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PGC-1β拮抗LPS诱导的肝脏Hepcidin
表达升高及铁过度堆积
张雯翔，许 琦，陈思禹，刘 畅

（南京师范大学生命科学学院，江苏 南京 210023）

［摘要］ 探讨 PGC-1β 在调节肝脏 Hepcidin 表达及铁代谢稳态中的作用 . 在脂多糖（Lipopolysaccharides，LPS）
处理的小鼠肝脏和原代肝细胞中，通过 RT-qPCR 和 Western Blot 实验检测 PGC-1β 及 Hepcidin 的表达 . 使用腺

病毒介导的过表达和干扰手段，研究 PGC-1β 对本底及 LPS 刺激下 Hepcidin 表达的影响 . 最后，通过普鲁士蓝

染色法探究 PGC-1β 对 LPS 刺激后肝脏铁离子堆积的影响 . 结果表明：（1）LPS 在体内和体外水平，均可显著抑

制 PGC-1β 的表达，而增加 Hepcidin 的表达；（2）过表达 PGC-1β 能抑制 LPS 诱导的 Hepcidin 表达及胞内铁堆

积 . 综上，PGC-1β 可以拮抗 LPS 诱导的 Hepcidin 表达升高及铁的过度堆积 .
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PGC-1β Antagonizes LPS-Induced Hepcidin Expression
and Iron Accumulation in Liver

Zhang Wenxiang，Xu Qi，Chen Siyu，Liu Chang

（School of Life Sciences，Nanjing Normal University，Nanjing 210023，China）
Abstract：This study is aimed to investigate the effect of PGC-1β on LPS-induced Hepcidin expression and iron accu⁃
mulation in liver. RT-qPCR and Western Blot analyses were used to detect the expression levels of PGC-1β and Hepci⁃
din in mouse liver and primary hepatocytes treated with LPS. Gain- and loss-of- function studies were performed to as⁃
sess the role of PGC-1β in the regulation of Hepcidin expression under basal and LPS-stimulated conditions. Finally，
Perls’Prussian blue staining was administrated to detect the effects of PGC-1β on LPS-induced hepatic iron deposition.
Results showed that，（1）LPS caused a significant reduction in PGC-1β expression，whereas increased Hepcidin expres⁃
sion both in vivo and in vitro；（2）Over-expression of PGC-1β inhibited LPS-induced Hepcidin expression and intracellu⁃
lar iron accumulation in liver. PGC-1β antagonizes LPS-induced Hepcidin expression and iron accumulation in liver.
Key words：PGC-1β，Hepcidin，iron metabolism，inflammation，liver

铁元素是人体内含量最高的微量元素，广泛参与氧化还原反应、基因表达调控、细胞增殖与分化等重

要生理过程［1］. 机体铁代谢平衡在维持新陈代谢稳态中起着至关重要的作用［2］. 铁代谢紊乱会导致各种常

见的疾病，如炎症、糖尿病、脂代谢异常、心血管疾病等［3-4］. 因此，深入了解机体铁代谢的调控机制，从而降

低铁代谢紊乱所引发的各种疾病的发生率，是当下亟待解决的公共卫生问题 .
Hepcidin 是一段由 25 个氨基酸合成的多肽，主要由肝脏合成并分泌，是调节机体铁稳态的关键分

子［5］. 研究发现，Hepcidin 可以通过与肠细胞和巨噬细胞膜表面的 Ferroportin 结合［6］，使其内化并降解［7］，

调控小肠中铁离子的吸收以及巨噬细胞中铁离子的外排，进而调节机体的铁代谢平衡 . Hepcidin 的表达

受多种信号调控，如机体铁储存、炎症、贫血等［8］. 目前公认的调节 Hepcidin 表达的信号通路如下： （1）
BMP-SMAD 信号通路［9］；（2）炎症刺激时，炎性因子 IL-6 通过 STAT 信号通路调节 Hepcidin 的表达［10］. 因
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此，靶向调节 Hepcidin 的水平成为治疗铁紊乱引发疾病的一种重要策略 .
过氧化物酶体增殖子活化受体 γ 共激活因子-1β（Peroxisome proliferator activated receptor γ coactiva⁃

tor-1β，PGC-1β）是 PGC-1 家族的一个重要成员，在高能量需求及线粒体含量丰富的组织中高表达［11］. 它
可通过与胆固醇调节元件结合蛋白 SREBP-1c、肝脏 X 受体 LXR 等转录因子结合，参与多种代谢进程的

调控 . 比如，PGC-1β 可激活肝脏脂质合成和脂蛋白的转运，从而导致高血脂症［12］. 近年来，研究发现 PGC-

1β 能响应炎症因子的刺激，过表达 PGC-1β 可以逆转由 LPS-TLR4 激活引起的代谢功能紊乱［13］. 这些研

究提示着 PGC-1β 可能介导炎症因子诱导的铁代谢紊乱 .
本文研究了 PGC-1β 对肝脏 Hepcidin 表达及铁堆积的影响，并证明了 PGC-1β 在调控炎症状态下的

肝铁代谢紊乱中的作用，丰富了对 PGC-1β 生理功能的认识，并为铁异常所致疾病的治疗提供了新的理论

依据 .
1 材料与方法

1.1 实验材料

实验用雄性 C57BL/6J 小鼠购自南京大学模式动物研究所 . DMEM 高糖培养基和胎牛血清（FBS）购

于 Gibco 公司；脂多糖（Lipopolysaccharides，LPS）购自 Sigma 公司；反转录试剂盒和 SYBR Premix Ex Taq
为 Takara 公司产品；抗 GAPDH、PGC-1β 和 Hepcidin 的抗体分别购于康成生物公司、Proteintech 公司和

Alpha Diagnostics 公司；HRP 标记的二抗购于 Santa Cruz；Trizol 为 Invitrogen 公司产品 . PGC-1β 过表达和

shRNA 干扰腺病毒以及对照腺病毒由本实验室保存 .
1.2 实验方法

1.2.1 动物模型制备及分组

选取置于标准环境中饲养的（自由取食，每天光照 12 h/LD cycle）6~8 周龄的 C57BL/6J 小鼠，适应一周

以后，腹腔注射无菌 PBS（对照）或 1 mg/kg 的 LPS. 给药 6 h 后处死（每组≥5 只小鼠），收集肝脏等组织样本 .
1.2.2 细胞模型

使用胶原酶 IV（Gibco）行灌注法原代分离小鼠肝实质细胞，用含有 10% FBS 的 DMEM 培养基并置于

37 ℃，5% CO2的细胞培养箱中培养 .
1.2.3 腺病毒介导的PGC-1β过表达和干扰

原代肝细胞贴壁过夜后，使用 PGC-1β 过表达或干扰腺病毒及相应对照病毒感染细胞，48 h 后收集

RNA 和蛋白样本，并进行相关检测 .
1.2.4 实时定量PCR

使用 Trizol 法提取总 RNA 后，用反转录试剂盒将 1 μg 的总 RNA 反转录为 cDNA，随后，使用 SYBR
Premix Ex Taq 检测目的基因的 mRNA 表达水平，以小鼠 36B4 基因为内参 . 引物序列如下：36b4 F：5’-

GAAACTGCTGCCTCACATCCG- 3’，R：5’- GCTGGCACAGTGACCTCACACG- 3’；Pgc- 1β F：5’- GGCAG⁃
GTTCAACCCCGA-3’，R：5’-CTTGCTAACATCACAGAGGATATCTTG-3’；Hepcidin F：5’-GCCTGTCTCCT⁃
GCTTCTCCT-3’，R：5’-GCTCTGTAGTCTGTCTCATCTGTT-3’.
1.2.5 免疫印迹法（Western Blotting）检测蛋白表达

RIPA 裂解液冰浴裂解肝脏组织或细胞，收集总蛋白 . 取等量蛋白进行 SDS-PAGE 凝胶电泳，湿转法

转至 PVDF 膜上，5%脱脂奶粉在室温下封闭 1 h，加入一抗（PGC-1β 和 Hepcidin 以 1∶500 稀释，GAPDH
以 1∶5 000 稀释），4℃孵育过夜，PBST 洗膜 3 次后加入 HRP 标记的二抗（1∶1000 稀释），室温下孵育 1 h，
使用 PBST 洗涤 3 次，每次 10 min，采用 ECL 化学发光试剂显影 .
1.2.6 普鲁士蓝染色

细胞按上述处理，用 4%的多聚甲醛固定 30 min，PBS 清洗 3 次，每次 5 min. 然后行普鲁士蓝染色，常

温染色 30 min. 同样方法洗涤后，使用核固红复染 5 min，洗涤后于 400 倍显微镜下观察并拍照 .
1.2.7 统计学分析

所有实验结果均重复 3 次，用 Origin8 软件进行统计学分析，并采用单因素方差分析数据 . P<0.05 表

示具有统计学意义上的显著性差异，以 P<0.01 视为极显著性差异 .
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2 结果与分析

2.1 LPS在体内抑制肝脏PGC-1β表达，并诱导Hepcidin表达

LPS 作为经典的炎性媒介物，可有效引发机体的炎性反应 . 小鼠腹腔注射 1 mg/kg 的 LPS，6 h 后收集

肝脏检测 PGC-1β 和 Hepcidin 的表达情况 . 如图 1A 所示，LPS 显著抑制 Pgc-1β mRNA 的表达（抑制率为

83%）；相反，LPS 能显著诱导肝脏 Hepcidin mRNA 的表达（~12 倍），这一结果也与文献报道一致 . 蛋白水

平的检测得到了类似的结果，统计结果发现在 LPS 的刺激下，PGC-1β 的表达下降了 51%，而 Hepcidin 增

加了 1.93 倍（图 1B）. 相应地，LPS 显著诱导肝脏内铁堆积（图 1C）.

C57BL/6J 小鼠腹腔注射 1 mg/kg LPS，6 h 后收集肝脏组织 . A，RT-qPCR 检测肝脏组织中 Pgc-1β 和 Hepcidin mRNA 的表达水平 .
B，Western Blot 实验及灰度分析肝脏中 PGC-1β 和 Hepcidin 的蛋白表达水平 . **P<0.01 vs. CTL. C，普鲁士蓝染色分析肝内铁堆积情况

图1 LPS在体内抑制肝脏PGC-1β表达，并诱导Hepcidin表达

Fig.1 LPS inhibited the expression of PGC-1β，whereas increased Hepcidin in the mouse liver

2.2 LPS在体外抑制原代肝细胞PGC-1β的表达，并诱导Hepcidin的表达

体外水平上，使用原代分离的小鼠肝实质细胞开展实验，并使用不同浓度的 LPS（1 μg/mL、10 μg/mL
和 40 μg/mL）处理原代肝细胞 12 h，模拟体内炎性环境 . RT-qPCR 和 Western Blot 结果显示，LPS 剂量依赖

性地抑制 PGC-1β 的表达，同时刺激 Hepcidin 表达（图 2A 和 2B）. 此外，当使用 10 μg/mL 的 LPS 刺激时，

发现随着作用时间的增加，PGC-1β 的 mRNA 表达水平逐渐减少，并在 12 h 时，下降到最低点（降低 67%）.
蛋白水平检测发现，PGC-1β 的表达随着 LPS 作用时间的延伸，持续性降低（图 2C 和 2D）. 反之，Hepcidin
的表达则呈现出时间依赖性地增加 . 综上所述，PGC-1β 和 Hepcidin 的表达呈现负相关性 .
2.3 PGC-1β抑制原代肝细胞中Hepcidin的表达

为了研究 PGC-1β 对原代肝细胞中 Hepcidin 表达的直接影响，用 PGC-1β 过表达及对照腺病毒感染

原代肝细胞 48 h. 通过 RT-qPCR 检测发现，PGC-1β 能浓度依赖地抑制 Hepcidin mRNA 的表达水平 （图

3A）. 蛋白水平结果与 mRNA 结果类似，PGC-1β 也能剂量依赖性地降低 Hepcidin 的蛋白表达水平（图

3B）. 另一方面，当使用 PGC-1β shRNA 干扰腺病毒及相应对照感染细胞 48 h 时，发现 PGC-1β 表达量的降

低能显著上调 Hepcidin mRNA 的本底表达水平至 3.12 倍（图 3C）. 蛋白水平的检测也印证了 mRNA 结果

（图 3D）. 这些结果说明，在小鼠原代肝细胞中，PGC-1β 能负向调控肝细胞中 Hepcidin 的表达 .
2.4 PGC-1β抑制LPS诱导的Hepcidin表达及胞内铁堆积

为了研究 PGC-1β 在炎症状态下对 Hepcidin 表达及肝铁堆积的作用，使用 PGC-1β 过表达腺病毒及

相应对照感染原代肝细胞 36 h 后，再用 10 μg/mL 的 LPS 刺激 12 h. RT-qPCR 和 Western Blot 结果发现，

PGC-1β 过表达后不仅能抑制本底 Hepcidin 的表达，还能拮抗由 LPS 诱导的 Hepcidin 的增加（图 4A 和

4B）. 功能学上，检测了细胞内铁离子堆积情况，与前人报道一致，LPS 确实能增加肝细胞中铁离子的含

量；而当 PGC-1β 过表达后，铁的过度堆积明显得到遏制（图 4C）. 以上结果强有力地表明，PGC-1β 可以减

缓 LPS 导致的铁稳态紊乱 .
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不同浓度的 LPS（1 μg/mL、10 μg/mL 和 40 μg/mL）分别作用于原代肝细胞 12 h. RT-qPCR（A）和 Western Blot（B）分析 PGC-1β 和 Hep⁃
cidin 的表达 . *P<0.05 和**P<0.01 vs. CTL. 此外，用 10 μg/mL LPS 分别作用于原代肝细胞 0 h、3 h、6 h、12 h、24 h. RT-qPCR（C）和 Western
Blot（D）分析 PGC-1β 和 Hepcidin 的表达 . **P<0.01 vs. CTL

图2 LPS在体外抑制原代肝细胞PGC-1β的表达，并诱导Hepcidin的表达

Fig.2 LPS inhibited PGC-1β expression，while induced the expression of Hepcidin in primary hepatocytes

3 讨论

铁代谢紊乱引起的疾病是人类常见的疾病之一，影响着人类的生存质量，因此人机体铁稳态的维持

对人类健康至关重要，Hepcidin 作为重要的铁代谢调节因子，可通过抑制小肠铁吸收、肝脏和网状内皮系

统铁释放来调节铁的吸收和利用，维持机体铁稳态的平衡［5］.
为了建立低烈度炎症模型，本研究使用 LPS 作用于小鼠肝脏或原代肝细胞 . 结果发现 LPS 在体内/外均

可显著抑制 PGC-1β 的表达，而增加 Hepcidin 的表达 . 通过腺病毒介导的过表达或干扰手段，人为控制

PGC-1β 在原代肝细胞中的表达量，发现过表达 PGC-1β 呈剂量依赖性地抑制 Hepcidin 的本底表达，干扰

PGC-1β 得到相反的结果 . 更重要的是，过表达 PGC-1β 可以抑制 LPS 诱导的 Hepcidin 表达及胞内铁堆积 .
结果说明 PGC-1β 在调节 LPS 诱导的 Hepcidin 表达及铁堆积紊乱过程中扮演着重要角色 .

前期研究已证实 STAT-3 和 BMP 在调节炎症刺激下 Hepcidin 表达和铁代谢稳态中的重要性 . 但是，

它们是相对上游的多功能分子，也参与调节其他关键的生理过程，包括细胞的存活、分化、代谢与肿瘤血

管生成［14-17］. 以这些分子作为标靶调控 Hepcidin 并不特异，将会带来诸多副作用 . 通过靶向 PGC-1β 可以

克服这些障碍，进而实现更加特异的调控 . 另一方面，以往研究表明，铁作为氧化损伤的催化剂，是引起氧

化应激的一个重要因素 . 铁增多可导致铁依赖性自由基生成增多，从而促进脂质代谢［18］. 低氧的情况下，

活性氧（Reactive oxygen species，ROS）可以阻断 C/EBPα 和 STAT-3 结合在 Hepcidin 启动子上的锚定，降

低 Hepcidin 的表达［19］. 此外，在破骨细胞生成时，PGC-1β 的转录被激活，从而促进线粒体生成，增加 ROS
的生成［20］. 因此，ROS 的产生可能是 PGC-1β 对 Hepcidin 抑制作用中的介导因子 .
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PGC-1β 过表达腺病毒及相应对照感染原代肝细胞 48 h. RT-qPCR（A）和 Western Blot（B）分析 Hepcidin 的表达 .
*P<0.01 vs. Ad-GFP. PGC-1β shRNA 干扰腺病毒及相应对照感染原代肝细胞 48 h. RT-qPCR（A）和 Western Blot

（B）分析 Hepcidin 的表达 . **P<0.01 vs. Ad-Scra shRNA
图3 PGC-1β抑制原代肝细胞中Hepcidin的表达

Fig.3 PGC-1β inhibited Hepcidin expression in primary hepatocytes

PGC-1β 已被报道在许多肝脏代谢途径中发挥重要作用，如调控肝脏的脂质合成与分泌、线粒体生

成等［12］. 此外，代谢异常会导致 Hepcidin 表达水平失调及铁离子稳态失衡 . 例如，超重人群与正常体重

者相比，有更高的 Hepcidin 表达水平，患缺铁性贫血的风险更高［21］. 在 2 型糖尿病患者中可以发现类似

的现象［22］. PGC-1β 作为代谢调节中的多功能分子，其可能是连接代谢与铁稳态的节点 . 已有文献报道，

PGC-1β 和 Hepcidin 在饥饿和 db/db 糖尿病小鼠肝脏中都被诱导表达［23-24］. 然而，在营养信号调控下，

PGC-1β 和 Hepcidin 的这种正相关性似乎与在炎症环境下相反 . 这可能是由于在响应不同信号刺激时，

PGC-1β 选择性共激活不同的转录因子调节 Hepcidin 的表达 . 当然，无论是结构或功能的研究都不支持

PGC-1β 直接发挥转录抑制作用这一概念［25］. 但 PGC-1β 可以通过激活一些转录抑制子从而发挥对某些

基因的负向调控［26］. 因此，PGC-1β 也有可能通过类似的方式抑制 Hepcidin 的表达，尽管这一抑制子尚

未知晓 .
综上所述，研究发现 PGC-1β 是调节炎症状态下的 Hepcidin 表达和胞内铁堆积中的关键分子，调节

PGC-1β/Hepcidin 轴为防御和治疗代谢紊乱中的铁稳态失调提供了一种新的策略 .
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原代肝细胞经 PGC-1β 过表达腺病毒及相应对照感染 36 h 后，使用 10 μg/mL 的 LPS 刺激细胞 12 h.
A，RT-qPCR 分析 Hepcidin mRNA 的表达 . **P<0.01 vs. Ad-GFP，##P<0.01 vs. Ad-GFP/LPS. B，Western Blot

分析 Hepcidin 蛋白的表达 . C，普鲁士蓝染色分析细胞内铁堆积情况

图4 PGC-1β抑制LPS诱导的Hepcidin表达及胞内铁堆积

Fig.4 PGC-1β inhibited LPS-induced Hepcidin expression and intracellular iron accumulation
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