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摘要　 目的　 探讨双硫仑（ＤＳＦ）协同奥沙利铂（Ｏｘａ）联合用

药对胃癌细胞 ＢＧＣ⁃８２３ 的协同抑制作用。 方法 　 ＣＣＫ⁃８ 实

验检测细胞活力，ＣｏｍｐｕＳｙｎ 软件做 Ｆｒａｃｔｉｏｎ⁃Ｅｆｆｅｃｔ 协同作用

曲线评价联用效果；ＡｎｎｅｘｉｎＶ ／ ＰＩ 染色流式细胞术检测细胞

凋亡率；碘化吡啶（ＰＩ）染色流式细胞术检测细胞死亡率；染
色流式细胞术检测脂质过氧化自由基（ＬｉｐＲＯＳ）水平变化；
ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测铁死亡标记物 ＰＴＧＳ２、ＧＰＸ４、ＳＬＣ７Ａ１１ 的 ｍＲ⁃
ＮＡ 表达水平变化。 结果　 ＤＳＦ 与 Ｏｘａ 单用或联合用药可通

过时间和剂量依赖性抑制胃癌细胞 ＢＧＣ⁃８２３ 增殖，两药联

用可发挥明显协同作用，诱导 ＢＧＣ⁃８２３ 胃癌细胞凋亡和铁

死亡。 ＤＳＦ 与 Ｏｘａ 联用可诱导 ＬｉｐＲＯＳ 合成增多，导致促铁

死亡调控基因 ＰＴＧＳ２ ｍＲＮＡ 表达水平明显上升，抑铁死亡

调控基因 ＧＰＸ４、ＳＬＣ７Ａ１１ 的 ｍＲＮＡ 表达水平明显下降。 结

论　 ＤＳＦ 与 Ｏｘａ 联用可抑制胃癌 ＢＧＣ⁃８２３ 细胞活力，引起

ＢＧＣ⁃８２３ 细胞凋亡和铁死亡。
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　 　 胃癌是致死率较高的一种消化道恶性肿瘤［１］，
早期胃癌进行手术治疗以及转移性胃癌进行化疗可

使患者明显获益［２］。 奥沙利铂（ ｏｘａｌｉｐｌａｔｉｎ，Ｏｘａ）是

临床常用的胃癌化疗药物，但 Ｏｘａ 在临床使用过程

中经常出现耐药且副作用多［３ － ４］。 因此，当前急需

探索新的治疗方法来增加奥沙利铂的治疗效果，减
少其毒副作用。
　 　 双硫仑（ｄｉｓｕｌｆｉｒａｍ，ＤＳＦ）是一种乙醛脱氢酶抑

制剂，其作为一种解酒药，已被报道具有抗肿瘤的作

用［５］。 研究［６］ 发现，ＤＳＦ 可通过抑制 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ
和 ＮＦ⁃κＢ 通路抑制胃癌细胞生长，ＤＳＦ 可通过上调

活性氧簇（ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）表达诱导恶

性胶质瘤细胞铁死亡［７］。 ＤＳＦ 与多种化疗药物联用

可发挥协同作用，如 ＤＳＦ 与多西他赛或顺铂联用可

协同抑制乳腺癌生长［８ － ９］。 ＤＳＦ 与 Ｏｘａ 联用能否发

挥协同作用抑制胃癌细胞生长尚未见报道。 该研究

以人胃癌细胞 ＢＧＣ⁃８２３ 为研究对象，进行体外细胞

实验，旨在探索 ＤＳＦ 与 Ｏｘａ 联用的治疗效果及作用

机制，为 ＤＳＦ 老药新用治疗胃癌提供线索，为临床

ＤＳＦ 与 Ｏｘａ 联用治疗胃癌提供理论依据。

１　 材料与方法

１． １　 细胞　 胃癌 ＢＧＣ⁃８２３ 细胞由中国科学技术大

学生命科学院中心惠赠。
１． ２　 主要试剂　 ＲＰＭＩ １６４０ 培养基、０. ２５％胰蛋白

酶、青 － 链霉素双抗、ＢＯＤＩＰＹ ５８１ ／ ５９１ Ｃ１１ｄｙｅ （ Ｉｎ⁃
ｖｉｔｒｏｇｅｎ）购自美国赛默飞世尔科技公司；胎牛血清

购自上海吉泰依科赛生物科技股份有限公司；ＤＳＦ、
Ｏｘａ、Ｚ⁃ＶＡＤ、ＮＡＣ、Ｎｅｃｒｏ⁃１、Ｆｅｒｒ⁃１ 购自上海蓝木化

工有限公司；ＡｎｎｅｘｉｎＶ ／ ＰＩ 凋亡试剂盒、碘化吡啶购

自上海碧云天生物技术有限公司；ＰＣＲ 逆转录试剂

盒、ＰＣＲ 荧光定量试剂盒购自于北京宝日医生物技

术有限公司，Ｔｒｉｚｏｌ 试剂购自于美国赛默飞世尔科技

公司。
１． ３　 细胞培养 　 将 ＢＧＣ⁃８２３ 细胞培养于 ３７ ℃，
５％ ＣＯ２ 恒温培养箱中以 １６４０ 培养基（含 １０％胎牛

血清和 １％青 －链霉素双抗）培养，每天显微镜下观

察，２ ～ ３ ｄ 更换一次培养基，细胞传代时用 ０. ２５％
胰蛋白酶消化，取对数生长期细胞为实验用细胞。
１． ４　 ＣＣＫ⁃８ 检测细胞活力　 取对数生长期细胞计

数后，调整细胞密度为 ２ × １０５ ／ ｍｌ，接种于 ９６ 孔板

内，待细胞贴壁后，梯度稀释药物，实验分为 Ｏｘａ 组、
ＤＳＦ 组、Ｏｘａ ＋ ＤＳＦ 组和空白组。 Ｏｘａ 组给予不同浓

度（０、５、１０、２０、４０、８０、１６０ μｍｏｌ ／ Ｌ） Ｏｘａ 处理，ＤＳＦ
组给予不同浓度（０、８、１６、３２、６４、１２８、２５６ μｍｏｌ ／ Ｌ）
ＤＳＦ 处理，Ｏｘａ ＋ ＤＳＦ 组中每组的 Ｏｘａ 给药浓度与单

用组相同，Ｏｘａ 与 ＤＳＦ 给药浓度比为 １ ∶ １. ６。 各组

加药，每组设 ３ 个复孔，待不同浓度的 ＤＳＦ 与 Ｏｘａ
处理 ＢＧＣ⁃８２３ 细胞 ２４、４８、７２ ｈ 后，每孔加入 １０ μｌ
ＣＣＫ⁃８ 溶液，在细胞培养箱培养 １ ～ ３ ｈ 后，用酶标

仪检测 ４５０ ｎｍ 处的吸光度（ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ，ＯＤ），根
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据 ＯＤ 值计算细胞活力，使用 Ｃｏｍｐｕ Ｓｙｎ 软件做协

同作用曲线。
１． ５　 ＮＡＣ、Ｚ⁃ＶＡＤ、Ｎｅｃｒｏ⁃１、Ｆｅｒｒ⁃１ 抑制对细胞活

力的回复实验　 应用凋亡抑制剂 Ｚ⁃ＶＡＤ、坏死性凋

亡抑制剂 Ｎｅｃｒｏ⁃１、铁死亡抑制剂 Ｆｅｒｒ⁃１ 和活性氧抑

制剂 ＮＡＣ 进行细胞活力回复实验。 实验分为 ＤＭ⁃
ＳＯ 对照组、ＮＡＣ 组（５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）、Ｏｘａ 组（６０ μｍｏｌ ／
Ｌ）、ＤＳＦ 组（４０ μｍｏｌ ／ Ｌ）、Ｏｘａ ＋ ＤＳＦ 组、Ｏｘａ ＋ ＤＳＦ ＋
ＮＡＣ 组；实验分为 ＤＭＳＯ 对照组、 Ｚ⁃ＶＡＤ 组 （ ４０
μｍｏｌ ／ Ｌ）、Ｏｘａ 组 （６０ μｍｏｌ ／ Ｌ）、ＤＳＦ 组 （４０ μｍｏｌ ／
Ｌ）、Ｏｘａ ＋ ＤＳＦ 组、Ｏｘａ ＋ ＤＳＦ ＋ Ｚ⁃ＶＡＤ 组；实验分为

ＤＭＳＯ 对照组、Ｎｅｃｒｏ⁃１ 组（２０ μｍｏｌ ／ Ｌ）、Ｏｘａ 组（６０
μｍｏｌ ／ Ｌ）、ＤＳＦ 组（４０ μｍｏｌ ／ Ｌ）、Ｏｘａ ＋ ＤＳＦ 组、Ｏｘａ ＋
ＤＳＦ ＋ Ｎｅｃｒｏ⁃１ 组；实验分为 ＤＭＳＯ 对照组、Ｆｅｒｒ⁃１
组（５ μｍｏｌ ／ Ｌ）、 Ｏｘａ 组 （６０ μｍｏｌ ／ Ｌ）、 ＤＳＦ 组 （４０
μｍｏｌ ／ Ｌ）、Ｏｘａ ＋ ＤＳＦ 组、Ｏｘａ ＋ ＤＳＦ ＋ Ｆｅｒｒ⁃１ 组。 取

对数生长期细胞计数后，调整细胞密度为 ２ × １０５ ／
ｍｌ，接种于 ９６ 孔板内，待细胞贴壁后，加入不同浓度

药物处理 ２４ ｈ 后，每孔加入 １０ μｌ ＣＣＫ⁃８ 溶液，在细

胞培养箱培养 １ ～ ３ ｈ 后，用酶标仪检测 ４５０ ｎｍ 处

的 ＯＤ 值，根据 ＯＤ 值计算细胞活力。
１． ６　 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ ／ ＰＩ 检测细胞凋亡 　 实验分

为 ＤＭＳＯ 对照组、ＮＡＣ 组（５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）、Ｏｘａ 组（６０
μｍｏｌ ／ Ｌ）、ＤＳＦ 组（４０ μｍｏｌ ／ Ｌ）、Ｏｘａ ＋ ＤＳＦ 组、Ｏｘａ ＋
ＤＳＦ ＋ ＮＡＣ 组。 取处于对数生长期的 ＢＧＣ⁃８２３ 细

胞胰酶消化后接种于 ６ 孔板内，待 ６ ～ １２ ｈ 细胞贴

壁后弃去培养基，每组加入新的含药培养基处理 ２４
ｈ，之后吸弃培养基，用不含 ＥＤＴＡ 的胰酶消化 ＢＧＣ⁃
８２３ 细胞后收集细胞于 ＥＰ 管内，用预冷的 ＰＢＳ 清洗

一遍，离心后每管加入 ５００ μｌ １ × Ｂｉｎｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ 重

悬细胞转入流式细胞管，每管加入 ５ μｌ ＡｎｎｅｘｉｎＶ⁃
ＦＩＴＣ 避光 １０ ｍｉｎ 后，加入 ５ μｌ ＰＩ 染色，混匀避光室

温反应 １０ ～ １５ ｍｉｎ，之后于流式细胞仪上机检测。
１． ７　 ＢＯＤＩＰＹ ５８１ ／ ５９１ Ｃ１１ ｄｙｅ （Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ） 染色

检测脂质过氧化自由基（ ｌｉｐｉｄ ＲＯＳ，ＬｉｐＲＯＳ）水平

　 实验分为 ＤＭＳＯ 对照组、Ｆｅｒｒ⁃１ 组（５ μｍｏｌ ／ Ｌ）、
Ｏｘａ 组（６０ μｍｏｌ ／ Ｌ）、ＤＳＦ 组 （４０ μｍｏｌ ／ Ｌ）、Ｏｘａ ＋
ＤＳＦ 组、Ｏｘａ ＋ ＤＳＦ ＋ Ｆｅｒｒ⁃１ 组， 取对数生长期细胞

计数后，调整细胞密度为 ２ × １０５ ／ ｍｌ， 接种于 ６ 孔板

内，待细胞贴壁后，加入不同浓度药物处理 ２４ ｈ 后

弃去培养基，每孔加入提前稀释好的含 ＢＯＤＩＰＹ
５８１ ／ ５９１ Ｃ１１ 的新鲜培养基，放入培养箱培养 １０
ｍｉｎ 左右，胰酶消化细胞之后转入流式细胞管上机

检测。

１． ８　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 实验 　 设置 ＤＭＳＯ 对照组、Ｆｅｒｒ⁃１
组（５ μｍｏｌ ／ Ｌ）、 Ｏｘａ 组 （６０ μｍｏｌ ／ Ｌ）、 ＤＳＦ 组 （４０
μｍｏｌ ／ Ｌ）、Ｏｘａ ＋ ＤＳＦ 组，取对数生长期细胞计数后，
调整细胞密度为 ２ × １０５ ／ ｍｌ， 接种于 ６ 孔板内，待细

胞贴壁后，加入不同浓度药物处理 ＢＧＣ⁃８２３ 细胞 ２４
ｈ 后弃去培养基，用 ＴＲＩｚｏｌ 法提取总 ＲＮＡ，使用

Ｔａｋａｒａ 逆转录试剂盒用两步法逆转录成 ｃＤＮＡ，用
Ｔａｋａｒａ 荧光定量试剂盒进行实时荧光定量 ＰＣＲ 反

应。 引物序列见表 １。

表 １　 引物序列表

基因 引物序列　 　
ＰＴＧＳ２ Ｆ：５′⁃ ＡＴＧＣＴＧＡＣＴＡＴＧＧＣＴＡＣＡＡＡＡＧＣ⁃３′

Ｒ：５′⁃ＴＣＧＧＧＣＡＡＴＣＡＴＣＡＧＧＣＡＣ⁃３′
ＧＰＸ４ Ｆ：５′⁃ＧＡＧＧＣＡＡＧＡＣＣＧＡＡＧＴＡＡＡＣＴＡＣ⁃３′

Ｒ：５′⁃ＣＣＧＡＡＣＴＧＧＴＴＡＣＡＣＧＧＧＡＡ⁃３′
ＳＬＣ７Ａ１１ Ｆ：５′⁃ＴＣＴＣＣＡＡＡＧＧＡＧＧＴＴＡＣＣＴＧＣ⁃３′

Ｒ：５′⁃ＡＧＡＣＴＣＣＣＣＴＣＡＧＴＡＡＡＧＴＧＡＣ⁃３′
ＧＡＰＤＨ Ｆ：５′⁃ＡＣＡＡＣＴＴＴＧＧＴＡＴＣＧＴＧＧＡＡＧＧ⁃３′

Ｒ：５′⁃ＧＣＣＡＴＣＡＣＧＣＣＡＣＡＧＴＴＴＣ⁃３′

１． ９　 统计学处理 　 采用 ＳＰＳＳ １８． ０ 版软件进行统

计分析，数据用 �ｘ ± ｓ 表示，采用单因素方差分析法

进行组间比较，实验独立重复 ３ 次。 Ｐ ＜ ０. ０５ 为差

异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 ＤＳＦ 与 Ｏｘａ 联用抑制 ＢＧＣ⁃８２３ 细胞活力 　
ＣＣＫ⁃８ 检测细胞活力结果显示，不同浓度的 ＤＳＦ、
Ｏｘａ 处理 ＢＧＣ⁃８２３ 细胞 ２４、４８、７２ ｈ 后，ＤＳＦ、Ｏｘａ 均

能时间与剂量依耐性抑制 ＢＧＣ⁃８２３ 细胞活力（图
１Ａ、Ｂ）。 ＤＳＦ 与 Ｏｘａ 联用时，ＤＳＦ 能明显增强 Ｏｘａ
对 ＢＧＣ⁃８２３ 细胞活力抑制效果 （Ｆ ＝ ３８２. ３７，Ｐ ＜
０. ００１，图 １Ｃ）；用 ＣｏｍｐｕＳｙｎ 软件做 Ｆａｒｃｔｉｏｎ⁃Ｅｆｆｅｃｔ
协同作用曲线，结果显示所有的联合指数（ｃｏｍｂｉｎａ⁃
ｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘ，ＣＩ）值都小于 １ （ＣＩ ＜ １），表明 ＤＳＦ 与 Ｏｘａ
联用联用有很好的协同作用（图 １Ｄ）。
２． ２　 ＤＳＦ 与 Ｏｘａ 联用诱导 ＢＧＣ⁃８２３ 细胞凋亡和

铁死亡　 本实验使用了凋亡抑制剂 Ｚ⁃ＶＡＤ、坏死性

凋亡抑制剂 Ｎｅｃｒｏ⁃１、铁死亡抑制剂 Ｆｅｒｒ⁃１ 和活性氧

抑制剂 ＮＡＣ 进行细胞活力回复实验。 结果显示：Ｚ⁃
ＶＡＤ 处理能部分逆转 ＤＳＦ 与 Ｏｘａ 联用诱导的细胞

活力抑制（Ｆ ＝ ６７. ６２，Ｐ ＜ ０. ０５，图 ２Ａ）；Ｎｅｃｒｏ⁃１ 处

理不能逆转 ＤＳＦ 与 Ｏｘａ 联用诱导的细胞活力抑制

（Ｆ ＝ １. ５２，Ｐ ＞ ０. ０５，图 ２Ｂ）；Ｆｅｒｒ⁃１ 处理能完全逆转

ＤＳＦ 与 Ｏｘａ 联用诱导的细胞活力抑制（Ｆ ＝ ３９７. ５４，
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Ｐ ＜ ０. ００１，图 ２Ｃ）；ＮＡＣ 能逆转 ＤＳＦ 与 Ｏｘａ 联用诱

导的细胞活力抑制（Ｆ ＝ ３８２. ６２，Ｐ ＜ ０. ００１，图 ２Ｄ）。
流式细胞术检测细胞凋亡结果也表明 ＮＡＣ 能部分

逆转 ＤＳＦ 与 Ｏｘａ 联用引起的细胞凋亡（Ｆ ＝ ３６８. １２，
Ｐ ＜ ０. ００１，图 ３）。 上述结果表明 ＤＳＦ 与 Ｏｘａ 联用可

部分引起 ＢＧＣ⁃８２３ 细胞凋亡和铁死亡。
２． ３　 铁死亡抑制剂 Ｆｅｒｒ⁃１ 能逆转 ＤＳＦ 联合 Ｏｘａ
诱导胃癌细胞铁死亡　 进一步用流式细胞术检测铁

死亡抑制剂 Ｆｅｒｒ⁃１ 是否能逆转 ＤＳＦ 与 Ｏｘａ 联用后

引起的胃癌细胞死亡。 结果显示 Ｆｅｒｒ⁃１ 预处理

ＢＧＣ⁃８２３ 细胞后，ＤＳＦ 与 Ｏｘａ 联用引起 ＢＧＣ⁃８２３ 细

胞死亡（ ＰＩ 阳性）明显减少，Ｆｅｒｒ⁃１ 能逆转 ＤＳＦ 与

Ｏｘａ 联合诱导的胃癌细胞铁死亡（Ｆ ＝ ４０２. ５２，Ｐ ＜
０. ００１，图 ４），显然，ＤＳＦ 与 Ｏｘａ 联用能诱导胃癌细

胞铁死亡。

图 １　 ＤＳＦ 与 Ｏｘａ 对 ＢＧＣ⁃８２３ 细胞活力的影响

　 　 Ａ：ＤＳＦ 对 ＢＧＣ⁃８２３ 细胞活力的影响；Ｂ：Ｏｘａ 对 ＢＧＣ⁃８２３ 细胞活力的影响；Ｃ：不同浓度 Ｏｘａ 单用及联用 ＤＳＦ 对 ＢＧＣ⁃８２３ 细胞活力的影响；
与同 Ｏｘａ 浓度 ＤＳＦ ０ μｍｏｌ ／ Ｌ 比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１；Ｄ：ＤＳＦ 与 Ｏｘａ 联用的协同作用曲线

图 ２　 不同类型的抑制剂预处理 ＢＧＣ⁃８２３ 细胞后用 ＤＳＦ 与 Ｏｘａ 单用或联用 ２４ ｈ 后对 ＢＧＣ⁃８２３ 细胞活力的影响

　 　 Ａ：凋亡抑制剂 Ｚ⁃ＶＡＤ 预处理；Ｂ：坏死性凋亡抑制剂 Ｎｅｃｒｏ⁃１ 预处理；Ｃ：铁死亡抑制剂 Ｆｅｒｒ⁃１ 预处理；Ｄ：活性氧抑制剂 ＮＡＣ 预处理；与

ＤＳＦ、Ｏｘａ 联用组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１
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图 ３　 活性氧抑制剂 ＮＡＣ 预处理 ＢＧＣ⁃８２３ 细胞后用 ＤＳＦ 与 Ｏｘａ 单用或联用 ２４ ｈ 后检测细胞凋亡情况

与 ＤＳＦ、Ｏｘａ 联用组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１

图 ４　 铁死亡抑制剂 Ｆｅｒｒ⁃１ 预处理 ＢＧＣ⁃８２３ 细胞后用 ＤＳＦ 与 Ｏｘａ 单用或联用 ２４ ｈ 后检测 ＢＧＣ⁃８２３ 细胞凋亡情况

与 ＤＳＦ、Ｏｘａ 联用组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１

２． ４　 ＤＳＦ 联合 Ｏｘａ 诱导 ＢＧＣ⁃８２３ 细胞铁死亡的

分子机制　 ＬｉｐＲＯＳ ＢＯＤＩＰＹ ５８１ ／ ５９１ Ｃ１１ 染色流式

细胞术检测结果显示，ＤＳＦ 与 Ｏｘａ 联用能明显诱导

ＬｉｐＲＯＳ 产生增多，铁死亡抑制剂 Ｆｅｒｒ⁃１ 预处理

ＢＧＣ⁃８２３ 细胞后，明显抑制 ＤＳＦ 与 Ｏｘａ 联用诱导的

ＢＧＣ⁃８２３ 细胞 ＬｉｐＲＯＳ 产生增多（Ｆ ＝ ５３０. ３６，Ｐ ＜
０. ００１，图 ５Ａ、Ｂ）；ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 结果显示，ＤＳＦ 与 Ｏｘａ

联用可引起促铁死亡调控基因 ＰＴＧＳ２ ｍＲＮＡ 表达

水平上调 （图 ５Ｃ），抑铁死亡调控基因 ＧＰＸ４ 和

ＳＬＣ７Ａ１１ ｍＲＮＡ 表达水平下调 （ Ｆ ＝ ４６２. ５６，Ｐ ＜
０. ００１，图 ５Ｄ、Ｅ）。 上述结果表明 ＤＳＦ 与 Ｏｘａ 联用

明显促进 ＬｉｐＲＯＳ 产生增多，上调 ＰＴＧＳ２ ｍＲＮＡ 表

达水平，下调 ＧＰＸ４ 和 ＳＬＣ７Ａ１１ ｍＲＮＡ 表达水平，诱
导胃癌细胞 ＢＧＣ⁃８２３ 细胞铁死亡。
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图 ５　 ＤＳＦ 与 Ｏｘａ 联用诱导 ＢＧＣ⁃８２３ 细胞铁死亡

　 　 Ａ：Ｆｅｒｒ⁃１ 预处理 ＢＧＣ⁃８２３ 细胞后用 ＤＳＦ 与 Ｏｘａ 单用或联用 ２４ ｈ 后检测 ＬｉｐＲＯＳ 水平；Ｂ：统计分析图，与 ＤＳＦ、Ｏｘａ 联用组比较：∗∗∗Ｐ ＜

０. ００１；Ｃ：ＰＴＧＳ２ 的 ｍＲＮＡ 表达水平；Ｄ：ＧＰＸ４ 的 ｍＲＮＡ 表达水平；Ｅ：ＳＬＣ７Ａ１１ 的 ｍＲＮＡ 表达水平；与 ＤＳＦ 组比较：＃＃＃Ｐ ＜ ０. ００１

３　 讨论

　 　 Ｏｘａ 作为第三代铂类药物，对转移性胃癌有很

好的效果，在临床使用中由于易发生耐药和毒副作

用，目前仍有许多局限性［１０］，联合用药是一种很好

的增效减毒的方法，因此急需找到有效的可增敏

Ｏｘａ 的药物。 ＤＳＦ 为常见的戒酒药，二价过渡金属

离子螯合剂，具有价格低廉、细胞毒性及良好的抗肿

瘤效果等优势，有望作为抗肿瘤药物应用于临

床［１１］。 ＤＳＦ 可通过抑制 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 和 ＮＦ⁃κＢ 等

通路抑制胃癌细胞的增殖、迁移、侵袭［６］。 另有研

究［１２］发现，ＤＳＦ 与多种化疗药物联用可协同抑制肿

瘤生长，如 ＤＳＦ 与铜 （ Ｃｕ） 联合作用可通过下调

Ｃａｓｅｐａｓ⁃３ 蛋白表达、上调 Ｃａｓｅｐａｓ⁃８ 蛋白，进而通过

上调自噬相关蛋白抑制胃癌细胞凋亡而发挥抑制胃

癌生长作用；ＤＳＦ 与 Ｃｕ 联合作用也可以通过调控

应激反应和 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路发挥抗肿瘤作

用［１３］；ＤＳＦ 与多西他赛或顺铂联用可协同抑制乳腺

癌生长［８ － ９］。 ＤＳＦ 联用 Ｏｘａ 是否能发挥对胃癌细胞

生长起协同作用不清楚，同时两者联用的作用机制

也有待阐明。 本研究以 ＢＧＣ⁃８２３ 细胞为实验对象，
通过 ＣＣＫ⁃８ 实验检测细胞活力、流式细胞术检测细

胞凋亡和 ＬｉｐＲＯＳ 变化情况及 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 来探索 ＤＳＦ
与 Ｏｘａ 联用可诱导 ＢＧＣ⁃８２３ 细胞铁死亡。
　 　 本研究发现，ＤＳＦ 与 Ｏｘａ 联用可时间和剂量依

赖性抑制 ＢＧＣ⁃８２３ 细胞活力。 为了探索 ＤＳＦ 与

Ｏｘａ 联用的作用机制，本研究使用凋亡抑制剂 Ｚ⁃
ＶＡＤ、坏死性凋亡抑制剂 Ｎｅｃｒｏ⁃１、铁死亡抑制剂

Ｆｅｒｒ⁃１ 和活性氧抑制剂 ＮＡＣ，进行了细胞活力回复

实验。 发现 ＤＳＦ 与 Ｏｘａ 联用可部分诱导 ＢＧＣ⁃８２３
细胞凋亡，活性氧抑制剂 ＮＡＣ 可以逆转 ＤＳＦ 与 Ｏｘａ
联用诱导 ＢＧＣ⁃８２３ 细胞凋亡。 铁死亡是一种区别

于细胞凋亡、细胞坏死、细胞焦亡、细胞自噬的新型

细胞程序性死亡方式［１４］，其是一种铁依赖的脂质过

氧化引发的新的死亡方式［１５］，铁死亡过程中常出现

ＬｉｐＲＯＳ［１６］，同时促铁死亡标记物 ＰＴＧＳ２ 表达上升

和抑铁死亡标记物 ＧＰＸ４、 ＳＬＣ７Ａ１１ 水平表达下

调［１７］。 本研究发现铁死亡抑制剂 Ｆｅｒｒ⁃１ 可在一定

程度上逆转 ＤＳＦ 与 Ｏｘａ 联用引起的 ＢＧＣ⁃８２３ 细胞

活力下降和细胞死亡，同时铁死亡抑制剂 Ｆｅｒｒ⁃１ 能

部分逆转 ＤＳＦ 与 Ｏｘａ 联用引起的 ＢＧＣ⁃８２３ 细胞

ＬｉｐＲＯＳ 产生增多，表明两药联用主要是通过诱导

ＬｉｐＲＯＳ 产生增多促进 ＢＧＣ⁃８２３ 细胞发生铁死亡。
ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 结果也进一步提示 ＤＳＦ 与 Ｏｘａ 联用可上

调促铁死亡 ＰＴＧＳ２ ｍＲＮＡ 表达水平和下调抑铁死

亡 ＧＰＸ４ 和 ＳＬＣ７Ａ１１ ｍＲＮＡ 表达水平，诱导 ＢＧＣ⁃
８２３ 细胞铁死亡。
　 　 综上所述，本研究发现 ＤＳＦ 与 Ｏｘａ 发挥明显协

同作用诱导 ＢＧＣ⁃８２３ 胃癌细胞铁死亡。 ＤＳＦ 与 Ｏｘａ
联用诱导胃癌细胞铁死亡将为临床 ＤＳＦ 老药新用

提供线索，为 ＤＳＦ 与 Ｏｘａ 联合用药治疗胃癌提供理

论指导。
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