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发生铁死亡

周邓婧 #

!宋启斌 #

!

!

!李 娜 #

!

!

!

#9

武汉大学人民医院"湖北 武汉
=>""?"

#

!9

湖北省肿瘤精准医学研究中心"湖北 武汉
=>"!""

$

摘 要!%目的& 探究铁死亡激活剂
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联合顺铂!
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"

AAB

'能否诱导鼻咽癌顺铂耐药细
胞发生铁死亡( %方法&

--C!D

法检测鼻咽癌普通细胞株
E:;!7

)

-;:!F

)

E2:;!7

和顺铂耐药株
E:;!7GAAB

对
AAB

以及
;(*1</)

的敏感性"

--C!D

法测定
;(*1</)

)

AAB

联合处理后
E:;!7GAAB

细
胞活性变化"流式细胞学检测细胞死亡及细胞活性氧*

(0*3</H0 &I540) 1@03/01

"

J2K

'水平"

L0

!M和丙
二醛*

N*+&)O/*+O0.5O0

"

PAQ

'试剂盒检测细胞
L0

!M水平和
PAQ

水平"

R01<0() S+&<

检测铁死亡相关
蛋白表达( %结果&

E:;!7GAAB

对
AAB

的敏感度远低于正常
E:;!7

细胞系"

;(*1</)

的
T-

U"

高达
*

=U9DV"?9DV

'

!N&+GW

( 流式细胞学结果显示
;(*1</)

或
AAB

单独处理
E:;!7GAAB

时"死亡率不超
过

>XY

"

J2K

水平增高不超过
#UY
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联合
AAB

能使
E:;!#GAAB

细胞死亡率提高至
DV9?VY

"V9=DY

"

J2K

水平提高至
#D9$!Y">9XUY

(联合处理还提高了细胞内
L0

!M和
PAQ

水平"降低了铁死
亡相关蛋白谷胱甘肽过氧化物酶
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'的表达"且铁死亡
抑制剂

L0((&1<*</)!#

能逆转
;(*1</)

联合
AAB

所诱导的细胞死亡" 抑制
J2K

)

L0

!M以及
PAQ

水平的
增高( %结论&

;(*1</)

联合
AAB

能通过降低
ZB[=

表达诱导顺铂耐药株
E:;!#GAAB

铁死亡(
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化疗耐药是复发性鼻咽癌患者治疗的一大障碍%

7

&

(

筛选新型安全的化疗增敏剂可以进一步扩大受益人

群"改善鼻咽癌患者预后(铁死亡是一种新的程序性

性细胞死亡的形式"其不同于细胞凋亡)坏死)焦亡

和自噬" 特征是铁过载) 脂质过氧化和活性氧的累

积"能被外源性小分子物质如
;(*1</)

)索拉菲尼)柳

氮磺胺吡啶等触发"并且能被铁死亡抑制剂逆转%
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已有很多研究证明小分子铁死亡诱导剂
%&'()*+

能

通过直接抑制细胞谷氨酸
,

胱氨酸逆转运蛋白
-./

减少对胱氨酸的摄取 ! 降低细胞谷胱甘肽 "

012!

)')3*4+5

!

678

#水平!抑制谷脱甘肽过氧化物酶"

&5!

94:;*+'+) 012)')3*4+5 <5&4-*='(5 >

!

6?@>

$ 活性!破

坏细胞氧化还原稳态!导致细胞氧化死亡!其不但能

增强传统抗癌药物%如阿奇霉素&顺铂&阿糖胞苷&替

莫唑胺等$对某些癌细胞的化疗效果 '

AB>

(

!还能提高

癌细胞的放疗敏感性'

CB$

(

) 关于
%&'()*+

能否增强鼻

咽癌细胞对化疗药物的敏感性研究较少* 本实验拟

研究
%&'()*+

对鼻咽癌耐药株的化疗增敏作用!为鼻

咽癌治疗药物的选择提供新思路*

D

材料与方法

!!!

细胞培养

人鼻咽癌普通细胞株
8E%!D

+

.%E!F

&

8GE%!D

和耐药株
8E%!D,HH?

均购自中南大学高等研究中

心!并由本实验室长期冻存* 细胞培养液,

DIJ

胎牛

血清
KIJ L?MN DO>"

!双抗
DJ

!耐药株的细胞培养

基另加
D" !0,:P

顺铂"

9*(<1')*+

!

HH?

$以维持耐药

性!置于
A$ "

&

CJ .G

!

恒温细胞培养箱培养*

!!"

细胞存活率计算

细胞消化重悬!调整细胞浓度为
D#D"

C 细胞
,:P

!

按
D"" !P,

孔接种于
KO

孔板内! 设置不同
%&'()*+

和
HH?

药物浓度的实验组以及不含细胞的空白组!

此外每个浓度
A

个复孔* 药物作用
!> 3

后!弃孔内

液体! 每孔加
D"" !P

含
D"J ..Q!R

的
L?MN DO>"

溶液!置恒温培养箱避光孵育
D 3

!功能读数仪检测

>C" +:

波长吸光度
GH

值*细胞存活率
S

"

GH

实验

组
BGH

空白组 $

,

"

GH

对照组
BGH

空白组$

#D""J

*

!#$ %&

染色流式细胞仪测定细胞死亡

将细胞"每孔
!#D"

C 个细胞$接种于
O

孔板!在

A$ "

下孵育
!> 3

* 随后!用
%&'()*+

&

HH?

&

D" !:41,P

T5&&4()')*+!D

和
HM7G

处理细胞
!> 3

后! 胰酶消化

收集细胞!用
?U7

洗涤
!

次!加入
D"J?N

染色溶液

重新悬浮!避光室温孵育
!" :*+

后
?U7

洗涤
!

次*

!#'

细胞活性氧检测试剂盒检测细胞活性氧水平

将细胞
V

每孔
!#D"

C 个细胞
W

接种于
O

孔板!在

A$ "

下孵育
!> 3

* 随后! 用
%&'()*+

&

HH?

和
HM7G

处理细胞
>R 3

后!胰酶消化收集细胞!用
?U7

洗涤

!

次后无血清培养基重悬!按
#$# III

将细胞活性氧

"

&5'9)*X5 4-Y05+ (<59*5(

!

LG7

$染色液加入细胞悬液

中!避光室温孵育
!I :*+

!每
AZC :*+

颠倒混匀后无

血清培养基洗涤
A

次*

!#( )*

"+含量和丙二醛测定

将细胞接种于"每孔
!%#I

C 个细胞$

O

孔板中!在

A$ "

下孵育
!> 3

* 然后分别用
%&'()*+

和
,

或
HH?

处

理细胞!添加或不添加
T5&&4()')*+!#

* 细胞内
T5

![与

丙二醛"

:'14+=*+1 =53Y=5

!

MH\

$含量使用铁比色测

定试剂盒与
MH\

检测试剂盒进行测定! 实验步骤

严格按照说明书进行*

!#, -*./*01 234/

法检测蛋白表达

用含
DJ ?M7T

的
LN?\

裂解液冰上裂解细胞

AI :*+

!

> " D! III &,:*+

!离 心
DC :*+

!取上清!按
>&D

加入上样缓冲液!

DII "

煮
DI :*+

*

DIJ 7H7!?\6%

电泳分离蛋白!

?]HT

膜转膜
DII :*+

!

CJ

脱脂牛

奶室温摇床封闭
D 3

!分别用抗
-./

抗体&抗
6?@>

抗体&抗
6\?H8

抗体孵育
> "

过夜*

A

次洗膜后用

荧光二抗"兔抗$ 室温孵育
D 3

!

G=5((5Y

远红外荧光

扫描仪扫描显影*

!#5

统计学处理

采用
7?77 !!^I

和
6&'<3?'= ?&*(: R^I^D

软件处

理数据!采用
)

检验和单因素方差分析*

?_I^IC

为差

异有统计学意义*

!

结 果

"#!

人鼻咽癌细胞株对
66%

和
708./91

的敏感性

..Q!R

结果显示!加入不同浓度
HH?

或
%&'()*+

处理
!> 3

后 !

8E%!D

&

.%E!F

&

8GE%!D

&

8E%!D,HH?

的
HH? N.

CI

分别约为 "

C^I>'I^A$

$

!0,:P

&"

D>^I>'

!^RD

$

!0,:P

&"

R^D!'D^CO

$

!0,:P

和"

>K^>!'$^I>

$

!0,:P

!

作用于
8E%!D

和
8E%!D,HH?

的
%&'()*+ N.

CI

分别约

为"

D!^IR'A^C>

$

!:41,P

和"

>C^RK'O^RK

$

!:41,P

* 顺

铂耐药株
8E%!D,HH?

对
HH?

和
%&'()*+

的敏感度均

低于其他普通鼻咽癌细胞系 "

TSR>^D$

!

?_I^IID

$

"

T*02&5 D

$* 故采用
8E%!D

和
8E%!D,HH?

成对细胞!

选取
>I !0,:P

浓度
HH?

进行后续实验*

"#" 708./91

联合
66%

对
:;7"!<66%

耐药株的影响

..Q!R

结果显示!加入
HH?

后!

%&'()*+[HH?

联合

处理
8E%!D,HH?

耐药株
N.

CI

为"

D$^CO'>^I$

$

!:41,P

*

KID
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相对于
;(*1</)

单药组!

;(*1</)=>>?

组细胞的

存活率明显下降 "

<@A9#B!

!

?@C9CCD

#"

E/4'(0 !F

$%

与
BC !G&+HI ;(*1</)

组"

DJ9DKL!$9KAL

$和
>>?

组"

AA9MJL!D9B"L

$单药细胞存活率相比!联合

组细胞存活率低"

7J9MJL!M9M"L

$!差异均有统

计学意义"

E/4'(0 !N

$% 可见!

;(*1</)

联合
>>?

能提高
O:;"7H>>?

耐药株对
>>?

的敏感性!

选取
BC !G&+HI

浓度
;(*1</)

进行后续实验%

!"# $%&'()*

!

++,

和
-.%%/'(&()*!0

处理
12$!

34++,

耐药株死亡情况

流式细胞学结果显示! 与
>PQ2

组相比!

;(*1</)

组和
>>?

组死亡率变化均小于
BCL

!

组间无统计学差异"

<@!9$KD

!

?@C9CK7

$%

>>?=

;(*1</)

组细胞死亡率高达
MJ9AJL!J9DML

% 当

铁死亡抑制剂
E0((&1<*</)"7

与
>>?

&

;(*1</)

同

时处理时 ! 死亡率由
MJ9AJL!J9DML

下降至

BK9M7L!M9!L

"

<@7C9D$

!

?RC9CC7

$"

E/4'(0 BN

$!

提示
;(*1</)

联合
>>?

能 协 同 诱 导
O:;"7H

>>?

死亡!这种协同诱导细胞死亡的作用能被

E0((&1<*</)"7

逆转%

!"5 $%&'()*

!

++,

以 及
-.%%/'(&()*!3

处 理

12$!34++,

耐药株
678

水平的变化情况

相比
>PQ2

对照组!

;(*1</)

组
S2Q

水平

提 高
7!9CKL !!9$ML

!

>>?

组 提 高
B97KL !

797AL

!

;(*1</)=>>?

组
S2Q

水平升高
7M9$!L

!B9CKL

!与
;(*1</)

组和
>>?

组相比!差异均

有统计学意义% 当
E0((&1<*</)"7

与
>>?

&

;(*1</)

同时处理

时! 细胞
S2Q

水平变化由
7M9$!L!B9CKL

降至
K9CML!

79MJL

"

<@A9KMD

!

?@C9CCB

$"

E/4'(0 DN

$! 提示
;(*1</)

联合

>>?

能提高
O:;"7H>>?

耐药株细胞内
S2Q

水平!且
E0("

(&1<*</)"7

能抑制
;(*1</)

联合
>>?

诱导的
S2Q

升高%

!9: $%&'()*

!

$%&'()*

和
-.%%/'(&()*!3

处理
12$!34++,

耐药株的
-.

!;与
<+=

水平的变化情况

未加入
>>?

时!

>PQ2

对照组&

;(*1</)

组
E0

!=水平均

低于
7C !G&+HI

!无统计学差异"
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A
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!

"B$#C
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D

后#

4567,8+E--9

组细胞
;<

!:水平

明显提高 $!

#@F$>#>F#@

"

!0)123

%

!

, G/F#H#

#

9 GIFI//

" !

;8J*5< @D

"&

-.'&

对照组'

4567,8+

组间
.-D

水平无统计学差异 !

,G#FA$@

#

9G

IF#AH

"#加入
--9

后#

4567,8+K--9

组
.-D

水平显著性升高 $!

/F!>#

?FIL

"

+0)1203

%!

,G!FH>>

#

9GIFI>!

"

!

;8J*5< @M

"& 当
;<55)7,6,8+!?

与

--9

'

4567,8+

同时处理后#细胞
;<

!:

水平降低 $!

AF$L#!F/

"

!0)123 N7!

!

#@F$>#>F#@

"

!0)123

#

,G/F!$#

#

9GIFI/#

%#

.-D

水平
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"
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!

/F!>##FIL
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%#差异均有统计学意义!

;8J*5< @$

'

@%

"#提示
&567,8+

联合
--9

组能提高耐药株
;<

!K与

.-D

水平#且
'<55)7,6,8+!#

能抑制
&567,8+

联合
--9

诱导
;<

!K和
.-D

水平的升高&

=>? 2%9@A"8

!

667

以及
"&%%.@A9A"8!3

处理
B12!34

667

细胞铁死亡相关蛋白表达水平的变化

O<7,<5+ P1),

结果显示#与
-.'&

组细胞相比#

&567,8+

和
&567,8+K--9

细胞中的
Q(R

表达略有下

降 #但差异无 统计学意义 !

, GI FA$H

#

9GIF@/@

"#

&567,8+

组'

&567,8+K--9

组的
S9T>

表达明显下降#

当
'<55)7,6,8+!#

与
--9

'

&567,8+

同时处理时
S9T>

表达上升#差异均有统计学意义!

;8J*5< ADUAM

"#提

示
&567,8+

与
&567,8+K--9

都能降低
VW4!?2--9 S9T>

蛋白的表达#

&567,8+K--9

对
S9T>

表达的抑制作用

更明显#且
'<55)7,6,8+!?

能逆转
&567,8+

联合
--9

所

诱导
S9T>

表达的下降&

/

讨 论

顺铂是目前鼻咽癌临床上使用最多的化疗药物

之一#

--9

通过与
-WD

结合形成
--9!-WD

交联

物导致细胞
-WD

损伤并诱导线粒体凋亡通路#进

而发挥抗肿瘤效应& 但由于顺铂使用的次数和剂量

积累出现耐药情况# 其机制涉及药物转运' 周期调

控'凋亡及
-WD

损伤修复#但最终均导致
--9

不

能诱导足够的细胞凋亡#无法达到理想杀伤肿瘤细胞

的目的$

L

%

&根据许多研究发现#

4567,8+

能作为放化疗增

敏剂#使宫颈癌
2

非小细胞肺癌对
T
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喉癌
;

非小细胞肺癌对
<<=

更敏感 !

>?7"

"

# 本实验发

现$相对于单独加入
<<=

$联合适当浓度
@(*1A/)

能

使鼻咽癌耐药系细胞发生更多死亡$ 这与此前报道

@(*1A/)

的化疗增敏作用一致%

@(*1A/)

是经典的铁死亡激活剂&能直接作用于

细胞膜表面的
B-C

&抑制细胞胱氨酸的摄取&从而抑

制内源性抗氧化剂
DEF

合成&导致细胞内氧化还原

的失衡产生过量活性氧& 而活性氧会破坏细胞内

<:G;H:G

'蛋白质和脂质类生物分子&产生有毒氧

化产物 (如脂质氢过氧化物'

I<G

和
J!

羟基壬烯醛

等)&其中细胞膜不饱和脂肪酸的氧化产物磷脂氢过

氧化物的堆积被认为是铁死亡的标志 !

##

"

*此外 &

@(*1A/)

还能增加细胞内铁的堆积&为芬顿反应提供

不稳定的铁离子& 该反应能产生过量的磷脂氢过氧

化物诱导细胞发生铁死亡!

#!

"

%研究发现
@(*1A/)

所诱

导的铁死亡能被铁死亡抑制剂
K0((&1A*A/)!#

有效抑

制!

#L

"

% 本研究发现&

@(*1A/)

联合
<<=

能显著性抑制

鼻咽癌顺铂耐药细胞株的活性& 使细胞内
H2E

水

平'

K0

!M水平和
I<G

水平增高& 并且这些现象能被

铁死亡抑制剂
K0((&1A*A/)!7

有效逆转% 因此推测&

@(*1A/)

联合
<<=

可能也是通过诱导细胞内铁的堆

积'

H2E

的升高'

I<G

的积累使鼻咽癌顺铂耐药株

发生铁死亡%

此外&

D=NJ

作为磷脂氢过氧化物酶&在
DEF

提

供电子的情况下能将有毒的磷脂氢过氧化物转化为

无毒的磷脂醇来对抗脂质过氧化& 文献报道直接抑

制
D=NJ

比抑制
DEF

更容易引发癌细胞铁死亡!

#J

"

%

本研究发现&

@(*1A/)

联合
<<=

能降低鼻咽癌顺铂耐

药株
D=NJ

的表达&使细胞更容易发生铁死亡%

综上&本实验发现了铁死亡激活剂
@(*1A/)

联合

<<=

可能通过铁死亡途径

增强人鼻咽癌 细胞株对

<<=

的敏感性 &

@(*1A/)

可

能是克服鼻咽癌化疗耐药

的一种有前途的策略%
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