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处理后
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检测
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法
检测蛋白表达' 流式细胞术检测脂质

+A,

水平"分别采用逆转录病毒
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腺病毒感染上调
C

下调
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表达可以增加
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细胞增殖抑制作用"并增加铁死亡关键标
志脂质
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和
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+A,

的累积"

&.$0"":K4@=;<@?

和
&.$0"":K%&'%%!

脂质
+A,

水平分别为
.*/1$E!./!!E

和
*/#DE!./#.E

)

%L"/" ".0
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肺癌是导致全球癌症死亡的首要原因 "
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(是最

常见的肺癌类型) 铁死亡*

,0((&C:&1/1

(是一种新型的

细胞程序性死亡方式& 它是一种铁依赖性的细胞内

脂质过氧化物聚集所致的非凋亡性死亡"
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+ 近年来

研究发现铁死亡与肿瘤的发生发展密切相关& 越来

越多的研究同时也证实靶向铁死亡通路可以提高化

疗,免疫治疗,放射治疗等传统抗肿瘤治疗手段的疗

效"

FW=

#

+ 因此&进一步理解肿瘤对铁死亡诱导剂的敏

感性的机制& 对于靶向铁死亡的抗肿瘤作用至关重

要+目前已发现的诱导铁死亡发生的化合物&即铁死

亡诱导剂*

,0((&C:&1/1 /)?'30(1

&

ZV91

(大致可分为四

类$

!

类
ZV91

通过抑制
E-ALU<<

消耗谷胱甘肽

*

4+':*:./&)0

&

SE;

(%

"

类
ZV91

通过共价结合谷胱甘

肽过氧化物酶
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(活性

位点的硒半胱氨酸& 直接抑制
S@TK

的活性%
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类
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通过角鲨烯合酶
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甲羟戊酸途径同时间接消耗
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和 辅酶
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( 的过度活性来增加不稳定的

铁池
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&从而诱导铁死亡 "
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+ 其

中
"

类
ZV91 DEAF

直接抑制
S@TK

活性诱导铁死

亡&其在肺癌中的易感性受多种机制调节&目前调节

机制不明+
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*
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年被
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等 "
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# 首次在人体中发现 & 包括
@;A@@<

和

@;A@@!

两种同源异构体+ 我们前期的研究发现肺

癌中
@;A@@<

的表达显著降低& 治疗前基线表达水

平高的患者拥有更长的总体生存期 "

N
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& 且证实提高

@;A@@<

的表达可有效逆转或延缓肺癌细胞对表皮生

长因子受体抑制剂
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+ 而
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基因位于
<$a!!8F

&编码
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蛋白&由
< F!F

个氨基酸组成& 过去几年大量研究发现
@;A@@!

在

多种肿瘤中表达降低&

@;A@@!

表达下调促进肿瘤

的发生发展&并与肿瘤治疗抵抗有关"

<<W<!

#

+ 本研究旨

在探索
@;A@@!

介导
ZV91 DEAF

诱导铁死亡发生的

作用及机制+

<

材料与方法
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细胞株及试剂

人
9E-A-

细胞株
U=KN

,

;<$="

,

;--#!L

,

;<NL=

及
;<!NN

&购于中国科学院上海细胞库+

D@]V<$K"

,

高糖
b]_]

培养基购于
;53+&)

&胎牛血清购自浙江

天杭生物科技&

DEA!F

购自
]-_

+

-./

细胞培养

除
!NFIO

使用高糖
b]_]

培养液
Q

细胞外&其余

所有细胞均使用
D@]V <$K"

培养液
c<"MZdEc<M

@E

置于
FL #-

&

=M -2

!

培养箱中培养&每
!eF ?

更换

培养液&细胞融合至
#"MeN"M

进行胰酶消化传代+

-.0 122

法检测细胞增殖实验

取对数生长期的各组
9E-A-

细胞&计数后接种

于
N$

孔板&每孔约
F """

个细胞&待细胞贴壁后给

予相应浓度药物处理
L! .

&去除培养液后
@dEI

漂

洗
!

次&

KM

甲醛溶液固定& 然后用
"8=M

结晶紫染

色& 清水漂洗自然晾干后用
<M EbE

溶解& 酶标仪

=L" )H

测吸光度+

S(*C.C*? C(/1H #8"

软件计算抑

制率+

-.3 4%,'%*5 #6)'

检测蛋白表达

总蛋白提取& 蛋白定量
!" %4

使用
#Me<=M

EbE!@US_

电泳分离条带& 湿转&

=M

的脱脂奶粉室

温封闭
< .

&相应一抗
K $

孵育过夜&

@dEI

摇动漂洗
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"然后加入相应种属二抗!室温孵

育
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摇动漂洗
%
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化学发光显影!采

用
3(456 7

软件进行条带灰度分析#
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实时荧光定量
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反转录病毒感染
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流式细胞术检测脂质过氧化活性氧水平
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?=@A BCDBE8E F"8EE$" G"8""B G"8""B

HI-JKBB AL!#8E M"8"#BA "8"$#! "8BB#

K-HIA @L!E M"8"E!" "8AJA" "8NJJ

!!9&:01

!

K

!

O01:0() <+&: *)*+51/1 &, =PI==! &Q0(!0RD(011/&) /) PK!Q03:&( *); PK!=PI==! KNAC

30++ +/)0

"

S

!

T0+*:/Q0 +0Q0+1 &, +/D/; D0(&R/;*:/&) D(&;'3:/&) *110110; <5 ,+&U 35:&V0:(5 '1/)4 -BB!

S2WX=Y 1:*/)/)4 /) KNAC!PK!703:&( *); KNAC!PK!=PI==! 30++ +/)01

"

-

!

O01:0() <+&: *)*+51/1 &,

=PI==! 0RD(011/&) /) 1.!-&):(&+ *); 1.!=PI==! PB$N" 30++ +/)0

"

W

!

T0+*:/Q0 +0Q0+1 &, +/D/; D0(&R/!

;*:/&) D(&;'3:/&) *110110; <5 ,+&U 35:&V0:(5 '1/)4 -BB!S2WX=Y 1:*/)/)4 /) PB$N"!1.-&):(&+ *);

PB$N"!1.=PI==! 30++ +/)01

率分别为
A8ABZ"B8$BZ

#

BE8BJZ"!8NAZ

#

!N8"NZ"

N8C!Z

#

BN8!!Z"!8ENZ

和
AB8A#Z"B"8"BZ

$

[/4'(0 B-

%&

发现
=PI==!

高表达的
9H-I-

细胞其
THIE

抑制

细胞增殖的能力更强' 提示
=PI==!

在
TIHE

诱导

的细胞死亡中具有重要作用&

!"#

上调
$%&$$!

表达增加
'(&#

诱导
)*+,

细胞

铁死亡

通过反转录 病毒感染构 建
=PI==!

过 表 达

KNAC

稳定细胞株' 对照组和过表达组分别命名为

KNAC!703:&(

和
KNAC!=PI==!

&

O01:0() <+&:

验证结

果表明
=PI==!

过表达成功
\[/4'(0 !K]

&

^__

法检

测过表达
=PI==!

对
THIE

敏感性的影响' 发现与

对照组相比'

KNAC!=PI==!

过表达细胞
X-

N"

值低于

对照组
KNAC!703:&(

'分别为
B8J !^

和
"8!E !^

& 流

式细胞检测
THIE

诱导脂质活性氧产生水平' 发现

与对照组相比' 经
THIE B8" !^

处理的
=PI==!

稳

定过表达
KNAC!=PI==!

细胞脂质体活性氧水平

明显上升 ' 分别为
A8EAZ"

"8ECZ

和
BN8E$Z""8#"Z

$

=G

"8""B

%$

[/4'(0 !K !̀S

%&

!"+

下调
$%&$$

表达降低

'(&#

诱导
%-.*/

细胞铁死亡

通 过 腺 病 毒 转 染 构 建

=PI==!

下 调 表 达 稳 定

PB$N"

细胞' 命名为
PB$N"!

1.=PI==!

' 与
PB$N"!1.-&)!

:(&+

相比'

PB$N"!1.=PI==!

细

胞对
THIE

抑制率明显降低'

X-

N"

值提高了近
#

倍'分别为

"8N! !^

和
!8NC !^

& 流式细

胞检测脂质活性氧水平 '发

现与对照组相比 ' 经
THIE

B8" !^

处理的
=PI==!

下调

组脂质体活性氧水平明显下

调' 分别为
BA8J$Z"B8!!Z

和

A8#CZ "B8#BZ

$

= a"8""B N

%

$

[/4'(0 !-`!W

%&

!"* $%&$$!

通过协同抑制

0$1+

表达增强
'(&#

诱导

铁死亡作用

为进一步探究
=PI==!

在铁死亡中的具体作 用机

制 ' 我们首先利用公共数据库
_-?K\.::D

!

bbUUU8

3</&D&(:*+8&(4b]

(

BE

)在线分析了
=PI==!

与铁死亡关键

分子
HI-JKBB

*

?=@A

和
K-HIA

表达的关联性
\_*<+0

B]

'发现在肺腺癌中
=PI==!

与
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呈显著负相关

$

(aF"8EE$

'

=G"8"N

%' 但其与
HI-JKBB

及
KH-IA

的

关联性不明显' 提示
=PI==!

可能通抑制
?=@A

增

强
THIE

诱导铁死亡发生& 为此' 进一步探索改变

=PI==!

表 达 对
THIE

抑 制
?=@A

活 性 的 影 响 '
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分别用
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!A .

后'
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#

-4: 8F$J"!)178977! ,(00) '.(-'@(4'

23'1 M+9N

照组更加显著" 相反#

8F$JO

细胞下调
78977!

表

达#

M+9N

对
B7G<

活性抑制作用明显减弱#进一步

证实了
78977!

通过抑制
B7G<

表达诱导铁死亡

$

P35Q.( N

%&

N

讨 论

肺癌是全球死亡率最高的癌症'

F

(

#近年来尽管治

疗取得了一定的进步#其
J

年生存率仍然很低& 靶向

细胞死亡途径是肿瘤治疗开发的主要路径之一&

铁死亡是最近发现的一种新型细胞死亡形式#

其受到多种关键因素的调控# 包括溶质载体家族
D

成员
FFR+9;D*EE

#胱氨酸的关键转运体
S

和
B7G<

'

!

(

&

其中#

B7G<

能够利用还原型谷胱甘肽降低脂质氢

过氧化物#从而抑制铁死亡发生& 因此#通过靶向抑

制
B7G<

活性已经成为研发铁死亡诱导剂来靶向铁

死亡途径的抗肿瘤治疗的重要手段& 以往研究报道

化合物
M+9N

可直接灭活
B7G<

活性# 从而降低细

胞的抗氧化能力#积累活性氧#诱导铁死亡发生 '

F<

(

&

但是不同类型肿瘤对
M+9N

诱导铁死亡发生敏感性

不同# 关于介导
M+9N

铁死亡敏感性的分子机制仍

不清楚&

T.(@(.

等'

FJ

(发现下调
BUAF

表达增加胰腺

癌对
M+9N

诱导铁死亡敏感性" 最近的两项研究报

道了敲低
P+7F

$又称
*VPW!

% 表达的细胞对
M+9N

等铁死亡诱导剂更加敏感# 相反过表达
P+7F

可以

挽救铁死亡诱导剂抵抗性# 证实了
P+7F

是一种有

效的铁死亡抵抗因子 '

F$XFD

(

& 因此#进一步探索
PV%)

敏感性的分子机制有助于提高其敏感性& 本研究发
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现磷酸酶
:;<::!

在
=><?

诱导的铁死亡中具有重

要作用!在
=><?

敏感性低的细胞中过表达
:;<::!

可提高其敏感性! 增加脂质活性氧累积" 相反!在

=><?

敏感的细胞中敲低
:;<::!

表达!

=><?

敏感

性降低!脂质活性氧累积减少#

:;<::!

在其他肿瘤

的治疗手段!如靶向治疗$放射治疗等诱导铁死亡发

生的抗肿瘤作用值得更深入的研究#

综上所述! 本研究发现
:;<::!

表达通过协同

抑制
@:AB

活性增强肺癌细胞对铁死亡诱导剂

=><?

的敏感性!为铁死亡诱导剂
=><?

敏感性提供

了分子标志物#
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