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摘要　 目的　 探讨中药靛玉红衍生物 Ｅ８０４ 对非小细胞肺

癌（ＮＳＣＬＣ）系 Ａ５４９ 细胞增殖和迁移的影响，并阐明 Ｎｒｆ２⁃
ＨＯ⁃１ ／ ＧＰＸ４ 信号轴可能的作用机制。 方法 　 以肺癌 Ａ５４９
细胞为细胞模型。 采用 ＭＴＴ 和细胞划痕实验观察 ０、１０
μｍｏｌ ／ Ｌ Ｅ８０４ 和 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｅ８０４ ＋不同特异性抑制剂（Ｎｅｃ⁃
１、ＣＱ、Ｚ⁃ＶＡＤ、ＤＦＯ、Ｆｅｒ⁃１ 和 Ｌｉｐ⁃１）组细胞的增殖和迁移能

力；采用 ＤＣＦＨ⁃ＤＡ 荧光探针法检测 ０、２. ５、５ 和 １０ μｍｏｌ ／
ＬＥ８０４ 组细胞内活性氧（ＲＯＳ）含量，比色法检测二价铁离子

（Ｆｅ２ ＋ ）含量，分光光度法检测还原型谷胱甘肽（ＧＳＨ）含量，
微量法检测丙二醛（ＭＤＡ）含量；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ０、２. ５、５
和 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｅ８０４ 组 细 胞 ＳＬＣ７Ａ１１、 Ｔｒａｎｓｆｅｒｒｉｎ、 ＧＰＸ４、
ＳＬＣ４０Ａ１、Ｎｒｆ２ 和 ＨＯ⁃１ 蛋白表达水平。 结果 　 与对照组（０
μｍｏｌ ／ Ｌ Ｅ８０４）比较，２. ５、５ 和 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｅ８０４ 升高细胞内

ＲＯＳ、Ｆｅ２ ＋ 和 ＭＤＡ 水平，降低细胞内 ＧＳＨ 含量（Ｐ ＜ ０. ０１），
同时降低 ＳＬＣ７Ａ１１、ＧＰＸ４、ＳＬＣ４０Ａ１、Ｎｒｆ２ 和 ＨＯ⁃１ 蛋白表达

水平（Ｐ ＜ ０. ０１），升高 Ｔｒａｎｓｆｅｒｒｉｎ 表达水平（Ｐ ＜ ０. ０５）。 与

单独使用 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｅ８０４ 组比较，细胞凋亡抑制剂 （ Ｚ⁃
ＶＡＤ）组和细胞铁死亡抑制剂（ＤＦＯ、Ｆｅｒ⁃１ 和 Ｌｉｐ⁃１）组能够

部分逆转 Ｅ８０４ 对 Ａ５４９ 细胞的增殖和迁移抑制（Ｐ ＜ ０. ０１）。
结论　 Ｅ８０４ 可抑制 Ａ５４９ 细胞增殖和迁移，并诱发铁死亡，
其机制可能与抑制 Ｎｒｆ２⁃ＨＯ⁃１ ／ ＧＰＸ４ 信号轴有关。
关键词　 非小细胞肺癌；中药靛玉红衍生物；铁死亡；Ｎｒｆ２⁃
ＨＯ⁃１ ／ ＧＰＸ４ 信号轴
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　 　 肺癌主要有两种类型：非小细胞肺癌 （ ｎｏｎ⁃

ｓｍａｌｌｃｅｌｌ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ， ＮＳＣＬＣ）和小细胞肺癌，其中

ＮＳＣＬＣ 约占所有新诊断肺癌的 ８５％ ［１］，是肺癌主要

的病理类型。 越来越多的临床研究［２］ 证实，铁死亡

在 ＮＳＣＬＣ 中发挥着重要的调控作用，甚至在一线抗

癌药物中能够作为一种“催化剂”增强 ＮＳＣＬＣ 的治

疗疗效。 铁死亡是一种新型的非凋亡细胞死亡模

式，其特征是铁依赖性的脂质过氧化和活性氧（ ｒｅ⁃
ａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）堆积［３］。 研究［４ － ５］ 表明

核因子 Ｅ２ 相关因子 ２（ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ ｅｒｙｔｈｒｏｉｄ２⁃ｒｅｌａｔ⁃
ｅｄ ｆａｃｔｏｒ ２，Ｎｒｆ２） －血红素氧合酶 １（ｈｅｍｅ ｏｘｙｇｅｎａｓｅ⁃
１，ＨＯ⁃１） ／谷胱甘肽过氧化物酶（ ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ ｐｅｒｏｘｉ⁃
ｄａｓｅ ４，ＧＰＸ４）轴参与铁死亡调控，与临床上多种疾

病的发生和发展有关，如肿瘤、类风湿性关节炎、神
经退行性疾病、缺血再灌注和心脏相关疾病等。 课

题组前期研究显示，中药靛玉红衍生物 Ｅ８０４ 可通

过抑制细胞的增殖、迁移和分化等多种机制发挥抗

ＮＳＣＬＣ 系 Ａ５４９ 细胞作用，但其抑制肺癌细胞增殖

和迁移是否与细胞铁死亡有关尚不清楚。 所以，该
研究探讨 Ｅ８０４ 抑制 Ａ５４９ 细胞增殖和迁移与细胞

铁死亡的关系，并从 Ｎｒｆ２⁃ＨＯ⁃１ ／ ＧＰＸ４ 信号轴探讨

其可能的作用机制。

１　 材料与方法

１． １　 主要仪器　 ＳＷ⁃ＣＪ⁃１Ｆ 标准型净化工作台购自苏

州安泰公司；ＮＢＳ １５０ 型 ＣＯ２ 培养箱购自美国 ＢｉｏＴｅｋ
公司；自动化酶标仪、蛋白提取仪、垂直和水平电泳

槽、电泳仪、蛋白凝胶成像系统均购自美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ
公司；ＤＭＩ３０００Ｂ 倒置荧光显微镜购自德国 Ｌｅｉｃａ 公司。
１． ２　 试剂 　 Ｅ８０４ 购自武汉远成生物科技有限公

司；肺癌 Ａ５４９ 细胞由实验室内部提供，其基础营养

液（如 ＤＭＥＭ 和小牛血清）均购自北京索莱宝科技

有限公司；细胞坏死抑制剂（ ｎｅｃｒｏｓｔａｔｉｎ⁃１，Ｎｅｃ⁃１）、
细胞自噬抑制剂（ ｃｈｌｏｒｏｑｕｉｎｅ，ＣＱ）、细胞凋亡抑制

剂［Ｚ⁃Ｖａｌ⁃Ａｌａ⁃Ａｓｐ（ＯＭｅ），Ｚ⁃ＶＡＤ］、细胞铁死亡抑制

剂（ ｄｅｆｅｒｏｘａｍｉｎｅ， ＤＦＯ）、细胞铁死亡抑制剂 （ ｆｅｒ⁃
ｒｏｓｔａｔｉｎ⁃１，Ｆｅｒ⁃１）和细胞铁死亡抑制剂（Ｌｉｐｒｏｘｓｔａｔｉｎ⁃
１，Ｌｉｐ⁃１）均购自美国 ＴａｒｇｅｔＭｏｌ 公司；ＤＣＦＨ⁃ＤＡ 试

·１３３·安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２４；５９（２）



剂盒购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司；二价铁离子（Ｆｅ２ ＋ ）检测

试剂盒、谷胱甘肽（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ，ＧＳＨ）检测试剂盒和

丙二醛（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）检测试剂盒均购自

合肥 碧 云 天 生 物 试 剂 公 司； 铁 死 亡 相 关 一 抗

（ＳＬＣ７Ａ１１、ＧＰＸ４、ＳＬＣ４０Ａ１、Ｔｒａｎｓｆｅｒｒｉｎ、Ｎｒｆ２、ＨＯ⁃１
和 β⁃ａｃｔｉｎ） 购自美国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司，分装后于

－ ７０ ℃ 冰箱保存；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 相应二抗（如：山羊

抗鼠 ＩｇＧ 和山羊抗兔 ＩｇＧ）均购自美国 Ｐｉｅｒｃｅ 公司。
１． ３　 方法

１． ３． １　 ＭＴＴ 法检测各组细胞增殖率　 Ａ５４９ 细胞株

接种于含 １０％ 小牛血清的 ＤＭＥＭ 培养基中，置于

３７℃、５％ＣＯ２、饱和湿度培养箱中培养。 取对数期

生长的 Ａ５４９ 细胞进行下列实验。 细胞随机分为对

照组（０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｅ８０４）、１０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｅ８０４ 组和不同

抑制剂组（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｅ８０４ 分别加 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｎｅｃ⁃
１、１５ μｍｏｌ ／ Ｌ ＣＱ、 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｚ⁃ＶＡＤ、 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ
ＤＦＯ、１０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｆｅｒ⁃１ 和 １ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｌｉｐ⁃１）。 处理 ７２
ｈ。 ＭＴＴ 实验严格参考文献操作，按如下公式计算

细胞增殖率：增殖率％ ＝ ［对照孔（ ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ，
ＯＤ） ５７０ －试验孔 ＯＤ５７０］ ／对照孔 ＯＤ５７０ × １００％ ［６］，实
验重复 ３ 次。
１． ３． ２　 细胞划痕实验检测各组细胞迁移能力　 取对

数期生长的 Ａ５４９ 细胞，按照“１. ３. １”进行分组，具体

方法严格按照参考文献［６］。 各组细胞于 ０ ｈ 做好标

记并拍照，处理 ７２ ｈ 后拍照。 实验重复 ３ 次。
１． ３． ３ 　 ＤＣＦＨ⁃ＤＡ 检测各组细胞活性氧 ＲＯＳ 水平

　 取对数期生长的 Ａ５４９ 细胞，随机分为对照组（０
μｍｏｌ ／ Ｌ Ｅ８０４）、２. ５、５ 和 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｅ８０４ 组。 处理

７２ ｈ，室温下各组加 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＤＣＦＨ⁃ＤＡ 处理 １０
ｍｉｎ，ＰＢＳ 洗涤 ３ 次，荧光显微镜下观察并拍照，各组

荧光含量用荧光酶标仪进行定量。 实验重复 ３ 次。
１． ３． ４　 试剂盒检测各组细胞中 Ｆｅ２ ＋ 、ＭＤＡ 和 ＧＳＨ
水平　 取对数期生长的 Ａ５４９ 细胞，按照“１. ３. ３”进
行分组。 用 Ｆｅ２ ＋ 检测试剂盒（比色法）、ＭＤＡ 检测

试剂盒（分光光度法）和 ＧＳＨ 检测试剂盒（微量法）
分别检测各组细胞中的 Ｆｅ２ ＋ 、ＭＤＡ 和 ＧＳＨ 含量，严
格按照相应说明书操作。
１． ３． ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测各组细胞中蛋白表达水平

　 取对数生长的 Ａ５４９ 细胞，按照“１. ３. ３”进行批量

分组。 按参考文献［６］ 方法：提取细胞总蛋白、蛋白

浓度定量和蛋白加热变性。 每孔上样 ３０ μｇ 相应蛋

白样品，采用 １０％ 的分离胶和 ５％ 的浓缩胶进行电

泳，将相应蛋白转移置 ＰＶＤＦ 膜上，５％ 脱脂奶粉室

温下结合 ２ ｈ，ＰＢＳ 洗膜 ３ 次，分别加入目标蛋白浓

度 ＳＬＣ７Ａ１１ （１ ∶ ８００）、ＧＰＸ４ （１ ∶ １ １００）、ＳＬＣ４０Ａ１
（１ ∶ ５００）、Ｔｒａｎｓｆｅｒｒｉｎ（１ ∶ ８００）、β⁃ａｃｔｉｎ（１ ∶ ２ ０００）、
Ｎｒｆ２（１ ∶ １ ０００）和 ＨＯ⁃１（１：１ ５００），置于 ４ ℃ 摇床

过夜；次日 ＰＢＳ 洗膜 ３ 次，加入相应目标蛋白二抗

ＳＬＣ７Ａ１１ （ １： １ ０００ ）、 ＧＰＸ４ （ １： ８００ ）、 ＳＬＣ４０Ａ１
（ １ ∶ １ ５００ ）、 Ｔｒａｎｓｆｅｒｒｉｎ （ １ ∶ １ ０００ ）、 β⁃ａｃｔｉｎ
（１ ∶ ２ ０００）、Ｎｒｆ２（１ ∶ １ ５００）和 ＨＯ⁃１（１ ∶ １ ０００）室
温下孵育 ２ ｈ，ＰＢＳ 洗膜 ３ 次，暗室内 ＥＣＬ 显影并拍

照，实验重复 ３ 次。 本次实验采用 β⁃ａｃｔｉｎ 作为参

照，运用 Ｉｍａｇｅ Ｐｒｏ ４. ５ 软件扫描目标条带灰度值，
根据灰度值计算目标蛋白表达水平，目标蛋白表达

水平 ＝目标蛋白条带灰度值 ／ β⁃ａｃｔｉｎ 条带灰度值。
１． ４　 统计学处理 　 本次实验数据采用 ＳＰＳＳ １９. ０
和 Ｉｍａｇｅ Ｐｒｏ ４. ５ 软件进行数据处理，并用 Ａｄｏｂｅ
ｐｈｏｔｏｓｈｏｐ １０ 和 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８ 软件进行作图。
各组细胞增殖百分率、铁死亡相关蛋白和 Ｎｒｆ２ ／ ＨＯ⁃
１ 通路相关蛋白表达水平符合正态分布，以 �ｘ ± ｓ 表
示；本实验采用单因素方差分析和 ｔ 检验进行比较，
以 Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 特异性抑制剂对各组细胞增殖影响　 本实验使
用特异性抑制剂处理 ７２ ｈ， ＭＴＴ 检测结果显示：与 １０
μｍｏｌ ／ Ｌ Ｅ８０４ 组比较，细胞坏死抑制剂（Ｎｅｃ⁃１）组和

细胞自噬抑制剂（ＣＱ）组对 Ａ５４９ 细胞的增殖影响较

小（Ｐ ＞０. ０５）；而细胞凋亡抑制剂（Ｚ⁃ＶＡＤ）组和细胞

铁死亡抑制剂（ＤＦＯ、Ｆｅｒ⁃１ 和 Ｌｉｐ⁃１）组 Ａ５４９ 细胞的

增殖有提升（Ｐ ＜０. ０１）。 见图 １。

图 １　 ＭＴＴ 法检测各组细胞增殖率

ａ：对照组；ｂ：１０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｅ８０４ 组；ｃ：１０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｅ８０４ ＋ １０ μｍｏｌ ／
Ｌ Ｎｅｃ⁃１ 组；ｄ：１０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｅ８０４ ＋ １５ μｍｏｌ ／ Ｌ ＣＱ 组；ｅ：１０ μｍｏｌ ／ Ｌ
Ｅ８０４ ＋ １０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｚ⁃ＶＡＤ 组；ｆ：１０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｅ８０４ ＋ １０ μｍｏ ／ Ｌ ＤＦＯ
组；ｇ：１０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｅ８０４ ＋ １０ μｍｏ ／ Ｌ Ｆｅｒ⁃１ 组；ｈ：１０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｅ８０４ ＋

１μｍｏｌ ／ Ｌ Ｌｉｐ⁃１ 组；与对照组比较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１；与 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｅ８０４ 组

比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１
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图 ２　 细胞划痕实验检测各组细胞迁移能力（ × １００）
ａ：对照组；ｂ：１０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｅ８０４ 组；ｃ：１０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｅ８０４ ＋ １０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｎｅｃ⁃１ 组；ｄ：１０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｅ８０４ ＋ １５ μｍｏｌ ／ Ｌ ＣＱ 组；ｅ：１０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｅ８０４ ＋ １０

μｍｏｌ ／ Ｌ Ｚ⁃ＶＡＤ 组；ｆ：１０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｅ８０４ ＋ １０ μｍｏ ／ Ｌ ＤＦＯ 组；ｇ：１０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｅ８０４ ＋ １０ μｍｏ ／ Ｌ Ｆｅｒ⁃１ 组；ｈ：１０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｅ８０４ ＋ １μｍｏｌ ／ Ｌ Ｌｉｐ⁃１ 组

２． ２　 各组细胞迁移情况　 本实验使用特异性抑制

剂处理 ７２ ｈ， 细胞划痕结果显示，与 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ
Ｅ８０４ 组比较，细胞坏死抑制剂（Ｎｅｃ⁃１）组和细胞自

噬抑制剂（ＣＱ）组对 Ａ５４９ 细胞的迁移影响较小（Ｐ
＞ ０. ０５）；而细胞凋亡抑制剂（Ｚ⁃ＶＡＤ）组和细胞铁

死亡抑制剂（ＤＦＯ、Ｆｅｒ⁃１ 和 Ｌｉｐ⁃１）组 Ａ５４９ 细胞的迁

移距离有提升（Ｐ ＜ ０. ０１）。 见图 ２、３。

图 ３　 各组细胞迁移距离

ａ：对照组；ｂ：１０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｅ８０４ 组；ｃ：１０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｅ８０４ ＋ １０ μｍｏｌ ／
Ｌ Ｎｅｃ⁃１ 组；ｄ：１０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｅ８０４ ＋ １５ μｍｏｌ ／ Ｌ ＣＱ 组；ｅ：１０ μｍｏｌ ／ Ｌ
Ｅ８０４ ＋ １０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｚ⁃ＶＡＤ 组；ｆ：１０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｅ８０４ ＋ １０ μｍｏ ／ Ｌ ＤＦＯ
组；ｇ：１０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｅ８０４ ＋ １０ μｍｏ ／ Ｌ Ｆｅｒ⁃１ 组；ｈ：１０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｅ８０４ ＋

１μｍｏｌ ／ Ｌ Ｌｉｐ⁃１ 组；与对照组比较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１；与 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｅ８０４ 组

比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

２． ３　 各组细胞中 ＲＯＳ 水平　 不同浓度 Ｅ８０４ 处理

Ａ５４９ 细胞 ７２ ｈ，荧光染色结果显示：与对照组比较，
２. ５、５ 和 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｅ８０４ 组荧光强度逐渐增强，即
各组 ＲＯＳ 水平逐渐增强（Ｆ ＝ １０２. ３，Ｐ ＜ ０. ０１）。 见

图 ４、５。
２． ４　 各组细胞中 Ｆｅ２ ＋ 、ＭＤＡ 和 ＧＳＨ 水平 　 不同

浓度 Ｅ８０４ 处理 Ａ５４９ 细胞 ７２ ｈ，试剂盒检测结果显

示，与对照组比较，２. ５、５ 和 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｅ８０４ 组

Ｆｅ２ ＋ 和 ＭＤＡ 水平逐渐增强（Ｆ ＝ ７１. ２１、６５. ０２，Ｐ ＜
０. ０１），而 ＧＳＨ 水平逐渐减弱 （ Ｆ ＝ ７６. ５４， Ｐ ＜
０. ０１）。 见图 ６。
２． ５　 各组细胞铁死亡相关蛋白表达水平　 不同浓

度 Ｅ８０４ 处理 Ａ５４９ 细胞 ７２ ｈ，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结果

显示：与对照组比较，２. ５、５ 和 １０ μｍｏｌ ／ ＬＥ８０４ 组

ＳＬＣ７Ａ１１、ＧＰＸ４ 和 ＳＬＣ４０Ａ１ 表达水平逐渐降低（Ｆ
＝ ２５. ２１、４５. １３、２９. ３３，Ｐ ＜ ０. ０１）；而 Ｔｒａｎｓｆｅｒｒｉｎ 表

达水平均逐渐升高（Ｆ ＝ ５１. ２４，Ｐ ＜ ０. ０５）。 见图 ７。
２． ６　 各组细胞 Ｎｒｆ２ ／ ＨＯ⁃１ 信号通路相关蛋白表达

水平　 不同浓度 Ｅ８０４ 处理 Ａ５４９ 细胞 ７２ ｈ，Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 检测结果显示：与对照组比较，２. ５、５ 和 １０
μｍｏｌ ／ Ｌ Ｅ８０４ 组 Ｎｒｆ２ 和 ＨＯ⁃１ 蛋白表达水平逐渐降

低（Ｆ ＝ ３４. ５８、４４. ７１，Ｐ ＜ ０. ０１）。 见图 ８。

３　 讨论

　 　 肿瘤细胞群体是一个高度异质性的群体，尽管

医学在肿瘤治疗领域取得了突破性进展，但肿瘤依

然是全球第二大致死因素［７］。 对于 ＮＳＣＬＣ，尽管传

统药物治疗、抗血管生成治疗、免疫治疗和靶向治疗

等新兴疗法都取得了重大突破，但治疗仍然存在难

点。 因此，迫切需要开发用于肺癌患者的新型药物。
天然产物是药用化合物的宝库，也是新型抗肿瘤活

性成分的重要资源［８］。 本课题组前期研究显示从

传统中药靛玉红中分离的有效成分Ｅ８０４能有效抑

图 ４　 Ｅ８０４ 对 Ａ５４９ 细胞内 ＲＯＳ 的影响 × ４００
１：对照组；２：２. ５ μｍｏ ／ Ｌ Ｅ８０４ 组；３：５ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｅ８０４ 组；４：１０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｅ８０４ 组
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图 ５　 各组细胞荧光相对含量

１：对照组；２：２. ５ μｍｏ ／ Ｌ Ｅ８０４ 组；３：５ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｅ８０４ 组；４：１０

μｍｏｌ ／ Ｌ Ｅ８０４ 组；与对照组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

制 Ａ５４９ 细胞的增殖和迁移，是具有开发前景的天

然抗肿瘤药物。
　 　 耐药性仍旧是肿瘤患者治愈的主要限制因素，
目前多数抗癌药物主要通过触发肿瘤细胞凋亡发挥

作用，然而，肿瘤细胞对凋亡的内在性、获得性抵抗，
使治疗效果受限［９］。 因此，利用其他形式的非凋亡

性细胞死亡为肿瘤清除提供新的治疗策略，如铁死

亡。 铁死亡是近年来发现的一种与凋亡和坏死及自

噬不同的程序性细胞死亡方式，特点是细胞内脂质

活性氧的增加速度超过细胞自身抗氧化系统的代

偿，继而诱导细胞发生死亡［３］。 铁死亡发生时，分
子层面主要表现为：细胞内铁超载、ＲＯＳ 的水平增

加、ＧＳＨ 的水平降低以及线粒体发生特征性变

化［１０］；蛋白层面主要表现为：溶质载体家族 （如

ＳＬＣ７Ａ１１，ＳＬＣ４０Ａ１ 等）表达降低，ＧＰＸ４ 表达降低，
Ｔｒａｎｓｆｅｒｒｉｎ 表达升高，其中 ＧＰＸ４ 表达降低是铁死亡

中最重要的分子事件［１１ － １２］。 本次研究采用不同浓

度 Ｅ８０４ 刺激 Ａ５４９ 细胞，结果显示细胞内铁死亡被

激活，表现为 ＲＯＳ、Ｆｅ２ ＋ 和 ＭＤＡ 水平呈上升趋势，
ＧＳＨ 含量呈下降趋势；同时， ＳＬＣ４０Ａ１、 ＧＰＸ４ 和

ＳＬＣ７Ａ１１ 蛋白表达水平呈下降趋势，Ｔｒａｎｓｆｅｒｒｉｎ 表

达水平呈上升趋势。 进一步的结果显示，细胞凋亡

抑制剂（Ｚ⁃ＶＡＤ）和细胞铁死亡抑制剂（ＤＦＯ、Ｆｅｒ⁃１
和 Ｌｉｐ⁃１）均能够部分逆转 Ｅ８０４ 对细胞的增殖和迁

移抑制作用。 这些结果提示，Ｅ８０４ 诱导 Ａ５４９ 细胞

出现氧化损伤，推测 Ｅ８０４ 对 Ａ５４９ 细胞的增殖和迁

移抑制作用可能与铁死亡有关。
铁死亡是一个严谨并且复杂的过程，受多种转

录因子和通路调控。 Ｎｒｆ２ 是一种重要的转录因子，
通过上调 ＳＬＣ７Ａ１１ 和 ＧＰＸ４ 抑制细胞铁死亡，也参

与调节细胞的 ＧＳＨ 合成、铁代谢和中间代谢物，被
认为是铁死亡的重要调节因子［１３］。 ＨＯ⁃１ 是最典型

的诱导型酶，受 Ｎｒｆ２ 基因调控。 氧化应激条件下，
转录因子 Ｎｒｆ２ 启动内源性抗氧化反应元件，并激活

若干下游抗氧化酶的转录，如 ＨＯ⁃１［１４］。 最近研

究［１５］表明，在癌旁组织和肿瘤组织中 Ｎｒｆ２⁃ＨＯ⁃１ ／
ＧＰＸ４ 轴异常激活，高表达于不同类型的人类恶性

肿瘤中。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示：Ｅ８０４ 能明显降低

Ｎｒｆ２、ＨＯ⁃１ 和 ＧＰＸ４ 表达水平，抑制 Ａ５４９ 细胞内

Ｎｒｆ２⁃ＨＯ⁃１ ／ ＧＰＸ４ 抗氧化轴，增加脂质过氧化和 ＲＯＳ
积累，进一步加重细胞铁死亡。
　 　 综上所述，Ｅ８０４ 可能通过抑制 Ａ５４９ 细胞内

Ｎｒｆ２⁃ＨＯ⁃１ ／ ＧＰＸ４ 抗氧化轴，下调 ＳＬＣ７Ａ１１、ＧＰＸ４、
ＳＬＣ４０Ａ１、Ｎｒｆ２ 和 ＨＯ⁃１ 蛋白表达水平，上调 Ｔｒａｎｓ⁃
ｆｅｒｒｉｎ 蛋白表达水平，使细胞内 ＲＯＳ、脂质过氧化水

平和二价铁离子浓度升高，脂质过氧化产物 ＭＤＡ
积累也增多，ＧＳＨ 含量降低，诱导细胞铁死亡，并且

抑制 Ａ５４９ 细胞增殖和迁移。 本研究结果显示 Ｅ８０４

图 ６　 Ｅ８０４ 对 Ａ５４９ 细胞铁死亡的影响

１：对照组；２：２. ５ μｍｏ ／ Ｌ Ｅ８０４ 组；３：５ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｅ８０４ 组；４：１０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｅ８０４ 组；与对照组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１
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图 ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测各组细胞

铁死亡相关蛋白电泳图（Ａ）和直条图（Ｂ）
１：对照组；２：２． ５ μｍｏ ／ Ｌ Ｅ８０４ 组；３：５ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｅ８０４ 组；４：１０

μｍｏｌ ／ Ｌ Ｅ８０４ 组；与对照组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

图 ８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测各组细胞 Ｎｒｆ２ ／ ＨＯ⁃１ 信号通路

相关蛋白表达电泳图（Ａ）和直条图（Ｂ）
１：对照组；２：２． ５ μｍｏ ／ Ｌ Ｅ８０４ 组；３：５ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｅ８０４ 组；４：１０

μｍｏｌ ／ Ｌ Ｅ８０４ 组；与对照组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

对 Ａ５４９ 细胞株具有良好的抗肿瘤活性，为临床应

用提供实验依据。

参考文献

［１］ 　 Ｏｓｅｒ Ｍ Ｇ， Ｎｉｅｄｅｒｓｔ Ｍ Ｊ， Ｓｅｑｕｉｓｔ Ｌ Ｖ， ｅｔ ａｌ． Ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｆｒｏｍ
ｎｏｎ⁃ｓｍａｌｌ⁃ｃｅｌｌ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ ｔｏ ｓｍａｌｌ⁃ｃｅｌｌ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ： ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｄｒｉｖｅｒｓ ａｎｄ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｏｒｉｇｉｎ［Ｊ］ ． Ｌａｎｃｅｔ Ｏｎｃｏｌ， ２０１５， １６（４）： ｅ１６５
－ ７２．

［２］ 　 Ｌｉｕ Ｍ， Ｆａｎ Ｙ， Ｌｉ Ｄ， ｅｔ ａｌ． Ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎｄｕｃｅｒ ｅｒａｓｔｉｎ ｓｅｎｓｉｔｉｚｅｓ
ＮＳＣＬＣ ｃｅｌｌｓ ｔｏ ｃｅｌａｓｔｒｏｌ ｔｈｒｏｕｇｈ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＲＯＳ⁃ｍｉｔｏｃｈｏｎ⁃
ｄｒｉａｌ ｆｉｓｓｉｏｎ⁃ｍｉｔｏｐｈａｇｙ ａｘｉｓ［Ｊ］ ． Ｍｏｌ Ｏｎｃｏｌ， ２０２１， １５（８）： ２０８４
－ １０５．

［３］ 　 Ｓｔｏｃｋｗｅｌｌ Ｂ Ｒ， Ｆｒｉｅｄｍａｎｎ Ａ Ｊ， Ｂａｙｉｒ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ： ａ
ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｃｅｌｌ ｄｅａｔｈ ｎｅｘｕｓ ｌｉｎｋｉｎｇ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ， ｒｅｄｏｘ ｂｉｏｌｏｇｙ， ａｎｄ
ｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］ ． Ｃｅｌｌ， ２０１７， １７１（２）： ２７３ － ８５．

［４］ 　 Ｙａｎ Ｈ Ｆ， Ｚｏｕ Ｔ， Ｔｕｏ Ｑ Ｚ， ｅｔ ａｌ． Ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ： ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ａｎｄ
ｌｉｎｋｓ ｗｉｔｈ ｄｉｓｅａｓｅｓ［ Ｊ］ ． Ｓｉｇｎａｌ Ｔｒａｎｓｄｕｃｔ Ｔａｒｇｅｔ Ｔｈｅｒ， ２０２１， ６
（１）： ４９．

［５］ 　 Ｍａｈｏｎｅｙ⁃Ｓáｎｃｈｅｚ Ｌ， Ｂｏｕｃｈａｏｕｉ Ｈ， Ａｙｔｏｎ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ
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［Ｊ］ ． Ｐｒｏｇ Ｎｅｕｒｏｂｉｏｌ， ２０２１，１９６：１０１８９０．

［６］ 　 袁育珺， 朱华庆， 周　 青， 等． 高浓度葡萄糖诱导 ＨｅｐＧ⁃２ 细

胞的凋亡及其调控的相关机制 ［ Ｊ］ ． 安徽医科大学学报，
２０１１， ４６（１２）： １２２３ － ６．

［７］ 　 黄　 珊， 赵漫玉， 张佩景． 铁死亡调控机理及其在肿瘤治疗

中的应用［Ｊ］ ． 科技导报， ２０２１， ３９（７）： ６３ － ７４．
［８］ 　 Ｗｕ Ｚ， Ｚｈｏｎｇ Ｍ， Ｌｉｕ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｎａｔｕｒａｌ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｆｏｒ

ｉｎｄｕｃｉｎｇ ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｔｕｍｏｒ ｃｅｌｌｓ［Ｊ］ ． Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ Ａｐｐｌ Ｂｉｏｃｈｅｍ，
２０２２， ６９（１）： １９０ － ７．

［９］ 　 Ｅｌｇｅｎｄｙ Ｓ Ｍ， Ａｌｙａｍｍａｈｉ Ｓ Ｋ， Ａｌｈａｍａｄ Ｄ Ｗ， ｅｔ ａｌ． Ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ：
ａｎ ｅｍｅｒｇｉｎｇ ａｐｐｒｏａｃｈ ｆｏｒ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｃａｎｃｅｒ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｄｒｕｇ ｒｅ⁃
ｓｉｓｔａｎｃｅ［Ｊ］ ． Ｃｒｉｔ Ｒｅｖ Ｏｎｃｏｌ Ｈｅｍａｔｏｌ， ２０２０，１５５：１０３０９５．

［１０］ Ｌｉ Ｘ， Ｚｈｕａｎｇ Ｘ， Ｑｉａｏ Ｔ． Ｒｏｌｅ ｏｆ ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ ａ⁃
ｃｕｔｅ ｒａｄｉａｔｉｏｎ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｌｕｎｇ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ ｍｉｃｅ［ Ｊ］ ． Ｂｉｏｃｈｅｍ Ｂｉｏｐｈｙｓ
Ｒｅｓ Ｃｏｍｍｕｎ， ２０１９， ５１９（２）： ２４０ － ５．

［１１］ 佘　 旭， 唐文静， 唐　 标． 铁死亡与脑卒中的神经损伤［ Ｊ］ ．
中国生物化学与分子生物学报， ２０２０， ３６（７）： ７５６ － ６５．

［１２］ Ｋｏｐｐｕｌａ Ｐ， Ｚｈｕａｎｇ Ｌ， Ｇａｎ Ｂ． Ｃｙｓｔｉｎｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ ＳＬＣ７Ａ１１ ／ ｘＣＴ
ｉｎ ｃａｎｃｅｒ： ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ， ｎｕｔｒｉｅｎｔ ｄｅｐｅｎｄｅｎｃｙ， ａｎｄ ｃａｎｃｅｒ ｔｈｅｒａｐｙ
［Ｊ］ ． Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｃｅｌｌ， ２０２１， １２（８）： ５９９ － ６２０．

［１３］ Ａｂｄａｌｋａｄｅｒ Ｍ， Ｌａｍｐｉｎｅｎ Ｒ， Ｋａｎｎｉｎｅｎ Ｋ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｔａｒｇｅｔｉｎｇ
Ｎｒｆ２ ｔｏ ｓｕｐｐｒｅｓｓ ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ ｎｅｕ⁃
ｒｏｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ［Ｊ］ ． Ｆｒｏｎｔ Ｎｅｕｒｏｓｃｉ， ２０１８， １２： ４６６．

［１４］ Ｌｉａｏ Ｙ， Ｊｉａ Ｘ， Ｒｅｎ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｖｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ｍｉｃｒｏＲＮＡ⁃１３０ｂ⁃
３ｐ ｉｎ ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｍｅｌａｎｏｍａ ｃｅｌｌｓ ｃｏｒｒｅｌａｔｅｓ ｗｉｔｈ ＤＫＫ１ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ
ａｎｄ Ｎｒｆ２⁃ＨＯ⁃１ ｐａｔｈｗａｙ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ［Ｊ］ ． Ｈｕｍ Ｃｅｌｌ， ２０２１， ３４（５）：
１５３２ － ４４．

［１５］ Ｄｅｎｇ Ｙ， Ｗｕ Ｙ， Ｚｈａｏ Ｐ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ Ｎｒｆ２ ／ ＨＯ⁃１ ａｘｉｓ ｃａｎ ｂｅ ａ
ｐｒｏｇｎｏｓｔｉｃ ｆａｃｔｏｒ ｉｎ ｃｌｅａｒ ｃｅｌｌ ｒｅｎａｌ ｃｅｌｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ［ Ｊ］ ． Ｃａｎｃｅｒ
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ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ Ｄｉｎｇ′ａｎ （５ ｃａｓｅｓ）， Ｗｅｎｃｈａｎｇ （４ ｃａｓｅｓ）， Ｃｈｅｎｇｍａｉ （４ ｃａｓｅｓ）， ａｎｄ Ｌｉｎｇａｏ （３ ｃａｓｅｓ）； ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｂｙ
ｗｅｓｔｅｒｎ ｒｅｇｉｏｎｓ ｗｈｉｃｈ ｉｎｃｌｕｄｅｄ Ｂａｉｓｈａ （２ ｃａｓｅｓ）， Ｌｅｄｏｎｇ （２ ｃａｓｅｓ）， ａｎｄ Ｄｏｎｇｆａｎｇ （３ ｃａｓｅｓ）． １ ｃａｓｅ ｗａｓ ｉｎ
Ｗａｎｎｉｎｇ ｉｎ ｔｈｅ ｓｏｕｔｈｅａｓｔ． Ａｍｏｎｇ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ ａｇｅｄ ２ － １７， ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ Ｎｏｒｏｖｉｒｕｓ ｉｎ ｍａｌｅｓ ｗａｓ ｈｉｇｈｅｒ
ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｆｅｍａｌｅｓ． Ａｍｏｎｇ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ ａｇｅｄ ｏｖｅｒ ５５， ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ Ｎｏｒｏｖｉｒｕｓ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｉｎ ｆｅｍａｌｅｓ ｗａｓ ｈｉｇｈｅｒ
ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｍａｌｅｓ． Ｔｈｅ ｇｅｎｄｅｒ ｏｆ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓａｍｐｌｅｓ ａｍｏｎｇ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ ａｇｅｄ １８ － ４０ ｗａｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅｉｒ ｐｒｏｆｅｓｓｉｏｎ．
Ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ＲＴ⁃ＰＣＲ ｔｙｐｉｎｇ ａｎｄ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ， ＧＩＩ ｇｒｏｕｐ Ｎｏｒｏｖｉｒｕｓ ｗｅｒｅ ｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ ｉｎ１３ ｏｕｔｂｒｅａｋｓ． Ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ４
ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ． ＧＩＩ. ２ ［Ｐ１６］ ｗａｓ ｔｈｅ ｍａｉｎ ｅｐｉｄｅｍｉｃ ｓｔｒａｉｎ ｗｉｔｈ ６０％ （９ ／ １３）， ａｎｄ ｔｈｅ ｏｔｈｅｒ ｔｈｒｅｅ ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ
ｗｅｒｅ ＧＩＩ. ４ Ｓｙｄｎｅｙ ［Ｐ３１］ （１５. ４％ ， ２ ／ １３） ＧＩＩ. ４ Ｓｙｄｎｅｙ ［Ｐ１６］ （７. ７％ ， １ ／ １３） ａｎｄ ＧＩＩ. ３ ［Ｐ１２］ （７. ７％ ， １ ／
１３）． Ｆｕｒｔｈｅｒ ｇｅｎｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ８ Ｎｏｒｏｖｉｒｕｓ ｓｔｒａｉｎｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ａｌｌ ｏｆ ｔｈｅｍ ｗｅｒｅ ｓｔｉｌｌ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｒａｎｃｈ ａｓ ｔｈｅ ｐｒｅｖｉ⁃
ｏｕｓ ｓｔｒａｉｎ， ａｎｄ ａｌｌ ｅｘｈｉｂｉｔｅｄ ａ ｃｅｒｔａｉｎ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｖａｒｉａｔｉｏｎ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｎｏｒｏｖｉｒｕｓ ｉｓ ｔｈｅ ｍａｉｎ ｐａｔｈｏｇｅｎ
ｏｆ ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｉｔｉｓ ｏｕｔｂｒｅａｋｓ ｉｎ Ｈａｉｎａｎ ｐｒｏｖｉｎｃｅ， ａｎｄ ｔｈｅ ｍａｉｎ ｅｐｉｄｅｍｉｃ ｓｔｒａｉｎ ｉｓ ＧＩＩ. ２ ［Ｐ１６］． Ｉｔ ｉｓ ｎｅｃｅｓｓａｒｙ ｔｏ
ｃｏｎｔｉｎｕｅ ｔｏ ｓｔｒｅｎｇｔｈｅｎ ｔｈｅ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ ｔｈａｔ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ ｅｖｉｄｅｎｃｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ ｎｏｒｏｖｉｒｕｓ ｏｕｔ⁃
ｂｒｅａｋｓ ｉｎ Ｈａｉｎａｎ ｒｅｇｉｏｎ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ　 Ｎｏｒｏｖｉｒｕｓ； ｏｕｔｂｒｅａｋ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ； ｇｅｎｏｔｙｐｅ； ｇｅｎｏｍｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ
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Ｅｘｐｌｏｒｉｎｇ ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｉｎｄｉｒｕｂｉｎ
ｄｅｒｉｖａｔｉｖｅ Ｅ８０４ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ

ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ Ｎｒｆ２⁃ＨＯ⁃１ ／ ＧＰＸ４ ｐａｔｈｗａｙ
Ｙｕａｎ Ｙｕｊｕｎ１， Ｃａｏ Ｈｕａｈｕａ２， Ｚｈａｏ Ｍｉｎ３， Ｌｕｏ Ｙｕｈｕｉ１， Ｚｈａｎｇ Ｓｕｍｅｉ４

（ １Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ， Ｔｈｅ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｊｉｕｊｉａｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｊｉｕｊｉａｎｇ　 ３３２０００； ２Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ，
Ｔｈｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｏｆ Ｊｉｕｊｉａｎｇ，Ｊｉｕｊｉａｎｇ　 ３３２０００； ３Ｐａｔｈｏｌｏｇｙ，Ｔｈｅ Ｐｅｏｐｌｅ＇ｓ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｎａｎｃｈａｎｇ，
Ｎａｎｃｈａｎｇ　 ３３００００； ４Ｄｅｐｔ ｏｆ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，Ａｎｈｕｉ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｈｅｆｅｉ　 ２３００３２）

Ａｂｓｔｒａｃｔ　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ 　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｉｎｄｉｒｕｂａｔｉｎ ｄｅｒｉｖａｔｉｖｅ Ｅ８０４ ｏｎ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ
ｎｏｎ⁃ｓｍａｌｌ ｃｅｌｌ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ （ＮＳＣＬＣ） Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ， ａｎｄ ｔｏ ｅｌｕｃｉｄａｔｅ ｔｈｅ ｐｏｓｓｉｂｌｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ Ｎｒｆ２⁃ＨＯ⁃１ ／ ＧＰＸ４
ｐａｔｈｗａｙ． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ａｓ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｍｏｄｅｌ． Ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒ⁃
ｅｎｔ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ （Ｎｅｃ⁃１， ＣＱ， Ｚ⁃ＶＡＤ， ＤＦＯ， Ｆｅｒ⁃１ ａｎｄ Ｌｉｐ⁃１） ｉｎ ０， １０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｅ８０４ ａｎｄ １０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｅ８０４
＋ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｂｙ ＭＴＴ ａｎｄ ｃｅｌｌ ｓｃｒａｔｃｈ ａｓｓａｙ． Ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ （ＲＯＳ） ｗｅｒｅ ｄｅ⁃
ｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＤＣＦＨ⁃ＤＡ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｐｒｏｂｅ ｍｅｔｈｏｄ， ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ Ｆｅ２ ＋ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｃｏｌｏｒｉｍｅｔｒｉｃ ｍｅｔｈｏｄ， ｔｈｅ
ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ｒｅｄｕｃｅｄ ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ （ＧＳＨ） ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｓｐｅｃｔｒｏｐｈｏｔｏｍｅｔｒｙ， ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ
（ＭＤＡ） ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｍｉｃｒｏｍｅｔｈｏｄ． Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＳＬＣ７Ａ１１， Ｔｒａｎｓｆｅｒｒｉｎ， ＧＰＸ４， ＳＬＣ４０Ａ１， Ｎｒｆ２
ａｎｄ ＨＯ⁃１ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｉｎ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ０， ２. ５， ５ ａｎｄ １０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｅ８０４ ｇｒｏｕｐｓ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｅ８０４）， ２. ５， ５ ａｎｄ １０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｅ８０４ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ＲＯＳ，
Ｆｅ２ ＋ ａｎｄ ＭＤＡ ｌｅｖｅｌｓ， ａｎｄ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ＧＳＨ ｃｏｎｔｅｎｔ （Ｐ ＜ ０. ０１）． Ｍｅａｎｗｈｉｌｅ， ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ
ＳＬＣ７Ａ１１， ＧＰＸ４， ＳＬＣ４０Ａ１， Ｎｒｆ２ ａｎｄ ＨＯ⁃１ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０. ０１）， ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ
Ｔｒａｎｓｆｅｒｒｉｎ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０. ０５）． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ １０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｅ８０４ ｇｒｏｕｐ ａｌｏｎｅ， ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ （Ｚ⁃
ＶＡＤ） ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｔｈｅ ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ （ＤＦＯ， Ｆｅｒ⁃１ ａｎｄ Ｌｉｐ⁃１） ｇｒｏｕｐ ｃｏｕｌｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ
ｏｆ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ ｂｙ １０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｅ８０４（Ｐ ＜ ０. ０１）． Ｃｏｎｃｌｕｔｉｏｎ　 Ｅ８０４ ｃａｎ ｉｎｄｕｃｅ ｆｅｒｒｏｐ⁃
ｔｏｓｉｓ ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ， ｗｈｉｃｈ ｍａｙ ｂｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ Ｎｒｆ２⁃ＨＯ⁃１ ／
ＧＰＸ４ ｐａｔｈｗａｙ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ 　 ｎｏｎ⁃ｓｍａｌｌ ｃｅｌｌ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ； Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｉｎｄｉｒｕｂｉｎ ｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓ； ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ；Ｎｒｆ２⁃ＨＯ⁃１ ／ ＧＰＸ４
ｐａｔｈｗａｙ
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