 和 NRF2 表达下降、

Keap1 积累，通路功能失代偿，进而促进铁死亡的发生，这种“早期保护–晚期失代偿”的双重作用模式

在其他慢性肝病研究中亦有报道[12] [13]，为本研究提供了一定程度的支持，同时本研究检测的是造模至

CLF 成型后的终末期样本，正处于失代偿阶段，因此观察到了 P62 和 NRF2 的下调。 
Fer-1 是经典的铁死亡抑制剂，属于亲脂性自由基捕获抗氧化剂(radical-Trapping Antioxidants, RTA)，

其核心机制在于捕获脂质过氧化自由基、中断过氧化链式反应，从而阻断铁死亡[14] [15]。本研究中，Fer-
1 干预不仅显著降低了 Fe2+、ROS 和 MDA 水平，还逆转了 P62 和 NRF2 的下调以及 Keap1 的上调，使

通路分子表达恢复至接近正常水平。这表明 Fer-1 可能通过以下两种方式发挥作用：一是直接捕获脂质过
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氧化自由基，减少氧化应激对细胞造成的损伤；二是通过减轻氧化应激负担，间接恢复 P62-Keap1-NRF2
通路的转录活性，从而修复抗氧化防御系统[16]。已有研究证实，Fer-1 可通过调控谷胱甘肽过氧化物酶

4 (glutathione peroxidase 4,GPX4)–谷胱甘肽(glutathione, GSH)系统及铁代谢相关蛋白发挥保护作用[17] 
[18]。本研究进一步揭示了 Fer-1 对 P62-Keap1-NRF2 通路的调控作用，为其抗铁死亡机制提供了新的视

角。 
虽然本研究通过研究细胞和动物实验体系探讨了 P62-Keap1-NRF2 通路介导铁死亡在慢性肝衰竭中

的作用机制并取得了一定成果，仍存在一定局限性。首先，动物模型采用 CCl4化学诱导，与临床 CLF 的

多病因(如病毒性肝炎、酒精、代谢综合征)存在差异，未来可采用胆管结扎、高脂饮食联合低剂量 CCl4等

多种模型进行交叉验证。其次，本研究主要基于相关性分析，未采用基因敲除或过表达技术对 P62、Keap1、
NRF2 进行功能验证，后续可利用肝细胞特异性 P62 或 NRF2 敲除小鼠进一步明确其因果作用。第三，铁

死亡的确切证据尚需补充透射电镜观察线粒体超微结构(如线粒体皱缩、嵴减少)及检测 GPX4、溶质载体

家族 7 成员 11 (轻链亚基) (Solute carrier family 7 member 11 xCT, SLC7A11/xCT)、酰基辅酶 A 合成酶长

链家族成员 4 (Acyl-CoA synthetase long-chain family member 4, ACSL4)等特异性标志物[19] [20]。第四，

缺乏临床样本验证，后续应收集 CLF 患者血清及肝组织，检测上述分子表达及其与疾病预后的关系。 

5. 结论 

综上所述，本研究证明了铁死亡参与 CLF 发生发展过程，阐明了 P62-Keap1-NRF2 通路是调控 CLF
铁死亡的重要信号轴，并揭示了 Fer-1 可通过恢复该通路稳态功能部分逆转铁死亡效应。这些发现为深入

理解 CLF 的发病机制提供了新的理论依据，也为靶向 P62-Keap1-NRF2 通路及铁死亡治疗 CLF 提供了新

的策略。未来研究应聚焦于深入解析该通路的上下游调控网络，并推动基础研究成果向临床转化。 
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