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（１吉林大学动物医学学院人畜共患传染病重症诊治全国重点实验室，长春　１３００６２；
２吉林大学第一医院感染科，长春　１３００６２）

摘要　目的　探讨芝麻素诱导三阴性乳腺癌（ＴＮＢＣ）细胞４Ｔ１发生铁死亡作用及其可能机制。方法　 通过分子对接分析芝
麻素与谷胱甘肽过氧化物酶４（ＧＰＸ４）、溶质载体家族７成员１１（ＳＬＣ７Ａ１１）和 Ｐ５３的结合能，以小鼠 ＴＮＢＣ细胞４Ｔ１为模型，
将不同浓度的芝麻素作用于４Ｔ１细胞，通过细胞计数试剂盒８（ＣＣＫ８）检测芝麻素对细胞的活力影响；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测芝
麻素对细胞迁移和侵袭的影响；试剂盒检测细胞内Ｆｅ２＋、丙二醛（ＭＤＡ）和还原型谷胱甘肽（ＧＳＨ）的含量；２′，７′二氯二氢荧光
素二乙酸酯（ＤＣＦＨＤＡ）探针检测细胞内活性氧（ＲＯＳ）的含量；实时荧光定量逆转录聚合酶链式反应（ＲＴｑＰＣＲ）和免疫印迹
（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）实验分别在ｍＲＮＡ和蛋白水平检测ＧＰＸ４、ＳＬＣ７Ａ１１和Ｐ５３的表达量。结果　芝麻素与ＧＰＸ４、ＳＬＣ７Ａ１１和Ｐ５３
的结合能分别为－２１４６、－２１６７和 －２７０３ｋＪ／ｍｏｌ；相较于对照组，不同浓度芝麻素组 ４Ｔ１细胞的活力逐渐降低（Ｐ＜
０００１），并且２０、４０和８０μｍｏｌ／Ｌ的芝麻素组４Ｔ１细胞的迁移和侵袭能力逐渐降低（均Ｐ＜０００１）；相较于对照组，２０、４０和８０
μｍｏｌ／Ｌ的芝麻素组４Ｔ１细胞内Ｆｅ２＋、ＭＤＡ和ＲＯＳ的含量增加，ＧＳＨ的含量减少；相较于对照组，芝麻素处理组４Ｔ１细胞内
ＧＰＸ４和ＳＬＣ７Ａ１１的ｍＲＮＡ和蛋白表达降低，Ｐ５３的 ｍＲＮＡ和蛋白表达升高（均 Ｐ＜０００１）。结论　芝麻素可能通过 Ｐ５３／
ＳＬＣ７Ａ１１／ＧＰＸ４通路诱导４Ｔ１细胞发生铁死亡。
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　　 乳腺癌是女性最常见的癌症，其发病率仅次于
肺癌，位居全球第二。２０２２年有 ２３０余万新发病
例，占所有癌症病例的１１６％［１］。与其他亚型乳腺

癌相比，三阴性乳腺癌（ｔｒｉｐｌｅｎｅｇａｔｉｖｅｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒ，
ＴＮＢＣ）患者在术后的复发率、转移率和病死率更
高［２］。目前，ＴＮＢＣ的主要治疗方法为手术、化疗和
辅助治疗等，但疗效及其预后达不到理想状态［２］。

因此，开发安全、有效、副作用小和疗效好的药物具

有重要意义。芝麻素是芝麻籽和芝麻油中的主要木

脂素，具有多种药理学特性如抗氧化、抗癌、抗炎、抗

增殖、抗高血压和抗黑色素生成作用［３］。铁死亡是

细胞死亡的一种独特形式，通过亚铁或铁介导的芬

顿反应，显著提高细胞内活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎ
ｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）水平，诱导脂质过氧化，从而促进细
胞死亡，诱导肿瘤细胞发生铁死亡可能是一种很有

前途的治疗癌症的方法［４］。目前，芝麻素是否可以

诱导ＴＮＢＣ细胞发生铁死亡及其机制尚不清楚。该
研究探讨在芝麻素的作用下，小鼠 ＴＮＢＣ细胞４Ｔ１
是否可以发生铁死亡及其发生的可能机制，旨在为

芝麻素在ＴＮＢＣ治疗中的临床应用提供理论和实验
基础。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　细胞　小鼠乳腺癌细胞 ４Ｔ１（货号：ＣＬ
０００７）购自武汉普诺赛生命科技有限公司。
１．１．２　药物与试剂　芝麻素（货号：Ｓ２５７５８）购自
上海源叶生物科技有限公司；Ｅｒａｓｔｉｎ（货号：ＨＹ
１５７６３）和Ｆｅｒｒｏｓｔａｔｉｎ１（货号：ＨＹ１００５７９）购自美国
ＭｅｄＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ公司；青链霉素混用液（货号：
Ｐ１４００）购自北京索莱宝科技有限公司；ＲＰＭＩ１６４０
培养基（货号：ＲＮＢＬ４０８５）购自美国 ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ
公司；胎牛血清（货号：ＦＳＰ５００）购自苏州依科赛生
物科技股份有限公司；细胞计数试剂盒８（ｃｅｌｌｃｏｕｎｔ
ｉｎｇｋｉｔ８，ＣＣＫ８）（货号：ＭＦ１２８０１）购自北京聚合
美生物科技有限公司；细胞丙二醛（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅ

·９１０２·安徽医科大学学报　ＡｃｔａＵｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓＭｅｄｉｃｉｎａｌｉｓＡｎｈｕｉ　２０２５Ｎｏｖ；６０（１１）
网络首发时间：2025-10-28 11:20:36       网络首发地址：https://link.cnki.net/urlid/34.1065.R.20251027.1506.006



ｈｙｄｅ，ＭＤＡ）测定试剂盒（货号：Ａ００３４１）、谷胱甘
肽（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ，ＧＳＨ）测定试剂盒（货号：Ａ００６２１）
和ＲＯＳ测定试剂盒（货号：Ｅ００４１１）购自南京建成
生物工程研究所；细胞亚铁比色法测试盒（货号：Ｅ
ＢＣＫ８８１Ｍ）购自武汉伊莱瑞特生物科技股份有限
公司；ＡｌｌＩｎＯｎｅ５×ＲＴＭａｓｔｅｒＭｉｘ（货号：Ｇ５９２）和
ＢｌａｓｔａｑＴＭ２×ｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ（货号：Ｇ８９１）购自德
国ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｌｏｇｉｃａｌＭａｔｅｒｉａｌｓ公司；谷胱甘肽过氧
化物酶 ４（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ４，ＧＰＸ４）（货号：
ＤＦ６７０１）、溶质载体家族 ７成员 １１（ｓｏｌｕｔｅｃａｒｒｉｅｒ
ｆａｍｉｌｙ７ｍｅｍｂｅｒ１１，ＳＬＣ７Ａ１１）（货号：ＤＦ１２５０９）和
Ｐ５３（货号：ＡＦ０８７９）抗体均购自江苏亲科生物研究
中心有限公司。

１．１．３　仪器　ＢｉｏＴｅｋ型酶标仪购自美国伯腾仪器
有限公司；ＩＸ７１型倒置荧光显微镜、ＢＸ５３型正置荧
光显微镜购自日本奥林巴斯公司；ＱｕａｎｔＳｔｕｄｉｏ１型
实时荧光定量逆转录ＰＣＲ（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅａｌｔｉｍｅｐｏｌ
ｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＲＴｑＰＣＲ）仪购自美国 ＡＢＩ
公司；ＵＶＰＣｈｅｍｓｔｕｄｉｏ型多功能成像仪购自德国耶
拿公司。

１．２　方法
１．２．１　分子对接　在ｐｕｂｃｈｅｍ上下载芝麻素的３Ｄ
结构，ＲＣＳＢＰＤＢ数据库中下载 ＧＰＸ４、ＳＬＣ７Ａ１１和
Ｐ５３的蛋白结构。用 ＡｕｔｏＤｏｃｋ进行分子对接，再用
ｐｙｍｏｌ和ＬｉｇＰｌｕｓ进行可视化操作。
１．２．２　细胞培养　向细胞中加入含有１０％的 ＦＢＳ
＋１％的青链霉素混合液的 ＲＰＭＩ１６４０培养基，置
于３７℃、５％ ＣＯ２和适宜湿度的培养箱中培养，培
养２～３ｄ即可用胰酶消化传代，取对数期生长状态
良好的细胞用于后续实验。

１．２．３　ＣＣＫ８法检测细胞活性　细胞按３×１０４／
ｍＬ制备细胞悬液，按每孔１００μＬ接种至９６孔板，
待细胞贴壁后，用不同浓度的芝麻素（０、５、１０、２０、
４０、８０μｍｏｌ／Ｌ）处理细胞，作用 ２４ｈ，每孔加入 １０
μＬＣＣＫ８试剂后继续培养２ｈ，用酶标仪测定４５０
ｎｍ处的吸光度。
１．２．４　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ法检测细胞迁移、侵袭
１．２．４．１　细胞迁移检测　向下室加入６００μＬ含有
不同浓度的芝麻素（２０、４０、８０μｍｏｌ／Ｌ）、２０％ ＦＢＳ
及１％青链霉素的培养基，向上室中加入２００μＬ用
无血清培养基重悬的细胞悬液，将上室放入下室中。

作用２４ｈ后，弃掉小室中培养基，用多聚甲醛固定
细胞３０ｍｉｎ，弃甲醛，再加入结晶紫作用１５ｍｉｎ后，
ＰＢＳ清洗３次，用棉签擦除小室，显微镜下观察并计

数。

１．２．４．２　细胞侵袭检测　将基质胶用无血清的培
养基按１∶８稀释，按６０μＬ／孔将稀释后的基质胶
铺到小室中３７℃等待６０ｍｉｎ，弃去多余液体，加入
１００μＬ无血清培养基水化 ３０ｍｉｎ，后续步骤同迁
移。

１．２．５　Ｆｅ２＋含量的测定　将用药物处理２４ｈ后的
细胞用胰酶消化后离心收集，重悬后计数，取 １×
１０７个细胞置于离心管离心用于后续实验。根据说
明书进行操作，每管加入０５ｍＬ的试剂１，混匀后
置于冰上裂解１０ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取
上清液备用。将上清液与不同浓度的标准品按８０
μＬ／孔加入酶标板中，分别在对照孔及测定孔／标准
孔中加入８０μＬ的试剂２及试剂３，轻轻振荡酶标
板使其混匀，３７℃孵育１０ｍｉｎ后，于５９３ｎｍ处测定
各孔的吸光度。

１．２．６　ＭＤＡ含量的测定　将用药物处理２４ｈ后
的细胞弃去培养基，用细胞刮刮下置入离心管中离

心收集，根据说明书操作，每管加入０５ｍＬ的试剂
５，混匀２ｍｉｎ。用超声破碎后取０１ｍＬ于离心管
中，加入１ｍＬ工作液（工作液按试剂１∶试剂２∶试
剂３＝０２∶３∶１配置），混匀后９５℃以上水浴４０
ｍｉｎ，取出后流水冷却，４０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，吸
取２５０μＬ上清液加入酶标板中，于５３０ｎｍ处测定
各孔的吸光度。

１．２．７　ＧＳＨ含量的测定　将用药物处理２４ｈ后的
细胞弃去培养基，用细胞刮刮下置入离心管中离心

收集，每管加入０５ｍＬ的ＰＢＳ，用超声破碎后取０１
ｍＬ于离心管中，再加入 ０１ｍＬ的试剂 １混匀，３
５００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清液备用。分别在空白
孔、标准孔和测定孔中加入 １００μＬ的试剂 １、２０
μｍｏｌ／ＬＧＳＨ的标准液和上清液，每孔加入２５μＬ试
剂３和 １００μＬ的试剂 ２，轻轻震荡酶标板使其混
匀，室温静置５ｍｉｎ，于４０５ｎｍ处测定各孔的吸光
度。

１．２．８　ＲＯＳ的测定　将细胞用药物处理２４ｈ后，
弃去培养基，用 ＰＢＳ清洗２遍，用无血清培养基稀
释 ＤＣＦＨＤＡ探针（终浓度为 １０μｍｏｌ／Ｌ），将含有
ＤＣＦＨＤＡ探针的培养基加入孔板中，于３７℃孵育
３０ｍｉｎ，用倒置荧光显微镜观察荧光强度。
１．２．９　ＲＴｑＰＣＲ　将细胞用药物处理２４ｈ后，利
用ＴＲＩｚｏｌ提取总ＲＮＡ，分光光度计测量 ＲＮＡ浓度。
根据说明书，加入 ４μＬＡｌｌＩｎＯｎｅ５×ＲＴＭａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ，１ｎｇ总ＲＮＡ，用无酶水补足至２０μＬ，３７℃、１５
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ｍｉｎ，６０℃、１０ｍｉｎ，９５℃、３ｍｉｎ合成 ｃＤＮＡ模版。
加入ＢｌａｓｔａｑＴＭ２×ｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ、引物和 ｃＤＮＡ，用
无酶水补足至２０μＬ进行 ＲＴｑＰＣＲ反应。引物序
列见表１。

表１　ＲＴｑＰＣＲ引物序列

Ｔａｂ．１　ＲＴｑＰＣＲｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

Ｇｅｎｅｓ Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ（５′３′）
ＧＰＸ４ Ｆ：ＧＣＡＡＴＧＡＧＧＣＡＡＡＡＣＴＧＡＣＧ

Ｒ：ＣＣＣＴＴＧＧＧＣＴＧＧＡＣＴＴＴＣＡ
ＳＬＣ７Ａ１１ Ｆ：ＧＴＣＡＴＣＧＧＡＴＣＡＧＧＣＡＴＣＴＴ

Ｒ：ＣＡＴＡＧＧＡＣＡＧＧＧＣＴＣＣＡＡＡＡ
Ｐ５３ Ｆ：ＴＧＧＡＡＧＡＣＴＣＣＡＧＴＧＧＧＡＡＣ

Ｒ：ＴＣＴＴＣＴＧＴＡＣＧＧＣＧＧＴＣＴＣＴ
βａｃｔｉｎ Ｆ：ＡＡＧＧＣＣＡＡＣＣＧＴＧＡＡＡＡＧＡＴ

Ｒ：ＧＴＧＧＴＡＣＧＡＣＣＡＧＡＧＧＣＡＴＡＣ

１．２．１０　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ　将用药物处理２４ｈ后的细
胞用细胞刮刮下置入离心管中离心收集，加入裂解

液，混匀后冰上裂解１０ｍｉｎ，４℃、１２０００ｒ／ｍｉｎ离心
１０ｍｉｎ，收集上清液备用。用 ＢＣＡ法进行蛋白定
量。制样后跑电泳，转膜，封闭，一抗４℃孵育过夜，
ＴＢＳＴ清洗，二抗室温孵育２ｈ，ＴＢＳＴ清洗后显影。
１．３　统计学处理　使用 ＧｒａｐｈｐａｄＰｉｓｍ９５进行数
据分析，连续变量以 珋ｘ±ｓ表示，两组间显著性差异
分析采用ｔ检验，多组间显著性差异分析采用ＡＮＯ
ＶＡ单因素方差分析，以 Ｐ＜００５为差异有统计学
意义。

２　结果

２．１　分子对接结果　ＡｕｔｏＤｏｃｋ对接结果显示，芝
麻素与 ＧＰＸ４、ＳＬＣ７Ａ１１和 Ｐ５３的结合能分别为
－２１４６、－２１６７和 －２７０３ｋＪ／ｍｏｌ，说明芝麻素与
ＧＰＸ４、ＳＬＣ７Ａ１１和Ｐ５３具有较好的结合活性。芝麻
素与 ＧＰＸ４、ＳＬＣ７Ａ１１和 Ｐ５３的可视化对接结果如
图１所示。

图１　芝麻素与ＧＰＸ４、ＳＬＣ７Ａ１１和Ｐ５３的分子对接结果

Ｆｉｇ．１　ＭｏｌｅｃｕｌａｒｄｏｃｋｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆｓｅｓａｍｉｎｗｉｔｈＧＰＸ４，ＳＬＣ７Ａ１１ａｎｄＰ５３

　　Ａ：ＧＰＸ４ｄｏｃｋｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓ；Ｂ：ＳＬＣ７Ａ１１ｄｏｃｋｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓ；Ｃ：Ｐ５３ｄｏｃｋｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓ；Ｔｈｅｌｅｆｔｆｉｇｕｒｅｉｌｌｕｓｔｒａｔｅｄｔｈｅｂｉｎｄｉｎｇｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆｓｅｓａｍｉｎｗｉｔｈｉｎｔｈｅ

ｐｒｏｔｅｉｎｃａｖｉｔｙｐｏｃｋｅｔ；Ｔｈｅｍｉｄｄｌｅｆｉｇｕｒｅｉｌｌｕｓｔｒａｔｅｄｔｈｅｈｙｄｒｏｇｅｎｂｏｎｄｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓｂｅｔｗｅｅｎｓｅｓａｍｉｎａｎｄｋｅｙａｍｉｎｏａｃｉｄｒｅｓｉｄｕｅｓｏｆｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎ；Ｔｈｅｒｉｇｈｔ

ｆｉｇｕｒｅｉｌｌｕｓｔｒａｔｅｄｔｈｅｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｎｅｔｗｏｒｋｏｆｓｅｓａｍｉｎｗｉｔｈｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎ′ｓａｍｉｎｏａｃｉｄｒｅｓｉｄｕｅｓ．
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２．２　芝麻素对４Ｔ１细胞活力的影响　通过 ＣＣＫ８
法探究芝麻素对４Ｔ１细胞活力的影响，用不同浓度
的芝麻素（０、５、１０、２０、４０和８０μｍｏｌ／Ｌ）作用４Ｔ１细
胞２４ｈ，结果如图 ２Ａ所示，随着芝麻素浓度的升
高，４Ｔ１细胞的活力呈下降趋势。说明芝麻素对
４Ｔ１细胞活力的抑制作用呈浓度依赖性（Ｆ＝２５０８，
Ｐ＜０００１），其作用４Ｔ１细胞的 ＩＣ５０为５９９６μｍｏｌ／
Ｌ，故选取２０、４０和８０μｍｏｌ／Ｌ用作后续实验。
２．３　芝麻素对４Ｔ１细胞迁移和侵袭的影响　通过
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ法检测芝麻素对４Ｔ１细胞迁移和侵袭的影
响，结果见图２Ｂ、Ｃ，２０、４０和８０μｍｏｌ／Ｌ的芝麻素
处理后，４Ｔ１细胞的迁移和侵袭能力逐渐降低（Ｆ＝
３１４９，Ｐ＜０００１；Ｆ＝４８０９，Ｐ＜０００１）。说明芝麻
素具有较好的抑制４Ｔ１细胞迁移和侵袭的作用，且
对迁移和侵袭的抑制作用呈浓度依赖性。

２．４　芝麻素对 ４Ｔ１细胞内 Ｆｅ２＋、ＭＤＡ、ＧＳＨ和
ＲＯＳ含量的影响　通过检测细胞内 Ｆｅ２＋、ＭＤＡ、
ＧＳＨ和ＲＯＳ的含量，结果如图３，与对照组相比，芝
麻素处理组与铁死亡诱导剂组 ４Ｔ１细胞内 Ｆｅ２＋、
ＭＤＡ和ＲＯＳ的含量升高（Ｆ＝４０１２，Ｐ＜０００１；Ｆ＝
１０４６，Ｐ＜０００１；Ｆ＝８４９，Ｐ＜０００１），ＧＳＨ的含量
降低（Ｆ＝２４９７，Ｐ＜０００１），且随着芝麻素浓度的
升高，这种影响逐渐加强。相较于４０μｍｏｌ／Ｌ芝麻

素组，芝麻素与铁死亡抑制剂共处理组４Ｔ１细胞内
Ｆｅ２＋、ＭＤＡ和ＲＯＳ的含量降低（ｔ＝５８１，Ｐ＜００１；ｔ
＝５３７，Ｐ＜００１；ｔ＝８６１，Ｐ＜０００１），ＧＳＨ的含量
升高（ｔ＝９８２，Ｐ＜０００１）。说明在芝麻素的作用
下，４Ｔ１细胞发生了铁死亡。
２．５　芝麻素对 ４Ｔ１细胞内 Ｐ５３、ＳＬＣ７Ａ１１和
ＧＰＸ４表达水平的影响　通过 ＲＴｑＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ分别在 ｍＲＮＡ和蛋白水平检测 ＧＰＸ４、ＳＬＣ７１１
和Ｐ５３的表达水平。结果如图４，从 ＲＴｑＰＣＲ结果
看出，相较于对照组，２０、４０和８０μｍｏｌ／Ｌ芝麻素组
４Ｔ１细胞内ＧＰＸ４和ＳＬＣ７Ａ１１的ｍＲＮＡ表达逐渐降
低，（Ｆ＝２８２０，Ｐ＜０００１；Ｆ＝３２３４，Ｐ＜０００１），
Ｐ５３的 ｍＲＮＡ表达逐渐升高 （Ｆ＝１７５５，Ｐ＜
０００１）。从Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果看出，相较于对照组，
２０、４０和８０μｍｏｌ／Ｌ的芝麻素组４Ｔ１细胞内 ＧＰＸ４
和ＳＬＣ７Ａ１１的蛋白表达逐渐降低，（Ｆ＝３１９３，Ｐ＜
０００１；Ｆ＝１２７４，Ｐ＜００１），Ｐ５３的蛋白表达逐渐升
高（Ｆ＝１２７３，Ｐ＜００１）。说明芝麻素可能通过Ｐ５３／
ＳＬＣ７Ａ１１／ＧＰＸ４通路诱导４Ｔ１细胞发生铁死亡。

３　讨论

　　乳腺癌是全球女性最常见的恶性肿瘤之一，在
过去的３０～４０年中其发病率呈上升趋势［１］。ＴＮＢＣ

图２　芝麻素对４Ｔ１细胞活力、迁移、侵袭的影响

Ｆｉｇ．２　Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｓｅｓａｍｉｎｏｎｔｈｅｖｉａｂｉｌｉｔｙ，ｍｉｇｒａｔｉｏｎ，ａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎｏｆ４Ｔ１ｃｅｌｌｓ

　　Ａ：Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｓｅｓａｍｉｎｏｎｔｈｅｖｉａｂｉｌｉｔｙｏｆ４Ｔ１ｃｅｌｌｓ；Ｂ：Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｓｅｓａｍｉｎｏｎｔｈｅｍｉｇｒａｔｉｏｎｏｆ４Ｔ１ｃｅｌｌｓ×１００；Ｃ：Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｓｅｓａｍｉｎｏｎ

ｔｈｅｉｎｖａｓｉｏｎｏｆ４Ｔ１ｃｅｌｌｓ；ａ：ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ｂ：２０μｍｏｌ／Ｌｓｅｓａｍｉｎｇｒｏｕｐ；ｃ：４０μｍｏｌ／Ｌｓｅｓａｍｉｎｇｒｏｕｐ；ｄ：８０μｍｏｌ／Ｌｓｅｓａｍｉｎｇｒｏｕｐ；ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ

ｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．
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图３　芝麻素诱导４Ｔ１细胞发生铁死亡

Ｆｉｇ．３　Ｓｅｓａｍｉｎｉｎｄｕｃｅｄｔｈｅｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓｉｎ４Ｔ１ｃｅｌｌｓ

　　Ａ：ＩｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒＦｅ２＋ｌｅｖｅｌｓ；Ｂ：ＩｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒＭＤＡｌｅｖｅｌｓ；Ｃ：ＩｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒＧＳＨｌｅｖｅｌｓ；Ｄ：ＩｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒＲＯＳｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｍａｇｉｎｇｍａｐ×１００；Ｅ：

ＴｈｅｍｅａｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙｏｆＲＯＳ；ａ：ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ｂ：２０μｍｏｌ／Ｌｓｅｓａｍｉｎｇｒｏｕｐ；ｃ：４０μｍｏｌ／Ｌｓｅｓａｍｉｎｇｒｏｕｐ；ｄ：８０μｍｏｌ／Ｌｓｅｓａｍｉｎｇｒｏｕｐ；

ｅ：ｓｅｓａｍｉｎ＋ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐ；ｆ：ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓｉｎｄｕｃｅｒｇｒｏｕｐ；Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃＃Ｐ＜００１，＃＃＃Ｐ＜

０００１ｖｓ４０μｍｏｌ／Ｌｓｅｓａｍｉｎｇｒｏｕｐ．

是指雌激素受体、孕激素受体和人类表皮生长因子

受体２的表达均为阴性［２］。ＴＮＢＣ相比于其他亚型
如ＬｕｍｉｎａｌＡ、Ｂ型和 ＨＥＲ２过表达型等侵袭性更
强，局部复发和远处转移率更高，且缺乏明确的内分

泌治疗及分子靶向治疗药物，预后相对更差［５］。因

此，迫切需要开发安全、有效、副作用小和疗效好的

药物。中药及其天然产物在治疗疾病方面具有独特

的临床优势，包括靶点多、毒副作用少、疗效强和经

济负担低，已广泛用于各种疾病的治疗，也用于癌症

的辅助治疗［６］。芝麻素是芝麻籽和芝麻油中的主

要木脂素，分子式为 Ｃ２０Ｈ１８Ｏ６，其分子量为３５４３６，
具有抗氧化、抗炎、抗高血压、神经保护、降胆固醇、

抗糖尿病、免疫调节和抗癌作用等多种药理学特

性［３］。芝麻素在肝癌、结直肠癌和宫颈癌等多种癌

细胞中表现出潜在疗效，可能调节癌细胞中的多种

细胞和分子事件，如细胞凋亡、自噬、细胞周期、血管

生成以及ＮＦκＢ、ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ和ＭＡＰＫ等信号

通路，在抗增殖和抗侵袭作用中起着至关重要的作

用［７－８］。本研究中 ＣＣＫ８实验提示芝麻素在 ４Ｔ１
细胞中的 ＩＣ５０为５９９６μｍｏｌ／Ｌ，随着芝麻素浓度的
增加，４Ｔ１细胞的活力呈浓度依赖式下降。此外，
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验提示，随着芝麻素浓度的增加，４Ｔ１细
胞的迁移和侵袭也被显著抑制。这些结果表明芝麻

素可以抑制４Ｔ１细胞的活力、迁移和侵袭。
　　铁死亡是一种受调节的细胞死亡形式，由脂质
修复酶 ＧＰＸ４的活性丧失和随后的 ＲＯＳ积累而驱
动［９］。铁死亡的发生依赖于细胞内铁，并且在形

态、生化和遗传学上与细胞凋亡、坏死和自噬不同，

激活铁死亡可能是克服传统癌症治疗耐药性的一种

潜在策略［１０］。Ｅｒａｓｔｉｎ是一种铁死亡诱导剂，它通过
抑制胱氨酸的输入，致使 ＧＳＨ耗竭和 ＧＰＸ４失
活［９］。Ｆｅｒｒｏｓｔａｔｉｎ１（Ｆｅｒ１）是一种铁死亡抑制剂，它
是一种亲脂性自由基清除剂［１１］。本研究通过检测

细胞内Ｆｅ２＋、ＭＤＡ、ＧＳＨ和ＲＯＳ含量，结果显示，芝
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图４　芝麻素通过Ｐ５３／ＳＬＣ７Ａ１１／ＧＰＸ４通路诱导４Ｔ１细胞发生铁死亡

Ｆｉｇ．４　Ｓｅｓａｍｉｎｉｎｄｕｃｅｄｔｈｅｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓｉｎ４Ｔ１ｃｅｌｌｓｔｈｒｏｕｇｈＰ５３／ＳＬＣ７Ａ１１／ＧＰＸ４ｐａｔｈｗａｙ

　　Ａ：ＴｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＧＰＸ４，ＳＬＣ７Ａ１１ａｎｄＰ５３ｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄ；Ｂ：

ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｒｅｓｕｌｔｓｏｆＧＰＸ４，ＳＬＣ７Ａ１１ａｎｄＰ５３；Ｃ：Ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｐｒｏｔｅｉｎｓｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆ

ＧＰＸ４，ＳＬＣ７Ａ１１ａｎｄＰ５３ｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄ；ａ：ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ｂ：２０μｍｏｌ／Ｌｓｅｓａｍｉｎｇｒｏｕｐ；ｃ：

４０μｍｏｌ／Ｌｓｅｓａｍｉｎｇｒｏｕｐ；ｄ：８０μｍｏｌ／Ｌｓｅｓａｍｉｎｇｒｏｕｐ；Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜

０００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

麻素可以增加４Ｔ１细胞内 Ｆｅ２＋和 ＭＤＡ的含量，诱
导ＲＯＳ的积累，降低ＧＳＨ的含量。这与加入ｅｒａｓｔｉｎ
后的结果一致，而在芝麻素和 Ｆｅｒ１共同作用 ４Ｔ１
细胞后逆转了这一结果，说明芝麻素可以诱导４Ｔ１
细胞发生铁死亡。

　　ＧＰＸ４和ＳＬＣ７Ａ１１是诱导铁死亡的关键调节因
子［１２］。ＧＰＸ４的主要功能是利用 ＧＳＨ作为辅助因
子来抵抗脂质过氧化，是一种关键的抗氧化过氧化

物酶，利用ＧＳＨ消除毒性磷脂氢过氧化物，从而抑
制铁死亡［１３］。ＳＬＣ７Ａ１１是细胞跨膜蛋白，组成系统
Ｘｃ的轻链，将细胞外的胱氨酸转运到细胞内，用于
半胱氨酸的产生和ＧＳＨ的生物合成，它可以通过维
持细胞内ＧＳＨ水平来对抗细胞氧化应激和抑制铁
死亡［１４］。Ｐ５３可以通过抑制ＳＬＣ７Ａ１１的表达，进而
抑制胱氨酸的摄取，影响 ＧＳＨ的合成，导致 ＧＰＸ４
的活性降低，从而削弱细胞抗氧化能力，使细胞对铁

死亡敏感［１５］。通过分子对接，发现芝麻素与ＧＰＸ４、
ＳＬＣ７Ａ１１和Ｐ５３具有较好的结合活性，表明芝麻素
具有诱导铁死亡的潜质。通过 ＲＴｑＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ发现，在芝麻素的作用下，ＧＰＸ４和 ＳＬＣ７Ａ１１在
ｍＲＮＡ和蛋白水平上表达均下调，Ｐ５３的表达被上
调。表明芝麻素可能通过激活Ｐ５３／ＳＬＣ７Ａ１１／ＧＰＸ４
通路，促进脂质过氧化并增加 ＲＯＳ的形成水平，从
而诱导ＴＮＢＣ细胞的铁死亡。
　　综上所述，芝麻素能够呈浓度依赖性抑制４Ｔ１

细胞的活力、迁移和侵袭，并可能通过 Ｐ５３／
ＳＬＣ７Ａ１１／ＧＰＸ４通路诱导４Ｔ１细胞发生铁死亡。该
研究为芝麻素在ＴＮＢＣ治疗中的新药研发提供理论
依据和实验基础，也表明芝麻素是 ＴＮＢＣ的潜在治
疗药物，但还需要进一步研究以促进其临床应用。
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ｐｒｏｂｅｗａｓｅｍｐｌｏｙｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ（ＲＯＳ）ｉｎｃｅｌｌｓ．Ｒｅａｌｔｉｍｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅｖｅｒｓｅ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ（ＲＴｑＰＣＲ）ａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｗｅｒｅｐｅｒｆｏｒｍｅｄｔｏｅｖａｌｕａｔｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
ＧＰＸ４，ＳＬＣ７Ａ１１，ａｎｄＰ５３ａｔｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＴｈｅｂｉｎｄｉｎｇｅｎｅｒｇｉｅｓｏｆｓｅｓａｍｉｎｗｉｔｈＧＰＸ４，
ＳＬＣ７Ａ１１ａｎｄＰ５３ｗｅｒｅ－２１．４６，－２１．６７，ａｎｄ－２７．０３ｋＪ／ｍｏｌ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｖｉａｂｉｌｉｔｙｏｆ４Ｔ１ｃｅｌｌｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｓｅｓａｍｉｎｇｒｏｕｐｓｄｅｃｒｅａｓｅｄｇｒａｄｕａｌｌｙ（Ｐ＜０００１），
ａｎｄｔｈｅｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｏｆ４Ｔ１ｃｅｌｌｓｉｎ２０，４０，ａｎｄ８０μｍｏｌ／Ｌｓｅｓａｍｉｎｇｒｏｕｐｓｄｅｃｒｅａｓｅｄｇｒａｄｕａｌｌｙ
（ａｌｌＰ＜０００１）．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆＦｅ２＋，ＭＤＡ，ａｎｄＲＯＳｉｎ４Ｔ１ｃｅｌｌｓｏｆ２０，４０，
ａｎｄ８０μｍｏｌ／Ｌｓｅｓａｍｉｎｇｒｏｕｐｓｉｎｃｒｅａｓｅｄ，ａｎｄｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆＧＳＨｄｅｃｒｅａｓｅｄ．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，
ｔｈｅｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＧＰＸ４ａｎｄＳＬＣ７Ａ１１ｉｎ４Ｔ１ｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｓｅｓａｍｉｎｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐｄｅｃｒｅａｓｅｄ，
ａｎｄｔｈｅｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰ５３ｉｎｃｒｅａｓｅｄ（ａｌｌＰ＜０００１）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｓｅｓａｍｉｎｍａｙｉｎｄｕｃｅｔｈｅ
ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓｉｎ４Ｔ１ｃｅｌｌｓｔｈｒｏｕｇｈＰ５３／ＳＬＣ７Ａ１１／ＧＰＸ４ｐａｔｈｗａｙ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ　ｓｅｓａｍｉｎ；ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ；ｍｏｌｅｃｕｌａｒｄｏｃｋｉｎｇ；ｔｒｉｐｌｅｎｅｇａｔｉｖｅｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒ；Ｐ５３；ＳＬＣ７Ａ１１；ＧＰＸ４
Ｆｕｎｄｐｒｏｇｒａｍ　ＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（Ｎｏ．３２４７３０２９）
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ　ＹｕＬｕ，Ｅｍａｉｌ：ｙｕ＿ｌｕ＠ｊｌｕ．ｅｄｕ．ｃｎ
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