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双硫仑／铜复合物通过Ｄｒｐ１去磷酸化和线粒体转位抑制肝癌细胞增殖并诱导细胞凋亡
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　　 ［摘 要］　 目 的 　 研 究 双 硫 仑／铜 复 合 物 二 乙 基 二 硫 代 氨 基 甲 酸 铜 ［ｃｏｐｐｅｒ（Ⅱ）
ｄｉｅｔｈｙｌｄｉｔｈｉｏｃａｒｂａｍａｔｅ，ＣｕＥＴ］对肝癌细胞增殖及凋亡的影响，并探讨其作用机制。方法　用不同浓度
（０、０．０１、０．０５、０．１０、０．５０、１．００、２．００μｍｏｌ／Ｌ）的ＣｕＥＴ处理，ＣｕＥＴ（２．００μｍｏｌ／Ｌ）作用不同时间（０、３、
６、９、１２、２４ｈ）或 Ｄｒｐ１线粒体转位的选择性抑制剂 Ｍｄｉｖｉ１（１．００μｍｏｌ／Ｌ）预处理肝癌细胞 ＨｅｐＧ２、
ＳＭＭＣ７７２１后，ＭＴＴ实验检测细胞存活率，软琼脂克隆形成实验确定集落形成，流式细胞术分析细胞凋
亡，激光共聚焦检测Ｄｒｐ１线粒体转位，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞凋亡的相关蛋白ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ９、ｃｌｅａｖｅｄ
Ｃａｓｐａｓｅ３、ｃｌｅａｖｅｄＰＡＲＰ１、细胞色素 Ｃ（ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＣ，ｃｙｔｏＣ），以及线粒体分裂蛋白 ｐｈｏｓｐｈｏＤｒｐ１
（Ｓ６３７）、ｐｈｏｓｐｈｏＤｒｐ１（Ｓ６１６）和Ｄｒｐ１的表达。结果　ＣｕＥＴ对ＨｅｐＧ２和ＳＭＭＣ７７２１细胞增殖和集落形
成的抑制作用呈剂量依赖性（Ｐ＜０．０１）；对ＨｅｐＧ２和 ＳＭＭＣ７７２１细胞凋亡诱导作用也有明显的剂量和
时间依赖性（Ｐ＜０．０１）；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，ＣｕＥＴ可导致 Ｃａｓｐａｓｅ３和 Ｃａｓｐａｓｅ９的裂解激活，
ＰＡＲＰ的降解激活以及ｃｙｔｏＣ从线粒体向细胞质的释放。ＣｕＥＴ处理可导致 Ｄｒｐ１（Ｓ６３７）去磷酸化和
Ｄｒｐ１线粒体转位。细胞经Ｍｄｉｖｉ１预处理后可明显阻断ＣｕＥＴ诱导的Ｄｒｐ１线粒体转位、Ｃａｓｐａｓｅ３的裂
解／激活、ｃｙｔｏＣ的释放以及细胞凋亡。结论　双硫仑／铜复合物通过Ｄｒｐ１去磷酸化和线粒体转位抑制
肝癌细胞增殖并诱导细胞发生凋亡。

　　［关键词］　 双硫仑；二乙基二硫代氨基甲酸铜；肝癌；细胞凋亡；线粒体动力相关蛋白
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ｐｅｒｆｏｒｍｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓ，ｉｎｃｌｕｄｉｎｇｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ９，ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ
３，ｃｌｅａｖｅｄＰＡＲＰ１ａｎｄｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＣ，ａｎｄｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｍｉｔｏｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎｓ，ｓｕｃｈａｓｐｈｏｓｐｈｏＤｒｐ１（Ｓ６３７），
ｐｈｏｓｐｈｏＤｒｐ１（Ｓ６１６），ａｎｄｄｙｎａｍｉｎｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１（Ｄｒｐ１）．Ｌａｓｅｒｃｏｎｆｏｃａｌｓｃａｎｎｉｎｇｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙｗａｓ
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　　肝癌是全球常见的恶性肿瘤之一，具有恶性程度
高、易转移、疾病隐匿、预后差等特点［１］。流行病学研

究表明，２０１８年世界范围内新增癌症病例中，肝癌占
比高达８．２％，其发病率居世界恶性肿瘤发病率第６位，
病死率居第４位，在男性中更是升至第２位，仅次于肺
癌，给人类的生命和健康造成了极大的威胁［２］。与此

同时，尽管近年来临床上涌现了大量的新型抗癌化疗

药物，但靶点不明确引起的毒副作用、药物耐药性依旧

是制约持续化疗、降低患者依从性、肿瘤复发转移的主

要问题，这也是限制化疗药物成为癌症治疗首选方法

的“瓶颈”之一。利用已批准用于治疗多种疾病的药

物作为候选抗癌药物是区别于从源头开发新药的一种

更快、更便宜的替代方法［３］。这也得益于现有的临床

适用给药方案和患者耐受性的证据。

　　双硫仑（ｄｉｓｕｌｆｉｒａｍ，ＤＳＦ），又名戒酒硫，是美国食
品和药物管理局（ＦＤＡ）批准用于治疗酒精依赖的药
物，临床使用超过６０年，在其推荐剂量下，具有完善的
药代动力学、安全性和耐受性等多方面患者数据资

料［４－５］。在体内，双硫仑抑制乙醛脱氢酶，阻挠乙醇的

正常代谢，致使饮用少量乙醇也可引起乙醛中毒的反

应，用药后再饮酒即出现软弱眩晕、嗜睡、全身潮红、头

痛、恶心、呕吐、血压下降，甚至休克等反应，令嗜酒者

不再思饮酒，而达到戒酒的目的。由于 ＤＳＦ在临床前
模型中显示出抗癌活性，并且其体内代谢物二硫代氨

基甲酸二乙酯（ｄｉｅｔｈｙｌｄｉｔｈｉｏｃａｒｂａｍａｔｅ，ＤＴＣ）在临床试
验中用做佐剂辅助治疗高危乳腺癌，因而 ＤＳＦ成为肿
瘤学药物再利用的候选药物［６－１０］。尽管 ＤＳＦ对多种
癌细胞均有不同程度的抑制作用，且 ＤＳＦ的抗肿瘤活
性依赖Ｃｕ２＋，即ＤＳＦ的代谢物ＤＴＣ在体内与Ｃｕ２＋形成
螯合物二乙基二硫代氨基甲酸铜［ｃｏｐｐｅｒ（Ⅱ）ｄｉｅｔｈｙｌ
ｄｉｔｈｉｏｃａｒｂａｍａｔｅ，ＣｕＥＴ］［１１］，但ＤＳＦ抑制肝癌细胞生长
的确切机制仍不清楚。本研究旨在考察不同浓度双硫

仑体内活性代谢物 ＣｕＥＴ对肝癌细胞 ＨｅｐＧ２、ＳＭＭＣ
７７２１增殖及凋亡的影响，并初步探讨其可能的作用机
制，以期为双硫仑的“老药新用”提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
　　人肝癌细胞株 ＨｅｐＧ２、ＳＭＭＣ７７２１均购自美国
ＡＴＣＣ细胞库；ＲＰＭＩ１６４０培养基、ＤＭＥＭ培养基、
０．２５％胰蛋白酶均购自 Ｇｉｂｃｏ公司；胎牛血清购自天
津康源公司；二乙基二硫代氨基甲酸铜（Ⅱ）购自东京
化成工业株式会社；Ｍｄｉｖｉ１购自 Ｓｅｌｌｅｃｋ公司；ＭＴＴ、
ＬＣ３Ｂ、ＰＩ均购自 Ｓｉｇｍａ公司；ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ购自 ＢＤ
公司；ＧＡＰＤＨ购自上海碧云天公司；ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３、
ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ９、ＣＯＸＩＶ、Ｐ９７均购自 ＣＳＴ公司；
ＮＰＬ４、ＵＦＤ１、ｃｌｅａｖｅｄＰＡＲＰ１均购自成都正能公司；
ＰＡＲＰ１购自Ｅｐｉｔｏｍｉｃｓ公司。
１．２　方法
１．２．１　细胞培养　　ＨｅｐＧ２用 ＲＰＭＩ１６４０培养基
（１０％胎牛血清），ＳＭＭＣ７７２１细胞用 ＤＭＥＭ完全培养
基（１０％胎牛血清）于３７℃、５％ＣＯ２培养箱中培养，待细
胞生长至８０％左右，用０．２５％胰蛋白酶消化离心传代。
１．２．２　ＭＴＴ比色法检测细胞活度　　处于对数生长
期的ＨｅｐＧ２和ＳＭＭＣ７７２１细胞，按５０００／孔铺９６孔
板，每孔９０μＬ培养基，３７℃培养过夜后给予不同浓
度（０、０．０１、０．０５、０．１０、０．５０、１．００、２．００μｍｏｌ／Ｌ）的
ＣｕＥＴ处理。给药处理后继续培养２４ｈ，每孔加入２０μＬ
０．５％ＭＴＴ，３７℃继续培养４ｈ，吸尽孔内液体，每孔加
入１５０μＬＤＭＳＯ，室温避光振摇约１０ｍｉｎ，溶解甲!

。

酶标仪于波长４９０ｎｍ处检测光密度值［Ｄ（４９０）］。设
既无细胞也不给药的孔为调零孔，设有细胞但不给药

的孔为对照孔（其细胞活性为 １００％）。所有组平行
３个复孔。细胞存活率＝［处理组 Ｄ（４９０）－调零孔
Ｄ（４９０）］／［对照组Ｄ（４９０）－调零孔Ｄ（４９０）］×１００％。
１．２．３　软琼脂克隆形成实验　　用双蒸水配置质量
分数为１．２％的琼脂糖，高压灭菌后置４２℃水浴中保
持融化状态。将１Ｌ装ＤＭＥＭ完全培养基粉末（或者
１Ｌ装ＲＰＭＩ１６４０培养基粉末）溶于双蒸水中，并定容
至５００ｍＬ，０．２２μｍ滤膜过滤，即配置２×ＤＭＥＭ完全

３０３２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（２３）



培养基（或２×ＲＰＭＩ１６４０培养基）。取等体积的１．２％
的琼脂糖和 ２×ＤＭＥＭ（或 ２×ＲＰＭＩ１６４０）混匀，每孔
１ｍＬ加入 １２孔板中，室温凝固。ＨｅｐＧ２和 ＳＭＭＣ
７７２１组 ＣｕＥＴ浓度设置均为：０、０．０５、０．１０、０．５０、
１．００、２．００μｍｏｌ／Ｌ。制备单细胞悬液，调整细胞数为１×
１０４／ｍＬ，取 １．２％的琼脂糖和 ２×ＤＭＥＭ（或 ２×ＲＰＭＩ
１６４０）按１∶３比例混匀，加入１００μＬ细胞悬液混匀，取
１ｍＬ加入已经凝固的下层胶上。３７℃、５％ＣＯ２培养箱中
培养１５～２０ｄ，显微镜下拍照，每孔加入１００μＬ５％ＭＴＴ
染色，计数比较各组克隆形成情况。每组３个复孔。
１．２．４　细胞凋亡　　处于对数生长期的 ＨｅｐＧ２和
ＳＭＭＣ７７２１细胞，按１．３×１０５／孔接种于６孔板，每孔
２ｍＬ培养基，３７℃培养过夜。实验分组设置为：量效
组（０、０．０５、０．１０、０．５０、１．００、２．００μｍｏｌ／Ｌ）、时效组
（０、３、６、９、１２、２４ｈ，ＣｕＥＴ浓度均为 ２．００μｍｏｌ／Ｌ）。
量效组给药处理后继续培养２４ｈ收集细胞，时效组给
药后不同时间点收集细胞。培养基收集于１．５ｍＬＥＰ
管内，ＰＢＳ洗涤细胞１次，每孔加入１００μＬ胰蛋白酶
消化细胞，培养基终止消化，收集细胞液于１．５ｍＬＥＰ
管内，１０００ｒ／ｍｉｎ，４℃离心５ｍｉｎ。弃上清，按每个样
１００μＬ１×ｂｉｎｇｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ、２μＬＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ、５μＬ
ＰＩ（５０μｇ／ｍＬ）配置染液，每个样加入 １００μＬ混合染
液，斡旋转移液体至１．５ｍＬＥＰ管内，避光染色１５ｍｉｎ，
流式细胞仪检测细胞凋亡率。

１．２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　　ＨｅｐＧ２和 ＳＭＭＣ７７２１
细胞给药处理２４ｈ后，分别提取全细胞蛋白（细胞裂
解液，碧云天）、线粒体蛋白和胞质蛋白（线粒体分离

提取试剂盒，碧云天）并测定蛋白浓度（ＢＣＡ蛋白浓度
测定试剂盒增强型，碧云天），蛋白液加入ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ，
９６℃，金属浴１０ｍｉｎ，保存于－８０℃。经聚丙烯酰胺
凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ），电转３～４ｈ至ＰＶＤＦ膜，５％脱
脂牛奶封闭 ３０ｍｉｎ，于 ４℃摇床上孵育抗体过夜，
ＴＢＳＴ洗涤一抗１０ｍｉｎ，重复３次，加入二抗于室温下
孵育２ｈ，ＴＢＳＴ洗涤后显影。
１．３　统计学分析
　　采用ＧｒａｐｈＰａｄ７．０和 ＳＰＳＳ２５．０统计软件，数据
以 珋ｘ±ｓ表示，进行独立样本ｔ检验或单因素方差分析。
检验水准α＝０．０５。

２　结果

２．１　ＣｕＥＴ抑制肝癌细胞ＨｅｐＧ２和ＳＭＭＣ７７２１增殖
　　结果显示（图１）：与对照组相比，随着 ＣｕＥＴ浓度
的增加，肝癌细胞 ＨｅｐＧ２和 ＳＭＭＣ７７２１增殖活性逐
渐降低，呈现较好的剂量效应。且最大给药组

（２．００μｍｏｌ／Ｌ）处理后，ＨｅｐＧ２组细胞存活率仅为
２３．０４％，ＳＭＭＣ７７２１组细胞存活率仅为 １１．０２％，与
对照组相比差异有统计学意义（ＰＨｅｐＧ２＜０．０１，ＰＳＭＭＣ７７２１＜
０．０１）。ＣｕＥＴ对两种肝癌细胞的半数致死浓度（ＩＣ５０）

分别 为 ＩＣ５０（ＨｅｐＧ２） ＝（０．３１５±０．１３４）μｍｏｌ／Ｌ，
ＩＣ５０（ＳＭＭＣ７７２１）＝（０．２１９±０．００７）μｍｏｌ／Ｌ。其次，在相同
药物浓度下，ＨｅｐＧ２细胞敏感性强于 ＳＭＭＣ７７２１细
胞，可见ＣｕＥＴ对肝癌细胞ＨｅｐＧ２和ＳＭＭＣ７７２１增殖
具有良好的抑制作用。
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ａ：Ｐ＜０．０１，与ＳＭＭＣ７７２１中０μｍｏｌ／ＬＣｕＥＴ组比较；ｂ：Ｐ＜
０．０１，与ＨｅｐＧ２中０μｍｏｌ／ＬＣｕＥＴ组比较

图１　ＣｕＥＴ抑制肝癌细胞ＨｅｐＧ２和ＳＭＭＣ７７２１增殖

２．２　ＣｕＥＴ抑制ＨｅｐＧ２和ＳＭＭＣ７７２１细胞克隆球生长
　　结果显示（图２）：相较于对照组，ＣｕＥＴ给药处理后，
ＨｅｐＧ２和ＳＭＭＣ７７２１细胞克隆形成数目、克隆球大小均
呈现剂量依赖性的减少。且最大给药组（２．００μｍｏｌ／Ｌ）
处理后，与对照组相比，ＨｅｐＧ２和 ＳＭＭＣ７７２１细胞克
隆形成数分别减少了９７．２４％、９８．００％（Ｐ＜０．０１）。实
验结果进一步证明了ＣｕＥＴ能抑制肝癌细胞ＨｅｐＧ２和
ＳＭＭＣ７７２１的增殖。
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图２　不同浓度ＣｕＥＴ对ＨｅｐＧ２和ＳＭＭＣ７７２１细胞克隆球
生长的影响

２．３　ＣｕＥＴ可诱导肝癌细胞 ＨｅｐＧ２和 ＳＭＭＣ７７２１发
生凋亡

　　结果显示（图３）：相较于对照组，ＣｕＥＴ给药处理
后，能诱导ＨｅｐＧ２和ＳＭＭＣ７７２１细胞发生凋亡，呈现一
定的剂量和时效依赖性。且最大给药组（２．００μｍｏｌ／Ｌ）
处理后，与对照组相比，ＨｅｐＧ２和ＳＭＭＣ７７２１细胞凋亡
率分别为 ６２．２１％、７４．２２％（Ｐ＜０．０１）。通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测细胞内凋亡相关蛋白表达的变化情况（图
４），发现 ＣｕＥＴ给药处理后，引起 ＰＡＲＰ１剪切激活，
ｃｌｅａｖｅｄＰＡＲＰ１、ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３、ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ９
表达增加以及细胞色素 Ｃ（ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＣ，ｃｙｔｏＣ）释放

４０３２ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（２３）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



至胞质。上述流式及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果表明，
ＣｕＥＴ激活细胞的凋亡通路，促进肝癌细胞 ＨｅｐＧ２和
ＳＭＭＣ７７２１发生凋亡。同时，凋亡活性物质细胞色素

Ｃ的释放提示线粒体介导的内源性凋亡通路激活，线
粒体可能参与 ＣｕＥＴ诱导肝癌细胞 ＨｅｐＧ２和 ＳＭＭＣ
７７２１凋亡过程。

!""#!$$%&

'()*%

细
胞
凋
亡
率
（
+

）

,

,

,

,

,

,

,

,

- . / 0 &% %1

时间
23

,

,

,

,

,

,

,

,

4 5

- -6-7 -6&- -67- &6-- %6--

#89:;!<=>

·
?

@&

&--

A-

/-

1-

%-

-

!""#!$$%&

'()*%

细
胞
凋
亡
率
（
+

）

&--

A-

/-

1-

%-

-

Ａ：量效组细胞凋亡统计分析；Ｂ：时效组细胞凋亡统计分析；ａ：Ｐ＜０．０１，与各自空白对照比较

图３　ＣｕＥＴ可诱导肝癌细胞ＨｅｐＧ２和ＳＭＭＣ７７２１发生凋亡
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１：ｃｌｅａｖｅｄＰＡＲＰ１；２：ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ９；３：ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３；４：ｃｙｔｏＣ；ａ：Ｐ＜０．０１，与各自空白对照比较
Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果；Ｂ：ＨｅｐＧ２量效组Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ半定量分析；Ｃ：ＳＭＭＣ７７２１量效组Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ半定量分
析；Ｄ：ＨｅｐＧ２时效组Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ半定量分析；Ｅ：ＳＭＭＣ７７２１时效组Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ半定量分析

图４　ＣｕＥＴ对肝癌细胞ＨｅｐＧ２和ＳＭＭＣ７７２１凋亡相关蛋白的影响
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２．４　 ＣｕＥＴ对线粒体分裂关键蛋白Ｄｒｐ１的影响
　　线粒体的过度分裂会导致线粒体膜通透性增高，
进而引起 Ｃａｓｐａｓｅ活化的细胞色素 Ｃ等物质释放，启
动细胞凋亡的级联反应，最终引起细胞凋亡的发生，因

此，过度的线粒体分裂与细胞凋亡之间存在一定的因

果关系，而 Ｄｒｐ１（ｄｙｎａｍｉｎｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１）是线粒体
分裂的关键蛋白。那么，ＣｕＥＴ是否会影响 Ｄｒｐ１的蛋
白修饰和线粒体转位呢？为证实这一猜想，利用

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｄｒｐ１磷酸化状态的变化和其线粒体
转位的变化（图 ５），结果可见 ＣｕＥＴ给药处理后可显
著减少 Ｄｒｐ１在 Ｓｅｒ６３７位点上的磷酸化，而对 Ｓｅｒ６１６

位点的磷酸化状态没有显著影响，进一步提取线粒体

蛋白及胞质蛋白，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ｄｒｐ１的变化情况，
发现ＣｕＥＴ可使Ｄｒｐ１在线粒体上的表达明显增多，在
胞质中的表达明显降低，说明ＣｕＥＴ可使Ｄｒｐ１Ｓ６３７发
生去磷酸化及线粒体转位。此外，采用免疫荧光分别

染色线粒体和Ｄｒｐ１蛋白，激光共聚焦观察发现，正常
情况下，Ｄｒｐ１的蛋白的绿色荧光和线粒体的红色荧光
很少共定位，而经ＣｕＥＴ（２μｍｏｌ／Ｌ，２４ｈ）处理后，可见
Ｄｒｐ１蛋白的绿色荧光和线粒体的红色荧光出现明显
的重叠，呈现黄色荧光共定位（图６）。由此，进一步证
明ＣｕＥＴ处理后，可使胞质内Ｄｒｐ１转位到线粒体上。
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图５　ＣｕＥＴ对线粒体分裂关键蛋白Ｄｒｐ１的影响
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图６　激光共聚焦检测Ｄｒｐ１线粒体转位

２．５　ＣｕＥＴ通过影响线粒体分裂关键蛋白 Ｄｒｐ１的转
位促进肝癌细胞 ＨｅｐＧ２和 ＳＭＭＣ７７２１凋亡的
发生

　　提取线粒体蛋白，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测发现，Ｍｄｉｖｉ１
（１μｍｏｌ／Ｌ）预处理后，可以明显阻断 ＣｕＥＴ诱导的
Ｄｒｐ１线粒体转位（图７Ａ、Ｂ）。进一步通过ＡｎｎｅｘｉｎＶ
ＦＩＴＣ和ＰＩ双染，流式细胞术检测细胞凋亡率发现，细
胞经Ｍｄｉｖｉ１预处理后，可以明显阻断ＣｕＥＴ诱导的细

胞凋亡（图 ７Ｃ、Ｄ）。进一步提取全细胞蛋白、线粒体
蛋白和胞质蛋白，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测凋亡相关蛋白变化
情况。研究结果表明，细胞经 Ｍｄｉｖｉ１预处理后可明
显阻断 ＣｕＥＴ诱导的 ｃｌｅａｖｅｄＰＡＲＰ１、ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ
３、ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ９表达增加以及细胞色素 Ｃ的释放
（图７Ａ、Ｂ）。以上结果说明，ＣｕＥＴ通过使 Ｄｒｐ１发生
线粒体转位，导致线粒体发生过度分裂从而诱导肝癌

细胞发生凋亡。

７０３２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（２３）
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ＣｕＥＴ组比较
Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果；Ｂ：图Ａ中２、４组蛋白表达半定量分析；Ｃ：抑制Ｄｒｐ１线粒体转位对ＣｕＥＴ诱导的细胞凋
亡的影响；Ｄ：细胞凋亡统计分析

图７　抑制Ｄｒｐ１线粒体转位对ＣｕＥＴ诱导的细胞凋亡的影响

３　讨论

　　原发性肝癌是目前我国第４位常见恶性肿瘤及第
２位肿瘤致死病因［１２］。２０１５年流行病学报告显示，我
国新增４６．６万肝癌病例和４２．１万死亡病例［１３］，已逐

步发展成为威胁国民健康的重大隐患［１４－１５］。目前，针

对不能手术切除和消融的Ⅱｂ期、Ⅲ期、Ⅳ期肝癌患
者，临床上主要考虑化学药物的系统治疗，代表药物有

索拉菲尼、仑伐替尼等，但索拉菲尼在治疗开始后的

２～６周内，可能出现腹泻、手足综合征、皮疹、心肌缺血
以及高血压等不良反应，严重影响药物的疗效及患者

用药的依从性［１６－１７］。

　　肿瘤细胞异常增殖和凋亡失衡在肿瘤发生、发展
过程中发挥着重要作用，针对这个环节，对其进行干预

性调节成为干预肿瘤发生、发展的重要治疗策略。由

线粒体介导的内源性凋亡通路是哺乳动物细胞程序性

死亡的主要途径。当细胞受到诸如ＤＮＡ损伤、ＡＴＰ耗
竭等的凋亡刺激时，可导致线粒体膜肿胀，通透性增

高，释放内部的凋亡相关的活性物质，如细胞色素 Ｃ、
激活下游的Ｃａｓｐａｓｅ家族、激活后的Ｃａｓｐａｓｅ切割特异
性底物，最终导致细胞凋亡。线粒体的分裂融合状态
影响这一过程的开展［１８－２０］。

８０３２ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（２３）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



　　双硫仑作为经典的治疗酒精依赖的药物，近年来
因为在候选抗癌药物大规模筛选中展现出一定的抗癌

活性而焕发出新的活力。双硫仑的抗肿瘤活性离不开

Ｃｕ２＋的辅助，即与之形成螯合物 ＣｕＥＴ。有研究表明，
ＣｕＥＴ可诱导肿瘤细胞产生活性氧化物触发氧化应
激［２１－２２］，或调节肿瘤细胞内凋亡相关信号通路［２３］，或

者通过改变乙醛脱氢酶（ａｌｄｅｈｙｄｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，
ＡＬＤＨ）的活性［２４］，或抑制泛素蛋白酶体系统［１１］，最

终导致肿瘤细胞死亡，发挥抗肿瘤作用。此外，ＤＳＦ还
可通过抑制Ｐ糖蛋白多药外排泵和抑制 ＮＦκＢ的激
活来逆转化疗药物的耐药［２５－２６］。本研究证明ＣｕＥＴ能
抑制肝癌细胞增殖，显著诱导肝癌细胞凋亡的发生，且

导致线粒体内容物细胞色素 Ｃ释放至胞质中，说明由
线粒体介导的内源性凋亡通路参与了 ＣｕＥＴ诱导的细
胞凋亡过程。

　　Ｄｒｐ１是调节细胞线粒体分裂的关键分子，正常情
况下Ｄｒｐ１蛋白主要以去磷酸化的抑制状态定位于细
胞质，在细胞凋亡过程中，Ｄｒｐ１蛋白可去磷酸化激活，
转位至线粒体外膜，缢裂线粒体［２７］。Ｄｒｐ１从胞质转
位到线粒体并调控线粒体分裂，与线粒体细胞色素 Ｃ
释放和 Ｃａｓｐａｓｅ激活密切相关。本研究检测到 Ｄｒｐ１
的Ｓｅｒ６３７位磷酸化水平降低，其线粒体转位增加，说
明线粒体途径参与ＣｕＥＴ诱导的细胞凋亡。
　　综上所述，双硫仑与铜离子形成的螯合物（ＣｕＥＴ）
能抑制肝癌细胞增殖并诱导其发生凋亡，其可能的机

制为ＣｕＥＴ减少线粒体分裂关键蛋白 Ｄｒｐ１在 Ｓｅｒ６３７
位点上的磷酸化修饰水平，削弱了其对Ｄｒｐ１线粒体转
位的抑制作用，从而导致线粒体过度分裂，线粒体膜通

透性增高，凋亡活性物质细胞色素 Ｃ释放至胞质中，
从而激活下游的 Ｃａｓｐａｓｅ家族，进而促进肝癌细胞
ＨｅｐＧ２和ＳＭＭＣ７７２１凋亡的发生。
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Ｄｉｓｃｏｖ，２０１１，１０（６）：３９７．ＤＯＩ：１０．１０３８／ｎｒｄ３４６１．

［４］ＷＲＩＧＨＴＣ， ＭＯＯＲＥ Ｒ Ｄ． Ｄｉｓｕｌｆｉｒａｍ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ

ａｌｃｏｈｏｌｉｓｍ［Ｊ］．ＡｍＪＭｅｄ，１９９０，８８（６）：６４７－６５５．ＤＯＩ：

１０．１０１６／０００２９３４３（９０）９０５３４ｋ．

［５］ＣＶＥＫＢ．Ｎｏｎｐｒｏｆｉｔｄｒｕｇｓａｓｔｈｅｓａｌｖａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｗｏｒｌｄ’ｓ

ｈｅａｌｔｈｃａｒｅｓｙｓｔｅｍｓ：ｔｈｅｃａｓｅｏｆＡｎｔａｂｕｓｅ（ｄｉｓｕｌｆｉｒａｍ）［Ｊ］．

ＤｒｕｇＤｉｓｃｏｖＴｏｄａｙ，２０１２，１７（９／１０）：４０９－４１２．ＤＯＩ：１０．

１０１６／ｊ．ｄｒｕｄｉｓ．２０１１．１２．０１０．

［６］ＩＬＪＩＮＫ，ＫＥＴＯＬＡＫ，ＶＡＩＮＩＯＰ，ｅｔａｌ．Ｈｉｇｈｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ

ｃｅｌｌｂａｓｅｄｓｃｒｅｅｎｉｎｇｏｆ４９１０ｋｎｏｗｎｄｒｕｇｓａｎｄｄｒｕｇｌｉｋｅｓｍａｌｌ

ｍｏｌｅｃｕｌｅｓｉｄｅｎｔｉｆｉｅｓｄｉｓｕｌｆｉｒａｍ ａｓａｎｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｆｐｒｏｓｔａｔｅ

ｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｇｒｏｗｔｈ［Ｊ］．ＣｌｉｎＣａｎｃｅｒＲｅｓ，２００９，１５（１９）：

６０７０－６０７８．ＤＯＩ：１０．１１５８／１０７８０４３２．ｃｃｒ０９１０３５．

［７］ＣＨＥＮＤ，ＣＵＩＱＣ，ＹＡＮＧＨ，ｅｔａｌ．Ｄｉｓｕｌｆｉｒａｍ，ａｃｌｉｎｉｃａｌｌｙ

ｕｓｅｄａｎｔｉａｌｃｏｈｏｌｉｓｍｄｒｕｇａｎｄｃｏｐｐｅｒｂｉｎｄｉｎｇａｇｅｎｔ，ｉｎｄｕｃｅｓ

ａｐｏｐｔｏｔｉｃｃｅｌｌｄｅａｔｈｉｎｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｃｕｌｔｕｒｅｓａｎｄｘｅｎｏｇｒａｆｔｓ

ｖｉａｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆｔｈｅｐｒｏｔｅａｓｏｍｅａｃｔｉｖｉｔｙ［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＲｅｓ，

２００６，６６（２１）：１０４２５－１０４３３．ＤＯＩ：１０．１１５８／０００８５４７２．

ｃａｎ０６２１２６．

［８］ＺＨＡＪ，ＣＨＥＮＦＬ，ＤＯＮＧＨＪ，ｅｔａｌ．Ｄｉｓｕｌｆｉｒａｍｔａｒｇｅｔｉｎｇ

ｌｙｍｐｈｏｉｄｍａｌｉｇｎａｎｔｃｅｌｌｌｉｎｅｓｖｉａＲＯＳＪＮＫａｃｔｉｖａｔｉｏｎａｓｗｅｌｌ

ａｓＮｒｆ２ａｎｄＮＦｋＢｐａｔｈｗａｙｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ［Ｊ］．ＪＴｒａｎｓｌＭｅｄ，

２０１４，１２（１）：１－９．ＤＯＩ：１０．１１８６／１４７９５８７６１２１６３．

［９］ＳＡＦＩＲ，ＮＥＬＳＯＮＥＲ，ＣＨＩＴＮＥＮＩＳＫ，ｅｔａｌ．Ｃｏｐｐｅｒ

ｓｉｇｎａｌｉｎｇａｘｉｓａｓａｔａｒｇｅｔｆｏｒｐｒｏｓｔａｔｅｃａｎｃｅｒｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ［Ｊ］．

ＣａｎｃｅｒＲｅｓ，２０１４，７４（２０）：５８１９－５８３１．ＤＯＩ：１０．１１５８／

０００８５４７２．ｃａｎ１３３５２７．

［１０］ＤＵＦＯＵＲＰ，ＬＡＮＧ ＪＭ，ＧＩＲＯＮ Ｃ，ｅｔａｌ．Ｓｏｄｉｕｍ

ｄｉｔｈｉｏｃａｒｂａｓａｄｊｕｖａｎｔｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｙｆｏｒｈｉｇｈｒｉｓｋｂｒｅａｓｔ

ｃａｎｃｅｒ：ａｒａｎｄｏｍｉｚｅｄｓｔｕｄｙ［Ｊ］．Ｂｉｏｔｈｅｒａｐｙ，１９９３，６（１）：

９－１２．ＤＯＩ：１０．１００７／ｂｆ０１８７７３８０．

［１１］ＳＫＲＯＴＴＺ，ＭＩＳＴＲＩＫ Ｍ， ＡＮＤＥＲＳＥＮ Ｋ Ｋ， ｅｔａｌ．

Ａｌｃｏｈｏｌａｂｕｓｅｄｒｕｇ ｄｉｓｕｌｆｉｒａｍ ｔａｒｇｅｔｓｃａｎｃｅｒｖｉａ ｐ９７

ｓｅｇｒｅｇａｓｅａｄａｐｔｏｒＮＰＬ４［Ｊ］．Ｎａｔｕｒｅ，２０１７，５５２（７６８４）：

１９４－１９９．ＤＯＩ：１０．１０３８／ｎａｔｕｒｅ２５０１６．

［１２］ＺＨＯＵＭ，ＷＡＮＧＨ，ＺＥＮＧＸ，ｅｔａｌ．Ｍｏｒｔａｌｉｔｙ，ｍｏｒｂｉｄｉｔｙ，

ａｎｄｒｉｓｋｆａｃｔｏｒｓｉｎＣｈｉｎａａｎｄｉｔｓｐｒｏｖｉｎｃｅｓ，１９９０－２０１７：ａ

ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃａｎａｌｙｓｉｓｆｏｒｔｈｅＧｌｏｂａｌＢｕｒｄｅｎｏｆＤｉｓｅａｓｅＳｔｕｄｙ

２０１７［Ｊ］．Ｌａｎｃｅｔ，２０１９，３９４（１０２０４）：１１４５－１１５８．ＤＯＩ：

１０．１０１６／ｓ０１４０６７３６（１９）３０４２７１．

［１３］ＣＨＥＮＷ Ｑ，ＺＨＥＮＧＲＳ，ＢＡＡＤＥＰＤ，ｅｔａｌ．Ｃａｎｃｅｒ

ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓｉｎＣｈｉｎａ，２０１５［Ｊ］．ＣＡＣａｎｃｅｒＪＣｌｉｎ，２０１６，６６

（２）：１１５－１３２．ＤＯＩ：１０．３３２２／ｃａａｃ．２１３３８．

９０３２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（２３）



［１４］ＷＡＮＧＦＳ，ＦＡＮＪＧ，ＺＨＡＮＧＺ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｇｌｏｂａｌｂｕｒｄｅｎ

ｏｆｌｉｖｅｒｄｉｓｅａｓｅ：ｔｈｅｍａｊｏｒｉｍｐａｃｔｏｆＣｈｉｎａ［Ｊ］．Ｈｅｐａｔｏｌｏｇｙ，

２０１４，６０（６）：２０９９－２１０８．ＤＯＩ：１０．１００２／ｈｅｐ．２７４０６．

［１５］ＦＵＪ，ＷＡＮＧＨ．Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎｄｉａｇｎｏｓｉｓａｎｄｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆｌｉｖｅｒ

ｃａｎｃｅｒｉｎＣｈｉｎａ［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＬｅｔｔ，２０１８，４１２：２８３－２８８．

ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｃａｎｌｅｔ．２０１７．１０．００８．

［１６］ＶＯＧＥＬＡ， ＣＥＲＶＡＮＴＥＳ Ａ， ＣＨＡＵ Ｉ， ｅｔ ａｌ．

Ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ： ＥＳＭＯ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｐｒａｃｔｉｃｅ

Ｇｕｉｄｅｌｉｎｅｓｆｏｒｄｉａｇｎｏｓｉｓ，ｔｒｅａｔｍｅｎｔａｎｄｆｏｌｌｏｗｕｐ［Ｊ］．Ａｎｎ

Ｏｎｃｏｌ，２０１８，２９：ｉｖ２３８ｉｖ２５５．ＤＯＩ：１０．１０９３／ａｎｎｏｎｃ／

ｍｄｙ３０８．

［１７］ＥｕｒｏｐｅａｎＡｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｆｏｒｔｈｅＳｔｕｄｙｏｆｔｈｅＬｉｖｅｒ．ＥＡＳＬ

ｃｌｉｎｉｃａｌｐｒａｃｔｉｃｅｇｕｉｄｅｌｉｎｅｓ：ｍａｎａｇｅｍｅｎｔｏｆｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ

ｃａｒｃｉｎｏｍａ［Ｊ］．ＪＨｅｐａｔｏｌ，２０１８，６９（１）：１８２－２３６．ＤＯＩ：

１０．１０１６／ｊ．ｊｈｅｐ．２０１８．０３．０１９．

［１８］ＥＳＴＡＱＵＩＥＲＪ，ＡＲＮＯＵＬＴＤ．ＩｎｈｉｂｉｔｉｎｇＤｒｐ１ｍｅｄｉａｔｅｄ

ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｆｉｓｓｉｏｎｓｅｌｅｃｔｉｖｅｌｙｐｒｅｖｅｎｔｓｔｈｅｒｅｌｅａｓｅｏｆ

ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＣｄｕｒｉｎｇａｐｏｐｔｏｓｉｓ［Ｊ］．ＣｅｌｌＤｅａｔｈＤｉｆｆｅｒ，

２００７，１４（６）：１０８６－１０９４．ＤＯＩ：１０．１０３８／ｓｊ．ｃｄｄ．

４４０２１０７．

［１９］ＢＲＯＯＫＳＣ，ＣＨＯＳＧ，ＷＡＮＧＣＹ，ｅｔａｌ．Ｆｒａｇｍｅｎｔｅｄ

ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａａｒｅｓｅｎｓｉｔｉｚｅｄｔｏＢａｘｉｎｓｅｒｔｉｏｎａｎｄａｃｔｉｖａｔｉｏｎ

ｄｕｒｉｎｇａｐｏｐｔｏｓｉｓ［Ｊ］．ＡｍＪＰｈｙｓｉｏｌＣｅｌｌＰｈｙｓｉｏｌ，２０１１，３００

（３）：Ｃ４４７－Ｃ４５５．ＤＯＩ：１０．１１５２／ａｊｐｃｅｌｌ．００４０２．２０１０．

［２０］ＷＡＩＴ，ＬＡＮＧＥＲＴ．Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｄｙｎａｍｉｃｓａｎｄｍｅｔａｂｏｌｉｃ

ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＴｒｅｎｄｓＥｎｄｏｃｒｉｎｏｌＭｅｔａｂ，２０１６，２７（２）：

１０５－１１７．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｔｅｍ．２０１５．１２．００１．

［２１］ＸＵＢ，ＷＡＮＧＳ，ＬＩＲ，ｅｔａｌ．Ｄｉｓｕｌｆｉｒａｍ／ｃｏｐｐｅｒｓｅｌｅｃｔｉｖｅｌｙ

ｅｒａｄｉｃａｔｅｓＡＭＬｌｅｕｋｅｍｉａｓｔｅｍｃｅｌｌｓｉｎｖｉｔｒｏａｎｄｉｎｖｉｖｏｂｙ

ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓｉｎｄｕｃｔｉｏｎｏｆＲＯＳＪＮＫａｎｄｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆＮＦκＢ

ａｎｄＮｒｆ２［Ｊ］．ＣｅｌｌＤｅａｔｈＤｉｓ，２０１７，８（５）：ｅ２７９７．ＤＯＩ：

１０．１０３８／ｃｄｄｉｓ．２０１７．１７６．

［２２］ＳＨＡＨＯ’ＢＲＩＥＮＰ，ＸＩＹ，ＭＩＬＬＥＲＪＲ，ｅｔａｌ．Ｄｉｓｕｌｆｉｒａｍ

（ａｎｔａｂｕｓｅ） ａｃｔｉｖａｔｅｓ ＲＯＳｄｅｐｅｎｄｅｎｔＥＲ ｓｔｒｅｓｓ ａｎｄ

ａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｏｒａｌｃａｖｉｔｙｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ［Ｊ］．ＪＣｌｉｎ

Ｍｅｄ，２０１９，８（５）：６１１．ＤＯＩ：１０．３３９０／ｊｃｍ８０５０６１１．

［２３］ＫＩＭＪＹ，ＣＨＯＹ，ＯＨＥ，ｅｔａｌ．Ｄｉｓｕｌｆｉｒａｍｔａｒｇｅｔｓｃａｎｃｅｒ

ｓｔｅｍｌｉｋｅｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓａｎｄｔｈｅＨＥＲ２／Ａｋｔｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｉｎ

ＨＥＲ２ｐｏｓｉｔｉｖｅｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＬｅｔｔ，２０１６，３７９

（１）：３９－４８．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｃａｎｌｅｔ．２０１６．０５．０２６．

［２４］ＣＨＯＩＳＡ，ＣＨＯＩＪＷ，ＷＡＮＧＫＣ，ｅｔａｌ．Ｄｉｓｕｌｆｉｒａｍ

ｍｏｄｕｌａｔｅｓｓｔｅｍｎｅｓｓａｎｄｍｅｔａｂｏｌｉｓｍｏｆｂｒａｉｎｔｕｍｏｒｉｎｉｔｉａｔｉｎｇ

ｃｅｌｌｓｉｎａｔｙｐｉｃａｌｔｅｒａｔｏｉｄ／ｒｈａｂｄｏｉｄｔｕｍｏｒｓ［Ｊ］．ＮｅｕｒｏＯｎｃｏｌ，

２０１５，１７（６）：８１０－８２１．ＤＯＩ：１０．１０９３／ｎｅｕｏｎｃ／ｎｏｕ３０５．

［２５］ＬＯＯＴＷ． Ｂｌｏｃｋａｇｅ ｏｆｄｒｕｇ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｂｙ

ｄｉｓｕｌｆｉｒａｍ，ａｄｒｕｇｕｓｅｄｔｏｔｒｅａｔａｌｃｏｈｏｌｉｓｍ［Ｊ］．ＪＮａｔｌ

ＣａｎｃｅｒＩｎｓｔ，２０００，９２（１１）：８９８－９０２．ＤＯＩ：１０．１０９３／

ｊｎｃｉ／９２．１１．８９８．

［２６］ＳＯＮＧＷ，ＴＡＮＧＺ，ＳＨＥＮＮ，ｅｔａｌ．Ｃｏｍｂｉｎｉｎｇｄｉｓｕｌｆｉｒａｍ

ａｎｄｐｏｌｙ（ｌｇｌｕｔａｍｉｃａｃｉｄ）ｃｉｓｐｌａｔｉｎｃｏｎｊｕｇａｔｅｓｆｏｒｃｏｍｂａｔｉｎｇ

ｃｉｓｐｌａｔｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ［Ｊ］．ＪＣｏｎｔｒｏｌＲｅｌｅａｓｅ，２０１６，２３１：９４－

１０２．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｊｃｏｎｒｅｌ．２０１６．０２．０３９．

［２７］ＫＥＳＨＡＭＯＵＮＩＶＧ，ＭＩＣＨＡＩＬＩＤＩＳＧ，ＧＲＡＳＳＯＣＳ，ｅｔａｌ．
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