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铁死亡在急性镉诱导小鼠肝损伤中的作用
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摘要    目的：探讨铁死亡在急性镉诱导小鼠肝损伤中的作用。方法：健康清洁级 8～10周的 ICR雄鼠，随机分为对照组 （con‐

trol组）和镉暴露组。镉暴露组经腹腔注射给予等量 4 mg·kg-1 CdCl2，分别于CdCl2处理 6 h、12 h和 24 h后取肝脏组织及血液。

对照组同样处理方式给予等容量生理盐水。采用苏木精—伊红（HE）染色法观察小鼠肝脏组织的病理损伤。采用试剂盒检测

小鼠血清中ALT、AST、总铁、GSH、SOD、H2O2和MDA的含量。采用实时荧光定量 PCR（RT-qPCR）和蛋白质免疫印迹（west‐

ern blotting）法检测小鼠肝脏组织铁死亡关键基因的表达。结果：急性镉暴露降低小鼠肝脏重量及其脏器系数，明显引起肝脏

功能及病理损伤。与对照组相比，镉暴露组GSH和SOD的含量降低，ALT、AST和MDA含量增加，H2O2的含量显著增加（P＜

0.05）。此外，镉显著增加小鼠肝脏总铁含量，诱导小鼠肝脏组织HO-1和 FTH1的蛋白表达，而GPX4蛋白表达在镉暴露组显

著降低（P＜0.05）。结论：急性镉暴露导致肝脏氧化应激，增加肝脏中的铁含量，改变肝脏中与铁死亡相关的基因的转录和蛋

白质的表达，提示铁死亡可能参与急性镉暴露诱导的肝损伤。
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Role of ferroptosis in acute cadmium-induced liver injury in mice
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Abstract    Objective: To investigate the role of ferroptosis in acute liver injury induced by cadmium (Cd) expo‐

sure in mice. Methods: Healthy and clean male ICR mice of 8-10 weeks were randomly divided into control 

group, and Cd exposure group. The mice in the Cd exposure group were injected with an equal amount of CdCl2 

(4 mg·kg-1) intraperitoneally. Liver tissues and blood were collected after Cd treatment for 6h, 12h and 24h, re‐

spectively. The mice in the control group were injected with normal saline in the same way. The hematoxylin-

eosin (HE) staining method was used to observe the pathological injury of liver. The contents of ALT, AST, total 

iron, GSH, SOD, H2O2 and MDA in serum were detected by corresponding kits. The expression of key genes of 

ferroptosis in liver tissues of mice were detected by real-time fluorescence quantitative PCR (RT-qPCR) and west‐

ern blotting. Results: The acute Cd exposure reduced liver weight and organ coefficient in mice, and significantly 

caused liver function and pathological damage. Compared with the control group, the contents of GSH and SOD 

in the Cd exposure group were decreased, the contents of ALT, AST, and MDA were increased, and the content of 

H2O2 was significantly increased (P＜0.05). In addition, Cd significantly increased the total iron content in liver 

of mice,induced the protein expression of HO-1 and FTH1 in liver tissue of mice, while the protein expression of 

GPX4 was significantly decreased in the Cd exposure group (P＜0.05). Conclusion: Acute Cd exposure can 

cause oxidative stress, increase iron content, and alter transcription and protein expression of genes associated 
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with ferroptosis in the liver, suggesting that ferroptosis may be involved in liver injury induced by acute Cd expo‐

sure.
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肝脏是人体重要的代谢器官，在有毒物质的代

谢中发挥关键作用[1]。最近的数据表明，由各种肝

病引起的死亡全球每年高达 200 万[2]。目前，重金

属污染已成为重要的公共卫生问题。职业和生活

环境中的重金属分布广泛，并可通过多种途径对机

体产生毒性作用[3]。肝脏为各种有毒重金属产生毒

性的主要靶器官[4]。镉是一种常见的环境重金属污

染物之一。人类接触镉的主要途径有呼吸道、消化

道、皮肤等[5-6]。由于镉的生物半衰期较长，人体难

以将其代谢排出，故镉极易在人体内蓄积，对人体

多种器官系统造成影响；且与多种疾病和癌症相

关，如心血管疾病、肾功能不全、软骨病、肝癌等。

镉可在肝脏中蓄积，引发肝损伤、肝纤维化甚至肝

癌。镉暴露可导致肝脏氧化应激、肝细胞皱缩、肝

细胞凋亡加剧，引起肝功能受损[7-8]。尽管如此，镉

的肝毒性毒理机制仍待进一步探究。建立中毒性

肝损伤动物模型并进行发病机制研究有助于防治

药物研发、治疗及预防。在中毒性肝损伤模型中，

较为常见的四氯化碳和酒精引发的肝损伤[9]。而

2012年Dxion的团队提出的铁死亡概念，他们发现

小分子化合物（如 erastin）能够引起细胞铁代谢紊

乱，细胞中铁含量过载，脂质过氧化物大量积聚，使

膜磷脂过氧化程度加剧，致使细胞死亡。此外，铁

死亡还会造成线粒体数量减少、线粒体皱缩、线粒

体嵴断裂或消失等[10]。本文旨在研究铁死亡在急性

镉暴露诱导的肝脏损伤中的作用，为进一步阐明镉

肝毒性分子生物学机制提供参考。

1   材料和方法

1.1    化学试剂

氯化镉（CdCl2）购自 Sigma公司；组织铁测定试

剂盒（E1050-100）购自北京普利莱基因技术有限公

司。血清丙氨酸氨基转移酶（ALT，C009-2-1）、天冬

氨酸氨基转移酶（AST，C010-2-1）、谷胱甘肽（GSH，

A006-2）、过 氧 化 氢（H2O2）（A064-1-1）、丙 二 醛

（MDA，A003-1）和超氧化物歧化酶（SOD，A001-3）

测定试剂盒均购自南京建成生物工程研究所。谷

胱甘肽过氧化酶 4（GPX4）和血红素加氧酶 1（HO-1）

抗体购自上海 Abmart 科技有限公司。FTH1 和 β

-actin 抗体购自成都正能生物技术有限责任公司。

实时荧光定量 PCR（RT-qPCR）试剂盒（AG0304）购

自山东思科捷生物技术有限公司。

1.2    实验动物和处理

健康清洁级 8～10 周的 ICR 雄鼠，体重 30～   

35 g，购自河南斯克贝斯生物科技股份有限公司，生

产许可证号为 SCXK（豫）2020-005。实验前适应性

喂养 1周，自由饮食，昼夜均衡，温度 20～25 ℃ ，湿

度为（50±5）% 。将小鼠分为对照组（control 组）， 

Cd-6h 组，Cd-12h 组和 Cd-24h 组，每组 6 只小鼠。

control组腹腔注射生理盐水，其余 3组经腹腔注射

给予 4 mg·kg-1   CdCl2，分别于处理 6 h、12 h 和 24 h

后称重并剖杀取材。记录小鼠的体重和肝脏的重

量；肝脏组织在冰上迅速分离后，一部分用于苏木

精—伊红（HE）染色，另一部分，储存在-80 ℃冰箱

用于组织总铁含量检测、蛋白质免疫印迹（western 

blotting）法和RT-qPCR等。血液样本以 4 000 r/min

离心 10 min，取上层血清用于ALT、AST、GSH、SOD、

MDA和H2O2的含量测定。

1.3    小鼠血清中ALT、AST活力测定

本次血清中 ALT、AST 检测按试剂盒说明书，

先制作标准曲线，再进行样品测试，按其操作表依

次添加试剂，用酶标仪（波长 510 nm）测定OD值，根

据标准曲线，计算出相应的ALT、AST活性值。

1.4    小鼠血清中GSH、MDA含量的测定

GSH 采用微量酶标法，依照试剂盒说明书操

作。先制作 GSH标准曲线，再按照试剂盒说明书配

制血清样品，用酶标仪（波长 412 nm）测定并计算

GSH 含量。MDA 采用 TBA 法按照试剂盒说明书

配制各离心管血清样品，95 °C水浴 40 min，冷却后

3 500～4 000 r/min离心，取上清液 0.2 mL，于 532 nm

测吸光度值。

1.5    HE染色

每组取 3只小鼠的肝脏进行组织病理学检查。

采用 4% 多聚甲醛将取出的新鲜肝脏组织固定，按

照标准病理程序制备切片，将切片用梯度乙醇脱

水，经苏木精和伊红染料染色后继续用分级梯度乙

醇脱水、二甲苯透明，最后用中性树胶固定后封片，

殷杞子，等 .铁死亡在急性镉诱导小鼠肝损伤中的作用 ·· 1589



广西医科大学学报           2024  Dec. 41（12）

在光学显微镜下观察。

1.6    SOD活力测定

实验操作严格按照说明书进行。先进行预试

验：取若干例血清样本，分别稀释成不同浓度进行

预实验，选择抑制率在40%～60%的这一孔的浓度，

进行正式批量试验。

1.7    H2O2含量测定

在正式测定H2O2含量前，取每组 1号管中血清

样本 0.01 mL，进行预试验，确保各组吸光度值大致

在 0.05～0.80，若不在此范围内，则应适当增加样本

取样量或对样本进行一定程度稀释，以保证实验结

果测定的准确性。预试完成后对各组样本 H2O2水

平进行正式测定，于 96孔酶标中依次加入试剂和样

本，具体操作严格按照说明书进行。

1.8    采用RT-qPCR法测定铁死亡相关基因的表达

将 RNA 逆转录成 cDNA 后，用 SYBR Premix 

Ex Taq Ⅱ对得到的 cDNA 用罗氏荧光定量 PCR 仪

（LightCycler® 480 PCR仪）进行扩增。最后将靶基

因的 cq值与内参基因 β-actin的进行均一化比对，用

2-ΔΔCT法计算目的基因的相对表达量。本研究所用

到的引物序列见表1。

基因

β-actin

Dmt1

FTH1

GPX4

Hmox1

TfR1

      上游引物/5’～3’

CTCTCCCTCACGCCATC

CCTGTGGCTGATGGTGGAGTTG

CGAGATGATGTGGCTCTGAA

ACTGCAACAGCTCCGAGTTC 

TCCTTGTACCATATCTACACGG 

AATGGTTCGTACAGCAGCGGAAG 

      下游引物/5’～3’

ACGCACGATTTCCCTTC 

GGAGATTGATGGCGATGGCTGAG 

GTGCACACTCCATTGCATTC

CGATGTCCTTGGCTGAGAAT

GAGACGCTTTACATAGTGCTGT 

CACGAGCGGAATACAGCCACTG

表1    引物序列

1.9    采用 western blotting 检测铁死亡相关蛋白的

表达

肝脏总蛋白样品经 10% 的十二烷基硫酸钠聚

丙烯酰胺凝胶恒压电泳分离，在恒流下工作 90～

150 min使蛋白转移至 PVDF膜上，用 5%脱脂牛奶

封闭后，进行一抗孵育。其中GPX4、FTH1和HO-1

抗体稀释比为1 ∶ 1 000的，β-actin抗体稀释比为1 ∶ 2 000。

漂洗后采用辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔 IgG、

山羊抗小鼠 IgG室温孵育 1 h。最后采用ECL试剂

显影并进行蛋白条带分析。

1.10    肝组织总铁的测定

本次肝脏中铁含量采用北京普利莱基因技术

有限公司组织铁离子检测试剂盒进行测定。按照

说明书的指示，稀释标准品，制作标准曲线，并进行

样品测定。同时用BCA蛋白定量法测定样品蛋白

浓度，用标准曲线法测定的铁的含量比上相应的蛋

白浓度得到铁的最终含量。

1.11    统计学方法

使用 SPSS 23.0对数据进行统计分析。多组间

比较采用方差（ANOVA）分析。以 P＜0.05 为差异

具有统计学意义。

2   结   果

2.1    急性镉暴露对肝脏的损伤作用

镉处理后小鼠的肝脏重量、脏器系数显著下降

（图 1）。与对照组相比，Cd-6h 组与 Cd-12h 组小鼠

血清中 ALT 和 AST 均显著增加（P＜0.05），Cd-24h

组血清ALT和AST进一步升高（P＜0.01）（图 1），且

显著呈现时间依赖关系。此外，Cd-12h组小鼠肝脏

组织出现炎性浸润和细胞核畸形，Cd-24组上述情

况进一步加重，同时伴随着肝脏空泡样病变产生（图2）。

以上结果表明，在本实验条件下，镉能致小鼠肝损

伤，且随着暴露时间的增加，小鼠肝脏的损伤越

严重。

2.2    急性镉暴露对氧化应激和肝脏总铁含量的

影响

GSH耗竭是铁死亡的经典表现之一，因此本研

究检测了血清中铁死亡相关的氧化应激分子生物

学标志物。结果如图 3所示，与对照组相比，镉暴露

组血清中GSH和 SOD下降，而血清中H2O2和MDA

含量在 12 h 显著上升（P＜0.05），其中 12 h 达到高

值，而在 24 h略有降低。此外，经CdCl2处理 12 h和

24 h 后的小鼠肝脏组织总铁含量显著升高（P＜
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0.05）。以上结果表明，镉暴露可能通过干扰肝脏组

织铁稳态、诱导肝脏氧化应激和减弱肝脏抗氧化能

力引起肝损伤。

2.3    急性镉暴露对肝脏铁死亡相关分子标志物的

影响

镉暴露显著上调 Dmt1、FfR1、FTH1 和 Hmox1 

mRNA 的转录表达（P＜0.05），而明显抑制 GPX4 

mRNA 的表达（P＜0.05）（图 4）。急性镉暴露能够

显著增加 FTH1和HO-1的蛋白表达（P＜0.05）（图5）。

然而，与对照组相比，镉暴露组GPX4蛋白表达量显

著降低，差异具有统计学意义（P＜0.05）（图5）。

A：CdCl2对肝脏重量的影响；B：CdCl2对肝脏系数的影响；C和D：CdCl2对血清ALT和AST含量的影响；1：control组；2：Cd-
6h 组；3：Cd-12h 组；4：Cd-24h 组；与 control 组相比，*P＜0.05，**P＜0.01；与 Cd-6h 组相比，##P＜0.01；与 Cd-12h 组相比，&P＜
0.05。

图1    急性镉暴露对肝脏的损伤作用

1：control组；2：Cd-6h组；3：Cd-12h组；4：Cd-24h组；蓝色箭头代表炎性浸润和细胞核畸形，黄色箭头代表肝脏空泡样病变。

图2    急性镉暴露对肝脏的病理损伤作用

A：GSH；B：SOD；C：H2O2；D：MDA；E：肝组织总铁含量；1：control组；2：Cd-6h组；3：Cd-12h组；4：Cd-24h组；与 control组
相比，*P＜0.05，**P＜0.01。

图3    急性镉暴露对氧化应激和肝脏组织总铁含量的影响 
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3   讨   论

镉是一种有毒的重金属元素，在环境中广泛存

在，其在电镀、冶炼、燃料、电池等工业应用加重了

环境中的镉污染。镉对人体健康的影响已经引起

了广泛关注，肝脏是镉毒性作用的主要靶器官。镉

暴露会促进非酒精性脂肪肝、慢性脂肪性肝炎等慢

性肝病的发生[11]。镉可以通过多种机制导致肝脏损

伤，包括氧化应激、线粒体功能障碍、内质网应激、

炎症反应、细胞凋亡和自噬等[12]。此外，镉能破坏肝

细胞膜、引起细胞核破裂、线粒体嵴断裂、消失等一

系列损伤[11]。

铁死亡是一种高度铁依赖为主要特征的氧化

型细胞死亡[13]，早在 2012年就被 Stockwell提出，并

被发现其参与了许多疾病的发生过程，如癌症、组

织损伤、炎症浸润和感染[14-15]。铁死亡被视为是许

多疾病治疗的新作用途径及研究治疗药物的新型

药理学方向[16]。许多肝脏疾病已被证明与铁死亡有

关[17]。先前的研究表明，铁过量会导致肝脏形态结

构变化，功能损伤。一些毒物也会通过铁死亡机制

对肝脏造成损伤，如玉米赤霉烯酮可通过下调Nrf2-

Keap1/ARE 抗氧化通路中部分基因在转录水平上

的表达；氨基甲酸乙酯通过抑制 GSH 合成和抑制

Nrf2激活引发肝脏铁死亡导致肝细胞氧化应激，诱

导肝脏发生铁死亡，从而导致肝脏损伤[18-19]。本研

A：FTH1蛋白条带及定量分析；B：HO-1蛋白条带及定量分析；C：GPX4蛋白条带及定量分析；1：control组；2：Cd-6h组；    
3：Cd-12h组；4：Cd-24h组；与 control组相比，**P＜0.01。

图5    急性镉暴露对肝脏铁死亡相关蛋白的影响 

A：Dmt1 mRNA；B：Tfr mRNA；C：FTH1 mRNA；D：Hmox1 mRNA；E：GPX4 mRNA含量的影响；1：control组；2：Cd-6h组；  
  3：Cd-12h组；4：Cd-24h组；与 control组相比，*P＜0.05，**P＜0.01。

图4    急性镉暴露对肝脏铁死亡相关基因表达的影响
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究检测了镉暴露后小鼠血清中肝功能指标 ALT、

AST，结果均显示随着暴露时间的增加，ALT和AST

含量增加。通过肝脏病理切片观察发现，染毒时间

越长，病理损伤越严重。这些结果都表明急性镉暴

露可引起肝脏细胞形态结构破坏，功能受损。

铁过量与脂质过氧化是铁死亡的经典表现，我

们发现急性镉暴露会引起肝脏组织总铁含量增加。

铁的过量积累可通过芬顿反应导致氧化应激，从而

诱导或加重铁死亡。本研究结果显示，镉暴露组小

鼠肝脏组织中总铁含量增多，GSH和SOD的含量降

低，而H2O2和MDA含量增加，表明急性镉暴露可引

起肝脏铁浓度过高，引起肝脏脂质过氧化。

铁代谢的调节通常被认为是铁死亡的关键调

控机制。转铁蛋白受体（transferrin receptor, TFR）

是转铁蛋白受体 1（transferrin receptor protein 1, 

TFRC）中主要的介导铁与转铁蛋白复合物以胞吞

的方式进入细胞的识别受体。三价铁通过细胞转

铁蛋白（transferrin, TF）转运至细胞内被还原为二价

亚铁离子（Fe2+），再通过二价金属离子转运体 1（di‐

valent metal transport1, DMT1）转运后通过芬顿反应

诱导脂质自由基含量增加，引起脂质过氧化，导致

铁死亡发生。在酸性细胞内环境中，三价铁从TF中

释放出来，经DMT1转运，与铁还原酶（STEAP fam‐

ily member 3, metalloreductase, STEAP3）反应被还

原为 Fe2+。过剩的铁储存在铁蛋白（ferritin, FT）中，

包括铁蛋白重链（ferritin heavy chain1, FTH1）和铁

蛋白轻链（ferritin light chain，FTL）[20]。本研究发现，

急性镉暴露上调了 FTH1的 mRNA和蛋白水平，增

加了 TFR 的 mRNA 表达水平，下调了 DMT1 的

mRNA表达水平，这揭示了急性镉暴露可能干扰肝

脏细胞内部铁稳态，破坏细胞储存更多铁并减少铁

输入以维持铁稳态的负反馈机制。

血红素是细胞内铁和释放 Fe2+的主要来源，由

细胞质HO-1进行催化分解。早期发现急性镉暴露

会导致细胞中 HO-1 的表达显著上调[21-22]。本研究

结果显示，急性镉暴露显著诱导小鼠肝脏细胞中

HO-1 的 mRNA 和蛋白表达。 HO-1 过度表达不仅

是氧化应激的原因之一，而且通过 HO-1降解血红

素产生大量游离铁这一途径，揭示了急性镉暴露是

小鼠肝脏细胞中总铁含量升高原因之一。

GSH/GPX4途径被认为是经典调节性铁死亡信

号通路[23-24]。GSH通过激活大量游离自由基从而导

致细胞脂质过氧化。GPX4是清除脂质过氧化产物

的重要氧化还原酶，被认为铁死亡关键的调控因

子[25]。GSH 作为 GPX4催化的协同因子，其缺乏会

引发半胱氨酸缺乏，诱导铁死亡。本研究结果显

示，急性镉暴露会导致GSH含量降低，下调肝脏中

GPX4的mRNA和蛋白表达。这提示急性镉暴露可

能依赖于GPX4的信号通路诱导肝细胞铁死亡。

综上所述，我们的研究表明，在急性镉暴露导

致的肝脏损伤的过程中，铁死亡可能作为一种肝细

胞的损伤机制，通过上调细胞中铁蛋白mRNA和蛋

白表达量，分解血红素产生游离铁，使细胞中铁浓

度升高。血清中H2O2、MDA稳定上升，GSH和SOD

的减少共同导致细胞中大量游离自由基被激活，致

使细胞氧化应激，脂质过氧化加剧，最终诱导肝脏

损伤。这也为未来研发保肝药物提供了一种新思

路，即通过铁蛋白抑制剂定向抑制铁蛋白脱失，维

持肝细胞氧化还原稳定和铁代谢稳态。
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