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Erastin 和 ＲSL3 诱导肝癌铁死亡体外模型的构建
朱欣悦1，任俏慧1，臧 艳1，周心怡1，姚骏骁1，王莲子1，沙旭栋2，李 涛1

( 1 安徽医科大学第一附属医院检验科，合肥 230022;
2上海交通大学医学院药理学与化学生物学系，上海 200025)

摘要 目的 运用浓度倍增的铁死亡诱导剂 Erastin 和 ＲAS 选择性致死分子 3( ＲSL3) 体外诱导肝癌细胞，并构建体外肝癌铁

死亡模型，为开发针对肝癌的新型治疗策略提供理论依据。方法 以浓度倍增的 Erastin( 0～40 μmol /L) 和 ＲSL3( 0～10 μmol /
L) 分别干预对数生长期肝癌细胞( HCCLM3、HepG2、Hep3B、Huh7 和 PLC /PＲF /5) ，24 h 后运用 CCK-8 法检测细胞活力，绘制

生长曲线，计算半抑制浓度( IC50 ) ，选择对诱导剂敏感的肝癌细胞进行后续实验。光镜下观察诱导剂对细胞状态的影响; 通过

免疫印迹技术和流式细胞术验证体外铁死亡模型是否构建成功。结果 在 5 种肝癌细胞中，Huh7、Hep3B 和 HepG2 细胞对铁

死亡诱导剂 Erastin 和 ＲSL3 较为敏感，HCCLM3 和 PLC /PＲF /5 对 Erastin 和 ＲSL3 不敏感，当 Erastin 和 ＲSL3 的浓度达最大时，

存活率仍有 65%以上。因此，选择 Huh7、Hep3B 和 HepG2 细胞用于后续实验。分别按照 Erastin 和 ＲSL3 浓度梯度干预肝癌细

胞，与对照组比较，铁死亡标志分子谷胱甘肽过氧化物酶 4 ( GPX4) 表达量随着 Erastin 和 ＲSL3 的浓度依赖性下调。在 Huh7、
Hep3B 和 HepG2 细胞中，分别用 10 μmol /L 和 20 μmol /L Erastin 作用 24 h 后脂质活性氧( ＲOS) 水平与对照组比较，显著增

加; 在 Huh7 细胞中，分别用 0. 5 μmol /L 和 1 μmol /L ＲSL3 作用 24 h 后的脂质 ＲOS 水平与对照组比较，显著增加; 在 Hep3B 和

HepG2 细胞中，分别用 1 μmol /L 和 2 μmol /L ＲSL3 作用 24 h 后的脂质 ＲOS 水平与对照组比较，显著增加。结论 Huh7、
Hep3B 和 HepG2 细胞对 Erastin 和 ＲSL3 敏感性高。10 μmol /L Erastin 作用 24 h 处理 Huh7、Hep3B 和 HepG2 细胞是体外模拟

Erastin 诱导肝癌铁死亡的良好模型; 0. 5 μmol /L ＲSL3 作用 24 h 处理 Huh7 细胞以及 1 μmol /L ＲSL3 作用 24 h 处理 Hep3B 和

HepG2 细胞是体外模拟 ＲSL3 诱导肝癌铁死亡的良好模型。
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原发性肝癌是消化系统最常见的恶性肿瘤之

一，其中肝细胞癌( hepatocellular carcinoma，HCC)

占 90%以上，病死率约为 8. 3%，5 年生存率仅为

18%［1－2］。因其高发病率和治疗难度，对人类健康

构成严重威胁。治疗方法主要包括手术切除、局部

消融、经导管动脉化疗栓塞、系统化疗和分子靶向治

疗［3］。由于肝癌的异质性和肿瘤微环境复杂，现有

疗法的效果不佳，需要新治疗策略提高患者生存率

和生活质量。

在此背景下，铁死亡作为一种新型细胞死亡机

制，显示出广阔的应用前景。Dixon et al［4］提出了
“铁死亡”，不同于凋亡、坏死、自噬等，以铁依赖性

和脂 质 过 氧 化、活 性 氧 ( reactive oxygen species，
ＲOS) 过量产生为特点。Erastin 和 ＲAS 选择性致死

分子 3( ＲAS-selective lethal 3，ＲSL3) 作为典型的铁

死亡诱导剂，被广泛应用于研究中。它们通过不同

的机制介导细胞发生铁死亡，在肝癌治疗中具有潜

在的抗肿瘤作用［5–8］。然而，对于 Erastin 和 ＲSL3
在肝癌细胞中的作用机制及敏感性仍知之甚少。该

研究使用肝癌细胞系作为研究对象，给予 Erastin 和
ＲSL3 治疗，观察细胞的生存率、形态学变化以及相

关的分子和指标变化，构建肝癌铁死亡体外模型以

及进一步确定模型的可靠性和稳定性，以期为开发

针对肝癌的新型治疗策略提供更多的理论依据。

1 材料与方法

1．1 材料
1．1． 1 细胞系 人 肝 癌 细 胞 系 HCCLM3、Huh7、
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HepG2、Hep3B 和 PLC /PＲF /5 购自广州赛库生物技

术有限公司。
1．1．2 主要试剂 液体培养基购自武汉普诺赛生

命科技有限公司; 胎牛血清( 086-150) 购自南京维森

特生物技术公司; 0. 25%胰酶( C0201) 、蛋白酶抑制

剂( ST506 ) 购 自 上 海 碧 云 天 生 物 技 术 公 司; PBS
( BL302A) 、青－链霉素双抗( 100×) ( BL505A) 和 5×
loading buffer( BL502B) 购自合肥白鲨生物技术公

司; 无血清程序冻存液( C40100) 和超敏 ECL 化学发

光试剂盒( P10300) 购自苏州新赛美生物技术公司;

CCK-8 试剂( K1018) 购自美国 APExBIO 公司; Eras-
tin( S7242) 和 ＲSL3( S8155) 购自上海 Selleck 公司;

二甲基亚砜( dimethyl sulfoxide，DMSO) ( D8371) 和

脱脂奶粉( LP0033B) 购自北京索莱宝科技公司; 谷

胱 甘 肽 过 氧 化 物 酶 4 ( glutathione peroxidase 4，

GPX4) ( ab125066) 购自英国 Abcam 公司; ACTB ( #
3700) 购自美国 Cell Signaling Technology 公司; 辣根

过氧化物酶标记山羊抗小鼠 IgG ( G+L) 和山羊抗

兔 IgG ( G+L) 购自武汉三鹰生物技术公司; 脂质过

氧化传感器 BODIPY 581 /591 C11 ( D3861) 和预染

蛋白 marker ( 26616) 购自美国 Thermo 公司; PVDF
膜( IPYH00010) 购自美国 Millipore 公司; 甘氨酸、十
二烷基硫酸钠和吐温－20 购自上海生工生物工程公

司。
1．1．3 主要仪器与设备 多功能酶标仪( 型号:

Multiskan SkyHigh) 购自美国 Thermo 公司; 低温高速

离心机( 型号: Centrifuge 5424) 购自德国 Eppendorf
公司; 蛋白电泳和转印系统( 型号: VE-180B) 、电泳

仪电源 ( 型 号: EPS-300 ) 和 多 功 能 成 像 仪 ( 型 号:

Tanon 5200) 购自上海天能生命科学有限公司; 流式

细胞仪( 型号: DxFlex) 购自上海贝克曼库尔特国际

贸易有限公司; 倒置显微镜( 型号: IX73) 购自日本

奥林巴斯公司。
1．2 方法

1．2．1 细胞培养 肝癌细胞系 HCCLM3 和 Huh7
在培养过程中，采用含 10% 胎牛血清和 1% 青－链

霉素 双 抗 的 DMEM 完 全 培 养 基。对 于 HepG2、
Hep3B 和 PLC /PＲF /5 细胞系，则使用含有 10% 胎

牛血清 和 1% 青－链 霉 素 双 抗 的 MEM 完 全 培 养

基。传代操作在细胞密度超过 1×106 个 /ml 时进

行，每隔 2 ～ 3 d 进行 1 次传代，0. 25% 胰酶消化，

用 1 ml 新鲜培养基终止，制成单细胞悬液，保持细

胞培养液中的细胞密度在 1×105 ～ 1×106 个 /ml 范

围内。

1．2．2 Erastin、ＲSL3 和 BODIPY 581 /591 C11 储备

液配制与保存 向 1 mg Erastin 中加入 182. 8 μl
DMSO，向 1 mg ＲSL3 中加入 226. 8 μl DMSO，充分

涡旋混匀，均配制成 10 mmol /L 的储备液; 向 1 mg
BODIPY 581 /591 C11 加入 396. 0 μl DMSO，充分溶

解后混匀，配制成 5 mmol /L 的储备液。储备液均分

装使用，于－80 ℃ 冰箱中保存。
1．2．3 CCK-8 法测定细胞活力 将生长状态良好、
处于对数生长期的 HCCLM3、Huh7、HepG2、Hep3B
和 PLC /PＲF /5 细胞分别接种于 96 孔板中，每孔接

种 1×104 个细胞于 100 μl 完全培养基中，随后在 37
℃，5% CO2 的培养箱中培养 24 h，当细胞长至密度

为 70% 左右时进行后续实验。然后将细胞按照实

验设计分组，给予不同浓度的 Erastin 或 ＲSL3 孵育

24 h 后弃去培养基，向每孔添加含 10% CCK-8 试剂

的 100 μl 无血清培养基，避光孵育 2 h 后使用多功

能酶标仪检测在 450 nm 波长处的吸光度值。每种

药物处理重复 3 次，完全培养基处理组作为阴性对

照。使用 GraphPad Prism 8. 0 分别计算不同肝癌细

胞对 Erastin 和 ＲSL3 的 IC50。
1．2．4 免疫印迹法检测 Erastin 和 ＲSL3 对肝癌细胞

GPX4 蛋白表达水平的影响 细胞经过不同的药物

处理后弃去原培养基，使用含有蛋白酶抑制剂的

ＲIPA 裂解液进行冰上裂解 30 min，离心获取总蛋

白。BCA 法检测蛋白浓度后热变性。将 30 μg 蛋白

上样于 12. 5% 的 SDS-PAGE，进行电泳，然后转移

至 PVDF 膜上。室温下用含 5% 脱脂奶粉的 TBST
溶液封闭 2 h，一抗( 1 ∶1 000) 4 ℃ 孵育过夜，TBST
清洗后，二抗( 1 ∶10 000) 室温孵育 2 h 后再次清

洗。最后用增强化学发光底物检测免疫反应蛋白，

并用 Tanon 成像系统显影，Image J 软件进行定量分

析。
1．2．5 流式细胞术检测 Erastin 和 ＲSL3 对肝癌细胞

脂质 ＲOS 的影响 将生长状态良好、处于对数生

长期的 Huh7、HepG2 和 Hep3B 细胞分别接种于 6
孔板中，每孔接种 3×105 个细胞于 2 ml 完全培养基

中，随后在 37 ℃，5% CO2 的培养箱中培养，当细胞

长至密度为 70% 左右时进行后续实验。然后将细

胞按照实验设计分组，给予相应浓度的 Erastin 或

ＲSL3 作用 24 h 后弃去培养基，用胰酶收集细胞，离

心获得细胞沉淀。将 BODIPY 581 /591 C11 储存液

按照 1 ∶1 000 比例稀释后，加入细胞沉淀中，置于

37 ℃ 孵箱，染色 30 min 后用 PBS 清洗 2 遍，PBS 重

悬细胞后使用贝克曼流式分析仪和 Flowjo 软件对
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样本进行流式细胞术分析。
1．3 统计学处理 统计分析使用 GraphPad Prism
8. 0 进行，所有数据均以均值±标准差表示。两组间

比较采用 t 检验。P＜0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2．1 不同浓度 Erastin 对 5 种肝癌细胞增殖的影响

及 IC50 CCK-8 结果显示，随着 Erastin 浓度上升，

Huh7、Hep3B 和 HepG2 细胞存活率逐渐下降。提示

这 3 种 肝 癌 对 Erastin 的 敏 感 性 高，IC50 均 在 10
μmol /L 和 20 μmol /L 之 间。见 表 1。然 而，随 着

Erastin 浓度上升，HCCLM3 和 PLC /PＲF /5 细胞存

活率下降幅度小，当 Erastin 浓度达最大时，存活率

仍有 65% 以上。见图 1。提示这两种肝癌细胞对

Erastin 不敏感。选择 Huh7、Hep3B 和 HepG2 细胞

用作后续 Erastin 诱导实验。
2．2 Erastin 作用后的肝癌细胞形态 光镜下结果

显示: 与 0 μmol /L 相比，处理组细胞部分出现皱缩、
变圆、空泡化。见图 2。
2．3 不同浓度 ＲSL3 对 5 种肝癌细胞增殖的影响

表 1 Erastin 对不同肝癌细胞的 IC50

Tab． 1 IC50 of Erastin in various HCC cells

HCC cell lines IC50( μmol /L)

Huh7 14．57
HCCLM3 ＞50．00
Hep3B 14．41
HepG2 15．19
PLC /PＲF /5 ＞50．00

图 1 肝癌细胞对 Erastin 效果的影响

Fig． 1 Effect of Erastin on HCC cells

图 2 Erastin 作用后的肝癌细胞形态 ×100

Fig． 2 Morphology of HCC cells after treatment with Erastin ×100

A－C: Cell morphology of Huh7 cells after treatment with 0，10，and 20 μmol /L Erastin; D－F: Cell morphology of Hep3B cells after treatment with

0，10，and 20 μmol /L Erastin; G－I: Cell morphology of HepG2 cells after treatment with 0，10，and 20 μmol /L Erastin．
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及 IC50 CCK-8 结果显示，随着 ＲSL3 浓度上升，

Huh7 、Hep3B 和 HepG2 细胞存活率逐渐下降。提

示这 3 种肝癌细胞对 ＲSL3 的敏感性高，Huh7 细胞

的 IC50在 0. 5 μmol /L 和 1 μmol /L 之间，Hep3B 和

HepG2 细胞的 IC50 在 1 μmol /L 和 2 μmol /L 之间。
见表 2。然 而，随 着 ＲSL3 浓 度 上 升，HCCLM3 和

PLC /PＲF /5 细胞存活率不再进一步降低，当 ＲSL3
浓度达最大时，存活率仍有 80% 以上。见图 3。提

示这两种肝癌细胞对 ＲSL3 不敏感。选择 Huh7、
Hep3B 和 HepG2 细胞用作后续 ＲSL3 诱导实验。

表 2 ＲSL3 对不同肝癌细胞的 IC50

Tab． 2 IC50 of ＲSL3 in various HCC cells

HCC cell lines IC50( μmol /L)

Huh7 0．70
HCCLM3 ＞50．00
Hep3B 1．97
HepG2 1．73
PLC /PＲF /5 ＞50．00

2．4 ＲSL3 作用后的肝癌细胞形态 光镜下结果显

示: 与 0 μmol /L 相比，处理组细胞部分出现皱缩、变

圆、空泡化。见图 4。
2．5 Erastin 诱导肝癌细胞 GPX4 的表达水平 免

疫印迹结果显示，在 Huh7、Hep3B 和 HepG2 细胞

中，发现随着 Erastin 浓度的升高，GPX4 的蛋白表达

水平逐渐下调( P＜0. 05) 。见图 5。
2．6 ＲSL3 诱导肝癌细胞 GPX4 的表达水平 免

疫 印 迹 结 果 显 示 ，在 Huh7、Hep3B 和 HepG2 细 胞

图 3 肝癌细胞对 ＲSL3 效果的影响

Fig． 3 Effect of ＲSL3 on HCC cells

图 4 ＲSL3 作用后的肝癌细胞形态 ×100

Fig． 4 Morphology of HCC cells after treatment with ＲSL3 ×100
A－C: Cell morphology of Huh7 cells after treatment with 0，0. 5，and 1 μmol /L ＲSL3; D－F: Cell morphology of Hep3B cells after treatment with

0，1，and 2 μmol /L ＲSL3; G－I: Cell morphology of HepG2 cells after treatment with 0，1，and 2 μmol /L ＲSL3．
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中，随着 ＲSL3 浓度的升高，GPX4 的蛋白表达水平

逐渐下调( P＜0. 05) 。见图 6。
2．7 Erastin 诱导肝癌细胞脂质 ＲOS 水平 流式

细胞术结果显示，与 0 μmol /L 组相较，10 μmol /L
Erastin 处理 Huh7、Hep3B 和 HepG2 这 3 种肝癌细

胞已经能够使细胞的脂质 ＲOS 水平增加 ( 均 P ＜
0. 01) ，尽管 20 μmol /L Erastin 也能起到同样作用

( 均 P ＜ 0. 05 ) ，但考虑到细胞毒性，因此，选择 10
μmol /L Erastin 作用 24 h 作为模拟肝癌铁死亡的良

好模型。见图 7。

2．8 ＲSL3 诱导肝癌细胞脂质 ＲOS 水平 流式细

胞术结果显示: 在 Huh7 细胞中，与 0 μmol /L 组相

较，0. 5 μmol /L 和 1 μmol /L ＲSL3 处理后细胞的脂

质 ＲOS 水平均增加 ( 均 P ＜ 0. 001 ) 。在 Hep3B 和

HepG2 细胞中，与 0 μmol /L 组相较，1 μmol /L 和 2
μmol /L ＲSL3 处理后细胞的脂质 ＲOS 水平均增加

( 均 P＜0. 01) 。考虑到细胞毒性的存在，选择 0. 5
μmol /L ＲSL3 处理 Huh7 细胞、1 μmol /L ＲSL3 处理

Hep3B 和 HepG2 细 胞 用 于 体 外 模 型 的 构 建。见

图 8。

图 5 Erastin 对肝癌细胞 GPX4 表达水平的影响

Fig． 5 Effects of Erastin on the expression levels of GPX4 in HCC cells

A－C: Western blot results of GPX4 protein in Huh7，Hep3B，and HepG2 cells after Erastin treatment; D－F: Statistical analysis of Western blot re-

sults; a: 0 μmol /L group; b: 2. 5 μmol /L group; c: 5 μmol /L group; d: 10 μmol /L group; e: 20 μmol /L group; f: 40 μmol /L group; * P＜0. 05，
＊＊P＜0. 01，＊＊＊P＜0. 001 vs 0 μmol /L group．

图 6 ＲSL3 对肝癌细胞 GPX4 表达水平的影响

Fig． 6 Effects of ＲSL3 on the expression levels of GPX4 in HCC cells

A－C: Western blot results of GPX4 protein in Huh7，Hep3B，and HepG2 cells after ＲSL3 treatment; D－F: Statistical analysis of Western blot re-

sults; a: 0 μmol /L group; b: 0. 156 25 μmol /L group; c: 0. 312 5 μmol /L group; d: 0. 625 μmol /L group; e: 1. 25 μmol /L group; f: 2. 5 μmol /L

group; * P＜0. 05，＊＊P＜0. 01，＊＊＊P＜0. 001 vs 0 μmol /L group．
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图 7 Erastin 对肝癌细胞脂质 ＲOS 的影响

Fig． 7 Effects of Erastin on lipid ＲOS in HCC cells

A: Histogram results of lipid ＲOS detected by flow cytometry in Huh7，Hep3B，and HepG2 cells after Erastin treatment; B: Statistical analysis of

flow cytometry results; a: 0 μmol /L group; b: 10 μmol /L group; c: 20 μmol /L group; * P＜0. 05，＊＊P＜0. 01，＊＊＊P＜0. 001 vs 0 μmol /L group．

3 讨论

HCC 是全球最常见的恶性肿瘤之一，起病隐

匿、进展迅速，早期诊断率低，且易发生转移和耐药。
尽管靶向治疗和免疫治疗是治疗中晚期 HCC 的优

选方案，但是 HCC 患者的总体生存仍然是一个挑

战，因此，迫切需要探索新的治疗靶点和策略为患者

的个体化精准诊疗提供帮助。
铁死亡是铁离子依赖的脂质过氧化物和活性

氧不 断 累 积 而 最 终 导 致 细 胞 程 序 性 死 亡 的 方

式［4］，而且相较于普通细胞，癌细胞具有更为显著

的铁依赖性［9－10］，在癌症的治疗中具有巨大潜力。
研究［11－13］表明，铁死亡与 HCC 的发生、发展密切

相关，诱导 HCC 发生铁死亡能够抑制 HCC 进展，

并且能够逆转 HCC 耐药，为 HCC 的治疗提供了新

的方向。
Erastin 和 ＲSL3 是两种被广泛研究的铁死亡诱

导剂，它 们 通 过 不 同 的 机 制 诱 导 细 胞 死 亡，其 中
Erastin 针对系统 Xc－间接抑制 GPX4 引发铁依赖性

的氧化应激，而 ＲSL3 则通过直接抑制 GPX4 来诱导

细胞死亡。近来有学者将铁死亡诱导剂与放疗、化

疗和免疫治疗相结合，不仅能够诱导癌细胞的铁死

亡机制发挥直接抗癌作用，而且能够增强肿瘤对于

放疗、化疗和免疫治疗的敏感性。以往的研究［14－16］

报道经典的铁死亡诱导剂 Erastin 和 ＲSL3 能够诱导

肝癌细胞发生铁死亡，但是不同肝癌细胞对其的反

应性和适应性尚不清楚。该研究通过对多种肝癌细

胞应用铁死亡诱导剂 Erastin 和 ＲSL3 进行敏感性测

试，发现不同肝癌细胞株对这两种化合物的反应存

在明 显 差 异。该 研 究 中 观 察 到 Huh7、Hep3B 和
HepG2 这 3 种肝癌细胞对 Erastin 和 ＲSL3 的敏感性

较高，当诱导剂达到一定浓度时，与对照组相比，细

胞发生明显的形态变化，包括细胞皱缩、变圆、空泡

化等，而且 Erastin 和 ＲSL3 对铁死亡标志物 GPX4
的表达量具有浓度依赖性的调节作用，这进一步支

持了这两种化合物对细胞铁代谢和氧化应激反应的

影响。脂质过氧化是铁死亡的标志性特征之一［17］，

与对照组相比，在使用 10 μmol /L Erastin 处理 3 种

肝癌 细 胞、0. 5 μmol /L ＲSL3 处 理 Huh7 细 胞、1
μmol /L ＲSL3 处理 Hep3B 和 HepG2 细胞时细胞脂

质 ＲOS 明显增加，直接反映了细胞发生了铁死亡，

可以用于构建体外诱导铁死亡的肝癌模型; 尽管
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图 8 ＲSL3 对肝癌细胞脂质 ＲOS 的影响

Fig． 8 Effects of ＲSL3 on lipid ＲOS in HCC cells

A: Histogram results of lipid ＲOS detected by flow cytometry in Huh7，Hep3B，and HepG2 cells after ＲSL3 treatment; B: Statistical analysis of flow

cytometry results; a: 0 μmol /L group; b: 0. 5 μmol /L group; c: 1 μmol /L group; d: 2 μmol /L group; ＊＊P＜0. 01，＊＊＊P＜0. 001 vs 0 μmol /L

group．

HCCLM3 和 PLC /PＲF /5 对 Erastin 和 ＲSL3 的敏感

性较低，但这也提醒今后在使用这些化合物时应考

虑到不同肝癌细胞株的差异性反应。
综上所述，该研究揭示了不同肝癌细胞对铁死

亡诱导剂 Erastin 和 ＲSL3 的敏感性差异，深入了解

肝癌细胞对 Erastin 和 ＲSL3 的反应特点，为进一步

探索这些化合物在肝癌治疗中的应用提供了重要参

考。这些结果为个体化治疗和开发新的治疗策略提

供了有益的信息，对提高肝癌患者的治疗效果具有

重要意义，也为铁死亡诱导剂在肝癌治疗中的应用

提供了新的思路和可能性。
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Establishment of an in vitro model for Erastin and ＲSL3-induced
ferroptosis in hepatocellular carcinoma

Zhu Xinyue1，Ｒen Qiaohui1，Zang Yan1，Zhou Xinyi1，Yao Junxiao1，Wang Lianzi1，Sha Xudong2，Li Tao1

( 1Dept of Clinical Laboratory，The First Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230022; 2Dept of
Pharmacology and Chemical Biology，Shanghai Jiao Tong University School of Medicine，Shanghai 200025)

Abstract Objective To establish an in vitro model of ferroptosis induced by Erastin and ＲAS-selective lethal 3
( ＲSL3) in hepatoma cells，and to provide theoretical basis for the development of novel therapeutic strategies for
HCC． Methods Hepatoma cells ( HCCLM3，HepG2，Hep3B，Huh7 and PLC /PＲF /5 ) in logarithmic growth
phase were treated with Erastin ( 0－40 μmol /L) and ＲSL3 ( 0－10 μmol /L) at double concentrations respectively．
After 24 h，CCK-8 method was used to detect cell viability，draw growth curve，calculate IC50，and HCC cells sen-
sitive to inducers were selected for follow-up experiments． The effect of inducer on the state of hepatoma cells was
observed under light microscope，and immunoblotting and flow cytometry were used to verify whether the ferroptotic
model in vitro was successfully constructed． Ｒesults Huh7，Hep3B and HepG2 cells were sensitive to Erastin and
ＲSL3，but HCCLM3 and PLC /PＲF /5 were insensitive to Erastin and ＲSL3． When the concentration of Erastin and
ＲSL3 reached the maximum，the survival rate was still above 65%． Huh7，Hep3B and HepG2 cells were selected
for subsequent experiments． Compared with the control group，the expression of Glutathione peroxidase 4 ( GPX4) ，

a ferroptotic marker，was down-regulated in a concentration-dependent manner． In Huh7，Hep3B and HepG2 cells，
lipid reactive oxygen species ( ＲOS) levels significantly increased after 24 h treatment with 10 μmol /L and 20
μmol /L Erastin，respectively; in Huh7 cells，lipid ＲOS levels significantly increased after 24 h treatment with 0. 5
μmol /L and 1 μmol /L ＲSL3，respectively; in Hep3B and HepG2 cells，lipid ＲOS levels significantly increased
after 24 h treatment with 1 μmol /L and 2 μmol /L ＲSL3，respectively，compared with control group． Conclusion
Huh7，Hep3B and HepG2 cells are highly sensitive to Erastin and ＲSL3． Huh7，Hep3B and HepG2 cells treated
with 10 μmol /L Erastin for 24 h are good models for simulating ferroptosis induced by Erastin in vitro ，Huh7 cells
treated with 0. 5 μmol /L ＲSL3 for 24 h and Hep3B and HepG2 cells treated with 1 μmol /L ＲSL3 for 24 h are good
models for simulating ferroptosis induced by ＲSL3 in vitro．
Key words hepatocellular carcinoma; Erastin; ＲSL3; ferroptosis; in vitro model
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