
　

伊利司莫 －铜离子诱导肝癌细胞系 ＰＬＣ／ＰＲＦ／５
和 Ｈｕｈ７发生铜死亡
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摘要　目的　研究伊利司莫－铜离子（ＥＳ＋Ｃｕ２＋）对人肝癌细胞系ＰＬＣ／ＰＲＦ／５和 Ｈｕｈ７的增殖抑制作用及其诱导铜死亡的
潜力。方法　体外培养人肝癌细胞系 ＰＬＣ／ＰＲＦ／５和 Ｈｕｈ７细胞，分别施以 ＥＳ溶液、Ｃｕ２＋溶液和铜螯合剂四硫代钼酸铵
（ＡＴＴＭ）溶液的单独或联合处理。采用ＣＣＫ８试剂盒评估 ＥＳ＋Ｃｕ２＋对人肝癌细胞系 ＰＬＣ／ＰＲＦ／５和 Ｈｕｈ７细胞存活率的影
响，以及铜螯合剂ＡＴＴＭ预处理后ＥＳ＋Ｃｕ２＋对细胞存活率的作用。流式细胞术检测ＥＳ＋Ｃｕ２＋诱导的细胞死亡情况及经铜螯
合剂ＡＴＴＭ预处理后ＥＳ＋Ｃｕ２＋诱导细胞死亡的变化。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＥＳ＋Ｃｕ２＋诱导后细胞铜死亡相关蛋白ＡＴＰ酶铜转运
β（ＡＴＰ７Ｂ）、铁氧还蛋白１（ＦＤＸ１）、二氢硫辛酰胺Ｓ乙酰转移酶（ＤＬＡＴ）、超氧化物歧化酶１（ＳＯＤ１）的表达情况及经铜螯合剂
ＡＴＴＭ预处理后ＥＳ＋Ｃｕ２＋对铜死亡相关蛋白表达的影响。细胞划痕实验检测ＥＳ＋Ｃｕ２＋对细胞增殖能力的影响及ＡＴＴＭ预处
理后的逆转效应。结果　ＥＳ＋Ｃｕ２＋对人肝癌细胞系 ＰＬＣ／ＰＲＦ／５和 Ｈｕｈ７的毒性呈现显著的剂量依赖性（Ｐ＜００５）。ＥＳ和
Ｃｕ２＋联合应用相较于单独使用ＥＳ或者Ｃｕ２＋对肝癌细胞的抑制效果更为显著（Ｐ＜００５），而铜螯合剂 ＡＴＴＭ能够逆转 ＥＳ＋
Ｃｕ２＋对细胞增殖的抑制效应（Ｐ＜００５）。流式结果显示，与对照组相比，ＥＳ＋Ｃｕ２＋处理后加重人肝癌细胞系 ＰＬＣ／ＰＲＦ／５和
Ｈｕｈ７的细胞毒活性，而ＡＴＴＭ干预后较ＥＳ＋Ｃｕ２＋处理组细胞的毒活性减轻（Ｐ＜００５）。细胞划痕实验结果表明，ＥＳ＋Ｃｕ２＋

处理后ＰＬＣ／ＰＲＦ／５和Ｈｕｈ７细胞的迁移能力降低，而ＡＴＴＭ的加入逆转了ＥＳ＋Ｃｕ２＋对细胞迁移的抑制作用（Ｐ＜００５）。与
对照组相比，ＥＳ＋Ｃｕ２＋处理后铜死亡相关蛋白ＡＴＰ７Ｂ、ＦＤＸ１、ＤＬＡＴ和ＳＯＤ１的表达水平均有所下降，而ＡＴＴＭ的加入逆转了
这些蛋白表达的变化趋势（Ｐ＜００５）。结论　ＥＳ与Ｃｕ２＋的联合应用能够有效抑制肝癌细胞 ＰＬＣ／ＰＲＦ／５和 Ｈｕｈ７的增殖和
迁移能力，并诱导铜死亡，为肝细胞癌的治疗提供了新的策略。
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　　肝细胞癌是常见的原发性肝癌类型，病死率在
我国癌症致死原因中位列第三。然而，大多数患者

在确诊时已处于疾病的中晚期阶段，手术治疗往往

无法实现根治，且预后较差［１］。因此，开发新的治

疗策略和药物应对中晚期肝癌的治疗需求显得尤为

迫切。

铜死亡是由细胞内铜离子过量累积导致的细胞

死亡方式［２］。当人体内的铜过量时，可以诱导细胞

死亡［３］。伊利司莫（Ｅｌｅｓｃｌｏｍｏｌ，ＥＳ）是一种治疗实
体瘤的线粒体靶向药物［４］，用于治疗门克氏综合征

的小鼠［５］。研究［６］显示，ＥＳ能够将铜离子转运至细
胞内。人类肿瘤组织中的铜浓度高于正常组织［７］，

而肿瘤组织中的铜累积程度并不能促使肿瘤组织发

生铜死亡。因此该研究将ＥＳ与Ｃｕ２＋联合应用于人
肝癌细胞系，初步探讨了其对人肝癌细胞系 ＰＬＣ／
ＰＲＦ／５和 Ｈｕｈ７细胞活性的抑制作用，旨在为新药
开发提供实验依据，为肝癌细胞成功诱导铜死亡提

供实验支持。

１　材料与方法

１．１　实验材料
１．１．１　细胞系及主要试剂　人肝癌细胞系 ＰＬＣ／
ＰＲＦ／５和Ｈｕｈ７购自广州赛库生物技术有限公司。
ＤＭＥＭ和ＭＥＭ培养基购自武汉普诺赛生命科技有
限公司；青链霉素混合液（１００×）、５×ｌｏｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ、
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ＣＣＫ８试剂和ＥＣＬ化学发光底物（超敏）购自安徽
白鲨生物技术有限公司；胎牛血清购自南京维森特

生物技术公司；胰酶细胞消化液（０２５％）、ＲＩＰＡ裂
解液（强）和ＰＭＳＦ溶液购自上海碧云天生物技术公
司；二甲基亚砜ＤＭＳＯ购自北京索莱宝科技有限公
司；ＥＳ、特异性铜螯合剂四硫代钼酸铵（ａｍｍｏｎｉｕｍ
ｔｅｒｔｒａｔｈｉｏｍｏｌｙｂｄａｔｅ，ＡＴＴＭ）购自上海 ＭｅｄＣｈｅｍＥｘ
ｐｒｅｓｓ（ＭＣＥ）公司；Ｃｕ２＋粉末购自上海阿拉丁生化科
技股 份 有 限 公 司；７ＡＡＤ 细 胞 活 力 染 色 液
（４０７４５ＥＳ６４）购自上海翌圣生物科技股份有限公
司；通用型抗体稀释液（ＰＳ１１９）、ＰＡＧＥ凝胶快速制
备试剂盒和双色预染蛋白 Ｍａｋｅｒ（ＷＪ１０１）购自上海
雅酶 生 物 医 药 科 技 有 限 公 司；ＡＴＰ７Ｂ 抗 体
（ＴＡ０４１０）、ＳＯＤ１抗体（Ｔ５６６６６）购自上海艾比玛特
（Ａｂｍａｒｔ）医药科技有限公司；ＦＤＸ１（１２５９２１ＡＰ）、
ＧＡＰＤＨ（６０００４１ｌｇ）购自武汉三鹰生物技术有限公
司；ＤＬＡＴ（ＰＡ５５９２９８）购自美国赛默飞（Ｔｈｅｒｍｏ）有
限公司；ＰＶＤＦ膜（ＩＰＹＨ０００１０）购自美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ
有限公司。

１．１．２　主要仪器与设备　多功能酶标仪（型号：
ＥＰＳ３００）购自美国赛默飞（Ｔｈｅｒｍｏ）有限公司；倒置
显微镜（型号：ＩＸ７３）购自日本奥林巴斯有限公司；
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；电泳仪（型号：ＥＰＳ３００）购自上
海天能生命科学有限公司；化学发光成像仪（型号：

ＣｈｅｍｉＤｏｃＸＲＳ＋）购自美国ＢｉｏＲａｄ公司。
１．２　方法
１．２．１　细胞培养与处理　体外培养ＰＬＣ／ＰＲＦ／５和
Ｈｕｈ７细胞系，培养基分别为 ＭＥＭ完全培养基和
ＤＭＥＭ完全培养基（ＭＥＭ基础培养基＋１０％新生胎
牛血清＋１％双抗；ＤＭＥＭ基础培养基＋１０％新生胎
牛血清＋１％双抗），置于３７℃、５％ ＣＯ２培养箱中培
养。待细胞培养密度达到８０％后用０２５％胰酶消
化贴壁细胞。待消化完成后，弃去胰酶，用 ＰＢＳ冲
洗细胞，８００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，收集细胞。向收集的
细胞中加入完全培养基进行传代。实验将细胞分为

对照组、ＥＳ组、Ｃｕ２＋组、ＥＳ＋Ｃｕ２＋组以及 ＥＳ＋Ｃｕ２＋

＋ＡＴＴＭ组。
１．２．２　ＣＣＫ８法检测ＥＳ＋Ｃｕ２＋对细胞活性的影响
　收集细胞状态生长较好且处于对数生长期的
ＰＬＣ／ＰＲＦ／５和Ｈｕｈ７细胞。将细胞计数后，以８×
１０３个／孔的密度接种于 ９６孔板，每孔体积为 １００
μＬ，置于３７℃、５％ ＣＯ２培养箱中培养２４ｈ，待细胞
贴壁且密度达到７０％左右时对细胞进行处理。对

照组不添加任何药物；空白对照组加入等体积的

ＭＥＭ完全培养基或者ＤＭＥＭ完全培养基；ＥＳ组按
照０、４０、８０、１６０、３２０、６４０、１２８０ｎｍｏｌ／Ｌ的浓度梯度
处理细胞；Ｃｕ２＋组按照１、２、３、４μｍｏｌ／Ｌ的浓度梯度
处理细胞；ＥＳ＋Ｃｕ２＋组则将 ＥＳ组和 Ｃｕ２＋联合作用
加入细胞。置于３７℃、５％ ＣＯ２培养箱中培养２４ｈ
后弃掉培养基，使用 ＣＣＫ８检测试剂盒，在９６孔板
的各个孔中加入含有１０％的 ＣＣＫ８试剂溶液的无
血清培养基１００μＬ，３７℃、５％ ＣＯ２孵箱中避光孵育
２ｈ。最后利用多功能酶标仪于４５０ｎｍ波长下测定
各孔的吸光度（ｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＯＤ）值，计算细胞存
活率。细胞存活率 ＝（ＯＤ处理组 －ＯＤ空白组）／
（ＯＤ对照组－ＯＤ空白组）×１００％；细胞抑制率 ＝１
－细胞存活率。
１．２．３　流式细胞术实验检测细胞活力　收集细胞
状态较好且处于对数生长期的 ＰＬＣ／ＰＲＦ／５和 Ｈｕｈ
７细胞，计数后按照３×１０５个／孔接种于６孔板，每
孔体积为２ｍＬ，置于３７℃、５％ ＣＯ２培养箱中培养
２４ｈ，待细胞贴壁且密度达到７０％左右时对细胞进
行处理。设置对照组、ＥＳ＋Ｃｕ２＋和 ＥＳ＋Ｃｕ２＋ ＋
ＡＴＴＭ组，分别培养２４ｈ。使用胰酶消化细胞后，将
上清液和细胞沉淀收集至流式管中，８００ｒ／ｍｉｎ离心
５ｍｉｎ，弃去上清液，然后向管中加入１０μＬ７ＡＡＤ
染料和２００μＬＰＢＳ溶液，进行流式细胞术检测。
１．２．４　细胞划痕实验检测细胞迁移能力　将细胞
以每孔５×１０５个的密度接种于６孔板，每孔体积为
２ｍＬ。置于３７℃、５％ ＣＯ２孵箱培养，待细胞贴壁密
度达到９０％后，用２００μＬ无菌枪头尖端在细胞单
层上划出一道划痕。接着用ＰＢＳ缓冲液轻轻清洗２
～３次，以去除划痕过程中产生的细胞碎片。然后
根据实验设计，向孔板中分别加入对照组、ＥＳ＋
Ｃｕ２＋组和ＥＳ＋Ｃｕ２＋＋ＡＴＴＭ组的药物，分别在０、２４
ｈ，使用显微镜拍摄细胞划痕区域的图像。最后用
ＩｍａｇｅＪ软件分析划痕的愈合情况，并将结果与对照
组进行比较，以评估不同处理对细胞迁移能力的影

响。

１．２．５　蛋白质印迹法检测铜死亡相关蛋白的表达
　收集细胞状态较好且处于对数生长期的 ＰＬＣ／
ＰＲＦ／５和Ｈｕｈ７细胞，计数后按照４×１０５个／孔接
种于６孔板，每孔体积为２ｍＬ，置于３７℃、５％ ＣＯ２
培养箱中培养２４ｈ，待细胞贴壁且密度达到８０％左
右时按照对照组、ＥＳ＋Ｃｕ２＋组和 ＥＳ＋Ｃｕ２＋＋ＡＴＴＭ
组加入相应的药物培养２４ｈ。２４ｈ后弃去培养基上
清液，用ＰＢＳ溶液清洗２～３次，再加入１ｍＬＰＢＳ溶
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液并用细胞刮刀刮取细胞。收集上清液和细胞沉淀

后，以８００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃去上清液，向沉淀中
加入１００μＬＲＩＰＡ裂解液和１μＬ蛋白酶抑制剂，对
细胞进行超声处理，离心收集总蛋白。使用ＢＣＡ试
剂盒对蛋白浓度进行定量测定，制成３０μｇ／μＬ的
蛋白样品，用于 ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分析。电泳完成后
将蛋白转移至 ＰＶＤＦ膜上，整个转膜过程将膜置于
冰水浴中。转膜完成后，使用５％脱脂牛奶室温封
闭２ｈ。封闭完后用ＴＢＳＴ缓冲液清洗３次，每次１０
ｍｉｎ。牛奶洗净后将免疫印迹膜置于一抗中，于４℃
冰箱中摇床作用过夜。ＴＢＳＴ缓冲液清洗６次，每次
５ｍｉｎ，用相应辣根过氧化物酶标记的二抗室温摇床
作用１ｈ。ＴＢＳＴ缓冲液清洗，最后用 ＢｉｏＲａｄ凝胶
成像仪进行曝光。

１．３　统计学处理　利用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８０软件
进行数据分析，每组实验的重复次数不少于 ３次。
所有定量数据均以 珋ｘ±ｓ的形式展示。两组间的数
据比较分析采用 ｔ检验，多组间均数比较采用单因
素方差分析。Ｐ＜００５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＥＳ＋Ｃｕ２＋抑制肝癌细胞系 ＰＬＣ／ＰＲＦ／５和
Ｈｕｈ７的增殖能力　ＣＣＫ８实验显示，分别用浓度
为４０、８０、１６０、３２０、６４０、１２８０ｎｍｏｌ／Ｌ的 ＥＳ和浓度
为１、２、３、４μｍｏｌ／Ｌ的 Ｃｕ２＋作用肝癌细胞 ＰＬＣ／
ＰＲＦ／５和Ｈｕｈ７细胞２４ｈ后，与对照组相比，ＥＳ单
独作用于肝癌细胞或者 Ｃｕ２＋单独作用于肝癌细胞
时，两者对肝癌细胞ＰＬＣ／ＰＲＦ／５和Ｈｕｈ７的增殖能
力几乎没有影响，见图１Ａ、Ｂ。将ＥＳ和Ｃｕ２＋联合使
用共同孵育２４ｈ后，显示 ＥＳ＋Ｃｕ２＋对人肝癌细胞
系ＰＬＣ／ＰＲＦ／５和 Ｈｕｈ７的毒性呈现显著的剂量依
赖性（Ｐ＜００５），且Ｃｕ２＋为４μｍｏｌ／Ｌ时对细胞增殖
抑制效果更明显，见图１Ｃ、Ｄ。根据 ＩＣ５０值，后续实
验使用４μｍｏｌ／ＬＣｕ２＋溶液和８０ｎｍｏｌ／ＬＥＳ溶液共
同作用ＰＬＣ／ＰＲＦ／５细胞，使用４μｍｏｌ／Ｌ的 Ｃｕ２＋溶
液和４０ｎｍｏｌ／ＬＥＳ溶液共同作用 Ｈｕｈ７细胞。共
同孵育２４ｈ之后，与对照组（ＮＣ）相比，肝癌细胞
ＰＬＣ／ＰＲＦ／５的殖能力下降（ｔ＝１２４４，Ｐ＜０００１），
Ｈｕｈ７细胞的增殖能力下降 （ｔ＝１９９１，Ｐ＜
００００１），见图 １Ｅ。在此基础上，加入铜螯合剂
ＡＴＴＭ后，ＰＬＣ／ＰＲＦ／５和 Ｈｕｈ７细胞的增殖能力明
显增加（ｔ＝１３０８、２５９２，Ｐ＜０００１、Ｐ＜００００１），
见图１Ｆ。结果表明，ＥＳ和 Ｃｕ２＋联合应用能够抑制
肝癌细胞ＰＬＣ／ＰＲＦ／５和Ｈｕｈ７的增殖能力，而铜螯

合剂ＡＴＴＭ能够逆转ＥＳ与Ｃｕ２＋联合抑制肝癌细胞
增殖的效果。因此在后续的实验中将ＥＳ和Ｃｕ２＋联
合应用作用于肝癌细胞ＰＬＣ／ＰＲＦ／５和Ｈｕｈ７。
２．２　ＥＳ＋Ｃｕ２＋联合使用促进肝癌 ＰＬＣ／ＰＲＦ／５和
Ｈｕｈ７细胞的死亡　流式细胞术的分析结果表明，
相较于对照组，ＥＳ和 Ｃｕ２＋联合处理显著提高了肝
癌细胞的死亡率（ｔ＝１１３２、４７８７，均Ｐ＜００００１）。
然而，在加入ＡＴＴＭ的实验组中，细胞死亡率相较于
仅使用 ＥＳ＋Ｃｕ２＋的组别有所下降（ｔ＝３５３８、
２２９８，均Ｐ＜００００１），见图２。这表明ＥＳ和Ｃｕ２＋

的联合应用能够增强肝癌细胞的死亡效应，而

ＡＴＴＭ则能够部分抑制 ＥＳ＋Ｃｕ２＋对肝癌细胞的致
死作用。

２．３　ＥＳ＋Ｃｕ２＋联合使用抑制肝癌 ＰＬＣ／ＰＲＦ／５和
Ｈｕｈ７细胞的迁移能力　细胞划痕实验结果表明，
在肝癌细胞 ＰＬＣ／ＰＲＦ／５和 Ｈｕｈ７中，相较于对照
组，ＥＳ＋Ｃｕ２＋组的愈合速率显著降低（ｔ＝１５４２、
１３６９，均Ｐ＜０００１），而 ＥＳ＋Ｃｕ２＋＋ＡＴＴＭ组的愈
合速率虽低于对照组，但高于 ＥＳ＋Ｃｕ２＋组（ｔ＝
１６２０、８７８，Ｐ＜００００１、Ｐ＜０００１），见图３。此结
果揭示了ＥＳ与 Ｃｕ２＋的联合应用对肝癌细胞 ＰＬＣ／
ＰＲＦ／５和 Ｈｕｈ７的迁移能力具有抑制作用，且
ＡＴＴＭ能够逆转 ＥＳ＋Ｃｕ２＋对肝癌细胞迁移能力的
抑制效应。

２．４　ＥＳ＋Ｃｕ２＋联合使用对肝癌 ＰＬＣ／ＰＲＦ／５和
Ｈｕｈ７细胞内铜死亡相关蛋白表达的影响　在经过
ＥＳ＋Ｃｕ２＋和 ＥＳ＋Ｃｕ２＋ ＋ＡＴＴＭ处理的细胞中，
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，在ＥＳ＋Ｃｕ２＋处理条件下，与
对照组相比，肝癌细胞中调控铜死亡的关键线粒体

蛋白 ＦＤＸ１的表达量降低（ｔ＝６３９４、６１５７，Ｐ＜
００１），同时参与铜稳态调节的蛋白 ＡＴＰ７Ｂ的表达
量亦有所减少（ｔ＝５５４、２４３，Ｐ＜００１）。此外，与
硫辛酰化相关的蛋白 ＤＬＡＴ（ｔ＝５４８、１１８６，Ｐ＜
００１、Ｐ＜０００１）以及抗氧化蛋白 ＳＯＤ１（ｔ＝４７８、
４８４，Ｐ＜００１）的表达量同样表现出下降趋势。当
肝癌细胞接受 ＥＳ＋Ｃｕ２＋ ＋ＡＴＴＭ处理后，与 ＥＳ＋
Ｃｕ２＋相比，线粒体蛋白 ＦＤＸ１表达升高（ｔ＝２８８６、
３０５４，Ｐ＜００５），铜稳态调节蛋白ＡＴＰ７Ｂ表达升高
（ｔ＝４２５、９２２，Ｐ＜００５），且硫辛酰化蛋白ＤＬＡＴ（ｔ
＝３９０４、５４５９，Ｐ＜００５、Ｐ＜００１）和抗氧化蛋白
ＳＯＤ１（ｔ＝２７８５、３５７３，Ｐ＜００５）蛋白均有升高，见
图４。这一实验结果揭示了 ＥＳ＋Ｃｕ２＋能够促进肝
癌 ＰＬＣ／ＰＲＦ／５和 Ｈｕｈ７细胞的铜死亡进程，而
ＡＴＴＭ则能够有效逆转由ＥＳ＋Ｃｕ２＋诱导的肝癌细
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图１　ＥＳ和Ｃｕ２＋对肝癌细胞系ＰＬＣ／ＰＲＦ／５和Ｈｕｈ７增殖能力的影响

Ｆｉｇ．１　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆＥＳａｎｄＣｕ２＋ｏｎｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＰＬＣ／ＰＲＦ／５ａｎｄＨｕｈ７ｈｅｐａｔｏｍａｃｅｌｌｌｉｎｅｓ

Ａ：ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆＥＳａｎｄＣｕ２＋ａｌｏｎｅｏｎｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＰＬＣ／ＰＲＦ／５ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｓ；Ｂ：ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆＥＳａｎｄＣｕ２＋ａｌｏｎｅｏｎｐｒｏｌｉｆｅｒ

ａｔｉｏｎｏｆＨｕｈ７ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｓ；Ｃ：ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆＥＳａｎｄＣｕ２＋ｏｎｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＰＬＣ／ＰＲＦ／５ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｓ２４ｈｏｕｒｓｐｏｓｔ

ｔｒｅａｔｍｅｎｔ；Ｄ：ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆＥＳａｎｄＣｕ２＋ｏｎｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＨｕｈ７ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｓｆｏｒ２４ｈｏｕｒｓ；Ｅ：ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｃｏｍｂｉｎｅｄｕｓｅｏｆＥＳａｎｄ

Ｃｕ２＋ｏｎｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＰＬＣ／ＰＲＦ／５ａｎｄＨｕｈ７ｈｅｐａｔｏｍａｃｅｌｌｓ；Ｆ：ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆＡＴＴＭｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｏｎｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＰＬＣ／ＰＲＦ／５ａｎｄＨｕｈ７

ｉｎｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｃｏｍｂｉｎｅｄｕｓｅｏｆＥＳａｎｄＣｕ２＋；Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１，Ｐ＜００００１ｖｓＮＣｇｒｏｕｐ；＃＃＃Ｐ

＜０００１，＃＃＃＃Ｐ＜００００１ｖｓＥＳ＋Ｃｕ２＋ｇｒｏｕｐ．

胞ＰＬＣ／ＰＲＦ／５和Ｈｕｈ７的铜死亡。

３　讨论

　　肝癌作为临床中常见的实体恶性肿瘤，手术切
除目前被认为是效果最为显著的方案。尽管化疗和

靶向治疗对于全身转移的肝癌患者也具有一定的疗

效，但其副作用及潜在的耐药性问题，使得治疗效果

受限，增加了治疗肝癌的难度［８］。因此，开发新的

治疗方法和化疗药物以改善肝癌患者的不良预后和

提高长期生存率，已成为亟待解决的临床问题。

近期，铜死亡现象引起了广泛的关注。ＦＤＸ１
是铜死亡的关键蛋白，能够诱导线粒体发生脂酰化，

对调节三羧酸循环具有关键的作用［９］。而ＦＤＸ１在
铜死亡中的关键性的作用尚需进一步研究。硫辛酰
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图２　ＥＳ和Ｃｕ２＋联合使用对肝癌细胞系ＰＬＣ／ＰＲＦ／５和Ｈｕｈ７细胞毒活性的影响

Ｆｉｇ．２　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｃｏｍｂｉｎｅｄａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｏｆＥＳａｎｄＣｕ２＋ｏｎｃｙｔｏｔｏｘｉｃａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＰＬＣ／ＰＲＦ／５ａｎｄＨｕｈ７ｈｅｐａｔｏｍａｃｅｌｌｌｉｎｅｓ
Ｐ＜００００１ｖｓＮＣｇｒｏｕｐ；＃＃＃＃Ｐ＜００００１ｖｓＥＳ＋Ｃｕ２＋ｇｒｏｕｐ．

图３　ＥＳ和Ｃｕ２＋联合使用对肝癌细胞系ＰＬＣ／ＰＲＦ／５和Ｈｕｈ７迁移能力的影响 ×１０

Ｆｉｇ．３　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｃｏｍｂｉｎｅｄａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｏｆＥＳａｎｄＣｕ２＋ｏｎｔｈｅｍｉｇｒａｔｉｏｎｃａｐａｃｉｔｙｏｆＰＬＣ／ＰＲＦ／５ａｎｄＨｕｈ７ｈｅｐａｔｏｍａｃｅｌｌｌｉｎｅｓ×１０

Ａ：ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｃｏｍｂｉｎｅｄａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｏｆＥＳａｎｄＣｕ２＋ｏｎｔｈｅｍｉｇｒａｔｉｏｎｃａｐａｃｉｔｙｏｆＰＬＣ／ＰＲＦ／５ｈｅｐａｔｏｍａｃｅｌｌｌｉｎｅｓ；Ｂ：Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｃｏｍｂｉｎｅｄ

ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｏｆＥＳａｎｄＣｕ２＋ｏｎｔｈｅｍｉｇｒａｔｉｏｎｃａｐａｃｉｔｙｏｆＨｕｈ７ｈｅｐａｔｏｍａｃｅｌｌｌｉｎｅｓ；Ｐ＜０００１ｖｓＮＣｇｒｏｕｐ；＃＃＃Ｐ＜０００１ｖｓＥＳ＋Ｃｕ２＋ｇｒｏｕｐ．

·４７４１· 安徽医科大学学报　ＡｃｔａＵｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓＭｅｄｉｃｉｎａｌｉｓＡｎｈｕｉ　２０２５Ａｕｇ；６０（８）



图４　ＥＳ和Ｃｕ２＋联合作用肝癌细胞系ＰＬＣ／ＰＲＦ／５和Ｈｕｈ７对铜死亡相关蛋白表达的影响

Ｆｉｇ．４　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｃｏｍｂｉｎｅｄａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｏｆＥＳａｎｄＣｕ２＋ｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣｕｐｒｏｐｔｏｓｉｓｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓ

ｉｎＰＬＣ／ＰＲＦ／５ａｎｄＨｕｈ７ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｌｉｎｅｓ

Ａ：ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｃｏｍｂｉｎｅｄａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｏｆＥＳａｎｄＣｕ２＋ｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣｕｐｒｏｐｔｏｓｉｓｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎＰＬＣ／ＰＲＦ／５ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ

ｃｅｌｌｌｉｎｅｓ；Ｂ：ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｃｏｍｂｉｎｅｄａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｏｆＥＳａｎｄＣｕ２＋ｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣｕｐｒｏｐｔｏｓｉｓｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎＨｕｈ７ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ

ｃｅｌｌｌｉｎｅｓ；ａ：ＮＣ；ｂ：ＥＳ＋Ｃｕ２＋；ｃ：ＥＳ＋Ｃｕ２＋＋ＡＴＴＭ；Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１，Ｐ＜００００１ｖｓＮＣｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜

００１，＃＃＃Ｐ＜０００１ｖｓＥＳ＋Ｃｕ２＋ｇｒｏｕｐ．

化蛋白ＤＬＡＴ是丙酮酸脱氢酶复合体中的一个重要
酶，参与能量代谢和氧化还原反应。研究［１０］表明

ＤＬＡＴ在肿瘤的发生发展中可能发挥重要作用，为
细胞提供能量。因而ＤＬＡＴ在肝癌细胞发生铜死亡
过程中扮演了重要的角色。超氧化物歧化酶（ｓｕ
ｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）是一类重要的抗氧化酶，
能催化超氧阴离子（Ｏ２－）的歧化反应，将其转化为
Ｈ２ＯＶ２和Ｏ２，在细胞内的氧化还原平衡和抗氧化防

御中发挥重要作用［１１］。ＳＯＤ１是 ＳＯＤ的一种同工
酶，通过减轻氧化应激，保护细胞免受氧化损伤，有

助于减轻线粒体中由活性氧造成的潜在损害［１２］。

铜稳态蛋白ＡＴＰ７Ｂ是一个编码铜转运 ＡＴＰ酶的基
因，它在维持铜稳态方面起着至关重要的作用，铜稳

态是各种生物过程正常运作所必需的［１３］，因此对

ＡＴＰ７Ｂ的研究有助于深入理解铜死亡。已有研
究［２，１４］表明，肿瘤组织中的铜浓度高于正常组织，但

尚未达到诱发铜死亡的水平。因此，Ｃｕ２＋载体在诱

导肿瘤组织铜死亡方面发挥了关键作用，这也使得

ＥＳ成为研究的焦点。ＥＳ可以特异性地与 Ｃｕ２＋结
合，导致细胞内的 Ｃｕ２＋大量积累，引发严重的氧化
应激反应［１５］。ＥＳ和Ｃｕ２＋联合应用能够降低线粒体
复合物Ⅰ和Ⅲ的活性，损伤成肌细胞，同时提高铜稳
态蛋白 ＣＴＲ１的表达，导致细胞内的 Ｃｕ２＋浓度升
高，当 Ｃｕ２＋积累到一定程度时，将引发蛋白质毒性
应激，导致细胞死亡［１６］。因而，ＥＳ有助于维持细胞
内Ｃｕ２＋平衡，促进Ｃｕ２＋的吸收和运输，对于预防和
治疗细胞内铜过量引起的疾病具有潜在价值。

本研究主要探讨了 ＥＳ与 Ｃｕ２＋对肝癌细胞系
ＰＬＣ／ＰＲＦ／５和Ｈｕｈ７增殖能力的影响。本研究中，
联合使用ＥＳ和Ｃｕ２＋能够抑制肝癌细胞的增殖和迁
移，促进死亡。同时探究了铜死亡相关蛋白的表达

情况，结果表明 Ｃｕ２＋与 ＥＳ可能通过影响线粒体功
能和氧化应激反应来诱导肝癌细胞的铜死亡。在联

合使用 ＥＳ和 Ｃｕ２＋的基础上加入铜螯合剂 ＡＴＴＭ，
观察到肝癌细胞的增殖和迁移能力有所恢复，细胞
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死亡数减少，且铜死亡相关蛋白的表达量呈上升趋

势。

综上所述，本研究首次证明了 ＥＳ与 Ｃｕ２＋联合
使用在诱导肝癌细胞 ＰＬＣ／ＰＲＦ／５和 Ｈｕｈ７铜死亡
方面的有效性。为开发新的抗肝癌药物提供了重要

的理论基础，并为临床治疗肝癌提供了新的思路。

未来的研究将着重于深入探讨铜死亡在肝癌中的具

体分子机制，并评估其在动物模型中的抗肿瘤效果，

以期早日将这一新的治疗策略应用于临床。
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