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食源性铁过载诱导草鱼肝细胞的损伤机制
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广州市水产病害与水禽养殖重点实验室，广东 广州　510225) 

摘要： 【目的】探讨食源性铁过载对草鱼肝脏的损失机制，揭示其在铁代谢紊乱、氧化应
激及炎症反应中的作用。 【方法】选取体重为 50~80 g的健康草鱼，分别在基础饲料中添
加 0、400和 800 mg/kg的富马酸亚铁，连续投喂 60 d。其间测定鱼体生长性能、血清和肝
脏中铁含量，以及红细胞压积、谷丙转氨酶 (ALT)、谷草转氨酶 (AST)和谷胱甘肽过氧化
物酶 4 (GPX4)活性。采用 qRT-PCR检测铁代谢及抗氧化相关基因表达变化。同时开展体
外实验，以柠檬酸铁铵 (III)(FAC)处理 L8824细胞，检测细胞内铁和 ROS水平及炎症、抗
氧化等相关基因表达。 【结果】富马酸亚铁过量摄入显著抑制草鱼体长增长，血清和肝脏
中铁含量显著升高。ELISA结果显示，红细胞压积、ALT、AST和 GPX4活性明显增加。
qRT-PCR结果表明，tf、dmt1、hepcidin、fpn 和 ncoa4基因表达量显著上调，而 tfR1和 fer-
ritin 表达下调。抗氧化相关基因 ho-1、gpx4和 nrf2也在铁添加组中显著上调。体外实验中，
FAC处理导致细胞内铁和 ROS水平升高，炎症相关基因如 p65、tnf-α、nf-κb、tlr4等显著
上调，同时氧化应激相关基因 keap1a、nrf2和 ho-1的表达量也显著上升。 【结论】食源性
铁过载可导致草鱼肝脏铁代谢紊乱、氧化应激增强并引发炎症反应。研究结果为草鱼铁代
谢相关疾病及防控策略提供了理论支持。
关键词: 草鱼；铁过载；铁代谢；氧化应激；炎症反应
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铁是一种多功能金属，是生物体必需的微量

元素，能够通过含铁或与铁结合的蛋白质和酶参

与细胞的生长与死亡机制。作为多种酶的辅助因

子，铁主要以 4种形式存在于蛋白质中，包括含

铁非酶血红蛋白、参与 DNA合成的铁硫簇蛋白、

血红素蛋白酶以及非铁硫簇或血红素的含铁蛋白

酶[1-3]。生物体内大部分生物活性铁会与红细胞中

的血红蛋白结合，这种具有氧化还原活性的金属

能够在不同价态之间转换。当铁以游离状态存在

于机体内时，能够通过电子转移在二价和三价之

间转变。Fe2+虽然能与血红蛋白和许多酶形成活性

化合物，但同时也能通过芬顿反应在细胞内产生

自由基，从而引起细胞毒性。芬顿反应是指 Fe2+

与 H2O2 反应生成 Fe3+和羟基自由基 (·OH)的过
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程。·OH能够与细胞质膜中的多不饱和脂肪酸反

应，生成脂质过氧化物，最终导致细胞铁死亡和

组织损伤[4-6]。

铁参与 DNA修复、细胞线粒体呼吸、细胞

生长和红细胞生成等生物过程，还助力免疫防御

和细胞信号传递 [7-8]。为了满足体内对铁的需求，

机体一般通过两种途径获取铁：一种是从食物中

摄入，另一种是通过脾脏、肝脏和骨髓中的巨噬

细胞回收红细胞中 90%~95%的铁 [8-9]。摄入或储

存的铁需要通过机体的铁代谢进行调控，以实现

正常利用和代谢。铁代谢主要包括 5个阶段：肠

道吸收、体内转运、利用 (参与各种生化过程)、
储存 (主要储存在肝脏和巨噬细胞 )以及肾脏排

泄[1, 10-11]。机体摄入的食源性铁主要以血红素铁和

非血红素铁两种形式存在。其中，非血红素铁

(Fe3+)在被吸收之前需要通过肠道十二指肠的细胞

色素 B(DCYTB)还原为 Fe2+，然后在二价金属转

运蛋白 (DMT1)的帮助下转运至循环系统 [12]。到

达循环系统的 Fe2+会被亚铁氧化酶 (HP)和铜蓝蛋

白氧化为 Fe3+，与转铁蛋白 (Tf)结合形成转铁蛋

白结合铁。转铁蛋白结合铁再与转铁蛋白受体

(TfR1)结合，从胞外进入细胞。进入细胞的铁由

金属还原酶 (STEAP3)还原为 Fe2+，部分铁进入线

粒体参与各种生化反应，另一部分以铁蛋白的形

式稳定储存，还有一部分通过膜铁转运蛋白 (FPN1)
排出细胞 [13-15]。当摄入过量的铁时，体内的铁含

量可能超出转铁蛋白的结合能力，出现非转铁蛋

白结合铁 (NTBI)。NTBI中含有氧化还原活性成

分，即不稳定性血浆铁 (LPI)，LPI容易被组织吸

收，导致铁的沉积并产生毒性效果。过量进入细

胞的铁可能形成不稳定铁池 (LIP)，从而引发芬顿

反应，产生大量活性氧 (ROS)，严重时可能导致

细胞铁死亡[16-17]。

铁调素 (Hepcidin)是铁代谢调节的核心，它

是一种富含半胱氨酸的抗菌肽，主要在肝脏中合

成和分泌 [11]。Hepcidin通过两种机制与唯一的铁

输出蛋白 (FPN1)相互作用：一是阻断 FPN1的外

部开放，二是诱导 FPN1的内吞和降解，最终

导致细胞内铁的滞留，从而减少体内铁的循环

量[18-20]。Hepcidin异常升高会导致全身性缺铁和阻

碍红细胞生成，而全身性缺铁在缺铁或铁过载期

间无法得到有效调节。循环铁浓度的稳定需要通

过食源性铁的吸收、储存和再循环来维持[17]。当

机体处于铁过载状态时，肝脏合成 Hepcidin的量

增加，从而抑制膜铁转运蛋白的功能，使体内铁

循环量减少。由于肝脏是主要的铁储存场所，未

与转铁蛋白结合的铁以 NTBI的形式被肝脏迅速

吸收，形成铁沉积，而铁的积累则可能引起肝脏

的氧化损伤[21-22]。

草鱼 (Ctenopharyngodon idella)是我国重要的

淡水养殖品种，其产量长期位居我国淡水鱼产量

之首。某些养殖户为盲目追求产量，会在实际养

殖过程中添加过量饲料，饲料中过量的铁会引起

血液和组织的氧化应激 [23-25]。但是目前关于食源

性铁过载对草鱼生长及组织的损伤作用相关研究

尚不清楚。因此，本研究以草鱼为对象，通过在

饲料中添加不同含量的富马酸亚铁，从体内体外

探究食源性铁过载对草鱼的影响作用。本研究结

果将丰富水产养殖动物中铁代谢生物学基础，也

为草鱼的健康养殖提供一定的依据。

 1    材料与方法

 1.1    实验材料

基础饲料购自中国通威股份有限公司；富马

酸亚铁购自中国科伦多食品配料有限公司；柠檬

酸铁铵 (III)(FAC)、 DCFH-DA购自美国 Sigma-
Aldrich公司；M199培养基购自美国 Gibco公司；

胎牛血清 (FBS)购自美国 Cytiva公司；FeRhoNox-
1购自日本 GORYO Chemical公司；4%多甲醛购

自美国 Biosharp Life Sciences公司。

 1.2    实验对象

草鱼幼鱼 [(50.0±5.0) g，(17.0±0.5) cm)]购自

广东某养鱼场。实验前，将鱼在装有过滤和充气

淡水的水槽中，在 (29±1.0) ℃ 的温度下驯化 2周。

将鱼随机分为 3组，每组 9尾。使用富马酸亚铁

作为日粮中的额外铁源，制备额外添加不同浓度

富马酸亚铁 (0、400、800 mg/kg)的日粮，分别对

应低、中、高铁浓度组。持续投喂草鱼，在投喂

至 60 d时采集血液和肝脏样品。实验过程中操作

人员严格遵守实验动物伦理规范，并按照仲恺农

业工程学院动物科技学院伦理委员会制定的规章

制度执行。

 1.3    生长性能

记录草鱼的体重和体长，通过计算增重率

(WGR)、特定生长率 (SGR)、长度生长率 (LGR)
分析其生长性能，计算公式：
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WGR(%) = (Wt−W0)/W0×100%

SGR(%) = ln(Wt−W0)/t×100%

LGR(%) = (Lt−L0)/L0×100%

式中，t 为投喂天数，W0 为初始体重 (g)，Wt 为实

验第 t 天的体重 (g)；L0 为初始体长 (cm)，Lt 为实

验第 t 天的体长 (cm)。

 1.4    组织学观察

为了解食源性铁过载对草鱼肝脏的影响，分

别从 0、400、800 mg/kg组中采集肝脏组织，并

用 4%多聚甲醛固定至少 12 h。随后，送塞维尔

生物科技有限公司进行石蜡包埋以及苏木精-伊红

(H.E)染色，在显微镜下观察肝脏组织的结构变化

情况，使用 Adobe Illustrator软件标出损伤部位。

 1.5    细胞系和细胞培养

草鱼肝细胞 L8824由华中农业大学苏建国教

授捐赠。细胞于含 10%胎牛血清、100  μmol/L
青霉素和 100 μmol/L链霉素的 M199培养基中培

养，并置于含有 5% CO2 的 28 ℃ 培养箱中。

 1.6    总 RNA提取和实时荧光定量 PCR分析

2−∆∆Ct

根据 SYBR实时荧光定量 PCR试剂盒说明

书 (南京诺唯赞生物科技股份有限公司)，使用定

量实时聚合酶链式反应 (qRT-PCR)检测所收集样

品中相关基因的表达情况。简言之，在 12孔板中

过夜培养的 L8824细胞，分别用不同浓度的 FAC
(0、250、500 μmol/L)处理 6和 12 h后收集。随

后，通过 RNAiso试剂 (TaKaRa，大连)从处理过

的 L8824细胞和肝脏组织中提取总 RNA，以检测

靶 mRNA的表达水平。根据制造商说明书 (南京

诺唯赞生物科技股份有限公司 )，将提取的总

RNA逆转录为 cDNA，接着对所得的 cDNA进行

qRT-PCR分析。qRT-PCR循环程序：95 °C 5 min，
随后进行 95 °C 15 s和 60 °C 30 s的 40次循环。

所有反应设置 3个重复，以 β-actin作为内参基因，

采用 法计算基因表达差异。

 1.7    细胞 Fe2+、总 ROS的检测

经过 FAC孵育后，检测 L8824细胞中的 Fe2+

和 ROS水平，包括总 ROS、脂质过氧化和线粒

体 ROS。将 L8824细胞 (4×105 个 /mL)接种于 6
孔板中，过夜培养，之后分别用 FAC (0、250、
500 μmol/L)孵育 6和 12 h。使用荧光探针 DCFH-

DA和 FeRhoNox-1孵育 30 min，并通过荧光显微

镜记录结果；最后使用 ImageJ软件分析荧光显微

镜图像的平均荧光强度。

 1.8    数据分析

使用 GraphPad Prism 8.1和 SPSS 17.0软件对

数据进行单因素方差分析 (ANOVA)。所示数据代

表了 3个独立实验的平均值。

 2    结果

 2.1    日粮中富马酸亚铁的增加对草鱼生长性能

和肝脏的影响

为研究不同浓度富马酸亚铁对草鱼生长的影

响，在饲喂持续 60 d后，记录草鱼的体重和体长，

并分别计算各组在实验结束时的 WGR、SGR和

LGR。中铁浓度组和高铁浓度组与低铁浓度组相

比，WGR和 SGR没有显著性变化，但高铁浓度

组的 LGR显著降低(P＜0.05) (图 1)。H.E染色结

果显示，低铁浓度组的草鱼肝脏结构完好，细胞

排列有序；中铁浓度组开始出现细胞空泡化现象，

而高铁浓度组的细胞空泡化现象更加严重，肝脏

组织结构受到明显损伤 (图版Ⅰ)。

 2.2    高浓度富马酸亚铁诱导草鱼肝脏的氧化损伤

为了探究日粮中添加过量富马酸亚铁对草鱼

体内铁含量及氧化应激的影响，首先检测了鱼的

血清铁含量、总铁结合力 (TIBC)和红细胞压积

(PCV)的变化，随后检测了血清和肝脏中的相关

损伤指标及抗氧化酶活性。结果显示，虽然血清

铁含量无显著性差异 (P＞0.05)，但呈上升趋势

(图 2-a)。TIBC随富马酸亚铁浓度增加先上升后下

降，且与低铁浓度组相比差异极显著 (P＜0.01，
图 2-b)。PCV在高铁浓度组与低铁浓度组存在极

显著差异 (P＜0.01)，而中铁浓度组则无显著性差

异 (P＞0.05，图 2-c)。图 2-d~f 显示，随着日粮中

铁浓度的升高，血清中的脂质过氧化产物丙二醛

(MDA)含量显著降低，谷丙转氨酶 (ALT)和谷草

转氨酶 (AST)的活性极显著升高 (P＜0.01)。高铁

浓度组血清中过氧化氢酶 (CAT)和谷胱甘肽过氧

化物酶 (GPX4)活性极显著升高 (P＜0.01)，而中

铁浓度组则无显著性差异 (P＞0.05)(图 2-g~h)。随

着日粮中富马酸亚铁含量的增加，草鱼肝脏中的

铁含量极显著升高 (P＜0.01，图 2-i)。肝脏中的

MDA含量随铁浓度增加而升高，高铁浓度组差异
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极显著 (P＜0.01，图 2-j)。此外，肝脏中 ALT和

AST的活性在高铁浓度组显著升高，中铁浓度组

的 ALT和 AST无显著性变化 (图 2-k~l)。肝脏中

CAT活性随着铁浓度升高而极显著降低 (P＜0.01)，
GPX4活性在中铁浓度组和高铁浓度组中均极显

著升高 (P＜0.01) (图 2-m~n)。

 2.3    铁过载使肝脏铁代谢紊乱并激活抗氧化系统

随着日粮中铁含量的增加，草鱼肝脏逐渐处

于铁过载状态 (图 2-i)。为进一步研究铁过载对草

鱼肝脏的影响，实验检测了铁代谢相关基因和抗

氧化相关基因的转录水平。在高铁浓度组中，tf
和 dmt1的 mRNA转录水平极显著上调 (P＜0.01)，
而 tfR1的 mRNA转录水平则随铁浓度增加显著下

调 (图 3-a~c)；hepcidin 的 mRNA转录水平随着铁

浓度的升高呈现极显著上调 (P＜0.01，图 3-d)；
fpn1在中铁浓度组和高铁浓度组中均极显著上调

(P＜0.01，图 3-e)；ferritin 的转录水平则随着铁浓

度的增加极显著下调 (P＜0.01)。此外，介导铁蛋

白自噬的核受体共激活因子 4 (ncoa4)在高铁浓度

组极显著上调 (P＜0.01)，中铁浓度组则无显著差

异 (P＞0.05，图 3-f~g)。由于日粮中铁含量的增加

对草鱼肝脏造成损伤并影响酶活性，因此实验进
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图 1    投喂富马酸亚铁对草鱼生长指标的影响

1.低铁组，2.中铁组，3.高铁组，图 2和图 3同。*. P＜0.05，**. P＜0.01， ns. P＞0.05，下同。

Fig. 1　Effect of feeding ferrous fumarate on the growth performance of C. idella
1. low iron group, 2. medium iron group, 3. high iron group, the same as Fig.2 and Fig.3. *. P＜0.05，**. P＜0.01, ns. P＞0.05, the same below.
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图版 Ⅰ    投喂富马酸亚铁对草鱼肝脏组织学的影响

1.低铁组，2.中铁组，3.高铁组。红色箭头指示空泡化细胞。

Plate Ⅰ　Effect of feeding ferrous fumarate on
histology in liver of C. idella

1.  low  iron  group,  2.  medium  iron  group,  3.  high  iron  group.  The  red
arrow indicates a vacuolated cell.
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图 2    投喂富马酸亚铁对草鱼血清 (a~h)和肝脏 (i~n)的影响

Fig. 2　Effects of ferros fumarate on serum (a-h) and livers (i-n) of C. idella
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图 3    投喂富马酸亚铁对草鱼肝脏铁代谢 (a~e)和抗氧化 (f~j)相关基因的影响

Fig. 3　Effects of ferrous fumarate feeding on genes related to iron metabolism (a-e) and
antioxidant (f-j) in liver of C. idella

1 期 水    产    学    报 50 卷

https://www.china-fishery.cn 中国水产学会主办    sponsored by China Society of Fisheries

6

https://www.china-fishery.cn
https://www.china-fishery.cn
https://www.china-fishery.cn


一步检测了相关抗氧化基因的转录水平。结果显

示，核因子 E2相关因子 (nrf2)、血红素加氧酶-
1(ho-1)和 gpx4的 mRNA转录水平随着铁浓度的

升高均极显著上调 (P＜0.01，图 3-h~j)。

 2.4    外源添加的 FAC引起细胞铁过载并激活

炎症通路

为进一步揭示铁过载对草鱼肝细胞的损伤机

制，选择 250和 500 μmol/L的 FAC分别处理草鱼

肝细胞 (L8824) 6和 12 h。使用 FeRhoNox-1对细

胞进行染色后，通过荧光显微镜成像，并使用

ImageJ软件对图像的平均荧光强度进行分析。荧

光分析结果显示，FAC处理 6和 12 h后，细胞内

铁含量极显著增加 (P＜0.01，图版Ⅱ，图 4-a, c)。
此外，采用 qRT-PCR检测 FAC处理 L8824细胞

6和 12 h后炎症相关基因的 mRNA转录水平。在

处理 6 h后，tnf-α 的转录水平随着铁浓度的增加

呈现极显著上调 (P＜0.01)；nf-κb 和 perk 的转录

水平极显著下调 (P＜ 0.01)； p65和 p38-mapk 在

250 μmol/L处理时显著下调，但在500 μmol/L时

无显著性变化 (P＞0.05)； tlr4未出现显著变化

(P＞ 0.05)  (图 4-b)。处理 12  h后，这些基因的
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图版 Ⅱ    添加不同浓度 FAC对 L8824细胞

铁含量的影响

1. 6 h对照组细胞荧光图像，2.使用 250 μmol/L FAC孵育 L8824细
胞 6 h后的荧光图像，3.使用 500 μmol/L FAC孵育 L8824细胞 12 h
后的荧光图像，4. 12 h对照组细胞荧光图像，5.使用 250 μmol/L
FAC孵育 L8824细胞 12 h后的荧光图像，6.使用 500 μmol/L FAC
孵育 L8824细胞 12 h后的荧光图像，图版 Ⅲ同。

Plate Ⅱ　Effect of different concentrations of FAC on
iron content in L8824 cells

1.  fluorescence  images  of  control  group  cells  at  6  h,  2.  fluorescence
images of L8824 cells treated with 250 μmol/L FAC for 6 h, 3. fluores-
cence  images  of  L8824  cells  treated  with  500  μmol/L  FAC  for  12  h,
4.  fluorescence  images  of  control  group  cells  at  12  h,  5.  fluorescence
images of L8824 cells treated with 250 μmol/L FAC for 12 h, 6. fluores-
cence images of L8824 cells treated with 500 μmol/L FAC for 12 h, the
same as Plate Ⅲ.
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图 4    添加不同浓度 FAC对 L8824细胞铁含量和炎症通路的影响

(a)孵育 6 h后胞内 Fe2+荧光图像的平均荧光强度，(b)不同浓度 FAC孵育 L8824细胞 6 h后炎症相关基因的 mRNA水平，(c)孵育 12 h后胞

内 Fe2+荧光图像的平均荧光强度，(d)不同浓度 FAC孵育 L8824细胞 12 h后炎症相关基因的 mRNA水平。4. 0 μmol/L，5. 250 μmol/L，
6. 500 μmol/L，图 5同。

Fig. 4　Effect of different concentrations of FAC on iron content and inflammatory pathways in L8824 cells
(a) average fluorescence intensity analysis of intracellular Fe2+ fluorescence images after incubation for 6 h, (b) mRNA levels of inflammatory related
genes in L8824 cells treated with FAC for 6 h, (c) average fluorescence intensity analysis of intracellular Fe2+ fluorescence images after incubation for 12 h,
(d) mRNA levels of inflammatory related genes in L8824 cells treated with FAC for 12 h. 4. 0 μmol/L, 5. 250 μmol/L, 6. 500 μmol/L, the same as Fig.5.
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mRNA转 录 水 平 相 比 空 白 组 均 极 显 著 上 调

(P＜0.01) (图 4-d)。

 2.5    FAC显著增加 L8824 ROS的产生

使用 250和 500 μmol/L FAC分别处理细胞 6
和 12 h后，使用 DCFH-DA对细胞进行染色，并

在荧光显微镜下观察结果 (图版Ⅲ)。通过 ImageJ
软件对荧光图像进行平均荧光强度分析，图 5-a
显示，250 μmol/L处理 6 h后，ROS水平与空白

组无显著性差异 (P＞0.05)，但随着浓度增加，

500 μmol/L组的 ROS水平极显著上升 (P＜0.01)；
在处理 12 h后，250和 500 μmol/L处理组的 ROS
水平均极显著升高 (P＜0.01) (图 5-b)。在处理 6
h后，氧化应激中的重要因子 keap1的转录水平显

著下降，而 nrf2 和 ho-1极显著上调 (P＜0.01)；在

处理 12 h后，keap1、nrf2和 ho-1的转录水平均

极显著上调 (P＜0.01) (图 5-c~d)。

 3    讨论

铁作为生物体必不可少的微量元素，发挥着

重要作用。然而，过量补充铁会引起铁代谢紊乱，

严重时可导致细胞死亡并诱发多种代谢疾病[26-27]。

在鱼类养殖中，饲料中铁含量的不确定性和铁元

素的生物利用度不稳定性可能带来一系列问题。

尽管如此，关于饲料中过量铁对鱼类造成毒性损

伤的研究较为有限。为此，本研究通过在基础饲

料中添加不同浓度的富马酸亚铁，连续投喂草鱼

60 d，系统探讨了食源性铁过载对草鱼的潜在损

伤。Musharraf等[28] 研究中，高浓度铁饲料会明显

降低露斯塔野鲮 (Labeo  rohita)的 LGR、WGR、
SGR，对其生长具有抑制作用。然而，在本研究

中 WGR和 SGR无显著变化，这一结果可能与投

喂周期或鱼体差异有关。值得注意的是，高铁浓
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图版 Ⅲ    添加不同浓度 FAC对 L8824细胞 ROS的影响

Plate Ⅲ　Effect of different concentrations of FAC on
ROS in L8824 cells
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图 5    添加不同浓度 FAC对 L8824细胞氧化应激的影响

(a)孵育 6 h后胞内 ROS荧光图像的平均荧光强度分析，(b)不同浓度 FAC孵育 L8824细胞 6 h后氧化应激相关基因的 mRNA水平，(c)孵
育 12 h胞内 ROS荧光图像的平均荧光强度，(d)不同浓度 FAC孵育 L8824细胞 12 h后氧化应激相关基因的 mRNA水平。

Fig. 5　Effects of different concentrations of FAC on oxidative stress of L8824 cells
(a)  average  fluorescence  intensity  analysis  of  intracellular  ROS fluorescence  images  after  incubation  for  6  h,  (b)  mRNA levels  of  antioxidant  related
genes in L8824 cells treated with FAC for 6 h, (c) average fluorescence intensity analysis of intracellular ROS fluorescence images after incubation for
12 h, (d) mRNA levels of antioxidant related genes in L8824 cells treated with FAC for 12 h.
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度组的 LGR显著降低，表明过量铁可能对草鱼的

体长增长呈负面影响。还有研究指出，铁过载会

导致哺乳动物骨质疏松、骨质流失，甚至引发骨

骼肌萎缩 [29-30]。考虑到硬骨鱼的体长与骨骼和肌

纤维的发育密切相关[31-32]，推测 LGR显著降低可

能与高铁摄入引发的骨骼或肌肉发育受损有关。

膳食铁的摄入、吸收、储存和利用是一个复

杂的过程。铁离子进入机体后，除了形成含铁蛋

白并参与各种生化反应外，剩余的铁大部分储存

在肝脏中。肝脏作为主要的铁储存器官，在全身

铁代谢稳态中发挥着至关重要的作用 [13]。根据

Musharraf等 [28] 和 Luo等 [33] 的研究报道，高铁饮

食 会 导 致 露 斯 塔 野 鲮 和 黄 颡 鱼 (Pelteobagrus
fulvidraco)的肝脏铁含量显著增加；在小鼠模型中，

铁过载会导致肝脏结构改变和功能损伤[34]。为研

究富马酸亚铁对草鱼全身和肝脏的作用，实验检

测了草鱼肝脏的铁含量，并进行了 H.E染色。结

果显示，在中铁浓度组和高铁浓度组中，草鱼肝

脏的铁含量显著上升，并出现明显的细胞空泡化

和组织结构损伤，这与 Musharraf[28] 和 Luo等 [33]

的研究结果一致。接着，进一步评估草鱼的全身

铁水平，检测了血清铁含量、PCV和总铁结合力

TIBC，这三个指标常用于检测血清铁水平 [35-37]。

结果表明，高浓度富马酸亚铁可显著提高 PCV和

TIBC，提示机体系统铁水平上升。此外，为了评

估铁过载是否引起肝功能损伤，实验检测了血清

和肝脏中 ALT和 AST的活性，二者是反映肝脏

损伤的重要生化指标 [38]。实验结果显示，在 60 d
的投喂期后，中铁和高铁浓度组草鱼的 ALT和

AST活性均呈不同程度升高，表明草鱼肝脏可能

发生了损伤。上述结果与 Chen等 [39] 研究的黄颡

鱼肝脏铁含量增加以及肝损伤的结果相一致。

肝脏不仅是主要的铁储存器官，还是多种铁

代谢相关蛋白质的合成场所，在维持铁稳态中起

着关键调控作用[40]。实验进一步探究铁过载条件

下草鱼肝脏铁代谢相关基因的表达情况，结果显

示， hepcidin 和 fpn1的 mRNA表达上调，以及

tfr1的下调，与 Chen等[39] 的研究结果一致，表明

机体在调节铁的吸收和运输。此外，Tf在血清中

能够与 Fe3+结合形成转铁蛋白结合铁，过量的 Fe3+

进而形成 NTIB，而 NTIB易被运输至肝脏和肝胰

腺，从而引发组织铁沉积并导致氧化应激 [41-42]。

在本研究结果中 tf mRNA表达水平上调，可能是

机体在应对铁过载时，通过增强 Tf的合成以增加

与铁离子的结合和转运，从而降低 NTBI水平，

减轻组织铁沉积所致的氧化损伤。

进入细胞的铁离子大部分储存于铁蛋白中，

一部分参与生化反应，多余的铁离子通过 FPN1
(细胞唯一的铁输出蛋白)排至体循环[43-44]。此外，

Hepcidin是一种富含半胱氨酸的抗菌肽，可介导

FPN1的内化和降解[40]。本研究中，高浓度富马酸

亚铁显著上调了草鱼肝脏中 hepcidin 和 fpn1的

mRNA表达水平，表明肝脏细胞处于铁过载状态，

迫切需要 FPN1将铁离子转运至体循环；体循环

中铁离子含量的增加使 Hepcidin含量升高，Hep-
cidin内化和降解 FPN1，进而控制细胞输出铁离

子的速率，减少铁离子进入体循环。此过程反映

了机体在铁过载下启动的一种保护机制，通过抑

制铁的吸收与输出，尝试降低体循环中铁的积累。

机体内的自由铁具有强烈的氧化还原活性，

易发生芬顿反应，从而生成 Fe3+和·OH。·OH进一

步促进磷脂过氧化物的形成，诱发氧化损伤 [26]。

Singh等 [45] 研究发现，露斯塔野鲮暴露于高浓度

铁的环境中，血液红细胞数量显著增加，肝脏铁

含量和 MDA水平也显著上升，而抗氧化酶 CAT
的活性降低。在本研究中出现了类似结果，铁过

载增加了肝脏的脂质过氧化水平。同时，实验发

现肝脏的 CAT活性显著降低，这与 Singh等[45] 的

结果相一致。然而，在本研究中，血清的 CAT活

性却显著上升，这可能与体内铁的积累有关，因

为 CAT作为一种血红素酶，铁在其催化活性中起

着关键作用[46]。小鼠在铁过载的状态下 CAT的活

性会随着铁含量的增加而降低[47]，说明 CAT的活

性受体内铁浓度的影响。有报道称，在鲑属

(Oncorhynchus)鱼类感染病毒的过程中，大量铁代

谢基因上调导致铁过载，并增加 ROS的产生，最

终引发氧化应激[48]。GPX4作为一种抗氧化酶，能

够利用谷胱甘肽还原脂质过氧化物，降低因脂质

过氧化引起的氧化应激，Nrf2则是体内重要的抗

氧化因子，能够与下游靶点 GPX4和 HO-1共同

发挥抗氧化作用[49]。研究结果表明，高铁浓度组

血清和肝脏 GPX4的活性显著升高，同时中铁浓

度组和高铁浓度组均显著上调了 nrf2、gpx4和 ho-
1的表达水平，进一步表明铁过载引起了机体的

氧化应激。在正常情况下，Nrf2通过与 Keap1的

相互作用而受到抑制。当发生氧化应激时，
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Keap1与 Nrf2之间的相互作用被打断，使得 Nrf2
能够与抗氧化反应元件 (ARE)结合，激活 Nrf2-
ARE信号通路，从而激活下游的抗氧化基因，如

gpx4、ho-1等 [50-51]。在本研究中，FAC的孵育会

导致 keap1、gpx4和 ho-1的 mRNA水平显著上调，

细胞总 ROS显著上升，说明铁过载导致了 L8824
细胞抗氧化系统的失衡，诱导氧化应激。

Zhao等 [52] 研究发现，铁过载及 ROS的增加

可以通过 TLR4/P38-MAPK通路激活炎症反应。

在鲤铁死亡的研究中，脂质过氧化被发现能够激

活 NF-κB/P65信号通路，并导致炎症因子 TNF-α
的上调[53]。同时，还有研究指出，内质网应激的

主要信号通路 PERK-eIF2α也能介导铁积累引起的

铁死亡 [54-55]。基于上述研究，本研究检测了这些

通路中的若干关键因子，发现 L8824细胞经过

FAC孵育 6 h后，p65、 tlr4、perk 和 p38-mapk 呈

下调趋势，tnf-α 则显著上调。在孵育 12 h后，这

些基因的 mRNA水平均显著上调，说明在铁离子

积累到一定程度后，炎症相关通路将被激活。

总之，本研究利用体外和体外实验证明了食

源性铁过载对草鱼肝脏健康的影响。结果表明，

铁过载可导致草鱼肝脏组织受损，破坏肝脏铁代

谢稳态，并诱导显著的氧化应激反应。此外，铁

代谢紊乱进一步引起细胞内 ROS水平升高，激活

炎症反应通路。本研究为深入理解铁代谢紊乱对

草鱼健康的潜在机制提供了理论依据，也为草鱼

健康养殖管理策略的优化提供了重要参考。

（作者声明本文无利益冲突）
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Mechanism of dietary iron overload inducing hepatocyte damage in
grass carp (Ctenopharyngodon idella)
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(Guangzhou Key Laboratory of Aquatic Animal Diseases and Waterfowl Farming,
Guangdong Engineering Technology Research Center for Water Environment and Aquatic Product Safety,

College of Animal Science & Technology, Zhongkai University of Agriculture and Engineering, Guangzhou　510225, China)

Abstract: Iron is an essential  trace element in vertebrates,  involved in critical biological processes like oxygen transport and

energy metabolism. This study focused on Ctenopharyngodon idella, investigating the damaging effects of dietary iron over-

load. Healthy C. idella weighing 50-80 g were fed a diet supplemented with 0, 400, and 800 mg/kg of ferrous fumarate for 60

days. Growth performance results indicated that excessive iron intake significantly reduced the fish's length growth rate. Iron

ion content analysis showed that ferrous fumarate supplementation significantly increased iron levels in serum and liver. ELISA

results indicated that dietary iron overload led to an increase in hematocrit, along with significantly elevated activities of ALT,

AST, and GPX4 in serum and liver. qRT-PCR results revealed that iron metabolism-related genes Tf, DMT1, Hepcidin, FPN,

and NCOA4 were significantly upregulated in the ferrous fumarate group, while TfR1 and Ferritin were significantly downreg-

ulated.  Furthermore,  antioxidant-related  genes  ho-1,  gpx4,  and  nrf2  were  significantly  upregulated  in  the  ferrous  fumarate

group. In vitro experiments showed that FAC incubation of L8824 cells resulted in a significant increase in intracellular iron

and ROS; qRT-PCR analysis revealed significant increases in inflammatory genes p65, tnf-α, nf-κb, tlr4, and p38-mapk, along

with significant rises in oxidative stress-related genes keap1a, nrf2, and ho-1. In conclusion, this study suggests that dietary iron

overload leads to an imbalance in iron metabolism and oxidative stress in C. idella, accompanied by inflammatory responses,

providing a theoretical basis for understanding iron metabolism-related diseases and their prevention in C. idella.
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