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摘要:目的 探讨爱拉斯汀( ｅｒａｓｔｉｎ)对非小细胞肺癌细胞系 Ａ５４９ 凋亡的诱导作用及机制ꎮ 方法 不同浓度的

ｅｒａｓｔｉｎ 处理 Ａ５４９ 细胞ꎬ加入 /不加入活性氧集团(ＲＯＳ)清除剂 Ｎ ￣乙酰基￣Ｌ￣半胱氨酸(ＮＡＣ)ꎬ加入 /不加入凋亡抑

制剂(Ｚ￣ＶＡＤ￣ＦＭＫ)ꎻ试剂盒检测细胞铁含量ꎻＣＣＫ￣８ 法和流式细胞测量术检测细胞损伤和凋亡等ꎮ 结果 Ｅｒａｓｔｉｎ
引起 Ａ５４９ 细胞铁离子含量升高和细胞损伤ꎬ诱导细胞凋亡(Ｐ<０ ０５)ꎬ该作用可被凋亡 ｃａｓｐａｓｅ 抑制剂 Ｚ￣ＶＡＤ￣ＦＭＫ
抑制ꎻＥｒａｓｔｉｎ 引起过氧化物 ( ＲＯＳ) 增加从而诱导细胞凋亡 ( Ｐ < ０ ０５)ꎬ该作用可被 ＲＯＳ 清除剂 ＮＡＣ 减弱

(Ｐ<０ ０５)ꎮ 结论 Ｅｒａｓｔｉｎ 通过诱导非小细胞肺癌细胞系 Ａ５４９ 内 ＲＯＳ 产生ꎬ引起细胞凋亡ꎬ该发现为非小细胞肺癌

的诊疗策略提供了参考ꎮ
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Ａｂｓｔｒａｃｔ: Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｗｈｅｔｈｅｒ ｅｒａｓｔｉｎ ｉｎｄｕｃｅｓ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ
ｉｎ Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ. Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｅｒａｓｔｉｎ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓꎬ ｗｉｔｈ ｏｒ ｗｉｔｈｏｕｔ ＲＯＳ
ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ ａｇｅｎｔ Ｎ￣ａｃｅｔｙｌ￣Ｌ￣ｃｙｓｔｅｉｎｅ ( ＮＡＣ) ａｎｄ ｗｉｔｈ ｏｒ ｗｉｔｈｏｕｔ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ( Ｚ￣ＶＡＤ￣ＦＭＫ) . Ｔｈｅｎ
ｉｒｏｎ ｃｏｎｔｅｎｔ ｗａｓ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｉｒｏｎ Ａｓｓａｙ Ｋｉｔꎬ ｃｅｌｌ ｉｎｊｕｒｅ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｗｉｔｈ ＣＣＫ￣８ ａｎｄ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｉｎ
Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ. Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 Ｅｒａｓｔｉｎ ｉｎｄｕｃｅｄ ｔｈｅ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｏｆ ｉｒｏｎ ｃｏｎｔｅｎｔ ａｎｄ ｆｏｌｌｏｗｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｉｎｊｕｒｙ ｏｆ Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ.
Ｅｒａｓｔｉｎ ｆｕｒｔｈｅｒ ｉｎｄｕｃｅｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ ( Ｐ < ０ ０５ ) ꎬ ｗｈｉｃｈ ｗａｓ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｂｙ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
Ｚ￣ＶＡＤ￣ＦＭＫ. Ｅｒａｓｔｉｎ ｉｎｄｕｃｅｄ ａｎ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｉｎ ｐｅｒｏｘｉｄｅｓ (ＲＯＳ) ｔｈｅｎ ｆｏｌｌｏｗｅｄ ｂｙ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ (Ｐ<０ ０５) ꎬ ｗｈｉｃｈ
ｗａｓ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ＲＯＳ ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ ａｇｅｎｔ ＮＡＣ(Ｐ<０ ０５) . Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｅｒａｓｔｉｎ ｈａｓ ａｎ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ
ＮＳＣＬＣ Ａ５４９ ｂｙ ｉｎｄｕｃｉｎｇ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ＲＯＳ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎꎬ ｗｈｉｃｈ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ｅｖｉｄｅｎｃｅｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓꎬ ｄｉａｇ￣
ｎｏｓｉｓ ａｎｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ＮＳＣＬＣ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: ｅｒａｓｔｉｎꎻ ｎｏｎ￣ｓｍａｌｌ ｃｅｌｌ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒꎻ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ
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　 　 肺癌(ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ)在全球范围内是常见的恶性

肿瘤之一ꎬ其中约 ８５％患者为非小细胞肺癌(ｎｏｎ￣
ｓｍａｌｌ ｃｅｌｌ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒꎬ ＮＳＣＬＣ) [１]ꎮ 人体正常生理功

能受机体细胞程序性死亡调节ꎬ细胞死亡是维持

机体内稳态ꎬ预防细胞癌变的重要过程ꎮ 近来ꎬ新
的研究发现一种非凋亡性细胞死亡———铁死亡

(ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ)ꎬ其特征是脂质过氧化物积累至致死水

平而引起的膜损伤ꎬ是一种不同于凋亡、坏死及自噬

的另外一种程序性细胞死亡形式[２￣３]ꎻ肺癌组织普遍

有着更高的活性氧和脂质氧化标志物活性氧集团

(ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓꎬ ＲＯＳ)水平ꎬ提示 ＲＯＳ 和铁

死亡在肺癌中发挥着关键作用[４￣６]ꎮ 众多研究证实ꎬ
铁死亡与肿瘤[７]、心脑血管疾病[８]等疾病密切相关ꎮ

爱拉斯汀(ｅｒａｓｔｉｎ / ｓｏｒａｆｅｎｉｂ)是一种常用的铁死

亡诱导剂ꎬ通过抑制谷氨酸 /胱氨酸反向转运体 ｘＣＴ
的活性ꎬ使细胞中半胱氨酸(ｃｙｓｔｅｉｎｅꎬＣｙｓ)和谷胱甘

肽(ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅꎬ ＧＳ￣Ｈ)缺乏ꎬ进而破坏细胞氧化还

原稳态ꎬ ＲＯＳ 堆积ꎬ进而导致铁死亡的发生[９]ꎮ 研

究证实ꎬ小分子 ｅｒａｓｔｉｎ 介导细胞内 ＲＯＳ 累积ꎬ诱导

ＮＳＣＬＣ 细胞系 Ｎ５ＣＰ 铁死亡ꎬ能有效抑制 Ｎ５ＣＰ 生

长ꎬ提示 ｅｒａｓｔｉｎ 诱导的铁死亡对 ＮＳＣＬＣ 的化疗有积

极作用[６]ꎮ 现已明确 ＲＯＳ 可以通过引起细胞损伤ꎬ
但 ｅｒａｓｔｉｎ 引起的 ＲＯＳ 堆积除了诱导铁死亡外ꎬ是否

还可调节细胞凋亡尚不明确ꎮ 本研究就 ｅｒａｓｔｉｎ 引发

肺癌细胞 Ａ５４９ 的损伤和凋亡机制进行探讨ꎬ确定

ｅｒａｓｔｉｎ 的抑癌作用ꎬ以期为肺癌的治疗寻找新的思路ꎮ

１　 材料与方法

１ １　 材料

人非小细胞肺癌细胞系 Ａ５４９(成都飞鸥尔生物

科技有限公司)ꎻ细胞培养基 ＲＰＭＩ１６４０ 和凋亡抑制

剂(Ｚ￣ＶＡＤ￣ＦＭＫ) (Ｌｉｆｅ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓꎬ Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司)ꎻＥｒａｓｔｉｎ、ｓｔａｕｒａｓｐｏｒｉｎｅ、Ｎ ￣乙酰基￣Ｌ￣
半胱氨酸(Ｎ￣ａｃｅｔｙｌ￣Ｌ￣ｃｙｓｔｅｉｎｅꎬ ＮＡＣ)、ＣＣＫ￣８ 试剂

盒、ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ￣ＦＩＴＣ / ＰＩ 双染试剂盒和 ＣＦＳＥ / ＰＩ 双染

试剂盒( Ｓｉｇｍａ￣Ａｌｄｒｉｃｈꎬ Ｍｅｒｃｋ 公司)ꎻ铁(Ｆｅ)含量

检测试剂盒(Ｂｉｏｖｉｓｉｏｎ 公司)ꎻＲＯＳ 活性氧检测试剂

盒(北京百奥莱博科技有限公司)ꎮ
１ ２　 方法

１ ２ １ 细胞的分组及处理:培养 Ａ５４９ 细胞ꎬ制备

Ａ５４９ 细胞悬浮液ꎬ调节浓度至 １×１０６ 细胞 / ｍＬꎬ分

为对照组(ｍｏｃｋ 组)和处理组(ｅｒａｓｔｉｎ 处理 / ｅｒａｓｔｉｎ＋
Ｚ￣ＶＡＤ￣ＦＭＫ / ｅｒａｓｔｉｎ＋ＮＡＣ)ꎮ
１ ２ ２　 ＣＣＫ￣８ 法分析细胞活力:将细胞浓度调节至

１×１０６ 细胞 / ｍＬꎮ 将细胞按 ５ ０００ 个 /孔接种于 ９６
孔平板中ꎬ贴壁过夜ꎮ 在每孔中加入不同浓度的

ｅｒａｓｔｉｎ (０ １、１、２、４、６、８、１０ μｍｏｌ / Ｌ)ꎮ 处理 ２４ ｈ
后ꎬ加入 ＣＣＫ￣８ 反应液ꎬ避光 ３７ ℃下培养 ４ ｈꎮ 用

分光光度计读取 Ａ４５０ ｎｍ的吸光度值ꎮ
１ ２ ３　 铁(Ｆｅ)含量检测试剂盒检测铁含量:用不

含 ＥＤＴＡ 的胰蛋白酶重悬细胞ꎬ收集 １×１０８ 个细胞ꎬ
调整细胞浓度至 １×１０７ 个 / ｍＬꎬ加入 ０ ２ μＬ Ｃａｌｃｅｉｎ￣
Ａｍ 荧光探针ꎬ并将细胞放在 ３７ ℃培养箱中继续孵

育７ ｍｉｎꎮ 孵育结束后ꎬ用 Ｈａｎｋｓ 平衡缓冲液冲洗细

胞 ３ 次ꎬ 并往体系中加入锥虫蓝 ( ｔｒｙｐａｎ ｂｌｕｅ )
(０ ２５％终浓度)ꎬ室温孵育 １ ｍｉｎ 以确定细胞存活

率ꎮ 最后ꎬ在 ４８８ ｎｍ 的激发波长和 ５１７ ｎｍ 的发射

波长下测量染色荧光信号ꎮ
１ ２ ４　 活性氧检测试剂盒定量分析过氧化物 ＲＯＳ:
细胞与羧基￣Ｈ２ＤＣＦＤＡ 共培养 ３０ ｍｉｎꎬ去掉培养基ꎬ
用预冷磷酸盐缓冲液 ( ＰＢＳ) 清洗 ２ 次ꎮ 用 Ｘ７１
(Ｕ￣ＲＦＬ￣Ｔ)荧光显微镜拍摄绿色荧光信号ꎬ并用

Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件进行定量分析ꎮ
１ ２ ５　 流式细胞测量术分析细胞凋亡:用 ａｎｎｅｘｉｎ
Ｖ￣ＦＩＴＣ / ＰＩ 双重染色法对 １×１０６ 个细胞进行染色ꎬ
避光孵育 ２０ ｍｉｎꎮ 然后ꎬ用预冷 ＰＢＳ 清洗细胞 ３
次ꎬ加入终浓度 １％多聚甲醛 ＰＢＳ 并在冰上放置

１０ ｍｉｎꎮ 应用 ３ 种激光导航流式细胞仪(Ｂｅｃｋｍａｎ
Ｃｏｕｌｔｅｒ)定量分析坏死(ｐｒｏｐｉｄｉｎｅ ｉｏｄｉｄｅꎬ ＰＩ 阳性)、
非凋亡(双阴性)、早期凋亡(ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ￣ＦＩＴＣ 阳性和

ＰＩ 阴性)和晚期凋亡细胞(双阳性)ꎮ
１ ２ ６　 免疫印迹(Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ)检测相关剪切蛋白:
用 １０％十二烷基硫酸钠￣聚丙烯酰胺凝胶 ( ＳＤＳ￣
ＰＡＧＥ)对 ２０ μｇ 总蛋白进行分离ꎬ并将免疫印迹转移

到硝酸纤维素(ＰＶＤＦ)上ꎬ用含 ５％牛血清白蛋白的

ＰＢＳ (ＢＳＡꎬ Ｓｉｇｍａ￣Ａｌｄｒｉｃｈꎬ Ｍｅｒｃｋ)封闭ꎮ 将抗体按

１ ∶ １ ０００比例稀释ꎬ加入到 ＰＶＤＦ 膜上室温孵育１ ｈꎮ
用预冷的 Ｔ￣ＰＢＳ 清洗 ＰＶＤＦ 膜ꎬ然后用 １ ∶ ５ ０００ 稀

释的 辣 根 过 氧 化 物 酶 ( ｈｏｒｓｅ ｒａｄｉｓｈ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅꎬ
ＨＲＰ)偶联抗兔二抗与 ＰＶＤＦ 膜室温孵育 ３０ ｍｉｎꎮ
经过 ３ 次 Ｔ￣ＰＢＳ 清洗后ꎬ用 Ｘ 线片曝光ꎮ
１ ２ ７　 ＣＦＳＥ / ＰＩ 双染色检测细胞凋亡:在 ｅｒａｓｔｉｎ 处
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理 Ａ５４９ 细胞的同时加入 ＲＯＳ 清除剂 ＮＡＣꎬ共同处

理后用 ＣＦＳＥ / ＰＩ 双染检测ꎬ检测过程为:将 １×１０６

个细胞接种于 ６ 个孔板中ꎬ并贴壁过夜ꎮ 加入

１００ μＬ ＣＦＳＥ 荧光染料ꎬ 在 ３７ ℃下培养 １５ ｍｉｎꎮ 去

除上清液ꎬ用无菌培养基清洗细胞去除残留的 ＣＦＳＥꎮ
Ｅｒａｓｔｉｎ 处理细胞后ꎬ加入 ５ μｇ / ｍＬ 的 ＰＩ 室温孵育

１０ ｍｉｎꎬ去除上清液ꎬ用无菌培养基清洗细胞去除残

留的 ＰＩꎮ 最后ꎬ用 Ｘ７１ 荧光显微镜拍摄荧光照片ꎮ
１ ３　 统计学分析

采用 ＳＰＳＳ １７ ０ 版本进行统计分析ꎬ数据以均

数±标准差(ｘ±ｓ)表示ꎬ组间差异应用 ｓｔｕｄｅｎｔ￣ｔ 检验

和单向方差分析评估ꎮ

２　 结果

２ １　 Ｅｒａｓｔｉｎ 诱导 Ａ５４９ 细胞损伤

随着 ｅｒａｓｔｉｎ 浓度增加ꎬＡ５４９ 细胞活力降低(图

１Ａ)(Ｐ< ０ ０５)ꎻ１０ μｍｏｌ / Ｌ ｅｒａｓｔｉｎ 处理 Ａ５４９ 细胞

２４ ｈ 后引起了铁凋亡的典型表型:铁离子含量大量

升高(图 １Ｂ) (Ｐ<０ ０５)ꎬ并产生大量过氧化物(图
１Ｃ)(Ｐ<０ ０５)ꎻＰＩ 染色阳性细胞(死亡细胞)比率

显著升高(图 １Ｄ)(Ｐ<０ ０５)ꎮ
２ ２　 Ｅｒａｓｔｉｎ 诱导 Ａ５４９ 细胞凋亡

凋亡抑制剂 Ｚ￣ＶＡＤ￣ＦＭＫ 以不可逆的形式与活

化的半胱氨酸蛋白酶 ｃａｓｐａｓｅｓ 结合ꎬ从而阻断细胞

凋亡ꎮ 加入 Ｚ￣ＶＡＤ￣ＦＭＫ 后ꎬｅｒａｓｔｉｎ 引起的 Ａ５４９ 细

胞凋亡减少(图 ２Ａ)ꎻ活化型半胱氨酸天冬氨酸蛋

白酶￣３(ｃｌｅａｖｅｄ￣ｃａｓｐａｓｅ￣３)和 ｃｌｅａｖｅｄ￣ｃａｓｐａｓｅ￣９ 表达

量减少(图 ２Ｂ)ꎮ
２ ３　 Ｅｒａｓｔｉｎ 引起 ＲＯＳ 增加诱导细胞凋亡

Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ￣ＦＩＴＣ / ＰＩ 双染显示ꎬ ｅｒａｓｔｉｎ 组 Ａ５４９
细胞凋亡率增加ꎬ而 ｅｒａｓｔｉｎ / ＮＡＣ 组 Ａ５４９ 凋亡率降

低(图 ３)ꎮ

Ａ ＣＣＫ￣８ ｋｉｔ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｒａｔｅ ｏｆ Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｅｒａｓｔｉｎꎻ Ｂ Ａ５４９
ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ １０ μｍｏｌ / Ｌ ｅｒａｓｔｉｎ ｆｏｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ (０ꎬ １２ ａｎｄ ２４ ｈｏｕｒｓ) ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｉｒｏｎꎬ ∗Ｐ<０ ０５
ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ０ ｈｏｕｒꎻ Ｃ ＲＯＳ ｃｏｎｔｅｎｔ ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ａｆｔｅｒ Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ １０ μｍｏｌ / Ｌ ｅｒａｓｔｉｎ ｆｏｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｔｉｍｅ (０ꎬ １２ ａｎｄ ２４ ｈｏｕｒｓ)ꎬ∗Ｐ<０ ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ０ ｈｏｕｒꎬ ＃Ｐ<０ ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ０ ｈｏｕｒꎻ Ｄ ｔｈｅ ｒａｔｉｏ ｏｆ ｄｅａｄ ｃｅｌｌｓ
ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＰＩ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｆｔｅｒ Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ １０ μｍｏｌ / Ｌ ｅｒａｓｔｉｎ ｏｒ １０ μｍｏｌ / Ｌ ｓｔａｕｒｏｓｐｏｒｉｎｅ ｆｏｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｔｉｍｅ (０ ａｎｄ １２ ｈｏｕｒｓ)ꎬ ∗Ｐ<０ ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｃｋ ｇｒｏｕｐꎻ ＃Ｐ<０ ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｃｋ ｇｒｏｕｐ

图 １　 Ｅｒａｓｔｉｎ 诱导 Ａ５４９ 细胞损伤

Ｆｉｇ １　 Ｅｒａｓｔｉｎ ｉｎｄｕｃｅｄ Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ ｉｎｊｕｒｙ (ｘ±ｓꎬ ｎ＝３)
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Ｎ / Ａ ｎｏｔ ａｐｐｌｉｃａｂｌｅꎻ Ａ Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｚ￣ＶＡＤ￣ＦＭＫ ａｎｄ ｅｒａｓｔｉｎꎬ ａｎｄ ｃｅｌｌｓ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ａｎ￣
ｎｅｘｉｎ Ｖ￣ＦＩＴＣ / ＰＩ ｓｔａｉｎｉｎｇꎻ Ｂ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｓｐｌｉｃｉｎｇ ｏｆ ｃａｓｐａｓｅ￣９ ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ ａｆ￣
ｔｅｒ ｔｈｅ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｏｆ Ｖ￣ＺＡＤ￣ＦＭＫ ａｎｄ ｅｒａｓｔｉｎꎻ ∗Ｐ<０ ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｃｋ ｇｒｏｕｐꎻ ＃Ｐ< ０ ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｅｒａｓｔｉｎ /
Ｚ￣ＶＡＤ￣ＦＭＫ ｇｒｏｕｐ

图 ２　 Ｅｒａｓｔｉｎ 诱导 Ａ５４９ 细胞凋亡

Ｆｉｇ ２　 Ｅｒａｓｔｉｎ ｉｎｄｕｃｅｄ Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ (ｘ±ｓꎬ ｎ＝３)

Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＮＡＣ ａｎｄ ｅｒａｓｔｉｎꎬ ａｎｄ ｃｅｌｌｓ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ￣ＦＩＴＣ / ＰＩ ｄｏｕｂｌｅ ｓｔａｉｎｉｎｇꎻ
∗Ｐ<０ ０５ꎬ△Ｐ<０ ０５ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｓ ｔｏ ｍｏｃｋ ｇｒｏｕｐｓꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

图 ３　 Ｅｒａｓｔｉｎ 引起 ＲＯＳ 增加诱导 Ａ５４９ 细胞凋亡

Ｆｉｇ ３　 Ｅｒａｓｔｉｎ ｉｎｄｕｃｅｄ ｔｈｅ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｏｆ ＲＯＳ ａｎｄ Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ (ｘ±ｓꎬ ｎ＝３)

３　 讨论

细胞的凋亡与细胞内 ｃａｓｐａｓｅ 激活和过度氧化

有关[１０]ꎮ Ｅｒａｓｔｉｎ 是典型的铁死亡诱导剂ꎬ通过引起

ＲＯＳ 堆积而引起铁死亡ꎻ同时ꎬＲＯＳ 通过细胞氧化

应激反应诱导细胞凋亡ꎬ产生细胞毒性作用[１１]ꎮ
ＲＯＳ、铁死亡和细胞凋亡与肺癌的发病密切相关ꎬ但
ｅｒａｓｔｉｎ 引起肺癌细胞死亡的机制尚未明确ꎮ 先前的

研究表明ꎬ用 ｅｒａｓｔｉｎ 治疗抗辐射细胞 Ａ５４９￣Ｒꎬ通过

诱导谷胱甘肽过氧化物酶 ４ ( ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ
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４ꎬ ＧＰＸ４)介导的铁蛋白作用ꎬ增强了 Ａ５４９￣Ｒ 的辐

射敏感性ꎬ该研究证实 ｅｒａｓｔｉｎ 对非小细胞肺癌细胞

Ａ５４９ 具有辅助治疗作用[１２]ꎮ 本研究通过检测

ｅｒａｓｔｉｎ 处理 Ａ５４９ 细胞后细胞活力、铁离子和 ＲＯＣ
含量ꎬ证实 ｅｒａｓｔｉｎ 可诱导 Ａ５４９ 细胞损伤和凋亡ꎮ
随后ꎬ课题组通过研究凋亡抑制剂 Ｚ￣ＶＡＤ￣ＦＭＫ 的

干预ꎬ 在 ｅｒａｓｔｉｎ 处理 Ａ５４９ 细胞后加入 Ｚ￣ＶＡＤ￣
ＦＭＫꎬ发现细胞凋亡和活化型 ｃａｓｐａｓｅ￣９ 和 ｃａｓｐａｓｅ￣３
蛋白含量均减少ꎬ证实 ｅｒａｓｔｉｎ 可诱导 Ａ５４９ 细胞凋

亡ꎻ为了进一步论证 ｅｒａｓｔｉｎ 引起 Ａ５４９ 细胞凋亡的

机制ꎬ本实验又加入 ＲＯＳ 清除剂 Ｎ ￣乙酰基￣Ｌ￣半胱

氨酸(Ｎ￣ａｃｅｔｙｌ￣Ｌ￣ｃｙｓｔｅｉｎｅꎬ ＮＡＣ)ꎬ证实 ｅｒａｓｔｉｎ 可使

细胞内 ＲＯＳ 产生增加从而诱导 Ａ５４９ 细胞凋亡ꎮ 已

有研究表明 ｅｒａｓｔｉｎ 引起 ＲＯＳ 积累增加和 ｐ５３ 激活ꎬ
从而诱导非小细胞肺癌细胞系 Ａ５４９ 铁死亡和细胞

凋亡[１３]ꎮ 本研究结果先论证了 ｅｒａｓｔｉｎ 对非小细胞

肺癌细胞系 Ａ５４９ 的正向杀伤和诱导凋亡的作用ꎬ
然后论证其抑制 Ａ５４９ 作用的机制是通过增加细胞

内 ＲＯＳ 产生所致ꎬ这一结果与最新的国内外研究结

果一致ꎮ
综上所述ꎬ本研究证实 ｅｒａｓｔｉｎ 通过诱导非小细

胞肺癌细胞内 ＲＯＳ 产生ꎬ引起细胞凋亡ꎬ 说明

ｅｒａｓｔｉｎ 对 Ａ５４９ 的细胞毒性作用同时来源于介导了

铁死亡和凋亡过程ꎬ并最终达到抗肿瘤作用ꎮ 本研

究实验设计简洁、严谨ꎬ为肺癌的发生机制的阐述提

供了新的视角ꎬ为肺癌的治疗寻找了潜在的靶点ꎮ
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