
１２５　　

槲皮素对溶酶体内活性铁介导的酒精性
肝损伤的保护作用
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　 　 摘　 要　 目的: 探讨溶酶体内活性铁在酒精所致肝脏氧化损伤中的作用及槲皮素的拮抗机制ꎮ 方法: 等

能量配对喂养雄性 Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ 小鼠 １５ 周建立酒精继发性铁过载模型ꎬ 同时灌胃槲皮素及腹腔注射脱铁铵

(ＤＦＯ) 进行干预ꎮ 检测血清转氨酶、 肝脏氧化损伤与铁水平相关指标及溶酶体稳定性ꎮ 乙醇 (１００ ｍｍｏｌ / Ｌ)
孵育经 ＦｅＣｌ３、 ＤＦＯ 及槲皮素干预后小鼠原代肝细胞 ２４ 小时ꎬ 测定溶酶体内活性铁含量并分析肝细胞的损伤

水平ꎮ 结果: 与正常对照组相比ꎬ 长期酒精喂养明显引起小鼠肝脏氧化损伤ꎬ 同时肝脏总铁含量、 可变铁池

(ＬＩＰ) 水平、 溶酶体内活性铁水平、 铁蛋白轻链 (Ｆｔ－Ｌ) 及瞬时受体潜在粘脂蛋白 (ＴＲＰＭＬ１) 表达显著升

高ꎬ 而溶酶体膜稳定性显著降低ꎮ 槲皮素干预有效改善酒精引起的肝脏铁过载与氧化损伤ꎬ 并不同程度的降

低酒精所致 Ｆｔ－Ｌ、 ＴＲＰＭＬ１ 的异常高表达ꎬ 提高溶酶体膜稳定性ꎮ 减少溶酶体内铁减轻酒精引起的肝细胞氧

化损伤而增加溶酶体内铁加重这种损伤ꎮ 结论: 溶酶体内活性铁在酒精性肝损伤中发挥重要的作用ꎬ 槲皮素

通过降低溶酶体内活性铁减轻酒精引起的肝脏氧化损伤ꎮ
关键词　 酒精性肝病ꎻ 槲皮素ꎻ 溶酶体活性铁ꎻ 氧化损伤
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Ｋｅｙｗｏｒｄｓ: ａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｌｉｖｅｒ ｄｉｓｅａｓｅｓꎻ ｑｕｅｒｃｅｔｉｎꎻ ｉｎｔｒａｌｙｓｏｓｏｍａｌ ｒｅｄｏｘ ａｃｔｉｖｅ ｉｒｏｎꎻ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ

１　 前　 言

由于过量饮酒所致的酒精性肝病 ( ａｌ￣
ｃｈｏｌｉｃ ｌｉｖｅｒ ｄｉｓｅａｓｅꎬ ＡＬＤ) 发病率逐年上升ꎬ
已成为仅次于病毒性肝炎的第二大类肝

病[１]ꎮ 酒精性肝损伤涉及多种机制ꎬ 其中ꎬ
ＲＯＳ 介导的氧化应激在 ＡＬＤ 发生发展中起

关键性作用ꎮ 随着研究的深入ꎬ 人们惊奇地

发现ꎬ 作为必需微量元素的铁反而与酒精一

起表现出协同促氧化毒性ꎮ 近年来ꎬ 临床和

实验室研究发现ꎬ 长期酒精摄入会引起肝脏

铁过载及 ＬＩＰ－Ｆｅ (也被认为是 “游离” 铁)
水平升高ꎬ 细胞内过量的 “游离” 铁通过催

化 Ｆｅｎｔｏｎ 反应产生氧化毒性更强的羟自由基

(􀅰ＯＨ)ꎬ 从而加重肝细胞的氧化损伤[２]ꎮ
溶酶体因降解铁蛋白、 衰老的线粒体等含铁

大分子物质而含有大量低分子质量的 Ｆｅｎｔｏｎ
活性铁ꎮ 越来越多的研究表明ꎬ 溶酶体内活

性铁可能是细胞 ＬＩＰ 的主要来源并在细胞氧

化损伤中起到关键性作用[３]ꎬ 溶酶体靶向性

铁螯合剂 ＤＦＯ 可以减轻细胞氧化损伤ꎮ 然

而ꎬ 溶酶体内铁是否在酒精性肝损伤中发挥

重要的作用尚不清楚ꎮ
ＤＦＯ 被普遍应用于铁螯合的治疗ꎬ 但因

安全性和副作用而受到诸多限制[４]ꎮ 因此ꎬ
天然无毒的铁螯合剂受到越来越多的关注ꎮ
槲皮素 (Ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ) 是自然界分布广泛的天

然黄酮类化合物ꎬ 具有广泛的生物活性ꎮ 大

量研究显示ꎬ 槲皮素对铁具有较强的螯合能

力ꎬ 并能有效清除细胞内游离铁诱导产生的

􀅰ＯＨꎬ 藉此发挥间接但可能是更为有效的

抗氧化作用[５]ꎮ 我们前期研究和其他研究显

示ꎬ 槲皮素对铁、 酒精诱导的氧化应激无论

在细胞还是动物水平上均有良好的保护作

用[６ꎬ ７]ꎮ 此外ꎬ 槲皮素还可通过调节溶酶体

酶的活性发挥其对多种疾病的拮抗效应[８]ꎬ
提示槲皮素对酒精性肝损伤的保护作用可能

是通过螯合溶酶体内活性铁ꎮ 因此ꎬ 我们通

过此研究来证明溶酶体内活性铁在 ＡＬＤ 发

病中的作用及槲皮素的拮抗效应机制ꎮ

２　 材料与方法

２􀆰 １　 主要试剂

槲皮素 ( Ｑｕｅｒｃｅｔｉｎꎬ 纯度≥９５％)、 脱

铁铵 (ＤＦＯ)、 Ⅳ型胶原酶 (Ｃｏｌｌａｇｅｎａｓｅ Ⅳ)
及吖啶橙 (ＡＯ) 均为美国 ｓｉｇｍａ 公司产品ꎬ
其他试剂均为国产 ＡＲ 级ꎮ Ｆｅｒｒｉｔｉｎ 及 ＴＲ￣
ＰＭＬ１ 抗体分别购自英国 Ａｂｃａｍ 和美国

Ｐｉｅｒｃｅ 公司ꎮ 转氨酶与 ＲＯＳ 测定试剂盒分别

购自深圳迈瑞和碧云天生物技术研究所ꎮ

２􀆰 ２　 动物模型的建立

健康雄性 Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ 小鼠 (１８－２２ｇ) 适

应性喂养一周后ꎬ 按体重随机分为 ６ 组 (１５
只 /组): 正常对照组 (Ｃꎬ Ｌｉｅｂｅｒ Ｄｅ Ｃａｒｌｉ 液
体饲料)、 酒精组 (Ｅꎬ 含乙醇供能 ３０％的

Ｌｉｅｂｅｒ Ｄｅ Ｃａｒｌｉ 液体饲料)、 酒精＋槲皮素组

(ＥＱꎬ 槲皮素: １００ｍｇ / ｋｇ􀆰 ｂｗ)、 槲皮素对照

组 ( Ｑ )、 酒 精 ＋ ＤＦＯ 组 ( ＥＤꎬ ＤＦＯ:
１００ｍｇ / ｋｇ􀅰ｂｗ )、 ＤＦＯ 对照组 (Ｄ)ꎮ 各组

小鼠等能量配对连续喂养 １５ 周后ꎬ 隔夜停

食后眼球取血分离血清并迅速分离肝脏样

本ꎬ 保存于－８０℃ꎮ

２􀆰 ３　 细胞分离与培养

参照 Ｓｅｌｇｅｎ[９]方法ꎬ 采用二步胶原酶灌

注技术分离小鼠原代肝细胞ꎬ 经台盼蓝染色

鉴定后 (细胞存活率 > ９０％) 接种于细胞培

养板中ꎬ 于 ３７℃、 ５％ ＣＯ２ 恒温培养箱中ꎬ
细胞贴壁后ꎬ 根据实验目的加入各种受试

物ꎮ

２􀆰 ４　 指标的测定

２􀆰 ４􀆰 １ 肝细胞氧化损伤及溶酶体损伤的

测定

采用酶动力学法测定小鼠血清 ＡＳＴ、
ＡＬＴ 及细胞上清 ＡＳＴ、 ＬＤＨ 的含量ꎻ 测定肝

脏 １０％匀浆液上清 ＧＳＨ (ＤＴＮＢ 改良法) 和
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ＭＤＡ (ＴＢＡ 比色法)ꎻ 肝组织 ＲＯＳ 测定: 肝

脏冰冻切片用 ５ μＭ 的 ＤＨＥ 于 ３７°Ｃ 避光孵

育 １５ ｍｉｎꎬ 用 ＰＢＳ 冲洗 ３ 遍后ꎬ 荧光显微镜

下 (２０×) 观察观察红色荧光强度ꎻ 按照试

剂盒说明书测定肝组织羟自由基的产生ꎻ 肝

细胞 ＲＯＳ 测定: 受试物孵育细胞后ꎬ 加入

ＤＣＦＨ－ＤＡ (１０μｍｏｌ) 于 ３７°Ｃ 孵育 ３０ ｍｉｎꎬ
用 ＰＢＳ 冲洗 ３ 遍ꎬ 在荧光酶标仪上检测其荧

光强度 ( Ｅｘ: ４８５ｎｍꎬ Ｅｍ: ５２５ｎｍ)ꎻ 溶酶

体膜稳定性测定: 吖啶橙 ( ＡＯꎻ ５μｇ / ｍｌ)
孵育细胞 １５ｍｉｎ (３７°Ｃ) 后ꎬ 用荧光显微镜

蓝光激发检测荧光ꎬ 红色荧光代表完好的溶

酶体ꎮ
２􀆰 ４􀆰 ２ 铁相关指标的测定

肝脏总铁的测定: 冲洗血液后的肝脏于

１８０°Ｃ 烤干后ꎬ 称重并用混合酸 (稀硝酸:
高氯酸 ＝ １ ∶ ３) 消化ꎬ 蒸馏水定容至 ５ｍｌ
后ꎬ 用火焰原子吸收分光光度仪测定中铁浓

度ꎬ 根据标准曲线计算肝脏总铁含量ꎮ 肝脏

ＬＩＰ 测定: 冲洗血液后的肝脏称重后 ２􀆰 ５％的

比例于 １ ｍＭ 的 ＥＤＴＡ 中匀浆ꎬ 上清经 ３０
Ｋｄａ 的超滤管过滤后用火焰原子吸收分光光

度仪测定中铁浓度ꎮ 溶酶体内活性铁的测

定: 采用改良的硫银法ꎮ 细胞爬片后用 ２％

戊二醛固定ꎬ １％ (ｗ / ｖ) 硫化铵乙醇溶液硫

化细胞ꎬ 蒸馏水冲洗 ５ 次后ꎬ 用含有乳酸银

的阿拉伯胶溶液避光染色 ３０ｍｉｎꎬ 经乙醇梯

度脱水后显微镜拍照ꎮ Ｆｔ－Ｌ 及 ＴＲＰＭＬ１ 的表

达: Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测ꎬ 采用改良 Ｌｏｗｒｙ’ ｓ
法测定蛋白浓度ꎮ

２􀆰 ５　 统计学分析

实验结果用 ｍｅａｎ±ＳＤ 表示ꎬ 应用 ＳＰＳＳ
１６􀆰 ０ 软件进行单因素方差分析 ( ｏｎｅ － ｗａｙ
ＡＮＯＶＡ)ꎮ

３　 结　 果

３􀆰 １　 槲皮素及 ＤＦＯ 减轻长期酒精喂养小

鼠的肝脏氧化损伤

　 　 如 Ｆｉｇ􀆰 １ 所示ꎬ 与正常对照组相比ꎬ 长

期酒精喂养小鼠肝细胞 ＡＬＴ、 ＡＳＴ 漏出水平

明显升高ꎬ 肝脏 ＧＳＨ 水平显著降低而脂质

过氧化产物 ＭＤＡ、 ＲＯＳ 的产生显著上升 (Ｐ
<０􀆰 ０５)ꎮ 槲皮素及 ＤＦＯ 的干预不同程度减

轻了酒精引起的 ＡＬＴ、 ＡＳＴ 释放ꎬ 同时缓解

了小鼠肝脏的氧化损伤 (Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 而槲皮

素及 ＤＦＯ 对正常小鼠转氨酶的释放及肝细

胞氧化应激水平无明显影响ꎮ

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ ａｎｄ ＤＦＯ ｏｎ ｔｈｅ ｍｉｃｅ ｌｉｖｅｒ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｄａｍａｇｅ ｄｅｌｉｖｅｒｅｄ
ｂｙ ｃｈｒｏｎｉｃ ａｌｃｏｈｏｌ ｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎ􀆰

Ｃ: ｃｏｎｔｒｏｌꎻ Ｅ: ｅｔｈａｎｏｌꎻ ＥＱ: ｅｔｈａｎｏｌ ｐｌｕｓ ｑｕｅｒｃｅｔｉｎꎻ ＥＤ: ｅｔｈａｎｏｌ ｐｌｕｓ ＤＦＯꎻ Ｑ: ｑｕｅｒｃｅｔｉｎꎻ
Ｄ: ＤＦＯ􀆰 ａ: Ｐ<０􀆰 ０５ ｖｅｒｓｕｓ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌꎻ ｂ: Ｐ<０􀆰 ０５ ｖｅｒｓｕｓ ｔｈｅ ｅｔｈａｎｏｌ ｇｒｏｕｐ􀆰
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３􀆰 ２　 槲皮素对长期酒精摄入引起的小鼠

肝脏铁代谢紊乱的影响

　 　 如 Ｆｉｇ􀆰 ２ 所示ꎬ 与正常对照组相比ꎬ 长

期酒精单独暴露小鼠肝脏组织总铁含量及

ＬＩＰ－Ｆｅ 分别升高 １􀆰 ４ 倍和 １􀆰 ５ 倍ꎬ 同时ꎬ 肝

细胞内银颗粒沉积显著增加表明溶酶体内活

性铁含量上升ꎮ 槲皮素及 ＤＦＯ 干预后ꎬ 肝

脏总铁含量、 ＬＩＰ 及溶酶体内活性铁水平明

显降低 (Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 值得注意的是ꎬ 槲皮素

对正常小鼠肝脏铁含量无明显影响ꎬ 而 ＤＦＯ
显著降低正常小鼠肝脏中铁含量、 ＬＩＰ 水平

(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｌｉｖｅｒ ｔｏｔａｌ ｉｒｏｎꎬ ＬＩＰ ａｎｄ ｉｎｔｒａｌｙｓｏｓｏｍａｌ ｒｅｄｏｘ ａｃｔｉｖｅ ｉｒｏｎ ａｓ ｗｅｌｌ ａｓ ＤＦＯ􀆰
Ｃ: ｃｏｎｔｒｏｌꎻ Ｅ: ｅｔｈａｎｏｌꎻ ＥＱ: ｅｔｈａｎｏｌ ｐｌｕｓ ｑｕｅｒｃｅｔｉｎꎻ ＥＤ: ｅｔｈａｎｏｌ ｐｌｕｓ ＤＦＯꎻ Ｑ: ｑｕｅｒｃｅｔｉｎꎻ

Ｄ: ＤＦＯ􀆰 ａ: Ｐ<０􀆰 ０５ ｖｅｒｓｕｓ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌꎻ ｂ: Ｐ<０􀆰 ０５ ｖｅｒｓｕｓ ｔｈｅ ｅｔｈａｎｏｌ ｇｒｏｕｐ􀆰

　 　 为了确定溶酶体内活性铁在酒精性肝脏

氧化损伤中的作用ꎬ 我们用 ＦｅＣｌ３、 及靶向

性铁螯合剂 ＤＦＯ 孵育小鼠原代肝细胞 ４ 小时

后ꎬ 加入乙醇孵育 ２４ｈꎮ 由 Ｆｉｇ􀆰 ３ 可见ꎬ 与

酒精组相比ꎬ ＦｅＣｌ３ 显著增加溶酶体内活性

铁ꎬ 与此同时ꎬ 肝细胞 ＡＳＴ、 ＬＤＨ 漏出及

ＲＯＳ 的产生显著增加 (Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ 溶酶体膜

稳定性降低ꎮ 相反的ꎬ ＤＦＯ 及槲皮素显著减

少溶酶体内活性铁ꎬ 肝细胞氧化损伤也随之

明显减轻 (Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ 溶酶体膜稳定性增加ꎮ

３􀆰 ３　 槲皮素对溶酶体膜透性、 铁蛋白及

ＴＲＰＭＬ１ 表达的影响

　 　 为了探讨槲皮素降低溶酶体内活性铁从

而减轻酒精性肝损伤的相关机制ꎬ 我们测定

了肝脏 Ｆｔ－Ｌ、 ＴＲＰＭＬ１ 及溶酶体膜透性 ( ｌｙ￣
ｓｏｓｏｍａｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｚａｔｉｏｎꎬ ＬＭＰ )ꎮ
如 Ｆｉｇ􀆰 ４ 所示ꎬ 与正常对照组相比ꎬ 长期酒

精喂养小鼠肝脏中 Ｆｔ－Ｌ 和 ＴＲＰＭＬ１ 分别上

升了 ３􀆰 ３ 倍和 ２􀆰 ９ 倍ꎬ 槲皮素干预部分的逆

转了它们的异常增加ꎮ 此外ꎬ 慢性酒精暴露

小鼠肝细胞经 ＡＯ 染色后显示出弥漫性的绿

色荧光ꎬ 表明酒精引起了溶酶体膜通透性显

著增加ꎬ 槲皮素干预后ꎬ 红色荧光增强ꎬ 溶

酶体膜透性趋于正常ꎮ 槲皮素对正常小鼠肝

脏 Ｆｔ－Ｌ 和 ＴＲＰＭＬ１ 的表达及溶酶体膜透性

无明显影响ꎮ
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Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｔｈｅ ｉｎｔｒａｌｙｓｏｓｏｍｅ ｒｅｄｏｘ－ａｃｔｉｖｅ ｉｒｏｎ ｐｌａｙｅｄ ａｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｒｏｌｅ ｉｎ ｅｔｈａｎｏｌ ｉｎｄｕｃｅｄ ｈｅｐａｔｉｃ ｄａｍａｇｅ􀆰
Ｃ: ｃｏｎｔｒｏｌꎻ Ｅ: ｅｔｈａｎｏｌꎻ ＥＩ: ｅｔｈａｎｏｌ ｐｌｕｓ ＦｅＣｌ３ꎻ ＥＤ: ｅｔｈａｎｏｌ ｐｌｕｓ ＤＦＯꎻ ＥＱ ｅｔｈａｎｏｌ ｐｌｕｓ ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ􀆰

ａ: Ｐ<０􀆰 ０５ ｖｅｒｓｕｓ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌꎻ ｂ: Ｐ<０􀆰 ０５ ｖｅｒｓｕｓ ｔｈｅ ｅｔｈａｎｏｌ ｇｒｏｕｐ􀆰

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ ｐａｒｔｉａｌｌｙ ｎｏｒｍａｌｉｚｅｄ ｆｅｒｒｉｔｉｎ ｌｉｇｈｔ ｃｈａｉｎ ａｎｄ ＴＲＰＭＬ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ
ａｍｅｌｉｏｒａｔｅｄ ｌｙｓｏｓｏｍａｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ (ＬＭＰ) ｔｒｉｇｇｅｒｅｄ ｂｙ ｅｔｈａｎｏｌ􀆰

Ｃ: ｃｏｎｔｒｏｌꎻ Ｅ: ｅｔｈａｎｏｌꎻ ＥＱ: ｅｔｈａｎｏｌ ｐｌｕｓ ｑｕｅｒｃｅｔｉｎꎻ Ｑ: ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ􀆰
ａ: Ｐ<０􀆰 ０５ ｖｅｒｓｕｓ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌꎻ ｂ: Ｐ<０􀆰 ０５ ｖｅｒｓｕｓ ｔｈｅ ｅｔｈａｎｏｌ ｇｒｏｕｐ􀆰
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４　 讨　 论

ＡＬＤ 是因摄入过量酒精所导致的肝脏脂

肪变性、 肝炎、 肝纤维化、 肝硬化等一系列

病变ꎬ 并常常伴有肝脏铁异常蓄积[１０]ꎮ 过

量的铁与酒精一起表现出协同促氧化毒性ꎬ
加重肝脏损伤ꎮ 因此ꎬ 铁过载亦成为 ＡＬＤ
发展进程中的关键性危险因子ꎮ 本实验研究

发现ꎬ 小鼠长期摄入酒精后ꎬ 肝脏出现明显

的铁沉积并伴有严重的氧化损伤ꎮ 更为重要

的是ꎬ 目前研究一致认为铁过载是诸多慢性

疾病中的危险因素ꎬ 归因于铁过载中过量的

“游离” 铁 (或者说是具有氧化还原活性的

Ｆｅ２＋) 催化 Ｆｅｎｔｏｎ / Ｈａｂｅｒ－Ｗｅｉｓｓ 反应产生大

量的毒性极强的􀅰ＯＨꎮ 溶酶体持续性降解

含铁大分子物质 (铁蛋白、 线粒体等) 而聚

集大量的铁ꎮ 溶酶体内的低 ＰＨ 值环境且含

有大量还原剂 (如谷胱甘肽、 抗坏血酸等)
使得这些铁以 Ｆｅ２＋形式存在ꎬ 因此 Ｆｅｎｔｏｎ 反

应可能主要发生在溶酶体中[１１]ꎮ 大量证据

显示ꎬ 溶酶体内活性铁介导的氧化损伤在包

括神经退行性病变、 动脉粥样硬化和糖尿病

等多种疾病中发挥着主要的作用[３]ꎮ 我们的

实验发现ꎬ 长期酒精暴露小鼠肝细胞溶酶体

内活性铁显著增加ꎬ 提示其可能在 ＡＬＤ 的

发生发展中发挥重要作用ꎮ 为了进一步证明

溶酶体内活性铁在酒精性肝氧化损伤中的病

理生理学意义ꎬ 我们采取耗竭或增加酒精孵

育的小鼠原代肝细胞溶酶体内铁的方法ꎬ 结

果发现ꎬ ＤＦＯ 通过螯合溶酶体内铁从而明显

减轻酒精诱导的肝脏氧化损伤ꎬ 而 ＦｅＣｌ３ (通
过内吞作用进入溶酶体) 则明显加重了酒精

诱导的肝细胞氧化损伤ꎮ 并且在动物实验中

给予 ＤＦＯ 干预后ꎬ 伴随着溶酶体内活性铁的

降低ꎬ 小鼠肝脏损伤也显著减轻ꎮ 由此可见ꎬ
溶酶体内活性铁介导的氧化应激可能在 ＡＬＤ
中发挥着关键性作用ꎮ 因此ꎬ 通过降低溶酶

体内活性铁来减轻细胞对氧化应激的敏感性

可能成为预防与治疗 ＡＬＤ 的新策略ꎮ
ＤＦＯ 是常用的溶酶体靶向铁螯合剂ꎬ 但

其易在溶酶体内蓄积而对肝脏铁代谢产生不

良影响ꎬ 在我们的实验中也发现 ＤＦＯ 干预

引起正常小鼠肝脏中铁含量减少ꎬ 因此ꎬ
ＤＦＯ 并不是良好的铁螯合剂ꎮ 令我们兴奋的

是ꎬ 作为天然的多酚类物质的槲皮素已被证

明是一种安全有效的铁螯合剂[１２]ꎮ 槲皮素

能够通过葡萄糖转运蛋白 (ＧＬＵＴｓ) [１３]自由

穿过细胞膜ꎬ 螯合细胞内的铁离子形成槲皮

素－铁复合体而转运到细胞外ꎬ 从而清除细

胞内 “游离” 铁催化产生􀅰ＯＨꎮ 在我们的

实验中ꎬ 槲皮素不仅能够降低长期酒精喂养

小鼠肝脏中的铁沉积而且减少了肝细胞溶酶

体内的活性铁ꎬ 从而抑制过量 ＲＯＳ (尤其是

􀅰ＯＨ) 的产生ꎮ
为了进一步探讨槲皮素如何缓解溶酶体

内活性铁介导的酒精性肝损伤ꎬ 我们检测了

溶酶体内活性铁的来源与释放相关机制ꎮ 铁

蛋白 (ｆｅｒｒｉｔｉｎ) 是细胞中最主要的储铁蛋白ꎬ
肝脏中主要表达储铁能力强的轻链铁蛋白

(Ｆｔ－Ｌ) [１４]ꎮ 目前研究认为ꎬ 铁蛋白主要在溶

酶体内降解ꎬ 因而是溶酶体内活性铁的主要

来源[１５]ꎮ 在我们的实验中ꎬ 长期酒精喂养小

鼠肝脏中 Ｆｔ－Ｌ 表达显著升高ꎬ 这也许是机体

通过刺激铁蛋白的表达而结合多余的铁的一

种自我保护机制ꎮ 此外ꎬ 有研究指出ꎬ 铁蛋

白进入溶酶体时会结合溶酶体内活性铁而发

挥短暂的保护效应[１６]ꎬ 但我们仍然认为过量

铁蛋白的降解是酒精引起溶酶体内活性铁上

升的主要因素ꎬ 因在酸性的溶酶体腔内ꎬ 铁

蛋白结合铁的能力非常弱ꎮ 槲皮素干预使酒

精诱导的 Ｆｔ－Ｌ 表达趋于正常ꎬ 这可能部分的

解释槲皮素降低溶酶体内活性铁的水平ꎮ ＴＲ￣
ＰＭＬ１ 是溶酶体上的二价铁离子通道ꎬ 可以介

导溶酶体铁离子释放到胞浆 ＬＩＰ 中[１７]ꎬ 增加

细胞对氧化应激的敏感性ꎮ 此外ꎬ 溶酶体内

活性铁催化产生的􀅰ＯＨ 攻击溶酶体膜造成其

通透性增加ꎬ 溶酶体内活性铁直接释放到胞

浆 ＬＩＰ 中ꎮ 此外ꎬ 溶酶体内含物如 Ｈ＋、 蛋白

水解酶等释放到胞浆中引起胞浆铁蛋白铁离

子的释放而升高 ＬＩＰ[１１]ꎮ 有研究发现ꎬ 紫外

照射引起的溶酶体损伤是细胞 ＬＩＰ 增加的重
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要因素ꎬ 儿茶素 (黄酮类化合物) 通过减轻

溶酶体膜破裂及减少铁蛋白的降解发挥抑制

紫外照射导致的 ＬＩＰ 升高[１８]ꎮ 我们的研究显

示ꎬ 降低长期酒精暴露小鼠肝脏 ＴＲＰＭＬ１ 的

异常高表达、 减轻溶酶体膜通透性ꎬ 可能是

槲皮素降低肝脏 ＬＩＰ 水平从而缓解酒精性肝

脏氧化损伤的潜在机制ꎮ
综上所述ꎬ 溶酶体内活性铁在酒精诱导

的肝脏氧化性损伤中发挥关键性作用ꎮ 槲皮

素通过降低溶酶体内活性铁来减轻溶酶体的

损伤ꎬ 进而在酒精性肝损伤中发挥有效的保

护作用ꎮ 本研究为槲皮素防治 ＡＬＤ 提供新的

理论基础ꎬ 但其确切机制尚待进一步研究ꎮ
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Ｓｕｐｐｌ): １８９Ｓ－１９３Ｓ􀆰

[３] Ｙｕ Ｚꎬ Ｐｅｒｓｓｏｎ Ｈ Ｌꎬ Ｅａｔｏｎ Ｊ Ｗꎬ ｅｔ
ａｌ􀆰 Ｉｎｔｒａｌｙｓｏｓｏｍａｌ ｉｒｏｎ: ａ ｍａｊｏｒ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｎｔ ｏｆ
ｏｘｉｄａｎｔ－ ｉｎｄｕｃｅｄ ｃｅｌｌ ｄｅａｔｈ [ Ｊ] 􀆰 Ｆｒｅｅ Ｒａｄｉｃ
Ｂｉｏｌ Ｍｅｄ􀆰 ２００３ꎬ ３４ (１０): １２４３－１２５２􀆰

[４] Ａｌｙｍａｒａ Ｖꎬ Ｂｏｕｒａｎｔａｓ Ｄꎬ Ｃｈａｉｄｏｓ
Ａꎬ ｅｔ ａｌ􀆰 Ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｎｅｓｓ ａｎｄ ｓａｆｅｔｙ ｏｆ ｃｏｍｂｉｎｅｄ
ｉｒｏｎ － ｃｈｅｌａｔｉｏｎ ｔｈｅｒａｐｙ ｗｉｔｈ ｄｅｆｅｒｏｘａｍｉｎｅ ａｎｄ
ｄｅｆｅｒｉｐｒｏｎｅ [Ｊ] 􀆰 Ｈｅｍａｔｏｌ Ｊ􀆰 ２００４ꎬ ５ (６):
４７５－４７９􀆰

[５ ] Ｂａｃｃａｎ Ｍ Ｍꎬ Ｃｈｉａｒｅｌｌｉ － Ｎｅｔｏ Ｏꎬ
Ｐｅｒｅｉｒａ Ｒ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ􀆰 Ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ ａｓ ａ ｓｈｕｔｔｌｅ ｆｏｒ
ｌａｂｉｌｅ ｉｒｏｎ [Ｊ] 􀆰 Ｊ Ｉｎｏｒｇ Ｂｉｏｃｈｅｍ􀆰 ２０１２ꎬ １０７
(１): ３４－３９􀆰

[６] Ｔａｎｇ Ｙꎬ Ｌｉ Ｙꎬ Ｙｕ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ􀆰 Ｑｕｅｒ￣
ｃｅｔｉｎ ａｔｔｅｎｕａｔｅｓ ｃｈｒｏｎｉｃ ｅｔｈａｎｏｌ ｈｅｐａｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ:
Ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ “ ｆｒｅｅ” ｉｒｏｎ ｕｐｔａｋｅ ａｎｄ ｒｅｌｅａｓｅ
[Ｊ] 􀆰 Ｆｏｏｄ Ｃｈｅｍ Ｔｏｘｉｃｏｌ􀆰 ２０１４ꎬ ６７Ｃ: １３１－
１３８􀆰

[ ７ ] Ｌｉ Ｙꎬ Ｄｅｎｇ Ｙꎬ Ｔａｎｇ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ􀆰
Ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ ｐｒｏｔｅｃｔｓ ｒａｔ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ ｆｒｏｍ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ
ｄａｍａｇｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｅｔｈａｎｏｌ ａｎｄ ｉｒｏｎ ｂｙ ｍａｉｎｔａｉ￣
ｎｉｎｇ ｉｎｔｅｒｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｉａｂｌｅ ｉｒｏｎ ｐｏｏｌ [ Ｊ] 􀆰 Ｈｕｍ
Ｅｘｐ Ｔｏｘｉｃｏｌ􀆰 ２０１４ꎬ ３３ (５): ５３４－５４１􀆰

[８] Ｃｈｏｕｇａｌａ Ｍ Ｂꎬ Ｂｈａｓｋａｒ Ｊ Ｊꎬ Ｒａｊａｎ
Ｍ Ｇꎬ ｅｔ ａｌ􀆰 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｃｕｒｃｕｍｉｎ ａｎｄ ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ
ｏｎ ｌｙｓｏｓｏｍａｌ ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｉｎ ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎ－
ｉｎｄｕｃｅｄ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒａｔｓ [ Ｊ] 􀆰 Ｃｌｉｎ Ｎｕｔｒ􀆰 ２０１２ꎬ
３１ (５): ７４９－７５５􀆰

[９] Ｇａｒｎｅｒ Ｂꎬ Ｒｏｂｅｒｇ Ｋꎬ Ｂｒｕｎｋ Ｕ Ｔ􀆰
Ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ ｆｅｒｒｉｔｉｎ ｐｒｏｔｅｃｔｓ ｃｅｌｌｓ ｗｉｔｈ ｉｒｏｎ－ｌａｄ￣
ｅｎ ｌｙｓｏｓｏｍｅｓ ａｇａｉｎｓｔ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ [ Ｊ ] 􀆰
Ｆｒｅｅ Ｒａｄｉｃ Ｒｅｓ􀆰 １９９８ꎬ ２９ (２): １０３－１１４􀆰

[１０] Ｐｅｔｅｒｓｅｎ Ｄ Ｒ􀆰 Ａｌｃｏｈｏｌꎬ ｉｒｏｎ－ａｓｓｏ￣
ｃｉａｔｅｄ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓꎬ ａｎｄ ｃａｎｃｅｒ [Ｊ] 􀆰 Ａｌｃｏ￣
ｈｏｌ􀆰 ２００５ꎬ ３５ (３): ２４３－２４９􀆰

[１１] Ｋｕｒｚ Ｔꎬ Ｔｅｒｍａｎ Ａꎬ Ｇｕｓｔａｆｓｓｏｎ Ｂꎬ
ｅｔ ａｌ􀆰 Ｌｙｓｏｓｏｍｅｓ ａｎｄ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎ ａｇｉｎｇ
ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ [ Ｊ] 􀆰 Ｂｉｏｃｈｉｍ Ｂｉｏｐｈｙｓ Ａｃｔａ􀆰
２００８ꎬ １７８０ (１１): １２９１－１３０３􀆰

[１２] Ｌｅｏｐｏｌｄｉｎｉ Ｍꎬ Ｒｕｓｓｏ Ｎꎬ Ｃｈｉｏｄｏ Ｓꎬ
ｅｔ ａｌ􀆰 Ｉｒｏｎ ｃｈｅｌａｔｉｏｎ ｂｙ ｔｈｅ ｐｏｗｅｒｆｕｌ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ
ｆｌａｖｏｎｏｉｄ ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ [Ｊ] 􀆰 Ｊ Ａｇｒｉｃ Ｆｏｏｄ Ｃｈｅｍ􀆰
２００６ꎬ ５４ (１７): ６３４３－６３５１􀆰

[ １３ ] Ｖｌａｃｈｏｄｉｍｉｔｒｏｐｏｕｌｏｕ Ｅꎬ Ｓｈａｒｐ Ｐ
Ａꎬ Ｎａｆｔａｌｉｎ Ｒ Ｊ􀆰 Ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ － ｉｒｏｎ ｃｈｅｌａｔｅｓ ａｒｅ
ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｄ ｖｉａ ｇｌｕｃｏｓｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｓ [ Ｊ] 􀆰 Ｆｒｅｅ
Ｒａｄｉｃ Ｂｉｏｌ Ｍｅｄ􀆰 ２０１１ꎬ ５０ (８): ９３４－９４４􀆰

[１４] Ｆｒｉｅｄｍａｎ Ａꎬ Ａｒｏｓｉｏ Ｐꎬ Ｆｉｎａｚｚｉ Ｄꎬ
ｅｔ ａｌ􀆰 Ｆｅｒｒｉｔｉｎ ａｓ ａｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｐｌａｙｅｒ ｉｎ ｎｅｕｒｏ￣
ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ [Ｊ] 􀆰 Ｐａｒｋｉｎｓｏｎｉｓｍ Ｒｅｌａｔ Ｄｉｓｏｒｄ􀆰
２０１１ꎬ １７ (６): ４２３－４３０􀆰

[１５] Ｋｉｄａｎｅ Ｔ Ｚꎬ Ｓａｕｂｌｅ Ｅꎬ Ｌｉｎｄｅｒ Ｍ
Ｃ􀆰 Ｒｅｌｅａｓｅ ｏｆ ｉｒｏｎ ｆｒｏｍ ｆｅｒｒｉｔｉｎ ｒｅｑｕｉｒｅｓ ｌｙｓｏｓｏ￣
ｍａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ [Ｊ] 􀆰 Ａｍ Ｊ Ｐｈｙｓｉｏｌ Ｃｅｌｌ Ｐｈｙｓｉｏｌ􀆰
２００６ꎬ ２９１ (３): Ｃ４４５－Ｃ４５５􀆰

[１６] Ｋｕｒｚ Ｔꎬ Ｅａｔｏｎ Ｊ Ｗꎬ Ｂｒｕｎｋ Ｕ Ｔ􀆰
Ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ｌｙｓｏｓｏｍｅｓ ｉｎ ｉｒｏｎ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ａｎｄ ｒｅ￣
ｃｙｃｌｉｎｇ [Ｊ] 􀆰 Ｉｎｔ Ｊ Ｂｉｏｃｈｅｍ Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｌ􀆰 ２０１１ꎬ
４３ (１２): １６８６－１６９７􀆰


