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【摘要】 目的　 探讨限时进食(TRF)对脂多糖(LPS)诱导的小鼠心肌损伤的影响。 方法　 将小鼠从 6 周龄开始随机分为正常

喂养(NF)组和 TRF 组,喂养 4 周后,于建模前将小鼠随机分为 4 组,NF+磷酸盐缓冲液( PBS)组(n = 6)、TRF+PBS 组(n = 6)、NF+
LPS 组(n= 10)、TRF+LPS 组(n= 10),前两组小鼠给予腹腔注射 PBS,后两组给予腹腔注射 LPS(50

 

mg / kg),以此来构建脓毒性心肌

损伤模型。 为评估心肌损伤程度,给药 6
 

h 后,使用超声心动图评估各组小鼠心脏功能,12
 

h 后采集小鼠血清检测心肌损伤标志物

及炎症因子,对心脏组织进行 HE 染色评估心肌组织形态。 通过蛋白质印迹法检测细胞铁死亡相关指标。 为进一步验证 TRF 通过

影响细胞铁死亡减轻 LPS 诱导的心肌损伤,再次重复上述喂养方法,于建模前,将小鼠随机分为 NF+PBS 组(n = 6)、NF+LPS 组(n =
6)、TRF+LPS 组(n= 10)及 TRF+LPS+细胞铁死亡诱导剂(erastin)组(n = 10),除 NF+PBS 外,其余三组建模方法同上。 采用上述方

法再次评估心肌损伤程度及检测细胞铁死亡诱导情况。 结果　 (1)与 NF+PBS 组相比,NF+LPS 组表现为小鼠心脏功能下降,小鼠

的左室射血分数和左室短轴缩短率均下降,心肌损伤标志物、心肌炎症因子水平及细胞铁死亡均增加;(2)与 NF+LPS 组相比,TRF+
LPS 组可以通过降低细胞铁死亡水平来减轻心肌炎症,从而改善小鼠心脏功能;(3)与 TRF+LPS 组相比,TRF+LPS+erastin 组显著抑

制了 TRF 对脓毒性心肌病心肌损伤的保护作用。 结论　 TRF 可以通过抑制细胞铁死亡来减轻脓毒性心肌损伤。
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【Abstract】 Objective 　 To
 

investigate
 

the
 

effects
 

of
 

time-restricted
 

feeding
 

( TRF)
 

and
 

ferroptosis
 

on
 

lipopolysaccharide
 

( LPS)-
induced

 

myocardial
 

injury
 

in
 

murine
 

models
 

of
 

sepsis-induced
 

cardiomyopathy. Methods 　 Six-week-old
 

mice
 

were
 

randomized
 

into
 

normal
 

feeding
 

(NF)
 

or
 

TRF
 

groups. After
 

4
 

weeks
 

of
 

feeding,prior
 

to
 

modeling,mice
 

were
 

further
 

subdivided
 

into
 

four
 

groups:NF + phosphate
 

buffered
 

saline(PBS)
 

(n= 6),TRF+PBS
 

(n= 6),NF+LPS
 

(n= 10),and
 

TRF+LPS
 

(n= 10). Mine
 

in
 

the
 

first
 

two
 

groups
 

were
 

administered
 

intraperitoneal
 

injections
 

of
 

PBS,whereas
 

those
 

in
 

the
 

latter
 

two
 

groups
 

received
 

intraperitoneal
 

injections
 

of
 

LPS
 

(50
 

mg / kg)
 

to
 

establish
 

the
 

sepsis-induced
 

myocardial
 

injury
 

model. Cardiac
 

function
 

was
 

assessed
 

by
 

echocardiography
 

6
 

hours
 

post-injection. At
 

12
 

hours,serum
 

samples
 

were
 

collected
 

to
 

measure
 

myocardial
 

injury
 

biomarkers
 

and
 

inflammatory
 

cytokines,while
 

myocardial
 

damage
 

was
 

histologically
 

evaluated
 

using
 

HE
 

staining. Ferroptosis-related
 

proteins
 

were
 

analyzed
 

by
 

Western
 

blotting. To
 

further
 

verify
 

the
 

role
 

of
 

TRF
 

in
 

ferroptosis
 

regulation,a
 

secondary
 

experiment
 

was
 

performed
 

with
 

the
 

following
 

groups:NF+PBS
 

(n = 6),NF+LPS
 

(n = 6),TRF+LPS
 

(n = 10),and
 

TRF+LPS+
erastin

 

(a
 

ferroptosis
 

inducer,n = 10). Cardiac
 

function
 

and
 

ferroptosis
 

markers
 

were
 

re-evaluated
 

using
 

the
 

same
 

protocols. Results　 (1)
Compared

 

with
 

the
 

NF+PBS
 

group,the
 

NF+LPS
 

group
 

showed
 

impaired
 

cardiac
 

function,characterized
 

by
 

decreased
 

left
 

ventricular
 

ejection
 

fraction
 

and
 

left
 

ventricular
 

fractional
 

shortening,along
 

with
 

increased
 

levels
 

of
 

myocardial
 

injury
 

biomarkers,pro-inflammatory
 

cytokines,and
 

ferroptosis. (2)Compared
 

with
 

the
 

NF+LPS
 

group,the
 

TRF+LPS
 

group
 

exhibited
 

reduced
 

myocardial
 

inflammation
 

and
 

ferroptosis,thereby
 

improving
 

cardiac
 

function. (3) Compared
 

with
 

the
 

TRF+LPS
 

group,the
 

TRF+LPS+erastin
 

group
 

markedly
 

abrogated
 

the
 

cardioprotective
 

effects
 

of
 

TRF
 

against
 

sepsis-induced
 

cardiomyopathy. Conclusion 　 TRF
 

attenuates
 

LPS-induced
 

septic
 

cardiomyopathy
 

by
 

inhibiting
 

ferroptosis,suggesting
 

a
 

potential
 

dietary
 

intervention
 

strategy
 

for
 

sepsis-associated
 

myocardial
 

injury.
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　 　 脓毒症合并心脏功能障碍即脓毒性心肌病

(sepsis-induced
 

cardiomyopathy,SCM),是脓毒症常见

并发症,可使脓毒症的死亡风险增加,是影响患者发

病率和死亡率的主要预测因素[1] 。 目前,SCM 的发病

机制尚未完全阐明,其诊断与治疗策略仍存在不足。
SCM 的发病机制十分复杂,涉及补体激活、肾上腺素

通路下调、心肌细胞凋亡以及线粒体功能障碍等[2] 。
尽管诊断技术的进步提高了 SCM 的检出率,但其病理

生理机制仍有待进一步研究。 SCM 定义多样,在发病

率、预后和临床重要性方面存在分歧。 在治疗方面,
早期干预能显著改善 SCM 的预后[3] 。

近年来,限时进食( time-restricted
 

feeding,TRF)作

为一种饮食干预措施,在炎症性疾病及心血管疾病的

预防中展现出独特的优势,但其在 SCM 中的作用不明

确[4-6] 。 此外,许多疾病都与细胞铁死亡有关,包括癌

症、代谢紊乱、自身免疫性疾病、心血管疾病等。 细胞

铁死亡相关蛋白已成为许多目前无法治愈的重大疾

病的潜在靶标,一些细胞铁死亡调节剂已在临床试验

中显示出疗效[7] 。 有研究[8] 表明,TRF 可通过抑制细

胞铁死亡来减轻电离辐射诱导的肠道损伤。 间歇性

禁食作为 TRF 最常用的饮食模式,也可通过抑制细胞

铁死亡来改善小鼠创伤性脑损伤,从而减轻认知功能

障碍[9] 。 此外,间歇性禁食可对抗多种促细胞铁死亡

蛋白的上调,如长链酰基辅酶 A 合成酶( long-chain
 

acyl-CoA
 

synthetase,ACSL) 家族蛋白[10] 。 目前,细胞

铁死亡已被证实与 SCM 密切相关[11] 。 然而,尚无研究

探讨 TRF 及细胞铁死亡对 SCM 的作用机制。 因此,本
研究主要探讨 TRF 对脂多糖(lipopolysaccharide,LPS)
诱导下的心脏功能、炎症反应和细胞铁死亡的影响,
TRF 可能成为减轻 SCM 的早期干预措施。
1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

6 周龄雄性 C57BL / 6J 小鼠 64 只,体重 18 ~ 20
 

g,
购自湖北省实验动物研究中心,生产许可证号:SCXK
(鄂)2020-0018。 小鼠饲养于武汉大学人民医院动物

实验中心的无特定病原体环境中,饲养条件为温度

20 ~ 25
 

℃ 、湿度 40% ~ 70%和光照 12 / 12
 

h 光 / 暗周期。
将小鼠适应性喂养 1 周后随机分为正常喂养( normal

 

feeding,NF)组及 TRF 组,NF 组小鼠 28 只,TRF 组小

鼠 36 只。 NF 组小鼠自由进食,TRF 组小鼠每天进食

时间为 18:00—24:00,期间自由进食。 所有小鼠不限

制饮水,共喂养 4 周[12] 。 动物方案按照动物福利和美

国兽医协会《动物安乐死指南(2020)》执行,本研究已

通过武汉大学人民医院动物伦理委员会审核批准

[WDRM 动(福)第 20231104C 号]。
1. 2　 主要试剂及仪器

LPS 购 自 Sigma-Aldrich; 细 胞 铁 死 亡 诱 导 剂

erastin 购自 MedChemExpress;小鼠肌酸激酶同工酶

(creatine
 

kinase-MB,CK-MB)、心肌肌钙蛋白( cardiac
 

troponin,cTn)I、cTnT
 

ELISA 试剂盒购自武汉江莱生物

科技有限公司;一抗谷胱甘肽过氧化物酶 4(glutathione
 

peroxidase
 

4, GPX4)、 ACSL4、 甘油醛-3-磷酸脱氢酶

(glyceraldehyde-3-phosphate
 

dehydrogenase,GAPDH)及

二抗购自 Proteintech;HE 染色试剂盒购自北京索莱宝

生物科技有限公司;TRIzol 购自 Invitrogen;互补 DNA
( complementary

 

DNA, cDNA ) 合成试剂盒和 SYBR
 

Green
 

PCR 预混 液 购 自 Roche; 放 射 免 疫 沉 淀 法

(radioimmunoprecipitation
 

assay,RIPA)缓冲液、二喹啉

甲酸法( bicinchoninic
 

acid
 

assay,BCA) 蛋白定量试剂

盒、增强化学发光曝光液购自上海碧云天生物技术有

限公司;聚偏二氟乙烯( polyvinylidene
 

fluoride,PVDF)
膜购自 Millipore。

心脏 超 声 采 用 Vevo
 

2100
 

System ( FUJIFILM
 

VisualSonics);显微镜购自 Olympus;酶标仪和化学发

光成像系统购自 Bio-Rad;高通量组织研磨器购自宁波

新芝生物科技股份有限公司。
1. 3　 实验分组及建模

 

(1)按随机字母表法将 C57BL / 6J 小鼠分为 NF 组

(n= 28)、TRF 组(n = 36)。 喂养 4 周后,NF 组小鼠分

为磷酸盐缓冲液 ( phosphate
 

buffered
 

saline, PBS) 组

(n= 12)和 LPS 组(n = 16);TRF 组小鼠分为 PBS 组

(n= 6)、LPS 组( n = 20) 及 LPS + erastin 组( n = 10)。
(2)所有 LPS 组及 LPS+erastin 组均通过腹腔注射 LPS
(50

 

mg / kg) [13] 建立 SCM 模型,其余 3 组则注射等体

积 PBS。 细胞铁死亡诱导模型经腹腔注射细胞铁死亡

诱导剂 erastin(15
 

mg / kg) [14-15] 构建,注射 erastin
 

48
 

h
后再进行 LPS 模型构建,其余操作同上。 详见图 1。
1. 4　 超声心动图评估及取材

 

LPS 注射后 6
 

h,通过超声心动图评估小鼠心脏功

能。 首先,小鼠在仰卧位下以 1. 0% ~ 1. 5%异氟烷进行

吸入性维持麻醉。 其次,采用 Vevo
 

2100
 

System 经小鼠

胸骨旁采集心脏短轴二尖瓣乳头肌切面的 M 型超声心

动图。 根据美国超声心动图学会指南[16] ,至少测量连

续 3 个心动周期的左室收缩末期室间隔厚度 ( left
 

ventricular
 

end-systolic
 

interventricular
 

septum
 

thickness,
IVSs) / 左室舒张末期室间隔厚度( left

 

ventricular
 

end-
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diastolic
 

interventricular
 

septum
 

thickness,IVSd)、左室收

缩末期后壁厚度( left
 

ventricular
 

end-systolic
 

posterior
 

wall
 

thickness,LVPWs) / 左室舒张末期后壁厚度( left
 

ventricular
 

end-diastolic
 

posterior
 

wall
 

thickness,LVPWd)、
左室收缩末内径( left

 

ventricular
 

end-systolic
 

diameter,
LVESD) / 左室舒张末内径( left

 

ventricular
 

end-diastolic
 

diameter,LVEDD),然后取平均值。 使用超声 M 模式

或短轴线性法( teichholz 公式) 计算左室收缩末容积

(left
 

ventricular
 

end-systolic
 

volume,LVESV) / 左室舒张

末容积( left
 

ventricular
 

end-diastolic
 

volume,LVEDV)。
左室射血分数(left

 

ventricular
 

ejection
 

fraction,LVEF)的
计算公式为:(LVEDV-LVESV) / LVEDV×100%;左室短

轴缩短率(left
 

ventricular
 

fractional
 

shortening,LVFS)的

计算公式为:(LVEDD-LVESD) / LVEDD×100%[13,17] 。

表型

验证

TRF+LPS+erastin组
n=10

NF组

TRF组

NF+PBS组
n=6

NF+LPS组
n=10

TRF+PBS组
n=6

TRF+LPS组
n=10

机制

验证

NF组

TRF组

NF+PBS组
n=6

NF+LPS组
n=6

TRF+LPS组
n=10

图 1　 实验分组流程图

　 　 超声心动图完成 6
 

h 后,通过眼眶取血获得全血,
然后通过离心(3

 

000
 

r / min,15
 

min,4
 

℃ )获取上层血

清,分装储存于-80
 

℃ 用于下一步检测。 随后对小鼠

实施安乐死并采集心脏组织。 在心脏中部二尖瓣乳

头肌水平横切环状心肌组织并置于 4%多聚甲醛中进

行固定;其余心尖及心底部心肌组织经液氮速冻后转

移至- 80
 

℃ 超低温冰箱保存,用于后续 RNA 及蛋白

检测。
1. 5　 心肌组织 HE 染色

 

心脏样本经 4%多聚甲醛室温固定 24
 

h 后,石蜡

包埋并制备成 5
 

μm 切片,随后进行 HE 染色并于白光

显微镜下拍照,观察心肌组织形态。
1. 6　 蛋白质印迹法检测

 

小鼠心脏组织采用 RIPA 裂解缓冲液进行蛋白质

提取并采用 BCA 定量。 取等量蛋白(20
 

μg / 泳道)进

行十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳 ( sodium
 

dodecylsulfate-polyacrylamide
 

gel
 

electrophoresis, SDS-
PAGE)分离,随后将蛋白转移至 PVDF 膜,转膜完成

后,使用 5%的脱脂奶粉室温封闭 60
 

min。 然后与一

抗 GPX4( 1 􀏑1
 

000)、 ACSL4 ( 1 􀏑1
 

000) 和 GAPDH
(1􀏑10

 

000) 于 4
 

℃ 孵育过夜。 与辣根过氧化物酶

(horseradish
 

peroxidase,HRP)室温孵育 60
 

min 后采用

增强化学发光试剂进行显影。 蛋白条带应用 Image
 

Pro
 

Plus
 

6. 0 软件进行灰度值分析,GAPDH 作为内参

进行标准化。
 

1. 7　 心肌损伤标志物检测
 

冻存的血清样本解冻后,根据制造商的使用说

明,使用 ELISA 试剂盒检测 cTnI、cTnT 及 CK-MB 水

平。 ELISA 实验结束后,通过酶标仪测量所有样本的

光密度值,并根据标准品的浓度及光密度值绘制标准

曲线,然后依据标准曲线计算血清样本中各指标浓度。
1. 8　 荧光定量 PCR

 

遵照说明书采用 Trizol 提取小鼠心脏组织总

RNA,随后使用反转录试剂盒进行 cDNA 合成,采用

SYBR
 

Green
 

PCR 预混液体系进行荧光定量 PCR 检

测,以定量分析目标基因的表达水平,GAPDH 作为内

参,具体引物序列见表 1。
表 1　 荧光定量 PCR 引物序列

名称 引物序列(5’→3’方向)　 　 产物长度 / bp

GAPDH F:AAGAGGGATGCTGCCCTTAC 81

R:TCTACGGGACGAGGAAACAC

IL-6 F:GACTGGGGATGTCTGTAGCTC 107

R:CAACTGGATGGAAGTCTCTTGC

IL-1β F:TGCCACCTTTTGACAGTGATG 138

R:TGATGTGCTGCTGCGAGATT

TNF-α F:TAGCCCACGTCGTAGCAAAC 136

R:ACAAGGTACAACCCATCGGC

　 　 注:IL,白细胞介素;TNF-α,肿瘤坏死因子 α。 F,正向引物;R,反向

引物。

1. 9　 统计学处理
 

所有连续变量数据均以均值±标准差( 􀭰x±s)形式

呈现,数据分析采用 GraphPad
 

Prism
 

9. 5. 1 软件。 单

因素方差分析结合 Tukey 多重比较法进行组间差异分

析。 P<0. 05 时判定具有统计学显著性。
2　 结果

2. 1　 TRF 对 SCM 心脏功能具有改善作用

近年来,有许多研究表明 TRF 对炎症性疾病具有

保护作用,本研究通过腹腔注射 LPS 构建 SCM 小鼠模
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型,以验证 TRF 对 SCM 的干预作用(图 2A)。 经超声心

动图评估发现,LPS 刺激 6
 

h 后,NF 组小鼠左心室收缩

功能显著受损,表现为 LVEF 及 LVFS 的急剧下降;与之

相比,TRF 组小鼠心脏功能参数显著改善(图 2B ~ D)。
上述结果表明,TRF 可有效维持 SCM 模型小鼠的心室

收缩功能,对 SCM 心脏功能具有改善作用。

　 　 注:图 A,实验流程图;图 B,LPS 干预 6
 

h 后左心室 M 型超声图像;图 C ~ D,各组 LVEF 及 LVFS 定量分析。 ∗∗∗∗表示与

NF+LPS 组相比,P<0. 000
 

1;###表示与 PBS 组相比,P<0. 001;####表示与 PBS 组相比,P<0. 000
 

1。

图 2　 LPS 诱导 SCM 模型心脏功能评估

2. 2　 TRF 减轻了 SCM 的心肌损伤

通过 HE 染色对小鼠心肌组织进行病理学评

估[13,18] ,结果显示:LPS 诱导的 SCM 模型中,NF+LPS
组心肌组织呈现广泛单核细胞浸润及肌纤维排列紊

乱伴局灶性断裂,而 TRF+LPS 组病理损伤显著减轻,
仅见散在单核细胞浸润及轻度间质水肿(图 3A)。 进

一步检测血清心肌损伤标志物, LPS 干预 12
 

h 后,
TRF+LPS 组血清 cTnI、cTnT 及 CK-MB 水平均显著低

于 NF+LPS 组(图 3B ~ D),且其降低幅度与心肌组织

病理损伤程度呈正相关。 上述数据表明,TRF 可显著

抑制 SCM 进程中的心肌结构破坏及细胞损伤。

　 　 注:图 A,心肌组织 HE 染色;图 B ~ D,血清 cTnI、cTnT 及 CK-MB 水平。 ∗表示与 NF+LPS 组相比,P<0. 05;∗∗表示与 NF

+LPS 组相比,P<0. 01;####表示与 PBS 组相比,P<0. 000
 

1。

图 3　 SCM 模型小鼠心肌病理学表现与血清标志物分析
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2. 3　 TRF 减轻了 LPS 诱导的心肌损伤的炎症并抑制

了心肌细胞铁死亡

　 　 基于 LPS 诱导的 SCM 模型中炎症反应与心肌损

伤的病理关联性,本研究进一步通过荧光定量 PCR 分

析了小鼠心肌组织炎症因子转录水平。 在基础状态

下(无 LPS 干预),NF 组与 TRF 组间炎症因子白细胞

介素 ( interleukin, IL)-6、 IL-1β 及肿瘤坏死因子 α
( tumor

 

necrosis
 

factor-α, TNF-α ) 的 信 使 RNA
(messenger

 

RNA,mRNA)表达无显著差异。 然而,LPS
刺激后,TRF+LPS 组心肌组织炎症因子表达较 NF +
LPS 组显著降低,提示 TRF 可有效抑制脓毒症相关心

肌损伤炎症级联反应(图 4A ~ C)。
为阐明 TRF 心肌保护作用的分子机制,本研究通

过蛋白质印迹法检测细胞铁死亡关键调控蛋白表达。
结果显示,LPS 干预后,TRF+LPS 组心肌组织 GPX4 表

达量较 NF+LPS 组显著上调,而 ACSL4 表达量则显著

下调(图 4D ~ F)。 GPX4 作为细胞铁死亡核心抑制因

子,其表达上调可增强细胞抗氧化能力;ACSL4 作为

脂质代谢关键酶,其下调可减少促细胞铁死亡脂质过

氧化底物生成。 上述结果表明, TRF 通过双向调控

GPX4 / ACSL4 表达轴,抑制 LPS 诱导的心肌细胞铁死

亡进程,进而发挥心肌保护作用。

　 　 注:图 A~ C,IL-6、IL-1β、TNF-α
 

mRNA 相对表达量;图 D,GPX4 和 ACSL4 免疫印迹图;图 E 和 F,GPX4 和 ACSL4 蛋白表达水

平。 ∗表示与 NF+LPS 组相比,P<0. 05;∗∗表示与 NF+LPS 组相比,P<0. 01;∗∗∗表示与 NF+LPS 组相比,P<0. 001;∗∗∗∗表示与

NF+LPS 组相比,P<0. 000
 

1;#表示与 PBS 组相比,P<0. 05;##表示与 PBS 组相比,P<0. 01;###表示与 PBS 组相比,P<0. 001;####

表示与 PBS 组相比,P<0. 000
 

1。

图 4　 LPS 干预 12
 

h 心肌炎症因子转录水平及细胞铁死亡蛋白表达

2. 4　 诱导细胞铁死亡后 TRF 对 SCM 的保护作用

减弱

　 　 基于以上研究,本研究给予 TRF 组小鼠细胞铁死

亡诱导剂 erastin,并用蛋白质印迹法检测不同组小鼠

的细胞铁死亡相关蛋白 GPX4 及 ACSL4 的表达水平;
在细胞铁死亡诱导成功后,再次对不同喂养组的小鼠

进行 LPS 建模和小鼠心脏功能、心肌损伤及炎症指标

的检测。
在 LPS 腹腔注射 6

 

h 后,通过超声心动图评估各

组小鼠心脏功能。 结果显示,TRF+LPS+erastin 组小鼠

心脏功能保护作用受到显著抑制,表现为 LVEF 和

LVFS 的显著降低。 详见图 5。 组织病理学分析显示,
HE 染色下,TRF+LPS+erastin 组小鼠心肌组织呈现与

NF+LPS 组相似的病理特征,包括炎症细胞浸润及肌

纤维断裂,而 TRF + LPS 组心肌结构损伤显著改善

(图 6A)。 分子标志物检测进一步证实,TRF + LPS +
erastin 组小鼠血清 cTnI、cTnT 及 CK-MB 水平显著升

高,与 NF+LPS 组无统计学差异(图 6B ~ D)。 炎症因

·5311·心血管病学进展 2025 年 12 月第 46 卷第 12 期　 Adv
 

Cardiovasc
 

Dis,December
 

2025,Vol. 46,No. 12



子转录分析表明,TRF+LPS+erastin 组小鼠心肌组织中

IL-6、IL-1β 及 TNF-α
 

mRNA 表达水平与 NF+LPS 组趋

于一致(图 6E ~ G)。

上述结果表明,细胞铁死亡诱导可抑制 TRF 对

SCM 心脏功能及炎症反应的保护作用,证实 TRF 的心

肌保护机制依赖于其对细胞铁死亡通路的抑制作用。

　 　 注:图 A,实验流程图;图 B,GPX4 和 ACSL4 免疫印迹图;图 C 和 D,GPX4 和 ACSL4 蛋白表达水平;图 E 和 F,LVEF 及 LVFS

定量分析;图 G,M 型超声心动图代表性图像。 ##表示与 NF+PBS 组相比,P<0. 01;###表示与 NF+PBS 组相比,P<0. 001;####表示

与 NF+PBS 组相比,P<0. 000
 

1;∗表示与 NF+LPS 组相比,P<0. 05;∗∗∗表示与 NF+LPS 组相比,P<0. 001;∗∗∗∗表示与 NF+LPS

组相比,P<0. 000
 

1;＄＄表示与 TRF+LPS 组相比,P<0. 01;＄＄＄表示与 TRF+LPS 组相比,P<0. 001;＄＄＄＄表示与 TRF+LPS 组相比,

P<0. 000
 

1。
图 5　 小鼠心脏组织细胞铁死亡相关蛋白表达及细胞铁死亡诱导后超声心动图评估

3　 讨论

本研究首次揭示了 TRF 通过抑制心肌细胞铁死

亡减轻 LPS 诱导的心肌损伤的分子机制。 实验结果

表明,TRF 干预显著降低了 LPS 诱导的血清心肌损伤

标志物(cTnI、cTnT、CK-MB)升高,改善了心肌组织病

理学改变,并同步抑制了细胞铁死亡特征性指标的表

达异常( ACSL4 水平的升高及 GPX4 水平的降低)。
这些发现为理解饮食节律调控在 SCM 中的保护作用

提供了新的理论依据。
本研究发现 TRF 通过双重途径干预铁代谢失衡:

一方面,通过上调 GPX4 的表达增强抗氧化防御系统,
抑制脂质过氧化终产物 4-羟基壬烯醛的积累;另一方

面,通过显著下调 ACSL4 的表达,减少游离铁蓄积和

促细胞铁死亡脂质前体的生物合成。 这一发现与既

往研究[9]中 TRF 可改善遭受创伤性脑损伤的小鼠大

脑皮质的细胞铁死亡形成机制呼应,但本研究首次在

心肌组织中证实 TRF 对细胞铁死亡信号转导途径的

特异性调控作用。 此外,TRF 诱导的禁食-进食周期可

能通过多种途径刺激自噬,包括上调自噬刺激蛋白、
调节自噬体的大小和数量,以及 AMP 活化的蛋白质激
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酶( AMP-activated
 

protein
 

kinase,AMPK) 磷酸化和雷

帕霉素靶蛋白抑制[19] ,从而清除受损线粒体以减轻氧

化应激,这一机制与细胞铁死亡抑制可能存在协同

作用。

　 　 注:图 A,HE 染色代表性图像;图 B ~ D,cTnI、cTnT 及 CK-MB 水平的组间比较;图 E ~ G,心肌组织 IL-6、IL-1β
及 TNF-α

 

mRNA 表达水平。 ##表示与 NF+PBS 组相比,P<0. 01;###表示与 NF+PBS 组相比,P<0. 001;####表示

与 NF+PBS 组相比,P<0. 000
 

1;∗∗表示与 NF+LPS 组相比,P< 0. 01;∗∗∗表示与 NF+LPS 组相比,P< 0. 001;
∗∗∗∗表示与 NF+LPS 组相比,P<0. 000

 

1;＄＄表示与 TRF+LPS 组相比,P<0. 01;＄＄＄表示与 TRF+LPS 组相比,P<
0. 001;＄＄＄＄表示与 TRF+LPS 组相比,P<0. 000

 

1。

图 6　 erastin 诱导细胞铁死亡后心肌组织病理学、血清损伤标志物及炎症因子 mRNA 表达评估

　 　 细胞铁死亡的调控机制主要有氧化应激反应性

转录因子,如核转录因子红系 2 相关因子 2( nuclear
 

factor-erythroid
 

2-related
 

factor
 

2,Nrf2)、细胞铁死亡抑

制因子的调节,Hippo-YAP、AMPK、缺氧信号转导以及

铁代谢等途径。 在机体中,TRF 主要通过调节细胞铁

死亡抑制因子来发挥其保护作用;除本研究涉及的

GPX4 外,细胞铁死亡抑制蛋白 1(ferroptosis
 

suppressor
 

protein
 

1,FSP1) 也承担着关键角色[20-21] 。 FSP1 是转

录因子 Nrf2 的靶标,目前已有研究表明 TRF 可增强

Nrf2 的信号转导[22] 。 因此,笔者推测 TRF 可能通过

调节 Nrf2 及 FSP1 来抑制细胞铁死亡从而对 SCM 产

生保护作用;TRF 对肝脏的代谢具有一定的影响,在
细胞铁死亡的过程中,铁调节也发挥重要的作用,这

一作用与溶质载体家族 39 成员 A14 ( solute
 

carrier
 

family
 

39
 

member
 

A14,SLC39A14) 相关,故 TRF 也可

能通过调节肝脏铁代谢,如铁调素、SLC39A14 等发挥

作用[23-24] ;除此之外,在 TRF 的作用下,AMPK 通路会

被激活,而当 AMPK 通路被激活时,机体会通过抑制

细胞铁死亡来发挥保护机制,如对急性肾损伤的保护

作用[25] ,在大鼠射血分数保留的心力衰竭中,卡格列

净可通过 AMPK / PGC-1α / Nrf2 信号转导途径来调节

细胞铁死亡[26] ,这一发现很可能在 SCM 中也适用,未
来可进一步研究和探讨。

尽管本研究聚焦于细胞铁死亡通路,但 TRF 对全

身炎症反应的调控不可忽视。 LPS 刺激下,TRF 组血

清 IL-6、IL-1β、TNF-α 水平显著降低,这与既往研究中
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TRF 可降低人群中促炎因子水平结果一致[27] 。 值得

注意的是,细胞铁死亡已被证实可通过释放损伤相关

分子模式放大炎症反应, 并且影响机体的免疫功

能[28] ,提示 TRF 可能通过打破“细胞铁死亡-炎症”恶

性循环实现心肌保护。 这一交互机制值得在后续研

究中深入探讨。
本研究为脓毒症心肌损伤的预防提供了非药物

干预新策略。 相较于传统抗氧化剂,TRF 通过多靶点

调控实现更全面的细胞保护,且具有依从性高、副作

用少的特点。 然而,研究仍存在以下局限:(1)动物模

型未能完全模拟人类 SCM 复杂病理过程;(2)未明确

TRF 干预的时间窗及生物钟效应;(3)未解析肠道菌

群-代谢物轴在其中的潜在作用。 未来研究需结合单

细胞测序和代谢组学技术,系统阐明生物节律调控与

细胞铁死亡网络的时空互作关系。
综上所述,本研究首次证实了 TRF 通过抑制细胞

铁死亡减轻 LPS 诱导的心肌损伤,其机制涉及铁代谢

调控和炎症反应抑制。 这一发现为 TRF 在心血管疾

病防治中的应用提供了新的理论依据,并为细胞铁死

亡相关疾病的治疗提供了潜在靶点。
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