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摘要：以草鱼为研究对象，系统研究了溶血对肝脏的损伤机制，以揭示血红蛋白对机体
的损伤作用。首先在体内注射血红蛋白，通过苏木精-伊红染色 (H.E)发现注射血红蛋白
组的肝脏组织中坏死细胞明显增多，普鲁士蓝染色揭示肝脏中存在大量的铁沉积，进一
步的实时定量 PCR (qRT-PCR)检测结果显示，注射的血红蛋白激活了铁代谢相关基因的
表达。为进一步探究体内出血对肝脏的影响，实验通过体内注射苯肼模拟体内出血，
H.E和普鲁士蓝染色结果表明，大量的溶血导致肝脏细胞坏死和铁的沉积增加，通过检
测肝脏中血红蛋白和铁含量发现，苯肼组中，肝脏组织血红蛋白和铁含量随着时间延长
而显著增加，而铁含量的增加同时激活了肝脏组织中铁代谢相关基因的表达。其次，实
验检测了注射苯肼后肝脏组织中炎症因子的表达情况，qRT-PCR结果显示，高剂量的血
红蛋白激活了多种细胞因子的基因表达，如促炎因子 TNF-α、IL-1β和 IL-6，抑炎因子 IL-
10以及趋化因子 IL-4和 IL-8等。为进一步探究高氧化活性的血红蛋白对肝脏组织的氧
化损伤作用，实验检测了肝脏组织中丙二醛 (MDA)、脂质过氧化物 (LPO)以及 β-半乳糖
苷酶的含量，检测结果表明，鱼体内的出血显著增加了肝脏氧化损伤作用，同时，qRT-
PCR和酶活性检测结果揭示，血红蛋白的氧化损伤作用促进了肝脏组织细胞凋亡的发生。
最后，实验检测了肝脏组织中抗氧化酶的表达情况，结果显示，体内的出血显著激活了
肝脏组织中的抗氧化系统。研究表明，鱼体内大量出血释放的高氧化活性的血红蛋白显
著激活了肝脏组织炎症和氧化损伤的发生，促进了肝脏组织中的细胞凋亡，同时也激活
了机体内的抗氧化系统。
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草鱼 (Ctenopharyngodon  idella)是我国重要

的淡水经济养殖鱼类，2018年中国渔业统计年

鉴数据显示，我国草鱼养殖产量达 534.56万 t，
其养殖产量长期居淡水养殖之首 [1]。随着养殖规

模和密度的不断增加，水产养殖环境的不断恶

化，特别是多种病原性疾病的大量暴发，细菌

性疾病如嗜水气单胞菌 (Aeromonas hydrophila)和
病毒性疾病如草鱼呼肠孤病毒 (grass carp reovirus，
GCRV)等均导致鱼体大量出血，均对草鱼养殖

产业造成严重影响[2-3]。
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病原性疾病可导致鱼体出血而释放大量的

血红蛋白进入组织中，在正常生理情况下血红

蛋白被保护在细胞内而不被氧化 [4-5]；游离的血

红蛋白快速发生自氧化，由Hb-FeⅡ氧化成Hb-FeⅢ
和 HbFeⅣ并产生大量的超氧自由基 (HO2·)和衍

生产物 H2O2，H2O2 进一步激活髓过氧化酶 (pseu-
doperoxidase, POX)，催化Hb-FeⅢ氧化成Hb-FeⅣ，

同时催化更多的自由基产生，如超氧阴离子 (O2
–·)、

羟基自由基以及低盐酸 [6-9]。血红蛋白通过自氧

化产生的活性氧 (reactive oxygen species, ROS)可
以有效杀伤入侵的病原微生物 [9-12]。但是过量的

溶血释放高氧化活性的血红蛋白可以诱导氧化

应激和组织损伤 [9-10]。在血管研究模型中，血红

蛋白氧化产生大量的自由基并促使脂质、蛋白

质、线粒体、核酸等过氧化导致血管强烈收缩，

动脉管壁出现大量胶原沉淀以及广泛性的凝固

性坏死，加剧动脉粥样硬化 [13-14]。其次，在肾脏

研究模型中，肾脏暴露在血红蛋白中，高氧化活

性的血红蛋白通过细胞内吞受体 (megalin-cubilin
receptor)进入足细胞等细胞中，从而导致细胞内

Hb分解代谢增加，过氧化应激以及内源性凋亡

途径激活等导致肾小球硬化或者空泡化以及肾

小管急性坏死，最终导致大量的血红蛋白或者

红细胞进入尿液，加剧急性肾损伤 (acute kidney
injury, AKI)或者慢性肾病 (chronic kidney disease,
CKD)  [13-16]，同时血红蛋白可以通过激活 NF-κB
等途径激活细胞因子，使肾脏损伤处于持续状

态 [14, 17]。肾复发性和大量血管内溶血导致肾脏

Hb“过载”是多种遗传病和免疫疾病的标致性特

征，包括镰刀状细胞病 (sickle cell disease, SCD)、
非典型溶血性尿毒症综合症 (atypical  hemolytic
uremic syndrome, aHUS)以及阵发性睡眠血红蛋

白 尿 (paroxysmal  nocturnal  hemoglobinuria,  PNH)
等 [15, 18]。血红蛋白的高氧化活性和致炎性对其他

组织也会造成多种氧化损伤，比如造成小鼠脾

脏肿胀坏死，肝脏的代谢紊乱和坏死 [5, 19]。大量

研究表明，高氧化活性的血红蛋白大量或者长

期存在于组织中将会对机体造成严重损伤，因

此，血红蛋白也是极其危险的因素。

目前有关血红蛋白对组织氧化损伤的研究

主要集中在哺乳动物中，有关鱼类血红蛋白对

组织中的影响相关研究还十分缺乏。在本团队

的前期研究中发现，草鱼红细胞具有广泛的抗

菌活性，并且其抗菌活性主要通过血红蛋白自氧

化产生的 ROS体现，而 ROS往往是一把双刃剑，

在病原入侵时通过杀伤病原菌体现有益作用，

而过量的 ROS会对机体本身造成氧化损伤 [12]。

由病原性疾病引起鱼体大量出血而导致的血红

蛋白释放对鱼体组织的影响尚未有详细研究。

因此，本研究以草鱼为实验对象，通过注射血

红蛋白和苯肼模拟其体内出血，检测过量血红

蛋白对肝脏造成的氧化损伤作用机制进行探究。

研究结果将为鱼类血液免疫学提供基础资料，

同时也为鱼类健康养殖提供理论参考。 

1    材料与方法
 

1.1    实验对象

实验用草鱼 (100±10) g来自广东省广州市某

渔场，运回实验室暂养于 1 000 L循环曝气水缸

中，保持溶解氧充足，水质干净。每天分别于

早上和晚上进行投喂和换水，实验鱼在实验室

适应 2周后开展实验。 

1.2    血红蛋白的分离纯化

血红蛋白的分离纯化按照本实验前期方法

进行[12]。使用含有肝素钠的注射器从鱼体尾柄静

脉采血，采集的血液通过梯度 percoll液的方法

分离纯化红细胞，将纯化后的红细胞进行反复

冻融后，4 °C条件下，10 000×g 离心 30 min，收

集上清液。通过 Bradford方法测定纯化后血红蛋

白的浓度，15% SDS-PAGE检测血红蛋白纯度。 

1.3    血红蛋白和苯肼注射实验

实验鱼随机分为 3组，血红蛋白组腹腔注

射 2 mL浓度为 5 mg/mL的血红蛋白，苯肼组腹

腔注射 2 mL苯肼 (注射量为 25 mg/kg)，对照组

腹腔注射等体积的无菌生理盐水。分别在注射

后 0、12、24、48和 96 h采集肝脏，采集的样品

一部分固定于 4%的多聚甲醛中，并送谷歌生物

科技有限公司进行 H.E和普鲁士蓝染色；一部分

样品分装 RNAiso Plus试剂放进液氮，用于后续

RNA提取和 qRT-PCR检测；一部分样品直接冻

存于液氮中，用于后续酶活性相关检测实验。 

1.4    RNA提取和 cDNA合成

采集肝脏的总 RNA提取按照 RNAiso  Plus
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试剂盒说明书进行提取，提取的总 RNA浓度及

纯度用超微量分光光度计 (NanoDrop2000, 美国 )
和琼脂糖凝胶电泳进行检测，然后使用带有

gDNA wiper的 HIScript® Q Select  RT SuperMix for
qPCR试剂盒 (Vazyme)合成 cDNA，在−20 °C保

存备用。 

1.5    相关基因的 qRT-PCR分析

通过 qRT-PCR方法检测肝脏组织中铁代谢

及相关基因的表达情况，qRT-PCR反应体系为

20 μL：水 6 μL，上下游引物各 0.5 μL，SYBR酶

10 μL，cDNA模板 3 μL，引物序列情况见表 1。
qRT-PCR反应程序参照UltraSTBR Mixture (Vazyme
公司，南京)试剂说明书，反应在 qTOWER3 touch3
荧光定量 PCR仪中进行，其中免疫基因及 β-
actin 内参基因均进行 3次重复，反应程序：95 °C
预变性 30 s，95 °C 10 s，60 °C 30 s，并采集荧光

信号，通过熔解曲线验证引物特异性，利用

2−ΔΔCt 法计算基因的相对表达量。 

1.6    肝脏组织中血红蛋白含量检测

为检测注射苯肼后肝脏组织中血红蛋白的

含量变化情况，实验按照 [12] 方法进行检测。具

体方法：将采集的肝脏组织通过组织破碎仪充

分破碎后，4 °C条件下，8 000×g 离心 30 min，
吸取 200 μL上清液至 96孔板中，利用酶标仪检

测 404 nm处吸光值。 

1.7    肝脏组织中 Fe含量检测

鱼体内的大量出血释放高氧化活性的血红

蛋白进入组织，氧化型血红蛋白容易释放血红

素，血红素在血红素加氧酶作用下释放游离 Fe
进入组织中。为进一步检测肝脏组织中 Fe的含

量，本研究利用组织铁检测试剂盒 (索莱宝科技

生物有限公司，中国)进行检测。具体检测方法

按照试剂盒说明书进行。 

1.8    组织氧化损伤相关检测

为进一步探究鱼体大量出血后，细胞毒性

血红蛋白对肝脏组织的损伤作用。实验测定了

注射苯肼后肝脏组织中丙二醛 (MDA)、脂质过

氧化物 (LPO)、β-半乳糖苷酶 (β-GAL)和 caspase 3
的酶活性。所有检测试剂盒均购置于索莱宝生

物科技有限公司，测定方法按照试剂盒说明书

进行。 

表 1    实验所用引物

Tab. 1    Primers used in the experiments

引物名

primers
序列

sequence
GcTf-RT-F AGTTACTATGTCGTGGCGGTTG

GcTf-RT-R ATCCAGCGTTGCGGTTCA

GcTfR1-RT-F GATGATGAAATGGAGGCTAACG

GcTfR1-RT-R GGCAATGACAAATCCGCAG

Gcferrintin-RT-F TCCTGTGCTTCGTGCGTGT

Gcferrintin-RT-R ACCTTCAGTCCGTCCTCGTG

GcHepcidin-RT-F TGAAACACCACAGCAGAACGA

GcHepcidin-RT-R CAGCCTTTGTTACGACAGCAGTT

GcFPN1-RT-F ACTCTTCGCTGGCGTCATTG

GcFPN1-RT-R TGGATTTGGTGCGAGGATGA

GcDMT1-RT-F TTCTCATTGACGAACAGCCAG

GcDMT1-RT-R CAAAGGAAAAGAGCCACGGAT

GcCAT-RT-F GCCATCTCCAACGGCAACTT

GcCAT-RT-R CCAGACCTTAGTCAAATCAAACGG

GcSOD-RT-F TCCGCACTTCAACCCTTACAG

GcSOD-RT-R ACTTTCCTCATTGCCTCCCTT

GcGSH-RT-F AGGAGTTCCGAGATGTTGGATTC

GcGSH-RT-R GTCTCCATTCACATCCACCTTCT

GcIL6-RT-F ACAGCAGAATGGGGGAGTTATC

GcIL6-RT-R CTCGCAGAGTCTTGACATCCTT

GcTNFa-RT-F GCTGCTGTCTGCTTCACGC

GcTNFa-RT-R AGCCTGGTCCTGGTTCACTCT

Gccaspase3-RT-F GCATCATCATCAACAACAAA

Gccaspase3-RT-R GACTGAGCATCACACAAACA

Gccaspase8-RT-F GTTTCTGTGCATGGACCTGATTC

Gccaspase8-RT-R CAGCTCTCTTTCCACTTCCTCTT

Gccaspase9-RT-F GTGGGATAGATGACCAGATGGAC

Gccaspase9-RT-R AGACATAGCCTGGAAAGGTTGAG

GcIL-1β-F GTGTCTGGCCATTTCCAAGAGTA

GcIL-1β-R GGTGTTGAGAGTTTCAGTGACCT

GcIL8-F GAGTCTTAGAGGTCTGGGTG

GcIL8-R CAGGTTAAAATATTGTGCAT

β-actin-F ACCCACACCGTGCCCATCTA

β-actin-R CGGACAATTTCTCTTTCGGCTG

GcIL-10-F CCCTTTGAGTTTGCCACCA

GcIL-10-R CAGCCATCATCCAATCCAC

GcIL-4-F AATAGGGATCAACGAGAA

GcIL-4-R TGAATGGTTATGTAGGGT

GcHap-F CTCTCTGTGGCTGTGCTGCT

GcHap-R TCAGTACCCAGCGCTGCGCT
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1.9    数据分析

实验数据均以平均值±标准差 (mean±SD)表
示 (n=6)，显著性差异分析采用 SPSS 26.0软件的

单因素方差分析 (One-Way ANOVA)，P<0.05为差异

显著，P<0.01为差异极显著。最终结果用 Gra-
phpad prism 6软件进行作图。 

2    结果
 

2.1    体内注射血红蛋白对肝脏的影响

为初步探究体内出血后对肝脏组织的影响，

本实验在鱼体中直接注射分离纯化后的血红蛋

白。通过 H.E染色发现，随着注射时间的延长，

肝脏组织中出现明显的细胞空泡化 (黑色箭头)，
并且有白细胞聚集出现 (图版)。为了观察肝脏中

铁的累积情况，通过普鲁士蓝染色发现，注射

血红蛋白后，肝脏组织中出现了蓝色聚集，表

明肝脏组织中的铁含量显著增加 (图版)。 

2.2    体内注射血红蛋白激活肝脏中铁代谢相

关基因的表达

由于体内注射后增加了肝脏中铁含量的积

累，为了探究是否会激活肝脏中铁代谢相关基

因的表达。本实验通过荧光定量 PCR方法检测

了铁代谢相关基因的表达。结果发现，注射血

红蛋白后，二价金属离子转运蛋白 1的表达量

(DMT1)在注射 12 h后极显著增加 (P<0.01)，但

是在 96 h后回到正常水平 (图 1-a)，转铁蛋白的

表达量在 12和 96 h显著下调 (P<0.05，图 1-b)；
转铁蛋白受体在注射 12 h显著增加，而在 24 h
极显著下调 (P<0.01)，其他时间点变化不显著

(图 1-c)；铁蛋白的表达水平在 12 h极显著下调

(P<0.01，图 1-d)；膜铁转运蛋白 1 (FPN1)的表达

量在 12 h极显著上调，96 h极显著下降 (P<0.01，
图 1-e)，铁调素 (图 1-f)和触珠蛋白 (图 1-g)的表

达量在注射后的所有时间点均显著上调表达。 

2.3    体内出血对肝脏的影响

为进一步研究体内出血对肝脏的影响，实

验通过注射苯肼来模拟体内出血。研究发现，

注射苯肼后，肝脏组织中出现明显的细胞空泡

化和细胞肿胀 (黑色箭头)，随着时间延长而增多，

同时，注射 24后，可以明显看到视野中出现大

量的细胞核碎片，并在 48和 96 h看到大量小空

泡 (红色箭头)；肝脏中的铁的积累也随着注射时

间延长而增加 (图 2-a)。实验也检测了注射苯肼

后，肝脏组织中血红蛋白和铁离子含量的变化

情况，结果显示，注射苯肼后，肝脏中游离的

血红蛋白极显著增加 (P<0.01，图 2-a)，同时铁

离子的含量也随之极显著增加 (P<0.01，图 2-b)。 

2.4    体内出血激活肝脏中铁代谢相关基因的

表达

体内的出血释放出大量的血红蛋白进入肝

脏组织中，同时释放出大量的铁离子沉积在肝

脏中。为了探究体内出血是否会激活肝脏中铁

代谢相关基因的表达。本研究通过荧光定量

PCR方法检测了铁代谢相关基因的表达。结果

发现，DMT1在注射 12和 24 h后的表达量极显

著增加 (P<0.01)，但是在 48 h后回到正常水平

(图 3-a)，转铁蛋白的表达量在 12、24和 96 h显

著上调 (图 3-b)；转铁蛋白受体的表达量在注射

12和 24 h极显著增加 (P<0.01)，而在 48 h后逐渐

恢复到正常水平 (图 3-c)；铁蛋白的表达水平在
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图版    体内注射血红蛋白后对肝脏的影响
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12~48 h极显著下调  (P<0.01，图 3-d)；膜铁转运

蛋白 1 (FPN1)的表达量在 12和 24 h极显著下调

(P<0.01)，48 h恢复到正常水平 (图 3-e)，铁调素

的表达量除了在 48 h表达量无差异外，其他均

上调表达 (P<0.01，图 3-f)，触珠蛋白 (图 3-g)的
表达量在注射后 12 h极显著上调表达 (P<0.01)。 

2.5    体内出血激活肝脏组织中炎症因子的表达

为进一步探究体内出血对肝脏组织的影响，

本研究检测了注射苯肼后肝脏组织中炎症因子的

表达情况。研究结果显示，注射苯肼后可以显

著激活 TNF-α (图 4-a)，IL-1β (图 4-b)和 IL-6 (图 4-e)

促炎因子的表达，其中 TNF-α随着时间延长而

增加 (图 4-a)， IL-1β (图 4-b)和 IL-6 (图 4-e)在注

射 12 h后达到最高峰，之后逐渐降低。同时，

体内出血也显著激活了抑因子 IL-10 (图 4-f)和趋

化因子 IL-4 (图 4-c)和 IL-8 (图 4-d)的表达水平。 

2.6    体内出血引起肝脏氧化损伤和细胞凋亡

过量高氧化活性的血红蛋白往往容易对机

体造成氧化损伤，为了研究草鱼体内出血后释

放的血红蛋白对肝脏的影响，本研究测定了注

射苯肼后肝脏组织中丙二醛和脂质过氧化物的

含量。结果显示，注射苯肼组肝脏组织中的丙
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图 1    注射血红蛋白后肝脏组织中铁代谢相关基因的表达情况

(a) 二价金属离子转运蛋白 1，(b) 铁转运蛋白，(c) 铁转运蛋白受体 1，(d) 铁蛋白，(e) 膜铁转运蛋白 1，(f) 铁调素，(g) 触珠蛋白，图

3同。*. P<0.05，**. P<0.01，下同

Fig. 1    Expression of iron metabolism-related genes in liver after hemoglobin injection
(a) DMT1, (b) Tf, (c) TfR1, (d) Ferritin, (e) FPN1, (f) hepcidin, (g) Hap, the same as Fig.3. *. P<0.05，**. P<0.01, the same below
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二醛和脂质过氧化物的含量显著增加 (图 5-a，b)。
同时检测了肝脏中 β-半乳糖苷酶的含量情况，结

果表明，体内的出血极显著增加了肝脏中 β-半乳

糖苷酶的含量 (P<0.01，图 5-c)。上述结果表明，

过量的血红蛋白容易对肝脏组织造成氧化损伤，

而氧化损伤的结果容易导致组织细胞凋亡的增

加，因此本研究也检测了凋亡相关基因的表达

情况，结果显示肝脏中过量的血红蛋白激活了

caspase8、caspase9和 caspase3的表达水平 (图 5-d~
f)。为进一步探究体内出血对肝脏凋亡的影响，

本研究也检测了 caspase3的酶活性，检测结果显

示，注射苯肼后，肝脏中 caspase3的酶活性极显

著增加 (P<0.01，图 5-g)。 

2.7    体内出血激活肝脏抗氧化系统

由外界因素导致机体氧化损伤的同时，机

体往往通过激活自身的抗氧化系统以清除氧化

物。为了探究体内出血是否也会激活肝脏中的

抗氧化系统，实验检测了肝脏中的抗氧化酶，

包括超氧化物歧化酶、谷胱甘肽酶和过氧化氢

酶，检测结果显示，体内的出血均显著上调了

SOD(图 6-a)、GSH(图 6-b)和 CAT(图 6-c)的表达

水平。本研究进一步表明，体内出血释放的高

氧化活性的血红蛋白可以激活肝脏组织中的抗

氧化系统，以维持机体微环境平衡。 

3    讨论

红细胞 (red blood cells, RBCs)结构简单，没

有类似其他细胞的细胞器，哺乳动物成熟红细

胞没有细胞核，过去一直被广泛认为仅仅是运

送气体的工具。随着研究不断深入，陆续发现

红细胞可以广泛参与到先天免疫调控中，比如

参与机体补体系统的调控、细菌的吞噬和黏附

等 [12, 20-22]。由于分类地位相对较低，鱼类红细胞

存在细胞核，主要负责鱼体各组织气体运输，

本团队前期研究中发现，草鱼体内红细胞存在

一些细胞器，并且可以参与抗菌免疫[23]。而血红

蛋白 (hemoglobin, Hb)是红细胞呼吸作用的结构
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图 2    体内注射苯肼后对肝脏组织的影响

(a) H.E染色和普鲁士蓝染色，(b) 血红蛋白含量变化情况，(c) 铁离子含量变化情况

Fig. 2    Effects of in vivo hydrazinobenzene injection on the liver
(a) H.E and Prussian blue stain, (b) heme content detection, (c) Fe content detection
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基础，是由 2条 α样珠蛋白多肽链 (141氨基酸)
和 2条 β样珠蛋白多肽链 (146氨基酸)构成的四

聚体结构 (α2β2)，每个亚基包含一个珠蛋白和血

红素 [24-25]。血红蛋白占红细胞干重的 96%以上，

由于红细胞中存在大量抗氧化酶，比如超氧化

物歧化酶、过氧化氢酶、谷胱甘肽和过氧化物

酶等，因此，在正常生理情况下被保护在细胞

内而不被氧化 [4-5]。当少量的红细胞溶血释放的

血红蛋白进入血液中，首先通过触珠蛋白和血

红素结合蛋白参与清除作用 [26-27]，在急性和慢性

血管内溶血过程中，结合珠蛋白和血红素结合

蛋白复合物通过它们的同源受体消耗，促进了

许多病理生理学结果，包括血红蛋白二聚体的

外渗 [28-29] 和通过产生 ROS的氧化应激，引起细

胞损伤和细胞毒性 [30-32]，以及由于无消耗导致的

血管收缩[13]。已有研究表明，血红蛋白在氧化状

态容易游离血红素，血红素容易直接参与氧化

损伤作用，同时也可以激活宿主细胞的炎症反

应来产生二次损伤，此外，游离的血红素在血

红素加氧酶的作用下释放游离铁离子，而铁离

子的沉积也会导致组织细胞氧化损伤和炎症激

活 [26, 33-34]。目前，已经发现多种疾病与血红蛋白

氧化损伤作用直接相关，比如镰刀状细胞病

(sickle cell disease, SCD)、非典型溶血性尿毒症综

合征 (atypical hemolytic uremic syndrome, aHUS)以
及阵发性睡眠血红蛋白尿 (paroxysmal  nocturnal
Hemoglobinuria, PNH)等 [15, 18]。同样，多种细菌或

者病毒等引起的疾病均可以导致大量的鱼类出
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图 3    注射苯肼后肝脏组织中铁代谢相关基因的表达情况

Fig. 3    Expression of iron metabolism-related genes in liver after hydrazinobenzene injection
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血，比如嗜水气单胞菌或者草鱼呼肠孤病毒等，

然而目前有关鱼类血红蛋白对机体的损伤作用

尚不清楚。

为了模拟由病原导致的出血，本实验直接

在体内注射血红蛋白或者通过注射苯肼方式模

拟体内出血。首先通过 H.E和普鲁士蓝染色检测

肝脏组织的病理变化及铁积累情况，H.E结果显

示，无论是注射血红蛋白还是苯肼，肝脏细胞

明显出现干细胞肿胀、坏死和空泡化现象。普

鲁士蓝染色结果显示，蓝色开始时显著增加，48 h
后显著减少，主要的原因可能是肝脏中的吞噬

系统吞噬过多的血红蛋白后，在血红素加氧酶

1(HO-1)的作用下水解为 CO、胆绿素和铁离子，

铁离子可以储存在铁蛋白中。该研究结果与人

类肾脏模型研究中的结果相一致 [13, 27]。其次，通

过测定肝脏中血红蛋白和铁离子的含量发现，

肝脏中的游离血红蛋白和游离铁的含量均显著

增加，与之前普鲁士蓝染色结果相一致，本研

究结果与 Baek等 [13] 以及 Schaer等 [27] 研究结果相

一致。

血红素加氧酶 1是清除血红蛋白毒性的第

三道防线，其将血红素分解成胆绿素、CO和铁

离子，一方面铁离子可以被储存在铁蛋白中，

另外一方面铁离子可以被细胞再次利用。然而，

细胞内过量的铁也存在一定的危害作用。铁可

以催化细胞内的过氧化氢，通过芬顿效应产生

大量的羟基自由基而形成细胞内的氧化应激，

从而导致细胞对辐射的敏感性增强、突变、脂

质过氧化、多糖类解聚和酶类失活，进而造成

细胞退化和死亡 [14, 35]。组织中的铁离子重吸收和

释放与细胞中的铁代谢相关基因有关，因此，

为了验证草鱼出血释放的血红蛋白是否激活肝

脏中的铁代谢相关基因，本研究通过荧光定量

PCR方法进行检测，结果显示，无论是注射血

红蛋白或者苯肼均可以导致铁代谢基因相关表

达发生显著变化，结果表明过量的血红蛋白可

以激活草鱼肝脏组织中铁代谢相关基因的表达，

与草鱼呼肠孤病毒感染导致大量出血而激活的

铁代谢相关基因的研究相一致[36]。

部分研究已经表明，血红素通过激活巨噬

细胞中 TLR4和 NF-κB，从而激活下游的炎症因

子释放。也有研究表明，血红素通过激活巨噬

细胞中的 NLRP3炎症小体，诱导 IL-1分泌，从

而启动炎症级联反应 [37, 5]。此外，有研究发现，
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图 4    体内出血对肝脏组织炎症因子的表达情况

Fig. 4    Hemolysis activating the expression of inflammatory cytokines in liver
(a) TNF-α, (b) IL-1β, (c) IL-4, (d) IL-8, (e) IL-6, (f) IL-10
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血红蛋白可以通过 PI3K通路激活下游炎症因子

的表达。越来越多的研究表明，血红蛋白可以

广泛激活多种炎症因子的表达 [38-41]。当机体炎症

长期存在，也会对组织造成二次损伤作用，为

了探究草鱼出血后炎症因子相关基因的表达情

况，本研究检测了注射苯肼后肝脏中多种炎症

相关基因的表达，研究表明出血可以显著激活

肝脏组织中促炎因子 (TNF-α、IL-1β 和 IL-6)，抑

炎因子 IL-10和趋化因子 (IL-4和 IL-8)的表达水

平。本研究结果与大部分哺乳动物研究模型的

结果相一致，说明鱼体大量出血释放的血红蛋

白也可以激活机体炎症相关基因的表达。

过量的血红蛋白存在于组织中，由于血红

素和铁的氧化性质，容易发生芬顿反应，触发

了氧化还原反应级联反应，可导致广泛的脂质

过氧化和细胞损伤，特别是在肾脏中，这也是

血红蛋白毒性作用的主要体现[26]。因此，本研究

同样检测了草鱼出血后对肝脏组织的氧化损伤

的影响，结果显示，注射苯肼组中的MDA、LPO

以及 β-GAL含量均显著增加，为维持组织中微

环境平衡，往往通过抗氧化酶清除由过氧化产

生的氧化损伤，结果显示，草鱼体内出血，显
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图 5    草鱼体内出血引起肝脏组织氧化损伤和细胞凋亡

(d) caspase8表达水平，(e) caspase9表达水平，(f) caspase3表达水平，(g) Casapse3 酶活性

Fig. 5    Hemolysis causing oxidative damage and apoptosis of liver in C. idella
(d) expression of caspase8, (e) expression of caspase9, (f) expression of caspase3, (g) Caspase3 enzyme activity detection
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著激活了肝脏中抗氧化酶 SOD、GSH和 CAT的

表达水平，本研究结果与前期研究结果相一

致 [41-43]。研究表明，氧化损伤和炎症长期存在容

易导致组织细胞凋亡发生，为了进一步探究草

鱼出血后，血红蛋白是否会导致肝脏细胞凋亡

发生，本研究通过定量 PCR和测定酶活性检测

了肝脏组织的凋亡情况，结果显示，草鱼出血

后，肝脏组织凋亡相关基因如 caspase8、 cas-
pase9和 caspase3的表达水平显著增加，同时

Caspase3酶活水平也显著上调，结果表明，草鱼

体内出血可以通过氧化损伤而导致肝脏组织细胞凋

亡发生[14-15, 18, 44]。

综上所述，以草鱼为实验对象，首次发现

草鱼体内出血后释放的血红蛋白可以对肝脏组

织造成氧化损伤，同时激活多种炎症因子相关

基因的表达水平并随之促进肝脏细胞凋亡发生，

肝脏组织也可以通过激活抗氧化酶系统以减轻

损伤。实验结果丰富了鱼类血液免疫的基础理

论，并为草鱼养殖产业的健康发展提供一定的

参考。
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图 6    草鱼体内出血激活了肝脏组织中的抗氧化系统

(a) SOD表达水平，(b) GSH，(c) CAT

Fig. 6    Hemolysis in C. idella activating the antioxidant system in liver
(a) SOD, (b) GSH, (c) CAT
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Mechanism of liver oxidative damage induced by
hemolysis in grass carp (Ctenopharyngodon idella)

QIN Zhendong ,     LU Zhijie ,     YANG Minxuan ,     HUANG Yao ,     ZHAN Fanbin ,     LI Yanan ,    
SHI Fei ,     CHEN Shaojun ,     LI Jun ,     LIN Li *

(Guangdong Provincial Water Environment and Aquatic Products Security Engineering Technology Research Center,
Guangzhou Key Laboratory of Aquatic Animal Diseases and Waterfowl Breeding, College of Animal Sciences and Technology,

Zhongkai University of Agriculture and Engineering, Guangzhou    510225, China)

Abstract:  A  variety  of  bacterial  or  viral  diseases  usually  cause  massive  hemolysis  in  fish,  and  release  a  large
amount of cytotoxic hemoglobin into the tissues. However, the damage mechanism of hemolysis to fish tissues is
still not well known. Therefore, to explore the damage mechanism of hemolysis in fish to the tissues, Ctenopharyn-
godon idella was used to systematically study the damage mechanism of hemolysis to the liver. Firstly, the hemo-
globin  was  injected  into  the C.  idella,  hematoxylin  eosin  (H.E)  staining  assay  results  showed  that  injection  of
hemoglobin caused the dead cells to increase obviously in liver, and Prussian blue staining revealed that more iron
deposited in  liver.  Quantitative  real-time  PCR  (qRT-PCR)  detection  results  showed  that  the  injection  of   hemo-
globin activated the expression of iron metabolism related genes. In order to further explore the damage of hemo-
lysis to the liver, we injected phenylhydrazine into C. idella, H.E and Prussian blue staining results showed that the
hemolysis caused the liver cell necrosis and iron deposits to increase, and the content of hemoglobin and iron in the
liver all  significantly increased with time. Furthermore,  the increase of iron also activated the expression of iron
metabolism related genes. Then, we detected the expression of inflammatory cytokines in liver after the injection
of phenylhydrazine, and qRT-PCR results showed that high dose of hemoglobin activated the expression of vari-
ous cytokines, such as pro-inflammatory cytokines TNF-α, IL-1β and IL-6, anti-inflammatory cytokines IL-10, and
chemokines IL-4 and IL-8. In order to further explore the oxidation damage of hemoglobin in liver, we tested the
content of malondialdehyde (MDA) and lipid peroxide (LPO) and β - galactose glucoside enzyme in liver, and the
results showed that the hemolysis significantly increased liver oxidative damage effect, at the same time, the qRT-
PCR and enzyme activity test results revealed that the oxidative damage of hemolysis induced the occurrence of
liver  cell  apoptosis.  Finally,  we  also  examined  the  expression  of  antioxidant  enzymes  in  liver,  and  the  results
showed  that  in  vivo  hemolysis  significantly  activated  the  antioxidant  system  in  liver.  In  conclusion,  the  present
study revealed that massive hemorrhage in fish released the high oxidative activity of hemoglobin which activated
the  occurrence  of  inflammation,  oxidative  damage  and  apoptosis  in  liver,  and  simultaneously  up-regulated  the
expression  of  antioxidant  system.  The  results  of  this  study  will  enrich  the  blood  immunology  of  fish,  and  also
provide theoretical reference for the healthy culture of C. idella.
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