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爱拉斯汀对急性髓系白血病细胞铁死亡的影响
及其相关作用机制
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摘要 目的 探讨溶血磷脂酰胆碱酰基转移酶 3( LPCAT3) 在爱拉斯汀( Erastin) 诱导急性髓系白血病( AML) 细胞铁死亡中的

作用及其相关分子调控机制。方法 四唑盐( MTS) 法检测不同 AML 细胞对铁死亡经典诱导剂 Erastin 的敏感性，实时荧光定

量 PCＲ( qPCＲ) 检测其 LPCAT3 mＲNA 的基础表达水平，分析二者关联性。构建慢病毒介导的 LPCAT3 过表达 AML 细胞株

( OE 组) 及阴性对照株( NC 组) 。在 Erastin 干预后，采用 MTS、流式细胞术及微量法分别检测细胞活力、脂质活性氧( ＲOS) 和

丙二醛( MDA) 。qPCＲ 和 Western blot 检测未折叠蛋白反应( UPＲ) 经典通路信号分子( PEＲK、ATF4、GＲP78 等) 的表达水平。
采用 UPＲ 抑制剂 4-苯基丁酸( 4-PBA) 联合干预后检测上述铁死亡相关指标，分析调控关系。结果 4 种不同 AML 细胞对铁

死亡敏感性不同，其中 K562 细胞相对不敏感，4 种 AML 细胞对 Erastin 的 IC50与 LPCAT3 表达水平呈负相关( r = － 0. 919，P ＜
0. 001) 。Erastin 干预后，与 NC 组相比，OE 组 K562 细胞的细胞活力被 Erastin 抑制( P ＜ 0. 001) ，脂质 ＲOS 与 MDA 水平增加

( P ＜ 0. 001) ; qPCＲ、Western blot 检测结果显示，与 NC 组相比，OE 组中 UPＲ 经典通路分子 PEＲK、ATF4、GＲP78 mＲNA 和蛋白

表达均升高( P ＜ 0. 01) ; 通过 4-PBA 抑制 UPＲ 通路后，与未抑制状态相比，K562 细胞活力下降( P ＜ 0. 01) ，脂质 ＲOS 与 MDA
水平升高( P ＜ 0. 01) 。结论 过表达 LPCAT3 可促进 K562 细胞铁死亡，且其激活的 UPＲ 经典通路 PEＲK/ATF 负向调控该过

程。
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急性髓系白血病( acute myeloid leukemia，AML)

是一种造血干细胞异常增生的血液系统恶性肿瘤，

虽然 AML 患者可通过化疗、造血干细胞移植以及基

因靶向治疗等多种方法改善生存率，但临床常用药

物的耐药困境仍日益突显［1］。铁死亡是 Dixon et
al［2］提出的一种以铁依赖性、活性氧( reactive oxygen
species，ＲOS) 堆积为特征的细胞死亡方式。研究［3］

表明，肾癌细胞和白血病细胞比其他肿瘤细胞对铁

死亡经典诱导剂爱拉斯汀( Erastin) 更敏感。因此，

探索如何诱导 AML 细胞铁死亡及其相关分子机制

可能是 AML 治疗的突破点之一。脂质过氧化被认

为是参与铁死亡发生的关键机制之一，多不饱和脂

肪酸( polyunsaturated fatty acid，PUFA) 与 ＲOS 反应

导致的脂质过氧化与细胞铁死亡密切相关［4］。文

献报道，溶血磷脂酰胆碱酰基转移酶 3 ( lysophos-
phatidylcholine acyltransferase 3，LPCAT3 ) 与其上游

长链酯酰辅酶 A 合成酶 4 ( long-chain acyl-coenzyme
A synthase 4，ACSL4) 协同增加细胞膜磷脂中花生四

烯酸等脂肪酸的含量［5］。在被诱导发生铁死亡的

人慢性髓系白血病细胞中基因筛查显示 LPCAT3 高

表达［6］，可见 LPCAT3 促进 PUFA 氧化进而造成细

胞脂质过氧化和 ＲOS 堆积。而目前关于 LPCAT3 调

控铁死亡在 AML 中的研究均尚未见报道。该研究

拟探讨 LPCAT3 在 Erastin 诱导 AML 细胞铁死亡中

的调控作用及其相关机制，以期为诱导 AML 细胞铁

死亡提供新的靶标从而突破治疗困境。

1 材料与方法

1． 1 材料

1． 1． 1 细胞 AML 细胞( Kasumi-1、HL-60、NB4、
K562) 购自武汉普诺赛生命科技有限公司。
1． 1． 2 主要试剂 ＲPMI-1640 培养基 ( 美国 Hy-
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clone 公司) ; 铁死亡诱导剂 Erastin、未折叠蛋白反应

( unfolded protein response，UPＲ) 通路抑制剂 4-苯基

丁酸 ( 4-phenylbutyric acid，4-PBA ) ( 美 国 MedChe-
mExpress 公司) ; 二甲基亚砜( DMSO) 溶液、丙二醛

( Malondialdehyde，MDA) 含量检测试剂盒( 北京索莱

宝科技有限公司) ; 四唑盐 ( tetrazolium salt，MTS)

试剂盒( 美国 Promega 公司) ; BODIPY 581 /591 C11
( 美国 Thermo Fisher Scientific 公司) ; LPCAT3、蛋白

激酶 Ｒ 样内质网激酶 ( protein kinase Ｒ-like endo-
plasmic reticulum kinase，PEＲK ) 、转 录 激 活 因 子 4
( activating transcription factor 4，ATF4 ) 、葡萄糖调节

蛋白 78 ( glucose-regulated protein 78，GＲP78 ) 、甘油

醛-3-磷酸脱氢酶 ( glyceraldehyde 3-phosphate dehy-
drogenase，GAPDH) 引物( 上海尚亚生物技术有限公

司) ; LPCAT3 过表达慢病毒( 上海吉凯基因科技有

限公司) ; PEＲK 抗体( 美国 CST 公司) ; p-PEＲK 抗

体、ATF4 抗体 ( 北京博奥森生物技术有限公司) ;

GＲP78 抗体( 北京义翘神州科技有限公司) ; GAPDH
抗体( 武汉赛维尔生物科技有限公司) 。
1． 1． 3 主要仪器 微孔板分光光度计( 美国 Ther-
mo Fisher Scientific 公司，型号: Multiskan Go) ; 实时

荧光定量 PCＲ( real time quantitative polymerase chain
reaction，qPCＲ) 仪( 西安天隆科技有限公司，型号:

Gentier 96E) ; 二氧化碳培养箱( 上海力新仪器有限

公司，型号: HF90 ) ; 电泳槽、电泳仪、蛋白凝胶成像

系统( 美国 Bio-Ｒad 公司) ; 流式细胞仪( 美国 BD 公

司，型号: Accuri C6) 。
1． 2 方法

1． 2． 1 细胞培养 AML 细胞培养在含 10% 胎牛血

清的 ＲPMI-1640 培养基中，细胞放置在 37 ℃含 5%
CO2 的培养箱中培养，取对数生长期的细胞用于实

验。
1． 2． 2 MTS 法检测细胞活力 收集细胞接种于 96
孔板，每孔 1 × 104 个，设置 3 个复孔。然后用不同

浓度的 Erastin( 0、5、10、20 和 40 μmol /L) 处理细胞。
24 h 后每孔加入 20 μl MTS 溶液，孵育 4 h 后，用酶

联免疫检测仪测 490 nm 处吸光度( absorbance，A)

值 A490 nm。使用 GraphPad Prism 软件对数据进行非

线性回归分析，得到 Erastin 作用于细胞的半数抑制

浓度( IC50 ) 以及细胞活力，细胞活力 = ［( A用药组 －
A空白组) / ( A未用药组 － A空白组) ］× 100%。
1． 2． 3 qPCＲ 用 TＲIzol 提取各组细胞的总 ＲNA，

分光光度仪检测其 ＲNA 浓度和纯度，按反转录试剂

盒操作流程将其反转录成 cDNA。按照 SYBＲ Green

qPCＲ Master Mix 试剂盒说明书配好反应体系，反应

条件: 95 ℃预变性 2 min; 95 ℃变性 10 s、55 ℃退火
30 s、72 ℃延伸 30 s，共计 40 个循环，设置 55 ～ 98
℃为熔解曲线，每个样本设置 3 个复孔，以 GAPDH
为内参，用 2 － ΔΔCT 法计算目的基因 mＲNA 的相对表

达量。所用 qPCＲ 引物序列见表 1。

表 1 qPCＲ 引物序列

Tab． 1 qPCＲ primer sequences

Genes Primer sequences ( 5'-3')
LPCAT3 F: GGCTGGATACTATTACACTGCC

Ｒ: GATCTTTCCCTCCGTCAAAGTAG
PEＲK F: GGAAACGAGAGCCGGATTTATT

Ｒ: ACTATGTCCATTATGGCAGCTTC
ATF4 F: CTCCGGGACAGATTGGATGTT

Ｒ: GGCTGCTTATTAGTCTCCTGGAC
GＲP78 F: GAAAGAAGGTTACCCATGCAGT

Ｒ: CAGGCCATAAGCAATAGCAGC
GAPDH F: TCTCTGCTCCTCCTGTTC

Ｒ: GCCCAATACGACCAAATCC

1． 2． 4 细胞转染 靶向 LPCAT3 的过表达慢病毒

由上海吉凯基因公司协助构建，取对数生长期的

K562 细胞接种至 96 孔板，加入 LPCAT3 过表达病

毒液感染。经嘌呤霉素筛选后，获得稳定过表达

LPCAT3 的 K562 细胞系( over expression，OE 组) ，利

用阴性对照慢病毒转染后作为对照组( negative con-
trol，NC 组) 。qPCＲ 和 Western blot 验证 LPCAT3 过

表达情况。
1． 2． 5 细胞内脂质 ＲOS 检测 取 1 × 106 个细胞

于 6 孔板，加入 BODIPY 581 /591 荧光探针( 1 μmol /
L) ，避光孵育 30 min 后移去培养基，用 PBS 清洗细

胞 2 次，再次加入 PBS 使用流式细胞仪在 488 nm 的

激发波长下检测 FL1 通道的荧光强度。
1． 2． 6 细胞内 MDA 水平检测 收集 5 × 106 细胞

处理后超声破碎，按试剂盒说明书进行实验操作，将

反应体系取 200 μl 至 96 孔板，使用多功能酶标仪

检测 A 值并计算检测细胞中 MDA 含量。
1． 2． 7 Western blot 检测 收集细胞加入 ＲIPA 裂

解液后超声裂解细胞，离心后用 BCA 试剂盒进行蛋

白定量检测，再进行 SDS-PAGE 电泳，电泳过后转膜

至 PVDF 膜，5%牛奶封闭 2 h，一抗 4 ℃ 过夜孵育，

次日洗膜后二抗室温孵育 1 h，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． 3 统计学处理 使用 Graphpad Prism 9. 0 软件

进行分析和作图，所有实验均独立重复 3 次，实验数

据以均数 ± 标准差( �x ± s) 表示，组间两两比较采用 t
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检验，多组间比较采用单因素方差分析，相关性分析

采用 Pearson 线性相关分析，P ＜ 0. 05 为差异有统计

学意义。

2 结果

2． 1 AML 细胞对铁死亡的敏感性分析 以一定

浓度梯度 ( 5、10、20、40 μmol /L ) 的铁死亡诱导剂

Erastin 干预四株 AML 细胞，MTS 检测结果显示，

Erastin 剂量依赖性地抑制了 HL-60、Kasumi-1、NB4
的细胞活力( F = 9 133、4 599、274. 5，均 P ＜ 0. 05) ，

但对 K562 的细胞活力几乎没有影响，仅在较大的

浓度( 40 μmol /L) 下才可显著抑制 K562 的细胞活

力( F = 1 043，P ＜ 0. 05 ) ，见 图 1A。铁 死 亡 指 标

MDA 检测结果显示，Erastin 剂量依赖性地增加了

Kasumi-1、HL-60、NB4 细胞中的 MDA 水平，而 Eras-
tin 仅在较大的浓度( 40 μmol /L) 下才可显著提高

K562 细胞中的 MDA 水平( F = 8. 001，P ＜ 0. 05) ，见

图 1B。因此，K562 细胞对铁死亡相对不敏感。

图 1 AML 细胞对铁死亡的敏感性分析

Fig． 1 Analysis of the sensitivity of AML cells to ferroptosis

A: Cell viability of AML cells after treatment with Erastin; B: Ｒela-

tive MDA levels in AML cells after treatment with Erastin; * P ＜ 0. 05 vs

0 μmol /L Erastin group．

2． 2 AML 细胞对铁死亡的敏感性与 LPCAT3 表

达相关性分析 qPCＲ 检测结果显示 LPCAT3 mＲNA
在 K562 细胞中表达最低，见表 2。相关性分析显示

4 种 AML 细胞 Erastin 的 IC50与 LPCAT3 表达水平呈

负相关( r = － 0. 919，P ＜ 0. 001 ) ，见图 2。因此，选

择对铁死亡相对不敏感的 K562 细胞作为后续实验

细胞株。

表 2 AML 细胞 Erastin 的 IC50与 LPCAT3 mＲNA 的

表达水平( n = 3，�x ± s)

Tab． 2 IC50 of Erastin and LPCAT3 mＲNA

expression level in AML cells( n = 3，�x ± s)

Cell lines
IC50 of Erastin

( μmol /L)

Ｒelative LPCAT3

mＲNA level
HL-60 5． 661 ± 0． 102 1． 362 ± 0． 019
Kasumi-1 15． 196 ± 0． 370 1． 000 ± 0． 081
NB4 22． 863 ± 0． 675 0． 935 ± 0． 039
K562 46． 540 ± 1． 463 0． 674 ± 0． 141

图 2 AML 细胞对铁死亡的敏感性与 LPCAT3 表达相关性分析

Fig． 2 Correlation analysis between the sensitivity of

AML cells to ferroptosis and the expression of LPCAT3

2． 3 LPCAT3 过表达对 AML 细胞铁死亡的影响

将 LPCAT3 过 表 达 载 体 转 染 进 K562 细 胞 后，

qPCＲ 和 Western blot 检测结果均显示，与 NC 组相

比，OE 组细胞内 LPCAT3 表达增加( P ＜ 0. 001 ) ，见

图 3A、B。MTS 结果显示，与 NC 组相比，OE 组细胞

中 Erastin 的 IC50 降低( P ＜ 0. 001 ) ，见图 3C。选取

20 μmol /L 作为后续 Erastin 干预的浓度，流式细胞

术直方图中显示，OE 组较 NC 组荧光强度峰出现右

移，提示相对于 NC 组，OE 组细胞内脂质 ＲOS 水平

升高，见图 3D。MDA 检测结果显示，OE 组细胞较

NC 组中 MDA 含量增加( P ＜ 0. 001) ，见图 3E。
2． 4 LPCAT3 过表达对铁死亡 AML 细胞中 UPＲ
经典通路的影响 Erastin 干预后，qPCＲ 和 Western
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blot 检测结果均显示，OE 组 K562 细胞中 UPＲ 经典

通路分子 PEＲK、ATF4 和 GＲP78 等分子表达升高

( P ＜ 0. 01) 。见图 4。
2． 5 抑制 UPＲ 经典通路对 AML 细胞铁死亡的影

响 以 5 μmol /L UPＲ 抑制剂 4-PBA 和 Erastin 联合

干预后，K562 细胞中 PEＲK、ATF4、GＲP78 mＲNA 和

蛋白表达水平均较 Erastin 处理组降低( P ＜ 0. 01 ) ，

见图 5A、B。MTS 检测结果显示，与 Erastin 组相比，

K562 细胞活力在 4-PBA 和 Erastin 联合干预后降低

( P ＜ 0. 01 ) ，见图 5C; 相对于仅用 Erastin 干预，4-
PBA 和 Erastin 联合干预后 K562 细胞中 ＲOS 水平升

高，且 MDA 水平也增加( P ＜0. 01) ，见图 5D、E。

图 3 LPCAT3 过表达对 AML 细胞铁死亡的影响

Fig． 3 Effect of LPCAT3 overexpression on ferroptosis of AML cells

A: Ｒelative mＲNA expression level of LPCAT3 in K562 cells; B: Ｒelative protein expression level of LPCAT3 in K562 cells; C: Effect of LPCAT3

overexpression on K562 cell viability; D: Effect of LPCAT3 overexpression on lipid ＲOS in K562 cells; E: Effect of LPCAT3 overexpression on MDA in

K562 cells; ＊＊＊P ＜ 0. 001 vs NC group．

图 4 LPCAT3 过表达对铁死亡 AML 细胞中 UPＲ 经典通路的影响

Fig． 4 Effect of LPCAT3 overexpression on the classical UPＲ pathway in ferroptotic AML cells

A: Ｒelative mＲNA expression levels of UPＲ pathway molecules in K562 cells; B: Ｒelative protein expression levels of UPＲ pathway molecules in

K562 cells; C: Quantitative analysis of relative protein levels of UPＲ pathway molecules in K562 cells; ＊＊P ＜ 0. 01 vs OE + DMSO group; ##P ＜ 0. 01

vs NC + DMSO group．
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图 5 4-PBA 对 K562 细胞铁死亡的影响

Fig． 5 Effect of 4-PBA on ferroptosis of K562 cells

A: Effects of 4-PBA on the mＲNA expression levels of UPＲ pathway-related molecules in K562 cells; B: Effects of 4-PBA on the protein expression

levels of UPＲ pathway-related molecules in K562 cells; C: Effects of 4-PBA on K562 cell viability; D: Effects of 4-PBA on lipid ＲOS levels in K562

cells; E: Effects of 4-PBA on MDA levels in K562 cells; ＊＊P ＜ 0. 01 vs OE + Erastin group; ##P ＜ 0. 01，###P ＜ 0. 001 vs NC + Erastin group．

3 讨论

高度增殖的肿瘤细胞因其强脂质亲和性导致脂

质在细胞内高度积累，进而促进了脂质过氧化过程，

产生高水平的 ＲOS，这些 ＲOS 最终可能引发肿瘤细

胞的氧化损伤乃至自发性死亡［7］。在铁死亡的氧

化损伤过程中，脂质过氧化及其相伴的氧化应激是

关键节点，脂质过氧化通过链式或链式支链反应，放

大 ＲOS 的作用［8］。相关研究［9］表明，LPCAT3 基因

在细胞脂质过氧化中发挥着重要的作用，通过脂质

代谢参与细胞 ＲOS 形成与积累。LPCAT3 介导的脂

质重构可调控肠道干细胞的增殖，小鼠肠道中 LP-
CAT3 缺失降低了细胞多不饱和脂肪酸的含量，促进

肠道肿瘤的发生和发展［10］。然而，关于 LPCAT3 在

AML 细胞铁死亡中发挥的作用尚不清楚。因此，本

研究通 过 经 典 铁 死 亡 诱 导 剂 Erastin 构 建 铁 死 亡

AML 细胞模型，结果表明，在铁死亡相对不敏感的

K562 细胞中 LPCAT3 mＲNA 的基础表达水平最低，

初步明确了 LPCAT3 表达水平与 AML 细胞对铁死

亡敏感性呈正相关。
为深入探讨 LPCAT3 在 AML 细胞铁死亡中的

调控作用。本研究构建了 LPCAT3 过表达的慢病毒

载体，通过嘌呤霉素筛选获得稳定转染 K562 细胞

株。一定浓度梯度的 Erastin 干预后，LPCAT3 过表

达的 K562 细胞中 Erastin 的 IC50 明显降低，在 20
μmol /L Erastin 干预后检测发现细胞内脂质 ＲOS 水

平和 MDA 水平在 LPCAT3 过表达组 K562 细胞中均

明显升高。这表明 LPCAT3 可增敏 AML 细胞铁死

亡。
据报道［11］，LPCAT3 缺失的小鼠巨噬细胞中，包

含花生四烯酸在内的 PUFA 含量显著减少。代谢组

学研究［12］表明，含有花生四烯酸的磷脂酰乙醇胺是

发生氧化并使细胞出现铁死亡的关键因素。细胞中

过多的 PUFA 积累会破坏细胞中平衡，增强细胞应

激反应。研究［13］报道，当细胞受到脂质过氧化性损

伤时，会引发细胞内质网应激，激活 UPＲ 来防御氧
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化性损伤和维持氧化还原平衡。UPＲ 通路在细胞

脂质生物合成［14］、氧化还原状态调控等方面发挥重

要作用［15］。本研究聚焦 UPＲ 经典分子通路 PEＲK /
ATF4，通过 qPCＲ 和 Western blot 检 测 结 果 显 示，

Erastin 干预后过表达 LPCAT3 的 K562 细胞中 UPＲ
通路分子 PEＲK、ATF4 和 GＲP78 等表达显著升高，

UPＲ 通路 PEＲK /ATF4 被激活。为进一步分析 UPＲ
通路与 LPCAT3 的调控关系，本研究选取了一种可

通过协助内质网中蛋白质转录后修饰和折叠来减轻

UPＲ 的药物 4-PBA，4-PBA 抑制 K562 细胞中的 UPＲ
通路后，K562 细胞活力较抑制前进一步下降，脂质

ＲOS、MDA 水平也随之增加，可见，抑制 UPＲ 通路

后，K562 细胞脂质过氧化增强，细胞铁死亡加剧，这

表明 UPＲ 经典通路 PEＲK /ATF 对 K562 细胞铁死

亡发挥负向调控作用。
综上所述，过表达 LPCAT3 可促进 K562 细胞铁

死亡，且其激活的 UPＲ 经典通路 PEＲK /ATF 负向调

控该过程，该研究有望为探究 AML 耐药提供新的思

路和靶标。该研究仅在体外细胞层面进行探讨，后

续将进一步研究 LPCAT3 及其 UPＲ 负调控通路参

与体内 AML 细胞铁死亡的作用。
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Effect and mechanism of Erastin on ferroptosis of
acute myeloid leukemia cells
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of Clinical Laboratory Technology for Precision Medicine，Fujian Province University，Fuzhou 350122;

3Ｒeproductive Medicine Center of Fujian Maternal and Child Health Hospital，Fuzhou 350003)

Abstract Objective To explore the role of lysophosphatidylcholine acyltransferase 3 ( LPCAT3 ) in Erastin-in-
duced ferroptosis of acute myeloid leukemia ( AML) cells and its related molecular regulatory mechanisms． Meth-
ods Tetrazolium salt ( MTS) method was used to detect the sensitivity of different AML cells to the classic ferrop-
tosis inducer Erastin，real time quantitative polymerase chain reaction ( qPCＲ) was used to detect the basal expres-
sion level of LPCAT3 mＲNA，and the correlation between them was analyzed． Lentivirus-mediated LPCAT3 overex-
pression AML cell lines ( OE group) and negative control lines ( NC group) were constructed． After Erastin inter-
vention，MTS，flow cytometry，and micromethods were used to detect cell viability，lipid reactive oxygen species
( ＲOS) ，and Malondialdehyde ( MDA) ，respectively． qPCＲ and Western blot were used to detect unfolded protein
response ( UPＲ) classic pathway signaling molecules ( PEＲK，ATF4，GＲP78，etc． ) expression levels． The above
ferroptosis-related indicators were detected after combined intervention with the UPＲ inhibitor 4-phenylbutyric acid
( 4-PBA) ，and the regulatory relationship was analyzed． Ｒesults Four different types of AML cells had different
sensitivities to ferroptosis，among which K562 cells were relatively insensitive． The IC50 of the four types of AML
cells to Erastin was negatively correlated with the expression level of LPCAT3 ( r = － 0. 919，P ＜ 0. 001 ) ． After
Erastin intervention，the cell viability of K562 cells in the OE group was significantly inhibited by Erastin compared
with the NC group ( P ＜ 0. 001 ) ，and the levels of lipid ＲOS and MDA increased ( P ＜ 0. 001 ) ． The results of
qPCＲ and Western blot showed that，compared with the NC group，the mＲNA and protein expression of UPＲ clas-
sic pathway molecules PEＲK，ATF4，and GＲP78 mＲNA and protein increased in the OE group ( P ＜ 0. 01) ． After
inhibiting the UPＲ pathway by 4-PBA，the viability of K562 cells decreased ( P ＜ 0. 01) ，and lipid ＲOS and MDA
levels increased ( P ＜ 0. 01 ) compared with the uninhibited state． Conclusion Overexpression of LPCAT3 can
promote ferroptosis in K562 cells，and this process is negatively regulated by the classical UPＲ pathway PEＲK /
ATF．
Key words Erastin; LPCAT3; ferroptosis; UPＲ classic pathway; acute myeloid leukemia; 4-phenylbutyric acid;

mechanism of action
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