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摘要　 目的　 研究高尔基体蛋白 ＡＣＢＤ３ 敲低在哺乳动物细

胞铁死亡过程中的作用。 方法 　 利用 ｓｈＲＮＡ 敲低 ＡＣＢＤ３，
结合铁死亡诱导剂处理，测定不同处理组细胞活力、细胞中

铁水平、活性氧（ＲＯＳ）水平以及脂质过氧化物水平，综合分

析 ＡＣＢＤ３ 在铁死亡过程中的作用。 结果　 与对照组细胞相

比，ＡＣＢＤ３ 敲低组细胞 ＲＯＳ 水平增高，细胞内总铁含量降低

（Ｐ ＜ ０. ００１），但细胞中 Ｆｅ２ ＋ 浓度增加明显（Ｐ ＜ ０. ００１）。 在

铁死亡诱导剂 ＲＳＬ３ 处理条件下，ＡＣＢＤ３ 敲低组细胞活力降

低（Ｐ ＜ ０. ００１），细胞脂质过氧化水平提高（Ｐ ＜ ０. ００１）。 结

论　 敲低 ＡＣＢＤ３ 改变了哺乳动物细胞内铁稳态，促进细胞

铁死亡。
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　 　 铁死亡是一种可调控细胞死亡形式，与发育、衰
老、免疫和癌症等生理病理过程密切相关［１］。 铁死

亡是由组成细胞膜的多不饱和脂肪酸在铁离子和活

性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ， ＲＯＳ）的作用下生成脂

质过氧化物，这种脂质过氧化物的积累将破坏细胞

膜的完整性，进而导致铁死亡的发生。 因此，铁死亡

是脂质过氧化反应驱动，细胞内氧化还原稳态失衡

的结果［２］。 迄今为止，文献中报道的诱导细胞发生

铁死亡的方式包括：抑制抗氧化系统 ＸＣ － ；抑制 ／降
解 ／失活谷胱甘肽过氧化物酶 ４（ＧＰＸ４）；消耗还原

型辅酶 Ｑ１０；过氧化物、铁或多不饱和脂肪酸过载等

方式［２］。 铁死亡除了可导致细胞死亡外，在一定程

度上还可以消除机体内癌细胞、炎症细胞或活化的

成纤维细胞，因此，阐明铁死亡发生的分子机制具有

重要意义［３］。
　 　 ＡＣＢＤ３ 是一个含有酰基辅酶 Ａ 结合结构域的

高尔基体蛋白，又名 ＰＡＰ７ 或 ＧＣＰ６０，在进化上非常

保守，广泛表达于人体多种组织。 ＡＣＢＤ３ 在细胞内

参与多种生理病理过程，如类固醇合成、脂代谢、高
尔基体形态维持、葡糖神经酰胺运输、病毒入侵、细
菌增殖以及肿瘤发生发展等［４］。 此外，ＡＣＢＤ３ 亦可

通过与铁离子转运蛋白 ＤＭＴ１ 相互作用维持细胞内

铁稳态［５］。 铁离子过载可导致铁死亡的发生，而
ＡＣＢＤ３ 蛋白又参与铁稳态的调控。 该研究通过

ＲＮＡ 干扰技术降低细胞内 ＡＣＢＤ３ 表达水平，研究

其在细胞铁死亡过程中的作用。

１　 材料与方法

１． １　 实验材料　 ＨｅＬａ 细胞和 ＨＥＫ２９３ 细胞购自中

国科学院细胞库（上海）；胎牛血清、ＤＭＥＭ 培养基、
青链 霉 素、 胰 蛋 白 酶⁃ＥＤＴＡ、 嘌 呤 霉 素 及 Ｌｉｐｏ⁃
ｆｅｃｔａｍｉｎ ２０００ 购自美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ 公司； ＡＣＢＤ３
和 β⁃ａｃｔｉｎ 抗体购自武汉 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司；铁含量检

测试剂 ＦｅｒｒｏＯｒａｎｇｅ（Ｆ３７４）和 Ｃａｌｃｅｉｎ⁃ＡＭ（Ｃ３２６）和
耐光型 ＲＯＳ 探针（Ｒ２５３）购自上海同仁化学公司；
铁死亡诱导剂 ＲＳＬ３ 购自美国 ＭＣＥ 公司；细胞活力

测量试剂盒（ｇ７５７０）购自美国 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司；脂质过

氧化检测试剂 ＢＯＤＩＰＹ ５８１ ／ ５９１ Ｃ１１ 购自美国 Ｉｎ⁃
ｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司；化学发光成像系统购自上海天能公

司；激光扫描共聚焦显微镜（ＬＳＭ８００）购自德国蔡司

公司；酶标仪（Ｓｐａｒｋ）购自瑞士帝肯公司。
１． ２　 细胞培养　 ＨｅＬａ 细胞和 ＨＥＫ２９３ 细胞培养在

含 １０％ ＦＢＳ 和 １００ μｇ ／ ｍｌ 的青链霉素的 ＤＭＥＭ 培

养基中，设定培养温度为 ３７ ℃，ＣＯ２ 含量为 ５％ 。
１． ３　 构建 ＡＣＢＤ３ 敲低细胞株 　 根据标准设计程

序，寻找两条长度为 ２１ ｂｐ 的人源 ＡＣＢＤ３ 最优靶标

序 列 ５′⁃ＧＣＡＡＡＧＣＡＴＴＴＣＡＴＣＣＡＡＣＴＴ⁃３′ 和 ５′⁃
ＣＣＣＡＧＣＴＣＡＴＡＧＧＴＧＴＴＣＡＴＡ⁃３′。 根据载体 ｐＬＫＯ．
１ ｐｕｒｏ（Ａｄｄｇｅｎｅ＃８４５３）双酶切位点来为靶标序列添

加酶切接头，然后按照标准的分子克隆方法，将寡核

苷酸退火后克隆到载体 ｐＬＫＯ． １ ｐｕｒｏ。 进一步将测

序正确的质粒与慢病毒包装质粒 ｐＭＤ２． Ｇ（Ａｄｄｇｅｎｅ
＃ １２２５９）以及 ｐｓＰａｘ２（Ａｄｄｇｅｎｅ＃ １２２６０）一起共转到

ＨＥＫ２９３ 细胞，４８ ｈ 后收集病毒上清液，用来感染密

度为 ３０％ ～ ５０％的 ＨｅＬａ 细胞，感染 ４８ ｈ 后用浓度
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为 ０. ５ μｇ ／ ｍｌ 的嘌呤霉素进行筛选， 最终得到

ＡＣＢＤ３ 敲低的稳定细胞株。 ＡＣＢＤ３⁃ｓｈＲＮＡ１：（Ｆ）Ｃ
ＣＧＧＧＣＡＡＡＧＣＡＴＴＴＣＡＴＣＣＡＡＣＴＴＣＴＣＧＡＧＡＡＧＴＴＧ
ＧＡＴＧＡＡＡＴＧＣＴＴＴＧＣＴＴＴＴＴＧ；（Ｒ） ＡＡＴＴＣＡＡＡＡＡＧ
ＣＡＡＡＧＣＡＴＴＴＣＡＴＣＣＡＡＣＴＴＣＴＣＧＡＧＡＡＧＴＴＧＧＡＴＧ
ＡＡＡＴＧＣＴＴＴＧＣ；ＡＣＢＤ３⁃ｓｈＲＮＡ２：（Ｆ） ＣＣＧＧＣＣＣＡＴ
ＧＡＡＧＡＡＧＧＡＴＣＡＴＡＴＣＣＴＣＧＡＧＧＡＴＡＴＧＡＴＣＣＴＴＣＴ
ＴＣＡＴＧＧＧＴＴＴＴＴＧ，（ Ｒ） ＡＡＴＴＣＡＡＡ⁃ＡＡＣＣＣＡＴＧＡＡ
ＧＡＡＧＧＡＴＣＡＴＡＴＣＣＴＣＧＡＧＧＡＴＡＴＧＡＴＣＣＴＴＣＴＴＣＡ
ＴＧＧＧ。
　 　 将以上细胞分别分为 ３ 组：野生型 Ｈｅｌａ 细胞为

对照组；使用 ｓｈＲＮＡ１ 序列的敲低细胞为 ＡＣＢＤ３
ｓｈ１ 组；使用 ｓｈＲＮＡ２ 序列的敲低细胞为 ＡＣＢＤ３ ｓｈ２
组。
１． ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 　 将 ３ 组细胞分别用 ＰＢＳ
洗 １ 次，然后用含有蛋白酶抑制剂的细胞裂解液

（ｐＨ ７. ４ 的 ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｈｅｐｅｓ， １５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ， １
ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＥＤＴＡ， １％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００） 在冰上裂解 ３０
ｍｉｎ，接着进行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳，转移到 ＰＶＤＦ 膜上，
用相应的一抗和二抗进行孵育，将 ＰＶＤＦ 膜放在化

学发光成像系统中成像，检测目标蛋白条带。
１． ５　 细胞活力测定　 在 ９６ 孔板中分别接种 ３ 组细

胞 （密度为 ６ × １０４ 个 ／ ｍｌ），培养过夜。 第 ２ 天按照

４０、１６、６. ４、２. ５６、１. ０２４ μｍｏｌ ／ Ｌ 共 ５ 个浓度梯度加

入 ＲＳＬ３，培养 ２４ ｈ 后，除去培养基，加入 ５０ μｌ 不含

ＦＢＳ 的 ＤＭＥＭ，再加入 ５０ μｌ ＣｅｌｌＴｉｔｅｒ⁃Ｇｌｏ 工作液，避
光混匀 ５ ｍｉｎ 后，静置 ５ ｍｉｎ，然后用酶标仪测定化

学发光值。
１． ６　 细胞 ＲＯＳ 检测　 在 ９６ 孔板中接种 ３ 组细胞

（密度为 １ × １０５ 个 ／ ｍｌ），培养过夜，次日除去培养

基，用 ＨＢＳＳ 清洗 ２ 次，加入高度敏感的 ＤＣＦＨ⁃ＤＡ
染料工作液，在培养箱培养 ３０ ｍｉｎ 后，移去工作液，
用 ＨＢＳＳ 清洗 ２ 次，再加入 ＨＢＳＳ，然后用倒置荧光

显微镜观察。
１． ７　 细胞中脂质过氧化物检测　 将密度为 １ × １０５

细胞 ／ ｍｌ 的 ３ 组细胞接种于 ９６ 孔板中，培养过夜，
根据实验设计进一步分成 ６ 组，分别为野生型细胞、
ＡＣＢＤ３ ｓｈ１、 ＡＣＢＤ３ ｓｈ２、 野 生 型 细 胞 ＋ ＲＳＬ３、
ＡＣＢＤ３ ｓｈ１ ＋ ＲＳＬ３、ＡＣＢＤ３ ｓｈ２ ＋ ＲＳＬ３。 次日除去

培养基，加入或不加入 ＤＭＥＭ 培养基稀释的 １０
μｍｏｌ ／ Ｌ ＲＳＬ３ 溶液，培养 １ ｈ 后，清洗细胞 ２ 次，添
加 ＢＯＤＩＰＹ ５８１ ／ ５９１ Ｃ１１ 工作液，在培养箱内培养

３０ ｍｉｎ 后移去培养基，用 ＨＢＳＳ 清洗细胞 ２ 次后，再
次加入 ＨＢＳＳ，用激光共聚焦显微镜成像。

１． ８　 细胞游离 Ｆｅ２ ＋含量测定　 接种 ３ 组细胞于 ９６
孔板中，在培养箱中培养过夜，第 ２ 天先弃去培养

基，再用 ＨＢＳＳ 溶液洗涤细胞 ３ 次，然后加入浓度为

１ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＦｅｒｒｏＯｒａｎｇｅ 工作液，在培养箱中培养

３０ ｍｉｎ 后，无需清洗，直接用荧光显微镜下对细胞进

行观察。
１． ９　 测定细胞内总铁含量　 在 ９６ 孔板中接种 ３ 组

细胞，培养箱中过夜培养，第 ２ 天，移去培养基，用
ＰＢＳ 清洗细胞 ２ ～ ３ 次，每孔加入 １００ μｌ 浓度为 ２
μｍｏｌ ／ Ｌ 的 Ｃａｌｃｅｉｎ⁃ＡＭ 溶液，在培养箱培养 １５ ～ ３０
ｍｉｎ 后弃去培养基，用 ＰＢＳ 洗涤细胞 ２ 次，后加入

ＨＢＳＳ 溶液，用荧光显微镜观察细胞。
１． １０　 统计学处理　 实验数据以 �ｘ ± ｓ 表示，所有实

验均独立重复进行 ３ 次，采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８. ０
进行独立样本 ｔ 检验分析和作图。 Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异

有统计学意义。

２　 结果

２． １　 ＡＢＣＤ３ 敲低对铁死亡诱导剂 ＲＳＬ３ 作用下细

胞活力的影响　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析显示，与对照组细

胞相比，用两种含有不同 ＡＣＢＤ３ ｓｈＲＮＡ 病毒处理

的细胞中 ＡＣＢＤ３ 表达水平降低（Ｐ ＜ ０. ００１）。 细胞

活力分析实验显示，与野生型细胞（对照组）相比，
ＡＣＢＤ３ 敲低组细胞对铁死亡诱导剂 ＲＳＬ３ 更为敏

感，在 ＲＳＬ３ 浓度为 ２. ５６ μｍｏｌ ／ Ｌ 时细胞活力即已下

降了 ９０％ ，细胞活力降低（Ｆ ＝ ３２. ２３１， Ｐ ＜ ０. ００１）；
而野生型细胞在 ＲＳＬ３ 浓度达到 １６ μｍｏｌ ／ Ｌ 时细胞

活力才明显下降（Ｐ ＜ ０. ００１）。 两个 ＡＣＢＤ３ 敲低组

细胞在不同 ＲＳＬ３ 浓度下的细胞活力无明显差异。
见图 １。
２． ２　 ＡＣＢＤ３ 敲低对细胞脂质过氧化水平的影响　
在野生型细胞和 ＡＣＢＤ３ 敲低组细胞中，分别不加入

或加入 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＲＳＬ３，然后利用 ＢＯＤＩＰＹ ５８１ ／ ５９１
Ｃ１１ 检测细胞脂质过氧化。 ＢＯＤＩＰＹ ５８１ ／ ５９１ Ｃ１１
探针分子通过与脂质过氧化时产生的脂质自由基反

应检测细胞脂质过氧化水平。 未发生反应的探针发

出红色荧光，而发生反应后的探针由红色变为绿色，
因此，可以利用相对荧光强度（绿色 ／红色）来表征

细胞内脂质过氧化水平改变。 结果显示，与野生型

细胞相比，ＡＣＢＤ３ 敲低组细胞脂质过氧化增加（Ｆ ＝
２５. ２６１， Ｐ ＜ ０. ００１）。 ＲＳＬ３ 处理后，相应组细胞相

对荧光强度增强（Ｆ ＝ ３０. ３３７， Ｐ ＜ ０. ００１）；与野生

型细胞相比，ＡＣＢＤ３敲低组细胞的脂质过氧化水平
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图 １　 ＲＳＬ３ 作用下野生型细胞和 ＡＣＢＤ３ 敲低组细胞细胞活力比较

　 　 Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测对照组和 ＡＣＢＤ３ 敲低组细胞中 ＡＣＢＤ３ 的

表达水平；ａ：对照组；ｂ：ＡＣＢＤ３ ｓｈ１ 组；ｃ：ＡＣＢＤ３ ｓｈ２ 组；Ｂ：不同给药

浓度下的细胞活力；与 ＲＳＬ３ 同一给药浓度敲低组比较：∗∗∗ Ｐ ＜

０. ００１；与 ６. ４ μｍｏｌ ／ Ｌ ＲＳＬ３ 浓度下的对照组比较： ＃＃＃Ｐ ＜ ０. ００１

增加（Ｆ ＝ ２８. ７３２， Ｐ ＜ ０. ００１）。 两不同 ＡＣＢＤ３ 敲

低组细胞在 ＲＳＬ３ 不存在或存在条件下脂质过氧化

水平无明显差异。 见图 ２。
２． ３　 ＡＣＢＤ３ 敲低对细胞内 ＲＯＳ 浓度的影响　 利

用耐光性 ＲＯＳ 探针检测野生型细胞和 ＡＣＢＤ３ 敲低

组细胞 ＲＯＳ 水平。 结果表明，与野生型细胞相比，
ＡＣＢＤ３ 敲低组细胞中 ＲＯＳ 水平升高（Ｆ ＝ ３３. ２６１，
Ｐ ＜ ０. ００１），而两个 ＡＣＢＤ３ 敲低组细胞 ＲＯＳ 浓度无

明显差异。 见图 ３。
２． ４　 ＡＣＢＤ３ 敲低对细胞内总铁含量和 Ｆｅ２ ＋ 水平

的影响 　 利用荧光探针 Ｃａｌｃｅｉｎ⁃ＡＭ 测量细胞中的

总铁含量，该探针螯合细胞中铁离子后其荧光将会

淬灭。 因此，Ｃａｌｃｅｉｎ⁃ＡＭ 标记细胞的荧光强度与细

胞中总铁含量呈负相关。 测量结果表明，与对照组

比较， ＡＣＢＤ３ 敲低组细胞荧光强度增强 （ Ｆ ＝
１９. ２０５， Ｐ ＜ ０. ００１），但两个 ＡＣＢＤ３ 敲低组细胞间

荧光强度差异无统计学意义。 因此，与对照组细胞

相比，ＡＣＢＤ３ 敲低组细胞内总铁含量明显下降。
　 　 利用 ＦｅｒｒｏＯｒａｎｇｅ 探针检测细胞内 Ｆｅ２ ＋ 浓度，该
探针结合细胞内 Ｆｅ２ ＋ 后荧光强度会随铁离子浓度

增加。 结果显示，与对照组细胞相比，ＡＣＢＤ３ 敲低

组细胞中荧光强度增强（Ｆ ＝ ２６. ３７９， Ｐ ＜ ０. ００１），
但两个 ＡＣＢＤ３ 敲低组细胞间荧光强度差异无统计

学意义。 因此，与对照组细胞相比，ＡＣＢＤ３ 敲低组

细胞 Ｆｅ２ ＋ 浓度升高。 见图 ４。

图 ２　 ＢＯＤＩＰＹ ５８１ ／ ５９１ Ｃ１１ 标记野生型细胞和敲低组细胞脂质过氧化水平比较

　 　 Ａ ～ Ｃ：野生型细胞、ＡＣＢＤ３ ｓｈ１ 细胞、ＡＣＢＤ３ ｓｈ２ 细胞的荧光图像 × ４０；１：未使用

ＲＳＬ３ 处理的绿色荧光图像；２：未使用 ＲＳＬ３ 处理的红色荧光图像；３：ＲＳＬ３ 处理的绿色荧

光图像；４：ＲＳＬ３ 处理的红色荧光图像；Ｄ：各组细胞相对荧光强度统计学分析；ａ：野生型细

胞；ｂ：ＡＣＢＤ３ ｓｈ１；ｃ：ＡＣＢＤ３ ｓｈ２；ｄ：野生型细胞 ＋ ＲＳＬ３；ｅ：ＡＣＢＤ３ ｓｈ１ ＋ ＲＳＬ３；ｆ：ＡＣＢＤ３ ｓｈ２

＋ ＲＳＬ３；与野生型细胞比较：∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１；与野生型细胞 ＋ ＲＳＬ３ 比较：＃＃＃Ｐ ＜ ０. ００１
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图 ３　 ＲＯＳ 探针标记野生型细胞和 ＡＣＢＤ３ 敲低组细胞 ＲＯＳ 水平比较

　 　 Ａ： ＲＯＳ 探针标记野生型细胞和 ＡＣＢＤ３ 敲低组细胞 × ４０；Ｂ：各组细胞荧光强度统计学分析；１：对照组；２：ＡＣＢＤ３ ｓｈ１ 组；３：ＡＣＢＤ３ ｓｈ２ 组；
与对照组比较：∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１

图 ４　 野生型细胞与 ＡＣＢＤ３ 敲低组细胞内总铁含量和 Ｆｅ２ ＋ 水平比较

　 　 Ａ：Ｃａｌｃｅｉｎ⁃ＡＭ 探针标记对照组和 ＡＣＢＤ３ 敲低组细胞 × ４０；Ｂ：各组细胞内总铁含量统计学分析；Ｃ：ＦｅｒｒｏＯｒａｎｇｅ 探针标记对照组和 ＡＣＢＤ３
敲低组细胞 × ４０；Ｄ：各组细胞内 Ｆｅ２ ＋ 含量统计学分析；１：对照组；２：ＡＣＢＤ３ ｓｈ１ 组；３：ＡＣＢＤ３ ｓｈ２ 组；与对照组比较：∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１

３　 讨论

　 　 铁死亡是一种铁依赖的细胞膜氧化损伤进而引

发的调节性细胞死亡，与细胞凋亡、坏死和细胞自噬

存在较大区别［６］。 近年来，多项研究［７ － ８］表明，铁死

亡在肿瘤抑制以及某些癌症治疗过程中发挥重要作

用，因此，靶向诱导铁死亡已成为肿瘤研究热点之

一。
　 　 细胞膜中含有大量磷脂分子，它们由单不饱和

脂肪酸和多不饱和脂肪酸组成。 在 ＲＯＳ 和铁离子

存在的条件下，多不饱和脂肪酸可被氧化产生脂质

过氧化物，从而引起细胞膜破损，导致细胞铁死

亡［１］。 在生理条件下，细胞可利用自身的抗氧化系

统进行调控，避免细胞膜损伤。 因此，测定脂质过氧

化物是研究细胞铁死亡的一个重要标准。 本研究

中，ＡＣＢＤ３ 敲低组细胞显著增加了对铁死亡诱导剂

ＲＳＬ３ 的敏感性，在 ＲＳＬ３ 浓度为 ２． ５６ μｍｏｌ ／ Ｌ 时细

胞活力显著下降。 进一步实验结果表明，ＡＣＢＤ３ 敲

低可使细胞内 ＲＯＳ 水平提高、脂质过氧化水平明显

增加。
　 　 维持细胞铁稳态是细胞进行正常生理功能的必

要条件，破坏铁稳态将导致机体发生多种病变［９］。
例如，铁过载引发的铁死亡在多种心血管疾病发展

过程中有重要作用［１０］。 Ｃｈｅａｈ ｅｔ ａｌ［５］ 报道，ＡＣＢＤ３
可与铁离子转运蛋白 ＤＭＴ１ 相互作用，它们与 Ｒａｓ
超家族 Ｇ 蛋白 Ｄｅｘｒａｓ１ 一起，维持细胞内铁离子稳

态。 铁离子的存在是发生铁死亡不可或缺的条件。
实验结果表明，ＡＣＢＤ３ 敲低导致的细胞内 Ｆｅ２ ＋ 浓度
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显著提高，进一步证实敲低 ＡＣＢＤ３ 促进了细胞铁死

亡过程，但是，ＡＣＢＤ３ 敲低导致的细胞内 Ｆｅ２ ＋ 浓度

升高的的分子机制仍需进一步研究。
　 　 ＡＣＢＤ３ 在亨廷顿舞蹈症等神经退行性疾病患

者以及乳腺癌等肿瘤患者中表达量均显著上

调［１１ － １２］。 神经退行性疾病患者的中枢神经系统及

周围神经系统的特定区域可发生明显的细胞铁死亡

现象。 铁死亡在肿瘤的放射治疗过程中亦具有重要

作用［１３］。 因此，阐明 ＡＣＢＤ３ 在铁死亡过程中的作

用机制，合理干预细胞铁死亡进程，可为相关疾病的

诊疗提供重要解决方案。
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