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摘要：目的　研究双氢青蒿素（ＤＨＡ）通过微小 ＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）－３４６／Ｋｒｕｐｐｅｌ样
因子１４（ＫＬＦ１４）对宫颈癌铁死亡影响及其作用机制。方法　在细胞实验中，
将细胞分为细胞正常对照组（ＨｃｅｒＥｐｉｃ细胞，不予处理）、细胞阴性对照组（Ｈｅｌａ
细胞，不予处理）、细胞实验组（２４６９０μｍｏｌ·Ｌ－１ＤＨＡ处理 Ｈｅｌａ细胞２４ｈ）、
ＤＨＡ＋ｍｉｍｉｃＮＣ组（基于细胞实验组转染ｍｉｍｉｃＮＣ）、ＤＨＡ＋ｍｉＲＮＡ－３４６ｍｉｍｉｃ组
（基于细胞实验组转染ｍｉＲＮＡ－３４６ｍｉｍｉｃ）、ＤＨＡ＋ｓｈ－ＮＣ组（基于细胞实验组
转染ｓｈ－ＮＣ）和ＤＨＡ＋ｓｈ－ＫＬＦ１４组（基于细胞实验组转染ｓｈ－ＫＬＦ１４）。在动
物实验中，３０只雌性 ＢＡＬＢ／ｃ裸鼠予皮肤注射 Ｈｅｌａ细胞构建移植瘤模型，随机
分为动物对照组（灌胃等量生理盐水）和动物低、高剂量实验组（灌胃 １００、
２００ｍｇ·ｋｇ－１ＤＨＡ），每组１０只。用实时荧光定量聚合酶链反应实验法检测
ｍｉＲＮＡ－３４６相对表达水平；用蛋白印迹法检测 ＫＬＦ１４、谷胱甘肽过氧化物酶４
（ＧＰＸ４）和溶质载体家族７成员１１（ＳＬＣ７Ａ１１）蛋白相对表达水平；用荧光探针
法检测Ｆｅ２＋水平；用脱氧核糖核苷酸末端转移酶介导的 ｄＵＴＰ缺口末端标记法
检测细胞凋亡率；用免疫组织化学法检测 ＫＬＦ１４和 ＧＰＸ４蛋白水平。结果　在
细胞实验中，细胞阴性对照组和细胞实验组的 ｍｉＲＮＡ－３４６相对表达水平分别
为１００±０１８和０４２±００６，ＫＬＦ１４ｍＲＮＡ相对表达水平分别为１００±０１７
和２２２±０３２，ＫＬＦ１４蛋白相对表达水平分别为１００±０１５和１７２±０２３；细胞
阴性对照组、细胞实验组、ＤＨＡ＋ｍｉｍｉｃＮＣ组、ＤＨＡ＋ｍｉＲＮＡ－３４６ｍｉｍｉｃ组、
ＤＨＡ＋ｓｈ－ＮＣ组和 ＤＨＡ＋ｓｈ－ＫＬＦ１４组的 Ｆｅ２＋相对荧光强度分别为
１００±０１５、４８６±０８１、４３２±０６２、３１２±０５７、４２３±０５９和 ２０２±０３３，
ＧＰＸ４蛋白相对表达水平分别为１００±０１７、０４５±００６、０４８±００７、０７８±０１１、
０４４±００６和 ０５９±００８，ＳＬＣ７Ａ１１蛋白相对表达水平分别为 １００±０１２、
０３７±００５、０３５±００４、０８６±０１２、０４０±００７和０７７±０１０，细胞增殖率分别
为（１００００±３６５）％、（５４３２±７６５）％、（５６３２±８０２）％、（７２３３±８６５）％、
（５２３２±９２３）％和（８８２５±１０３５）％，细胞凋亡率分别为（１４３２±１６１）％、
（６１３３±８２５）％、（５７３２±７１３）％、（３２４４±５３７）％、（５９６３±８９８）％和
（２３８８±３４９）％。细胞实验组与细胞阴性对照组相比，ＤＨＡ＋ｍｉＲＮＡ－３４６
ｍｉｍｉｃ组与ＤＨＡ＋ｍｉｍｉｃＮＣ组相比，ＤＨＡ＋ｓｈ－ＫＬＦ１４组与ＤＨＡ＋ｓｈ－ＮＣ组相
比，以上指标在统计学上差异均有统计学意义（Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１）。在动物实
验中，动物对照组、动物低剂量实验组和动物高剂量实验组的肿瘤体积分别为

（５４２３６±９２３３）、（４０２８５±９２２８）和（２９５５２±６０５６）ｍｍ３，肿瘤质量分别
为（１５５±０３３）、（１２２±０２２）和（０８８±０１５）ｇ，ＧＰＸ４蛋白相对表达水平分
别为１００±０１８、０５５±００７和０４２±００４，ＳＬＣ７Ａ１１蛋白相对表达水平分别
为１００±０１６、０４８±００６和０２９±００３。动物低、高剂量实验组与动物对照组
相比，以上指标在统计学上差异均有统计学意义（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１）。
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Ｖｏｌ４２Ｎｏ９Ｍａｙ２０２６（ＳｅｒｉａｌＮｏ４５５）

　　　结论　ＤＨＡ可以诱导宫颈癌细胞发生铁积累、抑制ＧＰＸ４／ＳＬＣ７Ａ１１表达，并促进细胞死亡，提示铁死亡可能参与其抗肿瘤作用，该
过程可能与ｍｉＲＮＡ－３４６／ＫＬＦ１４轴调控有关。
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ｃａｎｃｅｒｂｙｔｈｅｍｉｃｒｏＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）－３４６／Ｋｒｕｐｐｅｌ－ｌｉｋｅｆａｃｔｏｒ１４（ＫＬＦ１４）ａｘｉｓＭｅｔｈｏｄｓ　Ｉｎｃｅｌｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ，
ｈｕｍａｎｃｅｒｖｉｃａｌｃａｎｃｅｒＨｅｌａｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄａｎｄｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏｓｅｖｅｒａｌｇｒｏｕｐｓｉｎｃｌｕｄｉｎｇｃｅｌｌｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（ｏｎｌｙ
ＨｃｅｒＥｐｉｃｃｅｌｌ），ｃｅｌｌｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（ｏｎｌｙＨｅｌａｃｅｌｌ），ｃｅｌｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ（Ｈｅｌａｃｅｌｌｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ
２４６９０μｍｏｌ·Ｌ－１ ＤＨＡｆｏｒ４８ｈ），ＤＨＡ＋ｍｉｍｉｃＮＣｇｒｏｕｐ（ｔｒａｎｓｆｅｒｒｅｄｗｉｔｈｍｉｍｉｃＮＣｂａｓｅｄｏｎｔｈｅｃｅｌｌ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ），ＤＨＡ＋ｍｉＲ－３４６ｍｉｍｉｃｇｒｏｕｐ（ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｍｉＲＮＡ－３４６ｍｉｍｉｃｂａｓｅｄｏｎｔｈｅｃｅｌｌ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ），ＤＨＡ＋ｓｈ－ＮＣｇｒｏｕｐ（ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｓｈ－ＮＣｂａｓｅｄｏｎｔｈｅｃｅｌｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ）ａｎｄ
ＤＨＡ＋ｓｈ－ＫＬＦ１４ｇｒｏｕｐ（ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｓｈ－ＫＬＦ１４ｂａｓｅｄｏｎｔｈｅｃｅｌｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ）Ｉｎａｎｉｍａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ，
ａｘｅｎｏｇｒａｆｔｔｕｍｏｒｍｏｄｅｌｗａｓｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄｂｙｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓｉｎｊｅｃｔｉｏｎｏｆＨｅｌａｃｅｌｌｓｉｎｔｏ３０ｆｅｍａｌｅＢＡＬＢ／ｃｎｕｄｅｍｉｃｅ，
ｗｈｉｃｈｗｅｒｅｔｈｅｎｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏｔｈｅａｎｉｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（ｇａｖａｇｅｄｗｉｔｈｓａｌｉｎｅ），ａｎｉｍａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌｇｒｏｕｐ（ｇａｖａｇｅｄ
ｗｉｔｈ１００ｍｇ·ｋｇ－１ＤＨＡ）ａｎｄａｎｉｍａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈｇｒｏｕｐ（ｇａｖａｇｅｄｗｉｔｈ２００ｍｇ·ｋｇ－１ＤＨＡ），ｗｉｔｈ１０ｍｉｃｅｉｎ
ｅａｃｈｇｒｏｕｐＴｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆｍｉＲＮＡ－３４６ｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅａｌ－ｔｉｍｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎ
ｒｅａｃｔｉｏｎＴｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＫＬＦ１４ｐｒｏｔｅｉｎ，ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ４（ＧＰＸ４）ａｎｄｓｏｌｕｔｅｃａｒｒｉｅｒｆａｍｉｌｙ７
ｍｅｍｂｅｒ１１（ＳＬＣ７Ａ１１）ｗｅｒｅｍｅａｓｕｒｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔＩｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒＦｅ２＋ ｌｅｖｅｌｓｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｕｓｉｎｇＦｅｒｒｏＯｒａｎｇｅ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｂｅＴｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｗａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙｔｈｅｔｅｒｍｉｎａｌｄｅｏｘｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ－ｍｅｄｉａｔｅｄｄＵＴＰ
ｎｉｃｋ－ｅｎｄｌａｂｅｌｉｎｇ（ＴＵＮＥＬ）ａｓｓａｙＲｅｓｕｌｔｓ　Ｉｎｃｅｌｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ，ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｍｉＲＮＡ－３４６ｉｎｔｈｅ
ｃｅｌｌｎｅｇａｔｉｖｅｇｒｏｕｐａｎｄｃｅｌｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐｗｅｒｅ１００±０１８ａｎｄ０４２±００６，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＫＬＦ１４ｍＲＮＡｗｅｒｅ１００±０１７ａｎｄ２２２±０３２，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆ
ＫＬＦ１４ｐｒｏｔｅｉｎｗｅｒｅ１００±０１５ａｎｄ１７２±０２３，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｉｅｓｏｆＦｅ２＋ ｏｆｃｅｌｌ
ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｃｅｌｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ，ＤＨＡ＋ｍｉｍｉｃＮＣｇｒｏｕｐ，ＤＨＡ＋ｍｉＲＮＡ－３４６ｍｉｍｉｃｇｒｏｕｐ，ＤＨＡ＋
ｓｈ－ＮＣｇｒｏｕｐａｎｄＤＨＡ＋ｓｈ－ＫＬＦ１４ｇｒｏｕｐｗｅｒｅ１００±０１５，４８６±０８１，４３２±０６２，３１２±０５７，
４２３±０５９ａｎｄ２０２±０３３，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＧＰＸ４ｐｒｏｔｅｉｎｗｅｒｅ１００±０１７，
０４５±００６，０４８±００７，０７８±０１１，０４４±００６ａｎｄ０５９±００８，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆ
ＳＬＣ７Ａ１１ｐｒｏｔｅｉｎｗｅｒｅ１００±０１２，０３７±００５，０３５±００４，０８６±０１２，０４０±００７ａｎｄ０７７±０１０，
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｒａｔｅｓｗｅｒｅ（１００００±３６５）％，（５４３２±７６５）％，（５６３２±８０２）％，
（７２３３±８６５）％， （５２３２±９２３）％ ａｎｄ （８８２５±１０３５）％， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ； ｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｓｗｅｒｅ
（１４３２±１６１）％，（６１３３±８２５）％，（５７３２±７１３）％，（３２４４±５３７）％，（５９６３±８９８）％ ａｎｄ
（２３８８±３４９）％，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＳｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｗｅｒｅｏｂｓｅｒｖｅｄｉｎｔｈｅａｆｏｒｅｍｅｎｔｉｏｎｅｄｐａｒａｍｅｔｅｒｓｗｈｅｎ
ｃｏｍｐａｒｉｎｇｔｈｅｃｅｌｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐｗｉｔｈｔｈｅｃｅｌｌｎｅｇａｔｉｖｅｇｒｏｕｐ，ｃｏｍｐａｒｉｎｇｔｈｅＤＨＡ＋ｍｉＲＮＡ－３４６ｍｉｍｉｃｇｒｏｕｐ
ｗｉｔｈｔｈｅＤＨＡ＋ｍｉｍｉｃＮＣｇｒｏｕｐ，ａｎｄｃｏｍｐａｒｉｎｇｔｈｅＤＨＡ ＋ｓｈ－ＫＬＦ１４ｇｒｏｕｐｗｉｔｈｔｈｅＤＨＡ ＋ｓｈ－ＮＣｇｒｏｕｐ
（Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１）Ｉｎａｎｉｍａｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｔｕｍｏｒｖｏｌｕｍｅｓｉｎｔｈｅａｎｉｍａｌｃｏｎｔｒｏｌ，ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌａｎｄｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈ
ｇｒｏｕｐｓｗｅｒｅ（５４２３６±９２３３），（４０２８５±９２２８）ａｎｄ（２９５５２±６０５６）ｍｍ３，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｔｕｍｏｒｍａｓｓｅｓｗｅｒｅ
（１５５±０３３），（１２２±０２２）ａｎｄ（０８８±０１５）ｇ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｐｏｓｉｔｉｖｅｌｅｖｅｌｓｏｆＧＰＸ４ｗｅｒｅ
１００±０１８，０５５±００７ａｎｄ０４２±００４，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｐｏｓｉｔｉｖｅｌｅｖｅｌｓｏｆＳＬＣ７Ａ１１ｗｅｒｅ１００±０１６，
０４８±００６ａｎｄ０２９±００３，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＳｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｗｅｒｅａｌｓｏｄｅｔｅｃｔｅｄｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅａｎｉｍａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎａｌ－Ｌ，
－Ｈｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅａｎｉｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１）Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＤＨＡｐｒｏｍｏｔｅｓｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓｉｎ
ｃｅｒｖｉｃａｌｃａｎｃｅｒｂｙｔｈｅｍｉＲＮＡ－３４６／ＫＬＦ１４ａｘｉｓ－ｍｅｄｉａｔｅｄＧＰＸ４ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｄｉｈｙｄｒｏａｒｔｅｍｉｓｉｎｉｎ；ｃｅｒｖｉｃａｌｃａｎｃｅｒ；ｍｉｃｒｏＲＮＡ－３４６；Ｋｒｕｐｐｅｌ－ｌｉｋｅｆａｃｔｏｒ１４；ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ；ａｎｔｉ－ｔｕｍｏｒ
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　　宫颈癌是全球范围内女性中第 ４大常见癌症，
也是癌症相关死亡的第 ４大原因［１］。双氢青蒿素

（ｄｉｈｙｄｒｏａｒｔｅｍｉｓｉｎｉｎ，ＤＨＡ）是一种青蒿素衍生物，最初
是治疗疟疾的有效药物且药物不良反应极小，后续研

究发现，其能够对宫颈癌肿瘤细胞系（包括耐药细胞系）

产生抗增殖作用，并以剂量和时间依赖性方式抑制细

胞生长并诱导凋亡，其具有的抗宫颈癌效应与铁离子

转运相关［２］。ｍｉＲＮＡ－３４６是宫颈癌的致癌基因之
一，可以通过影响细胞增殖介导宫颈癌进展［３］。

Ｋｒｕｐｐｅｌ样因子１４（Ｋｒｕｐｐｅｌ－ｌｉｋｅｆａｃｔｏｒ１４，ＫＬＦ１４）是
ＫＬＦ家族新发现的成员，具有锌指 ＤＮＡ结合结构域，
它在多种生物学过程中发挥作用，包括代谢、免疫和

细胞凋亡。近年来，ＫＬＦ１４在肿瘤中的作用日益受到
关注，有证据表明，其可以调控调节铁死亡发挥抗

宫颈癌效果［４］。ＤＨＡ是否通过 ｍｉＲＮＡ－３４６靶向
ＫＬＦ１４来介导铁死亡影响宫颈癌仍需进一步研究。
本研究拟用裸鼠和人宫颈癌细胞系及建立体内外

模型，探讨ＤＨＡ对宫颈癌铁死亡的影响相关机制。

材料与方法

１　材料
细胞　人宫颈癌细胞（Ｈｅｌａ）和人胚肾细胞

（ＨＥＫ２９３Ｔ），均购自湖北武汉普诺赛生命科技有限
公司；人正常子宫颈上皮细胞（ＨｃｅｒＥｐｉｃ），购自上海
弘顺生物科技有限公司。

动物　雌性 ＢＡＬＢ／ｃ裸鼠３０只，５～６周龄，体质
量１８～２２ｇ，购自江苏华创信诺医药科技有限公司，
动物生产许可证号：ＳＣＸＫ（苏）２０２５－００１２；动物使用
许可证号：ＳＹＸＫ（苏）２０２５－００５５。本实验经厦门大
学附属中山医院医学伦理委员会科研分委会批准，

伦理批号：ｘｍｚｓｙｙｋｙ伦审第（２０２３－１２６）号。
药品与试剂　ＤＨＡ，规格：每瓶 ２０ｍｇ，纯度：

ＨＰＬＣ≥９８％，批号：Ｓ３１４２６，上海源叶生物科技有限
公司生产；总 ＲＮＡ提取试剂盒、逆转录试剂盒、双荧
光素酶报告基因检测试剂盒、脱氧核糖核苷酸末端转

移酶介导的缺口末端标记法（ｔｅｒｍｉｎａｌ－ｄｅｏｘｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｙｌ
ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｍｅｄｉａｔｅｄｎｉｃｋｅｎｄｌａｂｅｌｉｎｇ，ＴＵＮＥＬ）试剂盒，
均购自湖北武汉翌圣生物科技有限公司；ＫＬＦ１４、谷胱
甘肽过氧化物酶 ４（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ４，ＧＰＸ４）、
溶质载体家族 ７成员 １１（ｓｏｌｕｔｅｃａｒｒｉｅｒｆａｍｉｌｙ７
ｍｅｍｂｅｒ１１，ＳＬＣ７Ａ１１）和甘油醛 －３－磷酸脱氢酶
（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ － ３ － ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，
ＧＡＰＤＨ）羊抗兔二抗，均购自美国赛默飞世尔科技有

限公司；细胞计数试剂盒 －８（ｃｅｌｌｃｏｕｎｔｉｎｇｋｉｔ－８，
ＣＣＫ－８）检测试剂盒和４’，６－二脒基－２－苯基吲哚
（４’，６－ｄｉａｍｉｄｉｎｏ－２－ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅ，ＤＡＰＩ）染料，均
购自上海碧云天生物技术有限公司；双荧光素酶试剂

盒，购自美国ＭＣＥ生物科技公司；ＦｅｒｒｏＯｒａｎｇｅ检测试
剂盒，购自日本Ｄｏｊｉｎｄｏ公司；稳定转染ＫＬＦ１４敲低慢
病毒及其阴性对照慢病毒细胞系，均由上海吉凯基因

公司构建；Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００转染试剂，购自上海科
夷生物科技有限公司。

仪器　ＢＺ－Ｘ１０００荧光显微镜，日本基恩士有限
公司产品；ＭｕｌｔｉｓｋａｎＳｋｙＨｉｇｈ－全波长酶标仪，美国赛
默飞世尔科技有限公司产品；ＡｘｉｏＩｍａｇｅｒ２研究级正
置显微镜，德国卡尔·蔡司公司产品；ｅＺｗｅｓｔＴＭ免疫印
迹化学显色仪，江苏南京金斯瑞生物科技有限公司

产品。

２　实验方法
２１　细胞实验
２１１　细胞培养［５］

细胞均用ＤＭＥＭ培养基进行培养，培养基中添加
１０％胎牛血清及 １％青霉素／链霉素双抗溶液，并于
３７℃、５％ ＣＯ２恒温培养箱中稳定培养。每２４ｈ更换
１次培养液，待细胞长满瓶底进行传代，取第４代细胞
进行后续实验。

２１２　细胞分组及处理
将对数期生长细胞根据实验要求分为以下１１组：

细胞正常对照组、细胞阴性对照组、细胞实验组、

ｍｉｍｉｃＮＣ组、ｍｉＲＮＡ－３４６ｍｉｍｉｃ组、ｓｈ－ＮＣ组、
ｓｈ－ＫＬＦ１４组、ＤＨＡ＋ｍｉｍｉｃＮＣ组、ＤＨＡ＋ｍｉＲＮＡ－３４６
ｍｉｍｉｃ组、ＤＨＡ＋ｓｈ－ＮＣ组和 ＤＨＡ＋ｓｈ－ＫＬＦ１４组。
细胞正常对照组与细胞阴性对照组用于检测

ｍｉＲＮＡ－３４６和ＫＬＦ１４在正常宫颈上皮细胞与宫颈癌
细胞中的基础表达差异；细胞实验组用于观察 ＤＨＡ
对Ｈｅｌａ细胞的直接作用；ｍｉｍｉｃＮＣ组与ｍｉＲＮＡ－３４６
ｍｉｍｉｃ组用于验证 ｍｉＲＮＡ－３４６过表达效率及其对
ＫＬＦ１４的靶向调控关系；ｓｈ－ＮＣ组与 ｓｈ－ＫＬＦ１４组
用于验证 ＫＬＦ１４敲低效率；ＤＨＡ＋ｍｉｍｉｃＮＣ组、
ＤＨＡ＋ｍｉＲＮＡ－３４６ｍｉｍｉｃ组、ＤＨＡ＋ｓｈ－ＮＣ组及
ＤＨＡ＋ｓｈ－ＫＬＦ１４组用于机制验证。

具体处理如下：细胞正常对照组为ＨｃｅｒＥｐｉｃ细胞
正常培养，不做任何处理；细胞阴性对照组为 Ｈｅｌａ细
胞正常培养不做任何处理；细胞实验组为用

２４６９０μｍｏｌ·Ｌ－１ＤＨＡ培养Ｈｅｌａ细胞２４ｈ；ｓｈ－ＮＣ
组为Ｈｅｌａ细胞转染阴性对照慢病毒（ｓｈ－ＮＣ）；
ｓｈ－ＫＬＦ１４组为 Ｈｅｌａ细胞转染 ＫＬＦ１４敲低慢病毒
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Ｖｏｌ４２Ｎｏ９Ｍａｙ２０２６（ＳｅｒｉａｌＮｏ４５５）

（ｓｈ－ＫＬＦ１４）；ｍｉｍｉｃＮＣ 组 为 Ｈｅｌａ细 胞 转 染
ｍｉｍｉｃＮＣ；ｍｉＲＮＡ－３４６ｍｉｍｉｃ组为 Ｈｅｌａ细胞转染
ｍｉＲＮＡ－３４６ｍｉｍｉｃ；ＤＨＡ＋ｍｉｍｉｃＮＣ组为 Ｈｅｌａ细胞
转染ｍｉｍｉｃＮＣ，用２４６９０μｍｏｌ·Ｌ－１ＤＨＡ培养２４ｈ；
ＤＨＡ＋ｍｉＲＮＡ－３４６ｍｉｍｉｃ组为转染 ｍｉＲＮＡ－３４６
ｍｉｍｉｃ，用 ２４６９０μｍｏｌ· Ｌ－１ ＤＨＡ 培 养 ２４ｈ；
ＤＨＡ＋ｓｈ－ＮＣ组为 Ｈｅｌａ细胞转染 ｓｈ－ＮＣ，用
２４６９０μｍｏｌ·Ｌ－１ＤＨＡ培养２４ｈ；ＤＨＡ＋ｓｈ－ＫＬＦ１４
组为Ｈｅｌａ细胞转染 ｓｈ－ＫＬＦ１４，用２４６９０μｍｏｌ·Ｌ－１

ＤＨＡ培养２４ｈ。转染时，严格按照 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００
试剂说明书步骤进行操作。

双荧光素酶实验分组：将 ＫＬＦ１４－野生型（ｗｉｌｄ
ｔｙｐｅ，ＷＴ）、ＫＬＦ１４－突变型（ｍｕｔａｎｔｔｙｐｅ，ＭＵＴ）分别与
ｍｉｍｉｃＮＣ和 ｍｉＲＮＡ－３４６ｍｉｍｉｃ共转染至 ２９３Ｔ
细胞中。

２１３　实时荧光定量聚合酶链反应（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ
ｒｅａｌ－ｔｉｍｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ｑＲＴ－ＰＣＲ）
检测细胞中ｍｉＲＮＡ－３４６和ＫＬＦ１４表达［６］

用总 ＲＮＡ提取试剂盒裂解细胞，提取细胞中的
总ＲＮＡ，检测提取 ＲＮＡ的浓度和纯度。用逆转录试
剂盒将总 ＲＮＡ逆转录成 ｃＤＮＡ，将逆转录得到的
ｃＤＮＡ产物作为模板，加入特定的引物和荧光染料（如
ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ）进行ＰＣＲ扩增。ｍｉＲ－３４６上游引物序列：
５’－ＡＣＡＣＴＣＣＡＧＣＴＧＧＧＴＧＴＣＴＧＣＣＣＧＣＡＴＧＣＣＴ－３′；
下游引物序列：５’－ＴＧＧＴＧＴＣＧＴＧＧＡＧＴＣＧ－３’。Ｕ６
上游引物序列：５’－ＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡＴＡＴＡＣＴＡ
ＡＡＡＴ－３’；下游引物序列：５’－ＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴ
ＧＣＧＴＧＴＣＡＴ－３’。ＫＬＦ１４上游引物序列：５’－ＴＴＡ
ＣＡＡＧＴＣＧＴＣＧＣＡＣＣＴＣＡＡ－３’；下游引物序列：５’－
ＴＣＴＧＧＡＴＧＡＴＡＧＧＴＴＧＧＧＴＧＧ－３’。ＧＡＰＤＨ上游引
物序列：５’－ＧＧＡＧＣＧＡＧＡＴＣＣＣＴＣＣＡＡＡＡＴ－３’；
下游引物序列：５’－ＧＧＣＴＧＴＴＧＴＣＡＴＡＣＴＴＣＴＣＡＴＧＧ－３’。
用２－△△Ｃｔ法计算ｍｉＲＮＡ－３４６和 ＫＬＦ１４ｍＲＮＡ相对表
达水平。

２１４　蛋白印迹法检测细胞中 ＫＬＦ１４、ＧＰＸ４和
ＳＬＣ７Ａ１１蛋白表达水平［７］

收集经处理的细胞，用 ＲＩＰＡ裂解液在冰上裂解
３０ｍｉｎ，提取总蛋白后测定蛋白浓度。随后将等量蛋
白样品与上样缓冲液混合并煮沸变性，通过凝胶电泳

分离蛋白，再转印至聚偏二氟乙烯（ｐｏｌｙｖｉｎｙｌｉｄｅｎｅ
ｆｌｕｏｒｉｄｅ，ＰＶＤＦ）膜。用５％脱脂牛奶室温封闭１ｈ后，
分别孵育针对 ＫＬＦ１４、ＧＰＸ４、ＳＬＣ７Ａ１１及内参蛋白的
一抗（４℃ 过夜）。次日孵育辣根过氧化物酶
（ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＨＲＰ）标记的二抗（室温１ｈ），

再次洗涤后，用免疫印迹化学显色仪显影，最后通

过化学发光成像系统采集图像并分析目标条带与

内参条带的灰度值，以计算各蛋白的相对表达

水平。

２１５　双荧光素酶报告基因方法验证 ｍｉＲＮＡ－３４６
与ＫＬＦ１４靶向关系［８］

构建ＫＬＦ１４ＷＴ和 ＭＵＴ质粒，将 ＫＬＦ１４－ＷＴ和
ＫＬＦ１４－ＭＵＴ用Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００转染试剂与ｍｉｍｉｃ
ＮＣ或ｍｉＲＮＡ－３４６ｍｉｍｉｃ共转染至 ２９３Ｔ细胞，转染
４８ｈ，用双荧光素酶报告基因检测系统进行荧光素酶
报告基因检测。

２１６　ＣＣＫ－８试剂盒法对细胞活力进行定量
评估［９］

将对数生长期的细胞接种于９６孔板中，加入不
同浓度（０、４０、８０、１６０、３２０、４８０μｍｏｌ·Ｌ－１）ＤＨＡ处理
２４ｈ。到达处理终点后，每孔加入 ＣＣＫ－８试剂
１０μＬ，继续孵育１～４ｈ。孵育结束后，立即用酶标仪
在４５０ｎｍ波长下测定各孔的光密度值。计算给药组
与对照组吸光度的比值来定量分析细胞相对活力，同

时计算 ＤＨＡ半抑制浓度（ｈａｌｆｍａｘｉｍａｌｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＩＣ５０）。
２１７　ＦｅｒｒｏＯｒａｎｇｅ荧光探针法检测细胞 Ｆｅ２＋

水平［１０］

将细胞接种于３５ｍｍ共聚焦培养皿中，在含多西
环素（ｄｏｘｙｃｙｃｌｉｎｅ，ＤＯＸ）的培养基内培养 ４８ｈ后，
加入 １μｍｏｌ·Ｌ－１ＦｅｒｒｏＯｒａｎｇｅ荧光染料，并于 ３７℃
条件下孵育３０ｍｉｎ。最终用共聚焦激光扫描显微镜
采集荧光图像。

２１８　Ｔｕｎｅｌ实验法检测细胞凋亡［１１］

细胞爬片水化后用蛋白酶 Ｋ消化以暴露 ＤＮＡ
断端；然后滴加 Ｔｕｎｅｌ反应混合液（含荧光标记的
脱氧尿苷三磷酸和末端脱氧核苷酸转移酶 ＴｄＴ），
于３７℃避光孵育６０ｍｉｎ，使标记物连接到 ＤＮＡ断
裂的３’－ＯＨ末端；之后用磷酸缓冲液洗净未结合
的标记物并用 ＤＡＰＩ复染细胞核；最后在荧光显微
镜下观察，凋亡细胞核呈现绿色荧光（异硫氰酸荧

光素通道），而所有细胞核显示蓝色荧光（ＤＡＰＩ
通道），通过计数绿色荧光细胞的比例即可定量分

析凋亡水平。

２２　动物实验
２２１　宫颈癌皮下移植瘤构建与分组［１２］

于裸鼠右侧腋下皮下接种的 Ｈｅｌａ细胞悬液
０１ｍＬ（细胞密度为１×１０·ｍＬ－１）。接种１周后，
测量瘤体体积。当肿瘤体积生长至８０～９０ｍｍ３时，
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表明模型构建成功，可以用于后续药效学实验。将

小鼠分为动物对照组、低剂量实验组和高剂量实验

组，每组１０只。对照组小鼠每日接受等量生理盐
水灌胃；低、高剂量实验组动物则分别每日施予

１００和２００ｍｇ·ｋｇ－１ＤＨＡ灌胃处理，每组处理均
持续进行１０ｄ。
２２２　肿瘤体积测定

给药处理１０ｄ后处死小鼠，用电子天平称取肿瘤
质量，肿瘤体积＝长径（Ｌ）×最短径（Ｗ）２×０５。
２２３　免疫组织化学法检测各组织中 ＧＰＸ４和
ＳＬＣ７Ａ１１阳性水平［１３］

鼠肿瘤组织经４％多聚甲醛固定、石蜡包埋后切
片（厚度４μｍ），用 ＳＬＣ７Ａ１１（１∶２０００稀释）和 ＧＰＸ４
（１∶５０００稀释）抗体，４℃孵育过夜。次日，经磷酸缓
液冲洗后，与ＨＲＰ标记的二抗室温孵育１ｈ，用 ＤＡＢ
显色液显色，用苏木素复染细胞核，在显微镜下观察

并采集图像，通过分析阳性细胞比例及染色强度评估

目标蛋白相对表达水平。

３　统计学处理
用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８０软件进行统计分析。计数

资料用率（％）表示，计量资料用 珋ｘ±ｓ表示，用非配对
ｔ检验进行数据处理。

结　　果

１　Ｈｅｌａ细胞中ｍｉＲＮＡ－３４６和ＫＬＦ１４水平变化
细胞正常对照组和阴性对照组的ｍｉＲＮＡ－３４６相

对表达水平分别为 １００±０１５和 ３２３±０５４，
ＫＬＦ１４ｍＲＮＡ相对表达水平分别为 １００±０１４和
０５８±００６，ＫＬＦ１４蛋白相对表达水平分别为
１００±０２２和０６３±０１０，与细胞正常对照组相比，
细胞 阴 性 对 照 组 的 上 述 指 标 均 显 著 降 低

（均Ｐ＜０００１）。
２　细胞过表达效率验证

用ｑＲＴ－ＰＣＲ检测过表达效率显示，ｍｉｍｉｃＮＣ组
　　

和ｍｉＲＮＡ－３４６ｍｉｍｉｃ组的 ｍｉＲＮＡ－３４６相对表达水
平分别为１００±０１３和４０２±０６６，与 ｍｉｍｉｃＮＣ组
相比，ｍｉＲＮＡ－３４６ｍｉｍｉｃ组的ｍｉＲＮＡ－３４６相对表达
水平显著升高（Ｐ＜０００１）；ｓｈ－ＮＣ组和 ｓｈ－ＫＬＦ１４
组的ＫＬＦ１４ｍＲＮＡ相对表达水平分别为１００±０１７
和０３５±００５，与 ｓｈ－ＮＣ组相比，ｓｈ－ＫＬＦ１４组的
ＫＬＦ１４ｍＲＮＡ相对表达水平显著降低（Ｐ＜０００１）。
３　ｍｉＲＮＡ－３４６和ＫＬＦ１４靶向调控关系

用 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ数据库 （ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ．
ｏｒｇ）预测 ｍｉＲＮＡ－３４６与 ＫＬＦ１４存在结合位点，
见图１。双荧光素酶实验显示，ｍｉＲＮＡ－３４６ｍｉｍｉｃ
能够降低转染 ＫＬＦ１４－ＷＴ的 ２９３Ｔ细胞荧光素酶
活性，但对转染 ＫＬＦ１４－ＭＵＴ的２９３Ｔ荧光素酶活
性无显著影响，见表 １。ｑＲＴ－ＰＣＲ和蛋白质印迹
法显示，与 ｍｉｍｉｃＮＣ组相比，ｍｉＲＮＡ－３４６ｍｉｍｉｃ
组 ＫＬＦ１４ｍＲＮＡ和蛋白相对表达水平均显著降低
（均 Ｐ＜０００１），见表１。
４　ＤＨＡ对Ｈｅｌａ细胞增殖率的影响

用ＣＣＫ－８法检测不同浓度ＤＨＡ对Ｈｅｌａ细胞增
殖率的影响，０、４０、８０、１６０、３２０和 ４８０μｍｏｌ·Ｌ－１

ＤＨＡ处理组的增值率分别为（１００００±４１２）％、
（８５８９±１３６５）％、（７９３２±１０３２）％、（６２０８±１０６５）％、
（４６３２±６２３）％和（２８３２±４３３）％，与０μｍｏｌ·Ｌ－１

ＤＨＡ处理组相比，４０～４８０μｍｏｌ·Ｌ－１ＤＨＡ处理下
Ｈｅｌａ细胞增殖率均显著降低（均Ｐ＜００５），且与剂量
呈反比，计算 ＩＣ５０值为２４６９０μｍｏｌ·Ｌ

－１，后续实验

选择此给药剂量进行。

５　ＤＨＡ对Ｈｅｌａ细胞ｍｉＲＮＡ－３４６和ＫＬＦ１４水平的
影响

ｑＲＴ－ＰＣＲ检测显示，细胞阴性对照组、细胞实验
　　

图 １　ｍｉＲＮＡ－３４６靶向调控Ｋｒｕｐｐｅｌ样因子１４（ＫＬＦ１４）
Ｆｉｇｕｒｅ１　 ｍｉＲＮＡ－３４６ｔａｒｇｅｔｅｄｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＫｒｕｐｐｅｌ－ｌｉｋｅ
ｆａｃｔｏｒ１４（ＫＬＦ１４）

表１　ｍｉＲＮＡ－３４６对ＫＬＦ１４的靶向调控关系验证（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ１　ＶａｌｉｄａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｔａｒｇｅｔｅｄｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｍｉＲＮＡ－３４６ａｎｄＫＬＦ１４（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ ＫＬＦ１４－ＷＴ ＫＬＦ１４－ＭＵＴ ＫＬＦ１４ｍＲＮＡ ＫＬＦ１４ｐｒｏｔｅｉｎ

ｍｉｍｉｃＮＣ ８ １００±０１２ １００±０１５ １００±０１７ １００±０１５

ｍｉＲＮＡ－３４６ｍｉｍｉｃ ８ ０５８±００８ １０６±０１３ ０４６±００７ ０３８±００５

ＷＴ：Ｗｉｌｄｔｙｐｅ；ＭＵＴ：Ｍｕｔａｎｔｔｙｐｅ；ｍｉｍｉｃＮＣ：２９３Ｔ／Ｈｅｌａｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｍｉｍｉｃ；ｍｉＲＮＡ－３４６ｍｉｍｉｃ：２９３Ｔ／Ｈｅｌａｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ

ｗｉｔｈｍｉＲＮＡ－３４６ｍｉｍｉｃ；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｍｉｍｉｃＮＣｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０００１
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Ｖｏｌ４２Ｎｏ９Ｍａｙ２０２６（ＳｅｒｉａｌＮｏ４５５）

组的ｍｉＲＮＡ－３４６相对表达水平分别为１００±０１８
和０４２±００６，与细胞阴性对照组相比，细胞实验组
中ｍｉＲＮＡ－３４６相对表达水平显著降低（Ｐ＜０００１）。
ｑＲＴ－ＰＣＲ和蛋白质印迹法检测显示，细胞阴性
对照组和细胞实验组的 ＫＬＦ１４ｍＲＮＡ相对表达
水平分别为 １００±０１７和 ２２２±０３２，ＫＬＦ１４
蛋白 相 对 表 达 水 平 分 别 为 １００±０１５和
１７２±０２３，与细胞阴性对照组相比，细胞实验
组中 ＫＬＦ１４ｍＲＮＡ和蛋白相对表达水平均显著
升高（均 Ｐ＜０００１）。
６　ＤＨＡ通过 ｍｉＲＮＡ－３４６／ＫＬＦ１４轴参与宫颈癌细
胞铁死亡相关调控

用 ＦｅｒｒｏＯｒａｎｇｅ荧光探针法检测各组细胞 Ｆｅ２＋

水平显示，与细胞阴性对照组相比，细胞实验组中

Ｆｅ２＋相对荧光强度显著增强（Ｐ＜０００１）；与细胞实验
组相比，ＤＨＡ＋ｍｉｍｉｃＮＣ组和 ＤＨＡ＋ｓｈ－ＮＣ组中
Ｆｅ２＋相对荧光强度在统计学上差异均无统计学意义
（均Ｐ＞００５）；与 ＤＨＡ＋ｍｉｍｉｃＮＣ组相比，ＤＨＡ＋
ｍｉＲＮＡ－３４６ｍｉｍｉｃ组中Ｆｅ２＋相对荧光强度显著降低
（Ｐ＜００１）；与 ＤＨＡ＋ｓｈ－ＮＣ组相比，ＤＨＡ＋
ｓｈ－ＫＬＦ１４组 中 Ｆｅ２＋ 相 对 荧 光 强 度 显 著 降 低
（Ｐ＜０００１）。蛋白质印迹法检测显示，与细胞阴性对
照组相比，细胞实验组中ＧＰＸ４和 ＳＬＣ７Ａ１１蛋白相对
表达水平均显著降低（均 Ｐ＜０００１）；与细胞实验组
相比，ＤＨＡ＋ｍｉｍｉｃＮＣ组和 ＤＨＡ＋ｓｈ－ＮＣ组中
ＧＰＸ４和 ＳＬＣ７Ａ１１蛋白相对表达水平在统计学上差
异均无统计学意义（均Ｐ＞００５）；与ＤＨＡ＋ｍｉｍｉｃＮＣ
组相比，ＤＨＡ＋ｍｉＲＮＡ－３４６ｍｉｍｉｃ组中 ＧＰＸ４和
ＳＬＣ７Ａ１１蛋白相对表 达 水 平 均 显 著 升 高 （均
Ｐ＜０００１）；与 ＤＨＡ＋ｓｈ－ＮＣ组相比，ＤＨＡ＋
　　

ｓｈ－ＫＬＦ１４组中ＧＰＸ４和ＳＬＣ７Ａ１１蛋白相对表达水平
均显著升高（均Ｐ＜０００１），见图２和表２。
７　ＤＨＡ通过 ｍｉＲＮＡ－３４６／ＫＬＦ１４轴介导宫颈癌
细胞增殖和凋亡

ＣＣＫ－８法检测显示，与细胞阴性对照组相比，细
胞实验组的增殖率显著降低（Ｐ＜０００１）；与细胞实验
组相比，ＤＨＡ＋ｍｉｍｉｃＮＣ组和 ＤＨＡ＋ｓｈ－ＮＣ组的增
殖率在统计学上差异均无统计学意义（均Ｐ＞００５）；
与ＤＨＡ＋ｍｉｍｉｃＮＣ组相比，ＤＨＡ＋ｍｉＲＮＡ－３４６ｍｉｍｉｃ
组的增殖率显著升高（Ｐ＜００１）；与 ＤＨＡ＋ｓｈ－ＮＣ
组相比，ＤＨＡ＋ｓｈ－ＫＬＦ１４组的增殖率显著升高
（Ｐ＜０００１）。Ｔｕｎｅｌ法检测显示，与细胞阴性对照组
相比，细 胞 实 验 组 中 Ｔｕｎｅｌ阳 性 率 显 著 升 高
（Ｐ＜０００１）；与细胞实验组相比，ＤＨＡ＋ｍｉｍｉｃＮＣ组
和ＤＨＡ＋ｓｈ－ＮＣ组中 Ｔｕｎｅｌ阳性率在统计学上差异
均无统计学意义（均Ｐ＞００５）；与 ＤＨＡ＋ｍｉｍｉｃＮＣ
　　

图２　蛋白质印迹法检测谷胱甘肽过氧化物酶４（ＧＰＸ４）和溶
质载体家族７成员１１（ＳＬＣ７Ａ１１）蛋白相对表达水平
Ｆｉｇｕｒｅ２　 Ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ４
（ＧＰＸ４）ａｎｄｓｏｌｕｔｅｃａｒｒｉｅｒｆａｍｉｌｙ７ｍｅｍｂｅｒ１１（ＳＬＣ７Ａ１１）ｐｒｏｔｅｉｎ
ｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
Ａ：Ｃｅｌｌｎｅａｇｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｃｅｌｌｅｘｐｅｒｏｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ；Ｃ：ＤＨＡ＋

ｍｉｍｉｃＮＣｇｒｏｕｐ；Ｄ：ＤＨＡ＋ｍｉＲＮＡ－３４６ｍｉｍｉｃｇｒｏｕｐ；Ｅ：ＤＨＡ＋

ｓｈ－ＮＣｇｒｏｕｐ；Ｆ：ＤＨＡ＋ｓｈ－ＫＬＦ１４ｇｒｏｕｐ

表２　各组Ｈｅｌａ细胞铁死亡相关指标的比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｉｏｎｏｆｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓｍａｒｋｅｒｌｅｖｅｌｓａｍｏｎｇｔｈｅｇｒｏｕｐｓ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ Ｆｅ２＋ｒｅｌａｔｉｖｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ＧＰＸ４ ＳＬＣ７Ａ１１

Ｃｅｌｌｎｅａｇｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ ８ １００±０１５ １００±０１７ １００±０１２

Ｃｅｌｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ８ ４８６±０８１ ０４５±００６ ０３７±００５

ＤＨＡ＋ｍｉｍｉｃＮＣ ８ ４３２±０６２ ０４８±００７ ０３５±００４

ＤＨＡ＋ｍｉＲＮＡ－３４６ｍｉｍｉｃ ８ ３１２±０５７＃＃ ０７８±０１１＃＃＃ ０８６±０１２＃＃＃

ＤＨＡ＋ｓｈ－ＮＣ ８ ４２３±０５９ ０４４±００６ ０４０±００７

ＤＨＡ＋ｓｈ－ＫＬＦ１４ ８ ２０２±０３３△△△ ０５９±００８△△△ ０７７±０１０△△△

Ｃｅｌｌｎｅａｇｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ：Ｈｅｌａｃｅｌｌｓｗｅｒｅｃｕｌｔｕｒｅｄｎｏｒｍａｌｌｙ；Ｃｅｌｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ：Ｈｅｌａｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ２４６９０μｍｏｌ·Ｌ－１ＤＨＡｆｏｒ２４ｈ；

ＤＨＡ＋ｍｉｍｉｃＮＣｇｒｏｕｐ：ＨｅｌａｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｍｉｍｉｃＮＣｆｏｌｌｏｗｅｄｂｙＤＨＡｔｒｅａｔｍｅｎｔ；ＤＨＡ＋ｍｉＲＮＡ－３４６ｍｉｍｉｃｇｒｏｕｐ：Ｈｅｌａｃｅｌｌｓｗｅｒｅ

ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｍｉＲＮＡ－３４６ｍｉｍｉｃｆｏｌｌｏｗｅｄｂｙＤＨＡｔｒｅａｔｍｅｎｔ；ＤＨＡ＋ｓｈ－ＮＣｇｒｏｕｐ：Ｈｅｌａｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｓｈ－ＮＣｆｏｌｌｏｗｅｄｂｙＤＨＡｔｒｅａｔｍｅｎｔ；

ＤＨＡ＋ｓｈ－ＫＬＦ１４ｇｒｏｕｐ：Ｈｅｌａｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｓｈ－ＫＬＦ１４ｆｏｌｌｏｗｅｄｂｙＤＨＡｔｒｅａｔｍｅｎｔ；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｅｌｌｎｅａｇｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ，Ｐ＜０００１；

ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅＤＨＡ＋ｍｉｍｉｃＮＣｇｒｏｕｐ，＃＃Ｐ＜００１，＃＃＃Ｐ＜０００１；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅＤＨＡ＋ｓｈ－ＮＣｇｒｏｕｐ，△△△Ｐ＜０００１
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组相比，ＤＨＡ＋ｍｉＲＮＡ－３４６ｍｉｍｉｃ组中Ｔｕｎｅｌ阳性率
显著降低（Ｐ＜０００１）；与 ＤＨＡ＋ｓｈ－ＮＣ组相比，
ＤＨＡ＋ｓｈ－ＫＬＦ１４组中 Ｔｕｎｅｌ阳性率显著降低
（Ｐ＜０００１），见表３。
８　ＤＨＡ对宫颈癌肿瘤生长及 ＧＰＸ４信号通路的
影响

肿瘤体积及质量检测显示，与动物对照组相比，

动物低、高剂量实验组中肿瘤体积和质量均显著降低

（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１）。免疫组化法检测显
示，与动物对照组相比，动物低、高剂量实验组中

ＧＰＸ４和 ＳＬＣ７Ａ１１相对阳性水平均显著降低（均
Ｐ＜０００１），见表４。

表３　各组Ｈｅｌａ细胞增殖与凋亡的比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ３　ＣｏｍｐａｒｉｓｉｏｎｏｆｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＨｅｌａｃｅｌｌｓ
ａｍｏｕｎｇｇｒｏｕｐｓ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ Ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｒａｔｅ（％） Ａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅ（％）

Ｃｅｌｌｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ １００００±３６５ １４３２±１６１

Ｃｅｌｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ５４３２±７６５ ６１３３±８２５

ＤＨＡ＋ｍｉｍｉｃＮＣ ５６３２±８０２ ５７３２±７１３

ＤＨＡ＋ｍｉＲＮＡ－３４６ｍｉｍｉｃ ７２３３±８６５＃＃ ３２４４±５３７＃＃＃

ＤＨＡ＋ｓｈ－ＮＣ ５２３２±９２３ ５９６３±８９８

ＤＨＡ＋ｓｈ－ＫＬＦ１４ ８８２５±１０３５△△△ ２３８８±３４９△△△

Ｄｏｓｅａｎｄｎｒｅｆｅｒｔｏｔａｂｌｅ２Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｅｌｌｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，
Ｐ＜０００１；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅＤＨＡ＋ｍｉｍｉｃＮＣｇｒｏｕｐ，＃＃Ｐ＜００１，
＃＃＃Ｐ＜０００１；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅＤＨＡ＋ｓｈ－ＮＣｇｒｏｕｐ，△△△Ｐ＜０００１

表４　各组宫颈癌移植瘤生长及铁死亡相关蛋白表达的比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ４　Ｃｏｍｐａｒｉｓｉｏｎｏｆｔｈｅｇｒｏｗｔｈｏｆｃｅｒｖｉｃａｌｃａｎｃｅｒｘｅｎｏｇｒａｆｔｓａｎｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ－ｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ Ｖｏｌｕｍｅ（ｍｍ３） Ｗｅｉｇｈｔ（ｇ） ＧＰＸ４ ＳＬＣ７Ａ１１

Ａｎｉｍａｌｃｏｎｔｒｏｌ １０ ５４２３６±９２３３ １５５±０３３ １００±０１８ １００±０１６
Ａｎｉｍａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌ １０ ４０２８５±９２２８ １２２±０２２ ０５５±００７ ０４８±００６

Ａｎｉｍａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈ １０ ２９５５２±６０５６ ０８８±０１５ ０４２±００４ ０２９±００３

Ａｎｉｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ：Ｍｉｃｅｗｅｒｅｇａｖａｇｅｄｗｉｔｈａｎｅｑｕａｌｖｏｌｕｍｅｏｆｓａｌｉｎｅｄａｉｌｙ；Ａｎｉｍａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌｇｒｏｕｐ：Ｍｉｃｅｗｅｒｅｇａｖａｇｅｄｗｉｔｈ１００ｍｇ·ｋｇ－１ＤＨＡ

ｄａｉｌｙ；Ａｎｉｍａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈ：Ｍｉｃｅｗｅｒｅｇａｖａｇｅｄｗｉｔｈ２００ｍｇ· ｋｇ－１ ＤＨＡ ｄａｉｌｙ；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅａｎｉｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ， Ｐ＜００５，
Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１

讨　　论

ｍｉＲＮＡ是一类长度约 ２２个核苷酸的非编码
ＲＮＡ，通过结合靶 ｍＲＮＡ的３’非翻译区调控基因表
达［１４］。在宫颈癌中，多种 ｍｉＲＮＡ的表达异常已被证
实与肿瘤发生发展密切相关［１５－１６］。在本研究中，

ｍｉＲＮＡ－３４６在宫颈癌中呈现显著升高，这与多项关
于ｍｉＲＮＡ在肿瘤中表达失调的研究一致。ＫＬＦ１４家
族成员在癌症中常作为 ｍｉＲＮＡ的靶基因，其在癌细
胞中的表达水平呈现明显差异，这种差异性表达可能

通过多种途径影响肿瘤的生物学行为［１７］。本研究显

示，在宫颈癌细胞中 ＫＬＦ１４水平明显降低，且双荧光
素酶实验证实，ＫＬＦ１４水平受ｍｉＲＮＡ－３４６调控，是
ｍｉＲＮＡ－３４６的直接靶基因，提示ｍｉＲＮＡ－３４６／ＫＬＦ１４
轴可能参与宫颈癌的发生发展。在此基础上，本研究

进一步观察ＤＨＡ对 ｍｉＲＮＡ－３４６／ＫＬＦ１４轴及宫颈癌
细胞生物学行为的影响，结果显示，ＤＨＡ能够显著抑
制宫颈癌 Ｈｅｌａ细胞的增殖，降低细胞活力，并促进细
胞死亡，同时伴随ｍｉＲＮＡ－３４６表达下调及ＫＬＦ１４表达
上调，这与史乃元等［１８］的研究相互印证。陈露等［１９］在

卵巢癌 ＳＫＯＶ３细胞中的研究也获得了类似发现，证

实ＤＨＡ可以显著降低癌细胞活力并抑制其迁移能
力，这些独立研究共同支持了 ＤＨＡ具有广谱抗肿瘤
活性的观点。结合本研究推测，ＤＨＡ的抗宫颈癌作用
可能部分通过调控ｍｉＲＮＡ－３４６／ＫＬＦ１４轴实现。

铁死亡是一种铁依赖性、脂质过氧化驱动的程序

性细胞死亡形式，其特征包括铁离子积累、活性氧

（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）水平升高和谷胱甘肽
（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ，ＧＳＨ）耗竭。铁死亡作为一种新型程序
性细胞死亡方式，其与宫颈癌的关系日益受到重视。

研究发现，宫颈癌细胞对铁死亡诱导表现出特殊的敏

感性，提示ＫＬＦ１４通过直接结合 ＧＰＸ４启动子抑制其
转录进而诱导宫颈癌细胞铁死亡，过表达ＫＬＦ１４可以
发挥抗肿瘤铁死亡疗效的重要机制［２０］。本研究

显示，ＤＨＡ处理后，Ｈｅｌａ细胞内 Ｆｅ２＋水平显著升高，
同时ＧＰＸ４和ＳＬＣ７Ａ１１相对表达水平均显著降低，这
些变化提示ＤＨＡ处理后细胞出现了与铁死亡相关的
分子特征。除此之外，ＤＨＡ可以明显调控 Ｈｅｌａ细胞
中ｍｉＲＮＡ－３４６和 ＫＬＦ１４相对表达水平，ＫＬＦ１４敲低
或ｍｉＲＮＡ－３４６过表达可以部分逆转 ＤＨＡ诱导的
Ｆｅ２＋蓄积及 ＳＬＣ７Ａ１１、ＧＰＸ４蛋白表达水平，提示
ｍｉＲＮＡ－３４６／ＫＬＦ１４调控轴参与了 ＤＨＡ抗宫颈癌的
过程，其在妇科肿瘤中可能具有保守性功能。同时进
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一步提示，ＫＬＦ１４作为上游因子，可能对铁死亡相关
信号通路成员表达产生影响，从而发挥抗宫颈癌作

用。ＫＬＦ１４作为转录因子，其调控网络可能远比目前
已知的复杂，未来需要更多研究来揭示其在铁死亡中

的精确作用机制。需要说明的是，由于未使用铁死亡

抑制剂或检测脂质过氧化指标，本研究尚不能完全证

实ＤＨＡ主要通过铁死亡起作用，仅提示其可能参与
抗肿瘤作用，具体机制仍需进一步验证。

Ｔｕｎｅｌ法检测显示，ＤＨＡ处理后，Ｈｅｌａ细胞阳性
率达（６１３３±８２５）％，提示其显著促进细胞死亡。
需指出，Ｔｕｎｅｌ阳性并不完全等同于凋亡，也可能在其
他程序性死亡过程中出现。本研究还观察到，Ｆｅ２＋蓄
积及ＧＰＸ４和ＳＬＣ７Ａ１１表达降低，提示 ＤＨＡ可能同
时诱发凋亡与铁死亡，且２者可能存在串扰。后续需
通过检测ｃａｓｐａｓｅ活化、使用特异性抑制剂等实验，进
一步明确 ２种死亡方式在 ＤＨＡ抗肿瘤中的具体贡
献。本研究通过构建宫颈癌 Ｈｅｌａ细胞移植瘤模型，
系统评估了 ＤＨＡ在体内的抗肿瘤效果。实验显示，
与对照组相比，ＤＨＡ能够显著抑制肿瘤生长，与
李颖等［２１］在ＤＨＡ对 Ｕ１４移植瘤研究中的结果相互
印证。免疫组化分析显示，ＤＨＡ处理后肿瘤组织中
ＧＰＸ４和ＳＬＣ７Ａ１１表达均显著降低，这与体外实验中
观察到的铁死亡诱导效应一致，提示 ＤＨＡ在体内亦
可能影响铁死亡相关信号分子的表达，进而参与抑制

宫颈癌肿瘤生长。

本研究提示，ＤＨＡ可以下调 ｍｉＲＮＡ－３４６表达并
上调 ＫＬＦ１４表达，伴随 ＧＰＸ４和 ＳＬＣ７Ａ１１下调及
Ｆｅ２＋蓄积，并促进宫颈癌细胞死亡，提示铁死亡可能参
与其抗肿瘤作用，该过程可能与ｍｉＲＮＡ－３４６／ＫＬＦ１４
轴调控有关。
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